1J<

Uniwersytet

UNIWERSYTET JANA KOCHANOWSKIEGO W KIELCACH

SZKOLA DOKTORSKA
SEKCJA NAUKI SCISLE I PRZYRODNICZE
DYSCYPLINA NAUKI BIOLOGICZNE

mgr Karolina Lach

BADANIE WEASCIWOSCI PRZECIWBAKTERYJNYCH
NANOCZASTEK DENDRYTYCZNYCH WZMACNIAJACYCH
DZIALANIE ENDOLIZYN FAGOWYCH PRZECIWKO BAKTERIOM
GRAM-UJEMNYM — OCENA AKTYWNOSCI
PRZECIWBAKTERYJNEJ I DZIALANIA CYTOTOKSYCZNEGO W
BADANIACH IN VITRO

Praca doktorska napisana pod kierunkiem

Promotora gléwnego dr hab. Karola Cieplucha, prof. Urad,
Uniwersytet Radomski im. Kazimierza Pulaskiego i

Promotora pomocniczego dr Malgorzaty Lysek-Gladysinskiej
Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach

KIELCE 2025



*

Na samym poczqtku pragne wyrazi¢ mojg najglebszq wdziecznos¢ mojemu
Promotorowi, Panu Profesorowi dr hab. Karolowi Ciepluchowi,
a takze Promotorowi pomocniczemu, Pani Doktor Malgorzacie Lysek-Gladysinskiej,
za okazang zyczliwos¢, cierpliwos¢é oraz wsparcie w procesie powstawania niniejszej
rozprawy doktorskiej.

Dziekuje za cenne wskazowki merytoryczne, inspirujgce rozmowy, zaangazowanie i nauki,
ktore pozwolily mi nie tylko rozwija¢ warsztat badawczy, lecz takze ksztaftowac umiejetnos¢
krytycznego i odpowiedzialnego podejscia do nauki.

Jestem szczegolnie wdzigczna za stworzenie atmosfery otwartosci i zaufania, ktora dawatla
mi poczucie swobody w poszukiwaniu wlasnych sciezek badawczych, a jednoczesSnie
motywowala do ciggtego podnoszenia poprzeczki i doskonalenia efektow pracy.

Bez Panstwa wsparcia, Zyczliwego prowadzenia i wiary w moje mozliwosci niniejsza praca
nie mogtaby powstac.

*

Skladam rowniez najszczersze podzigkowania prof. Javierowi Sanchez-Nieves i Jego
Zespolowi z Uniwersytetu Alcala w Alcala de Henares, za udostepnienie do badan
dendrymerow, owocng wspolprace i opieke podczas stazu naukowego.

*

Pragne rowniez podzigkowa¢ Kolezankom i Kolegom z Zakladu Mikrobiologii i Biologii
Medycznej za codzienne wsparcie, cenne uwagi, a takze przyjaznqg atmosfere, ktéra sprzyjata
zarowno pracy naukowej, jak i osobistemu rozwojowi. Wspolna praca i zyczliwosé¢, jakg od
Was otrzymatam, mialy ogromne znaczenie w trakcie realizacji badan i przygotowywania
niniejszej rozprawy.

*

Szczegolne stowa wdzigcznosci kieruje do mojego Narzeczonego, za nieustanne wsparcie,
cierpliwos¢ i wiarg we mnie w chwilach zwqgtpienia, a takze za zrozumienie i motywacje do
dalszych staran.

Twoja obecnos¢ byla dla mnie bezcennym Zrodiem sily.

*

Dziekuje rowniez moim Rodzicom i Rodzinie, kidrzy od zawsze otaczali mnie milosciq, troskq
i bezgranicznym wsparciem. To dzieki Wam moglam rozwijaé swoje pasje, dqgzy¢ do realizacji
marzen i ostatecznie podjg¢ sie trudu stworzenia niniejszej pracy doktorskiej.

Karolina



Badania zrealizowano w ramach projektu:

SONATA-17, 2021/43/D/NZ6/00560 Nanoczgstki dendrytyczne jako czymnik wzmacniajgcy
wiasciwosci przeciwbakteryine endolizyn pochodzenia fagowego przeciwko bakteriom Gram-
ujemnym. Ocena wlasciwosci przeciwbakteryjnych

Kierownik: dr hab. Karol Ciepluch



Czes$¢ wynikow zawartych w rozprawie zostata opublikowana w pracach:

1. Kinga Skrzyniarz, Samuel Takvor-Mena, Karolina Lach, Malgorzata Lysek-

Gladysinska, Oscar Barrios-Gumiel, Jesis Cano, Karol Ciepluch, Molecular
mechanism of action of imidazolium carbosilane dendrimers on the outer bacterial
membrane — From membrane damage to permeability to antimicrobial endolysin,
Journal of Colloid and Interface Science, Volume 665, 2024, Pages 814-824,
ISSN 0021-9797, https://doi.org/10.1016/j.jcis.2024.03.130

Punkty MNiSW: 100, IF=9.7, IF 5-letni: 8,9

2. Karolina Lach, Kinga Skrzyniarz, Samuel Takvor-Mena, Malgorzata Lysek-

Gladysinska, Piotr Furmanczyk, Oscar Barrios-Gumiel, Javier Sanchez-Nieves, Karol
Ciepluch, Endolysin CHAP domain-carbosilane metallodendrimer complexes with
triple action on Gram-negative bacteria: Membrane destabilization, reactive oxygen
species production and peptidoglycan degradation, Infernational Journal of Biological
Macromolecules 278 (2024) 134634, ISSN 0141-8130
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2024.134634

Punkty MNiSW: 100, IF=8,5, IF 5-letni:8.7




Spis tresci

WYKAZ SKIOTOW 1 OZNACZEN ...ttt ettt ettt et e et essbeensaeenaeenne 8
STIESZCZENIE ...ttt ettt ettt ettt s bt et e bt et e s bt et est e s bt et e ebe e st e enbeebeenbeestesaeenaeenneae 9
N 01000 10T OO TPPTRTPR 11
L. WPTOWAAZENIEC ......eieiviiiiieiiieeiie ettt ettt ettt et e et e eaaeesaeeesbeeseeesseenseessseesseessseenseens 13
1.1 Budowa blony i Sciany bakterii Gram-ujemnych..........cccocceeevieiiiiiiienieciecieee, 15
1.1.1 Blona zewng¢trzna (ang. outer membrane OM) bakterii Gram- ujemnych....... 15
1.1.2 Sciana KOMOITKOWA ..........c..ovivevieeeeieeeeeeeeeeees oo, 17

1.2 Charakterystyka bakterii Pseudomonas aeruginosd ...............ccceeeeeveecveeeeeevueesunens 17
1.3 Czynniki Wirtlencji BaKLeTii ........ccveeviiriieiieeie ettt e 18
1.4 Charakterystyka biofilmu bakteryjnego .........cccceevvieeiiiiiieiiieiecie e 19
1.5 Charakterystyka tkanki skornej i infekcji bakteryjnej.........coeveveeeiieviiecieeniennnnne, 22
1.6  Alternatywy dla antybiotyKOW .......c.cccevieiiiieiieiieciieeie et eaee s 25
1.7 Dendrymery KAtiONOWE .........c..cevuieruieeiieriieeiiieeteesteeeereeteeseseeseessseeseessseesseessseeseens 26
1.8  Endolizyna baKteriofagOWa ...........cceeeiieiiiieiieiieeiiecie ettt ae e 28
1.9  Synergistyczne dziatanie dendrymerdw i bialek przeciwbakteryjnych.................... 30
2GR PLACY ettt et e et e et e et e enb e e et b e e bt e enbeenaeeenneeneens 32
3. Materialy 1 METOAY ...occvieeiieiieie ettt e 33
3.1 IMALRIIAY ...ttt ettt eereeenaeenns 33
3.2 MRLOAY ottt et et e b e e ta e e taeeabeebeeeraeentaeeaaeenns 34
3.2.1 Gestos¢ optyczna (ang. optical density OD00) ..ccveeereveeereveeeeeeeririeeeieeeeree e 34
322 Degradacja peptydoglikanu — Remazol Brilliant Blue R........................c........ 34
323 Permeabilizacja zewnetrznej btony bakteryjnej ........cocooevvevveeiieiieniieniieennn, 35
324 Termodynamiczne parametry interakcji dendrymeréw z endolizyna............... 35
3.2.5 Dynamiczne rozpraszanie Swiatla (ang. Dynamic Light Scattering DLS)....... 36
3.2.6 Morfologia dendrymeréw i ich komplekséw z endolizyng za pomoca
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) .......ccoooieiiiiiiiiiiiieceeeeceeeeee e 36
3.2.7 Produkcja reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species ROS)......... 37
3.2.8  LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability Kit ...........ccccccovvvrvririrrrrrrnnnes 37
3.29 Znakowanie peptydoglikanu barwnikiem HADA .........ccccooiviiiiniiniiee, 38
3.2.10  Morfologia bakterii — Transmisyjna mikroskopia elektronowa TEM .............. 38
3.2.11  Morfologia bakterii — Skaningowa mikroskopia elektronowa SEM................. 39
3.2.12  Test hamowania biofilmu z uzyciem fioletu krystalicznego ............c.cccee........ 39



3.2.13  FilmTracer™ LIVE/DEAD™ Biofilm Viability Kit — in vitro......................... 40

3.2.14  Preparatyka skory z ucha wieprzowego — badania ex vivo...........cccceveenuenene. 40
3.2.15  FilmTracer™ LIVE/DEAD™ Biofilm Viability Kit — ex vivo ...........c.c.......... 41
3.2.16  Morfologia biofilmu bakteryjnego — SEM .........ccccoeviiiiiiniiniieieeeeee 41

3.2.17 Histomorfologia skory wieprzowej niezainfekowanej i zainfekowanej
Pseudomonas aeruginosa PAO1 po traktowaniu dendrymerami ikompleksami z

ENAOLIZYNG. ...eetieiieeie et ettt ettt et e e bt e e nbeeseeeabeenne 42
3.2.18  Test zywotnosci komdrek eukariotycznych MTS ..o, 42
WPTIKI ottt e ettt ettt e et e et e et e et e eabe e b e enbeenneeeateenne 43
4.1 Aktywnos¢ przeciwbakteryjna dendrymerow ..........cceecveevieeiienieeiieeniiesie e 43
4.1.1 Ocena wzrostu bakterii metoda pomiaru gestosci optycznej (ODsoo) .............. 43
4.1.2 Oznaczenie zdolnosci dendrymeréw do permeabilizacji btony zewngtrznej (test
flUOTESCENCYTNY NPIN) ..ottt ettt s ae e eeee e 44
413 Ocena zdolnosci endolizyny do degradacji peptydoglikanu w obecnosci
dendrymerow — test Remazol Brilliant Blue.................ccocoueecvenciiacieiieeiienieeieeeee e, 45
4.2 Interakcje pomiedzy dendrymerami a endolizyng..........cceecueevierieenieeieeniienieeaeans 46
421 Okreslenie parametréw termodynamicznych kompleksowania dendrymeréw z
ENAOIIZYNG. ..ttt et ettt ettt e nbe e b e enbeenneeeabeenne 46
422 Analiza morfologii dendrymeréw oraz ich komplekséw z endolizyna............ 48
423 Pomiar  wielkosci  czastek 1 stopnia  agregacji = dendrymerdéw
oraz ich kompleksow z endolizyng (DLS) .....c..cocuieiiiiiieiiicieeeece e 49
4.3  Analiza wlasciwosci przeciwbakteryjnych dendrymeréw i endolizyny................... 50
4.3.1 Ocena efektu synergistycznego kompleksow  dendrymer—endolizyna
w hamowaniu Wzrostu bakterii (OD600)..........ccvierureriieeiieniieeeiieeieeiee e esieeeaeesreeseseeeeens 50

4.3.2 Oznaczenie produkcji reaktywnych form tlenu (RFT/ROS) przez bakterie w

obecnosci dendrymerow 1 @NdOLIZYNY .......cc.eevievuiieiiieiieeiieeie e e 51
433 Analiza zywotnosci komodrek bakteryjnych po dziataniu dendrymerdéw i
endolizyny (LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability Kit) ...........cccococoieviiennnnne. 52
434 Obserwacja degradacji peptydoglikanu w bakteriach po zastosowaniu
dendrymerow i endolizyny (HADA) ......oooiieiieieeeeeee et 53
4.3.5 Ocena zmian morfologii komodrek bakteryjnych po dziataniu dendrymerow i
endolizyny (SEM 1 TEM) ...cciiiiiiiieii ettt et 54
4.4  Analiza wptywu dendrymerdw i ich kompleksow z endolizyna na tworzenie biofilmu
bakteryjnego w badaniach iz Vitro............cccoevuieiiiiiiiiiiiecieceee e 56
441 Oznaczenie ilo$ci biofilmu za pomoca barwienia fioletem krystalicznym ......56
4.4.2 Analiza zywotnosci komorek bakteryjnych w biofilmie (FilmTracer™
LIVE/DEAD™) L. oot 58



4.5 Wplyw dendrymeréw i ich kompleksow z endolizyng na biofilm bakteryjny w

MOAEIU EX VIVO ..ottt st 60
45.1 Analiza zywotnosci komorek bakteryjnych w biofilmie (FilmTracer™
LIVE/DEAD™) oot 60
452 Obserwacja morfologii biofilmu i komorek bakteryjnych po dziataniu
dendrymerow i endolizyny = SEM .......cccoiiiiiiiiiiiee e 62

453 Ocena wptywu dendrymerow 1 ich komplekséw z endolizyng
na histomorfologie skory niezakazonej i zakazonej Pseudomonas aeruginosa PAOL ....64

4.6  Ocena cytotoksycznosci dendrymeréw i ich kompleksow z endolizyna wobec

TudZKich fIDrODIASIOW .......eeuiiieieiieie ettt 69
S DIYSKUSJA toetiitiieieeette ettt ettt ettt ettt et e e te e e b e ebaeenbeebeeeabeenaeeareenns 71
0. WIHOSKI. ..ottt b et ettt et ettt ae ettt 78
7. BIDHOGIATIA . cc..eiiiiiiieciiee ettt nee b enee 79
8. SPIS TYCIN 1 TADEL ..ottt ettt 88
9. DOrobek NAUKOWY .....ooiuiiiiieiieiiieiie ettt ettt ettt et be e e saeeneens 90
1O, OSWIAACZENIE ..ottt ettt sttt et eate st enbe et e 95



Wykaz skrotéow i oznaczen

AgNPs
AMP
AMR
CDC

CHAP
DCFH-DA
Dend

DTR
ECDC

EPS
FBS
HADA
IDSA

M
LPS
MDR
MIC
NPN
OM
PBS

PDR

PEG

PG
RFT/ROS
TSB

UTI

XDR

Nanoczastki srebra (ang. silver nanoparticles)

Biatko przeciwdrobnoustrojowe (ang. antimicrobial protein)

Opornosc¢ bakterii (ang. antimicrobial resistance)

Amerykanskie Centrum Kontroli i Zapobiegania Chorobom (ang. Centers for
Disease Control and Prevention)

Cysteino- i histydyno-zalezna aminopeptydaza/hydrolaza
Diacetylo-dichlorofluoresceina

Dendrymer

Trudna do leczenia opornosé (ang. difficult-to-treat resistance)

Europejskie Centrum ds. Zapobiegania i Kontroli Choréb (ang. European
Centre for Disease Prevention and Control)

Pozakomérkowe substancje polimerowe — egzopolisacharyd

Plodowa surowica bydleca (ang. fetal bhovine serum)

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

Amerykanskie Towarzystwo Chordb Zakaznych (ang. Infectious Diseases
Society of America)
Blona wewnetrzna (ang. inner membrane)

Lipopolisacharyd

Wielolekoopornos¢ (ang. multidrug-resistance)

Minimalne stezenie hamujace (ang. minimal inhibitory concentration)
N-fenylo-1-naftyloamina

Btona zewnetrzna (ang. outer membrane)

Buforowany fosforanami roztwor soli fizjologicznej (ang. phosphate-buffered
saline)

Szczepy oporne na wszystkie dostepne $rodki przeciwdrobnoustrojowe (ang.
pandrug-resistant)

Polietylenoglikol

Peptydoglikan

Reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)
Bulion sojowy Tryptone (ang. Tryptone Soya Broth)
Zakazenie ukltadu moczowego (ang. urinary tract infection)

Rozlegla opornos¢ na leki (ang. extensively drug-resistance)



Streszczenie

Opornos¢ bakterii na antybiotyki stanowi obecnie jedno z najpowazniejszych wyzwan
wspotczesne] medycyny, prowadzac do wzrostu zachorowalnosci 1 smiertelnosci na catym
Swiecie. Szczegdlnym problemem sg bakterie Gram-ujemne, ktorych btona zewngtrzna stanowi
skuteczng bariere¢ utrudniajaca przenikanie antybiotykéw. Wobec ograniczonej skutecznosci
klasycznych terapii coraz wieksze znaczenie zyskujg alternatywne strategie terapeutyczne
oparte na biatkach i1 nanomateriatach przeciwdrobnoustrojowych, w tym na dendrymerach.
Bialka takie jak endolizyny fagowe rozkladajg peptydoglikan $ciany komorkowej bakterii,
natomiast dendrymery moga zwigksza¢ przepuszczalno$¢ blony zewnetrznej, wspomagajac
dzialanie endolizyn wobec bakterii Gram-ujemnych. Celem pracy bylo okreslenie wptywu
kationowych dendrymerow karbokrzemowych zawierajacych pierscienie imidazolowe (Dend),
jony srebra (DendAg), a takze pierscienie pirydylowe z jonami srebra (DendCh, DendAgCh)
na wrazliwos¢ bakterii Pseudomonas aeruginosa PAO1 oraz ocena ich zdolnosci
do wzmacniania  dziatania domeny CHAP endolizyny 2z  bakteriofaga ®812.
Szczep P. aeruginosa zostal wybrany ze wzgledu na wysoki poziom opornosci wynikajacy

z mutacji, modyfikacji enzymatycznych oraz zdolnosci do tworzenia biofilmow.

W niniejszej pracy wykazano, ze kationowe dendrymery ograniczaja wzrost bakterii
oraz indukujg permeabilizacje blony zewngtrznej, co ulatwia przenikanie endolizyny
do warstwy peptydoglikanu 1 jego degradacje. Stopien permeabilizacji zalezat jednak
od rodzaju zastosowanego dendrymeru. Dodatkowo, aktywno$¢ enzymatyczna endolizyny
wzgledem peptydoglikanu wzrastata w obecnosci dendrymeréw. Analiza termodynamiczna
interakcji miedzy dendrymerami a endolizyng wykazala, ze zwiazki te tgcza sie poprzez
wigzania elektrostatyczne w procesie egzotermicznym (DendAg, DendCh, DendAgCh)
w niskich temperaturach oraz endotermicznym (Dend) w wyzszych temperaturach.
Oceniono rowniez synergistyczne dziatanie dendrymerdw i endolizyny wobec bakterii — trzy
sposrod czterech badanych dendrymeréw wykazaly efekt synergii, co uzasadnito wylaczenie
Dend z dalszych badan. Morfologie 1 wielko$¢ dendrymerow oraz ich kompleksow
zendolizyng okreslono za pomocg transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM)
i dynamicznego rozpraszania swiatta (DLS). Ze wzgledu na hydrofobowy charakter czasteczek
zaobserwowano ich tendencje do tworzenia agregatow o wielkosci 350—800 nm. W dalszym
etapie badan analizowano produkcje reaktywnych form tlenu (ang. ROS/ pol. RFT).
Dendrymery zawierajace jony srebra zwigkszaly ilo§¢ RFT. Za pomocg mikroskopii

fluorescencyjnej oceniono zywotno$¢ bakterii w obecnosci dendrymerow i endolizyny —
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we wszystkich przypadkach stwierdzono spadek liczby komoérek zywych 1 wzrost liczby
martwych. Obserwacje wykonane metodami fluorescencyjna, SEM i TEM potwierdzity
obecnosé licznych uszkodzen blony komoérkowej w postaci poréw oraz degradacje Sciany
komorkowej, co $wiadczy o dzialaniu litycznym badanych uktadow. Oceniono rowniez wplyw
dendrymerow i ich komplekséw z endolizyna na zlozong strukture biofilmu bakteryjnego.
W pierwszym etapie badano zdolnos¢ dendrymeréw do hamowania tworzenia biofilmu
w rosnacych stezeniach, a nastepnie — w obecnosci endolizyny. Wykazano, ze sama endolizyna
wzmacnia dzialanie antybiofilmowe dendrymeréw, natomiast stosowanie dendrymeréw
pojedynczo nie dawalo tego efektu. Analiza mikroskopowa wykazata zmniejszenie liczby
zywych komérek 1 wzrost liczby martwych bakterii w biofilmie, co wskazuje na uszkodzenie
struktury biofilmu i dziatanie béjcze komplekséw dendrymer—endolizyna. Kolejnym etapem
byla ocena wpltywu dendrymerow i endolizyny wobec biofilmu uformowanego na skorze
wieprzowej, stanowigcy model zakazenia skérnego. Badania z wykorzystaniem mikroskopii
fluorescencyjne] 1 SEM wykazaly, ze najskuteczniejsze dzialanie przeciwbiofilmowe
wykazywaly dendrymery DendAg i DendAgCh, a w mniejszym stopniu DendCh.
Obserwowano zwickszenie liczby martwych komorek, liczne uszkodzenia Sciany bakteryjnej
oraz zmiany Ww strukturze matrycy biofilmu. Przeprowadzono rowniez analize
histomorfologiczng skéry niezainfekowanej oraz zainfekowanej P. aeruginosa po zastosowaniu
dendrymerow i endolizyny. W przypadku skory niezainfekowanej wykazano, ze dendrymery
wréznym stopniu wpltywaly na struktury naskorka, prowadzac do atrofii, hipertrofii
lub hiperplazji oraz miejscowego przerwania ciagtos$ci miedzy warstwami. W skorze zakazone;)
naskorek byl catkowicie zdegradowany przez bakterie, z czesciowa degradacja skory
wlasciwej, co uniemozliwiato ocene potencjalnego efektu terapeutycznego. Ostatnim etapem
badan byta ocena cytotoksycznosci dendrymeréw oraz wplywu endolizyny na tagodzenie tego
efektu w hodowli fibroblastéw VHI10. Wykazano, ze cytotoksyczno$¢ wzrastala wraz

ze stezeniem dendrymerow, natomiast obecnos¢ endolizyny nieznacznie redukowata ten efekt.

Podsumowujac, kationowe dendrymery karbokrzemowe, w zaleznosci od rodzaju
modyfikacji, wzmacniaja aktywno$¢ endolizyny oraz wykazujg dzialanie przeciwbakteryjne
wobec Pseudomonas aeruginosa PAO1 poprzez mechanizmy obejmujace permeabilizacje
blony komoérkowej, degradacje peptydoglikanu i1 generacje reaktywnych form tlenu.
Zwiazki te wptywajg réwniez na redukcje biofilmu w warunkach in vitro 1 ex vivo.
Wykazuja jednak pewna cytotoksycznos$é, ktorej nasilenie zalezy od st¢zenia i rodzaju

modyfikacji powierzchniowej dendrymeru.
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Summary

Bacterial resistance to antibiotics is currently one of the most serious 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 increase
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 ions (DendAg), as well
as pyridyl rings with silver ions (DendCh, DendAgCh) on the susceptibility
of Pseudomonas aeruginosa PAO1, and to evaluate their ability to enhance the activity
of the CHAP domain of an endolysin derived from bacteriophage ®812. 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, which justified 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 dynamic 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 ions 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 of live cells and an increase
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in dead cells were observed. Observations by fluorescence microscopy, 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 dead
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 dead 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 epidermal 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 partial degradation of the dermis, which prevented assessment of a potential therapeutic
effect. Finally, the cytotoxicity of dendrimers and the effect of endolysin on mitigating this
toxicity were evaluated in VH10 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
PAO1 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 bedzie obchodzona 100. rocznica odkrycia pierwszego antybiotyku,
penicyliny, przez Alexandra Fleminga, ktora pozytywnie zmienila perspektywy walki
z bakteriami. Nie przewidywano jednak, ze w ciagu tych 100 lat bakterie rozwing tak daleko
posunieta oporno$¢ na antybiotyki, wiele z nich stanie si¢ nieskutecznych, a zwalczanie
patogendw niemal niemozliwe [1-5]. Skutkiem niekontrolowanego stosowania antybiotykéw
w hodowli zwierzat 1 rolnictwie, nadmierne przepisywanie i nieodpowiedzialne stosowanie
czy przedwczesne konczenie przyjmowania lekow antybakteryjnych, bylo pojawienie
si¢ bakterii wielolekoopornych (ang. multi-drug resistance MDR) [6]. Wedlug doniesien,
zakazenia zwigzane z bakteriami antybiotykoopornymi (ang. antimicrobial resistance AMR)
oszacowano na 4,95 miliona w 2019 roku, a przyblizona liczba zgonéw wynosi 1,27 miliona.
Niepokojace jest to, ze liczba zgondéw spowodowanych przez AMR moze znaczgco wzrosnac
do 10 milionéw rocznie do 2050 roku [7]. Niektore gatunki bakterii, ze wzgledu na swoja
wyjatkowa opornos¢ na antybiotyki zostaly zakwalifikowane jako szczegdlnie niebezpieczne,
w zwigzku z czym utworzono tzw. grupe ESKAPE (od Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa oraz FEnterobacter spp.) [8]. Nazwa ta podkresla ich zdolno$¢
do ,,ucieczki” (ang. escape) przed dzialaniem dostepnych terapii przeciwdrobnoustrojowych.
Grupa ESKAPE stanowi obecnie jedno z najwickszych wyzwan wspdtczesnej medycyny, ktore
stoi przed powaznym wyzwaniem zwigzanym z opornoscig bakterii, powodujace kazdego roku
Smier¢ milionow ludzi [9—-15]. Problem ten pogtebia spadek produkcji nowych i skutecznych

antybiotykow, co ogranicza mozliwo$¢ efektywnego leczenia infekeji (Rycina 1).

Szczegdlng uwage nalezy zwrdci¢ na bakterie Gram-ujemne w kontekscie zachorowalno$ci
i $miertelnosci wsrdd ludzi, ze wzgledu na taczenie w sobie szeregu cech znacznie
utrudniajgcych skuteczne leczenie zakazen. W odroznieniu od bakterii Gram-dodatnich,
ktorych gruba warstwa peptydoglikanu jest tatwo dostepna dla wielu antybiotykow, bakterie
Gram-ujemne posiadaja dodatkowa zewnetrzng bltone z wyrozniajacym si¢ lipopolisacharydem
(LPS) [16,17]. Struktura ta stanowi wyjatkowo skuteczng bariere dla lekow, ograniczajac
ich przenikanie i sprzyjajac rozwojowi wielolekoopornosci. Dodatkowo endotoksyna LPS
wywoluje silng odpowiedZ =zapalna, zwigkszajac ryzyko wstrzasu septycznego,
ktorego powiklania znacznie rzadziej obserwuje sie¢ w zakazeniach bakteriami

Gram- dodatnimi. Ponadto bakterie Gram-ujemne cechuja si¢ wysoka zdolnoscig do nabywania
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| przekazywania genow opornosci, co odbywa sie szybeie] 1 skuteczniej niz u bakterii

Gram- dodatnich [18].

1953: Glikapeptydy, nitroimidazole, 4f P 1935: Cykloseryna, nowohbiocyna

1952: Makiolidy | B 1957 Hifarmycyny
1850 Fleuromutyliny < J 1961:
1648: Cefalosporyny < B 1962: Chinolony, linkozamidy, kwas fusydewy

1947: Polimyksyny, fenikole «f
1946: Nitrofurany «|
1845: Tetracykling |
1843: Aminoglikozydy, bacytracyna |
1932: Sulforamidy 4
197E: o
Penicyliny

P 1908: Fosfomycyna

B 1971 Mupdiraeyna
b 1976: Karbapenemy
P 1578 Oksazolidynony 2018: Waborbaktarn |
1979:

P 2020:
Lefamulina

Odkrycie antybiotyku

P 14987: Lipopeptydy

1942: Penicylina | P 1988 Erytramycyna » 1998: b J0is

P 1996 Lewafloksacyna

Rycina 1 08 czasu odkryeia antybiotykdw i rozwaj opornodcei bakterii [19].

Baktcric Gram-ujemne charakteryzuja si¢ takzc wysoka zdolnoscig do tworzenia biofilmu,
ktory stanowi dodatkowsg warstwe ochronng przed antybiotykami i uktadem odpornodciowym
[20]. Cho¢ bakterie Gram-dodatnie réwniez mogg tworzy< biofilm, struktury te w przypadku
patogenow Gram-ujemnych sa zwykle bardziej odporne 1 trudniejsze do pokonania [21].
Wszystkie te wlasciwoscl sprawiajg, ze bakterie Gram-ujemne stanowig jedno z najwiekszych
wyzwan wspotczesne] medycyny, przewyzszajac pod tym wzgledem wigkszos¢ patogenow

Gram-dodatnich | wymagajgc intensywnych poszukiwan nowych strategii terapeutycznych.

Wsrod bakterii Gram-ujemnych nalezacych do grupy ESKAPE, Pseudomonas aeruginosa
stanowl jeden z najbardziej niepokojacych 1 wymagajacych patogenow. Jego wyjatkowa
zdolnod¢ adaptac)i, szybkic nabywanic opornosci na antybiotvki oraz agresywny przcbicg
zakazen  sprawiajg, #c  stanowi  powarznc  zagrozenic. Jego  Ickoopornosé  wynika
z wielopoziomowych mechanizmdéw obronnych — od nieprzepuszczalne) zewnetrzne] blony,
poprzez wydajne pompy wyplywowe, po zdolnos¢ tworzenia wysoce odpornego biofilmu [22].
W elekcie P aeruginosa czesto prezentuje fenotypy MDR, XDR, a nawet PDR, co znaczgco
ogranicza skutecznos¢ dostepnych terapii [23.24]. Z tych powodow patogen ten uznawany
jest za priorytetowy cel badan nad nowymi anty biotykami i alternatywnymi metodami leczenia,

ktore moglyby skutecznie przetamac jego wysoki poziom opornosci.



1.1 Budowa blony i sciany bakterii Gram-ujemnych

Sciany komérkowe bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych wykazuja istotne roznice
zardbwno w budowie, jak i skladzie chemicznym. U bakterii Gram-dodatnich grubo$¢ $ciany
komorkowej wynosi przecigtnie okoto 20 nm, a u niektérych gatunkéw moze dochodzié nawet
do 50 nm. Struktura ta jest jednorodna i zdominowana przez peptydoglikan, ktory stanowi od 50
do 90 % jej masy i moze tworzy¢ do okoto 40 warstw [25]. Oprocz mureiny $ciana zawiera
rowniez kwasy tejchojowe, zbudowane z polirybitolofosforanu potaczone kowalencyjnie
z peptydoglikanem, oraz kwasy lipotejchojowe, oparte na glicerolofosforanie zakotwiczone
w glikolipidach btony cytoplazmatycznej. W jej sklad wchodza takze roznorodne
polisacharydy, takie jak mannoza, ramnoza, glukoza czy arabinoza oraz biatka powierzchniowe
[26]. Zarowno kwasy tejchojowe i lipotejchojowe, jak i liczne biatka adhezyjne, odgrywaja
kluczowa role w przyczepianiu sie bakterii do réznych powierzchni, zarowno biologicznych,
jak 1 abiotycznych. W przeciwienstwie do Gram-dodatnich, bakterie Gram-ujemne posiadaja
znacznie ciensza Scian¢ komoérkowa, liczaca okoto 10-15 nm. Jest ona zlozona z dwodch
gtéwnych warstw zlokalizowanych na zewngtrz od blony cytoplazmatycznej. Pierwszg stanowi
cienka warstwa peptydoglikanu — zwykle pojedyncza warstwa mureiny, umieszczona
W przestrzeni periplazmatycznej 1 stanowigca jedynie 5—-10% masy Sciany. Druga, bardziej
zewnetrzng, tworzy dwuwarstwa lipidowa, ktérej zewnetrzna czgs¢  zbudowana

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

1.1.1 Blona zewnetrzna (ang. outer membrane OM) bakterii

Gram- ujemnych

Btona zewnetrzna, pokrywajaca peptydoglikan, cechuje si¢ asymetrycznym uktadem
dwuwarstwy lipidowej o zupelnie innej budowie niz blona komoérek eukariotycznych
oraz negatywnym tadunkiem. Zbudowana jest z wewnetrznej warstwy tworzonej
przez fosfolipidy,  takie  jak  fosfatydyloglicerole  (PG),  kardioliping (CL)
oraz fosfatydyloetanoloaming (PE), wyst¢pujace w rdéznych proporcjach w zaleznosci
od szczepu bakterii, specyficzne biatka — lipoproteiny i B-barylkowe, tworzace kanaly
dyfuzyjne oraz lipopolisacharyd (LPS) stanowiacego zewnetrzng czesé. Blona zewnetrzna,
dzigki obecnosci lipoproteiny Brauna, niewielkiemu biatku, polaczonemu kowalencyjnie
z peptydem w peptydoglikanie 1 czegscig lipidowa z warstwa fosfolipidowa, tworzy zwarta

strukture [28,29].

15



Opisujac blone zewnetrzng. nalezy zwroci¢é szczegdlng uwage na wspomniany
lipopolisacharyd (Rycina 2). Jest to charakterystyczny, o zltozone)] budowie glikolipid,

wystepujacy tylko wérod bakterii Gram-ujemnych. Sktada si¢ on z:

¢ lipidu A, cechujgcego si¢ hydrofobowoscia 1 najglebszym polozeniem.
zhudowany z czagsteczek N- 1 O-acylowanego bifosforanu diglukozaminy (Gle}
potaczonych wigzaniem p(1—6) glikozydowym wraz z zmienna iloscig (od 4
do 7) tancuchdw acylowych 1 kwaséw thuszezowych, warunkujacy toksycznodé
LPS,

e  krotkim, 8 — 12 cukrowym hydrofilowym rdzeniem oligosacharydowym,
w rejonie wewnetrznym, polgczonym kowalencyjnie z lipidem A za pomoca
karboksylowanego kwasu D-manno-okto-2-ulozonowego (KDO), z dodatkows
obecnodeia dwoch reszt  L-glicero-D-manno-heptozy, natomiast region
zewnetrzny zbudowany z heksoz, na przyktad glukozy. galaktozy, glukozaminy,

e polisacharydu  O-swoistego, zwany réwniez anlygen ),  znajdujacy
sie w zewnelrznie polozone] czesel, unikatowy dla danych szezepow 1 okreslajgey
swoislos¢ serologiczng, zbudowany z kilkunastu do kilkudziesigeiu podjednostek
oligosacharyvdowych, na ktore skiada sie 1 — & reszt weglowodanowych,
z mozliwym wystepowaniem, poza cukrami obojetnymi takimi jak heksozy
¢7y hcksozaminy, kwaséw uronowych 1 deoksyheksoz, czy innych skladnikow

nie cukrowych, na przyktad aminokwasy, fosforan, glicerol [30,31].

— tanicuch O-swoisty 10 Rdzer I— Lipid A —

Rycina 2 Schemat budowy LPS [30].

Budowa [.PS w 7alcznosci od szezepow bateryjnych rozni sig. LLPS 7¢ wrgledu na wysoka
sztywnos¢ 1 stabilizacje przez wigzania krzyzowe miedzy kationami dwuwartosciowymi
agrupami fosforanowymi, stanowl nieprzepuszczalng bariere dla toksyn. detergentdw,

lizozymu czy antybiotykdw. Dodatkowo, podczas lizy bakterii. LPS staje sie endotoksyna.
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ktora w wigksze] ilosci powodujge wszelkiego rodzaju objawy chorobowe, czesto
ze Smiertelnym skutkiem. Obecna jest takze btona wewnetrzna/komérkowa (ang. inner

membrane IM) odpowiadajaca za transport produktéw biosyntezy [32.33].

1.1.2 Sciana komérkowa

W skiad Sciany komorkowe] wszysikich znanych bakierii wchodzi peplydoglikan,
nazywany rowniez mureing. Jest on podstawowym skladnikiem Sciany, ktory nadaje
jej sztywnosé 1 determinuje ksztalt komodrek bakteryjnych. Jako heteropolimer, sklada
si¢ z tancuchow cukrowych utworzonych z dwoch dwucukrow: AN-acetylo-glukozaminy
GleNAc) oraz kwasu N-acetylomuraminowego (MurNAc). ktore potaczone sg wiazaniem
- 1.4-glikozydowym, oraz peptyddw, przylaczonvch do reszt kwasu muraminowego,

ktére zawieraja od trzech do pigciu aminokwasdw (Rycina 3) [34.35].

; biatka
A hwa biatko kwas B lipopolisacharyd  powierzchniowe
tejchojowy powierzchniowe lipotejchojowy

blona zewnetizna

CoDODED

lipoproteina

} peptydoglikan

TTRTOTTOTTTT0 D s mmmmm
AAASA8H0I88848 0000800080486800

fosfolipid

peptydoglikan

Rycina 3 Pordwnanie budowy sciany komarkowe] bakterii (A) Gram-dodatnich i (B) Gram-ujemnych [36].

1.2 Charakterystyka bakterii Pseudomonas aeruginosa

Pateczka ropy blekiine] Pseudomonas aeruginosa jest jednym 2z najezesiszych
1..krviycznych™ patogendow odpowiedzialnych za zakazenia szpitalne [37,38]. Jest Lo szeroko
rozpowszechniona w srodowisku wodnym 1 glebowym, oportunistyczna, otoczona blong
zewnetrzna, wysoce adaptacyjna bakteria (ram-ujemna, zdolna do wzrostu zardéwno
w warunkach tlenowych, jak 1 ograniczong) dostepnosci tlenu (fakultatywnic beztlenowa).
Jej niczwykta clastveznosé metaboliczna pozwala przetrwaé w réznych warunkach [39,40].
P aeruginosa jest szczegdlnie niebezpieczna dla pacjentdw z obnizona odpornoscia, u ktérych

moze prowadzié do przewleklych i szpitalnych zakazen. trudnych do leczenia zakazen drog
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moczowych (ang. urinary tract infections UT]) i ran, oraz jest zwigzana z zapaleniem ptuc,
zakazeniami krwi i miejsc operowanych [41,42]. Grupa badawcza Eid’a (2025) zwraca uwage,
ze bakterie Pseudomonas aeruginosa mozna podzieli¢c na rézne fenotypy w zaleznosci
od profilu opornosci na leki, zgodnie z kryteriami opracowanymi przez Europejskie Centrum
ds. Zapobiegania i Kontroli Chorob (ang. European Centre for Disease Prevention and Control
ECDC) oraz Amerykanskie Centrum Kontroli i Zapobiegania Chorobom (ang. Centers
for Disease Control and Prevention CDC):

¢ wielolekowa opornos¢ na antybiotyki (ang. multidrug-resistant MDR),
e rozlegla opornos¢ na leki (ang. extensively drug-resistance XDR),

e szczepy oporne na wszystkie dostepne $rodki przeciwdrobnoustrojowe

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

a Amerykanskie Towarzystwo Choréb Zakaznych (ang. Infectious Diseases Society of America

IDSA) zaproponowato termin:

e trudna do leczenia opornos¢ (ang. difficult-to-treat resistance DTR)

w celu opisania szczepéw Pseudomonas aeruginosa charakteryzujacych sie niezwykle
ztozonym i zaawansowanym profilem opornosci, nie reagujacych na wiekszos¢ lub wszystkie

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

e karbapenemy o lewofloksacyna
o imipenem-cylastatyna e aminoglikozydy
O meropenem o amikacyna
o doripenem o gentamycyna
o cefalosporyne o tobramycyna
o ceftazydym e urcido oporne na penicyling
o cefepim o piperacylina
e fluorochinolony o piperacylina-tazobaktam.

o cyprofloksacyna

1.3 Czynniki wirulencji bakterii

Aby umozliwi¢ rozwo6]j zakazenia w organizmie gospodarza oraz skuteczne namnazanie sie,
bakterie wykorzystuja roznorodne struktury, substancje i mechanizmy okreslane wspdlnie

mianem czynnikow wirulencji. Do najwazniejszych czynnikéw wirulencji nalezy zaliczy¢:
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e zdolno$¢ do przemieszczania si¢ bakterii, dzigki obecnosci odpowiednich struktur,
takich jak rzeski,

e zdolnos¢ do wytwarzania form przetrwalnikowych, na przyktad endospor w wyniku
sporulacji,

e obecnos¢ adhezyn rozpoznajacych receptory gospodarza i kolonizacje danego
miejsca, oraz czynnikéw uszkadzajacych komérki i tkanki,

e zdolnos¢ do produkeji toksyn,

e zdolno$¢ do wytwarzania otoczek, w tym zlozonego biofilmu [45].

Oprocz wspomnianych powyze] czynnikdw wirulencji bakterii, nalezy takze zwréceié
szczegolng uwage na mozliwe sposoby reagowania bakterii na podawane leki, takie jak
antybiotyki. Wskutek niewlasciwego stosowaniach zwiazkow antybakteryjnych, bakterie

wyksztalcily réznego rodzaju szlaki opornosci, do ktérych zalicza sie:

e zmiany celu dzialania antybiotyku, czyli struktur komoérkowych/biatek, na ktore
ma dziata¢ antybiotyk,

e zahamowanie transportu antybiotyku wskutek, na przyktad zmiany budowy blony
zewnetrzne;j,

¢ inaktywacja antybiotyku poprzez niszczenie lub zmiang jego struktury,

e aktywne usuwanie antybiotyku z komorki dzigki obecnosci pomp wyptywowych (ang.
efflux pump),

e zdolnos¢ do mutacji, rekombinacji czy horyzontalnego transferu gendéw, zawierajacych

fragmentow z genami opornosci [42,46—48].

1.4 Charakterystyka biofilmu bakteryjnego

Tworzenie biofilmu znaczaco zwicksza zdolno$¢ bakterii do przetrwania zaréwno
w niesprzyjajacych warunkach srodowiskowych, jak 1 podczas infekcji, skutecznie
ograniczajgc penetracje oraz dzialanie lekow przeciwbakteryjnych. Z tego wzgledu biofilm
stanowi jeden z kluczowych celow wspotezesnych badan i strategii terapeutycznych, a zarowno
zapobieganie jego powstawaniu, jak i skuteczne leczenie juz uformowanych struktur

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

Biofilm  bakteryjny to wysoce zorganizowana trojwymiarowa  spolecznos¢
mikroorganizméw  osadzonych w  pozakomorkowych  substancjach  polimerowych

(ang. extracellular ~ polymeric  substances  EPS),  skladajacych  si¢  glownie
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z egzopolisacharydéw, w przypadku P. aeruginosa — alginian, biatka i kwasy nukleinowe
[49,50]. Polisacharydy zewnatrzkomorkowe wykazuja silne wlasciwosci kompleksowania
jonow metali dwuwartosciowych, takich jak wapn, magnez czy cynk, co zwieksza adhezje
mikroorganizméw do powierzchni, nadajgc biofilmowi wiekszg spdjnos¢ strukturalna.
Bialka obecne w macierzy pelnig zarowno funkcje strukturalne, jak i biologiczne — uczestnicza
w utrzymaniu integralnosci biofilmu, inicjowaniu reakcji zapalnych oraz mogg dziata¢ jako
enzymy hydrolityczne, ulatwiajgce uwalnianie komorek bakteryjnych i formowanie nowych
struktur biofilmowych [51]. Lipidy stanowig jedynie niewielki procent calkowite] masy
biofilmu, ich zdolnos¢ do tworzenia kompleksoéw z biatkami w postaci lipoprotein jest istotna
dla zachowania stabilnosci bton komoérkowych, rozpoczecia procesu infekeji i dalszego
rozwoju biofilmu. Ponadto lipidy nadajg macierzy pozakomorkowej charakter hydrofobowy,
co zwicksza odpornos¢ biofilmu na dzialanie czynnikow Srodowiskowych [52].
Waznym sktadnikiem biofilmu jest rowniez pozakomérkowe DNA (eDNA), pochodzace
z kontrolowanej autolizy czesci komorek, petni funkcje strukturalna, stabilizujaca i wspierajaca
proces adhezji bakterii w obrebie biofilmu [53]. Komorki wehodzace w sktad biofilmu rdznig
si¢ fizjologicznie 1 morfologicznie od wolno zyjacych komorek tego samego gatunku.
Bakterie scisle przylegaja do siebie nawzajem i/lub do niebiologicznych powierzchni statych,
takich jak cewniki lub endoprotezy, lub biologicznych, takich jak rany, oparzenia, wrzody,
czy w mukowiscydozie [44,47]. Bakterie posiadaja wiele cech, ktore pomagajg im przylegaé
do powierzchni, takich jak hydrofobowos$¢ Sciany komorkowej, potencjal powierzchniowy,
rozmiar i ksztalt, obecno$¢ quorum sensing, pilusow/fimbrii oraz zdolno$¢ do wytwarzania
adhezyn pozakomoérkowych. Nalezy jednak zauwazyé, ze przyczepno$¢ bakterii
do powierzchni wykazuje rozny poziom w zaleznosci od kilku czynnikéw powierzchniowych,
takich jak hydrofobowos$é, heterogeniczno$é, chropowato$é, sztywnos$é oraz potencjal
itadunek powierzchniowy. Ponadto warunki $rodowiskowe majg kluczowe znaczenie
dla przyczepnosci bakterii, np. pH, temperatura i sila jonowa [54-56]. Bakteric wolno
zyjace/planktoniczne, po zetknigciu si¢ z powierzchnia wyrobu medycznego lub uszkodzonej
tkanki, pod wplywem sil Van der Waalsa 1 wyzej wymienionych przystosowan, zaczynaja
wytwarza¢ polimery pozakomorkowe, ktore organizuja sie¢ w matryce przestrzenna,
umozliwiajgca silng adhezje i rozwoj biofilmu [57,58]. Proces tworzenia biofilmu sklada

si¢ z kilku etapéw (Rycina 4):
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1) Pierwszym etapem Jest przyleganie poszczegdlnych komdorek bakteryjnych
do powierzchni, ktore moze odbywac si¢ za posrednictwem roznych struktur
powierzchniowych. takich jak fimbrie, pilusy lub substancje adhezyjne.

2) Nastgpnie bakterie wchodzg w faze mikrokolonii, a ich podzialy komérkowe prowadza
do wzrostu liczby komdrek w obrebie struktury.

3) Ostatnim etapem jest dojrzewanie biofilmu., podezas ktérego bakterie wytwarzaja
macierz zewnatrzkomorkowd, ktéra zapewnia stabilnosé i ochrong przed czynnikami

zewnelrznymi [59,60].
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Rycina 4 Schemal przedstawidjacy formowanic si¢ biofilmu bakieryjnego.

W dojrzalym biofilmie zachodzy intensywne interakcje miedzy komorkami, a bakterie
roznicujg  sig pod wzgledem funkeji metabolicznych, co  sprzyja ich  przetrwaniu
w zmieniajgeych sig warunkach [61]. Z czasem nastepuje [aza rozproszenia, w kiorej niektore
komorki odrywaja sie od biofilmu i moga kolonizowa¢ nowe Srodowiska, co prowadzi
do przewlektych i trudnych do wyleczenia infekcji. Struktura biofilmu sprawia. ze bakterie
wnim osadzonc s3 nawct sctki lub tysigec razy bardzici opornc na antybiotyki
niz ich planktoniczne odpowicdniki [62.63]. Wynika to 7 kilku ¢zynnikow, w tvm ograniczongj
penetracji lekow w glab biofilmu. obecnosci form przetrwalnikowych i zdolnosei bakterii
do przechodzenia w stan udpienia metabolicznego, wydzielania substancji ochronnych 1 wielu
innych wymienionych powyzej. kidre zmniejszaja ich podalnosé na leki. Biolilm zapewnia
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rowniez ochrone przed reakcja uktadu odpornosciowego, w wyniku dynamicznych zmian
w ekspresji  gendéw, prowadzacych do réznicowania antygendw powierzchniowych
i przewleklego charakteru infekcji [57]. Ze wzgledu na te wlasciwosci biofilmy sg gtowna
przyczyng trudnych do leczenia infekcji. Wzrost opornosci na antybiotyki i zdolnos¢ bakterii
do tworzenia biofilmu sprawiajg, ze klasyczne metody leczenia sg coraz mniej skuteczne

[64,65].

1.5 Charakterystyka tkanki skornej i infekeji bakteryjne;j

Skére zasiedla okoto 10'? mikroorganizméw, takich jak bakterie, archeony, wirusy
czy grzyby, z ktorych to bakterie dominuja pod wzgledem masy. Wsrédd nich przewazaja
gatunki Gram-dodatnie, np. gronkowce — Staphylococcus epidermidis 1 S. aureus,
Propionibacterium acnes, Corynebacterium spp., Micrococcus spp., natomiast w mniejszej
liczbie obecne sa bakterie Proteobacteria i Bacteroidetes [16]. Nalezy podkresli¢, ze sklad
mikroflory skoéry jest dynamiczny i zalezny od wielu czynnikéw, takich jak lokalizacja
na powierzchni ciata, wiek oraz indywidualne predyspozycje gospodarza. Ulega on réwniez
znacznym zmianom w przebiegu chorob, srodowiska, stylu zycia, a takze w sytuacji wniknigcia
patogenow z zewnetrznych zrddel, na przykiad poprzez kontakt z zakazong osoba, skazenie
rany woda lub gleba czy inne uszkodzenia cigglosci tkanek umozliwiajace kolonizacje

przez obce drobnoustroje [66].

Tkanka skoérna sklada sie¢ z trzech glownych warstw: naskorka, skory wiasciwej
oraz tkanki podskérnej. Pelni ona funkcje podstawowej bariery ochronnej przed patogenami,
dzigki kilku kluczowym mechanizmom, takim jak utrzymanie kwasnego pH (okoto 5,5),
produkcja biatek przeciwbakteryjnych (lizozym, katelicydyna, B-defensyny, laktoferyna i inne)

oraz obecnos$¢ soli mineralnych (Rycina 5).
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Rycina 5 Schemat budowy tkanki skérnej |67].

Naskorek sktada sie gléwnie z wielowarstwowego nablonka plaskiego rogowaciejacego,
zbudowanego z komdrek zwanych keratynocytami. Wystepujg w nim takze trzy inne, znacznie
mnigj liczne lypy komorek: melanocyly wylwarzajace pigment, komorki Langerhansa petlnigce
funkcje prezentujgca antygeny oraz komorki Merkla, ¢zyll mechanoreceptory dotykowe.
Naskorek nie zawiera naczyn krwionosnych — jego komérki otrzymujg tlen i skladniki
odzywcze na drodze dyvfuzji z warstwy skory wlasciwe]. Warstwa rogowa {(ang. stratum
corneum SC), 7zbudowana z¢ zrogowaciatych komorck, zapobicga trwalemu przylcganiu
mikroorganizmdw 1 sprzyja ich usuwaniu poprzez ciagle zhuszczanie. Choé zawiera niewiele
sktadnikéw odzywezych, jest bogata w keratyne, ktorg niektore bakterie moga wykorzystywaé
jako zrodlo pozywienia (Rycina 6) [68]. Warslwe jasna (ang. strafum lucidwm SL) tworzy
cienka, preezroczysla warstwa  splaszezonyeh,  kwasochionnyeh  keratynocylow.
Warstwa ziarnista (ang. stratum gramlosum 5G) jest zbudowana z sptaszezonych komorek
z ziarnisto$ciami keratohialinowymi 1 blaszkowatymi (lipidowymi), tworzace bariere przeciw
utracic wody 1 wnikaniu substancji obcych., Warstwa kolcezysta (ang. stratum spinosum SS)
jest najgrubsza  warstwg naskorka, zbudowang 7 wiclobocznych komdrck, odpowiada
za odpornos¢ mechaniczng. Bezposrednio nad warstwg podstawng niektére komorki nadal
moga si¢ dzieli¢, dlatego obie warstwy okreéla si¢ czasem wspolnie jako warstwe rozrodezg
(ang. strafum germinativum SGe). Z kolel warstwa podstawna (ang. strafum basale SB)
{0 pojedyncza warstwa zasadochtonnych, szesciennych lub walcowalych komorek. lezgeych

na btonie podstawnej] w miegjscu polgczenia skorno-naskorkowego, charaktervzuje
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sie intensywng aktywnoscia mitotyczna | zawiera komorki progenitorowe wszystkich warstw

naskorka [67].
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Rycina 6 Schemat ukladu tkanki skomej 7 poszezegdInymi warstwami [67].

Powierzchnia skory charakteryzuje sie licznymi mikroskopinymi  zaglebieniami,
wypuklo$ciami 1 porami odprowadzajacymi wydzieliny gruczolow tojowych 1 potowych
oraz mieszki wlosowe. Struktury te stanowia dogodne miejsca kolonizacji bakterii 1 sprzyjaja
tworzeniu biofilmow zarowno w warunkach naturalnych, jak 1 w przebiegu infekeji.
Powstala w ten sposob zlozona matryca bakteryjna jest wyjatkowo odporna na mechaniczne
i chemiczne metody usuwania, co znacznie utrudnia skuteczne leczenie zakazen skéry.
Ponadlo. ze wzgledu na obecnosé cholesterolu 1 innych lipidow w warstwie rogowej,
powierzchnia skory posiada wemny tadunek elektryczny, co wplywa na proces adhezji bakterii

[69,70].

Przerwanie cigglosci skory aklywuje proces gojenia, kiorego celem jest regeneracju
funkcjonalnego naskdrka, skory wlasciwej 1 tkanki podskdrnej. Niewlasciwy przebieg lego
procesu moze jednak prowadzi¢ do infekcji skory lub tkanek migkkich, ktore naleza
do najczestszych zakazen wymagajacych interwenc)i medycznej 1 stanowia istotng przyczyne
zachorowalnodci  oraz  $micrtclnodei, 7zardwno u  pacjentow  ambulatoryjnych,
jak i hospitalizowanych [71]. Pomimo znaczacych postecpow w leczeniu ran, zakazenia
baktervjne pozostajg powaznym problemem klinicznym. Wynika to z faktu, ze mikroorganizmy
kolonizujgce rany moga rozwija¢ oporno$¢ na antybiotyki oraz tworzy¢ biofilm, w ktdérym

bakierie 1 grzyby oloczone sg macierzg zewnglrzkomorkowa zwiekszajaea ich odpornosc
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na dziatanie lekéw 1 utrudniajaca gojenie. Przewlekle rany czesto wystepuja w przebiegu
zaburzen naczyniowych, takich jak owrzodzenia odlezynowe, zmiany niedokrwienne,
owrzodzenia stopy cukrzycowej czy owrzodzenia zylne konczyn dolnych. Naruszenie ciagtosci
bariery skornej sprzyja kolonizacji przez mikroorganizmy 1 tworzeniu s$rodowiska
sprzyjajacego rozwojowi zakazen. Infekcje ran przewleklych maja zwykle charakter
wielogatunkowy, obejmujac zaréwno bakterie tlenowe, jak i beztlenowe. Wsrod najczescie)
izolowanych patogenéw dominujg Pseudomonas aeruginosa 1 Staphylococcus aureus.
Zakazenia z udzialem P. aeruginosa charakteryzuja sie wiekszym nasileniem stanu zapalnego,
glebszym uszkodzeniem tkanek oraz wolniejszym procesem gojenia. Wynika to z wlasciwosci
tego drobnoustroju, w tym zdolnosci do tworzenia wspomnianego biofilmu, obecnosci pilusow
typu IV, ruchliwosci opartej na wiciach oraz produkcji licznych czynnikéw wirulencii,
ktore chronia ~ bakteriec  przed  mechanizmami  obronnymi  gospodarza  [57].
Dlatego skuteczniejsze metody profilaktyki 1 leczenia zakazen skory sg kluczowe
dla zahamowania rozwoju opornosci drobnoustrojéw oraz zmniejszenia liczby ciezkich

przypadkow wymagajacych hospitalizacji.

1.6 Alternatywy dla antybiotykow

Obecne terapie opieraja sie zazwyczaj na modyfikacjach istniejacych lekow, ale strategie
te zapewniajg jedynie tymczasowe rozwigzanie [72,73]. Wraz z utratg skutecznosci
konwencjonalnych antybiotykow konieczne staje sie poszukiwanie alternatywnych metod
leczenia, ktore sa w stanie zwalczaé patogeny wiclolekooporne. Potencjalne alternatywy
dla klasycznych antybiotykow obejmujg szerokie spektrum strategii terapeutycznych, takich
jak stosowanie probiotykow, inhibitoréw czynnikdéw wirulencji patogenow oraz wytworzonych
przeciwcial po szczepieniu. Ponadto coraz wigksze zainteresowanie budzg zwigzki
pochodzenia roslinnego, bakteriofagi i ich enzymy lityczne, w tym peptydy
przeciwdrobnoustrojowe, a takze zaawansowane rozwigzania nanotechnologiczne.
Do najbardziej obiecujacych nalezg nanosystemy — w tym polimery, dendrymery oraz biogenne
nanoczastki metali, takie jak srebro, ztoto, miedz czy platyna — ktore z powodzeniem zostaty
zastosowane przeciwko wybranym mikroorganizmom, w tym szczepom wiclolekoopornym
[74—76]. Niemniej jednak, metody te moga nie by¢ wystarczajace do zahamowania infekcji
lub zniszczenia bakterii, dlatego laczy sie je w celu wzmocnienia dzialania
przeciwbakteryjnego (na przyklad polaczenie biatek przeciwbakteryjnych i kationowych

nanoczgstek).
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1.7 Dendrymery kationowe

Nanomateriaty, takie jak dendrymery. znane rowniez jako nanoczgstki modytikowane
ligandami, sa powszechnie znane ze swoich wlasciwoscl przeciwbakteryjnych 1 stanowig
obiecujaca alternatywe dla stale badanych, ale nieskutecznych antvbiotykow [77].
Dendrvmery to  svntetyczne czasteczki o precyvzyjnie kontrolowanej architekturze
promieniowej 1 symetrycznej oraz specyficznych wlasciwosdciach {fizykochemicznych.
wynikajacych z ich wiclofunkcyjne] powicrzchni 1 waskicge rozktadu masy czastcczkowce]
[45,78,79]. Podstawowg jednostka tworzaca dendrymer jest dendron — gala? przylaczona
do rdzenia — atomu pierwiastka lub ztozonego zwigzku, ktdrego wartosciowo$é warunkuje 1losé
mozliwych do przylyczenia galezi, a kazde kolejne rozgalezienie dendronu tworzy wyzszy
generacje dendrymeru (Rycina 7). Ponadlo aktywnos$é dendrymeréw mozna modytikowaé
na wiele sposohdw (np. rodzaj i liczba grup funkcyjnych, PEGylacja, rozmiar, ksztalt) [45,78—
82]. Modyfikacje te moga wzmacniac lub oslabia¢ ich wlasciwosci antybakteryine
i toksycznosc. Sposrad ré7nych klas dendrymerow 0 wlasciwodciach
przcciwdrobnoustrojowych szezegolne znaczenic maja uklady zawicrajace atomy mctali
[83.84]. Lacza one mechanizm dziatania typowy dla dendrymerdw, czyli zwigkszanie
przepuszezalnoéci  zewngtrznej blony  bakteryjnej. z  unikalnymi  wladciwosciami
przeciwdrobnoustrojowymi metali [85-90]. Dzigki temu uzyskuje si¢ wielokierunkowy efekt

prowadzgey do uszkodzen komorki bakleryjnej.
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Rycina 7 Schemat struktury dendrymeru [91].
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Skutecznos¢ antybakteryjna dendrymerow zalezy jednak w duzej mierze od ich budowy
i modytikacji powierzchni. Wykazano, ze dodatkowe wprowadzenie jonéw metali, a takze grup
funkcyjnych —takich jak pochodne imidazolu czy pirymidyny — istotnie wzmacnia ich dziatanie
biologiczne, rozszerzajac zakres aktywnosci oraz zwiekszajac efektywnosé wobec szczepow
opornych [82,92]. Dendrymery sa takze szeroko stosowane jako nosniki lekéw i gendw
w nanomedycynie 1 farmakologii celowanej [93]. Odpowiednio zaprojektowane
i zmodyfikowane mogg skutecznie transportowaé substancje czynne bez niekorzystnego

wplywu na komdrki lub tkanki docelowe [94].

Metale, a zwlaszcza srebro, od wiekéw sa wykorzystywane jako $rodki
przeciwbakteryjne. Obecnie stosuje sie¢ je zarOwno w postaci jonow i kompleksow,
jak i nanoczastek. Mechanizm dziatania srebra obejmuje m.in. destabilizacje blony
komoérkowej, generowanie reaktywnych form tlenu, hamowanie aktywnosci enzymoéw
oraz ograniczanie tworzenia si¢ biofilmu. Trwaja intensywne badania nad udoskonaleniem
tych systemow, ktore majg na celu zwigkszenie ich stabilnosci, skutecznosci i potencjatu

terapeutycznego [12,15,83].

Niemniej jednak, oprocz whasciwoscei przeciwbakteryjnych, dendrymery moga réwniez
wywiera¢ nickorzystny wptyw na komorki eukariotyczne, objawiajacy si¢ cytotoksycznoscig
lub genotoksycznoscia. Wedlug doniesien naukowych, intensywnos$é tych skutkéw moze
by¢ silnie uzalezniona od struktury dendrymeru, rodzaju ligandow powierzchniowych
i zastosowanego st¢zenia [95]. Poniewaz wiadomo, ze dendrymery zawierajgce jony srebra
mogg zwigkszaé produkcje reaktywnych form tlenu (ROS), a dendrymery kationowe powoduja
permeabilizacje btony zewnetrznej bakterii, istnieje duze prawdopodobienstwo, ze podobny
efekt wystapi réwniez w komorkach eukariotycznych. Moze to prowadzi¢ do zwickszonej
cytotoksycznosci, powodujace) destabilizacj¢ blony, uszkodzenia oksydacyjne lipidow, biatek
1 materiatu genetycznego (DNA i RNA). W konsekwencji moze dojs¢ do dysfunkcji organelli
komérkowych, w tym mitochondriéw, a dlugotrwala akumulacja wolnych rodnikow moze
wywolaé procesy prowadzace do $mierci komorki (enzym kaspaza-3 lub gen p53 po stresie

genotoksycznym inicjuje apoptoze) [96].
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1.8 Endolizyna bakteriofagowa

Niespelna dekade temu terapia bakteriofagowa zostata skutecznie wdrozona do leczenia
zakazen wywolanych szczepami wielolekoopornymi u pacjentéw hospitalizowanych,
przynoszac przelomowe rezultaty kliniczne. Jak podaje Sawa i wsp. (2024), zastosowanie
koktajlu kilku zréznicowanych fagow skierowanych przeciwko danemu szczepowi
bakteryjnemu umozliwilo uzyskanie pelnego wyleczenia w ciggu zaledwie kilku dni,
bez obserwacji dzialan niepozadanych. Jest to szczegdlnie istotne w kontekscie wieloletnich,
nieskutecznych prob terapii antybiotykowej u tych samych pacjentéw, ktére nie prowadzity
do wyeliminowania patogenu [97]. Bakteriofagi dzieli si¢ na dwa gléwne typy: lityczne
oraz lizogeniczne (umiarkowane). Fagi lityczne po infekcji komorki gospodarza namnazajg
sie w jej wnetrzu, a nastgpnie powodujg lize komorki, prowadzac do skutecznego i szybkiego
zniszczenia bakterii. W przeciwienstwie do nich fagi lizogeniczne integruja swoj materiat
genetyczny z genomem bakterii, nie wywotujac natychmiastowej $mierci komérki.
Mimo iz mogg one przejs¢ w cykl lityczny na pdzniejszym etapie, zwykle nie zatrzymuja
infekcji bakteryjnej bezposrednio po zakazeniu. Co wigcej, ich obecnosé moze sprzyjac
horyzontalnemu transferowi gendéw, w tym gendw opornosci na antybiotyki lub toksyn,
pomiedzy bakteriami. Z tych wzgledow w zastosowaniach terapeutycznych preferuje
si¢ stosowanie fagow litycznych, ktore zapewniaja szybkie 1 celowane dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe [98]. Bakteriofagi wytwarzaja dwa enzymy, ktére moga rozktadaé
peptydoglikan: lizyny zwigzane z wirionami (VAL) 1 endolizyny. Dziataniec VAL opiera si¢
na lizie z zewnatrz” na poczatku infekcji fagowej, natomiast endolizyna jest hydrolaza
peptydoglikanowa, wytwarzana pod koniec cyklu litycznego [99-103]. Endolizyny sa w stanie
specyficznie namierza¢ i1 rozktada¢ peptydoglikan bakteryjny poprzez rozrywanie wigzan
w peptydowych polaczeniach krzyzowych, takich jak tetrapeptydy i mostki pentaglicynowe
(domena CHAP endolizyny) (Rycina 8) [101,102]. W bakteriach Gram-dodatnich endolizyny
mogg bezposrednio uzyska¢ dostep do odstonietego peptydoglikanu 1 go rozkladaé.
Natomiast obecno$¢ blony zewnetrznej (OM) w bakteriach Gram-ujemnych stanowi znaczna
barierg, wymagajacg zastosowania srodkéw zwickszajacych przepuszcezalnosé btony, takich jak
dendrymery, aby umozliwié¢ skuteczne dziatanie endolizyn [104-107].
Dotychczas nie odnotowano przypadkéw rozwoju opornosci bakterii na dziatanie endolizyn.
Wynika to z faktu, ze enzymy te oddzialuja na wysoce konserwatywny 1 niezbedny
dla przezycia element strukturalny komoérki bakteryjnej — peptydoglikan. Jakakolwicek jego

modyfikacja, umozliwiajgca potencjalne unikanie degradacji przez endolizyne, prowadzitaby
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do utraty integralnosci sciany komorkowe] | smierci komorki bakteryjnej. W konsekwencji,
brak zdolnosci bakterii do rozwinigcia skutecznych mechanizmdéw opornosci na endolizyny
stanowi ich istotng przewage terapeutvezna. podkreslajge potencijal tych enzymow

jake alternatywy dla klasycznych antybiotykéw [108].

Endolizyny wykazuja wysoka specyficznosé¢ wobec balterii, degradujac ich sciane
komoérkowa poprzez rozszczepianie wiazan w peptvdoglikanie. podobnie jak naturalnie
wystepujacy w organizmach ssakow lizozym. Lizozym za$ hydrolizuje wigzania glikozydowe
pomiedzy N-acetylomuraming (Mur2Ac) i N-acetyloglukozaming {GIcNAc¢), prowadzac
dolizy komorki bakteryinej. Stosowanie biatek przeciwdrobnoustrojowyceh, takich
jak endolizyna czy lizozym, uznaje si¢ za bezpieczne pod wzgledem cyvtoloksyveznoscel,
poniewaz komorki eukariolyezne nie zawierajd peplydoglikanu — gléwnego substratu ivch
enzymdw. Wzwigzku z tym czynl je obiecuyjacymi  kandydatami do zastosowan
terapeutvcznych [109].

N-acetyloglukozamina
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Rycina 8 (A) Struktura przestrzenna endolizyny (B) Schemat komponentéw peptydoglikanu — miejsce dziatania
endolizyny — polaczenie krzy7zowe tetrapeptydu i mostka pentaglicynowego oraz lizozymu — wigzanie fl—4

[102,110].

Coraz wigce] dowodow wskazuje na polencjat potaczenia dendrvimerow z bakteriolagami
lub biatkami przeciwdrobnoustrojowymi. takimi jak lizyny, w celu wzmocnienia dziatania

przeciwbakteryjnego [111.112].
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1.9 Synergistyczne dzialanie dendrymerdéw i bialek przeciwbakteryjnych

Na podstawie licznych doniesien naukowych, stosowanie dendrymeréw zawierajgeych
Jony srebra, szczegolnie w polgczeniu z biatkami przeciwbakteryjnymi, takimi jak endolizyna.
stanowi oblecujacy strategie skutecznego eliminowania komorek bakterii planktonicznych.

Zwigzki te wykazuja dziatanie przeciwbakteryjne poprzez wiele mechanizméw {Rycina 9).
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Permeabhilizacja blony przez nancczastki dendrytyczne Degradacja peptydoglikanu przez endolizyne

Rycina 9 Proponowany podwoiny mechanizm dziatania kompleksu dendrymeru i endolizyny wobec bakterii

Gram-ujemnych.

W pracy Skrzyniarz 1 wsp. (2023) porownance dwa typy dendrymerowych nanoczastek
srebra - DendAgNPs 1 PEG-DendAgNPs - pod kgtem ich zdolnosei do transportu lizozymu
i oddziatywania z bakteriami. Nie-PEGylowane DendAgNPs silnie permeabilizowaly blone
bakteryjna, tworzac pory ulatwiajace wnikanie lizozymu i prowadzjgc do skutecznej degradacji
peptydoglikanu oraz émicrei komarck. 7 kolei PEG-DendAgNPs powodowaly agregacic
baktcrii i stabsze uszkodzenia blony, leccz mimo to wykazywaly wysoka aktywnodé
przeciwdrobnoustrojowa nawet przy niskich dawkach lizozymu. Wynikato to prawdopodobnie
z elektrostatycznego wiazania lizozymu przez ujemnie naladowane tancuchy PEG 1 jego
lokalnej koncentracji na powierzchni bakterii [113]. W pracy Lasak 1 wsp. (2025) oceniono
aklywno$é nanomateriatow, lakich jak nanowtokna PL- b-CL/PVP, dendrylyczne nanoczgstki
srebra wraz z biatkiem przeciwdrobnoustrojowym - endolizyna wobec bakterii Gram-ujemnej

Pseudomonas aeruginosa PAOI oraz komorek eukariotycznych.
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Wykazano, ze funkcjonalizacja nanomateriatéw jonami metali lub grupami organicznymi
zwiekszata ich wlasciwos$ci przeciwdrobnoustrojowe poprzez intensyfikacje permeabilizacji
blony, generowanie stresu oksydacyjnego, zaburzenia integralnosci komorkowej
czy formowania zlozonej struktury biofilmu. Polaczenie dendrymeréw =z bialkami
przeciwdrobnoustrojowymi, takimi jak endolizyny, wykazato dziatanie synergistyczne
i prowadzito do zwigkszenia efektywnosci terapii antybakteryjnej i przeciwbiofilmowej,
przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej zywotnosci komorek fibroblastow, co stanowi
obiecujacy aspekt biomedyczny i terapeutyczny [114]. Badania Skrzyniarz i wsp. (2024)
wykazaly, ze aktywnos¢ kationowych dendrymeréow CBS zalezy od ich struktury oraz sktadu
lipidowego blony bakterii. Dendrymer D1 dziala destrukcyjnie, powodujac pekanie
dwuwarstwy, natomiast D2 jedynie permeabilizuje btong¢, umozliwiajac transport endolizyny
bez jej catkowitego uszkodzenia. Zwickszona zawarto$¢ ujemnie natadowanych lipidow
wzmacnia dziatanie D2, co czyni go skutecznym permeabilizatorem i no$nikiem dla enzymdw
antybakteryjnych. Wyniki podkreslaja, ze rézne bakterie Gram-ujemne reaguja odmiennie,

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

Poniewaz dendrymery i bialka przeciwbakteryjne wykazuja ogromny potencjat
terapeutyczny, zwlaszcza jako ukierunkowane nanonosniki, ich szersze zastosowanie
biomedyczne wymaga doglebnego zrozumienia ich toksycznosci i interakcji biologicznych.
Pomimo obiecujgcych wynikéw uzyskanych w dotychczasowych analizach, wcigz brakuje
kompleksowych danych dotyczacych dziatania badanych zwiazkow na ztozone struktury
bakteryjne, takie jak biofilmy, a takze ich wplywu na komorki i tkanki eukariotyczne.
Konieczne sg dalsze, poglebione badania, aby uzupetni¢ luki poznawcze, zweryfikowaé
mechanizmy dziatania oraz doprecyzowaé obszary, ktéore pozostaja niejasne

lub niewystarczajaco poznane.
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2. Cel pracy

Celem niniejsze] pracy jest charakterystyka mechanizmu dzialania antybakteryjnego
dendrymerow karbokrzemowych i ich kompleksu z CHAP-domeng endolizyny fagowej wobec
bakterii Gram-ujemnej — Pseudomonas aeruginosa PAO1. W zamiarze realizacji podanego celu

gléwnego, wyodrebniono cele szczegdtowe:

* Analiza termodynamiczna interakcji pomiedzy dendrymerami a endolizyng.

* Ocena zdolnosci przenikania dendrymerow przez blone zewnetrzng bakterii

oraz uszkadzania peptydoglikanu przez endolizyne.

*  Ocena wlasciwosci hamujacych powstawanie biofilmu bakteryjnego przez dendrymery
i ich kompleks z endolizyng w warunkach in vitro i z zastosowaniem modelu skéry

zZwierzecej ex vivo.

* Ocena cytotoksycznosci nanoczastek dendrytycznych i ich kompleksu z endolizyng

wobec komérek eukariotycznych.
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3. Materialy i metody

3.1 Materialy

W niniejsze) pracy wykorzystano dendrymery karbokrzemowe, udostepnione w ramach

wspOlpracy z profesorem Javierem Sanchez-Nieves z University of Alcala, Alcala de Henares,
Hiszpania (Rycina 10}.
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Rycina 10 Schemat struktury badanych dendrymerow karbokrzemowych. (A) Dend imidazolowy (B) DendAg
imidazolowy z jonami srebra, (C) DendCh pirydyno-imidazolowy, (D) DendAgCh pirvdyno-imidazolowy

Z jonami srebra.
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Rekombinowany fragment endolizyny CHAP domeny katalitycznej faga 1'812 zostat
zakupiony od firmy Protean z Czech. Domena katalityczna CHAP jest zblizona do LyskK

endolizyny.

Dziki szczep bakteryjny P aeruginosa PAO1 (ATCC 15692) pochodzil z kolekcji

Zaktadu Biologii Medycznej Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach

Do badan uzyto linie komoérkowg VH10 ludzkich fibroblastow (ATCC, Manassas, VA,
USA; nr katalogowy PCS-201-012) hodowang w pozywce dedykowanej (pozywka do wzrostu
fibroblastow, nr kat. 116—500, Cell Application, Inc) i prowadzono w 37 ° Ci5 % COa.

3.2 Metody

3.2.1 Gestosé optyczna (ang. optical density ODggo)

W celu okreslenia minimalnego stgzenia hamujacego wzrost bakterii (ang. minimum
inhibitory concentration MIC) przez dendrymery, wykorzystano szczep dziki Pseudomonas
aeruginosa PAO1. Wszystkie hodowle bakteryjne byly prowadzone z wykorzystaniem medium
TSB (Tryptone Soya Broth). W przypadku badan prowadzonych dla samych dendrymeréw
zastosowano ich stezenia: 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 oraz 128 ug/mL. Natomiast w badaniach
laczonych dendrymery stosowano w stezeniu 32 pg/mL, a endolizyne w stezeniach 1 pg/mL
i2 pg/mL. Aktywno$¢ oceniano w hodowli bakterii PAO1 w fazie wykladniczego wzrostu,
po 24 godzinach inkubacji, metodg spektrofotometryczng przy dlugosci fali 600 nm,
z wykorzystaniem spektrofotometru TECAN SPARK Magellan V2.2 STD (Tecan Group Ltd.,
Szwajcaria). Efekt wyrazano jako wartos¢ absorbancji hodowli P aeruginosa (gestos$c
optyczna). Eksperymenty prowadzono w trzech powtoérzeniach, a dane przedstawiono

jako wartosci $rednie. Stupki btedoéw oznaczajg odchylenie standardowe (Standard Deviation).

3.2.2 Degradacja peptydoglikanu — Remazol Brilliant Blue R

Wysuszony, oczyszczony peptydoglikan (PG) E. coli ATCC8739, wyizolowany zgodnie
z metodg Gatczynskiej i wsp. [116], zawieszono w wodzie destylowanej. Remazol Brilliant
Blue R (Sigma-Aldrich) rozpuszczono w sterylnej wodzie destylowanej. Stosunek molowy
dendrymerow do endolizyny wynosit 4:1. Eksperyment przeprowadzono zgodnie z metodyka

opisang przez Cascales 1 Santin [117]. Zawiesing PG zmieszano z 400 mM NaOH i inkubowano
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przez 30 minut w temperaturze 37 °© C, nastepnie do mieszaniny dodano barwnik RBB,
wymieszano w wirdwce 1 inkubowano przez noc w temperaturze 37 ° C. Nastepnie dodano HCI
(1 M) i wymieszano. Mieszaning odwirowano dwukrotnie przy 16 000 xg w temperaturze
25 ° C przez 1 godzing. Osady peptydoglikanu zawieszono ponownie w PBS. PG znakowany
RBB rozcienczono w PBS w 12 probéwkach typu Eppendorf i inkubowano w temperaturze
37° C przez 30 minut. Do mieszaniny dodano endolizyne, dendrymery i inkubowano
w temperaturze 37 °C przez 2 godziny. Po 2 godzinach dodano etanol w celu zatrzymania
reakcji. PG odwirowano przy 16 000 x g w temperaturze 25 °© C przez 30 minut.
Absorbancje supernatantu zmierzono przy 595 nm za pomoca spektrometru TECAN SPARK
Magellan V2.2 STD (Tecan Group Ltd., Szwajcaria). Eksperyment przeprowadzono
dwukrotnie. Dane przedstawiono jako wartosci $rednie. Stupki bledow oznaczajg odchylenie

standardowe (Standard Deviation).

3.2.3 Permeabilizacja zewnetrznej blony bakteryjne;j

Eksperyment  przeprowadzono  przy  uzyciu  testu  wychwytu  sondy
N- fenylo- 1- naftyloaminy (NPN). Bakterie P. aeruginosa PAO1 hodowano w temperaturze
37 ° C w celu uzyskania odpowiedniej gestosci optycznej (OD = 0,5). Bakterie odwirowano
(9000 obr./min przez 3 minuty). Osad bakteryjny zawieszono w buforze HEPES w celu
uzyskania OD wynoszacej 0,1. Pomiary przeprowadzono w sterylnej czarnej plytce
96- dotkowej. Do bakterii dodano dendrymery (koncowe stezenia 16 ug/mlL, 32 pg/mL
i 64 ng/mL). Nastepnie dodano barwnik fluorescencyjny NPN i natychmiast zmierzono
fluorescencje za pomoca spektrometru TECAN SPARK Magellan V2.2 STD (Tecan Group
Ltd., Szwajcaria) przy dtugosci fali emisji/wzbudzenia  420/350 nm.

Eksperyment przeprowadzono dwukrotnie. Dane przedstawiono jako wartosci srednie.

3.2.4 Termodynamiczne parametry interakcji dendrymerow z endolizyng

Wygaszanie fluorescencji endolizyny w obecnosci dendrymerow przeprowadzono
na 96-dotkowej ptytce przy uzyciu spektrometru TECAN SPARK Magellan V2.2 STD
(Tecan Group Ltd., Szwajcaria) przy dtugosciach fal wzbudzenia 340 nm i 290 nm, mierzonych
w roznych temperaturach (298, 301, 304, 307 i 310 K). Stosunki molowe endolizyny
i dendrymeréw wynosity (1:0, 1: 72, 1:1, 1:2, 1:4 1 1:8). Analize Van’t Hoff’a przeprowadzono

w oparciu o uzyskane wyniki wykorzystujgc rownanie:
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_— AH°+AS°
e =TRr TR

gdzie R to uniwersalna stata gazowa, a K, to stata wigzania.

Stata Stern-Volmer Ky

FO

T 1+ Kgy[Q]

gdzie Fo 1 F oznaczaja odpowiednio fluorescencje bialka w nieobecnosci i obecnosci
wygaszacza (dendrymer), Ksy to stala wygaszania Sterna—Volmera (SV), a [Q] oznacza

stezenie wygaszacza.
Energii swobodnej Gibbsa AG
AG = AH —=TAS

Wartosci entalpii wskazuja na wzrost energii wiazan miedzyczasteczkowych, natomiast

wartosci entropii sugeruja zmiany w nieuporzadkowaniu uktadu podczas procesu wigzania.

3.2.5 Dynamiczne rozpraszanie swiatla (ang. Dynamic Light Scattering DLS)

Do pomiaru $rednicy hydrodynamicznej dendrymerow i w potaczeniu z endolizyng
wykorzystano analizator wielkosci czastek Anton Paar Litesizer™ 500 oparty na dynamicznym
rozpraszaniu $wiatla (DLS). Rozmiar czgstek analizowano w nastepujacych warunkach:
dtugos¢ fali 658 nm, katy pomiarowe: 15 ©, 90 ° 1 175 ° wtemperaturze 25 ° C.

Kompleksy dendrymerow z endolizyng zmierzono w stosunku molarnym 1:4.

3.2.6 Morfologia dendrymerow i ich komplekséw z endolizyng za pomocg

transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM)

Morfologie samych dendrymerow i w potaczeniu z endolizyng, zbadano za pomoca
transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM) Tecnai G2 Spirit z kamerg CCD Morada.
Do wizualizacji morfologii dendrymerow i endolizyny wykorzystano zawiesiny z analizy DLS.
Pig¢ mikrolitrow tych roztworéw umieszczono na pokrytych weglem siatkach miedzianych
o gestosci 300 oczek na 10 minut, nadmiar ptynu usunieto za pomocg bibuly filtracyjnej, a siatki

WYsuszono na powietrzu.

36



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

Bakterie w fazie wzrostu wykladniczego zostaly przemyte PBS, ponownie zawieszone
w 10 mM PBS 1 umieszczone w czarnej 96-dotkowej mikroplytce. Bakterie poddano dziataniu
samych dendrymeréw (32 pg/mlL) oraz w polaczeniu z endolizyng (2 pg/mL) i inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Nastepnie do komoérek dodano 1 uM DCFH-DA
(diacetylo-dichlorofluoresceina). Fluorescencje mierzono co 5 minut (50 cykli)
przy dlugosciach fal wzbudzenia/emisji 485/535 nm za pomoca spektrometru TECAN SPARK
Magellan V2.2 STD (Tecan Group Ltd., Szwajcaria). Eksperymenty przeprowadzono

dwukrotnie. Dane przedstawiono jako wartosci $rednie.

3.2.8 LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability Kit

Zywotno$¢ bakterii zbadano za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej przy uzyciu
zestawu LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability Kit (Invitrogen, ThermoFisher).
Martwe bakterie i bakterie z uszkodzonymi btonami wykazuja czerwong fluorescencje dzigki
jodkowi propidyny, natomiast zywe komorki zielong za pomoca SYTO 9 Green Fluorescent
Nucleic Acid Stain - zielony fluorescencyjny barwnik do kwasow nukleinowych.
Eksperyment przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta. Dendrymery o st¢zeniu
32 pg/ml i 2 pg/mlL endolizyny umieszczono na plytce 96-dotkowej wraz z zawiesing bakterii.
Eksperyment przeprowadzono trzykrotnie. Zywotno$¢ badano na wyktadniczo rosngcej
kulturze PAO1 po 24 godzinach inkubacji. Po 24 godzinach calg ciecz przelano
do odpowiednich probowek Eppendorf. Ciecz odwirowano (9000 obr./min przez 10 min),
usunieto supernatant i dwukrotnie przemyto 0,85 % roztworem NaCl. Barwniki zmieszano
w stosunku 1:1. Na koniec osad zawieszono w 0,85 % NaCl, dodano mieszaning barwnikow
i inkubowano przez 15 minut w ciemnosci. Roztwor naniesiono na szkietko podstawowe
i przykryto szkietkiem nakrywkowym, a nastepnie obserwowano pod mikroskopem
fluorescencyjnym (Zeiss Axio Scope.Al) i programem do analizy mikroskopowej ZEN
z uzyciem filtrow (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 okres$lenia wplywu samych dendrymeréw i w polaczeniu z endolizyna
na zewnetrzng blone bakteryjng i1 Sciane komorkowe, a w szczegolnosei peptydoglikan,
przeprowadzono badania mikroskopem fluorescencyjnym. Stezenia dendrymeréw wynosily
odpowiednio 32 ug/ml. i 2 pg/mL dla endolizyny. Bakterie hodowano przez noc na wytrzasarce
(37 ° C, 25 rpm) w celu napowietrzenia kultury. Kultura nocna zostala rozcienczona do gestosci
optycznej 0,1. Dodano dendrymery iendolizyng, a nastgpnic inkubowano przez noc
w temperaturze 37 ° C. Barwnik HADA (propyl (2E) -2-cyano-3-(3.4-dihydroksy 5-nitrofenyl)
zostal przygotowany zgodnie z wytycznymi producenta i rozpuszczony w DMSO w celu
uzyskania stezenia 100 mM. Marker dodano do kazdego wariantu kultury bakteryjnej, a probki
umieszczono na wytrzasarce (37 © C, 80 rpm) na 5 minut. Nastepnie do probek dodano
schtodzony etanol, aby marker mogt przeniknaé do peptydoglikanu, a probki pozostawiono
na lodzie na 1 godzine. Nastepnie bakterie odwirowano (9000 obr./min, 3 minuty), usunigto
supernatant, a do osadu dodano zmrozony bufor PBS i wymieszano. Po odwirowaniu usuni¢to
supernatant i uzyto PBS do wyptukania bakterii z etanolu i niezwigzanego barwnika HADA.
Na koniec do osadu dodano zmrozony PBS i osad ponownie zawieszono. Powstaly roztwor
bakterii z wyznakowanym peptydoglikanem nakropiono nastgpnie na szkietko podstawowe
i przykryto szkietkiem nakrywkowym. Wizualizacj¢ przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego (Zeiss Axio Scope. Al) i programu do analizy mikroskopowej ZEN.
Probki analizowano przy uzyciu filtra niebieskiego (EX G 365 nm, BS FT 395,
EM BP 445/ 50).

3.2.10 Morfologia bakterii — Transmisyjna mikroskopia elektronowa TEM

Mortologi¢ Pseudomonas aeruginosa PAO1 analizowano przy uzyciu transmisyjnego
mikroskopu elektronowego (TEM) Tecnai G2 Spirit z kamerg CCD Morada. Bakterie PAO1
hodowano przez noc na wytrzasarce (37 © C). Do hodowli dodano odpowiednie objetosci
dendrymerow o stezeniu koncowym 32 pg/mL i 2 pg/mL endolizyny. Bakterie odwirowano
(9000 obr./min, 3 minuty), dwukrotnic przemyto w PBS, utrwalono w 3 % aldehydzie
glutarowym w 0,2 M buforze kakodylowym przez 3 godziny, dwukrotnie przemyto w 0,1 M
buforze kakodylowym, dotrwalono w 2,5 % OsOs w 0,1 M buforze kakodylowym
przez 90 minut, dwukrotnie przemyto w 0,1 M buforze kakodylowym i1 odwodniono
w rosngcym stezeniu etanolu (50, 60, 70, 80, 90 1 99,9 %) przez 10 minut kazdy, inkubowano

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

300 na 10 minut, pozostawiono do catkowitego wyschnigcia i obserwowano pod mikroskopem.

3.2.11 Morfologia bakterii — Skaningowa mikroskopia elektronowa SEM

Morfologie PAO1 po interakcji z dendrymerami 1 w potaczeniu z endolizyna
zweryfikowano za pomoca skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM, JEOL JSM-
7100F, Japonia) przy napigciu przyspieszajacym 15 kV. Bakterie PAO1 hodowano przez noc
na wytrzasarce (37 ° C). Do hodowli dodano odpowiednie obje¢tosci dendrymerow o st¢zeniu
koncowym 32 pg/mL i 2 pg/mL endolizyny. Bakterie odwirowano (9000 obr./min, 3 min),
dwukrotnie przemyto w PBS, utrwalono w 3 % aldehydzie glutarowym w 0,2 M buforze
kakodylowym przez 3 godziny, dwukrotnie przemyto w 0,1 M buforze kakodylowym,
nastepnie dotrwalono w 2,5 % OsOs w 0,1 M buforze kakodylowym przez 90 minut,
dwukrotnie przemyto w 0,1 M buforze kakodylowym i odwodniono w rosnagcym stezeniu
etanolu (50, 60, 70, 80, 90 i 99,9 %) przez 10 minut kazdy, inkubowano w roztworze etanolu
itlenku propylenu 1:1 przez 15 minut 1 zawieszono w czystym tlenku propylenu.
Probki umieszczono na pokrytych weglem siatkach miedzianych o rozmiarze oczek 300,
pozostawiono do catkowitego wyschnigcia, pokryto ztotem za pomoca rozpylacza jonowego

JEOL JFC 110E Fine Coat Ion Sputter i obserwowano pod mikroskopem.

3.2.12 Test hamowania biofilmu z uzyciem fioletu krystalicznego

Hamowanie rozwoju biofilméow P aeruginosa PAO1 oceniano za pomoca testu
z uzyciem fioletu krystalicznego (ang. crystal violet CV). Metoda ta pozwala na ilo$ciowe
okredlenie catkowitej masy biofilmu na podstawie zdolnosci barwnika CV do wigzania
si¢ 7z pozakomorkowymi substancjami polimerowymi (EPS) oraz zywymi i martwymi
komodrkami bakteryjnymi. Bakterie hodowane przez noc rozcienczono w 10 mL sterylnego
medium TSB i naniesiono na plytke 96-dotkowa, dodano odpowiednig objetos¢ dendrymerdéw
(o stezeniu koncowym 1 — 128 pg/mL i 2 pg/mL endolizyny, uzupelniono swiezym medium
i pozostawiono do utworzenia biofilmu w temperaturze 37 © C i 5 % CO; przez 24 godziny.
Dojrzate biofilmy delikatnie przemyto dwukrotnie PBS, w celu usuniecia niezwigzanych
bakterii. Usuni¢to PBS i pozostawiono biofilmy do wyschniecia. Biofilmy barwiono przez
15 minut 0,1 % roztworem fioletu krystalicznego, po tym trzykrotnie przemyto PBS w celu
usuniecia nadmiaru barwnika. Nastepnie CV rozpuszczono w 99,9 % etanolu. Po 15 minutach

inkubacji roztwor przeniesiono do nowej plytki 96-dotkowej i zmierzono absorbancje przy
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570 nm za pomoca spektrometru TECAN SPARK Magellan V2.2 STD (Tecan Group Ltd.,
Szwajcaria). Absorbancja roztworu odbarwiajacego odpowiada masie  biofilmu.
Eksperyment przeprowadzono trzykrotnie. Dane przedstawiono jako wartosci Ssrednie.

Stupki bledéw oznaczajg odchylenie standardowe SD (Standard Deviation).

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

Znakowanie zywych 1 martwych komoérek bakteryjnych w utworzonym biofilmie
przeprowadzono przy uzyciu specjalnego zestawu FilmTracer'™ LIVE/DEAD™ Biofilm
Viability Kit (Invitrogen, USA). Roztwér barwnika przygotowano zgodnie z instrukcja
producenta, tj. 3 pL barwnika SYTO-9 (480/500 nm) i 3 pL jodku propidyny (490/635 nm)
dodano do 1 mL wody destylowanej (MiliQ, MERCK). Bakterie hodowane przez noc
rozcienczono w 10 mL sterylnego TSB i naniesiono na ptytke 24-dotkowg (Wuxi NEST
Biotechnology Co., Ltd.), uzupetniono §wiezym TSB i pozostawiono do utworzenia biofilmu
w temperaturze 37 °© C 1 5 % CO; przez 24 godziny. Do utworzonego biofilmu dodano
odpowiednie objetosci dendrymerow i endolizyny, tak aby stezenia wynosity odpowiednio
8132 ug/mlL oraz 2 pg/ml, a nastepnie inkubowano w temperaturze 37 © C 1 5 % CO»
przez 24 godziny. Po uplywie tego czasu starg pozywke delikatnie usuni¢to 1 dwukrotnie
przemyto wodg destylowana. Biofilm barwiono przygotowanym roztworem przez 20 minut
w ciemnosci, barwnik wyplukano dwukrotnie przy uzyciu wody destylowanej, a za pomoca
metalowe] skrobaczki przeniesiono biofilmy na szkietko podstawowe, przykryto szkietkiem
nakrywkowym i obserwowano pod mikroskopem konfokalnym (NIKON Eclipse Ti/Al,

Japonia) nie dluzej niz 30 minut po barwieniu.

3.2.14 Preparatyka skory z ucha wieprzowego — badania ex vivo

Swieze ucho wieprzowe pochodzito z lokalnej rzezni. Skére zewnetrznej czesci ucha
wieprzowego oczyszczono poprzez dokladne umycie goraca wodg 1 szarym mydtem, a wlosy
usunieto za pomoca brzytwy. Nastepnie skore wstepnie wysterylizowano, myjac kilkukrotnie
70 % roztworem etanolu i naswietlajac promieniowaniem UV przez 20 minut. Po procesie
sterylizacji, w komorze laminarnej, skor¢ oddzielono od chrzastki za pomoca skalpela.
Wypreparowany kawalek skory podzielono na mniejsze kawalki o wymiarach okoto 1x1 cm
i grubosci 1-3 mm. Wszystkie dalsze procedury eksperymentalne przeprowadzono w dniu

sterylizacji — probek nie przechowywano ani nie zamrazano.
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3.2.15 FilmTracer™ LIVE/DEAD™ Biofilm Viability Kit — ex vivo

W celu analizy tworzenia si¢ biofilmu bakteryjnego P. aeruginosa PAO1 na skorze
wieprzowej, przygotowano pozywke hodowlang DMEM (Dulbecco's Modified Fagle Medium)
zawierajaca L-glutamine i czerwien fenolowa, z dodatkowym wzbogaceniem 10 % ptodowa
surowica bydleca (Fetal Bovine Serum). Do eksperymentu wykorzystano 24-dotkowe plytki
hodowlane, w ktérych umieszczono wezesniej przygotowane i sterylizowane promieniami UV
krazki z bibuly filtracyjnej, dopasowane rozmiarem do $rednicy dotkéw. Do kazdego dolka
dodano 250 pL pozywki DMEM, a nastepnie umieszczono sterylne fragmenty skory (1x1 cm).
10 pL rozcienczonych bakterii naniesiono na s$rodek fragmentu skéry i1 pozostawiono
do utworzenia biofilmu w temperaturze 37 °© C i 5 % COz przez 24 godziny.
Odpowiednie objetosci dendrymerdw (8 1 32 ug/mL) i endolizyny (2 ug/mL) oraz swiezego
podtoza DMEM (tacznie 400 pL) dodano do utworzonego biofilmu na skérze i inkubowano
w temperaturze 37 ° C 1 5 % CO; przez 24 godziny. Po uplywie tego czasu starg pozywke
delikatnie usunicto i kawatki tkanki dwukrotnie przemyto woda destylowana.
Biofilm utworzony na skérze zabarwiono, nakrapiajgc 30 ul.  roztworu barwnika
i pozostawiajac na 20 minut w ciemnosci (przygotowanie opisano w akapicie 3.2.13).
Nastepnie barwnik trzykrotnie sptukano woda destylowana, a skoére delikatnie przeniesiono
peseta na szkietko nakrywkowe. Tak przygotowang probke obserwowano pod mikroskopem

konfokalnym nie dtuzej niz 30 minut po zabarwieniu.

3.2.16 Morfologia biofilmu bakteryjnego — SEM

Przygotowanie skéry do obserwacji pod mikroskopem skaningowym byto takie samo
jak opisano powyzej, z mniejszg powierzchnig skory (okoto 5 mm x 5 mm). Po hodowli
i inkubacji probki skory utrwalono w 3 % roztworze aldehydu glutarowego w 0,2 M buforze
kakodylowym przez 3 godziny, a po 30 minutach utrwalacz zastgpiono §wiezym roztworem.
Nastepnie prébki plukano 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. Probki przemyto dwukrotnie w 0,1 M buforze kakodylowym.
Nastepnie przeprowadzono dehydratacje tkanek w rosngcych stezeniach etanolu: 40 %, 50 %,
60 %, 70 %, 80 %, 90 % i 100%, przy czym kazda inkubacja trwata 20 minut, aby skutecznie
usuna¢ wode z tkanek. Po calkowitym odwodnieniu probki poddano przeswietlaniu
w mieszaninach etanolu i tlenku propylenu w proporcjach: 3:1, 1:1 i 1:3, a na koniec

zawieszono je¢ w czystym tlenku propylenu. Probki umieszczono na szklanych szkietkach,
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pozostawiono do calkowitego wyschnigecia, umieszczono na dyskach weglowych, pokryto
zlotem za pomocag JEOL JFC 110E Fine Coat lon Sputter i przeanalizowano za pomoca SEM
(JEOL JSM-7100F, JEOL Ltd., Japonia) przy napieciu przyspieszajagcym 15 kV.

3.2.17 Histomorfologia skory wieprzowej niezainfekowanej i zainfekowanej
Pseudomonas aeruginosa PAQO1 po traktowaniu dendrymerami

i kompleksami z endolizyng

Przygotowanie do obserwacji histomorfologicznej skory wieprzowej niezainfekowane;j
i zainfekowanej bakteriami po poddaniu dzialaniu badanych stezen dendrymeréw
(8132 pg/mL) 1 endolizyny (2 pg/mL), przeprowadzono w sposob opisany powyzej
dla mikroskopii konfokalnej, ale uzupetniono preparat przez utrwalenie 10 % buforowana
formaling przez 24 godziny. Nastepnego dnia tkanki przemyto dwukrotniec w PBS, zatopiono
w medium mrozeniowym OTC, zamrozono w temperaturze - 20 °© C, a skrawki mrozeniowe
wycieto na kriotomie Leica CM1100 o grubosci ~ 6 - 8 um, przeniesiono na szkietka
SuperFrost™, ktore barwiono 1 % blekitem toluidyny przez 5 sekund, nakropiono mieszanine
gliceryny z PBS, przykryto szkietkiem nakrywkowym i obserwowano pod mikroskopem
swietlnym Nikon Eclipse 50i (Japonia) z aparatem cyfrowym DS-Fil.

3.2.18 Test zywotnosci komorek eukariotycznych MTS

Ludzka linie komorek fibroblastow VH10 (ATCC, Manassas, VA, USA; nr katalogowy
PCS-201-012) hodowano w pozywce (pozywka do wzrostu fibroblastow, nr kat. 116-500, Cell
Application, Inc) w temperaturze 37 © C w wilgotnej atmosferze z 5 % zawartosécig COas.
Pozywke hodowlana wymieniano co 2 dni. Zywotno$é komorek fibroblastow poddanych
dzialaniu dendrymeréw w stezeniu 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 pg/mL oraz kompleksu
z endolizyng w stezeniu 1 1 2 ug/mL, okreslono za pomoca testu MTS (przeksztatcenie soli
tetrazolowej - bromek 3-(4,5-dimetylo-tiazol-2-ilo) -2,5-difenylotetrazolu — do barwnego
formazanu przez mitochondrialng dehydrogenaze bursztynianowsg). Fibroblasty wysiano
na plytkach 96-dolkowych. Po osiagnieciu odpowiedniej konfluencji, komorki poddano
dziataniu dendrymerow, endolizyny, dendrymeru z endolizyng przez 24 godziny w37°Ci15 %
COy. Zestaw do testu proliferacji komoérek MTS (kolorymetryczny) (Abcam) zostal uzyty
zgodnie z zaleceniami producenta, a absorbancj¢ przy 490 nm zmierzono za pomocg

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

4.1 Aktywnos¢ przeciwbakteryjna dendrymerow

4.1.1 Ocena wzrostu bakterii metoda pomiaru gestosci optycznej {ODsoo)

W pierwszym etapie badan. w celu okreslenia minimalnego stezenia hamujgcego
(ang. minimum inhibitory concentration MIC) zastosowano seri¢ stezen dendrymerdw
przeciwko szczepom Pseudomonas aeriginosa PAOL. Do tego wykonano badanie gestosci
optyczne] ODeson wzrostu bakterii w obecnoscl dendrymerdw, ktorego wyniki badane]
absorbancji przedstawiono na Rycina 11, W przypadku dendrymeréw Dend, DendAg
oraz DendAgCh zahamowanie wzrostu bakterii zaobserwowano przy stezeniach 32 pg/mL,
64 pg/mL 1 128 pg/mL. Nieznaczny wzrost D¢ w przypadku 128 pg/mL moze rowniez
wynika¢ 7 agregacji dendrymerow i1 bakterii. Natomiast w przypadku zastosowania DendCh

nic zaobscrwowano zahamowania wzrostu bakterii (Rycina 11).
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Rycina 11 Gestosdé optyczna {ODgq0) wzrostu bakterii w obecnosci rosnacych stezen dendrymerdw mierzona

przy dlugosei fali 604 nm po 24 godzinngj inkubagji.
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4.1.2 Oznaczenie zdolnosci dendrymeréw do permeabilizacji blony

zewnetrznej (test fluorescencyjny NPN)

Aby okresli¢ wilasciwosel destabilizujace blone zewnetrzng przez dendrymery
przeprowadzono badanie permeabilizacji przv  uzyciu barwnika fluorescencyinego
1- N- fenyloalaniny (NPN) przy stg¢zeniach dendrymerdéw 16. 32 i 64 pg/mL. W przypadku
dendrymerow fluorescencja rosla w kazdym zastosowanym stezeniu, z niewielka réznicg
miedzy 16 a 32 ug/ml (Rycina 12A). Z ryciny wynika, 12 idealnym permeabilizatorem
jest DendCh, gdyz poziom RFU rost w przypadku wzrostu stezenia (Rycina 12B), natomiast
zastosowanie DendAg (Rycina 12C) spowodowalo wzrost fluorescenciji barwnika NPN jedynie
w stezeniu 16 pg/mL, a pozostale bvly ponize] wartosci kontrolnej. W przypadku DendAgCh
wszystkie stezenia prowadzity do wzrostu fluorescencyi, chociaz najwickszy efekt
zaobserwowano przy najnizszym stezeniu (Rycina 12D), co moze by¢ skutkiem agregacji

dendrymerow.
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RFL
]
g

RFU

e CONTO] =g §6 pg/ml  —s— 32 pgim| 64 pg/ml
Rycina 12 Permeabilizacja zewnelrzne] blony bakteryinej przez wybrane si¢zenia dendrymeréw. (A) Dend

(B) DendCh, (C) DendAg, (D} DendAgCh. RFU - wegledne jednostki Muorescenci {ang. Refative Fluorescence
Units).
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4.1.3 Ocena zdolnosci endolizyny do degradacji peptydoglikanu w obecnosci
dendrymerow — test Remazol Brilliant Blue

Aktywnosé enzymatyczng endolizyny w obecnosci dendrymerdw mierzono za pomoca

testu degradacji peptyvdoglikanu Remazol Brilliant Blue (Rycina 13). Wyniki wskazuja,

7e aktywnos¢ degradacyjna peptydoglikanu przez endolizyng nie 7zostata zmniejszona, a nawet

obserwuje sie wzrost degradacii PG w przypadku dodatkowej obecnosct kazdego

z dendrymerdw.

0,4

0.3

01

Absorbancja przy 395 nm
[ =}
[

ye o« <8 e P ol
@ o ¥ o v
3 i o \ T o Lo . o

i.‘:‘{p . y N . ,\\)é‘ Qj-ﬂ"-"
Al b il
o 4
S e’ <ot g\c\@“

Rycina 13 Degradacja peptvdoglikanu przez endolizyne w obecnosci dendrymerdw mierzona przy dhugosci fali

595 nm.
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4.2 Interakcje pomiedzy dendrymerami a endolizyng

4.2.1 Okreslenie parametrow termodynamicznych kompleksowania

dendrymerow z endolizyng

Tabela 1 Parametry termodynamiczne dendrymerdw z endolizyna.

T Kb AHo AGo AS gsoﬁ Kb (Umopy , AHD AGo AS gsoﬁ
K) (@Lmol) (kJ/mol) (kJ/mol) (J/mol) mol/L) (kJ/mol) (kJ/mol) (J/mol) mol/L)
Dend + Endolizyna DendAg + Endolizyna
298 0,00003 16,51 0,12 24745714 -53,766 4,6
301 2,739 7,338 0,56 322100000 -48,954 4,8
304 10,75 927,82 -1,836  3058,08 0,91 4707604  -531,707 -44,143 -1603 4,7
307 5,304 -11,01 1,65 109647 -39,331 4,7
310 510,15 -20,18 2,17 398107 -3452 4,6
DendCh + Endolizyna DendAgCh + Endolizyna
298  1088,178 -16,002 15,34 10909 -22,345 6,4
301 188,148 -14,745 7,21 974 -21,697 5,8
304 161,324 _140,85 -13,488 418,94 6,97 553 -86,731 -21,049 216 5,7
307 168,616 -12,231 7,01 19538 -20,401 5,7
310 74,079 -10,974 7.35 446 -19,753 5,6

Typ interakcji miedzy fluoroforem (endolizyna) a wygaszaczem (dendrymery) mozna
rozrézni¢ analizg Sterna-Volmera. Sila oddziatywan zalezy rowniez od temperatury: szybsza
dyfuzja wygaszacza w wyzszej temperaturze wskazuje na stabe oddziatywania (wygaszanie
dynamiczne), natomiast wolniejsza — na wygaszanie statyczne, gdzie mozliwe jest tworzenie
stabilnego kompleksu w stanie podstawowym. Interakcje dendrymerow z biatkami najczesciej
wynikaja z mechanizmu statycznego. Jednak na typ interakcji moga wplywa¢ m.in. st¢zenie
dendrymeru, stosunek molowy, modyfikacje powierzchni dendrymeru oraz typ biatka (r6zne
punkty izoelektryczne). Krzywe Fo/F w r6znych temperaturach (od 298 do 310 K) dla kazdej
interakcji biatko- dendrymer wykazuja tendencje¢ spadkowa 1 wzrostowa, co moze sugerowac

statyczny lub mieszany (statyczny i dynamiczny) mechanizm wygaszania fluorescenc;ji.

Okreslono charakter oddziatywan miedzy dendrymerami Dend, DendCh, DendAg,
DendAgCh a endolizyna CHAP. Najpierw zmierzono wewnetrzne wygaszanie fluorescencji
endolizyny w temperaturze 298 K. Zwigkszenie st¢zenia dendrymerow spowodowato spadek
fluorescencji endolizyny. Mozna zaobserwowac, ze w przypadku Dend i DendAg wygaszanie
fluorescencji jest bardziej ptynne niz w przypadku DendCh i DendAgCh. Wyniki te sugeruja,

ze do calkowitego wygaszenia fluorescencji wewnetrznej biatka konieczne sa wyzsze stezenia
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dendrymerow z grupa pirydylowa. Aby opisa¢ charakter oddziatywania miedzy dendrymerami
a endolizyna, obliczono stalg Sterna-Vomera (Ksv) i parametry termodynamiczne w réznych
temperaturach (Tabela 1). W pH 7.4 metalodendrymery Dend i DendAg byly neutralne,
natomiast DendCh i DendAgCh byl natadowany dodatnio z powodu grupy pirydylowej.
W przeciwienstwie do wigkszosci dodatnio natadowanych bialek endolizynowych, domena
CHAP endolizyny jest ujemnie natadowana. Analiza termodynamiczna wykazala spadek Ksy
dla trzech dendrymerow, chociaz dla DendCh uzyskano wyzsze state. W przypadku DendAgCh
K spadto z 6,4 do 5,6 x 10* mol/L wraz ze wzrostem temperatury. W przypadku DendAg Ky
jest mniej wiecej stabilne na poziomie 4,6—4,8 x 10* mol/L. Natomiast dla dendrymeru Dend
obserwowano wzrost Kg z wartosei 0,12 do 2,17 x 10* mol/L, a DendCh obserwowano spadek

7 15,34 do 7,35 x 10* mol/L.

Typ interakcji miedzy biatkkami a dendrymerami mozna analizowaé takze
termodynamicznie. Proces wigzania $ledzono metoda Van’t Hoffa. Sita wigzania moze zaleze¢
nie tylko od rodzaju biatka (zwlaszcza jego pl), lecz takze od modyfikacji powierzchni
dendrymeru. F.adunek biatka powinien determinowaé typ oddzialywan termodynamicznych,
a zmiany AGg, AHp 1 AS powinny by¢ tatwo obserwowalne. Uzyskane wyniki sugerujg gtownie
oddziatywania elektrostatyczne miedzy dendrymerami a biatkiem oraz wygaszanie statyczne.
Parametry termodynamiczne rowniez wykazaly, ze w przypadku dendrymerow z jonami srebra
oraz 7z grupa pirydylowa oddzialywanie bylo egzotermiczne i spontaniczne w niskich
temperaturach (AHo, AGo 1 AS byly ujemne), a w przypadku Dend endotermiczne
i spontaniczne w wysokich temperaturach (AHp i AS byly dodatnie). Analiza powinowactwa
(Kb) wykazata, ze DendAg wykazywal wieksze powinowactwo do endolizyn niz Dend,
DendCh 1 DendAgCh. Bylo to prawdopodobnie spowodowane zdolnoscig protonowania
jednostki pirydylowej w DendCh i Dend AgCh w stosunku do podstawnika metylowego liganda
NHC w DendAg.
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4.2.2 Analiza morfologii dendrymerdw oraz ich kompleksow z endolizyna

end” nie w Wi ch wlasciwosci _ant invch

eksperymentach.

Morfologie dendrymerow DendCh, DendAg i DendAgCh zbadano za pomoca TEM
(Rycina 14). W kazdym przypadku technika ta wykazala znaczng agregacje wynikajaca
zich odpowiedniej  hydrofobowosci, o rozmiarach okoto 200 - 300 nm.
Dodatkowo przeprowadzono analize morfologiczng dendrymeréw w obecnoscei endolizyny.

Uzyskane wyniki wskazujg na znaczng agregacj¢ zwigzkow.

Rycina 14 Morfologia dendrymerdw i w polaczeniu z endolizyna 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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4.2.3 Pomiar wielkosci czastek i stopnia agregacji dendrymerow

oraz ich kompleksow z endolizyna (DLS)

Metoda dynamicznego rozpraszania swiatta (DLS) réwniez wykazata tworzenie
si¢ duzych agregatow dendrymerow, o mniejszym rozmiarze dla DendAg (Dn okoto 350 nm)
niz dla DendAgCh (Dn okoto 800 nm) (Rycina 15). Réznice te mozna przypisaé wigkszej
zdolnosci do oddziatywania z otoczeniem grupy pirydylowej w DendAgCh w poréwnaniu
z prosta grupa metylowa w ligandzie NHC DendAg. Dane te potwierdzity agregacje ze wzgledu
na mate wartosci stwierdzone dla tych dendrymeréw w eksperymentach DOSY NMR,
przeprowadzonych w ramach wspdlpracy przez zespdl naukowy profesora Javiera Sanchez-
Nieves z Uniwersytetu Alcala. Natomiast dla DendCh wykazano tworzenie si¢ agregatéw
o posrednim rozmiarze (Dn okoto 500 nm). Z kolei obecnos¢ endolizyny nie powodowata zmian
w wielkosci agregatéw w przypadku DendAg i DenAgCh, jedynie efekt byl widoczny
dla DendCh, gdzie kompleks DendCh-endolizyna tworzyt agregaty o rozmiarze Dy okoto 100

nm.
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Rycina 15 Procentowy udziat wielko$ci dendrymerdéw i w potaczeniu z endolizyna w badanych probach.
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4.3 Analiza wlasciwosei przeciwbakteryjnych dendrymerow i endolizyny

4.3.1 Ocena efektu synergistycznego komplekséw dendrymer—endolizyna

w hamowaniu wzrostu bakterii {ODeoo)

Przetestowano synergistyczne dziatanie przeciwbakteryjne kompleksu dendrymer-
endolizyna {Rycina 16). Pomiary gestosci optyczne| planktonicznych bakterii P2 aeruginosa
PAO1 przeprowadzono zaréwno W obecnodei, jak 1 przy  braku  cndoelizyny.
Stezenie dendrymerdéw wynosito 32 pg/ml., a endolizyny odpowiednio 1 i 2 pg/ml..
Zaobscrwowano svncrgistyczne dzialanic komplekséw endolizyny (w wyzszych st¢zeniach
biatka) z dendrymerami DendCh, DendAg i DendAgCh, przy czym zmniejszenie ODgop
wyniosto do 50 % dla DendCh i DendAg oraz okoto 70 % dla DendAgCh; nie zaobserwowano
znaczacego synergicznego dziatania przy nizszym stezeniu  endolizyny (1 pg/mL).
Natomiast nie zaobserwowano zadnego dodalkowego efekiu w przypadku dendrymeru
metyloimidazolowego — Dend. Wyniki te wyraznie sugeruja, ze dendrymery DendCh 1 DendAg
muszg zmienia¢ plynnos¢ 1 przepuszczalnosé btony, ulatwiajac przenikanie biatka
przeciwbakteryincgo. W orczultacic endolizyna przenika przez blong zewngtrzng i docicra

do peptydoglikanu, zwickszajace w ten sposob aktywnos¢ przeciwbakteryjna.
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Rycina 16 Gegstosc optyczna (ODgg) wazrostu bakterii w obecnodci stezen dendrymerdw (32 pg/mlL)} wraz

Absorbancja przy 600 nm

z endolizvna (1 i 2 pg/mL} mierzona przy 600 nm po 24 godzinne] inkubacji.
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4.3.2 Oznaczenie produkcji reaktywnych form tlenu (RFT/ROS)

przez bakterie w obecnosci dendrymerow i endolizyny

Kolejnym krokiem bylo okre$lenie produkcji reaktywnych form tlenu
przez metalodendrymery zawierajace jony srebra — DendAg i DendAgCh i w kompleksie
z endolizyna, o stezeniu koncowym dendrymerdéw 32 pg/mL i 2 pg/mL endolizyny (Rycina 17).
Mozna zauwazy¢, ze oba dendrymery generowaty wieksza ilo$¢ reaktywnych form tlenu niz
w przypadku grupy kontrolnej oraz po dodaniu samej endolizyny. Jednak w przypadku DendAg
poziom RFT byl nizszy niz w DendAgCh, ale wzrdst po potaczeniu z endolizyna, chociaz nadal
byl nizszy niz poziom obserwowany dla DendAgCh. Natomiast dodanie endolizyny

do DendAgCh nie zmienito poziomu ROS.
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Rycina 17 Produkcja reaktywnych form tlenu przez bakterie w obecnosci dendrymerdw (32 pg/mL) i endolizyny

(2 pg/mL). RFU - wzgledne jednostki fluorescencji (ang. Relative Fluorescence Units).
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4.3.3 Analiza zywotnosci komarek bakteryjnych po dzialaniu dendrymerow

i endolizyny (LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability Kit)

W celu zobrazowania zywych | martwych bakterii 72 aeruginosa PAO1 po traktowaniu
dendrymerami oraz endolizyng (stezenie dendrymerow 32 pg/mlL i 1 pg/mL endolizyny).
wykonano test LIVE/DEAD™ BacLight'™ Bacterial Viability Kit. Obrazy 7 mikroskopii
fluorescencyinej (Rycina 18) pokazujg duza liczbe zywych bakterii w grupie kontrolnej (Rycina
18A) 1 znacznie mniejsza w obecnosci DendCh (ryc. 18C 1 18D — z endolizyna), DendAg (rye.
18E 1 18F — z endolizyna) 1 DendAgCh (ryc. 18G 1 18H —z endolizyng) 1 endolizyny (ryc. 18B).
Dodanie endolizyny prowadzi do zmnigjszenia liczby zywych bakterii {zielone) 1 wzrostu

liczby martwych bakterii (czerwone).
Rycina 18 Fluarescencyjne obrazy mikroskapowe z badania LIVEDEAD™ Bacl.ight ™ Bacterial Viability Kit
bakterii po dziataniu dendrymerdw i endolizyny. (A) Grupa kontrolna, (B) Endolizyna, (C) DendCh, (I3}

DendCh + Endolizyna, () DendAg, (F) DendAg + Endolizyna, () DendAgCh, (H) DendAgCh + Endolizyna
{slezenic dendrymerow 32 pg/mL i 1 pe/mL endolizyny). Skala 20 pm.
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4.3.4 Obserwacja degradacji peptydoglikanu w bakteriach po zastosowaniu

dendrymerow i endolizyny (HADA)

Nastepnie wykorzystano mikroskopie fluorescencyjna do obserwac)i degradacji PG
w bakteriach. Bakterie, ktorych peptydoglikan zostat wyznakowany barwnikiem HADA
(Rycina 19) poddano dziataniu endolizyny (1 pg/mL endolizyny} (ryc. 19B) i dendrymeréw
o stezeniu 32 pg/mL DendCh {rye. 19C), kompleksu DendCh-endolizyna {ryvc. 17D), DendAg
(rve. 19E), kompleksu DendAg-endolizyna (rye. 19F), DendAgCh (rvc. 19G) oraz kompleksu
DendAgCh-endolizyna (rye. 19H). W przypadku kazdego kompleksu dendrymer/endolizyna

zaobserwowano nieostry sygnat tluorescencyjny. wskazujaey na degradacje PG.

A B C D

Rycina 19 Fluarescencyjne obrazy mikroskopowe z badania HADA (A) grupa kontrelna, (B) Endolizvna, (C)
DendCh, (D) DendCh + Endolizyna, (E) DendAg, {F) DendAg + Endolizyna, (G) DendAgCh, (H) DendAgCh +

Endolizyna (stezenie dendrymerdw 32 pgimL i 1 pg/mL endolizyny). Skala 5 nm.
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4.3.5 Ocena zmian morfologii komorek bakteryjnych po dzialaniu

dendrymerow i endolizyny (SEM i TEM)

Do obserwacji morfologii komoérek bakteryjnych traktowanych dendrymerami
i kompleksem dendrymer—endolizyna (stezenie dendrymerow 32 pg/mL 1 1 pg/mL
dla endolizyny) wykorzystano mikroskopi¢ SEM (Rycina 20) oraz TEM (Rycina 21).
Biorac pod uwage, ze tworzenie porow w zewnetrznej blonie bakterii jest najczestsza droga
eliminacji bakterii Gram-ujemnych, przeprowadzono badanie mikroskopem SEM w celu
oceny, czy dendrymery wykazuja podobne mechanizmy dzialania. Na rycinie 20A
przedstawiono reprezentatywng nieuszkodzong komérke bakteryjna P aeruginosa.
Rycina 20B przedstawia bakterie po dziataniu endolizyny z niewielkg nieregularnoscig btony
po traktowaniu dendrymerem DendCh oraz kompleksem y4 endolizyna.
Zauwazono uszkodzenia btony, ktore spowodowaly wyplyniecie si¢ zawartosci komorki
(ryc. 20C 1 20D). Natomiast po zastosowaniu DendAg (ryc. 20E) i DendAg z endolizyng
(ryc. 20F), a takze DendAgCh (ryc. 20G) oraz DendAgCh z endolizyng (ryc. 20H)
obserwowano liczne pory wraz ze znaczng nieregularnoscia w strukturze blony zewnetrzne)

i $ciany komodrkowe;.

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 (stezenie
dendrymerow 32 pg/mL i | png/mL endolizyny). Skala 1 um.
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Natomiast w analizie TEM mozna zaobserwowac¢ agregacje komorek bakteryjnych w obecnosci

kompleksow endolizyna/dendrymer.

A B C D

Rycina 21 Obrazy TEM morfologii bakterii po dzialaniu dendrymerdéw i endolizyny. (A) grupa kontrolna, (B)
Endolizyna, (C) DendCh, (D) DendCh + Endolizyna, (E) DendAg, (F) DendAg + Endolizyna, (G) DendAgCh,
(H) DendAgCh + Endolizyna (stezenie dendrymeréw 32 pg/mL i | pg/mL endolizyny). Skala 500 nm oraz 1000

nm.
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4.4 Analiza wplywu dendrymeréw i ich komplekséw z endolizyna

na tworzenie biofilmu bakteryjnego w badaniach in vitro

4.4.1 Oznaczenie ilosci biofilmu za pomoea barwienia fioletem

krystalicznym

Rycina 22 przedstawia wptyw badanych dendrymeréw na dojrzaly biofilm bakterii
Pseudomonas aeruginosa PAOl1 po 24 godzinach inkubacji przy roéznych stezeniach
dendrymerow. W kazdym z trzech analizowanych ukladoéw zaobserwowano zalezno$¢ miedzy
stezeniem dendrymeru a stopniem formowania biofilmu. W przypadku samego DendAg
(Rycina 22A) zadne ze stosowanych stezen nie spowodowato zmniejszenia wielkosci biofilmu,
a nawet zaobserwowano wzrost jego ilosci, ze S$rednia wartoscia ~ 133 % kontroli.
Jedynie najwyzsze stezenie dendrymerdéw, 128 pg/mL, spowodowalo catkowita degradacje
biofilmu (~ 14 %). Podobnie dodanie endolizyny w wybranych stezeniach, 8, 32 1 64 pg/mL,

nie spowodowato znaczacej degradacji biofilmu (~ 133 %)).

W  przypadku zastosowania samego dendrymeru DendCh (Rycina 22B)
nie zaobserwowano zmniejszenia ilosci biofilmu, natomiast we wszystkich badanych
stezeniach odnotowano wzrost jego masy, osiagajgc srednio ~ 161 % wartosci kontrolne;j.
Jednak dodanie endolizyny do dendrymeru DendCh w stezeniach 8, 32 i 64 pg/mL
spowodowato znaczny spadek ilosci biofilmu, do $redniej wartosci ~ 40 %. Podobna tendencje
zaobserwowano w przypadku dendrymeru DendAgCh (Rycina 22C). Zastosowanie samego
dendrymeru nie hamowalo tworzenia biofilmu; wrecz przeciwnie, zaobserwowano tendencije
wzrostowg dla wszystkich badanych stezen, osiggajac srednio ~ 157 %. Natomiast w obecnosci
endolizyny zaobserwowano znaczne zmniejszenie ilosci biofilmu, szczegdlnie przy stgzeniu
8 ug/mL, gdzie wartos¢ spadta do okoto 48 % oraz przy zastosowaniu najwyzszego stezenia
samego dendrymeru (128 pg/mL), co spowodowalo dalsze zmniejszenie ilosci biofilmu

do okoto 21 %.
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Rycina 22 Hamowanic tworzenia si¢ biolilmu bakteryjnego micrzono jako absorbancje Moletu krystalicznego
w obecnosci rosnacych stezen dendrymeréw (A) DendAg, (B) DendCh, (C) DendAgCh oraz w obecnosci
kempleksow dendrymer-endolizyna w wybranych stezeniach na podstawie poprzednich wynikdw po
24 godzinach inkubacji. Eksperymenty przeprowadzono trzykrotnie, a wyniki przedstawiono jako procent

kontroli.
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4.4.2 Analiza zywotnos$ci komoérek bakteryjnych w biofilmie (FilmTracer™

LIVE/DEAD™)

Aby potwierdzi¢ zmniejszona zywotno$¢ bakterii w utworzonym biofilmie
spowodowang dziataniem dendrymeréw i endolizyny, przeprowadzono badanie zywotnosci
bakterii za pomoca testu FilmTracer™ LIVE/DEAD ™. Rycina 23 A przedstawia nietraktowany
biofilm bakteryjny wykorzystany jako kontrole. Wérdod duzej liczby zywych bakterii
i niezmienionej struktury biofilmu, pojawia sie kilka czerwonych sygnalow. Podobny efekt
zaobserwowano w przypadku biofilmu bedgcego w obecnosci endolizyny (ryc. 23B).
Wsrod biofilmu  wykazujacego zielong fluorescencj¢ zaobserwowano wigksza liczbe
czerwonych sygnalow, ale o zmniejszonej gestosci po zastosowaniu 8 pg/mL DendAg
w pordéwnaniu z kontrolg (ryc. 23C). Zastosowanie 8 pg/mL DendCh (ryc. 23G) spowodowalo
wzrost liczby martwych komorek i spadek liczby zywych komorek w biofilmie — dominowaty
sygnaly pomaranczowe i czerwone, z niewielkg iloscig zielonych. Podobny efekt
zaobserwowano w przypadku 8 pg/mL DendAgCh (ryc. 23K), ale z mniejsza intensywnoscia
martwych komoérek. Traktowanie biofilmu bakteryjnego dendrymerami z dodatkowa
obecnoscig endolizyny nie wykazuje znaczacego zmnigjszenia masy biofilmu (ryc. 23D —
8 ug/ml.  DendAg + 2 pg/ml endolizyny) obserwowano czerwone sygnaly.
Rycina 23H przedstawia biofilm bakteryjny po zastosowaniu 8 pg/mL DendCh + 2 pg/mL
endolizyny, gdzie obserwuje si¢ zmnigjszenie masy, przy czym obecne sg niewielkie ilosci
czerwonych sygnatow. W przypadku 8 pg/mL DendAgCh + 2 pg/mL endolizyny (ryc. 23L)
sygnat czerwony dominowal nad zielonym, a masa biofilmu uleglta zmniejszeniu.
Zastosowanie wyzszej dawki dendrymerow (32 pg/mL) DendAg (ryc. 20E), DendCh (ryc. 231)
i DendAgCh (ryc. 23M) nie spowodowato znaczgcego wzrostu liczby martwych komorek
bakteryjnych ani zmniejszenia masy biofilmu w porownaniu z nizszg dawka.
Ponadto dodatkowa obecno$¢ endolizyny w potaczeniu z wyzsza dawka dendrymerdéw
powoduje wzrost liczby czerwonych sygnaléw po zastosowaniu DendAg + 2 pg/mL
endolizyny (ryc. 23F), natomiast po zastosowaniu DendCh + 2 pg/mL endolizyny (ryc. 23J)
biofilm wydaje si¢ bardziej skondensowany, a w przypadku DendAgCh + 2 ug/mL endolizyny
(ryc. 23N) posiada rozrzedzong strukture.
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Rycina 23 Wyniki barwienia zywotnosci biofilmu FilmTracer'™ LIVE/DEAD ™ utworzonego in vitro przez

Pseudomonas aeruginasa PAO|L . {A) przedstawia grupe kontrolng niepoddang dzialaniu substancji.
po 24 godzinach dziatania (B) endolizyny, {C} 8§ ug/mL DendAg, (D} 8 ug/mL DendAg — 2 up/mL endolizyny,
(E) 532 ug/mL DendAg, (F) 32 ug/mL DendAg — 2 pe/mL endolizyny, (G) 8 ug/mL DendCh, {H) 8§ pg/mL
DendCh + 2 pg/mL endolizyny, {I) 32 ug/mL DendCh, {J) 32 ug/mL DendCh + 2 ug/mL endolizyny,
{K) 8 ug/mL DendAgCh, (L} 8 ug/mL DendAgCh + 2 pg/mL endolizyny, (M) 32 pg/mL DendAgCh oraz
(N} 32 pg/ml. DendAgCh + 2 pgfml. endelizyny. Zielona fluorescencja oznacza zywe komorki bakteryjne,

natomiast bakterie 7 uszkodzona blong wylazuja czerwona fluorescencje. Skala wynosi 10 pm.
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4.5 Wplyw dendrymeréw i ich komplekséow z endolizyna na biofilm

bakteryjny w modelu ex vivo

4.5.1 Analiza zywotnos$ci komoérek bakteryjnych w biofilmie (FilmTracer™

LIVE/DEAD™)

Aby oceni¢ wptyw dendrymerdw, endolizyny oraz kompleksu dendrymer-endolizyna
na biofilm Pseudomonas aeruginosa PAO1 imitujacy zakazenie skorne, zastosowano model
ex vivo na kawalkach skéry wieprzowej, ktore po zakazeniu i traktowaniu dendrymerami
poddano barwieniu w celu rozréznienia zywych i martwych komdrek bakteryjnych w biofilmie,
a nastepnie analizowano za pomoca konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego.
Wyniki przedstawiono na Rycina 24. Rycina 24A pokazuje gesty, niezmieniony biofilm
P. aeruginosa PAO1 (grupa kontrolna). Po traktowaniu biofilm sama endolizyng (2 pg/mlL,
ryc. 24B) nie zaobserwowano zadnych znaczacych zmian, biofilm charakteryzowal sie wysoka
zywotnoscig bakterii, porownywalng z grupg kontrolng. Podanie do biofilmu DendAg
w stezeniu 8 pg/mL (ryc. 24C) doprowadzilo do pojawienia si¢ luk w dolnych warstwach
i czerwonymi sygnatami wskazujacymi na martwe komorki. Podobne zmiany, z przewaga
intensywnej zielonej fluorescencji bakterii powierzchniowych, wraz z miejscowymi
czerwonymi sygnatami, zaobserwowano po zastosowaniu DendCh (8 ug/mlL, ryc. 24G)
i DendAgCh (8 ug/mL, ryc. 24K). Dodanie endolizyny zwiekszylto liczbe martwych komorek
w biofilmie w potaczeniu z DendAg (ryc. 24D) i DendAgCh (ryc. 24L). Zwigkszenie st¢zenia
dendrymerow do 32 ug/mL wzmocnito dziatanie bakteriobdjcze i1 przeciwbiofilmowe.
DendAg (ryc. 24E) 1 DendCh (ryc. 241) spowodowaty znaczny wzrost czerwonych sygnatow,
natomiast DendAgCh (ryc. 24M) nieznacznie zwigkszyl odsetek martwych komorek.
Potaczenie 32 pg/ml DendAg z endolizyng (ryc. 24F) wykazato najwyzsza skutecznos$é,
poniewaz biofilm zawieral wowczas gtownie martwe bakterie, a minimalng ilos¢ bakterii
zywych. W podobnych warunkach, kompleks DendCh z endolizyng (ryc. 24J) wykazal nieco
stabsze dzialanie, natomiast DendAgCh z endolizyna (ryc. 24N) wykazal umiarkowana,

ale zauwazalng poprawe skutecznosci w porownaniu z samym dendrymerem.
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Rycina 24 Wyniki barwienia zywotnosei biofilmu FilmTracer'™ LIVE/DEAD'™ utworzonego ex vive przez
Psendomonay aeruginosa PAO| na skérze wieprzowej. (A) przedstawia grupe kontrolna niepoddana dziataniu
$rodka, po 24 godzinach dziatania (B} endolizyvny. {C) 8 ug/mL DendAg, (D) 8 pg/mL DendAg — 2 pg/mL
endolizyny, {E) 32 pg/mL DendAg, (F) 32 pg/mL DendAg + 2 ng/mL endolizvny, {G) 8 pg/mL DendCh,

(H) 8 pg/mL DendCh + 2 pginL endolizyny, (1) 32 pg/mL DendCh, (J) 32 pg/mL DendCh + 2 pg/mL
endolizyny, (K) 8 pg/mL DendAgCh, (L) 8§ up/nL DendAgCh — 2 pg/mL endolizyny, (M) 32 pg/mL DendApCh
oraz (N) 32 ug/mL DendAgCh — 2 ue/mL endolizyny. Zielona flucrescencja oznacza zvwe komorki baktervine,

natomiast bakterie 7 uszkodzona btona wykazuja czerwong fluorescencje. Skala wynosi 10 pm.
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4.5.2 Obserwacja morfologii biofilmu i komdrek bakteryjnych po dzialaniu

dendrymerow i endolizyny - SEM

Do oceny morfologii biofilmu bakteryjnego po zastosowaniu dendrymeréw
iich komplekséw z endolizynga wykorzystano skaningowy mikroskop elektronowy (SEM)
(Rycina 25). Rycina 25A wykazuje sterylng, niezainfekowang powierzchnie skory, okreslana
jako kontrola negatywna. Rycina 25B wykazuje prawidlowo uformowany biofilm
i nienaruszong strukture komodrek bakteryjnych — kontrola pozytywna. Podanie endolizyny
w stezeniu 2 pg/mL (ryc. 25C) nie spowodowato znaczacej zmiany w cigglosci EPS — matryca
pozostala gesta i falista, a bakteric byly widoczne i mialy nienaruszong strukture.
Natomiast traktowanie biofilmu 8 pg/mL DendAg (ryc. 25D) spowodowato zmiang zwartej
struktury EPS — stala si¢ luZniejsza, a bakterie, pomimo bardzo duzej liczby, wykazywaly
skrocone, nieregularne ksztalty. Zastosowanie 8 pg/ml. DendCh (ryc. 25H) spowodowalo
ostabienie i sptaszczenie matrycy EPS, ze $rednig iloscig bakterii i ich prawidtowym wygladem.
Nizsza dawka DendAgCh (8 pg/mL, ryc. 25L) spowodowala powstanie gestego, falistego EPS
i stabo widocznych bakterii. Potaczenie DendAg z endolizyng (8 pg/mL DendAg + 2 pg/mL
endolizyny, ryc. 25E) spowodowato rozrzedzenie i pckanie EPS. DendCh w stezeniu 8 pg/mlL.
i 2 ng/mL endolizyny (ryc. 251) spowodowal powstanie zwartej i gestej warstwy EPS, w ktorej
widocznos$¢ bakterii byta niska, a ich ksztatty nieregularne. Dodanie endolizyny do DendAgCh
(ryc. 25M) spowodowato rozrzedzenie EPS, ale zwickszylo widocznos¢ bakterii,
ktore zachowaly swdj nieregularny ksztalt. Wysoka dawka DendAg (32 pg/mL, ryc. 25F)
spowodowata powstanie gestego, warstwowego EPS, z jednoczesnie niskg widocznodcig
komérek o nieregularnym ksztalcie. Obecnos¢ 32 pug/mL DendCh (ryc. 25J) doprowadzita
do zaawansowanego zwtoknienia macierzy, niskiej widocznosci bakterii 1 uszkodzenia $ciany
komoérkowej bakterii. Zastosowanie DendAgCh w stezeniu 32 pg/mL (ryc. 25N) spowodowato
rozrzedzenie EPS 1 wysoka widocznos¢ komorek. Po dzialaniu DendAg w polaczeniu
zendolizyna (ryc. 25G) macierz biofilmu stala si¢ zwarta i pomarszczona, a poziom
widocznosci komorek bakteryjnych byt niski. W przypadku DendCh (32 pg/mL, ryc. 25K)
w potaczeniu z endolizyng, matryca EPS pozostata gesta, a bakterie byly sporadycznie
widoczne ze wzgledu na obfite pokrycie. Wreszcie kompleks DendAgCh z endolizyng
(ryc. 250) doprowadzil do rozrzedzenia macierzy i wzrostu liczby uszkodzonych komérek,

ktore wykazywaly liczne defekty $ciany komodrkowej.
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Rycina 25 Obrazy SEM przedstawiaja morfologie biofilmu bakteryjnego utworzonego przez Pseudomonas

aeruginosa PAOI na skérze wieprzowej. (A) przedstawia skore niezainfekowana (grupa kontrolna negatywna),
(B) prawidlowy biofilm bakteryjny (grupa kontrolna pozytywna), (C) po 24 godzinach poddania dzialaniu
endolizyny, (D) po dziataniu 8 pg/mL DendAg, (E) 8 pg/mL DendAg + 2 pg/mL endolizyny, (F) 32 pg/mL
DendAg, (G) 32 ug/mL DendAg + 2 ug/mL endolizyny, (H) 8 ug/mL DendCh, (1) 8 ng/mL DendCh + 2 ug/mL
endolizyny, (J) 32 ng/mL DendCh, (K) 32 ug/mL DendCh + 2 pg/mL endolizyny, (L) 8 pg/mL DendAgCh,
(M) 8 ug/mL DendAgCh + 2 pg/mL endolizyny, (N) 32 ug/mL DendAgCh oraz (O) 32 pg/mL DendAgCh +
2 ug/mL endolizyny. Skala wynosi 1 um.
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4.5.3 Ocena wplywu dendrymerow 1 ich kompleksow z endolizyna
na histomorfologie skory niezakazonej i zakazonej

Pseudomonas aeruginosa PAO1

Wplyw poszczegdlnych wariantow dendrymerow i endolizyny na struktury tkanki skéry
ex vivo, wykazujacy zmiany w warstwie rogowej naskérka (SC), warstwie jasnej (SL), warstwie
ziarnistej (SG), warstwie kolczystej (SS), warstwie podstawowej (SB) i skorze whasciwej (D),
przedstawiono na Rycina 26, a szczegdtowy opis warstw tkanki na Rycina 28. W grupie
kontrolnej (ryc. 24A) oraz po zastosowaniu endolizyny (2 ug/mL) (ryc. 26B) cata struktura
skéry pozostala nienaruszona. Traktowanie dendrymerem DendAg (8 pg/mL) (ryc. 26C)
spowodowato miejscowe splaszczenie i §cieranie keratynocytow w warstwie rogowej naskdrka,
bez znaczacych zmian w glebszych warstwach naskérka, a skora wlasciwa pozostata
nienaruszona. Dodanie endolizyny do DendAg (8 pg/mL + 2 ug/mL) (ryc. 26D) spowodowato
rowniez miejscowe splaszczenie warstwy rogowej naskérka, natomiast w warstwie kolczystej
zaobserwowano hipertrofie niektérych komoérek. Wyzsze stezenie DendAg (32 pg/mL)
(ryc. 26E) spowodowalo rozszerzenie warstwy rogowe] naskdrka, zaburzenie ciaglosci
komorek warstwy kolczystej z warstwa podstawowg naskorka, zanik/atrofi¢ komorek warstwy
kolezystej, bez zmian w skérze whasciwej. Kompleks 32 pg/mlL DendAg + 2 pg/mL endolizyny
(ryc. 26F) spowodowal pogrubienie warstwy rogowej naskdrka, hiperplazje i przerost
keratynocytéw w warstwie kolczystej, przy zachowaniu integralnosci skory wlasciwe;.
Zaobserwowano znaczny rozrost/hiperplazje warstwy rogowej 1 warstwy kolczystej,
bez znaczacych zmian w skérze wlasciwej po zastosowaniu pirymidyny DendCh w stezeniu
8 ug/mL (ryc. 26G) i jego kompleksu z endolizyna (2 ug/mL) (ryc. 26H). Przy wyzszym
stezeniu 32 pg/mL DendCh (ryc. 26I) zaobserwowano silne sptaszczenie warstwy rogowej
naskorka, z przerwaniem ciggtosci miedzy SC a SL, podczas gdy skéra wilasciwa pozostata
niezmieniona. W przypadku kompleksu z endolizyng (ryc. 26J) spowodowato to niepelna
atrofi¢ warstwy rogowej, a takze hiperplazje komorek warstwy kolczystej, przy czym skora
wlasciwa pozostata nienaruszona. Wprowadzenie pirymidyny DendAgCh (8 pg/mL) (ryc. 26K)
doprowadzito do znacznego zaniku warstwy rogowej i silnego rozrostu warstwy kolczystej,
podczas gdy skora wlasciwa pozostata niezmieniona. Kompleks 8 pg/ml. DendAgCh +
2 pg/mL endolizyny (ryc. 26L) spowodowal takie same zmiany jak w przypadku samego
dendrymeru. Zastosowanie wyzszego stezenia DendAgCh (32 pg/mL) (ryc. 26M)
spowodowato miejscowe zmniejszenie warstwy rogowej, bez znaczacych zmian w warstwie

kolczystej 1 skorze wlasciwej, natomiast dodanie endolizyny (32 pug/mL + 2 pg/mL) (ryc. 26N)

64



spowodowalo sporadyczne przerwania ciagtosct miedzy warstwa rogowa a warstwa jasna,
przy zachowaniu normalne] grubosci warstwy rogowej, bez zmian w warstwie kolczyste)
i skorze wlasciwej. Wyniki wskazuja, ze wszystkie badane zwigzki wykazuja zalezny
od stezenia wplyw na strukture naskorka, przy zachowaniu integralnosci skdry wlasciwe,

a obecnosé endolizyny ostabia vszkodzenia spowodowane przez dendrymery.

Rycina 26 Histomorfelogia skrawkéw mrozonych niezainfekowanej skdry wieprzowej. (A) przedstawia grupg
kontrolna niepoddana dzialaniv leku, po 24 podzinach leczenia {B} endolizyvna, (C) 8 pg/mL DendAg,
(I 8 pg/ml. DendAg — 2 pg/ml. endolizyny, (E) 32 pg/ml. DendAg (F) 32 pg/ml. DendAg + 2 ug/ml.
endolizyny, (G) 8 ng/ml. DendCh, (H) § pg/ml. DendCh — 2 pg/ml. endolizyny, (1) 32 pg/ml. DendCh,
(1) 32 pg/ml. DendCh — 2 pg/ml. endelizyny, (K) 8 pg/ml. DendAgCh, (1.) 8 pg/ml. DendAgCh + 2 pg/ml.
endolizyny, (M) 32 pg/ml. DendAgCh oraz (N) 32 pg/ml. DendAgCh + 2 pug/ml. endolizyny. Skala 25 ym

(przekroj poprzeceny, powickszenic 400x, barwicnic 1 % blekitem toluidynowym).
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Zmiany strukturalne w biofilmie Pseudomonas aeruginosa PAO1 1 warstwach skéry
po 24 godzinach leczenia dendrymerami w stezeniach 8 1 32 pg/ml., ich kompleksami
zendolizyng (2 pg/mL) przedstawiono na Rycina 27. W grupie kontrolnej (ryc. 27A)
z miejscowo odlaczong warstwg rogowa naskorka (SC) otoczong gestym biofilmem, naskorek
ulegt degradacji, natomiast skdra wiasciwa (D) zostata czesciowo zniszczona przez bakterie,
co przejawiato sie w miejscach o sptaszczonej powierzchni. Podanie endolizyny (ryc. 27B)
nie zmienilo tego stanu. Traktowanie 8 ug/mL DendAg (ryc. 27C) i 8 pg/mL DendAg +
2 ug/mL endolizyny (ryc. 27D) nie zmniejszyto tworzenia si¢ biofilmu ani odbudowy SC
i nie wplynelo na skore wlasciwa, jak opisano powyzej. Zastosowanie wyzszego stezenia
32 pg/ml DendAg (ryc. 27E) lub jego kompleksu z endolizyng (ryc. 27F) nie zapobieglo
uszkodzeniu naskorka i skory wlasciwej. Podobnie, 8 pg/mL DendCh (ryc. 27G) i DendCh +
2 ug/mL endolizyny (ryc. 27H) nie przywrécily integralnosci warstwy rogowej, podczas
gdy 32 pg/mL DendCh (ryc. 271) i DendCh + 2 pg/mL endolizyny (ryc. 27J) spowodowaly
ich catkowite odlaczenie, pozostawiajac nienaruszong warstwe rogowa.
Wprowadzenie dendrymeru DendAgCh w stezeniu 8 pg/mlL (ryc. 27K) i kompleksu z 2 pg/mlL
endolizyny (ryc. 271L) réwniez nie zapobieglo odlaczeniu si¢ warstwy rogowej ani utracie
glebszych warstw naskorka, podobnie jak 32 pg/mL DendAgCh (ryc. 27M) i DendAgCh +
2 png/mL endolizyny (ryc. 27N). W kazdym z tych przypadkdéw biofilm przylegat do catkowicie
oddzielonej warstwy rogowej, nie zaobserwowano obecnosci glebszych warstw naskérka,
natomiast skora wlasciwa pozostala czesciowo zdegradowana, co przejawialo
si¢ sptaszczeniem powierzchni. Oznacza to, ze zadna z badanych kombinacji nie zapobiegta
mechanicznemu zniszczeniu warstw skory przez biofilm PAO1 (Rycina 28). Efekt ten nalezy
thumaczy¢ zdolnoscig bakterii do produkcji enzymoéw z grupy proteaz oraz lipaz,
a w szczegolnosdci elastazy, zdolnych do degradacji tkanek gospodarza, w tym elastyny,

sprzyjajac pozyskiwaniu sktadnikéw odzywcezych [21].
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Rycina 27 Histomorfologia skrawkdw mrozonvceh zakazonej skory wieprzowej 7z utworzonym przez

Psendomonas aeruginosg PAOI biofllmem, (A) przedstawia zainfekowang skdre — grupa kontrolna, po 24
godzinach leczenia (B) endolizyny, (C) 8 ug/mL DendAg, (D) 8 ug/mL DendAg + 2 pg/mL endolizyny,
()32 pg/mL DendAg, (19 32 pg/mL DendAg + 2 ug/mL endolizyny, (<) 8 pg/mL DendCh,

(H) 8 pg/MI DendCh + 2 pg/mL endolizyny, {T) 32 pg/mL DendCh, (1) 32 pg/mL DendCh — 2 pgimL
endolizyny, (K) 8 pg/mL DendAgCh, (L) 8 pg/mL DendAgCh + 2 pg/mL endolizyny, (M) 32 pg/mL DendAgCh
oraz (N) 32 pg/mL DendAgCh 1 2 pg/mL endolizyny. Skala wynosi 100 um {przekrdj poprzeczny,

powigkszenie 100x, barwienie 1 % biegkitem toluidynowym).
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Rycina 28 Porownanie histomorfologii skrawkéw mrozonych tkanki skory wieprzowej niezainfekowane]

i zainfekowanej Psendomonas veruginosa. (A) przedstawia tkanke skory niezainfekowana, z wyraznym
podziatem na warstwy naskorka: warstwe rogowa (5C), warstwe jasna (SL), warstwe ziarnistg (S(3). warstwe
kolczysta (55), warstwe podstawowg (SB) i skore whasciwa (D). (R, C) przedstawiaja tkanke skory zakazona

Psendomonas aeruginosa PAO] 7 skupiskami bakterii — biofilmem bakteryjnym —w obecnosci oddzielongj
warstwy rogowej naskadrka 7 wyraznym brakiem glebszych warstw naskorka i w poblizu powierzchni skory
whasciwej. Skala wynosi 25 um {przckroje poprzeczne, powickszenic 400x, barwicnic 1 % bigkitem

loluidynowym}.
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4.6 Ocena cytotoksycznosci dendrymeréw i ich komplekséw z endolizyna

wobec ludzkich fibroblastow

Dendrymery stosowane jako opatrunki na rany w infekcjach skory wykazuja whasciwoscei
antybakteryjne, jednak nie mozna poming¢ ich wplywu na zywotnos¢ i funkcjonowanie
komoérek skory. W zwigzku z tym przeprowadzono eksperyment majacy na celu oceng
zywotnosci 1 zdolnosci proliferacyjnej komorek VHI10 w obecnosci rosnacych stezen
dendrymerow. Jak pokazano na Rycina 29, niskie stezenia badanego dendrymeru (DendAg —
Rycina 29A) (1-4 pg/ml) nie mialy znaczacego wplywu na zywotno$¢ komorek,
ktéra utrzymywata si¢ na poziomie ~ 96 % kontroli. Nieco wyzsze stezenie (8 pg/mL)
spowodowato znaczny spadek przezywalnosci (~ 50 %), a stezenia 16, 32, 64 i 128 pg/mL
obnizyly zywotnos¢ do okoto 28 % kontroli. Na podstawie wynikow wybrano stezenia i dodano
endolizyng w dawkach 1 i 2 pg/mL. Jak pokazano na wykresach, sama endolizyna, w obu
badanych stezeniach, nie wykazywata dziatania cytotoksycznego. Ponadto dodanie endolizyny
do DendAg w stezeniach 4 1 8 ng/mL nie wywotato cytotoksycznosci (zywotnos¢ komorek
~91 %). Jednak w stezeniu 16 ng/mlL przezywalnos¢ spadta odpowiednio do ~ 52 % 1~ 42 %,
aw stezeniach 32 i 64 pg/mlL zywotnos¢ spadta do ~ 30 % w obecnosci endolizyny,
co wskazuje, ze wysokie stezenia dendrymerdw pozostajg cytotoksyczne pomimo dodania
biatka. DendCh (Rycina 29B) wykazywal nizsza cytotoksycznosé niz DendAg; przy stezeniach
8 1 16 pg/ml nic zaobserwowano znaczacego spadku przezywalnosci komorek,
ktora utrzymywala sie na poziomie okoto 95 %. Spadek do okoto 50 % zaobserwowano przy
stezeniu 32 pg/ml, natomiast najwyzsze stezenia (64 1 128 pg/mL) zmniejszyly przezywalnos¢
do okoto 30 %. Natomiast dodanie endolizyny do DendCh w nizszych stgzeniach (4 — 8 ug/mL)
nie zwiekszyto cytotoksycznosci, a $rednia zywotno$¢ komorek nie przekraczala 100 %.
Przy stezeniu DendCh wynoszacym 16 1 32 ug/mL w potaczeniu z endolizyng wskaznik
przezywalnosci komoérek wynosil okoto 60 %. Zastosowanie stezenia 64 pg/ml réwniez
zendolizyna 1 128 pg/mL spowodowato ~ 30 % przezywalnosci fibroblastéw.
DendAgCh (Rycina 29C) wykazywat $redni efekt cytotoksyczny. Stezenia w zakresie
od 1 do 8 pg/ml utrzymywaty zywotnos¢ komorek na poziomie ~ 102 %, natomiast st¢zenia
161 32 pg/mL skutkowaly ~ 77 % stopniem przezywalnosci. Przy stezeniu dendrymeru
wynoszacym 64 1 128 ug/mL zywotnos¢ komdrek spadta do okoto 30 %. Natomiast DendAgCh
w stezeniu 16 pg/ml. w polaczeniu z endolizyng nie wykazatlo znaczacego wplywu

na zywotnos¢ komorek. Ponadto dodanie 1 lub 2 pg/mL endolizyny do 32 i 64 pg/mL
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komorek, odpowiednio ~ 65 % 1~ 31 %.
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Rycina 29 Zywotmos¢ komoérek VH10 poddanych dziataniu metalodendrymerow (A) DendAg, (B) DendCh,
{C) DendAgCh oraz kompleksow dendrymer-cndolizyna po 24 godzinach inkubacji.
Eksperyment przeprowadzono trzykrotnie, a wyniki przedstawione jako procent kontroli.



5. Dyskusja

Sposréd wielu znanych zwigzkow 0 potwierdzonym dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym, najbardziej obiecujace wydajg si¢ substancje zwigkszajace
przepuszczalnos¢ blony zewnetrznej (OM) bakterii Gram-ujemnych. Jednak uszkodzenie blony
zalezy od struktury, typu i tadunku czasteczki, a takze od sktadu lipidowego blony komorkowe;.
Zaréwno naturalne permeabilizatory (np. kationowe peptydy), jak i syntetyczne uktady
(takie jak dendrymery czy nanoczastki), zwykle oddziatuja poprzez destabilizacje dwuwarstwy
lipidowej lub - w przypadku nanoczastek metali - poprzez indukcje peroksydacji lipidéw
i generacje reaktywnych form tlenu (RFT/ROS) [118-125]. W wiekszo$ci przypadkéw efekt
ten jest jednak niewystarczajacy i1 wymaga wzmocnienia dodatkowymi czynnikami
przeciwdrobnoustrojowymi, takimi jak antybiotyki lub biatka o dziataniu bakteriolitycznym
[104,123,126]. Nawet jesli permeabilizatory ulatwiajg dostep antybiotykom do wngtrza
komorki bakteryjnej, istnieje nadal mozliwos¢ ich usuwania przez bakterie [127-129].
Dlatego w walce z opornoscig wielolekowa konieczne jest opracowanie uktadéw o dziataniu

wielokierunkowym.

Celem niniejszej pracy byla analiza mechanizmow dziatania czterech rodzajow
dendrymerow i ich kompleksow z endolizyna wobec bakterii Pseudomonas aeruginosa PAO1.
Endolizyna, bedaca biatkiem pochodzenia bakteriofagowego, degraduje warstwe
peptydoglikanu (PG) 1 jest zazwyczaj stosowana do zwalczania bakterii Gram-dodatnich
[104,130-133]. W potaczeniu z nanomaterialami, moze jednak wykazywaé skutecznosé
réwniez wobec bakterii Gram-ujemnych [79]. Jest to jednak uzaleznione od modyfikacji
dendrymeréw, w tym obecnos$¢ Ag”, czy pierscieni imidazolowych i pirydylowych. Aby zbada¢
to zjawisko, polaczono endolizyne =z czterema dendrymerami karbokrzemowymi
i zaobserwowano, ze¢ kompleksy te wykazuja charakterystyczne, trojtorowe dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe.  Dodatkowo, oceniono wplyw  wybranych  dendrymeréw
1 ich potaczenia z endolizyna, ktore wykazaly najlepszy efekt antybakteryjny, wobec dojrzatego
biofilmu bakteryjnego, uformowanego na w warunkach in vitro oraz imitujgc zakazenie skorne

—na modelu ex vivo skory wieprzowej.

W pierwsze] kolejnosci oceniono wihasciwosci przeciwdrobnoustrojowe dendrymeréw
Dend, DendCh, DendAg i DendAgCh. Minimalne st¢zenie hamujace (MIC) dla trzech — Dend,
DendAg i DendAgCh wynosito okoto 64 pg/ml.. Natomiast nie zaobserwowano efektu MIC
dla DendCh. Poniewaz aktywno$¢ przeciwbakteryjna dendrymerow czesto opiera
sie na uszkodzeniu blony komorkowej [134], przeprowadzono test permeabilizacji.
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Wzrost fluorescencji NPN  wskazywal na zdolno$¢ dendrymeréw do zwigkszania
przepuszczalnosci blony. Doskonalymi permeabilizatorami okazaly si¢ Dend i DendCh,
poniewaz wraz ze wzrostem uzytego stezenia rosta fluorescencja, czyli efekt permeabilizacji.
Z kolei im wyzsze bylo stezenie dendrymeréw DendAg i DendAgCh, tym slabszy efekt
permeabilizacji, co mozna thumaczy¢ tendencjg dendrymeréw zawierajacych jony srebra do
agregacji — zjawisko to potwierdzono w analizach TEM i DLS, w ktérych $rednie rozmiary
czastek miescily si¢ w zakresie od 350 do 800 nm. Zwickszona przepuszczalnos¢ blony moze
rowniez ulatwia¢ dzialanie endolizyn wobec bakterii Gram-ujemnych, umozliwiajgc
im dotarcie do warstwy peptydoglikanu. Dlatego kluczowe bylo okreslenie charakteru
interakcji pomiedzy dendrymerami a endolizyng [104]. Analiza termodynamiczna
kompleksowania DendAg, DendCh i DendAgCh z endolizyng wykazala, ze proces ten jest
egzotermiczny, a Dend endotermiczny. Stata powinowactwa (Kyp) byta wyzsza dla dendrymeru
DendAg niz dla Dend, DendCh i Dend AgCh, co prawdopodobnie wynika z r6znic w ekspozycji
fadunkéw powierzchniowych. Analizy DLS 1 TEM wykazaly, ze kompleksy zachowujg duze

rozmiary, w granicach 250-800 nm.

Endolizyna zachowywala zdolnos¢ degradacji peptydoglikanu rowniez w formie
kompleksu z dendrymerami, przy czym silniejszy efekt obserwowano dla uktadu
z dendrymerem Dend, przy kolejnych dendrymerach — DendCh, DendAg i DendAgCh
obserwowano nieznaczny spadek w poréwnaniu do pierwszego dendrymeru.
Réznice te wynikajg z rodzajow modyfikacji — obecnosci ligandéw — badanych dendrymerow,
ktére, jak wykazano, majg wpltyw na aktywno$¢ enzymatyczng endolizyny. Z kolei poréwnujac
wyniki dla DendAg i DendAgCh, nalezy stwierdzi¢, Zze najlepszy efekt byt widoczny
dla DendAg. Mozna to takze ttumaczy¢ wigksza ekspozycja tadunku dodatniego w DendAg,
co sprzyja wigzaniu endolizyny z btong lipidows.

W dalszej czesci przeprowadzono badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;j
komplekséw endolizyna/dendrymer. Wyniki wykazaty, ze dodanie 1 i 2 pg/mL endolizyny
do 32 pg/mL dendrymeru Dend nie spowodowato znaczacego spadku gegstosci optycznej
hodowli bakteryjnej, w zwiazku z czym zdecydowano o wylaczeniu go z kolejnych badan.
Natomiast w przypadku dodania 2 pg/mL endolizyny do DendCh, DendAg lub DendAgCh
powodowalo spadek gestosci optycznej (ODsoo) hodowli bakterii do odpowiednio 60 %
(DendCh), 50 % (DendAg) i 80 % (DendAgCh). Oznacza to, ze dodanie endolizyny
do dendrymeru  pojedynczo niewykazujacego efektu antybakteryjnego prowadzito

do pojawienia si¢ efektu przeciwdrobnoustrojowego.
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W celu potwierdzenia spadku gestosci optycznej wzrostu bakterii, przeprowadzono
analize z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej oraz specyficznych fluoroforéw,
gdzie zywe bakterie wykazywaly zielong fluorescencje, a martwe czerwong, tych samych
kombinacji dendrymerow i endolizyny oraz ich st¢zen jak opisano powyzej. Uzyskane wyniki
wskazujg na zmniejszenie liczby zywych bakterii oraz wzrost liczby bakterii martwych
po dziataniu DendCh, DendAg oraz DendAgCh, przy czym dodatkowa obecnosé endolizyny

efekt ten nasila.

Uszkodzenia blony komorkowej bakterii oraz powstawanie poréw potwierdzono
metodami SEM i TEM. Na powierzchni komoérek bakteryjnych widoczne byly liczne pory,
co jest typowe dla tego rodzaju ukladow [135—-137]. Dodatkowo zaobserwowano tendencje
bakterii do agregacji, co moze wynika¢ z wigzania dendrymeréw do lipopolisacharydéw (LPS)
obecnych w blonie zewnetrznej. Ze wzgledu na swoje wihasciwoscei fizykochemiczne, LPS
wykazuje zdolnos¢ przylaczania kationowych dendrymerdéw, co sprzyja agregacji komorek
[138]. Aby potwierdzi¢ ten mechanizm, wyznakowano peptydoglikan bakterii barwnikiem
HADA, a degradacje PG mierzono spadkiem fluorescencji w mikroskopii fluorescencyjne;j.
Wyniki testu HADA wykazaly, ze endolizyna w obecnosci dendrymerow prowadzi
do degradacji peptydoglikanu — sygnal fluorescencyjny byt znacznie stabszy w prébkach
zawierajacych oba sktadniki niz w probkach z wolnymi dendrymerami lub endolizyna.
Podobny efekt uzyskata Skrzyniarz i wsp., gdzie wykazano degradacj¢ peptydoglikanu
w wyniku synergistycznego dziatania dendrymeru zawierajacego jony srebra oraz lizozymu
[113]. Dziatanie oparte na zwigkszonej przepuszczalnos$ci blony i1 degradacji PG moze
by¢ dodatkowo wzmacniane przez peroksydacje lipidow, wynikajaca z obecnosci srebra
na powierzchni dendrymerow [139]. Dla badanych dendrymeréw zawierajacych jony srebra
zaobserwowano zwickszong indukcje reaktywnych form tlenu (RFT/ROS), przy czym poziom
ten byt wyzszy dla DendAgCh. Dodanie endolizyny zwigkszalo produkcj¢ reaktywnych form

tlenu w przypadku DendAg, natomiast dla DendAgCh nie obserwowano znaczacych zmian.

Kolejnym etapem badan byta analiza wtasciwosci przeciwbiofilmowych dendrymerow
oraz ich komplekséw z endolizyng. W tym celu przeprowadzono eksperyment polegajacy
na wyhodowaniu dojrzatego biofilmu bakteryjnego, a nastepnie dodanie rosnacych stezen
dendrymerow — podobnie jak w pierwszym badaniu gestosci optycznej, po uplywie
odpowiedniego czasu wyznakowano barwnikiem oraz zmierzono absorbancjg.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze najsilniejsze dzialanie przeciwbiofilmowe wykazaly

dendrymery DendAg i DendAgCh o stezeniu 128 pug/mL, co skutkowato catkowitg degradacja
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biofilmu. Zastosowanie nizszych stezen badanych dendrymerow prowadzito natomiast
do wzrostu absorbancji w poréwnaniu z grupa kontrolng, co prawdopodobnie wynikato
z agregacji komorek bakteryjnych oraz kondensacji struktury biofilmu w obecnosci
dendrymerow, a takze niewystarczajacego stezenia tych zwiazkéw do skutecznego
oddzialywania na zlozong strukture matrycy biofilmu [138]. Pomimo ograniczonej
skutecznosei uzyskanych rezultatéw, przeprowadzono analogiczne badanie z wykorzystaniem
tych samych dendrymeréow w wybranych stezeniach, uzupetnione o endolizyne w stezeniu
2 ug/mL, w celu oceny potencjalnego efektu synergistycznego. Jak wskazuja uzyskane wyniki,
endolizyna pozytywnie wplyneta na inhibicje biofilmu, doprowadzajac do znacznego
ograniczenia jego ilosci w przypadku kazdego dendrymeru. Nastepnie oceniono przezywalnosé
bakterii w utworzonym biofilmie po dzialaniu dendrymerami oraz ich kompleksami
z endolizyna. W tym celu wykonano eksperyment z wykorzystaniem konfokalnej mikroskopii
fluorescencyjnej, wykorzystujac test FilmTracer™ LIVE/DEAD™ Biofilm Viability.
W zaleznosci od zastosowanego dendrymeru i jego kompleksu z endolizyna, obserwowano
rdzng proporcje miedzy martwymi oraz zywymi bakteriami, a takze r6zng ilo§¢ masy biofilmu.
W przypadku DendAg obserwowano wigkszg ilo$¢ biofilmu, ale ze spadkiem ilosci zywych
bakterii po zastosowaniu wyzszego stezenia, a przy dodatkowe] obecnosci endolizyny
w nizszym 1 wyzszym stezeniu efekt si¢ nasilat. Z kolei uzycie nizszego stezenia DendCh
objawialo si¢ zwickszeniem ilosci martwych bakterii, podczas gdy obecnosé endolizyny
oraz wyzsze stezenie wptywaly na zmniejszenie masy biofilmu z nieznaczng zmiang w ilosci
martwych bakterii. Natomiast najwickszym wptywem wykazal si¢ DendAgCh, znaczaco
zwickszajac ilos¢ martwych bakterii i zmniejszajac mase biofilmu. Aby wyjasni¢ mechanizm
hamowania powstawania, czy tez degradacji biofilmu przez badane zwigzki, nalezy wzigé¢
pod uwage zarowno aktywnos¢ jonow srebra, jak 1 specyficzne wilasciwosci dendrymeréw
iich ligandow. Jony Ag" charakteryzuja si¢ wysokim powinowactwem do grup tiolowych,
zwlaszcza cysteiny, ktora wystepuje w wielu enzymach odpowiedzialnych za metabolizm
egzopolisacharydéw. Rozpad wigzan S—H prowadzi do oslabienia adhezji komorek
bakteryjnych do podloza i zaktocenia systemu quorum sensing. Ponadto dendrymery z jonami
Ag+ zwiekszajg przepuszczalno$¢ blony zewnetrznej bakterii i powodujg wzrost produkcji
RFT/ROS, prowadzac do rozpadu i $mierci komoérek planktonicznych [15,140], co moze mie¢
réwniez miejsce w biofilmie. Dodatkowo, niska dawka badanego zwiazku moze zwigkszy¢
produkcje EPS i macierzy biatkowej, co zmienia strukture biofilmu, a aktywno$¢ metaboliczna
komérek  bakteryjnych ulega zmniejszeniu z powodu zaklécenia  procesow

wewnatrzkomorkowych [141]. Jednoczesnie nalezy wzig¢ pod uwage tadunek elektryczny
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macierzy EPS, ktéry jest gtdwnie ujemny. Dodatnio natadowane dendrymery moga by¢ silnie
przyciagane do biofilmu przez sity elektrostatyczne, co z jednej strony moze ulatwié
dostarczanie jondéw srebra i zwiekszy¢ penetracje matrycy. Z drugiej strony moze to sprzyjac
problematycznej agregacji dendrymeréw lub komorek bakteryjnych, prowadzgc
do zwiekszonego tworzenia sie biofilmu lub zmiany wlasciwosci fizycznych, takich jak gestosé

i zdolno$¢ przylegania do powierzchni [142].

W celu okreslenia wptywu infekcji bakteryjnej Pseudomonas aeruginosa PAO1 na skore,
oraz potencjalne terapeutyczne dzialanie dendrymeréw 1 ich komplekséw z endolizyna,
wykonano szereg badan umozliwiajacych udzielenie na to odpowiedzi. Pierwszym badaniem
jakie wykonano, bylo ocenienie przezywalnosci bakterii oraz struktury biofilmu wytworzonego
na kawaltkach skory wieprzowej, wykorzystujac analogiczny, jak opisano powyzej,
test FilmTracer™ LIVE/DEAD™ Biofilm Viability Kit. Wytworzony biofilm w grupie
kontrolnej wykazywal sie prawidtowym, gestym i jednorodnym ulozeniem z duza iloscia
zywych — z zielong fluorescencjg bakterii. Aplikacja endolizyny nie wykazala zadnego
wyplywu na strukture biofilmu czy komérek. Natomiast obserwujac obrazy mikroskopowe
w przypadku zastosowania DendAg, nalezy zwrdéci¢é uwage na pojawiajgce si¢ obszary
z czerwonym zabarwieniem, ktérego wraz ze wzrostem stezenia oraz obecnosci endolizyny,
ilos¢ rosnie, co wskazuje na wzrost ilosci martwych bakterii. Podobny efekt wykazat DendCh
i jego kompleks z endolizyna, jednak z znacznie mniejszg intensywnoscig czerwonego sygnatu.
7 kolei dodanie nizszego stezenia DendAgCh oraz kompleksu z endolizyng przyczynito
si¢ do wzrostu ilosci martwych bakterii, a w przypadku wyzszego st¢zenia, w obu wariantach,
zmniejszyto takze mase biofilmu. Aby potwierdzi¢ powyzsze wyniki, przeprowadzono analize
uformowanego biofilmu na skorze wieprzowej, traktowanego takimi samymi wariantami
dendrymerow 1 endolizyny jak powyzej, z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii
elektronowej. Wykazano zmiany w strukturze biofilmu, w postaci rozrzedzenia matrycy
biofilmu, co skutkowato odstonieciem komorek bakteryjnych, a takze licznymi uszkodzeniami
btony i $ciany komoérkowej bakterii po zastosowaniu dendrymerow i ich komplekséw

z endolizyna.

Mimo badania wplywu dendrymerdw i endolizyny na bakterie planktoniczne oraz obecne
w biofilmie uformowanym na sztucznym podlozu czy tkance skornej, wykazania wlasciwosci
antybakteryjnych i przeciwbiofilmowych, nalezy zwrdci¢ uwage na wplyw badanych
zwigzkow na histologi¢ skory niezainfekowanej, a takze z indukowang infekcjg bakteryjna.

Ma to szczegdlne znaczenie, ze wzgledu na ocene skutecznosci terapii czy tez degradacyjnego
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wplywu testowanych czynnikéw. W tym celu przeprowadzono analize histomorfologiczng
tkanki skornej po aplikacji dendrymeréw wraz z endolizyna. Jak zaktadano, dendrymery
w zaleznosci od stezenia oraz ich kompleksu z endolizyna, powoduja zmiany w budowie
warstw naskorka, doprowadzajac do atrofii, hipertrofii czy hiperplazji. Uwaza sie, ze moze
to by¢ wynikiem dziatania wspomagajacego proces gojenia ran — AgNPs pobudzaja proliferacje
fibroblastéw oraz ich réznicowanie w miofibroblasty, co przyspiesza obkurczanie si¢ rany.
Dodatkowo stymulujg proliferacje i migracje keratynocytéw [143], badZ nasilonego stanu
zapalnego, spowodowanego indukcja wydzielania cytokin prozapalnych przez makrofagi,
takich jak interleukiny I1-6, 11-10 i TNF-a [144], gdyZz zbyt wysokie 1 dlugotrwale uwalnianie
jondéw Ag” moze dziala¢ toksycznie, dlatego efektywne wspomaganie gojenia wymaga niskich
stezen srebra. Z kolei, w przypadku analizy histomorfologicznej tkanki zainfekowanej, nalezy
zwrécié uwage na fakt, iz niezaleznie od zastosowania dendrymeru, endolizyny,
czy ich kompleksu, stopien degradacji naskorka przez bakterie pozostaje na jednakowym,
wysokim poziomie, jedynie z czesciowym zachowaniem warstwy rogowej, a takze
powierzchniowa degradacjg brodawek skory wlasciwej. Dodatkowo, Pseudomonas aeruginosa
tworzy skupiska komorek, ktére ulatwiaja jej przyczepianie si¢ do rany i wydziela rézne
enzymy 1 toksyny, takie jak egzotoksyny typu A, endotoksyny — LPS 1 elastazy,
ktore uszkadzaja tkanki gospodarza i1komorki ukladu odpornosciowego, prowadza

do martwicy 1 nasilajg proces zapalny [145].

Ostatnim etapem badan, byta ocena wpltywu dendrymeréw oraz ich wybranych stezen
w potaczeniu z endolizyng wobec komorek ludzkich fibroblastow w hodowli in vitro.
W tym celu przeprowadzono test MTS. Jak zaobserwowano, badane dendrymery wykazuja
wlasciwosci cytotoksyczne po administracji wyzszych stezen (64 1 128 pg/mL), natomiast
dodatkowa obecnos¢ endolizyny skutkowata obnizeniem cytotoksycznosci w przypadku
zastosowania nizszych stezen (8 — 32 pg/mL). Toksycznos¢ dendrymerow wobec komorek
eukariotycznych moze wynika¢ z wysokiej gestosci tadunkow dodatnich, dzieki ktéorym
dendrymery wiaza sie z komponentami ujemnie natadowanej blony komorkowej, poprzez
tworzenie wigzan elektrostatycznych. 7 drugiej strony, dendrymery modyfikowane jonami
srebra powoduja zwickszenie produkcji reaktywnych form tlenu, a takze obecnos¢ i uwalnianie
Ag+ moze wchodzi¢ w reakcje z grupami tiolowymi obecnymi w biatkach, co z kolei nasila
stres oksydacyjny, peroksydacje lipidow, czy fragmentacje DNA, prowadzac do apoptozy

[146]. Natomiast obecnos$¢ ujemnie natadowanej endolizyny w pewnym stopniu moze
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neutralizowaé dodatni tadunek dendrymeréw w wyniku tworzenia komplekséw o obnizonym

potencjale Zeta, ktdre staja sie mniej cytotoksyczne [147].

Podsumowujac, wyniki niniejszej pracy pokazujg, ze badane dendrymery (szczegdlnie
te z jonami srebra i/lub odpowiednimi ligandami) oraz ich kompleksy z endolizyng mogg
skutecznie dziala¢ na Pseudomonas aeruginosa PAO1 jednoczesnie na kilka sposobow:
zwickszajac przepuszczalno$¢ blony zewnetrznej, umozliwiajgc endolizynie dotarcie
do peptydoglikanu i jego degradacj¢, a w wariantach ze srebrem dodatkowo nasilajg stres
oksydacyjny (ROS/RFT). Przekladalo sie to na ograniczenie wzrostu bakterii w formie
planktonicznej oraz na zmniejszenie przezywalno$ci bakterii w biofilmie i zmiany w jego
strukturze zarowno w modelach in vitro, jak i ex vivo. Jednocze$nie zauwazono, ze skutecznos¢
i bezpieczenstwo badanych komplekséw zaleza od rodzaju modyfikacji oraz stezenia, poniewaz
wyzsze dawki moga zwiekszaé cytotoksycznosé. Nalezy zwrdci¢ uwage na fakt, iz niniejsza
praca nie konczy badan, lecz stanowi poczatkowy etap, ktéry wskazuje kierunek dalszych prac.
W kolejnych badaniach warto dokladniej sprawdzi¢, jak konkretne elementy struktury
dendrymerow (ladunek, ligandy, tendencja do agregacji, uwalnianic Ag") wplywaja
na ich aktywnos¢ i toksyczno$c. Istotne bedzie tez przetestowanie uktadow na wiekszej liczbie
szczepow klinicznych, w tym wielolekoopornych, oraz ocena ich dziatania w polaczeniu
z antybiotykami (czy rzeczywiscie wzmacniajg terapi¢c i ograniczaja mechanizmy obronne
bakterii). Dalszego dopracowania wymagajga roéwniez bardziej ztozone modele zakazenia rany
i biofilmu (np. biofilm wielogatunkowy), a takze prace nad praktyczng forma podania,
np. w opatrunkach lub hydrozelach z kontrolowanym uwalnianiem. Takie podej$cie pozwoli
oceni¢ realny potencjal terapeutyczny tych ukladow 1 bezpiecznie zblizy¢ je do zastosowan

medycznych.
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. Whnioski

Biorac pod uwage uzyskane wyniki, stwierdza sie, ze:

e Interakcje migdzy dendrymerami a endolizyng zachodza spontanicznie i sa zalezne
od rodzaju modyfikacji powierzchniowej dendrymeru, tworzac konglomeraty

z zachowaniem aktywnosci biologicznej.

e Dendrymery i ich kompleksy z endolizyng wykazuja wlasciwosci antybakteryjne
poprzez uszkodzenia btony i degradacje peptydoglikanu komorek bakteryjnych, a takze
zwiekszaja produkcje reaktywnych form tlenu.

e Dendrymery stosowane samodziclnie nie hamujg powstawania biofilmu, natomiast
ich kompleksy z endolizyng znaczaco redukuja ilos¢ biofilmu oraz zywych bakterii,

zardwno w modelu in vitro, jak i modelu skory ex vivo.

o C(Cytotoksycznos¢ dendrymeréw jest zalezna od stezenia 1 czgsciowo lagodzona

przez obecnos¢ endolizyny.
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