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Oddzialywania  fotesensybilizatoréw  makroczasteczkowych z  modelowymi
dwuwarstwami lipidowymi, polimerowymi i blonami komdérkowymi wybranych

szczepow bakterii

Rozpowszechnienie si¢ wieloopomych lub wrecz panrezystentnych szczepow
bakteryjnych jest jednym z najwiekszych zagrozen zdrowia publicznego. Obecne czasy
okreélane sa konicem ery antybiotykowej, zas walka z bakteriami jest jednym z wazniejszych
klinicznych wyzwan przed ktérymi stoi $wiat nauki. Patogeny z tak zwanej grupy "ESKAPE"
( Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas  aeruginosa oraz Enterobacter spp.)  stanowig  szczegdlne
zagrozenie ze wzgledu na ich opornos¢ na wigkszo$¢ antybiotykéw. Istnieje zatem
konieczno$¢ poszukiwania nowych, skutecznych i bezpiecznych metod walki z infekcjami
bakteryjnymi, ktére pozwolityby unikngé rozwoju opornosci bakterii Iub innych
mikroorganizméw. Jednym z obiecujacych podejs¢ wydaje si¢ byé antybakteryjna terapia
fotodynamiczna (éPDT). Metoda ta wykorzystuje lek (zwany uczulaczem lub
fotosensybilizatorem (PS)), tlen obecny w komoérkach oraz $wiatlo. aPDT jest obiecujacy
metoda walki z infekcjami bakteryjnymi, jednakze mozliwo$¢ jej stosowania zalezna jest od
dostgpnosci odpowiednich fotosensybilizatoréw. Fotosensybilizatory stosowane obecnie
w tradycyjnej terapii fotodynamicznej (PDT) nie sa odpowiednie do eliminacji zakazen
bakteryjnych, szczegdlnie w infekcjach wywotanych bakteriami Gram (-), co spowodowane
jest to specyficzng budows tych patogendw. W odréznieniu od bakterii Gram (+), posiadajg
one zewngtrzng blong, zbudowang gléwnie z lipopolisacharydéw (LPS), petniaca funkcje
nieprzepuszczalnej bariery (natadowanej ujemnie), ktora ogranicza oddzialywania pomiedzy
komorkami bakteryjnymi, a czasteczkami fotouczulacza. W zwigzku z tym konieczne jest
uzycie PS zdolnych do pokonywania tej bariery.

Gléwnym celem mojej pracy doktorskiej bylo zaprojektowanie, zsyntetyzowanie,
okreslenie wilasciwosci fizykochemicznych nowych, kationowych makroczgsteczkowych
fotosensybilizatoréw zawierajacych kowalencyjnie zwiazang fotoaktywna molekule porfiryny
oraz oceng ich efektywnodci 1 mechanizmu dzialania jako fotouczulaczy
w przeciwbakteryjnej terapti fotodynamicznej (aPDT).

Pierwszym etapem badan, realizowanych w ramach pracy doktorskiej, byta synteza
kationowych polimerowych fotosensybilizatorow w wyniku kowalencyjnego przylaczenia

czgsteczki protoporfiryny IX (Pp IX) do taicucha polikationu (rozgateziona polietylenoimina,

1



bPEL o réznych srednich masach czasteczkowych). Otrzymano, z dobrg wydajnoscig, dwie
nowe pochodne polikationu, rozpuszczalne w wodzie-Pp-PEly oraz Pp-PEls. Omawiane
zwigzki wykazuja wlasciwosdci spektralne charakterystyczne dla porfiryn - wykazuja
charakterystyczne dla porfiryn widmo absorpcyjne — absorbuja promieniowanie w zakresie
"okna terapeutycznego”,

Kolejnym etapem moich badart byla analiza oddziatywah zsyntezowanych zwigzkéw
z liposomami stanowigcymi uktady modelowe dla blon komérkowych/bakteryjnych.
‘:iiposomy to struktury zbudowane z fosfolipidéw. Ze wzgledu na ich budowe i wlasciwosci
znajdujg zastosowanic w wielu dziedzinach nauki, mi¢dzy innymi w nanomedycynie jako
nosniki substancji terapeutycznych oraz uproszczone modele blon biologicznych. W celu
lepszego zrozumienia oddziatywarl fotosensybilizator-liposomy okreslono kinetyke wnikania,
wyznaczono wartosci statych przylgczania chromoforu do liposoméw oraz §ledzono procesy
wygaszania fluorescencji porfiryny w roztworze wodnym oraz zamknigtego w liposomach
fotosensybilizatora z wykorzystaniem hydrofilowego wygaszacza Cuzf' przy pomocy metod
absorpcyjnych oraz fluorescencyjnych. Wnikanie Pp IX do blony lipidowej zobrazowano
z wykorzystaniem léserowej skaningowej mikroskopii konfokalnej. Wykazano, ze porfiryna
przytaczona kowalencyjnie do PEI wnika do dwuwarstwy Hpidowej .

W skiad bakteryjnej blony biologicznej bakterii wchodza gltéwnie: 1-palmitoilo-2-
oleilo-sn-glicero-3-fosfoetanoloamina (POPE) oraz 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfo-rac-
(1-glicerol) (DPPG). Wykorzystujac technike wagi Langmuira zbadano nature oddzialywan
monowarstwy lipidowej z fotosensybilizatorem kationowym (porfiryna-polietylencimina).
Otrzymano takze pgcherzyki liposomalne z mieszaniny POPE/DPPG i wyznaczono parametry
termodynamiczne ich oddzialywan z koniugatami porfirynowymi przy uzyciu skaningowej
mikrokalorymetrii réznicowej (mikroDSC). Potwierdzono oddziatywania fotouczulaczy
z lipidami wystepujacymi w blonie bakteryjnej. Wykazano, ze odziatywania te mialy
charakter elektrostatyczny.

Przeprowadzono szereg badan biologicznych z wykorzystaniem szczepow
bakteryjnych (Gram (-) oraz Gram (+)) majacych na celu wyznaczenie efektywnosci dziatania
w procesie aPDT zsyntezowanych polikationowych fotouczulaczy. Zbadano wychwyt
fotouczulaczy przez komorki bakteryine oraz przez 7-dniowy biofilm bakteryjny.
Przeprowadzono modelowy eksperyment aPDT w opisanych uktadach oraz zbadano wplyw
analizowanych zwigzkéw na komérki fibroblastow mysich. W oparciu o wyniki
przeprowadzonych badafi mozna stwierdzi¢, ze otrzymane nowe fotouczulacze sg efektywne

w procesie fotodestrukeji bakteryjnych komérek planktonicznych, zaréwno Gram-dodatnich
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jak iGram-ujemnych. Pp-PEly wykazuje ponadto zdolnoé¢ do niszczenia biofilmow
bakteryjnych. Efektywno$é makroczasteczkowych PS pordwnano z protoporfiryng IX.
Otrzymane wyniki potwierdzaja zasadno$¢ przylaczenia Pp IX do kationowego polimeru
poniewaz niskoczgsteczkowa Pp IX jest nieskutecznym fotouczulaczem w walce z bakteriami
planktonicznymi oraz zbiofilmem bakteryjnym utworzonym przez bakterie zar6wno
szczepéw Gram-ujemnych jak i Gram-dodatnich. Badane fotouczulacze nie sg toksyczne
wzgledem komorek fibroblastow mysich, co stwarza szanse na aplikacyjne zastosowanie
‘otrzymanych fotouczulaczy.

Celem  wyjasnienia  mechanizmu  dziatania w  aPDT  kationowych
makroczasteczkowych fotosensybilizatoréw przeprowadzono badania poréwnawcze stosujac
jako fotosensybilizatory fotoaktywne koniugaty niejonowe - porfiryna przylaczona
kowalencyjnie do laicucha poli(glikolu etylenowego) (Po-PEG) oraz anionowe (w warunkach
fizjologicznego pH), porfiryna przylgczona kowalencyjnie do lancucha poli(kwasu
metakrylowego) (Po-PMA). Analizowane makroczasteczkowe anionowe i niejonowe
fotouczulacze wykazujg ograniczong efektywno$¢ w procesie niszczenia komoérek
‘planktonicznych bakterii. Nie wykazujg one efektu cytotoksycznego w stosunku do badanych
linii komérkowych (jedynie Po wzgledem wykazuje toksycznosé¢ wzgledem MEF).
Prowadzone eksperymenty potwierdzily hipoteze dotyczaca kluczowej roli oddzialywan
elektrostatycznych makroczasteczkowego fotouczulacza z blona komoérek bakteryjnych w
procesie aPDT.

Wkolejnej czgsci pracy podjeto badania nad nanostrukturalnymi nosnikami
fotosensybilizatoréw. Celem tych badan bylo okreslenie mozliwosci zwickszenia
efektywnosci dostarczania fotouczulaczy do komdrek bakteryjinych i obnizenia ich
toksycznosci ciemnej. Skupiono si¢ na otrzymywaniu liposoméw, pecherzykéw
z kopolimeréw amfifilowych, tzw. polimerosoméw oraz miceli polimerowych. Polimerosomy
stanowig bardziej trwale polimerowe odpowiedniki liposoméw. Pecherzyki polimerowe
otrzymywano w procesie odparowywania faz odwréconych (REV). W metodzie tej kopolimer
amfifilowy wlotnym rozpuszczalniku organicznym emulguje sie zroztworem wodnym.
Kolejno odparowuje sig rozpuszczalnik organiczny i pozostalo$é rehydratuje poprzez dodanie
kolejnej porcji wody. W rezultacie otrzymuje sie monodyspersyjne pecherzyki polimerowe.
Zmierzono rozmiary oraz potencjal zeta badanych uktadéw. Wykorzystano krio-TEM oraz
mikroskopig sit atomowych do zobrazowania powstatych struktur, Przebadano wptyw pH na
wielko$ci ipotencjal zeta miceli polimerowych. Ostamim etapem pracy bylo okreslenie

mozliwodci  aplikacyjnych omawianych ukladéw poprzez przeprowadzenie badan
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biologicznych. W celu potwierdzenia skutecznosei fotouczulaczy makroczasteczkowych
przeprowadzono badania na szczepach bakterii Gram (-) (E. coli oraz P. aeruginosa) oraz
Gram (+) (S. aureus oraz E. faecalis). Badania prowadzono na komorkach planktonicznych.
Okreslono réwniez cytotoksycznosé badanych zwigzkéw w stosunku do komérek linii mysich
zarodkowych fibroblastow oraz ludzkich fibroblastow.

Dla bakterii E.faecalis enkapsulowanie fotouczulacza Pp-PEl;, w nanonosnikach
znaczgco zmniejszylo jego toksycznosé w fazie ciemnej. Najbardziej efektywnym noénikiem
=-l.)yly liposomy. Zaobserwowano roéwniez znaczacy wplyw formulacji polimerosomalnych
i micelarnych Pp-PEIy na redukcje liczebnosci mikroorganizméw. Dla ukladdow
zawierajacych Pp-PElsy najwigkszy efekt fototoksyczny zarejestrowano dla ukladu
micelarnego. Wszystkie uzyte nosniki zmniejszaja toksycznos¢ ciemng fotouczulacza. Dla
ukladu z Pp IX najbardziej efektywnym ukladem jest formulacja liposomalna, zwigkszajaca
znaczaco efektywnoéé w eksperymencie aPDT, w porownaniu do samego roztworu Pp IX
(redukcja okolo 5 rzedow wielkosei). )

Ciekawe obserwacje poczyniono dla bakterii Gram-ujemnych. Fotouczulacz Pp-PEI;,
zamknigty' w Hposorhach wykazal si¢ wigksza toksycznodcia w poréwnaniu do jego roztworu
wodnego. Takich wynikéw nie otrzymano dla fotouczulaczy zamknigtych w polimerosomach
i micelach polimerowych, dia ktérych liczebnos¢ mikroorganizméw byta podobna jak dla
probki kontrolnej. Jedynie dla ukladu polimerosomalnego zauwazono efekt fototoksyczny
w trakcie eksperymentu aPDT. Dla ukladéw z Pp-PEls -liposomy nieznacznie redukuja
toksyczno$¢ ciemng samego fotouczulacza, wigkszy efekt w zmniejszeniu toksycznosci jest
obserwowany dla miceli i polimerosoméw, za$ efekt fototoksyczny jest na tym samym
poziomie dla miceli i polimerosoméw. Dla ukladu traktowanego Pp IX, podobnie jak dla
E. faecalis, najbardziej efektywnym jest uktad liposomalny, warto zaznaczyé, iz formulacje
micelarne i polimerosomalne sa toksyczne dla tych bakterii w fazie ciemnej. Zaskakujacym
wynikiem jest rowniez redukcja organizméw w trakcie naswietlania uktadu bakterii Gram-
ujemnych traktowanego roztworem Pp IX,

Podobne wyniki uzyskano dla S. aureus. Dla Pp-PEl}; formulacja liposomalna jest
toksyczna w fazie ciemnej, redukujac znaczaco liczebno$é organizméw, podobnie jak uktad
micelarny. Najbardziej efektywnym noénikiem w aPDT jest uklad polimerosoméw
z zamknigtym fotouczulaczem. Dla uktadu Pp-PEls formulacja liposomalna nie wptywa
Znaczgco na zmiang toksycznosci PS. Polimerosomy i micele polimerowe réwniez
nieznacznie zmniejszajg toksyczno$é PS w fazie ciemnej. Po naswietleniu s3 mniej efektywne

w poréwnaniu do formulacji liposomalnej i samego roztworu fotouczulacza. Dla ukladu
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Pp IX zaden z badanych fotosensybilizatoréw nie jest toksyczny w fazie ciemnej, a efekt
fototoksycznosci jest nieznaczny we wszystkich tych ukladach.

Badane fotouczulacze nie sa cytotoksyczne, mogg zatem byé rozwazane jako
potencjalnie uzyteczne uklady w procesach aPDT. Wyniki przeprowadzonych wstepnych
badan majacych na celu znalezienie efektywnego nos$nika makroczasteczkowych,
kationowych fotouczulaczy w kontekscie ich wydajnego 1 bezpiecznego stosowania w aPDT
sa obiecujace lecz wymagaja poglebienia. W szczegélnosei nalezy zbadaé mechanizmy
'&\;vychwytu przez komorki bakteryjne fotosensybilizatoréw znajdujacych sie w tych nosnikach.

Nalezaloby takze zoptymalizowaé dobér materialéw, z ktorych te nosniki sg otrzymywane.



