Badania aktywnosci biologicznej jonow lantanowcow i jonow
metali przejSciowych oraz nanomaterialow na bazie
hydroksyapatytu wspoldomieszkowanych tymi jonami wobec
Pseudomonas aeruginosa

Streszczenie

Pseudomonas aeruginosa to grozny patogen oportunistyczny czlowieka, ktérego
charakteryzuje obecnos¢ wielu czynnikow wirulencji, wysoka antybiotykooporno$¢ oraz
zdolno$¢ do wywotywania infekcji w miejscach wszczepow. Z tego wzgledu istnieje
konieczno$¢ poszukiwania materialow implantacyjnych wykazujacych dodatkowo dziatanie
antybakteryjne. Dobrym kandydatem jest hydroksyapatyt wapnia (Caio(POas)s(OH)2) —
nietoksyczny, wysoce biokompatybilny material o potencjale osteoregeneracyjnym, ktory
naturalnie wystgpuje w organizmie cztowieka jako sktadnik ko$ci 1 zgbow. Struktura tego
zwigzku umozliwia jego modyfikacje poprzez zastgpienie jonow wapnia (Ca?*) innymi jonami,
co pozwala na otrzymanie zwigzkow o okreslonych wlasciwosciach fizykochemicznych 1
biologicznych. Wprowadzenie do struktury jonow metali przejSciowych (jonow srebra (Ag*),
cynku (Zn?*) czy miedzi (Cu?")) daje mozliwo$¢ otrzymania materialow o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej. Materialy moga by¢ réwniez modyfikowane strukturalnie jonami
lantanowcow (Ln®*") ze wzgledu na ich zdolnoé¢ do luminescencji wykorzystywang w
bioobrazowaniu. O ile wplyw jondw metali przejsciowych na komodrki bakteryjne jest dosy¢

dobrze opisany w literaturze, tak niewiele wiadomo jak wplywaja na nie jony lantanowcow.

Jednym z gtéwnych celéw badan byla ocena, czy subinhibicyjne stezenia jondw
lantanowcow (Ce**, Pr3*, Nd**, Sm3*, Eu®*, Gd3*, Th%, Dy3*, Ho®, Er®*, Tm®, Yb%*, Lu®Y)
wplywajg na wirulencje P. aeruginosa (biofilm, wytwarzanie piocjaniny, piowerdyny, elastazy,
ruch typu swimming, swarming i twitching). Zbadano réwniez wptyw wybranych jonow na
wlasciwosci  powierzchniowe komorki (tadunek powierzchniowy, hydrofobowos¢,
przepuszczalno$¢ oston) oraz okreslono ich cytotoksyczno$s¢ na modelu erytrocytow.
Dodatkowo sprawdzono wplyw obecnosci tych jonow na efekt antybakteryjny ciprofloksacyny
i gentamycyny oraz jondw miedzi (Cu?*). W badaniach wykazano, ze obecno$¢ jonow

lantanowcéw w stezeniach subinhibicyjnych istotnie zwigkszata produkcje biofilmu



bakteryjnego, nieznacznie zmieniata wlasciwosci powierzchniowe komorek oraz powodowata
zmian¢ przepuszczalnosci oslon komoérkowych. Ponadto wykazano, Zze stosowane st¢zenia
(0,5MIC) byly cytotoksyczne i powodowaly widoczne zmiany w morfologii erytrocytow oraz

ich aglomeracje, bez wycieku hemoglobiny.

W drugiej czeSci rozprawy doktorskiej zbadano aktywno$¢ antybakteryjng
hydroksyapatytu wapnia domieszkowanego i wspotdomieszkowanego jonami metali
przejsciowych i jonami Eu®*. Sprawdzono wptyw obecnosci poszczegdlnych form (material
sproszkowany, koloid, material prasowany (tabletki), materialy wprowadzone do matrycy
hydrozelowej oraz ich eluaty) na przezywalno$¢, wzrost i formowanie biofilmow przez P.
aeruginosa. Okreslono rowniez jak wstegpne uwalnianie jondw z wybranych materiatow do
podioza wplywa na ich aktywnos$¢ antybakteryjng. Dla wybranych zwigzkéw okreslono
réwniez cytotoksyczno$¢ na modelu erytrocytdw oraz linii komdrkowej osteoblastéw mysich.
W badaniach wykazano wysoka aktywnos$¢ antybakteryjng nanomaterialtdow domieszkowanych
jonami Ag*, szczegdlnie w formie tabletek. W przypadku jondéw Zn?* jako domieszek
wykazano obnizenie liczebnosci bakterii po inkubacji w obecnos$ci koloidéw wykonanych z
materiatéw modyfikowanych przez substytucje grup fosforanowych grupami krzemianowymi.
Aktywnos$¢ antybakteryjng wykazano roéwniez dla materiatbw domieszkowanych i
wspotdomieszkowanych jonami Cu?*. W przypadku nanomateriatéw domieszkowanych i
wspotdomieszkownaych jonami Cu?* i Eu®* wykazano roznice w rzeczywistej ilo$ci
wbudowanych jonéw, w pordwnaniu z ilo$cig teoretyczng oraz rdznice w uwalnianiu jonéw do
podioza, z czego wynikaja prawdopodobnie réznice w ich aktywnosci antybakteryjnej oraz
cytotoksycznosci. Wykazano, ze wstepne uwolnienie jondw do podtoza hodowlanego poprawia
ich aktywnos¢, co moze wyjasnia¢ zwigkszone dziatanie eluatow w poréwnaniu z materiatami
sproszkowanymi. Badane nanomaterialy, szczegélnie te domieszkowane jonami Cu?*,
wykazywaly toksyczno$¢ wobec erytrocytow oraz osteoblastow. Nie wykazano natomiast

istotnego wptywu jonow Eu®* na aktywno$¢ antybakteryjng jonow Cu?*,

Uzyskane wyniki pozwalaja wnioskowaé, ze pomimo, ze obecno$¢ jondw lantanowcoOw
istotnie wptywa na wirulencj¢ i 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 st¢zenia w hydroksyapatycie wapnia
sa duzo nizsze niz stgzenia 0,5SMIC, dla ktérych obserwowano efekty przedstawione w

niniejszej rozprawie.



