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3. Spis skrótów 

A549 – ludzkie komórki gruczolakoraka płuc 

ABC – ang. ATP-binding cassette; kaseta wiążąca ATP 

AmpC – ang. βeta-lactamase class C according to Ambler; βeta-laktamaza klasy C wg 

Amblera 

ATCC – ang. American Type Culture Collection  

ATP – ang. adenosine triphosphate; adenozynotrifosforan 

Au NPs – ang. gold nanoparticles; nanocząstki złota 

Au NPs@CSAs – nanocząstki złota, których powierzchnia została sfunkcjonalizowana 

cerageninami 

AuR/AuP/AuS NPs@CSA – nanocząstki złota w kształcie patyczków (AuR)/fistaszków 

(AuP)/gwiazdek (AuS) sfunkcjonalizowane cerageninami 

BSA – ang. bovine serum albumin; surowicza albumina bydlęca 

CAUTI – ang. catheter-associated urinary tract infections; odcewnikowe zakażenia dróg 

moczowych 

CDC – ang. Centers for Disease Control and Prevention; Centra Kontroli i Zapobiegania 

Chorobom 

CFU- ang. colony-forming unit; jednostka tworząca kolonię 

CSAs – ang.  cationic steroid antimicrobials; kationowe steroidowe środki 

przeciwdrobnoustrojowe, cerageniny 

DAPI – ang. 4',6-diamidino-2-phenylindole; 4′,6-diamidino-2-fenyloindol 

DFCH-DA – ang. 2',7'-Dichlorofluorescein diacetate; dioctan 2′,7′-dichlorofluoresceiny 

Disc(3) – ang. 3,3′-Dipropylthiadicarbocyanine iodide; jodek 3,3′-dipropylotiadikarbocyjaniny 

DMEM – ang. Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DNA – ang. deoxyribonucleic acid; kwas deoksyrybonukleinowy 

EPS – ang. extracellular polymeric substances; zewnątrzkomórkowe substancje polimerowe 

ERG11 – gen kodujący 14α-demetylazę lanosterolu 

ESBL – ang. extended-spectrum βeta-lactamases; β-laktamazy o rozszerzonym spektrum 

działania 

ESKAPE – akronim obejmujący nazwy sześciu wysoce zjadliwych i opornych na antybiotyki 

patogenów bakteryjnych: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter spp. 
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EUCAST – ang. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing; Europejski 

Komitet ds. Oznaczania Lekowrażliwości 

FBS – ang. fetal bovine serum; płodowa surowica bydlęca 

FITC – ang. fluorescein isothiocyanate; izotiocyjanian fluoresceiny 

IMP – ang. imipenemase; imipenemaza 

LB – ang. Luria-Bertani; pożywka Lurii-Bertaniego 

LPS – ang. lipopolysaccharides; lipopolisacharyd 

MATE – ang. multidrug and toxin extrusion; białka ekstruzji wielolekowej i toksyn 

MBC – ang. minimum bactericidal concentration; minimalne stężenie bakteriobójcze 

MDR – ang. multidrug-resistant bacteria; bakterie wielolekooporne 

MFC – ang. minimum fungicidal concentration; minimalne stężenie grzybobójcze 

MFS – ang. major facilitator superfamily; nadrodzina białek transportu błonowego 

MHDA – ang. 16-mercaptohexadecanoic acid; kwas 16-merkaptoheksadekanowy 

MIC – ang. minimum inhibitory concentration; minimalne stężenie hamujące 

MOPS – ang. 3-(N-Morpholino)propanesulfonic acid; kwas 3-(N-morfolino) 

propanosulfonowy 

MRSA – ang. methicyllin-resistant Staphylococcus aureus; gronkowiec złocisty oporny na 

metycylinę 

MTT – ang. 3- (4,5-Dimethylthiazol-2-Yl) -2,5-Diphenyltetrazolium Bromide; bromek 3-[4,5-

dimetylotiazol-2-ylo]-2,5-difenylotetrazoliowy 

NDM-1 – ang. New Delhi metallo-β-lactamase; metalo-β-laktamaza 

NPN – ang. N-Phenyl-1-naphthylamine; N-fenylo-1-naftyloamina 

NPs – ang. nanoparticles; nanocząstki 

OD – ang. optical density; gęstość optyczna 

OMP – ang. outer membrane proteins; białka błony zewnętrznej 

OprD – ang. outer membrane protein D; białko D błony zewnętrznej 

PACE – ang. proteobacterial antimicrobial compound efflux; rodzina białek transportowych 

u proteobakterii  

PBS – ang. phosphate buffered saline; sól fizjologiczna buforowana fosforanami 

PFA – ang. paraformaldehyde; paraformaldehyd 

RBC – ang. red blood cell; krwinka czerwona 

RND – ang. resistance-nodulation-division; transportery z rodziny RND 

ROS – ang. reactive oxygen species; reaktywne formy tlenu 



10 

 

RPMI – ang. Roswell Park Memorial Institute 

rRNA – ang. ribosomal ribonucleic acid; rybosomalny kwas rybonukleinowy 

SMR – ang. small multidrug resistance; rodzina SMR integralnych białek błonowych 

STEM – ang. scanning transmission electron microscopy; skaningowy transmisyjny 

mikroskop elektronowy 

TEM – ang. transmission electron microscopy; transmisyjny mikroskop elektronowy 

TSST-1 – ang. toxic shock syndrome toxin-1; toksyna-1 zespołu wstrząsu toksycznego  

VRE – ang. vancomycin-resistant Enterococcus; enterokoki oporne na wankomycynę 

VREF – ang. vancomycin-resistant Enterococcus faecium; oporny na wankomycynę 

Enterococcus faecium 

WHO – ang. World Health Organization; Światowa Organizacja Zdrowia 

XDR – ang. extensively drug-resistant; bakterie oporne na szeroką gamę leków 

ZUM – zakażenie układu moczowego 
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4. Wstęp 

 Zakażenia wywoływane przez drobnoustroje lekooporne, stanowią istotny problem 

zdrowotny, epidemiologiczny oraz ekonomiczny (1). Szacuje się, iż w 2019 roku zakażenia 

bakteryjne były przyczyną śmierci około 7,7 miliona osób (z czego 4,95 miliona zgonów było 

spowodowane przez drobnoustroje lekooporne). Równocześnie, szacuje się, iż zakażenia 

grzybicze każdego roku są przyczyną śmierci 1,7 miliona osób (2-4). Najnowsze prognozy 

wskazują, iż do 2050 roku zakażenia wywołane przez drobnoustroje lekooporne będą 

powodować 10 milionów zgonów rocznie, a liczba zgonów z powodu zakażeń bakteryjnych 

będzie główną przyczyną śmierci ludności, przewyższając umieralność wywołaną przez 

choroby nowotworowe (5, 6).  

 Jedną z głównych przyczyn niepowodzenia antybiotykoterapii jest narastająca 

lekooporność mikroorganizmów spowodowana (i) nadmiernym stosowaniem antybiotyków, 

zwłaszcza w rolnictwie oraz (ii) ich niewłaściwym stosowaniem w medycynie, wynikającym 

z braku znajomości zasad racjonalnej antybiotykoterapii, a także (iii) formowaniem biofilmu 

przez mikroorganizmy patogenne (7-9). W kontekście hodowli zwierząt, rutynowo stosuje się 

antybiotyki zarówno celem profilaktyki chorób, jak i zwiększenia przyrostu masy ciała (10). 

W przypadku leczenia ludzi, nieprawidłowe stosowanie antybiotyków obejmuje między 

innymi stosowanie środków przeciwbakteryjnych w zakażeniach górnych dróg oddechowych 

o etiologii wirusowej, samodzielne stosowanie antybiotyków bez konsultacji z lekarzem, 

nieprzestrzeganie zaleceń dotyczących dawkowania, bądź przedwczesne przerwanie kuracji, co 

sprzyja generowaniu i selekcji opornych szczepów bakterii (11). Ponadto, zdolność 

mikroorganizmów do tworzenia wielokomórkowych struktur biofilmu jest istotnym 

czynnikiem wpływającym na niepowodzenie stosowanej terapii, gdyż komórki bakterii 

oraz grzybów chronione w macierzy biofilmu są nawet 1000-krotnie bardziej oporne na środki 

dezynfekcyjne oraz stosowane leczenie w porównaniu do planktonicznej formy wzrostu (12). 

Niepokojący jest fakt, iż większość obecnie stosowanych antybiotyków jedynie zmniejsza 

liczbę komórek bakteryjnych lub grzybiczych znajdujących się w strukturze biofilmu, nie 

prowadząc do ich całkowitej eradykacji, czego konsekwencją jest rozwój przewlekłych i/lub 

nawracających zakażeń (13). Z tego też względu, konieczne jest poszukiwanie nowych 

środków przeciwdrobnoustrojowych, skutecznych w stosunku do patogenów tworzących 

biofilm. 
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5.1 Zakażenia bakteryjne wywoływane przeze patogeny z grupy ESKAPE 

Akronimem ESKAPE, zdefiniowanym po raz pierwszy w roku 2008, określa się grupę 

lekoopornych bakterii, które ze względu na swoją niewrażliwość na powszechnie stosowane 

antybiotyki, wynikającą z obecności różnych mechanizmów oporności, stały się istotnym 

problemem epidemiologicznym o charakterze globalnym (14). Do grupy tej zalicza się: 

Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 

baumannii, Pseudomonas aeruginosa oraz Enterobacter spp. (15). Wagę problemu podkreśla 

umieszczenie patogenów z grupy ESKAPE na priorytetowej liście Światowej Organizacji 

Zdrowia (WHO), uwzgledniającej mikroorganizmy w stosunku do których występuje pilna 

potrzeba opracowania nowych środków przeciwdrobnoustrojowych. W szczególności, oporne 

na karbapenemy A. baumannii i P. aeruginosa zostały wymienione w priorytecie krytycznym, 

a oporne na wankomycynę E. faecium (VREF) oraz oporne na metycylinę/wankomycynę 

S. aureus (MRSA/VRSA) zostały sklasyfikowane w grupach o wysokim priorytecie (16). 

E. faecium jest fakultatywnie beztlenowym, Gram-dodatnim ziarenkowcem, który jako 

komensal powszechnie wywołuje zakażenia szpitalne u pacjentów z obniżoną odpornością. 

Infekcje związane z E. faecium obejmują odcewnikowe zakażenia dróg moczowych (CAUTI), 

bakteriemię, infekcje w obrębie jamy brzusznej czy zapalenie wsierdzia. Enterokoki oporne na 

wankomycynę (VRE) zostały po raz pierwszy wyizolowane w latach osiemdziesiątych XX 

wieku i w dalszym ciągu stanowią istotny czynnik etiologiczny zakażeń (17).  

S. aureus to Gram-dodatni ziarenkowiec obecny w mikrobiomie skóry. Gronkowiec 

złocisty może powodować wiele infekcji, począwszy od infekcji ran i tkanek miękkich, przez 

zapalenie wsierdzia, sepsę, aż po zapalenie płuc. S. aureus jest zdolny do tworzenia biofilmu 

na implantach medycznych (18). Dodatkowo, około 20% naturalnych izolatów gronkowca 

złocistego wytwarza egzotoksynę TSST-1 (toksyna-1 zespołu wstrząsu toksycznego), która jest 

odpowiedzialna za wywoływanie zespołu wstrząsu toksycznego (19). Szczep MRSA został 

wyizolowany po raz pierwszy w 1961 roku, po zaledwie 2 latach od wprowadzenia 

antybiotyków β-laktamowych i w dalszym ciągu pozostaje istotnym problemem zdrowotnym 

na całym świecie (18).  

K. pneumoniae jest Gram-ujemną pałeczką klasyfikowaną do rzędu Enterobacterales. 

Szacuje się, iż bakteria ta odpowiedzialna jest za około 30% wszystkich infekcji 

wywoływanych przez bakterie Gram-ujemne, stanowiąc częsty czynnik etiologiczny zapalenia 

płuc, zakażeń układu moczowego, posocznicy, zakażeń ran chirurgicznych oraz wsierdzia. Ze 

względu na produkcję β-laktamazy o rozszerzonym spektrum działania (ESBL), występowanie 
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wielolekoopornych (MDR) i skrajnie lekoopornych (XDR) fenotypów, bakteria ta stanowi 

poważne wyzwanie w zwalczaniu zakażeń (20, 21).  

A. baumannii oporny na karbapenemy jest jednym z patogenów, który wymaga podjęcia 

natychmiastowych działań celem wdrożenia nowych terapii przeciwdrobnoustrojowych. 

A. baumannii jest oportunistyczną, Gram-ujemną pałeczką, która potrafi przystosować się do 

niekorzystnych warunków środowiska. Najczęstszymi postaciami klinicznymi zakażeń 

wywoływanych przez tę bakterię są zakażenia krwi związane z zastosowaniem centralnej linii 

naczyniowej oraz zapalenia płuc związane z wentylacją mechaniczną. Bakterie te cechują się 

zdolnością do długookresowego przetrwania w suchym środowisku, co możliwe jest ze 

względu na obecność polisacharydów otoczkowych, zbudowanych z powtarzających się 

jednostek węglowodanowych, działających jako tarcza glikanowa chroniąca przed 

szkodliwymi czynnikami zewnętrznymi oraz utratą wody (22). Aby zapobiec uszkodzeniom 

DNA w wyniku alkilacji, utleniania, delecji zasad czy pękania nici, które mogą wystąpić 

w wyniku odwodnienia, A. baumannii wykorzystuje białko RecA28, które pełni funkcję 

enzymu niezbędnego do homologicznej rekombinacji i naprawy DNA (23, 24). Dodatkowo, ze 

względu na nasilony stres oksydacyjny podczas wysuszania, A. baumannii istotnie zwiększa 

ekspresję katalazy, co jest skutkiem obecności w genomie sekwencji insercyjnej ISAba1. 

Dzięki temu mechanizmowi możliwa jest skuteczna neutralizacja reaktywnych form tlenu 

(ROS) (25). W ostatnim czasie odnotowano pojawienie się szczepów A. baumannii 

wytwarzających karbapenemazy: MBL typu IMP, kodowaną przez blaIMP oraz oksacylinazy - 

β-laktamazy serynowej klasy D, kodowanej przez blaOXA. Szczepy wielolekooporne 

A. baumannii charakteryzują się produkcją: (i) β-laktamaz (AmpC, karbapenemazy Oxa-23 czy 

MBL typu IMP), (ii) białek błony zewnętrznej (OmpA, CarO, OmpW, NlpE), (iii) enzymów 

modyfikujących leki (tj. acetylotransferazy aminoglikozydowe, transferazy adenylowe, 

fosfotransferazy), (iv) transporterów leków (białko HlyD; pompy efflux AcrB-AdelJK) oraz 

(v) poryny DcaP pełniącej istotną rolę podczas tworzenia biofilmu (26-28).   

P. aeruginosa to Gram-ujemna pałeczka tlenowa, która jest częstym czynnikiem 

etiologicznym zapalenia płuc u pacjentów z mukowiscydozą i zakażeń ran oparzeniowych. 

Posiada słabo przepuszczalną błonę zewnętrzną dla wielu klas związków, gdzie współczynnik 

przepuszczalności jest od 10 do 500 razy niższy niż w przypadku Escherichia coli, wykazuje 

zdolność produkcji cefalosporynaz, a także posiada liczne systemy transportu, które zapewniają 

wrodzoną oporność na wiele antybiotyków (29, 30). Ponadto, modyfikacje i zmniejszona 

ekspresja białek porynowych OprD przyczyniają się do zmniejszonego wychwytu leku, co 
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skutkuje opornością na imipenem (31). Bakteria ta posiada również geny kodujące β-laktamazy 

typu AmpC, nadające oporność na leki β-laktamowe, takie jak cefuroksym i ceftriakson (32). 

Niski poziom produkcji AmpC nie skutkuje wysokim poziomem oporności na karbapenemy ze 

względu na ich niski potencjał hydrolizy karbapenemów, ale ich nadprodukcja wraz ze 

zmniejszoną przepuszczalnością poryn przez błonę zewnętrzną i/lub nadekspresją pompy 

wypływowej przyczyniają się do wysokiego poziomu oporności na karbapenemy (33, 34). 

P. aeruginosa posiada pompy efflux z rodziny RND, które aktywnie wydalają toksyczne 

związki z przestrzeni peryplazmatycznej i cytoplazmy, zwłaszcza pompy wypływowe MexAB-

OprM i MexXY-OprM. Nadekspresja MexXY-OprM jest związana z opornością P. aeruginosa 

na aminoglikozydy, fluorochinolony i cefalosporyny. Co więcej, wiele klinicznych izolatów 

P. aeruginosa wykazuje ekspresję systemów wypływu MexCD-OprJ i MexEF-OprN (15). 

P. aeruginosa może również nabywać oporność poprzez mutacje punktowe w istniejących 

wcześniej genach (mutacje punktowe gyrazy DNA/topoizomerazy IV warunkujące oporność 

na fluorochinolony) lub horyzontalny transfer determinantów oporności (35).  

Enterobacter spp. to grupa Gram-ujemnych pałeczek fakultatywnie beztlenowych, 

wywołujących sepsę, infekcje dróg moczowych, zakażenia miejsca operowanego czy infekcje 

dróg oddechowych. E. cloacae, E. aerogenes (obecnie Klebsiella aerogenes) i E. hormaechei 

są to gatunki najczęściej izolowane w zakażeniach klinicznych, szczególnie u pacjentów 

z obniżoną odpornością oraz pacjentów hospitalizowanych na oddziałach intensywnej terapii 

(36). Szczepy Enterobacter są naturalnie oporne na penicyliny oraz cefalosporyny pierwszej 

i drugiej generacji ze względu na niski poziom ekspresji chromosomalnych genów ampC 

kodujących indukcyjną cefalosporynazę typu AmpC (37). W przypadku długotrwałej 

ekspozycji na działanie leków β-laktamowych może dojść do powstania indukcyjnych 

fenotypów cefalosporynazy AmpC, warunkujących oporność na cefalosporyny trzeciej 

generacji (38). Możliwość nabycia plazmidów, w których pośredniczą geny kodujące ESBL, 

nadaje Enterobacter oporność na większość antybiotyków β-laktamowych. Dodatkowo, 

bakterie mogą nabywać oporność na kolistynę, poprzez plazmidowy gen mcr, gen ecr lub 

dwuskładnikowe systemy phoPQ, pmrAB, które prowadzą do modyfikacji lipidu A (39, 40). 

W związku z powyższymi rozważaniami, istotne staje się opracowanie nowych strategii 

terapeutycznych przeciwko omawianym patogenom. Bakterie z grupy ESKAPE, wykazujące 

oporność na wiele antybiotyków, są czynnikami etiologicznymi infekcji mogących skutkować 

śmiercią, przede wszystkim wśród pacjentów o obniżonej odporności. 
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5.2 Zakażenia grzybicze o etiologii Candida 

 W ostatnich latach zaobserwowano istotny wzrost częstości występowania infekcji 

grzybiczych wywołanych przez grzyby z rodzaju Candida (41). Szacuje się, że śmiertelność 

związana z kandydemią wynosi od 10% do 47%, przy czym ryzyko zgonu jest ściśle powiązane 

z wiekiem pacjenta, gatunkiem Candida odpowiedzialnym za zakażenie, stosowaniem leków 

immunosupresyjnych, obecnością cewnika naczyniowego, a także istniejącą wcześniej 

dysfunkcją nerek i innymi chorobami współistniejącymi (42-46). 

Głównym czynnikiem etiologicznym ogólnoustrojowych zakażeń grzybiczych, 

potencjalnie zagrażającym życiu są grzyby zaliczane do Candida spp. (47). Chociaż Candida 

albicans jest najczęstszym gatunkiem izolowanym od pacjentów z kandydozą, w ostatnim 

czasie wzrosła rola innych gatunków, takich jak C. glabrata (obecnie Nakaseomyces glabrata), 

C. tropicalis, C. parapsilosis i C. krusei (obecnie Pichia kudriavzeveii) (48-51). Wszystkie pięć 

gatunków Candida izoluje się w ponad 90% inwazyjnych zakażeń grzybiczych (52, 53). Warto 

podkreślić, że na całym świecie odnotowuje się prawie 10 milionów przypadków kandydozy 

błon śluzowych, a ponad 150 milionów ludzi jest dotkniętych poważnymi chorobami 

grzybiczymi (54).  

Mimo utrzymującego się istotnego zagrożenia związanego z kandydozą, dostępność 

skutecznych leków przeciwgrzybiczych w terapii pozostaje nadal ograniczona (55, 56). 

Ponadto, rosnąca oporność grzybów na dostępne leki przeciwgrzybicze stanowi poważne 

wyzwanie dla sektora opieki zdrowotnej (54). Z wielkim niepokojem obserwuje się 

systematyczny wzrost liczby grzybów lekoopornych, w tym szczepów MDR (57, 58). Powagę 

problemu podkreśla raport opublikowany przez Centrum Kontroli i Prewencji Chorób (CDC), 

który ostrzega przed lekoopornymi szczepami Candida, określając je jako poważne zagrożenie, 

wymagające natychmiastowego opracowania nowych metod leczenia (59). 

Lekooporność grzybów negatywnie wpływa na wyniki leczenia pacjentów z inwazyjną 

kandydozą. Najistotniejsze mechanizmy oporności na leki przeciwgrzybicze obejmują 

(i) zmniejszenie wewnątrzkomórkowej akumulacji leku poprzez aktywację związanych z błoną 

pomp wypływowych, (ii) zmniejszenie powinowactwa leków do docelowego miejsca działania, 

a także (iii) zmiany w strukturze i składzie błony komórkowej, które mogą wpływać na 

przepuszczalność dla leków (60-63). 

Chociaż nastąpił postęp w profilaktyce, diagnostyce i terapii, inwazyjne zakażenia 

Candida wywołane przez oporne szczepy w dalszym ciągu przyczyniają się do znacznej 
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śmiertelności, szczególnie u pacjentów z obniżoną odpornością, co podkreśla pilną potrzebę 

opracowania nowych leków przeciwgrzybiczych (54, 64).  

5.3 Mechanizmy oporności drobnoustrojów 

Wiek dwudziesty to „złota era” rozwoju antybiotyków. Odkryto wówczas wiele nowych 

środków przeciwdrobnoustrojowych i wprowadzono je do medycyny praktycznej. Jednak 

rozwój leków przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybiczych uległ znacznej stagnacji. Najnowszą 

klasę antybiotyków, jaką są lipopeptydy, opisano w latach osiemdziesiątych XX wieku, 

natomiast echinokandyny stanowią najmłodsza grupę środków przeciwgrzybiczych, 

wprowadzono do praktyki lekarskiej na początku obecnego stulecia (65, 66).  

Chemiczna modyfikacja i rozkład leku stanowią jedną z wielu strategii, które mogą być 

wykorzystywane przez mikroorganizmy w celu rozwoju oporności. Mechanizmy te pozwalają 

drobnoustrojom unikać lub zneutralizować działanie leku, co prowadzi do utraty jego 

skuteczności. Mikroorganizmy, a zwłaszcza bakterie mogą wytwarzać enzymy zdolne do 

bezpośredniego rozkładu lub modyfikacji struktury chemicznej leku. Bakteryjne β-laktamazy 

są jednymi z szeroko badanych enzymów pod kątem oporności na antybiotyki i charakteryzują 

się zdolnością do rozszczepiania wiązania amidowego pierścienia β-laktamowego obecnego 

w penicylinach, cefalosporynach, monobaktamach i karbapenemach (67). Penicylinazy, 

cefalosporynazy, ESBL, metalo-β-laktamazy czy karbapenemazy to główne typy laktamaz 

odpowiedzialnych za degradację leku (68). Również niektóre enzymy bakteryjne mają zdolność 

chemicznej modyfikacji antybiotyków poprzez acetylację, fosforylację czy adenylację, 

zapobiegając wiązaniu się antybiotyku z miejscem docelowym w komórce bakteryjnej. 

Modyfikacje te obejmują acetylację zależną od acetylo-CoA, a także dwa odrębne procesy 

zależne od ATP: fosforylację i adenylację. Geny kodujące różne izoformy enzymów 

odpowiedzialnych za powyższe modyfikacje są obecne na mobilnych elementach 

genetycznych, co sprawia, że istnieje różnorodność w regiospecyficzności chemicznych 

modyfikacji antybiotyków (69). Acetylacja jest najczęściej stosowanym mechanizmem 

modyfikacji przez bakterie takich antybiotyków jak aminoglikozydy, chloramfenikole, 

streptograminy czy fluorochinolony. Enzymy modyfikujące aminoglikozydy uczestniczą 

w kowalencyjnej zmianie grup hydroksylowych, bądź aminowych cząsteczki aminoglikozydu, 

prowadząc do utraty aktywności antybiotyku (70, 71). Główne kategorie enzymów 

modyfikujących antybiotyki obejmują enzymy modyfikujące aminoglikozydy, fosfomycyny 

czy rifamycyny, acetylotransferazy chloramfenikolu, fosfotransferazy makrolidowe oraz 
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monooksygenazy zależne od flawiny (69). Możliwe, że mechanizm rozkładu leku przez 

enzymy komórkowe występuje również u grzybów. Ostatnie badania dowiodły, iż indukowany 

układ enzymatyczny dermatofitów doprowadził do degradacji leku do mało aktywnych lub 

nieaktywnych pochodnych (72).  

Pompy wypływowe odpowiadają za usuwanie antybiotyków z komórki drobnoustroju, 

a u szczepów MDR obserwuje się nadekspresję różnego rodzaju tych białek (73). Geny 

kodujące pompy wypływowe mogą być obecne albo w genomie bakterii, albo w mobilnych 

elementach genetycznych, takich jak plazmidy. Do tej pory opisano sześć rodzin bakteryjnych 

pomp wypływowych, a mianowicie: nadrodzinę ABC (ATP-binding cassette), rodzinę MATE 

(multidrug and toxin extrusion), nadrodzinę MFS (major facilitator superfamily), nadrodzinę 

RND (resistance-nodulation-cell division), rodzinę SMR (small multidrug resistance) oraz 

rodzinę PACE (proteobacterial antimicrobial compound efflux) (74). Natomiast ostatnie 

badania wskazują, że grzyby posiadają co najmniej dwa systemy usuwania leku za pomocą 

pompy wypływowej. Należą do niej białka nadrodziny MFS i ABC (75). 

Drobnoustroje chronią się przed działaniem antybiotyków poprzez modyfikację miejsca 

docelowego działania leku. Te modyfikacje obejmują mutacje w genie kodującym białko 

docelowe, chemiczną zmianę miejsca interakcji bądź zastąpienie/ominięcie docelowego 

miejsca działania (71). Wiele antybiotyków wywiera swoje działanie przeciwbakteryjne po 

połączeniu z podjednostkami rybosomów (50S i 30S). Antybiotyki aminoglikozydowe 

oddziałują z 16S rRNA podjednostki 30S i utrudniają interakcję aminoacylo-tRNA 

z antykodonem, co ostatecznie prowadzi do zahamowania translacji. Jednak w wyniku 

metylacji N7 guaniny (1405) lub N1 adeniny (1408) 16S rRNA przez metylotransferazy, 

dochodzi do uzyskania oporności na większość aminoglikozydów (76). W przypadku 

makrolidów, linkozamidów czy streptogramin ich celem działania są białka rybosomalne 

podjednostki 50S oraz niektóre rRNA (5S i 23S rRNA) (77). Podobnie, bakteryjne cele 

antybiotyków są modyfikowane przez transferazy fosfoetanoloaminy i enzymy modyfikujące 

peptydoglikan. Przykładem modyfikacji docelowego miejsca działania u grzybów są mutacje 

punktowe w genie ERG11, który koduje enzym 14α-demetylazę lanosterolu. Mutacje w ERG11 

powodują zmiany w strukturze przestrzennej kodowanego białka i zmniejszają powinowactwo 

pomiędzy białkiem i azolem (78). 

Zapobieganie napływowi antybiotyków jest wynikiem tworzenia barier lub modyfikacji 

struktur powierzchownych komórek mikroorganizmów, które uniemożliwiają antybiotykom 

penetrację do ich wnętrza. Zewnętrzna błona bakterii Gram-ujemnych zawiera białka zwane 
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porynami, które biorą udział w tworzeniu kanałów umożliwiających przemieszczanie się 

antybiotyków do wnętrza komórki. A. baumannii, który wykazywał wyraźną utratę białka 

błony zewnętrznej (OMP) był niewrażliwy na działanie imipenemu (79). Z kolei białko OprD 

jest obecne w błonie zewnętrznej P. aeruginosa, natomiast obniżenie poziomu OprD 

umożliwiło bakteriom nabycie oporności na imipenem (33). W przypadku grzybów zmiany 

w składzie steroli i/lub fosfolipidów błony komórkowej grzybów mogą wpływać na penetrację 

leku przeciwgrzybiczego do wnętrza komórki. Ostatnie badania dowiodły, iż zmienione profile 

fosfolipidów i kwasów tłuszczowych wpływają na przepuszczalność komórek C. albicans 

czyniąc je bardziej opornymi na mikonazol (80). W innym badaniu wykazano, że mutant 

C. albicans oporny na azole i polieny miał większą zawartość lipidów i niższy stosunek lipidów 

polarnych do lipidów obojętnych niż szczepy wrażliwe na azole (81).  

Zdolność tworzenia biofilmu jest jednym z kluczowych mechanizmów, które 

mikroorganizmy wykorzystują w celu rozwijania oporności na antybiotyki, co stanowi 

poważne wyzwanie dla skutecznej terapii antybiotykowej. Biofilm to zorganizowana, złożona 

i wielokomórkowa struktura, w skład której wchodzą polisacharydy, kwasy nukleinowe, białka 

i lipidy (82). Macierz biofilmu stanowi fizyczną barierę, która nie tylko zabezpiecza przed 

mechanicznym usunięciem, ale także działaniem środków przeciwdrobnoustrojowych oraz 

umożliwia unikanie odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Bakterie w formie biofilmu 

wykorzystują szereg strategii, aby uniknąć wykrycia przez układ odpornościowy gospodarza. 

Obniżają one swoją aktywność metaboliczną, dzięki czemu są mniej podatne na działanie 

komórek odpornościowych, których celem są aktywnie rosnące mikroorganizmy (83). Ponadto, 

aby uniknąć wykrycia przez układ odpornościowy gospodarza, biofilm może podlegać 

zmianom antygenowym i uwalniać substancje chemiczne, które tłumią sygnalizację 

i aktywność immunologiczną (84). 

Polimerowe składniki macierzy zewnątrzkomórkowej (EPS) jako bariera ograniczająca 

dyfuzję substancji przeciwdrobnoustrojowych, uniemożliwia ich penetrację do głębszych 

warstw biofilmu (85). Ograniczone przenikanie antybiotyków przez matrycę biofilmu wynika 

między innymi z reakcji środków przeciwdrobnoustrojowych z EPS (86), umożliwiając 

inaktywację lub degradację tych środków przez enzymy obecne w matrycy biofilmu (87). 

Ograniczona penetracja antybiotyków przez biofilm prowadzi do konieczności stosowania 

wysokich dawek leków lub wydłużenia antybiotykoterapii, co z kolei zwiększa ryzyko 

toksyczności w stosunku do komórek gospodarza oraz rozwój oporności na antybiotyki. 

Dodatkowo, biofilm może stanowić źródło wtórnych infekcji, gdyż nawet po zakończeniu 
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antybiotykoterapii, bakterie wewnątrz struktury biofilmu mogą przetrwać, pozostając 

potencjalnym źródłem ponownej infekcji (88). Podsumowanie mechanizmów oporności 

drobnoustrojów przedstawiono na Rycinie 1. 

 

Rycina 1. Zasadnicze mechanizmy oporności drobnoustrojów na antybiotyki. 

5.4 Cerageniny - kationowe lipidy przeciwdrobnoustrojowe 

Alternatywą dla współcześnie stosowanych antybiotyków mogą być cerageniny 

(CSAs), będące lipidowymi analogami naturalnych peptydów przeciwdrobnoustrojowych (89). 

Struktura ceragenin opiera się na kwasie cholowym, będącym naturalnym steroidowym 

związkiem chemicznym, który nadaje cerageninom charakterystyczne właściwości. CSAs 

wykazują ampifatyczny charakter – zawierają zarówno regiony hydrofilowe umożliwiające 

interakcje z wodą oraz innymi substancjami polarnymi, podczas gdy regiony hydrofobowe 

zapewniają interakcje z hydrofobowymi elementami błon lipidowych, dzięki temu cerageniny 

mogą łatwo wbudowywać się w błonę lipidową. Cerageniny, w przeciwieństwie do kwasu 

cholowego, posiadają grupy funkcyjne z dodatnim ładunkiem. Kationowy charakter CSAs 
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umożliwia ich oddziaływanie z ujemnie naładowanymi cząsteczkami na powierzchni komórek 

mikroorganizmów (90, 91). 

Główny mechanizm działania przeciwdrobnoustrojowego CSAs obejmuje bezpośrednią 

interakcję elektrostatyczną z ujemnie naładowanymi błonami komórkowymi drobnoustroju, co 

po wbudowaniu CSAs w strukturę błony prowadzi do zmian w organizacji fosfolipidów błony 

oraz jej depolaryzacji. Mechanizm działania ceragenin obejmuje również stymulację 

wytwarzania wolnych rodników co prowadzi do stresu oksydacyjnego. Tym samym, skutkiem 

oddziaływania ceragenin z komórkami bakterii jest (i) utrata integralności błony komórkowej, 

zwiększenie jej przepuszczalności i utrata składników wewnątrzkomórkowych, a także 

(ii) uszkodzenie materiału genetycznego komórki oraz zaburzenia w procesie replikacji 

i naprawy DNA. 

Uważa się, że CSAs stanowią alternatywę dla antybiotyków ze względu na szerokie 

spektrum działania obejmujące bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne, grzyby, a także 

szczepy wielolekooporne (89, 90, 92). Cerageniny wykazują także działanie 

przeciwbiofilmowe, sporobójcze, przeciwwirusowe, przeciwpasożytnicze 

i przeciwnowotworowe (93-98). Co więcej, cerageniny, w porównaniu z klasycznymi 

antybiotykami, charakteryzują się mniejszą tendencją do indukcji lekooporności (90). Do 

chwili obecnej, nie opisano szczepów bakteryjnych lub grzybiczych wykazujących oporność 

na cerageniny (99, 100). Potencjał terapeutyczny CSAs podkreśla także ich niska toksyczność, 

stabilność w warunkach fizjologicznych i niskie koszty produkcji (99). Dodatkowo, cerageniny 

posiadają szereg korzystnych cech farmakokinetycznych i farmakodynamicznych, takich jak 

(i) amfipatyczny charakter chemiczny, (ii) niespecyficzny, błonowy mechanizm działania, 

(iii) niewrażliwość na proteazy, a także (iv) wysoką aktywność przeciwdrobnoustrojową 

w płynach ustrojowych (101-104).  

5.5 Nanocząstki złota sfunkcjonalizowane cerageninami 

W obliczu ciągłego wzrostu oporności na antybiotyki wśród drobnoustrojów, 

zastosowanie nanocząstek (NPs) metali stanowi innowacyjne podejście w rozwoju nowych 

metod terapii zakażeń (105). Nanocząstki metaliczne, w tym złota (Au NPs), zyskują coraz 

większe zainteresowanie ze względu na unikalne właściwości fizykochemiczne, takie jak 

(i) korzystny stosunek powierzchni do objętości, (ii) możliwość funkcjonalizacji czynnikami 

diagnostyczno-terapeutycznymi, (iii) łatwość modyfikacji sposobu syntezy oraz 
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(iv) właściwości przeciwbakteryjne i immunomodulujące (106-108). Rodzaje nanocząstek 

przedstawiono na Rycinie 2.  

 

Rycina 2. Główne rodzaje nanocząstek będących przedmiotem badań w nanomedycynie. 

Funkcjonalizacja nanocząstek substancjami przeciwdrobnoustrojowymi jest jedną ze 

strategii stosowanych w celu zwiększenia skuteczności leków przeciwko patogenom (109). 

W wyniku zwiększonej penetracji przez błony biologiczne, która jest ograniczona przez 

wysoce polarne środowisko błon drobnoustrojów, ich aktywność jest zachowana (110). 

Nanocząstki metali oddziałują z błoną komórkową bakterii poprzez oddziaływania 

elektrostatyczne, hydrofobowe, receptor-ligand lub siły van Der Waalsa, prowadząc do zmiany 

potencjału błony komórkowej i integralności komórek drobnoustrojów (111, 112). Ze względu 

na możliwość przyłączenia do powierzchni nanocząstek środka przeciwdrobnoustrojowego 

w wysokim stężeniu, zwiększoną penetrację przez błonę biologiczną oraz większe wchłanianie 

przez komórkę bakteryjną, efektywne dostarczane stężenie środka przeciwdrobnoustrojowego 

jest zwiększone (113, 114). Ważnym aspektem dostarczania leków przeciwdrobnoustrojowych 

w oparciu o NPs jest poprawa stabilności antybiotyków. Nanocząstki metali jako nośniki mogą 
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chronić leki przed degradacją i podtrzymywać uwalnianie leku, co skutkuje zwiększoną 

biodostępnością (115). W niektórych przypadkach funkcjonalizacja powierzchni metalicznych 

nanocząstek antybiotykami, na które pierwotnie drobnoustroje są oporne, sprawia, że stają się 

one podatne na działanie tych antybiotyków. Oporny na karbapenemy A. baumannii jest 

wrażliwy na sfunkcjonalizowane imipenemem nanocząstki srebra (116), natomiast szczep 

C. albicans oporny na flukonazol jest wrażliwy na nanocząstki złota sfunkcjonalizowane tym 

lekiem (117). Potencjał terapeutyczny nanocząsteczek podkreśla także fakt, iż leki 

zimmobilizowane na powierzchni nanocząstek metalicznych często charakteryzują się 

lepszymi parametrami farmakokinetycznymi w stosunku do natywnych wolnych 

antybiotyków, głównie w zakresie rozpuszczalności, wydłużenia okresu półtrwania, bądź 

przedłużenia czasu, w którym lek obecny jest w płynach ustrojowych (107). 

W porównaniu z innymi nanocząstkami, nanocząstki metali szlachetnych takich jak 

miedź, platyna, srebro czy złoto, coraz częściej przyciągają uwagę badaczy (118). Spośród nich, 

nanocząstki złota są najbardziej stabilne i wykazują silne właściwości przeciwdrobnoustrojowe 

(119-121). W szczególności Au NPs mają szanse na szerokie zastosowane w medycynie ze 

względu na ich zadowalającą biokompatybilność, która wynika z wysokiej stabilności 

chemicznej i fizycznej, odporności na utlenianie, unikalne właściwości optyczne oraz łatwość 

przyłączania cząsteczek białek do powierzchni (122, 123). Au NPs mogą bezpośrednio 

oddziaływać z przeciwciałami, enzymami, kwasami nukleinowymi czy barwnikami 

fluorescencyjnymi (124). Nanocząstki złota wykazują odmienne właściwości w porównaniu do 

złota w skali makro i w zależności od metody syntezy można nadawać im różny kształt (125). 

Ponieważ aktywność biologiczna nanocząstek złota zależy od właściwości 

fizykochemicznych, takich jak ich wielkości, kształtu i ładunku powierzchniowego (126, 127), 

zasadnym wydaje się stwierdzenie, iż cechy te będą bezpośrednio wpływać na ich efektywność 

jako nośniki leków. Jak wykazano na przykładzie nanocząstek tlenku cynku, zmniejszenie 

rozmiaru istotnie nasila aktywność przeciwdrobnoustrojową, co uwarunkowane jest 

korzystniejszym stosunkiem powierzchni do objętości, co umożliwia większą internalizację do 

wnętrza komórki drobnoustroju, co z kolei pozwala na zwiększenie efektów 

wewnątrzkomórkowych NPs (128). W aspekcie funkcjonalizacji powierzchni nanocząstek 

czynnikami o aktywności przeciwdrobnoustrojowej, stosunek powierzchni do objętości 

decyduje również o liczbie cząsteczek, które mogą być związane na ich powierzchni i tym 

samym, ich zdolności do interakcji z błoną komórkową drobnoustrojów czy macierzą biofilmu 

(129). Warto jednak podkreślić, iż nanocząstki metaliczne o mniejszym rozmiarze mogą 
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wykazywać silniejszy efekt toksyczny w stosunku do komórek gospodarza (130). Tym samym, 

celem zaprojektowania nośnika leku o odpowiednim stosunku efektywności do bezpieczeństwa 

wymaga kompleksowej analizy.  

Mechanizm działania nanocząstek na bazie metali obejmuje między innymi zaburzenie 

struktury błony komórkowej, prowadzące do zwiększenia przepuszczalności w wyniku 

oddziaływania elektrostatycznego między ujemnie naładowanymi elementami błony 

komórkowej mikroorganizmu a dodatnio naładowanymi nanocząstkami (131, 132), co 

prowadzi do zaburzeń potencjału błonowego i zwiększonego wytwarzania ROS (133). Stres 

oksydacyjny prowadzi do utleniania glutationu, zaburzając antyoksydacyjne mechanizmy 

obronne komórek drobnoustrojów. W wyniku tych zaburzeń dochodzi do nadmiernej produkcji 

ROS, które oddziałują z lipidami błonowymi i powodują uszkodzenie DNA, białek 

i hamowanie aktywności enzymatycznej (131, 134-138). W wyniku addytywnego działania 

powyższych czynników ostatecznie dochodzi do apoptozy komórki drobnoustroju (139). 

Mechanizm działania Au NPs prowadzący do śmierci komórki bakteryjnej schematycznie 

przedstawiony jest na Rycinie 3. 
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Rycina 3. Mechanizm działania nanocząstek złota.   
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5. Cel pracy 

Narastająca oporność bakterii i grzybów na antybiotyki stanowi globalne wyzwanie 

współczesnej medycyny. Nanotechnologia jest postrzegana jako obiecujące narzędzie w walce 

z narastającą opornością obserwowaną wśród drobnoustrojów identyfikowanych jako czynniki 

etiologiczne zakażeń. W związku z tym, celem tej pracy było: 

1. Określenie aktywności przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej nanocząstek złota 

sfunkcjonalizowanych cerageninami wobec bakterii z grupy ESKAPE oraz grzybów 

drożdżopodobnych. 

2. Ocena wpływu kształtu oraz wielkości nanocząstek złota sfunkcjonalizowanych 

cerageninami na aktywność przeciwbakteryjną oraz przeciwgrzybiczą.  

3. Określenie przeciwgrzybiczego mechanizmu działania badanych nanosystemów. 

4. Ocena indukcji oporności na nanocząstki złota sfunkcjonalizowane cerageninami 

u wybranych szczepów Candida. 

5. Określenie aktywności badanych nanosystemów w stosunku do zewnątrzkomórkowych 

oraz wewnątrzkomórkowych patogenów z grupy ESKAPE. 

6. Ocena toksyczności badanych nanocząstek złota sfunkcjonalizowanych cerageninami 

w stosunku do komórek gospodarza. 
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6. Materiały i metody 

Szczegółowe informacje dotyczące materiałów i metod zostały zaprezentowane w pracy 

oryginalnej wchodzącej w skład rozprawy doktorskiej (publikacja nr 2):  

Karol Skłodowski, Sylwia Joanna Chmielewska, Joanna Depciuch, Piotr Deptuła, Ewelina 

Piktel, Tamara Daniluk, Magdalena Zakrzewska, Michał Czarnowski, Mateusz Cieśluk, Bonita 

Durnaś, Magdalena Parlińska-Wojtan, Paul B. Savage, Robert Bucki.  

Ceragenin-Coated Non-Spherical Gold Nanoparticles as Novel Candidacidal Agents. 

Pharmaceutics, 2021, 13, 1940.  

Materiały, metody oraz wyniki dotyczące aktywności badanych ceragenin i nanosystemów 

wobec bakterii z grupy ESKAPE zostały opisane w rozdziale 6 i 7. 

6.1 Szczepy bakteryjne, grzyby, podłoża hodowlane oraz warunki wzrostu 

Szczep wzorcowy E. faecium ATCC 700221 (VRE) zakupiono z American Type 

Culture Collection (ATCC, VA, USA), natomiast pozostałe szczepy kliniczne bakterii z grupy 

ESKAPE uzyskano z kolekcji izolatów klinicznych Zakładu Mikrobiologii Lekarskiej 

i Inżynierii Nanobiomedycznej, Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku. Szczep kliniczny 

A. baumannii wykazywał oporność na karbapenemy, aminoglikozydy i fluorochinolony, 

natomiast szczep kliniczny K. pneumoniae był oporny na antybiotyki β-laktamowe (produkcja 

NDM-1 oraz ESBL), aminoglikozydy i fluorochinolony. Szczepy bakteryjne przechowywano 

w temperaturze -80°C, a następnie hodowano w przypadku K. pneumoniae oraz A. baumannii 

na podłożu MacConkeya (Biomaxima, Lublin, Polska), a E. faecium na Columbia agar z 5% 

krwią baranią (Biomaxima) w temperaturze 37°C. 

Dodatkowo, wykorzystano dwa szczepy referencyjne grzybów: C. albicans ATCC 

26790 i C. albicans 1408 oraz 19 klinicznych izolatów grzybów pobranych od pacjentów 

hematoonkologicznych Świętokrzyskiego Centrum Onkologii w Kielcach. Identyfikacja 

i wrażliwość przeciwgrzybicza szczepów Candida została określona przy użyciu systemu 

VITEK® 2 (bioMérieux, Marcy-l'Etoile, Francja). Zamrożone szczepy przechowywano 

w temperaturze -80°C, a następnie hodowano na agarze Sabouraud z dodatkiem dekstrozy 

i chloramfenikolu (Biomaxima) w temperaturze 37°C. 
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6.2 Hodowla komórkowa 

 Ludzkie komórki gruczolakoraka płuc A549 (#CCL-185, ATCC), hodowano 

w temperaturze 37°C w obecności 5% CO2 w medium wzrostowym Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (DMEM, ATCC) z dodatkiem 10% płodowej surowicy bydlęcej (FBS, PAN 

Biotech, Aidenbach, Niemcy) oraz 1% roztworem antybiotyków zawierającym penicylinę, 

streptomycynę i amfoterycynę B (Sigma-Aldrich, MO, USA). Wszystkie eksperymenty oparte 

na hodowli komórkowej, z wyjątkiem testów MTT, przeprowadzono w medium wolnym od 

FBS.  

6.3 Związki przeciwdrobnoustrojowe 

6.3.1 Cerageniny oraz antybiotyki 

 Cerageniny: CSA-13, CSA-44 i CSA-131 w ramach współpracy naukowej zostały 

udostępnione przez Pana Profesora Paula B. Savage'a z Wydziału Chemii i Biochemii 

Uniwersytetu Brighama Younga (Provo, Utah, USA). CSAs rozpuszczano w soli fizjologicznej 

buforowanej fosforanami (PBS) i przechowywano w temperaturze 4°C. Imipenem zakupiono 

z Sigma-Aldrich, natomiast wankomycynę z Pol-Aura (Morąg, Polska). 

6.3.2 Nanocząstki złota sfunkcjonalizowane CSA-13, CSA-44 oraz CSA-131 

Nanocząstki złota w kształcie patyczków (AuR NPs), fistaszków (AuP NPs) i gwiazdek 

(AuS NPs) zsyntezowane metodą „seed-mediated" zostały udostępnione w ramach współpracy 

naukowej przez Panią Profesor dr hab. inż. Magdalenę Parlińską-Wojtan oraz dr hab. Joannę 

Depciuch z Zakładu Nanomateriałów Funkcjonalnych Instytutu Fizyki Jądrowej im. Henryka 

Niewodniczańskiego Polskiej Akademii Nauk w Krakowie. Podczas przygotowywania 

nanosystemów użyto MHDA w nadmiarze, aby mieć pewność, iż wszystkie cząsteczki 

ceragenin sfunkcjonalizują powierzchnię Au NPs.  

6.4 Metody 

6.4.1 Określenie właściwości fizykochemicznych badanych nanocząstek złota 

 Za pomocą skaningowej transmisyjnej mikroskopii elektronowej (STEM, FEI, OR, 

USA) określono morfologię i rozmiar otrzymanych nanocząstek złota. Rozkład wielkości 

cząstek uzyskano na podstawie obrazów STEM, zliczając średnią wielkość ze 100 nanocząstek 
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umieszczonych w różnych obszarach siatek TEM. Rozkład potencjału zeta określono za 

pomocą metody mikroelektroforetycznej. Każdą wartość obliczono jako średnia z trzech 

odrębnych serii zawierającą co najmniej 20 pomiarów. Do określenia efektywności 

funkcjonalizacji nanocząstek i immobilizacji ceragenin wykorzystano spektroskopię Ramana 

z transformacją Fouriera (FT-Raman, Thermo Fisher Scientific, MA, USA). W celu uzyskania 

informacji o potencjale zeta otrzymanych nanocząstek wykorzystano Zetasizer Nano Series 

(Worcestershire, UK). 

6.4.2 Określenie wartości MIC/MBC/MFC 

Do określenia wartości minimalnego stężenia hamującego (MIC) badanych środków 

przeciwdrobnoustrojowych wykorzystano inokulum bakterii lub grzybów o zawartości 

komórek około 2×105 CFU (jednostek tworzących kolonie/mL). Wykorzystano metodę 

mikrorozcieńczeń opisaną w wytycznych Europejskiego Komitetu ds. Oznaczania 

Lekowrażliwości (EUCAST). Końcowe stężenia badanych związków wahały się od 0,1 do 51,2 

µg/mL. Wartości MIC zostały określone wizualnie i potwierdzone spektrofotometrycznie 

w pożywce Muellera-Hintona dla bakterii (Sigma-Aldrich) oraz w RPMI (Sigma-Aldrich) 

uzupełnionej MOPS (Sigma-Aldrich) i D-(+)-glukozą (Sigma-Aldrich) wobec grzybów, przy 

najniższym stężeniu badanych związków, gdzie nie zaobserwowano widocznego wzrostu 

drobnoustrojów po 24 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C. Minimalne stężenie 

bakteriobójcze (MBC) określono poprzez posiew każdej próbki (10 µL) na Columbia agar z 5% 

krwią baranią (dla E. faecium) oraz na MacConkey agar (dla K. pneumoniae oraz 

A. baumannii), z kolei minimalne stężenie grzybobójcze (MFC) poprzez posiew na agarze 

Sabouraud z dekstrozą i chloramfenikolem. Następnie płytki agarowe hodowano od 24 do 48 

godzin w temperaturze 37°C, a wzrost drobnoustrojów określono wizualnie. 

6.4.3 Test zliczania kolonii (killing assay) 

W celu określenia aktywności bakteriobójczej antybiotyków (wankomycyny oraz 

imipenemu) oraz nanosystemów złota zawierających cerageniny: AuR NPs@CSA-13, AuP 

NPs@CSA-13 oraz AuS NPs@CSA-13 wobec bakterii z grupy ESKAPE przeprowadzono test 

zaliczania kolonii. Poszczególne hodowle zawieszano w ilości około 108 CFU/mL i seryjnie 

rozcieńczono do 105 CFU/mL w sterylnym PBS. Do badań wykorzystano antybiotyki oraz 

nanosystemy w zakresie stężeń 1–100 µg/mL. Po 60 minutach inkubacji z wytrząsaniem 

w temperaturze 37°C płytki zawierające zawiesinę badanych drobnoustrojów przeniesiono na 
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podkłady chłodzące, a następnie próbki rozcieńczono seryjnie od 10 do 1000-krotnie. Następnie 

10 µL próbki każdego rozcieńczenia wysiewano na agar MacConkeya (dla K. pneumoniae oraz 

A. baumannii), bądź Columbia agar wzbogaconego 5% krwią baranią (dla E. faecium) oraz 

inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C w celu ustalenia liczby kolonii. Jednostki 

tworzące kolonie poszczególnych próbek określono na podstawie współczynnika 

rozcieńczenia. 

6.4.4 Ocena kinetyki wzrostu bakterii z użyciem resazuryny 

W celu zbadania kinetyki zabijania komórek E. faecium ATCC 700221, K. pneumoniae 

oraz A. baumannii indukowanego przez wankomycynę, imipenem, AuR NPs@CSA-13, AuP 

NPs@CSA-13 oraz AuS NPs@CSA-13, bakterie zawieszone w bulionie Luria-Bertani (LB, 

Sigma-Aldrich), przenoszono do 96-dołkowych czarnych płytek (Sigma-Aldrich), a następnie 

poddawano działaniu testowanych związków w zakresie stężeń 1-10 μg/mL. Sól sodową 

resazuryny (Sigma-Aldrich) o końcowym stężeniu 200 μg/mL dodano do mieszaniny bakterii, 

a obserwowane zmiany w emisji światła fluorescencyjnego (wskazujące pośrednio na 

żywotność i zdolność do proliferacji traktowanych komórek drobnoustrojów) rejestrowano 

przez 60 minut przy użyciu czytnika mikropłytek Varioskan Lux (Thermo Fisher Scientific) 

przy długości fali wzbudzenia/emisji wynoszącej odpowiednio 520/590 nm.  

6.4.5 Indukcja oporności C. albicans ATCC 26790 oraz C. krusei na NPs 

sfunkcjonalizowane cerageninami 

Wartości MIC dla AuR NPs@CSA-13, AuR NPs@CSA-44 i AuR NPs@CSA-131 

w stosunku do C. albicans ATCC 26790 oraz C. krusei określono wizualnie i potwierdzono 

spektrofotometrycznie. Po 24 godzinach inkubacji rozpoczęto pasażowanie, wykorzystując 

komórki grzybów rosnące w stężeniu sub-MIC (stężenie poniżej wartości MIC, które nie jest 

grzybobójcze dla komórek) i zaszczepiając je w świeżym podłożu RPMI. Po 18-24-godzinnym 

okresie inkubacji, komórki rosnące w najwyższym stężeniu środka przeciwdrobnoustrojowego 

z poprzedniego pasażu były ponownie pobierane i oznaczano wartość MIC. Proces ten 

powtarzano przez 25 pasaży. 

6.4.6 Test adhezji i internalizacji 

W celu oceny aktywności badanych związków w stosunku do patogenów 

zewnątrzkomórkowych, komórki A549 wysiewano w ilości 4×104 komórek/szkiełko, 
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a następnie hodowano w temperaturze 37°C z dodatkiem 5% CO2 do utworzenia monowarstwy. 

Przed nałożeniem komórek szkiełka były oczyszczane i sterylizowane. Następnie medium 

usunięto, a szkiełka przepłukano trzykrotnie PBS. W następnym etapie na poszczególne 

szkiełka dodano imipenem lub AuP NPs@CSA-13 w medium komórkowym, w stężeniach 

2 μg/mL oraz 5 μg/mL na 1 godzinę w temperaturze 37°C. Po trzykrotnym przepłukaniu PBS, 

na każde szkiełko (poza kontrolą negatywną) dodano kliniczny szczep K. pneumoniae w fazie 

logarytmicznego wzrostu, aby stosunek liczby bakterii do komórek wynosił w przybliżeniu 

100:1 (4 × 106 komórek bakteryjnych) i inkubowano przez 2 godziny w temperaturze 37°C. 

Komórki przepłukano trzykrotnie PBS w celu eliminacji komórek, które nie uległy adhezji do 

komórek A549. Następnie preparaty utrwalono w 3,7% roztworze paraformaldehydu (PFA, 

Sigma-Aldrich) w PBS przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Po permeabilizacji (0,1% 

Triton X-100, Sigma-Aldrich; 10 min; temperatura pokojowa) i blokowaniu niespecyficznych 

wiązań (0,1% surowicza albumina bydlęca (BSA; Sigma-Aldrich) w PBS; 30 min; temperatura 

pokojowa) komórki przemyto i wybarwiono falloidyną znakowaną czerwienią teksańską 

(Thermo Fisher Scientific) w celu uwidocznienia aktyny w rozcieńczeniu 1:40 przez 1 godzinę, 

w temperaturze pokojowej, chroniąc przed dostępem do światła. Po przepłukaniu PBS, za 

pomocą DAPI (4′,6-diamidino-2-fenyloindol) o stężeniu 1 µg/mL inkubując przez 20 minut 

w temperaturze pokojowej w ciemności, wybarwiano jądra komórkowe. Bezpośrednio przed 

dodaniem na szkiełka, komórki bakteryjne zostały wybarwione za pomocą izotiocyjanianu 

fluoresceiny (FITC, Sigma-Aldrich). W tym celu przygotowano roztwór FITC 

w dimetylosulfotleneku (DMSO, Sigma-Aldrich) o stężeniu 10 mg/mL, który zastosowano 

w rozcieńczeniu 1:100 i przeprowadzono inkubację w ciemności w temperaturze pokojowej 

z wytrząsaniem. Następnie bakterie przemyto trzykrotnie za pomocą 0,1 M buforu 

wodorowęglanu sodu (Chempur, Piekary Śląskie, Polska) poprzez ultrawirowanie (10 000 x g; 

4°C; 5 min) w celu usunięcia niezwiązanego FITC. W celu utrwalenia i zabezpieczenia 

wybarwionych preparatów przed utratą intensywności fluorescencji zastosowano Anti-Fade 

Fluorescence Mounting Medium (Abcam, Cambridge, Wielka Brytania). Zdjęcia 

fluorescencyjne wykonano za pomocą mikroskopu konfokalnego Olympus FV1200 (Olympus, 

Tokio, Japonia). 

W celu oceny aktywności badanych związków w stosunku do patogenów 

wewnątrzkomórkowych, komórki A549 wysiewano w ilości 2,5 × 104 komórek/dołek w 24-

dołkowych płytkach przeznaczonych do hodowli komórkowej (Sarstedt, NC, USA) i hodowano 

w temperaturze 37°C z dodatkiem 5% CO2 do utworzenia monowarstwy. Następnie medium 
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usuwano, a dołki przepłukiwano trzykrotnie PBS. W następnym etapie do dołków dodawano 

imipenem i AuP NPs@CSA-13 w zakresie stężeń 1-20 μg/mL na 1 godzinę w temperaturze 

37°C. Po trzykrotnym przepłukaniu PBS, do każdej studzienki (poza kontrolą negatywną) 

dodawano kliniczny szczep A. baumannii w fazie logarytmicznego wzrostu, aby stosunek 

liczby bakterii do komórek wynosił w przybliżeniu 100:1 (2,5 × 106 komórek bakteryjnych) 

i inkubowano przez 2 godziny w temperaturze 37°C. Komórki przepłukiwano trzykrotnie PBS, 

natomiast do każdego dołka dodawano 5 μg/mL gentamycyny (Sigma-Aldrich, antybiotyk 

niepenetrujący błony komórek A549) w celu wyeliminowania bakterii, które nie uległy 

internalizacji, a płytki pozostawiono na 2-godzinną inkubację. Po zakończonej inkubacji, 

komórki przemywano trzykrotnie PBS i poddawano lizie za pomocą 0,1% roztworu 

Tritonu X- 100 w PBS przez 10 minut w temperaturze 37°C. W celu określenia żywotności 

bakterii, które uległy internalizacji po traktowaniu badanymi związkami, uzyskane próbki 

rozcieńczano 10- do 1000-krotnie, a 10 μL próbki przenoszono na płytki MacConkeya 

i hodowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C. CFU poszczególnych próbek określono na 

podstawie współczynnika rozcieńczenia.  

6.4.7 Analiza odpowiedzi izolatów grzybów na nanosystemy złota w kształcie patyczków, 

fistaszków i gwiazdek sfunkcjonalizowanych cerageninami oraz ceragenin w postaci 

wolnej  

Eksperymenty przedstawione w Tabeli 1 przeprowadzono w zakresie stężeń badanych 

związków wynoszących 1-10 μg/mL, natomiast końcowe inokulum w PBS odpowiadało 

OD600 ~ 0,5. Pomiary intensywności fluorescencji przeprowadzono z użyciem 96-dołkowych 

czarnych płytek. 

Tabela 1. Testy zastosowane do analizy odpowiedzi komórek Candida na badane związki. 

Test Wskaźnik reakcji Warunki inkubacji Odczyt wyników 

Wytwarzanie 

ROS 

dioctan 2′,7′-

dichlorofluoresceiny 

(DFCH-DA) 

Inkubacja 60 minut 

w temperaturze 37°C z 20 

µM DCFH-DA w PBS  

emisja 

fluorescencji przy 

długości fali 

488/535 nm, 

mikroskopia 

fluorescencyjna 
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Permeabilizacja 

błony 

zewnętrznej 

N-fenylo-1-

naftyloamina (NPN) 

Inkubacja 5 minut 

w temperaturze 37°C z 0,5 

mM NPN 

intensywność 

fluorescencji λex 

= 348 nm/λem = 

408 nm 

Depolaryzacja 

błony 

komórkowej 

Jodek 3,3′-

dipropylotiadikarboc

yjaniny (diSC(3)) 

Inkubacja 60 minut 

w temperaturze pokojowej 

z 0,4 µM diSC(3), 

następnie inkubacja przez 

5 minut z 100 mM KCl 

emisja 

fluorescencji przy 

długości fali 

622/670 nm 

Wyciek białka 

z komórki 

Coomassie Brilliant 

Blue G-250 

(odczynnik 

Bradforda) 

Inkubacja 60 minut 

w temperaturze 37°C, 

następnie 10 minut 

wirowania (5000 obr/min) 

i inkubacja supernatantu 

z odczynnikiem Bradforda 

(stosunek 1:1) przez 10 

minut w ciemności 

poziom 

absorbancji przy 

długości fali 

595 nm 

 

6.4.8 Ocena aktywności hemolitycznej oraz cytotoksyczności badanych związków  

Test hemolizy wykonano na 5% ludzkich krwinkach czerwonych (RBC) zawieszonych 

w PBS w obecności wolnych CSA-13, CSA-44 i CSA-131, jak i nanocząstek złota w kształcie 

patyczków, fistaszków i gwiazdek sfunkcjonalizowanych CSA-13, CSA-44 i CSA-131. Krew 

pobrano od zdrowych ochotników. Związki w zakresie stężeń 1-50 μg/mL inkubowano z RBC 

przez 1, 6 i 12 godzin w temperaturze 37°C. Po inkubacji, płytki odwirowywano (2500 

obr./min, 10 min), a następnie absorbancję nadsączu mierzono przy długości fali wynoszącej 

595 nm za pomocą czytnika płytek Varioskan Lux. Supernatant z próbek poddanych działaniu 

1% Tritonu X-100 wykorzystano jako kontrolę pozytywną (100% hemolizy), natomiast jako 

kontrolę negatywną - supernatant z zawiesiny RBC w PBS (0% hemolizy). Względna 

absorbancja w porównaniu do absorbancji poddanej działaniu 1% Tritonu X-100 została 

zdefiniowana jako procent hemolizy. 

Za pomocą testu MTT z użyciem bromku 3-[4,5-dimetylotiazol-2-ylo]-2,5-

difenylotetrazoliowym (Sigma-Aldrich) oceniono aktywność cytotoksyczną wankomycyny, 
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imipenemu oraz nanosystemów złota wobec ludzkich komórek gruczolakoraka płuc A549. 

1×104 komórek A549/dołek inkubowano przez 1, 6 oraz 24 godziny w 96-dołkowej płytce. 

Następnie komórki przepłukano PBS i dodano badane związki w stężeniach 1, 2, 5, 10, 25 oraz 

50 µg/mL. Po zakończonej inkubacji supernatant usuwano, płytki płukano trzykrotnie PBS, 

a do dołków dodano MTT (końcowe stężenie 0,5 mg/mL) i inkubowano przez kolejne 

4 godziny. Wytrącony formazan rozpuszczono w DMSO i odczytano absorbancję przy długości 

fali wynoszącej 540 nm za pomocą Varioskan Lux. Żywotność komórek A549 obliczono 

w procentach w porównaniu do kontroli, którą były nietraktowane związkami komórki.  

6.4.9 Analiza statystyczna  

Wszystkie analizy statystyczne przeprowadzono przy użyciu programu Graph Pad 

Prism, wersja 8 (San Diego, CA, USA). Wyniki zostały przedstawione jako średnia 

± odchylenie standardowe (SD) składające się z trzech niezależnych eksperymentów. Do 

określenia istotności statystycznej różnic zastosowano dwustronny test-t Studenta. Wartość 

p ≤ 0,05 uznano za istotną statystycznie. 
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7. Wyniki 

Szczegółowy opis uzyskanych wyników dotyczący aktywności badanych ceragenin 

i nanosystemów wobec Candida spp. znajduje się w niżej wymienionej pracy oryginalnej 

włączonej do rozprawy (publikacja nr 2): 

Karol Skłodowski, Sylwia Joanna Chmielewska, Joanna Depciuch, Piotr Deptuła, Ewelina 

Piktel, Tamara Daniluk, Magdalena Zakrzewska, Michał Czarnowski, Mateusz Cieśluk, Bonita 

Durnaś, Magdalena Parlińska-Wojtan, Paul B. Savage, Robert Bucki.  

Ceragenin-Coated Non-Spherical Gold Nanoparticles as Novel Candidacidal Agents. 

Pharmaceutics, 2021, 13, 1940.  

7.1 Właściwości fizykochemiczne nanocząstek złota w kształcie patyczków, fistaszków 

i gwiazdek sfunkcjonalizowanych cerageninami 

Przeprowadzona synteza nanocząstek złota pozwoliła na uzyskanie Au NPs w kształcie 

patyczków (AuR) (Fig.1 A1 i A2, P.2), fistaszków (AuP) (Fig. 1 B1 i B2, P.2) i gwiazdek 

(AuS) (Fig. 1 C1 i C2, P.2). Rozmiary mierzone w osi podłużnej i poprzecznej AuP NPs i AuR 

NPs, wykorzystano do porównania badanych NPs. W przypadku AuR NPs rozmiary osi 

wynosiły odpowiednio 37-53 nm i 7-13 nm, podczas gdy w przypadku AuP NPs rozmiary 

wynosiły odpowiednio 55-65 nm i 24-34 nm. Rozmiar AuS NPs wynosił 243 nm. Badania 

potencjału zeta AuR NPs, AuP NPs i AuS NPs wykazały, że wszystkie nanocząstki złota były 

naładowane dodatnio w całym zakresie pH (Fig. 1 D, P.2). 

Skuteczną funkcjonalizację i immobilizację ceragenin na powierzchni nanocząstek 

zweryfikowano za pomocą spektroskopii Ramana. W reprezentatywnych widmach 

ramanowskich zaobserwowano pasma w zakresie drgań rozciągających wiązania pomiędzy 

atomami złota, a atomami siarki przy 278 cm-1 (Au-S) (Fig. 1 E, P.2). Dodatkowo, 

immobilizacja ceragenin na powierzchni AuR NPs, AuP NPs i AuS NPs została potwierdzona 

przez obecność pasm przy 1680 cm-1, odpowiadających drganiom N-H (azot-wodór) 

utworzonym między grupami -COOH (grupa karboksylowa) z MHDA i grupami -NH2 (grupa 

aminowa) z CSA-13, CSA-44 i CSA-131 (Fig. 1 E, P.2). 
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7.2 Wrażliwość badanych szczepów z grupy ESKAPE oraz Candida na antybiotyki, 

cerageniny w postaci wolnej oraz nanosystemy złota 

 Wartości MIC, MBC i MFC są wykorzystywane do określenia potencjału 

terapeutycznego środków przeciwdrobnoustrojowych. W przeprowadzonym badaniu, 

wykorzystano szczepy Candida oporne na flukonazol, średnio wrażliwe na kaspofunginę oraz 

worykonazol. Aktywność ceragenin zimobilizowanych na powierzchni nanocząstek złota była 

wyższa (wartości MIC w zakresie od 0,4 do 3,2 µg/mL) w porównaniu do samych ceragenin: 

CSA-13, CSA-44 i CSA-131 (MIC w zakresie od 0,8 do 6,4 µg/ml). Co więcej, nanocząstki 

złota sfunkcjonalizowane CSA-13 i CSA-131 wykazywały wyższą aktywność w porównaniu 

do nanocząstek sfunkcjonalizowanych CSA-44 (Fig. 2 A-C, P.2). 

 W przypadku bakterii z grupy ESKAPE wartości MIC/MBC dla badanych związków 

przedstawiono w Tabeli 2. 

Tabela 2. Wartości MIC i MBC imipenemu, wankomycyny, AuR NP@CSA-13, AuP NPs@CSA-13 

oraz AuS NP@CSA-13 w stosunku do badanych szczepów bakterii. „-” – nie określono. 

Związek 

MIC/MBC [μg/mL] 

E. faecium ATCC 

700721 
A. baumannii  K. pneumoniae  

Imipenem – 64/64 32/32 

Wankomycyna >256/>256 – – 

AuR NPs@CSA-13 0,8/1,6 3,2/3,2 3,2/3,2 

AuP NPs@CSA-13 0,8/1,6 3,2/3,2 3,2/3,2 

AuS NPs@CSA-13 0,8/1,6 3,2/3,2 3,2/3,2 

7.3 AuR NPs@CSA-13, AuP NPs@CSA-13 oraz AuS NPs@CSA-13 wykazały silną 

aktywność przeciwbakteryjną w teście zliczania kolonii  

 AuR NPs@CSA-13, AuP NPs@CSA-13 i AuS NPs@CSA-13 wykazały silne działanie 

przeciwbakteryjne wobec bakterii z grupy ESKAPE. Użyte w tym eksperymencie nanosystemy 

w stężeniu 10 µg/mL spowodowały całkowite zahamowanie wzrostu E. faecium ATCC 700721 

oraz dwóch szczepów klinicznych A. baumannii i K. pneumoniae. Dla porównania 

wankomycyna oraz imipenem, nie zahamowały wzrostu drobnoustrojów przy stężeniu 

100 µg/mL (Rycina 4, A-C). 
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Rycina 4. Działanie bakteriobójcze wankomycyny, imipenemu, AuR NP@CSA-13, AuP NP@CSA-13 

oraz AuS NP@CSA-13, w stosunku do E. faecium ATCC 700221 (panel A), A. baumannii (panel B) 

oraz K. pneumoniae (panel C). Aktywność bakteriobójczą badanych związków w stężeniach 1–100 

µg/mL określono z wykorzystaniem testu zliczania kolonii. Wyniki stanowią średnią ± SD z trzech 

pomiarów. * oznacza istotność statystyczną przy ≤0,05, ** <0,01 i *** <0,001. 
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7.4 AuR-, AuP- oraz AuS-NPs@CSA-13 ograniczają tempo wzrostu bakterii z grupy 

ESKAPE  

 Zależne od dawki zahamowanie wzrostu bakterii odnotowano dla wszystkich badanych 

nanosystemów. Analiza krzywych uzyskanych dla kontroli oraz próbek traktowanych 

badanymi związkami wykazała, iż najwyższy stopień zahamowania wzrostu (zarówno w dawce 

5 µg/mL i 10 µg/mL) zaobserwowano dla nanocząstek złota w kształcie fistaszków (Rycina 5, 

B, C, E, F, H, I). Warto podkreślić, iż aktywność przeciwbakteryjna zastosowanych 

antybiotyków – wankomycyny i imipenemu była porównywalna do wzrostu nietraktowanych 

związkami bakterii (Rycina 5, A-I). 

 

Rycina 5. Wpływ antybiotyków (imipenemu i wankomycyny) oraz nanocząstek złota 

sfunkcjonalizowanych cerageninami (AuR NPs@CSA-13, AuP NPs@CSA-13 i AuS NPs@CSA-13) 

na wzrostu bakterii z grupy ESKAPE, tj. E. faecium ATCC 700221 (panele A-C), A. baumannii (panel 

D-F) oraz K. pneumoniae (panel G-I) został określony w zakresie stężeń 1 µg/mL (panele A, D, G), 

5 µg/mL (panele B, E, H) i 10 µg/mL (panele C, F, I) przy użyciu resazuryny.  
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7.5 AuR NPs@CSA-13, AuR NPs@CSA-44 i AuR NPs@CSA-131 nie indukowały 

oporności u szczepów Candida  

 Początkowe wartości MIC dla AuR NPs@CSA-13, AuR NPs@CSA-44 i AuR 

NPs@CSA-131 dla C. albicans ATCC 26790 wynosiły odpowiednio 1,6 µg/mL, 3,2 µg/mL 

i 1,6 µg/mL, natomiast po przeprowadzeniu 25 pasaży wartości MIC wzrosły jedynie do 

wartości odpowiednio 6,4 µg/mL (dla AuR NPs@CSA-13 i AuR NPs@CSA-44) oraz 3,2 

µg/mL (dla AuR NPs@CSA-131) (Fig. 3 A, C, E, P.2). W przypadku szczepu klinicznego 

C. krusei, początkowe wartości MIC dla AuR NPs@CSA-13, AuR NPs@CSA-44 i AuR 

NPs@CSA-131 wynosiły odpowiednio 0,8 µg/mL, 1,6 µg/mL i 0,8 µg/mL. Po 

przeprowadzeniu indukcji oporności, ich końcowe wartości MIC wynosiły odpowiednio 0,8 

µg/mL, 3,2 µg/mL i 1,6 µg/mL (Fig. 3 B, D, F, P.2). 

7.6 Wysoka aktywność przeciwbakteryjna nanocząstek złota sfunkcjonalizowanych 

cerageninami w stosunku do patogenów zewnątrz- i wewnątrzkomórkowych  

Zaobserwowano, że nanocząstki złota sfunkcjonalizowane CSA-13 w kształcie 

fistaszków skutecznie uniemożliwiają adhezję komórek A. baumannii do ludzkich komórek 

gruczolakoraka płuc, a tym samym zmniejszają ich zdolność do wywołania zakażenia. Dawka 

2 i 5 μg/mL AuP NPs@CSA-13 w znaczny sposób zmniejszyła ilość bakterii przylegających 

do komórek A549 w porównaniu do 2 i 5 μg/mL imipenemu. Dodatkowo, zdolność imipenemu 

do hamowania adhezji, zarówno w dawce 2 μg/mL, jak i 5 μg/mL, nie wykazywała istotnych 

różnic w porównaniu do nietraktowanej związkami kontroli (Rycina 6, A-F).   

Internalizacja bakterii do komórek gospodarza jest istotnym zjawiskiem w przebiegu 

wielu infekcji. AuP NPs@CSA-13 skutecznie zahamowały wzrost K. pneumoniae wewnątrz 

komórek A549 już w dawce 5 μg/mL, podczas gdy imipenem w dawce 20 μg/mL spowodował 

nieznaczny spadek ilości bakterii w stosunku do nietraktowanej antybiotykiem kontroli 

(Rycina 6, G).  
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Rycina 6. Ocena aktywności imipenemu oraz AuP NPs@CSA-13 w stosunku do K. pneumoniae oraz 

A. baumannii. W teście adhezji (panele A-F) imipenem oraz AuP NPs@CSA-13 użyto w stężeniu 

2 µg/mL i 5 µg/mL, na kolor czerwony wybarwiono aktynę komórek A549, na kolor niebieski jądra 

komórkowe, a na kolor zielony – bakterie (K. pneumoniae). Aktywność bakteriobójczą badanych 

związków w teście internalizacji w stosunku do A. baumannii (panel G) przeprowadzono w zakresie 

stężeń 1–20 µg/mL Wyniki pokazują średnią ± SD z trzech pomiarów. ** oznacza istotność statystyczną 

przy <0,01 i *** <0,001. 
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7.7 Mechanizm aktywności przeciwgrzybiczej nanosystemów obejmuje wytwarzanie 

reaktywnych form tlenu, depolaryzację oraz uszkodzenie błony komórkowej 

Reaktywne formy tlenu (ROS) są syntetyzowane w różnych szlakach metabolicznych 

podczas redukcji i utleniania. Zastosowanie nanocząstek złota sfunkcjonalizowanych 

cerageninami w stężeniu 10 µg/mL spowodowało maksymalnie ponad dwukrotny wzrost 

wytwarzania ROS w porównaniu z 5 mM nadtlenkiem wodoru. Co istotne, efekt ten 

zaobserwowano dla wszystkich opracowanych nanosystemów. Z drugiej strony wolne 

cerageniny, tj. CSA-13, CSA-44 i CSA-131, zwiększały wytwarzanie ROS w przedziale 1,22 

do 1,7-raza w stosunku do 5 mM nadtlenku wodoru (Fig. 4 A-C, P.2). Podczas inkubacji 

C. albicans 1408 bez stosowania badanych związków, nie odnotowano obecności 

jakiegokolwiek sygnału fluorescencyjnego. W przeciwieństwie do tego, zaobserwowano 

intensywny sygnał z sondy fluorescencyjnej DFCH-DA po dodaniu nanosystemów do 

zawiesiny komórek C. albicans 1408 (Fig. 5, P.2). 

Zdolność ceragenin oraz nanocząstek złota sfunkcjonalizowanych cerageninami do 

indukcji depolaryzacji błony cytoplazmatycznej została określona przy użyciu barwnika 

diSC(3). Największy wzrost sygnałów fluorescencyjnych zaobserwowano dla nanocząstek złota 

w kształcie fistaszków sfunkcjonalizowanych CSA-13 oraz CSA-131 (AuP NPs@CSA-13 

i AuP NPs@CSA-131). Należy podkreślić, że zastosowanie nanosystemów w stężeniu 10 

μg/mL skutkowało około 1,27 do 2,30-krotnym wzrostem sygnału fluorescencji w porównaniu 

do 1 μg/mL amfoterycyny B. W przeciwieństwie do tego, ta sama dawka CSA-13, CSA-44 

i CSA-131 spowodowała jedynie o 1,22 do 1,41-krotny wzrost sygnału fluorescencji 

w porównaniu do 1 μg/mL amfoterycyny B (Fig. 6 A-C, P.2). 

Zdolność nanosystemów zawierajacych cerageniny oraz samych ceragenin do 

zaburzenia integralności błony powierzchniowej C. albicans 1408 została określona za pomocą 

testu wychwytu NPN. Najwyższy poziom permeabilizacji błony obserwowano dla nanocząstek 

złota w kształcie patyczków. Aktywność przeciwgrzybicza nanosystemów była wyższa aniżeli 

ta obserwowana dla CSA-13, CSA-44 i CSA-131 w formie wolnej (Fig. 7 A-C, P.2).  

Aby zweryfikować, czy traktowanie cerageninami i nanocząstkami złota 

sfunkcjonalizowanych cerageninami komórek C. albicans 1408 prowadzi do uwolnienia 

zawartości cytoplazmy, przeprowadzono test wycieku białka. Uzyskane wyniki wskazują na 

znaczne uwolnienie białek cytoplazmatycznych w wyniku uszkodzenia błony powierzchniowej 

komórek grzybów. Efekt ten zaobserwowano dla wszystkich zsyntetyzowanych nanosystemów 

w sposób zależny od dawki. Warto zauważyć, że w przypadku AuP NPs@CSA-131 wykryto 
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największy wypływ białek wewnątrzkomórkowych z 2,51-krotnym wzrostem w porównaniu 

do 1 μg/mL amfoterycyny B. W przypadku ceragenin zaobserwowano znacznie niższe wartości 

absorbancji w porównaniu do wartości absorbancji określonej dla nanosystemów (Fig. 8 A-C, 

P.2). 

7.8 Biokompatybilność nanosystemów zawierających cerageniny w dawkach 

wykazujących działanie bakteriobójcze oraz grzybobójcze 

Aby ocenić potencjalną toksyczność badanych nanosystemów, przeprowadzono test 

hemolizy w stężeniach odpowiadających zakresowi ich aktywności kandydobójczej. Badane 

związki nie indukowały znaczącej hemolizy w dawkach od 1 do 10 μg/mL, nawet po 12 

godzinach inkubacji. Po 1 h inkubacji w stężeniach od 1 do 10 μg/mL hemoliza nie przekraczała 

3,5%, po 6 godzinach – 9,60%, natomiast po 12 godzinach – 9,78% (Fig. 9 A-I, P.2). 

Ocenę cytotoksyczności antybiotyków oraz AuR, AuP, AuS NPs@CSA-13 

przeprowadzono na ludzkich komórkach gruczolakoraka płuc A549. W dawkach 

bakteriobójczych, żywotność komórek nie spadła poniżej 90% po godzinie inkubacji oraz 

poniżej 80% po 6 godzinach inkubacji. Po 24 godzinach inkubacji żywotność komórek A549 

traktowanych nanosystemami w stężeniu 5 μg/mL wynosiła powyżej 76%. W przypadku 

wankomycyny i imipenemu żywotność komórek nie spadła poniżej 90% po 1, 6 i 24 godzinach 

(Rycina 7, A-C). 
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Rycina 7. Cytotoksyczność imipenemu, wankomycyny, AuR NPs@CSA-13, AuP NPs@CSA-13 oraz 

AuS NPs@CSA-13 w stosunku do komórek A549 w dawkach od 1 do 50 µg/mL po 1, 6 oraz 24 h 

inkubacji (odpowiednio panel A, B i C). Wyniki pokazują średnią ± SD z trzech pomiarów. * oznacza 

istotność statystyczną przy ≤0,05, ** <0,01 i *** <0,001. 

 



43 

 

8. Wnioski 

1. Nanocząstki złota sfunkcjonalizowane cerageninami wykazują wysoką aktywność 

bakteriobójczą i grzybobójczą.  

2. Mechanizm aktywności przeciwdrobnoustrojowej nanosystemów obejmuje wytwarzanie 

reaktywnych form tlenu, depolaryzację oraz uszkodzenie błony komórkowej.  

3. Nanocząstki złota sfunkcjonalizowane cerageninami nie indukowały oporności zarówno 

u szczepu wzorcowego C. albicans, jak i szczepu klinicznego C. krusei.  

4. Badane nanosystemy charakteryzuje wysoka aktywność przeciwbakteryjna zarówno 

w stosunku do bakterii zewnątrz- jak i wewnątrzkomórkowych. 

5. Niska aktywność hemolityczna badanych nanosystemów w dawkach bakteriobójczych 

oraz grzybobójczych wskazuje na ich duży potencjał w opracowywaniu nowych metod 

zwalczania infekcji wywoływanych przez bakterie z grupy ESKAPE oraz grzyby z rodzaju 

Candida. 

6. Nanocząstki złota w kształcie fistaszków sfunkcjonalizowane cerageninami wykazują 

większą aktywność przeciwbakteryjną i przeciwgrzybiczą w porównaniu do patyczków 

i gwiazdek. 
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11.  Streszczenie w języku polskim 

Narastająca lekooporność drobnoustrojów jest jednym z najważniejszych wyzwań 

współczesnej medycyny. W związku z tym, konieczne jest poszukiwane nowych metod 

terapeutycznych, które skutecznie zwalczą drobnoustroje lekooporne, jednocześnie 

minimalizując ryzyko rozwoju oporności. Jednym z obszarów, który przyciąga szczególną 

uwagę, jest nanotechnologia, a w szczególności wykorzystanie nanocząstek jako alternatywy 

w leczeniu zakażeń. Nanocząstki metaliczne oferują unikalne właściwości, które sprawiają, że 

są obiecującym narzędziem w walce z infekcjami. Ich rozmiar pozwala na ukierunkowane 

dostarczanie leków do miejsc zakażenia, co zwiększa skuteczność terapii. Dodatkowo, 

nanocząstki jako nośniki leków wykazują zdolność do pokonywania barier biologicznych, 

takich jak błony komórkowe czy złożone struktury biofilmu drobnoustrojów.  

Celem badań była ocena aktywności przeciwbakteryjnej oraz przeciwgrzybiczej 

nanocząstek złota w kształcie patyczków, fistaszków i gwiazdek, których powierzchnia została 

sfunkcjonalizowana cerageninami: CSA-13, CSA-44 oraz CSA-131. Aktywność 

przeciwdrobnoustrojową wobec bakterii z grupy ESKAPE oraz szczepów Candida określono 

wykorzystując ocenę MIC/MBC/MFC. Przeprowadzono także test zliczania kolonii (killing 

assay) oraz zapis kinetyki wzrostu bakterii z użyciem resazuryny. Oceniono również aktywność 

przeciwbakteryjną badanych nanosystemów w stosunku do bakterii zewnątrzkomórkowych za 

pomocą testu adhezji oraz wewnątrzkomórkowych, za pomocą testu internalizacji 

z wykorzystaniem komórek A549. Ponadto w celu określenia potencjału rozwoju oporności 

przeprowadzono seryjne pasażowanie komórek Candida z testowanymi nanosystemami. 

Główny mechanizm działania nanocząstek złota określono badając wytwarzanie ROS, 

przepuszczalność błony komórkowej i uwalnianie zawartego białka. Aby ocenić potencjalną 

toksyczność nanocząsteczek złota, przeprowadzono test MTT wobec A549 oraz pomiar 

uwalniania hemoglobiny z krwinek czerwonych. 

W wyniku funkcjonalizacji powierzchni nanocząstek złota oraz modyfikacji ich kształtu 

oraz wielkości zaobserwowano wzrost aktywności przeciwbakteryjnej oraz przeciwgrzybiczej, 

zarówno w stosunku do patogenów zewnątrzkomórkowych, jak i wewnątrzkomórkowych 

w porównaniu do ceragenin w postaci wolnej oraz antybiotyków. Wykazano, iż mechanizmy 

przeciwdrobnoustrojowego działania badanych nanocząstek obejmują wytwarzanie 

reaktywnych form tlenu, co wiąże się ze zmianą struktury błon i wypływem zawartości 

wewnątrzkomórkowej. Uzyskane wyniki potwierdzają niskie ryzyko indukcji oporności wśród 

badanych patogenów przy zachowaniu silnej aktywności przeciwdrobnoustrojowej również 
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w stosunku do wielolekoopornych drobnoustrojów. Dodatkowo, badane nanosystemy 

w dawkach bakterio- oraz grzybobójczych wykazują niską toksyczność wobec ludzkich 

krwinek czerwonych oraz komórek A549, co podkreśla ich istotny potencjał w opracowywaniu 

innowacyjnych metod zwalczania infekcji. 
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12.  Streszczenie w języku angielskim 

 The increasing drug resistance of microorganisms is becoming one of the most 

significant challenges for modern medicine. Consequently, new therapeutic approaches are 

being sought to effectively combat drug-resistant microorganisms while minimizing the risk of 

resistance development. One area that is attracting particular attention is nanotechnology, 

particularly the use of nanoparticles as an alternative for treating infections. Metallic 

nanoparticles offer unique properties that make them a promising tool in the fight against 

infections. Their size at the nanometer scale allows for targeted delivery of drugs to sites of 

infection, increasing the effectiveness of therapy. In addition, nanoparticles as drug carriers 

show the ability to overcome biological barriers such as cell membranes and complex biofilm 

structures, making them potentially effective against resistant strains of microorganisms. 

This study aimed to evaluate the antimicrobial and antifungal activity of rod-, peanut-, and 

star-shaped gold nanoparticles whose surface was functionalized with ceragenins CSA-13, 

CSA-44, and CSA-131. Antimicrobial activity against ESKAPE bacteria and Candida strains 

was determined by evaluating MIC/MBC/MFC, and a colony counting assay (killing assay) 

and growth kinetics evaluation with resazurin was performed against bacterial strains. The 

antimicrobial activity of the tested nanosystems was also evaluated against extracellular 

bacteria using an adhesion assay and intracellular bacteria using an internalization assay with 

A549 cells. In addition, serial passaging of Candida cells with the tested nanosystems was 

carried out to determine the potential for resistance development. The primary mechanism of 

action of the gold nanoparticles was determined by evaluating the production of ROS, cell 

membrane permeability, and release of the intracellular protein. To assess the potential toxicity 

of the gold nanoparticles, an MTT assay was performed against A549, and the release of 

hemoglobin from red blood cells was measured. 

As a result of the functionalization of the surface of the gold nanoparticles and modification 

of their shape and size, an increase in antimicrobial and antifungal activity was observed against 

both extracellular and intracellular pathogens compared to ceragenins in free form and 

antibiotics. It was shown that the mechanisms of antimicrobial action of the studied 

nanoparticles include the production of reactive oxygen species, which is associated with 

changes in membrane structure and leakage of intracellular contents. The results confirm the 

low risk of resistance induction among the tested pathogens while maintaining strong 

antimicrobial activity against multidrug-resistant microorganisms. In addition, the tested 

nanosystems at bactericidal and fungicidal doses show low toxicity against human red blood 
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cells and A549 cells, highlighting their significant potential in developing innovative methods 

for fighting infections. 
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