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Sazetak:

Prica o prevenciji i kontroli zaraznih bolesti ostaje otvorena jer se niz patogenih bakterija iznova
pojavljuje kao izaziva¢ infekcija. Da bi se taj problem prevazi$ao, antibiotici su bili dominantni
tokom prethodne ere. Rezistencija kao fenomen kojim se patogenimikroorganizmi opiru dejstvu
lekove je postavo izuzetno raSiren u svetu. Vise nau¢nih pravaca se razvija u svrhu prevazilazenja
ovog problema, pa je tako fotodinamicka inaktivacija definisana u platformu za otkrivanje i razvoj
antimikrobnih sredstava. Koncept fotodinamicke inaktivacije je prilino jednostavan i zahteva
izlaganje mikroba energijom svetla koja uzrokuje pobudivanje molekula, S$to rezultira
proizvodnjom singlet kiseonika ili drugim reaktivnim kiseonickim vrstama koje reaguju sa
intracelularnim komponentama, a posledi¢no dovode do ¢elijske inaktivacije. To je oblast sve
veéeg interesovanja, kao i istrazivanja u smerovima: (1) da se identifikuju fotohemijski i
fotofizicki mehanizmi ukljuceni u inaktivaciju, (2) da razviju mo¢ni i klinicki kompatibilni
fotosenzibilizatori, (3) da se razume kako na fotoinaktivaciju uticu klju¢ni mikrobni fenotip
elementi (rezistencija na vise lekova i efluks, virulencija i determinante patogeneze, biofilmovi),
(4) da se istraze nove platforme za isporuku inspirisane trenutnim trendovima u farmakologiji i
nanotehnologijama i (5) za identifikaciju fotoinaktivacije primene izvan klini¢kog okruzenja kao
Sto je zivotna sredina tj. dezinfekciona sredstva.

Kljucne reci: bakterije, leCenje, antimikrobni efekat, hitozan
Antimikrobna rezistencija

Od pocetka upotrebe penicilina, a kasnijeg razvoja i sinteze drugih antibiotika, vakcina i
antiseptika, pobeda nad bakterijama je viSe puta proglasavana. Do 1980-ih, farmaceutske
kompanije su bile ubedene da antibiotika ve¢ ima dovoljno i da nije isplativo finansirati nova
istrazivanja, bilo je vreme da se ,,zatvori knjiga o zaraznim bolestima“ i naglasak je prebacen na
druge zdravstvene probleme kao S§to su rak, dijabetes i bolesti srca. Ekstenzivna, ali i
neodgovarajuéa upotreba antibiotika postepeno je dovela do razvoja antimikrobne rezistencije.
Penicilin je prvi put pusten u Siroku upotrebu ranih 1940-ih, a do 1944. polovina svih klinickih
izolata stafilokoka iz rana bila otporna na ovaj proglaseni ,,cudotvorni lek* . Danas je ,,zarazna
bolest™ drugi najvazniji ubica u svetu, broj tri u razvijenim zemljama, a cetvrti u SAD . uglavnom
u starijoj i oslabljenoj populaciji. Sirom sveta, 17 miliona ljudi umiru svake godine od baterijskih
infekcija. Pet klasa patogena otpornih na antibiotike pojavljuju se kao glavne pretnje po javno
zdravlje: Staphylococcus aureus otporan na meticilin (MRSA), Enterococcus faecalis otporan na
vankomicin (VRE), mikobakterije (Tuberkuloza) otporne na vise lekova, Gram-negativne
patogene i gljivice.

Fotodinamicka terapija (FT) kao antimikrobni pristup



Kako se efikasnost antibiotika smanjuje i1 blizi kraj ,.ere antibiotika®, veliki medunarodni
istrazivacki napori da se otkrivaju nove nacine za iskorenjivanje bakterija. Naglasak je sada na
tome kako shvatiti, spreciti i ako je moguce eliminisati rezistenciju na vise lekova zajedno sa
istrazivanjem novih nacina za ubijanje mikrobnih patogena. Fotodinamsku terapiju (FT)
zasnovanu na svetlosti slu¢ajno su je otkrili Oskar Raab i Hermann von Tappiener pre vise od 100
godina kada su primetili da su jednoceliski organizmi Paramecium spp. obojeni akridin
narandzastim inaktivisani nakon izlaganja svetlosti. Sedamdesetih godina proslog veka, FT se
mahom istrazivala za selektivno uniStavanje raka. Kasnije se javlja otkrice i alternativu za lecenje
lokalizovanih infekcija. Princip FT ukljucuje upotrebu bezopasne vidljive svetlosti u kombinaciji
sa supstratom osetljivom na svetlost — fotosenzibilizatorom (FS) — i efektorom $to je najcesce
kiseonik prisutan u i oko ¢elija.

Diretno delovanje svetla na mikrobioloske agense

U opstoj podeli svetla kao elektromagnetnog zracenja prema talasnim duzinama poznat kao
,svetlosni® opsezi od UVC (200-280 nm), UVB (280-320 nm), UVA (320400 nm), vidljivi
(400—750 nm), bliski infracrveni (NIR, 750—1.200 nm) i srednji/daleki IR (1.200—10.000 nm). Sve
ove razliCite talasne duZine su opisane karakteristikom smanjenja broja raznih vrsta mikroba ali su
bakterije su naj¢es¢e proucavane slede, gljive, virusi, a paraziti tek sporadi¢no. Pristupi zasnovani
na svetlosti moraju povudi ravnotezu izmedu: (a) kvantni prinos mikrobne inaktivacije, drugim
re¢ima koliko da li su fotoni potrebni da bi se ubio ili deaktivirao jedan mikrob; (b) dubina
prodiranja svetlosti u tkivo ili u organsku materiju u svrhu dezinfekcije povrsina i (c) sklonost
svetlosti da oSteti domacina celije i tkiva.

Iz navedene grupacije se izdvaja opseg UVC koji je veoma aktivan sa smrtonosnom dozom od
nekoliko mega dzula energije da inaktiviSe veci broj patoloskih agenata, ali ima slab prodor u tkivo
1 veliku mogucénost za da nezeljeno ostetiti celije Coveka. Smatra se da su najbezbedniji UVC zraci
na 220 nm. Plava svetlost ima umerenu aktivnost koja zahteva 100 J energije, a takode ima
relativno slabu penetraciju, sa manjim potencijalom nezeljenog dejstva. Crveno svetlo ima slabu
aktivnost osim ako nije se kombinuje sa fotosenzibilizuju¢om bojom (PS) Sto je ve¢ indirektno
delovanje, a tada se aktivnost dramati¢no povecava.

Jedna od glavnih prednosti pristupa zasnovanih na svetlosti je to ve¢ina njih (ali ne svi) su po
prirodi Sirokog spektra i mogu efikasno da uniSte razne patogene ukljucujuci bakterije (Gram-
pozitivne, Gram-negativne, mikobakterije), gljive (kvasnice 1 filamentne gljivice), viruse (DNK i
RNK) i parazite. Stavise, sa moguéim izuzetkom UVC, pokazalo se nemoguéim da se vestacki
proizvedu otporne bakterije.

Indirektno delovanje

Kada se aktivacija fotosenzibiliSu¢e materije postize pod delovanjem svetla govori se o
indirektnom delovanju. Kako je prvenstveno izu¢avan ovaj efekat na brzodele¢im ¢elijama u cilju
terapija tumora, za nauc¢no izu€avanje u svrhu terapije i/ili prevencije infekcija moze se rec¢i da
kasni, a prvi radovi na objasnjenu mehanizma delovanja izlazu jedan nespecifican put uniStenja
¢elija podjednako toksi¢an kako za prokariotske ¢elije bakterija, tako i1 za eukariotske ¢elije viSih
organizama — singletni kiseonik i ROS. Potpuna slika delovanja postaje jasnija objasnjenjem



transformacije kiseonika u singletni kisonik 'O usled fotodinamicke reakcije porfirina pri
obasjavanju svetlom. Od ranije je poznata aktivnost singletnog kiseonika kao vrlo reaktivnog
oksigenacionog sredstva koje deluje na masti, lipide, proteine i nukleinske kiseline koji dovode do
smrti Celije. Kako je 1 sam kratko zive¢i, oSte¢enja produkuje samo u neposrednoj blizini
formiranja. Singletni kiseonik moze 1 da u istom smislu aktivira druge molekule oznacene dovede
do stvaranja reaktivnih kiseonickih grupa (ROS - hidroksidni radikali, vodonik peroksid,
superoskidni anjon, itd.. ) koje imaju isti efekat, ali su dalekosezniji, odnosno zapocinju kaskadu
lancanih reakcija oksigenacija. Od tog efekta celija se u prirodnim okolnostima brani
antioksidacionim sredstvima (vitamin C, koenzim Q10, jedinjenja cinka, itd.). Ukoliko se
terapijskom primenom unesu jedinjenja koja stvore dovoljno ROS tako da ¢elija ne moZze da se
odbrani dolazi do ciljanog efekta inaktivacije.

U teoriji FT je visoko selektivan modalitet poSto (1) hiperproliferirajuce celije selektivno
preuzimaju FS 1 (2) ¢elijska smrt je prostorno ogranicena iskljuc¢ivo na regione gde se primenjuje
svetlost odgovarajuce talasne duzine. Kako bakterijske Celije poseduju veoma brze stope rasta,
slicno kao maligne Celije, doslo se na ideju da se FT moze koristiti za uniStavanje mikroba — ovo
je postalo stvarnost sredinom 1990-ih. Od tada, antimikrobna fotodinamicka inaktivacija i terapija
razvijeni su kao plodna platforma za otkrivanje i razvoj, istrazuju¢i mnoge aspekte bakterijske
funkcije koji se odnose na rezistenciju na viSe lekova, kao Sto su sistemi efluksa antibiotika,
biofilmovi, bakterijske spore 1 faktori virulencije. Ovaj trend, vremenom je prepoznat
pretklinickim 1 klinickim antimikrobnim FT protokolima.

Nasa iskustva

Sadasnja istrazivanja idu ka dobijanju materijala koji pokazuju interesantne osobine pri izlaganju
svelu. Svi ti materijali su zapravo polimerna jedinjenja bazirana na organskim, prirodnim
molekulima koji su birani da budu inertni prema tkivu, a da se u ta fina tkanja polimera utisnu FS
strukture. InZenjerskom modifikacijom se dalje moze posti¢i adaptirana dinamika otpustanja
aktivne supstance u sredinu u formi nanomaterijala i da se tek onda aktivira dejstvom svetla. Jedan
od materijala koji pokazuje takve osobine je na bazi hitozana. Sam hitozan je inertan polisaharid
dobijen iz oklopa mekusSaca, jestiv i netoksic¢an, ali obradom i kontrolisanom polimerizacijom
dobija i antioksidativna i antimikrobna sredsstva koja ga ¢ine veoma dobrim kandidatom za izradu
sredstva za previjanje rana.
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Elektromikrofotografija bakterije Klebsiella pneumonia izlozne fotoaktivnoj materiji na bazi
hitozana pre i nakon delovanja.
Preuzeto iz Zmejkoski i sar.,2021.
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