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AgNPs 

AMP 

AMR 

CDC 

Wykaz skrótów i oznaczeń 

Nanocząstki srebra (ang. silver nanoparticles) 

Białko przeciwdrobnoustrojowe (ang. antimicrobial protein) 

Oporność bakterii (ang. antimicrobial resistance) 

Amerykańskie Centrum Kontroli i Zapobiegania Chorobom (ang. Centersfor 

Disease Control and Prevention) 

CHAP Cysteino- i histydyno-zależna aminopeptydaza/hydrolaza 

DCFH-DA Diacetylo-dichlorofluoresceina 

Dend Dendrymer 

DTR Trudna do leczenia oporność (ang. dif]icult-to-treat resistance) 

ECDC Europejskie Centrum ds. Zapobiegania i Kontroli Chorób (ang. European 

Centre for Disease Prevention and Control) 

EPS 

FBS 

HADA 

IDSA 

IM 

LPS 

MDR 

MIC 

NPN 

OM 

PBS 

PDR 

PEG 

PG 

RFT/ROS 

TSB 

UTI 

XDR 

Pozakomórkowe substancje polimerowe - egzopolisacharyd 

Płodowa surowica bydlęca (ang.feta! bovine serum) 

propyl (2E)-2-cyano-3-(3,4-dihydroksy 5-nitrofenyl) 

Amerykańskie Towarzystwo Chorób Zakaźnych (ang. Infectious Diseases 
Society of America) 
Błona wewnętrzna ( ang. inner mem brane) 

Lipopolisacharyd 

Wielolekooporność ( ang. multidrug-resistance) 

Minimalne stężenie hamujące (ang. minimal inhibitory concentration) 

N-fenylo-1-naftyloamina 

Błona zewnętrzna ( ang. out er mem brane) 

Buforowany fosforanami roztwór soli fizjologicznej (ang. phosphate-bujfered 
saline) 
Szczepy oporne na wszystkie dostępne środki przeciwdrobnoustrojowe (ang. 
pandrug-resistant) 
Polietylenoglikol 

Peptydoglikan 

Reaktywne formy tlenu ( ang. reactive oxygen species) 

Bulion sojowy Tryptone (ang. Tryptone Soya Broth) 

Zakażenie układu moczowego ( ang. urinary tract infection) 

Rozległa oporność na leki (ang. extensively drug-resistance) 

8 



Streszczenie 

Oporność bakterii na antybiotyki stanowi obecnie jedno z najpoważniejszych wyzwań 

współczesnej medycyny, prowadząc do wzrostu zachorowalności i śmiertelności na całym 

świecie. Szczególnym problemem są bakterie Gram-ujemne, których błona zewnętrzna stanowi 

skuteczną barierę utrudniającą przenikanie antybiotyków. Wobec ograniczonej skuteczności 

klasycznych terapii coraz większe znaczenie zyskują alternatywne strategie terapeutyczne 

oparte na białkach i nanomateriałach przeciwdrobnoustrojowych, w tym na dendrymerach. 

Białka takie jak endolizyny fagowe rozkładają peptydoglikan ściany komórkowej bakterii, 

natomiast dendrymery mogą zwiększać przepuszczalność błony zewnętrznej, wspomagając 

działanie endolizyn wobec bakterii Gram-ujemnych. Celem pracy było określenie wpływu 

kationowych dendrymerów karbokrzemowych zawierających pierścienie imidazolowe (Dend), 

jony srebra (DendAg), a także pierścienie pirydylowe z jonami srebra (DendCh, DendAgCh) 

na wrażliwość bakterii Pseudomonas aeruginosa PAOI oraz ocena ich zdolności 

do wzmacniania działania domeny CHAP endolizyny z bakteriofaga <D812. 

Szczep P aeruginosa został wybrany ze względu na wysoki poziom oporności wynikający 

z mutacji, modyfikacji enzymatycznych oraz zdolności do tworzenia biofilmów. 

W niniejszej pracy wykazano, że kationowe dendrymery ograniczają wzrost bakterii 

oraz indukują permeabilizację błony zewnętrznej, co ułatwia przenikanie endolizyny 

do warstwy peptydoglikanu i jego degradację. Stopień permeabilizacji zależał jednak 

od rodzaju zastosowanego dendrymeru. Dodatkowo, aktywność enzymatyczna endolizyny 

względem peptydoglikanu wzrastała w obecności dendrymerów. Analiza termodynamiczna 

interakcji między dendrymerami a endolizyną wykazała, że związki te łączą się poprzez 

wiązania elektrostatyczne w procesie egzotermicznym (DendAg, DendCh, DendAgCh) 

w niskich temperaturach oraz endotermicznym (Dend) w wyższych temperaturach. 

Oceniono również synergistyczne działanie dendrymerów i endolizyny wobec bakterii - trzy 

spośród czterech badanych dendrymerów wykazały efekt synergii, co uzasadniło wyłączenie 

Dend z dalszych badań. Morfologię i wielkość dendrymerów oraz ich kompleksów 

z endolizyną określono za pomocą transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) 

i dynamicznego rozpraszania światła (DLS). Ze względu na hydrofobowy charakter cząsteczek 

zaobserwowano ich tendencję do tworzenia agregatów o wielkości 350-800 nm. W dalszym 

etapie badań analizowano produkcję reaktywnych form tlenu (ang. ROS/ pol. RFT). 

Dendrymery zawierające jony srebra zwiększały ilość RFT. Za pomocą mikroskopii 

fluorescencyjnej oceniono żywotność bakterii w obecności dendrymerów i endolizyny -
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we wszystkich przypadkach stwierdzono spadek liczby komórek żywych i wzrost liczby 

martwych. Obserwacje wykonane metodami fluorescencyjną, SEM i TEM potwierdziły 

obecność licznych uszkodzeń błony komórkowej w postaci porów oraz degradację ściany 

komórkowej, co świadczy o działaniu litycznym badanych układów. Oceniono również wpływ 

dendrymerów i ich kompleksów z endolizyną na złożoną strukturę biofilmu bakteryjnego. 

W pierwszym etapie badano zdolność dendrymerów do hamowania tworzenia biofilmu 

w rosnących stężeniach, a następnie - w obecności endolizyny. Wykazano, że sama endolizyna 

wzmacnia działanie antybiofilmowe dendrymerów, natomiast stosowanie dendrymerów 

pojedynczo nie dawało tego efektu. Analiza mikroskopowa wykazała zmniejszenie liczby 

żywych komórek i wzrost liczby martwych bakterii w biofilmie, co wskazuje na uszkodzenie 

struktury biofilmu i działanie bójcze kompleksów dendrymer-endolizyna. Kolejnym etapem 

była ocena wpływu dendrymerów i endolizyny wobec biofilmu uformowanego na skórze 

wieprzowej, stanowiący model zakażenia skórnego. Badania z wykorzystaniem mikroskopii 

fluorescencyjnej i SEM wykazały, że najskuteczniejsze działanie przeciwbiofilmowe 

wykazywały dendrymery DendAg i DendAgCh, a w mniejszym stopniu DendCh. 

Obserwowano zwiększenie liczby martwych komórek, liczne uszkodzenia ściany bakteryjnej 

oraz zmiany w strukturze matrycy biofilmu. Przeprowadzono również analizę 

histomorfologiczną skóry niezainfekowanej oraz zainfekowanej P aeruginosa po zastosowaniu 

dendrymerów i endolizyny. W przypadku skóry niezainfekowanej wykazano, że dendrymery 

w różnym stopniu wpływały na struktury naskórka, prowadząc do atrofii, hipertrofii 

lub hiperplazji oraz miejscowego przerwania ciągłości między warstwami. W skórze zakażonej 

naskórek był całkowicie zdegradowany przez bakterie, z częściową degradacją skóry 

właściwej, co uniemożliwiało ocenę potencjalnego efektu terapeutycznego. Ostatnim etapem 

badań była ocena cytotoksyczności dendrymerów oraz wpływu endolizyny na łagodzenie tego 

efektu w hodowli fibroblastów VHIO. Wykazano, że cytotoksyczność wzrastała wraz 

ze stężeniem dendrymerów, natomiast obecność endolizyny nieznacznie redukowała ten efekt. 

Podsumowując, kationowe dendrymery karbokrzemowe, w zależności od rodzaju 

modyfikacji, wzmacniają aktywność endolizyny oraz wykazują działanie przeciwbakteryjne 

wobec Pseudomonas aeruginosa PAOI poprzez mechanizmy obejmujące permeabilizację 

błony komórkowej, degradację peptydoglikanu i generację reaktywnych form tlenu. 

Związki te wpływają również na redukcję biofilmu w warunkach in vitro i ex vivo. 

Wykazująjednak pewną cytotoksyczność, której nasilenie zależy od stężenia i rodzaju 

modyfikacji powierzchniowej dendrymeru. 



Summary 

Bacterial resistance to antibiotics is currently one of the most serio us challenges in modern 

medicine, leading to increased morbidity and mortality worldwide. Gram-negative bacteria are 

a particular concern, as their outer membrane constitutes an effective barrier that limits 

antibiotic penetration. Due to the limited efficacy of conventional therapies, alternative 

therapeutic strategies based on antimicrobial proteins and nanomaterials, including dendrimers, 

are gaining increasing importance. Proteins such as phage-derived endolysins degrade 

the peptidoglycan layer of the bacterial cell wall, whereas dendrimers can mcrease 

outer- membrane permeability, thereby supporting the activity of endolysins against 

Gram- negative bacteria. The aim of this study was to determine the effect of cationic 

carbosilane dendrimers containing imidazole rings (Dend), silver 1ons (DendAg), as well 

as pyridyl nngs with silver 10ns (DendCh, DendAgCh) on the susceptibility 

of Pseudomonas aeruginosa PAOI, and to evaluate their ability to enhance the activity 

of the CHAP domain of an endolysin derived from bacteriophage <D812. The P aeruginosa 

strain was selected due to its high level of resistance resulting from mutations, enzymatic 

modifications, and its ability to form biofilms. 

In this work, it was demonstrated that cationic dendrimers inhibit bacterial growth 

and induce outer membrane permeabilization, which facilitates endolysin penetration 

to the peptidoglycan layer and its degradation. However, the degree of permeabilization 

depended on the dendrimer type. In addition, the enzymatic activity of the endolysin toward 

peptidoglycan increased in the presence of dendrimers. Thermodynamic analysis 

of the interactions between dendrimers and the endolysin showed that these compounds 

associate via electrostatic interactions in an exothermic process (DendAg, DendCh, 

DendAgCh) at low temperatures and an endothermic process (Dend) at higher temperatures. 

The synergistic activity of dendrimers and the endolysin against bacteria was also evaluated -

three of the four dendrimers exhibited synergistic effects, whichjustified excluding Dend from 

further studies. The morphology and size of dendrimers and their complexes with the endolysin 

were determined using transmission electron microscopy (TEM) and dynamie light scattering 

(DLS). Due to the hydrophobic nature of the molecules, a tendency to form aggregates with 

sizes of 350-800 nm was observed. In the next stage, the production of reactive oxygen species 

(ROS) was analyzed. Dendrimers containing silver 10ns increased ROS levels. 

Bacterial viability in the presence of dendrimers and the endolysin was assessed 

by fluorescence microscopy - in all cases, a decrease in the number oflive cells and an increase 
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m <lead cells were observed. Observations by fluorescence m1croscopy, SEM, and TEM 

confirmed numerous membrane disruptions in the form of pores as well as cell wall 

degradation, indicating the lytic activity of the studied systems. The effects of dendrimers 

and their complexes with the endolysin on the complex structure of bacterial biofilms were also 

assessed. First, the ability of dendrimers to inhibit biofilm formation at increasing 

concentrations was examined, and subsequently the same experiments were performed 

in the presence of the endolysin. It was shown that endolysin alone enhanced the antibiofilm 

activity of dendrimers, whereas dendrimers used individually did not produce this effect. 

Microscopic analysis revealed a decrease in the number of live cells and an increase in <lead 

bacteria within the biofilm, indicating disruption of biofilm structure and bactericidal activity 

of the dendrimer--endolysin complexes. The next stage involved evaluating the effects 

of dendrimers and the endolysin on biofilms formed on porcine skin, used as an ex vivo model 

of skin infection. Fluorescence microscopy and SEM analyses showed that the most 

pronounced antibiofilm activity was observed for DendAg and DendAgCh, and to a lesser 

extent for DendCh. An increased number of <lead cells, numerous bacterial cell wall disruptions, 

and changes in the biofilm matrix structure were observed. Histomorphological analysis of non­

infected and P aeruginosa-infected skin after application of dendrimers and the endolysin was 

also performed. In non-infected skin, dendrimers affected epiderma! structures to varying 

degrees, leading to atrophy, hypertrophy, or hyperplasia and local disruption of continuity 

between layers. In infected skin, the epidermis was completely degraded by bacteria, 

with partia! degradation of the dermis, which prevented assessment of a potentia! therapeutic 

effect. Finally, the cytotoxicity of dendrimers and the effect of endolysin on mitigating this 

toxicity were evaluated in VHI O fibroblast cultures. Cytotoxicity increased with dendrimer 

concentration, whereas the presence of endolysin slightly reduced this effect. 

In summary, cationic carbosilane dendrimers, depending on the type of modification, 

enhance endolysin activity and exhibit antibacterial effects against Pseudomonas aeruginosa 

PAOI through mechanisms involving membrane permeabilization, peptidoglycan degradation, 

and the generation of reactive oxygen species. These compounds also contribute to biofilm 

reduction under in vitro and ex vivo conditions. However, they display a certain degree 

of cytotoxicity, the extent of which depends on concentration and the type of dendrimer surface 

modification. 
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1. Wprowadzenie 

W 2028 roku będzie obchodzona 100. roczmca odkrycia pierwszego antybiotyku, 

penicyliny, przez Alexandra Fleminga, która pozytywnie zmieniła perspektywy walki 

z bakteriami. Nie przewidywano jednak, że w ciągu tych 100 lat bakterie rozwiną tak daleko 

posuniętą oporność na antybiotyki, wiele z nich stanie się nieskutecznych, a zwalczanie 

patogenów niemal niemożliwe [1-5]. Skutkiem niekontrolowanego stosowania antybiotyków 

w hodowli zwierząt i rolnictwie, nadmierne przepisywanie i nieodpowiedzialne stosowanie 

czy przedwczesne kończenie przyjmowania leków antybakteryjnych, było pojawienie 

się bakterii wielolekoopornych (ang. mufti-drug resistance MDR) [6]. Według doniesień, 

zakażenia związane z bakteriami antybiotykoopornymi (ang. antimicrobial resistance AMR) 

oszacowano na 4,95 miliona w 2019 roku, a przybliżona liczba zgonów wynosi 1,27 miliona. 

Niepokojące jest to, że liczba zgonów spowodowanych przez AMR może znacząco wzrosnąć 

do 1 O milionów rocznie do 2050 roku [7]. Niektóre gatunki bakterii, ze względu na swoją 

wyjątkową oporność na antybiotyki zostały zakwalifikowane jako szczególnie niebezpieczne, 

w związku z czym utworzono tzw. grupę ESKAPE ( od Enterococcus faecium, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, 

Pseudomonas aeruginosa oraz Enterobacter spp.) [8]. Nazwa ta podkreśla ich zdolność 

do „ucieczki" (ang. escape) przed działaniem dostępnych terapii przeciwdrobnoustrojowych. 

Grupa ESKAPE stanowi obecnie jedno z największych wyzwań współczesnej medycyny, które 

stoi przed poważnym wyzwaniem związanym z opornością bakterii, powodujące każdego roku 

śmierć milionów ludzi [9-15]. Problem ten pogłębia spadek produkcji nowych i skutecznych 

antybiotyków, co ogranicza możliwość efektywnego leczenia infekcji (Rycina 1 ). 

Szczególną uwagę należy zwrócić na bakterie Gram-ujemne w kontekście zachorowalności 

śmiertelności wśród ludzi, ze względu na łączenie w sobie szeregu cech znacznie 

utrudniających skuteczne leczenie zakażeń. W odróżnieniu od bakterii Gram-dodatnich, 

których gruba warstwa peptydoglikanu jest łatwo dostępna dla wielu antybiotyków, bakterie 

Gram-ujemne posiadają dodatkową zewnętrzną błonę z wyróżniającym się lipopolisacharydem 

(LPS) [16,17]. Struktura ta stanowi wyjątkowo skuteczną barierę dla leków, ograniczając 

ich przenikanie i sprzyjając rozwojowi wielolekooporności. Dodatkowo endotoksyna LPS 

wywołuje silną odpowiedź zapalną, zwiększając ryzyko wstrząsu septycznego, 

którego powikłania znaczme rzadziej obserwuje się w zakażeniach bakteriami 

Gram- dodatnimi. Ponadto bakterie Gram-ujemne cechują się wysoką zdolnością do nabywania 
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i przekazywania genów oporności, co odbywa się szybciej 

Gram- dodatnich [18]. 

skuteczniej niż u bakterii 

~ r 
:;; 
t 

1953: Gliko peptydy, nitroimi da.zole, 
19 5 2: Makfolidy ◄ 
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_., 1945: Tetracykliny ◄ f 1943: Aminoglikozydy, bacytracyna 

<3 1932: Sulfonamidy ◄ 
1928: ◄ 

Penicyliny 

1950:Welolekooporny 5. aureus ◄I 

1942; Penjcyl ina ◄ 

i 9.55: Cykloseryna, nowobiocyna 
► 1951: Rifamycyny 

► H61: 

1961: Chinolony, linko:uimidy, kwas fusydowy 

► 1969; Fosfomycyna 
► 1!17i: Mu~mryn:i 

► 1976: Karbapenemy 
1978: Oksa.zolidynony 2018: Waoorbaktam 

1979: ► 1020: 
lefamulina 

► 1960:MRSA 

Brak ist1:1tnych nowych antybiotyków 

► 1983: ESBL f. J; I l 100412oos, P~ 
► 1974: P~nicylina:,y I Acinetobacteri Pseudomona5 

produkując• H. 
inf1uenz.3e 

► 1968: Eryt,arTI)lcyn• '► 1998: ► 201 5: Awibaktam 
I ceftazydym 

► 1 996: Lewofloksacyna 

Rycina 1 Oś czasu odkrycia antybiotyków i rozwój oporności bakterii [ 19]. 

Raktcric Gram-ujemne charakteryzują si9 tab:c v,,,ysoką zdolnością do tworzenia biofilmu, 

który stanowi dodatkową warstwy ochronną przed antybiotykami i układem odpomościm.vym 

l20J. Choć bakterie Gram-dodatnie róvmież mogą tworzyć biofilrn, struktury te ·w przypadku 

patogenów Gram-ujemnych są zwykle bardziej odporne i trudniejsze <lu pokon,mia [21]. 

Wszystkie te właściwości sprawiają, że bakterie Grmn-ujemne stanowią jedno z najwiykszych 

wyzwa11. współczesnej medycyny, prze\vyższąjąc pod tym względem większość patogenów 

Gram-dodatnich i -wymagając intensywnych poszukiwań nowych strategii terapeutycznych. 

·wśród bakterii Gram-~jemnych należących do grupy ESKAPE, Pseudomonas aeruginosa 

stanowi jeden z najbardzi~j niepokojących i wymagąjących patogenó.v. Jego .vyjątkov.•a 

zdolność adaptacji_ szybkie nabywanie oporności na antybiotyki oraz agresywny przebieg 

zakażeń spra\¾7aJą, że stano.vi poważne zagrożenie. Jego lekooporność wynika 

z wielopoziomov.ych mechanizmóv,r obronnych - od nieprzepuszczalnej zewnętrznej błony, 

poprzez wydajne pompy wypływowe, po zdolność tworzenia wysoce odpornego biofilmu l22]. 

W efekcie P aeruginosa czysio prezenluje fenotypy MDR, XDR, a nawet PDR, co znacz,1co 

ogranicza skutecznoś(; dustypnych terapii [23,24]. Z tych powodów patogen ten uznmvany 

jesl za priorytetowy cel badań nad nowymi antybiotykami i alterna1ywnymi metodami leczenia, 

które mogłyby skutecznie przełamać jego -vvysoki poziom oporności. 
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1.1 Budowa błony i ściany bakterii Gram-ujemnych 

Ściany komórkowe bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych wykazują istotne różnice 

zarówno w budowie, jak i składzie chemicznym. U bakterii Gram-dodatnich grubość ściany 

komórkowej wynosi przeciętnie około 20 nm, a u niektórych gatunków może dochodzić nawet 

do 50 nm. Struktura taj est jednorodna i zdominowana przez peptydoglikan, który stanowi od 50 

do 90 % jej masy i może tworzyć do około 40 warstw [25]. Oprócz mureiny ściana zawiera 

również kwasy tejchojowe, zbudowane z polirybitolofosforanu połączone kowalencyjnie 

z peptydoglikanem, oraz kwasy lipotejchojowe, oparte na glicerolofosforanie zakotwiczone 

w glikolipidach błony cytoplazmatycznej. W jej skład wchodzą także różnorodne 

polisacharydy, takie jak mannoza, ramnoza, glukoza czy arabinoza oraz białka powierzchniowe 

[26]. Zarówno kwasy tejchojowe i lipotejchojowe, jak i liczne białka adhezyjne, odgrywają 

kluczową rolę w przyczepianiu się bakterii do różnych powierzchni, zarówno biologicznych, 

jak i abiotycznych. W przeciwieństwie do Gram-dodatnich, bakterie Gram-ujemne posiadają 

znacznie cieńszą ścianę komórkową, liczącą około 10-15 nm. Jest ona złożona z dwóch 

głównych warstw zlokalizowanych na zewnątrz od błony cytoplazmatycznej. Pierwszą stanowi 

cienka warstwa peptydoglikanu - zwykle pojedyncza warstwa mureiny, umieszczona 

w przestrzeni periplazmatycznej i stanowiąca jedynie 5-10% masy ściany. Drugą, bardziej 

zewnętrzną, tworzy dwuwarstwa lipidowa, której zewnętrzna część zbudowana 

jest z lipopolisacharydu (LPS), zastępującego typowe fosfolipidy [27]. 

1.1.1 Błona zewnętrzna (ang. outer membrane OM) bakterii 

Gram- ujemnych 

Błona zewnętrzna, pokrywająca peptydoglikan, cechuje się asymetrycznym układem 

dwuwarstwy lipidowej o zupełnie innej budowie niż błona komórek eukariotycznych 

oraz negatywnym ładunkiem. Zbudowana jest z wewnętrznej warstwy tworzonej 

przez fosfolipidy, takie jak fosfatydyloglicerole (PG), kardiolipinę (CL) 

oraz fosfatydyloetanoloaminę (PE), występujące w różnych proporcjach w zależności 

od szczepu bakterii, specyficzne białka - lipoproteiny i ~-baryłkowe, tworzące kanały 

dyfuzyjne oraz lipopolisacharyd (LPS) stanowiącego zewnętrzną część. Błona zewnętrzna, 

dzięki obecności lipoproteiny Brauna, niewielkiemu białku, połączonemu kowalencyjnie 

z peptydem w peptydoglikanie i częścią lipidową z warstwą fosfolipidową, tworzy zwartą 

strukturę [28,29]. 
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Opisując błonę zev-mętrzną, należy zwrócić szczególną uwagę na wspomniany 

lipopolisacharyd (Rycina 2). Jest to charakterystyczny, o złożonej budowie glikolipid, 

występujący tylko wśród bakterii Gram-ujemnych. Składa się on z: 

• lipidu A, cechującego się hydrofobowością i najgłębszym położeniem, 

zhudowany z cząsteczek N- i O-acylowanego bifosforanu diglukozaminy (Gie) 

połączonych wiązaniem B0~6) glikozydowym wraz z zmienną ilością (od 4 

do 7) łańcuchów acylowych i kwasów tłuszczo-wych, warunkujący toksyczność 

LPS, 

• krótkim, 8 - 12 cul<:ro\vym hydrofilo-vvym rdzeniem oligosacharydo\\1ym, 

w rejonie wevmętrznym. połączonym kowal encyj nie z lipidem A za pomocą 

karboksylowanego kwasu D-manno-okto-2-ulozonowego (KDO), z dodatkov,,ą 

obecnością dwóch reszt L-glicero-D-manno-heptozy, natomiast reg10n 

zevvnętrzny zbudov.·any z heksoz, na przykład glukozy, galaktozy, glukozaminy, 

• polisacharydu O-swoislego, zwany również antygen O, znajdujący 

się w zewnętrznie położonej części, unikatowy dla danych szczepów i określający 

s,voistość serologiczną, zbudowany z kilkunastu do kilkudziesięciu podjednostek 

oligosacharydmvych, na które składa się 1 - 8 reszt węglowodanmvych, 

z możliv.ym v.ystępowaniem, poza cukrami obojętnymi takimi jak heksozy 

czy hcksozaminy, kwasów uronov-.:ych i dcoksyhcksoz, czy innych składników 

nie cukrowych, na przykład aminokwasy, fosforan, glicerol l30,3 lj. 

Łańcuch O-swoisty Rdzeń ----, r- lipid A ----, 

Rycina 2 Schemat budowy LPS l}Oj. 

Budowa LPS w zależności od szczepów bateryjnych różni si9. LPS ze wzgl9du na V..'Ysoką 

sztyvvność i stabilizację przez wiązania krzyżowe między kationami dwuwartościov..cymi 

a grupami fosforano"'ymi, stanowi nieprzepuszczalną barierę dla toksyn, detergentóv..1, 

lizozymu czy antybiotyków. Dodatkowo, podczas lizy bakterii. LPS staje się endotoksyną. 
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która w większej ilości powodując wszelkiego rodzaju o~jawy chorohowe. często 

ze śmiertelnym skutkiem. 01-,ecna jest także l-,łona wewnętrzna/komórkmva (ang. inner 

membrane IM) odpm1-iadająca za transport produktów biosyntezy [32,33]. 

1.1.2 Ściana komórkowa 

V./ skład ściany komórkowej wszystkich znanych bakterii ,.vchodzi peptydoglikan. 

nazywany róv.·nież mureiną. Jest on podstawowym składnikiem ściany, który nadaje 

jej sztywność i determinuje kształt komórek bakteryjnych. Jako heteropolimer, składa 

się z ła11cuchów cukrowych utworzonych z dwóch dwucukrów: N-acetylo-glukozaminy 

Glc.iVAc) oraz kwasu N-acetylomuraminowego (MurNAc), które połączone są wiązaniem 

~- 1,4-glikozydov-..')'m, oraz peptydów, przyłączonych do reszt kwasu murammo,vego, 

które zawierają od trzech do pięciu aminokwasów (Rycina 3) [34.351. 

A kwa~ białko kwas 
tejchojowy powierzchniowe lipotejchojowy 

fo,folipid 

Rycina 3 Porównanie budowy ściany komórkowe.i bakterii (A) Gram-dodatnich i (8) Gram-ujemnych l36J. 

1.2 Charakterystyka bakterii Pseudomonas aerugino.wt 

Pałeczka ropy błękitnej Pseudomonas aeruginosu jest jednym z najczęstszych 

i „krytycznych" patogenóv,1 odpo\J\·iedzialnych za zakażenia szpitalne [37,38]. Jest to szeroko 

rozpowszechniona w środowisku wodnym i glebowym, oportunistyczna, otoczona błoną 

ze-vvnętrzną, wysoce adaptacyjna bakteria Gram-ujemna, zdolna do wzrostu zaróv.rno 

w warunkach tlcnm.vych. jak i ograniczonej dostc;pności tlenu (fakultatyvvnic beztlenowa). 

Jej niezwykła elastyczność metaboliczna pozwala przetrwać w różnych warunkach f39,40l, 

P aeruginusa jest szczególnie niebezpieczna dla pacjentów z obniżoną odpornością, u których 

może prowadzić do przewlekłych i szpitalnych zakażeń. trudnych do leczenia zakaże11 dróg 
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moczowych (ang. urinary tract infections UTI) i ran, oraz jest związana z zapaleniem płuc, 

zakażeniami krwi i miejsc operowanych [41,42]. Grupa badawcza Eid'a (2025) zwraca uwagę, 

że bakterie Pseudomonas aeruginosa można podzielić na różne fenotypy w zależności 

od profilu oporności na leki, zgodnie z kryteriami opracowanymi przez Europejskie Centrum 

ds. Zapobiegania i Kontroli Chorób (ang. European Centre for Disease Prevention and Control 

ECDC) oraz Amerykańskie Centrum Kontroli i Zapobiegania Chorobom (ang. Centers 

for Disease Control and Prevention CDC): 

• wielolekowa oporność na antybiotyki (ang. multidrug-resistant MDR), 

• rozległa oporność na leki (ang. extensively drug-resistance XDR), 

• szczepy oporne na wszystkie dostępne środki przeciwdrobnoustrojowe 

(ang. pandrug-resistant PDR) [43], 

a Amerykańskie Towarzystwo Chorób Zakaźnych (ang. lnfectious Diseases Society of America 

IDSA) zaproponowało termin: 

• trudna do leczenia oporność (ang. dijjicult-to-treat resistance DTR) 

w celu opisania szczepów Pseudomonas aeruginosa charakteryzujących się niezwykle 

złożonym i zaawansowanym profilem oporności, nie reagujących na większość lub wszystkie 

standardowe antybiotyki [44], sklasyfikowane według ich budowy [23]: 

• karbapenemy 

o imipenem-cylastatyna 

o meropenem 

o doripenem 

• cefalosporynę 

o ceftazydym 

o cefepim 

• fluorochinolony 

o cyprofloksacyna 

1.3 Czynniki wirulencji bakterii 

o lewofloksacyna 

• aminoglikozydy 

o amikacyna 

o gentamycyna 

o tobramycyna 

• ureido oporne na penicylinę 

o piperacy lina 

o piperacylina-tazobaktam. 

Aby umożliwić rozwój zakażenia w organizmie gospodarza oraz skuteczne namnażanie się, 

bakterie wykorzystują różnorodne struktury, substancje i mechanizmy określane wspólnie 

mianem czynników wirulencji. Do najważniejszych czynników wirulencji należy zaliczyć: 
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• zdolność do przemieszczania się bakterii, dzięki obecności odpowiednich struktur, 

takich jak rzęski, 

• zdolność do wytwarzania form przetrwalnikowych, na przykład endospor w wyniku 

sporulacj i, 

• obecność adhezyn rozpoznających receptory gospodarza 1 kolonizację danego 

miejsca, oraz czynników uszkadzających komórki i tkanki, 

• zdolność do produkcji toksyn, 

• zdolność do wytwarzania otoczek, w tym złożonego biofilmu [45]. 

Oprócz wspomnianych powyżej czynników wirulencji bakterii, należy także zwrócić 

szczególną uwagę na możliwe sposoby reagowania bakterii na podawane leki, takie jak 

antybiotyki. Wskutek niewłaściwego stosowaniach związków antybakteryjnych, bakterie 

wykształciły różnego rodzaju szlaki oporności, do których zalicza się: 

• zmiany celu działania antybiotyku, czyli struktur komórkowych/białek, na które 

ma działać antybiotyk, 

• zahamowanie transportu antybiotyku wskutek, na przykład zmiany budowy błony 

zewnętrznej, 

• inaktywacja antybiotyku poprzez niszczenie lub zmianę jego struktury, 

• aktywne usuwanie antybiotyku z komórki dzięki obecności pomp wypływowych (ang. 

ejjlux pump), 

• zdolność do mutacji, rekombinacji czy horyzontalnego transferu genów, zawierających 

fragmentów z genami oporności [42,46--48]. 

1.4 Charakterystyka biofilmu bakteryjnego 

Tworzenie biofilmu znacząco zwiększa zdolność bakterii do przetrwania zarówno 

w niesprzyjających warunkach środowiskowych, jak i podczas infekcji, skutecznie 

ograniczając penetrację oraz działanie leków przeciwbakteryjnych. Z tego względu biofilm 

stanowi jeden z kluczowych celów współczesnych badań i strategii terapeutycznych, a zarówno 

zapobieganie jego powstawaniu, jak i skuteczne leczenie już uformowanych struktur 

biofilmowych, jest niezwykle istotne dla zwalczania zakażeń bakteryjnych [22]. 

Biofilm bakteryjny to 

mikroorganizmów osadzonych 

(ang. extracellular polymeric 

wysoce zorgamzowana 

w pozakomórkowych 

substances EPS), 
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z egzopolisacharydów, w przypadku P aeruginosa - alginian, białka i kwasy nukleinowe 

[49,50]. Polisacharydy zewnątrzkomórkowe wykazują silne właściwości kompleksowania 

jonów metali dwuwartościowych, takich jak wapń, magnez czy cynk, co zwiększa adhezję 

mikroorganizmów do powierzchni, nadając biofilmowi większą spójność strukturalną. 

Białka obecne w macierzy pełnią zarówno funkcje strukturalne, jak i biologiczne - uczestniczą 

w utrzymaniu integralności biofilmu, inicjowaniu reakcji zapalnych oraz mogą działać jako 

enzymy hydrolityczne, ułatwiające uwalnianie komórek bakteryjnych i formowanie nowych 

struktur biofilmowych [51]. Lipidy stanowią jedynie niewielki procent całkowitej masy 

biofilmu, ich zdolność do tworzenia kompleksów z białkami w postaci lipoprotein jest istotna 

dla zachowania stabilności błon komórkowych, rozpoczęcia procesu infekcji i dalszego 

rozwoju biofilmu. Ponadto lipidy nadają macierzy pozakomórkowej charakter hydrofobowy, 

co zwiększa odporność biofilmu na działanie czynników środowiskowych [52]. 

Ważnym składnikiem biofilmu jest również pozakomórkowe DNA ( eDNA), pochodzące 

z kontrolowanej autolizy części komórek, pełni funkcję strukturalną, stabilizującą i wspierającą 

proces adhezji bakterii w obrębie biofilmu [53]. Komórki wchodzące w skład biofilmu różnią 

się fizjologicznie i morfologicznie od wolno żyjących komórek tego samego gatunku. 

Bakterie ściśle przylegają do siebie nawzajem i/lub do niebiologicznych powierzchni stałych, 

takich jak cewniki lub endoprotezy, lub biologicznych, takich jak rany, oparzenia, wrzody, 

czy w mukowiscydozie [44,47]. Bakterie posiadają wiele cech, które pomagają im przylegać 

do powierzchni, takich jak hydrofobowość ściany komórkowej, potencjał powierzchniowy, 

rozmiar i kształt, obecność quorum sensing, pilusów/fimbrii oraz zdolność do wytwarzania 

adhezyn pozakomórkowych. Należy jednak zauważyć, że przyczepność bakterii 

do powierzchni wykazuje różny poziom w zależności od kilku czynników powierzchniowych, 

takich jak hydrofobowość, heterogeniczność, chropowatość, sztywność oraz potencjał 

i ładunek powierzchniowy. Ponadto warunki środowiskowe mają kluczowe znaczeme 

dla przyczepności bakterii, np. pH, temperatura i siła jonowa [54-56]. Bakterie wolno 

żyjące/planktoniczne, po zetknięciu się z powierzchnią wyrobu medycznego lub uszkodzonej 

tkanki, pod wpływem sił Van der Waalsa i wyżej wymienionych przystosowań, zaczynają 

wytwarzać polimery pozakomórkowe, które organizują się w matrycę przestrzenną, 

umożliwiającą silną adhezję i rozwój biofilmu [57,58]. Proces tworzenia biofilmu składa 

się z kilku etapów (Rycina 4): 
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l) Pierwszym etapem jest przyleganie poszczególnych komórek bakteryjnych 

do powierzchni, które może odbywać się za pośrednictwem różnych struktur 

powierzchnimvych, takich jak fimbrie, pilusy lub substancje adhezyjne. 

2) Następnie bakterie wchodzą w fazę mikrokolonii, a ich podziały komórkowe prowadzą 

do wzrostu liczby komórek ,v obrębie struktury. 

3) Ostatnim etapem jest dojrzewanie biofilmu. podczas którego bakterie wytwarząią 

macierz zewnątrzkomórkO\vą, która zapewnia stabilność i ochronę przed czynnikami 

zev-mętrznymi [59,60]. 

I I 1 
Odwracalne 
przyleganie 

2 

f 

5 
Rozprzestrzenianie 
się komórek 
bakteryJnych do 
nowych miejsc 

14 
Formowanie i 
dojrzewa nie 

matrycy ::cPS 

Rycina 4 Schemat przcdslawiaj,fcy fomtowanic siy hiorilmu haktnyjncgo. 

W dojrzałym biofilmie zachodzą intensywne interakcje między komórkami, a bakterie 

różnicuj;;! się pod względem funkcji metabolicznych, co sprzyja ich przetrwaniu 

w zmieniających się warunkach [61]. Z czasem następuje faza rozproszenia, w której niektóre 

komórki odrywają się od biofilmu i mogą kolonizować nmve środowiska, co prov.adzi 

do przewlekłych i trudnych do wyleczenia infekcji. Struktura biofilmu sprawia, że bakterie 

w nim osadzone są nawet setki lub tysiące razy bardziej oporne na antybiotyki 

niż ich planktoniczne odpowiedniki f 62,631, Wynika to z kilku czynników, w tym ograniczonej 

penetracji leków w głąb biofilmu. obecności form przetrwalnikowych i zdolności bakterii 

do przechodzenia w stan uśpienia metabolicznego, wydzielania substancji ochronnych i wielu 

innych wymienionych pov-.yżej, które zmniejszają ich podatność na leki. Biofilm zapewnia 
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również ochronę przed reakcją układu odpornościowego, w wyniku dynamicznych zmian 

w ekspresji genów, prowadzących do różnicowania antygenów powierzchniowych 

i przewlekłego charakteru infekcji [57]. Ze względu na te właściwości biofilmy są główną 

przyczyną trudnych do leczenia infekcji. Wzrost oporności na antybiotyki i zdolność bakterii 

do tworzenia biofilmu sprawiają, że klasyczne metody leczenia są coraz mniej skuteczne 

[64,65]. 

1.5 Charakterystyka tkanki skórnej i infekcji bakteryjnej 

Skórę zasiedla około 1012 mikroorganizmów, takich jak bakterie, archeony, wuusy 

czy grzyby, z których to bakterie dominują pod względem masy. Wśród nich przeważają 

gatunki Gram-dodatnie, np. gronkowce - Staphylococcus epidermidis i S. aureus, 

Propionibacterium acnes, Corynebacterium spp., Micrococcus spp., natomiast w mniejszej 

liczbie obecne są bakterie Proteobacteria i Bacteroidetes [16]. Należy podkreślić, że skład 

mikroflory skóry jest dynamiczny i zależny od wielu czynników, takich jak lokalizacja 

na powierzchni ciała, wiek oraz indywidualne predyspozycje gospodarza. Ulega on również 

znacznym zmianom w przebiegu chorób, środowiska, stylu życia, a także w sytuacji wniknięcia 

patogenów z zewnętrznych źródeł, na przykład poprzez kontakt z zakażoną osobą, skażenie 

rany wodą lub glebą czy inne uszkodzenia ciągłości tkanek umożliwiające kolonizację 

przez obce drobnoustroje [66]. 

Tkanka skórna składa się z trzech głównych warstw: naskórka, skóry właściwej 

oraz tkanki podskórnej. Pełni ona funkcję podstawowej bariery ochronnej przed patogenami, 

dzięki kilku kluczowym mechanizmom, takim jak utrzymanie kwaśnego pH (około 5,5), 

produkcja białek przeciwbakteryjnych (lizozym, katelicydyna, ~-defensyny, laktoferyna i inne) 

oraz obecność soli mineralnych (Rycina 5). 
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wł.ościw~ 
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podskórna 

RP.cP.ptor dntykowy/sersoryc,ny 

Tętnica 

Żyła 

___ Tkim k.A łą.r.:7na 

-=,=---- TkonkJ tłuszczowa 

Rycina 5 Schemat budowy tkanki skórnej L67J. 

Naskórek składa się głównie z wielovvarstwowego nabłonka płaskiego rogowaciejącego, 

zbudo,vanego z komórek zwanych keratynocytami. Występują ,v nim także u·zy inne, znacmie 

mniej liczne typy komórek: melanocyty \vytwarzające pigment, komórki Langerhansa pełniące 

funkcję prezentującą antygeny oraz komórki Merkla, czyli mechanoreceptory dotykowe. 

Naskórek nie zawiera naczyń krwionośnych - jego komórki otrzymują tlen i składniki 

odżywcze na drodze dyfuzji z warst\\'Y skóry właściwej. Warst\va rogowa (ang. stratwn 

corneum SC), zbudowana ze zrogowaciałych komórek, zapobiega trwałemu przyleganiu 

mikroorganizmów i sprzyja ich usuwaniu poprzez ciągłe złuszczanie. Choć zav..,iera niewiele 

składników odżywczych, jest bogata ,v keratynę, którą niektóre bakterie mogą wykorzystywać 

jako źródło pożywienići (Rycina 6) [68]. Warstwę jasną (ang. strafum lucidum SL) tworzy 

cienka, przezroczysta warst,Na spłaszczonych, kwasochłonnych k.eratynocytów. 

Warstwa ziarnista (ang. stratum granulosum SG) jest zbudowana z spłaszczonych komórek 

z ziarnistościami keratohialinov--ymi i blaszkowatymi (lipidowymi), t\vorzące barierę przeciw 

utracie wody i W"llikaniu substancji obcych. Warstvva kolczysta (ang. stratum spinosum SS) 

jest najgrnbszą warstwą naskórka, zbudowaną z wielobocznych komórek, odpowiada 

za odporność mechaniczną. Bezpośrednio nad warstwą podstavmą niektóre komórki nadal 

mogą się dzielić, dlatego obie warstwy określa się czasem wspólnie jako warstwę rozrodczą 

(ang. stratum germinalivwn SGe). Z kolei warstwa podstawna (ang. stralum ha.wie SB) 

to pojedyncza ,varsl\va zasadochłonnych, sześciennych lub ,vakowatych komórek, leżących 

na błonie podstawn~j VI' rn1e_1scu połączenia skórno-naskórkowego, charakteryzuje 
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się intensywną aktywnością mitotyczną. i zawiera komórki progenitorowe wszystkich warstw 

naskórka [67]. 

Warstwa [ 
rogowa 

Wmstwa iasna [ 

Warstwa ;,iarnista [ 

Warstwa [ 
kolczysta 

Warsw;, podstawna [ 

Skóra 

właściwa 

M;,rtwc, kcratynocyty 

_ Żywe keratynocyty 

Melanocyt 

- Komórka Langerhansa 

Błona podstowna 

Zakończenie nerwLl 
czuciowe~o 

Rycina 6 Schemat układu tkanki skórnej 7. poszczególnymi warstwami f67]. 

Powierzchnia skóry charakteryzuje się licznymi mikroskopijnymi zagłębieniami, 

wypukłościami i porami odprowadzającymi wydzieliny gruczołów łojowych i potov-iych 

oraz mieszki włosowe. Struktury te stanowią. dogodne mie_jsca kolonizacji hakterii i sr,rzyjają 

tvmrzeniu hiofilmów zarówno w wamnkach naturalnych, jak i v,r r,rzehiegu infekcji. 

Powstała w ten sposób złożona matryca bakteryjna jest wyjątkO\vo odporna na mechaniczne 

i chemiczne metody usuwania, co znacznie utrudnia skuteczne leczenie zakaże11 skóry. 

Ponadto, ze vvzględu na obecność cholesterolu i innych lipidów w warstwie rogowej, 

powierzchnia skóry posiada ujemny ładunek elektryczny, co vvpływa na proces adhezji bakterii 

[69,70]. 

Przerwanie ciągłości skóry aktywuje proces goJema, którego celem jest regenerncja 

funkcjonalnego naskórka, skóry właściwej i tkanki podskórnej. Niewłaściwy przebieg tego 

rrocesu może jednak prm,vadzić do infekcji skóry lub tkanek miękkich, które należą 

do najczęstszych zakażeó vvymagających intenvencji medycznej i stanowią. istotną przyczynę 

zachorowalności oraz śmiertelności, zarówno u pacjentów ambulatoryjnych, 

jak i hospitalizov.•anych f71 l- Pomimo znaczących postypów w leczeniu ran, zakażenia 

bakteryjne pozostają poważnym problemem klinicznym. Wynika to z faktu, że mikroorganizmy 

kolonizujące rany mogą rozwijać oporność na antybiotyki oraz tworzyć biofilm, w którym 

bakterie i grzyby otoczone są macierzą zev.m1trzkomórkową zwiększającą ich odporność 
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na działanie leków i utrudniającą gojenie. Przewlekłe rany często występują w przebiegu 

zaburzeń naczyniowych, takich jak owrzodzenia odleżynowe, zmiany niedokrwienne, 

owrzodzenia stopy cukrzycowej czy owrzodzenia żylne kończyn dolnych. Naruszenie ciągłości 

bariery skórnej sprzyja kolonizacji przez mikroorganizmy i tworzeniu środowiska 

sprzyJaJącego rozw0Jow1 zakażeń. Infekcje ran przewlekłych mają zwykle charakter 

wielogatunkowy, obejmując zarówno bakterie tlenowe, jak i beztlenowe. Wśród najczęściej 

izolowanych patogenów dominują Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus. 

Zakażenia z udziałem P aeruginosa charakteryzują się większym nasileniem stanu zapalnego, 

głębszym uszkodzeniem tkanek oraz wolniejszym procesem gojenia. Wynika to z właściwości 

tego drobnoustroju, w tym zdolności do tworzenia wspomnianego biofilmu, obecności pilusów 

typu IV, ruchliwości opartej na wiciach oraz produkcji licznych czynników wirulencji, 

które chronią bakterie przed mechanizmami obronnymi gospodarza [57]. 

Dlatego skuteczniejsze metody profilaktyki i leczenia zakażeń skóry są kluczowe 

dla zahamowania rozwoju oporności drobnoustrojów oraz zmniejszenia liczby ciężkich 

przypadków wymagających hospitalizacji. 

1.6 Alternatywy dla antybiotyków 

Obecne terapie opierają się zazwyczaj na modyfikacjach istniejących leków, ale strategie 

te zapewniają jedynie tymczasowe rozwiązanie [72,73]. Wraz z utratą skuteczności 

konwencjonalnych antybiotyków konieczne staje się poszukiwanie alternatywnych metod 

leczenia, które są w stanie zwalczać patogeny wielolekooporne. Potencjalne alternatywy 

dla klasycznych antybiotyków obejmują szerokie spektrum strategii terapeutycznych, takich 

jak stosowanie probiotyków, inhibitorów czynników wirulencji patogenów oraz wytworzonych 

przeciwciał po szczepieniu. Ponadto coraz większe zainteresowanie budzą związki 

pochodzenia roślinnego, bakteriofagi 1 ich enzymy lityczne, w tym peptydy 

przeciwdrobnoustrojowe, a także zaawansowane rozw1ązama nanotechnologiczne. 

Do najbardziej obiecujących należą nanosystemy -w tym polimery, dendrymery oraz biogenne 

nanocząstki metali, takie jak srebro, złoto, miedź czy platyna - które z powodzeniem zostały 

zastosowane przeciwko wybranym mikroorganizmom, w tym szczepom wielolekoopornym 

[74-76]. Niemniej jednak, metody te mogą nie być wystarczające do zahamowania infekcji 

lub zniszczenia bakterii, dlatego łączy się Je w celu wzmocmema działania 

przeciwbakteryjnego (na przykład połączenie białek przeciwbakteryjnych i kationowych 

nanocząstek). 
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1.7 Dendrymery kationowe 

Nanomateriały, takie jak dendrymery. znane również jako nanoczł1stki modyfikov,,ane 

ligandami, są powszechnie znane ze swoich właści\vości przeciwbakteryjnych i stanowią 

obiecującą alternatyvvę dla stale badanych, ale nieskutecznych antybiotyków [77l 

Dendrymery to syntetyczne cząsteczki o precyzy_1me kontrolowanej architekturze 

pronuemoweJ 1 symetrycznej oraz specyficznych ,vłaściwościach fizykochemicznych. 

wynikających z ich wielofunkcyjnej powierzchni i wąskiego rozkładu masy cząsteczkowej 

[45,78,79J. Podstm,vową jednostką tworzącą dendrymer jest dendron - gałąź przyłączona 

do rdzenia-atomu pierwiastka lub złożonego związku, którego ,vartościowość warunkuje ilość 

możliwych do przyłączenia gałęzi, a każde kolejne rozgałęzienie dendronu l\vorzy wyższą 

generację dendrymeru (Rycina 7). Ponadto aktywność dendrymerów można modyfikov-.-ać 

na wiele sposobów (np. rodząj i liczha grup funkcyjnych, PEGylac_ja, rozmiar, kształt) [45,78-

82]. Modyfikacje te mogą ,vzmacrnac luh osłabiać ich właściwości antybakteryjne 

i toksyczność. Spośród różnych klas dendrymerów o właściwościach 

przcciwdrobnoustrojovvych szczególne znaczenie mają układy zawierające atomy metali 

l83,84J. Łączą one mechanizm działania typm,,-'Y dla dendrymerów, czyli z,viększanie 

przepuszczalności zewnętrznej błony bakteryjnej. z unikalnymi właści\\•ościami 

przeciv,,drobnoustrojov-iymi metali [85-90]. Dzięki temu uzyskuje się V-.-'ielokierunkov..y efekt 

prowadzący do uszkodzeó. komórki bakteryjnej. 

G4 Dendrimer 

-.~ Dendron 

Ry{;ina 7 St:hcmat stmktury dt:ndrymcru [91 ]. 
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Skuteczność antybakteryjna dendrymerów zależy jednak w dużej mierze od ich budowy 

i modyfikacji powierzchni. Wykazano, że dodatkowe wprowadzenie jonów metali, a także grup 

funkcyjnych-takich jak pochodne imidazolu czy pirymidyny- istotnie wzmacnia ich działanie 

biologiczne, rozszerzając zakres aktywności oraz zwiększając efektywność wobec szczepów 

opornych [82,92]. Dendrymery są także szeroko stosowane jako nośniki leków i genów 

w nanomedycynie 1 farmakologii celowanej [93]. Odpowiednio zaprojektowane 

i zmodyfikowane mogą skutecznie transportować substancje czynne bez niekorzystnego 

wpływu na komórki lub tkanki docelowe [94]. 

Metale, a zwłaszcza srebro, od wieków są wykorzystywane jako środki 

przeciwbakteryjne. Obecnie stosuje się je zarówno w postaci jonów i kompleksów, 

jak i nanocząstek. Mechanizm działania srebra obejmuje m.in. destabilizację błony 

komórkowej, generowanie reaktywnych form tlenu, hamowanie aktywności enzymów 

oraz ograniczanie tworzenia się biofilmu. Trwają intensywne badania nad udoskonaleniem 

tych systemów, które mają na celu zwiększenie ich stabilności, skuteczności i potencjału 

terapeutycznego [12,15,83]. 

Niemniej jednak, oprócz właściwości przeciwbakteryjnych, dendrymery mogą również 

wywierać niekorzystny wpływ na komórki eukariotyczne, objawiający się cytotoksycznością 

lub genotoksycznością. Według doniesień naukowych, intensywność tych skutków może 

być silnie uzależniona od struktury dendrymeru, rodzaju ligandów powierzchniowych 

i zastosowanego stężenia [95]. Ponieważ wiadomo, że dendrymery zawierające jony srebra 

mogą zwiększać produkcję reaktywnych form tlenu (ROS), a dendrymery kationowe powodują 

permeabilizację błony zewnętrznej bakterii, istnieje duże prawdopodobieństwo, że podobny 

efekt wystąpi również w komórkach eukariotycznych. Może to prowadzić do zwiększonej 

cytotoksyczności, powodującej destabilizację błony, uszkodzenia oksydacyjne lipidów, białek 

i materiału genetycznego (DNA i RNA). W konsekwencji może dojść do dysfunkcji organelli 

komórkowych, w tym mitochondriów, a długotrwała akumulacja wolnych rodników może 

wywołać procesy prowadzące do śmierci komórki (enzym kaspaza-3 lub gen p53 po stresie 

genotoksycznym inicjuje apoptozę) [96]. 
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1.8 Endolizyna bakteriofagowa 

Niespełna dekadę temu terapia bakteriofagowa została skutecznie wdrożona do leczenia 

zakażeń wywołanych szczepami wielolekoopornymi u pacjentów hospitalizowanych, 

przynosząc przełomowe rezultaty kliniczne. Jak podaje Sawa i wsp. (2024), zastosowanie 

koktajlu kilku zróżnicowanych fagów skierowanych przeciwko danemu szczepowi 

bakteryjnemu umożliwiło uzyskanie pełnego wyleczenia w ciągu zaledwie kilku dni, 

bez obserwacji działań niepożądanych. Jest to szczególnie istotne w kontekście wieloletnich, 

nieskutecznych prób terapii antybiotykowej u tych samych pacjentów, które nie prowadziły 

do wyeliminowania patogenu [97]. Bakteriofagi dzieli się na dwa główne typy: lityczne 

oraz lizogeniczne (umiarkowane). Fagi lityczne po infekcji komórki gospodarza namnażają 

się w jej wnętrzu, a następnie powodują lizę komórki, prowadząc do skutecznego i szybkiego 

zniszczenia bakterii. W przeciwieństwie do nich fagi lizogeniczne integrują swój materiał 

genetyczny z genomem bakterii, nie wywołując natychmiastowej śmierci komórki. 

Mimo iż mogą one przejść w cykl lityczny na późniejszym etapie, zwykle nie zatrzymują 

infekcji bakteryjnej bezpośrednio po zakażeniu. Co więcej, ich obecność może sprzyjać 

horyzontalnemu transferowi genów, w tym genów oporności na antybiotyki lub toksyn, 

pomiędzy bakteriami. Z tych względów w zastosowaniach terapeutycznych preferuje 

się stosowanie fagów litycznych, które zapewniają szybkie celowane działanie 

przeciwdrobnoustrojowe [98]. Bakteriofagi wytwarzają dwa enzymy, które mogą rozkładać 

peptydoglikan: lizyny związane z wirionami (VAL) i endolizyny. Działanie VAL opiera się 

na „lizie z zewnątrz" na początku infekcji fagowej, natomiast endolizyna jest hydrolazą 

peptydoglikanową, wytwarzaną pod koniec cyklu litycznego [99-103]. Endolizyny są w stanie 

specyficznie namierzać i rozkładać peptydoglikan bakteryjny poprzez rozrywanie wiązań 

w peptydowych połączeniach krzyżowych, takich jak tetrapeptydy i mostki pentaglicynowe 

(domena CHAP endolizyny) (Rycina 8) [101,102]. W bakteriach Gram-dodatnich endolizyny 

mogą bezpośrednio uzyskać dostęp do odsłoniętego peptydoglikanu i go rozkładać. 

Natomiast obecność błony zewnętrznej (OM) w bakteriach Gram-ujemnych stanowi znaczną 

barierę, wymagającą zastosowania środków zwiększających przepuszczalność błony, takich jak 

dendrymery, aby umożliwić skuteczne działanie endolizyn [104-107]. 

Dotychczas nie odnotowano przypadków rozwoju oporności bakterii na działanie endolizyn. 

Wynika to z faktu, że enzymy te oddziałują na wysoce konserwatywny i niezbędny 

dla przeżycia element strukturalny komórki bakteryjnej - peptydoglikan. Jakakolwiek jego 

modyfikacja, umożliwiająca potencjalne unikanie degradacji przez endolizynę, prowadziłaby 
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do utraty integralności ściany komórkowej i śmierci komórki bakteryjnej. W konsekv..--encji, 

brak zdolności bakterii do rozwinięcia skutecznych mechanizmóvv oporności na endolizyny 

stanowi ich istotną przewagę terapeutyczną, podkreślając potencjał tych enzymów 

jako alternaty,\:')' dla klasycznych antybiotyków [108]. 

Endolizyny wykazują vvysoką specyficzność vmbec bakterii, degradując ich ścianę 

komórkową poprzez rozszczepianie wiązań w peptydoglikanie. podobnie jak naturalnie 

występujący w organizmach ssaków lizozym. Lizozym zaś hydrolizuje wiązania glikozydowe 

pomiędzy N-acetylomuraminą (Mur2Ac) i }V-acetyloglukozaminą (GlcNAc), prowadząc 

do lizy komórki bakteryjnej. Stosowanie białek przeciwdrobnoustrojowych, takich 

jak endolizyna czy lizozym, uznaje się za bezpieczne pod względem cyloloksyczności, 

ponieważ komórki eukariotyczne nie zawierają peptydoglikanu - głównego substratu tych 

enzymÓ\I\'. V,..T związku z tym czyni je obiecującymi kandydatami do zastosowań 

terapeutycznych [l 09]. 

A 

165 

Zmniejszenie 
końca 

B 
N-acetyloglukozamina 
GlcNAc 

Mostek 

pentaglicynowy 

N-acetylomuramina 

Tetra peptyd 

Miejsce cięcia domeny 
CHAP endolizyny 

Rycina 8 (A) Struktura przestrzenna endolizyny (B) Schemat komponentów peptydoglikanu - miejsce działania 

endolizyny - połąc7.enie krzyżowe tetrapeptydu i mostka pentaglicynowego oraz lizozymu - \Yiązanie ~ 1-->4 

f 102, 11 Ol 

Coraz "''ięcej dowo<l(m, \\'skazuje na potem;jał połączenia dendrymerów z bakteriofagami 

lub białkami przeci,vdrobnoustro_jowymi, takimi jak lizyny, w celu wzmocnienia działania 

przeciwbakteryjnego [ 11 L 112]. 
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1.9 Synergistyczne działanie dendrymerów i białek przeciwbakteryjnych 

Na podstawie licznych doniesień naukowych, stosmvanie dendrymerów zawierajł1cych 

jony srebra, szczególnie w połączeniu z białkami przeciwhakteryjnymi, takimi jak endolizyna. 

stanowi obiecującą strategię skutecznego eliminowania komórek hakterii planktonicznych. 

Związki te wykazują działanie przeciwbakteryjne poprzez wiele mechanizmów (Rycina 9) . 

... ,,, ......... 

Działanie podwójne kompleksu 

ł 
--- • --. - h - -___ 
... _ ,~~· ~~\'Di --

Permeabilizacja błony przez nanocząstki dendr\'łyczne IJegradacja peptydoglikanu przez endolizynę 

Rycina 9 Proponowany podwójny mechanizm działania kompleksu dendrymeru i endolizyny wobec bakterii 

Gram-ujemnych. 

W pracy Skrzyniarz i wsp. (2023) poróv-mano dwa typy dendrymermvych nanocz<1stek 

srebra - DendAgNPs i PEG-DendAgNPs - pod kątem ich zdolności do trłmsportu lizozymu 

i oddziaływania z bakteriami. Nie-PEGylowane DendAgNPs silnie permeabilizowały błonę 

bakteryjną, tv.-orząc pory ułatv.·iąjące wnikanie lizozymu i provvadząc do skutecznej degradacji 

peptydoglikanu oraz śmierci komórek. I. kolei PEG-DcndAgNPs powodowały agrcgacj9 

bakterii i słabsze uszkodzenia błony, lecz mimo to wykazywały wysoką aktyvmość 

przeciwdrobnoustrojową nawet przy niskich dawkach lizozymu. Wynikało to prawdopodobnie 

z elektrostatycznego wiązania lizozymu przez ujemnie naładowane łańcuchy PEG i jego 

lokalnej koncentracji na pmvierzchni bakterii [113]. W pracy Lasak i vvsp. (2025) oceniono 

aktywność nanomateriałów, takich jak nanowłókna PL- b-CL/PVP, <len<lrytyczne nanocząstki 

srebra wraz z białkiem przeciwdrobnoustrojowym - endolizyną wobec bakterii Gram-ujemnej 

Pseudnmonas aeru~inosa PAOI oraz komórek eukariotycznych. 
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Wykazano, że funkcjonalizacja nanomateriałów jonami metali lub grupami organicznymi 

zwiększała ich właściwości przeciwdrobnoustrojowe poprzez intensyfikację permeabilizacji 

błony, generowame stresu oksydacyjnego, zaburzenia integralności komórkowej 

czy formowania złożonej struktury biofilmu. Połączenie dendrymerów z białkami 

przeciwdrobnoustrojowymi, takimi jak endolizyny, wykazało działanie synergistyczne 

i prowadziło do zwiększenia efektywności terapii antybakteryjnej i przeciwbiofilmowej, 

przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej żywotności komórek fibroblastów, co stanowi 

obiecujący aspekt biomedyczny i terapeutyczny [114]. Badania Skrzyniarz i wsp. (2024) 

wykazały, że aktywność kationowych dendrymerów CBS zależy od ich struktury oraz składu 

lipidowego błony bakterii. Dendrymer D 1 działa destrukcyjnie, powodując pękanie 

dwuwarstwy, natomiast D2 jedynie permeabilizuje błonę, umożliwiając transport endolizyny 

bez jej całkowitego uszkodzenia. Zwiększona zawartość ujemnie naładowanych lipidów 

wzmacnia działanie D2, co czyni go skutecznym permeabilizatorem i nośnikiem dla enzymów 

antybakteryjnych. Wyniki podkreślają, że różne bakterie Gram-ujemne reagują odmiennie, 

co ma kluczowe znaczenie dla projektowania nowych terapii [115]. 

Ponieważ dendrymery i białka przeciwbakteryjne wykazują ogromny potencjał 

terapeutyczny, zwłaszcza jako ukierunkowane nanonośniki, ich szersze zastosowanie 

biomedyczne wymaga dogłębnego zrozumienia ich toksyczności i interakcji biologicznych. 

Pomimo obiecujących wyników uzyskanych w dotychczasowych analizach, wciąż brakuje 

kompleksowych danych dotyczących działania badanych związków na złożone struktury 

bakteryjne, takie jak biofilmy, a także ich wpływu na komórki i tkanki eukariotyczne. 

Konieczne są dalsze, pogłębione badania, aby uzupełnić luki poznawcze, zweryfikować 

mechanizmy działania oraz doprecyzować obszary, które pozostają meJasne 

lub niewystarczająco poznane. 
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2. Cel pracy 

Celem niniejszej pracy jest charakterystyka mechanizmu działania antybakteryjnego 

dendrymerów karbokrzemowych i ich kompleksu z CHAP-domeną endolizyny fagowej wobec 

bakterii Gram-ujemnej -Pseudomonas aeruginosa PAO l. W zamiarze realizacji podanego celu 

głównego, wyodrębniono cele szczegółowe: 

• Analiza termodynamiczna interakcji pomiędzy dendrymerami a endolizyną. 

• Ocena zdolności przenikania dendrymerów przez błonę zewnętrzną bakterii 

oraz uszkadzania peptydoglikanu przez endolizynę. 

• Ocena właściwości hamujących powstawanie biofilmu bakteryjnego przez dendrymery 

i ich kompleks z endolizyną w warunkach in vitro i z zastosowaniem modelu skóry 

zwierzęcej ex vivo. 

• Ocena cytotoksyczności nanocząstek dendrytycznych i ich kompleksu z endolizyną 

wobec komórek eukariotycznych. 
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3. Materiały i metody 

3.1 Materiały 

W niniejszej pracy '-¼ykorzystano dendrymery karbokrzemov.'e, udostępnione w ramach 

współpracy z profesorem Javierem Sanchez-Nieves z University of Akala. Akala de Henares. 

Hiszpania (Rycina l O). 

B 

Rycina 1 O Scht:mal struktury badanyt:h drndrymt:rów karhokrzrn10wych. (A) Drnd imidazolowy (B) DrndAg 

imidazolowy z jonami sn:hra, (C) DcndCh pirydyno-imidazolowy, (D) Dl:ndAgCh pirydyno-imidliZolowy 

z _jonami srebra. 
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Rekombinowany fragment endolizyny CHAP domeny katalitycznej faga i:812 został 

zakupiony od firmy Protean z Czech. Domena katalityczna CHAP jest zbliżona do LysK 

endolizyny. 

Dziki szczep bakteryjny P aeruginosa PAOl (ATCC 15692) pochodził z kolekcji 

Zakładu Biologii Medycznej Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach 

Do badań użyto linię komórkową VHl0 ludzkich fibroblastów (ATCC, Manassas, VA, 

USA; nr katalogowy PCS-201-012) hodowaną w pożywce dedykowanej (pożywka do wzrostu 

fibroblastów, nr kat. 116-500, Cell Application, Inc) i prowadzono w 37 °Ci 5 % CO2. 

3.2 Metody 

3.2.1 Gęstość optyczna (ang. optical density 0D60o) 

W celu określenia minimalnego stężenia hamującego wzrost bakterii (ang. minimum 

inhibitory concentration MIC) przez dendrymery, wykorzystano szczep dziki Pseudomonas 

aeruginosa PAO 1. Wszystkie hodowle bakteryjne były prowadzone z wykorzystaniem medium 

TSB (Tryptone Soya Broth). W przypadku badań prowadzonych dla samych dendrymerów 

zastosowano ich stężenia: 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 oraz 128 µg/mL. Natomiast w badaniach 

łączonych dendrymery stosowano w stężeniu 32 µg/mL, a endolizynę w stężeniach 1 µg/mL 

i 2 µg/mL. Aktywność oceniano w hodowli bakterii PAOl w fazie wykładniczego wzrostu, 

po 24 godzinach inkubacji, metodą spektrofotometryczną przy długości fali 600 nm, 

z wykorzystaniem spektrofotometru TECAN SPARK Magellan V2.2 STD (Tecan Group Ltd., 

Szwajcaria). Efekt wyrażano jako wartość absorbancji hodowli P aeruginosa (gęstość 

optyczna). Eksperymenty prowadzono w trzech powtórzeniach, a dane przedstawiono 

jako wartości średnie. Słupki błędów oznaczają odchylenie standardowe (Standard Deviation). 

3.2.2 Degradacja peptydoglikanu - Remazol Brilliant Blue R 

Wysuszony, oczyszczony peptydoglikan (PG) E. coli ATCC8739, wyizolowany zgodnie 

z metodą Gałczyńskiej i wsp. [116], zawieszono w wodzie destylowanej. Remazol Brilliant 

Blue R (Sigma-Aldrich) rozpuszczono w sterylnej wodzie destylowanej. Stosunek molowy 

dendrymerów do endolizyny wynosił 4: 1. Eksperyment przeprowadzono zgodnie z metodyką 

opisaną przez Cascales i Santin [117]. Zawiesinę PG zmieszano z 400 mM NaOH i inkubowano 

34 



przez 30 minut w temperaturze 3 7 ° C, następnie do mieszaniny dodano barwnik RBB, 

wymieszano w wirówce i inkubowano przez noc w temperaturze 37 ° C. Następnie dodano HCl 

(1 M) i wymieszano. Mieszaninę odwirowano dwukrotnie przy 16 OOO xg w temperaturze 

25 ° C przez 1 godzinę. Osady peptydoglikanu zawieszono ponownie w PBS. PG znakowany 

RBB rozcieńczono w PBS w 12 probówkach typu Eppendorf i inkubowano w temperaturze 

37 ° C przez 30 minut. Do mieszaniny dodano endolizynę, dendrymery i inkubowano 

w temperaturze 3 7 °C przez 2 godziny. Po 2 godzinach dodano etanol w celu zatrzymania 

reakcji. PG odwirowano przy 16 OOO x g w temperaturze 25 ° C przez 30 minut. 

Absorbancję supernatantu zmierzono przy 595 nm za pomocą spektrometru TECAN SPARK 

Magellan V2.2 STD (Tecan Group Ltd., Szwajcaria). Eksperyment przeprowadzono 

dwukrotnie. Dane przedstawiono jako wartości średnie. Słupki błędów oznaczają odchylenie 

standardowe (Standard Deviation). 

3.2.3 Permeabilizacja zewnętrznej błony bakteryjnej 

Eksperyment przeprowadzono przy użyciu testu wychwytu sondy 

N- fenylo- 1- naftyloaminy (NPN). Bakterie P aeruginosa PAOl hodowano w temperaturze 

37 ° C w celu uzyskania odpowiedniej gęstości optycznej (OD = 0,5). Bakterie odwirowano 

(9000 obr.Imin przez 3 minuty). Osad bakteryjny zawieszono w buforze HEPES w celu 

uzyskania OD wynoszącej O, 1. Pomiary przeprowadzono w sterylnej czarnej płytce 

96- dołkowej. Do bakterii dodano dendrymery (końcowe stężenia 16 µg/mL, 32 µg/mL 

i 64 µg/mL). Następnie dodano barwnik fluorescencyjny NPN i natychmiast zmierzono 

fluorescencję za pomocą spektrometru TECAN SPARK Magellan V2.2 STD (Tecan Group 

Ltd., Szwajcaria) przy długości fali emisji/wzbudzenia 420/350 nm. 

Eksperyment przeprowadzono dwukrotnie. Dane przedstawiono jako wartości średnie. 

3.2.4 Termodynamiczne parametry interakcji dendrymerów z endolizyną 

Wygaszanie fluorescencji endolizyny w obecności dendrymerów przeprowadzono 

na 96-dołkowej płytce przy użyciu spektrometru TECAN SPARK Magellan V2.2 STD 

(Tecan Group Ltd., Szwajcaria) przy długościach fal wzbudzenia 340 nm i 290 nm, mierzonych 

w różnych temperaturach (298, 301, 304, 307 i 310 K). Stosunki molowe endolizyny 

i dendrymerów wynosiły (1:0, 1: ½, 1 :1, 1:2, 1 :4 i 1:8). Analizę Van't Hoff'a przeprowadzono 

w oparciu o uzyskane wyniki wykorzystując równanie: 
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LJHO ,150 
lnKb = ---+ -

RT R 

gdzie R to uniwersalna stała gazowa, a Kb to stała wiązania. 

Stałą Stem-Volmer Ksv 

FO 
F = 1 + Ksv[Q] 

gdzie Fo i F oznaczają odpowiednio fluorescencję białka w nieobecności i obecności 

wygaszacza (dendrymer), Ksv to stała wygaszania Stema-Volmera (SV), a [Q] oznacza 

stężenie wygaszacza. 

Energii swobodnej Gibbsa L'.1G 

LJG = LJH - T LJS 

Wartości entalpii wskazują na wzrost energii wiązań międzycząsteczkowych, natomiast 

wartości entropii sugerują zmiany w nieuporządkowaniu układu podczas procesu wiązania. 

3.2.5 Dynamiczne rozpraszanie światła (ang. Dynamie Light Scattering DLS) 

Do pomiaru średnicy hydrodynamicznej dendrymerów i w połączeniu z endolizyną 

wykorzystano analizator wielkości cząstek Anton Paar Litesizer™ 500 oparty na dynamicznym 

rozpraszanm światła (DLS). Rozmiar cząstek analizowano w następujących warunkach: 

długość fali 658 nm, kąty pomiarowe: 15 °, 90 ° i 175 ° w temperaturze 25 ° C. 

Kompleksy dendrymerów z endolizyną zmierzono w stosunku molarnym 1 :4. 

3.2.6 Morfologia dendrymerów i ich kompleksów z endolizyną za pomocą 

transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) 

Morfologię samych dendrymerów i w połączeniu z endolizyną, zbadano za pomocą 

transmisyjnego mikroskopu elektronowego (IEM) Tecnai G2 Spirit z kamerą CCD Morada. 

Do wizualizacji morfologii dendrymerów i endolizyny wykorzystano zawiesiny z analizy DLS. 

Pięć mikrolitrów tych roztworów umieszczono na pokrytych węglem siatkach miedzianych 

o gęstości 300 oczek na 1 O minut, nadmiar płynu usunięto za pomocą bibuły filtracyjnej, a siatki 

wysuszono na powietrzu. 
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3.2.7 Produkcja reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species ROS) 

Bakterie w fazie wzrostu wykładniczego zostały przemyte PBS, ponownie zawieszone 

w 1 O mM PBS i umieszczone w czarnej 96-dołkowej mikropłytce. Bakterie poddano działaniu 

samych dendrymerów (32 µg/mL) oraz w połączeniu z endolizyną (2 µg/mL) i inkubowano 

w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Następnie do komórek dodano 1 µM DCFH-DA 

(diacetylo-dichlorofluoresceina). Fluorescencję mierzono co 5 minut (50 cykli) 

przy długościach fal wzbudzenia/emisji 485/535 nm za pomocą spektrometru TECAN SPARK 

Magellan V2.2 STD (Tecan Group Ltd., Szwajcaria). Eksperymenty przeprowadzono 

dwukrotnie. Dane przedstawiono jako wartości średnie. 

3.2.8 LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability Kit 

Żywotność bakterii zbadano za pomocą mikroskopii fluorescencyjnej przy użyciu 

zestawu LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability Kit (lnvitrogen, ThermoFisher). 

Martwe bakterie i bakterie z uszkodzonymi błonami wykazują czerwoną fluorescencję dzięki 

jodkowi propidyny, natomiast żywe komórki zieloną za pomocą SYTO 9 Green Fluorescent 

Nucleic Acid Stain - zielony fluorescencyjny barwnik do kwasów nukleinowych. 

Eksperyment przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta. Dendrymery o stężeniu 

32 µg/mL i 2 µg/mL endolizyny umieszczono na płytce 96-dołkowej wraz z zawiesiną bakterii. 

Eksperyment przeprowadzono trzykrotnie. Żywotność badano na wykładniczo rosnącej 

kulturze PAOl po 24 godzinach inkubacji. Po 24 godzinach całą ciecz przelano 

do odpowiednich probówek Eppendorf. Ciecz odwirowano (9000 obr.Imin przez 1 O min), 

usunięto supernatant i dwukrotnie przemyto 0,85 % roztworem NaCl. Barwniki zmieszano 

w stosunku 1: 1. Na koniec osad zawieszono w 0,85 % NaCl, dodano mieszaninę barwników 

i inkubowano przez 15 minut w ciemności. Roztwór naniesiono na szkiełko podstawowe 

i przykryto szkiełkiem nakrywkowym, a następnie obserwowano pod mikroskopem 

fluorescencyjnym (Zeiss Axio Scope.Al) i programem do analizy mikroskopowej ZEN 

z użyciem filtrów (zestaw zielony 44: wzbudzenie BP 475/40, FT 500, emisja BP 530/50; 

zestaw czerwony 20: wzbudzenie BP 546/12, FT 560, emisja BP 575-640). 
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3.2.9 Znakowanie peptydoglikanu barwnikiem HADA 

W celu określenia wpływu samych dendrymerów i w połączeniu z endolizyną 

na zewnętrzną błonę bakteryjną i ścianę komórkowę, a w szczególności peptydoglikan, 

przeprowadzono badania mikroskopem fluorescencyjnym. Stężenia dendrymerów wynosiły 

odpowiednio 32 µg/mL i 2 µg/mL dla endolizyny. Bakterie hodowano przez noc na wytrząsarce 

(37 ° C, 25 rpm) w celu napowietrzenia kultury. Kultura nocna została rozcieńczona do gęstości 

optycznej O, 1. Dodano dendrymery i endolizynę, a następnie inkubowano przez noc 

w temperaturze 37 ° C. Barwnik HADA (propyl (2E)-2-cyano-3-(3,4-dihydroksy 5-nitrofenyl) 

został przygotowany zgodnie z wytycznymi producenta i rozpuszczony w DMSO w celu 

uzyskania stężenia 100 mM. Marker dodano do każdego wariantu kultury bakteryjnej, a próbki 

umieszczono na wytrząsarce (37 ° C, 80 rpm) na 5 minut. Następnie do próbek dodano 

schłodzony etanol, aby marker mógł przeniknąć do peptydoglikanu, a próbki pozostawiono 

na lodzie na 1 godzinę. Następnie bakterie odwirowano (9000 obr.Imin, 3 minuty), usunięto 

supernatant, a do osadu dodano zmrożony bufor PBS i wymieszano. Po odwirowaniu usunięto 

supernatant i użyto PBS do wypłukania bakterii z etanolu i niezwiązanego barwnika HADA. 

Na koniec do osadu dodano zmrożony PBS i osad ponownie zawieszono. Powstały roztwór 

bakterii z wyznakowanym peptydoglikanem nakropiono następnie na szkiełko podstawowe 

i przykryto szkiełkiem nakrywkowym. Wizualizację przeprowadzono przy użyciu mikroskopu 

fluorescencyjnego (Zeiss Axio Scope. Al) i programu do analizy mikroskopowej ZEN. 

Próbki analizowano przy użyciu filtra niebieskiego (EX G 365 nm, BS FT 395, 

EM BP 445/ 50). 

3.2.10 Morfologia bakterii-Transmisyjna mikroskopia elektronowa TEM 

Morfologię Pseudomonas aeruginosa PAOl analizowano przy użyciu transmisyjnego 

mikroskopu elektronowego (TEM) Tecnai G2 Spirit z kamerą CCD Morada. Bakterie PAOl 

hodowano przez noc na wytrząsarce (37 ° C). Do hodowli dodano odpowiednie objętości 

dendrymerów o stężeniu końcowym 32 µg/mL i 2 µg/mL endolizyny. Bakterie odwirowano 

(9000 obr.Imin, 3 minuty), dwukrotnie przemyto w PBS, utrwalono w 3 % aldehydzie 

glutarowym w 0,2 M buforze kakodylowym przez 3 godziny, dwukrotnie przemyto w O, 1 M 

buforze kakodylowym, dotrwalono w 2,5 % OsO4 w 0,1 M buforze kakodylowym 

przez 90 minut, dwukrotnie przemyto w 0,1 M buforze kakodylowym i odwodniono 

w rosnącym stężeniu etanolu (50, 60, 70, 80, 90 i 99,9 %) przez 10 minut każdy, inkubowano 

w roztworze etanolu i tlenku propylenu 1: 1 przez 15 minut i zawieszono w czystym tlenku 
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propylenu. Próbki umieszczono na pokrytych węglem siatkach miedzianych o rozmiarze oczek 

300 na 1 O minut, pozostawiono do całkowitego wyschnięcia i obserwowano pod mikroskopem. 

3.2.11 Morfologia bakterii - Skaningowa mikroskopia elektronowa SEM 

Morfologię PAOl po interakcji z dendrymerami i w połączeniu z endolizyną 

zweryfikowano za pomocą skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM, JEOL JSM-

7100F, Japonia) przy napięciu przyspieszającym 15 kV. Bakterie PAOl hodowano przez noc 

na wytrząsarce (37 ° C). Do hodowli dodano odpowiednie objętości dendrymerów o stężeniu 

końcowym 32 µg/mL i 2 µg/mL endolizyny. Bakterie odwirowano (9000 obr.Imin, 3 min), 

dwukrotnie przemyto w PBS, utrwalono w 3 % aldehydzie glutarowym w 0,2 M buforze 

kakodylowym przez 3 godziny, dwukrotnie przemyto w O, 1 M buforze kakodylowym, 

następnie dotrwalono w 2,5 % OsO4 w 0,1 M buforze kakodylowym przez 90 minut, 

dwukrotnie przemyto w O, 1 M buforze kakodylowym i odwodniono w rosnącym stężeniu 

etanolu (50, 60, 70, 80, 90 i 99,9 %) przez 10 minut każdy, inkubowano w roztworze etanolu 

i tlenku propylenu 1:1 przez 15 minut i zawieszono w czystym tlenku propylenu. 

Próbki umieszczono na pokrytych węglem siatkach miedzianych o rozmiarze oczek 300, 

pozostawiono do całkowitego wyschnięcia, pokryto złotem za pomocą rozpylacza jonowego 

JEOL JFC 11 OE Fine Coat łon Sputter i obserwowano pod mikroskopem. 

3.2.12 Test hamowania biofilmu z użyciem fioletu krystalicznego 

Hamowanie rozwoju biofilmów P aeruginosa PAOl oceniano za pomocą testu 

z użyciem fioletu krystalicznego (ang. crystal violet CV). Metoda ta pozwala na ilościowe 

określenie całkowitej masy biofilmu na podstawie zdolności barwnika CV do wiązania 

się z pozakomórkowymi substancjami polimerowymi (EPS) oraz żywymi i martwymi 

komórkami bakteryjnymi. Bakterie hodowane przez noc rozcieńczono w 1 O mL sterylnego 

medium TSB i naniesiono na płytkę 96-dołkową, dodano odpowiednią objętość dendrymerów 

(o stężeniu końcowym 1 - 128 µg/mL i 2 µg/mL endolizyny, uzupełniono świeżym medium 

i pozostawiono do utworzenia biofilmu w temperaturze 3 7 ° C i 5 % CO2 przez 24 godziny. 

Dojrzałe biofilmy delikatnie przemyto dwukrotnie PBS, w celu usunięcia niezwiązanych 

bakterii. Usunięto PBS i pozostawiono biofilmy do wyschnięcia. Biofilmy barwiono przez 

15 minut 0,1 % roztworem fioletu krystalicznego, po tym trzykrotnie przemyto PBS w celu 

usunięcia nadmiaru barwnika. Następnie CV rozpuszczono w 99,9 % etanolu. Po 15 minutach 

inkubacji roztwór przeniesiono do nowej płytki 96-dołkowej i zmierzono absorbancję przy 
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570 nm za pomocą spektrometru TECAN SPARK Magellan V2.2 STD (Tecan Group Ltd., 

Szwajcaria). Absorbancja roztworu odbarwiającego odpowiada masie biofilmu. 

Eksperyment przeprowadzono trzykrotnie. Dane przedstawiono jako wartości średnie. 

Słupki błędów oznaczają odchylenie standardowe SD (Standard Deviation). 

3.2.13 FilmTracer™ LIVE/DEAD™ Biofilm Viability Kit - in vitro 

Znakowanie żywych i martwych komórek bakteryjnych w utworzonym biofilmie 

przeprowadzono przy użyciu specjalnego zestawu FilmTracer™ LIVE/DEAD™ Biofilm 

Viability Kit (Invitrogen, USA). Roztwór barwnika przygotowano zgodnie z instrukcją 

producenta, tj. 3 µL barwnika SYTO-9 (480/500 nm) i 3 µL jodku propidyny (490/635 nm) 

dodano do 1 mL wody destylowanej (MiliQ, MERCK). Bakterie hodowane przez noc 

rozcieńczono w 1 O mL sterylnego TSB i naniesiono na płytkę 24-dołkową (Wuxi NEST 

Biotechnology Co., Ltd.), uzupełniono świeżym TSB i pozostawiono do utworzenia biofilmu 

w temperaturze 3 7 ° C i 5 % CO2 przez 24 godziny. Do utworzonego bi o filmu dodano 

odpowiednie objętości dendrymerów i endolizyny, tak aby stężenia wynosiły odpowiednio 

8 i 32 µg/mL oraz 2 µg/mL, a następnie inkubowano w temperaturze 3 7 ° C i 5 % CO2 

przez 24 godziny. Po upływie tego czasu starą pożywkę delikatnie usunięto i dwukrotnie 

przemyto wodą destylowaną. Biofilm barwiono przygotowanym roztworem przez 20 minut 

w ciemności, barwnik wypłukano dwukrotnie przy użyciu wody destylowanej, a za pomocą 

metalowej skrobaczki przeniesiono biofilmy na szkiełko podstawowe, przykryto szkiełkiem 

nakrywkowym i obserwowano pod mikroskopem konfokalnym (NIKON Eclipse Ti/Al, 

Japonia) nie dłużej niż 30 minut po barwieniu. 

3.2.14 Preparatyka skóry z ucha wieprzowego - badania ex vivo 

Świeże ucho wieprzowe pochodziło z lokalnej rzeźni. Skórę zewnętrznej części ucha 

wieprzowego oczyszczono poprzez dokładne umycie gorącą wodą i szarym mydłem, a włosy 

usunięto za pomocą brzytwy. Następnie skórę wstępnie wysterylizowano, myjąc kilkukrotnie 

70 % roztworem etanolu i naświetlając promieniowaniem UV przez 20 minut. Po procesie 

sterylizacji, w komorze laminarnej, skórę oddzielono od chrząstki za pomocą skalpela. 

Wypreparowany kawałek skóry podzielono na mniejsze kawałki o wymiarach około 1 x 1 cm 

i grubości 1-3 mm. Wszystkie dalsze procedury eksperymentalne przeprowadzono w dniu 

sterylizacji -próbek nie przechowywano ani nie zamrażano. 
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3.2.15 FilmTracer™ LIVE/DEAD™ Biofilm Viability Kit - ex vivo 

W celu analizy tworzenia się biofilmu bakteryjnego P aeruginosa PAOl na skórze 

wieprzowej, przygotowano pożywkę hodowlaną DMEM (Dulbecco's Modifzed Eagle Medium) 

zawierającą L-glutaminę i czerwień fenolową, z dodatkowym wzbogaceniem 1 O % płodową 

surowicą bydlęcą (Feta! Bovine Serum). Do eksperymentu wykorzystano 24-dołkowe płytki 

hodowlane, w których umieszczono wcześniej przygotowane i sterylizowane promieniami UV 

krążki z bibuły filtracyjnej, dopasowane rozmiarem do średnicy dołków. Do każdego dołka 

dodano 250 µL pożywki DMEM, a następnie umieszczono sterylne fragmenty skóry (1 x 1 cm). 

1 O µL rozcieńczonych bakterii naniesiono na środek fragmentu skóry i pozostawiono 

do utworzenia bi o filmu w temperaturze 3 7 ° C i 5 % CO2 przez 24 godziny. 

Odpowiednie objętości dendrymerów (8 i 32 µg/mL) i endolizyny (2 µg/mL) oraz świeżego 

podłoża DMEM (łącznie 400 µL) dodano do utworzonego biofilmu na skórze i inkubowano 

w temperaturze 3 7 ° C i 5 % CO2 przez 24 godziny. Po upływie tego czasu starą pożywkę 

delikatnie usunięto 1 kawałki tkanki dwukrotnie przemyto wodą destylowaną. 

Biofilm utworzony na skórze zabarwiono, nakrapiając 30 µL roztworu barwnika 

i pozostawiając na 20 minut w ciemności (przygotowanie opisano w akapicie 3.2.13). 

Następnie barwnik trzykrotnie spłukano wodą destylowaną, a skórę delikatnie przeniesiono 

pęsetą na szkiełko nakrywkowe. Tak przygotowaną próbkę obserwowano pod mikroskopem 

konfokalnym nie dłużej niż 30 minut po zabarwieniu. 

3.2.16 Morfologia biofilmu bakteryjnego - SEM 

Przygotowanie skóry do obserwacji pod mikroskopem skaningowym było takie samo 

jak opisano powyżej, z mniejszą powierzchnią skóry (około 5 mm x 5 mm). Po hodowli 

i inkubacji próbki skóry utrwalono w 3 % roztworze aldehydu glutarowego w 0,2 M buforze 

kakodylowym przez 3 godziny, a po 30 minutach utrwalacz zastąpiono świeżym roztworem. 

Następnie próbki płukano dwukrotnie w 0,1 M buforze kakodylowym. W kolejnym etapie 

przeprowadzono dodatkowe utrwalanie w 2,5 % czterotlenku osmu (OsO4) w 0,1 M buforze 

kakodylowym przez 2 godziny. Próbki przemyto dwukrotnie w 0,1 M buforze kakodylowym. 

Następnie przeprowadzono dehydratację tkanek w rosnących stężeniach etanolu: 40 %, 50 %, 

60 %, 70 %, 80 %, 90 % i 100%, przy czym każda inkubacja trwała 20 minut, aby skutecznie 

usunąć wodę z tkanek. Po całkowitym odwodnieniu próbki poddano prześwietlaniu 

wmieszaninach etanolu i tlenku propylenu w proporcjach: 3:1, 1:1 i 1:3, a na koniec 

zawieszono je w czystym tlenku propylenu. Próbki umieszczono na szklanych szkiełkach, 
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pozostawiono do całkowitego wyschnięcia, umieszczono na dyskach węglowych, pokryto 

złotem za pomocą JEOL JFC 11 OE Fine Coat łon Sputter i przeanalizowano za pomocą SEM 

(JEOL JSM-71 00F, JEOL Ltd., Japonia) przy napięciu przyspieszającym 15 kV. 

3.2.17 Histomorfologia skóry wieprzowej niezainfekowanej i zainfekowanej 

Pseudomonas aeruginosa PAOl po traktowaniu dendrymerami 

i kompleksami z endolizyną 

Przygotowanie do obserwacji histomorfologicznej skóry wieprzowej niezainfekowanej 

zainfekowanej bakteriami po poddaniu działaniu badanych stężeń dendrymerów 

(8 i 32 µg/mL) i endolizyny (2 µg/mL), przeprowadzono w sposób opisany powyżej 

dla mikroskopii konfokalnej, ale uzupełniono preparat przez utrwalenie 1 O % buforowaną 

formaliną przez 24 godziny. Następnego dnia tkanki przemyto dwukrotnie w PBS, zatopiono 

w medium mrożeniowym OTC, zamrożono w temperaturze - 20 ° C, a skrawki mrożeniowe 

wycięto na kriotomie Leica CMll00 o grubości - 6 - 8 µm, przeniesiono na szkiełka 

SuperFrost™, które barwiono 1 % błękitem toluidyny przez 5 sekund, nakropiono mieszaninę 

gliceryny z PBS, przykryto szkiełkiem nakrywkowym i obserwowano pod mikroskopem 

świetlnym Nikon Eclipse 50i (Japonia) z aparatem cyfrowym DS-Fil. 

3.2.18 Test żywotności komórek eukariotycznych MTS 

Ludzką linię komórek fibroblastów VHl0 (ATCC, Manassas, VA, USA; nr katalogowy 

PCS-201-012) hodowano w pożywce (pożywka do wzrostu fibroblastów, nr kat. 116-500, Cell 

Application, Inc) w temperaturze 3 7 ° C w wilgotnej atmosferze z 5 % zawartością CO2. 

Pożywkę hodowlaną wymieniano co 2 dni. Żywotność komórek fibroblastów poddanych 

działaniu dendrymerów w stężeniu 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 µg/mL oraz kompleksu 

z endolizyną w stężeniu 1 i 2 µg/mL, określono za pomocą testu MTS (przekształcenie soli 

tetrazolowej - bromek 3-( 4,5-dimetylo-tiazol-2-ilo) -2,5-difenylotetrazolu - do barwnego 

formazanu przez mitochondrialną dehydrogenazę bursztynianową). Fibroblasty wysiano 

na płytkach 96-dołkowych. Po osiągnięciu odpowiedniej konfluencji, komórki poddano 

działaniu dendrymerów, endolizyny, dendrymeru z endolizyną przez 24 godziny w 37 °Ci 5 % 

CO2. Zestaw do testu proliferacji komórek MTS (kolorymetryczny) (Abcam) został użyty 

zgodnie z zaleceniami producenta, a absorbancję przy 490 nm zmierzono za pomocą 

spektrometru TECAN SPARK Magellan V2.2 STD (Tecan Group Ltd., Szwajcaria). 
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4. Wyniki 

4.1 Aktywność przeciwbakteryjna dendrymerów 

4.1.1 Ocena wzrostu bakterii metodą pomiaru gęstości optycznej (0D6oo) 

W pierwszym etapie badań. vv celu określenia minimalnego stężenia hamującego 

(ang. minimum inhibitory cuncentration MIC) zastosowano serię stężeń dendrymerów 

przeciwko szczepom Pseudonwnas aeruginosa PAOl. Do tego wykonano badanie gęstości 

optycznej OD6oo wzrostu bakterii w obecności dendrymerów. którego \\·yniki badanej 

absorbancji przedstmviono na Rycina 11. V./ przypadku dendrymerów Dend, DendAg 

oraz DendAgCh zahammvanie wzrostu bakterii zaohserwowano przy sttrżeniach 32 µg/mL, 

64 ~tg/mL i 128 µg/mL. Nieznaczny wzrost 0D6oo \V przypadku 128 µg/mL może również 

wynikać z agregacji dendrymerów i bakterii. Natomiast w przypadku zastosowania DendCh 

nic zaobscrwuwano zahamowania wzrostu bakterii (Rycina 11 ). 
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Rycina 11 Gęstość optyczna (006,10) wzrostu bakterii w obecności rosnących stężeń dendrymerów mierzona 

przy długości fali 600 nm po 24 godzinnej inkubacji. 
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4.1.2 Oznaczenie zdolności dendrymerów do permeabilizacji błony 

zewnętrznej (test fluorescencyjny NPN) 

Aby określić właściwości destahi lizujące błonę zewnętrzną przez dendrymery 

przeprowadzono badanie permeabilizacji przy użyciu barwnika fluorescencyjnego 

1- N- fenyloalaniny (NPN) przy stężeniach dendrymerów 16. 32 i 64 µg/mL. W przypadku 

dendrymerów fluorescencja rosła v,, każdym zastosowanym stężeniu, z niewielką różnicą 

między 16 a 32 µg/mL (Rycina 12A). Z ryciny \vynika, iż idealnym permeabilizatorern 

jest DendCh, gdyż poziom RFU rósł ,v przypadku wzrostu stężenia (Rycina 12B), natomiast 

zastosowanie DendAg (Rycina 12C) spowodov-iało v,·zrost fluorescencji barwnika NPN jedynie 

w stężeniu 16 µg/mL a pozostałe były poniż~j wartości kontrolnej. V,..l przypadku DendAgCh 

wszystkie stężenia prowadziły do wzrostu fluorescencji, chociaż nąjwiększy efekt 

zaobserwowano przy najniższym stężeniu (Rycina 12D), co może być skutkiem agregacji 

dendrymerów. 
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Ryo:ina 12 Pt:rmeahilizao:ja ZL:wrn;lrznej hlony baktt:ry_jnL:j przez wybrane sh;żrnia dendrymerów. (A) Dt:n<l 

(B) Dt:ndCh, (C) DcndAg, (D) DcndAgCh. RFU - wzglydnc jcdnoslki nuorcsccncj i (ang. Rclative Ffuoresccncc 

Uni/.1·). 
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4.1.3 Ocena zdolności endolizyny do degradacji peptydoglikanu w obecności 

dendrymerów - test Remazol Brilliant Blue 

Aktywność enzymatyczną endolizyny \V obecności dendrymerów mierzono za pomocą 

testu degradacji peptydoglikanu Rerna::ol Rrilliant Rlue (Rycina 13 ). Wyniki wskazują, 

że aktyv.ność degradacyjna peptydoglikanu prze7. endolizynę nie została zmniejszona, a nawet 

obserwuje się v.,zrost degradacji PG w przypadku dodatkov..cej obecności każdego 

z dendrymeró,v. 

Rycina I 3 Degradacja peptydoglikanu przez endolizynę w obecności dendrymerów mierzona przy dh1gości fali 

595 nm. 
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dendrymerów z grupą pirydylową. Aby opisać charakter oddziaływania między dendrymerami 

a endolizyną, obliczono stałą Stema-Vomera (Ksv) i parametry termodynamiczne w różnych 

temperaturach (Tabela 1). W pH 7,4 metalodendrymery Dend i DendAg były neutralne, 

natomiast DendCh i DendAgCh był naładowany dodatnio z powodu grupy pirydylowej. 

W przeciwieństwie do większości dodatnio naładowanych białek endolizynowych, domena 

CHAP endolizyny jest ujemnie naładowana. Analiza termodynamiczna wykazała spadek Ksv 

dla trzech dendrymerów, chociaż dla DendCh uzyskano wyższe stałe. W przypadku DendAgCh 

Ksv spadło z 6,4 do 5,6 x 104 mol/L wraz ze wzrostem temperatury. W przypadku DendAg Ksv 

jest mniej więcej stabilne na poziomie 4,6-4,8 x 104 mol/L. Natomiast dla dendrymeru Dend 

obserwowano wzrost Ksv z wartości 0,12 do 2,17 x 104 mol/L, a DendCh obserwowano spadek 

z 15,34 do 7,35 x 104 mol/L. 

Typ interakcji między białkami a dendrymerami można analizować także 

termodynamicznie. Proces wiązania śledzono metodą Van't Hoffa. Siła wiązania może zależeć 

nie tylko od rodzaju białka (zwłaszcza jego pl), lecz także od modyfikacji powierzchni 

dendrymeru. Ładunek białka powinien determinować typ oddziaływań termodynamicznych, 

a zmiany ~Go, ~Ho i ~S powinny być łatwo obserwowalne. Uzyskane wyniki sugerują głównie 

oddziaływania elektrostatyczne między dendrymerami a białkiem oraz wygaszanie statyczne. 

Parametry termodynamiczne również wykazały, że w przypadku dendrymerów z jonami srebra 

oraz z grupą pirydylową oddziaływanie było egzotermiczne i spontaniczne w niskich 

temperaturach (~Ho, ~Go i ~S były ujemne), a w przypadku Dend endotermiczne 

i spontaniczne w wysokich temperaturach (~Ho i ~S były dodatnie). Analiza powinowactwa 

(Kb) wykazała, że DendAg wykazywał większe powinowactwo do endolizyn niż Dend, 

DendCh i DendAgCh. Było to prawdopodobnie spowodowane zdolnością protonowania 

jednostki pirydylowej w DendCh i DendAgCh w stosunku do podstawnika metylowego liganda 

NHC w DendAg. 
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4.2.2 Analiza morfologii dendrymerów oraz ich kompleksów z endolizyną 

Ponieważ w badaniu gęstości optycznej (pkt. 4.3.1) wykazano, iż dendrymer 

imidazolowy ,,Dend" nie wykazał zwiększonych właściwości antybakteryinyc_h 

przy dodatkowej obecności endolizyny zdecydowano o pominięciu go w kolejnych 

eksperymentach. 

Morfologię dendrymerów DendCh, DendAg i DendAgCh zbadano za pomocą TEM 

(Rycina 14). W każdym przypadku technika ta wykazała znaczną agregację wynikającą 

z ich odpowiedniej hydrofobowości, o rozmiarach około 200 300 nm. 

Dodatkowo przeprowadzono analizę morfologiczną dendrymerów w obecności endolizyny. 

Uzyskane wyniki wskazują na znaczną agregację związków. 
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Rycina 14 Morfologia dendrymerów i w połączeniu z endolizyną w obrazie transmisyjnej mikroskopii 

elektronowej. (A) DendCh, (B) DendCh + endolizyna, (C) DendAg, (D) DendAg + endolizyna, (E) DendAgCh, 

(F) DendAgCh + endolizyna (skala 500 nm). 
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4.3 Analiza właściwości przeciwbakteryjnych dendrymerów i endolizyny 

4.3.1 Ocena efektu synergistycznego kompleksów dendrymer-endolizyna 

w hamowaniu wzrostu bakterii (0D60o) 

Przetestowano synergistyczne działanie przeciwbakteryjne kompleksu dendrymer­

endolizyna (Rycina 16). Pomiary gęstości optyczne.i planktonicznych bakterii P aeru~inosa 

PAOl przeprowadzono zaróv.no w obecności, jak przy braku cndolizyny. 

Stężenie dendrymerów wynosiło 32 µg/ml ,, a endolizyny odpowiednio 1 i 2 µg/ml .. 

Zaobserwowano synergistyczne działanie komplcksóv,r cndolizyny (w wyższych st9żcniach 

białka) z dendrymerami DendCh, DendAg i DendAgCh, przy czym zmniejszenie 0D6oD 

,vy11iosło do 50 % dla DendCh i DendAg oraz około 70 % dla DendAgCh; nie zaobserwowano 

znaczącego synergicznego działania przy niższym stężeniu endolizyny (1 µg/mL). 

Nalomiasl nie zaobservvowano żadnego dodalkowego efektu w przypadku dendrymeru 

metyloimidazolowego- Dend. Wyniki te W)'raźnie sugerują., że dendrymery DendCh i DendAg 

muszą zmieniać płynność przepuszczalność błony, ułatwiając przenikanie białka 

przeciwbakteryjnego. W rezultacie cndolizyna przenika przez błon9 ze\N119trzną i dociera 

do peptydoglikanu, zwi9kszając w ten sposób aktywność przeciwbakteryjną. 
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Rycina 16 Gęstość optyczna (0D6oo) wzrostu bakterii w obecności stężeń dendrymerów (32 µgimL) wraz 

z endolizyną ( 1 i 2 ~1g/mL) mierzona przy 600 nm po 24 godzinnej inkubacji. 
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4.3.3 Analiza żywotności komórek bakteryjnych po działaniu dendrymerów 

i endolizyny (LIVE/DEADTM BacLightn• Bacterial Viability Kit) 

W celu zohrazmvania żyvvych i martwych bakterii P aeruginosa PAOl po traktowaniu 

dendrymerami oraz endolizyną (stężenie dendrymerów 32 µg/mL i 1 µg/mL endolizyny). 

wykonano test LIVE/DEADTM BacLight1 M Bacterial Viability Kit. Obra7y z mikroskopii 

fluorescencyjnej (Rycina 18) pokazują dużą liczbę żywych bakterii w grupie kontrolnej (Rycina 

18A) i znacznie mniejszą ,v obecności DendCh (ryc. l 8C i 18D - z endolizyną), DendAg (ryc. 

l 8E i l 8F - z endolizyną) i DendAgCh (ryc. 18G i 18H-z endolizyną) i endolizyny (ryc. 18B). 

Dodanie endolizyny prowadzi do zmniejszenia liczby żyw-ych bakterii (zielone) i wzrostu 

liczby mativ.1ych bakterii (czerwone). 

A B C D 

E F G H 

Rycina 18 Fluorescencyjne obrazy mikroskopowe z badania LIVE/DEADrn Racl.ight rv, Bacterial Viability Kit 

bakterii po działaniu dendrymerów i endolizyny. (A) Grupa kontrolna, lB) Endolizyna, (C) DendCh, (D) 

DendCh + Endolizyna, (E) DendAg, (F) DendAg + Endolizyna, (G) DemlAgCh, (H) DendAgCh + Endolizyna 

(sh;żcnic dcndry,m:rów 32 µg/ml i 1 µg/ml cndolizyny). Skala 20 µm. 
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4.3.4 Obserwacja degradacji peptydoglikanu w bakteriach po zastosowaniu 

dendrymerów i endolizyny (BADA) 

Następnie ·wykorzystano mikroskopię fluorescencyjną do obserwacji degradacji PG 

w bakteriach. Bakterie, których peptydoglikan został ,..,yznakowany banvnikiem HADA 

(Rycina 19) poddano działaniu endolizyny (1 µg/mL endolizyny) (ryc. 19B) i dendrymerów 

o stężeniu 32 µg/mL DendCh (ryc. l 9C), kompleksu DendCh-endolizyna (ryc. 17D), DendAg 

(ryc. 19E), kompleksu Dend.Ag-endolizyna (ryc. 19F), DendA_gCh (ryc. 19G) oraz kompleksu 

DendAgCh-endolizyna (ryc. l 9H). V./ przypadku każdego kompleksu dendrymer/endolizyna 

zaobserwowano nieostry sygnał fluorescencyjny. wskazujcicy na degradację PG. 

Rycina l 9 Fluorescencyjne obrazy mikroskopowe z badania HADA (A) grupa kontrnlna, (B) Endolizyna, (C) 

DendCh, (D) DendCh + Endolizyna, (E) DendAg, (F) DendAg + Endolizyna, (G) DendAgCh, (H) DendAgCh + 

Endolizym1 (sti,:żcni-: drndrymcrów 32 µg/mL i 1 r1g/ml rndolizyny). Skala 5 ,Lun. 
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4.3.5 Ocena zmian morfologii komórek bakteryjnych po działaniu 

dendrymerów i endolizyny (SEM i TEM) 

Do obserwacji morfologii komórek bakteryjnych traktowanych dendrymerami 

i kompleksem dendrymer-endolizyna (stężenie dendrymerów 32 µg/mL i 1 µg/mL 

dla endolizyny) wykorzystano mikroskopię SEM (Rycina 20) oraz TEM (Rycina 21). 

Biorąc pod uwagę, że tworzenie porów w zewnętrznej błonie bakterii jest najczęstszą drogą 

eliminacji bakterii Gram-ujemnych, przeprowadzono badanie mikroskopem SEM w celu 

oceny, czy dendrymery wykazują podobne mechanizmy działania. Na rycm1e 20A 

przedstawiono reprezentatywną nieuszkodzoną komórkę bakteryjna P aeruginosa. 

Rycina 20B przedstawia bakterie po działaniu endolizyny z niewielką nieregularnością błony 

po traktowaniu dendrymerem DendCh oraz kompleksem z endolizyną. 

Zauważono uszkodzenia błony, które spowodowały wypłynięcie się zawartości komórki 

(ryc. 20C i 20D). Natomiast po zastosowaniu DendAg (ryc. 20E) i DendAg z endolizyną 

(ryc. 20F), a także DendAgCh (ryc. 20G) oraz DendAgCh z endolizyną (ryc. 20H) 

obserwowano liczne pory wraz ze znaczną nieregularnością w strukturze błony zewnętrznej 

i ściany komórkowej. 

A B C D 

E F G H 

Rycina 20 Obrazy SEM morfologii bakterii. (A) grupa kontrolna, (B) Endolizyna, (C) DendCh, (D) DendCh + 

Endolizyna, (E) DendAg, (F) DendAg + Endolizyna, (G) DendAgCh, (H) DendAgCh + Endolizyna (stężenie 

dendrymerów 32 µg/mL i I µg/mL endolizyny). Skala 1 µm. 

54 



Natomiast w analizie IEM można zaobserwować agregację komórek bakteryjnych w obecności 

kompleksów endolizyna/ dendrymer. 

A B C D 

G 

Rycina 21 Obrazy TEM morfologii bakterii po działaniu dendrymerów i endolizyny. (A) grupa kontrolna, (B) 

Endolizyna, (C) DendCh, (D) DendCh + Endolizyna, (E) DendAg, (F) DendAg + Endolizyna, (G) DendAgCh, 

(H) DendAgCh + Endolizyna (stężenie dendrymerów 32 µg/mL i 1 µg/mL endolizyny). Skala 500 nm oraz 1000 

nm. 
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4.4 Analiza wpływu dendrymerów i ich kompleksów z endolizyną 

na tworzenie biofilmu bakteryjnego w badaniach in vitro 

4.4.1 Oznaczenie ilości biofilmu za pomocą barwienia fioletem 

krystalicznym 

Rycina 22 przedstawia wpływ badanych dendrymerów na dojrzały biofilm bakterii 

Pseudomonas aeruginosa PAOl po 24 godzinach inkubacji przy różnych stężeniach 

dendrymerów. W każdym z trzech analizowanych układów zaobserwowano zależność między 

stężeniem dendrymeru a stopniem formowania biofilmu. W przypadku samego DendAg 

(Rycina 22A) żadne ze stosowanych stężeń nie spowodowało zmniejszenia wielkości biofilmu, 

a nawet zaobserwowano wzrost jego ilości, ze średnią wartością ~ 133 % kontroli. 

Jedynie najwyższe stężenie dendrymerów, 128 µg/mL, spowodowało całkowitą degradację 

biofilmu (~ 14 %). Podobnie dodanie endolizyny w wybranych stężeniach, 8, 32 i 64 µg/mL, 

nie spowodowało znaczącej degradacji biofilmu (~ 133 %). 

W przypadku zastosowania samego dendrymeru DendCh (Rycina 22B) 

nie zaobserwowano zmniejszenia ilości biofilmu, natomiast we wszystkich badanych 

stężeniach odnotowano wzrost jego masy, osiągając średnio ~ 161 % wartości kontrolnej. 

Jednak dodanie endolizyny do dendrymeru DendCh w stężeniach 8, 32 i 64 µg/mL 

spowodowało znaczny spadek ilości biofilmu, do średniej wartości~ 40 %. Podobną tendencję 

zaobserwowano w przypadku dendrymeru DendAgCh (Rycina 22C). Zastosowanie samego 

dendrymeru nie hamowało tworzenia biofilmu; wręcz przeciwnie, zaobserwowano tendencję 

wzrostową dla wszystkich badanych stężeń, osiągając średnio~ 157 %. Natomiast w obecności 

endolizyny zaobserwowano znaczne zmniejszenie ilości biofilmu, szczególnie przy stężeniu 

8 µg/mL, gdzie wartość spadła do około 48 % oraz przy zastosowaniu najwyższego stężenia 

samego dendrymeru (128 µg/mL), co spowodowało dalsze zmniejszenie ilości biofilmu 

do około 21 %. 
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Rycina 22 Hamowanie tworzenia si<; bi o filmu bakteryjnego mierzono jako absorbancjy liolctu krystalicznego 

w obecności rosnących stężeń dendrymeróv.; (A) DendAg, (B) DendCh, (C) DendAgCh oraz w obecności 

kompleksów dendrymer-endolizyna w wybranych stężeniach na podstawie poprzednich wyników po 

24 godzinach inkubacji. Eksperymenty przeprowadzono trzykrotnie, a \vyniki przedstawiono jako procent 

kontroli. 
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4.4.2 Analiza żywotności komórek bakteryjnych w biofilmie (FilmTracer™ 

LIVE/DEAD™) 

Aby potwierdzić zmniejszoną żywotność bakterii w utworzonym biofilmie 

spowodowaną działaniem dendrymerów i endolizyny, przeprowadzono badanie żywotności 

bakterii za pomocą testu FilmTracer™ LIVE/DEAD™. Rycina 23A przedstawia nietraktowany 

biofilm bakteryjny wykorzystany jako kontrolę. Wśród dużej liczby żywych bakterii 

i niezmienionej struktury biofilmu, pojawia się kilka czerwonych sygnałów. Podobny efekt 

zaobserwowano w przypadku biofilmu będącego w obecności endolizyny (ryc. 23B). 

Wśród biofilmu wykazującego zieloną fluorescencję zaobserwowano większą liczbę 

czerwonych sygnałów, ale o zmniejszonej gęstości po zastosowaniu 8 µg/mL DendAg 

w porównaniu z kontrolą (ryc. 23C). Zastosowanie 8 µg/mL DendCh (ryc. 23G) spowodowało 

wzrost liczby martwych komórek i spadek liczby żywych komórek w biofilmie - dominowały 

sygnały pomarańczowe i czerwone, z niewielką ilością zielonych. Podobny efekt 

zaobserwowano w przypadku 8 µg/mL DendAgCh (ryc. 23K), ale z mniejszą intensywnością 

martwych komórek. Traktowanie biofilmu bakteryjnego dendrymerami z dodatkową 

obecnością endolizyny nie wykazuje znaczącego zmniejszenia masy biofilmu (ryc. 23D -

8 µg/mL DendAg + 2 µg/mL endolizyny) obserwowano czerwone sygnały. 

Rycina 23H przedstawia biofilm bakteryjny po zastosowaniu 8 µg/mL DendCh + 2 µg/mL 

endolizyny, gdzie obserwuje się zmniejszenie masy, przy czym obecne są niewielkie ilości 

czerwonych sygnałów. W przypadku 8 µg/mL DendAgCh + 2 µg/mL endolizyny (ryc. 23L) 

sygnał czerwony dominował nad zielonym, a masa biofilmu uległa zmniejszeniu. 

Zastosowanie wyższej dawki dendrymerów (32 µg/mL) DendAg (ryc. 20E), DendCh (ryc. 231) 

i DendAgCh (ryc. 23M) nie spowodowało znaczącego wzrostu liczby martwych komórek 

bakteryjnych am zmmeJszema masy biofilmu w porównaniu z niższą dawką. 

Ponadto dodatkowa obecność endolizyny w połączeniu z wyższą dawką dendrymerów 

powoduje wzrost liczby czerwonych sygnałów po zastosowaniu DendAg + 2 µg/mL 

endolizyny (ryc. 23F), natomiast po zastosowaniu DendCh + 2 µg/mL endolizyny (ryc. 23J) 

biofilm wydaje się bardziej skondensowany, a w przypadku DendAgCh + 2 µg/mL endolizyny 

(ryc. 23N) posiada rozrzedzoną strukturę. 
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Rycina 23 Wyniki banvienia żywotności biofilmu Film Tracern•1 LJVE/DEADn1 utworzonego in vitro przez 

T'seudomonas aernKino.w PAO I. (A) przedstawia grnpę kontrolną niepoddaną działaniu substanc_j L 

po 24 godzinach działania (B) endolizyny, (C) 8 µg/mL DendAg, (D) 8 µg/mL DendAg - 2 µg/mL endolizyny, 

(E) 32 µgimL DendAg, (F) 32 ,ug/mL DendAg - 2 µg/mL endolizyny, (G) 8 11g/mL DendCh, (H) 8 µg/mL 

DendCh + 2 µg/JnL endolizyny, (1) 32 µg/mL DendCh, (J) 32 µgimL DendCh + 2 µgimL endolizyny, 

(K) 8 µg/mL DendAgCh, (L) 8 µg/mL DendAgCh + 2 µgimL endolizyny, (M) 32 µgimL DendAgCh oraz 

(N) 32 µgim!. DendAgCh + ~ µg/ml. endolizyny. Zielona fluorescencja oznacza 1.ywe komórki bakteryjne, 

natomiast bakterie z uszkodzoną błoną wykazują czern'oną fluorescencję. Skala wynosi 1 O ~un. 

59 



4.5 Wpływ dendrymerów i ich kompleksów z endolizyną na biofilm 

bakteryjny w modelu ex vivo 

4.5.1 Analiza żywotności komórek bakteryjnych w biofilmie (FilmTracer™ 

LIVE/DEAD™) 

Aby ocenić wpływ dendrymerów, endolizyny oraz kompleksu dendrymer-endolizyna 

na biofilm Pseudomonas aeruginosa PAOl imitujący zakażenie skórne, zastosowano model 

ex vivo na kawałkach skóry wieprzowej, które po zakażeniu i traktowaniu dendrymerami 

poddano barwieniu w celu rozróżnienia żywych i martwych komórek bakteryjnych w biofilmie, 

a następnie analizowano za pomocą konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego. 

Wyniki przedstawiono na Rycina 24. Rycina 24A pokazuje gęsty, niezmieniony biofilm 

P aeruginosa PAOI (grupa kontrolna). Po traktowaniu biofilm samą endolizyną (2 µg/mL, 

ryc. 24B) nie zaobserwowano żadnych znaczących zmian, biofilm charakteryzował się wysoką 

żywotnością bakterii, porównywalną z grupą kontrolną. Podanie do biofilmu DendAg 

w stężeniu 8 µg/mL (ryc. 24C) doprowadziło do pojawienia się luk w dolnych warstwach 

i czerwonymi sygnałami wskazującymi na martwe komórki. Podobne zmiany, z przewagą 

intensywnej zielonej fluorescencji bakterii powierzchniowych, wraz z miejscowymi 

czerwonymi sygnałami, zaobserwowano po zastosowaniu DendCh (8 µg/mL, ryc. 24G) 

i DendAgCh (8 µg/mL, ryc. 24K). Dodanie endolizyny zwiększyło liczbę martwych komórek 

w biofilmie w połączeniu z DendAg (ryc. 24D) i DendAgCh (ryc. 24L). Zwiększenie stężenia 

dendrymerów do 32 µg/mL wzmocniło działanie bakteriobójcze i przeciwbiofilmowe. 

DendAg (ryc. 24E) i DendCh (ryc. 241) spowodowały znaczny wzrost czerwonych sygnałów, 

natomiast DendAgCh (ryc. 24M) nieznacznie zwiększył odsetek martwych komórek. 

Połączenie 32 µg/mL DendAg z endolizyną (ryc. 24F) wykazało najwyższą skuteczność, 

ponieważ biofilm zawierał wówczas głównie martwe bakterie, a minimalną ilość bakterii 

żywych. W podobnych warunkach, kompleks DendCh z endolizyną (ryc. 24J) wykazał nieco 

słabsze działanie, natomiast DendAgCh z endolizyną (ryc. 24N) wykazał umiarkowaną, 

ale zauważalną poprawę skuteczności w porównaniu z samym dendrymerem. 
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Rycina 24 Wyniki barwienia żywotności biofilmu FilmTracerT"1 LIVE/DEADT'-I utworzonego ex vivo przez 

1'8eudomonas aerugino.1·a PAO l na skórze \Vieprzowej. (A) przedstawia grupę kontrolną niepoddaną działaniu 

środka, po 24 godzinach działania (B) endolizyny. (C) 8 µg/mL DendAg, (D) 8 ftg/mL DendAg - 2 µg/mL 

endolizyny, (E) 32 µg./mL DendAg, (F) 32 µgimL DendAg + 2 µg/mL endolizyny. (G) 8 flgimL DendCh, 

(H) 8 µgimL DendCh + 2 µgimL endolizyny, (l) 32 µgimL DendCh, (J) 32 µg/mL DendCh + 2 µg/mL 

endolizyny, (K) 8 µg/inL DendAgCh, (L) 8 .ltg;mL DendAgCh - 2 µg/mL endolizyny, (M) 32 µgimL DendAgCh 

oraz (N) 32 11g/mL DendAgCh - 2 µg/mL en do lizyny. Zielona fluorescencja oznacza żyv,:e komórki bakteryjne, 

natomiast bakterie z uszkodzoną b+oną w-ykazują czerwoną fluorescencję. Skala wynosi 10 µm. 

61 



4.5.2 Obserwacja morfologii biofilmu i komórek bakteryjnych po działaniu 

dendrymerów i endolizyny - SEM 

Do oceny morfologii biofilmu bakteryjnego po zastosowaniu dendrymerów 

i ich kompleksów z endolizyną wykorzystano skaningowy mikroskop elektronowy (SEM) 

(Rycina 25). Rycina 25A wykazuje sterylną, niezainfekowaną powierzchnię skóry, określana 

jako kontrola negatywna. Rycina 25B wykazuje prawidłowo uformowany biofilm 

i nienaruszoną strukturę komórek bakteryjnych - kontrola pozytywna. Podanie endolizyny 

w stężeniu 2 µg/mL (ryc. 25C) nie spowodowało znaczącej zmiany w ciągłości EPS - matryca 

pozostała gęsta i falista, a bakterie były widoczne i miały nienaruszoną strukturę. 

Natomiast traktowanie biofilmu 8 µg/mL DendAg (ryc. 25D) spowodowało zmianę zwartej 

struktury EPS - stała się luźniejsza, a bakterie, pomimo bardzo dużej liczby, wykazywały 

skrócone, nieregularne kształty. Zastosowanie 8 µg/mL DendCh (ryc. 25H) spowodowało 

osłabienie i spłaszczenie matrycy EPS, ze średnią ilością bakterii i ich prawidłowym wyglądem. 

Niższa dawka DendAgCh (8 µg/mL, ryc. 25L) spowodowała powstanie gęstego, falistego EPS 

i słabo widocznych bakterii. Połączenie DendAg z endolizyną (8 µg/mL DendAg + 2 µg/mL 

endolizyny, ryc. 25E) spowodowało rozrzedzenie i pękanie EPS. DendCh w stężeniu 8 µg/mL 

i 2 µg/mL endolizyny (ryc. 251) spowodował powstanie zwartej i gęstej warstwy EPS, w której 

widoczność bakterii była niska, a ich kształty nieregularne. Dodanie endolizyny do DendAgCh 

(ryc. 25M) spowodowało rozrzedzenie EPS, ale zwiększyło widoczność bakterii, 

które zachowały swój nieregularny kształt. Wysoka dawka DendAg (32 µg/mL, ryc. 25F) 

spowodowała powstanie gęstego, warstwowego EPS, z jednocześnie niską widocznością 

komórek o nieregularnym kształcie. Obecność 32 µg/mL DendCh (ryc. 25J) doprowadziła 

do zaawansowanego zwłóknienia macierzy, niskiej widoczności bakterii i uszkodzenia ściany 

komórkowej bakterii. Zastosowanie DendAgCh w stężeniu 32 µg/mL (ryc. 25N) spowodowało 

rozrzedzenie EPS i wysoką widoczność komórek. Po działaniu DendAg w połączeniu 

z endolizyną (ryc. 25G) macierz biofilmu stała się zwarta i pomarszczona, a poziom 

widoczności komórek bakteryjnych był niski. W przypadku DendCh (32 µg/mL, ryc. 25K) 

w połączeniu z endolizyną, matryca EPS pozostała gęsta, a bakterie były sporadycznie 

widoczne ze względu na obfite pokrycie. Wreszcie kompleks DendAgCh z endolizyną 

(ryc. 250) doprowadził do rozrzedzenia macierzy i wzrostu liczby uszkodzonych komórek, 

które wykazywały liczne defekty ściany komórkowej. 
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Rycina 25 Obrazy SEM przedstawiają morfologię biofilmu bakteryjnego utworzonego przez Pseudomonas 

aeruginosa PAO l na skórze wieprzowej. (A) przedstawia skórę niezainfekowaną (grupa kontrolna negatywna), 

(B) prawidłowy biofilm bakteryjny (grupa kontrolna pozytywna), (C) po 24 godzinach poddania działaniu 

endolizyny, (D) po działaniu 8 µg/mL DendAg, (E) 8 µg/mL DendAg + 2 µg/mL endolizyny, (F) 32 µg/mL 

DendAg, (G) 32 µg/mL DendAg + 2 µg/mL endolizyny, (H) 8 µg/mL DendCh, (I) 8 µg/mL DendCh + 2 µg/mL 

endolizyny, (J) 32 µg/mL DendCh, (K) 32 µg/mL DendCh + 2 µg/mL endolizyny, (L) 8 µg/mL DendAgCh, 

(M) 8 µg/mL DendAgCh + 2 µg/mL endolizyny, (N) 32 µg/mL DendAgCh oraz (O) 32 µg/mL DendAgCh + 

2 µg/mL endolizyny. Skala wynosi I µm. 
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4.5.3 Ocena wpływu dendrymerów I ich kompleksów z endolizyną 

na histomorfologię skóry niezakażonej I zakażonej 

Pseudomonas aeruginosa PAOl 

Wpływ poszczególnych wariantów dendrymerów i endolizyny na struktury tkanki skóry 

ex vivo, wykazujący zmiany w warstwie rogowej naskórka (SC), warstwie jasnej (SL), warstwie 

ziarnistej (SG), warstwie kolczystej (SS), warstwie podstawowej (SB) i skórze właściwej (D), 

przedstawiono na Rycina 26, a szczegółowy opis warstw tkanki na Rycina 28. W grupie 

kontrolnej (ryc. 24A) oraz po zastosowaniu endolizyny (2 µg/mL) (ryc. 26B) cała struktura 

skóry pozostała nienaruszona. Traktowanie dendrymerem DendAg (8 µg/mL) (ryc. 26C) 

spowodowało miejscowe spłaszczenie i ścieranie keratynocytów w warstwie rogowej naskórka, 

bez znaczących zmian w głębszych warstwach naskórka, a skóra właściwa pozostała 

nienaruszona. Dodanie endolizyny do DendAg (8 µg/mL + 2 µg/mL) (ryc. 26D) spowodowało 

również miejscowe spłaszczenie warstwy rogowej naskórka, natomiast w warstwie kolczystej 

zaobserwowano hipertrofię niektórych komórek. Wyższe stężenie DendAg (32 µg/mL) 

(ryc. 26E) spowodowało rozszerzenie warstwy rogowej naskórka, zaburzenie ciągłości 

komórek warstwy kolczystej z warstwą podstawową naskórka, zanik/atrofię komórek warstwy 

kolczystej, bez zmian w skórze właściwej. Kompleks 32 µg/mL DendAg + 2 µg/mL endolizyny 

(ryc. 26F) spowodował pogrubienie warstwy rogowej naskórka, hiperplazję i przerost 

keratynocytów w warstwie kolczystej, przy zachowaniu integralności skóry właściwej. 

Zaobserwowano znaczny rozrost/hiperplazję warstwy rogowej i warstwy kolczystej, 

bez znaczących zmian w skórze właściwej po zastosowaniu pirymidyny DendCh w stężeniu 

8 µg/mL (ryc. 26G) i jego kompleksu z endolizyną (2 µg/mL) (ryc. 26H). Przy wyższym 

stężeniu 32 µg/mL DendCh (ryc. 261) zaobserwowano silne spłaszczenie warstwy rogowej 

naskórka, z przerwaniem ciągłości między SC a SL, podczas gdy skóra właściwa pozostała 

niezmieniona. W przypadku kompleksu z endolizyną (ryc. 26J) spowodowało to niepełną 

atrofię warstwy rogowej, a także hiperplazję komórek warstwy kolczystej, przy czym skóra 

właściwa pozostała nienaruszona. Wprowadzenie pirymidyny DendAgCh (8 µg/mL) (ryc. 26K) 

doprowadziło do znacznego zaniku warstwy rogowej i silnego rozrostu warstwy kolczystej, 

podczas gdy skóra właściwa pozostała niezmieniona. Kompleks 8 µg/mL DendAgCh + 

2 µg/mL endolizyny (ryc. 26L) spowodował takie same zmiany jak w przypadku samego 

dendrymeru. Zastosowanie wyższego stężenia DendAgCh (32 µg/mL) (ryc. 26M) 

spowodowało miejscowe zmniejszenie warstwy rogowej, bez znaczących zmian w warstwie 

kolczystej i skórze właściwej, natomiast dodanie endolizyny (32 µg/mL + 2 µg/mL) (ryc. 26N) 
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spowodowało sporadyczne przenvama ciągłości między warstwą rogową a warstwą jasną, 

przy zachowaniu normalnej grubości warstw}' rogowej, bez zmian w warshvie kolczystej 

i skórze właściwej. Wyniki wskazują, że wszystkie badane związki wykazują zależny 

od stężenia w-pływ na strukturę naskórka, przy zachowaniu integralności skóry wlaśchvej, 

a obecność endolizyny osłabia uszkodzenia spowodowane przez dendrymery. 

A B 

G H J 
'"""'.;:\ -r 

-r • 

~I},/-' 
f :,\',. 

' . 
~ 

- - ' ,-"r ~- • • i 

K L M N 

t . .c~:t_. 
..... \' . ., ..... -- . 

Rycina 26 Histomorfologia skrawków mrożonych niezainfekowanej skóry wieprzowej. (A) przedstawia grupę 

kontrolną niepoddaną działaniu leku, po 24 godzinach leczenia (B) endolizyną, (C) 8 11gimL DendAg, 

(D) 8 ~1g/mL DendAg - 2 µgim I. endolizyny, (I-':) 32 µg/ml. DendAg (F) 32 µg/ml. DendAg + 2 ,ug/mL 

endolizyny, (G) 8 ~1g/mL OendCh, (H) 8 µgim I. DendCh - 2 ~1g/mL endolizyny, (1) 32 µg/mL DendCh, 

(J) 32 µg.iml, DendCh - 2 µgim I. endol izyny, (K) 8 µgiml. OendAgCh, (I.) 8 µgim I. DendAgCh + 2 µg/ml. 

endolizyny, (M) 32 µgim I, OendAgCh oraz (N) 32 pg/ml. DendAgCh + 2 µgim Len do lizyny. Skala 25 µm 

(pm:krój poprzeczny, powivk~zcni1: 400x, harwirnic 1 %, hh,:kill:m toluidynowym). 
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Zmiany strukturalne w biofilmie Pseudomonas aeruginosa PAOI i warstwach skóry 

po 24 godzinach leczenia dendrymerami w stężeniach 8 i 32 µg/mL, ich kompleksami 

z endolizyną (2 µg/mL) przedstawiono na Rycina 27. W grupie kontrolnej (ryc. 27A) 

z miejscowo odłączoną warstwą rogową naskórka (SC) otoczoną gęstym biofilmem, naskórek 

uległ degradacji, natomiast skóra właściwa (D) została częściowo zniszczona przez bakterie, 

co przejawiało się w miejscach o spłaszczonej powierzchni. Podanie endolizyny (ryc. 27B) 

nie zmieniło tego stanu. Traktowanie 8 µg/mL DendAg (ryc. 27C) i 8 µg/mL DendAg + 

2 µg/mL endolizyny (ryc. 27D) nie zmniejszyło tworzenia się biofilmu ani odbudowy SC 

i nie wpłynęło na skórę właściwą, jak opisano powyżej. Zastosowanie wyższego stężenia 

32 µg/mL DendAg (ryc. 27E) lub jego kompleksu z endolizyną (ryc. 27F) nie zapobiegło 

uszkodzeniu naskórka i skóry właściwej. Podobnie, 8 µg/mL DendCh (ryc. 27G) i DendCh + 

2 µg/mL endolizyny (ryc. 27H) nie przywróciły integralności warstwy rogowej, podczas 

gdy 32 µg/mL DendCh (ryc. 271) i DendCh + 2 µg/mL endolizyny (ryc. 271) spowodowały 

ich całkowite odłączenie, pozostawiając menaruszoną warstwę rogową. 

Wprowadzenie dendrymeru DendAgCh w stężeniu 8 µg/mL (ryc. 27K) i kompleksu z 2 µg/mL 

endolizyny (ryc. 27L) również nie zapobiegło odłączeniu się warstwy rogowej ani utracie 

głębszych warstw naskórka, podobnie jak 32 µg/mL DendAgCh (ryc. 27M) i DendAgCh + 

2 µg/mL endolizyny (ryc. 27N). W każdym z tych przypadków biofilm przylegał do całkowicie 

oddzielonej warstwy rogowej, nie zaobserwowano obecności głębszych warstw naskórka, 

natomiast skóra właściwa pozostała częściowo zdegradowana, co przejawiało 

się spłaszczeniem powierzchni. Oznacza to, że żadna z badanych kombinacji nie zapobiegła 

mechanicznemu zniszczeniu warstw skóry przez biofilm PAOl (Rycina 28). Efekt ten należy 

tłumaczyć zdolnością bakterii do produkcji enzymów z grupy proteaz oraz lipaz, 

a w szczególności elastazy, zdolnych do degradacji tkanek gospodarza, w tym elastyny, 

sprzyjając pozyskiwaniu składników odżywczych [21]. 
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Rycina 27 Histomorfologia skrawków mrożonych zakażonej skóry wieprzowej z. utworzonym przez 

Pseudomonas aeruginosa PAO I biofilmem. (A) przedstav.,ia zainfekowaną skórę- grupa kontrolna, po 24 

godzinath leczenia (B) endolizyn<), (C) 8 µg/ml DendAg, (D) 8 ,ug/mL DendAg + 2 µg/mL endolizyny, 

(E) 32 µgiml DcndAg, (F) 32 µg/ml DcndAg + 2 ,ugiml rn<lolizyny, (G) 8 µg/ml DcndCh, 

(H) 8 µg/Ml DrndCh + 2 µgimL cndolizyny, (T) 32 µg/mL DrndCh, (J) 32 µg/ml DcndCh - 2 ftgimL 

endolizyny, (K) 8 µgiml DendAgCh, (L) 8 _ug/mL DendAgCl1 + 2 ftgimL en<lolizyny, (M) 32 ftg/mL DendAgCh 

oraz (N) 32 µgimL DendAgCh 1 2 µg/mL endolizyny. Skala wynosi I 00 fLm (przekrój poprzeczny, 

powiększenie l 00x, barwienie l '% błękitem toluidyno'i\•ym). 
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Rycina 28 PorÓ\Vmmie histomorfologii skrawków mrożonych tkanki skóry wieprzowej niezainfekowanej 

i zainfekowanej I'se11dumu11as ueruginusa. (A) przedstawia tkankę skóry niezainfekowaną, z wyraźnym 

podziarem na warstwy naskórka: warstwę rogową (SC), warstwę jasną (SL), warstwę ziarnistą (SG). warstwę 

kolczystą (SS). Yiarstwę podstavmwą (SR) i skórę właści\vą (fJ). (R. C) przedsta-.viają tkankę skóry zakażoną 

Pse11domonas aerugi11osa PAOI z skupiskami bakterii - biofilmem bakteryjnym -w obecności oddzielonej 

warstwy rogowej naskórka z wyraźnym brakiem głębszych warstw naskórka i w pobli1.u powierzchni skóry 

,.vlaściwl:j. Skala wynosi 25 ~un (przekroje poprzeczne. powic;kszcnic 400x, han.vicnic I % hl9kitem 

lolui<lynowym). 
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4.6 Ocena cytotoksyczności dendrymerów i ich kompleksów z endolizyną 

wobec ludzkich fibroblastów 

Dendrymery stosowane jako opatrunki na rany w infekcjach skóry wykazują właściwości 

antybakteryjne, jednak nie można pominąć ich wpływu na żywotność i funkcjonowanie 

komórek skóry. W związku z tym przeprowadzono eksperyment mający na celu ocenę 

żywotności i zdolności proliferacyjnej komórek VHlO w obecności rosnących stężeń 

dendrymerów. Jak pokazano na Rycina 29, niskie stężenia badanego dendrymeru (DendAg -

Rycina 29A) (1-4 µg/mL) nie miały znaczącego wpływu na żywotność komórek, 

która utrzymywała się na poziomie ~ 96 % kontroli. Nieco wyższe stężenie (8 µg/mL) 

spowodowało znaczny spadek przeżywalności(~ 50 %), a stężenia 16, 32, 64 i 128 µg/mL 

obniżyły żywotność do około 28 % kontroli. Na podstawie wyników wybrano stężenia i dodano 

endolizynę w dawkach 1 i 2 µg/mL. Jak pokazano na wykresach, sama endolizyna, w obu 

badanych stężeniach, nie wykazywała działania cytotoksycznego. Ponadto dodanie endolizyny 

do DendAg w stężeniach 4 i 8 µg/mL nie wywołało cytotoksyczności (żywotność komórek 

~ 91 %). Jednak w stężeniu 16 µg/mL przeżywalność spadła odpowiednio do~ 52 % i~ 42 %, 

a w stężeniach 32 i 64 µg/mL żywotność spadła do ~ 30 % w obecności endolizyny, 

co wskazuje, że wysokie stężenia dendrymerów pozostają cytotoksyczne pomimo dodania 

białka. DendCh (Rycina 29B) wykazywał niższą cytotoksyczność niż DendAg; przy stężeniach 

8 i 16 µg/mL nie zaobserwowano znaczącego spadku przeżywalności komórek, 

która utrzymywała się na poziomie około 95 %. Spadek do około 50 % zaobserwowano przy 

stężeniu 32 µg/ml, natomiast najwyższe stężenia (64 i 128 µg/mL) zmniejszyły przeżywalność 

do około 30 %. Natomiast dodanie endolizyny do DendCh w niższych stężeniach (4-8 µg/mL) 

nie zwiększyło cytotoksyczności, a średnia żywotność komórek nie przekraczała 100 %. 

Przy stężeniu DendCh wynoszącym 16 i 32 µg/mL w połączeniu z endolizyną wskaźnik 

przeżywalności komórek wynosił około 60 %. Zastosowanie stężenia 64 µg/ml również 

z endolizyną i 128 µg/mL spowodowało ~ 30 % przeżywalności fibroblastów. 

DendAgCh (Rycina 29C) wykazywał średni efekt cytotoksyczny. Stężenia w zakresie 

od 1 do 8 µg/ml utrzymywały żywotność komórek na poziomie ~ 102 %, natomiast stężenia 

16 i 32 µg/mL skutkowały ~ 77 % stopniem przeżywalności. Przy stężeniu dendrymeru 

wynoszącym 64 i 128 µg/mL żywotność komórek spadła do około 30 %. Natomiast DendAgCh 

w stężeniu 16 µg/mL w połączeniu z endolizyną nie wykazało znaczącego wpływu 

na żywotność komórek. Ponadto dodanie 1 lub 2 µg/mL endolizyny do 32 i 64 µg/mL 
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dendrymeru nie zmniejszyło cytotoksyczności, co dało porównywalny poziom przeżywalności 

komórek, odpowiednio - 65 % i - 31 %,. 
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Rycina 29 Żywotność komórek VH 1 O poddanych działaniu metalodendryrnerów (A) DendAg, (R) DendCh, 

(C) Dcn<lAgCh oraz kompleksów dendrymcr-cndolizyna po ~4 godzinach inkubacji. 

Eksperyment przeprovvadzono lrzykrolnic, a wyniki przedstaw i ono jako procent kontroli. 
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5. Dyskusja 

Spośród wielu znanych związków o potwierdzonym działaniu 

przeciwdrobnoustrojowym, najbardziej obiecujące wydają się substancje zwiększające 

przepuszczalność błony zewnętrznej (OM) bakterii Gram-ujemnych. Jednak uszkodzenie błony 

zależy od struktury, typu i ładunku cząsteczki, a także od składu lipidowego błony komórkowej. 

Zarówno naturalne permeabilizatory (np. kationowe peptydy), jak i syntetyczne układy 

(takie jak dendrymery czy nanocząstki), zwykle oddziałują poprzez destabilizację dwuwarstwy 

lipidowej lub - w przypadku nanocząstek metali - poprzez indukcję peroksydacji lipidów 

i generację reaktywnych form tlenu (RFT/ROS) [118-125]. W większości przypadków efekt 

ten jest jednak niewystarczający i wymaga wzmocnienia dodatkowymi czynnikami 

przeciwdrobnoustrojowymi, takimi jak antybiotyki lub białka o działaniu bakteriolitycznym 

[104,123,126]. Nawet jeśli permeabilizatory ułatwiają dostęp antybiotykom do wnętrza 

komórki bakteryjnej, istnieje nadal możliwość ich usuwania przez bakterie [127-129]. 

Dlatego w walce z opornością wielolekową konieczne jest opracowanie układów o działaniu 

wielokierunkowym. 

Celem niniejszej pracy była analiza mechanizmów działania czterech rodzajów 

dendrymerów i ich kompleksów z endolizyną wobec bakterii Pseudomonas aeruginosa PAOl. 

Endolizyna, będąca białkiem pochodzenia bakteriofagowego, degraduje warstwę 

peptydoglikanu (PG) i jest zazwyczaj stosowana do zwalczania bakterii Gram-dodatnich 

[104,130-133]. W połączeniu z nanomateriałami, może jednak wykazywać skuteczność 

również wobec bakterii Gram-ujemnych [79]. Jest to jednak uzależnione od modyfikacji 

dendrymerów, w tym obecność Ag+, czy pierścieni imidazolowych i pirydy lowych. Aby zbadać 

to zjawisko, połączono endolizynę z czterema dendrymerami karbokrzemowymi 

i zaobserwowano, że kompleksy te wykazują charakterystyczne, trójtorowe działanie 

przeciwdrobnoustrojowe. Dodatkowo, ocemono wpływ wybranych dendrymerów 

i ich połączenia z endolizyną, które wykazały najlepszy efekt antybakteryjny, wobec dojrzałego 

biofilmu bakteryjnego, uformowanego na w warunkach in vitro oraz imitując zakażenie skórne 

- na modelu ex vivo skóry wieprzowej. 

W pierwszej kolejności oceniono właściwości przeciwdrobnoustrojowe dendrymerów 

Dend, DendCh, DendAg i DendAgCh. Minimalne stężenie hamujące (MIC) dla trzech- Dend, 

DendAg i DendAgCh wynosiło około 64 µg/mL. Natomiast nie zaobserwowano efektu MIC 

dla DendCh. Ponieważ aktywność przeciwbakteryjna dendrymerów często opiera 

się na uszkodzeniu błony komórkowej [134], przeprowadzono test permeabilizacji. 
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Wzrost fluorescencji NPN wskazywał na zdolność dendrymerów do zwiększania 

przepuszczalności błony. Doskonałymi permeabilizatorami okazały się Dend i DendCh, 

ponieważ wraz ze wzrostem użytego stężenia rosła fluorescencja, czyli efekt permeabilizacji. 

Z kolei im wyższe było stężenie dendrymerów DendAg i DendAgCh, tym słabszy efekt 

permeabilizacji, co można tłumaczyć tendencją dendrymerów zawierających jony srebra do 

agregacji - zjawisko to potwierdzono w analizach TEM i DLS, w których średnie rozmiary 

cząstek mieściły się w zakresie od 350 do 800 nm. Zwiększona przepuszczalność błony może 

również ułatwiać działanie endolizyn wobec bakterii Gram-ujemnych, umożliwiając 

im dotarcie do warstwy peptydoglikanu. Dlatego kluczowe było określenie charakteru 

interakcji pomiędzy dendrymerami a endolizyną [104]. Analiza termodynamiczna 

kompleksowania DendAg, DendCh i DendAgCh z endolizyną wykazała, że proces ten jest 

egzotermiczny, a Dend endotermiczny. Stała powinowactwa (Kb) była wyższa dla dendrymeru 

DendAg niż dla Dend, DendCh i DendAgCh, co prawdopodobnie wynika z różnic w ekspozycji 

ładunków powierzchniowych. Analizy DLS i TEM wykazały, że kompleksy zachowują duże 

rozmiary, w granicach 250-800 nm. 

Endolizyna zachowywała zdolność degradacji peptydoglikanu również w formie 

kompleksu z dendrymerami, przy czym silniejszy efekt obserwowano dla układu 

z dendrymerem Dend, przy kolejnych dendrymerach - DendCh, DendAg i DendAgCh 

obserwowano meznaczny spadek w porównaniu do pierwszego dendrymeru. 

Różnice te wynikają z rodzajów modyfikacji - obecności ligandów- badanych dendrymerów, 

które, jak wykazano, mają wpływ na aktywność enzymatyczną endolizyny. Z kolei porównując 

wyniki dla DendAg i DendAgCh, należy stwierdzić, że najlepszy efekt był widoczny 

dla DendAg. Można to także tłumaczyć większą ekspozycją ładunku dodatniego w DendAg, 

co sprzyja wiązaniu endolizyny z błoną lipidową. 

W dalszej części przeprowadzono badania aktywności przeciwdrobnoustrojowej 

kompleksów endolizyna/dendrymer. Wyniki wykazały, że dodanie 1 i 2 µg/mL endolizyny 

do 32 µg/mL dendrymeru Dend nie spowodowało znaczącego spadku gęstości optycznej 

hodowli bakteryjnej, w związku z czym zdecydowano o wyłączeniu go z kolejnych badań. 

Natomiast w przypadku dodania 2 µg/mL endolizyny do DendCh, DendAg lub DendAgCh 

powodowało spadek gęstości optycznej (OD6oo) hodowli bakterii do odpowiednio 60 % 

(DendCh), 50 % (DendAg) i 80 % (DendAgCh). Oznacza to, że dodanie endolizyny 

do dendrymeru pojedynczo niewykazującego efektu antybakteryjnego prowadziło 

do pojawienia się efektu przeciwdrobnoustrojowego. 
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W celu potwierdzenia spadku gęstości optycznej wzrostu bakterii, przeprowadzono 

analizę z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej oraz specyficznych fluoroforów, 

gdzie żywe bakterie wykazywały zieloną fluorescencję, a martwe czerwoną, tych samych 

kombinacji dendrymerów i endolizyny oraz ich stężeń jak opisano powyżej. Uzyskane wyniki 

wskazują na zmniejszenie liczby żywych bakterii oraz wzrost liczby bakterii martwych 

po działaniu DendCh, DendAg oraz DendAgCh, przy czym dodatkowa obecność endolizyny 

efekt ten nasila. 

U szkodzenia błony komórkowej bakterii oraz powstawanie porów potwierdzono 

metodami SEM i TEM. Na powierzchni komórek bakteryjnych widoczne były liczne pory, 

co jest typowe dla tego rodzaju układów [135-137]. Dodatkowo zaobserwowano tendencję 

bakterii do agregacji, co może wynikać z wiązania dendrymerów do lipopolisacharydów (LPS) 

obecnych w błonie zewnętrznej. Ze względu na swoje właściwości fizykochemiczne, LPS 

wykazuje zdolność przyłączania kationowych dendrymerów, co sprzyja agregacji komórek 

[138]. Aby potwierdzić ten mechanizm, wyznakowano peptydoglikan bakterii barwnikiem 

HADA, a degradację PG mierzono spadkiem fluorescencji w mikroskopii fluorescencyjnej. 

Wyniki testu HADA wykazały, że endolizyna w obecności dendrymerów prowadzi 

do degradacji peptydoglikanu - sygnał fluorescencyjny był znacznie słabszy w próbkach 

zawierających oba składniki niż w próbkach z wolnymi dendrymerami lub endolizyną. 

Podobny efekt uzyskała Skrzyniarz i wsp., gdzie wykazano degradację peptydoglikanu 

w wyniku synergistycznego działania dendrymeru zawierającego jony srebra oraz lizozymu 

[ 113]. Działanie oparte na zwiększonej przepuszczalności błony i degradacji PG może 

być dodatkowo wzmacniane przez peroksydację lipidów, wynikającą z obecności srebra 

na powierzchni dendrymerów [139]. Dla badanych dendrymerów zawierających jony srebra 

zaobserwowano zwiększoną indukcję reaktywnych form tlenu (RFT/ROS), przy czym poziom 

ten był wyższy dla DendAgCh. Dodanie endolizyny zwiększało produkcję reaktywnych form 

tlenu w przypadku DendAg, natomiast dla DendAgCh nie obserwowano znaczących zmian. 

Kolejnym etapem badań była analiza właściwości przeciwbiofilmowych dendrymerów 

oraz ich kompleksów z endolizyną. W tym celu przeprowadzono eksperyment polegający 

na wyhodowaniu dojrzałego biofilmu bakteryjnego, a następnie dodanie rosnących stężeń 

dendrymerów - podobnie jak w pierwszym badaniu gęstości optycznej, po upływie 

odpowiedniego czasu wyznakowano barwnikiem oraz zmierzono absorbancję. 

Uzyskane wyniki wskazują, że najsilniejsze działanie przeciwbiofilmowe wykazały 

dendrymery DendAg i DendAgCh o stężeniu 128 µg/mL, co skutkowało całkowitą degradacją 
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biofilmu. Zastosowanie niższych stężeń badanych dendrymerów prowadziło natomiast 

do wzrostu absorbancji w porównaniu z grupą kontrolną, co prawdopodobnie wynikało 

z agregacJI komórek bakteryjnych oraz kondensacji struktury biofilmu w obecności 

dendrymerów, a także niewystarczającego stężenia tych związków do skutecznego 

oddziaływania na złożoną strukturę matrycy biofilmu [138]. Pomimo ograniczonej 

skuteczności uzyskanych rezultatów, przeprowadzono analogiczne badanie z wykorzystaniem 

tych samych dendrymerów w wybranych stężeniach, uzupełnione o endolizynę w stężeniu 

2 µg/mL, w celu oceny potencjalnego efektu synergistycznego. Jak wskazują uzyskane wyniki, 

endolizyna pozytywnie wpłynęła na inhibicję biofilmu, doprowadzając do znacznego 

ograniczenia jego ilości w przypadku każdego dendrymeru. Następnie oceniono przeżywalność 

bakterii w utworzonym biofilmie po działaniu dendrymerami oraz ich kompleksami 

z endolizyną. W tym celu wykonano eksperyment z wykorzystaniem konfokalnej mikroskopii 

fluorescencyjnej, wykorzystując test FilmTracer™ LIVE/DEAD™ Biofilm Viability. 

W zależności od zastosowanego dendrymeru i jego kompleksu z endolizyną, obserwowano 

różną proporcję między martwymi oraz żywymi bakteriami, a także różną ilość masy biofilmu. 

W przypadku DendAg obserwowano większą ilość biofilmu, ale ze spadkiem ilości żywych 

bakterii po zastosowaniu wyższego stężenia, a przy dodatkowej obecności endolizyny 

w niższym i wyższym stężeniu efekt się nasilał. Z kolei użycie niższego stężenia DendCh 

objawiało się zwiększeniem ilości martwych bakterii, podczas gdy obecność endolizyny 

oraz wyższe stężenie wpływały na zmniejszenie masy bi o filmu z nieznaczną zmianą w ilości 

martwych bakterii. Natomiast największym wpływem wykazał się DendAgCh, znacząco 

zwiększając ilość martwych bakterii i zmniejszając masę biofilmu. Aby wyjaśnić mechanizm 

hamowania powstawania, czy też degradacji biofilmu przez badane związki, należy wziąć 

pod uwagę zarówno aktywność jonów srebra, jak i specyficzne właściwości dendrymerów 

i ich ligandów. Jony Ag+ charakteryzują się wysokim powinowactwem do grup tiolowych, 

zwłaszcza cysteiny, która występuje w wielu enzymach odpowiedzialnych za metabolizm 

egzopolisacharydów. Rozpad wiązań S-H prowadzi do osłabienia adhezji komórek 

bakteryjnych do podłoża i zakłócenia systemu quorum sensing. Ponadto dendrymery z jonami 

Ag+ zwiększają przepuszczalność błony zewnętrznej bakterii i powodują wzrost produkcji 

RFT/ROS, prowadząc do rozpadu i śmierci komórek planktonicznych [15,140], co może mieć 

również miejsce w bi o filmie. Dodatkowo, niska dawka badanego związku może zwiększyć 

produkcję EPS i macierzy białkowej, co zmienia strukturę biofilmu, a aktywność metaboliczna 

komórek bakteryjnych ulega zmmeJszemu z powodu zakłócenia procesów 

wewnątrzkomórkowych [ 141]. Jednocześnie należy wziąć pod uwagę ładunek elektryczny 
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macierzy EPS, który jest głównie ujemny. Dodatnio naładowane dendrymery mogą być silnie 

przyciągane do biofilmu przez siły elektrostatyczne, co z jednej strony może ułatwić 

dostarczanie jonów srebra i zwiększyć penetrację matrycy. Z drugiej strony może to sprzyjać 

problematycznej agregacJi dendrymerów lub komórek bakteryjnych, prowadząc 

do zwiększonego tworzenia się biofilmu lub zmiany właściwości fizycznych, takich jak gęstość 

i zdolność przylegania do powierzchni [142]. 

W celu określenia wpływu infekcji bakteryjnej Pseudomonas aeruginosa PAOl na skórę, 

oraz potencjalne terapeutyczne działanie dendrymerów i ich kompleksów z endolizyną, 

wykonano szereg badań umożliwiających udzielenie na to odpowiedzi. Pierwszym badaniem 

jakie wykonano, było ocenienie przeżywalności bakterii oraz struktury biofilmu wytworzonego 

na kawałkach skóry wieprzowej, wykorzystując analogiczny, jak opisano powyżej, 

test FilmTracer™ LIVE/DEAD™ Biofilm Viability Kit. Wytworzony biofilm w grupie 

kontrolnej wykazywał się prawidłowym, gęstym i jednorodnym ułożeniem z dużą ilością 

żywych - z zieloną fluorescencją bakterii. Aplikacja endolizyny nie wykazała żadnego 

wypływu na strukturę biofilmu czy komórek. Natomiast obserwując obrazy mikroskopowe 

w przypadku zastosowania DendAg, należy zwrócić uwagę na pojawiające się obszary 

z czerwonym zabarwieniem, którego wraz ze wzrostem stężenia oraz obecności endolizyny, 

ilość rośnie, co wskazuje na wzrost ilości martwych bakterii. Podobny efekt wykazał DendCh 

i jego kompleks z endolizyną,jednak z znacznie mniejszą intensywnością czerwonego sygnału. 

Z kolei dodanie niższego stężenia DendAgCh oraz kompleksu z endolizyną przyczyniło 

się do wzrostu ilości martwych bakterii, a w przypadku wyższego stężenia, w obu wariantach, 

zmniejszyło także masę biofilmu. Aby potwierdzić powyższe wyniki, przeprowadzono analizę 

uformowanego bi o filmu na skórze wieprzowej, traktowanego takimi samymi wariantami 

dendrymerów i endolizyny jak powyżej, z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii 

elektronowej. Wykazano zmiany w strukturze bi o filmu, w postaci rozrzedzenia matrycy 

biofilmu, co skutkowało odsłonięciem komórek bakteryjnych, a także licznymi uszkodzeniami 

błony i ściany komórkowej bakterii po zastosowaniu dendrymerów i ich kompleksów 

z endolizyną. 

Mimo badania wpływu dendrymerów i endolizyny na bakterie planktoniczne oraz obecne 

w biofilmie uformowanym na sztucznym podłożu czy tkance skórnej, wykazania właściwości 

antybakteryjnych i przeciwbiofilmowych, należy zwrócić uwagę na wpływ badanych 

związków na histologię skóry niezainfekowanej, a także z indukowaną infekcją bakteryjną. 

Ma to szczególne znaczenie, ze względu na ocenę skuteczności terapii czy też degradacyjnego 
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wpływu testowanych czynników. W tym celu przeprowadzono analizę histomorfologiczną 

tkanki skórnej po aplikacji dendrymerów wraz z endolizyną. Jak zakładano, dendrymery 

w zależności od stężenia oraz ich kompleksu z endolizyną, powodują zmiany w budowie 

warstw naskórka, doprowadzając do atrofii, hipertrofii czy hiperplazji. Uważa się, że może 

to być wynikiem działania wspomagającego proces gojenia ran-AgNPs pobudzają proliferację 

fibroblastów oraz ich różnicowanie w miofibroblasty, co przyspiesza obkurczanie się rany. 

Dodatkowo stymulują proliferację i migrację keratynocytów [143], bądź nasilonego stanu 

zapalnego, spowodowanego indukcją wydzielania cytokin prozapalnych przez makrofagi, 

takich jak interleukiny 11-6, 11-10 i TNF-a [144], gdyż zbyt wysokie i długotrwałe uwalnianie 

jonów Ag+ może działać toksycznie, dlatego efektywne wspomaganie gojenia wymaga niskich 

stężeń srebra. Z kolei, w przypadku analizy histomorfologicznej tkanki zainfekowanej, należy 

zwrócić uwagę na fakt, iż niezależnie od zastosowania dendrymeru, endolizyny, 

czy ich kompleksu, stopień degradacji naskórka przez bakterie pozostaje na jednakowym, 

wysokim poziomie, jedynie z częściowym zachowaniem warstwy rogowej, a także 

powierzchniową degradacją brodawek skóry właściwej. Dodatkowo, Pseudomonas aeruginosa 

tworzy skupiska komórek, które ułatwiają jej przyczepianie się do rany i wydziela różne 

enzymy i toksyny, takie jak egzotoksyny typu A, endotoksyny - LPS i elastazy, 

które uszkadzają tkanki gospodarza i komórki układu odpornościowego, prowadzą 

do martwicy i nasilają proces zapalny [145]. 

Ostatnim etapem badań, była ocena wpływu dendrymerów oraz ich wybranych stężeń 

w połączeniu z endolizyną wobec komórek ludzkich fibroblastów w hodowli in vitro. 

W tym celu przeprowadzono test MTS. Jak zaobserwowano, badane dendrymery wykazują 

właściwości cytotoksyczne po administracji wyższych stężeń (64 i 128 µg/mL), natomiast 

dodatkowa obecność endolizyny skutkowała obniżeniem cytotoksyczności w przypadku 

zastosowania niższych stężeń (8 - 32 µg/mL). Toksyczność dendrymerów wobec komórek 

eukariotycznych może wynikać z wysokiej gęstości ładunków dodatnich, dzięki którym 

dendrymery wiążą się z komponentami ujemnie naładowanej błony komórkowej, poprzez 

tworzenie wiązań elektrostatycznych. Z drugiej strony, dendrymery modyfikowane jonami 

srebra powodują zwiększenie produkcji reaktywnych form tlenu, a także obecność i uwalnianie 

Ag+ może wchodzić w reakcje z grupami tiolowymi obecnymi w białkach, co z kolei nasila 

stres oksydacyjny, peroksydację lipidów, czy fragmentację DNA, prowadząc do apoptozy 

[146]. Natomiast obecność ujemnie naładowanej endolizyny w pewnym stopniu może 
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neutralizować dodatni ładunek dendrymerów w wyniku tworzenia kompleksów o obniżonym 

potencjale Zeta, które stają się mniej cytotoksyczne [14 7]. 

Podsumowując, wyniki niniejszej pracy pokazują, że badane dendrymery (szczególnie 

te z jonami srebra i/lub odpowiednimi ligandami) oraz ich kompleksy z endolizyną mogą 

skutecznie działać na Pseudomonas aeruginosa PAOl jednocześnie na kilka sposobów: 

zwiększając przepuszczalność błony zewnętrznej, umożliwiając endolizynie dotarcie 

do peptydoglikanu i jego degradację, a w wariantach ze srebrem dodatkowo nasilają stres 

oksydacyjny (ROS/RFT). Przekładało się to na ograniczenie wzrostu bakterii w formie 

planktonicznej oraz na zmniejszenie przeżywalności bakterii w biofilmie i zmiany w jego 

strukturze zarówno w modelach in vitro, jak i ex vivo. Jednocześnie zauważono, że skuteczność 

i bezpieczeństwo badanych kompleksów zależą od rodzaju modyfikacji oraz stężenia, ponieważ 

wyższe dawki mogą zwiększać cytotoksyczność. Należy zwrócić uwagę na fakt, iż niniejsza 

praca nie kończy badań, lecz stanowi początkowy etap, który wskazuje kierunek dalszych prac. 

W kolejnych badaniach warto dokładniej sprawdzić, jak konkretne elementy struktury 

dendrymerów (ładunek, ligandy, tendencja do agregacji, uwalnianie Ag+) wpływają 

na ich aktywność i toksyczność. Istotne będzie też przetestowanie układów na większej liczbie 

szczepów klinicznych, w tym wielolekoopornych, oraz ocena ich działania w połączeniu 

z antybiotykami (czy rzeczywiście wzmacniają terapię i ograniczają mechanizmy obronne 

bakterii). Dalszego dopracowania wymagają również bardziej złożone modele zakażenia rany 

i biofilmu (np. biofilm wielogatunkowy), a także prace nad praktyczną formą podania, 

np. w opatrunkach lub hydrożelach z kontrolowanym uwalnianiem. Takie podejście pozwoli 

ocenić realny potencjał terapeutyczny tych układów i bezpiecznie zbliżyć je do zastosowań 

medycznych. 
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6. Wnioski 

Biorąc pod uwagę uzyskane wyniki, stwierdza się, że: 

• Interakcje między dendrymerami a endolizyną zachodzą spontanicznie i są zależne 

od rodzaju modyfikacji powierzchniowej dendrymeru, tworząc konglomeraty 

z zachowaniem aktywności biologicznej. 

• Dendrymery i ich kompleksy z endolizyną wykazują właściwości antybakteryjne 

poprzez uszkodzenia błony i degradację peptydoglikanu komórek bakteryjnych, a także 

zwiększają produkcję reaktywnych form tlenu. 

• Dendrymery stosowane samodzielnie nie hamują powstawania biofilmu, natomiast 

ich kompleksy z endolizyną znacząco redukują ilość biofilmu oraz żywych bakterii, 

zarówno w modelu in vitro, jak i modelu skóry ex vivo. 

• Cytotoksyczność dendrymerów jest zależna od stężenia 1 częściowo łagodzona 

przez obecność endolizyny. 
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