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Sazetak

Sposobnost bakterija i gljivica da tvore biofilmove, sesilne zajednice
mikroorganizama odgovorne za patogenezu mnogih kroni¢nih i
perzistentnih infekcija, povecava njihovu otpornost na vanjske uvijete i
doprinosi razvoju rezistencije na uobicajene antimikrobne agense. Obzirom
na alarmantnu situaciju u podrucju lijeCenja infekcija izazvanih patogenima
koji su razvili antimikrobnu rezistenciju, raste potreba za pronalascima
novih metoda lijeCenja. Jedan od mogucih pristupa lijeCenju infekcija
izazvanih mikroorganizmima u biofilmu je primjena fotodinamicke
inaktivacije. Fotodinamicka inaktivacija mikroorganizama ima nespecifican
mehanizam djelovanja, a zasniva se na medudjelovanju ne-toksi¢nog
fotosenzibilizatora, vidljive svjetlosti i molekularnog kisika, prilikom Cega
dolazi do generiranja citotoksi¢nih reaktivnih kisikovih vrsta i singletnog
kisika. Vecina fotosenzibilizatora zasniva se na tetrapirolnoj strukturi, medu
kojima su najzastupljeniji porfirini. Neki od porfirinskih spojeva, poput
porfimer natrija i endogenog protoporfirina IX, ve¢ se primjenjuju kao
fotosenzibilizatori u terapiji nekih karcinoma, a sada se razmatra njihova
mogucnost upotrebe u inaktivaciji mikroorganizama u biofilmu. Oba su
ostvarila znacajnu inaktivaciju kod ispitivanih biofilmova. Drugi
fotosenzibilizatori su joS u eksperimentalnoj fazi te njihovo djelovanje nije
dovoljno ispitano. Unato¢ znacajnoj inaktivaciji postignutoj kod
planktonskih  mikroorganizama, tetrakationski 5,10,15,20-tetra-(/N-
metilpiridin-4-il)porfirin tetra-(p-toluensulfonat) nije postigao
zadovoljavajucu efikasnost kod vecine ispitivanih biofilmova. Dikationski
5,15-bis-[4-(3-trimetilamoniopropiloksi)fenil]porfirin diklorid pokazao se
kao efikasan fotosenzibilizator u inaktivaciji gljivicnih biofilmova, no jos
uvijek nedostaju istrazivanja o njegovoj djelotvornosti na biofilmovima

bakterijskog podrijetla.

Kljuéne rijeci: fotodinamicka inaktivacija, biofilm, antimikrobna rezistencija,

fotosenzibilizatori, porfirini
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Summary

The ability of bacteria and fungi to form biofilms, sessile communities of
microorganisms responsible for the pathogenesis of many chronic and
persistent infections, increases their hardiness to external conditions and
contributes to the development of resistance to conventional antimicrobial
agents. Given the alarming situation in the field of treating infections caused
by pathogens that have developed antimicrobial resistance, there is a
growing need for discoveries of new treatment methods. One of the possible
approaches to treatment of infections caused by microorganisms in biofilm
is the use of photodynamic inactivation. Photodynamic inactivation of
microorganisms has a non-specific mechanism of action, based on the
interaction of non-toxic photosensitizers, visible light and molecular oxygen,
resulting in the generation of cytotoxic reactive oxygen species and singlet
oxygen. Most photosensitizers are based on the tetrapyrrolic structure, with
a high prevalence on the use of porphyrins. Some porphyrin compounds,
such as porfimer sodium and endogenous protoporphyrin IX, are already
being used as photosensitizers in the therapy of some cancers, and their
potential for inactivation of microorganisms in biofilm is under investigation.
Both photosensitizers have caused significant inactivation of the tested
biofilms. Other photosensitizers are still in the experimental stage and their
activity has not yet been sufficiently studied. Despite the significant
inactivation achieved in planktonic microorganisms, tetracationic
5,10,15,20-tetra-(N-methylpyridinium-4-yl) porphyrin tetra-(p-
toluenesulfonate) did not achieve satisfactory efficacy in most of the
biofilms studied. Dicationic 5,15-bis-[4-(3-trimethylammonio-propyloxy)
phenyl]porphyrin dichloride has shown to be an efficient photosensitizer in
the inactivation of fungal biofilms but there is still no research on its efficacy

in biofilms of bacterial origin.

Key words: photodynamic inactivation, biofilm, antimicrobial resistance,

photosensitisers, porphyrins
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1.Uvod

Biofilmovi predstavljaju znacajan problem za zdravlje ljudi te su uzrok
Sirokog raspona infekcija. Prema trenutno uvazenoj definiciji Donlana i
Costertona iz 2002. (1), biofilmovi su sesilne zajednice mikroorganizama
koji su ireverzibilno povezani medusobno i sa supstratom te su uklopljeni u
matricu izvanstanicne polimerne tvari (eng. extracellular polymeric
substance, EPS), koju su sami stvorili i pokazuju izmijenjen fenotip obzirom
na brzinu rasta i transkripciju gena u usporedbi sa slobodnozivuéim
(planktonskim) mikroorganizmima. Biofilmovi su sveprisutni u prirodi i
mogu nastati na gotovo svim vrstama povrSina. Najefikasnije rastu na
vlaznim i mokrim mjestima te mogu biti bakterijskog ili gljivicnog podrijetla.
Mogu se sastojati od samo jedne, ali i viSe razlicitih vrsta mikroorganizama
koje tvore zajednicki biofilm. (1) Jedna od glavnih karakteristika biofilmova
je njihova povecana rezistencija na antimikrobne agense. Rezistencija
mikroorganizama u biofilmu posljedica je kombinacije brojnih biokemijskih
faktora, kao Sto su struktura EPS-a, aktivacija efluks pumpi, enzimatska
degradacija antibiotika te detekcija kvoruma (eng. quorum sensing). Uz
biokemijske faktore vaznu ulogu imaju i molekularni mehanizmi
horizontalnog prijenosa gena i mutacije mikroorganizama u biofilmu te
okolisni faktori koji utjeCu na biofilm. (2) Svi navedeni faktori i mehanizmi
uspjesno pridonose rezistenciji upravo zbog specifi¢ne strukture biofilmova,
koja osigurava mikroorganizme unutar biofilma od potencijalno Stetnih

vanjskih utjecaja.

Iako postoje univerzalne karakteristike koje vrijede za sve biofilmove,
kao Sto je to stvaranje EPS-a sastavljenog primarno od polisaharida, postoje
znacCajne razlike u strukturi svakog biofilma. Struktura ovisi o vrsti
mikroorganizma koji formira biofilm te o vanjskim faktorima i dostupnosti
nutrijenata. (3) EPS u kojega su uklopljeni mikroorganizmi moze imati vrlo
razli¢ita kemijska i fizicka svojstva. Kod Gram-negativnih (Gr-) bakterija

uoCeno je da se EPS uglavhom sastoji od neutralnih i polianionskih
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polisaharida. To svojstvo omogucava vezanje bivalentnih kationa poput
kalcija i magnezija i njihovo uklapanje u EPS. Kemijska svojstva EPS-a
Gram-pozitivnih (Gr+) bakterija nesto su drugacija te EPS moze biti i
kationske prirode. Opcenito, EPS moze u svoju strukturu vezati razne
metalne ione, bivalentne katione i razne makromolekule poput proteina,
DNA i lipida. Visoko je hidratiziran jer moze vezati veliki broj molekula vode
vodikovim vezama. Time osigurava mikroorganizme od isusivanja. Takoder
stvara i fizicku barijeru ¢ime onemogucava prodor antimikrobnih agenasa u

unutarnje dijelove biofilma te pridonosi pojavi rezistencije. (4)

Prema podacima NIH (National Instutute of Health; PA-07-288;
Immunology of Biofilms), i do 80% infekcija uzrokovano je biofilmovima.
NajCesce infekcije izazvane biofilmovima su endokarditis, osteomijelitis,
sinusitis, infekcije urinarnog trakta, kroni¢ni prostatitis, periodontitis,
kroni¢ne upale pluc¢a kod oboljelih od cisti¢ne fibroze, upale srednjeg uha te
razne bolnicke infekcije. Cesto je rije¢ o perzistentnim i kroni¢nim
infekcijama koje loSe reagiraju na tretmane uobicajenim antimikrobnim
lijekovima. (5) Infekcije mogu biti posljedica rasta biofilma na tkivu
domacdina, primjerice u diSnim putevima ili u uhu, ali izvor zaraze mogu biti
i ugradena medicinska pomagala, endoproteze i implantati. (1,5) Biofilmovi
se formiraju i u vodoopskrbnim sustavima gdje takoder stvaraju potencijalni
izvor zaraze. (1) Kako bi se uspjesno eliminirali biofilmovi i prevenirale
bolesti koje oni izazivaju, raste potreba za pronalaskom novih strategija

eliminacije biofilmova koje nece biti toliko podlozne razvoju rezistencije.

Jedan od mogudéih pristupa ovom problemu je fotodinamicka
inaktivacija (eng. Photodynamic inactivation, PDI) mikroorganizama. PDI
mikroorganizama se temelji na fotokemijskim reakcijama izmedu
netoksi¢nog fotosenzibilizatora (PS), svjetlosti odredene valne duljine i
molekularnog kisika, pri ¢emu dolazi do stvaranja citotoksi¢nih reaktivnih
kisikovih vrsta (eng. reactive oxygen species, ROS) i singletnog kisika (103).
Za razliku od antibiotika koji djeluju na specificnu stanicnu komponentu

bakterijske stanice i na taj nacin ostvaruju svoje djelovanje (princip kljuc-
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brava), PDI mikroorganizama omogucava simultano djelovanje na vise
molekularnih meta (eng. multi-target process) ukljucujuci proteine, lipide i
nukleinske kiseline. (6) Osim primjene u suzbijanju infektivnih bolesti,
princip fotodinamicke inaktivacije takoder se koristi u terapiji nekih oblika
raka i odredenih autoimunih oboljenja te se u tom kontekstu Cesto naziva i
fotodinamicka terapija. (7) PDI mikroorganizama moze uzrokovati stani¢nu
smrt na razliCite nacine, ovisno o tome gdje se PS lokalizira u stanici. Tako
lokalizacija PS-a na plazmatskoj membrani dovodi do nekroze, na
lizosomima i mitohondrijima do apoptoze, a na endoplazmatskom
retikulumu do autofagije ciljne stanice. (7) Upravo zbog nespecificnog
nacina djelovanja na vise razliCitih stanicnih meta umanjuje se rizik od

razvoja rezistencije na ovaj oblik terapije.

Mehanizam PDI zasniva se na pobudivanju molekula PS-a svjetlos¢u
odredene valne duljine. Prilikom osvjetljavanja molekule PS-a, ona prelazi
iz stanja najnize energije (osnovnog singletnog stanja, So), u kratkozivuce,
pobudeno singletno stanje (Sx, x=1,2,3,...). Pobudeno stanje je energetski
nepovoljno te se molekula vrlo brzo vra¢a u osnovno stanje, a to moze
posti¢i na viSe nacina. Molekula PS-a moze iz prvog pobudenog singletnog
stanja (Si1) preci natrag u So emitiranjem energije u obliku fluorescencije.
No, iz Si1 molekula takoder moze medusustavnim prijelazom (eng.
intersystem crossing) preéi u pobudeno triplet stanje (T1) pri ¢emu dolazi
do promjene spina elektrona. Iz T: molekula se moze vratiti u So
fosforescencijom, no obzirom da je Ti stanje relativno dugozivuce u
usporedbi sa Si1, do povratka u So moze dodi i preko dva tipa fotokemijskih
reakcija nazvanih mehanizam tipa I i mehanizam tipa II. (8) Kod
mehanizma tipa I dolazi do transfera elektrona sa PS-a na supstrat.
Uobicajeni terminalni supstrat kod reakcija tipa I je molekularni kisik, te
dolazi do stvaranja superoksidnog aniona (02°*"). U bioloskim sustavima Oz*-
nije pretjerano reaktivan, no moZe dovesti do nastanka vodikovog
peroksida (H202) te vrlo reaktivhog hidroksilnog radikala (*OH). Oni

oksidiraju biomolekule sto dovodi do stani¢nih ostecenja, koja na kraju



rezultiraju stanicnom smréu. Kod mehanizma tipa II dolazi do prijenosa
energije sa PS-a na molekularni kisik, pri ¢emu PS reagira izravno sa
molekulom kisika te dolazi do nastanka visoko reaktivhog '0.. Vrijeme
poluzivota 10z vrlo je kratko, Sto osigurava da do citotoksi¢nog efekta dolazi
samo lokalno na mjestu gdje se nalazi PS u trenutku osvjetljivanja. Smatra
se da upravo 102 najvise doprinosi oksidativhom ostecenju i stani¢noj smrti.
Omjer u kojem se ove reakcije odvijaju ovisi o prirodi samog PS-a i hjegovoj
koncentraciji te dostupnosti kisika. (8,9) Shematski prikaz navedenih

procesa prikazan je preko Jablonskog dijagrama na slici 1.
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Slika 1: Pojednostavljeni prikaz Jablonskog dijagrama. Fotofizikalni procesi prikazani na
slici: 1) apsorpcija, 2) fluorescencija, 3) medusustavni prijelaz, 4) fosforescencija, 5)
prijenos elektrona (mehanizam tipa I), 6) prijenos energije (mehanizam tipa II);

vertikalna os predstavlja energiju; prema (10)

Osnovno svojstvo molekule PS-a je da apsorbira svjetlost te da
apsorbiranu energiju moze prenijeti na supstrat. To su obi¢no planarne,
visoko konjugirane, nezasi¢ene organske molekule s visokim apsorpcijskim
koeficijentom u vidljivom i bliskom ultraljubi¢astom podrucju spektra. (11)
Dobar PS mora ispunjavati odredene uvjete, koji ukljucuju veliku
fototoksi¢nost, visok kvantni prinos (®a) za stvaranje dugozZivuceg triplet
stanja, visok ®, za stvaranje 10y, visok afinitet vezanja za mikroorganizme

i nizak afinitet vezanja za ljudske stanice. PS ne smije biti toksi¢an u mraku,



ne smije imati mutagena svojstva, treba biti topljiv u vodi te ne smije
stvarati agregate. (7,9) Vecina do sada istrazenih PS-a ima tetrapirolnu
strukturu, medu kojima razlikujemo porfirine, klorine, bakterioklorine i
ftalocijanine. Medu ne-tetrapirolnim PS-ima istiCu se fenotiazinske boje
poput metilen plave i toluidin plave te prirodni spojevi poput hipericina i
kurkumina. (12) Ovaj rad prvenstveno se fokusira na do sada istrazene
porfirinske PS-e i njihovu efikasnost u fotodinamickoj inaktivaciji

bakterijskih i gljivicnih biofilmova.



2. Cilj

Cilj rada je analizirati moguénost primjene porfirina u PDI mikroorganizama
u biofilmu te napraviti pregled in vitro istrazivanja do sada ispitanih
porfirinskih spojeva i usporediti njihovu djelotvornost za primjenu na

biofilmovima razliCitih vrsta mikroorganizama.



3.Fotodinamicka inaktivacija  mikroorganizama u

biofilmu

PDI mikroorganizama u biofilmu odvija se u dva koraka. U prvom koraku
dolazi do vezanja PS-a za povrSinu biofilma. Tokom vezanja moze se
dogoditi da PS ostane potpuno zarobljen u EPS-u ili da uspije prodrijeti do
povrSine mikrobnih stanica u biofilmu. Ovisno o tipu, neki se PS-i vezu na
povrsinu ciljne stanice, dok neki mogu proci kroz plazmatsku membranu,
unutar ciljne stanice. Drugi korak PDI zapocinje osvjetljavanjem PS-a
svjetlos¢u, pri ¢emu dolazi do generiranja velike koliCine ROS-a i 10z. Oni
uzrokuju oksidativna oste¢enja u EPS-u te na povrsini i unutar mikrobnih
stanica, ovisno o lokalizaciji PS-a u trenutku osvjetljivanja. (13) Obzirom
da dolazi do istovremenih nespecificnih napada na vise stani¢nih meta,
vjerojatnost za stvaranje rezistencije mikroorganizama prema ovom obliku
terapije je minimalna. Poznato je da su mikroorganizmi u biofilmu i do 1000
puta otporniji na uobic¢ajene antimikrobne agense, stoga je nespecificnost

PDI jedna od glavnih prednosti ovog tretmana. (12)

Prva linija obrane mikroorganizama u biofilmu je EPS te je stoga jedna
od glavnih meta PDI. Oksidacijom makromolekula koje sacinjavaju EPS
(polisaharidi, proteini, lipidi i DNA), mikroorganizmi u biofilmu gube svoju
zastitu od vanjskih utjecaja. (13) Posljedi¢no, mozZe doci do raspadanja
dijelova biofilma, ¢ime se onemogucéava daljnja kolonizacija te se inhibira
prijenos rezistentnih gena medu mikroorganizmima. Kidanje matrice
biofilma smatra se sekundarnom anti-biofiimskom aktivhos¢u PDI
biofilmova. (14) Sto se tice same PDI mikroorganizama, do letalnog efekta
prvenstveno dolazi zbog oste¢enja DNA i citoplazmatske membrane.
Oksidacija dusSi¢nih baza, ponajvise gvanina, te jednostruki i dvostruki
lomovi DNA uzvojnice vazan su mehanizam PDI mikroorganizama, dok
oStecenja membrane mogu uzrokovati curenje stani¢nog sadrzaja i

inaktivaciju membranskih transportnih proteina Sto zajedno dovodi do



ubijanja mikrobnih stanica. (15) Na taj nacin inaktivacija mikroorganizama

zajedno uz kidanje matrice biofilma osiguravaju dvojno djelovanje PDI.

3.1. Podloznost razli¢itih vrsta mikroorganizama prema

fotodinamickoj inaktivaciji

Razlike u podloznosti PDI Gr+ i Gr- bakterija te gljivica proizlaze iz razlika
u njihovoj gradi, koja predstavlja vrlo vazan faktor prilikom odabira
prikladnog PS-a za PDI mikroorganizama. Stanicna stijenka Gr- bakterija
sastoji se od tankog sloja peptidoglikana, okruzenog s citoplazmatskom
membranom s unutarnje, i vanjskom stanichom membranom s vanjske
strane stijenke. (16) Vanjska membrana Gr- bakterija asimetri¢ne je
strukture te se uglavhom sastoji od izrazito negativho nabijenih
lipopolisaharida (LPS), fosfolipida, lipoproteina i porina. Takva strukturna
organizacija vanjske membrane Gr- bakterija onemogucava prolazak vecini
molekula, Sto doprinosi rezistenciji ove vrste bakterija. Porini omogucavaju
difuziju tek malenim hidrofilnim molekulama, molekularne mase do 700 Da.
(16,17) S druge strane, Gr+ bakterije ne sadrze vanjsku membranu.
Njihova stani¢na stijenka sastoji se od viSe slojeva peptidoglikana koji
prekriva citoplazmatsku membranu. Dodatna komponenta stijenke Gr+
bakterija je negativno nabijena teihoi¢na kiselina koja moze biti kovalentno
vezana s peptidoglikanom ili pak usidrena u citoplazmatsku membranu te
se tada naziva lipoteihoi¢na kiselina. (16) Za razliku od Gr- bakterija,
stijenka Gr+ bakterija mnogo je poroznija te moze propustiti
makromolekule molekularne mase 30000-60000 Da, ¢ime ne predstavlja
zapreku za prolazak vecini PS-a, Cija je prosjecna molekulska masa oko
1500-1800 Da. (17)

Za razliku od prokariotskih bakterija, gljivice spadaju u carstvo
eukariota te imaju kompleksniju unutarstani¢nu strukturu od bakterija.
Gljivice su generalno relativno manje podlozne PDI od bakterija zbog razlike
u veliCini samih stanica. Stanice gljivica mnogo su veée od bakterijskih

stanica te je koli¢ina ROS-a potrebna za ubijanje takve stanice mnogo veca
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od one potrebne da ubije bakterijsku stanicu. (18) Stanicna stijenka gljivica
je slojevita i razlikuje se ovisno o vrsti gljivice, no prvenstveno se sastoji od
glikoproteina i polisaharida, od kojih su najzastupljeniji polimeri glukana,
manana i hitina. Permeabilnija je od stani¢ne stijenke Gr-, ali manje

permeabilna od stijenke Gr+ bakterija. (19,20)

3.2. Primjene fotodinamicke inaktivacije mikroorganizama

u biofilmu

Obzirom na velik broj infekcija uzrokovanih biofilmovima i sve ucestaliju
pojavu rezistencije na antimikrobne agense, potrebno je razmotriti
potencijalna podrucja klinicke primjene PDI mikroorganizama u
biofilmovima. Pri tome treba uzeti u obzir ograni¢enja ove vrste terapije,
kao Sto je mogucnost dostave svjetlosti na mjesto infekcije. Stoga se kao
glavno podrucje klinicke primjene namecu lokalizirane i lako dostupne
infekcije. PDI mikroorganizama u biofilmu lako je primjenjiva kod
endodontalnih i oralnih infekcija, upala srednjeg uha, inficiranih rana i
opeklina te koznih infekcija. (11) Primjeri takvih mikroorganizma koji tvore
biofilmove u Covjeka su bakterije Streptococcus mutans, jedan od glavnih
uzrocnika nastanka zubnog karijesa, Moraxella catarrhalis, uzrocCnik upale
uha i disSnih puteva, i Staphylococcus aureus, patogen koji uzrokuje cijeli
niz infekcija od kojih su najcesce infekcije na kozi i postoperativne infekcije
kirursSkih rana te opeklina. Tu takoder treba spomenuti i gljivicu Candida
albicans, jednu od glavnih uzrocnika gljivicnih oboljenja kod ljudi. (21-24)
Upravo su ovi, ali i mnogi drugi mikroorganizmi predmet istrazivanja
klinicke primjene PDI u inaktivaciji mikroorganizama u biofilmova, od kojih

su neka analizirana u nastavku ovog rada.

Osim primjene u klinicke svrhe, PDI mikroorganizama u biofilmu moze
se primijeniti i u drugim podrucjima, a jedno od njih razmotreno je u
istrazivanju PDI biofilmova bakterije Listeria monocytogenes. (25) Autori
kao jedno od podrucja primjene vide u dezinfekciji tvornickih strojeva za

preradu hrane, kao i povrsina koje dolaze u dodir s hranom te ambalaze za
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pakiranje kako bi se sprijecila moguca izbijanja zaraze ovim patogenom koji

se uglavnom prenosi upravo putem hrane.
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4. Porfirini

Porfirini su razred intenzivho obojenih heterociklickih aromatskih
spojeva. Ovi spojevi sveprisutni su u prirodi, gdje predstavljaju kljucnu
kariku u brojnim biokemijskim procesima poput transporta kisika (hem) i
fotosinteze (klorofil). (26) Kostur svakog porfirina je porfin, prikazan na slici
2. To je planarni makrociklicki spoj koji se sastoji od Ccetiri pirolne
podjedinice povezane na a-ugljikovim atomima/pozicijama (1, 4, 6, 9, 11,
14, 16 i 19, slika 2) preko metinskih mostova =CH- (5, 10, 15, 20), koji
predstavljaju mezo-ugljikove atome/pozicije. Porfin moze biti supstituiran
na nekom od mezo- ili B-poziciji (2, 3, 7, 8, 12, 13, 17 i 18). Ukoliko se na
tim pozicijama nalaze atomi koji nisu vodik, radi se o porfirinskom spoju.
Unutarnja dva protona mogu se ukloniti snaznom bazom poput alkoksida,
¢ime se dobiva dianionska struktura. Medutim, unutarnja dva piroleninska
dusika mogu se i protonirati kiselinama poput trifluoracetatne kiseline ¢ime
se dobiva dikationska struktura. Porfirin koji u svom srediStu ne tvori
kompleks s metalom naziva se slobodna porfirinska baza, dok se anionske
porfirinske vrste koje tvore komplekse s metalima nazivaju metaloporfirini.
(27)

/\ B-pozicija
8

a-pozicija

17 15 13

k mezo-pozicija

Slika 2: Strukutra porfina sa prikazanim a-, B- i mezo- pozicijama.
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Na slici 3 prikazan je tipi¢ni apsorpcijski spektar slobodne porfirinske
baze. Zbog visoke konjugiranosti, porfirini imaju karakteristican spektar u
vidljivom i ultraljubi¢astom podrucju. Spektar porfirina sastoji se od jednog
intenzivnog pika pri valnoj duljini izmedu 400 i 430 nm koji se naziva
Soretova vrpca (eng. Soret band) i od serije Cetiri slabijih pikova u regiji
izmedu 500 i 700 nm koji se nazivaju Q vrpce (eng. Q bands). (26)
Stvaranje kompleksa s metalima i razliCiti supstituenti porfirina mogu
utjecati na apsorpcijski spektar porfirina. Stoga je vazno poznavanje

apsorpcijskog spektra ispitivanog spoja pri odabiru izvora svjetlosti za PDI.

Soret Band

[ g

x 1077

>

e(lmol~! cm™1)

IV

111

4010 a0
Al{nm)

Slika 3: Modificirani apsorpcijski spektar porfirina s oznacenom Soretovom i Q vrpcama.
Vertikalna os prikazuje molarni apsorpcijski koeficijent u Lmol-*cm-?, a horizontalna os

valnu duljinu u nm. (27)

4.1. Razvoj porfirinskih fotosenzibilizatora

Prva generacija fotosenzitizatora sastojala se od porfirina prirodnog
podrijetla i njihovih derivata. Pocetkom 20. stoljeéa uoceno je da
hematoporfirin  (Hp), dobiven kiselo kataliziranom hidrolizom iz
hemoglobina, ima jako fototoksi¢cno djelovanje te da se lokalizira u
tumorskim tkivima. U pokusaju prociséavanja Hp, Schwartz je 1955.
sintetizirao derivat hematoporfirina (eng. Hematoporphyrin derivate, HpD).

Tako je stvorio novi spoj, pokazalo se da se HpD puno efikasnije lokalizira u
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tumorskim tkivima od Hp. Tijekom 1980-ih godina otkriveno je da je aktivna
frakcija HpD (Photofrin) mjeSavina porfirinskih oligomera te je odobren za

terapiju pojedinih vrsta karcinoma u vise zemalja. (28,29)

Glavni nedostatci HpD-a i Photofrina su kompleksan sastav, slaba
apsorpcija svjetlosti i produzena fotosenzitivhost kod pacijenata, Sto je
dovelo do razvoja druge generacije PS-a. Druga generacija PS-a su kemijski
Ciste tvari poboljsane fotosenzitivnosti, apsorpcijskog spektra i selektivnosti
u usporedbi sa prvom generacijom. Vecina PS-a druge generacije srodni su
sa porfirinima te medu njih spadaju benzoporfirini, purpurini, teksapirini,
ftalocijanini, naftalocijanini, klorini, bakterioklorini, protopofririn IX (PpIX)
te 5-aminolevulinska kiselina kao bioloski prekursor PpIX. (29,30) Treca
generacija PS-a nastala je modificiranjem PS-a druge generacije, na nacin
da se poboljSa njihova dostava tako da se postoje¢i PS konjugira sa
bioloSkim makromolekulama poput monoklonalnih antitijela ili pak

enkapsulacija PS-a u nanonosace poput liposoma. (30)

Fiziokemijska svojstva porfirina izravno utjeCu na njegovu efikasnost u
PDI odredene vrste mikroorganizama. Naboj supstituenata na porfirinskom
prstenu ima velik utjecaj na afinitet porfirina prema ciljnim stanicama.
Pokazalo se da anionski i neutralni porfirini imaju visok afinitet prema Gr+
bakterijama, ali samostalno najcesc¢e nisu djelotvorni u PDI Gr- bakterija.
(31) Njihovu djelotvornost u fotoinaktivaciji Gr- bakterijama moguce je
povecati prethodnim tretmanom kationskim polipeptidom polimiksinom B
koji destabilizira stanichu membranu i olakSava ulazak PS-u ili pak
keliraju¢im sredstavima poput etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA-e),
koja ¢e ukloniti bivalentne katione (Mg?*, Ca?*) i povedati permeabilnost
stani¢ne stjenke Gr- bakterija. (32,33) S druge strane, uoceno je da
kationski PS-i efikasno inaktiviraju i Gr+ i Gr- bakterije te gljivica bez

prethodnih tretmana permeabiliziraju¢im sredstvima. (33)
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4.2. Porfirini u fotodinamickoj inaktivaciji mikroorganizama

u biofilmu

Istrazivanja opisana u ovom rada provedena su na in vitro uzgojenim
biofilmovima. U vedini istrazivanja je za utvrdivanja vijabilnosti stanica
biofilma nakon tretmana koriStena metoda brojanja jedinica koje tvore
kolonije (eng. colony forming unit assay, CFU esej). Rezultati su izrazavani
kao logaritmi po bazi 10 od ukupnog broja CFU. Kako bi se odredeni tretman
mogao proglasiti antimikrobnim ili baktericidnim, mora ostvariti 3 ili vise

logi0 smanjenje broja CFU/mL.

U nastavku su analizirana istrazivanja koja su kao PS-ove koristili
porfimer natrij, protoporfirin IX, 5,10,15,20-tetra-(N-metilpiridin-4-il)
porfirin tetra-(p-toluensulfonat) i 5,15-bis-[4-(3-trimetilamoniopropiloksi)

fenil] porfirin diklorid.
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4.2.1. Porfimer natrij (Photofrin)

Porfimer natrij, poznatiji pod prodajnim imenom Photofrin, prvi je PS
odobren od strane FDA za primjenu u fotodinamickoj terapiji. Odobren je
za palijativhu terapiju raka jednjaka, teske displazije kod oboljelih od
Berettovog sindroma te raka plu¢a ne-malih stanica, no uoceno je da je
efikasan i za antimikrobnu PDI mikroorganizama. Porfimer natrij je
proCis¢eni derivat Hp-a te nije jedinstveni kemijski entitet, ve¢ se radi o
mjesSavini oligomera porfirina povezanih eterskim i esterskim vezama.
Njegova struktura prikazana na slici 4. Ima relativho nizak molarni
apsorpcijski koeficijent od oko 3000 M-icm! pri 630 nm, pri koliko ostvaruje
apsorpcijski maksimum u crvenom dijelu spektra, no zato ima vrlo visok
kvantni prinos 'O; koji iznosi ®»=0,89. (34) Efikasnost porfimer natrija
ispitana je na biofilmovima Gr+ bakterije Streptococcus mutans, Gr-

bakterije Moraxella catarrhalis i gljivice Candida albicans. (21-23)

NaOOC
HaC R

CH,

NaOOC

Slika 4: Kemijska struktura porfimer natrija. (35)

Biofilmovi S. mutans prethodno tretirani porfimer natrijem osvijetljeni
su laserom pri valnoj duljini od 630 nm u trajanju od 5 minuta te je doza
svjetlosti iznosila 30 J/cm2. Vijabilnost stanica utvrdivana je
kolorimetrijskim esejem almarBlue. Studija je pokazala da je porfimer

natrij, u koncentraciji 125 pg/ml i inkubacijskom vremenu od 5 minuta,
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uzrokovao znacajno smanjenje vijabilnosti stanica bakterija biofilma u

odnosu na vijabilnost stanica kontrolnih skupina. (21)

U studiji provedenoj na M. catarrhalis takoder je koristen porfimer
natrij u koncentraciji od 125 pg/ml, uz produzeno inkubacijsko vrijeme
porfimer natrija u trajanju od 25 minuta. Tretirani uzorci osvjetljeni su
laserom pri valnoj duljini od 630 nm te je doza dostavljene svjetlosti iznosila
225 J/cm?. Vijabilnost bakterija nakon tretmana utvrdena je CFU esejem te
su biofilmovi promatrani skenirajué¢im elektronskim mikroskopom (SEM).
Rezultati su pokazali da je tretman postigao 3-4 logio smanjenja broja
CFU/mL, Sto odgovara ubijanju 99,9-99,99% bakterija. Pomocu SEM-a je
takoder potvrdeno da je tretman uzrokovao znacajna stanicna oStecenja.
(22)

Biofilmovi C. albicans inkubirani su 30 minuta s porfimer natrijem u
koncentraciji od 10 pg/mL te osvjetljeni zivinom lampom s filterom koji je
propustao svjetlost valne duljine u rasponu 400-700 nm. Doze svjetlosti su
ovisno o vremenu osvjetljavanja iznosile 0,9-18 J/cm?2. Metabolicka
aktivnost tretiranih biofilmova odredivana je XTT testom i usporedena sa
metabolickom aktivnoséu biofilmova iz kontrolnih skupina. Paralelno je
provedeno i testiranje na biofilmovima tretiranima sa amfotericinom B, koji
je odabran kao predstavnik konvencionalnih antimikotika, kako bi bilo
moguce napraviti usporedbu efikasnosti PDI porfimer natrijem i klasi¢ne
terapije koristene kod gljivicnih oboljenja. Rezultati su pokazali statisticki
znaCajno smanjenje metabolicke aktivnosti kod uzoraka kod kojih je
proveden PDI porfimer natrijem u usporedbi sa kontrolnim skupinama, kao

i u usporedbi sa skupinom tretiranom amfotericinom B. (23)

Porfimer natrij pokazao se kao efikasan PS u PDI biofilmova S.
mutans, M. catarrhalis i C. albicans pri gore navedenim uvjetima, s time da
je vazno uzeti u obzir razlike u primijenjenim koncentracijama PS-a kao i u
dozi svjetlosti. Obzirom da porfimer natrij spada u ne-kationske PS-e, bilo
je ocekivano da ¢e postiéi znacajno bolji u¢inak kod Gr+ bakterija i gljivica

nego kod Gr- bakterija. Stoga su iznenadujuca efikasnost porfimer natrija
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pri PDI biofilmova M. catarrhalis, obzirom da PDI ne-kationskim PS-ima bez
prethodnog tretmana permeabiliziraju¢im sredstvima do sada nije pokazao
znacajnu efikasnost u inaktivaciji Gr- bakterija. (31) Autori su pretpostavili
da je postignuti u¢inak na biofilmovima M. catarrhalis vjerojatno proizasao
iz razlika u permeabilnosti stanicne membrane ili putu unosa kod ove vrste
bakterija. Takoder predlazu da treba provesti daljnja istrazivanja o
potencijalnom utjecaju ekspresije lipooligosaharida (LOS) umjesto LPS-a na
povrsini stanica M. catarrhalis te provijeriti jesu li i druge bakterije koje na
svojoj stanic¢noj stijenci eksprimiraju LOS-ove takoder podloznije PDI
posredovanoj porfimer natrijem u odnosu na ostale Gr- bakterije. (22) U
istrazivanju na biofilmovima C. albicans, porfimer natrij takoder je doveo
do znacajne inaktivacije stanica biofilma te se pokazao efikasnijim od
amfotericina B. Problem kod navedenih istrazivanja je Sto u ispitivanjima
na biofilmovima S. mutans i C. albicans nakon tretmana nije napravljen CFU
esej, Sto otezava usporedbu dobivenih rezultata. Provedenim
kolorimetrijskim testovima moze ustvrditi da je postignuta odredena razina
inaktivacije mikroorganizama, ali ne i da li je postignut antibakterijski,

odnosno antifungalni ucinak.

17



4.2.2. Protoporfirin IX

Protoporfirin IX (PpIX) je spoj prisutan u zivim stanicama i posljednji
je meduprodukt u biosintetskom putu nastanka hema. Radi se o visoko
konzerviranom biosintetskom putu prisuthom i kod prokariota i kod
eukariota. Unato¢ manjim varijacijama u tom sintetskom putu izmedu
razli¢itih vrsta, produkcija hema zapocinje konverzijom 5-aminolevulinske
kiseline (eng. 5-aminolevulic acid, 5-ALA) u porfobilinogen, a brzina
nastanka PpIX ovisi o koli¢ini dostupne 5-ALA. (36) Brzina pretvorbe PpIX
u hem je relativno spora, pa povecana razina 5-ALA dovodi do akumulacije
vece kolicine PpIX u takvim stanicama. Obzirom da PpIX ima
fotosenzibiliziraju¢a svojstva, J. C. Kennedy i njegovi suradnici dosli su na
ideju da umjesto primjene samog PpIX primjene metabolicki prekursor ovog
endogenog PS-a u svrhu fotodinamicke PDI stanica. (37) Strukture spojeva
5-ALA i PpIX prikazane su na slici 5. Efikasnost uporabe 5-ALA u PDI
biofilmova ispitana je na biofilmovima bakterijskih vrsta Staphylococcus

aureus, Listeria monocytogenes i Klebsiella pneumoniae. (25,38,39)

Slika 5: Kemijske strukture: A) 5-aminolevulinske kiseline (5-ALA) i B) protoporfirina IX
(PpIX) (40)

Studija na biofilmovima Gr+ bakterije S. aureus provedena je na
biofiimovima sojeva osjetljivih na meticilin (eng. methicillin sensitive

Staphylococcus aureus, MSSA) i na meticilin-rezistentnim sojevima (eng.
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methicillin resistant Staphylococcus aureus, MRSA) bakterije. Biofilmovi
MSSA-a i MRSA-a inkubirani su s 5-ALA-om koncentracije 10mM, a period
inkubacije iznosio je 2 sata. Nakon inkubacije biofilmovi su osvijetljeni LED
lampom (svjetlost valne duljine 633+£10nm). Doza svjetlosti iznosila je 360
J/cm?2. Vijabilnost stanica nakon tretmana odredena je pomocu CFU eseja,
a biofilmovi su takoder analizirani i konfokalnim laserskim mikroskopom, uz
prethodno bojanje ,live/dead" fluorescentnom bojom. Rezultati PDI
posredovane 5-ALA-om nisu se znatno razlikovali izmedu MSSA i MRSA
sojeva. Kod biofilmova MSSA sojeva ostvareno je 2,56 logio smanjenje
broja CFU/mL, dok je kod biofilmova MRSA sojeva ono iznosilo 2,71 logio
smanjenje broja CFU/mL. Mikroskopskom analizom potvrdeno je da je
vecina bakterija inaktivirana tretmanom, s time da je vecina mrtvih stanica
bila grupirana u gornjim slojevima, a zivih u donjim slojevima biofilmova.
(38)

U studiji na Gr+ bakteriji L. monocytogenes proucavano je djelovanje
5-ALA u PDI biofilmova na komadi¢ima poliolefinske folije, koja se Cesto
koristi prilikom pakiranja hrane. Obzirom da je L. monocytogenes patogen
koji se uglavnom prenosi hranom te da do kontaminacije Cesto dolazi
prilikom tvornickog procesuiranja i pakiranja hrane, autori su se odludili
istrazivanje provesti na materijalu za pakiranje u svrhu pronalaska novih
metoda dekontaminacije u proizvodnom procesu hrane. Biofilmovi L.
monocytogenes uzgojeni su na komadi¢ima poliolefinske folije te su zatim
inkubirani 30 minuta s otopinama 5-ALA razliCitih koncentracija u rasponu
7,5-10 mM. Nakon inkubacije uzorci su osvijetljeni LED lampom koja emitira
svjetlost valne duljine 400 nm, a ukupna doza svjetlosti iznosila je 18 J/cm?.
Vijabilnost stanica nakon tretmana odredena je CFU esejem.
Fotosenzibiliziraju¢im tretmanom na biofilmovima postignuto je smanjenje
broja CFU/mL od 1,7 do 3,1, ovisno o primijenjenoj koncentraciji 5-ALA. Na

kontrolnim uzorcima nije uocena toksi¢nost 5-ALA u mraku. (25)

U studiji na biofilmovima Gr- bakterije K. pneumoniae ispitivano je

djelovanje 5-ALA na 3 soja ove bakterije: soju ATCC700603, soju koji ne
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producira B-laktamaze Sirokog spectra (eng. non-extended-spectrum B-
lactamases, non-ESBL) i ESBL-producirajuée soju K. pneumoniae.
Biofilmovi sva 3 soja inkubirani su sa 5-ALA-om koncentracije 10 mM u
trajanju od 4 sata. Potom su osvijetljeni ksenonskom lampom s optickim
filterom koji propusta svjetlost valne duljine 400-780 nm u trajanju od 60
minuta. Vijabilnost stanica nakon tretmana utvrdena je CFU esejem.
Utvrdeno je da je tretman postigao 3,09 logio smanjenje CFU/mL kod soja
ATCC700603, 1,92 logio smanjenje CFU/mL kod soja koji ne producira ESBL
te 2,28 logio smanjenje CFU/mL kod ESBL-produciraju¢eg soja K.
pneumoniae. Biofilmovi su takoder analizirani i skeniraju¢im elektronskim
mikroskopom prije i nakon provedene PDI, ¢ime je ustanovljeno da je nakon
tretmana doslo do kidanja dijelova biofilma te da je tek mali dio bakterija
ostao vezan za biofilm. Takoder je uoCeno da je tretman uzrokovao

znacCajna ostecenja stanicne stijenke bakterija. (39)

PDI posredovana 5-ALA ostvarila je znacajnu inaktivaciju bakterija u
biofilmovima Gr+ bakterija S. aureus i L. monocytogenes pri niskim
koncentracijama PS-a, no samo je kod biofilmova L. monocytogenes
postignut baktericidni ucinak. U istrazivanju na biofilmovima MSSA-e i
MRSA-e nije zamije¢ena znacajnija razlika u efikasnosti tretmana izmedu ta
dva soja. Dokazano je da je S. aureus podlozna PDI s 5-ALA, no ne u
dovoljnoj mjeri da bi bio postignut baktericidni uc¢inak. Ipak, ovaj rezultat
je vazan iz razloga Sto je MRSA rezistentna na velik broj antibiotika i mnogo
ju je teze lijeciti nego infekcije izazvane MSSA-om, a ova studija je pokazala
da su oba soja podjednako podlozna PDI. Rezultati sugeriraju na potrebu
za daljnjim ispitivanjem i usavrSavanjem procedure i koristenog PS-a.
Autori kao moguce rjeSenje predlazu kombiniranu terapiju PDI i antibiotika
za potpunu inaktivaciju biofilmova S. aureus. (38) U studiji na L.
monocytogenes je pak razmotrena mogucénost ne-klinicke uporabe PDI
bakterija u biofilmu, u svrhu dekontaminacije materijala za pakiranje hrane.
I u ovom istrazivanju je postignut znacajan baktericidni efekt na

bakterijskim biofilmovima, Sto sugerira da bi se trebala razmotriti
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mogucnost uporabe ovog tretmana u osiguranju mikrobioloSke ispravnosti
hrane. Autori takoder sugeriraju da se osim samog materijala za pakiranje
ova metoda moze koristiti i za dekontaminaciju povrSina i strojeva u
proizvodnom procesu hrane. U ispitivanju biofilmova K. pneumoniae
takoder je doslo do inaktivacije, ali baktericidni ucinak postignut je samo
kod soja ATCC700603. Kod preostala dva soja tretmanom je postignuto
manje od 3 logio smanjenja broja CFU/mL, Sto znacli da nije doslo do
baktericidnog ucinka. Autori pretpostavljaju da problem lezi u slaboj
sposobnosti 5-ALA da prode kroz bioloSke membrane zbog niske lipofilnosti
ove molekule. Tome u prilog govori i ¢injenica da je u ovoj studiji ispitivano
i djelovanje metil aminolevulinata, lipofilnijeg derivata 5-ALA, koji je pri
jednakim eksperimentalnim uvjetima ostvario baktericidni ucinak na sva tri

soja K. pneumoniae. (39)
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4.2.3. 5,10,15,20-tetra-(N-metilpiridin-4-il) porfirin tetra-(p-
toluensulfonat) (TMPyP)

5,10,15,20-tetra-(N-metilpiridin-4-il) porfirin tetra-(p-toluensulfonat)
(TMPyP) je kationski porfirin Cija je struktura prikazana na slici 6. Efikasnost
u fotoinaktivaciji biofilmova ovog tetrakationskog PS-a sa kvantnim
prinosom 02 ®a=0.74 ispitana je na biofilmovima Gr+ bakterija
Staphylococcus aureus i Enterococcus faecalis, Gr- bakterije Pseudomonas

aeruginosa i gljivice Candida albicans. (24,41-43)

¥4

Slika 6: Kemijska struktura TMPyP-a. (41)

Biofilmovi 3 soja S. aureus inkubirani su 15 minuta s TMPyP-om
koncentracije 10 pM te zatim osvijetljeni bijelom svjetloS¢u (400-800 nm)
pomocu elektricne lampe. Doza svjetlosti iznosila je 150 J/cm?2. Vijabilnost
stanica nakon tretmana odredena je ,live/dead" testom te su uzorci zatim
analizirani konfokalnim laserskim mikroskopom, ¢ime je uoceno da je
vecina bakterija inaktivirana ovim tretmanom te kako su mrtve stanice

prisutne u citavom biofilmu. Kako bi se odredio postotak prezivljenja,
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proveden je i CFU esej kojim je utvrdeno da je TMPyP u ranije navedenim
uvjetima uzrokovao tek do 2 logio smanjenja broja CFU/mL. Mikroskopskom
analizom takoder je utvrdeno da je PDI uzrokovala kidanje dijelova biofilma

i odvajanje bakterijskih stanica iz biofilma. (24)

U drugoj studiji ispitivan je utjecaj PDI posredovane TMPyP-om na
biofilmove E. faecalis. Uzorci biofilma inkubirani su s otopinama TMPyP-a
koncentracije 100 uM 60 minuta te su zatim osvijetljeni stomatoloskom LED
lampom (svjetlost valne duljine 46020 nm), a doza svjetlosti je iznosila
160-170 J/cm?2. Nakon tretmana napravljena su serijska razrjedenja
uzoraka koja su zatim nasadena na hranjivu podlogu te je nakon 24 sata
inkubacije odreden broj CFU/mL. Studijom je utvrdeno da PDI posredovana
TMPyP-om nije uzrokovao smanjenje broja CFU/mL, odnosno da nije doslo

do inaktivacije bakterija. (41)

U studiji na biofilmovima P. aeruginosa koristeni su biofilmovi dva soja
ove bakterije, divlji tip (eng. wild type, WT) i izogeni pqsA mutirani soj.
Biofilmovi mutiranog soja sadrze znatno manje vanstanicne DNA u svojem
EPS-u te je mikroskopskom analizom uoceno da postoje znacajne razlike u
strukturi biofilmova izmedu ova dva soja bakterije P. aeruginosa. Biofilmovi
su inkubirani s otopinama TMPyP-a koncentracije 225 pM 10 minuta te su
zatim osvijetljeni zivinom lampom s filterom koji blokira svjetlost valne
duljine krace od 400 nm. Primjenjivane doze svjetlosti iznosile su 220-240
J/cm?2. Biofilmovi nakon tretmana promatrani su konfokalnim laserskim
mikroskopom te je odreden broj CFU/mL uzorka. Nakon primjene tretmana
utvrdeno je da je doslo do 4,1 logio smanjenja CFU/mL kod biofilmova WT
bakterija te 3,9 logio smanjenja CFU/mL kod biofilmova mutiranog soja P.
aeruginosa. U supernatantu prikupljenom iz WT uzoraka ostvareno je 4,5
logio smanjenje CFU/mL, a kod mutiranog soja 4,1 logio smanjenje
CFU/mL. Mikroskopskom analizom utvrdeno je i da je doslo do znacajnog
raspadanja biofiimova WT soja nakon tretmana te da je tek mali dio
bakterija ostao vezan za povrsSinu stakalca, dok kod mutiranog soja nije

doslo do znacdajnijeg odvajanja dijelova biofilma. (42)
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Posljednja od navedenih studija provedena je na biofilmovima gljivice
C. albicans. Biofilmovi su inkubirani s otopinama TMPyP-a razlicitih
koncentracija u rasponu 0-50 uM u trajanju od 4 sata. Potom su osvijetljeni
izvorom nekoherentne svjetlosti (valne duljine 418+20 nm) u trajanju od
60 minuta te je doza svjetlosti iznosila 48,2 J/cmZ2. Vijabilnost stanica
biofilma nakon tretmana utvrdena je CFU esejem. Utvrdeno je da je do
znacajne inaktivacije doslo tek pri koncentraciji 50 uM TMPyP-a, pri kojoj je
postignuto 5 logio smanje broja CFU/mL, no koja je takoder uzrokovala

toksi¢nost u mraku. (43)

Iz navedenih istrazivanja vidljivo je da mnogo faktora utjece na
efikasnost PDI mikroorganizama. Rezultati su pokazali da su biofilmovi Gr+
bakterije S. aureus podlozni PDI posredovanoj TMPyP-om, ali u nedovoljnoj
mjeri da bi doslo do baktericidnog uclinka. Smanjenje broja CFU/mL
znacajno je manje kod primjene PDI posredovane TMPyP-om na
biofilmovima nego Sto je to kod planktonskih organizama (za koje je
postignuto i do 6 logio smanjenje broja CFU/mL), a obzirom na rezultate
dobivene mikroskopskom analizom, autori sugeriraju da je manja
efikasnost na biofilmovima S. aureus u odnosu na planktonske bakterije
uzrokovana zbog razlika u gradi stanicne stijenke bakterija u biofilmu u
odnosu na planktonske bakterije, razlika u brzini rasta te prisutnosti EPS-a.
(24) S druge strane, TMPyP pokazao se kao potpuno neefikasan PS u
inaktivaciji Gr+ E. faecalis. Pretpostavka autora je da TMPyP, zbog svoje
relativno velike molekulske strukture, iz sterickih razloga nije mogao
prodrijeti u biofilm E. faecalis. Vjerojatno je doslo do jakih elektrostatskih
interakcija izmedu ovog tetrakationskog PS-a i negativho nabijenih
molekula EPS-a biofilma, Sto je moglo usporiti difuziju PS-a u biofilm. (41)
Kod biofilmova oba soja P. aeruginosa bile su potrebne vrlo visoke
koncentracije TMPyP-a kako bi se postigao baktericidni ucinak, ali unatoc
tome TMPyP se pokazao kao efikasan kationski PS u PDI biofilmova ove Gr-
bakterije. Obzirom da TMPyP interkalira s DNA, pretpostavljeno je da je

razlog kidanje dijelova biofilma nakon tretmana kod biofilmova WT soja P.
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aeruginosa, koje je izostalo kod mutiranog soja, u povec¢anom udjelu
vanstanicnog DNA u matrici biofilma WT soja bakterije. (42) TMPyP je
takoder efikasno inaktivirao biofilmove gljivice C. albicans, ali ponovno tek
pri viSoj koncentraciji i uz dugi period inkubacije, Sto bi otezavalo njegovu
primjenu in vivo kod lijeCenja gljivicnih infekcija. (43) Takvi rezultati
pokazuju da je potreban individualan pristup pri odabiru PS-a za razlicite
vrste bakterije, obzirom na svojstva i razlike u stani¢noj morfologiji

bakterija i arhitekturi biofilmova koje oni tvore.
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4.2.4. 5,15-bis-[4-(3-trimetilamoniopropiloksi)fenil] porfirin
diklorid (XF-73)

5,15-bis-[4-(3-trimetilamoniopropiloksi)fenil] porfirin diklorid, poznat
i pod imenom XF-73, je sinteticki dikationski derivat porfirina, a njegova
struktura prikazana je na slici 7. U dosadasnjim istrazivanjima utvrdeno je
da XF-73 djeluje baktericidno na niz Gr+ bakterija, ukljucujuéi S. aureus te
je trenutno u fazi klini¢kih ispitivanja za primjenu kod dekolonizacije
nazalnih prijenosnika S. aureus. Svoje baktericidno djelovanje ostvaruje
tako Sto narusava strukturu stanicne stijenke bakterija. Obzirom na njegovu
porfirinsku strukturu postoji mogucnost primjene i u PDI mikroorganizama
koja je do sada slabo istrazena, a njegova primjena u inaktivaciji
mikroorganizama u biofilmu je ispitana na biofilmovima gljivice C. albicans.
(43)

Slika 7: Kemijska struktura porfirina XF-73. (44)

Biofilmovi C. albicans inkubirani su sa otopinama XF-7-a razlicitih
koncentracija u rasponu 0-10 pM u trajanju od 4 sata te su potom
osvijetljeni izvorom nekoherentne svjetlosti (svjetlost valne duljine 418+20
nm) 60 minuta. Doza svjetlosti iznosila je 48,2 J/cm?. Nakon tretmana
proveden je CFU esej kako bi se utvrdila vijabilnost stanica. Njime je
utvrdeno da je XF-73 vec pri koncentraciji od 1 puM postigao 5 logio
smanjenje broja CFU/mL. Kako bi utvrdili uzrokuje li EPS povecanu

otpornost stanica gljivica u biofilmu u odnosu na planktonske, tretman je
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proveden i na stanicama disperziranim iz zrelog biofilma. Stanice su
sastrugane sa biofilma i resuspendirane s PBS-om. Zatim su sonificirane u
ultrazvucénoj kupelji i protresene na Vortex mjesalici kako bi se dobila
suspenzija pojedinacnih stanica koje su izgubile vecéinu EPS-a. Stanice su
inkubirane s XF-73 u rasponu koncentracija 0-10 uM u trajanju od 15
minuta te su osvijetljene istim izvorom svjetlosti kao i stanice u biofilmu,
ali je doza svjetlosti bila manja, a iznosila 12,1 J/cm?2. CFU esejem je
pokazano da je XF-73 pri koncentraciji od samo 0,1 uM uzrokovao 5 logio

smanjenje broja CFU/mL kod stanica disperziranih iz biofilma. (43)

Ovim istrazivanjem pokazano je da eksperimentalni PS XF-73 ve( pri
vrlo niskim koncentracijama postize jak antimikrobni ucinak protiv
biofilmova C. albicans. Tim istrazivaca je takoder pokazao da su stanice
disperzirane iz biofilma mnogo podloznije PDI posredovanoj XF-73-om jer
se jednak antifungalni uc¢inak kao i kod stanica biofilmova postize pri mnogo
nizim koncentracijama PS-a, manjim vremenom inkubacije i manjom
dozom svjetlosti. Time su pokazali da je uzrok povecane otpornosti stanica
u biofilmu prisutnost EPS-a. Obzirom na obecavajuce rezultate ovog
istrazivanja, potrebno je provesti daljnja ispitivanja i razmotriti njegovu

primjenu u lijeCenju gljiviénih infekcija.
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5. Zakljucak

Uporaba porfirina kao fotosenzibilizatora za fotodinamicku inaktivaciju
mikroorganizama u biofilmovima za sada pokazuje obecavajuce rezultate.
Svi bakterijski i gljivicni biofilmovi iz spomenutih istrazivanja, osim
biofilmova E. faecalis, pokazali su podloznost prema fotodinamickoj
inaktivaciji posredovanoj neutralnim i kationskim porfirinima te endogenim
protoporfirinom IX, no nije kod svih postignut baktericidan ucinak. Porfimer
natrij dao je pozitivne rezultate, ali nije ih moguce kvalitetno usporediti
zbog razlika u metodologiji koristenoj u istrazivanjima. Primjena 5-
aminolevulinske kiseline kao prekursora endogenog fotosenzibilizatora
protoporfirina IX pokazala se kao zanimljiv pristup. Medutim, ispostavilo se
da je uporaba lipofilnijih derivata, poput metil aminolevulinata, bolji odabir
za inaktivaciju bakterijskih biofilmova. Tetrakationski TMPyP u odredenoj je
mjeri uzrokovao inaktivaciju, ali unato¢ dobrim rezultatima na planktonskim
bakterijama, nije se pokazao kao najbolje rjeSenje za primjenu na
biofilmovima zbog slabe difuzije u dublje slojeve biofilma uzrokovane jakim
elektrostatskim interakcijama s negativho nabijenom matricom biofilmova.
Zbog navedenih interakcija potrebno je razmotriti primjenu
fotosenzitizatora s manje pozitivho nabijenih skupina, koji bi i dalje bili
kationskog karaktera, ali bi lakSe difundirali u biofilm. Dikationski spoj XF-
73 pokazao se efikasan u fotodinamickoj inaktivaciji biofilmovima C.
albicans, no potrebno je razmotriti njegovu efikasnost na bakterijskim
biofilmovima. Ovaj spoj ima dokazano baktericidno djelovanje koje
ostvaruje = naruSavajuc¢i  strukturu staniéne  stijenke  bakterija.
Fotoaktivacijom XF-73 mogao bi se postici dvojni efekt inaktivacije bakterija
u biofilmu, no potrebno je provesti daljnja istrazivanja. Ipak, radi se o vrlo

obecavaju¢em spoju i svakako ga je potrebno ozbiljno razmotriti.

Primjena porfirinskih fotosenzibilizatora u fotodinamickoj inaktivaciji
mikroorganizama u biofilmu je, unatoC pozitivnim rezultatima dobivenima
u dosadasnjim istrazivanjima, jos daleko od Siroke uporabe. Trenutna

nesuglasnost u protokolima i esejima kojima se ispituje antimikrobna
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aktivnost na biofilmovima otezava kvalitethu usporedbu efikasnosti
ispitivanih fotosenzibilizatora i napredak u ovom polju. Kako bi se
fotodinamicka inaktivacija uopée mogla ozbiljno razmotriti kao nacin
suzbijanja biofilmova, potrebno je uskladiti metodologiju i standardizirati
protokole koji se koriste u istrazivanjima. Takoder je potrebno uzeti u obzir
da su in vivo biofilmovi rijetko gradeni od samo jedne bakterijske ili gljivicne
vrste, kao Sto su biofilmovi u navedenim istrazivanjima. To Cini situaciju
mnogo kompleksnijom i stoga je potrebno spojeve ispitivati na slozenijim

biofilmovima za dobivanje relevantnijih rezultata.
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