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Streszczenie

Pseudomonas aeruginosa to grozny patogen oportunistyczny czlowieka, ktorego
charakteryzuje obecno$¢ wielu czynnikow wirulencji, wysoka antybiotykooporno$¢ oraz
zdolno$¢ do wywotywania infekcji w miejscach wszczepoéw. Z tego wzgledu istnieje
konieczno$¢ poszukiwania materiatdw implantacyjnych wykazujacych dodatkowo
dziatanie antybakteryjne. Dobrym kandydatem jest hydroksyapatyt wapnia
(Ca1(PO4)s(OH)2) — nietoksyczny, wysoce biokompatybilny material o potencjale
osteoregeneracyjnym, ktory naturalnie wystepuje w organizmie cztowieka jako sktadnik
kosci i zebow. Struktura tego zwigzku umozliwia jego modyfikacje poprzez zastapienie
jondéw wapnia (Ca®*) innymi jonami, co pozwala na otrzymanie zwiazkéw o okre$lonych
wlasciwos$ciach fizykochemicznych 1 biologicznych. Wprowadzenie do struktury jonow
metali przej$ciowych (jonéw srebra (Ag*), cynku (Zn?*) czy miedzi (Cu?*)) daje
mozliwo$¢ otrzymania materiatdw o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Materiaty
moga byé rowniez modyfikowane strukturalnie jonami lantanowcow (Ln®*) ze wzgledu
na ich zdolno$¢ do luminescencji wykorzystywang w bioobrazowaniu. O ile wplyw
jonow metali przejSciowych na komorki bakteryjne jest dosy¢ dobrze opisany w

literaturze, tak niewiele wiadomo jak wptywaja na nie jony lantanowcow.

Jednym z gtoéwnych celéow badan byta ocena, czy subinhibicyjne st¢zenia jonow
lantanowcow (Ce3*, Pr3*, Nd**, Sm3*, Eu®*, Gd®, Tb**, Dy%*, Ho®, Er¥*, Tm®*, Yb%*,
Lu®*) wplywaja na wirulencje P. aeruginosa (biofilm, wytwarzanie piocjaniny,
piowerdyny, elastazy, ruch typu swimming, swarming i twitching). Zbadano rowniez
wpltyw wybranych jonow na wlasciwosci powierzchniowe komorki (tadunek
powierzchniowy, hydrofobowos$¢, przepuszczalno§¢ oston) oraz okreslono ich
cytotoksycznos¢ na modelu erytrocytoéw. Dodatkowo sprawdzono wplyw obecnosci tych
jonow na efekt antybakteryjny ciprofloksacyny i gentamycyny oraz jonéw miedzi (Cu?*).
W badaniach wykazano, ze obecno$¢ jonow lantanowcoéw w stezeniach subinhibicyjnych
istotnie zwigkszata produkcje biofilmu bakteryjnego, nieznacznie zmieniata wiasciwosci
powierzchniowe komoérek oraz powodowala zmiang przepuszczalnosci oston
komoérkowych. Ponadto wykazano, ze stosowane st¢zenia (0,5MIC) byly cytotoksyczne
i powodowatly widoczne zmiany w morfologii erytrocytow oraz ich aglomeracje, bez

wycieku hemoglobiny.

W drugiej czgsci rozprawy doktorskiej zbadano aktywno$¢ antybakteryjng

hydroksyapatytu wapnia domieszkowanego i wspotdomieszkowanego jonami metali
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przej$ciowych i jonami Eu®*. Sprawdzono wplyw obecno$ci poszczegdlnych form
(materiat sproszkowany, koloid, material prasowany (tabletki), materialty wprowadzone
do matrycy hydrozelowej oraz ich eluaty) na przezywalno$é, wzrost i formowanie
biofilméw przez P. aeruginosa. Okreslono rowniez jak wstepne uwalnianie jonow z
wybranych materiatdw do podloza wptywa na ich aktywno$¢ antybakteryjna. Dla
wybranych zwigzkow okreslono rowniez cytotoksycznos¢ na modelu erytrocytow oraz
linii komorkowej osteoblastow mysich. W badaniach wykazano wysokg aktywno$¢
antybakteryjng nanomateriatdw domieszkowanych jonami Ag*, szczegdélnie w formie
tabletek. W przypadku jonéw Zn?* jako domieszek wykazano obnizenie liczebnos$ci
bakterii po inkubacji w obecnosci koloidéw wykonanych z materialdow modytikowanych
przez substytucje grup fosforanowych grupami krzemianowymi. Aktywnos¢
antybakteryjng ~ wykazano réwniez dla  materialow  domieszkowanych i
wspoldomieszkowanych jonami Cu?*. W przypadku nanomaterialéow domieszkowanych
i wspotdomieszkownaych jonami Cu®* i Eu®* wykazano roznice w rzeczywistej ilo$ci
wbudowanych jondw, w porownaniu z ilo$cig teoretyczng oraz rdéznice w uwalnianiu
jonéw do podloza, z czego wynikaja prawdopodobnie réznice w ich aktywnosci
antybakteryjnej oraz cytotoksycznosci. Wykazano, ze wstepne uwolnienie jonéw do
podioza hodowlanego poprawia ich aktywno$¢, co moze wyjasnia¢ zwiekszone dziatanie
eluatow w poroOwnaniu z materialami sproszkowanymi. Badane nanomateriaty,
szczegblnie te domieszkowane jonami Cu?*, wykazywaly toksyczno$¢ wobec
erytrocytow oraz osteoblastow. Nie wykazano natomiast istotnego wplywu jonéw Eu®*

na aktywno$¢ antybakteryjng jonow Cu?*.

Uzyskane wyniki pozwalaja wnioskowaé, ze pomimo, ze obecnos$¢ jondéw
lantanowcow istotnie wptywa na wirulencje 1 wtasciwosci powierzchniowe komorek P.
aeruginosa to moga by¢ one wykorzystywane jako domieszki w nanomateriatach o
potencjalnym zastosowaniu w implantologii. Przemawia za tym zwlaszcza fakt, ze ich
stezenia w hydroksyapatycie wapnia sa duzo nizsze niz stezenia 0,5MIC, dla ktorych

obserwowano efekty przedstawione w niniejszej rozprawie.
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Summary

Pseudomonas aeruginosa is a human opportunistic pathogen characterized by the
presence of many virulence factors, high antibiotic resistance and the ability to cause
infections at implant sites. For this reason, there is a need to search for implantation
materials with an additional antibacterial effect. A good candidate is hydroxyapatite
(Ca10(PO4)s(OH)2), a non-toxic, highly biocompatible material with osteoregenerative
potential, which naturally occurs in the human body as a component of bones and teeth.
It is possible to modify it by partial substitution of calcium ions (Ca?*), which allows
obtaining compounds with specific physicochemical and biological properties. Calcium
substitution with transition metal ions (silver Ag®, zinc Zn?* or copper Cu?*) allows to
obtain materials with antimicrobial activity. They can also be modified by the addition of
lanthanide ions (Ln%*) due to their luminescence ability which can be used in bioimaging.
While the effect of transition metal ions on bacterial cells is well described in the

literature, little is known about the effect of lanthanide ions.

One of the main objectives of the study was to assess whether subinhibitory
concentrations of lanthanide ions (Ce®*, Pr*, Nd**, Sm3*, Eu®*, Gd®*, Th®", Dy®*, Ho%*,
Erd*, Tm?*, Yb%, Lu®) affect the virulence of P. aeruginosa (biofilm, production of
pyocyanin, pyoverdine, elastase, swimming, swarming and twitching motility). The
influence of selected ions on the surface properties of the cell (surface charge,
hydrophobicity, membrane permeability) was also examined and their cytotoxicity was
determined on the model of erythrocytes. Additionally, the influence of the presence of
these ions on the antibacterial effect of ciprofloxacin and gentamicin as well as copper
ions (Cu?*) was evaluated. The studies showed that the presence of lanthanide ions in
subinhibitory concentrations significantly increased the production of bacterial biofilm,
slightly changed the surface properties of cells and caused a change in the permeability
of cell membranes. In addition, it was shown that the concentrations used (0.5MIC) were
cytotoxic and caused visible changes in the morphology of erythrocytes and their

agglomeration, without leakage of hemoglobin.

In the second part of the work, the antibacterial activity of hydroxyapatites doped
and co-doped with transition metal ions and Eu®* ions was examined. The influence of
the presence of different forms (powdered material, colloid, pressed material (tablets),
materials introduced into the hydrogel matrix and their eluates) on the survival, growth

and formation of biofilms by P. aeruginosa was checked. It was also determined how the
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initial release of materials into the medium affects their antibacterial activity and, for
selected compounds, the cytotoxicity was determined on the model of erythrocytes and a
mouse osteoblast cell line. Studies have shown high antibacterial activity of
nanomaterials doped with Ag* ions, especially in the form of tablets. In the case of Zn?*
ions as dopants, a decrease in the number of bacteria after incubation in the presence of
colloids made of materials modified by substitution of phosphate groups with silicate
groups was demonstrated. Antibacterial activity was also demonstrated for materials
doped and co-doped with Cu?*ions. In the case of nanomaterials doped and co-doped
with Cu?* and Eu®" ions, significant differences were found in the actual amount of
incorporated ions, compared to the assumed amount, and differences in the release of ions
to the substrate, which probably results from their altered antibacterial activity and
cytotoxicity. Pre-release of ions into the culture medium has been shown to improve their
activity, which may explain the better performance of eluates compared to powdered
materials. The tested nanomaterials, especially those doped with Cu?* ions, showed
toxicity towards erythrocytes and osteoblasts. However, there was no significant effect of

Eu* ions on the antibacterial activity of Cu?* ions.

The obtained results allow to conclude that although the presence of lanthanide ions
significantly affects the virulence and surface properties of P. aeruginosa cells, they can
be used as dopants in nanomaterials with potential application in implantology. This is
especially supported by the fact that their concentrations in hydroxyapatites are much
lower than the concentrations of 0.5MIC, for which the effects presented in this thesis

were observed.
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l. WSTEP

W drugiej potowie XX wieku rozpoczela si¢ tzw. zlota era antybiotykow
przypadajaca na lata 1950-1970 (Aminov 2010). Odkryto wowczas wiele lekow
skutecznych wobec patogenéow cztowieka ograniczajac wystgpowanie infekcji
bakteryjnych wérod ludzi. Niestety, w ciggu ostatnich dekad zaczeto obserwowac wsrod
licznych patogenow narastajaca lekooporno$¢ na dotychczas skuteczne antybiotyki, co
nasilito konieczno$¢ poszukiwania nowych lekow oraz alternatywnych terapii

antybakteryjnych (Dorotkiewicz-Jach et al. 2015).

Jednym z wielolekoopornych patogenow charakteryzujacych si¢ zdolnoscig do
szybkiej adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkow srodowiskowych, w tym do obecnosci
lekow przeciwbakteryjnych oraz dezynfektantow, jest Pseudomonas aeruginosa. Zostat
on zakwalifikowany do grupy patogenow ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa i Enterobacter spp.,), ktére powoduja niezwykle trudne do wyleczenia
infekcje ze wzgledu na niewrazliwos¢ na dostepne leki (Dorotkiewicz-Jach et al. 2015).
Infekcje z udziatem P. aeruginosa sg szczegodlnie niebezpieczne u osob cierpigcych na
mukowiscydoze, gdzie bakterie tworzg w drogach oddechowych oporne na antybiotyki
biofilmy (Rossi et al. 2021). Infekcje P. aeruginosa u pacjentéw hospitalizowanych,
moga prowadzi¢ do zapalenia ptuc w przypadku stosowania wspomaganego oddychania
z uzyciem respiratora, infekcji drog moczowych u oséb cewnikowanych czy
ogoélnoustrojowych zakazen krwi (Moradali et al. 2017). Ponadto P. aeruginosa jest
jednym z najczestszych patogendéw, sposrdd bakterii Gram-ujemnych, powodujacych
zakazenia pooperacyjne w tym okotowszczepowe. Taka infekcja moze powodowac
znaczne utrudnienie 1 wydtuzenie procesu gojenia lub nawet odrzucenie wszczepu

(Arciola and Campoccia 2018; Cerioli et al. 2020).

Wszczepienie implantu tkankowego, poza oczywistymi korzysciami dla pacjenta,
moze niestety rowniez prowadzi¢ do powiktan spowodowanych rozwinigciem si¢ infekcji
w miejscu wszczepu. Skutkuje to najczgéciej znacznym wydluzeniem gojenia lub nawet
prowadzi do odrzucenia implantu. W celu uniknigcia zakazenia bakteryjnego w obszarze
zabiegowym, podczas operacji stosuje si¢ techniki aseptyczne, w tym zapobiegawcza
antybiotykoterapi¢, natomiast w zwigzku z rosnaca lekoopornoscig istotne jest
poszukiwanie dodatkowych metod zapobiegania zakazeniom. Jednym z proponowanych

rozwigzan jest mozliwo$s¢ modyfikacji implantow tak, aby mialy wlasciwosci
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antybakteryjne (Gimeno et al. 2015). Modyfikowane materialy w implantologii sa
obecnie przedmiotem zainteresowania wielu naukowcow, a nadzieje zwigzane z ich
wykorzystaniem w procedurach terapeutycznych w przyszio$ci stale rosng (Rewak-
Soroczynska et al. 2022b). Przykladem nanomaterialu o wlasciwosciach
regeneracyjnych, ktory wykorzystywany jest do wytwarzania implantéw kostnych jest
hydroksyapatyt wapnia (HAp). Hydroksyapaty cechujg si¢ wysokg biokompatybilnoscia
oraz stosunkowo niskg toksycznos$cia wzgledem komorek eukariotycznych, dlatego moga
znalez¢ zastosowanie jako materiat budulcowy implantow tkankowych (Targonska et al.
2022). Ponadto, HAp wystepuje naturalnie w organizmie cztowieka jako jeden ze
sktadnikow budujacych zeby 1 kosci, dlatego materialy oparte na HAp mogg stymulowac
wzrost 1 regeneracj¢ tkanki kostnej, ktora uleglta uszkodzeniu na skutek urazu

mechanicznego lub choroby nowotworowej (Kolmas et al. 2014; Tite et al. 2018).

Materiaty 0 strukturze hydroksyapatytu mozna modyfikowa¢ strukturalnie przez
wprowadzenie dodatkowych jonow, takich jak jony lantanowcow (Ln3*) tzw. metali ziem
rzadkich (ang. rare-earth elements, REE), ktére od wielu lat sg w kregu zainteresowania
naukowcow. Ze wzgledu na zdolno$¢ do emitowania luminescencji wykorzystuje si¢ je
jako sondy w bioobrazowaniu medycznym (Evans 1983). Do struktury tych zwigzkoéw
mozna réwniez wprowadza¢ jony o udowodnionej skuteczno$ci antybakteryjnej, na
przyktad kationy miedzi (Cu?*), cynku (Zn?*) czy srebra (Ag*) co pozwala na potgczenie

dzialania antybakteryjnego z mozliwos$cig bioobrazowania.

Wplyw jonoéw lantanowcoOw na komorki bakteryjne a takze ich wplyw na
aktywno$¢ antybiotykow i1 jondéw o dziataniu antybakteryjnym zar6wno w formie wolnej
jak 1 wspotdomieszek w nanoapatytach wciaz jest stabo poznany i stanowi przedmiot

badan tej rozprawy doktorskiej.

1.1 Charakterystyka patogennosci Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa to Gram-ujemna pateczka nalezaca do rodziny Pseudomonaceae,
ktorej cecha wyrdzniajaca ja sposrod innych patogenow jest produkcja wielu barwnikoéw
nadajacych hodowli najczesciej zielonkawy kolor oraz charakterystyczny zapach
przypominajgcym, wedhug roznych zrodet, jasmin, tortille lub winogrona (Sykes 2014;
Wu et al. 2015). Wydtuzona komodrka wyposazona jest w pojedynczg, umiejscowiong na
jednym z biegunéw, rzeske co wptywa na wysoka ruchliwos¢ bakterii. Na powierzchni

komorki znajduja si¢ réwniez struktury zaliczane do fimbrii oraz pili typu IV
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odpowiedzialne za adhezj¢ oraz ruch twitching motility. Niektore szczepy wytwarzaja
dodatkowo polisacharydowa otoczke (alginian), ktora nadaje S$luzowaty wyglad
koloniom (Sykes 2014).

P. aeruginosa powszechnie bytuje w srodowisku wodnym, w glebie i na roslinach
oraz moze przetrwac¢ w niekorzystnych warunkach, np. w paliwie lotniczym czy srodkach
do dezynfekcji (Sykes 2014). 1zolowany jest rowniez ze skory, bton $luzowych i katu
czlowieka oraz innych zwierzat. Ze wzgledu na fakt, Ze jest to patogen oportunistyczny
to zagrozenie stanowi gltéwnie dla os6b z obnizong odpornoscia, W szczegodlnosci
hospitalizowanych (Sykes 2014; Arciola and Campoccia 2018). Pomimo
oportunistycznego charakteru P. aeruginosa zaliczany jest do grupy patogenow
ESKAPE, czyli sze$ciu najbardziej wirulentnych i lekoopornych bakterii, ktore sa
odpowiedzialne za wigkszos¢ zakazen szpitalnych (Mulani et al. 2019; Huszczynski et al.
2020). P. aeruginosa jest rowniez jednym z gléwnych czynnikow prowadzacych do
powiktan (w tym zgondow) u 0sob chorujacych na mukowiscydoze (ang. cystic fibrosis,

CF), w wyniku rozwijajacej si¢ cigzkiej infekcji phuc (Huszczynski et al. 2020).

P. aeruginosa wzbudza coraz wigkszy niepokdj ze wzgledu na wysoka
lekooporno$¢ naturalng i nabyta oraz wysoka plastyczno$¢ genomu umozliwiajaca
szybkie przystosowywanie si¢ patogenu do dynamicznie zmieniajacych si¢ warunkéw
srodowiskowych (Azam and Khan 2019). Ponadto bakterie te znane sg z produkcji
szerokiej gamy czynnikoOw wirulencji oraz strategii przetrwania, ktére ulatwiaja
kolonizacj¢ 1 infekcj¢ w organizmie gospodarza. Mozna je podzieli¢ na czynniki
powierzchniowe (rzeska, fimbrie, pili, LPS, alginian) oraz substancje wydzielane poza
komorke (pigmenty (piocyjanina, piowerdyna, piorubina i piomelanina), siderofory
(piowerdyna, piochelina), enzymy (proteazy, fosfolipazy) i egzotoksyny) (Guta et al.
2018). Do czynnikéw wirulencji P. aeruginosa najczesciej zaliczane sa adhezyny,
systemy sekrecji (gtownie typu III) i zdolnos¢ do produkcji biofilmu (Rycina 1.) (Sykes
2014; Dorotkiewicz-Jach et al. 2021).
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Rycina 1. Najwazniejsze czynniki wirulencji P. aeruginosa (Liao et al. 2022)

Adhezja do tkanek gospodarza jest jednym z wazniejszych etapdw w rozwoju
infekcji bakteryjnej. Jest ona mozliwa dzigki obecnosci specjalnych struktur na
powierzchni komorek: fibriii typu IV — warunkujacych adhezje do komoérek nabtonka
gospodarza; rzgsek — odpowiedzialnych za wigzanie z mucynami na powierzchni
komorek nabtonkowych; oraz oligosacharydowego rdzenia LPS — warunkujacego
adhezje do biatka CFTR (ang. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator,

blonowy regulator przewodnictwa) w komorkach nabtonka (Wu et al. 2015).

W dalszych etapach rozwoju infekcji kluczowa role odgrywaja wydzielane na
zewnatrz komorki patogenu czynniki wirulencji warunkujace wniknigcie, namnazanie si¢
oraz rozprzestrzenianie w organizmie gospodarza. Z tego wzgledu bakterie P. aeruginosa
wyksztalcity zdolno$¢ do aktywnego wydzielania czynnikéw wirulencji do $rodowiska
lub bezposrednio do wnetrza komorek gospodarza poprzez systemy sekrecji, gtownie
typu I (T1SS), IT (T2SS), III (T3SS), V (T5SS) i VI (T6SS). Kazdy z systemow sekrecji
odgrywa istotng role w wydzielaniu innego zestawu determinant wirulencji zaleznego od
miejsca, czasu i etapu infekcji. T1SS odpowiada migdzy innymi za wydzielanie proteazy
alkalicznej AprA czy bialka HasAp odpowiadajacego za wigzanie hemu, T2SS za
wydzielanie istotnych czynnikow wirulencji: LasA LasB, PrpL, egzotoksyny A,

piocyjaniny oraz fosfolipazy C, natomiast T3SS pozwala na wprowadzenie toksycznych
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biatek bezposrednio do komorek gospodarza i prowadzi do ich uszkodzenia. Typ V -
T5SS odpowiada za wydzielenie biatek EstA, LepB i LepA, a typ VI przypomina
dziataniem system III (Wu et al. 2015; Guta et al. 2018). Sposréd wymienionych toksyn
wydzielanych przez P. aeruginosa najwazniejsze sa: toksyna A, ramnolipid, elastaza,
proteaza alkaliczna i fosfolipaza C (Wu et al. 2015). Ich dziatanie zostato opisane w tabeli
ponizej (Tabela 1).

Wsrod czynnikow wirulencji charakterystycznych dla P. aeruginosa mozna
réwniez wymieni¢ barwniki. Pierwszy z nich - piocyjanina jest niebieskozielonym
pigmentem fenazynowym odpowiedzialnym za nadawanie charakterystycznego koloru
Pseudomonas spp. W komorce bakteryjnej odgrywa on istotng role zwigzang z
pozyskiwaniem jonéw zelaza, quorum sensing (QS) i tworzeniem biofilmu (Jayaseelan
et al. 2014). Inny barwnik, piowerdyna, znany jest glownie ze zdolnosci do wigzania i
transportu jonow zelaza jako siderofor. Mozliwa jest jednak réwniez chelatacja innych
kationow metali, co zwigksza ochrone¢ komorki przed toksycznymi jonami (Visca et al.
2007). Piowerdyna jest wydzielana z komoérek za pomoca pomp efflux PvdRT-OmpQ
(Guta et al. 2018).

Wirulencja jest nierozerwalnie zwigzana z uszkadzaniem komorek gospodarza co
m.in. umozliwia zdobycie sktadnikow odzywczych ale takze rozprzestrzenianie si¢
infekcji. W zwigzku z tym ogromne znaczenie maja produkowane przez patogen enzymy
proteolityczne degradujace biatka. Jednym z takich enzymow jest elastaza, specyficzna
dla biatka elastyny (Wretlind and Pavlovskis 1983). Kolejnym waznym czynnikiem
wirulencji jest rowniez LPS, ktory stanowi integralng czes¢ blony zewnetrznej bakterii
Gram-ujemnych, gdzie warunkuje oddzialywania pomiedzy komorka a srodowiskiem.
LPS zbudowany jest z trzech czesci: lipidu A, oligosachardydowego rdzenia i antygenu
O. Obecnos¢ LPS na powierzchni komorki utrudnia penetracje substancji z zewnatrz.
Swobodnemu wnikaniu roztwordéw o charakterze polarnym zapobiega lipidowy charakter
blony zewngtrznej, natomiast polarne grupy LPS ograniczaja przenikanie substancji
lipidowych (Huszczynski et al. 2020). Wazng cechg P. aeruginosa jest takze zdolno$¢ do
»plywania”, czyli poruszania si¢ w Srodowisku o niskiej lepkosci. Wyrdznia si¢ trzy
podstawowe typy ruchu: swimming motility, w ktorym wykorzystywana jest sita
napedowa rzeski; swarming motility, polegajace na poruszaniu si¢ na powierzchni oraz
twitching motility, wykorzystujace pili typu IV (Haetal. 2014b; Ha et al. 2014a; Turnbull
and Whitchurch 2014).
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Tabela 1. Charakterystyka wybranych czynnikéw wirulencji P. aeruginosa

witronektyne¢); wplywa na odpowiedZz uktadu odporno$ciowego

SIS Charakterystyka Funkcje Zrodlo
wirulencji
Cze$¢ blony zewnetrznej bakterii Gram- . . . . , . (Shephard et al
. ) i Odpowiada za oddziatywania pomiedzy komorka bakteryjng a :
ujemnych; zbudowany z lipidu A, |, A . 3 .. .| 2008;
LPS o . srodowiskiem; utrudnia penetracj¢ substancji do wnetrza komorki; .
rdzenia oligosacharydowego i antgygenu | .. . ) L : Huszczynski et
0 bierze udzial w wigzaniu jonéw metali; endotoksyna al. 2020)
Hamuje synteze¢ bialek w komodrkach eukariotycznych (modyfikuje i _
E Enzym z  klasy  mono-ADP- | inaktywuje eEF-2 — ang. eukaryotic elongation factor 2); aktywuje | (WU et al. 2015,
gzotoksyna A . .| Jurado-Martin et
rybozylotransferaz kaspazy prowadzace komoérke na droge apoptozy; hamuje | 2021)
wydzielanie IL-18; zmniejsza produkcje TNF-a, IL-6, IL-8 i IL-10.
Ll T i, il iy pekonirions |
Elastazy (LasA | LasB — obojetna  metaloproteaza tyne, g yp ’ @ yne (Wu et al. 2015;

Galdino et al.

LasB) (kofaktor: Zn?*/Ca?*); 2019)
LasA — metaloproteaza (kofaktor: Zn?*) gospodarza. .
] LasA — enzym degradujacy elastyne
; Enzym (Zn?*-metaloproteinaza), Aktyw1_ 1je kanat _sodowyl(eplthellgl sodlqm chapnel ('Ena(;) w (W et al. 2015;
roteaza . . o przebiegu mukowiscydozy; degraduje ludzki IFN-y; hamuje zuzycie o
. zawiera N-koniec wigzacy metale oraz ? . " | Jurado-Martin et
alkaliczna tlenu przez neutrofile stymulowane opsynizowanym zymosane;

C-koniec wigzacy jony Ca?".

degraduje lamining i fibronektyne.

al. 2021)

Fosfolipaza C

Enzym; Rodzaje: hemolityczna
fosfolipaza C (PIcH), niehemolityczna
fosfolipaza C(PIcN) oraz fosfolipaza C
(PIcB).

Katalizuje synteze diacyloglicerolu w komorkach eukariotycznych,
co wptywa migdzy innymi na apoptozg, onkogenez¢ oraz procesy
zapalne; degraduje fosfatydylocholing 1 sfingomieling w btonach
komoérkowych oraz wptywa na uszkodzenie surfaktantu ptucnego.

(Wu et al. 2015)

Piocyjanina

Niebieskozielony pigment fenazynowy

Bierze udzial w pozyskiwaniu zelaza, quorum sensing (QS) i
tworzeniu biofilmu; nasila stres oksydacyjny; uszkadza komponenty
komorkowe (enzymy, DNA), co prowadzi do apoptozy; stymuluje
uwalnianie eDNA, co nasila formowanie biofilmow

(Jayaseelan et al.
2014;  Jurado-
Martin et al.
2021)




Siderofor; chromopeptyd; skfada si¢ z

krotkiego ~ tancucha  peptydowego | Chelatuje kationy metali (gtownie zelaza); posredniczy w Braud et al
Piowerdyna przyczepionego do | dostarczeniu zelaza do komorki; bierze udziat w ochronie komorki (ZOZ%L; & &
diaminodihydroksychinoliny; barwnik | bakteryjnej przed toksycznymi jonami metali;
fluorescencyjny
Chelatuje kationy metali (gltéwnie zelaza); posredniczy w Braud et al
Piochelina Siderofor; pochodna tiazolidyny dostarczeniu zelaza do komorki; bierze udziat w ochronie komorki (20;%; & a
bakteryjnej przed toksycznymi jonami metali;
Blosurfaktanty glikozydowe zbudowane Zaburzaja aktywno$¢ makrofagéw; hamujg transport Sluzowo-
Z mono- lun diramnozy przylaczonej do i . . e o
, rzgskowy; wptywaja na swarming motility i formowanie biofilmu P. | (4a et al. 2014a;
3-hydroksy kwaséw tluszczowych. . . . S , . . '
.. . A aeruginosa; biorg udzial w dyspersji biofilmow; zwigkszaja | Wu et al. 2015;
Ramnolipidy Za ich syntez¢ odpowiadaja produkty v - . . . . . . .
. . . twitching motility w $rodowisku z niedoborem zelaza; degradujg | Jurado-Martin et
genow rlhA, rlhB i rlhC, ktorych ) . . ) : al. 2021)
. surfaktant plucny; degradujg potaczenia pomiedzy komoédrkami w | ¢
ekspresja jest regulowana przez system
. nabtonku oddechowym.
quorum sensing (QS).
ExoS — wptywa na wewnatrzkomérkowy transport pecherzykowy,
. EX0S i ExoT 3 ADP- prohferaCJ'Q, roznicowanie sig 'kornoreknoraz apoptoze; wpltywa na
Bialka bozylotransferazy(ADPRT) i bialka przetrwanie i1 rozpowszechnianie bakterii w ptucach. _
efektorowe fybozyX Y o ExoT — hamuje podzialy komorek eukariotycznych i utrudnia (W# e(tj_al. 2015|’
Ex0S ExoT aktywujace GTPaz¢ (GTPase-activating oienie Behzadi et al.
" ' | protein, GAP); ExoU — lipaza; ExoY — gojente. : : : . 2021)
ExoU i ExoY ’ ' ' ExoU — fosfolipaza powodujaca lize komorek eukariotycznych,
cyklaza adenylanowa. ; .
bierze udziat w szoku septycznym.
ExoY — dzialanie proapoptotyczne.
Glowny czynnik wptywajacy na S$miertelno$¢ u pacjentow z
mukowiscydoza; odpowiada za wystapienie $luzowatego wygladu (Sykes  2014:
poimer sy D-mamutonoueo | KInE e et sy dootcrns il bty | oo
Alginian kwasu L-guluronowego, jego synteza P Jeg ¢ Je) P a » WU €

jest zalezna od dziatania operonu algD

zatrzymywanie wody 1 skladnikow odzywczych wewnatrz
biofilméw; chroni P. aeruginosa przed odpowiedzig immnologiczng
gospodarza hamujgc aktywno$¢ ukladu dopeliacza i fagocytoze
przez makrofagi i neutrofile; sekwestruje wolne rodniki wydzielane

al. 2015; Jurado-
Martin et al.
2021)
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przez komorki uktadu odpornosciowego; wpltywa na aktywnosé
innych czynnikow wirulencji al. T3SS oraz rz¢ski; moze wigzaé
antybiotyki aminoglikozydowe utrudniajac ich penetracj¢ do wngtrza
biofilmu.

Polisacharyd zawierajacy podjednostki

(Rasamiravaka

Pel luk Zaangazowany w tworzenie biofilmu et al. 2015; Wu
gluxkozy et al. 2015)
Polisacharyd  sktadajacy si¢ z (Rasamiravak
. . . asamiravaka
Psl powtarzajacych  si¢  podjednostek Zaangazowany W tworzenie biofilmu et al. 2015; Wu
pentasacharydowych zbudowanych z D- et al. 2015)
mannozy, L-ramnozy i D-glukozy
(Das et al. 2014;
Rasamiravaka et
al. 2015; Wu et
Ujemnie natadowana makromolekula; | Zaangazowany w tworzenie biofilmu; Modyfikuje strukture | al. 2015; Wilton
eDNA ; . . e ot . . )
biopolimer kwasu nukleinowego biofilmu; Chelatuje kationy et al. 2016;
Arciola and
Campoccia
2018)
(Ha et al. 2014b;
. . . . e Sykes 2014,
Polarna wypustka zbudowana z wtdkna, Bierze udziat w adhezji do tkanek gospodarza; umozliwia Rasamiravaka et
haka i ciata podstawowego; ruch moze | poruszanie si¢ w srodowisku o zmniejszonej lepkosci (medium 0 | al. 2015; Wu et
Rzeska . . .. . L . . . . D At
odbywac¢ si¢ zgodnie lub przeciwnie do | obnizonej zawarto$ci agaru, wydzieliny gospodarza); bierze udziat | al. 2015; Arciola
ruchu wskazowek zegara; w swimming motility and Campoccia
2018; Liu et al.
2022)
(Sykes 2014;
Turnbull and
Pili typu IV | Pol ki o $rednicy 5-6 nm | o "
e ypu Darne wyb ustki o srednicy >-6 M | Biorg udziat w adhezji; biorg udziat w twitching motility; moga by¢ 2014;
(fimbrie  typu | dlugosci 1-4 um; zbudowane z bialka 3 dukcie biofilmu i ‘- komorok Rasamiravaka et
V) piliny zaangazowane w produkcje¢ biofilmu i agregacje komorek. al. 2015: Wu et

al. 2015; Jurado-
Martin et al.
2021)




Oporno$¢ P. aeruginosa na $rodki przeciwdrobnoustrojowe, warunki srodowiskowe
oraz uktad odpornosciowy gospodarza moze by¢ rowniez zwigkszona dzigki stosowanym
strategiom przetrwania, w tym zdolnosci do tworzenia biofilmow (Das et al. 2014; Wu et al.
2015). Biofilm bakteryjny to ztozona trojwymiarowa struktura sktadajaca si¢ z komorek (5-
35% objetosci) otoczonych macierza zewnatrzkomorkowa (ang. exopolymeric substances,
EPS) (Del Pozo and Patel 2007; Wu et al. 2015). Macierz zewnatrzkomorkowa zawiera
gtéwnie polisacharydy, biatka, eDNA, RNA, wode, metabolity wtérne (np. ramnolipidy,
piocyjaning) oraz, w przypadku niektorych bakterii, rowniez siderofory (Arciola and
Campoccia 2018; Panlilio and Rice 2021). Zdolno$¢ do tworzenia biofilmow moze, ale nie
musi by¢ powigzana z produkcjg alginianu. Szczepy P. aeruginosa wytwarzajace ten
polimer sg szczegolnie niebezpieczne dla osob chorujgcych na mukowiscydoze, poniewaz
tworza bardzo oporne biofilmy o ztozonej budowie przestrzennej, w ktérych gléwnym
sktadnikiem macierzy jest wlasnie alginian. Opisano wiele gendéw zaangazowanych w
synteze tej substancji. Dwanascie z nich, tworzgcych operon algD odpowiada m.in. za
syntez¢ prekursoréw alginianu, polimeryzacje, modyfikacj¢ oraz eksport gotowego
produktu poza komorke. Z kolei szczepy nieprodukujace alginianu réwniez tworzg biofilmy,
ale w tym przypadku macierz zewnatrzkomorkowa jest zbudowana z polisacharydow
kodowanych przez geny psl (polisacharyd bogaty w mannozg) oraz pel (polisacharyd bogaty
w glukoze) (Wu et al. 2015).

Rola macierzy zewnetrznej jest ochrona komorek bakterii przed szkodliwymi
warunkami $rodowiska i1 substancjami przeciwbakteryjnymi, ktorych penetracja jest
ograniczona. Dodatkowo moze dochodzi¢ do inaktywacji enzymatycznej $rodkow
przeciwdrobnoustrojowych przez enzymy wewnatrz biofilmow (Del Pozo and Patel 2007,
Das et al. 2014). Kolejnym istotnym skladnikiem biofilmu jest eDNA, czyli DNA
pozakomorkowe (ang. extracellular). Uwalnianie czgsteczek DNA z komoérek moze
zachodzi¢ poprzez lize komorek indukowang przez profagi, enzymy, biatka o aktywnos$ci
litycznej, a takze metabolity takie jak barwniki fenotiazynowe (Das et al. 2014). eDNA moze
rozni¢ si¢ budowa od DNA genomowego, poniewaz podczas uwalniania DNA poza
komorke czesto dochodzi do fragmentacji tancucha i zmiany struktury czasteczki (Panlilio
and Rice 2021). Na fakt, ze eDNA bierze istotng rol¢ w powstawaniu i funkcjonowaniu
biofilmu wskazuje to, ze dodanie DNazy (enzymu trawigcego DNA) prowadzi do
zahamowania powstawania biofilmu oraz dyspersji juz uformowanych struktur, a biofilmy

ubogie w eDNA s3a bardziej podatne na dziatanie dodecylosiarczanu sodu (SDS)
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(Rasamiravaka et al. 2015; Wu et al. 2015). Wiadomo réwniez, ze powstawanie biofilmow
wokot pofragmentowanego eDNA jest nasilone (Panlilio and Rice 2021). Rola eDNA jest
przede wszystkim stabilizowanie i wzmacnianie macierzy zewnatrzkomorkowej, transfer
genéw miedzy komoérkami, dostarczanie sktadnikow odzywczych do komorek oraz
modulacja odpowiedzi immunologicznej gospodarza (Arciola and Campoccia 2018; Panlilio
and Rice 2021). eDNA wptywa rowniez na wczesng adhezje bakterii do powierzchni,
agregacje komorek i tworzenie mikrokolonii (Das et al. 2014). eDNA zwigksza rowniez
hydrofobowo$¢ powierzchni komoérki bakteryjnej, co korzystnie wptywa na zdolno$¢ do
adhezji (Panlilio and Rice 2021). Chelatacja kationow metali przez eDNA powoduje takze
zmiane wlasciwosci powierzchniowych komorki bakteryjnej, co moze bezposrednio
wplywac¢ na zmniejszenie jej wrazliwosci na substancje przeciwdrobnoustrojowe, a takze
stabilizuje warstwe LPS (Das et al. 2014). eDNA utatwia rowniez ekspansj¢ biofilmu opartg
na mechanizmie twitching motility oraz zapobiega pozostawaniu ruchliwych komorek typu

swarmer wewnatrz biofilmu (Rasamiravaka et al. 2015; Panlilio and Rice 2021).

Wytwarzanie biofilmow jest warunkowane mozliwoscig przyczepiania si¢ (adhezji)
bakterii do powierzchni ozywionych (biotycznych) i nieozywionych (abiotycznych). Wsrod
powierzchni ozywionych wymieni¢ mozna przede wszystkim tkanki i narzady gospodarza
(skora, zeby, ucho srodkowe, pecherz moczowy i ptuca), szczegodlnie u 0sob przebywajacych
w szpitalach, z obnizong odpornoscig a takze po zabiegach chirurgicznych. Przyktadem
powierzchni abiotycznych podatnych na powstawanie biofilmu sg na przyktad narzedzia
medyczne, opatrunki oraz inne elementy wyposazenia szpitalnego, a takze implanty,

cewniki, zastawki i stenty naczyniowe (Kirmusaoglu 2019; Li et al. 2019).

Adhezja jest pierwszym etapem powstawania biofilmu i1 poczatkowo ma charakter
odwracalny. Wraz z uptywem czasu adhezja przestaje by¢ odwracalna i rozpoczyna si¢ etap
rozwoju wlasciwego biofilmu polegajacy na otaczaniu komoérek macierzg polisacharydowa,
oraz na dalszym dojrzewaniu tej struktury. Ostatnim etapem jest dyspersja, czyli
rozproszenie komorek w sSrodowisku (Liu et al. 2022). Na sit¢ adhezji wptywajg wlasciwosci
fizykochemiczne zar6wno komorki bakteryjnej, jak 1 powierzchni, z ktora takie
oddziatywanie ma miejsce. W szczegolnosci istotne sg takie parametry jak hydrofobowos$é,
chropowatos$¢/porowatos¢ i tadunek powierzchniowy (Azelmad et al. 2018; Sobierajska et
al. 2021a; Liu et al. 2022). Adhezja moze by¢ oparta na sitach van der Waalsa,
oddziatywaniach elektrostatycznych lub oddzialywaniach typu kwas Lewisa — zasada

Lewisa (Azelmad et al. 2018). Na formowanie biofilméw wptywaja réwniez warunki
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srodowiska, w szczegolnosci pH, sktad pozywki, ci$nienie osmotyczne, dostepnosé
sktadnikéw odzywczych oraz natlenienie Srodowiska (Liu et al. 2022). Ze strony komorki
bakteryjnej, oprocz sktadu EPS 1 LPS, istotnym czynnikiem warunkujacym adhezje jest
réwniez obecnos$¢ na powierzchni komorki rzgski, fimbrii i pili, ktore petnig funkcje adhezyn

powierzchniowych (Arciola and Campoccia 2018; Liu et al. 2022).

Biofilmy odpowaidaja przede wszystkim za ograniczeniem dyfuzji substancji
przeciwdrobnoustrojowych, co przyczynia si¢ do spadku wrazliwosci bakterii w tej formie
w porownaniu z komoérkami wolno zyjacymi. Dodatkowo struktura biofilméw nie jest
jednorodna 1 komorki roznig si¢ od siebie aktywnoscig metaboliczng. Szczegdlnym
przypadkiem sa komorki typu persister, wystepujace najczesciej w glegbszych warstwach
biofilmoéw, pozostajace w u$pieniu, az do czasu dyspersji biofilmu, polegajacej na
uwolnieniu komoérek z macierzy polisacharydowej 1 rozprzestrzenieniu ich w §rodowisku
(Kirmusaoglu 2019). Komorki typu persister charakteryzujg si¢ zmniejszong wrazliwos$cig
na wigkszos$¢ substancji przeciwdrobnoustrojowych i czgsto to od nich zalezy przetrwanie
populacji bakterii w $rodowisku. Ponadto, w strukturze biofilmu moze dochodzi¢ do
horyzontalnego transferu genéw (HGT), co utatwia nabycie mechanizméw opornosci na
substancje przeciwdrobnoustrojowe. Duza g¢sto$¢ komorek wptywa z kolei na zmniejszenie
natlenienia w glgbszych warstwach biofilmu i nawet jesli antybiotyk przeniknie przez
macierz zewnatrzkomoérkowa, to jego aktywno$¢ jest ograniczona, co zostato
zaobserwowane np. w przypadku ciprofloksacyny (Del Pozo and Patel 2007). Podczas
dojrzewania biofilmow zachodzg zmiany obejmujace przede wszystkim zmniejszenie
ruchliwos$ci komorek, zmniejszenie syntezy enzymow (proteaz i fosfolipaz), zmniejszenie

syntezy i wydzielania egzotoksyn i sideroforow (Guta et al. 2018).

Biorgc pod uwage powyzsza charakterystyke, nietrudno jest zauwazy¢, ze biofilmy
znacznie r6znig si¢ wrazliwoscig od form planktonicznych bakterii, stad niezwykle istotna
jest ocena wplywu materiatow implantacyjnych 1 ich pojedynczych sktadnikow (w tym

jondéw lantanowcdw) nie tylko na formy planktoniczne, ale rowniez na biofilmy bakteryjne.

Ekspresja gendw odpowiedzialnych za aktywno$¢ poszczegdlnych czynnikoéw
wirulencji oraz produkcje biofilméw pozostaje pod kontrola wielu systemoéw
regulatorowych. U P. aeruginosa istniejg trzy gldwne systemy regulatorowe: system TCS
(ang. two-component system), system DGC (ang. diguanylate cyclase system) i systemy

oparte na QS (ang. quorum sensing). System TCS sklada si¢ z kinazy sensorowej
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zlokalizowanej w blonie cytoplazmatycznej oraz ze zlokalizowanego w cytoplazmie
regulatora. Pod kontrolg systemu TCS pozostajg fimbrie typu cup oraz fimbrie typu IV
bioragce udzial w adhezji bakterii, a takze polisacharydy zaangazowane w tworzenie
macierzy biofilmu (alginia, Pel i Psl). Do systeméw TCS zalicza si¢ rowniez system Gac
sktadajacy si¢ z kinazy GacS 1 regulatora GacA. System Gac reguluje ekspresje srRNA
(ang. small regulatory RNA), ktoére wigza RSMA, co powoduje aktywacje genow
wplywajacych na powstawanie biofilmow (Guta et al. 2018). Drugi system — c-di-GMP
(cyclic dimeric (3°-5’) GMP) - kontroluje powstawanie biofilmu oraz innych czynnikow
wirulencji. U P. aeruginosa zidentyfikowano 17 réznych cyklaz diguanylanowych (DGC)
zaangazowanych w synteze c¢-di-GMP. Jednym z nich jest biatko SiaD, ktore wptywa na
agregacje komorek. SiaD pozostaje pod kontrolg operonu siaABCD (Chen and Liang 2020).
c-di-GMP bierze rowniez udzial w obrobce potranskrypcyjnej i potranslacyjnej w komorce,
a efekt koncowy moze zaleze¢ od interakcji z biatkami efektorowymi zaangazowanymi w
synteze rzgski i Pel. Wérod biatek DGC wyrdzni¢é mozna WspR (ang. wrinkly spreader
phenotype), ktore powoduje pojawienie si¢ charakterystycznego fenotypu z duza iloScia
egzopolisacharydu. Niektore DGC sg rowniez sktadnikami systemu TCS, na przyktad SadC
wplywa na czynnik RsmA systemu Gac/Rsm. Zwigkszona ilo$¢ c-di-GMP moze réwniez
prowadzi¢ do zahamowania syntezy rzeski poprzez zablokowanie aktywatora genu fleQ. Na
syntez¢ rze¢ski moze rowniez wptywaé HsbD nalezacy do DGC. Aktywacja tego systemu
wplywa na produkcje¢ bofilmu, chemotaksje oraz ruch typu swimming i swarming (Guta et
al. 2018).

Trzeci z systemow oparty jest na quorum sensing (QS), czyli mechanizmie
wykrywania gestosci, ktory pozwala bakteriom na ,,komunikacj¢” za pomocg wydzielanych
czasteczek sygnatowych. QS obejmuje cztery podsystemy: Las i Rhl wykorzystujace
laktony N-acylo homoserynowe (3-ox0-C12-HSL i C4-HSL) — AHL; system PQS
wykorzystujacy PQS (2-heptylo-3-hydroksy-4-chinolon) jako czasteczke sygnatowa oraz
system 1QS oparty na QscR. Systemy Las i Rhl dziatajg na zasadzie wydzielania czasteczek
sygnatowych AHL do §rodowiska, ktore nastepnie moga by¢ wigzane przez receptory LasR
1 RhIR, nalezace do rodziny LuxR. Pod kontrolg systemow zaleznych od Rhl pozostaje wiele
czynnikow wirulencji, takich jak: produkcja elastazy, piocyjaniny czy ramnolipidu,
natomiast system Las reguluje produkcj¢ elastazy, endotoksyny A, proteazy alkalicznej i

produkcje¢ biofilmu. System PQS reguluje na przyklad syntezg¢ elastazy, piocyjaniny i
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produkcje¢ biofilmu, natomiast system QscR produkcje¢ elastazy i ruchliwo$¢ komorki (Guta
et al. 2018).

1.2 Nowoczesne alternatywne strategie w walce z zakazeniami wywolywanymi przez

wielolekooporne szczepy P. aeruginosa

Na przebieg infekcji, poza czynnikami wirulencji, wyptywa rowniez trudno$¢ w
dobraniu leku wynikajaca ze stale rosngcej opornosci na antybiotyki wsrdd patogenow.
Opornos¢ moze by¢ wrodzona 1 wynika¢ z cech strukturalnych lub funkcjonalnych komorki
lub nabyta czyli zwigzana z przekazywaniem gendw opornosci za pomocg plazmidow lub
transpozon6éw na drodze HGT (horyzontalnego transferu gendéw) lub powstata w wyniku
mutacji w bakteryjnym chromosomie (Li and Webster 2018). Istnieje rowniez opornosc¢
adaptacyjna, ktéra polega na zmianach w ekspresji genow 1 produkcji biatek pod wplywem
obecnos$ci antybiotyku w $rodowisku. Jest to natomiast mechanizm nietrwaty i bakterie
ponownie uwrazliwiaja si¢ po usunieciu leku ze $rodowiska (Moradali et al. 2017).

Mechanizmy opornosci wrodzonej, nabytej i adaptacyjnej zostaly przedstawione w Tabeli 2.

Tabela 2. Mechanizmy oporno$ci wrodzonej, nabytej i adaptacyjnej P. aeruginosa (na
podstawie (Moradali et al. 2017)

Mechanizm
. Charakterystyka Przyklad
opornosci
Opornos¢ wrodzona
Uwarunkowane genetycznie . .
s s g . .o .. | Opornos¢ na  wiele
Budowa komorki wlasciwosci komorki uniemozliwiaja

dostanie si¢ leku do jej wnetrza. substancji.

Brak mozliwosci zwigzania leku 1

Brak miej i i o 1
FAK TIESC Wigzalla | 4 tania si¢ do wnetrza komorki.

Opornos¢ na triclosan.

Zmniejszenie 1ilosci niespecyficznych

- . .. | biatek porynowych powodujace Opornos¢ na
Zmniejszenie dyfuzji - . . . | karbapenemy
zmniejszenie przepuszczalnos$ci
L cefalosporyny
komorki.

Pompy efflux (np. Oporno$¢ na antybiotyki z

Aktywne  usuwanie substancji =z

MexAB-OprM, Komorki roznych klas oraz $rodki
MexXY-OprM/A) ) dezynfekcyjne.

Opornos¢ na
B-laktamazy (AmpC) | Hydroliza antybiotykow aminopenicyliny

cefalosporyny.

Opornos¢ nabyta

Warunkowana przez mutacje w chromosomie
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Opornos¢ na antybiotki -

Wysoka  aktywno$¢  zwigzana  z | laktamowe (tykarcylina,
i inaktywacjg represora ampC (ampD) na | piperacylina),
p-laktamazy (AmpC) drodze mutacji oraz mutacji punktowej | monobaktamy oraz
w ampR. cefalosporyny Il i IV
generacji.
Pompy efflux
(MexAB-OprM, . . .,
MexXY-OprM/A, ﬁolitnyg/rl?ie usuwanie  substancji z Eef)rggn(;sncem na
MexCD-OprJ, : penemy
MexEF-OprN)
- . " - T Opornos¢ na
Zmniejszenie dyfuzji | Zmniejszenie ilosci poryn OprD. Karbapenemy.
Mutacje w miejscach
docelowych Mutacje gyrA i gyrB (gyraza DNA) oraz | Oporno$¢ na
dziatania parC i parE (topoizomeraza 1V). fluorochinolony
antybiotyku

Warunkowana przez plazmidy

ESBL (B-laktamazy

Oprno$¢ na antybiotyki [3-

plazmid.

0 rozszerzonym . . . laktamowe, w  tym

spektrum dzialanigll) i Hydroliza antybiotykéw karbapenemy g i

karbapenemazy cefalosporyny
Obserwowana w wyniku mutacji w

Gen mcr-1 chromosomie lub transferu przez | Oporno$¢ na kolistyng

Opornos¢ adaptacyjna

Mutacje w genach
nfxB, orfN, gyrA i
gyrB
zaangazowanych w
sygnalizacje¢
cyklicznego di-GMP

Mutacja nfxB powoduje zwickszenie
produkcji pompy MexCD-Opr.J.

Opornosé
fluorochinolony

na

Mutacje genetyczne

Zwigkszenie oporno$ci w obecnosci

kolistyny.

Opornos¢ na kolistyng.

Zmiana  struktury
lipidu A w LPS

Mutacje w systemach PhoP-PhoQ,
PmrA-PmrB, CprR-CprS i ParR-ParS.

Opornosé
aminoglikozydy,
polimyksyny i kationowe
peptydy.

na

Oporno$¢ na antybiotyki wynika gléwnie ze zmniejszenia przepuszczalnosci btony

zewngtrznej, produkcji enzymodw rozktadajacych leki oraz obecnosci systemow efflux (Gula

et al. 2018). Pompy efflux nalezg do rodziny pomp RND (ang. resistance-nodulation-

division) i zbudowane sg z trzech sktadnikow: biatka MFP (ang. periplasmic membrane

fusion protein), czynnika OMF (ang. outer-membrane factor) oraz transportera RND.

Istnieje kilka dobrze scharakteryzowanych pomp efflux u P. aeruginosa: MexAB-OprM,

MexXY/OprM(OprA),

MexCD-OprJ i MexEF-OprN.

Pompy MexAB-OprM i
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MexXY/OprM(OprA) powszechnie wystepuja u wielu szczepow klinicznych i ich rolg jest
usuwanie réznych antybiotykéw. W przypadku genow mexCD-oprJ i mexEF-oprN
obserwowana ekspresja jest stosunkowo niska u szczepdéw dzikich stad przekonanie o ich
niewielkiej roli w oporno$ci wrodzonej. Inne rodzaje pomp, takie jak MexJK, MexMN,
MexVW, MexGHI-OpmD, MexPQ-OpmE i TriABC nie sg ekspresjonowane u szczepow
dzikich, ale moga odgrywac rol¢ w opornosci adaptacyjnej na antybiotyki i inne $Srodki
bakteriobdjcze (Moradali et al. 2017). Specyficznos¢ pomp efflux P. aeruginosa ilustruje

Rycina 2.
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Amineglikozydy
MexXY-OprM

Rycina 2. Specyficznos¢ pomp efflux P. aeruginosa wobec wybranych grup antybiotykoéw
(Henderson et al. 2021)

Mechanizm polegajacy na zmniejszeniu przepuszczalnosci btony komorkowej P.
aeruginosa pozwala z kolei na ograniczenie przedostawania si¢ szkodliwych dla komorki
substancji z otoczenia. W przypadku bakterii Gram-ujemnych istnieje dodatkowa ochrona
w postaci blony zewnetrznej, ktora uniemozliwia naptyw duzych hydrofilowych czasteczek.
Ze wzgledu na wielko$¢ i charakter chemiczny nie moga one przechodzi¢ bezposrednio
przez blong i aby przedosta¢ si¢ do komorki musza wykorzysta¢ poryny, ktore sg
biatkowymi kanalami wypetlionymi wodg. Cze$¢ antybiotykow, ktore maja charakter
hydrofilowy (B-laktamy, aminoglikozydy, tetracykliny, niektore fluorochinolony i
chinolony) moga z tatwos$ciag wnika¢ do komorek przez poryny. Jednym ze sposobdéw na
ograniczenie takiego transportu jest celowe zmniejszenie ilo$ci tych transporterow, co
prowadzi do zwigkszonej opornosci bakterii (Wu et al. 2015; Guta et al. 2018). Zmniejszona
przepuszczalnos¢ moze tez wynika¢ ze zmian w strukturze LPS (Gutla et al. 2018). Opornos¢

na antybiotyki moze by¢ réwniez zalezna od systemow QS. Przyktadowo system las
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zwigzany jest z ekspresja genu mexY kodujacego biatko mexY, ktore jest glowna
podjednostkg systemu MexXY-oprM, ktory jest zaangazowany w opornos¢ na
aminoglikozydy (Moradali et al. 2017). Mechanizmy opornosci P. aeruginosa zostaty

przedstawione na Rycinie 3.
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Rycina 3. Mechanizmy oporno$ci P. aeruginosa z podzialem na oporno$¢ wrodzona, do
ktorej zalicza si¢: zmniejszong przepuszczalnos$¢ btony komorkowej (1), pompy efflux (2),
enzymy modyfikujace enzymy (4) oraz enzymy inaktywujace antybiotyki (5); opornosé
nabyta, do ktorej zalicza si¢: opornos$¢ nabytg dzigki horyzontalnemu transferowi genow
opornosci oraz mutacjom w genomie (6); oraz oporno$¢ adaptacyjna, do ktorej zalicza si¢
formowanie biofilmu (Qin et al. 2022)

1.2.1 Nanotechnologia jako alternatywna terapia przeciwbakteryjna

Niepokojacym jest t0, ze oprocz antybiotykdw, na przestrzeni lat stale odnotowuje si¢
réwniez oporno$¢ drobnoustrojow na niektore srodki dezynfekcyjne (Hoff and Akin 1986;
Kim et al. 2018; Bakht et al. 2022). Z tego wzgle¢du zaczeto intensywnie poszukiwaé terapii
alternatywnych przeciwko patogenom wielolekoopornym (ang. multi-drug resistant, MDR),
takim jak P. aeruginosa, ktore pozwolilyby na ograniczenie konieczno$ci stosowania
antybiotykow. Wsrdd takich terapii wymienia si¢ stosowanie antybiotykéw w potaczeniach
z innymi lekami lub substancjami wspomagajacymi ich dzialanie, terapi¢ bakteriofagowa,
peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang. antimicrobial peptides, AMP), terapi¢ z

wykorzystaniem przeciwcial, terapi¢ fotodynamiczng, zwiazki pochodzenia roslinnego oraz
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nanoczastki, szczegoOlnie te oparte na jonach metali o wlasciwos$ciach
przeciwdrobnoustrojowych (Dorotkiewicz-Jach et al. 2015; Mulani et al. 2019). Jony metali
wydawaly si¢ by¢ obiecujagcym rozwigzaniem w walce z lekoopornymi szczepami, jednak
niektore z nich, zwlaszcza w wyzszych stezeniach wykazuja cytotoksyczno$¢ wobec
komorek eukariotycznych. Niestety, stosowanie nizszych, czesto subletalnych dawek moze
prowadzi¢ do rozwoju mechanizmow opornosci wsrod patogenow (Klasen 2000; Lara et al.
2011; Tite et al. 2018; Terzioglu et al. 2022). Zmniejszenie stezenia jondw, a W
konsekwencji ich cytotoksyczno$ci, bez utraty dziatania przeciwbakteryjnego, mozna
uzyskac poprzez taczenie roznych jonow (Garza-Cervantes et al. 2017; Poole 2017; Vaidya
et al. 2017; Bankier et al. 2019; Vaidya et al. 2019; Yilmaz et al. 2019; Pormohammad and
Turner 2020) oraz wprowadzenie ich w formie domieszek do nanomateriatlow. Polgczenie
jonéw metali, metali w formie niejonowej oraz lekéw (antybiotykow, lekéw
przeciwzapalnych czy przeciwnowotworowych) z nanoczastkami daje mozliwo$¢
otrzymania specjalistycznego systemu dostarczania substancji aktywnej do miejsca jej
dziatania z kontrolowanym uwalnianiem. Niestety, odnotowano réwniez rozwdj
antybiotykoodporno$ci w obecnosci specyficznych jonéw metali, dlatego takie polaczenia
nie moga by¢ postrzegane jako ztoty $srodek (Hobman and Crossman 2015; Poole 2017;
Wang and Hu 2017).

Nanorozmiarowe zwigzki to bardzo szeroka grupa materiatow, ktore charakteryzuja
si¢ matymi rozmiarami (przynajmniej jeden z wymiaréw musi mie¢ ponizej 100 nm).
Niezwykle maly rozmiar powoduje, ze maja one inne wlasciwosci fizykochemiczne oraz
aktywno$¢ biologiczna, co wynika ze zwigkszonego stosunku powierzchni do objetosci
(Khan et al. 2019). Generalnie im mniejszy rozmiar tym latwiejsza penetracja czastek
danego zwiazku do wnetrza komorki (Franco et al. 2022). Nie zawsze jednak mniejszy
rozmiar czgstki 0znacza wyzszg toksycznos¢ zwigzku i poza rozmiarem do najwazniejszych
wlasciwosci fizykochemicznych zalicza si¢: jej ksztalt, morfologi¢ powierzchni, strukture
krystaliczng oraz jej tadunek powierzchniowy (Wang and Hu 2017). Nanorozmiarowe
czastki o ksztalcie kulistym sg najcze$ciej spotykane, natomiast wyzszg aktywnoscig
antybakteryjng charakteryzuja si¢ zazwyczaj formy szeScienne (ang. nanocubes) i
pateczkowate (ang. nanorods). Ponadto uwaza si¢, ze wlasciwosci antybakteryjne
zwigkszajg si¢, kiedy czastki maja nieregularne brzegi, ostre wypustki lub nieréwnosci
powierzchni. Trzecia cecha, ktora istotnie przyczynia si¢ do aktywnosci

przeciwdrobnoustrojowej jest tadunek powierzchniowy. Nanorozmiarowe czastki dodatnio
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natadowane s3 bardziej aktywne ze wzgledu na oddzialywania elektrostatyczne z ujemnie
natadowanymi powierzchniami komorek bakteryjnych. Nanoczastki o uyjemnym tadunku sg

czesto nieaktywne wobec wickszos$ci bakterii (Franco et al. 2022).

Wilasciwosci antybakteryjne metali i ich jonow sa znane od lat. Oprécz srebra
(jonowego 1 metalicznego), ktore jest czesto opisywane jako genotoksyczne i1 cytotoksyczne,
takie metale jak ztoto, miedz, cynk, magnez, zelazo, bizmut, gal, tytan, kobalt, nikiel 1
molibden posiadaja udowodniong aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa i sg wykorzystywane
do syntezy nanorozmiarowych zwigzkow. Skuteczno$¢ dziatania takich materiatlow
zaobserwowano szczegdlnie wobec bakterii Gram-ujemnych, ogolnie uwazanych za
bardziej oporne na powszechnie stosowane $rodki przeciwdrobnoustrojowe (Kolmas et al.
2014; Tite et al. 2018; Wu et al. 2018; Sobierajska et al. 2021a). Z drugiej strony
udowodniono, ze nanorozmiarowe czastki sa mniej aktywne wobec bakterii Gram-
dodatnich, co przypisuje si¢ grubszej $cianiec komorkowej u bakterii G+, ktora dziata jak
bariera utrudniajagca penetracj¢ nanoczastek. Ponadto, ujemny tadunek na powierzchni
bakterii Gram-ujemnych nadany przez lipopolisacharyd zwigksza powinowactwo do
kationow (Slavin et al. 2017). Mozliwe mechanizmy dziatania jonow metali sg szeroko
badane, a ich dziatanie przeciwbakteryjne przypisuje si¢ gldwnie zdolnosci do (Lemire et al.
2013; Kolmas et al. 2014; Wang and Hu 2017):

uposledzenia dziatania bialek (w tym enzymow),

— produkcji reaktywnych form tlenu (RFT) (prowadzacej do stresu oksydacyjnego),

— zaburzen struktury 1 funkcjonowania btony komorkowej, co prowadzi do
stopniowego uwalniania biatek i LPS,

— uszkodzen materiatu genetycznego.

Co wigcej nanorozmiarowe czastki metali utrudniaja formowanie biofilmow. Taka
aktywno$¢ wykazano m.in. dla czgstek zlota, srebra, magnezu czy nanometrycznych
tlenkéw ZnO 1 CuO. W zapobieganiu formowania biofilméw istotng role, oprocz matych
rozmiaro6w nanoczastek, odgrywa rowniez ich ksztalt — wydtuzone (ang. rod like shape) sa
bardziej aktywne od kulistych (ang. spherical shape). Cz¢$ciowo aktywnos¢ nanoczastek
jest rbwniez zwigzana z uwalnianymi przez nie jonami metali, co powinno mie¢ stopniowy
1 powolny charakter, zapewniajac przedluzenie aktywnos$ci antybakteryjnej. Wolne jony
wchodza w reakcje z grupami -SH, -NH i -COOH biatek i kwasow nukleinowych,

powodujac inaktywacje enzyméw oraz wpltywajac bezposrednio na strukture 1 funkcje
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komorki bakteryjnej (Wang and Hu 2017). Nalezy jednak pamigtaé, ze na aktywno$¢
antybakteryjng nanorozmiarowych zwigzkoéw domieszkowanych jonami metali wptywa
zarowno domieszka, jak 1 wlasciwosci  fizykochemiczne  czastek.  Efekt
przeciwdrobnoustrojowy jondw metali bedzie zalezat przede wszystkim od ich stezenia w
materiale oraz wptywu matrycy i otaczajgcego srodowiska na uwalnianie jonow (Mocanu et
al. 2021). Mechanizm aktywno$ci antybakteryjnej nanoczastek metali jak rowniez

uwalnianych z nich jonéw metali zilustrowano na Rycina 4.

Duzg nadzieje poktada si¢ rowniez w materiatach wspotdomieszkowanych, w ktorych
najczesciej wykorzystuje sie efekt synergii jonéw o potwierdzonej aktywnos$ci
przeciwbakteryjnej (np. par jonow Cu?*/Zn?* (Sobierajska et al. 2021a) czy Ag*/Cu?* (Yang
et al. 2009) lub jon o aktywnosci przeciwbakteryjnej oraz jon, ktéry zmniejsza jego
toksyczno$¢ lub zwiekszaja rozpuszczalno$é w wodzie, ale sam w sobie ma niskg aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa (np. para jonow Zn?*/Sr?*) (Ravi et al. 2012; Rewak-soroczynska
et al. 2022). Jednym ze sposobow na jednoczesne podanie dwoch lub wigcej jondw jest

wprowadzenie ich do matrycy hydroksyapatytu wapnia.
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Rycina 4. Mechanizm antybakteryjnej aktywnosci nanoczastek metali polegajacy na: a)
oddziatywaniach fizycznych pomi¢dzy nanoczastkami a komorka bakteryjna; b)
uwalnianiu jonéw metali; ¢) zwigkszaniu produkcji reaktywnych form tlenu (Franco et al.
2022)

1.2.2 Hydroksyapatyt wapnia

Hydroksyapatyt wapnia (HAp) (Ca10(POa4)s(OH)2) to zwigzek naturalnie wystgpujacy
w organizmie cztowieka jako sktadnik kosci i zgbow. Mozna go réwniez znalez¢ w innych
organizmach, np. u koralowcow. Na whasciwosci fizykochemiczne hydroksyapatytu wapnia

wplyw ma miedzy innymi stosunek atoméw wapnia do fosforu (Ca/P), ktéry powinien
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wynosi¢ 1,67 (HAp stechiometryczny), natomiast otrzymuje si¢ réwniez materiaty
niestechiometryczne, w ktorych ten stosunek odbiega od wyznaczonego (Damien and Revell
2004; Tite et al. 2018).

Przyktadem materiatow niestechiometrycznych sa naturalne zwigzki o strukturze
hydroksyapatytu, w ktorych znajduje si¢ zredukowana ilo$¢ wapnia w czasteczce (ang.
calcium-deficient) na korzysc¢ innych jonow. HAp znajdujacy si¢ w kosciach jest na przyktad
bogaty w fluor, ktory czesciowo zastepuje grupy hydroksylowe, oraz w niewielkiej ilosci w
inne jony pierwiastkow, takich jak magnez, sod (zastepujace w strukturze wapn) czy krzem
(zastepujacy grupy fosforanowe). W naturalnym apatycie budujagcym kosci wystepuje
dodatkowo grupa weglanowa, ktéra moze by¢ zaréwno podstawiona w miejscu grupy
hydroksylowej (typ A) jak i fosforanowej (typ B) (Tite et al. 2018). Obecnosé
hydroksyapatytu wapnia w tkance kostnej warunkuje jej sztywno$¢, natomiast za jej
elastycznos¢ odpowiada kolagen, ktory wraz z innymi biatkami tworzy frakcje organiczng.
W tkance kostnej krysztaly hydroksyapatytu wypetniaja przestrzenie pomigdzy peczkami
wilokien kolagenowych, co ilustruje Rycina 5. (Yilmaz et al. 2019).
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OSTEON

(~ 200 pm) N o=
1 i
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Rycina 5. Mikro- i nanostruktura kosci z uwzglednieniem miejsca wystepowania
hydroksyapatytu (Sadat-Shojai et al. 2013)

Podobienstwo apatytu otrzymywanego Syntetycznie do apatytu naturalnie
wystepujacego skutkuje stosunkowo niska toksycznos$cig wobec organizméw zywych.
Wysoka biokompatybilno$¢ z osteoblastami i osteoklastami (in vitro) z kolei zwigzana jest
z duza porowato$cig i strukturalnym podobienstwem do naturalnej kosci. Powoduje to
korzystny wplyw na wzrost ko$ci po wszczepieniu implantow na bazie HAp (Kolmas et al.

2014; Tite et al. 2018; Zhang et al. 2020).
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Na wiasciwosci fizykochemiczne i aktywno$¢ biologiczng otrzymanych materialow
nie wplywaja jedynie domieszki, istotna jest rOwniez metoda ich otrzymywania. Istnieje
wiele technik pozwalajacych na otrzymanie apatytu, ktore r6znig si¢ od siebie warunkami,
czasem trwania i przygotowaniem substratow. Wiasciwy dobor techniki syntezy pozwala na
otrzymanie produktu o pozadanej formie (proszki, granule czy powtloki) oraz ksztalcie
(ziarna kuliste, wydtuzone w formie pateczek czy igietek lub ptatki) roznigce si¢ wielkoscig

(skala nano lub mikrometryczna) (Tite et al. 2018).

Naturalny hydroksyapatyt moze by¢ pozyskany z kosci zwierzat (krow, $win,
wielbladow, owiec), ich zgbow (krowy, owce), skorupek jaj kurzych, muszli skorupiakéw i
$limakéw oraz cial matw. Zrodtem roslinnym sa z kolei czerwone algi wykorzystywane w
cato$ci. Warto zauwazy¢, ze niektdre surowce pozwalaja uzyskaé HAp jedynie po ich
oczyszczeniu, wysuszeniu 1 wypaleniu (ko$ci, zg¢by), inne natomiast wymagaja
dodatkowego oczyszczenia lub reakcji chemicznych przy udziale kwasu fosforowego lub
soli fosforanowych, poniewaz surowiec naturalny moze zawiera¢ inne zwigzki wapnia

(najczesciej CaCOg) (Tite et al. 2018).

Wsréd metod syntezy chemicznej mozna natomiast wyr6zni¢ techniki mokre (ang.
wet-chemistry methods), do ktorych zalicza si¢ metode straceniows, metode hydrotermalna,
metode zol-zelowa, techniki suche oraz topnikowe (Kolmas et al. 2014; Tite et al. 2018).
Jedng z najpopularniejszych metod jest metoda stragceniowa, ktéra pozwala na uzyskanie
nanorozmiarowych czastek. Ta technika polega na zastosowaniu temperatury od pokojowe;j
do 200°C, a wtasciwosci otrzymanych materiatdw moga by¢ modyfikowane przez zmiang
stezenia reagentow | pH mieszaniny reakcyjnej. Zalezg réwniez od temperatury i czasu

reakcji oraz temperatury i czasu wygrzewania gotowego produktu (Tite et al. 2018).

Hydroksyapatyt wykorzystywany jest tez do powlekania r6znych powierzchni, np.
implantéw kostnych. Pozwala to uzyskac lepszy efekt niz w przypadku stosowania samego
HAp, ktory jest bardzo kruchy i ma stabe wlasciwosci mechaniczne (mata elastycznos¢)
(Kolmas et al. 2014; Tite et al. 2018). Z tego samego wzgledu HAp zaczal by¢
wykorzystywany jako dodatek do implantéw na bazie polimeréw i biopolimerow (Kolmas
et al. 2014; Targonska et al. 2022). Dodatkowo, zastosowanie HAp na powierzchni
implantow metalowych usprawnia proces osteointegracji (Kolmas et al. 2014). W celu
powleczenia implantu (np. $rub tytanowych) hydroksyapatytem stosuje si¢ metody: spray’u

plazmowego, metod¢ zol-zelowa, elektroforeze, metode osadzenia elektro-chemicznego,
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metode osadzania wspomagang wigzka jonow, metodg utleniania mikrotukowego, osadzanie
biomimetyczne z przesyconego roztworu SBF (ang. simulated body fluid) oraz inne techniki
(Tite et al. 2018). Hydroksyapatyt moze by¢ rowniez prasowany w celu uzyskania tabletek
(Ofudje et al. 2019; Targonska et al. 2020; Sobierajska et al. 2021a) i hydrozeli (Francesko
et al. 2019; Rewak-soroczynska et al. 2021; Sobierajska et al. 2021a). Hydrozele moga by¢
wytworzone na bazie matrycy polisacharydowej oraz zawiera¢ dodatkowo leki:
ciprofloksacyne (Mahdavinia et al. 2019), gentamycyng¢ (Kondaveeti et al. 2018) czy
flukonazol (Rewak-soroczynska et al. 2021). Podstawowa zaletg hydrozeli jest stopniowe
uwalnianie leku w miejscu podania oraz przyspieszenie gojenia rany, dzigki zapewnieniu
wilgotnego Srodowiska i ochrony przed uszkodzeniami mechanicznymi (Francesko et al.

2019).

Jak wczesniej wspomniano hydroksyapatyt jest wykorzystywany w medycynie jako
materiaty implantacyjne o wlasciwosciach regeneracyjnych w rekonstrukcjach kostnych, ale
znalazt rowniez zastosowanie W stomatologii, w implantologii stomatologicznej oraz w
farmacji jako no$niki lekow (Kolmas et al. 2014). Ponadto hydroksyapatyt wapniowy
wykorzystywany jest jako wypetniacz tkankowy (Radiesse ®) (Shah and Kennedy 2018).
W praktyce stomatologicznej HAp wykorzystywany jest na przyktad po ekstrakcji zgbow
do wypehiania ze¢bodotow lub jako rusztowanie do odbudowy utraconej kosci. Po
wszczepieniu takiego materiatu do tkanek nastepuje penetracja wolnej przestrzeni implantu
przez zywe tkanki, a jest to mozliwe dzigki jego porowatej powierzchni (Kolmas et al. 2014).
Bioceramiki na bazie HAp moga przyjmowa¢ pozadane ksztalty, dlatego znalazly
zastosowanie w tworzeniu implantow ucha srodkowego i gatki ocznej (Kolmas et al. 2014).
Dodatkowo HAp jest sktadnikiem past do zgbow i Zeli dentystycznych (Chen et al. 2021).
Niewatpliwg zaletg hydroksyapatytow otrzymywanych na drodze syntezy laboratoryjnej jest
fakt, ze mozna wprowadza¢ domieszki jonowe oraz modyfikowac strukture HAp przez
dotaczenie roznych grup funkcyjnych. Powoduje to otrzymanie zwiazkéw o pozadanych

wiasciwosciach fizykochemicznych i zmienionej aktywnosci biologiczne;.

Wiasciwosci takie jak biokompatybilno$¢ 1 bezpieczenstwo substancji ze zdolnoscia
do wspierania regeneracji tkanek sa pozadane w implantologii. Ponadto zdolnos¢ do
ograniczenia wzrostu bakterii i adhezji jest dodatkowa zaleta takich materiatow, gdyz
zabiegi chirurgiczne niosg ze sobg ryzyko zakazenia (Arciola and Campoccia 2018). Czysty
hydroksyapatyt nie powinien by¢ toksyczny wobec komorek eukariotycznych, niemniej

jednak bardzo istotnym czynnikiem mogacym na to wplywaé jest metoda syntezy, a

46



szczegblnie toksyczno$¢ uzytych rozpuszczalnikow oraz wydajnos¢ oczyszczania
otrzymanego produktu (Szymonowicz et al. 2017). Wykazano jednak, ze czysty
hydroksyapatyt moze by¢ toksyczny wzgledem erytrocytow i powodowaé hemolizg oraz
agregacj¢ krwinek, szczegoélnie w wysokich stezeniach. Jest to zalezne od witasciwosci

fizykochemicznych materiatu, a szczeg6lnie od ksztattu i rozmiaru czastki (Elferink 1986).

W apatytach mozliwe jest wprowadzenie czg¢sciowych lub petlnych substytucji
kationowych oraz anionowych, o czym cze¢$ciowo wspomniano juz przy okazji bioapatytow.
Ogolny wzor apatytow moze by¢ wiec zapisywany w postaci (Kolmas et al. 2014; Tite et al.
2018; Jiang et al. 2019):

M10(XO4)sY 2,
gdzie:

e M = podstawienia kationowe i moze obejmowac¢ kationy jednowartosciowe (Ag*, Au*,
Na*, K* i inne), podstawienia dwuwarto$ciowe (Mg?*, Zn?*, Cu?* i inne) oraz
podstawienia wielowarto$ciowe (np. jony Ln®*),

e XO4 = podstawienia anionowe typu B, najczesciej sg to aniony PO4*, SiOs*, CO3%,
Se03% i BOs?%,

e Y = podstawienia anionowe typu A, najczesciej sa to aniony OH-, Cl-, F i CO3?".

Nalezy wspomnie¢, ze mozliwe jest rOwniez podstawienie jondw o innym stopniu
utlenienia niz te, ktore wystepuja w matrycy HAp (dwuwarto$ciowy jon Ca?* moze na
przyktad zosta¢ podstawiony przez jednowartosciowy jon Na*), a powstate niedopasowanie
tadunku kompensowane jest w strukturze zwigzku przez rozne efekty strukturalne (Kolmas
etal. 2014; Tite et al. 2018). Wprowadzenie dodatkowych jonow do matrycy apatytu istotnie
zmienia jej wlasciwosci fizykochemiczne, takie jak: stabilno$¢ termiczna, krystaliczno$¢,
rozpuszczalnos¢, morfologi¢ krysztatu, wielko$¢ ziarna, rozktad na inne fazy i parametry
komorki elementarnej (Yilmaz et al. 2019). Przyktadowo, dodanie lantanu (La%*) poprawia
stabilno$¢ termiczng i wlasciwosci mechaniczne HAp (Tite et al. 2018). Bardzo interesujgce
naukowo s3 rowniez apatyty wspotdomieszkowane, czyli zawierajace przynajmniej dwie
dodatkowe domieszki. Celem wspotdomieszkowania jest uzyskanie efektu synergicznego
pomigdzy wprowadzonymi jonami (Yilmaz et al. 2019). Obecnie, w dobie rosnacej

antybiotykoodpornosci  bakterii, wcigz  poszukujemy  alternatywnych  terapii
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antybakteryjnych, dlatego domieszkowanie hydroksyapatytow jonami metali o
udowodnionej aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej pozostaje w kregu zainteresowan

naukowcow.

1.2.3 Wlasciwosci fizykochemiczne i biologiczne oraz zastosowanie jonow
lantanowcow

Lantanowce (Ln) to rodzina pierwiastkéw z bloku f uktadu okresowego, do ktorej
zalicza si¢: lantan (La), cer (Ce), prazeodym (Pr), neodym (Nd), promet (Pm), samar (Sm),
europ (Eu), gadolin (Gd), terb (Tb), dysproz (Dy), holm (Ho), erb (Er), tul (Tm), iterb (Yb)
i lutet (Lu). Lantanowce wystepuja w $rodowisku naturalnym, najczeéciej w postaci
mieszanin ich zwigzkow. Zaliczane sg do metali nieszlachetnych. W postaci metaliczne;j
majg srebrzystobiale zabarwienie (Brzyska 1996). Wraz ze wzrostem liczby atomowej
zmniejszaja si¢ promienie jonowe i atomowe w szeregu lantanowcoéw (Tabela 3).
Lantanowce najczesciej wystepuja na +3 stopniu utlenienia. Wielko$¢ promienia jonowego
Ln3* jest zblizona do jondw Ca?* i Sr?*. Jony lantanowcéw w zwiazkach chemicznych moga
by¢ aktywne optycznie i pod wptywem wzbudzenia ich odpowiednig dlugoscia fali
elektromagnetycznej, mozna uzyska¢ ich luminescencje¢ od ultrafioletu do podczerwieni

(Brzyska 1996).

Szczegotowej analizy badan dotyczacych wplywu jonéw lantanowcow na organizmy
zywe dokonano w opublikowanej pracy Rewak-Soroczynskiej i wsp. (2022) (Rewak-
Soroczynska et al. 2022Db).

Aktywno$¢ biologiczna jonow Ln** koreluje z ich cechami fizykochemicznymi i jest
inna dla lekkich (La®*, Ce®*, Pr3*, Nd3*, Sm3*, Eu®") i cigzkich (Gd®*, Th®*, Dy%*, Ho®*, Er®*,
Tm3*, Yb®, Lu®") jondéw lantanowcow. Jak juz wspomniano jony lantanowcow (Ln®*)
wykazujg podobienstwo do jonéw wapnia (Ca?*), glownie ze wzgledu na podobny rozmiar
promienia jonowego, dlatego wykazano, ze moga nasladowac ich aktywno$¢. Ta cecha jest
przyczyng stosowania jonow lantanowcéw jako sond dla miejsc wigzacych wapn w
komorkach (Switzer 1978; Evans 1983; Ogurusu et al. 1991; Bertini et al. 2003). R6znica w
stopniu utlenienia (jony Ln3" wystepujg czesciej na III stopniu utlenienia, a jony wapnia sg
dwuwarto$ciowe) powoduje zmiane stosunku ladunku do objetosci, ktory u Ln®* jest
wigkszy. Z tego powodu jony lantanowcoéw silniej wiaza si¢ ze strukturami komorek niz

jony Ca?* (Evans 1983). Podobienstwo miedzy jonami wapnia i jonami lantanowcow
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skutkuje réwniez duzym powinowactwem do miejsc Ca?* w strukturze zwigzku
chemicznego i pozwala na synteze hydroksyapatytu domieszkowanego jonami Ln** (Tite et
al. 2018).

Tabela 3. Wielkos¢ promienia jonowego jondw lantanowcow oraz jonu wapnia (Rizzo et
al. 2021)

Pierwiastek Jon Wielko$¢é promienia jonowego (A)
Lantan La%* 1,061
Cer Ce® 1,034
Prazeodym Pr3+ 1,013
Neodym Nd3* 0,995
Samar Sm3* 0,964
Europ Eu®* 0,950
Gadolin Gd®* 0,938
Terb Th3* 0,923
Dysproz Dy3* 0,908
Holm Ho3%* 0,894
Erb Ers* 0,881
Tul Tms* 0,869
Iterb Yhb3* 0,858
Lutet Lus* 0,848
Waph Ca?t 1,00

Oprocz jondw wapnia rowniez inne kationy metali moga by¢ zastgpowane przez jony
Ln%*, zarowno w strukturze nanomateriatéw, jak i w procesach komérkowych, w ktorych
biorg udziat dane jony. Moga to by¢ na przyktad dwuwarto$ciowy jon magnezu czy
manganu, ale rowniez trojwartosciowy jon zelaza (Evans 1983). Jony Ln** mogg takze
podstawia¢ jony metali w miejscach ich wigzania w makromolekutach takich jak biatka (w
tym enzymy), gdzie moga stymulowac¢ lub hamowac ich dziatanie. Przyktadami enzymow,
ktore s3 hamowane przez jony lantanowcoéw sa m.in. nukleaza Staphylococcus aureus,
enzymy biorgce udziat w krzepnigciu krwi czy enzymy cytochromu P450. Z kolei do
stymulacji aktywnos$ci dochodzi w przypadku trypsyny i acetylocholinoesterazy (Fricker
2006). Istnieja rowniez bialka nieenzymatyczne, ktore wiaza sie z jonami Ln3* i sg to m.in
transferyna, 1gG,, kolagen, albumina, G-aktyna oraz kalmodulina (Evans 1983).
Nasladowanie dzialania jondw dwuwartoSciowych zauwazono réwniez w aktywnosci
ATPazy magnezowej i wapniowej. Enzymy te moga by¢ blokowane przez jony lantanu
(La%*) i dysprozu (Dy®*), z kolei hamowanie aktywno$ci kalcyneuryny zauwazono po

dodaniu jonéw europu (Eu®*) i terbu (Tb**) (Rim et al. 2013).
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Opisano rowniez bezposredni wptyw jonéw Ln3* na organizacje struktur szkieletu
komorkowego (mikrotubule 1 mikrofilamenty). Utrata stabilnosci cytoszkieletu ma miejsce
chociazby w komodrkach nowotworowych oraz tych, ktore weszty na drogg programowanej
$mierci (apoptozy). Odwrocenie zmian w strukturze cytoszkieletu mozna uzna¢ za skuteczny
mechanizm antynowotworowy opisany na przyktad dla paklitakselu. Wplyw jonéw Ln®** na
stabilnos¢ cytoszkieletu nie jest jednakowy dla wszystkich jonéw 1 na przyktad jony
neodymu (Nd®") i gadolinu (Gd3*) destabilizujg mikrotubule (podobnie jak jony wapnia),
natomiast jony Th3* dziatajg w zupetnie odwrotny sposéb, co przypomina aktywno$¢ jonow
Mg?* (Wang et al. 1999). Réznice te mogg zaleze¢ od wplywu GTPazy na tubuline po

zwigzaniu jonow Ln®* (Wang et al. 1999).

Prawdopodobnie ze wzgledu na fakt, ze jony Ln3" nie wystepuja w $rodowisku
naturalnym w tak duzych ilo$ciach jak inne pierwiastki, komorki nie wyksztatcity szlakow
biochemicznych z nimi zwigzanymi (Martin and Richardson 1979). Wysuwana przez wiele
lat hipoteza o nasladowaniu przez jony lantanowcow jonéw wapnia (i innych kationow) byta
uznawana za shuszng, dopoki nie odkryto antagonistycznego dziatania jonow Ln3* wzgledem

jonu Ca?* (Martin and Richardson 1979; Fricker 2006).

Efekt jaki wywieraja jony lantanowcéw na komorki bakteryjne jest wcigz
niedostatecznie poznany (Tite et al. 2018). Istnieja publikacje, w ktorych opisano wptyw
jonéw lantanowcow na komorki prokariotyczne, jednak te prace skupiajg si¢ gtownie na
opisaniu wplywu na wzrost bakterii, bez wyjasnienia mechanizméw dziatania (Burkes and
Mccleskey 1947; Sobek and Talburt 1968; Garner and Heppell 2005; Wakabayashi et al.
2016). Z drugiej strony, istnieje wiele badan dotyczacych wplywu nanomateriatow
domieszkowanych lub wspotdomieszkowanych jonami Ln®* na bakterie (Predoi et al.;
Ciobanu et al. 2013; Ciobanu et al. 2015; Puram et al. 2015; Wiglusz et al. 2015a;
Andronescu et al. 2016; Priyadarshini et al. 2017; Tite et al. 2018; Szyszka et al. 2020;
Sobierajska et al. 2021b), a udziat poszczegdlnych jonéw lantanowcoéw w tych badaniach

obrazuje Rycina 6.
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Rycina 6. Udzial poszczegdlnych jonéw lantanowcoéw po jednoczesnym wyszukaniu haset

,luminescencja” i ,,kompleksy Ln” (Hasegawa et al. 2022)

Podczas oceny wplywu antybakteryjnego nanomateriatéw trudno jest jednak okresli¢
efekt dzialania wolnych jondw na komorke, poniewaz same ich czastki rowniez sg
biologicznie aktywne 1 mogg hamowa¢ namnazanie si¢ bakterii dzigki efektom opisanych

we wcezesniejszych rozdziatach (Rewak-Soroczynska et al. 2022Db).

Badania naukowe wykazaly, ze Ln® nie majg zdolno$ci przenikania do zywych
komorek 1 moga wigzaé si¢ jedynie z okreslonymi miejscami w $cianach komoérkowych
wybranych bakterii (w tym P. aeruginosa) (Texier et al. 2000; Fricker 2006). U Escherichia
coli zaobserwowano, ze Ln®" nie zmieniajgc wzrostu bakterii nieznacznie modyfikowaty
metabolizm i ekspresje genow (Wenhua et al. 2003; Rim et al. 2013). Jony lantanu (La®*) w
stezeniach 0,5-30 ug / ml zmniejszaly transformacje¢ u E. coli, a w stezeniach wyzszych
(ponad 30 ug/ml) ten proces w ogoéle nie byt mozliwy (Wenhua et al. 2003). Wciaz jest mato
informacji odno$nie wplywu jonéw Ln3* na wirulencje bakterii (Rewak-Soroczynska et al.
2022D).

Ze wzgledu na fakt, ze jony Ln3* nie przenikajg oston komorkowych, ich toksyczno$é
po podaniu doustnym jest niska. Zauwazono z kolei ich wysoka toksyczno$¢ po podaniu
dozylnym, gdy uzyskuja dostep do kanatow wapniowych komoérek. Ostra toksyczno$¢
wywolana dziataniem jonow Ln%" na organizm ludzki moze skutkowaé zaburzeniami
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krazeniowo-oddechowymi i spadkiem ci$nienia. Po dozylnym podaniu jony La%* - Gd3*
(lantanowce lekkie) transportowane sg do watroby, gdzie mogg prowadzi¢ do jej
stluszczenia, a nastepnie przemieszczaja si¢ do tkanki kostnej, gdzie ich okres pottrwania
wynosi okoto 10-20 dni. Z kolei cigzkie lantanowce od razu trafiaja do kosci, gdzie

utrzymujg si¢ przez wiele lat (Fricker 2006).

Badania in vitro opisuja zalezng od st¢zenia jondéw lantanowcoéw hemolize
erytrocytow ludzkich (Evans 1983). Dochodzilo réwniez do wzrostu przepuszczalno$ci
blony komorkowej krwinek po dodaniu do nich jonéw lantanowcow. Wiagzanie jonéw Ln3*
do bton komorkowych erytrocytow zachodzi prawdopodobnie dzigki oddziatywaniom
elektrostatycznym, co prowadzi do zaburzenia integralno$ci btony i powstania ,,porow” przy
dhuzszym kontakcie. W poczatkowej fazie proces ten mozna odwrdci¢ przez dodanie do
medium chelatorow wigzacych kationy (np. EDTA). Umozliwia to powro6t krwinek do
pierwotnej postaci, a hemoglobina pozostaje we wnetrzach erytrocytow (brak hemolizy)
(Wang et al. 1999). Czgsto opisuje si¢ rowniez fuzje erytrocytow prowadzaca do powstania
agregatow komorek o duzych rozmiarach, pod wptywem jonéw lantanowcéw, co polega na
tworzeniu polaczen miedzy komodrkami, a konkretnie miedzy ich biatkami
powierzchniowymi. Przyktadem bialka, ktore bierze udziat w tworzeniu takich potaczen jest
enzym ATPaza wapniowa (Evans 1983). Badania Alexy’ego i wsp. (2011) wykazaty, ze
wpltyw jonéw lantanowcoOw na erytrocyty zalezy od wielkosci promienia ich jonow, a
najwicksza aktywno$¢ obserwuje sie dla lantanowcow lekkich (La®* - Sm3"), ktorych
promien jonowy jest wickszy niz 0,95 A (Tabela 3.) (Alexy et al. 2011). W przypadku
wplywu na erytrocyty jony Ln® mogg czeSciowo nasladowaé aktywno$¢ jonow Ca?*, dla
ktorych wykazano na przyktad hamowanie dzialania pompy sodowo-potasowej,
zwickszenie aktywnosci ATPazy wapniowej, zmian¢ morfologii erytrocytow z
dwuwklestych dyskow na forme¢ echinocytu (erytrocyt z réwno rozmieszczonymi
wypustkami), a nawet na forme¢ kulista. Spada tez odksztalcalno$¢ btony komodrkowej

(Crespo et al. 1987; Manaargadoo-Catin et al. 2016).

Cytotoksyczno$¢ Ln®" badano rowniez przy uzyciu innych modeli in vitro, takich jak
pecherzyki plucne szczurdw, gdzie opisano szkodliwe dziatanie La%*, Ce®* i Nd**. W
komorkach watroby zaobserwowano z kolei, ze jony gadolinu (Gd®*) i prazeodymu (Pr3+)
dziataly ochronnie na hepatocyty. Dodatkowo jony lantanowcéw chronig komoérki przed
niekorzystnym wptywem reaktywnych form tlenu (RFT), co zbadano w modelu siatkowki

oka szczura, u ktorego wykazano pozytywny wplyw na wzrok (Rim et al. 2013). Wsrod
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mechanizméw warunkujacych aktywno$¢é antyoksydacyjng jonéw Ln®* s3: maskowanie
wolnych rodnikéw (np. rodnika hydroksylowego -OH lub anionu ponadtlenkowego O,)
oraz wigzanie si¢ z nadtlenkami (np. nadtlenkiem wodoru H202). Warto doda¢, ze znacznie
roznig si¢ one od sposobu dziatania antyoksydantow organicznych (Wang et al. 1999).
Niejednoznaczny jest z kolei wptyw Ln®* na komorki uktadu odpornos$ciowego. Nawet w
przypadku samych neutrofili mozna zaobserwowac spadek lub wzrost agregacji, a efekt ten
zalezy od stgzenia jonow lantanowcoéw. Wplyw na limfocyty rdwniez nie jest jasny, gdyz
odnotowano zaréwno spadek, jak i wzrost ich aktywacji po kontakcie z Ln®" (Evans 1983;

Fricker 2006).

W literaturze opisywane jest takze dziatanie antynowotworowe Ln** w postaci
zahamowania wzrostu komoérek nowotworowych oraz wzrostu ekspresji genow
supresorowych p16 i p21 i p53 (Rim et al. 2013). Réwniez kompleksy Ln®* z pochodnymi
kumaryny majg opisang aktywnos$¢ przeciwnowotworowg in vitro. Przyktadem moze by¢
terb (Th®"), ktory wspomagal dzialanie cis-platyny poprzez zwigkszenie akumulacji tej
substancji w komodrkach opornych na dziatanie leku. Skutecznos¢ kompleksu gadolinowo-

teksafirynowego wykazano z kolei wobec komorek raka ptuc (Fricker 2006).

Badania in vivo z udzialem myszy BALB/C wykazaly z kolei ochronne dziatanie
chlorku lantanu podczas ich ekspozycji na LPS. Niestety, podczas dlugotrwalej ekspozycji
na jony La%*, Ce®*" i Nd®* dochodzilo do zmian histopatologicznych w kluczowych organach
myszy (watrobie, nerkach i sercu), przy czym intensywnos$¢ tych efektow zalezala od
stezenia jonow lantanowcow (Rim et al. 2013). Przydatno$¢ diagnostyczna jonow
lantanowcow (jako znacznikow) jest potwierdzona rowniez in vivo w badaniach na modelu
mysim (Liu et al. 2011; Liu et al. 2014). Jony lantanowcéw wykorzystywane sg m.in. w
takich technikach jak rezonans magnetyczny (ang. magnetic resonance imaging, MRI),
badania rentgenowskie z kontrastem oraz tomografia emisyjna pojedynczego fotonu (ang.
single-photon emission computed tomography, SPECT). W diagnostyce zamiast roztworéw
wodnych jonéw Ln®* wykorzystuje sie ich potaczenia z innymi zwigzkami chemicznymi, w
formie kompleksow lub chelatow, ze wzgledu na obserwowane wygaszanie luminescencji
w roztworach (Evans 1983; Misra et al. 2004; Amoroso and Pope 2015; Tite et al. 2018).
Jony terbu (Th®") charakteryzuja si¢ jedng z najbardziej intensywnych luminescencji W
zakresie widzialnym widma elektromagnetycznego sposrod jonow lantanowcow, dlatego
wykorzystywany jest jako sonda diagnostyczna. Ponadto, opisano jego wilasciwosci

fotokatalityczne oraz przydatno$¢ jako no$nik genow. W technice rezonansu magnetycznego
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oraz jako $rodki kontrastowe do bioobrazowania wykorzystywane sg gtownie jony gadolinu
(Gd®"), dysprozu (Dy®*) czy neodymu (Nd**). Jony Gd®* i Nd®* wykorzystuje sie z kolei w
teranostyce do wykrywania wczesnych stadiow nowotworéw za pomocg technik
fluorescencji bliskiej podczerwieni. Zdolnos¢ do emisji termo-luminescencji przez
hydroksyapatyt domieszkowany jonami Gd3* zostata wykorzystana rowniez do pomiaréw
ilosci promieniowania gamma (dozymetria) (Tite et al. 2018). Lantanowce wykorzystywane
sg rowniez w uktadach konwertujacych energi¢ w gore (ang. upconversion, UC) — UCNPs.
W takich zwigzkach istnieje mozliwo$¢ obserwacji emisji fali elektromagnetycznej o
wyzszej energii od tej, ktorg materiat zostal wzbudzony np. emisji w zakresie UV-VIS, przy
wzbudzeniu w zakresie bliskiej podczerwieni (ang. near-infrared, NIR). Wprowadzenie
jonow lantanowcow i innych metali nieaktywnych optycznie (srebro, ztoto) do wspodlnej
matrycy pozwala na polaczenie wlasciwosci antybakteryjnych 1 zdolnosci do
bioobrazowania. Wykazano, ze aktywnos¢ opartych na UC dodatnio natadowanych
nanoczastek jest silniejsza wobec bakterii Gram-ujemnych, ktore majg ujemny tadunek
powierzchniowy. UCNPs sg rozpoznawane przez lektyny i biatka powierzchniowe bakterii,
co jest modyfikowane dzigki dotaczeniu r6éznych ligandow (peptydy, glikany, przeciwciala,

aptamery) do nanoczastek (Li et al. 2023). Zastosowanie UNCPs obrazuje Rycina 7.
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Rycina 7. Wykorzystanie systemow opartych o nanoczastki UCNPs w terapiach
antybakteryjnych: a) dostarczenie substancji aktywnej o aktywnosci antybakteryjnej w
miejsce dzialania i jej uwolnienie na skutek dziatania $wiatta z zakresu bliskiej
podczerwieni NIR; b) bioobrazowanie przebiegu infekcji bakteryjnej in-vivo; c) terapia
fototermiczna; d) terapia fotodynamiczna
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Istnieje wiele badan opisujacych wpltyw zwigzkow o strukturze apatytu
domieszkowanych jonami lantanowcoé6w na komorki eukariotyczne. Efekt ten jest w duzym
stopniu zalezny od stezenia zwigzku apatytu w badanym uktadzie, zawarto$ci jonu metalu
w matrycy apatytu, sposobu kontaktu komorek z materiatem (bezposredni/posredni), czasu
kontaktu oraz przede wszystkim rodzaju badanej linii komorkowej (zdrowa/nowotworowa)

(Tite et al. 2018).

Jak juz wspomniano, jony lantanowcow wprowadzane sg do matrycy
hydroksyapatytowej ze wzglgdu na swoje wlasciwosci luminescencyjne i zwigzang z tym
mozliwo$¢ diagnostyczng. Czesto taczone sa réwniez z jonami metali o wlasciwos$ciach

przeciwdrobnoustrojowych.

1.2.4 Aktywno$¢ antybakteryjna i cytotoksyczno$s¢ roznych form metali

przejsciowych: srebra, miedzi i cynku

Metale przejsciowe bloku d uktadu okresowego i ich aktywno$¢ antybakteryjna jest
tematem, ktory od wielu pozostaje w kregu zainteresowan naukowcoéw. Efekt ten jest
zalezny od r6znych mechanizmow, ktére zostaty przedstawione w poprzednich rozdziatach
1rozni si¢ w zalezno$ci od formy zwigzku. Inng aktywnos$¢ wykazuja bowiem czyste metale,
ich jony, tlenki metali, ich nanorozmiarowe czastki metaliczne czy nanometryczne tlenki
metali. Dodatkowo metale przejsciowe bloku d czesto wprowadzane do sg do materiatow
kompozytowych na bazie polimeréw lub hydrozeli, czesto modyfikowanych na przyktad
przez dotaczenie antybiotyku. Niektore nanorozmiarowe czastki (np. CuSNPs) po
naswietleniu promieniowaniem o odpowiedniej dtugosci fali prowadza do produkcji duzej
ilosci reaktywnych form tlenu i uszkodzenia komoérki na skutek stresu oksydacyjnego
(terapia fotodynamiczna PDT). CuNPs laserem o dtugosci fali z zakresu NIR powoduje z
kolei uwolnienie jonéw Cu?*, prowadzacych do wytworzenia wolnych rodnikéw tlenowych,
i duzej ilosci ciepta, co bezposrednio wptywa na komorke bakteryjna (Mutalik et al. 2022).

Mechanizm dziatania metali przejsciowych ilustruje Rycina 8.

Metalem przejsciowym o dobrze scharakteryzowanej aktywnos$ci antybakteryjnej
jest srebro, ktore skutecznie hamuje wzrost bakterii w bardzo niskich stezeniach. Aktywnos$¢
biologiczng srebra wykazuja glownie formy jonowe. Mechanizm dziatania form jonowych

obejmuje nast¢pujace etapy (Mittapally et al. 2018):
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— Wniknigcie do komorki za pomoca biatek transbtonowych,

— Hamowanie aktywnosci biatek, w tym enzymoéw poprzez formowanie mostkow
disiarczkowych S-S oraz hamowanie syntezy biatek przez wigzanie z podjednostka
30S rybosomoéw,

— Uszkodzenie DNA poprzez interkalacj¢ pomig¢dzy pary zasad purynowych i

pirymidynowych i uszkadzanie wigzan wodorowych pomigdzy ni¢mi.
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Rycina 8. Mechanizm antybakteryjnej aktywnosci nanoczastek metali przejsciowych oraz
jonow metali przej§ciowych polegajacy na: 1) uwolnieniu jonow metali z nanoczastek; 2)
bezposrednim oddziatywaniu jonéw metali z powierzchnig komorki; 3) bezposrednim
oddzialywaniu nanoczastek z powierzchnig komorki; 4) zwigkszeniu wytwarzania
reaktywnych form tlenu, co prowadzi do stresu oksydacyjnego skutkujacego utlenieniem
biatek, lipidow 1 DNA; 5) uszkodzeniu oston komodrkowych, co prowadzi do zwigkszenia
przepuszczalnosci komorki; 6) zaburzeniu funkcjonowania biatek, w tym enzymoéw; 7)
uszkodzeniu DNA (Mutalik et al. 2022)
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Aktywnos¢ biologiczng wykazano zaré6wno dla nanoczastek srebra (AgNPs) jak i dla
nanoczastek tlenku srebra (Ag2ONPs). Ponadto jony Ag* wprowadzane sg do matrycy HAp
lub do materialow tytanowych, gdzie wykazuje aktywnos$¢ zarowno wzgledem bakterii
Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych. Poza aktywnos$cig antybakteryjng obserwowano
réwniez poprawe gojenia kosci po aplikacji materiatéw z dodatkiem nanoform srebra.
Wykazano rowniez, ze nanoczastki srebra majg wyzsza aktywnos$¢ niz czastki o wigkszych

rozmiarach, co moze by¢ zwigzane z lepszym uwalnianiem jonéw Ag* (Franco et al. 2022).

Aktywnos¢ AgNPs opiera si¢ przede wszystkim na oddzialywaniach fizycznych z
peptydoglikanem, co prowadzi do zmian strukturalnych §ciany komorkowej 1 zmienia
przepuszczalno$§¢ komorki, a takze na interakcji z grupami -SH bialek 1 zapobieganiu
replikacji DNA. Ag2ONPs wptywa natomiast bezposrednio na DNA bakteryjne, w wyniku
czego dochodzi do zatrzymania cyklu komorkowego w fazie G2/M. Ponadto nanoformy
srebra powoduja wytwarzanie duzej ilosci reaktywnych form tlenu, co prowadzi do
uszkodzen komoérki w wyniku stresu oksydacyjnego. Odnotowano rowniez, ze AgNPs o
rozmiarach ponizej 6 nm s3 w stanie penetrowac biofilm bakteryjny na calej grubosci
(Franco et al. 2022). Hydroksyapatyty domieszkowane jonami srebra wykazujg aktywnos$¢
antybakteryjng i przeciwgrzybowg wzgledem szerokiego panelu patogendéw. Srebro w
niskich stezeniach nie wykazuje cytotoksycznosci wzgledem komorek eukariotycznych

(Tite et al. 2018).

Sposrdod jonow dwuwartosciowych aktywnos$¢ antybakteryjng posiadaja na przyktad
jony Cu?* i Zn?*, Aktywno$¢ jondw i nanoczastek miedzi jest dobrze zbadana i szeroko
opisana w literaturze. Warto podkre$lié, ze Cu?* wystepuje naturalnie w komorkach
bakteryjnych jako mikroelement niezbedny do zachowania homeostazy. W komorkach P.
aeruginosa bierze udziat w tlenowych reakcjach metabolicznych i w konsekwencji utatwia
namnazanie bakterii w organizmie gospodarza (Argiiello et al. 2013; Tarawneh et al. 2019).
Z tego wzgledu tolerancja wzgledem jondéw Cu?* jest zdecydowanie wyzsza niz w
przypadku innych metali o charakterze antybakteryjnym np. Ag*, co wigze si¢ z
konieczno$cig stosowania wyzszych jej dawek do osiggnigcia pozadanego efektu

antybakteryjnego (Begg 2019).

Nalezy zwrdci¢ tez uwage na fakt, ze miedz moze wystepowac na dwoch stopniach
utlenienia: 1'i Il. Jony Cu* sg nietrwale i Szybko ulegaja ultenianiu do jonéw Cu?*, natomiast

mozliwe jest uzyskanie kompleksow z jonami miedzi (Cu*) o zadowalajacej stabilnosci (Le
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Fur et al. 2016). Jony Cu* dziataja gldwnie na zasadzie katalizowania reakcji utleniania
makromolekut kluczowych dla funkcjonowania komorek, takich jak biatka, lipidy 1 kwas
nukleinowe. W reakcji tej w obecnosci nadtlenku wodoru H2O, powstaje rodnik
wodorotlenkowy OHe (Begg 2019). Podobna aktywnos$¢ zostala zaobserwowana w

przypadku jonow Cu?* (Lemire et al. 2013).

Mechanizm aktywnos$ci jonow miedzi wzgledem bakterii opiera si¢ przede
wszystkim na uszkodzeniu btony zewng¢trznej, co prowadzi do wzrostu przepuszczalno$ci
oston komoérkowych (Jiang et al. 2019). Podobnie jak wiele innych metali, jony miedzi
zwigkszaja produkcje wolnych rodnikow w komorce, co zaburza rownowage
oksydoredukeyjng i prowadzi do stresu oksydacyjnego. Dodatkowo obserwuje si¢ wigzanie
sie jonow Cu?* z grupami funkcyjnymi w czgsteczkach biatek (grupy tiolowe, imidazolowe,
aminowe 1 karboksylowe), co zmienia ich strukture. Dochodzi takze do zmiany w
przepuszczalno$ci oston komorkowych, zaburzenia transportu komorkowego oraz
uszkodzenia kwasow nukleinowych. Zaobserwowano rowniez zwigkszenie aktywnos$ci

makrofagéw wzgledem bakterii (Kolmas et al. 2014).

Nanoczastki miedzi (CuNP) wykazuja zmienng aktywno$¢ antybakteryjng w
zalezno$ci od uzytej metody syntezy. Dodatkowo opisano wptyw zewngtrznych czynnikow,
takich jak promieniowanie UV, na skutecznos¢ ich dziatania. Nanoczgstki miedzi wykazuja
skuteczno$¢ w hamowaniu wzrostu P. aeruginosa. Ponadto wykazano, ze nanoczgstki
miedzi (CuNP) sg bardziej aktywne niz nanoczastki tlenku miedzi (CuONP), co moze by¢
zwigzane z lepszym przekazywaniem elektronow pomiedzy bakteriami a CuNP (Vimbela et
al. 2017). Niestety otrzymanie stabilnych CuNP jest trudne, a otrzymany produkt czesto
ulega szybkiemu utlenieniu w podtozu lub w kontakcie z powietrzem (Giannousi et al.
2014).W przypadku CuNP ksztalt nanoczastek jest czynnikiem silnie wptywajacym na
uwalnianie wolnych jonéw z nanomaterialu i nanoczastki o ksztalcie ptytki (plate-like)
uwalniaja wiecej jonéw Cu?* niz nanoczastki o ksztalcie ziaren (grain-like) oraz igiet
(needle-like), co wynika ze stosunku powierzchni do objetosci czastek (Vimbela et al. 2017).
Aktywno$¢ antybakteryjna wykazuje rowniez tlenek miedzi (I) Cu20O oraz jego
nanometryczny odpowiednik Cu,ONP (Giannousi et al. 2014).

Hydroksyapatyt domieszkowany jonami Cu?* wykazuje aktywno$¢ zaréwno
wzgledem bakterii Gram-dodatnich (S. aureus), Gram-ujemnych (E. coli) jak i grzybow
(Candida albicans) (Tite et al. 2018; Jiang et al. 2019; Sobierajska et al. 2021a). Bakterie
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Gram-ujemne, jak opisano wczesniej, sg bardziej wrazliwe na dziatanie nanoczastek od

bakterii Gram-dodatnich (Tite et al. 2018).

Obecnos¢ miedzi w srodowisku moze dodatkowo wplywa¢ na zmiang wrazliwosci
bakterii na antybiotyki. Wykazano, ze jony miedzi moga wigzac si¢ z antybiotykami z grupy
penicylin, B-laktaméw, aminoglikozydow, makrolidow, chinolonéw 1 innych, co powoduje
spadek ich aktywnos$ci. Z drugiej strony, czasem moze dochodzi¢ do zwigkszenia
aktywnos$ci substancji dezynfekujacych, gltéwnie peptydéw przeciwbakteryjnych (ang.
antimicrobial peptides, AMP) czy czwartorzgdowych zwigzkow amonowych (ang.

quaternary ammonium compounds, QAC) (Poole 2017).

Bakterie wyksztalcity szereg mechanizméw chronigcych je przed toksycznym
wplywem jondow, w tym jonow miedzi (Teitzel and Parsek 2003). Jednym z wazniejszych
jest ich usuwanie za pomoca systemoéw efflux. MiedZ moze by¢ aktywnie usuwana z
komorki, w co zaangazowane sg produkty genow copB i copD, lub wigzana przez biatka
blonowe begdace produktami gendéw COpA i copC. Innym systemem zaangazowanym w
usuwanie toksycznych jonéw z komorki jest ATPaza typu P, ktéra rowniez dziata jak pompa
(Tarawneh et al. 2019). W przypadku P. aeruginosa, oprocz wyrzutu toksycznych jonéw z
komorki, zaobserwowano rowniez zmniejszenie przepuszczalnosci blony zewngtrznej oraz
tworzenie kompleksow z kationami oraz przeksztalcanie metali do mniej toksycznych

zwigzkoéw chemicznych (Teitzel and Parsek 2003; Tarawneh et al. 2019).

Niestety pomimo udowodnionych silnych wtasciwosci antybakteryjnych, jony miedzi
wykazujg efekt toksyczny wzgledem komorek eukariotycznych, szczegolnie w wyzszych
stezeniach (Fowler et al. 2019). Cytotoksyczno$¢ nanoczgstek miedzi (CuNP) wynika
glownie z uwolnionych jondw miedzi, dlatego rozpuszczalno§¢ materiatu jest czynnikiem,
ktory szczegodlnie mocno koreluje z jego toksycznoscia. Przyktadowo, CuONP, ktore lepiej
si¢ rozpuszczaja, wykazuja wyzsza cytotoksyczno$¢ niz CuO. Kolejnym czynnikiem
wplywajacym na toksyczno$¢ jest wielko$¢ nanoczastek, 1 generalnie im mniejsza frakcja

tym wyzsza toksyczno$¢ (Vimbela et al. 2017).

Hydroksyapatyty domieszkowane jonami miedzi moga wykazywac efekt toksyczny w
wyzszych stezeniach oraz dziata¢ stymulujgco na wzrost komorek w nizszych stezeniach.
Wykazano, ze dodatek jonow miedzi moze powodowa¢ wigksza adsorpcje biatek oraz
wzrost i roznicowanie komorek tkanki kostnej w miejscu wszczepienia implantu (Tite et al.

2018).
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Wykazano roéwniez, ze miedz, zarOwno w postaci wolnych jondéw jak i domieszka w
materiatach, moze prowadzi¢ do hemolizy oraz zmiany morfologii erytrocytow.
Zaobserwowano, ze inkubacja w obecno$ci wysokich st¢zen jonow miedzi prowadzi do
zwigkszenia przepuszczalnos$ci btony komoérkowej erytrocytow przy jednoczesnym spadku
ich odksztalcalno$ci, ktora jest jedng z charakterystycznych cech komoérek. Podatnosé na
odksztalcenia jest jedng z wazniejszych cech zdrowego erytrocytu, poniewaz umozliwia
przeciskanie si¢ nawet przez najwezsze naczynia wlosowate. Utrata tej cechy moze
skutkowaé wystgpieniem anemii u czlowieka, ktéra wynika z braku mozliwosci
swobodnego poruszania si¢ krwinek w krwiobiegu i zatrzymania ich w drobnych
naczyniach, gdzie ulegajg fagocytozie (Adams et al. 1979). Dodatkowo moze dochodzi¢ do
denaturacji hemoglobiny i gromadzenia si¢ jej w postaci ztogdw wewnatrz komorek (tzw.

ciatka Heinza) (Adams et al. 1979).

Drugim metalem o aktywno$ci antybakteryjnej jest cynk, ale pomimo ze jego
mechanizm dziatanie jest zblizone do tego opisanego dla miedzi oraz innych metali, efekt
antybakteryjny polega gléwnie na interakcji z ostonami komérkowymi, co prowadzi do
zmian strukturalnych 1 zwigkszenia przepuszczalnosci komorki. Naptywajace do komorki
jony mogg wchodzi¢ w interakcje z bakteryjnym DNA i hamowac replikacje (Ressler et al.
2021). Tolerancja komoérek bakteryjnych na jony cynku jest stosunkowo wysoka, co wynika

z jego istotnej roli w metabolizmie, na przyktad jako kofaktor metaloprotein (Begg 2019).

Cynk, jako mikroelement, podobnie jak miedz, sprzyja szybszej regeneracji tkanki
kostnej, a materialy wspotdomieszkowane jonami Zn?* i Cu?* sg mniej toksyczne od tych
domieszkowanych jedynie miedzig (Ressler et al. 2021). Aktywnos¢ biologiczng wykazano
rowniez dla nano tlenku cynku (ZnONPs), ktory powodowat przede wszystkim uszkodzenie
oston komoérkowych oraz nasilat produkcje reaktywnych form tlenu (Franco et al. 2022).
Domieszkowanie hydroksyapatytu jonami cynku poprawia jego wlasciwosci regeneracyjne,

co zbadano na modelu osteoblastow (Tite et al. 2018).

Podsumowujac, P. aeruginosa to mikroorganizm wielolekooporny charakteryzujacy
si¢ szeroka gamag czynnikow wirulencji 1 wysoka patogenno$cia, co stwarza
niebezpieczenstwo dla zdrowia ludzi, szczegdlnie tych o obnizonej odpornosci. Ze wzgledu
na rosngcg antybiotykooporno$¢ wcigz poszukuje si¢ alternatywnych terapii
przeciwbakteryjnych ws$rod ktorych duzy potencjat wykazuje szeroko pojeta

nanotechnologia. Nanoczastki moga wptywa¢ na komorkami na zasadzie oddziatywan
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fizycznych i/lub by¢ nosnikiem jondéw o aktywnosci antybakteryjnej. Jako no$niki jondéw
czegsto wykorzystuje si¢ matryce nanohydroksyapatytowa, ze wzgledu na jej wysoka
biokompatybilnos¢ i niskg cytotoksycznos¢ wobec komorek eukariotycznych. Nie bez
znaczenia jest rowniez fakt, ze hydroksyapatyt jest naturalnym sktadnikiem kosci, przez co
wykorzystywany jest do wytwarzania materialow o potencjalnym zastosowaniu w
implantologii. Do matrycy apatytowej mozna wprowadza¢ rowniez jony lantanowcow, ktore
dzieki zdolno$ci do luminescencji maja zastosowanie w bioobrazowaniu. Ze wzgledu na
fakt, ze procedury implantologiczne s3 obarczone duzym ryzykiem rozwoju infekcji, na
etapie projektowania nowych materiatéw nalezy badac¢ jaki wplyw maja one na wzrost,

patogenno$¢ 1 wlasciwosci powierzchniowe drobnoustrojow.
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1. CEL ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zbadanie aktywnosci biologicznej jonow
lantanowcow (Ce®*, Pr¥*, Nd®*, Sm3*, Eu®*, Gd3*, Th3*, Dy®*, Ho®*, Er¥*, Tm®*, Yb3%*, Lu*)
oraz jonow metali przejSciowych (Ag*, Cu?*, Zn?*) w formie wolnej oraz jako domieszek w
réznych formach nanohydroksyapatytu wobec wybranych szczepéw wzorcowych oraz

klinicznych P. aeruginosa. Cel rozprawy doktorskiej realizowano poprzez badanie:

e wlasciwos$ci antybakteryjnych jonow lantanowcow i jonoéw metali przejsciowych
wobec testowanych szczepow P. aeruginosa,

e wplywu wybranych jonéw lantanowcow na wirulencje P. aeruginosa, (tworzenie
biofilmoéw oraz ilo§¢ uwolnionego eDNA, produkcj¢ i aktywno$¢ piocyjaniny,
piowerdyny i elastazy oraz wplyw na ruch typu swimming, swarming i twitching)
oraz na wlasciwosci powierzchniowe komorki (hydrofobowos¢, tadunek
powierzchniowy oraz przepuszczalnos$¢ oston komorkowych),

e aktywnosci antybakteryjnych oraz wplywu na formowanie biofilmu réznych form
(nanoformy polikrystaliczne w postaci sproszkowanej, koloidy, hydrozele, tabletki)
nanoapatytu domieszkowanego jonami lantanowcow i metali przejsciowych

e cytotoksyczno$ci jonéw lantanowcdw oraz wybranych nanomateriatéw na modelu
erytrocytow zwierzgcych oraz linii komorkowej osteoblastoéw mysich,

e wplywu jonoéw lantanowcoéw na wrazliwos$¢ szczepow P. aeruginosa w obecnosci
wybranych antybiotykow.

Ponadto w rozprawie doktorskiej badano wplyw skladnikow podiéz

mikrobiologicznych na aktywno$¢ wybranych jonow metali przejsciowych bloku d.

Okreslono réwniez wplyw preparatyki otrzymanych materialtow (metoda
hydrotermalna/wspodtstragceniowa) na aktywno$¢ antybakteryjng 1 cytotoksycznos¢

nanomateriatow domieszkowanych i wspotdomieszkownych kationami Eu3* i Cu?*.
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I1.MATERIALY I METODY

I11.1Biologiczne modele badawcze

Szczepy Pseudomonas aeruginosa

W badaniach zastosowano szczepy referencyjne Pseudomonas aeruginosa: PAO1
(ATCC 15692) i ATCC 27853 pochodzace z kolekcji American Type Culture Collection
oraz izolaty kliniczne: PA 3, PA 12, PA 15, PA 18, PA 20, PA 14/3, PA 15/3, PA 82/3, PA
9/5, PA 164 i PA 249P pochodzace z kolekcji szczepow Zaktadu Biologii Patogenow i
Immunologii Uniwersytetu Wroctawskiego. Szczepy kliniczne zostaly wybrane zgodnie z
réznymi wzorcami wrazliwos$ci na antybiotyki, jak pokazano w Tabeli S.1. zamieszczonej
w Materiatach dodatkowych (Sobierajska et al. 2018). Szczepy przechowywano w
temperaturze -80°C w bulionie tryptozowo-sojowym (TSB, (Biomaxima, Polska)

uzupetnionym 20% glicerolem (Chempur, Polska).

Do hodowli bakterii uzyto nast¢pujacych podlozy:

Podloza pelne:

e Bulion Luria Bertani (LB) (BioShop, Canada) (pH = 6,8-7,2),

e Bulion Mueller Hinton Broth (MHB) (z 2,741 mg Ca?* /l i 5,282 mg Mg?* /l) (Oxoid,
Wielka Brytania) (pH 7,3+ 0,1),

e Bulion tryptozowo-sojowy (TSB, (Biomaxima, Polska) (pH 7,3 + 0,2),

e Bulion BHI (Brain Heart Infusion) (Oxoid, UK) (pH 7,4 +0,2),

e Bulion odzywczy (Biomaxima, Polska),

e Podtoze state Mueller Hinton Agar (MHA) (Biomaxima, Polska).

Podloza minimalne:

e Podtoze MOPS (pH 6,5 oraz 7,5),

e Podloze Davisa (pH 7,3),

e Podloze M9 (pH 7,3)

e Podloze M63 (pH 7,2).

Podtoza minimalne zostaly przygotowane z nawazek zamieszczonych w Tabeli 4. pH

podtoz zostato ustalone przy udziale 10M NaOH, POCH, Polska) oraz kwasu solnego (25-
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28%, WarChem, Polska) (pH-metr METTLER TOLEDO MP220). Poréwnanie sktadoéw
poszczegolnych podtoz ilustruje Rycina 9.

Tabela 4. Skiadniki podt6z minimalnych wykorzystanych w badaniach (Rewak-
Soroczynska et al. 2022a)

MOPS M9 M63 Davis
Wegiel Glukoza—-2-102M Glukoza — Glukoza-1.1-10 Glukoza -
22102 M M 55102 M
Fe2+ FeSO4 -7 Hzo —1- 10'5 M - FeSO4 -7 Hzo - -
1.8:10% M
Mg?* Mg(NO3),- 6 H,O-5,2-10*M  MgSO, -7TH,O0 -~ MgSO, - 7H,0  MgSO, - 7 H,0
2x10° M -1-10°M —4-10*M
NH** NH,CI - 9,52:10° M NH4CI - (NH4)2S04— (NH4)2SO4—
1.97-10% M 15102 M 5102 M
Ca? CaCl,-5-10"M CaCl,-1-10* - -
M
PO43' KzHPO4f :|..32X:|.0"3 M NazHPO4 : KH2P04 - ].'10'1 K2HPO4 -
7H,0 — 4.8-107 M 2.68-101 M
M KH,PO4 —
KH2PO4 — 9.8:102M
2.2:102 M
Pozostale MOPS - 4-102 M NaCl - 8.6-10° - Cytrynian sodu —
sktadniki Tricine[N-Tris M 1.29-102 M
(Hydroxymethyl)
Methylglycine] — 4x10°M
K;S04—-2.9- 104 M
NaCl -5-102M
(NH4)5M07024 - 3'10'9 M
HBOs;-4:10"M
CO(NO3)2 ) Hzo -3 10'8 M
CUSO4X 5 HzO — 1'10'8 M
Mn(N03)2 - H,O — 8- 108M
ZnS04- 7H,0-1-108M
Zrbdlo (LaBauve and Wargo, Matthew ~ (Coffey and (Coffey and Atlas 2004
2015) Anderson 2014)  Anderson 2014) (Atlas )
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Rycina 9. Poréwnanie stgzen poszczegdlnych sktadnikow w podtozach
mikrobiologicznych pelnych a), oraz minimalnych b) (Rewak-Soroczynska et al. 2022a)
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Bakterie pobierane z zamrozenia hodowano na ptytkach ze statym podtozem MHA w 37°C
a nastgpnie wyroslte kolonie zawieszano w soli fizjologicznej (0,9% NaCl (Chempur, Polska)
do gestosci optycznej 0,5 w skali MacFarlanda (Densimat, Biomérieux, Francja) i

rozcienczano 10x w soli fizjologicznej wedlug schematu przedstawionego na Rycina 10.

Roztwdr soli fizjologicznej (ustalenie
gestosci 0,5 MacFarlanda)

Rozcienczenie
10x w soli
fizjologicznej

N

llosé dotkow 926 24

Objetos¢ pozywki
w ptytce [ul]
Objetos¢ zawiesiny
bakteryjnej [ul]

200 1000

10 50

Rycina 10. Schemat przygotowania zawiesiny bakteryjnej i obj¢tosci pozywek oraz
zawiesiny bakteryjnej dodawane do dotkow ptytek 96- i 24-dotkowych. (Schemat
opracowano z wykorzystaniem Biorender.com)

Eukariotyczne linie komorkowe

Linia komorkowa 7F2 mysich osteoblastow pochodzita z kolekcji Katedry Biostruktury i
Fizjologii Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Przed eksperymentami
hodowle komorkowe byly trzykrotnie pasazowane 1 przechowywane w wysoko
glukozowym medium hodowlanym DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Biowest,
Francja).

Do hodowli komorek eukariotycznych stosowano nastepujagce medium hodowlane:

e DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) z L-glutaming (Biowest, Francja). Medium
uzupetniono o 10% ptodowa surowice bydlegca (ang. fetal bovine serum, FBS; Biowest,

Francja), 200U/ml penicyliny i 200pg/ml streptomycyny.
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Erytrocyty

Frakcje erytrocytow uzyskano z krwi baraniej (ProAnimali, Polska), ktora
odwirowywano przez 5 minut (3000 obr./min, Sigma 3-16KL) w celu uzyskania frakcji
erytrocytow. Wirowanie powtarzano trzykrotnie i za kazdym razem czerwone krwinki
oczyszczano solg fizjologiczng (0,9% NaCl (Chempur, Polska) w wodzie destylowanej) w
celu usunigcia pozostatosci roztworu Alsevera (stosowanego przez producenta do

konserwacji krwi). Krwinki zawieszono w soli fizjologicznej w stosunku 1:1.

111.2 Jony lantanowco6w oraz jony metali przejsciowych

W badaniach wykorzystano jony nastepujacych lantanowcow: ceru (Ce®),
prazeodymu (Pr3*), neodymu (Nd3*), samaru (Sm?®*), europu (Eu®*), gadolinu (Gd3*), terbu
(Tb%"), dysprozu (Dy?*), holmu (Ho®*"), erbu (Er®*), tulu (Tm?), iterbu (Yb®*) oraz lutetu
(Lu®*). Roztwory azotanéw lantanowcow (Ln(NOs)s) w wodzie dejonizowanej otrzymano
przez rozpuszczenie szesciowodnego azotan ceru (111) 99,5% (Alfa Aesar, Thermo Fisher
Scientific, USA) oraz roztworzenie poszczegolnych tlenkoéw: prazeodymu (111, 1V) 99,999%
(Sigma Aldrich, USA), neodymu (I11) 99,99% (ABCR, Niemcy), samaru (l11) 99,99%
(Sigma Aldrich, USA), europu (I11) 99,99% (Alfa Aesar, Thermo Fisher Scientific, USA),
gadolinu (111) 99,99% (Alfa Aesar, Thermo Fisher Scientific, USA), terbu (111) 99,99% (Alfa
Aesar, Thermo Fisher Scientific, USA), dysprozu (111) 99,9% (Ubichem Limited, Wielka
Brytania), holmu (111) 99,99% (Rare Earth Products Limited, USA), erbu (111) 99,99% (Alfa
Aesar, Thermo Fisher Scientific, USA), tulu (111) 99,9% (Alfa Aesar, Thermo Fisher
Scientific, USA), iterbu (I11) 99,99% (Alfa Aesar, Thermo Fisher Scientific, USA) i lutetu
(111) 99,99% (Alfa Aesar, Thermo Fisher Scientific, USA) w 10% kwasie azotowym (HNO3)
(suprapur; Merck, Niemcy). Stezenie jondow poszczegdlnych Ln3* wynosito 10 mg/ml w
roztworach Ln(NO3)a.

Roztwory wybranych jonow przejsciowych bloku d uzyskano przez rozpuszczenie
w wodzie dejonizowane] nastepujacych zwigzkow: AgNO3z (POCH, Polska), Cu(NOz).-
3H20 (Acros Organics, Belgia) and Zn(NOs).- 6H20 (Chempur, Polska) . Podobnie jak w
przypadku jonow Ln3* stezenie jondw Ag*w roztworze AgNOs, jonéw Cu?* w roztworze

Cu(NO3)2i jondw Zn?* w roztworze Zn(NOs)2 wynosito 10 mg/ml.

Roztwory jonow lantanowcoéw 1 jonow metali przejSciowych zostaly przygotowane

przez dr Katarzyng Szyszke (Oddziat Fizykochemii Biomedycznej, Instytut Niskich
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Temperatur i Badan Strukturalnych PAN) zgodnie z metodyka opracowang przez Profesora
Rafata Wiglusza.

111.2.1 Aktywnos$¢ biologiczna roztworéw jonow lantanowcow i jonéw metali
przejsciowych bloku d
Badania aktywnosci biologicznej wybranych jonow lantanowcow oraz metali

przejSciowych prowadzono zgodnie ze schematem przedstawionym na Rycinie 11.

Wyznaczenie MIC i sub-MIC

Badanie wptywu na wirulencje

Tworzenie Uwalniani Produkcja i uwalnianie

biofilmu wa’nianie piocyjaniny,
eDNA . A

(CV,CLSM) piowerdyny i elastazy

Ruch typu swimming,
swarming i twitching

Wptyw na wiasciwosci powierzchniowe komorki

Hydrofobowos¢ (BATH, kat
zwilzania)

Przepuszczalnos¢ btony

komérkowej (CV) tadunek powierzchniowy

Wptyw na wrazliwo$é wobec antybiotykow

Cytotoksycznos¢

Hemoliza |

Rycina 11. Schemat badan z udziatem jonéw lantanowcow

111.2.1.1 Badanie aktywno$ci antybakteryjnej (wyznaczenie MIC i sub-MIC)
Do oceny przeciwbakteryjnej aktywnosci jondw lantanowcdéw zastosowano metode
mikrorozcienczen zgodnie ze standardami EUCAST

(https://www.eucast.org/ast_of bacteria/) z  wlasnymi  modyfikacjami.  Schemat
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przygotowania podwojnych rozcienczen jondw lantanowcéw w wodzie oraz proporcje w
jakiej zmieszano poszczegdlne roztwory z podtozem hodowlanym obrazuje Rycina 12. 5 ml
roztworu wyjsciowego Ln(NO3)3 (tzw. stock) o stezeniu 10 mg/ml rozcienczano w proporcji
1:1 sterylng woda destylowang i intensywnie mieszano, a nastgpnie przenoszono 5 ml do
kolejnej probowki. Proces powtarzano az do uzyskania stezenia 40 pg/ml, co odpowiadato
koncowemu stezeniu 4 ug/ml, po 10-krotnym rozcienczeniu podtozem hodowlanym (MHB)
w dotku ptytki wielodotkowej (24 lub 96-dotkdéw) uzywajac objetosci wykazanych na
Rycina 12.

Y _r\_(s:\'_f{fw\

T
T
T

Roztwér wyjsciowy Ln(NO,),

Stezenie jondw Ln** w

\ i
¥
T

¥ IIII 1[1{ [X]

—IPPPRRRT
PP

roztworach Ln(NO,); wynosito = Kolejne 3
10000 pg/ml E:: / ‘ “ ¢ | rozciefczenia [ H,0
\V vV V V -
5mlH,0 5mlH,0 5mlH,0 5ml H,0
\_Y_)
Stezenie roztworu Ln** po rozcieficzeniu [pg/ml]* 5000 2500 1250 40 0*
Objetosé roztworu Ln** dodana do dotka ptytki 96-dotkowej [pl] 20 20 20 20 20 20**
Objetos¢ podtoza dodana do dotka ptytki 96-dotkowej [l] 180 ‘ 180 180 180 180 180
Stezenie Ln* w dotku ptytki 96-dotkowej [pg/ml] 500 ‘ 250 125 4 0
Objetos¢ roztworu Ln?* dodana do dotka ptytki 24-dotkowej [ul] 100 100 100 100 100 100**
Objetos¢ podtoza dodana do dotka ptytki 24-dotkowej [ul] 900 900 900 900 900 900
Stezenie Ln* w dotku ptytki 24-dotkowej [pug/ml] 500 250 125 4 0

* - Préba kontrolna
**. Zamiast roztworéw Ln3* dodano wode destylowang

Rycina 12. Schemat podwdjnych rozcienczen jonéw lantanowcow i ich uzyskane stezenia
koncowe (Schemat opracowano z wykorzystaniem Biorender.com)

Zawiesiny bakterii w soli fizjologicznej przygotowano zgodnie z wcze$niejszym
opisem (Rycina 10.). Badanie aktywnosci antybakteryjnej jonow lantanowcow
przygotowano w dwoch wariantach: w dotkach ptytki 96- i 24-dotkowej zgodnie z
wcezesniejszymi  schematami (Rycina 10. i Rycina 12.). Oprocz kontroli wzrostu
przygotowano roéwniez proby Slepe, zawierajace pozywke suplementowang badanymi

jonami, bez dodatku zawiesiny bakteryjnej.
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Ptytki titracyjne inkubowano przez 24h z wytrzasaniem (120 obr/min) i mierzono
gestos¢ optyczng przy dlugosci fali 600 nm za pomocg spektrofotometru (Varioskan LUX,
Thermo Fisher Scientific). Pierwsze stezenie Ln®* w ktorym nie wystepowalo zmetnienie
hodowli uznawano za warto$¢ minimalnego st¢zenia hamujacego wzrost (ang. minimal
inhibitory concentration, MIC). Stezenia ponizej wartosci MIC, w ktorych obserwowano

wzrost gestosci hodowli uznawano za wartosci stezen sub-inhibicyjnych (sub-MIC).

Nastepnie ptytki poddawano dziataniu ultradzwigkdéw przez 15 min w myjce
ultradzwickowej (Polonic, Polska) na lodzie, aby ulatwi¢ oderwanie komorek od dna
dotkow. Powstate zawiesiny zbierano do proboéwek typu Eppendorf, energicznie mieszano
(VORTEX MX-S) i wykonywano seryjne 10-krotne rozcienczenia w ptynie fizjologicznym.
Uzyskane rozcienczone zawiesiny posiewano na ptytki MHA, a po catonocnej inkubacji w
temperaturze 37°C liczono wyroste kolonie i obliczano warto$§ci CFU/ml (ang. colony-

forming unit; jednostka tworzgca koloni¢) wedtug wzoru:

CFU . ) 1
—— = ilos$¢ kolonii X rozcienczenie Xx ———
ml objetos¢
W przypadku wybranych jonéw metali przejsciowych bloku d rozcienczenia
przygotowano metoda seryjnych mikrorozcienczen z roztworow wyjsciowych: AgNOs,
Cu(NOs)2 i Zn(NOs),. Stezenie jondow Ag* w roztworze AgNOs, jondow Cu?* w roztworze
Cu(NOs)21 jondéw Zn?* w roztworze Zn(NOs)2 wynosito 10 mg/ml. Roztwory rozcienczano
do pozadanych stezen bezposrednio w podtozach hodowlanych petnych (LB, MHB, TSB i

BHI) oraz minimalnych (podloze MOPS, podloze Davisa, podtoze M9 1 podloze M63).
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Schemat przygotowywania rozcienczen jondw metali przejSciowych obrazuje

Roztwdr wyjsciowy AgNO;, Cu(NO,), lub Zn(NO,),

Stezenie jonow Ag* w roztworze AgNO3, jonow Cu?*
w roztworze Cu(NO,), i jondéw Zn?* w roztworze
Zn(NO,), wynosito 10000 pg/ml.

Kolejne
. rozcienczenia
Poiywka \
1 1 1 1
Stezenie roztworu Ag*/Cu?*/Zn?*po | 1000 990 980 10*
rozcienczeniu [pg/ml] | | | |
Objetosé roztworu wyjsciowego [pl] 100 99 98 1
‘ Objetoé¢ pozywki [u] | 900 | 901 | s02 .. | 999

* - W przypadku Ag* przygotowano réwniez roztwory o stezeniach:
- 5;2,5; 1,25; 0,625; 0,3125 (poprzez dwukrotne rozciedczanie roztwory o stgzeniu 10 pg/ml)
+ 0,5;0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125 (poprzez dwukrotne rozcieniczanie roztworu o stezeniu 1 pg/ml)
Rycina 13. Do dotkow plytki 96-dotkowej dodano po 200 ul roztworow jonéw metali
w podtozu w trzech powtdrzeniach i dodawano zawiesing bakteryjng przygotowang jak
opisuje Rycina 10. Sposob inkubacji oraz odczyt wynikéw (pomiar zmgtnienia) wykonano
tak jak opisano w sekcji dla jonow lantanowcow. Oprocz kontroli wzrostu przygotowano
rowniez proby §lepe, zawierajace pozywke suplementowang badanymi jonami, bez dodatku
zawiesiny bakteryjnej. Kontrole wzrostu stanowito czyste podtoze hodowlane. Wszystkie

pomiary wykonywano w trzech niezaleznych powtorzeniach.
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Roztwor wyjsciowy AgNO;, Cu(NO,), lub Zn(NO,),

Stezenie jonow Ag* w roztworze AgNO3, jondw Cu?*
w roztworze Cu(NO,), i jondéw Zn?* w roztworze

Zn(NO,), wynosito 10000 pg/ml.

Kolejne
- rozcienczenia
Pozywka
_ 1 1 1 i
Stezenie roztworu Ag*/Cu?*/Zn?*po | 1000 990 980 10*
rozciericzeniu [pg/mil] | | |
Objetos¢ roztworu wyjsciowego [pl] 100 99 98 1
Objetos¢ pozywki [Wl] | 900 901 902 .. | 999 |

* - W przypadku Ag* przygotowano rowniez roztwory o stezeniach:
« 5;2,5;1,25;0,625; 0,3125 (poprzez dwukrotne rozciericzanie roztworu o stezeniu 10 pg/ml)
* 0,5;0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125 (poprzez dwukrotne rozcieficzanie roztworu o stezeniu 1 pg/ml)

Rycina 13. Schemat rozcienczen jonow metali przejSciowych i ich uzyskane stezenia

koncowe (Schemat opracowano z wykorzystaniem Biorender.com)

111.2.1.2 Pomiar ilo$ci wytworzonego biofilmu

Do ptytki 96-dotkowej dodano w trzech powtorzeniach roztwory jonéw lantanowcow
i pozywk¢ MHB wedlug schematu (Rycina 12.). Dodano zawiesiny bakteryjne, ktore
przygotowano zgodnie ze schematem (Rycina 10.). Plytki inkubowano w temperaturze
37°C przez 24 h z wytrzasaniem (120 obr./min). W celu usunig¢cia niezwigzanych komoérek
planktonicznych, hodowle odciggni¢to za pomocg pipety a dotki dwukrotnie przeptukano
ptynem fizjologicznym. Zdolno$¢ do tworzenia biofilméw oceniono za pomoca dwoch
metod: posredniej wykorzystujacej fiolet krystaliczny do wybarwienia struktur biofilmu,
oraz bezposredniej polegajacej na obserwacji wybarwionych fluorescencyjnie struktur w
mikroskopie konfokalnym (Kirmusaoglu 2019). Wszystkie pomiary wykonywano w trzech

niezaleznych powtorzeniach.
Barwienie za pomocq fioletu krystalicznego (Doll et al. 2016)

Do dotkow z odplukanym biofilmem dodano 200 pl roztworu 1% fioletu
krystalicznego (Stamar, Polska), i inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej.
Nadmiar barwnika usunig¢to a dotki przeptukano trzykrotnie solg fizjologiczng w celu

usuni¢cia niezwigzanych resztek. Nast¢pnie do kazdego dotka dodano 200 ul mieszaniny
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ptuczacej (1% SDS (AlChem, Polska) i 50 umol/l HCI (Chempur, Polska) w propan-2-olu
(POCH, Polska), doktadnie zmieszano za pomoca pipety 1 zmierzono absorbancje

uwolnionego fioletu krystalicznego przy uzyciu spektrofotometru przy dlugosci fali 595 nm

(Varioskan LUX, Thermo Fisher Scientific, USA).
Mikroskopia konfokalna (Kirmusaoglu 2019)

Do dotkow z odptukanym biofilmem dodawano 50 pl roztworu barwigcego
LIVE/DEAD zawierajacego: jodek propidyny (dlugos$¢ fali wzbudzenia Aw, = 543 nm,
dhugos¢ fali emisji Aem. = 615) i SYTO 9 (dtugos¢ fali wzbudzenia Aw, = 488 nm, dtugosc¢
fali emisji Aem = 498 nm) w stezeniu 1 ul/ml zgodnie z instrukcja producenta (BacLight
Bacterial Viability Kit (ThermoFisher Scientific, USA). W kolejnych czgéciach rozprawy
doktorskiej dla barwienia metoda z zastosowaniem BacLight Bacterial Viability Kit
zastosowano nazwe¢ LIVE/DEAD. Plytki pozostawiono w ciemno$ci na 20 minut, a
nast¢pnie obserwowano fluorescencje komoérek w biofilmie za pomocg mikroskopu
konfokalnego Olympus 1X83 Fluoview FV 1200 z zastosowaniem powi¢kszenia 20x oraz
dodatkowego 2x powigkszenia cyfrowego. Zdjecia wykonano co 2,5 pm, dostosowujac ich
1los¢ do grubosci obserwowanych biofilméw (od 15 do 60 zdj¢€), nastgpnie zdjecia sktadano
wykorzystujac funkcj¢ z-stack. Porownanie intensywnosci otrzymanych obrazéw wykonano
za pomocag programu Image] 1.54d (Laboratory for Optical and Computational

Instrumentation (LOCI, University of Wisconsin).

111.2.1.3 Pomiar ilosci uwolnionego eDNA (Das et al. 2014)

Doswiadczenie przygotowano w dotkach plytki 24-dotkowej w objetosci 1 ml zgodnie
z opisanym wczesniej protokotem (Rycina 10., Rycina 12.) w podtozu ptynnym MHB z
dodatkiem jondw lantanowcow (Ce®*, Eud*, Gd®*, Er¥*, Yb®") w stezeniu odpowiadajacym
0,5MIC (250 pg/ml) i inkubowano 24 h, 37 °C, z wytrzagsaniem 120 obr./min. Po
zakonczeniu inkubacji zawarto$¢ dotkow dokladnie zmieszano za pomoca pipety i
przeniesiono do probowek typu Eppendorf. Hodowle zwirowano w 4 °C przez 5 minut (4500
X g, Sigma 3-16KL) a supernatant przeniesiono do nowych probowek. Pomiar ilo$ci
uwolnionego eDNA wykonano z zastosowaniem komercyjnego zestawu Qubit™ dsDNA
Broad-Range (BR) Assay Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA) zgodnie z
procedura producenta. Barwnik fluorescencyjny (DMSO dye stock) rozcienczono 200-
krotnie w dotgczonym do zestawu buforze (buffer) i dokonano kalibracji urzadzenia

pomiarowego (fluorymetr Qubit 2.0 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA) za pomoca
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dwoch standardow (standards). W tym celu do 190 pl rozcienczonego w buforze barwnika
dodano po 10 pl standardow, zmieszano doktadnie (VORTEX MX-S) w specjalnych
probowkach (Qubit™ Assay Tubes, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA). Po
kalibracji przygotowano proby badane: 190 pl rozcienczonego barwnika fluorescencyjnego
mieszano z 10 pl supernatantu pohodowlanego i mierzono wykorzystujac program do
pomiaru st¢zenia dwuniciowego DNA (dsDN). Uzyskane wyniki zostaty przeliczone tak aby
uzyskac stezenia DNA w supernatancie wyjsciowym (bez uwzgledniania rozcienczenia go
w buforze), do czego wykorzystano jedng z funkcji urzadzenia. Wykonano roéwniez
zmodyfikowang wersje do§wiadczenia. Do supernatantu uzyskanego z proby kontrolnej
(inkubowanej bez obecnoéci jonéw lantanowcoéw) dodano roztwory Ln®" w stezeniu
koncowym odpowiadajagcym 0,5MIC i mierzono ilos¢ eDNA tak jak opisano powyzej. Od
wszystkich pomiarow odjeto wartos¢ uzyskang dla proby $lepej (czystego podioza MHB).
Wszystkie pomiary wykonywano w trzech niezaleznych powtorzeniach. Uzyskane wyniki

przeliczono na % w odniesiono do proby kontrolnej wedtug wzoru:

Stezenie eDNA w prébie badanej

x100%.

Relatywne stezenie eDNA =

Stezenie eDNA w prébie kontrolnej

111.2.1.4 Pomiar poziomu produkcji piocjaniny, piowerdyny i elastazy w hodowlach w
obecnosci badanych jonow

Hodowle bakteryjne do oznaczania poziomu produkcji piocjaniny, piowerdyny i
elastazy przygotowywano zgodnie z opisanym wcze$niej protokotem (Rycina 10.) z
dodatkiem jonow lantanowcow (Ce®*, Eud*, Gd®*, Er¥*, Yb®*") w stezeniu odpowiadajacym
0,5MIC (250 pg/ml) i 0,25MIC (125 pg/ml). Po zakonczeniu inkubacji zawarto$¢ dotkow
doktadnie zmieszano za pomocg pipety 1 przenoszono do probowek typu Eppendorf.
Hodowle wirowano przez 10 minut (10 000 obr./min, Sigma 3-16KL), a uzyskany
supernatant przenoszono do nowych probowek. Wszystkie pomiary wykonywano w trzech
niezaleznych powtorzeniach. Pomiar poziomu produkcji piocjaniny, piowerdyny i elastazy

w uzyskanym supernatancie przeprowadzano w sposob opisany ponize;j.
Oznaczenie poziomu produkcji piocyjaniny (Das and Manefield 2012)

Supernatant po hodowli przeniesiono do plytki 96-dotkowej 1 mierzono absorbancje

przy dtugosci fali 691 nm (Varioskan LUX, Thermo Fisher Scientific, USA).
Oznaczenie poziomu produkcji piowerdyny (Hoegy F. et al. 2014)
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Supernatant po hodowli przeniesiono do czarnej plytki 96-dotkowej i mierzono
fluorescencje (emisja 460 nm, wzbudzenie 398 nm) (Varioskan LUX, Thermo Fisher
Scientific, USA).W celu oceny, czy zmiana fluorescencji piowerdyny wynikata ze zmian w
produkcji czynnika wirulencji, czy tez byla konsekwencja tworzenia chelatow pomigdzy
piowerdyng i jonami lantanowcéw, hodowle P. aeruginosa (bez suplementacji jonami
lantanowcow) inkubowano i odwirowywano jak opisano powyzej. Supernatant zbierano,
przenoszono (180ul) na czarng ptytke 96-dotkowa i1 uzupetliano 20 ul azotanoéow
lantanowcow (Ce®*, Eud*, Gd**, Er®* i Yb%") w stezeniach koncowych wynoszacych: 500,
250, 125, 62,51 31,25 pg/ml. W probie kontrolnej azotany lantanowcoéw zastgpiono wodg
destylowana. Przygotowano réwniez dodatkowg kontrole (200 pul supernatantu, bez dodatku
wody), ale poziom fluorescencji byt na tyle zblizony do kontroli, ze na wykresie
zdecydowano sie pokazac¢ tylko kontrole z dodatkiem wody.. Poziom fluorescencji mierzono

W sposoOb opisany powyzej.
Oznaczenie poziomu produkcji elastazy (Rust et al. 1994)

100 ul supernatantu po hodowli przenoszono do probdéwki zawierajacej 5 mg
odczynnika Elastin-Congo red (Sigma-Aldrich, USA) oraz 900 pl buforu (100 mM Tris (1BI
Scientific, USA), 1 mM CaCl, (Warchem, Polska); pH=7,5). Proby inkubowano przez 3h w
37°C z wytrzasaniem (120 obr/min), a nastepnie wstawiono do lodu na 15 min w celu
zatrzymania reakcji. Nastepnie proby odwirowywano przez 10 min (10 000 obr/min, Sigma
3-16KL), a supernatant przenoszono do 96-dotkowej ptytki i mierzono absorbancj¢ przy
dhugosci fali 495 nm (Varioskan LUX, Thermo Fisher Scientific, USA).

Uzyskane wyniki poziomu produkcji oznaczonych czynnikow wirulencji
poréwnywano bezposrednio wzgledem wzrostu w samym podtozu (kontrola) oraz posrednio
odnoszono do wartosci CFU/ml traktujac wynika dla kontroli jako 1. Wzgledny
wspélczynnik  wirulencji  (ang. relative vilurence factor, RVF) obliczano stosujac
nastepujace rownanie (Dorotkiewicz-Jach et al. 2021):

Absorbancja proby

CFU
Wproby

Absorbancja kontroli

RVF =

CFy kontroli
ml
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111.2.1.5 Badanie wplywu jonow lantanowcow na ruch typu swimming, swarming i
twitching
Przygotowano hodowle P. aeruginosa w podtozu MHB z dodatkiem wybranych
jonéw lantanowcow (Ce3*, Eud*, Gd**, Er¥*, Yb®") w stezeniu odpowiadajagcym 0,5MIC (250
ug/ml), tak jak opisano wezesniej (Rycina 10., Rycina 12.). Hodowle inkubowano przez 24
h w temperaturze 37 °C z wytrzasaniem (120 obr./min). Wszystkie pomiary wykonywano w

trzech niezaleznych powtorzeniach.. Doswiadczenie przeprowadzono w trzech wariantach:

e posiewano bakterie inkubowane w obecnos$ci jonow lantanowcow na ptytki agarowe,
e posiewano bakterie inkubowane w podtozu (hodowla kontrolna bez dodatku jonoéw)
na ptytki z dodatkiem jondéw lantanowcow oraz
e posiewano bakterie inkubowane w obecno$ci jondow lantanowcoéw na ptytki z
dodatkiem jon6éw lantanowcow.
Kolejne etapy roznig si¢ w zaleznosci od badanego mechanizmu (Swimming/

swarming/ twitching) i zostaty opisane w sekcjach ponize;j.
Swimming motility (Ha et al. 2014b)

Przygotowano podtoze Mueller-Hinton Bulion (MHB) z dodatkiem 0,3 % agaru.
Podloza wylano na ptytki Pertiego w objetosci 20 ml na plytke, a po zestaleniu za pomoca
sterylnej koncowki do pipety automatycznej wykonano ptytkie naktucie w powierzchni
agaru (3 punkty na kazdej z dwoch ptytek). Plytki inkubowano (bez odwracania) w
temperaturze 37 °C przez 18 h. Po inkubacji wykonano zdj¢cia oraz zmierzono $rednice

obserwowanych w glebi podloza stref wzrostu.
Swarming motility (Ha et al. 2014a)

Przygotowano podloza MHB z dodatkiem 0,5 % agaru. Podloza wylano na ptytki
Perttiego w objetosci 20 ml na ptytke, a po zestaleniu wysiewano po 2,5 ul zawiesiny
bakteryjnej (3 punkty na kazdej z dwoch ptytek). Plytki inkubowano (bez odwracania) w
temperaturze 37 °C przez 18 h. Po inkubacji wykonano zdj¢cia oraz zmierzono $rednice

powstatych hodowli.
Twitching motility (Turnbull and Whitchurch 2014)

Przygotowano podtoza MHB z dodatkiem 1 % agaru. Podloza wylano na ptytki
Petriego w objetosci 10 ml na ptytke, a po zestaleniu wykonano glgbokie naktucie agaru (do
dna ptytki) (3 punkty na kazdej z dwoch ptytek). Pytki inkubowano (bez odwracania) w
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temperaturze 37 °C przez 18 h. Po inkubacji podioze agarowe usunig¢to, a dna plytek
barwiono roztworem 0,1% fioletu krystalicznego przez 10 minut, aby lepiej obserwowac
strefy twitching motility. Barwnik doktadnie optukano i zmierzono srednice obserwowanych

stref wzrostu.

111.2.2 Wplyw badanych jon6w na wlasciwosci powierzchniowe komorki

111.2.2.1 Pomiar hydrofobowosci powierzchni komérek bakteryjnych inkubowanych w
obecnosci jonow lantanowcow (Rosenberg 1984; Kurincic et al. 2016; Dlamini
et al. 2019)

Bakterie hodowano (24 h, 37 °C, z wytrzasaniem 120 obr./min) w podtozu plynnym
MHB z dodatkiem jondéw lantanowcow (Ce®*, Eu®*, Gd**, Er®*, Yb%) w stezeniu
odpowiadajagcym 0,5MIC (250 ug/ml) zgodnie z wczesniejszymi opisami (Rycina 10.,
Rycina 12.). Po inkubacji hodowle zwirowano w 4 °C przez 5 minut (4500 x g, Sigma 3-
16KL), osad zawieszono w buforze PBS (phosphate buffered saline; Fisher Scientific,

Belgia) uzyskujac gestos¢ optyczng rowng 1,0 w skali MacFarlanda.

W celu wykonania testu BATH (ang. bacterial adhesion to hydrocarbon) 750 ul
zawiesiny bakteryjnej zmieszano z 250 pl rozpuszczalnika (ksylen/ octan etylu/ chloroform)
i intensywnie mieszano przez 60 sekund (VORTEX MX-S). Do wykonania testu
wykorzystano nastepujace odczynniki: chloroform (Chempur, Polska), ksylen (Chempur,
Polska) i octan etylu (Sigma-Aldrich, USA). Proby odstawiono na 5 minut w celu
rozdzielenia si¢ faz i zmierzono gesto$¢ optyczng fazy wodnej przy dhugoscei fali 600 nm
(Varioskan LUX, Thermo Fisher Scientific, USA). Jako odniesienie wykorzystano ODeoo
wyjsciowej zawiesiny bakteryjnej. Wszystkie pomiary wykonywano w trzech niezaleznych
powtdrzeniach. Hydrofobowo$¢ przedstawiono jako warto$¢ procentowa, stosujac ponizszy

WZzOr:

Hydrofobowos¢ [%] = (1 — %) x 100,

gdzie:
OD1 — gestos¢ optyczna fazy wodnej
ODO — gestos¢ optyczna zawiesiny bakteryjnej.
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111.2.2.2 Pomiar kata zwilzania i wyznaczenie wartoS$ci energii swobodnej powierzchni
komorek bakteryjnych (Busscher et al. 1984; Azelmad et al. 2018)

Bakterie hodowano (24 h, 37 °C, z wytrzgsaniem 120 obr./min) w podtozu ptynnym
MHB 2z dodatkiem jondéw lantanowcow (Ce®*, Eu®*, Gd**, Er®*, Yb%") w stezeniu
odpowiadajgcym 0,5MIC (250 pg/ml) zgodnie z wczesniejszymi opisami (Rycina 10.,
Rycina 12.). Po inkubacji hodowle zwirowano (15 min, 8400 x g, Sigma 3-16KL), przemyto
dwukrotnie roztworem KNOs (0,1 M, Warchem, Polska) i osad zawieszono w tym samym
roztworze. Filtry membranowe z octanu celulozy (AC) o $rednicy porow 0,45 um
(Whatman, Wielka Brytania) umieszczono w strzykawkowym adapterze do saczenia
(Bionovo, Polska), zwilzono woda destylowang (3 ml), a nastgpnie przepuszczano po 3 ml
zawiesiny bakteryjnej. Wilgotne filtry przenoszono na szkietko mikroskopowe, suszono 2
minuty w temperaturze pokojowej, a nastgpnie mierzono kat zwilzania z wykorzystaniem
goniometru (KRUSS DSA25 Standard, kamera KRUSS CF03). Wykonano 3 pomiary dla
kazdego rozpuszczalnika — wody oraz dijodometanu (Sigma-Aldrich, USA) metoda kropli
osadzonej (Vkropli = 2 pl =2 mm?3), a pomiaru kata dokonano wykorzystujac dopasowanie
wysoko$¢-szerokos¢. Energia swobodna powierzchni (ang. surface free energy, SFE) zostata
wyznaczona wykorzystujagc model OWRK (Owens, Wendt, Rabel and Kaelble model)
(Rudawska and Jacniacka 2009). Uzyskane wyniki analizowano wykorzystujac
oprogramowanie AD4021 ADVANCE. Wszystkie pomiary wykonywano w trzech

niezaleznych powtorzeniach.

111.2.2.3 Badanie wplywu jonow lantanowcéw na przepuszczalno$¢ oslon
komoérkowych P. aeruginosa

Bakterie hodowano (24 h, 37 °C, z wytrzasaniem 120 obr./min) w podtozu plynnym
MHB z dodatkiem jondéw lantanowcow (Ce®*, Eu®*, Gd®, Er®*, Yb%*) w stezeniu
odpowiadajgcym 0,5MIC (250 pg/ml) zgodnie z wczeéniejszymi opisami (Rycina 10.,
Rycina 12.). Nastepnie po 50 pl hodowli przeniesiono do 1 ml §wiezego podtoza MHB i
inkubowano przez 4 h w warunkach jak wyzej, do uzyskania gestosci hodowli ODggo réwne;j
0,5. Hodowle bakteryjne (4-godzinna i 24-godzinna) zwirowano (10 minut, temperatura
pokojowa, 10000 x g, Sigma 3-16KL), przeptukano solg fizjologiczng i ponownie
zwirowano przy tych samych parametrach. Dalsze pomiary przeprowadzono wykorzystujac
metode opisang ponizej. Wszystkie pomiary wykonywano w trzech niezaleznych

powtdrzeniach.
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Pomiar przepuszczalnosci blony z wykorzystaniem fioletu krystalicznego (Halder et
al. 2015)

Roztwor fioletu krystalicznego (0,0005%) w PBS dodano do odwirowanego osadu
bakteryjnego. Catos¢ doktadnie zmieszano i pozostawiono na 10 minut w temperaturze
pokojowej. Nastepnie proby zwirowano (1 minuta, 10000 x g, Sigma 3-16KL) i mierzono
absorbancje supernatantu przy dlugosci fali 590 nm (Varioskan LUX, Thermo Fisher
Scientific, USA). Jako odniesienie wykorzystano czysty roztwor fioletu krystalicznego.
Ilo§¢ pobranego do komorek fioletu krystalicznego zostata obliczona wedlug ponizszego

WzO0ru:
Ilo$¢ pobranego do komoérki fioletu krystalicznego [%] =

Absorbancja probki
x 100

a Absorbancja fioletu krystalicznego

111.2.2.4 Wyznaczenie wartosci ladunku powierzchniowego komorki (potencjal zeta) i
wielko$ci promienia hydrodynamicznego (Halder et al. 2015; Sobierajska et
al. 2021b)

Bakterie hodowano (24 h, 37 °C, z wytrzasaniem 120 obr./min) w podtozu plynnym
MHB z dodatkiem jondéw lantanowcow (Ce®*, Eu®*, Gd**, Er®*, Yb%) w stezeniu
odpowiadajagcym 0,5MIC (250 ug/ml) zgodnie z wczesniejszymi opisami (Rycina 10.,
Rycina 12.). Po inkubacji hodowle zwirowano (10 minut, temperatura pokojowa, 10000 x
g, Sigma 3-16KL), przeptukano solg fizjologiczng i ponownie zwirowano przy tych samych
parametrach. Supernatant usuni¢to za pomocag pipety, a osad zawieszano w wodzie
destylowanej bezposrednio przed pomiarem do uzyskania gestosci optycznej ODggo= 0,2
(Varioskan LUX, Thermo Fisher Scientific, USA). Warto$¢ potencjatu zeta zostala
wyznaczona z wykorzystaniem urzadzenia Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments)
wyposazonego w laser He-Ne 633 nm oraz oprogramowanie do analizy danych (Dispersion
Technology Software) w specjalnych kuwetach, w objetosci 1 ml. Wszystkie pomiary

zostaty wykonane w 6 powtorzeniach.

Dodatkowo, po dwukrotnym rozcienczeniu zawiesin bakteryjnych, wykonano pomiar
wielkos$ci promienia hydrodynamicznego w oparciu o metode DLS (ang. Dynamic Light
Scattering) korzystajac z urzadzenia i oprogramowania opisanego w akapicie powyzej. Dla
kazdej proby wykonano przynajmniej 3 pomiary i usredniono uzyskane wyniki uzyskujac
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warto$ci procentowe odpowiadajace udziatlowi poszczegélnych wielkosci obiektow w
zawiesinie. Na tej podstawie wyliczono wielko$¢ typowa (dominante). Dodatkowo
wyznaczono rowniez warto$ci wspotczynnika polidyspersji (polidispersity index, PDI) dla

kazdej z prob. Wszystkie pomiary wykonywano w trzech niezaleznych powtdrzeniach.

111.2.3 Badanie wplywu jonow lantanowcow na hemolize i morfologie erytrocytéow
baranich

Erytrocyty przygotowano w sposob opisany wczesniej W sekcji 111.1. Biologiczne
modele badawcze. W probowkach typu Eppendorf mieszano 900 pl frakcji erytrocytow
zawieszonej w soli fizjologicznej i uzupetniono 100 ul roztworu Ln®* | aby uzyska¢ kofcowe
stezenie lantanowcoéw 250 1 125 pg/ml. Prébe kontrolng uzupetniono 100 pl wody
destylowanej, aby zapewni¢ jednakowe warunki osmotyczne. Proby inkubowano przez 2h
w 37°C, odwirowywano przez 5 min (10 000 obr./min, Sigma 3-16KL) i mierzono
absorbancj¢ supernatantu przy dtugosci fali 540 nm (Varioskan LUX, Thermo Fisher
Scientific, USA). Ponadto przygotowywano rozmaz na szkietku podstawowym, a
morfologi¢ erytrocytow obserwowano w mikroskopie (Olympus IX83 Fluoview FV 1200 ,
kamera CCD Hamamatsu C13440, powigckszenie 20x). Wszystkie pomiary wykonywano w

trzech niezaleznych powtorzeniach.

111.2.4 Wplyw jonow lantanowcow na wrazliwos¢
P. aeruginosa na substancje antybakteryjne
111.2.4.1 Wyznaczenie minimalnych stezen hamujacych (MIC) i frakcyjnych stezen
hamujgcych (FIC) gentamycyny i ciprofloksacyny w obecnosci jonow
lantanowcow
Minimalne st¢zenia hamujace (MIC) gentamycyny (MP BIOMEDICALS, USA) i
ciprofloksacyny (MP BIOMEDICALS, USA) oceniano przy uzyciu standardowej metody
mikrorozcienczen w bulionie (https://www.eucast.org/ast of bacteria/). Frakcyjne ste¢zenia
hamujace (FIC) oceniano wedlug metody checker-board, jak opisano w literaturze
(Bonapace et al. 2002; Jain et al. 2011). Wartosci MIC dla antybiotykoéw oraz wartosci FIC
dla mieszanin antybiotyk/Ln** wyznaczono wobec szczepow P. aeruginosa PAO1 i ATCC
27853, a dla wybranych jondow lantanowcow (Ce®* , Eudt , Gd3* , Er** i Yb®" ) dzialanie
sprawdzono dodatkowo na szerszym panelu izolatéw klinicznych (P. aeruginosa PA 15/3,
PA 82/3, PA14 i PA 164). W ramach badan wstepnych wyznaczono warto$ci MIC
gentamycyny 1 ciprofloksacyny wzgledem badanych szczepdéw, dobierajac ich stezenia

testowe na podstawie ich wrazliwosci opisanej w literaturze (Tabela S.1.) (Sobierajska et
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al. 2018). Siarczan gentamycyny i ciprofloksacyne odwazono (siarczan gentamycyny: 8,5
mg, ciprofloksacyna 5,1 mg) i rozpuszczono w 1 ml wody destylowanej uzyskujac stezenia
wyjsciowe = 5120 pg/ml w przeliczeniu na czysta gentamycyne i ciprofloksacyne, a
nastepnie wykonano szereg dwukrotnych rozcienczen za pomoca wody destylowanej
zgodnie ze schematem Rycina 14. Doswiadczenie wykonano w ptytkach 96-dotkowych,
dzielgc ptytke na 4 sektory i uzupetniajgc dotki jak pokazano na schemacie (Rycina 15). Do
dotkéw plytki 96-dotkowej dodano po 20 pl kazdego roztworu (roztwor Ln3* lub roztwor
antybiotyku). Koncowe stezenie jonéw lantanowcoéw ustalono na 250 i 125 pg/ml, podczas
gdy w przypadku antybiotykoéw stezenia odpowiadaty 4MIC, 2MIC, MIC, 0,5MIC i
0,25MIC. Zakres stgzen antybiotykow rozszerzano, jesli nie byto mozliwe okreslenie stezen
hamujacych w poczatkowym zakresie. Do kazdego dotka dodawano 160 pul MHB. W
rzgdach kontrolnych (tylko jedna substancja) objetos¢ uzupeliono 20 pl wody
destylowanej, a w kontroli wzrostu dodano 40 pl wody, aby zapewni¢ rowny stosunek
podioza do wody w kazdym dotku. Nastepnie do dotkow dodano po 10 pl zawiesiny bakterii
w plynie fizjologicznym (0,5 w skali MacFarlanda, rozcienczone 10x) i inkubowano przez
24 h w 37°C z wytrzasaniem (120 obr./min). Wszystkie pomiary wykonywano w trzech

niezaleznych powtorzeniach.

H,0 500 pl
L

f \

gentamycyny/ - Kolejne
ciprofloksacyna | | rozciericzenia

Stezenie antybiotyku [ug/ml] 5120 2560 1280 640 0,625

Objetos¢ roztworu antybiotyku dodana do 20 20 20 20 20 20
ptytki 96-dotkowej [ul]

Objetos¢ podtoza dodana do ptytki 96- 180 180 180 180 180 180
dotkowej [ul]

Stezenie antybiotyku w dotku [pg/ml] 512 256 128 64 0,0625

Rycina 14. Schemat dwukrotnych rozcienczen testowanych antybiotykow: gentamycyny i
ciprofloksacyny (Schemat opracowano z wykorzystaniem Biorender.com)
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Stezenie korncowe antybiotyku w dotku
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W dotkach mieszano: po 20 pl substancji badanych (Ln3*, antybiotyk, H,0 (do
uzupetnienia objetosci) + 160 ul podtoza MHB

Rycina 15. Schemat wykonania testu checkerboard assay dla antybiotykow (gentamycyny
1 ciprofloksacyny) oraz jonéw lantanowcow. (Schemat opracowano z wykorzystaniem
Biorender.com)

Po inkubacji mierzono gestos¢ optyczng przy 600 nm (Varioskan LUX, Thermo Fisher
Scientific, USA), a od pomiarow odejmowano warto$ci Slepej proby. Wartosci MIC dla
kazdego roztworu osobno, jak rowniez mieszaniny Ln®" /antybiotyk, okre$lono jako
najnizsze stezenie, w ktorym nie wykryto widocznego wzrostu. Frakcyjne st¢zenia hamujace

(FIC) obliczono nastepujaco (Jain et al. 2011):

FIC = FICA + FICB

gdzie:
MIC roztworu A w potgczeniu
FICA =
MIC roztworu A
MIC roztworu B w potaczeniu
FICB =

MIC roztworu B
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111.2.4.2 Wyznaczenie wartosci MIC i FIC dla jonéw europu i miedzi oraz ich polaczen
oraz badanie zmian dynamiki wzrostu hodowli bakteryjnych

Warto$ci MIC i FIC wobec P. aeruginosa PAO1 i ATCC 27853 wyznaczono rowniez

dla jonéw Eu®* i Cu?*. Zastosowano podtoze minimalne MOPS o pH 6,5, wykorzystujac

ptytki 96-dotkowe (objetos¢ 200 pl), ktére uzupetniano analogicznie jak w przypadku

badania antybiotykow opisanego w poprzednim podrozdziale. Czas inkubacji wydtuzono do

48-godzin ze wzgledu na spowolniony wzrost bakterii w podtozu minimalnym o obnizonym

pH. Mieszano ze sobg nastepujace stezenia jondw:

e Eu3:500; 250; 125; 62,5; 31,25; 0 pg/ml
e Cu?":50;25;12,5;6,25;0 ng/ml.

Sposob odczytu wynikow 1 obliczenie FIC opisano w poprzednim podrozdziale.
Ponadto dla stezen subinhibicyjnych, tj. 125; 62,51 31,25 ug/ml Eu®*i25; 12,51 6,25 pg/ml
Cu?* zbadano tempo wzrostu bakterii w obecnosci jonow i mierzono gesto$¢ optyczng
hodowli bakteryjnych przez 48 godzin co 30 minut (Varioskan LUX, Thermo Fisher
Scientific, USA) przy dtugosci fali A=600 nm. Wyniki zostaty przedstawione w postaci
krzywych wzrostu oraz w postaci posortowanych histogramoéw (wykresow Pareto)

przedstawiajacych skumulowane wartosci ODegoo.

Wzrost hodowli bakteryjnych w obecnosci wybranych stezen jonow (125 pg/ml Eu®*
i 25 ug/ml Cu?*, osobno i w potgczeniu) oceniono rowniez w dotkach ptytki 24-dotkowej w

objetosci 1ml dodajac odpowiednio:

e 100 pl Eu®* o stezeniu 1250 pg/ml, 100 ul wody destylowanej i 800 pl

poditoza MOPS,

e 100 pl Cu?* o stezeniu 250 pg/ml, 100 ul wody destylowanej i 800 pl
poditoza MOPS,

e 100 pl Eu®* o stezeniu 1250 pg/ml, 100 pl Cu?* o stezeniu 250 pg/ml, i 800
ul podtoza MOPS,

e 200 pl wody destylowanej i 800 pl podtoza MOPS (kontrola wzrostu).

Do ptytek dodawano zawiesing bakteryjng przygotowang tak jak opisano wczesniej
(Rycina 10.) i inkubowano ptytki w 37 °C z wytrzasaniem (120 obr/min) przez 48 h. Po
zakonczeniu inkubacji wykonano zdj¢cia hodowli oraz, po ostroznym odciggni¢ciu podtoza

pipeta, obserwowano pozostatg zawartos¢ dotkow z wykorzystaniem mikroskopu jasnego
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pola (Olympus IX83 Fluoview FV 1200 , kamera CCD Hamamatsu C13440, powigkszenie
20x) oraz mikroskopu konfokalnego (Olympus 1X83 Fluoview FV 1200 z zastosowaniem
powiekszenia 20x oraz dodatkowego 2x powigkszenia cyfrowego) z barwieniem z zestawem
LIVE/DEAD (LIVE Bacterial Viability Kit (ThermoFisher Scientific, USA), oraz z
dodatkiem barwnika fluorescencyjnego Sypro Ruby (wzbudzenie = 450 nm, emisja = 610
nm; ThermoFisher Scientific, USA), ktory stosowany jest do wizualizacji macierzy
biofilmu. Poszczegblne barwienia przeprowadzono w osobnych dotkach. Zestaw
LIVE/DEAD rozcienczono tak jak opisano w podrozdziale 111.2.1.2. (Pomiar ilosci
wytworzonego biofilmu), dodano po 250 ul roztworu barwigcego do dotkow. Barwnik
Sypro Ruby dodano bez rozcienczania, zgodnie z instrukcjg producenta Ptytki pozostawiono
na 20 minut w ciemnosci i po tym czasie wykonano zdjecia mikroskopowe. Wszystkie

pomiary wykonywano w trzech niezaleznych powtdrzeniach.

111.3 Badanie aktywnoSci Dbiologicznej réznych zwigzkow o  strukturze
hydroksyapatytu domieszkowanych jonami metali przejsciowych bloku d oraz
jonami Eu®*

Okreslono aktywnos$¢ antybakteryjng réznych form nanomaterialéw apatytowych,
ktore przedstawiono w Tabeli 5. Sposob otrzymania, charakterystyka fizykochemiczna oraz
petne wyniki badan biologicznych (aktywno$¢ antybakteryjna oraz cytotoksycznos¢
zbadana na liniach komorkowych) zostaty opublikowane w publikacjach wspotautorskich
mgr Justyny Rewak-Soroczynskiej (przedstawione w kolumnie * w Tabeli 5.). Ponadto,
materialy oznaczone jako seria Zn?*/Sr?*:HAp_Si zostaly samodzielnie zsyntetyzowane
przez Doktorantk¢ z wykorzystaniem metody hydrotermalnej. Materiaty z serii Ag:HAp
oraz PTFE@AQ:HAp (PTFE — poli-(tetrafluoroetylen) otrzymata dr inz. Sara Targonska z
Oddzialu Fizykochemii Biomedycznej, INTiBS PAN, natomiast materialy z serii

Zn?*/Cu?*:HAp otrzymala dr Paulina Sobierajska z tej samej jednostki naukowe;.
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Tabela 5. Zestawienie nanomaterialdbw apatytowych domieszkowanych jonami metali

przejsciowych z uwzglednieniem ich formy oraz badan wykonanych, * - referencja

Seria Material Forma Badania wykonane *
Ag*:HAp 1.HAp Koloidy Liczebno$¢ w soli fizjologicznej
2.HAp: 1mol%Ag* Tabletki w obecnosci koloidow =
3.HAp: 2,5mol%Ag* Wzrost w obecnosci tabletek w ©
4.HAp: 5mol%Ag* podtozu LB 2o
c
PTFE@  5.PTFE Tabletki  Wazrost w obecnoscl tabletek w &, &
AgtHAp  6.PTFE@Ag*:5HAp podiozu LB kS
7.PTFE@Ag*:10HAp —
Zn#[Sr?: 8.0,0 Koloidy Liczebnos¢ w soli fizjologicznej
HAp_Si mol%Zn?*/Sr**:Si,-HAp  Tabletki w obecnosci koloidow o
9.0,5 Formowanie biofilmu na 5
mol%Zn?/Sr*:Si,-HAp powierzchni tabletek % S
10.1,0 SEN
mol%Zn?*/Sr?*:Sis-HAp s <
11.3,5 <
mol%Zn?*/Sr?*:Si,-HAp =
12.3,5mol%zZn?*/Sr**:Si x
5-HAp
Zn?*/Cu®*:  13.nHAp Koloidy Liczebno$¢ w soli fizjologicznej — —
HAp 14.nHAp:5mol%Zn?* Hydrozele  w obecnos$ci koloidow <
15.nHAp:5mol%Cu?* Eluaty z Liczebnos¢ w soli fizjologicznej &
16.nHAp:5mol%zZn?", hydrozeli ~ w obecnosSci eluatow z hydrozeli =
5mol%Cu?* Tabletki Wzrost w obecnosci hydrozeli ®
Wzrost w obecnosci tabletek g
Formowanie biofilmu na %
powierzchni hydrozeli 2
Formowanie biofilmu na 3

powierzchni tabletek

Ponadto w badaniach wykorzystano grupe 18 hydroksyapatytéw domieszkowanych i
wspotdomieszkowanych jonami europu (Eu®*) i miedzi (Cu?*) otrzymanych metodami:
wspoOlstraceniowy (seria strgceniowa, P (ang. precipitation) oraz hydrotermalng (seria
hydrotermalna, H (ang. hydrothermal). Wzory chemiczne oraz oznakowania
poszczegodlnych zwiazkow zamieszczone sa w Tabeli 6. Nanohydroksyapatyty otrzymata dr
Katarzyna Szyszka Oddziat Fizykochemii Biomedycznej, INTiBS, PAN) metodami
wspolstrgceniowg i hydrotermalng zgodnie z metodyka opracowang przez Profesora Rafata
Wiglusza. Stezenia domieszek Eu®* i Cu?* zostaty ustalone na 2 oraz 5 mol% (w przeliczeniu
na ilo$¢ jonéw wapnia) Ponadto jako kontrole odniesienia przygotowano proby czystego

hydroksyapatytu.
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Tabela 6. Wzory chemiczne oraz oznakowanie hydroksyapatytow domieszkowanych Eu?*
oraz Cu?

Oznakowanie

Wzoér chemiczny Oznakowanie materialu Wzoér chemiczny .
materiatu

Seria straceniowa (P — precipitation) Seria hydrotermalna (H —

hydrothermal)
Ca10(PO4)s(OH)2 P_HAp Ca10(PO4)s(OH)2 H_HAp
Cag gEuo 2(PO4)s(OH)2 P_2mol%Eu* Cag sEuo 2(PO4)s(OH)2 H_2mol%Eu®*
CagsEuo,5(PO4)s(OH)2 P_5mol%Eu®* Cag,sEuo,5(PO4)s(OH)2 H_5mol%Eu®*
CaggCuo 2(PO4)s(OH)2 P_2mol%Cu? Cag,sCuo2(PO4)s(OH)2 H_2mol%Cu?
CagsCuo,5(PO4)s(OH)2 P_5mol%Cu?* CagsCuo,5(PO4)s(OH)2 H_5mol%Cu?*

H_2mol%Eu3,
2mol%Cu?*

H_2mol%Eu®,
5mol%Cu?*

H_5mol%Eu’*,
2mol%Cu?*

H_5mol%Eu’,
5mol%Cu?*

Cag,6EU0,2CU0,2(PO4)s(OH)2  P_2mol%Eu®*, 2mol%Cu?* Cag,6EU0,2CU0,2(PO4)s(OH)2
Cag3Euo2Cuo5(PO4)s(OH)2  P_2mol%Eu®*, 5mol%Cu?* Cag,3EU0,2CU0,5(PO4)6(OH)z2
Cag3Euo5CU0,2(PO4)s(OH)2  P_5mol%Eu®*, 2mol%Cu?* Cag,3EU0,5CU0,2(PO4)6(OH)z2

CagEuosCuo5(POs)s(OH)2  P_5mol%Eus*, 5mol%Cu?* CagEuo,5CuUo5(PO4)s(OH)z2

Do syntez wykorzystano nastepujace odczynniki: Ca(NOz)2-4H.O (cz.d.a. 99+9%,
ACROS ORGANICS®, USA), (NH4)2HPO4 (cz.d.a. 99+%, ACROS ORGANICS®, USA),
Eu203 (99.99%, Alfa Aesar, Niemcy), Cu(NO3).:2.5H,O (98.0-102.0%, Alfa Aesar,
Niemcy) i NH3-H2O (99%, Avantor, Polska). Z tlenku europu otrzymano hydrat, tak jak
opisano w podrozdziale 111.2. (Jony lantanowcow oraz jony metali przejSciowych), oraz
dodano (NHs)2HPO4. W wersji hydrotermalnej doprowadzono pH mieszaniny do warto$ci
9-10 za pomocag NHsH.O i umieszczono w naczyniu teflonowym w reaktorze
mikrofalowym (ERTEC MV 02-02, Polska). Mieszaning ogrzewano przez 90 min w
temperaturze 250 °C pod ci$nieniem 50 atm. W wersji wspotstraceniowej doprowadzono pH
mieszaniny do wartosci 7 za pomocg NH3z-H20 1 ogrzewano cato$¢ przez 3 h w temperaturze
100 °C, caly czas mieszajac. Proby otrzymane z wykorzystaniem obu metod wirowano,
ptukano za pomoca wody destylowanej do uzyskania pH 7 oraz suszono w 70 °C. Po

wysuszeniu proby zostaly roztarte w mozdzierzu.

Otrzymane materiaty zostaty scharakteryzowane fizykochemicznie przez dr Katarzyne
Szyszk¢ z wykorzystaniem nastepujacych metod analitycznych: metoda dyfrakcji
rentgenowskiej (ang. X-ray powder diffraction, XRPD), skaningowy mikroskop
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elektronowy (ang. scanning electron micoscope, SEM) z analizg zawarto$ci poszczegdlnych
jonéw (ang. energy-dispersive X-ray spectrometer, EDAX), spektroskopia w podczerwieni
z transformatg Fouriera (ang Fourier-transformed infrared-spectra, FT-IR) oraz
spektroskopia emisyjna (ang. emission spectra). Wybrane wyniki analiz fizykochemicznych
zostaly umieszczone w Materiatach dodatkowych (Rycina S.1., Rycina S.2.) oraz
czesciowo opublikowane w publikacji wspotautorskiej Zespotu Profesora Rafata Wiglusza
(Szyszka et al. 2021). Schmat badan hydroksyapatytow domieszkowanych i

wspotdomieszkowanych jonami europu i miedzi przedstawia Rycina 16.

Badane formy: '
* Materiat sproszkowany (P) #or

* Eluaty (E)

Badanie wptywu na P. aeruginosa
Synteza hydroksyapatytu (metoda e
hydrotermalna i wspétstraceniowa) » pzro=t(ODI(EIE) Bicfill(E)
fizykochemiczna zawartosci L
Y onéw (ICP) (E
(P) jonéw (icp) (p) | (CPY(E) Hemoliza (P) MTT (E)

Rycina 16. Schemat badan hydroksyapatytow domieszkowanych i
wspotdomieszkowanych jonami europu (Eu®*) i miedzi (Cu?*). (Schemat opracowano z
wykorzystaniem Biorender.com). W zo6ttym prostokacie przedstawiono etapy wykonane

przez dr Katarzyne Szyszke.

111.3.1 Analiza zawartosci jonéw w hydroksyapatytach domieszkowanych jonami Eu®*
i Cu®* oraz analiza uwalniania jonéw w réznych mediach

W celu okreslenia rzeczywistej ilosci wbudowanych do matrycy hydroksyapatytowe;j
jonéw Eu®* oraz Cu?*, otrzymane proby poddano analizie z wykorzystaniem metody
indukcyjnie wzbudzanej plazmy (ang. Inductively coupled plasma; ICP) z wykorzystaniem
spektrometru (Agilent 720 bench-top optical emission spectrometer with inductively
coupled Ar plasma; Ar-ICP-OES). Proby zostaty roztworzone w kwasie azotowym (V) (65%
suprapur Merck, Niemcy), natomiast analiza zostatla przeprowadzona na Wydziale

Chemicznym Politechniki Wroctawskie;.

Uwalnianie jonéw Eu®* oraz Cu?* w wybranych mediach hodowlanych zostato

zbadane z wykorzystaniem metody ICP, jak opisano powyzej. Przygotowanie prob do
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analizy obejmowalo nastgpujace etapy: badane materialy w postaci ssproszkowanej
zawieszono w badanym medium (podtoze mikrobiologiczne MHB lub medium do hodowli
komorek eukariotycznych DMEM) w stezeniu 10 mg/ml i wytrzgsano w temperaturze 37 °C
przez 24 h. Nastepnie proby zwirowano, a powstaly supernatant roztworzono w kwasie

azotowym (V), jak opisano powyzej.

111.3.2 Badanie aktywnos$ci antybakteryjnej hydroksyapatytow
111.3.2.1 Liczebno$¢ bakterii w obecnosci hydroksyapatytéow
Hydroksyapatyty domieszkowane jonami metali przejsciowych przedstawione w

Tabeli 5. zawieszano w fizjologicznej do uzyskania stezenia:

e 25 pg/ml dla serii Ag*:Hap,
e 100, 50, 25 i 10 pg/ml dla serii Zn?* /Sr**:Hap_Si,
e 100, 50, 25 i 10 pg/ml dla serii Zn?* /Cu?*:HAp.

Roztwory koloidalne otrzymano poprzez zawieszenie nawazki nanomateriatu w soli
fizjologicznej 1 poddanie proby dziataniu ultradzwiekéw (BANDELIN SONOPULS HD
2070) przez 2 minuty (30% mocy). Po utworzeniu koloidow proby sterylizowano w
autoklawie i przechowywano w lodowce. 200 ul koloidéw dodawano do dotkow plytki 96-
dotkowej 1 dodawano 10 pl zawiesiny bakteryjnej przygotowanej] w sposob opisany we
wczesniejszych rozdziatach (Rycina 10.). Jako kontrole wykorzystano roztwoér soli

fizjologicznej. Plytki inkubowano w 37 °C z wytrzasaniem (120 obr/min) przez:

e 2 hdlaserii Ag*:Hap,
e 18 hdla serii Zn**/Sr?*:Hap_Si,
e 18 hdla serii Zn?* /Cu?":HAp.

Liczebno$¢ bakterii sprawdzono réwniez w obecnos$ci eluatoéw przygotowanych z
hydrozeli (seria Zn?* /Cu?*:HAp). Hydrozele zostaty wykonane przez dr Pauling Sobierajska
na bazie 3,6-anhydro-o-1-galakto-B-d-galaktuanu i poddane liofilizacji w celu uzyskania
porowatego zelu. Szczegdlowy sposdb przygotowania hydrozeli 1 ich oceng
fizykochemiczng opublikowano w pracy wspotautorskiej (Sobierajska et al. 2021a).
Hydrozele pocigte za pomocg sterylnego skalpela na jednakowe 10 mg kawatki
sterylizowano pod lampg UV (jak wyzej), umieszczono w sterylnych falkonach i dodano 10

ml sterylnego roztworu soli fizjologicznej. Falkony wytrzasano (120 obr/min) przez 24 h w
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37 °C, a nastgpnie plyn przenoszono do nowych falkonéw i dodawano po 200 pl do dotkow

ptytki 96-dotkowej. Ptytki inkubowano 18 h w 37 °C z wytrzasaniem (120 obr/min).

Po zakonczeniu inkubacji zawarto$¢ dotkéw zostata przeniesiona do probowek typu
Eppendorf, doktadnie zmieszana (VORTEX MX-S) i rozcieniczona w szeregu 10-krotnych
rozcienczen w soli fizjologicznej. Rozcienczone zawiesiny bakteryjne wysiewano na ptytki
MHA, inkubowano 18 h w 37 °C 1 liczono wyrosle kolonie. Warto§¢ CFU/ml obliczono wg
wzoru zamieszczonego w sekcji 111.2.1.1. (Badanie aktywnos$ci antybakteryjnej

(wyznaczenie MIC i sub-MIC).

Liczebnos¢ P. aeruginosa ATCC 27853 w obecnosci koloidow i eluatow hydrozeli
(seria Zn?*/Cu?":HAp) obrazowano roéwniez przy uzyciu technik mikroskopowych:
skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM), mikroskopii konfokalnej z barwieniem
LIVE/DEAD oraz mikroskopii jasnego pola. Do obrazowania przygotowano zawiesing
bakteryjng o ODesoo = 1,5, ktora przeniesiono (po 900 pl) do dotkéw ptytki 24-dotkowe;.
Hydroksyapatyt (nHAp:Cu?*-Zn?*) zawieszono za pomocg ultradzwickow w soli
fizjologicznej w stezeniu 1 mg/ml i sterylizowano w autoklawie. Hydrozel otrzymany z tego
samego materiatu apatytowego zawieszano w soli fizjologicznej w stezeniu 10 mg/ml i
otrzymano eluat tak jak opisano wczesniej. Koloidy oraz eluaty z hydrozeli dodawano do
zawiesin bakteryjnych (po 100 ul). Ptytki inkubowano 24 h w 37 °C z wytrzasaniem (120
obr/min). Po zakonczeniu inkubacji zawiesiny bakteryjne przeniesiono do probowek typu
Eppendorf. W celu zobrazowania prob w jasnym polu kroplg¢ zawiesiny bakteryjnej
nanoszono na szkietko mikroskopowe i obrazowano w mikroskopie (Olympus 1X83
Fluoview FV 1200 , kamera CCD Hamamatsu C13440, powigkszenie 20x). Wykonano
robwniez zdjecia z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego. W tym przypadku
rozcienczony (w sposob opisany wczesniej) roztwor barwnikéw LIVE/DEAD dodano w
ilosci 10 pl do kropli naniesionej na szkietko mikroskopowe i po 20 minutach inkubacji w
ciemnosci obserwowano fluorescencje w mikroskopie (Olympus 1’X83 Fluoview FV 1200 z
zastosowaniem powiekszenia 20x oraz dodatkowego 2x powigkszenia cyfrowego).
Przygotowanie prob do SEM zostalo przeprowadzone w Pracowni Technik
Mikroskopowych Uniwersytetu Wroctawskiego przez dr Ryszarda Adamskiego. Proby
zostaly utrwalone 2,5% aldehydu glutarowego i OsOas, odwodnione w etanolu i acetonie,
napylone zlotem (Auto 306 Coater with Turbomolecular Pumping System, Edwards
Vacuum) i obrazowane w mikroskopie skaningowym (FEI NovaNanoSEM 230)

wyposazonym w detektor (Apollo X Silicon Drift Detector SDD) przez dr Damiana

89



Szymanskiego (INTiBS, PAN). Wszystkie pomiary wykonywano w trzech niezaleznych

powtorzeniach.

111.3.2.2 Wzrost bakterii w obecnosci réznych form hydroksyapatytow

Wplyw nanomaterialdbw na wzrost bakterii oceniono wykorzystujac rézne formy
nanomateriatéw. Tabletki wykonano przez sprasowanie odwazonej porcji materiatu
sproszkowanego za pomoca prasy hydraulicznej. W badaniach wykorzystano rowniez
kompozyty polimeru PTFE (tetrafluoroetylenu) i hydroksyapatytu domieszkowanego
jonami srebra. Wszystkie tabletki wykonat dr Jacek Chmielowiec (Oddziat Fizykochemii
Biomedycznej, INTiBS, PAN), co zostato szczegdélowo opisane we wspodtautorskich
publikacjach (Targonska et al. 2020; Sobierajska et al. 2021a; Rewak-soroczynska et al.
2022) Gotowe tabletki sterylizowano z obu stron przez naswietlenie za pomocg lampy UV
przez 20 minut, nastgpnie umieszczano za pomocg sterylnej pesety w dotkach ptytki 24-
dotkowej i dodawano 1 ml plynnego podioza: LB (serie Ag*:HAp,PTFE@Ag*:HAp,
Zn?*/Cu?*:HAp) i bulion odzywczy (seria Zn?*/Sr?*:HAp_Si), w ktérym zawieszono
bakterie P. aeruginosa ATCC 27853 (ODeoo = 0,1, rozcienczone 10x za pomoca podtoza).
Plytki inkubowano 24h w 37 °C z wytrzasaniem (120 obr/min). Po zakonczeniu inkubacji
hodowle bakteryjne zebrano z dotkéw, zmieszano, przeniesiono do dotkow ptytki 96-
dotkowej (po 200 pul) i zmierzono gesto$¢ optyczng przy dtugosci fali 600 nm (Varioskan
LUX, Thermo Fisher Scientific, USA). Powierzchni¢ tabletek przemyto sola fizjologiczna,
przeniesiono do czystej ptytki 24-dotkowej za pomocg pesety i obrazowano utworzony

biofilm w mikroskopie konfokalnym. Analogicznie badano proby hydrozeli (seria

Zn?*/Cu?*:HAp).

Aby oceni¢ wzrost P. aeruginosa w obecnosci HAp domieszkowanych i
wspoldomieszkowanych kationami Eu®* i Cu?* do dotkow plytki 24-dotkowej odwazono po
10 mg kazdego z badanych nanomateriatéw i dodano po 1 ml podtoza oraz 50 pnl
rozcienczonej w soli fizjologicznej zawiesiny bakteryjnej. Ptytke hodowano przez 24 h w
37 °C z wytrzgsaniem, po czym zmierzono absorbancje hodowli bakteryjnych (ODsoo). W
tym celu zawarto$¢ dotkéw doktadnie zmieszano za pomoca pipety, a nastepnie odczekano
15 minut, zeby hydroksyapatyt opadt na dno dotka. Pobierano po 200 pul hodowli znad osadu
do dotkow ptytki 96-dotkowej i mierzono absorbancje. Po pomiarze hodowle ponownie
umieszczono w dotkach i pozostawiono w cieplarce na nastepne 24 godziny. Po tym czasie
powtorzono pomiar dokladnie w ten sam sposob. W tym doswiadczeniu wprowadzono

dodatkowa modyfikacje i zastosowano 24-godzinne uwalnianie wstepne hydroksyapatytow

90



w podtozu mikrobiologicznym. W tym celu plytki z nawazka apatytéw i dodanym podtozem
bez dodawania zawiesiny bakteryjnej, wytrzasano przez 24 h w 37 °C (120 obr/min). Po tym
czasie dodano do dotkdw zawiesing bakteryjng i ptytki poddano powtdrnej inkubacji w tych
samych warunkach. Odczyt wykonano tak jak opisano wczesniej. Wszystkie pomiary

wykonywano w trzech niezaleznych powtorzeniach.

111.3.2.3 Badanie wplywu réznych form hydroksyapatytow na formowanie biofilmu
Tabletki wykonane z materialow hydroksyapatytowych (seria Zn?*/Sr?*:HAp_Si i
Zn**/Cu?*:HAp) inkubowano w obecno$ci zawiesin bakteryjnych, tak jak opisano w
podrozdziale 111.3.2.2. Wzrost bakterii w obecnosci roznych form hydroksyapatytéw.
Po zakonczeniu inkubacji powierzchni¢ tabletek przeplukano solg fizjologiczng i
przeniesiono je do czystych dotkow ptytki 24-dotkowej, do ktorych dodano 250 pl
rozcienczonych barwnikow fluorescencyjnych z zestawu LIVE/DEAD (jak opisano
wczesniej). Plytki inkubowano 20 minut w ciemno$ci, a nastgpnie obrazowano z
wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego (Olympus 1X83 Fluoview FV 1200 z
zastosowaniem powickszenia 20x oraz dodatkowego 2x powickszenia cyfrowego).

Analogicznie postepowano z hydrozelami (seria Zn?* /Cu?*:HAp).

Do  okreslenia wplywu  hydroksyapatytu  wapnia  domieszkowanego i
wspotdomieszkowanego jonami Eu®* i Cu?* na powstawanie biofilmoéw bakteryjnych
wybrano nanomaterialy z najwyzszg zawarto$cig domieszek, z obu serii (Tabela 6.) oraz
czysty hydroksyapatyt jako odniesienie. Bakterie inkubowano w obecnosci sproszkowanych
nanomateriatow, tak jak to opisano w podrozdziale 111.3.2.2. Wzrost bakterii w obecnosci
réznych form hydroksyapatytéow, a nastepnie hodowle przenoszono do czystych dotkéw
plytki 96-dotkowej pozostawiajac je w cieplarce na 24 h w celu utworzenia biofilmu. Po 24
h inkubacji w obecnos$ci apatytow hodowla bakteryjna zostata dokladnie zmieszana za
pomoca pipety, przeniesiona do dotkow ptytki 96-dotkowej (po 200 ul) i ponownie
inkubowana przez 24 h w 37 °C. Po tym czasie zawiesina bakteryjna zostata usunigta z
dotkow, ktore przeptukano w celu usunigcia niezwigzanych komorek solg fizjologiczng i
dodano po 50 pl zestawu barwnikow fluorescencyjnych LIVE/DEAD, ktore rozcienczono
tak jak wcze$niej opisywano. Morfologie¢ 1 zywotnos¢ uformowanych biofilmow
obserwowano w mikroskopie konfokalnym (Olympus 1X83 Fluoview FV 1200 z
zastosowaniem powickszenia 20x oraz dodatkowego 2x powigkszenia cyfrowego).

Intensywnos$¢ fluorescencji oszacowano ilosciowo przy wykorzystaniu programu Imagel
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1.54d (Laboratory for Optical and Computational Instrumentation (LOCI, University of
Wisconsin). Wszystkie pomiary wykonywano w trzech niezaleznych powtdrzeniach.

111.3.2.4 Okreslenie poziomu cytotoksyczno$ci nanomaterialow

Cytotoksyczno$¢ nanomaterialdw zostata okre§lona na modelu komdrkowym
osteoblastow (linia komorkowa 7F2). Przygotowano zawiesing materialdw na bazie
hydroksyapatytu wapnia domieszkowanego i wspotdomieszkowanego jonami Eu®* i Cu?* w
medium hodowlanym DMEM w stezeniu 10 mg/ml. Po 24 h wytrzasania w 37 °C proby
zwirowano, a supernatant przeniesiono do nowych probowek. Otrzymany eluat
rozcienczono 10x 1 100x za pomocg DMEM. Hodowle komoérkowe (gestos¢ wyjsciowa
okoto 10 000 komorek na 1 cm?) inkubowano w standardowych warunkach (37 °C, 5% CO2)
w plytkach 96-dotkowych przez 24 h. Nast¢gpnie medium usunig¢to, komorki przemyto
sterylnym PBS i dodano eluaty hydroksyapatytow w stezeniach 10, 1 i 0,1 mg/ml. Hodowle
inkubowano kolejne 24 godziny. Po tym czasie eluaty usunig¢to, komorki przemyto, dodano
sterylny PBS zawierajacy 0,5 mg/ml odczynnika do testu MTT (ang. 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma-Aldrich, USA) i komoérki inkubowano przez
3 godziny w temperaturze 37°C. Po inkubacji utworzone krysztaty formazanu rozpuszczono
w DMSO. Absorbancj¢ odczytywano przy 560 nm (tto 670 nm) przy uzyciu czytnika ptytek
(Varioskan LUX, Thermo Fisher Scientific, USA). Jako kontrolg odniesienia wykorzystano
hodowle, do ktorej zamiast eluatéw dodano czyste medium hodowlane. Wszystkie pomiary
wykonywano w trzech niezaleznych powtérzeniach. Zywotnoéé uzytych linii komérkowych

0szacowano za pomoca nastgpujacego Wzoru:

. . . Absorbancja préb
Zywotno$¢ komorek [%] = ——a BP0,

Absorbancja kontroli

111.3.2.5 Ocena wplywu zwigzkéw hydroksyapatytu wapnia na hemolize i morfologie
erytrocytow

W celu okreslenia wpltywu hydroksyapatytow na hemoliz¢ oraz morfologi¢
erytrocytow, krwinki przygotowano tak jak opisano w podrozdziale 111.2.3. Badanie
wplywu jonéw lantanowcow na hemolize i morfologie erytrocytow baranich . Do
probéwek typu Eppendorf odwazono po 10 mg badanego materialu i dodano po 1 ml
wczesniej przygotowanej frakcji erytrocytow. Przygotowano rowniez probe kontrolng, ktorg
stanowily same krwinki. Probéwki mieszano przez inwersj¢ kilka razy na dobg¢. Pomiary

absorbancji oraz rozmazy krwinek wykonano po 1, 4 i 7 dniach. Absorbancj¢ mierzono przy
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dwoch dtugosciach fali: 540 nm, co odpowiada maksimum absorbcji dla hemoglobiny, oraz
502 nm, co odpowiada maksimum absorbcji dla methemoglobiny. Ocen¢ morfologii
krwinek wykonano przy uzyciu mikroskopu $wietlnego w trybie jasnego pola, tak jak to
opisano w podrozdziale 111.2.3. Badanie wplywu jonow lantanowcow na hemolize i
morfologie erytrocytow baranich Wszystkie pomiary wykonywano w trzech niezaleznych

powtorzeniach.

111.4 Analiza statystyczna otrzymanych wynikow

Przeprowadzone eksperymenty byly wykonywane minimum w 3 powtdérzeniach w 3
niezaleznych czasach. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono w programie GraphPad Prism
9. Pierwszym etapem bylo sprawdzenie normalno$ci rozktadu z wykorzystaniem testu
Shapiro-Wilka. Wyniki spetiajace zatozen rozktadu normalnego analizowano z pomoca
jednoczynnikowej analizy wariancji (One-way ANOVA) z dodatkowym testem metoda
Dunnetta dla wielokrotnych porownan. Wyniki niespetniajgce zatozen rozktadu normalnego
za pomocg testu nieparametrycznego Kruskala-Wallisa z dodatkowym testem metoda
Dunna dla wielokrotnych poréwnan. Istotnos$¢ statystyczng oznaczano za pomocg gwiazdek
(*dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p< 0,0001). Wyniki przedstawione
W niniejszej rozprawie zostaty obliczone jako $rednie arytmetyczne z przeprowadzonych
pomiarOw wraz z obliczonymi odchyleniami standardowymi (SD). Na niektorych

wykresach, ze wzgledu na ograniczone miejsce, przy wysokim poziomie istotnosci,

& ok ok ok

stosowano zbiorcze oznaczenie dla sgsiadujgcych stupkow: . Oznacza, to ze

wszystkie stupki pod kreska sa jednakowo istotnie rézne od kontroli. Natomiast istotnos¢

EE T

statystyczng pomiedzy dwoma wynikami oznaczano jako klamre: .
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V. WYNIKI

Rozw0j nauki 1 poszukiwanie nowych rozwigzan jest nierozlacznym elementem
ewolucji cztowieka. Wyzwania jakie podejmujemy sa odpowiedzig na ngkajace ludzkosé
problemy. Jednym z nich jest nieprzerwana walka z patogennymi drobnoustrojami w tym z
P.  aeruginosa, jako przyczyna infekcji = okotooperacyjnych  szczegélnie
okotowszczepiennych. W niniejszej rozprawie doktorskiej przedstawiono badania majace
na celu zobrazowanie wptywu jondéw lantanowcow oraz metali przejSciowych w formie
wolnej jak i jako domieszek w nanohydroksyapatytach na wzrost i wirulencje tego patogenu.
Wyniki badan zaprezentowane w tym rozdziale zostaly podzielone na dwa duze etapy
wynikajace z poszukiwania mechanizmow oddzialywan poszczegélnych elementow
nanomaterialow z komoérkami bakteryjnymi. W pierwszym etapie pod uwage wzigto jony
lantanowcow oraz metali przejsciowych w formie wolnej i1 ich oddziatywania w r6éznych
stezeniach oraz uktadach na komorki bakteryjne oraz ich wirulencje. W drugiej cze$ci badan
skupiono si¢ na oznaczeniu wlasciwosci biologicznych nanohydroksyapatytow w réznych

formach zawierajacych zréznicowane domieszki badanych pierwiastkow.

IV.1 Badanie aktywnosci biologicznej wolnych jonéw lantanowcow i jonéw metali
przejsciowych
1V.1.1 Wplyw obecnos$ci wolnych jonéw lantanowcow w stezeniach subinhibicyjnych
na wzrost i wirulencje P. aeruginosa
Ze wzgledu na fakt czestego wykorzystywania lantanowcoéw jako domieszek w
nanomateriatach z potencjatem zastosowania w implantologii w pierwszej kolejnosci
postanowiono sprawdzi¢ jak obecno$é¢ jonow Ln®* w podlozu hodowlanym wplywa na
wzrost i poziom produkcji podstawowych czynnikow wirulencji P. aeruginosa. Wiekszo$¢
badan prowadzono na powszechnie stosowanych i dobrze znanych szczepach wzorcowych
PAO1 oraz ATCC27853, ktére czesto sa wykorzystywane do badania oddziatywan
zwigzkow antybakteryjnych u tego gatunku. W przypadku badania aktywnos$ci
antybakteryjnej testowanych jonow panel szczepéw byt rozszerzany o szczepy kliniczne
reprezentujgce zréznicowane wzorce opornosci na antybiotyki i zwigkszajace heterogennosé

badanej grupy.

Pierwszym etapem badan byto wyznaczenie wartosci minimalnych stezen hamujacych
(MIC) jonow Ce®, Pr3*, Nd®*, Sm*, Eu®*, Gd®", Tb3*, Dy%*, Ho*, Er¥*, Tm®, Yb%*, Lu®*.
Przetestowano stezenia w zakresie od 4 do 500 pg/ml w seryjnych, dwukrotnych
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rozcienczeniach. Analiza uzyskanych wynikéw wykazata MIC na poziomie 500 pg/ml
kazdego z badanych jonéw Ln®* wobec wszystkich szczepéw P. aeruginosa zaréwno
referencyjnych (PAOL, ATCC 27853) jak i klinicznych (PA3, PA12, PA15, PA18, PA20,
14/3, 15/3, 82/3, 9/5, 164 i 249P). Pomiary ODeoo wykazaty, ze w badanym zakresie st¢zen
nie zaobserwowano znaczacej roznicy w gestosci optycznej hodowli P. aeruginosa PAO1L i
ATCC 27853 w odniesieniu do kontroli wzrostu bez obecnosci jonow. Co ciekawe w
przypadku szczepu PAO1 obserwowano zwigkszenie gestosci optycznej hodowli

prowadzonej w obecno$ci Ln®* w stezeniach w zakresie pomiedzy 4 a 125 pug/ml (Rycina
S.3).

Biorac pod uwage fakt, Zze pomiar zmgtnienia nie zawsze pozwala na doktadng ocen¢
liczebnosci zywych komorek bakteryjnych w hodowli, w kolejnym etapie badan
wyznaczono warto$ci CFU/ml 24-godzinnych hodowli badanych szczepow PAO1 1 ATCC
27853 w obecnosci stezen 0,5MIC i1 0,25MIC wszystkich testowanych jonow lantanowcow.

Uzyskane wartosci prezentowane jako log CFU/mI zestawiono na Rycinie 17.

a) PAO1 b) ATCC 27853
12 12 I ce™
‘ _ P
. [T i e = + — Nd3*
10 = - T R 10 T oy T EISm3
Eg Eq =
2 2 o
O §| O 6l o
o o [ Dy
o - o [ JHo*™
a4 24 o e
1 T
2 2 v
| L L | L L UL
0 125 250 0 125 250
Stezenie Ln3* [ug/ml] Stezenie Ln3* [ug/mi]

Rycina 17. Wzrost P. aeruginosa a) PAO1 i b) ATCC 27853 w obecnosci
subinhibicyjnych stezefi Ln** (0,25MIC=125pug/ml i 0,5MIC=250ug/ml). Czerwona linia
wskazuje CFU/ml dla kontroli wzrostu bez obecno$ci jonow Ln®*.

Obecnos¢ jonow lantanowcow w testowanych stezeniach 0,5MIC oraz 0,25MIC nie
powodowala istotnych zmian we wzroscie liczebnos$ci bakterii w stosunku do kontroli (linia
czerwona). Ponadto nie zaobserwowano istotnych rdznic pomiedzy aktywnoS$cig

poszczegbdlnych jondéw, jak rowniez pomiedzy badanymi szczepami wzorcowymi.
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W omawianym powyzej do$wiadczeniu przed wykonaniem szeregéw rozcienczen,
hodowle bakteryjne poddawano dziataniu ultradzwickéw, co pozwolilo na oderwanie
komoérek od dna dotkow 1 uzyskanie jednorodnych prob. W trakcie doswiadczenia
zaobserwowano, ze bakterie poddane dziataniu 0,5MIC st¢zenia jondw lantanowcoOw
(250png/ml) tworzyty grube i oporne na ultradzwigki struktury przypominajace biofilm, ktére
pozostawaly przyklejone do dna dotkéw powodujac ich wyraznie widoczne zmetnienie,
podczas gdy w probie kontrolnej dno studzienki pozostawato wizualnie przezroczyste.
Obserwacja ta byta bodZcem do przeprowadzenia kolejnych eksperymentow, ktorych celem
bylo zbadanie wplywu jonoéw lantanowcow na powstawanie biofilmu bakteryjnego.
Zastosowano dwie standardowe metody: barwienie biofilmu fioletem krystalicznym (ang.
crystal violet, CV) oraz laserowa mikroskopi¢ konfokalng (ang. confocal laser scanning
microscopy, CLSM) z barwieniem zywych i martwych komorek z wykorzystaniem
komercyjnego zestawu barwnikow fluorescencyjnych (LIVE/DEAD). Roznice w poziomie
produkcji biofilmu po 24 h hodowli obserwowane po barwieniu CV przedstawiono na

ponizszym wykresie (Rycina 18.).
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Rycina 18. Tworzenie biofilmu barwionego fioletem krystalicznym przez P. aeruginosa a)
PAO1 i b) ATCC 27853 w obecnosci subinhibicyjnych stezen Ln3*. Czerwona linia
wskazuje poziom absorbancji CV zwigzanego przez biofilm powstaty w probie kontrolnej
bez obecnosci jondw lantanowcow.

Co wazne, w obecnosci jonow lantanowcow w stezeniu 125 pg/ml (0,25MIC) poziom
produkcji biofilmu byl poréwnywalny z kontrolg (linia czerwona), jednak obecno$¢
badanych jonow w stezeniu 250 pg/ml (0,5MIC) znaczaco zwigkszata ilo§¢ zwigzanego
przez wytworzony biofilm fioletu krystalicznego, co bylo obserwowane w przypadku obu
badanych szczepow. Dodatkowo, réznice we wplywie Ln®* na poziom produkcji biofilmu

dostrzezono rowniez pomiedzy poszczegolnymi jonami lantanowcow. Zauwazy¢ mozna, ze
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obecnosé¢ jondow ze $rodka szeregu (od Sm3* do Tms3*) znaczgco wplywata na zwigkszenie
produkcji biofilmu wyrazonej zwigkszong iloscig zwigzanego fioletu krystalicznego podczas
gdy obecnos$¢ w hodowli jonow lzejszych (Ce®*, Pr3*, Nd3*) i najciezszych (Yb*, Lu®*) nie
wywotlywata takiego efektu. Ciekawym przypadkiem jest jon Gd**, dla ktorego
zaobserwowano spadek aktywno$ci "pro-biofilmowej” w poréwnaniu z sasiadujacymi

lantanowcami z szeregu. Byto to widoczne w przypadku obu badanych szczepow.

W celu potwierdzenia obserwowanej w barwieniu CV zwigkszonej produkcji
biofilmu w obecnosci poszczegolnych jonow, zastosowano dodatkowa metode wizualizacji,
czyli obrazowanie z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego. Obrazy mikroskopowe
zadherowanych do powierzchni komorek po barwieniu zestawem komercyjnym
LIVE/DEAD przedstawiono na Rycina 19., Rycina 20.

Pierwsza wazng obserwacjg jakiej dokonano byt fakt, ze zdecydowana wigkszos¢
komorek byta zywa (kolor zielony), natomiast komoérki martwe (kolor czerwony) zdarzaty
si¢ pojedyncze. Druga obserwacja byto to, ze liczebno$¢ komoérek w probach kontrolnych i
inkubowanych w obecnosci 125 pg/ml jondéw lantanowcow byta zblizona do kontroli,
podczas gdy w probach inkubowanych w obecnosci 250 pg/ml Ln®* byta wyraznie wyzsza.
Mozna to zaobserwowa¢ poréwnujac jasno$¢ i intensywnos¢ otrzymanych obrazéw przy
zachowanych tych samych parametrach laseréw dla wszystkich prob (Rycina 19.), co
zostato dodatkowo potwierdzone za pomocg programu ImageJ (Tabela 7.). Mozna réwniez
zaobserwowaé roznice w intensywnosci pomigdzy szczepami: zdjecia wykonane dla
szczepu ATCC 27853 charakteryzuja si¢ wyzszg intensywnoscia, zarOwno w kontroli jak i
w probach z Ln®*, niz zdjecia wykonane dla szczepu PAO1. Co ciekawe, widoczne byto
rowniez, ze w probach inkubowanych w obecnosci jonow Gd** (250 pg/ml) zdjecia sg mniej
intensywnie niz dla ,sasiadujacych” lantanowcoéw, co potwierdza obserwacje z
doswiadczenia z fioletem krystalicznym (Rycina 18.). W przypadku szczepu PAO1
najwyzszg intensywno$¢ w odniesieniu do kontroli obserwuje si¢ dla jonow Eu®* i Gd3*
(25% wyzsza intensywnos$¢), Tb®* (50% wyzsza intensywno$¢) oraz Ho%* i Er** (75%
wyzsza intensywnos¢). W przypadku szczepu ATCC 27853 najwyzsze wzrosty
intensywnoéci W odniesieniu do kontroli odnotowano dla prob z: Sm®*, Dy®*, Er¥*, Yb%* i
Lu3* (25%), Th%* i Ho%* (50%) oraz Eu®* (75%).
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Rycina 19. Obrazy CLSM biofilméw P. aeruginosa PAO1 i ATCC 27853 powstatych w
obecnosci subinhibicyjnych (0,5 i 0,25MIC) stezeh Ln®* w poréwnaniu z kontrolg (bez
dodatku Ln3*)
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Tabela 7. Poréwnanie intensywnosci obrazow mikroskopowych. W tabeli wyrdzniono

kolorami warto$ci intensywnosci odpowiadajgce wzrostowi w poroOwnaniu z kontrolg o:

25%, 50% 7596/ 000

P. aeruginosa PAO1

P. aeruginosa ATCC 27853

Kontrola 13,51+4,08 18,71+3,85
- =

ﬁfg;“ﬁe Ln 125 250 125 250
Ced* 10,86 +2,68 15,86+3,39 14,60+3,45 17,96+3,20
Pr3* 14,40+3,96 15,49+1,98 17,76+2,93 22,48+6,89
Nd3* 15,2943,75 13,1442,53 15,02+2,70 22,91+8,22
Sms* 16,06+4,30 16,23+3,69 17,73+3,14 27,36+4,92
Eus* 10,68+3,16 19,58+2,23  18,21+2,08 35,77+8,11
Gd3* 12,21+3,64 17,11+2,48 14,06+2,27 20,46+3,49
Th3* 13,14+4,41 23,33+2,68  20,5143,10 28,26+5,14
Dy?* 15,23+3,43 15,49+3,03  13,31+2,74 24,24+6,26
Ho3* 15,5943,66 - 15,75+2,78 28,10+8,74
Ers* 13,80+3,12 15,49+1,94 25,63+4,10
Tms3* 11,50+3,16 13,4622,11 11,93+3,39 21,64+4,33
Yb3* 16,05+3,44 8,81+2,73 16,46+2.,46 23,71+8,38
Lud* 11,67+3,43 9,86+2,92 15,58+3,64 27,35+3,95

Ostatnia obserwacja w przypadku analizy obrazéw uzyskanych w CLSM dotyczyta
grubosci warstwy zadherowanego biofilmu, ktora byta porownywalna pomiedzy probami
inkubowanymi w obecno$ci 0,25MIC Ln3* (125 pg/ml) a probami kontrolnymi (bez dodatku
Ln3"). Do zeskanowania pelnej glebokosci biofilmu nalezalo w tym wypadku wykonaé
okoto 20 zdje¢ co 2,5 pm co daje taczng grubo$¢ biofilmu na poziomie okoto 50 pm, podczas
gdy préby inkubowane w obecnosci 250 pg/ml jondéw lantanowcoéw byly znacznie grubsze.
Do zeskanowania pelnej glebokosci biofilmu w tym wypadku nalezalo wykonaé¢ 40-60
obrazow co daje grubos$¢ biofilmu w zakresie 100-150 um (Rycina 20.). Obserwowana
grubo$¢ warstw biofilméw zmieniata si¢ réwniez wraz z liczba atomowa jonow

lantanowcow i byta najwyzsza w obecno$ci jonéw Er3* co przedstawiono na Rycinie 20.
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Liczba atomowa

ce3+ Dy3+ Er3+ Lu3+

Rycina 20. Wptyw obecnosci jonow Ce®*, Dy3*, Er¥* i Lu** w stezeniu 0,5MIC (250
ug/ml) na grubos¢ produkowanego biofilmu przez P. aeruginosa ATCC 27853

W zwigzku z wykazanym istotnym wplywem jonow lantanowcow na formownie
biofilmu przez badane szczepy P. aeruginosa PAOL i ATCC 27853, postanowiono zbadac
czy obecno$é jonéw Ln®* wptywa rowniez na ilo$§¢ eDNA uwalnianego z komorek podczas
wzrostu. Do poréwnania wybrano pie¢ jonow: cer (Ce®*), europ (Eu®*), gadolin (Gd®*), erb
(Er®*) i iterb (Yb®") jako przedstawicieli lekkich i cigzkich jondw lantanowcow o réznych
wiasciwosciach fizykochemicznych, w stezeniu 0,5MIC, w obecnosci ktérego obserwowano
wzmozong produkcje biofilmu. Skupiono si¢ na oznaczeniu poziomu uwolnionego eDNA,
gdyz jest on kluczowym czynnikiem biorgcym udziat w procesie formowania biofilmow. W
tym celu zmierzono stezenie eDNA uwolnionego z komorek P. aeruginosa do podioza
hodowlanego bezposrednio po zakonczeniu hodowli w obecnosci badanych jonow.
Wykazano, ze ilo§¢ eDNA w hodowlach prowadzonych w obecnosci jondéw lantanowcow
jest znacznie nizsza niz w kontroli (czerwona linia), co zaobserwowano dla obu badanych
szczepow (Rycina 21.). Wykazano, ze w supernatantach uzyskanych po hodowli obu
badanych szczepow ilos¢ eDNA spadia praktycznie catkowicie (wartosci bliskie 0) w
przypadku jonéw Eu®* i Er®*, w przypadku Ce®* i Gd®* wynosita od kilku do kilkunastu %

w odniesieniu do kontroli, natomiast w przypadku Yb** wynosita okoto 20-30%.

W celu sprawdzenia czy spadek ilosci eDNA nie wynika wylaczenie z taczenia si¢
ujemnie naladowanej czasteczki DNA z jonami lantanowcow, co mogloby wptynac¢ na
uzyskane odczyty, wykonano dodatkowe doswiadczenie. Do supernatantu zawierajacego
eDNA po hodowli kontrolnej dodano jony Ln®" i zmierzono jego ilo$¢. Zaobserwowano
nieznaczny spadek stezenia eDNA w odniesieniu do kontroli, do ktorej zamiast jonow

lantanowcoéw dodano adekwatng objetos¢ wody destylowang (Rycina 21.).
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a) Ln3*dodane do hodowli b) Ln3* dodane po hodowli
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Rycina 21. eDNA w hodowlach P. aeruginosa inkubowanych w obecnosci jondw
lantanowcow oraz w supernatancie pohodowlanym, do ktérego dodano jony lantanowcow.
Wyniki zostaty przedstawione w odniesieniu do kontroli jako wartos¢ %. Dane z
bezposrednich pomiaréw znajdujg si¢ w Materiatach dodatkowych (Tabela S.3.).

W omawianym dos$wiadczeniu przedstawiono wyniki jako warto$¢ % w stosunku do
kontroli, ktéra stanowita 100%. Bylo to podyktowane specyfika i czutoscig zastosowane;j
metody, ktorej powtarzalno$¢ byta uzalezniona od doktadnosci pipetowania odczynnikow,
czasu wykonania do$wiadczenia oraz réznic w sktadzie pozywki hodowlanej. Z tego
wzgledu pomiary zestawiano z pomiarami proby kontrolnej wykonanymi w tym samym
czasie, z tej samej porcji odczynnikow. Uzyskane w trakcie badan dane z bezposrednimi

pomiarami zostaly przedstawione w Materiatach dodatkowych (Tabela S.3.).

Zaobserwowane zmiany w uwalnianiu eDNA nie tlumaczyly efektu zwigkszonej
produkcji biofilmu, w zwigzku z tym w kolejnym etapie badano wltasciwosci
powierzchniowe komorek bakteryjnych, ktore mogly wptyna¢ na ich oddziatywanie z
powierzchniag ptytek titracyjnych w ktorych hodowano biofilm w obecno$ci
subinhibicyjnych stezen lantanowcow. Aby wyjasni¢ to zjawisko zbadano wptyw obecnosci
wybranych jonéw lantanowcow (Ce®*, Eu®*, Gd**, Er¥*, Yb®) w stezeniu 0,5MIC na
wlasciwosci powierzchniowe komorek, w tym na hydrofobowos¢, ktora jest czynnikiem
mogacym modyfikowaé oddzialywania fizykochemiczne z otoczeniem. Dos$wiadczenie
wykonano za pomocg pomiaru powinowactwa komorek do rozpuszczalnikéw o réznym
stopniu rozpuszczalnoSci w wodzie. W przypadku ksylenu, ktory jest najbardziej
hydrofobowym z badanych rozpuszczalnikow, zaobserwowano najwiekszy wzrost
hydrofobowosci w porownaniu do kontroli, co byto obserwowane w probach inkubowanych
w obecnosci jondw lantanowcow, szczegdlnie jonow Eu*, Er¥*i Yb®* w przypadku szczepu
PAO1 oraz jonow Er** i Yb3 w przypadku szczepu ATCC 27853 (Rycina 22.). W

przypadku octanu etylu, ktéry charakteryzuje si¢ najwyzsza rozpuszczalno$cia w wodzie
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sposroéd badanych rozpuszczalnikow zaobserwowano z kolei spadek hydrofobowosci w
poréwnaniu z kontrolg dla jonow Eu®* i Yb®* dla szczepu PAO1, natomiast w przypadku
chloroformu zaobserwowano jedynie nieznaczny spadek hydrofobowosci w przypadku
szczepu ATCC 27853 inkubowanego z dodatkiem Ce®*,

a) PAO1 b) ATCC 27853
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Rycina 22. Wptyw obecnosci subinhibicyjnych stezen wybranych lantanowcow na
hydrofobowos¢ powierzchni komorek P. aeruginosa a) PAO1 i b) ATCC 27853
przedstawiong jako odsetek komorek o powinowactwie do rozpuszczalnikow: ksylenu,
octanu etylu i chloroformu

Kolejnym parametrem $wiadczacym o poziomie hydrofobowosci badanych komoérek
byl kat zwilzania, ktory oznaczono z zastosowaniem filtrow membranowych, na ktorych
osadzono hodowle P. aeruginosa PAO1 i ATCC 27853 inkubowane w obecnosci 250 pg/ml
wybranych jondéw lantanowcow (Ce*, Eud*, Gd®*, Er®*, Yb®"). Wyniki przedstawiono na
Rycinie 23. Zaobserwowano, ze kat zwilzania w przypadku wody byt wickszy dla hodowli
inkubowanych w obecnos$ci jonow lantanowcow niz w kontroli, natomiast dla dijodometanu
zaobserwowano niewielki spadek kata zwilzania w przypadku szczepu PAOI1
inkubowanego w obecnoéci jonow Yb**, natomiast w przypadku szczepu ATCC 27853
wykazano zwigkszenie kata zwilzania przy pomiarze z uzyciem tego rozpuszczalnika
(Rycina 23.). Po uwzglednieniu w wyliczeniach obu parametréw jednocze$nie i
wyznaczeniu warto$ci energii swobodnej powierzchni (SFE) nie zauwazono jednak
istotnych statystycznie réznic w poréwnaniu z kontrola, co $§wiadczy o braku wplywu
lantanowcow w testowanym stezeniu na wiasciwosci powierzchniowe komorek oznaczane

ta metoda.
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Rycina 23. Wartos$¢ katow zwilzania wody i dijodometanu na powierzchni komorek
bakteryjnych P. aeruginosa a) PAO1 i b) ATCC 27853 hodowanych w obecnosci jonow
lantanowcow. Na wykresie przedstawiono rowniez obliczong warto$¢ energii swobodne;j

powierzchni (SFE).

Kontynuujac badania wptywu jonéw lantanowcoOw na wiasciwosci powierzchniowe
komoérek wykonano réwniez pomiary potencjatu zeta hodowli bakteryjnych w obecnosci
tych zwigzkow. Wyniki przedstawione w Tabeli 8. sugeruja, ze obecno$¢ w hodowlach
subinhibicyjnych stezen jondéw lantanowcow, szczegodlnie jondw Eud*, Gd®* i Er** powoduje
wzrost potencjatu zeta komorek bakteryjnych w przypadku obu badanych szczepow.

Tabela 8. Potencjat zeta (mV) wyznaczony dla komoérek P. aeruginosa PAO1 i ATCC
27853 hodowanych w obecnosci jonow lantanowcow w stezeniu 0,5MIC

Potencjal zeta (mV)
P. aeruginosa PAO1 P. aeru%i?é)gg ATCC

Kontrola -38,45 £ 0,90 -31.45+ 1,31

Cedt -32,83 £ 0,50% -30,22 + 0,71

Eu* -31,90 + 0,89** -29,82 +0,84*

Gd** -33,30 £ 0,48%** -29,53 £ 0,44%**

Ers* -31,67 £ 0,23%** -28,59 £ 0,44 %***

Ybs* -31,50 £ 0,38* -30,07 £ 1,28

Interesujacym jest, ze podczas pomiaru potencjatu zeta w probach kontrolnych
zaobserwowano pojawienie si¢ na wykresach dwoch pikow (Rycina 24., dodatkowy pik
zaznaczony czerwong strzatka), podczas gdy w probach hodowanych w obecnosci jonow

lantanowcow obserwowano tylko jeden pik.
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Rycina 24. Wykresy obrazujace pomiary potencjatu zeta oraz obecno$¢ drugiego piku w
probach kontrolnych (czerwona strzatka) 1 tylko jednego piku w probach inkubowanych w
obecnosci jonow lantanowcow

Warto$¢ potencjatow zeta (mV) dla prob kontrolnych z uwzglednieniem obu pikéw
przedstawiono w tabeli ponizej (Tabela 9.).
Tabela 9. Wartos$ci potencjatow zeta (mV) z uwzglednieniem udziatu procentowego obu

pikow  wyznaczonych dla  prob  kontrolnych P.  aeruginosa PAO1 i
ATCC 27853

Pik 1. (mV) Udziat (%) Pik2.(mV) Udziat (%)
P. aeruginosa PAO1 -34,5 78,9 -55,3 21,1
P. aeruginosa ATCC 27853 -29,7 92,2 -57,5 7,8

Mozna zauwazy¢, ze obecno$¢ drugiego piku znacznie podnosi $rednig warto$¢
potencjalow zeta wyznaczonych dla prob kontrolnych. Z kolei, gdyby wzigé pod uwage
tylko 1 wyltacznie pik 1., ktéry ma zdecydowanie wigkszy udzial % (w przypadku szczepu
PAO1 78,9%, a ATCC 27853 92,2%), to réznice pomiedzy proba kontrolng a probami dla
jonoéw lantanowcow nie bylyby juz tak znaczne. Nie jest jasne, dlaczego w kontroli pojawit
si¢ drugi pik, ktorego nie obserwowano w probach z jonami lantanowcow. Wyznaczone
wielko$ci promienia hydrodynamicznego oraz wspotczynniki polidyspersyjnosci (PDI)

znajduja si¢ w Materiatach dodatkowych (Tabela S.4., Rycina S.4.).

Pozostajac w nurcie badania wptywu obecnos$ci subinhibicyjnych stezen lantanowcow

na witasciwosci oston komorkowych bakterii w kolejnym etapie badan zmierzono ich
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przepuszczalno$§¢ z wykorzystaniem fioletu krystalicznego. W zwiazku z faktem, ze
naturalna przepuszczalno$¢ oston zwigksza si¢ w miarg starzenia si¢ hodowli bakteryjnych
wykonano dwa warianty do$wiadczenia: w pierwszym zmierzono przepuszczalnos$¢ oston
dla hodowli w fazie wzrostu logarytmicznego (4 h inkubacji), a w drugim hodowli w p6zne;j
fazie stacjonarnej (24 h inkubacji). W obu przypadkach ustalono jednakowg warto$¢ gestosci
optyczng zawiesiny bakteryjnej tak aby liczebno$¢ komorek byta zblizona, niezaleznie od

wariantu. Wyniki zestawiono na Rycinie 25.
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Rycina 25. Przepuszczalnos¢ oston komorkowych bakterii P. aeruginosa a) PAO1 i b)
ATCC 27853 wyrazona jako % pochlonigtego przez komorke fioletu krystalicznego w
hodowlach 4 i 24 h w obecnosci 0,5MIC wybranych jonéw lantanowcow

W przeprowadzonym dos$wiadczeniu zaobserwowano, ze przepuszczalno$¢ oston
komoérkowych obu badanych szczepow spadata w odniesieniu do kontroli po inkubacji w
obecnosci 0,5MIC stezen jondw lantanowcow. W przypadku szczepu PAO1 bylo to
widoczne w obecnosci wszystkich jonéw, natomiast w przypadku szczepu ATCC 27853
tylko w obecnosci jonow Er¥* i Yb3*. Ponadto, przepuszczalno$é rosta wraz ze starzeniem
si¢ hodowli, natomiast tendencja w odniesieniu do kontroli pozostawala taka sama jak w

przypadku hodowli w fazie logarytmicznej.

Poniewaz obecno$¢ subinhibicyjnych stezen jonéw lantanowcow istotnie wplywata
na poziom produkcji biofilméw oraz uwalnianego eDNA a takze zmieniata wlasciwos$ci
powierzchniowe oston bakterii w kolejnym etapie badan postanowiono sprawdzi¢, czy
produkcja wybranych czynnikow wirulencji rowniez ulega zmianie. W dalszych
doswiadczeniach oznaczono poziom produkcji trzech wybranych determinant wirulencji P.
aeruginosa (piocyjaniny, piowerdyny oraz elastazy) z zastosowaniem metod
spektrofotometrycznych. Wyniki przedstawiono zardwno jako pomiar bezposredni oraz jako

wspoétczynnik wzgledny (ang. relative virulence factor, RVF). Pomiar bezposredni jest

105



niezbedny do oceny ogo6lnego poziomu produkcji metabolitow, ktory jest czesto zalezny od
szczepu 1 gestosci komorek w hodowli. Z tego tez wzgledu RVF jest niezbedny do oceny,
jak warto$¢ uzyskanego pomiaru odnosi si¢ do CFU/ml, co pozwala oszacowac, ile danego
czynnika wirulencji jest produkowane przez pojedyncza komoérke bakteryjng w obecnos$ci

badanego czynnika w odniesieniu do kontroli.

Pierwszym oznaczanym czynnikiem wirulencji byt poziom produkcji piocyjaniny w

supernatancie pohodowlanym. Wyniki zestawiono na Rycinie 26.
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Rycina 26. Bezposredni (a, b) i wzgledny (c, d) pomiar poziomu produkcji piocyjaniny
przez P. aeruginosa PAOL (a, ¢) i ATCC 27853 (b, d) hodowanych w obecnosci 125 i1 250
pg/ml jondw lantanowcow. Czerwona linia wskazuje poziom produkcji piocyjaniny w
probie kontrolnej. Zielona linia wskazuje poziom kontroli, do ktorej odnoszone sg wartosci
RVF (RVFkontroIi:l).

Oznaczono poziom produkcji piocyjaniny w hodowli kontrolnej oraz w probach
inkubowanych z 0,5 1 0,25MIC jon6éw lantanowcow. Zdecydowano si¢ przetestowanie
rowniez stezenia 0,25MIC, oprocz wezesniej badanego stezenia 0,5MIC, poniewaz podczas
hodowli bakterii w celu okreslenia warto$ci Mzauwazono zmiany zabarwienia w odniesieniu
do hodowli kontrolnej. Bylo to szczegdlnie widoczne dla szczepu PAOIL. Pomiar
spektrofotometryczny wykazal, ze w warunkach braku jonéw lantanowcéw w hodowli,

szczep PAO1 produkowatl piocyjaning na znacznie wyzszym poziomie niz szczep ATCC
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27853 (czerwona linia wskazuje poziom metabolitu w probach, ktére nie byty traktowane
Ln%*) (Rycina 26.). Ponadto w przypadku szczepu PAO1 zaobserwowano istotne obnizenie
poziomu produkcji piocyjaniny w odniesieniu do kontroli, co bylo zalezne od stezenia
dodanych jonow. Zielona linia na wykresie wskazuje z kolei poziom kontroli (RVF=1), do
ktorej byly odnoszone warto$ci wspotczynnika RVF. W przypadku szczepu ATCC 27853
poziom produkcji piocyjaniny w hodowlach poddanych dziataniu jonow lantanowcoéw byt
nieco wyzszy niz w kontroli, zwlaszcza w obecnos$ci stezenia 0,25MIC (125 pg/ml).
Potwierdzily to réwniez obliczone wartosci RVF. W przypadku stgzenia 0,5MIC (250
ng/ml) poziom produkcji piocjaniny roéwniez byt wyzszy, jednak bylo to najlepiej widoczne

dla prob inkubowanych w obecnoéci jonow Ce®*, Nd®* Smd3*, Eré*, Tm®, Yb®* i Lu®*.

Kolejnym badanym czynnikiem wirulencji byta piowerdyna. Uzyskane wyniki

zestawiono na Rycinie 27.

PAO1 ATCC 27853
a) o0 b)
517 o
oe o8
g1 S
Q=2 o2
oE D€
EL S8
- Ty
125 250 7 125 250

) Stezenie Ln3+ [1g/ml] d) Stezenie Ln3* [ug/ml]

" 1250 1250
o £10001 s £ 10001
g‘g g %
@ E 750 9§ 750
Q2 a =
g S &
S 3 5001 _gg 500
oo s

< 250 = 250

0 0

3125 625 125 250 500 "3125 625 125 250 500
Stezenie Ln3* [ug/ml] Stezenie Ln3* [ug/ml]

Rycina 27. Poziom fluorescencji emitowanej przez piowerdyne wytwarzang przez szczepy
P. aeruginosa PAOL (a, ¢) i ATCC 27853 (b, d) . Bakterie hodowane w obecnosci 125 i
250 pg/ml jonéw lantanowcow (a, b); supernatant po hodowli kontrolnej suplementowany
jonami lantanowcow (c, d). Czerwona linia (a) wskazuje poziom produkcji piowerdyny w
probie kontrolnej bez suplementaciji Ln3*. Niebieska linia (b) - supernatant uzupetiony
wodg destylowang zamiast roztworu jonéw lantanowcow. Wszystkie zaprezentowane na
wykresach dane roznity si¢ istotnie statystycznie od kontroli (p<0,05).
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Ze wzgledu na zaobserwowane rdéznice pomiedzy poziomem produkowanej
piocyjaniny w hodowlach suplementowanych 0,5 i 025MIC jondéw lantanowcow,
zdecydowano si¢ rowniez w tym przypadku przetestowaé oba te st¢zenia. Oba badane
szczepy produkowaly ten siderofor na zblizonym poziomie (Rycina 27.a,b - linia
czerwona), a w hodowli prowadzonej w obecno$ci odpowiednio 125 i 250 pg/ml Ln3*
obserwowano istotny spadek poziomu produkcji czynnika w odniesieniu do kontroli.
Niestety, obserwowany efekt moze by¢ konsekwencja chelatowania jonéw lantanowcow
przez piowerdyn¢ przez, co otrzymany kompleks wplywa na wygaszenie mierzonej w
metodzie fluorescencji. Ta hipoteza zostala potwierdzona dodatkowym eksperymentem
przedstawionym na Rycinie 27.c,d. Piowerdyna w supernatancie bakteryjnym po hodowli
kontrolnej emitowata fluorescencj¢ na poziomie zaznaczonym niebieska linia, jednak po
dodaniu do supernatantu wybranych jonow lantanowcow (Ce®*, Eud*, Gd®*, Er¥* i Yb®")
obserwowano znaczacg redukcje fluorescencji. Co wiecej, redukcja fluorescencji nie byta
zalezna od stgzenia, co jest zastanawiajgce, zwlaszcza biorgc pod uwage fakt, iz efekt
zalezny od dawki obserwowano na Rycinie 27a,b. Poniewaz z przeprowadzonych
doswiadczen wynika, iz nie jest jasne, w jakim stopniu spadek fluorescencji wynikat z
zahamowania produkcji piowerdyny a w jakim z chelatowania jonéw lantanowcow,
zatozono, ze metoda ta jest nieodpowiednia do badania wptywu Ln®' na produkcje
piowerdyny przez bakterie i nie nalezy wyciagga¢ wnioskéw tylko na podstawie tego

do$wiadczenia.

Trzecim badanym czynnikiem wirulencji produkowanym przez szczepy P.
aeruginosa byt enzym elastaza i jego aktywnos¢ proteolityczna wobec odczynnika ECR,
skutkujagca  uwalnianiem  barwnika, ktorego poziom  absorbancji  mierzono

spektrofotometrycznie. Uzyskane wyniki przedstawiono na Rycinie 28.

Pomiar aktywnosci elastazy w obecnosci jonow lantanowcoéw wykonano testujac
dwa ich stgzenia subinhibicyjne: 0,5 1 0,25MIC. W badaniach wykazano, ze szczep P.
aeruginosa PAO1 byt bardziej efektywny w produkcji elastazy niz ATCC 27853, co
zaznaczono na Rycinie 28. czerwong linig. Aktywnos¢ elastazy po inkubacji bakterii w
obecnosci jondéw lantanowcoOw, w przypadku obu szczepow, wydawata si¢ by¢ na podobnym
poziomie jak ta mierzona dla proby kontrolnej (nie poddanej dziataniu Ln3*-linia czerwona).
Analiza obliczonych wartosci RVF dla elastazy wskazata jednak, ze poziom uwolnionego

barwnika a tym samym aktywno$¢ proteolityczna enzymu po inkubacji w obecno$ci Ln3*
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byla podwyzszona w przypadku obu badanych szczepoéw, zwlaszcza w obecnosci

lantanowcow w stezeniu 0,5MIC (250 pg/ml).
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Rycina 28. Bezposredni (a, b) i wzgledny (c, d) pomiar aktywnosci elastazy produkowanej
przez P. aeruginosa PAOL (a, c) i ATCC 27853 (b, d)poddanych dziataniu 125 i 250
ng/ml jonow lantanowcow. Czerwona linia wskazuje aktywnos$¢ elastazy w probie
kontrolnej. Zielona linia wskazuje poziom kontroli, do ktérej odnoszone sg wartosci RVF
(RVFkontroIi:]-)-

Kolejnym badanym czynnikiem wplywajacym na wirulencj¢ P. aeruginosa byta
zdolnos$¢ ruchu typu swimming, swarming i twitching, ktore majg istotny wptyw na etapie
kolonizacji organizmu gospodarza. W zwigzku z tym okreslono wpltyw obecno$ci
wybranych jonéw lantanowcow (Ce®*, Eu®*, Gd®*, Er®*, Yb®) w stezeniu 250 pg/ml na
zdolno$¢ ruchu badanych szczepdéw. W tym celu jonami lantanowcoOw suplementowano
podtoza agarowe lub/i hodowle ptynne bakterii. Uzyskane wyniki dla ruchu typu swimming
I twiching zestawiono na Rycinie 29. W przypadku ruchu typu swimming motility
zaobserwowano, ze kiedy bakterie hodowano w obecnosci Ln®* i nakluwano podtoze bez
ich dodatku, §rednice obserwowanych stref wzrostu byly istotnie mniejsze w odniesieniu do
kontroli w przypadku szczepu PAO1 oraz jonow Eu®" i Gd**. W przypadku szczepu ATCC

27853 nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian. Kiedy jony lantanowcow
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dodawano do podtoza agarowego a posiewane bakterie byty inkubowane bez ich obecnosci
obserwowano istotne zmniejszenie S$rednicy wzrostu w przypadku szczepu PAO1 w
obecnosci jonow Ce®. W przypadku szczepu ATCC 27853 istotnie mniejsze Srednice
wzrostu obserwowane byly w obecno$ci jonow Ce3*, Eu®* i Er®*. Kiedy jony lantanowcow
byly dodane zaré6wno do hodowli jak i do podioza agarowego zaobserwowano istotne
zmniejszenie $rednic wzrostu szczepu PAO1 w obecnosci Eu®* i Yb%*, natomiast w

przypadku szczepu ATCC 27853 w obecnosci Er®* i Yb3*,

3+
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Rycina 29. Porownanie zmian w wielkosci promienia stref wzrostu P. aeruginosa PAO1
(a, b) 1 ATCC 27853 (c, d) w odniesieniu do proby kontrolnej [%]. Na wykresach
zestawiono wyniki testow na swimming (a, c) i twitching motility (b, d) wykonanych w
roznych warunkach: jony Ln3* byty obecne tylko w hodowlach wyj$ciowych, ktérymi
naktuwano/nakrapiano ptytki; jony Ln3* byly obecne tylko w podtozu statym na plytkach;
jony Ln** byly obecne zardbwno w hodowlach wyjsciowych jak i w podlozu statym.
Stezenie jonow lantanowcow bylo rowne 0,5MIC.
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W tescie na zmiany w ruchu typu twitching motility istotne réznice wzrostu
zaobserwowano jedynie w przypadku, kiedy jony lantanowcoéw byty dodawane tylko do
podioza agarowego. W przypadku szczepu PAO1 zaobserwowano istotne zmniejszenie
$rednicy wzrostu w hodowli z dodatkiem Eu®* natomiast w przypadku szczepu ATCC 27853
poza jonem Eu®* istotne rownice byly obserwowane dodatkowo w obecnosci Ce®* i Gd®*.
Co ciekawe takich zmian nie zauwazono, kiedy lantanowce byly dodane réwniez do

inokulum.

W przypadku ruchu typu swarming motility analiza wynikéw polegata na obserwacji
zmian fenotypowych, gléwnie ksztattu jaki przyjmuje hodowla na podtozu agarowym.
Szczepy P. aeruginosa PAO1 i ATCC 27853 naturalnie wzrastajg w ksztatcie kota (ang.
circular), bez widocznych wypustek czy tendencji do wzrostu typu kwiatka (flower-like), co
jest widoczne w probach kontrolnych na wykonanych zdje¢ciach (Rycina 30.). Dodanie
jonoéw lantanowcow jedynie do inokulum nie powoduje zmiany, natomiast ich obecno$¢ w
podtozu agarowym powoduje widoczng zmiane fenotypu, szczegOlnie w probach
zawierajacych Ce®*. Obserwowany wzrost typu swarming zmienia si¢ z circular w kierunku
flower-like i dodatkowo obserwowana jest zmiana zabarwienia hodowli z kremowej/blado-

zielonej na intensywnie zielong.

W doswiadczeniach okreslajacych typ ruchu bakterii dobor metody eksperymentalnej
jest niezwykle istotny. Jak wykazano, hodowanie bakterii w obecnosci jondw lantanowcow
1 przeniesienie ich na czyste ptytki z podtozem, praktycznie nie powoduje widocznych zmian
w zachowaniu P. aeruginosa w odniesieniu do kontroli. Najwigksze zmiany zostaty
odnotowane, kiedy bakterie z hodowli wyjsciowej bez dodatku jonow zostaty przeniesione
na plytki z podtozem suplementowanym jonami lantanowcéw. Co ciekawe, w przypadku
polgczenia obu metod, czyli dodania Ln3* zaréwno do hodowli wyjsciowej jak i do podtoza

statego, powodowato ostabienie zaobserwowanych zmian.

Niestety, jak wskazuje literatura (Ha et al. 2014b; Ha et al. 2014a; Turnbull and
Whitchurch 2014) opisane wyzej metody charakteryzuja si¢ niska powtarzalnoscia, a na
uzyskane wyniki silnie wptywaja czynniki takie jak wilgotno§¢ podioza agarowego,
wilgotno$¢ otoczenia podczas inkubacji plytek i subtelne roznice w stezeniu agaru w
podtozu. Z tego wzgledu wyniki zostaly przedstawione jako warto$¢ procentowa w
odniesieniu do kontroli wykonanej tego samego dnia w tych samych warunkach, a na

wykresach przedstawiono usredniong warto$¢ wzgledng w poréwnaniu z kontrolg.
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Rycina 30. Ruch typu swarming w hodowlach P. aeruginosa PAO1 i ATCC 27853
wykonanych w réznych warunkach: jony Ln®*" byly obecne tylko w hodowlach
wyjs$ciowych, ktérymi nakluwano/nakrapiano ptytki; jony Ln3* byly obecne tylko w
podiozu statym na ptytkach; jony Ln®* byly obecne zarbwno w hodowlach wyjsciowych
jak 1 w podtozu statym.
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IV.1.2 Obecnos¢ w hodowli jonow lantanowcéw wplywa na aktywnos$¢
antybakteryjng ciprofloksacyny i gentamycyny wobec szczepow P. aeruginosa
Oprocz wplywu obecnosci jonow lantanowcoéw w subinhibicyjnych stezeniach na

wlasciwosci powierzchniowe komorek bakteryjnych i produkcje wybranych czynnikow

wirulencji, wazna jest rowniez ocena wplywu na aktywnos$¢ antybakteryjng standardowo
stosowanych substancji przeciwdrobnoustrojowych — antybiotykéw. Wybrano dwa leki:

ciprofloksacyn¢ 1 gentamycyne, zgodnie z ich udowodnionym dziataniem przeciw P.

aeruginosa (Giamarellou and Antoniadou 2001). Odnotowane zmiany wartosci MIC wobec

badanych szczepéw w obecnosci stezen 0,25 oraz 0,5MIC Ln®* przedstawiono na Rycinie

31.
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Rycina 31. Zmiany wartosci MIC ciprofloksacyny (a, b) i gentamycyny (c, d) w obecnosci
1251250 ug/ml jonéw lantanowcodw wobec P. aeruginosa PAOL (a, c) i ATCC 27853 (b,
d). Linia czerwona oznacza MIC samego antybiotyku.

W przeprowadzonym doswiadczeniu zaobserwowano, ze obecno$¢ w hodowli jonow
lantanowcéw wplywata na dzialanie obu lekow, natomiast efekt byt zalezny od

charakterystyki dziatania antybiotyku.

Zgodnie z powszechnie przyjetymi standardami w badaniu lekowrazliwosci bakterii

za istotne zmiany wartosci MIC w metodzie seryjnych rozcienczen uznaje si¢ czterokrotny
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wzrost lub spadek stezenia aktywnego badanego antybiotyku w odniesieniu do kontroli. W
przypadku ciprofloksacyny MIC (linia czerwona) wobec szczepu PAO1 zostat wyznaczony
dla stezenia 0,0625 pg/ml, a wobec szczepu ATCC 27853 byto to 0,03125 pg/ml. W
przypadku szczepu PAO1 inkubowanego w podlozu suplementowanym 0,25MIC jondéw
lantanowcow z poczatku i $rodka szeregu (od Ce®* do Th®") MIC ciprofloksacyny wzrastat
dwukrotnie w poréwnaniu z MIC samego antybiotyku. Pozostate jony (od Dy®*do Lu®*) w
stezeniu 0,25MIC nie powodowaty zmian warto$ci MIC leku. W wyzszym stezeniu Ln3*
(0,5MIC) obserwowano 2-krotny wzrost MIC ciprofloksacyny po dodaniu jonow: Ce®*,
Gd®, Th% i Dy®*; 4-krotny wzrost MIC po dodaniu jonéw: Pr3* i Eu®* oraz az 8-krotny
wzrost MIC po dodaniu jonow: Nd** i Sm3*. W przypadku szczepu ATCC 27853 po dodaniu
0,25MIC jonéw lantanowdéw obserwowano z kolei 2-krotny wzrost MIC antybiotyku w
przypadku jonoéw od Ce**do Gd®". Obecnosé¢ 0,5MIC jondéw Th3* i Dy3* spowodowala 2-
krotny wzrost MIC ciprofloksacyny a dodanie 0,5MIC jonow Ce®*, Pr¥*, Nd**, Eu* i Gd3*
- wzrost 4-krotny w odniesieniu do kontroli. Jedynie dodatek jonu Sm3* w stezeniu 0,5MIC
spowodowat 8-krotny wzrost MIC ciprofloksacyny. Mozna wigc zauwazy¢, ze w przypadku
ciprofloksacyny najwigksza zmiang w MIC antybiotyku powoduja jony lantanowcow z

poczatku 1 ze srodka szeregu.

W przypadku gentamycyny zaobserwowano nieco inng tendencj¢. MIC antybiotyku
wobec szczepow PAOI1 1 ATCC 27853 wynosit 0,5 pg/ml. Po dodaniu jonéw lantanowcow
(od Sm**doTm?®*) w stezeniu 0,25MIC obserwowano 2-krotny wzrost MIC gentamycyny,
natomiast dodatek jonow Yb3* i Lu** powodowat 4-krotny wzrost MIC leku. Wyzsze
stezenie jonow lantanowcow (0,5MIC) powodowato 2-krotny wzrost MIC gentamycyny
obserwowany po dodaniu jonoéw z szeregi od Pr¥*do Eu®*, natomiast dodatek jonw od Gd3*
do Lu®* spowodowat 4-krotny wzrost MIC antybiotyku. W przypadku szczepu ATCC 27853
obserwowano 2-krotny wzrost MIC gentamycyny po dodaniu 0,25MIC jonéw od Eu®* do
Tm3* i 4-krotny wzrost po dodaniu jonéw Yb3* i Lu®*, z kolei obecno$¢ wyzszego stezenia
Ln%* (0,5MIC) powodowala 2-krotny wzrost MIC antybiotyku po dodaniu jonéw od Ce®* do
Eu®*, 4-krotny wzrost po dodaniu od Gd3* do Tm3* i Lu®* i 8-krotny wzrost po dodaniu jonu
Yb3*. W przypadku gentamycyny mozna wiec zauwazy¢, ze najwiekszg zmiang MIC

powodowato dodanie jonéw lantanowcow ze $rodka i konca szeregu.

W celu potwierdzenia obserwowanego efektu obnizenia skutecznosci badanych
antybiotykow w obecno$ci wybranych jonow lantanowcow przetestowano ich aktywno$é

wobec wybranych szczepoéw klinicznych P. aeruginosa o zrdéznicowanej wrazliwosci na
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ciprofloksacyn¢ i gentamycyne z zastosowaniem metody checker-board. W zwigzku z
powszechnie znang heterogenno$cig szczepoéw P. aeruginosa kluczowa byta ocena czy efekt
ten jest zauwazalny na wigkszej grupie szczepow. W celu latwiejszej analizy uzyskanych
danych obliczono warto$ci frakcyjnych stezen hamujacych (FIC) wobec wszystkich
badanych szczepow i przedstawiono w Tabeli 10. Do poréwnania wybrano pi¢c¢ jondw: ceru
(Ce®), europu (Eu®*), gadolinu (Gd®*), erbu (Er®*) i iterbu (Yb®*). Zgodnie z wytycznymi
(Jain et al. 2011) wartosci FIC powyzej 4,0 zaklasyfikowano jako efekt antagonistyczny, w
przedziale 0,5-4,0 jako efekt addycyjny lub brak wzajemnego oddziatywania, a ponizej 0,5

jako synergizm.

Tabela 10. Wartosci FIC obliczone dla ciprofloksacyny i jonow lantanowcow w stgzeniu
125/250 pg/ml. Antagonizm (FIC >4,0) zostat wyr6zniony szarym kolorem.
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Ce¥ 225725 2.25/45 1.25/1.5 1.25/1.0 1.25/2.5 1.25/1.5
Eud* 22548 2.25/45 1.25/1.5 1.25/1.0 2.25/45 2.25/1.5
Gd3* 22525 2.25/45 1.25/1.0 1.25/1.0 2.25/45 1.25/1.5
Er¥* 12515 1.25/1.5 0.75/1.0 0.75/1.0 1.25/1.5 0.75/1.0
Yb3*  1.25/15 1.25/1.5 0.75/1.0 0.75/1.0 0.75/1.5 0.75/1.0

Tabela 11. Wartosci FIC obliczone dla gentamycyny i jonoéw lantanowcow w stezeniu
125/250 pg/ml. Antagonizm (FIC >4,0) zostat wyr6zniony szarym kolorem.
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Ce®* 1.25/1.5 1.25/2.5 2.25/2.5 1.25/1.5 2.25/1.5 2.25/2.5
Eus* 2.25/2.5 2.25/2.5 2.25/2.5 2.25/2.5 2.25/1.5 2.25/4.5
Gd3* 4,25/4.5 2.25/2.5 4.25/4.5 2.25/2.5 2.25/1.0 2.25/4.5
Er3* 4.25/4.5 4.25/4.5 8.25/8.5 4.25/4.5 2.25/2.5 4.25/4.5
Yb3* 4.25/4.5 4.25/8.5 8.25/8.5 4.25/4.5 2.25/2.5 4.25/8.5

Istotne zmiany (FIC>4,0) wyrdzniono szarym kolorem. W przypadku ciprofloksacyny
(Tabela 10.) antagonizm wykazano w obecnosci 0,5MIC Ce®* (szczep ATCC 27853), Eu*
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(szczep PAO1L, ATCC 27853 i PA 14) i Gd* (szczep ATCC 27853 i PA 14). Pozostate
kombinacje moga by¢ interpretowane jako brak wplywu lub efekt addycyjny. Z kolei w
przypadku gentamycyny (Tabela 11.) antagonizm wykazano w obecnosci: 0,5MIC Eu®*
(szczep PA 164), Gd3* (szczep PAO1, PA 15/3 i PA 164), Er®* (wszystkie szczepy z
wyjatkiem PA 14) i Yb% (wszystkie szczepy z wyjatkiem PA 14) oraz dla 0,25MIC Gd®*
(szczep PAOL i PA 15/3), Er®* (wszystkie szczepy z wyjatkiem PA 14) i Yb®* (wszystkie
szczepy z wyjatkiem PA 14).

Zaobserwowane zmiany wyraznie pokazuja, ze obecno$¢ jondéw lantanowcow w
srodowisku dziatania antybiotyku, moze wptywac istotnie na jego aktywnos$¢ antybakteryjna

a tym samym niestety obniza¢ skutecznos$¢ antybiotykoterapii.

IV.1.3 Wplyw subinhibicyjnych stezen jonéw lantanowcow na toksyczno$é wobec

erytrocytow

Badajac aktywnos$¢ antybakteryjnag roznych zwigzkow antybakteryjnych nie mozna
zapomnie¢ o sprawdzeniu ich toksycznosci wobec komorek eukariotycznych. Jest to
niezwykle istotna czg¢$¢ badan, poniewaz pozwala okresli¢, jakie jest prawdopodobienstwo,
ze dana substancja bedzie mogta by¢ wykorzystywana w kontakcie z organizmem ludzkim.
Erytrocyty powszechnie wykorzystywane s3g jako model do badania cytotoksycznosci z
kilku wzgledow. Po pierwsze stanowig one mocno uproszczony model komorki zwierzecej,
pozbawionej jadra i organelli komodrkowych. Po drugie nie wymagaja hodowli i
pasazowania jak w przypadku linii komoérkowych. Niewatpliwg zaletg jest takze fakt, ze test
hemolizy jest stosunkowo tatwy do przeprowadzenia, a wynik uzyskuje si¢ natychmiast po
zakonczeniu inkubacji mierzac absorbancj¢ supernatantu, co odpowiada ilo$ci uwolnionej
hemoglobiny (Manaargadoo-Catin et al. 2016). W celu oceny aktywnosci biologiczne;j
badanych subinhibicyjnych stezen (0,5MIC i 0,25MIC) jonéw lantanowcéw (od Ce®*do
Lu*") wzgledem erytrocytow przeprowadzono standardowy test hemolizy. Nie
zaobserwowano wycieku hemoglobiny z krwinek przy zadnym z badanych stezen jonow
lantanowcdéw, co potwierdzil pomiar poziomu absorbancji przy dlugosci fali 540 nm
(maksimum absorpcji dla hemoglobiny) (Rycina S.5.). Ze wzgledu na brak roznic pomiedzy
warto$ciami absorbancji zmierzonymi dla prob z dodatkiem 0,5MIC i 0,25MIC Ln®* na
wykresie w Materiatach dodatkowych przedstawiono jedynie warto$ci absorbancji dla

stezenia 0,5MIC.
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Opierajac si¢ tylko na pomiarach absorbancji niestety mozna bylto wyciagna¢ btgedne
whnioski o nietoksycznos$ci badanych stezen jonow lantanowcoéw wobec erytrocytow, dlatego
zdecydowano si¢ dodatkowo oceni¢ morfologi¢ krwinek w obrazie mikroskopowym. W
przeprowadzonych dodatkowo eksperymentach w celu oceny bezpieczenstwa stosowania
jonow lantanowcoOw wykonano rozmazy erytrocytow i zaobserwowano widoczne zmiany w

morfologii krwinek obecno$ci Ln®*, co wskazuje na toksyczne dziatanie jonow (Rycina 32.).

H,0

Eu3* ~ SDS

Rycina 32. Reprezentatywny obraz fuzji erytrocytow wywolanej przez obecnos¢ jonow
Ln®* w poréwnaniu z wodg destylowang (kontrola negatywna) i roztworem SDS (kontrola

pozytywna)

Aby zapewni¢ jednakowe warunki osmotyczne, do kontroli negatywnej dodano wodg
destylowana co nie wplynelo na zmiany obrazu erytrocytéw: blony komoérkowe byty
nienaruszone, a erytrocyty rownomiernie rozmieszczone i oddzielone od siebie. Natomiast
w przypadku wszystkich jonéw lantanowcow w obu badanych stezeniach (125 1 250 pg/ml)
zaobserwowano znaczng fuzj¢ (zlepianie) erytrocytow. Efekt ten poréwnano z kontrola
pozytywna, ktérg przygotowano z uzyciem 1% roztworu SDS, co spowodowato 100%
hemolizg i calkowite zniszczenie erytrocytow. W obrazie mikroskopowym w prébie z
dodatkiem SDS mozna dostrzec jedynie pojedyncze pozostatosci komorkowe.

Powstanie aglomeratow komorek mozna bylo zaobserwowac¢ rdwniez golym okiem,
co jest widoczne na Rycinie 33., gdzie na $ciankach dotkow widoczne sg przyklejone resztki
komorek, ktore osadzily si¢ podczas wirowania (a) oraz po przeniesieniu niezwirowanych
erytrocytow na szkietko mikroskopowe (b), gdzie mozna odr6zni¢ zlepione ze sobg komorki
zawieszone w bezbarwnym supernatancie. Obserwowane zjawisko potwierdza brak

wycieku hemoglobiny.
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Rycina 33. Wptyw jonow lantanowcow na erytrocyty: a) aglomeraty krwinkowe osadzone
na $ciankach ptytki 96-dotkowej — widok z gory; b) fuzja krwinek widoczna gotym okiem,
krwinki zawieszone sg w bezbarwnym ptynie, co potwierdza, ze nie doszto do wycieku
hemoglobiny.

IV.1.4 Aktywnos$¢ antybakteryjna jonéw metali przejsciowych wobec P. aeruginosa
Jony lantanowcow czesto dodawane sg jako wspotdomieszki do nanomateriatéw o
potencjalnej aktywnos$ci antybakteryjnej, gdzie za efekt antybakteryjny maja odpowiadac
wprowadzone do matrycy jony metali przejsSciowych. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
jondw metali przejSciowych, szczegdlnie srebra i miedzi (w formie wolnej 1 w
nanomateriatach), jest doktadnie zbadana i opisana w wielu opracowaniach naukowych. Z
tego tez wzgledu w kolejnym etapie testowano tylko aktywno$¢ antybakteryjng jonow Ag™,
Cu?* oraz Zn** w zwigzku z planowanym zastosowaniem ich jako wspétdomieszek do
nanoapatytow zawierajgcych juz jony Ln®*. Podczas analizy protokotow badawczych w
opublikowanych pracach zauwazono rowniez duza rozbiezno$¢ w warunkach doswiadczen,
co przektadato si¢ na rozbieznosci w otrzymywanych wynikach. Parametrem, ktory
zmienial si¢ szczegOlnie czgsto bylo podtoze hodowlane, co bylo bodzcem do
przeprowadzenia kolejnej cze$ci badan. Porownywano aktywno$¢ antybakteryjna jondéw
srebra, miedzi i cynku wobec szczepow referencyjnych i klinicznych P. aeruginosa,
wykorzystujac cztery pelne (LB, MHB, TSB i1 BHI) oraz cztery minimalne (medium MOPS,
medium Davisa, medium M9 i medium M63) podloza hodowlane. Analiza uzyskanych
wynikow zostala szczegdétowo omowiona i opublikowana w pracy Rewak-Soroczynskiej i
wsp.(Rewak-Soroczynska et al. 2022a). W Tabeli 12. przedstawiono uzyskane wartosci
MIC poszczegdlnych jonéw wobec szczepow wzorcowych P. aeruginosa. Najwyzsza

aktywnos¢ przeciwbakteryjng (najnizsze wartosci MIC) zaobserwowano dla jonéw Ag* a
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obserwowany efekt byl niezalezny od rodzaju zastosowanego podloza. W pozywkach
petnych wartosci MIC wahaty si¢ w zakresie od 1,25 do 10 pg/ml odpowiednio dla podtoz
LB i BHI. Podobng tendencj¢ zaobserwowano w przypadku jonow miedzi i cynku. Warto$ci
MIC dla jonu Cu?* wahaly si¢ zakresie od 240 do 740 ug/ml (LB i BHI), natomiast dla jonow
Zn?* warto$ci MIC w zakresie od 250 do 370 pg/ml w podtozu LB i MHB, natomiast w TSB
1 BHI zahamowanie wzrostu nie byto obserwowane, nawet przy najwyzszym zastosowanym
stezeniu (1 mg/ml). Warto$ci MIC wyznaczone dla jonow Cu?* i Zn?* w LB i MHB byty
stosunkowo niskie i zblizone, ale w TSB i BHI byly 2-3-krotnie wyzsze. Dla Zn?* w
podtozach TSB i BHI wartosci MIC byly poza skalg przy testowanych stezeniach (>1000

pug/ml).

Tabela 12. Poréwnanie wrazliwo$ci szczepow wzorcowych P. aeruginosa na jony
antybakteryjne (Ag*, Cu?* i Zn?*) w roéznych podtozach (Rewak-Soroczynska et al. 2022a)

Minimalne stezenia hamujace [pug/ml]

Szczep Media pelne
LB MHB TSB BHI
Ag
PAO1 1,25 2,5 5 10
ATCC 27853 1,25 2,5 5 10
Cuz*
PAO1 240 290 690 730
ATCC 27853 250 290 690 740
Zn2+
PAO1 350 370 >1000 >1000
ATCC 27853 250 330 >1000 >1000
Media minimalne
MOPS medium M9 medium M63 medium Medium Davisa
Ag
PAO1 0,0125 0,0125 0,00625 0,125
ATCC 27853 0,0125 0,025 0,0125 0,0125
Cuz*
PAO1 50 20 5 100
ATCC 27853 70 20 20 100
Zn2+
PAO1 170 >1000 >1000 >1000
ATCC 27853 160 >1000 >1000 >1000

W  przypadku oznaczania wrazliwosci bakterii w pozywkach minimalnych
zaobserwowano, iz wartosci MIC jonow Ag* i Cu?* byly znaczaco nizsze niz w mediach
pelnych. Wartosci MIC jondéw srebra byly bardzo niskie i podobne we wszystkich
testowanych pozywkach minimalnych. Warto podkresli¢, ze MIC Ag* wobec szczepu PAO1
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w podtozu BHI byt az 1600 razy wyzszy niz w podtozu M63. Umiarkowane roéznice w
aktywnoéci antybakteryjnej zaobserwowano dla jonéw Cu?*, a najnizsza warto$¢ MIC
odnotowano w podtozu M63 (5 pg/ml), natomiast najwyzsza w podtozu Davisa (100 pg/ml).
W przypadku jondéw miedzi réznice w aktywno$ci pomigdzy podlozami pelnymi a
minimalnymi nie byly juz tak duze jak w przypadku jondéw srebra i w przypadku szczepu
PAO1 MIC w BHI byl wyzszy o 146 razy niz w M63. Aktywno$¢ przeciwbakteryjng jonow
cynku zaobserwowano jedynie w podtozu MOPS (160170 pg/ml w zaleznos$ci od szczepu).
Natomiast w M9, M63 i podlozu Davisa, suplementacja jonami cynku spowodowata

wtracenie si¢ osadu i zmierzenie ggstosci optycznej hodowli bakteryjnej byto niemozliwe.

W celu potwierdzenia obserwowanych roznic pomigdzy wartosciami MIC dla
szczepodw referencyjnych, do dalszej analizy wybrano jedno podltoze pelne (LB) i jedno
podioze minimalne (MOPS) oraz sprawdzono aktywno$¢ jonow metali przejsciowych
wobec czterech szczepow klinicznych P. aeruginosa (15/3, 82/3, 9/5, 14/3) o rdznej
wrazliwosci na antybiotyki (Tabela S.1.). Podtoza LB i MOPS zostaty wybrane ze wzgledu
na stosunkowo niskie wartosci MIC badanych jonéw wobec szczepdéw referencyjnych i
najmniejszg ilos¢ sktadnikow organicznych i1 nieorganicznych, ktéore moga wptywac na
aktywno$¢ jonéw metali (Rycina 9.) MIC dla badanych jonéw metali przedstawiono w
Tabeli 13., a uzyskane wyniki potwierdzaja tendencj¢ obserwowana dla szczepoéw
referencyjnych.

Tabela 13. Porownanie wrazliwosci szczepoéw klinicznych P. aeruginosa na jony
antybakteryjne (Ag*, Cu?* i Zn?*) w réznych podlozach (Rewak-Soroczynska et al. 2022a)

MIC [pug/ml]
Szczep LB MOPS medium
Ag
9/5 1.25 0,0125
14/3 1.25 0,025
82/3 1.25 0,0125
15/3 1.25 0,0125
Cuz
9/5 170 80
14/3 150 100
82/3 130 50
15/3 140 50
7Zn2+
9/5 280 180
14/3 250 120
82/3 250 190
15/3 250 170
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IV.1.5 Aktywno$¢ biologiczna jonow Cu?* oraz Eu®* stosowanych w polaczeniu wobec
P. aeruginosa oraz komorek eukariotycznych

Doswiadczenia opisane w niniejszym podrozdziale stanowig wstep do badan
aktywnosci biologicznej hydroksyapatytow domieszkowanych i wspotdomieszkowanych
jonami Cu?* i Eu®*. Miedz zostata wybrana jako przedstawiciel jondéw metali przejSciowych
o dobrej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, natomiast jon europu wybrano ze wzgledu
na jego czeste wykorzystanie podczas projektowania nowych zwigzkéw opartych na
matrycy apatytowej, co wynika z jego wlasciwosci luminescencyjnych. W celu
zminimalizowania potencjalnych interakcji pomiedzy sktadnikami podiloza a badanymi
jonami zamiast standardowych podtozy hodowlanych zastosowano podloze minimalne
oparte na buforze MOPS (MOPS medium). Interakcje takie, wystepujace zwlaszcza w
podtozach bogatych w fosforany i substancje organiczne, moga prowadzi¢ do obnizenia
aktywnosci przeciwbakteryjnej, co opisano w opublikowanej juz pracy (Rewak-
Soroczynska et al. 2022a). W badaniach przedstawionych ponizej zmieniono odczyn
podtoza MOPS na bardziej kwasny, w poréwnaniu z wczesniejszymi doswiadczeniami,
gdzie warto$ci pH wszystkich podtdz minimalnych oscylowaly wokot rekomendowanych w
literaturze wartosci 7,2-7,4. W przypadku kolejnych badan zdecydowano o obnizeniu pH do
wartosci 6,5, ze wzgledu na fakt, ze uwalnianie jondw z matrycy apatytowej jest lepsze w
pH kwasnym. Warto$¢ pH 6,5 dobrano eksperymentalnie, testujac wzrost mikroorganizmow
w podtozach o roznej kwasowosci (pH 5,0-8,0). Wyniki eksperymentu przedstawione sa w

materiatach dodatkowych (Rycina S.6.).

MIC badanych jonéw osobno i w polaczeniu (Tabela 14.) wyznaczono przy uzyciu
standardowej metody mikrorozcienczen w podlozu MOPS. Ponadto, w celu oceny
aktywnosci przeciwbakteryjnej jonow w potaczeniu wykonano metode checker-board i
obliczono frakcyjne stezenie hamujace (FIC), co pozwolito na okreslenie typu interakcji

(inhibicja/synergia).
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Tabela 14. Minimalne stezenia hamujace (MIC) Eu®* i Cu?* (samodzielnie i w potaczeniu
z drugim jonem) oraz odpowiadajgce im frakcyjne stezenia hamujgce (FIC) wobec P.
aeruginosa PAO1 i ATCC 27853

Jon P. aeruginosa PAO1 P. aeruginosa ATCC 27853
Eus* 250 250
MIC Eud* w obecnosci Cu?* 250 125
Cu?* 50 25
Cu?* w obecnosci Eu®* 50 50
FIC Eud* + Cu? 2 2.5

Dla obu badanych szczepow (P. aeruginosa PAO1 i ATCC 27853) wartos¢ MIC dla
jonu Eu®* wynosita 250 pg/ml, natomiast dla jonéw Eu* w obecnosci Cu?* spadia do 125
ng/ml dla szczepu ATCC 27853, natomiast dla szczepu PAO1 pozostata bez zmian. MIC
jondéw Cu?* wobec szczepu PAO1 byt rowniez taki samo (50 ug/ml) bez wzgledu na dodatek
jonu Eu®*, natomiast w przypadku szczepu ATCC 27853 sytuacja byta zupelie odwrotna
niz ta zaobserwowana dla jonu Eu®*. Uzupelnienie podtoza o jon Eu®* spowodowato wzrost
warto$ci MIC dla jonu Cu?* z 25 do 50 ug/ml. Wydaje si¢ jednak, ze obserwowane zmiany
nie sg znaczgce, o czym S$wiadczy interpretacja obliczonych warto$ci FIC. Zgodnie z
zakresami zaproponowanymi przez Jaina i wsp. (Jain et al. 2011) wyniki takie mozna

zinterpretowac jako efekt addycyjny lub brak wptywu.

Ponadto, w celu monitorowania zmian w dynamice wzrostu bakterii w obecno$ci jonow
Eu®* i Cu?* mierzono gesto$¢ optyczng hodowli przez 48 h co 30 minut. Do oceny
zastosowano stezenia jonow odpowiadajace 0,5MIC, 0,25MIC oraz 0,125MIC (Tabela 14.),
pojedynczo i w potaczeniu. W tym doswiadczeniu zdecydowano si¢ na uwzglednienie
nizszego st¢zenia jonow (0,125MIC), gdyz w przypadku stosowania domieszek w
nanomateriatach ilo§¢ uwolnionych jondéw jest zazwyczaj na niskim poziomie. Zmgtnienie
hodowli po inkubacji w obecnosci stezen 0,125MIC badanych jonéw byto jednak juz bardzo
zblizone do zmetnienia kontroli, dlatego nie zdecydowano si¢ na dalsze zmniejszanie stezen.
Na Rycinie 34. przedstawiono krzywe wzrostu badanych szczepéw w obecnosci wybranych
stezen jonow EUS* i Cu?*, natomiast wiecej wariantow mozna znalezé w materiatach

uzupetiajacych (Rycina S.7.).
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P. aeruginosa PAO1 P. aeruginosa ATCC 27853
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Rycina 34. Dynamika zmian ggstosci hodowli P. aeruginosa PAO1 i ATCC 27853 w
poditozu MOPS uzupetnionym jonami Eu®* i Cu?* w stezeniach odpowiadajgcych 0,5; 0,25
10,125MIC

W przypadku szczepu PAO1 mozna zaobserwowaé, ze dodanie do podtoza jonow
miedzi i europu w stezeniu 0,5MIC (a), oddzielnie i w polaczeniu, wpltywa hamujaco na
dynamik¢ wzrostu w poréwnaniu z kontrola. Wyraznie wida¢ opdznienie wejscia hodowli
w faze logarytmicznego wzrostu: w kontroli obserwowane jest ono okoto 12 godziny
hodowli, natomiast po dodaniu jonéw Eu®* i Cu?* nawet okoto godziny 24. W przypadku
polgczenia jonéw Eu®" i Cu?* hodowla osigga wzrost logarytmiczny dopiero okolo 36
godziny. W przypadku suplementacji podtoza stezeniami 0,25MIC testowanych jonéw (b)
hodowle wchodza w faze logarytmicznego wzrostu szybciej niz w przypadku stezen

0,5MIC, natomiast wcigz jest to znaczne opOznienie w poréwnaniu z kontrolg. W obu
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wariantach (a i b) koncowa wartos¢ ODsgo hodowli suplementowanych jonami metali jest
nizsze niz wartos¢ ODeoo hodowli kontrolnej, natomiast istotng statystycznie roznice
gestosci wykazano jedynie dla 0,5MIC jonéw Cu?* oraz 0,5MIC jonow Cu?* w polgczeniu z
0,5MIC jonéw Eu®*. W przypadku stezeh 0,125MIC (c) opdznienie jest najmniejsze, a
hodowle osiagaja koncowa warto§¢ ODsoo zblizong do kontroli, co potwierdza brak
statystycznie istotnych réznic. W przypadku szczepu ATCC 27853 dodanie jonow w
stezeniu 0,5MIC powoduje opdznienie wejscia w faze logarytmicznego wzrostu, podobnie
jak u szczepu PAOI1, natomiast dodanie 0,25MIC jonéw w tym przypadku nie jest juz tak
efektywne. Wida¢ to szczegdlnie w przebiegu krzywej wyznaczonej dla hodowli z
dodatkiem jonéw Cu?*, ktéra pomimo opdznienia wejécia w faze logarytmicznego wzrostu
z 12 godziny do ok 20 godziny, osiaga wyzsza warto§¢ ODesoo p0 Okoto 30 godzinach niz
hodowla kontrolna. W przypadku jonow Eu3* koncowa warto§¢ ODsoo jest zblizona do
kontrolnej, natomiast gestos¢ hodowli suplementowanej zarowno europem jak i miedzig jest
nieznacznie nizsza niz kontroli. Dodanie stezen 0,125MIC nie powoduje znacznego
opoOznienia wejscia w fazg logarytmicznego wzrostu, a osiggane warto$ci ODsoo sg zblizone
(dla jonu Eu®* i potgczenia jondow Eu* z jonami Cu?*) lub nawet wyzsze (Cu?*) od kontroli.
W przypadku szczepu ATCC 27853 nie wykazano istotnych statystycznie réznic pomiedzy

koncowymi warto$ciami ODeoo kontroli 1 badanych prob.

W zwiagzku z tym, ze analiza samych krzywych wzrostu hodowli bakteryjnych jest
dosy¢ problematyczna postanowiono przedstawi¢ otrzymane wyniki w postaci wykresow
skumulowanych warto$ci ODsgoo Uzyskanych podczas 48 h hodowli. Dodatkowo dane na
wykresach uszeregowano w kolejnosci malejacej, co utatwito interpretacje¢ wynikow. W
przypadku obu badanych szczepow (PAO1 i ATCC 27853) mozna zauwazy¢, ze najwicksza
redukcja wzrostu hodowli ma miejsce po dodaniu do podtoza zarowno jonéw miedzi jak i
europu w stezeniach 0,5MIC (Rycina 35.). Pomimo, ze¢ w hodowlach obu szczepow
widoczna jest redukcja ODeoo w porownaniu do kontroli po dodaniu badanych jonow to
istotnie nizsze zmg¢tnienie odnotowano jedynie w kilku przypadkach. Wartosci ODsoo
skumulowanych wyznaczonych dla 0,5MIC jonéw Cu?* wzgledem szczepu PAOI1 jak
rowniez warto$ci wyznaczone dla potgczen 0,5MIC jonéw Cu?* z 0,5; 0,25 i 0,125MIC
jonow EUu®* istotnie hamuja wzrost hodowli. Podobna warto$¢ ODsoo1 istotno$¢ statystyczna
0 tym samym poziomie (*) tych wynikow wskazuje, ze dodatek jonow europu nie ma
istotnego wplywu na aktywno$¢ antybakteryjng jondw miedzi. Z kolei w przypadku szczepu

ATCC 27853 istotnie statystycznie nizsze skumulowane ODsgoo Obserwowano dla: 0,5MIC
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jondéw Cu?*, polaczenia 0,5MIC jondéw Cu?* i 0,5MIC jondéw EU®* oraz polaczen nizszych
stezen jonéw Cu?* (0,25 i 0,125MIC) z 0,5MIC jondéw Eu®*. Nie jest to jednak dowdd
swiadczacy o wptywie jondw europu na aktywnos¢ antybakteryjng jondw miedzi, poniewaz
jak mozna zauwazy¢ na wykresie (Rycina 35.b) nizsza gestosci hodowli przy zastosowaniu
jedynie 0,5MIC jonéw Eu®* jest na zblizonym poziomie, mimo Ze tego wyniku nie mozna

uznac za istotnie r6znego w odniesieniu do kontroli.

a) P. aeruginosa PAO1
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Rycina 35. Skumulowane wartosci ODsgoo 48 h hodowli bakteryjnych inkubowanych w
obecnosci r6znych stezen jonéw miedzi (Cu?*) i europu (Eu*)
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W trakcie badania aktywnosci antybakteryjnej jonéw metali zaobserwowano
widoczne goltym okiem zmiany barwy, wzrost zmetnienia lub wytracanie si¢ osadow w
podtozu co byto wynikiem oddziatywan zachodzacych pomig¢dzy sktadnikami pozywki a
kationami. Takie zmiany byly obserwowane zardwno w podlozach minimalnych jak i
pelnych co zostato opisane w opublikowanej juz pracy (Rewak-Soroczynska et al. 2022a).
Zmiany zabarwienia, zmiany pH 1 powstate zmetnienia po suplementacji podtéz
mikrobiologicznych jonami Cu?* zostaly pokazane w materiatach dodatkowych (Rycina
S.8). Podczas przygotowywania do§wiadczenia nie zauwazono jednak zmian w wygladzie
pozywki po dodaniu do niej jonéw Eu®*. Natomiast po calonocnej inkubacji hodowli
bakteryjnej obserwowano (Rycina 36.) zamiast rownomiernego zmgtnienia pozywki
pojawienie si¢ 0sadu w ksztalcie ptatkow, ale tylko w probach z dodatkiem jonow Eu®*,
Ponadto w kontroli negatywnej w pozywce z dodatkiem jonow Eu®*, ale bez bakterii, nie

obserwowano pojawienia si¢ widocznego gotym okiem osadu.

Kontrola Eu3* Cu®* Eu3*,Cu?

ii//iiﬂan«..,, 3

\ !

1

Rycina 36. Osad w medium po dodaniu jonéw Eu®* i po inkubacji z P. aeruginosa PAO1

Obserwacje te wymagaty dalszej weryfikacji, dlatego w kolejnym etapie badan
zastosowano mikroskopie jasnego pola i konfokalng mikroskopi¢ laserowa z barwieniem
zywych i martwych komoérek (LIVE/DEAD) oraz barwieniem Sypro Ruby, pozwalajagcym
uwidoczni¢ macierz biofilmow. Uzyskane wyniki zostaly zestawione na Rycinie 37. gdzie
wyraznie widaé, ze czyste medium (kontrola) oraz medium po dodaniu jonéw Cu?* (bez
bakterii) sa klarowne, natomiast w probach z jonami Eu®* widoczny jest osad w ksztalcie
przypominajgcym pflatki. Struktury te, po inkubacji z bakteriami, stuzyty jako "platforma™
dla wzrostu bakterii, co najlepiej wida¢ po zastosowaniu barwnikow fluorescencyjnych.
Komorki bakteryjne, glownie zywe, wydaja si¢ najlepiej przylegac do ptatkow, a zmgtnienie

W objetosci pozywKi nieznacznie si¢ zmniejsza.
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a) P. aeruginosa PAO1

Kontrola Eu3* Cu?* Eu3*/Cu?*

BAKTERIE

JASNE POLE

+ BAKTERIE

SYPRO RUBY ‘ LIVE/DEAD ]

b)

- BAKTERIE

JASNE POLE

+ BAKTERIE
LIVE/DEAD ‘

SYPRO RUBY

Rycina 37. Obrazy mikroskopowe hodowli bakteryjnych i kontroli negatywnych pozywek
uzupetnionych jonami Eu®* i Cu?* barwionych réznymi technikami: a) P. aeruginosa
PAOL, b) P. aeruginosa ATCC 27853;podziatka odpowiada 50 um
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Podsumowujac, w pierwszej czesci rozprawy zbadano wpltyw obecno$ci jonow
lantanowcow oraz jonow metali przejsciowych na wzrost, wlasciwo$ci powierzchniowe 1
wirulencje P. aeruginosa, co stanowitlo wstep do badan z wykorzystaniem

hydroksyapatytéw domieszkowanych i wspotdomieszkowanych tymi jonami.

IV.2 Charakterystyka aktywnosci biologicznych réznych form hydroksyapatytéw

domieszkowanych lantanowcami i metalami przejSciowymi

Drugim Kkluczowym etapem badan bylo okreSlenie aktywno$ci antybakteryjnej
nanomateriatow 0 strukturze apatytu. Jak juz wczeéniej wspomniano hydroksyapatyt wapnia
ze wzgledu na swoja wysoka biokompatybilno$é, niskg toksyczno$¢ wobec komorek
eukariotycznych 1 wlasciwosci osteoregeneracyjne jest materialem wykorzystywanym do
wytwarzania implantow stosowanych do wypetiania ubytkow kostnych. Niestety, z
procedurami implantologicznymi czegsto zwigzane jest ryzyko infekcji bakteryjnej, ktora
moze rozwing¢ si¢ w miejscu wszczepu prowadzac do utrudnienia gojenia a nawet do
odrzucenia implantu. Z tego wzgledu istnieje konieczno$¢ modyfikowania materiatow
implantacyjnych w taki sposob, aby zminimalizowa¢ ryzyko rozwoju patogennych
mikroorganizmow. W tym celu projektowane zwigzki czgsto domieszkuje si¢ jonami metali
o potwierdzonej aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej. Zamierzonym efektem takiej
modyfikacji strukturalnej jest stopniowe uwalnianie jonow metali z matrycy w miejscu

wszczepu 1 zapobieganie w ten sposob namnazaniu si¢ drobnoustrojow.

IV.2.1 Charakterystyka nanohydroksyapatytow domieszkowanych wybranymi
jonami metali przejsciowych bloku d

Badania przedstawione w tym rozdziale zostaty zaplanowane i wykonane w celu
okreslenia aktywno$ci biologicznej roznych form materiatlow o strukturze apatytu (koloidy,
tabletki, hydrozele oraz kompozyty z dodatkiem PTFE) domieszkowanych wybranymi
jonami metali przejsciowych bloku d (Ag*, Cu?*, Zn?*) wobec bakterii P. aeruginosa.
Wszystkie  przedstawione materialy  zostaly  zaprojektowane, wytworzone i
scharakteryzowane fizykochemicznie w zespole Profesora Rafata Wiglusza w Instytucie
Niskich Temperatur 1 Badah Strukturalnych PAN.

Pierwsza grupa badanych materiatdw obejmuje dwie serie: Ag*:HAp, czyli seri¢
hydroksyapatytéw domieszkowanych roznymi stezeniami molowymi jondéw srebra (1; 2,5 1

5 mol%) oraz seri¢ PTFE@Ag*":HAp, w ktorej sktad wchodzity kompozyty wytworzone z
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poli(tetrafluoroetylenu — PTFE) i hydroksypatytow domieszkowanych 5 i 10mol% Ag™.
Kompozyty badano w formie tabletek, natomiast apatyty w formie koloidow,
przygotowanych przez zawieszenie materiatow sproszkowanych w soli fizjologicznej oraz
prasowanych tabletek. Wytworzenie i przebadanie in vitro wspomnianych materiatow byto
pierwszym etapem badan nad materialami przeznaczonymi do regeneracji tkanki chrzestne;j,
ktore w zalozeniu mialy ogranicza¢ namnazanie drobnoustrojow 1 zapobiega¢ tworzeniu si¢
biofilmu na powierzchni implantu. Wyniki badan wstepnych zostaty opublikowane we

wspotautorskiej publikacji (Targonska et al. 2020).

Druga seria materiatow, Zn?*/Sr>*:HAp_Si zostala wytworzona przez mgr Justyne
Rewak-Soroczynska i obejmowata zwiazki, ktore roznily si¢ zawartoscig cynku i iloScig
grup krzemianowych (SiOs), ktére wprowadzono w miejsce grup fosforanowych (PO43),
natomiast po okresleniu czysto$ci materialdéw 1 wstepnych testach mikrobiologicznych do
wilasciwej czgsci badan wybrano 4 materialy z czterema grupami SiOs roznigce si¢ od siebie
zawarto$cig cynku (0; 0,5; 1 1 3,5 mol%) oraz dodatkowo material z piegcioma grupami SiO4
zawierajacy 3,5 mol% cynku. Domieszka strontu byta jednakowa we wszystkich materiatach
(0,2%) 1 byta wprowadzona w celu polepszenia rozpuszczalno$ci materiatu. Apatyty z tej
serii badano w formie zawiesin koloidalnych i prasowanych tabletek, natomiast pomyst na
wytworzenie takich materiatow wynikatl z chgci sprawdzenia czy modyfikowanie apatytu
domieszkowanego jonami cynku przez substytucj¢ grup fosforanowych grupami
krzemianowymi wptywa na jego aktywno$¢ biologiczng. Badania nad apatytami
Krzemianowymi pozostajg w kregu zainteresowan badawczych grupy Profesora Rafata J.
Wiglusza, do ktorej nalezy mgr Justyna Rewak-Soroczynska, czego owocem jest Patent
(Pat.242895) potwierdzajacy aktywno$¢ apatytdow krzemianowych domieszkowanych
jonami srebra wobec patogennych grzybow. Wyniki badan wstgpnych dotyczacych
materiatdow z serii Zn?*/Sr>*/:HAp_Si zostaly opublikowane (Rewak-soroczynska et al.
2022).

Trzecia badang serig byly materialy Zn?*/Cu?:HAp domieszkowane i
wspoldomieszkowane jonami cynku i miedzi. Celem wytworzenia tej serii bylo sprawdzenie
jak  zmieniaja si¢ wilasciwosci  fizykochemiczne 1  biologiczne materiatow
wspoldomieszkowanych w poréwnaniu z materialami domieszkowanymi tylko jednym z
jonow. W tym przypadku zbadano, podobnie jak wczes$niej, koloidy i tabletki, natomiast
wprowadzono jeszcze jedng forme: hydrozel, ktory dodawano do hodowli bakteryjnych w

postaci pocigtych na rowne kawatki fragmentéw lub eluatéw z hydrozeli, czyli roztworéw
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powstalych przez wytrzasanie hydrozelu w soli fizjologicznej. Glownym celem
przygotowania eluatow byto sprawdzenie czy wzrost 1 przezywalno$¢ bakterii bedzie inna
kiedy majg kontakt bezposredni z nanoczastkami niz kiedy czynnikiem aktywnym sg jedynie
uwolnione z hydrozelu jony. Opublikowana juz praca z tej czgsci badan obejmuje obszerng
charakterystyke fizykochemiczng poszczegélnych form materialdbw oraz oprocz badan
mikrobiologicznych opisuje tez cytotoksyczno$¢ badanych nanomateriatow (Sobierajska et
al. 2021a).

Wymienione powyzej opublikowane prace zawieraja badania mikrobiologiczne
prowadzone z wykorzystaniem réznych szczepoéw bakteryjnych, natomiast w niniejszej
rozprawie zostang przedstawione i omoéwione jedynie te dotyczace P. aeruginosa. W
wickszosci  przypadkéw  badania  wilasciwosci  antybakteryjnych  testowanych
nanomateriatbw wykonywano okreslajac liczebnos¢ bakterii w soli fizjologicznej w
obecnosci nanomateriatow poprzez wyznaczenie wartosci CFU/ml. Wyniki prezentowano
w pracach jako logCFU/mI i odnoszono do kontroli nie traktowanej badanymi apatytami.
Oczekiwanym rezultatem byta redukcja liczebno$ci bakterii wyrazana w prezentowanych
ponizej wynikach jako rzedy redukcji w odniesieniu do kontroli, gdzie 1-rzad to poziom
redukcji wyktadnika potegi dziesi¢tnej w CFU/ml lub w przypadku stosowania logCFU/ml
bedzie to po prostu redukcja o 1-log.

W przypadku jondéw srebra (Rycina 38.) materialy z serii Ag*:HAp, szczegolnie te
domieszkowane 2,5 mol% i 5 mol% jonow Ag*, powodowaty spadek liczebnosci bakterii w
roztworze soli fizjologicznej o ponad 2-log w przypadku materiatow domieszkowanych 2,5
I 5mol% jondéw AgQ*, natomiast w przypadku materialu o nizszej domieszce (1%)
obserwowano spadek liczebnosci bakterii o okoto 1-log. Warto podkresli¢, ze w przypadku
tych materiatow do badan wybrano jedynie stezenie apatytu rowne 25 pg/ml i skrocono czas
inkubacji hodowli w obecnosci koloidéw do 2 h, poniewaz wyzsze st¢zenia materiatu oraz
dhuzszy czas kontaktu skutkowaty catkowitg redukcjag CFU/ml bakterii w soli fizjologicznej
i nie bylo mozliwosci zaobserwowania roznic w aktywno$ci antybakteryjnej
poszczegdlnych materiatow. W przypadku tej serii obserwowano rownieZ znaczne
hamowanie wzrostu bakterii w podtozu hodowlanym LB w obecnosci wszystkich
materiatéw domieszkowanych jonami srebra, natomiast w przypadku kompozytow PTFE 1

apatytu (seria PTFE@AQ*:HAp) nie wykazano juz takiej aktywnosci.
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Rycina 38. Zestawienie wynikow badania aktywnosci antybakteryjnej roznych form
apatytoéw domieszkowanych jonami srebra: a) wptyw obecno$ci nanoczastek w postaci
zawiesiny koloidalnej na liczebnos¢ P. aeruginosa ATCC 27852 w soli fizjologicznej; b)
wplyw obecnosci tabletek na wzrost bakterii w podtozu hodowlanym; c) wptyw obecnosci
kompozytoéw PTFE@Ag"HAp na wzrost bakterii w podtozu hodowlanym (Targonska et
al. 2020)

W przypadku drugiej badanej serii Zn?*/Sr>*:HAp_Si (Rycina 39.) dodawanej w
postaci koloidow odnotowano spadek liczebnosci bakterii w roztworze soli fizjologicznej o
okoto 1-log dla wszystkich materiatdw domieszkowanych jonami cynku, za wyjatkiem
materialu zawierajacego 0,5 mol% jonéw Zn** w stezeniu 10 pg/ml, dla ktérego nie
odnotowano roznicy w poroéwnaniu z kontrolag. Wiekszy spadek (o prawie 3 -log)
odnotowano w przypadku materiatu zawierajacego 3,5 mol% jonow Zn?* i modyfikowanego
5 grupami krzemianowymi, ale efekt ten byl widoczny jedynie przy najwyzszym z badanych
stezen — 100 pg/ml. W dalszej czg¢sci badan nad tg serig wykorzystano jedynie materiat bez
dodatku jonéw cynku oraz materialy z jego najwyzsza zawarto$cig (3,5mol%) réznigce si¢
iloscig grup krzemianowych (4 lub 5). Podczas inkubacji hodowli bakteryjnych w bulionie

odzywczym w obecnosci tabletek wykonanych z danych materiatéw nie zaobserwowano
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spadku zmetnienia hodowli w odniesieniu do kontroli, a mimo to utworzone na powierzchni

tabletek biofilmy bakteryjne byty trudne do zwizualizowania, co mozna zauwazy¢ na

Rycinie 39.b.
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Rycina 39. Zestawienie wynikéw badania aktywnosci antybakteryjnej roznych form
apatytow z serii Zn?*/Sr2*:HAp_Si: a) wptyw obecno$ci nanoczgstek w postaci zawiesiny
koloidalnej na liczebno$¢ P. aeruginosa ATCC 27853 w soli fizjologicznej (czerwona linia
wskazuje liczebno$¢ bakterii w kontroli) b) biofilm bakteryjny na powierzchni tabletek
(Rewak-soroczynska et al. 2022)

W  kolejnym etapie testowano seri¢ apatytow, domieszkowanych i
wspotdomieszkowanych jonami miedzi i cynku (Zn?*/Cu?*:HAp). Podczas inkubacji
bakterii w soli fizjologicznej w obecnosci zawiesin koloidalnych nanoczastek obserwowano
znaczacy Spadek liczebno$ci bakterii o okoto 4-log po dodaniu materiatow
domieszkowanych i wspotdomieszkowanych jonami miedzi (Rycina 40.). Material z
dodatkiem cynku (nHAP:Zn?*) nie powodowat spadku liczebno$ci w poréwnaniu z kontrola.
W przypadku materiatow z dodatkiem miedzi spadek byt widoczny dla wszystkich badanych
stezen. Dodatek eluatow z hydrozeli zamiast soli fizjologicznej spowodowat spadek
liczebno$ci bakterii o okoto 1-log i podobnie jak w przypadku koloidow bylo to

obserwowane tylko dla materiatow z dodatkiem miedzi. Analizujac wzrost bakterii w
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podtozu hodowlanym LB w obecnosci hydrozeli i tabletek (Rycina 40.c i d) mozna
zaobserwowac¢ stymulacje wzrostu bakterii w obecnos$ci czystego hydrozelu (bez apatytu) i
hydrozelu z dodatkiem niedomieszkowanego apatytu. Podobng tendencje widaé tez w
przypadku tabletki wytworzonej z nHAp, natomiast ze wzgledu na duze odchylenie
standardowe nie uznaje si¢ istotnosci statystycznej tego wyniku. Ciekawg obserwacja jest
fakt, ze zarowno w przypadku hydrozeli jak i tabletek aktywnos$¢ antybakteryjna wykazuje
rowniez materiat domieszkowany cynkiem, co nie miato miejsca w przypadku koloidoéw i
eluatow. Najwyzsza aktywno$§¢ w obu przypadkach wykazano dla nanomateriatu

wspotdomieszkowanego jonami miedzi i cynku.
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Rycina 40. Zestawienie wynikow badania aktywnosci antybakteryjnej roznych form
apatytow z serii Zn?*/Cu?*:HAp a) wplyw obecnosci nanoczastek w postaci zawiesiny
koloidalnej na liczebno$¢ P. aeruginosa w soli fizjologicznej; b) wptyw obecnosci eluatow
z hydrozeli na liczebno$¢ bakterii w soli fizjologicznej; ¢) wplyw obecnosci hydrozeli na
wzrost bakterii w podtozu hodowlanym; d) wplyw obecnosci tabletek na wzrost bakterii w
podtozu hodowlanym (Sobierajska et al. 2021a)

Obserwowana réznica w aktywnos$ci antybakteryjnej formy koloidowej i eluatow z
hydrozeli byla zastanawiajaca biorgc pod uwage fakt, ze doswiadczenie zostato
zaprojektowane w taki sposob, zeby stezenie apatytu w koloidzie (dla wersji 100 pg/ml)

odpowiadato stezeniu apatytu w hydrozelu, co zostalo potwierdzone przez sprawdzenie
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ilosci uwalnianych jondw miedzi i cynku metoda ICP. Uzyskane wyniki potwierdzily, ze
ilo$¢ uwolnionych jondw z obu form jest poréwnywalna, co szerzej opisano w publikacji
(Sobierajska et al. 2021a). Dlatego dla tej serii wykonano roéwniez analiz¢ mikroskopowa
hodowli bakteryjnych inkubowanych w obecnosci koloidow i eluatéw z hydrozeli w soli
fizjologicznej dla reprezentatywnego materiatu (nHAp:Cu?*-Zn?*) z zastosowaniem
wybranych metod wizualizacji. Hodowle bakteryjne inkubowano w obecnosci réznych form
materiatu oraz obrazowano za pomocg mikroskopii §wietlnej jasnego pola, SEM i CLSM.
Uzyskane obrazy mikroskopowe SEM pokazaly, ze w przypadku badanych koloidow
komoérki bakteryjne pozostaja w bezposrednim kontakcie z nanoczgstkami i ich
aglomeratami, czego nie obserwuje si¢ w przypadku eluatow z hydrozeli (Rycina 41.a).
Obserwacje te zostaly potwierdzenie w mniejszym powigkszeniu wykorzystujac
mikroskopi¢ konfokalng z barwieniem LIVE/DEAD (Rycina 41.b) oraz mikroskopie
jasnego pola (Rycina 41.c).

Koloid Eluat z hydrozelu
a)

o

Rycina 41. Analiza mikroskopowa oddziatywan P. aeruginosa ATCC 2785 z koloidami
NHAp:Cu?*-Zn?* a) SEM (wyk. dr Damian Szymanski, INTiBS PAN); b) CLSM z
barwieniem LIVE/DEAD (wyk. wiasne); c) jasne pole (wyk. whasne) (Sobierajska et al.
2021a)
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Nalezy podkresli¢, ze wigksze, kolorowe skupiska o bardzo duzej intensywnosci
widoczne w obrazie mikroskopii konfokalnej to aglomeraty hydroksyapatytu, a nie skupiska
bakterii. Fluorescencje hydroksyapatytu po wzbudzeniu w mikroskopie konfokalnym
opisano szerzej w innej publikacji wspolautorskiej mgr Justyny Rewak-Soroczynskiej
(Targonska et al. 2022). Przyktadowy obraz mikroskopowy potwierdzajacy to zjawisko jest

zamieszczony ponizej (Rycina 42.).

Rycina 42. Obraz mikroskopowy CLSM powierzchni implantu na bazie polilaktydu
(poly(L-lactide-co-D,L-lactide) z dodatkiem hydroksyapatytu (Targonska et al. 2022)

Kontynuujac badania nad serig Zn?*/Cu®*:HAp oprécz pomiaru gestosci optycznej
hodowli inkubowanych w obecnos$ci materialdw wykonano réwniez zdjecia mikroskopowe
(CLSM, barwienie LIVE/DEAD) powierzchni tabletek i hydrozeli. Mozna zaobserwowac,
ze w przypadku tabletek biofilmy na powierzchni wygladaja podobnie jak w przypadku serii
Zn?*/Sr*:HAp_Si. Z kolei w przypadku hydrozeli liczebnoé¢ mikroorganizméw na
powierzchni prob jest nieporownywalnie wieksza, co zostalo dodatkowo potwierdzone za
pomoca pomiaru intensywnos$ci fluorescencji W programie ImageJ. Analizy obrazow
zebrane w Tabeli 15. wskazuja, ze ggstos¢ biofilméw bakteryjnych jest w przypadku
hydrozeli nawet dwukrotnie wyzsza niz w przypadku tabletek, co jest szczegolnie widoczne
W obecnosci czystego nHAp oraz materialu z dodatkiem cynku. W przypadku apatytu
domieszkowanego miedzig oraz wspotdomieszkowanego oboma jonami rdznice nie sg az
tak duze. Warto rowniez podkreslic réznice w ilosci biofilmu na powierzchni
poszczegolnych hydrozeli, gdzie na podstawie wartosci z Tabeli 15. mozna zauwazy¢

znaczng redukcje biofilmu na powierzchni materiatéw z dodatkiem miedzi.
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Rycina 43. Biofilm P. aeruginosa ATCC 27853 utworzony na ich powierzchni a) tabletek
z serii Zn?*/Sr?* :HAp_Si (Rewak-soroczynska et al. 2022), b) tabletek oraz c¢) hydrozeli z
serii Zn?*/Cu®*:HAp (Sobierajska et al. 2021a)

Tabela 15. Poréwnanie intensywnosci obrazow mikroskopowych biofilméw na
powierzchni tabletek i hydrozeli wykonanych z materiatow z serii Zn?*/Cu®*:HAp
(wykonano w programie ImageJ)

Tabletki Hydrozele
Matryca - 15,96 +£3,73
nHAp 8,75+1,85 17,96+9,01
nHAp:Zn?* 9,7+1,86 17,05+8,70
nHAp:Cu? 7,79+1,69 10,31+4,83
nHAp:Cu?*-Zn?* 7,14+2,57 8,36+1,89

W celu sprawdzenia czy zmniejszona adhezja obserwowana na powierzchni tabletek
jest zwigzana z wlasciwosciami chemicznymi materiatu czy wynika jedynie z faktu, ze ich
powierzchnia jest gladka, przeprowadzono dodatkowy eksperyment. Tabletke (nHAp: Zn?)
przetamano na trzy czesci, tak zeby odstoni€ jej porowatg i szorstkag wewnetrzng strukture.
Jedna czg$¢ tabletki wykorzystano do wykonania obrazow SEM w celu obserwacji
topografii obu powierzchni w duzym powiekszeniu. Drugg cz¢$¢ wykorzystano w badaniach
mikrobiologicznych, natomiast trzecig cz¢s¢ w hodowli komorek eukariotycznych (linia
osteoblastow mysich 7F2). Wyniki uzyskane dla obu modeli badawczych potwierdzity, ze
adhezja komorek zaréwno bakteryjnych i1 eukariotycznych do wierzchniej warstwy tabletki
jest staba, natomiast nie wynika to z wtasciwosci chemicznych materiatow, ale z topografii
powierzchni (Rycina 44.). Wskazuje na to fakt, ze na szorstkim fragmencie zaobserwowano
wiele komorek. Podkresli¢ nalezy rowniez to, ze w przypadku P. aeruginosa nie
zaobserwowano martwych komorek w polu widzenia, natomiast w przypadku osteoblastow

wiekszos$¢ zadherowanych komoérek byta martwa (kolor czerwony).
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Gtadka powierzchnia Szorstka powierzchnia

Rycina 44. Por6wnanie wptywu struktury powierzchni tabletek wykonanych z
hydroksyapatytu z serii Zn?*/Cu?*:HAp (nHAp: Zn?*) na adhezje bakterii oraz komorek
eukariotycznych: a) obraz SEM (wyk. dr Damian Szymanski, INTiBS PAN), b) CLSM z
barwieniem LIVE/DEAD obrazujacy adhezje komorek P. aeruginosa, (wyk. wtasne) c)
CLSM z barwieniem LIVE/DEAD obrazujacy adhezj¢ komorek linii osteoblastow mysich
7F2 (wyk. mgr Nicole Nowak, INTiBS PAN) (Sobierajska et al. 2021a)

1V.2.2 Badania aktywnoS$ci biologicznej hydroksyapatytéw domieszkowanych i
wspoéldomieszkowanych jonami Eu* i Cu?*

Ostatnig cze$¢ rozprawy doktorskiej stanowity obszerne badania nad aktywno$cia
biologiczna hydroksyapatytow domieszkowanych i wspétdomieszkowanych jonami Eu®* i
Cu?*. Motywacja do podjecia tego zagadnienia byt fakt czestego wykorzystywania jonow
lantanowcéw jako domieszek w nowoprojektowanych materiatach o potencjalnym
zastosowaniu medycznym. Jon Eu®* jest szczegOlnie czesto wprowadzany do matrycy
hydroksyapatytowej ze wzgledu na wysoka zdolno$¢ do emisji luminescencji oOraz
dodawany jako wspotdomieszka do nanomaterialdéw zawierajacych inne kationy o

okreslonej aktywnosci biologicznej. Mgr Justyna Rewak-Soroczynska jest wspotautorka
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dwoch publikacji, w ktérych dokonano oceny wstepnej takich materiatéw (Szyszka et al.
2020; Sobierajska et al. 2021b). Ponadto w badaniach prowadzonych przez dr Katarzyng
Szyszke z INTiBS PAN (Zespot Profesora Wiglusza) wykazano, ze w materiatach
wspotdomieszkowanych jonami europu i miedzi zachodzg ciekawe zjawiska fizyczne, takie
jak wygaszanie luminescencji europu (Szyszka et al. 2021). Z tego wzglgdu zdecydowano
si¢ rOwniez zbada¢ aktywno$¢ biologiczng takich materialow i sprawdzi¢ czy dodatek jonow
europu moze modyfikowaé dzialanie nanomaterialdw domieszkowanych jonami miedzi.
Uzyskane wyniki zostang zaprezentowane i szczegdtowo omdéwione ponizej gdyz sa one
jeszcze na etapie dopracowywania i przygotowywania do publikacji. Ponadto, podkresli¢
nalezy, ze tematyka prowadzonych badan wpisuje si¢ w intensywnie rozwijajacy si¢ trend

badan nad materiatami wspotdomieszkowanymi (Yilmaz et al. 2019).

W tej czgsci rozprawy badano nanohydroksyapatyty zmodyfikowane przez
wprowadzenie jonow miedzi (Cu?*) i europu (Eu®") w ilosci 2 mol% i 5 mol% w roznych
kombinacjach. Hydroksyapatyty byly otrzymywane dwiema metodami syntezy:
straceniowa 1 hydrotermalng. Materialy otrzymane metoda stragceniowg oznaczono w dalszej
czesci rozprawy literg P — precipitation, natomiast materiaty z serii hydrotermalne;j literg H
— hydrothermal. Jak opisano we WSTEPIE metoda syntezy istotnic wplywa na wiasciwosci
fizykochemiczne otrzymanych materiatldw, co z kolei moze przektadac si¢ bezposrednio na
wlasciwosci biologiczne zwigzkow. W kolejnym etapie badan poréwnywano wigc
aktywno$¢ nanomaterialow otrzymanych obiema metodami 1 starano si¢ sprawdzi¢ czy
metoda syntezy faktycznie istotnie zmienia wiasciwos$ci biologiczne apatytow. Taka wiedza

pozwolilaby projektowac nanomaterialy o potencjalnie wyzszej aktywnosci.

Dr Katarzyna Szyszka zsyntetyzowala 18 zwigzkow o strukturze hydroksyapatytu: 9
otrzymano metoda straceniowa i 9 metoda hydrotermalng. Wszystkie materiaty zostaty
scharakteryzowane fizykochemicznie oraz przeprowadzono na nich podstawowe badania
aktywno$ci antybakteryjnej 1 ocene cytotoksycznosci wobec erytrocytow (test hemolizy 1
ocene morfologii krwinek). Ponizej zestawiono wyniki doswiadczen wykonanych dla
materialow z najwyzsza zawartoscig jonow (5 mol%) oraz matryce apatytowe
niedomieszkowane (8 nanomateriatbw), natomiast wyniki uzyskane dla pozostalych
nanomateriatow (2mol% oraz wspotdomieszkowanych 2mol% i 5mol% jonow Eu®* i Cu?*)

zamieszczono w MATERTALACH DODATKOWYCH.
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W pierwszym etapie badan oznaczono za pomocg metody ICP rzeczywistg zawartos$¢

jonoéw europu i miedzi w nanomateriatach. Wyniki przedstawione w Tabeli 16. zostaty

przeliczone na ilo$¢ jondéw [pg] w 10 mg hydroksyapatytu, ze wzgledu na fakt, ze wlasnie

takie stezenie (10 mg/ml) materialu zostalo wybrane do wszystkich doswiadczen

prezentowanych w tej czesci rozprawy, co zostato poprzedzone badaniami wstgpnymi z

wykorzystaniem innych stgzen apatytu.

Tabela 16. Stgzenie jonéw miedzi i europu wbudowanych oraz uwolnionych z
nanohydroksyapatytow do mediéw hodowlanych MOPS i DMEM (P — seria strgceniowa,
H- seria hydrotermalna)

Hydroksyapatyt

Eu® [ng/10

Cu?* [ng/10mg]

mg]
P 5mol%EU® 1401 i
s o | H_5mOI%EU® 1300 i
g 2 | P_5mol%Cu?* - 655
S g
2 g H_5mol%Cu? 516
=
g 2 P 5mol%Eus*,
Z € | smoloscu? 1418 6183
H_5mol%Eus*,
5mol%Cu2* 567.8 90,6
Hydroksyapatyt Eu® [mg/I] % Cu?* [mg/l] %
. & |PBmoI%ES 530 038 - i
e S |HsmolwEw 311 024 - i
E é g P 5mol%Cu% - - 20,0 3,05
o— = R |
2 S 5§ |H_5mol%Cu - - 40,5 7,85
o g
‘N O 0 3+
FEE | FOmOUOTNT 366 026 266 4,30
O —
== 0L 13+
52 g'rﬁiiﬂ/g'cﬁ’fu ' 387 068 10,4 11,48
= |PSmoMES 681 049 - i
. é H_5mol%Eu®* 23,6 182 - i
228 | P_5molscu® . 73,6 11,24
o— o R |
2525 |HS5mo%ow - i 99,4 19,26
.g C N - 0 3+
F2E | POmOMENT 400 035 920 14,88
O ™
s = 0 3+
=o ?rﬁi?g/gcl:ﬁfu 214 377 276 30,46
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Mozna zaobserwowaé, ze w przypadku materialdbw domieszkowanych jedynie dla
jondéw Eus* rzeczywiste stezenie wbudowanych jonow jest zblizone w materiatach z serii P
i H, podobnie wyglada sytuacja w przypadku materiatow domieszkowanych jedynie dla
jondéw Cu?*. Materiat wspotdomieszkowany z serii P (P_5mol%Eu®*, 5mol%Cu?*) zawiera
podobng ilo$¢ jonow europu i miedzi jak materialy zawierajace tylko jeden z jondw,
natomiast materiat wspotdomieszkowany z serii H znacznie r6zni si¢ stezeniem jonéw od
pozostatych zwigzkow i zawiera $rednio 2,5x mniej jonow Eu®* i $rednio 6,5x mniej jonow

Cu?+,

Niezwykle istotnym aspektem analizy uzyskanych apatytow w tym przypadku byto
réwniez oznaczenie uwalniania jonéw metali z matryc w mediach MOPS (do hodowli
bakterii) oraz DMEM (do hodowli komorek eukariotycznych). Miato to na celu sprawdzenie
czy ewentualne roznice w aktywnosci biologicznej wzgledem bakterii i komorek
eukariotycznych nie sg spowodowane jedynie nierownomiernym uwalnianiem jondéw, co
mogloby wynika¢ z wtasciwo$ciami fizykochemicznymi poszczegélnych zwiazkow i ich
oddzialywaniami ze sktadnikami mediow hodowlanych. W Tabeli 16. poréwnano stgzenia
jondéw [mg/l], ktore w ciggu 24 h zostaly uwolnione z hydroksyapatytow do mediéw
hodowlanych MOPS i DMEM. Ze wzgledu na to, ze rzeczywiste wartosci wbudowanych
domieszek byly rézne i czgsto znacznie odbiegaly od zakladanej wartosci mol %
zdecydowano si¢ przedstawic ilo$¢ uwolnionych jonéw réwniez jako warto$¢ procentowg w

odniesieniu do zawarto$ci domieszki w matrycy apatytowej, ktorg potraktowano jako 100%.

W badaniach wykazano, ze stgzenie uwolnionych jondéw jest znacznie wyzsze w
medium do hodowli komorek eukariotycznych DMEM, niz w pozywce do hodowli bakterii.
Mozna zauwazy¢, ze w pozywce MOPS ilo$¢ uwolnionego europu jest zblizona niezaleznie
od badanego materiatu (3,11-5,30 mg/l) i stanowi mniej niz 1% w odniesieniu do ilo$ci
wbudowanej. Co ciekawe, material z najmniejszg zawarto$cia europu uwalnia go
procentowo najwiecej. Natomiast w przypadku jonow Cu?* ilo$¢ uwolnionych kationdéw
waha si¢ od 10,4 do 40,5 mg/l, co stanowi od 3,05 do 11,48% w odniesieniu do ilo$ci
wbudowanej. Paradoksalnie, materiat zawierajacy najmniej miedzi (H_5mol%Eu®",
5mol%Cu?*) uwalnia jej procentowo najwiecej. Ponadto, w przypadku jonéw miedzi mozna
zauwazy¢, ze procentowo uwalnia si¢ jej wiecej z materialdéw otrzymywanych metoda
hydrotermalng, natomiast ilosciowo wigcej jonéow (40,5 mg/l) uwalnia si¢ z materiatu
H_5mol%Cu? niz z materialu P_5mol%Cu?* (20,0 mg/l) w przypadku materiatu

domieszkowanego  jedynie  miedzia. Z kolei w przypadku materiatu
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wspotdomieszkowanego wiecej miedzi uwalnia si¢ z materiatu P 5mol%Eu3*,5mol%Cu?*
(26,6 mg/l) niz z materiatu H_5mol%Eu®*,5mol%Cu?* (10,4 mg/l), co prawdopodobnie jest
zwiazane z niska zawartoscig kationow miedzi w materiale z serii H. W medium DMEM
mozna z kolei zauwazy¢ réznice w ilosciowym uwalnianiu jonow europu (4,90-21,4 mg/l),
co przektada si¢ na réznice procentowe (0,35-3,77%). Mozna zauwazy¢, ze europ lepiej
uwalnia si¢ z materialdow otrzymanych metoda hydrotermalna, zarowno w przypadku tych
domieszkowanych jedynie europem, jak 1 wspdldomieszkowanych oboma kationami.
Mozna takze zauwazy¢, ze material z najmniejszg wbudowang domieszkg europu uwalnia
najwigcej tego jonu (ilosciowo i procentowo). W przypadku miedzi obserwuje si¢ podobna
tendencje jak w MOPS i zwiagzek z najmniejsza wbudowang iloscig Cu?* uwalnia jej
ilosciowo najmniej, ale najwigcej procentowo. Mozna réwniez zauwazyC, ze materialy
otrzymane hydrotermalnie uwalniajg procentowo wigcej miedzi, podobnie jak w MOPS.
Otrzymane wyniki sugeruja, ze ilo§¢ uwolnionych jondw nie zawsze jest wprost
proporcjonalna do zawartosci jondéw w materiale, a wartosci przedstawione w Tabeli 16.
musza by¢ brane pod uwage przy analizie aktywnos$ci antybakteryjnej i cytotoksyczno$ci

badanych materiatow.

Kolejnym etapem po analizie uwalniania jondéw z testowanych nanomateriatow byto
badanie ich aktywno$ci antybakteryjnej wobec szczepdéw P. aeruginosa PAO1 oraz
ATCC27853. Bakterie hodowano przez 24 i 48h w obecnosci 10 mg/ml apatytow zarowno
bez domieszek jak i zawierajgcych wszystkie mozliwe kombinacje jonow w ilosci 5 mol%

w podtozu MOPS o pH 6,5. Uzyskane wyniki przedstawiono na Rycinie 45.

Niezwykle waznym na tym etapie bylo sprawdzenie czy pomig¢dzy seriami P i H
wystepuje réznica w aktywnosci biologicznej. Z tego tez wzgledu istotne statystycznie
roéznice pomigdzy odpowiadajacymi sobie materiatami z obu serii zaznaczono na wykresie
(Rycina 45.), natomiast pozostale dane uzyskane z analizy statystycznej oraz dla
pozostatych materiatow zawierajacych 2 mol% domieszek zamieszczono w Materiatach

dodatkowych (Tabela S.5. Rycina X).
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Rycina 45. Aktywno$¢ antybakteryjna nanomateriatdw domieszkowanych i
wspotdomieszkowanych Eu®* i Cu?* wobec: a) P. aeruginosa PAO1 i b) P. aeruginosa
ATCC 27853. (P — seria stragceniowa, H — seria hydrotermalna). Analiza istotno$ci
statystycznej otrzymanych wynikow w porownaniu z kontrolg wzrostu zamieszczono w
Materiatach dodatkowych (Tabela S.5.).

W przypadku szczepu PAO1 po pierwszych 24 h hodowli obserwowano istotne
statystycznie zmniejszenie gestosci optycznej hodowli w poréwnaniu z kontrolg dla
nastepujacych zwigzkoéw: P 5mol%Cu?*, H_5mol%Cu?*, oraz P_5mol%Eu3*,5mol%Cu?*,
Pozostate materialy nie powodowaly istotnego statystycznie ograniczenia wzrostu bakterii.
Najwigksze roznice statystyczne pomiedzy seriami zauwazono W przypadku szczepu PAO1
P 5mol%Eu®",5mol%Cu®* i

H_5mol%Eu®*,5mol%Cu?*. W przypadku szczepu ATCC 27853 wykazano z kolei istotnie

w obecno$ci materialtdbw  wspotdomieszkowanych:
statystycznie nizsze ODesoo W obecnosci: P_5mol%Eus*, H_5mol%Eu®*, P_5mol%Cu?",
H_5mol%Cu?*, P_5mol%Eu*,5mol%Cu?*, H_5mol%Eu®*,5mol%Cu?*. Po 48 h hodowli
szczepu PAOI1 istotne statystycznie roznice w poréwnaniu z kontrola wykazano w
obecnosci: P_5mol%Cu?", H_5mol%Cu?*, P_5mol%Eu*,5mol%Cu? i
H_5mol%Eu*,5mol%Cu?*. W przypadku szczepu ATCC 27853 po 48 h wykazano
istotno$¢ statystyczng W obecnosci H_5mol%Eu®*, P_5mol%Cu?*, H_5mol%Cu?*, i

P_5mol%Eu",5mol%Cu?*.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna wyciagna¢ kilka wnioskow. W przypadku

szczepu PAO1 po 24 h hodowli mozna zauwazy aktywno$¢ materiatow domieszkowanych
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jonami miedz, za wyjatkiem apatytu H_5mol% Eu®*,5mol%Cu?*, co mozna powigza¢ z malg
iloscig wbudowanej 1 uwolnionej (ilosciowo) miedzi. Po 48 h nie obserwuje si¢ istotnych
statystycznie réznic miedzy seriami, ale mozna zauwazy¢, ze w obecnosci niektorych
materialow np. P_5mol%Cu?* gesto$¢ optyczna hodowli jest duzo wyzsza niz po pierwszej
dobie. Moze to $wiadczy¢ o adaptacji bakterii do obecnosci jonow miedzi w srodowisku. W
przypadku szczepu ATCC 27853 obserwuje si¢ z kolei nizszg gestos¢ optyczna hodowli
inkubowanych w obecno$ci wszystkich nanomateriatéw, zardbwno po 24 jak i 48-godzinach,
natomiast nie wszystkie wyniki sg uznawane za statystycznie istotne. Dlatego na podstawie
danych z wykresu nie mozna mowi¢ o antybakteryjnym efekcie wywotywanym przez

niedomieszkowany apatyt, mimo ze réznica w ODsoo wydaje si¢ duza.

W przypadku pozostaltych materiatow (Materialy dodatkowe, Rycina S.9.) zauwazono
wigcej istotnych réznic pomiedzy seriami wobec szczepu PAOI1 1 generalnie materialy
domieszkowane jonami Cu?* z serii hydrotermalnej byty bardziej aktywne, za wyjatkiem
materialow 5mol%Eu®",2mol%Cu?*, gdzie nie obserwowano efektu hamowania wzrostu ani
dla materiatu z serii P, ani dla odpowiednika z serii H. Zaobserwowane réznice pomie¢dzy
aktywnos$cig antybakteryjng nanomateriatow syntetyzowanych metoda hydrotermalng 1
strgceniowa sg wiec bezsporne, jednak na podstawie uzyskanych danych nie mozna dostrzec
uniwersalnego wzorca z ktérego by one wynikaly. W celu dalszej analizy ro6znic w
aktywno$ci antybakteryjnej zbadano rowniez wptyw hydroksyapatytow (z domieszka 5
mol% oraz czystych matryc apatytowych) na tworzenie biofilmu bakteryjnego. Bakterie
inkubowano 24-godziny w obecno$ci nanomateriatdw w formie sproszkowanej, a nastepnie
przenoszono zawiesing do dotkéw czystej ptytki 96-dotkowej i poddawano inkubacji przez
kolejne 24-godziny. Utworzony na dnie dotkéw biofilm obserwowano po wybarwieniu
zestawem barwnikow fluorescencyjnych LIVE/DEAD. Na Rycinie 46. przedstawiono
przyktadowe obrazy z mikroskopii CLMS biofilmu Pseudomonas powstatego po wstepnej

inkubacji bakterii z wybranymi nanomateriatami.
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Rycina 46. Biofilmy P. aeruginosa PAO1 i ATCC 27853 utworzone w studzienkach
mikroptytek po preinkubacji kultur bakteryjnych z hydroksyapatytami (P - seria
stragceniowa, H - seria hydrotermalna). Zdjecia wykonano za pomoca mikroskopu
konfokalnego po zabarwieniu LIVE/DEAD (podziatka = 50 pm).

W uzyskanych obrazach mozna zauwazy¢, ze réznice miedzy seriami (P - strgceniows
i H -hydrotermalng) sg wyraznie widoczne w przypadku obu szczepow, gtdwnie w obecnosci
nanohydroksyapatytu wspotdomieszkowanego Eu®* i Cu?*. W wariancie strgceniowym
bakterie tworza duze agregaty, ztozone zarowno z zywych, jak i martwych komorek
(widoczne jako zohto-pomaranczowe). Takie zjawisko nie jest widoczne w wariancie
hydrotermalnym. Intensywnos$¢ fluorescencji uzyskanych obrazoéw przeanalizowano za

pomoca programu Imagel, a otrzymane dane zostaty zebrane w Tabeli 17.
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Tabela 17. Intensywno$¢ fluorescencji (kolor zielony, kolor czerwony, S$rednia
intensywno$¢) obrazéw mikroskopowych biofilmoéw P. aeruginosa PAOL i ATCC 27853
wstepnie inkubowanych w obecnosci wybranych hydroksyapatytow domieszkowanych Eu3*
i Cu®* (P — seria straceniows, H — seria hydrotermalna). Na zielono wyrdzniono najwyzsza
wartos¢ zielonej fluorescencji (komorki zywe), na czerwono najwyzszg warto$¢ czerwonej
fluorescencji (komorki martwe), natomiast kolorem niebieskim najwyzszg $rednig
intensywno$¢ fluorescencji (wszystkie kolory). Analiz¢ wykonano za pomoca programu
ImageJ.

P. aeruginosa PAO1 P. aeruginosa ATCC 27853
Zielony  Czerwony Intensywno$¢  Zielony Czerwony Intensywnos$¢
Kontrola 28,02 32,69 20,25 27,08 21,56 16,22
+18,06 +25,33 +11,27 +40,46 +24,59 +20,33
P_HAp 32,82 27,66 20,18 42,43 31,83 24,75
+27,83 +15,43 +13,61 +35,05 +21,19 +17,62
H_HAp 21,77 19,86 13,88 28,51 20,29 16,27
+28.,49 +19,76 +15,16 +31,98 +16,93 +15,38
P_5mo%Eu’ 13,61 13,77 9,13 28,16 14,90 14,35
+14,69 +8,44 +7,24 +29.,61 +11,52 +12,93
H_5mol%Eu3* 16,36 15,56 10,65 35,83 24,04 19,96
+17,99 +10,86 +9.08 +38,18 +23,71 +19,29
P_5mol%Cu?* 14,36 13,61 9,33 25,89 43,60 23,16
+10,74 +12,38 +7,28 +32,89 +44 38 +22.67
H_5mol%Cu? 19,30 22,27 13,87 28,45 33,60 20,68
+7,05 +14,20 +6,73 +44 .22 +39,77 +25,09
P_5mol%Eu3*,5mol%Cu?* 26,02 27,22 17,75 27,53 58,66 28,73
+28.,49 +37,93 +20,94 +32,99 +72,39 +33,65
H_5mol%Eu,5mol%Cu?" 24,25 39,84 21,36 16,54 38,54 18,36
£27.79 43423 +18,17 +10,94 +4731 +19,97

W wykonanej analizie mozna zauwazy¢, ze w przypadku szczepu PAOI1 rdznice
pomigdzy ilo$cig zywych i martwych komoérek w danej probie sa niewielkie, natomiast
dominacj¢ komorek martwych w obrazie mikroskopowym wykazano w obecnosci materiatu
H_5mol%Eus*,5mol%Cu?*. Najwyzsza zielong fluorescencje odnotowano w obecnosci
proby P _HAp, natomiast najwyzszg czerwong fluorescencj¢ oraz najwyzsza ogolng
intensywno$¢ wykazano w obecnosci proby H_5mol%Eu®*,5mol%Cu?. W przypadku
szczepu ATCC 27853 zauwazono wigkszg rozbieznos¢ w ilosci zywych i martwych
komorek niz w przypadku szczepu PAO1 i zywe komoérki dominujg w probach: kontrolne;j,
W obecnosci matryc hydroksyapatytowych z obu serii i prob 5mol%Eu®* z obu serii. Z kolei
we wszystkich prébach z dodatkiem jondw miedzi iloSciowo dominujg komorki martwe. W
przypadku szczepu ATCC 27853 najwyzsza zielong fluorescencj¢ odnotowano, podobnie
jak w przypadku szczepu PAOL, w obecno$ci P HAp, natomiast najwyzszg czerwong
fluorescencje w obecno$ci materialu P_5mol%Eu®*,5mol%Cu?*. Byt to roéwniez material,
dla ktéorego wyznaczono najwyzsza ogolng intensywnos$¢ fluorescencji. Dokonane
obserwacje maja jedynie charakter pogladowy, a uzyskane dane sg trudne do poréwnania ze

wzgledu na wysokie odchylenia standardowe.
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Zaprezentowane wczesniej roznice w ilosci jonow uwolnionych z poszczegdlnych
materialow w poszczegolnych mediach hodowlanych byly bodzcem do postawienia
kolejnego pytania badawczego: Czy zastosowanie wstepnego uwalniania jonow do pozywki
moze poprawi¢ aktywno$¢ antybakteryjng badanych nanomateriatéw? W tym celu
przeprowadzono zmodyfikowang wersje powyzszego doswiadczenia i przed dodaniem
bakterii do hodowli prowadzono przez 24 h wstgpne uwalnianie materialtow w podtozu.
Nastepnie do podtoza z uwolnionymi jonami dodawano bakterie i inkubowano kolejne 24 h,
po czym mierzono zmetnienie hodowli, tak jak opisano wczesniej. W Tabeli 18. zestawiono
srednie pomiary ODesoo 24h hodowli bakteryjnych prowadzonych bezposrednio w
przygotowanych probach zawierajacych apatyty oraz po uwalnianiu wstepnym czyli 24-
godzinnym wytrzasaniu nanomateriatéw w podtozu hodowlanym przed dodaniem bakterii.
W Tabeli 18. przedstwiono réznice ODgoo (AOD) hodowli prowadzonych w obu warunkach
w celu sprawdczenia jak wczesniejsze uwalnianie wplywa na wzrost bakterii wynikajacy z
obecnosci wolnych jonow.

Tabela 18. Wptyw hydroksyapatytow domieszkowanych i wspotdomieszkowanych jonami
Eu®* i Cu?* (bez i z wstgpnym uwalnianiem jondw do pozywki) na wzrost P. aeruginosa (P
— seria straceniowa, H — seria hydrotermalna). Istotne statystycznie rdznice wyrdzniono

kolorem czerwonym (****) i rozowym (***). Wyniki dla pozostatych materiatbw mozna
znalez¢ w Materiatach dodatkowych w Tabeli S.6.
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P. aeruginosa PAO1 P aeruginosa ATCC 27853
P_Hap 0,80 0,81 0,01 0,33 029  -0,04
H_Hap 0,78 0,82 0,04 0,31 034 0,03
P_5mol%Eu’* 0,81 0,81 0,00 0,27 027 0,00
H_5mol%Eu* 0,76 0,73 -0,03 0,30 026  -0,04
P_5mol%Cu?* 0,24 0,21 -0,03 0,27 0,13
H_5mol%Cu?* 0,32 0,27 -0,05 0,19 0,15  -0,03
P_5mol%Eu3*,5mol%Cu?* 0,41 0,27 -0,14%** 0,27 0,13
H_5mol%Eu®* 5mol%Cu?* 0,82 0,70 (A 0,32 025  -0,07
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Analiza istotnosci statystycznej wykazat, ze w przypadku PAO1 najwigksze réznice
zaobserwowano w  przypadku obecnosci  hydroksyapatytu  domieszkowanego
P_5mol%Eu®*,5mol%Cu?* i H_5mol%Eu*,5mol%Cu?*. W przypadku szczepu ATCC
27853 roznice zaobserwowano jedynie w przypadku materialow P_5mol%Cu?t i
P_5mol%Eu®",5mol%Cu?*. Podobne réznice w aktywnos$ci zaobserwowano réwniez W
obecno$ci materiatdéw z dodatkiem 2mol%Cu®* (Materiaty dodatkowe, Tabela S.6.),
szczegolnie wobec szczepu PAO1. Mozna na tej podstawie wywnioskowac, ze dodatkowe
uwalnianie wstepne jonéw poprawia aktywno$¢ antybakteryjng hydroksyapatytow, co widac
w przypadku nanomaterialtdbw domieszkowanych i wspotdomieszkowanych jonami Cu?*.
Analizujgc uzyskane wyniki mozna zauwazy¢, ze wigkszy wpltyw wstepnego uwalniania
wykazano dla materialow otrzymanych metoda straceniowa. Obserwuje si¢ jednak dosy¢
duze rozbieznosci pomiedzy badanymi szczepami, co poniekad potwierdza rdznice we
wrazliwosci szczepu PAO1 1 ATCC 27853 obserwowane w poprzednim doswiadczeniu oraz

heterogennos¢ gatunku.

W poprzednich doswiadczeniach wykazano, ze wstepne uwalnianie nanomateriatow
w podlozu, przed dodaniem bakterii, moze poprawi¢ ich aktywno$¢ antybakteryjng.
Wykonano wigc dodatkowy eksperyment, w ktorym hodowle bakteryjne inkubowano w
eluatach powstatych po 24 h uwalnianiu nanomateriatu do podtoza i usuni¢ciu frakcji stalej
poprzez wirowanie. Pozwolitlo to na wprowadzenie dwoch modyfikacji jednocze$nie:
lepszego uwolnienia jondéw z nanomaterialu oraz eliminacj¢ bezposredniego wplyw
nanoczastek na komorke bakteryjng. Otrzymane wyniki (Rycina 47.) wskazuja, ze w
przypadku szczepu PAO1 obserwuje si¢ istotny statystycznie nizsze ODgoo W poréwnaniu z
kontrolg po 24 h inkubacji w obecnosci: P_5mol%Eu®" oraz wszystkich nanomateriatow z
dodatkiem miedzi, co pokrywa si¢ z wynikami uzyskanymi dla szczepu ATCC 27853. Po
48 h zmetnienie hodowli obu szczepdéw zwicksza si¢, natomiast jest to najbardziej
zauwazalne w przypadku kontroli oraz materiatdéw domieszkowanych jedynie jonami Eu®*.
W przypadku nanomaterialow z miedziag wida¢ utrzymujace si¢ zahamowanie wzrostu obu
szczepOw, czego nie obserwowano podczas inkubacji bakterii w obecnosci nanomateriatow
w formie sproszkowanej. Jest to ciekawy efekt, ktory mozna tlumaczy¢ tym, ze eluaty
zawierajg okreslone stezenie jonoéw metali, ktére nie zmienia si¢ w czasie (pomijajac wplyw
sktadnikéw podloza), natomiast w przypadku materiatow sproszkowanych uktad moze
zmieniac si¢ w czasie tj. jony moga uwalnia¢ si¢ z matrycy, a po czasie by¢ do niej powtornie

absorbowane, przez co zmniejsza si¢ ich biodostepnos¢. W przypadku obu szczepow
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wykazano istotne statystycznie réznice pomiedzy aktywnoscig materialdw z obu serii.
Wobec szczepu PAO1 po 24 h zaobserwowano istotnie wyzszg aktywno$é¢ P_5Smol%Eu®* i
H_5mol%Eu3*,5mol%Cu?*, natomiast wobec szczepu ATCC 27853 jedynie w obecnosci
P_5mol%Eu3*. Po 48 h inkubacji nie obserwowano istotnych réznic w przypadku szczepu
ATCC 27853, natomiast dla PAOI wykazano wyzszg aktywno$¢: P_5mol%Eu®*,
P_5mol%Cu?* i H_5mol%Eu?*,5mol%Cu?*. Najcickawsza obserwacja jest jednak wysoka
aktywno$¢ materialu H_5mol%Eu®*,5mol%Cu?" wobec obu szczepow, ktora utrzymywata
si¢ po 48 h. Odbiega to znacznie od tendencji obserwowanej dla materialu sproszkowanego,
gdzie zmetnienie hodowli szczepu PAO1 po 24 h byto zblizone ze zmetnieniem kontroli.
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Rycina 47. Wzrost P. aeruginosa PAO1 (a) i ATCC 27853 (b) w obecnosci eluatow
powstatych po 24 h uwalnianiu nanomateriatdow w pozywce (P-seria stragceniowa, H-seria
hydrotermalna)
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1V.2.3 Cytotoksyczno$¢ nanomaterialow na bazie hydroksyapatytu domieszkowanego
jonami Eu®* i Cu?* wobec erytrocytéw i osteoblastéw

Ostatnim etapem badan byto oznaczenie cytotoksycznosci, ktore stanowi dopetnienie
badan nad aktywnos$cig biologiczng testowanych hydroksyapatytow. Jest to niezwykle
istotna czg$¢ badan wstepnych, ktéore powinny by¢ wykonywane dla kazdego nowego
materiatu. Pozwala to oceni¢ jego potencjalng aplikacyjnos¢, poniewaz nawet jesli materiat
wykazywatby wysoka aktywno$¢ antybakteryjna, ale jego cytotoksyczno$¢ wobec komorek
eukariotycznych bytaby znaczaca bylby to czynnik wykluczajacy jego zastosowanie w
szeroko rozumianej medycynie. Cytotoksyczno$¢ nanomateriatdw domieszkowanych i
wspotdomieszkowanych jonami Eu®* i Cu?* zbadano na modelu erytrocytéw oraz na modelu
osteoblastow mysich. W przypadku erytrocytow oczyszczong frakcje komorek
zawieszonych w soli fizjologicznej w stosunku 1:1 (w sumie 1 ml) dodano do odwazonej
porcji poszczegolnych nanomateriatéw (10 mg) mieszajac kilkukrotnie przez inwersje.
Probki pozostawiono na 1, 4 1 7 dni 1 po kazdym z tych czaséw mierzono absorbancje
supernatantu w celu okreslenia ilo§ci uwolnionej hemoglobiny (Rycina 49.). Czas inkubacji
zostal wydtuzony w poroéwnaniu ze standardowymi 24 h, ktore stosuje si¢ dla roztworow
wodnych substancji, ze wzgledu na wolniejsze uwalnianie jonow oraz w celu sprawdzenia
czy ewentualna hemoliza krwinek zmienia si¢ w czasie 1 w jaki sposob. Po uptywie 7 dni
obserwowano juz znaczng hemoliz¢ naturalnie zachodzaca w probie kontrolnej, dlatego
zdecydowano o zakonczeniu inkubacji po tym czasie. Na Rycinie 48.a zamieszczono
pomiary absorbancji przy dtugosci fali 540 nm (maksimum absorpcji hemoglobiny). Po
uptywie 24 h wida¢ nieznaczny wyciek hemoglobiny, natomiast statystycznie istotne roznice
w poréwnaniu z kontrolg wykazano w obecnoéci: P_HAp. H_HAp, P_5%Eu®* oraz
H_5%Eu?". Pozostale wyniki nie roznity sie istotnie od kontroli. Po 4 dniach inkubacji wida¢
zwigkszenie wycieku hemoglobiny we wszystkich badanych prébach, a istotnie rézne od
kontroli byly te zawierajace: P_HAp, H_HAp, P_5%Eu®*, H 5%Eu®*, i H_5mol%Cu?*.
Pozostate wyniki nie r6znily si¢ istotnie od kontroli. Z kolei po 7 dniach inkubacji wykazano

istotno$¢ w obecnosci prob: P 5mol%Cu?*, oraz H_5mol%Cu?*.

Ponadto, podczas inkubacji zaobserwowano, ze w probach z jonami Cu?* pojawia sie
ciemne zabarwienie krwinek i supernatantu, ktérego nie bylo widaé w kontroli oraz
pozostatych badanych wariantach (Rycina 49.). Wyznaczono wigc maksymalng absorpcje
tych prob oraz na podstawie danych literaturowych (Zijlstra et al. 1994) ustalono, ze

maksimum absorbcji moze wskazywaé¢ na obecnos¢ methemoglobiny (Rabs=502 nm).
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Methemoglobina powstaje przez utlenienie kationu zelaza wystepujacego w strukturze
hemoglobiny z +2 do +3 stopnia, w wyniku czego nie jest mozliwe juz przylaczenie i
transport tlenu. Zaawansowana methemoglobinemia moze prowadzi¢ do niedotlenienia, a
nawet $mierci (Hajimohammadi et al. 2022). Przypadki zatrucia zwigzkami miedzi
skutkujagce wystgpieniem methemoglobinemii znane s3 w medycynie od dawna (Chugh
1975). Z tego wzgledu postanowiono zmierzy¢ absorbancje supernatantdéw rowniez z
wykorzystaniem drugiej dtugosci fali (502 nm), a uzyskane wyniki zamieszczone zostaly na
Rycinie 48.b. Wykazano, ze po 24 h poziom methemoglobiny jest bardzo niski i zblizony
do kontroli, natomiast analiza statystyczna wykazata istotne réznice w obecnos$ci proby
P_5mol%Cu?* w odniesieniu do kontroli. Po 4 dniach absorbancja préb rosta i najwieksze
roznice statystyczne wykazano w obecnosci: P_5mol%Cu?* i H_5mol%Cu?*. Z kolei po 7
dniach najwieksze zmiany w pordéwnaniu z kontrolg odnotowano dla: P_5mol%Cu?* i
H_5mol%Cu?*. Pozostate wyniki nie byly istotne statystycznie. Porownujgc wyniki
uzyskane dla obu pomiar6w mozna zauwazy¢, ze zwickszone uwalnianie hemoglobiny oraz
jej utlenianie do methemoglobiny powoduje glownie material domieszkowany jonami
miedzi H_5mol%Cu?*. Moze to wynika¢ z faktu, ze material H 5mol%Cu?* uwalnia
najwiecej miedzi sposrod badanych materiatloéw, zar6wno w medium MOPS jak i DMEM.
Oczywiscie nie wiadomo jaka ilo$¢ jondw miedzi przechodzi z apatytu do zawiesiny
krwinek 1 jak to przebiega w czasie, natomiast mozna przypuszczaé, ze zwigkszona
toksyczno$¢ tego materiatu jest zwigzana z iloscig uwalnianych jonow. Wyniki dla

pozostatych nanomateriatow zamieszczono w Materiatach dodatkowych (Rycina S.10.)

Dla wybranych prob (matryc apatytowych oraz materiatdéw z najwyzsza domieszka
jonéw EU®* i Cu?*) wykonano zdjecia mikroskopowe rozmazow, ktére zamieszczono w
Materiatach dodatkowych (Rycina S.11.). Mozna zaobserwowaé, ze w poroOwnaniu z
kontrolag morfologia krwinek inkubowanych w obecnosci apatytow zmienia si¢, a w
obrazach widoczne sa aglomeraty nanoczastek. Nie zauwazono jednak postepujacych w
czasie zmian ani réznic pomiedzy poszczegdlnymi proébami oraz pomigdzy seriami.
Zaobserwowano powstawanie niewielkich aglomeratow krwinek, natomiast nie byto to tak
widoczne jak w przypadku jonow lantanowcow dodawanych w postaci roztworow wodnych,
co prawdopodobnie wynika z ich duzo nizszego st¢zenia w nanomateriatach oraz stabego

uwalniania.
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Rycina 48. Absorbancja uwolnionej a) hemoglobiny i b) methemoglobiny po inkubacji
erytrocytow przez 1, 4 1 7 dni w obecnosci hydryksyapatytow (P- seria straceniowa, H —
seria hydrotermalna).Analiza statystyczna zostala zamieszczona w Materiatach
dodatkowych Tabela. S.7.)

HAp Hap: 5%Eu3* Hap: 5%Cu?* Hap: 5%Eu*
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Rycina 49. Zabarwienie supernatanéw po 7 dniach inkubacji erytrocytow z badanymi
nanomateriatami (P — seria straceniowg, H — seria hydrotermalna)
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Cytotoksyczno$¢ nanomaterialdow domieszkowanych i1 wspotdomieszkowanych 5mol%
obu kationéw jak réwniez matryc hydroksyapatytowych oceniano rowniez na modelu
osteoblastow mysich 7F2. Wybor linii komorkowej wynikatl z faktu, Ze nanomateriaty na
bazie hydroksyapatytow sa wykorzystywane jako materiat do regeneracji tkanki kostne;.
Idealny materiat powinien nie tylko nie by¢ toksyczny, ale rowniez stymulowac proliferacje
komorek. Zbadanie takiego efektu wymagatoby jednak dluzszych i znacznie bardziej
skomplikowanych badan. W niniejszej rozprawy doktorskiej skupiono si¢ jedynie na
okresleniu cytotoksycznosci poszczegolnych zwigzkow. W doswiadczeniu wykorzystano
eluaty, ze wzgledu na obserwowane wczesniej polepszenie dziatania hydroksyapatytow,
ktore zostaly poddane wstepnemu uwalnianiu. Eluaty przygotowano z uzyciem medium
DMEM jako eluentu. Poniewaz obserwowana toksyczno$¢ wobec bakterii byta stosunkowo
wysoka, zdecydowano si¢ dodatkowo na 10x i1 100x rozcienczenie eluatdow czystym
medium. W sumie stosowano 3 stezenia: 10, 1 i 0,1 mg/ml. Zywotno$¢ komérek oceniono
za pomocg standardowego testu MTT 1 porownano z kontrolg. Uzyskane wyniki

przedstawiono na Rycinie 49.
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Rycina 50. Zywotno$¢ komérek linii komérkowej osteoblastow 7F2 w obecnosci eluatow
hydroksyapatytowych (P- seria straceniowg, H — seria hydrotermalna)

Przy najwyzszym badanym st¢zeniu (10 mg/ml) obserwowano istotny spadek

przezywalnosci osteoblastow w poréwnaniu z kontrolg po inkubacji w obecnos$ci wszystkich
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nanomaterialow za wyjatkiem H_HAp. Najwicksze roznice wykazano dla: H_5mol%Eu®*
oraz wszystkich nanomateriatéw z dodatkiem miedzi, dla P_5mol%Eu®" i dla P_HAp. Nie
wykazano natomiast istotnych réznic migdzy seriami H i P. Zmniejszenie stezenia do 1
mg/ml znacznie zredukowalo toksyczno$¢ materiatow. Istotny spadek przezywalnosci
komorek zaobserwowano w obecno$ci materiatdéw otrzymanych metoda hydrotermalng:
H_5mol%Eu®*, H_5%mol%Eu®*,5mol%Cu?* i 5mol%Cu?*. Wykazano tez istotng rdznice
w cytotoksyczno$ci pomiedzy P_5mol%Cu?* i H_5mol%Cu?* i wyzszg toksyczno$cig
charakteryzowat si¢ materiat otrzymany hydrotermalnie. W przypadku najnizszego stezenia
nanomaterialdow uzytych do otrzymania eluatu (0,1 mg/ml) obserwowany poziom
cytotoksycznosci byt zblizony do obserwowanego dla stezenia 1 mg/ml. W tym st¢zeniu
natomiast wykazano roéznice w cytotoksyczno$ci materiatow otrzymanych metodami
strgceniowq i hydrotermalng, gdyz H_5 mol% Eu®* wykazywal istotnie wyzszg toksyczno$é
Cco mozna wyjasni¢ wykazanymi wcze$niej réznicami w uwalnianiu jondw z matrycy

apatytowe;j.

Podsumowujac, w drugiej czgsci rozprawy doktorskiej zbadano aktywnos$c
antybakteryjng hydroksyapatytéw domieszkowanych 1 wspotdomieszkowanych jonami
metali przejsciowych i jonami Eu®* oraz ich cytotoksyczno$¢ wobec osteoblastow i

erytrocytow.
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V. DYSKUSJA

P. aeruginosa jest groznym patogenem  oportunistycznym  czlowieka
charakteryzujacym si¢ wystgpowaniem szerokiej gamy czynnikOdw wirulencji oraz wysokiej
opornosci na powszechnie stosowane antybiotyki. Ponadto jest jednym z najbardziej
rozpowszechnionych patogenow wsrod bakterii Gram-ujemnych powodujacych infekcje w
miejscach wszczepow (Arciola and Campoccia 2018). Rosngca antybiotykooporno$¢ oraz
rozw0j implantologii wymagaja stalego poszukiwania nowych rozwigzan dla materiatow
implantacyjnych migdzy innymi ich modyfikacji utrudniajagcych namnazanie si¢
mikroorganizméw w  bezposrednim otoczeniu. Z tego wzgledu polaczenie
nanorozmiarowego hydroksyapatytu, ktory naturalnie wystgpuje w organizmie cztowieka
jako sktadnik ko$ci i zebdw, oraz jonéw metali o aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowe;j
(jonow Ag*, Cu?*, Zn?* i innych) wydaje sie obiecujgce. Do materiatdw na bazie zwigzkow
hydroksyapatytu wapnia wprowadza si¢ rowniez jony lantanowcow (Ln®*) ze wzgledu na
ich zdolno$¢ do luminescencji wykorzystywang w bioobrazowaniu. Warto podkresli¢, ze
implanty, ktore skladaja si¢ gtownie lub czgsciowo z hydroksyapatytow modyfikowanych
réznymi kationami, ulegajg stopniowym zmianom wywotanym m.in. przez ptyny ustrojowe
(Wang et al. 2019b; Cao et al. 2021). W efekcie niewielkie ilosci jonow mogg by¢ uwalniane

z materiatu 1 wptywaé¢ na namnazajace si¢ bakterie.

O ile wptyw jondéw metali przejsciowych bloku d uktadu okresowego pierwiastkéw
(grup od 10 do 12) na komorki bakteryjne jest dosy¢ dobrze opisany w literaturze to niestety
niewiele wiadomo o efekcie jaki wywierajg jony lantanowcoéw. Jednym z gldéwnych celow
prezentowanych badaf byta ocena, czy subinhibicyjne stezenia jondow lantanowcow (Ce®*,
Pr3*, Nd®, Sm?, Eu®*, Gd*, Tb%, Dy, Ho%, Er¥*, Tm3*, Yb%*, Lu%*) wplywajg na
wirulencje P. aeruginosa (biofilm, wytwarzanie piocjaniny, piowerdyny, elastazy, ruch typu
swimming, swarming i twitching). Zbadano réwniez wplyw wybranych jonéw na
wlasciwosci  powierzchniowe komorki (tadunek powierzchniowy, hydrofobowosé,
przepuszczalno$¢ oston) oraz okreslono ich cytotoksyczno$¢ na modelu erytrocytow.
Dodatkowo sprawdzono wptyw obecnosci tych jondéw na efekt antybakteryjny
ciprofloksacyny i gentamycyny oraz jonéw Cu?*. W kolejnej czesci rozprawy doktorskiej
przedstawiono  wyniki  badan  aktywno$ci  antybakteryjnej = nanomateriatow
domieszkowanych 1 wspotdomieszkowanych jonami metali przejSciowych 1 jonami
lantanowcow. W rozprawie doktorskiej zawarto m.in. zbiér opublikowanych juz wynikow

ukazujacych aktywno$¢ antybakteryjng roznych form (koloidy, hydrozele, tabletki)
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hydroksyapatytow domieszkowanych jonami Ag*, Cu?* i Zn?*. Zbadano rowniez aktywno$¢
antybakteryjng 1  cytotoksyczno$¢ nanohydroksyapatytow  domieszkowanych 1
wspotdomieszkowanych jonami miedzi, nalezacej do metali przejsciowych, oraz europu,
nalezacego do szeregu lantanowcow. Oceniono réwniez wpltyw metody syntezy
(straceniowa/hydrotermalna) na aktywno$¢ antybakteryjng materialow oraz testowano rozne
sposoby aplikacji nanoczgstek (nanoformy w postaci sproszkowanej /eluaty). Badania
zostaly uzupelnione o opublikowane wyniki pokazujace jaki wptyw maja sktadniki
powszechnie stosowanych podt6z mikrobiologicznych na aktywnos¢ antybakteryjnag jonow
metali. Pozwolito to na uzasadnienie wyboru podt6éz mikrobiologicznych stosowanych w

poszczegolnych czesciach rozprawy doktorskiej.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze wptyw, jaki jony Ln3* wywierajg na P. aeruginosa
(zwigkszenie produkcji biofilméw, zmiany w produkcji czynnikow wirulencji, zmiana
wlasciwosci powierzchniowych oraz zwickszenie wartosci MIC dla ciprofloksacyny 1
gentamycyny) jest najprawdopodobniej zwigzany z ich pozycja w szeregu lantanowcoOw. Na
podstawie uzyskanych wynikéw nie mozna jednak znalez¢ uniwersalnego wzorca. Ze
wzgledu na podobienstwo strukturalne (wielko$¢ promienia jonowego) jony lantanowcoéw
moga w pewnym stopniu nasladowa¢ aktywno$¢ jonéw wapnia Ca®*, co wykazano we
wczesniejszych badaniach (Evans 1983). To moze wyjasnia¢ efekty obserwowane w
niniejszej rozprawie. Zdolno$¢ jonow lantanowcow do nasladowania aktywno$ci jonow
wapnia mozna byto zaobserwowac¢ analizujac poziom produkcji czynnikdw wirulencji przez
bakterie P. aeruginosa hodowane w obecnosci badanych jonow. Zaobserwowano znaczgco
zwiekszong produkcje biofilmu, gdy w hodowli obecne byty jony lantanowcoéw od Sm** do
Tm3*. Jony Ce%, Pr3*, Nd®* oraz Yb%* i Lu** wykazywatly aktywno$¢ pordéwnywalng z
nietraktowana kontrolg. Podobnie, stymulujacy wptyw jonéw Ca?* na tworzenie biofilmu
bakteryjnego zostal wczesniej opisany w licznych publikacjach (Korstgens et al. 2001;
Sarkisova et al. 2005; Das et al. 2014). Ze wzgledu na podobng aktywno$¢ jonow Ln3* i Ca?*
mechanizmy dziatania stymulujagcego tworzenie biofilmu moga by¢ podobne. Wedlug
wczesniej opublikowanych danych przez Das i wsp. jednym z mozliwych mechanizméw
promujgcych tworzenie biofilmu byto wigzanie si¢ jonéw Ca?* z pozakomorkowym DNA
(eDNA) (Das et al. 2014). W niniejszej rozprawie wykazano jednak, ze jony lantanowcow
obnizaja ilos¢ wolnego eDNA w podtozu w odniesieniu do kontroli, co wydaje si¢ by¢
spowodowane zmniejszeniem jego uwalniania z komorki. Wskazuje na to fakt, ze po

dodaniu jonow lantanowcow do supernatantu uzyskanego przez wirowanie proby kontrolnej
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spadek stezenia eDNA byl nieznaczny. Jest to tym bardziej zaskakujace, ze w literaturze
odnajduje si¢ informacje o chelatowaniu kationow przez eDNA, czego nie zaobserwowano
w przypadku badanych jonow Ln®* (Wilton et al. 2016). Z tego wzgledu obserwowane
zwigkszenie grubosci biofilmoéw prawdopodobnie nie jest bezposrednio zalezne od ilo$ci
uwolnionego eDNA. Wiadomo réwniez, ze jon Ca?" promuje powstawanie jonowych
mostkow krzyzowych pomigdzy bakteriami, co sprzyja agregacji komorek (Das et al. 2014;
King et al. 2020). Podobny efekt byl obserwowany rowniez dla innych jonow
dwuwarto$ciowych, np. jon Mg?* i byt zalezny przede wszystkim od stezenia jonu, a w
mniejszym stopniu od sity jonowej (De Kerchove and Elimelech 2008). Wczesniejsze
badania wskazuja, ze zwigkszone stezenie wapnia moze powodowaé powstawanie nawet
10-krotnie grubszych biofilmoéw niz w warunkach fizjologicznych (Sarkisova et al. 2005).
By¢ moze podobne efekty byly powodowane réwniez przez jony Ln®*. Na podstawie
wykonanych obrazéw mikroskopowych mozna zauwazy¢, ze grubo$¢ biofilmow byta
wieksza po inkubacji w obecnosci jonoéw lamtanowcoé6w. Ponadto podczas wykonywania
zdje¢ zauwazono, ze bakterie adherowaty nie tylko do powierzchni dotkéw, ale réwniez do
sasiednich komorek, co pozwolito na utworzenie grubych, wielowarstwowych struktur.
Pozwala to wnioskowac, ze jony lantanowcow nasilajg agregacje komoérek w poréwnaniu z

proba kontrolna.

Niestety niewiele wiadomo z kolei na temat wptywu jonéw Ca?* na ekspresje genow
odpowiedzialnych za produkcje¢ biofilmu w tym psl. Wczesniejsze badania w obecnos$ci
jonéw wapnia wykazalty natomiast wzrost ekspresji genu algD, co skutkowato zwiekszong
produkcja alginianu bedacego sktadowsa biofilmu (Sarkisova et al. 2005). Nie wiadomo czy
inkubacja w obecno$ci jonéw Ln3* wplywalaby podobnie na ilo$¢ produkowanego
alginianu. Wymaga to dalszych badan w tym zakresie, co zostalo juz zaplanowane 1

rozpoczete.

Mozliwe jest rowniez, ze intensywnie przylegajace komorki widoczne w CLSM 1 po
barwieniu CV nie byly w rzeczywistosci biofilmami, lecz aglomeratami komorkowymi nie
otoczonymi macierza polisacharydowa, co wymagaloby sprawdzenia innymi niz
zastosowane W niniejszej rozprawie technikami. Potwierdzatoby to wspomniane i
obserwowane wczesniej powstawanie jonowych mostkdw krzyzowych pomigdzy
bakteriami, co moze sprzyjac agregacji komorek (Das et al. 2014; King et al. 2020). Jedng z
technik, ktore mogly by zosta¢ zastosowane w dalszych badaniach jest oznaczenie ilosci

oraz sktadu EPS wykorzystujac metody analityczne oraz proteomiczne (Azeredo et al.
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2017). Innym rozwigzaniem jest zastosowanie metody wizualizacji sktadnikow macierzy
biofilmu poprzez barwienie Sypro Ruby, ktoérego uzycie zostalo opisane w rozdziale o
wplywie obecnosci jonow Eu®* na aktywnos¢ jonow Cu?*. W przypadku jondw
lantanowcow, gdzie obserwowana adhezja komorek bakteryjnych byta bardzo duza, trudno
byloby jednak zaobserwowaé czy komorki faktycznie otoczone s3a macierza
zewnatrzkomorkows, poniewaz barwnik ten wigze si¢ z biatkami, ale nie jest na tyle
specyficzny, zeby wybarwi¢ tylko biatka znajdujace si¢ poza komorkami (Azeredo et al.
2017). W przypadku uzyskanych w niniejszej rozprawie wynikow barwienie za pomocg
Sypro Ruby nie pozwolitoby precyzyjnie oceni¢ czy badane szczepy produkujg sktadniki
macierzy zewnatrzkomoérkowej pod wptywem obecnosci jondw lantanowcow. Z tego tez
wzgledu badania nalezatoby uzupeli¢ o analizy ekspresji genow, ktorych produkty sa
zaangazowane w formowanie biofilmow w tym geny algD, algL, algU (zwiazane z synteza
alginianu), pslA, psID (zwiazane z synteza Psl), pelA, pelF (zwigzane z synteza Pel), rhIR
(zwigzany z synteza bialka regulatorowego RhIR, pod kontrolg, ktorego pozostaje wiele
czynnikow wirulencji) oraz ppyR (zwigzany z synteza regulatora Psl i piowerdyny) (Kamali
et al. 2020; Karballaei Mirzahosseini et al. 2020). Niestety, analiza ekspresji genow pod
wplywem dzialania jonow metali jest problematyczna ze wzgledu na trudnosci w
wyizolowaniu czystej, nieuszkodzonej frakcji RNA o wysokim stopniu integralnosci.
Wynika to z faktu, ze jony, szczegdlnie dwu- 1 trojwartosciowe (w tym jony lantanowcow)
powoduja nieenzymatyczng hydroliz¢ kwaséw nukleinowych i1 prowadza do fragmentacji
nici (Komiyama et al. 1999; Forconi and Herschlag 2009). Z tego wzgledu zbadanie wptywu
wysokich stezen jondéw lantanowcow (0,5MIC) na ekspresje gendw wymaga dostosowania
protokotow doswiadczalnych, na przyklad poprzez dodanie chelatoréw (np. EDTA), ktore
zwigzg wolne kationy. Nie ma jednak w tym przypadku pewnosci, ze kationy nie pozostang
zintegrowane ze strukturami komoérkowymi 1 w trakcie izolacji RNA, wbudujg si¢ w kwasy
nukleinowe, niszczac ich strukture. Zaplanowane doswiadczenia w tym zakresie wyjasnia

nasuwajace si¢ watpliwosci.

Wiasciwosci powierzchniowe komorki, takie jak hydrofobowos$¢ i tadunek, rowniez
sa niezwykle istotne podczas adhezji bakterii do r6znych powierzchni (Ferreyra Maillard et
al. 2021). Wyniki zaprezentowane w niniejszej rozprawie wskazujg, ze jony lantanowcoOw
mogg powodowac nieznaczne zwigkszenie hydrofobowosci, co bylo szczegdlnie widoczne
w przypadku ksylenu, ktory sposrdd badanych rozpuszczalnikéw charakteryzuje sig

najmniejszg rozpuszczalnoscia w wodzie. Najwyzsze powinowactwo do ksylenu
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obserwowano w hodowlach inkubowanych w obecnosci jonow Erd* i (Ybh3*. W przypadku
pozostatych rozpuszczalnikow (octanu etylu 1 chloroformu) nie zaobserwowano zmian w
poréwnaniu z kontrolg, podobnie jak w przypadku pomiarow kata zwilzania i SFE (energii
swobodnej powierzchni). Moze to potwierdza¢, ze jony lantanowcow wptywaly na

hydrofobowos¢ komorki P. aeruginosa w niewielkim stopniu.

Kolejnym parametrem warunkujacym oddzialywania bakterii z réznymi
powierzchniami jest tadunek powierzchniowy. Pomiar potencjalow zeta wskazuje, ze po
inkubacji z jonami lantanowcéw tadunek powierzchniowy komorki wzrastat (stawal sie
mniej ujemny), natomiast moze to by¢ efektem przylaczenia dodatnio natadowanych jonéw
do ujemnie natadowanych grup funkcyjnych struktur znajdujacych si¢ na powierzchni
komorki (karboksylowej, fosforanowej, hydroksylowej czy imidazolowej, a takze grup
aminowych) jak opisano we wczesniejszych publikacjach (Halder et al. 2015). Adsorpcja
jonéw metali do ujemnie natadowanej powierzchni komorki bakteryjnej zostata opisana
m.in. dla jonéw Cu?* (K6nig-Péter et al. 2019). Z kolei cickawg obserwacja byl fakt, ze proby
kontrolne wykazywaty dwa piki na wykresie potencjatu zeta, natomiast w przypadku
hodowli z jonami lantanowcow byl tylko jeden pik, co zostalo potwierdzone dla obu
badanych szczepow. Moze to sugerowac, ze w przypadku prob kontrolnych bakterie byty
mniej jednorodne i wystepowaty w nich komodrki o ré6znym potencjale zeta, natomiast
dodatek jonow lantanowcow powodowatl ujednolicenie tadunkéw w probie. W literatura
mozemy odnalez¢ informacje, ze komorki bakteryjne, ktore zostaty uwolnione z biofilmow
charakteryzuja si¢ bardziej ujemnym potencjalem zeta niz komoérki wolnoptywajace
(Ferreyra Maillard et al. 2021). Zjawisko to mozna odnie$¢ do tego, ktdre zostalo
zaobserwowane w prezentowanych badaniach. Przyczyny wigkszej homogennos$ci prob
inkubowanych w obecno$ci jonéw lantanowcoOw mogg by¢ dwie: (1) zadherowane do
powierzchni polistyrenu komoérki mogg nie by¢ w istocie biofilmami oraz (2) utworzony
biofilm moze by¢ tak stabilny, Ze moglto nie dochodzi¢ do uwalniania komorek, a wszystkie
bakterie w zawiesinie mogly by¢ w istocie komorkami wolnoptywajacymi, ktore nie braty
udzialu w tworzeniu biofilmu. Wymaga to jednak dalszych badan i zweryfikowania tej
hipotezy z wykorzystaniem innych technik. Zaktadajac jednak, ze jony lantanowcoéw
dziatajg podobnie do jonow wapnia druga opcja wydaje si¢ by¢ bardziej prawdopodobna. Za
tym wytlumaczeniem przemawiaja rOwniez wspomniane wczesniej trudnosci w oderwaniu
komorek bakteryjnych od dna ptytki, nawet po zastosowaniu ultradzwigkow. Co wigcej

literatura sugeruje, ze neutralizacja tadunku powierzchniowego moze by¢ powigzana ze
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zwigkszeniem przepuszczalno$ci oston komoérkowych i destabilizacja blony zewnetrznej
(Halder et al. 2015; Ferreyra Maillard et al. 2021). Nie zostato to jednak zaobserwowane dla
jonéw lantanowcOéw w niniejszej rozprawie, poniewaz otrzymane wyniki wskazujg, ze
obecno$¢ jondow lantanowcdw zmniejszata przepuszczalno$¢ oston komorkowych, co moze
z kolei tlumaczy¢ niskie st¢zenia wolnego eDNA w hodowlach bakteryjnych, ktoére nie
wynikalo z jego bezposredniego wigzania z jonami Ln®". Prowadzone wczesniej badania
sugerujg ponadto, ze jony dwuwarto$ciowe, szczegOlnie jony Ca?* wplywajg nie tylko na
poczatkowa adhezje bakterii, ale rowniez na kolejne stadia powstawania biofilmu. Moze to
by¢ zwigzane z nasilaniem dimeryzacji alginianu poprzez tworzenie wigzan krzyzowych, co
prowadzi do utworzenia tréjwymiarowej macierzy zewnatrzkomorkowej. Ponadto w
formowanie biofilmu zaangazowane sg rozne biatka EPS, ktorych aktywnos$¢ zmienia si¢

pod wplywem obecnosci jonow Ca?* (Wang et al. 2019a).

Oproécz biofilmu, po poddaniu P. aeruginosa dziataniu jonow lantanowcow zmieniata
si¢ takze produkcja innych czynnikéw wirulencji. Niestety, analiza ilo$ci produkowanych
czynnikow wirulencji byta trudna ze wzgledu na heterogennos$¢ badanych szczepow
bakteryjnych. W prdobach kontrolnych (bez jonow lantanowcow) szczep P. aeruginosa
ATCC 27853 produkowat mniej piocyjaniny w poréwnaniu ze szczepem PAO1. W probach
hodowanych z jonami lantanowcow produkcja piocyjaniny byla obnizona w hodowlach
szczepu PAOI1, podczas gdy w hodowlach szczepu ATCC 27853 byla podwyzszona.
Natomiast wzrost poziomu produkcji piocyjaniny przez szczep ATCC 27853 powinien by¢
potwierdzony analizg genetyczng, poniewaz bakterie te produkuja naturalnie niewiele tego
metabolitu i pomiary spektrofotometryczne moga nie by¢ wystarczajaco czute. Co ciekawe,
w literaturze opisano wzrost produkcji piocyjaniny po dodaniu do podioza hodowlanego
jonow Ca?* (Sarkisova et al. 2005; King et al. 2020). Sarkisova i wsp. (2005) opisali dwu-
do trzykrotnie wigksza produkcje piocjaniny w podtozu obfitujagcym w jony Ca?* i
potwierdzili obserwacje analizami proteomicznymi, ktore ujawnity zwigkszong ilo$¢ biatka
PhzB (Phenazine biosynthesis protein) (Sarkisova et al. 2005). W przypadku jonéw Ln3*
zmniejszenie poziomu produkcji piocyjaniny w supernatancie pohodowlanym moze
wynika¢ z uszczelnienia oston komoérkowych i ze stabszego uwalniania barwnika do
podioza. Wykorzystanie wylacznie metod spektroskopowych nie pozwala niestety ocenic,
czy zmniejszona fluorescencja w przypadku drugiego metabolitu, piowerdyny, byla
wynikiem ograniczenia jej produkcji lub uwalniania z komorki, wygaszania fluorescencji w

wyniku kompleksowania/chelatowania piowerdyny jonami Ln%* czy tez kombinacji obu
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tych czynnikow. W zwigzku z tym, aby wyjasni¢ zaobserwowany mechanizm nalezy
rowniez zbadac ekspresje genow kodujacych biatka zaangazowane w produkcje 1 uwalnianie
tego sideroforu. Wzrost produkeji piowerdyny pod wptywem jondw wapnia byt wczesniej
opisywany (zwickszenie eskpresji genow pvd jak rowniez genu PA2412 odpowiedzialnego
za synteze piowerdyny) (Guragain et al. 2016; King et al. 2020)

W badaniach prezentowanych w niniejszej rozprawie odnotowano umiarkowane
zwigkszenie poziomu produkcji elastazy, jednak bylo ono widoczne gltownie podczas
analizy RVF, gdzie najwyzsze warto$ci (RVF>2.0) odnotowano po uzupetnieniu podtoza
hodowlanego jonami Eu®*, Dy%* i Erd* (szczep PAO1) oraz jonami Tm®* i Lu®* (szczep
ATCC 27853). Wczesniejsze badania wykazaly, ze produkcje¢ elastazy zwigkszato
uzupehienie podtoza hodowlanego jonami Ca?*. Ilo$¢ elastazy, jak rowniez biatka LasB
(proteazy zewnatrzkomoérkowej) oceniano uprzednio za pomocg testu ELISA (Olson and
Ohman 1992; King et al. 2020). Ponadto w pracy Guragain i wsp. (2016) opisano rowniez
zwickszona ekspresje¢ genu lasl zaangazowanego w regulacje ekspresji tego czynnika
wirulencji (Guragain et al. 2016). Z dokonanych obserwacji wynika, iz pomimo
strukturalnego podobienstwa (wielko$¢ promienia jonowego) pomigdzy jonami Ca?* i Ln®*
ich wptyw na P. aeruginosa nie zawsze jest taki sam. Jony lantanowcoéw wydajg sie
nasladowac jony wapnia w przypadku stymulacji wytwarzania biofilmu; mozliwe jednak, ze
W proces ten zaangazowane s3 réozne mechanizmy, a adhezja komorek nie jest zalezna od
aginianu i polisacharydow. Gtéwng rdznicg pomigdzy jonami lantanowcow a jonem wapnia
zaobserwowano w przypadku piocyjaniny, ktorej produkcja byta stymulowana przez jon
Ca?* (Sarkisova et al. 2005), a obnizana przez jony Ln®". Wyniki uzyskane dla elastazy sg
zgodne z tendencja, ktéra zostala wcze$niej odnotowana dla jonu Ca?* (Olsen 2015;

Guragain et al. 2016).

W niniejszej rozprawie okreslono réwniez wptyw jonéw lantanowcoéw na ruch typu
swimming, swarming i twitching. W przypadku swimming motility obserwowano obnizenie
zdolnosci do ruchu, co byto widoczne u obu szczepdéw, natomiast w przypadku twitching
motility obserwowano obnizenie ruchliwo$ci jedynie u szczepu ATCC 27853. Z kolei
analiza fenotypow wzrostu typu swarming wskazuje, ze u obu szczepdéw nastepowala
zmiana z fenotypu circular w kierunku flower-like oraz pojawialo si¢ intensywnie zielone
zabarwienie. Zmiany byly najbardziej widoczne w obecnosci ceru (Ce®"). Wedtug teorii
Kerchove i Elimelech (2008) jony dwuwarto$ciowe inaczej wplywajg na ruchliwe (motile)

komorki P. aeruginosa niz na komorki nieruchliwe (nonmotile), na przyktad szczepy PAOI
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z delecja genow odpowiedzialnych za syntezg rzegski fliC 1 pilA. W przypadku szczepow
nieruchliwych jony dwuwarto$ciowe odgrywaja niezwykle istotng role w adhezji bakterii do
podioza, w przeciwienstwie do oddziatywan elektrostatycznych. Badacze tlumacza to
silnymi oddziatywaniami zachodzacymi pomigdzy strukturami powierzchniowymi komoérek
bakteryjnych a tymi jonami. W przypadku szczepéw ruchliwych (motile) jony
dwuwartosciowe nie odgrywajg bezposredniej roli w adhezji, natomiast stymulujg sSwimming
motility (De Kerchove and Elimelech 2008). Ponadto zaobserwowano, ze wplyw na
swimming, swarming i twitching motility byt stabszy, kiedy inkubowano hodowle bakteryjne
w obecnosci jonow lantanowcow przed dodaniem ich na plytki agarowe z dodatkiem Ln®*.
Wskazuje to na mozliwos$¢ istnienia mechanizméw adaptacyjnych w stosunku do

subinhibicyjnych stezen jonéw lantanowcow.

Istotng czgécig niniejszej rozprawy doktorskiej bylo rowniez zbadanie wptywu
obecnosci jonow lantanowcOw na aktywno$¢ antybakteryjng antybiotykow. Wykazano, ze
w przypadku ciprofloksacyny warto$ci MIC wzrastaly gtéwnie po dodaniu do pozywki
lekkich i niektorych ciezkich jonow lantanowcow (Ce3*-Dy3®*), natomiast warto$ci MIC
gentamycyny rosty po dodaniu ciezkich jonéw (Gd®*-Lu®*). Analogicznie antagonistyczng
aktywno$¢ jonow Ca?* wobec gentamycyny udowodniono w wielu wczes$niejszych pracach
(Davis and lannetta 1973; Zimelis and Jackson 1973; Kenny et al. 1980). Wykazano na
przyktad, ze zmniejszenie przepuszczalnosci oston komoérkowych u P. aeruginosa
eksponowanego na gentamycyn¢ moze by¢ wynikiem stabilizacji $ciany komorkowe;j
spowodowanej usztywnieniem btony lipoproteinowej (Zimelis and Jackson 1973; Martin
and Beveridge 1986). Zmniejszenie przepuszczalnosci oston komoérkowych przez jony
lantanowcow potwierdzone w niniejszej rozprawie byto szczegodlnie widoczne w przypadku
hodowli z dodatkiem jonoéw Er®* i Yb%*, co szlo w parze ze wzrostem MIC gentamycyny.
Ponadto, wcze$niej opisano, ze sila antagonistycznego dziatania jonu Ca®* rdézni sie
pomiedzy szczepami P. aeruginosa i nie byta obserwowana dla innych bakterii Gram-
ujemnych, jak Klebsiella czy E. coli (Davis and lannetta 1973). Na podstawie tych badan
mozna przypuszczaé, ze zmiany warto§ci MIC mogly nie by¢ wynikiem bezposredniej
interakcji lantanowca z gentamycyna, a raczej moga by¢ wynikiem zmian przepuszczalnosci
oston komorkowych, co utrudnialo wnikanie leku do komorki 1 skutkowato zwigkszeniem
MIC. Hipoteza ta jednak musi zosta¢ zweryfikowana w dalszych badaniach. W przypadku
ciprofloksacyny efekt antagonistyczny mogt mie¢ inng przyczyng, poniewaz istnieje wiele

badan opisujacych tworzenie kompleksow pomiedzy ciprofloksacyng a r6znymi kationami,
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W tym jonami wapnia i lantanowcow (Zupanci¢ et al. 2001; Mishra and Sharma 2008;
Uivarosi 2013; Cuprys et al. 2018). Jednak niewiele jest doniesien opisujgcych aktywnos¢
przeciwbakteryjna takich kompleksow. Istniejace dane sugeruja, ze zmniejszenie
aktywnosci przeciwbakteryjnej ciprofloksacyny nie wynikato z interakcji bakteria-kation,
lecz bylo efektem tworzenia mniej aktywnych chelatow antybiotyk-metal (Ma et al. 1997).
Tlumaczy to obserwowane w niniejszych badaniach roznice pomiedzy aktywnoscig
ciprofloksacyny 1 gentamycyny w obecnosci lantanowcéw (FIC>4.0 gentamycyny w
obecnosci jonow od Gd** do Lu3* oraz FIC>4.0 ciprofloksacyny w obecnosci jonow od Ce3*
do Gd®"). Z dokonanych obserwacji wynika, ze oba mechanizmy hamowania aktywno$ci
antybiotykow (bezposrednie oddzialywanie jon-komoérka 1 tworzenie kompleksow
pomigdzy jonami lantanowcow a antybiotykami) nie sa uzaleznione od miejsca w szeregu
lantanowcow, cho¢ oba wydajg sie by¢ typowe dla aktywnosci jonow Ca?*. Nalezatoby
przeprowadzi¢ wiecej analiz wyjasniajacych to zjawisko. Badanie wplywu jondéw
lantanowcow na efekt antybakteryjny antybiotykow jest istotne ze wzgledu na mozliwos¢
ich potencjalnego wykorzystania jako domieszek w nanomateriatach przeznaczonych do
zastosowan implantologicznych, gdzie antybiotykoterapia jest wdrazana jako standardowa

procedura.

Ponadto potencjalne $rodki przeciwbakteryjne lub przeciwwirusowe powinny by¢
zawsze badane pod katem ich cytotoksycznosci wobec komoérek eukariotycznych.
Toksycznos¢ jonow lantanowcoOw byla wezesniej badana, a liczne publikacje opisuja wplyw
jonow lantanowcow na erytrocyty, ktory byt $cisle zwigzany ze stezeniem Ln3* (Cheng et
al. 1999; Alexy et al. 2011; Rim et al. 2013; Kumar et al. 2016). W badaniach
prezentowanych w niniejszej rozprawie zastosowane stezenia jonow lantanowcow byly
wysokie, znacznie przekraczajac oczekiwany poziom tolerancji, stad nie zauwazono rdéznic
pomiedzy jonami lantanowcow, jak rowniez pomigdzy zastosowanymi stezeniami. Z
wczesniej opublikowanych danych wynika, Zze w nizszych stezeniach jony lantanowcow
byly w stanie wywota¢ odwracalng hemolizg, co oznacza, ze po dodaniu chelatoréw, takich
jak EDTA, erytrocyty wracaly do normalnej postaci. Autorzy wskazuja, ze mozliwg
przyczyng powyzszego zjawiska jest fakt, ze Ln®" wigzg si¢ z powierzchnig komorek
poprzez oddziatywanie elektrostatyczne, gdzie indukuja tworzenie si¢ ,,porow”, jednak na
tym etapie moga by¢ usunigte przez czynniki chelatujace (Wang et al. 1999). Inne badania
sugeruja, ze jony lantanowcow zmniejszaja deformacje komoérek i pod tym wzgledem

1zejsze jony Ln3* byty bardziej aktywne (Alexy et al. 2011). W wyzszych stezeniach jony
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lantanowcow indukujg fuzje erytrocytow (Evans 1983), co jest dobrze widoczne rowniez w
niniejszych badaniach. Jedng z przyczyn aglutynacji erytrocytow moze by¢ rodwniez zmiana

potencjatlu zeta wywotana zmiang sktadu jonowego w ich otoczeniu (Halder et al. 2015).

Jak juz wczes$niej wspomniano jony lantanowcow moga by¢ wykorzystywane jako
domieszki oraz wspdtdomieszki w nanomaterialach. Dodatkowo zwiazki takie mogg by¢
modyfikowane przez podstawienie jondéw wapnia jonami metali przejSciowych, o
potwierdzonej aktywnosci antybakteryjnej. Takie nanomateriaty pozwolityby na potaczenie
cech antybakteryjnych z mozliwo$cig bioobrazowania. W ramach przedstawionych w
niniejszej rozprawie doktorskiej badan wstepnych przetestowano aktywno$¢ jonow Ag™,
Cu?* oraz Zn?**, zarbwno w formie roztworow wodnych jak i nanomaterialow
domieszkowanych tymi jonami. Niestety badania nad aktywnoS$cig antybakteryjng jonéw
metali stanowig duze wyzwanie ze wzglgdu na niemozno$¢ zastosowania standardowych
metod i protokotéw, ktére z powodzeniem stosuje si¢ przy badaniu innych substancji
antybakteryjnych. Wynika to z faktu, Ze sktadniki podt6z mikrobiologicznych, szczegodlnie
sktadniki organiczne oraz fosforany, oddziatuja chemicznie z dodanymi jonami, powodujac
powstanie kompleksow lub wytracenie nierozpuszczalnych osadow. W konsekwencji, jony
metali tracg czeSciowo swoja aktywno$¢, co mozna zaobserwowaé porownujac ich stezenia
MIC w poszczegélnych podlozach (Li et al. 2011; Rathnayake et al. 2013; Rewak-
Soroczynska et al. 2022a). Czesto dochodzi réwniez do zmiany pH podtoza, co moze
prowadzi¢ do zmienionego wzrostu i metabolizmu bakterii (Hasman et al. 2009; Rewak-
Soroczynska et al. 2022a). Ze wzgledu na stosunkowo wysokg aktywnos$¢ antybakteryjng
jondéw Ag* opisane wyzej efekty moga mie¢ mniejsze znaczenie niz w przypadku jonow
dwu- i trojwartosciowych (Li et al. 2011; Rathnayake et al. 2013; Rewak-Soroczynska et al.
2022a). Badania aktywnos$ci antybakteryjnej jondow metali przejsciowych (Ag*, Cu?* i Zn?*)
w r6znych podtozach mikrobiologicznych: pelnych (LB, MHB, TSB, BHI) i minimalnych
(MOPS, M9, M63, podtoze Davisa) pozwolito wyselekcjonowa¢ dwa podtoza, ktory byty
stosowane w wigkszosci doswiadczen w niniejszej rozprawie. Sposrod podtéz pelnych
wybrano MHB, w ktérym wartosci MIC badanych jonéw wobec szczepoéw P. aeruginosa
byly stosunkowo niskie. Ponadto jest to podtoze rekomendowane to testowania aktywnosci
antybiotykow, zgodnie z wytycznymi EUCAST

(https://www.eucast.org/ast_of bacteria/media_preparation). Biorgc pod uwage fakt, ze

wartosci MIC w podtozach petnych byly stosunkowo wysokie zdecydowano sie, szczegdlnie

w badaniach z udzialem apatytéw domieszkowanych jonami Eu®* i Cu?*, na wykorzystanie
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podtoza minimalnego MOPS. Sposrdéd badanych bylo to podtoze, w ktorym aktywnosé
antybakteryjna jonéw metali przejsciowych byta stosunkowo wysoka i nie obserwowano
wytrgcania si¢ osadow w takim stopniu jak w pozostaltych mediach (Rewak-Soroczynska et
al. 2022a). Generalnie w podlozach minimalnych wyznaczone wartosci MIC byly duzo
nizsze niz w podtozach pelnych, co zostalo juz wczesniej opisane (Calomiris et al. 1984;
Tarawneh et al. 2019). Nalezy jednak pamigta¢, ze podloza minimalne nie zawierajg
wszystkich niezbgdnych sktadnikoéw zapewniajacych optymalny wzrost mikroorganizmow
(Parija 2009; Rathnayake et al. 2013), dlatego w doswiadczeniach wykorzystujacych
medium MOPS wydluzono czas inkubacji do 48 h, aby uzyska¢ odpowiednio wysokie
zmetnienie hodowli. Ze wzgledu na potencjalne interakcje jonow metali z solami
fosforanowymi zdecydowano si¢ w wiekszoSci badan prezentowanych w niniejszej
rozprawie wykorzystywac roztwor soli fizjologicznej zamiast standardowego roztworu PBS,

ktory byl uzywany jedynie kiedy w stosowanym protokole podkreslono taka konieczno$¢.

Kolejnym wyzwaniem bylo wystandaryzowanie metod badania nanomateriatow.
Rekomendowane w literaturze metody czesto wigza si¢ z wieloma ograniczeniami.
Przyktadowo, czasem ci¢zko jest odrozni¢ czy zmetnienie pozywki powstalo w wyniku
rozproszenia nanoczastek, czy jest spowodowane namnozeniem si¢ bakterii. Z tego powodu
niemozliwe jest zmierzenie gestosci optycznej hodowli, stosujac jako probe slepa jedynie
czyste podtoze. W przypadku badan nanomateriatow probe §lepa powinna stanowié
zawiesina nanoczastek w medium, natomiast nalezy podkresli¢, ze takie uklady sa
niestabilne w czasie i szybko opadajg na dno dotka lub tworzg aglomeraty (Hoseinzadeh et
al. 2017).

Materiaty apatytowe domieszkowane jonami metali przejsciowych sg intensywnie
badane od wielu lat (Kolmas et al. 2014; Tite et al. 2018; Yilmaz et al. 2019; Franco et al.
2022). W niniejszej rozprawie zaprezentowano wyniki badan aktywno$ci nanomateriatow
przeprowadzonych z wykorzystaniem réznych technik. Badano na przyklad zawiesiny
koloidalne nanoczastek w soli fizjologicznej i sprawdzano jak taki uklad wpltywa na
liczebnos¢ mikroorganizméw. Pomimo obserwowanej aktywnosci antybakteryjnej,
szczegOlnie dla hydroksyapatytow domieszkowanych jonami Ag* i Cu?*, nalezy bra¢ pod
uwage fakt, Zze badania prowadzone w roztworze soli fizjologicznej maja minimalne
przetozenie na warunki in vivo, CO opisano we wczesniejszych pracach Zespotu Profesora
Wiglusza (Targonska et al. 2020; Sobierajska et al. 2021a; Rewak-Soroczynska et al. 2022).

Z kolei stosujac podltoza mikrobiologiczne nie obserwowano zadnych efektow

164



antybakteryjnych dla stezen hydroksyapatytow rownych 100 pg/ml. Z tego wzgledu w
badaniach z wykorzystaniem nanomateriatow domieszkowanych jonami miedzi i europu
zwigkszono stezenie nanoczastek do 10 mg/ml. Wciagz nie pozwolilo to na wyznaczenie
stezen MIC, ale obserwowano mniejsza gesto$¢ optyczng w hodowlach, szczegdlnie w

obecnos$ci nanomateriatow z dodatkiem jonow miedzi, niz w hodowli kontrolne;j.

Oprécz nanomateriatow w formie sproszkowanej wykorzystano rowniez hydrozele
oraz tabletki, ktére zostaty wytworzone na bazie wybranych nanomateriatow. Pozwolito to
m.in. na poréwnanie zdolnosci do tworzenia si¢ biofilmow bakteryjnych na roéznych
powierzchniach. Badania wykazaty, ze bakterie chetniej przyczepiaty si¢ do hydrozeli niz
do tabletek, co bylo zastanawiajace. Natomiast doktadniejsze analizy wykazaty, ze byto to
spowodowane nie wlasciwosciami chemicznymi tabletek, ale zbyt gladka strukturg ich
powierzchni, poniewaz na chropowatym fragmencie liczebno$¢ drobnoustrojow byta
znacznie wigksza, co doktadnie opisano w opublikowane] pracy wspolautorskiej
(Sobierajska et al. 2021a). Obnizenie adhezji drobnoustrojow na wygtadzonych
powierzchniach zostato wczedniej opisane w literaturze i znalazto zastosowanie na przyktad

przy wytwarzaniu materiatow stomatologicznych (lonescu et al. 2012; Song et al. 2015).

Poréwnywano rowniez liczebno$¢ bakterii w obecnosci koloidow oraz eluatéow z
hydrozeli wykonanych z materiatu z serii Zn?*/Cu?*:HAp. Mozna bylo zaobserwowac¢, ze w
przypadku koloidu bakterie pozostawaty w bezposrednim kontakcie z aglomeratami
nanoczastek, natomiast w przypadku eluatu za efekt antybakteryjny w glownej mierze
odpowiadaly uwolnione z materiatu jony, dlatego dla koloidow wykonanych z HAp
domieszkowanych Cu?* efekt antybakteryjny byl silniejszy niz dla eluatow (Sobierajska et
al. 2021a). Interesujace jest takze, ze w przypadku serii Zn?*/Cu?:HAp materialy
domieszkowane jedynie jonami cynku nie powodowaty istotnej redukcji CFU/ml, natomiast
w przypadku serii Zn?*/Sr?*:HAp_Si obserwowano takg aktywno$¢, nawet dla najnizszych
domieszek Zn?*. W zwiazku z wykazanym we wcze$niejszej publikacji wspodtautorskiej
brakiem aktywno$ci jondw strontu Sr?* (Szyszka et al. 2020) przypuszcza si¢, ze w tym
przypadku efekt antybakteryjny wynikat z substytucji grup fosforanowych grupami
krzemianowymi SiO43 (Rewak-soroczynska et al. 2022). Mechanizm odpowiadajacy za ten
efekt nie jest jednak wyjasniony. Apatyty krzemianowe wykazuja dziatanie regeneracyjne
wobec tkanki kostnej i chrzgstnej ze wzglgdu na wysoka bioaktywnosé¢ (Shi et al. 2021).
Glowng rolg jondéw strontu w badanych materiatach bylo zwigkszenie rozpuszczania

apatytow (Ravi et al. 2012) oraz poprawa ich wlasciwosci mechanicznych (Shi et al. 2021).

165



Sposrod badanych hydroksyapatytéw domieszkowanych jonami metali przej$ciowych
najwyzsza aktywnoscig charakteryzowaty si¢ materiaty z serii Ag*:HAp o czym $wiadczyta
koniecznos$¢ obnizenia st¢zenia materialdow w koloidach do 25 pg/ml, poniewaz stezenia 50
1 100 pg/ml powodowaty catkowita redukcje CFU/ml. W przypadku kompozytéw z
polimerem PTFE aktywno$¢ antybakteryjna nie byla juz tak duza, co wynikalo ze
zmniejszonej zawartosci jonoéw Ag* i ich utrudnionego uwalniania (Targonska et al. 2020).
Aktywnos$¢ antybakteryjna i antybiofilmowa apatytow domieszkowanych jonami srebra
wobec P. aeruginosa zostata wielokrotnie opisana w literaturze (Fielding et al. 2012; Tite et
al. 2018; Kamonwannasit et al. 2020; Zawisza et al. 2020; MubarakAli et al. 2023). Jako
jeden z mechanizmoéw aktywnosci takich materialow wymienia si¢ hamowanie aktywnosci
poryny blony zewnegtrznej OprF (Zhao et al. 2022). Rowniez aktywno$é apatytow
domieszkowanych jonami cynku (Venkatasubbu et al. 2011; Tank et al. 2014; Alioui et al.
2019) oraz miedzi (Simon et al. 2019; Kamonwannasit et al. 2020) wobec P. aeruginosa

byta wielokrotnie badana.

W kolejnej czesci rozprawy doktorskiej badano aktywno$¢ antybakteryjng jonow Cu?*
w polaczeniu z jonami EU®*, co stanowilo synteze badan nad aktywno$cig jondw
lantanowcoéw oraz wybranych jonéw metali przejsciowych bloku d uktadu okresowego
pierwiastkéw. Niestety, wplyw jondw lantanowcow na aktywno$¢ jondw miedzi nie byt juz
tak prosty do interpretacji jak w przypadku antybiotykdw. Obliczone warto$ci frakcyjnych
stezen hamujacych (FIC) wskazywaty na brak interakcji pomiedzy jonami, a analizujac
wartosci skumulowanych ODegoo Widaé¢ byto, ze wzrost prob inkubowanych w obecnos$ci
samych jonéw Cu?* nie roznit si¢ znacznie od wzrostu prob z dodatkiem jonow Cu?* i jonow
Eu®*. Mozna jednak zauwazy¢, ze w przypadku wyzszych stezen miedzi (25 pg/ml, 0,5MIC)
dodatek europu praktycznie nie zmieniat jej aktywnosci, natomiast w przypadku nizszych
stezen (12,5 oraz 6,25 ng/ml) dodatek jonow Eu3* mogt zwigkszaé jej aktywno$é. Widoczne
bylo to rowniez na wykresach zmian ggsto$ci optycznej w czasie, gdzie obserwowano, ze
dodatek europu mogt w niewielkim stopniu op6znia¢ wzrost i zmniejszac ostateczng gestosc
hodowli po 48 h inkubacji. Zaobserwowano réwniez, ze w podtozu z dodatkiem jonéw Eu®*
pojawialy si¢ wytracenia w postaci ptatkowatych osaddéw, do ktorych przyczepialy sig¢
komorki bakteryjne. Takie struktury nie byly obserwowane w przypadku obecnosci samych
jonow Cu?*. Bylo to o tyle ciekawe, ze straty pojawialy si¢ dopiero po kilkugodzinnym
wytrzasaniu hodowli, dlatego zdecydowano si¢ obejrze¢ je w powigkszeniu przy

wykorzystaniu mikroskopu $wietlnego oraz mikroskopu konfokalnego. Obserwacja pod
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mikroskopem potwierdzita, ze komorki bakteryjne przyczepialy si¢ do osadow bedacych
najprawdopodobniej nierozpuszczalnymi solami europu. Literatura opisuje przypadki
wigzania jondw zelaza czy lantanu przez LPS, co skutkowalo wytrgceniem osadéw
zawierajacych zwiazki tych metali (Shephard et al. 2008). Moze to wyjasnia¢ dlaczego
osady pojawiaty si¢ jedynie po dodaniu bakterii do podtoza i byly widoczne dopiero po
osiggnieciu przez hodowle odpowiedniej gestosci optycznej. Sugeruje to, ze nie byly one
jedynie platformami, do ktorych przyczepialy si¢ komoérki bakteryjne, ale powstawaty z

polaczenia elementéw komoérkowych (LPS) z jonami metali.

Oprécz badania wptywu jondéw Eu3* na aktywnos$é jonow Cu?* w postaci roztworow
oba kationy zostaly wprowadzone do matrycy nanohydroksyapatytowej podczas syntezy
metoda stragceniowa i hydrotermalng. Analizy ICP wykazaly, ze zawarto$¢ wbudowane;j
domieszki znacznie si¢ roznita w poszczegoélnych seriach, szczegdlnie w przypadku
materiatow wspotdomieszkowanych oboma kationami, gdzie w zwiazku otrzymanym
metodg strgceniowg wbudowato sie prawie trzykrotnie wiecej jonow Eu®* i prawie
siedmiokrotnie wigcej jondw Cu?*. Z kolei analizy uwalniania jonéw do wybranych mediow
wykazaty, ze materiaty z serii hydrotermalnej uwalniaty wigcej jonow niz materiaty z serii
straceniowej, biorgc pod uwage % uwolnionych jonow w odniesieniu do ilosci wbudowane;.
Probujac  znalezé przyczyne tych roznic nalezy odwota¢ si¢ do wlasciwosci
fizykochemicznych materiatbw z obu serii. Analiza dyfraktogramow (Rycina S.1.)
wskazuje, ze materialy otrzymane metoda hydrotermalng charakteryzowaly si¢ wyzsza
krystaliczno$cig niz materiaty z serii strgceniowej. Ponadto pomimo wigkszego rozmiaru
ziaren wykazywaly nizsza tendencj¢ do tworzenia agregatéw, co mozna byto zaobserwowac
na zdjeciu wykonanym technikg mikroskopii elektronowej SEM (Rycina S.2.). Moze to
stanowi¢ wyjasnienie lepszego uwalniania jonéw z materialdw otrzymanych

hydrotermalnie.

W ocenie wplywu nanoczastek na wzrost bakterii wykazano, ze zwigzki
domieszkowane i wspotdomieszkowane jonami Cu?* ograniczaly wzrost hodowli w
porownaniu z kontrolg. Obserwowane réznice pomiedzy seriami byty natomiast zalezne od
ilosci uwolnionej miedzi i na przykiad material domieszkowany 5 mol% jonow Cu?*
otrzymany hydrotermalnie dziatat duzo lepiej wobec szczepu PAOI1 niz wersja straceniowa,
ale uwalnial tez ilosciowo dwukrotnie wigcej miedzi. Z kolei w przypadku materiatu
wspotdomieszkowanego europem i miedzig (5 mol% jonéw Eu®*,5 mol% jonow Cu?*)

materiat otrzymany hydrotermalnie byt mniej aktywny, ale ilo§¢ uwolnionej miedzi byta
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ponad dwukrotnie nizsza. Wydaje si¢ wigc, ze aktywnos$¢ antybakteryjna obu serii byta
zblizona, a wptyw jondw EU* na aktywno$é jonéw Cu?* nie byt znaczacy. Obserwowano
jednak, ze po uptywie 48 h gestos¢ hodowli bakteryjnych zwigkszata si¢ i rdznice
przestawaty by¢ tak duze. Z kolei w przypadku szczepu ATCC 27853 nie obserwowano
istotnych réznic w przypadku materialow domieszkowanych jonami Cu?*, natomiast
cickawe jest to, ze wszystkie hodowle, nawet te z dodatkiem czystego hydroksyapatytu,
miaty mniejsza gestos¢ optyczng niz hodowla kontrolna. Wskazuje to na inhibicyjny wplyw
samych nanoczastek na tempo wzrostu bakterii. Interesujaca jest rOwniez obserwacja, ze po
uwolnieniu jonéw z materiatdéw do podtoza i dodania ich do hodowli bakteryjnych w postaci
eluatow efekt antybakteryjny w przypadku szczepu PAO1 utrzymywat si¢ takze po 48 h.
Moze to by¢ zwigzane tym, ze gdy w hodowli pozostawat nanomaterial mogto dochodzi¢ do
ponownej adsorpcji uwolnionych wczesniej jonéw przez matryce, w wyniku czego wraz z
uplywem czasu aktywnos$¢ antybakteryjna byla stabsza, co nie miato miejsca w przypadku
eluatow (Garley et al. 2019; Ramdani et al. 2020). Efekt ten nie byt natomiast identyczny
kiedy jony zostaly uwolnione do podtoza podczas 24 h uwalniania wstgpnego, ale matryca
pozostawata w hodowli. Uwalnianie wstgpne miato na celu sprawdzenie czy istnieje roznica
w efektywnos$ci dzialania nanoczastek apatytu, ktory miat wczesniej kontakt z podtozem.
Taka przedtuzona inkubacja materialu w pozywce prawdopodobnie pozwolita na uwolnienie
wickszej ilosci jonow z hydroksyapatytow. Natomiast w przypadku materiatow nie
poddanych wstepnej inkubacji uwalnianie jonéw do podloza zaczynato si¢ dopiero ,,w
sgsiedztwie” komorki bakteryjnej, dlatego ich stgzenie moglo by¢ nizsze, podobnie jak
obserwowana  aktywno$¢  antybakteryjna.  Przykladem moze by¢  material
wspoldomieszkowany 5 mol% jonow Eu®* i 5mol% jonow Cu?* otrzymany hydrotermalnie,
ktory po wczesniej inkubacji w podtozu dziatat istotnie lepiej wobec PAO1 (ODsgo = 0,7)
niz material bez wczes$niejszego uwalniania (ODeoo =0,82). Obserwowany efekt wcigz
jednak byt duzo stabszy od odpowiadajacego mu eluatu (ODggo okoto 0,2). Wskazuje to na
Istotno$¢ sposobu przygotowania materialu do badan. Ciekawe jest réwniez to, ze w
przypadku wczedniej opisanej serii Zn?*/Cu?*:HAp wykazano, ze wyzsza aktywno$¢
antybakteryjng miaty koloidy, a nie eluaty z hydrozeli, pomimo poréwnywalnej ilosci
uwalnianych jonow (Sobierajska et al. 2021a). Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na fakt, ze w
przypadku tej serii materiaty zawieszano w roztworze soli fizjologicznej za pomoca
ultradzwiekow (koloid), co pozwolito na rownomierne rozproszenie czastek i rozbicie
aglomeratow, a w konsekwencji tatwiejsze uwalnianie jonéw z matrycy dzieki zwigkszeniu

powierzchni kontaktu nanoczastek z elutentem (Vikash and Kumar 2020). Natomiast HAp

168



domieszkowane i wspotdomieszkowane jonami Eu®* i Cu?* nie byly poddawane dziataniu
ultradzwigkdéw. Drugg rdéznicg bylo zastosowane stezenie. W przypadku materiatow
Zn?*/Cu?*:HAp wykorzystywano stezenia nanomaterialow rowne maksymalnie 100 ug/ml,
natomiast w przypadku materiatow z dodatkiem jonow Eu®* i Cu?* byto to juz 10 mg/ml.
Trzecig r6znicg natomiast bylo srodowisko w jakim prowadzono do$wiadczenie (roztwor
soli fizjologicznej dla Zn?*/Cu?*:HAp i podtoze minimalne MOPS dla HAp z dodatkiem
Eu®* i Cu?"). Te réznice sprawiajg, ze nie mozna wprost odnie$¢ do siebie wynikow
uzyskanych dla tych grup materiatéw i wyjasni¢ dlaczego w serii Zn?*/Cu?*:HAp lepiej
dzialajg nanoczgstki (koloid), natomiast dla serii z dodatkiem jonow Eus* i Cu?* - eluaty. Co
cickawe, literatura opisuje efekt antybakteryjny hydroksyapatytow domieszkowanych
wylgcznie jonami Eu®* w stezeniu 1 mg/ml wobec P. aeruginosa, natomiast podobnie jak w
niniejszej rozprawie obserwowano jedynie zmniejszone ODgoo W porownaniu z kontrolg, a
nie catkowite zahamowanie wzrostu (lconaru et al. 2013). W opublikowanych pracach
zespotu Profesora Rafala Wiglusza badano nizsze stezenia apatytow domieszkowanych
jonami Eu®" i nie wykazano ich aktywno$ci antybakteryjnej (Wiglusz et al. 2015b;
Sobierajska and Wiglusz 2019; Szyszka et al. 2020).

Analizujagc wptyw nanomaterialéw na formowanie biofilmu mozna z kolei zauwazy¢,
ze zwigzki domieszkowane jonami Cu?* powodowaly zabicie znacznej czeSci komorek
(czerwona fluorescencja), co byto widoczne w przypadku obu szczepdw. Nie byty rowniez
widoczne znaczace rdznice pomig¢dzy seriami a bakterie w obrazach mikroskopowych
pozostawaty rozproszone. Natomiast w przypadku materiatu wspotdomieszkowanego byto
wida¢, ze bakterie tworzyly duze, przestrzenne agregaty, zloZzone z zardbwno zywych jak i
martwych komorek, co byto widoczne jedynie w przypadku serii stragceniowej. Co ciekawe,
agregaty komoérek nie byly widoczne w hodowlach z dodatkiem materialu
domieszkowanego wytacznie jonami Eu®*. Nie jest jasne dlaczego ten efekt byt
obserwowany gtownie w serii straceniowej, pomimo ze z tych materialdéw uwalnia si¢ wigcej
jonow miedzi. Potwierdza to jednak hipoteze, ze jony europu majg wptyw na aktywno$¢
antybakteryjng jonéw miedzi, jesli s3 dodane jako wspotdomieszki do nanomateriatow
apatytowych. Przyczyng tworzenia si¢ aglomeratow bakterii (clumps) mogt by¢ niedobor
substancji odzywczych (podtoze minimalne) lub stres oksydacyjny (obecno$¢ jonow metali).
Mogto to prowadzi¢ do wyksztalcenia si¢ mechanizméw ochronnych polegajacych na
agregacji komorek bakteryjnych. Takie agregaty mogly przyczepia¢ si¢ do powierzchni

nieozywionej tworzac mikrokolonie. W dalszym etapie do tych komoérek mogly przyczepiac
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si¢ kolejne tworzac rozbudowane przestrzennie uktady (Di Martino 2018). Mozna wigc
wnioskowac, ze powstawanie duzych agregatéw komodrkowych byto objawem wysokiej

toksyczno$ci materiatow wobec komorek P. aeruginosa.

Ostatnim  etapem  bylo  zbadanie  cytotoksycznosci  hydroksyapatytow
domieszkowanych i wspoldomieszkowanych jonami Cu?* i Eu®* wobec linii komérkowe;j
osteoblastow mysich. W tym przypadku zamiast nanomaterialow w formie sproszkowanej
wykorzystano eluaty, ze wzgledu na ich wysoka efektywnos¢ wobec bakterii. W przypadku
testowania cytotoksycznosci hydroksyapatytow uzywajac eluatow, nalezy jednak bra¢ pod
uwage mozliwos¢ wystgpienia ,,falszywej” cytotoksycznosci, jak opisano w artykule Klimek
i wsp. (2016) (Klimek et al. 2016). Wedlug autoréw spadek zywotnosci linii komorkowych
moze wynika¢ z wychwytywania przez HAp z medium hodowlanego kluczowych do
funkcjonowania komorki jonow: Ca?*, Mg?* i HPOs>. Po inkubacji komorek w takim
zubozonym medium przezywalno$¢ komoérek moze spadaé, ale nie jest to skutek
cytotoksycznosci nanomateriatu tylko zmiany sktadu podtoza. Jesli taki efekt si¢ pojawi
nalezy zastosowa¢ suplementacj¢ medium tymi jonami juz po usuni¢ciu HAp, a przed
dodaniem go do komorek (Klimek et al. 2016). W niniejszej rozprawie nie zastosowano
jednak tej modyfikacji, poniewaz zmiana sktadu jonowego podioza znacznie wplywa na
aktywno$¢ jonow metali ze wzgledu na zachodzace interakcje ze sktadnikami pozywki, co
opisano w publikacji Rewak-Soroczynskiej i wsp. (2022) (Rewak-Soroczynska et al. 2022a).
Przy analizie uzyskanych wynikow nalezy jednak bra¢ pod uwage mozliwos¢ wystgpienia
»fatszywej” cytotoksycznosci i pomiary dla materiatow domieszkowanych powinny by¢
odnoszone nie tylko do kontroli, ale réwniez do niedomieszkowanego HAp. Analizujac
wyniki prezentowane w tej rozprawie mozna zaobserwowac, ze przezywalno$¢ komorek po
inkubacji w obecnosci eluatow byta nizsza w przypadku serii hydrotermalnej, natomiast te
roznice nie zawsze byly istotne statystycznie. W przypadku eluatow o najwyzszym stezeniu
apatytu (10 mg/ml) obserwowano wysoka toksyczno$¢ wszystkich materialéw z dodatkiem
miedzi, natomiast w nizszych stezeniach toksyczno$¢ byta na $rednim poziomie.
Interesujaca obserwacja jest wykazana cytotoksyczno$¢ otrzymanego hydrotermalnie
materialu domieszkowanego wylgcznie jonami Eud*, ktora byla na poziomie podobnym do
materiatdw domieszkowanych i wspotdomieszkowanych jonami Cu?*. Bylo to o tyle
zaskakujace, ze w przypadku badan antybakteryjnych nie odnotowano aktywnos$ci tego
zwigzku. Moze to wynika¢ z faktu, ze uwalnianie jonéw europu (Eu®*) do medium DMEM

bylo w przypadku tego zwigzku ponad 7-krotnie wyzsze niz w medium MOPS, gdzie ilos¢
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uwolnionych jonoéw europu w serii strgceniowej byla w obu podiozach poréwnywalna.
Dodatkowo seria hydrotermalna uwalniata ponad 3-krotnie wigcej jonéw Eu®* w DMEM niz
seria strgceniowa, co wyjasnia réznice w toksycznosci wobec komorek eukariotycznych.
[lo$¢ uwolnionych jonéw miedzi ze zwigzkéw domieszkowanych jonami Cu?* z obu serii
do DMEM byta zblizona, natomiast w przypadku zwigzkow wspotdomieszkowanych z serii
straceniowej uwalnialo sie ponad trzy razy wiecej jondéw Cu?*. Odwrotnie byto w przypadku
jonow europu, ktory uwalnial si¢ lepiej w serii hydrotermalnej. Cytotoksycznosé
hydroksyapatytow domieszkowanych jonami Eu3* i Cu?* jest stosunkowo dobrze
scharakteryzowana. W dostepnych danych literaturowych w przypadku HAp:Eu®*
obserwowano wysoka kompatybilno§¢ wobec linii komérkowych MG-63 (komorki
kostniakomigsaka), HelLa (komorki raka szyjki macicy) i HEK 293 (ludzkie komorki
embrionalne nerki) oraz stosunkowo niska toksyczno$§¢ wobec linii komorkowej
fibroblastow HGF-1 (Tite et al. 2018). W przypadku materialdéw domieszkowanych jonami
Cu?* odnotowana cytotoksyczno$é¢ byta zdecydowanie wyzsza i juz domieszka 1% jonow
wywotywata niekorzystne efekty wobec fibroblastow mysich, ludzkich monocytéw i
ludzkich osteoblastow (Li et al. 2010; Tite et al. 2018). Jednak istnieja rowniez doniesienia
0 pozytywnym wptywie hydroksyapatytow domieszkowanych jonami miedzi na osteoblasty
oraz o regeneracyjnym potencjale kompozytow na bazie takich nanomateriatow (Ai et al.
2020; Arcos and Vallet-Regi 2020). Niska toksycznos¢ wobec linii komorkowych
wykazywaty roéwniez niedomieszkowane apatyty (Szymonowicz et al. 2017). W przypadku
hydroksyapatytow o ich toksycznosci decydowalo gtownie zastosowane stgzenie materiatu

(Baskar et al. 2017).

Drugim modelem, ktory wykorzystano do zbadania cytotoksycznosci byly erytrocyty
baranie. W tescie hemolizy nie wykazano istotnych statystycznie roznic pomiedzy seriami,
ale mozna bylo zaobserwowac, ze zwigzki domieszkowane jedynie miedzia, szczegodlnie z
serii hydrotermalnej, powodowaty znaczny wyciek hemoglobiny z erytrocytéw, z kolei w
przypadku zwigzkéw wspotdomieszkowanych nie byto to juz tak widoczne. Ponadto w
przypadku nanomateriatlow z dodatkiem jonoéw Cu?* obserwowano przeksztalcenie si¢
hemoglobiny do methemoglobiny, co objawialo si¢ ciemnym zabarwieniem krwinek i
supernatantu wystepujacym po kilku dniach inkubacji. Methemoglobina jest pochodna
hemoglobiny, w ktorej warto§ciowos¢ jonu zelaza zmienia si¢ z +2 do +3, co uniemozliwia
przylaczenie i transport tlenu, a w konsekwencji moze prowadzi¢ do niedotlenienia

organizmu (Hajimohammadi et al. 2022). Ogoélnie mozna bylto zaobserwowaé, ze wyglad

171



erytrocytow po inkubacji w obecnosci materialow apatytowych zmienia si¢, nie
zaobserwowano natomiast istotnych zmian morfologii erytrocytow pomiedzy materiatami
ani pomiedzy seriami. Nie odnotowano rowniez tak duzej aglutynacji krwinek, tak jak to
mialo miejsce w przypadku subinhibicyjnych stgzen jonow lantanowcoéw. Warto jednak
zwroci¢ uwage na fakt, ze niedomieszkowane hydroksyapatyty rowniez powodowatly
hemolizg oraz zmiany w morfologii, co byto szczegodlnie widoczne po dtuzszej inkubacji (4
17 dni). Zgodnie z wczesniej publikowanymi danymi nanokrysztaty HAp moga uszkadzac
btony komoérkowe erytrocytow prowadzac do wycieku hemoglobiny. Zalezy to od czasu
inkubacji, stezenia materialu 1 jego wilasciwosci fizykochemicznych. W badaniach
prowadzonych przez Elferinka i wsp. wykazano, ze juz 30 minutowa inkubacja erytrocytow
w obecnosci 0,5 mg HAp powodowata uwolnienie hemoglobiny na poziomie
przewyzszajacym 60%. Wyzsze stezenia (10 mg/ml) wywolywaty z kolei prawie catkowita
hemolizg (okoto 90%). Te badania byty jednak prowadzone na erytrocytach ludzkich, ktére
sa bardziej podatne na uszkodzenia niz erytrocyty baranie (odpowiednio 72% i 16%
uwalnianej hemoglobiny) (Elferink 1986). Wplyw stezenia na aktywno$¢ hemolityczng
hydroksyapatytéw badali rowniez Palanivelu i Kumar, ktorzy wykazali, ze stezenie 250
ug/ml HAp moze powodowac hemolizg na poziomie okoto 10%, natomiast st¢zenie 1 mg/ml
juz blisko 20% (Palanivelu and Ruban Kumar 2014). We weczes$niej prowadzonych
badaniach w zespole Profesora Rafata Wiglusza wykazano bezpieczenstwo stosowania
nanomateriatow apatytowych w stg¢zeniach do 0,1 mg/ml (Targonska et al. 2020; Sobierajska
et al. 2021a; Nowak et al. 2022; Rewak-soroczynska et al. 2022). Kolejnym parametrem
wplywajgcym na aktywno$¢ hemolityczng hydroksyapatytow moze by¢ rowniez stosunek
powierzchni czastek do ich masy oraz poziom krystalicznos$ci. Co ciekawe w tej samej pracy
nie wykazano wpltywu rozmiaru czastek, stosunku Ca:P ani tadunku powierzchniowego
czastek (potencjatu zeta) na wlasciwosci hemolityczne (Wiessner et al. 1988). Zrodta
literaturowe opisujg réwniez poprzedzajacg hemolize agregacje erytrocytéw ludzkich

podczas inkubacji w obecnosci hydroksyapatytu (Elferink 1986).

Niniejsza rozprawa doktorska opisuje jak obecnos¢ jonow lantanowcoOw oraz jonow
metali przejsciowych, w formie wolnej oraz zwigzanych w matrycy hydroksyapatytowe;j
wplywa na wzrost i wirulencje bakterii P. aeruginosa. Wykazano, ze jony Ln®" mogg nasila¢
formowanie biofilméw, co moze wynika¢ ze zmiany wlasciwosci powierzchniowych
komorek. Obserwowane efekty (zmniejszenie uwalniania eDNA i piocyjaniny oraz

zmniejszenie wrazliwosci na antybiotyki) moga by¢ wynikiem zmiany przepuszczalnos$ci
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oston komoérkowych. Jony lantanowcéw moga wpltywaé rowniez na ruch bakterii typu
swimming, swarming i twitching. Wyniki doswiadczen sugeruja, ze moga istnie¢
mechanizmy adaptacji bakterii wobec wysokich stezen jonéw lantanowcoOw. Pomimo, ze
wplyw obecnosci jondw europu na aktywno$¢ antybakteryjng jonoOw miedzi nie zostat
wykazany, w przypadku nanomateriatéw wspotdomieszkowanych tymi jonami, obserwuje
si¢ ciekawe efekty, np. zmian¢ morfologii biofilméw. Efekty cytotoksyczne wykazano
gltéwnie dla nanomateriatéw z dodatkiem jonéw Cu?*. Pomimo, ze wydaje si¢, ze materialy
z serii hydrotermalnej wykazuja wyzsza aktywno$¢ antybakteryjng i cytotoksyczno$¢ niz
materiaty z serii straceniowej, to ich efekty biologiczne wynikaja gltownie z ilo$ci

wbudowanych 1 uwalnianych do podtoza jonow.

Wiele efektow obserwowanych w niniejszej rozprawie wymaga potwierdzenia
poprzez wykonanie dodatkowych badan z zastosowaniem technik, w tym molekularnych i
genetycznych. Pozwoli to na wyja$nienie mechanizméw odpowiadajacych za obserwowane
zmiany zachodzace pod wptywem jondéw lantanowcoOw oraz testowanych nanomateriatow.
Uzyskane wyniki pozwalaja na wnioskowaé, ze pomimo, ze obecnos¢ jonow lantanowcow
istotnie wptywa na wirulencje i wtasciwosci powierzchniowe komoérek P. aeruginosa to
moga by¢ one wykorzystywane jako domieszki w nanomaterialach o potencjalnym
zastosowaniu w implantologii. Przemawia za tym zwlaszcza fakt, ze ich stezenia w
hydroksyapatytach sa duzo nizsze niz stezenia 0,5MIC, dla ktoérych obserwowano efekty

przedstawione w niniejszej rozprawie.
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VI.

WNIOSKI

Jony lantanowcow (od Ce®* do Lu®*) wykazujg zblizong aktywno$¢ antybakteryjng
wobec szczepéw wzorcowych i klinicznych P. aeruginosa, na co wskazuje
jednakowa warto$¢ MIC (500 pg/ml), natomiast w st¢zeniach subinhibicyjnych (0,5
1 0,25MIC) nie wptywajg istotnie na zahamowanie wzrostu bakterii.

Jony lantanowcow w stezeniu 0,SMIC nasilajg przyleganie bakterii do powierzchni
ptytek polistyrenowych oraz zwigkszaja grubos$¢ biofilméw. Intensywnos¢ tego
zjawiska jest uzalezniona od pozycji metalu w szeregu lantanowcow (liczby
atomowej) oraz od wielko$ci promienia jonowego.

Jony lantanowcéw wplywaja na zmniejszenie przepuszczalnosci oston
komoérkowych, co skutkuje spadkiem poziomu piocyjaniny oraz eDNA w hodowli a
takze spadkiem wrazliwo$ci bakterii na antybiotyki (gentamycyne i ciprofloksacyne)
W obecnosci Ln®*,

Jony lantanowcow w stezeniach subinhibicyjnych wykazuja toksyczno$¢ wobec
erytrocytow poprzez wptywanie na morfologi¢ i zlepianie komodrek. Nie obserwuje
si¢ natomiast wycieku hemoglobiny, co réwniez moze wynika¢ ze zmiany
przepuszczalno$ci blony komorkowej, tak jak ma to miejsce w przypadku komoérek

bakteryjnych.

. Na podstawie otrzymanych wynikéw nie okreslono czy hydrofobowos¢ komorek

istotnie zmienia si¢ pod wplywem obecnosci jonow lantanowcoéw, natomiast
wykazano ich istotny wptyw na ladunek powierzchniowy (potencjat zeta), ktory
wzrastal pod wptywem dodatku Ln3*,

Jony lantanowcoéw powoduja zmniejszenie zdolno$ci bakterii do ruchu typu
swimming i twitching oraz zmieniaja fenotyp stref wzrostu typu swarming.
Okreslenie jaki mechanizm jest za to odpowiedzialny wymaga jednak dalszych
badan.

. Aktywno$¢ antybakteryjna jondw metali moze zmienia¢ si¢ w zalezno$ci od

sktadnikéw podtoza hodowlanego. W podtozach minimalnych wartosci MIC sa
znacznie nizsze niz w podtozach pelnych.

Obecno$é¢ jondw Eu®* nie wpltywa na aktywno$é¢ antybakteryjng jonow Cu?*. gdy
znajduja sic w formie roztworéw wodnych, natomiast dodatek jondéw Eu*
modyfikuje aktywno$¢ antybakteryjna hydroksyapatytow domieszkowanych jonami

Cu?*.,
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15.

Jony Eu®* dodane do podtoza powoduja wytracanie si¢c osadu w ksztalcie platkow,
do ktorych adheruja bakterie.

Aktywnos$¢ antybakteryjna nanomateriatdéw zalezy od ich formy, stezenia i
warunkow dos$wiadczenia, takich jak zastosowane podtoze oraz fakt czy zostato
przeprowadzone wstepne uwalnianie, ktore poprawia aktywnos$¢ antybakteryjna.
Adhezja do tabletek wykonanych ze sprasowanych materiatow 0 strukturze apatytu
jest staba, co wynika gtownie z ich gladkiej powierzchni, a nie z wlasciwosci
chemicznych materiatu.

Aktywnos$¢ antybakteryjna oraz cytotoksyczno$¢ nanomaterialow zalezy przede
wszystkim od ilo$ci uwolnionych z matrycy jonow. Zauwazono, ze materiaty
otrzymane metoda hydrotermalng sg bardziej aktywne wobec bakterii oraz wykazuja
wieksza toksyczno$¢ niz materiaty otrzymane metoda stragceniowa. Wynika to z
ilosci wbudowanych i uwolnionych jonow.

[lo$¢ jondw uwolniona do medium DMEM znacznie przewyzsza ilosci jonow
uwolnionych do podloza MOPS, co moze tlumaczy¢ wyzsza cytotoksyczno$¢
materiatdw wobec osteoblastow i erytrocytow niz wobec komorek bakteryjnych.
Obecno$¢ nanomateriatdéw wspotdomieszkowanych jonami Eu®* i Cu?* powoduje
tworzenie aglomeratow bakteryjnych, natomiast w obecnos$ci materiatow
domieszkowanych tylko jednym jonem komorki tworza biofilmy, w ktoérych sa
bardziej rownomiernie zadherowane do powierzchni plytki titracyjne;.

Wszystkie badane nanomateriaty nasilajg uwalnianie hemoglobiny z erytrocytow, a
efekt ten postepuje w czasie. Materiaty domieszkowane jonami miedzi powodujg

dodatkowo przeksztalcenie hemoglobiny do methemoglobiny.
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VIILI. MATERIALY DODATKOWE

Tabela S.1. Charakterystyka wrazliwo$ci na antybiotyki szczepéw P. aeruginosa
(Sobierajska et al. 2018; Rewak-Soroczynska et al. 2022a)

Antybiotyki
P. aeruginosa Zrédlo szczepu g
X
O a ¥ 382/t RuwszZ k3
Ez oo P ENEBSESsE F < =z @&
ATCC 27853 Szczep referencyjny - R
PAO1 Szczep referencyjny S T S
15/3 Nagloénia WL oL oo
82/3 Oskrzela T T T S T
9/5 Tchawica x R R R - - R R - R R R R R - -
[a)
14/3 Rurka intubacyjna s R - - R R R - - R R - R - - - R

S — szczepy wrazliwe (ang. sensitive); MDR — szczepy wieloelkooporne (ang. multidrug-resistant); (-) brak opornosci; R
oporno$¢  (ang.  resistance) wg EUCAST Clinical  breakpoints -  breakpoints and  guidance
(https://www.eucast.org/clinical_breakpoints/) tikarcylina (TIC) 75 mg, piperacylina (PIP) 100 mg, ceftazydym (CAZ) 30
mg, gentamycyna (GM) 10 mg, tobramycyna (TOB) 10 mg, tykarcylina/kwas klawulanowy (TIM) 75/10 mg,
piperacylina/tazobaktam (TZP) 100/10 mg, cefepim (FEP) 30 mg, cefoperazon (CFP) 75 mg, cefotaksym (CTX) 30 mg,
imipenem (IPM) 10 mg, meropenem (MEM) 10 mg, aztreonam (ATM) 30 mg, amikacyna (AK) 30 mg, netilmicyna (NET)
30 myg, ciprofloksacyna (CIP) 5 mg (Becton Dickinson and Company, Cockeysville, MD, USA)
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Rycina S.1 Dyfraktogramy (XRD) uzyskane dla hydroksyapatytow otrzymywanych
metoda hydrotermalng (a) oraz wspoétstraceniowa (b) domieszkowanych i
wspoldomieszkowanych jonami Eu®* i Cu?*
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Rycina S.2. Obrazy SEM wykonane dla materiatéw hydroksyapatytowych
wspotdomieszkowanych 5 mol% Eu®* i 5 mol% Cu?* uzyskanych metodg hydrotermalng
(a, b) i wspolstraceniows (c, d)
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Tabela S.2. Analiza statystyczna wynikow przedstawionych na Rycinie S.3. powyzej

27853; linia czerwona - kontrolna wzrostu (bez jonéw lantanowcow)
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ATCC 27853
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Tabela S.3. Stezenie eDNA (ug/ml) w hodowlach P. aeruginosa inkubowanych w
obecnosci jonow lantanowcoéw. W drugiej czgsci tabeli pokazano zamieszczono stezenia
eDNA w supernatancie pohodowlanym, do ktorego jony lantanowcéw wprowadzono po
odwirowaniu komoérek bakteryjnych.

Kontrola Ced* Eudt Gdd3* Er3t Yb3*
PAO1
Ln3* dodane do 16,16+0,71 1,014+0,27 -0,04+0,21 0,81+0,58 0,94+0,74 3,66+0,85
hodowli ATCC 27853
9,71+0,21 0,43+0,61 -0,06+0,23 1,02+0,23 -0,04+0,42  2.86+0,28
PAO1
Ln3* dodane po 26,86+0,57  23,66+2,83  25.86+1,13  26,46+141  23,96+0.14 24,464+2.26
hodowli ATCC 27853
21,96+0,71 20,0642,26  19,96+0,71  20,46+0,57  20,76+127  18,96+0,99

Tabela S.4. Wielko$¢ promienia hydrodynamicznego (dominanta) oraz wspodtczynnik
polidyspersyjnosci PDI wyznaczone dla P. aeruginosa PAO1 i ATCC 27853 hodowanych

w obecnosci jonow lantanowcow

Dominanta wielkosSci promienia ~ Wspélczynnik polidyspersyjnosci

hydrodynamicznego [nm] PDI
PAO1 ATCC 27853 PAO1 ATCC 27853
Kontrola 584,21 686,46 0,31+0,07 0,21+0,01
Ced* 637,71 976,27 0,21+0,05 0,27+0,05
Eud* 518,64 728,89 0,41+0,08 0,39+0,02
Gd3® 721,70 721,55 0,23+0,08 0,18+0,03
Ers* 990,36 601,47 0,21+0,01 0,35+0,14
Yb3t 751,41 530,42 0,45+0,07 0,28+0,01
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hydrodynamicznego [nm] w probie badanej wyznaczony dla P. aeruginosa PAO1 i ATCC
27853 hodowanych w obecnosci jonow lantanowcow
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kontrolnej, w ktdrej roztwory jonow lantanowcow (250 pg/ml) zostaty zastapione woda
destylowang.

[ P. aeruginosa PAO1 [ | P. aeruginosa ATCC 27853
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Rycina S.6.Wzrost bakterii P. aeruginosa PAO1 i ATCC 27853 w podtozu MOPS o
r6znym pH (5,0-8,0) (Rewak-Soroczynska et al. 2022a)
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P. aeruginosa PAO1 P. aeruginosa ATCC 27853
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‘ - . - . - 0,0 > - ;
12 24 36 48 0 12 24 36 48

Czas [h] Czas [h]
— KONtrola s Eu* (125 pg/ml), Cu?* (12.5 pg/mi) s Ey®* (125 pg/ml), Cu?* (6.25 pg/ml)
e E 13 (62,5 pg/ml), Cu* (25 pg/ml) === Eu®* (62.5 pg/ml), Cu®* (6.25 pg/ml)
s EUP (31,25 pg/ml), Cu?t (25 pg/ml) s Eu®* (31.25 pg/ml), Cu?* (12.5 pug/ml)

0.0

Rycina S.7. Dynamika zmian ggsto$ci hodowli P. aeruginosa w obecnosci roztworéw
jondéw miedzi (Cu?*) i europu (Eu®*) o stezeniach innych niz prezentowane w gtéwne;j

czesci rozprawy

Media petne Media minimalne

LB MHB TSB  BHI M9 M63 MOPS DAVIS

C) Mediapetne

LB AT

MHB 3,80

TSB 4,73

BHI 4,92

Media minimalne

MOPS 6,15

o M9 6,53
M63 6,66

>0 20 4% 0 8o 1000 Davis 619

Stezenie Cu?* [ug/ml]

Rycina S.8. Interakcje pomiedzy jonami miedzi Cu?* a sktadnikami podtoz

mikrobiologicznych obserwowano jako: a) zmetnienie, wytracenie osadu, zmiana koloru
przy st¢zeniu miedzi 1 mg/ml; b) zmiana pH podtoza MOPS i1 LB oraz wody przy réznych
stezeniach miedzi; ¢) zmiana pH podtoz petnych i minimalnych przy stezeniu miedzi 1

mg/ml (Rewak-Soroczynska et al. 2022a).
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a) P. aeruginosa PAO1 b)  P.aeruginosa ATCC 27853

12

12

OD 600 nm
OD 600 nm

24 48
Czas inkubacji [h] Czas inkubacji [h]

[ Kontrola [l P_2mol%Eu H_2mol%Eu
I P_2mol%Cu [l H_2mol%Cu [l P_2mol%Eu,2mol% Cu [l H_2mol%Eu,2mol% Cu
[ P_2mol%Eu,5mol% Cu [ H_2mol%Eu,5mol%Cu [l P_5mol%Eu.2moi%Cu [l H_5mol%Eu,2mol%Cu

Rycina S.9. Aktywnos$¢ antybakteryjna pozostatych nanomateriatow domieszkowanych i
wspotdomieszkowanych Eu®* i Cu?* wobec: a) P. aeruginosa PAO1 i b) P. aeruginosa
ATCC 27853. (P — seria stragceniowa, H — seria hydrotermalna). Analiza istotno$ci
statystycznej otrzymanych wynikdw w pordwnaniu z kontrolg wzrostu zamieszczono w
Tabeli S.5. ponize;.
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Tabela S.5. Istotnosci statystyczne roznic pomigdzy wartosciami ODeoo hodowli
uzyskanych po 24- i 48-godzinnej inkubacji P. aeruginosa w obecnos$ci hydroksyapatytow
(ns- brak istotnosci statystycznej, * - istotno$¢ statystyczna)

P. aeruginosa

P. aeruginosa

Para do poréwnania w teScie Dunnetta PAO1 ATCC 27853
24 h 48 h 24 h 48 h
Kontrola vs. P_ HAP ns ns ns ns
Kontrola vs. H_HAp ns ns ns ns
Kontrola vs. P_2mol%Eu3* bl ns ek ns
Kontrola vs. H_2mol%Eu3* * ns ns ns
Kontrola vs. P_5mol%Eus* ns ns Fkx ns
Kontrola vs. H_5mol%Eu3* ns ns * *%
Kontrola vs. P_2mol%Cu?* ns folalel ns ok
Kontrola vs. H_2mol%Cu?* Kkkk — —— *
Kontrola vs. P_5mol%Cu?* Hokkok *% ek —
Kontrola vs. H_5mol%Cu?* kK feaiie Feokkok Kok
Kontrola vs. P_2mol%Eu®* ,2mol%Cu?* ns *x ns *x
Kontrola vs. H_2mol%Eu®* ,2mol%Cu?* Fkkk ek *x *
Kontrola vs. P_2mol%Eu3®" ,5mol%Cu?* ok ek * *k
Kontrola vs. H_2mol%Eu®* ,5mol%Cu?* Hk * *kkk —
Kontrola vs. P_5mol%Eu®* ,2mol%Cu?® ns Fekdok * okkk
Kontrola vs. H_5mol%Eu®* ,2mol%Cu?* ns * ns ns
Kontrola vs. P_5mol%Eu®* ,5mol%Cu? bkl ek ra— ——
Kontrola vs. H_5mol%Eu3* ,5mol%Cu?* ns * * ns
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Tabela S.6. Wplyw

pozostalych
wspotdomieszkowanych jonami Eu®* i Cu?* (bez i z wstepnym uwalnianiem jonéw do
pozywki) na wzrost P. aeruginosa (P — seria straceniowa, H — seria hydrotermalna). Istotne
statystycznie rdznice wyrdzniono kolorem czerwonym (****) 1 zO6tym (*).

hydroksyapatytow

domieszkowanych

Srednie ODsoo

c
N
= O
I C
s 8
o =
©
[-P)
QEE
t:
¢ £
} ¥
\ >
CI)=
[=F
[P 3
~—
wn
z

A ODsgoo

Srednie ODsoo

Srednie OD 60 (2

wstepnym uwalnianiem)

A ODsgoo

P_2mol%Eu3*
H_2mol%Eus*
P_2mol%Cu?*
H_2mol%Cu®
P_2mol%Eu*,2mol%Cu?*
H_2mol%Eu®*,2mol%Cu?*
P_2mol%Eu®*,5mol%Cu?*
H_2mol%Eu®*,5mol%Cu?*
P_5mol%Eu*,2mol%Cu?*

H_5mol%Eu®*,2mol%Cu?

P. aeruginosa PAO1

P aeruginosa ATCC 27853

0,73
0,74
0,78
0,34
0,75
0,27
0,58
0,37
0,77
0,83

0,73
0,73
0,62
0,27
0,30
0,25
0,26
0,28
0,43
0,82

0,00
0,01

-0,08

-0,02

-0,09*

-0,01

0,24
0,36
0,34
0,25
0,34
0,28
0,30
0,23
0,30
0,34

0,26
0,26
0,30
0,19
0,28
0,23
0,23
0,18
0,24
0,35

0,02
-0,10
-0,04
-0,05
-0,06
-0,05
-0,07
-0,04
-0,05
0,01
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a) HEMOGLOBINA

b) METHEMOGLOBINA

Absorbancja 540 nm

1 dzien 4 dni 7 dni

Czas inkubacji

Absorbancia 502 nm

1 azien 4 ani 7 dni
Czas inkubacji

[ Kontrola [l P_2mol%Eu [T H_2mol%Eu
P _2mol%Cu [l H_2mol%Cu [l P_2mol%Eu,2mol% Cu [l H_2mol%Eu,2mol%Cu
[ P_2mol%Eu.5mol% Cu [ H_2mol%Eu,5mol%Cu [l P_5mol% Eu,2mol %Cu [l H_5mol%Eu,2mol%Cu

Rycina S.10. Absorbancja uwolnionej a) hemoglobiny i b) methemoglobiny po inkubacji
erytrocytow przez 1, 4 i 7 dni w obecnos$ci pozostatych hydryksyapatytow (P- seria
stragceniowa, H — seria hydrotermalna). Analiza statystyczna zostata zamieszczona w

Tabeli S.7. ponize;.
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Tabela S.7. Istotnos$¢ statystyczna réznic pomiedzy warto$ciami absorbancji hemoglobiny i
methemoglobiny zmierzonymi po 1, 4 1 7 dniach inkubacji erytrocytow w obecnosci

hydroksyapatytow

Hemoglobina Methemoglobina

Para do porownania w teScie Dunnetta

1 dzien | 4dni | 7 dni |1 dzien|4 dni|7 dni

Kontrola vs. P_Hap * * ns ns ns | ns
Kontrola vs. P_2mol%Eus* Fkkx Fhk | kR *** 1 ns | ns
Kontrola vs. P_5mol%Eus* falahed * ns ns ns | ns
Kontrola vs. P_2mol%Cu?* ns ns ns * ns | ns
Kontrola vs. P_5mol%Cu? ns ns *x Xk | RRk |k
Kontrola vs. P_2mol%Eu3*,2mol%Cu?* ** ns ns falakaiall I I T
Kontrola vs. P_2mo%IEu3*,5mol%Cu?* ns ns ns ns * | ns
Kontrola vs. P_5mol%Eu®*,2mol%Cu?* ns ns ns *xk | kX g
Kontrola vs. P_5mol%Eu®*,5mol%Cu?* ns ns ns ns ns | ns
Kontrola vs. H_Hap il * ns ns ns | ns
Kontrola vs. H_2mol%Eu3* *hx *x *x ** ns | ns
Kontrola vs. H_5mol%Eu3* ** * ns ns ns | ns
Kontrola vs. H_2mol%Cu?* ns ns ns ns ns | ns
Kontrola vs. H_5mol%Cu?* ns foleial Biadeiaded ng |[FxEX| KX
Kontrola vs. H_2mol%Eu®*,2mol%Cu?* ns ns ns ns * | ns
Kontrola vs. H_2mol%Eu3*,5mol%Cu?* ns ns ns ns ns | ns
Kontrola vs. H_5mol%Eu®*,2mol%Cu?* ns ns ns ns ns | ns
Kontrola vs. H_5mol%Eu®*,5mol%Cu?* ns ns ns ns ns | ns
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Kontrola P_Hap H_Hap P_HAp:5%Eu3* H_HAp:5%Eu3*

4 dni 1 dzien

7 dni

P_HAp:5%Cu?*, H_HAp:5%Cu?*,
5%Eu3* 5%Eu3*

P_HAP:5%Cu? H_HAp:5%Cu?*

4 dni 1 dzien

7 dni

Rycina S.11. Zdj¢cia mikroskopowe erytrocytow wykonane po 1, 4 i 7 dniach inkubacji w
obecnos$ci wybranych hydroksyapatytow
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