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Streszczenie

Intensywny rozwéj medycyny przyczynia sie do wprowadzania nowych strategii
ratowania oraz wspierania ludzkiego zdrowia i zycia. Cel ten osiggany jest
przede  wszystkim  poprzez zastosowanie  materiatdbw  medycznych  oraz
projektowanie biomateriatow o nowych, lepszych witasciwosciach.

Szerokie wykorzystanie réznego rodzaju biomateriatdw w postaci implantow,
systemoOw dostarczania substancji leczniczych lub jako s$rodka majacego poprawic
komfort zycia cztowieka (np. cewniki urologiczne, soczewki kontaktowe, specjalistyczne
opatrunki) przyczynito sie do powstania problemu jakim sg infekcje zwigzane
z zastosowaniem biomateriatbw. W dobie rosngcej antybiotykoopornosci
wystepowanie zakazen bakteryjnych wigze sie z ryzykiem niepowodzenia terapii,
a w przypadku kolonizacji materiatdbw medycznych moze skutkowac koniecznoscig
reoperacji pacjenta. Problem wystepowania infekcji bakteryjnych zwigzanych
z zastosowaniem biomateriatow jest powazny takze ze wzgledu na obecnos¢ biofilmu.
Udowodniona podatnos¢ materiatdow medycznych na kolonizacje bakteryjng oraz
wielokrotnie wieksza opornos¢ drobnoustrojéw tworzgcych biofilm na konwencjonalng
antybiotykoterapie spowodowaty, ze obecnie jednym z gtdwnych kierunkédw badan
na sSwiecie jest opracowywanie nowych biomateriatéw lub modyfikacje ich
powierzchni w taki sposéb, aby zapobiegaty zjawisku adhezji bakteryjne;.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zbadanie mozliwosci zastosowania
peptyddéw przeciwdrobnoustrojowych, jako zwigzkédw moggcych zmieniaé¢ wtasciwosci
powierzchni materiatdbw medycznych tak, aby zapobiegaty powstawaniu biofilmu.
Zwigzki wykorzystane w czasie doswiadczen otrzymano metodg syntezy na nosniku
statym w Katedrze i Zaktadzie Chemii Nieorganicznej GUMed. Do testow wtgczono takze
polimyksyne B (lipopeptyd, wykorzystywany w terapii infekcji wywotanych obecnoscig
drobnoustrojow Gram-ujemnych) w celu poréwnania aktywnosci wybranych zwigzkéw.

Grupa wybranych AMPs sktadata sie z 8 krdtkich lipopeptyddéw (od 2 do 4 reszt
aminokwasowych) zawierajgcych w sekwencji rézne potaczenia lizyny i argininy oraz
reszte kwasu ttuszczowego. We wstepnych badaniach wykorzystano takze citropine 1.1

oraz wspomniang wczesniej polimyksyne B. Testy mikrobiologiczne prowadzono



wykorzystujgc szczepy referencyjne drobnoustrojéw: S. aureus ATCC 6538,
S. epidermidis ATCC 2532, E. coli ATCC 25922 oraz P. aeruginosa ATCC 9027. Na
podstawie oznaczen minimalnego stezenia hamujacego wzrost, wptywu zwigzkdéw na
tworzenie sie biofilmu, ich aktywnosci w stosunku do dojrzatej struktury oraz wynikéw
testu toksycznosci wzgledem ludzkich krwinek czerwonych wybrano 6, ktére
zastosowano w procesach modyfikacji powierzchni materiatéw: Palm-KK-NH,,
Palm-KR-NH;, Palm-KRKK- NH;, K-Dap(Palm)-K- NH;, K-Orn(Palm)-K- NH3, polimyksyna B.

Doswiadczenia przeprowadzano wykorzystujgc komercyjnie dostepne wyroby
medyczne:  silikonowo-lateksowy  cewnik  urologiczny oraz  hydrozelowe
jednodniowe soczewki kontaktowe. Wybrane zwigzki tgczono z powierzchnig
materiatdw za pomocy inkubacji w roztworze (zaréwno fragmenty cewnika jak
i soczewki) oraz poprzez wigzanie kowalencyjne (soczewki). Obecnos$é peptydow na
powierzchni materiatdw zostata zweryfikowana na podstawie spektroskopii
w podczerwieni (ATR-FTIR). Przeprowadzono takze prdbe obserwacji procesu
uwalniania zwigzkdéw z powierzchni.

Aktywnos$¢ mikrobiologiczng zmodyfikowanych materiatéw sprawdzono poprzez
umieszczanie ich w inokulum bakteryjnym i weryfikacje redukcji wzrostu
drobnoustrojéw (m.in. pomiar gestosci optycznej inokulum, posiew na agarze). Badania
przeprowadzone w ramach niniejszej pracy obejmowaty takze testy toksycznosci wyzej
wymienionych zwigzkéw wzgledem komorek mysich fibroblastéw.

Otrzymane wyniki sugerujg, ze wybrane lipopeptydy mogg mieé zastosowanie
w modyfikacji powierzchni biomateriatdw, a w przypadku wykorzystanych wyrobéw
medycznych osiggajg wyzszg aktywno$¢ niz citropina 1.1. Dla wiekszosci
zwigzkdéw redukcja wzrostu drobnoustrojéw byta widoczna dla materiatéow
modyfikowanych w stezeniach 16-32 pg/ml (inkubacja w roztworze) zaréwno
w przypadku fragmentéw cewnika jak i przy wykorzystaniu soczewek kontaktowych.

Sposréd zastosowanych metod najbardziej uniwersalna okazata sie modyfikacja
poprzez inkubacje, a najwiekszg redukcje wzrostu bakterii osiggnieto dla soczewek

kontaktowych (w zakresie stezen aktywnych redukcja byta réwna badz bliska 100%).



Badania cytotoksycznosci peptyddéw wzgledem linii komodrkowej mysich
fibroblastéw potwierdzity, ze zwigzki te nie powodujg spadku przezywalnosci komérek
ponizej 70% od stezenia 128 ug/ml (przy nizszych wartosciach przezywalnos$¢ wynosita
ok.90-100%). Nie zaobserwowano takze dziatania hemolitycznego peptyddw w zakresie
ich aktywnosci mikrobiologiczne;.

Otrzymane wyniki potwierdzajg, ze warto rozwija¢ tematyke zwigzang
z mozliwosciami wykorzystania AMPs w technologii biomateriatéw charakteryzujgcych
sie  wilasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi. Dla lepszego okreslenia ich

biomedycznego przeznaczenia oraz wartosci aplikacyjnych niezbedne sg dalsze badania.



Abstract

Intensive development in medicine contributes to the implementation of new
strategies for saving and supporting human health and life. This purpose is
achieved by designing of medical materials with improving properties.

Extensive use of various types of plastics in the form of implants, drug delivery
systems caused the problem called biomaterials—related infections. In the era of
increasing antibiotic resistance, the occurrence of bacterial infections is connected with
the risk of therapy failure. Bacterial colonization of medical materials may result in the
necessity of the patient's reoperation. The problem of bacterial infections related to the
use of biomaterials is also serious because of the presence of biofilm. Proven
susceptibility of medical materials to bacterial colonization and much greater resistance
of biofilm-forming microorganisms to conventional antibiotic therapy resulted in need
of developing new biomaterials or modifying their surface to prevent the phenomenon
of bacterial adhesion.

The aim of this PhD thesis was to investigate the possibility of using antimicrobial
peptides (AMPs) as compounds that may change the properties of surfaces of medical
materials in order to prevent the development of biofilm. The compounds used in the
experiments were obtained by solid-phase peptide synthesis protocol in the
Department of Inorganic Chemistry, MUG. Polymyxin B (lipopeptide, used in the therapy
of Gram-negative bacterial infections) was also included in the tests in order to compare
the activity of selected compounds.

The group of selected AMPs consisted of 8 short lipopeptides containing in
a sequence different combinations of lysine/arginine and fatty acid residue. Citropin 1.1
and the polymixin B were also used in the preliminary studies. Microbiological tests
were carried out using reference strains of bacteria: S. aureus ATCC 6538, S. epidermidis
ATCC 2532, E. coli ATCC 25922 and P. aeruginosa ATCC 9027. Based on the
determination of the minimum inhibitory concentration, the effect of compounds on
the formation of biofilm, their activity against mature structure and the results of
the human red blood cell toxicity test, following lipopeptides were chosen: Palm-KK-
NH2, Palm-KK-KR-NH2, Palm-KRKK-NH2, K-Dap(Palm)-K-NHz, K-Orn(Palm)-K-NHz,

Polymyxin B. They were used in the processes of material surface modifications.



The experiments were conducted using commercially available medical devices:
silicone-latex urinary catheter and hydrogel, daily disposable contact lenses. Selected
compounds were combined with the surface of materials by incubation in solution (both
catheter fragments and lenses) and by covalent bonding (lenses). The presence of
peptides on the surface of the materials was verified by infrared spectroscopy (AT-FTIR).
The degree of release of compounds from the surface of materials was also evaluated.

Antimicrobial activity of modified materials was examined by incubation in
bacterial inoculums. Reduction of bacterial growth was observed using e.g.
spectrophotometric measurement of inoculum density, agar culture. The studies carried
out during this study included also tests of toxicity of the above mentioned compounds
to mice fibroblast cells.

Obtained results suggest that selected lipopeptides may be useful in the reduction
of microbial growth on medical materials. Modified surfaces were effective in
concentration 16—32 pg/ml (incubation in solution) for both catheter fragments and
contact lenses.

Among the methods which were used, modification by incubation proved to be
more effective and the greatest reduction of bacterial growth was achieved for contact
lenses (in the range of active concentrations the reduction was equal or close to 100%).

Studies on the toxicity of peptides to mice fibroblast line confirmed that these
compounds do not cause a decrease in cell survival below 70% from 128 pg/ml (at lower
concentration survival values were about 90-100%).

The results obtained in this study show that it is worthwhile to develop the
following topics with the potential use of antimicrobial peptides in biomaterials
technology. Further research is needed to better define their biomedical application

values.



