KOSMOS

PROBLEMY NAUK BIOLOGICZNYCH

Tom 66 2017
Numer 1 (314)
Strony 125-138

Polskie Towarzystwo Przyrodnikéw im. Kopernika

KRYSTYNA IZABELLA WOLSKA', KATARZYNA MARKOWSKA!, MAGDALENA WYPIJ?,

PATRYCJA GOLINSKA?, HANNA DAHM?

Zaktad Genetyki Bakterii

Instytut Mikrobiologii

Wydziat Biologii

Uniwersytet Warszawski

Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa

2Zaktad Mikrobiologii

Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska

Uniwersytet Mikotaja Kopernika

Lwowska 1, 87-100 Toruni

E-mail: izabelaw@pbiol.uw.edu.pl
kgrzes@biol.uw.edu.pl
mwypij@umk.pl
golinska@umlk.pl
dahm@umk.pl

NANOCZASTKI SREBRA, SYNTEZA I BIOLOGICZNA AKTYWNOSC

WSTEP

Rosnaca opornosé¢ bakterii na dostepne
chemioterapeutyki zmusza do poszukiwania
produktéw lub strategii, ktére stworzylyby
nowe mozliwosci terapeutyczne. Zdolnosc
prawie wszystkich szczepow bakterii, row-
niez patogennych, do tworzenia biofilméw,
ktorych opornos¢ na antybiotyki jest wiek-
sza niz komorek wolno-zyjacych, jeszcze
bardziej poglebia zagrozenia plynace z opor-
nosci na antybiotyki. Obserwowane ostatnio,
coraz mniejsze zainteresowanie firm farma-
ceutycznych poszukiwaniem, projektowaniem
i wprowadzaniem na rynek nowych antybio-
tykéw, dodatkowo wplynelo na przyspiesze-
nie badan nad nowymi sposobami terapii
schorzen wywolanych przez bakterie. Nowe
zwiazki 1 strategie moga stanowi¢ uzupel-
nienie standardowej terapii, a tym samym
podniesé¢ skutecznos$¢ jej dzialania, lub po
prostu zastgpi¢ juz nieprzydatne antybioty-
ki. Potencjalne mozliwosci zastgpienia kla-
sycznych antybiotykow opieraja sie na wy-
korzystaniu peptydéw przeciwbakteryjnych,
probiotykow, inhibitoréw wirulencji szczepow
patogennych, przeciwcial, immunostymulato-

row, zwiazkow pochodzenia roslinnego, bak-
teriofagow i ich enzymow litycznych, terapii
fotodynamicznej czy najnowszych produk-
tow nanotechnologii, w tym zastosowaniu
nanoczastek metali (CZAPLEWSKI i wspotaut.
2016).

Osiagniecia nanotechnologii ostatnich lat
sa znaczace, bardzo obiecujace i dostarcza-
ja nowych metod walki z drobnoustrojami.
Znane sa metody syntezy nanoczastek i
nanokompozytow o Scisle okreslonych wta-
Sciwosciach fizyko-chemicznych i znacznym
potencjale biologicznym. Szczegdlnym zainte-
resowaniem badaczy ciesza sie nanoczastki
tlenku cynku, tlenku tytanu, tlenku magne-
zu, miedzi, tlenku miedzi, selenku kadmu
i tellurku kadmu oraz nanoczastki zlota o
stosunkowo malym potencjale antybakteryj-
nym, ale niezwykle skuteczne w diagnosty-
ce molekularnej. Jednak najwiekszy nacisk
polozony jest na nanoczastki srebra, beda-
ce przedmiotem tego artykutu. Nalezy za-
znaczyC, ze oprocz mozliwosci wykorzysta-
nia potencjalu antybakteryjnego, nanoczastki
moga byc¢ rowniez stosowane do precyzyjne-
go dostarczania lekéw, np. antybiotykéow do
miejsca infekcji bakteryjnej. Taka strategia
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pozwala na zmniejszenie dawki oraz czesto-
tliwosci ich dozowania, umozliwia akumula-
cje leku jedynie w obrebie konkretnego na-
rzadu, co z kolei zmniejsza efekty uboczne
oraz ulatwia jego dostarczenie do wnetrza
komoérek. W literaturze pojawiaja sie row-
niez doniesienia o wykorzystaniu nanocza-
stek magnetycznych w biologii i medycynie,
np. w sortowaniu komorek do celéow diagno-
stycznych czy w terapiach przeciwnowotwo-
rowych (NIEMIROWICZ i wspoélaut. 2012).

SYNTEZA NANOCZASTEK SREBRA

Synteza nanoczastek metali, w tym na-
noczastek srebra (ang. Ag nanoparticles,
AgNPs) moze byc¢ przeprowadzona na drodze
chemicznej, fizycznej, fizyko-chemicznej lub
biologiczne;.

METODY CHEMICZNE

Metody chemiczne syntezy nanoczastek
srebra sg liczne, powszechnie uzywane i
nie wymagaja zastosowania skomplikowane;j
aparatury. Najczesciej wykorzystuje sie reak-
cje redukcji chemicznej w roztworach wod-
nych lub alkoholowych i systemy odwrotne;j
miceli. Metoda redukcji chemicznej polega
na redukcji soli srebra przez czynnik redu-
kujacy. Reakcja zachodzi w obecnosci czyn-
nika stabilizujacego, ktory chroni nanoczast-
ki przed agregacja. Morfologie oraz stabil-
nos¢ nanoczastek mozna kontrolowac¢ przez
dobor parametrow syntezy, takich jak steze-
nie soli srebra i stabilizatora czy stosunek
molowy reduktora do soli srebra (MALINA i
wspoétaut. 2010).

W pierwszym etapie syntezy na drodze
redukcji chemicznej, poprzez reakcje re-
doks powstaja wolne atomy srebra. Elektro-
ny pochodzace z reduktora sa przenoszone
na atom srebra. Zredukowane atomy sre-
bra zderzaja sie ze soba, co prowadzi do
powstawania stabilnych jader. W kolejnym
etapie nastepuje wzrost nanoczastek srebra
polegajacy na dalszej redukcji jonow meta-
lu na powierzchni powstatych jader. Proces
ten trwa do momentu wyczerpania jonow
metalu. Warunki reakcji, takie jak tempera-
tura, pH, mieszanie i czas syntezy oraz ro-
dzaj stosowanych odczynnikéw, maja wplyw
na ksztalt (sferyczny, szescienny, trojkatny,
wltokna, pretu, rurki) i wielkos¢ produkowa-
nych nanoczastek (MALINA i wspoétaut. 2010).
Najczesciej stosowanym zrédlem jonoéw sre-
bra jest azotan srebra, chociaz inne sole
srebrowe (AgBF,, AgPF, czy AgOCl,) moga
by¢ takze wykorzystywane. Sole inne niz
azotan srebra powoduja jednak spadek po-
czatkowej szybkosci reakcji. Do redukcji jo-
noéow srebra wykorzystuje sie witamine C,
etanol, borowodorek sodu, cytrynian sodu,

formaldehyd, kwas galusowy, glikol etyleno-
wy czy hydrochinon i utropine (PATAKFALVI i
wspotaut. 2004; SHARMA i wspoélaut. 2009).

Niektére metody redukcji jonéw srebra
do nanoczastek nie wymagaja dodatku re-
duktora. W tych metodach wykorzystuje sie
alkoholowe roztwory azotanu srebra i wa-
runki ciaglego mieszania, a nastepnie, po
redukcji, dodanie stabilizatora, np. organo-
alkoksysilanéw. Znane sa réwniez metody
redukcji chemicznej jonéw srebra, w ktorej
jeden zwiazek moze by¢ jednoczesnie reduk-
torem i stabilizatorem. Przykladem takie-
go zwigzku jest wodny roztwor cytrynianu
sodu, ktéry dodawany do wrzacego roztworu
azotanu srebra prowadzi do powstania sta-
bilnych AgNPs; taka sama role moze pelnié
kwas galusowy.

Najpowszechniej stosowanymi stabiliza-
torami sg poliwinylipirolidon (PVP), alkohol
poliwinylowy (PVA), dodecylosiarczan sodu
(SDS) i bromek cetylitrimetyloamoniowy
(CTAB). Zwiazki stabilizujace posiadaja gru-
py polarne, ktore wykazuja silne powinowac-
two do jonow i nanoczastek srebra. Pokry-
wajac powierzchnie nanoczastek, zapobiegaja
laczeniu sie i tworzeniu aglomeratow, wply-
wajac na ich stabilnos¢ przez kilka do kil-
kunastu miesiecy (KRAJCZEWSKI i KUDELSKI
2015).

Do syntezy nanoczastek srebra stosuje sie
takze micele typu woda w oleju (W/O). Ta-
kie mikroemulsje skladaja sie z kropel wody
o rozmiarach nanometrycznych, zawieszonych
w rozpraszajacej fazie olejowej i stabilizowa-
nych przez czasteczki surfaktanta na grani-
cy faz (emulsja tréjsktadnikowa). Krople wody
otoczone surfaktantem stanowia mikroreak-
tory, w ktorych zachodza reakcje syntezy.
Nanoczastki srebra sa syntetyzowane w mi-
celach, gdzie przebiega proces ich nukleacji i
wzrostu. Surfaktant pelni role stabilizatora w
tym uktadzie, otaczajac kropelki wody zapo-
biega aglomeracji powstajacych nanoczastek
i ogranicza ich rozmiary. Srednice mikrokro-
pli mozna latwo zmienia¢ przez doboér odpo-
wiednich parametrow reakcji (np. stezenie i
rodzaj surfaktanta, typ fazy rozpraszajacej), a
tym samym wplywac¢ na wielkos¢ syntetyzo-
wanych nanoczastek. Synteza AgNPs w sys-
temie odwrotnej miceli jest reakcja redukcji
jonow srebra, przebiegajaca w kilku etapach
i polegajaca na zmieszaniu dwoéoch mikro-
emulsji zawierajacych sél srebrowa i reduk-
tor. Po zmieszaniu emulsji nastepuje kolizja
kropli, otwarcie warstwy surfaktanta i wy-
miana reagentow miedzy micelami droga dy-
fuzji. Nastepne etapy to redukcja jonéw sre-
bra, wytworzenie jadra nanoczastki, zamknie-
cie miceli i wzrost nanoczastki w jej wnetrzu
(MALINA i wspotaut. 2010, KRAJCZEWSKI i KU-
DELSKI 2015).
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Do srodkow powierzchniowo czynnych,
najczesciej wykorzystywanych do tworzenia
emulsji naleza SDS, Triton-X, biosurfak-
tant ramnolipid, surfaktanty gemini czy AOT
[bis(2-etyloheksylo) bursztynianosulfonian so-
dowy] (MALINA i wspétaut. 2010, KRAJCZEW-
SKI i KUDELSKI 2015). Rozerwanie miceli pro-
wadzi do uwolnienia dojrzatych nanoczastek,
ktore mozna wyizolowa¢ z roztworu przez
odwirowanie.

METODY FIZYCZNE

Do metod fizycznych wykorzystywa-
nych do syntezy nanoczastek srebra nale-
zy metoda odparowywania w polaczeniu ze
skraplaniem. Zaleta metod fizycznych jest
powstawanie nanoczastek jednolitych pod
wzgledem wielkosci i brak zanieczyszczen
pochodzacych od rozpuszczalnikow, ktore
stosuje sie w metodach syntezy chemiczne;].
Czasem jednak metody fizyczne wymagajq
uzycia aparatury (np. piec) zajmujacej duza
powierzchnie lub wymagajacych duzego na-
kltadu energii lub czasu potrzebnego do
osiggniecia pozadanej temperatury, co jest
ich wada (IRAVANI i wspoétaut. 2014). Srebro
jest ogrzewane w wysokiej temperaturze, co
prowadzi do jego odparowania i powstania
jonow srebra. W procesie nukleacji wytwa-
rzane sa zarodki, ktére dojrzewajac daja na-
noczastki. Proces schtadzania prowadzi do
kondensacji nanoczastek metalu. Powolne
obnizanie temperatury po procesie syntezy
wplywa na efektywnos¢ procesu: uzyskanie
wyzszego stezenia i stabilno§¢ nanoczastek
(JUNG i wspoétaut. 2006, IRAVANI i wspot-
aut. 2014). Autorzy zaobserwowali, ze ste-
zenie wytwarzanych AgNPs wzrastalo wraz
ze wzrostem temperatury, a uzyskane na-
noczastki byly malych rozmiaréw (6,2-21,5
nm), sferyczne i nie wykazywaly agregacji.

METODY FIZYKO-CHEMICZNE

Do fizyko-chemicznych metod syntezy
AgNPs nalezy metoda elektrochemiczna, kto-
ra jest rzadziej wykorzystywana niz metody
chemiczne. W metodzie tej redukcja soli sre-
browej zachodzi na elektrodzie katodowej,
prowadzac do powstania nanoczastek srebra
stabilizowanych przez okreslong so6l (MALINA
i wspotaut. 2010).

Metody syntezy elektrochemicznej umoz-
liwiaja wytwarzanie stabilnych nanoczastek
o okreslonych rozmiarach i ksztalcie. Stabi-
lizatorami, jesli sa wymagane, sa najczesciej
PVP, PEG (poliglikol etylenowy) lub sole te-
traoctyloamonowe. Jednak stabilizatory po-
limerowe, takie jak DNA, sa réwniez stoso-
wane. Matryca DNA umozliwia wytworzenie
nanoczastek srebra dendrytycznych Iub w
formie drutéw, ktore ukladaja sie wzdluz
dlugich nici polimeru. Stosowanie matryc

DNA o roznej dhugosci umozliwia synteze
nanoczastek o réznej wielkosci (JIN i wspol-
aut. 2011).

Elektrochemiczna redukcje srebra moz-
na przeprowadzi¢ za pomoca cyklicznej wol-
tamertii lub metoda galwanostatyczng. W
pierwszej metodzie stosuje sie trojelektrodo-
wy system zlozony ze srebrnego preta stano-
wiacego elektrode pracujaca, blaszki platyno-
wej bedacej elektroda pomocnicza i elektro-
de odniesienia — Ag/AgCl. System zanurzany
jest w roztworze NaNO,. W drugiej metodzie
uzywa sie trzech srebrnych elektrod anodo-
wych i dwéch srebrnych drutéow jako kato-
dy. W systemie tréjelektrodowym elektrode
odniesienia moze stanowi¢ acetonitryl, a sole
tetraoctyloamonowe w acetonitrylu elektroli-
tem (MALINA i wspélaut. 2010).

Znana jest rowniez elektrochemiczna
synteza wysoce stabilnych nanoczastek sre-
bra, bez uzycia czynnikoéw stabilizujacych.
Ksztalt i rozmiar syntetyzowanych elektro-
chemicznie nanoczastek moze by¢ kontrolo-
wany przez zmiane parametrow elektrosynte-
zy, takich jak potencjat elektrody pracujace;j
i gestos¢ pradu.

Metoda syntezy AgNPs z wykorzystaniem
ablacji laserowej polega na dzialaniu wiazka
laserowa o duzej mocy na sztabke srebra,
z ktérego odparowuja atomy metalu i prze-
chodza do roztworu zawierajacego stabiliza-
tor (KRAJCZEWSKI i KUDELSKI 2015). Ablacje
laserowa najczeSciej prowadzi sie w wod-
nych roztworach SDS czy cytrynianu sodu.
Na wielkos¢ nanoczastek ma wplyw steze-
nie roztworu i moc wiazki laserowej. Wyka-
zano, ze wieksze stezenie SDS prowadzi do
powstawania nanoczastek o mniejszej Sred-
nicy, zas wieksza moc wiazki laserowej do
wytwarzania nanostruktur o Srednicy wiek-
szej. Niektérzy badacze uwazaja, ze zaleta
zastosowania ablacji laserowej do syntezy
koloidalnych nanoczastek srebra, w porow-
naniu z innymi metodami, jest brak stoso-
wania zwiazkow chemicznych w roztworze
(ablacja w wodzie). Powstajace nanoczastki
sa czyste, nietoksyczne i w zwigzku z tym
maja potencjal aplikacyjny (KRAJCZEWSKI i
KUDELSKI 2015).

Mechanizm syntezy nanoczastek srebra
poprzez naswietlanie roztworu azotanu sre-
bra i SDS swiatlem laserowym polega na fo-
tolizie wody i powstaniu wolnych rodnikow.
Energia kwantu promieniowania laserowego
jest energia potrzebna do powstania rodni-
kow OH i H' oraz ,wolnych elektronow” e
Ze wzgledu na wielofotonowy charakter pro-
cesu jego wydajnos¢ jest niewielka. Powsta-
jace rodniki lub ,wolne elektrony”, mimo
krotkiego czasu trwania, moga redukowac
jony srebra Ag+ do metalicznego srebra,
tworzac zarodki nanoczastek. Zarodkowe na-
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noczastki srebra rosna w wyniku fotoreduk-
cji kolejnych jonow srebra na ich powierzch-
ni (KRAJCZEWSKI i KUDELSKI 2015).

W metodzie sonochemicznej do syntezy
AgNPs wykorzystuje sie ultradzwieki w at-
mosferze gazu obojetnego (argon lub azot).
Ultradzwieki powoduja rozerwanie wiazan
chemicznych. Metoda ta nie pozwala jednak
na kontrolowanie rozmiaréw powstajacych
nanoczastek, a ich wielkos¢ zalezy gltéownie
od stezenia prekursora w roztworze podda-
wanym dziataniu ultradzwiekow.

W metodzie fotochemicznej do redukcji
jonoéw srebra i syntezy nanoczastek wyko-
rzystuje sie promieniowanie ultrafioletowe.
Metoda ta wymaga obecnosci w roztworze
substancji wychwytujacych fotony UV, naj-
czesciej bis(p-sulfonatofenylo)fenylofosfiny
(BSPP). Powstajace nanostruktury sa mono-
dyspersyjne, o niewielkich rozmiarach, na-
wet kilku nm. Metoda ta pozwala na kon-
trolowana redukcje metalu poprzez kontrole
czasu naswietlania. W ten spos6b udaje sie
czesto precyzyjnie kontrolowaé morfologie
otrzymywanych nanostruktur przez zmiane
dilugosci fali uzytego sSwiatla. Wadg wiek-
szosci metod fotochemicznych jest ograni-
czona objeto$¢ roztworu, ktoéry poddaje sie
naswietlaniu (KRAJCZEWSKI i KUDELSKI 2015).
Rozwiazaniem tego problemu moze byc¢ za-
stosowanie fotoreaktora przeplywowego do
pracy ciaglej, w ktéorym objetos¢ mieszaniny
reakcyjnej moze by¢ bardzo duza, a naswie-
tlanie zachodzi praktycznie w calej objetosci
probki. Dodatkowo, powstajace w fotoreakto-
rze nanoczastki koloidalne sa bardziej sta-
bilne, gdyz tworzenie sie¢ agregatow jest zde-
cydowanie mniejsze (SILVESTRINI i wspoétaut.
2013). Zaleta metody fotochemicznej jest
szybkie, wydajne i tanie pozyskiwanie jedno-
rodnych nanoczastek.

BIOGENICZNA SYNTEZA NANOCZASTEK
SREBRA

Wymienione powyzej metody syntezy sa
czesto niekorzystne, ze wzgledu na wykorzy-
stywanie toksycznych zwiazkéw chemicznych
lub promieniowania. Z tego powodu uwaga
badaczy skierowana jest na biologiczne me-
tody pozyskiwania nanoczastek metali, kto-
re sa szybkie, niekosztowne i przyjazne dla
Srodowiska.

Powszechnie wiadomo, ze wiele mikroor-
ganizmoéw, takich jak bakterie, promieniowce
i grzyby, zdolnych jest do syntezy nanocza-
stek metali. Zdolnos¢ taka wykazujg rowniez
rosliny.

Inna mozliwoscig pozyskiwania nanocza-
stek metali jest wykorzystywanie peptydow.

Opublikowano wiele prac na temat biolo-
gicznej syntezy nanoczastek metali, gléwnie
srebra i zlota, oraz ich zastosowania w wie-

lu obszarach zycia i dzialalnosci cztowieka.
Jednakze dokladny mechanizm syntezy tych
nanostruktur przez mikroorganizmy i rosliny
jest nadal problemem otwartym.

Peptydy. Idea, ze peptydy moga by¢ sta-
bilizatorami nanoczastek srebra datuje sie
od 2002 r. (NAIK i wspoétut. 2002). Pep-
tydy, przylegajac do nanoklastréow srebra,
wzmagaja redukcje jonu srebra i stymuluja
wzrost krysztalu, osiggajacego wielkos¢ 60-
150 nm. Aminokwasy zawarte w peptydach
(wolne aminokwasy nie oddziatuja) redukuja
jony srebra, tworzac krysztaly srebra. Wia-
Sciwosci takie maja arginina, cysteina, lizy-
na, metionina i tyrozyna. Tyrozyna dziala
jako czynnik redukujacy w srodowisku zasa-
dowym. W wysokim pH redukcja jonu sre-
bra zachodzi wskutek jonizacji grupy feno-
lowej tyrozyny, ktora redukujac jony srebra
przeksztalca sie w strukture semi-chinonu.
W tworzeniu nanoczastek srebra moze row-
niez uczestniczy¢ tryprofan. Tryptofan obec-
ny w biatku jest przeksztalcany w forme
przejSciowa, ktéra jest donorem elektronu
dla jonu metalu. Do syntezy AgNPs, oplasz-
czonych peptydami, moga by¢ wykorzysta-
ne biatka zawierajace wiazania dwusiarcz-
kowe. Wielkos¢ takich nanoczastek zmienia
sie pod wplywem pH Srodowiska i proceséw
agregacji. Sugeruje to, ze taki nanomateriat
moze byc¢ interesujacy do medycznego i bio-
technologicznego wykorzystania. Znaczacego
postepu w poznaniu mechanizméw powsta-
wania nanoczastek metali dokonali SLOCIK
i wspoétaut. (2005), wykorzystujac modelowa
czastke wirusa roslinnego do syntezy na-
noczastek zlota. Reszty tyrozynowe na po-
wierzchni wirusowego kapsydu redukowaly
AuCl,, tworzac nanoczastki zlota, gromadzo-
ne na powierzchni wirusa. Podobne zjawisko
moze zachodzi¢c w powstawaniu nanoczastek
srebra.

Bakterie. Wiadomo, ze metale sa tok-
syczne dla wiekszosci mikroorganizméw, ale
np. srebro nie wywiera zadnego wplywu na
niektére bakterie. Opornos¢ bakterii na sre-
bro moze by¢ zwiazana z akumulacja na-
noczastek w przestrzeni miedzykomoérkowej,
np. u bakterii rodzaju Morganella (PARIKH
i wspotaut. 2008). Takie bakterie moga re-
dukowac¢ metal wilasnie dzieki zwiekszonej
opornosci na toksyczno$sé. Cecha ta moze
by¢ uzyteczna w bioremediacji. Laboratoryj-
ne wytwarzanie nanoczastek srebra przez
bakterie budzi zainteresowanie ze wzgledu
na nieskomplikowana procedure, mozliwosé
modyfikowania procesu i wzmacniania efek-
tu przy uzyciu technik genetycznych. Pierw-
sze doniesienie o biosyntezie nanoczastek
srebra dotyczylo bakterii Pseudomonas stut-
zeri AG 259. Wytworzone przez te bakterie
nanoczastki tworzyly pojedyncze krysztaly o
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okreslonym ksztalcie, ktore zostaly doktad-
nie scharakteryzowane przy uzyciu trans-
misyjnego mikroskopu elektronowego (TEM),
energii dyspersyjnej promieniowania X (EDX)
i elektronowej spektroskopii dyfrakcyjnej
(EDS). Krysztaly zawierajace srebro byly oto-
czone substancja organiczna bakterii, osia-
galy wielko§¢ do 200 nm i mialy ksztalt
trojkatny lub szesciokatny.

Obserwacje syntezy nanoczastek srebra
przez bakterie rodzaju Morganella sp. wy-
kazaly, ze proces ten byl zainicjowany po
godzinie i wzrastal do 18 godzin, kiedy wy-
tworzonych zostalo 90% nanoczastek. Osia-
galy one wielkoS¢ ok. 20 nm i mialy ksztalt
sferyczny. Synteza nanoczastek srebra byla
zewnatrzkomoérkowa, a nanoczastki byly
oplaszczone biatkiem, nadajacym im stabil-
nos¢. W skladzie aminokwasowym biatka
obecne byly aromatyczne atomy wegla. Ze-
wnatrzkomorkowa synteze AgNPs (5-50 nm)
w obecnosci jonéw srebra zaobserwowano
réwniez w hodowli Bacillus subtilis. Nano-
czastki byly stabilne, nie ulegaly agregacji,
a stabilnos¢ zapewnialo biatkowe optaszcze-
nie. Plyn po hodowli tej bakterii wykazywal
wysoka aktywnos¢ reduktazy azotanowe;.
Wlasnie ten enzym, wraz z przenosnikami
elektronéw (NADH) i innymi biatkami, moze
by¢ odpowiedzialny za redukcje jonow sre-
bra, a nastepnie tworzenie nanoczastek u
wiekszosci bakterii. Reduktaza azotanowa
indukowana przez jony azotanowe redukuje
jony srebra do srebra metalicznego. Pozna-
no mechanizm syntezy nanoczastek srebra
u bakterii fermentacji mlekowej. Wraz ze
wzrostem pH wzrasta wspoélzawodnictwo po-
miedzy protonami i jonami metalu o ujem-
nie naladowane miejsca. Wysokie pH kata-
lizuje otwarcie pierscienia monocukréw, np.
glukozy, i utworzenie otwartego lancucha
oddechowego. Aldehyd dostarcza sily redu-
kujacej, bowiem w obecnosci jonéw metalu
ulega utlenieniu do kwasu karboksylowego,
a jony metalu ulegaja redukcji. W tym przy-
padku nie wyjasniono, ktére struktury ko-
morkowe sa odpowiedzialne za biosorpcje i
redukcje srebra.

Grzyby. Badania wskazuja, ze w syntezie
grzybowej nanoczastek srebra uczestniczy
NADH-zalezna reduktaza azotanowa, i prze-
nos$niki chinonowe, a nanoczastki, podobnie
jak u bakterii, sa stabilizowane przez biatko
(DURAN i wspoétaut. 2007). Analiza ekstrak-
tu komorkowego Trichoderma asperellum, po
usunieciu wytworzonych nanoczastek srebra,
wykazala wzrost wigzan II aminowych, wia-
zan O-H oraz S-H, jak réwniez wigzan kar-
bonylowych i karboksylowych C=0 wskazu-
jacych na wzrost stezenia biatek w roztwo-
rach po wytworzeniu nanoczastek. Zaklada
sie, ze aminokwasy z wiazaniami S-H (cyste-

ina) aktywnie uczestnicza w procesie reduk-
cji jonéw srebra.

Rosliny. Biosynteza nanoczastek srebra
przez ekstrakty roslinne jest przedmiotem
intensywnych badan, ale jej mechanizm nie
jest dokladnie poznany, chociaz propono-
wanych jest kilka mozliwosci. W badaniach
nad wytwarzaniem AgNPs w ekstrakcie z
lisci geranium wykazano, ze grupy hydrok-
sylowe obecne w terpenoidach sa utleniane
do grup karbonylowych, ktére dzialajg jako
czynnik redukujacy jony srebra (SHANKAR i
wspoétaut. 2003). W roslinnej syntezie na-
noczastek srebra podkresla sie udziat pep-
tydow. Mleczko Jatropha curcas zawiera cy-
kliczny oktapeptyd kurkacykling A oraz cy-
kliczny nanopeptyd kurkacykline B. Analiza
FTIR tych zwiazkéw, przed i po syntezie na-
noczastek, wykazata wzrost podwojnych wia-
zan aminowych i zmiane wibracji grup (NH)
C=0. Wskazuje to na udzial cyklicznych
peptydéw w redukcji jonéw srebra do nano-
czastek srebra oraz w ich stabilizacji. Inny,
mozliwy mechanizm redukcji jonéw srebra i
wytwarzania nanoczastek wykryto u Cyperus
sp. Byl on zwiazany z tautomeryzacja chino-
now (benzochinonéw, cyperchinonow).

ANTYBAKTERYJNY POTENCJAL
NANOCZASTEK SREBRA I MECHANIZM
ICH DZIALANIA

Wiasciwosci antybakteryjne srebra i jego
zwiazkoéw sa znane od dawna. Juz w XIX
w. sole srebra i jego koloidy byly powszech-
nie stosowane w leczeniu i prewencji infek-
cji wywotanych przez drobnoustroje towarzy-
szace m.in. owrzodzeniom, oparzeniom czy
przewleklym ranom, ale réwniez w przypad-
ku sepsy, ostrego zapalenia najadrza, mig-
datkow, a u niemowlat roéwniez zapalenia
spojowek (SINTUBIN i wspoétaut. 2012). Wraz
z rozwojem ery antybiotykowej, po odkry-
ciu wilasciwosci antybakteryjnych penicyli-
ny, uzycie srebra zmniejszylo sie. Jednak
obecnie, w zwiazku z brakiem dostepnych,
skutecznych chemioterapeutykéw, lecznicze
znaczenie srebra wzrasta. Srebro jonowe, ze
wzgledu na podatnos¢ na tworzenie kom-
pleksow oraz precypitacji, a wskutek tego
latwo ulegajace inaktywacji, zostalo zasta-
pione przez nanoczastki. Sugeruje sie po-
nadto, ze AgNPs wywoluja mniej skutkéow
ubocznych, a ich bezpieczenstwo i potencjat
antybakteryjny moga by¢ dodatkowo wzmac-
niane przez roznego rodzaju modyfikacje, jak
np. dodatek stabilizatorow.

W ostatnich latach liczba zastosowan i
ilo§¢ zuzywanego nanosrebra znaczaco wzro-
sly. Udowodniono, ze AgNPs hamuja wzrost
i przezywalnos¢ bakterii, w tym patogenow
czlowieka i zwierzat, a takze grzybow, pier-
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wotniakéw 1 stawonogow. Dzialaja réwniez
antywirusowo i przeciwnowotworowo. Obec-
nie sa najbardziej skomercjalizowanymi na-
noczastkami metali i wchodza w sklad po-
nad 200 produktow, takich jak antybak-
teryjne opatrunki, urzadzenia medyczne
(np. cewniki, implanty czy protezy), mate-
rialy stosowane w stomatologii, przydomo-
we oczyszczalnie wody, tekstylia, kosmetyki,
farby i artykuly gospodarstwa domowego. Z
powodzeniem sa wykorzystywane roéwniez w
nano-inzynierii medycznej i farmaceutycznej
jako nosniki stuzace do precyzyjnego dostar-
czania zwiazkow terapeutycznych w miejsce
infekcji, w diagnostyce chorob przewleklych,
optyce oraz chemii, gdzie pelnig role senso-
row, przewodnikéw i substratéw do rézno-
rodnych syntez.

Wszystkie nanoczastki, w tym rowniez
AgNPs, charakteryzuja sie wysokim stosun-
kiem powierzchni do objetosci, rosnacym w
miare zmniejszania ich rozmiaru ($rednicy).
Mniejsze nanoczastki majg wieksza aktyw-
nos¢ antybakteryjna. Oprocz wielkosci, an-
tybakteryjny potencjat AgNPs zalezy od ich
ksztaltu; te o ksztalcie trojkatnym dzialaja
silniej niz te wydluzone lub sferyczne. Roz-
norodnos¢ ksztaltu nanoczastek zostala zo-
brazowana na Ryc. 1. Wykazano takze, ze
czynniki Srodowiskowe, takie jak obecnos¢
tlenu, pH i temperatura moga wplywac¢ na

a) b)

c) d)

g Ch)

Ryc. 1. Przykladowe ksztalty nanoczastek srebra.

Schematy przedstawiaja AgNPs w ksztalcie: a) preta, b)
trojkatow, c) kul, d) kostek, e) ostrostupow, f) drutow,
g-h) kwiatow.

aktywnos¢ preparatow AgNPs (SINGH i wspot-
aut. 2015).

Liczne doniesienia literaturowe podkre-
Slaja plejotropowy efekt wywierany przez
nanoczastki na komoérki bakteryjne, co jest
zwiazane z istnieniem licznych miejsc (celow)
i mechanizméw ich dzialania. Pomimo inten-
sywnych prac wielu zespolow badawczych,
obecny stan wiedzy wciaz nie pozwala na
wskazanie wszystkich celow i wytlumaczenie
wszystkich mechanizméw aktywnos$ci nano-
srebra. Pierwsze publikacje opisywaly dzia-
lanie AgNPs na modelowy gatunek bakterii
Gram-ujemnej, Escherichia coli. Zaobserwo-
wano pojawienie sie otworéw w oslonach
bakteryjnych, co doprowadzilo do zwiek-
szenia ich przepuszczalnosci i w efekcie do
Smierci komoérki. Pézniejsze badania, obej-
mujace inne gatunki bakterii, doprowadzity
do postulowania trzech glownych mecha-
nizmoéw dzialania nanoczastek na komorki
bakteryjne. Sa nimi: (i) bezposrednie oddzia-
tywanie AgNPs z blona komoérkowa skutku-
jace jej zniszczeniem, (ii) produkcja reaktyw-
nych form tlenu (ang. reactive oxygen spe-
cies, ROS) prowadzaca do stresu oksydacyj-
nego i (iii) tworzenie kompleksow ze zwiaz-
kami zlokalizowanymi we wnetrzu komoérki
(LEMIRE i wspotaut. 2013).

Obserwacje mikroskopowe pokazaly, ze
nanoczastki, atakujac oslony, 2zmieniajg
morfologie komoérek. Po oplaszczeniu komor-
ki bakteryjnej powoduja powstanie zaglebien
na jej powierzchni i modyfikuja potencjat
elektrostatyczny oston (Ryc. 2).

Hipotezy dotyczace sposobu przenika-
nia AgNPs przez ostony komorkowe dotycza
wlasnie oddzialtywan elektrostatycznych z
powierzchnia oston, w tym z biatkami obec-
nymi w oslonach, szczegélnie tymi, ktore
zawieraja grupy tiolowe. Po dostaniu sie do
wnetrza komoérek AgNPs powoduja uszko-
dzenia DNA wskutek oddzialywan z reszta-
mi fosforanowymi w szkielecie fosfocukro-
wym. Poza tym uposledzaja funkcjonowanie
lancucha oddechowego, podzialy komérko-
we i funkcje licznych enzymoéw, zwlaszcza
tych bogatych w aminokwasy zawierajace
siarke. Zaobserwowano rowniez zaburzenia
w produkcji trifosforanu adenozynowego
(ATP) i zwiekszona podatnos¢ biatek na de-
naturacje. Analiza proteomiczna, przy uzy-
ciu metody elektroforezy dwukierunkowej w
polaczeniu ze spektroskopia masowa, wy-
kazata zmiany w ekspresji licznych genéw
w komoérkach E. coli poddanych dziataniu
nanosrebra. Juz kréotka inkubacja z nano-
czastkami prowadzi do nagromadzenia pre-
kursoréw S$ciany komoérkowej, niektérych
bialek opiekunczych i biatka S6 bedacego
skladnikiem matej podjednostki rybosomu
(Lok i wspoétaut. 2007).
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Ryc. 2. Komorki Bacillus subtilis przed (A) i po traktowaniu (B) bionanoczastkami srebra (dokumenta-
cja wlasna)

Na szczegdlna uwage zastuguje zdolnosc
nanoczastek do hamowania powszechnego u
bakterii systemu komunikowania sie oparte-
go na zdolnosci do wyczuwania liczebnosci
(ang. quorum sensing, QS). Przekroczenie
przez liczbe bakterii wartosci progowej, roz-
nej dla réznych gatunkéw, a nawet szcze-
pow i zaleznej od Srodowiska, zwiazane jest
z osiagnieciem wartoSci progowej stezenia
drobnoczasteczkowych substancji sygnalo-
wych, autoinduktorow. Sygnal ten odbierany
jest przez bakterie obecne w danym $rodo-
wisku, co skutkuje zmiana ekspresji genow
kontrolowana przez regulatory transkrypcji.
Funkcje regulatoréw pelnig biatka i matle
czasteczki RNA (ang. small RNA, sRNA).
Liczba genéw kontrolowanych przez QS jest
duza, moze przekracza¢ 10% genomu. Geny
te koduja réznorodne funkcje, w tym te ko-
nieczne do zycia i wzrostu komorek, rzadza-
ce zachowaniem sie komoérek w danym Sro-
dowisku, warunkujace horyzontalny transfer
genow oraz interakcje z innymi organizmami
(NG i BASSLER 2009). Do najlepiej poznanych
naleza systemy QS u dwoch groznych pato-
genow bakteryjnych, Pseudomonas aerugino-
sa i Staphylococcus aureus. Zaburzenie ich
funkcjonowania przez mnanoczastki srebra
prowadzi do zmian wirulencji tych bakterii,
np. zdolnosci do tworzenia biofilméw, co be-
dzie opisane w dalszych czesciach opraco-
wania.

Nalezy zaznaczy¢, ze jony srebrowe po-
wstajace z nanoczastek we wnetrzu komoérki
rowniez przyczyniaja sie do antybakteryjne-
go efektu nanosrebra, dzialajac bezposred-
nio lub przez indukcje powstawania ROS.
Wykazano, ze Ag' oddzialuja z cytochroma-
mi, co prowadzi do zahamowania transportu
elektronéw, a wiec do zaburzen funkcjono-
wania tancucha oddechowego. Oprécz tego

Ag® hamuja podzialy komoérkowe i systemy
przekazywania sygnatéow. Z kolei, ze wzgledu
na zdolnos¢ do wigzania sie z kwasami nu-
kleinowymi, interferuja z procesami replika-
cji i transkrypcji, a w wyzszych stezeniach
prowadza do degradacji DNA i RNA (Rar i
wspotaut. 2012).

Duza liczba komorkowych celow, a w
konsekwencji szerokie spektrum dziatania
nanoczastek jest ich niewatpliwa zaleta i
daje przewage nad konwencjonalnymi anty-
biotykami. Postuluje sie, ze powstanie opor-
nosci na nanoczastki wiaze sie z koniecz-
noscig wyksztalcenia wielu mechanizmoéow
obronnych. Szansa na zajScie réznych mu-
tacji jednoczesnie lub jednoczesne przekaza-
nie determinantow opornosci nie jest wyso-
ka. Mimo to, w ostatnim roku pojawilo sie
doniesienie o wyksztalceniu opornosci na
nanosrebro u E. coli, a jeszcze wczesniej u
Salmonella sp. Wiadomo tez, ze niektére ga-
tunki, np. Morganella sp., toleruja obecnosé
duzego stezenia AgNPs, co umozliwia ich
wykorzystanie w biologicznej syntezie nano-
czastek.

HAMOWANIE BIOFILMOW
BAKTERYJNYCH PRZEZ NANOCZASTKI

Biofilmy to osiadte populacje jednego lub
wielu gatunkoéw mikroorganizmoéow, ktore sa
przytwierdzone do biotycznej lub abiotyczne;j
powierzchni statej, badz tworza sie na grani-
cy faz (PERCIVAL i wspétaut. 2011). Komorki
w biofilmach otoczone sa zewnatrzkomorko-
wa substancja polimeryczng, zlozona glow-
nie z wielocukrow, ale réwniez z biatek i
kwasow nukleinowych, zwana macierza lub
matriks biofilmu. Czesto w zespotach mi-
kroorganizmoéw koegzystuje wiele gatunkow
bakterii, a takze inne mikroorganizmy, jak
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np. grzyby i pierwotniaki. Biofilmy wystepu-
ja powszechnie w réznych srodowiskach, za-
rowno naturalnych, jak i sztucznych (stwo-
rzonych przez czlowieka). Powstaja na pra-
wie wszystkich wilgotnych powierzchniach
i zasiedlaja niemal kazdy zywy organizm.
Komorki wchodzace w sklad biofilmu roz-
nig sie pod wzgledem fizjologicznym i mor-
fologicznym od wolno-zyjacych komoérek tego
samego gatunku. Zlozony proces tworzenia
sie biofilmu sklada sie z kilku charaktery-
stycznych, nastepujacych po sobie stadiéw,
ktoérymi sa: adhezja, tworzenie mikrokolonii,
dojrzewanie biofilmu i jego rozpad (Ryc. 3).
Obserwowano liczne zaleznosci miedzy ko-
morkami réznych gatunkéw wspodlnie wyste-
pujacymi w biofilmach. Relacje miedzy nimi
moga by¢ pozytywne - synergistyczne lub
antagonistyczne. Komorki moga wspéldziatac
w tworzeniu biofilmu, w lepszym wykorzy-
staniu substancji pokarmowych dostepnych
w otoczeniu, co polega na aktywnej wymia-
nie produktéw niezbednych do zycia, czy w
zwiekszeniu zdolnoSci przetrwania w nieko-
rzystnych warunkach. Przykladami mikroor-
ganizmow oddzialujacych synergistycznie sa
bakterie w biofilmie tworzonym na zebach.
Z drugiej strony, opisano przypadki anta-
gonizmu miedzy poszczegdlnymi gatunka-
mi. Niektére bakterie skutecznie konkuruja
z innymi gatunkami, wydzielajac do podloza
roznorodne biosurfaktanty, enzymy czy me-
tabolity, ktore moga hamowac¢ kazdy etap
tworzenia sie biofilmu, a nawet prowadzic¢
do rozpadu tej struktury (RENDUELES i GHI-
GO 2012). Stwierdzono miedzy innymi eli-

minacje patogennego gatunku Enterococcus
faecalis przez bakterie mlekowe z gatunku
Lactobacillus.

Literatura dotyczaca biofilméw szczeg6l-
nie duzo miejsca poswieca strukturom two-
rzonym przez bakterie patogenne. Ponad
80% bakterii patogennych zdolnych jest do
wzrostu w postaci biofilmu podczas koloni-
zacji ludzkiego organizmu, a 65% wszystkich
infekcji szpitalnych jest wywolanych wlasnie
przez biofilmy bakteryjne, w tym gléwnie
tworzone przez E. faecalis, S. aureus, Sta-
phylococcus epidermidis, E. coli, Klebsiella
pneumoniae i P. aeruginosa (DONLAN i Co-
STERTON 2002). Zdolnos¢ do tworzenia biofil-
mu ma bezposSrednie znaczenie w patogene-
zie m. in. chor6éb pluc u oséb cierpiacych
na mukowiscydoze, zapalenia dziasel i za-
palenia ucha srodkowego. Bakterie zyjace w
biofilnie z latwoscia moga sie rozprzestrze-
nia¢ w organizmie, prowadzac do powstania
chronicznych i trudnych do wyleczenia in-
fekcji. Sprzyja temu spowolniony wzrost ko-
morek i ich zdolno$¢ do unikniecia ataku ze
strony ukladu odpornosciowego gospodarza.
Przyjmuje sie, ze do powstania chronicz-
nych infekcji w duzym stopniu przyczynia-
ja sie sub-populacje komoérek przetrwatych,
zwanych ,persister cells”, ktore maksymalnie
ograniczyly swoOj metabolizm w odpowiedzi
na niekorzystne warunki sSrodowiska. Ko-
morki te moga przetrwac nawet przedtuza-
jaca sie terapie antybiotykowa, a nastepnie
odlaczy¢ sie od biofilmu i kolonizowaé kolej-
ne nisze ekologiczne.
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Ryc. 3. Kolejne stadia tworzenia biofilméw bakteryjnych, opis w tekscie (MARKOWSKA 2016).
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Powszechnie wiadomo, ze komorki w bio-
filmach charakteryzuja sie zwiekszona opor-
noScia na terapeutki; w poréownaniu z ko-
morkami wolno-zyjacymi toleruja obecnosé
nawet 1000-krotnie wyzszych dawek zwigz-
kow toksycznych, np. antybiotykow (MAH i
O’ToOoLE 2001). Obserwowana antybiotyko-
opornos¢ bakterii w biofilmach jest efektem
wielu mechanizmow. Na pierwszym miejscu
nalezy wymieni¢ obecnos¢ macierzy, ktoéra
stanowi bariere ograniczajaca penetracje an-
tybiotyku w strukture biofilmu; dotyczy to
zwlaszcza dojrzatych, rozbudowanych biofil-
mow. Wydluzenie czasu wnikania antybio-
tykéw umozliwia bakteriom uruchomienie

innych mechanizméw ochronnych, takich
jak: produkcja enzymoéw, np. f-laktamaz
katalizujacych hydrolize antybiotykow

B-laktamowych. Druga przyczyna oporno-
Sci jest istnienie znacznej frakcji komorek
przetrwatych, ktorych cechy omoéwione byty
powyzej. W konicu, nie bez znaczenia jest
efektywne  funkcjonowanie transporterow
wielolekowych, pomp MDR, obecnych np. u
bakterii patogennych P. aeruginosa czy S.
aureus, ktore odpowiadajg za usuwanie sub-
stancji szkodliwych z komoérek. Czynniki wa-
runkujace opornos¢ biofilméw na konkretny
terapeutyk niejednokrotnie indukowane sa
przez jego obecnosé w Srodowisku (BALCAZAR
i wspélaut. 2015).

Opornos¢ biofimoéw bakterii patogennych
sprawia, ze skuteczne ich zwalczanie sta-
nowi jedno z najwiekszych wyzwan, jakim
musi podota¢ wspélczesna medycyna. Duzy
wysitlek polozony jest w poszukiwanie no-
wych technologii czy strategii oraz otrzymy-
wanie nowych zwigzkow terapeutycznych,
ktore moglyby znalezé zastosowanie w sku-
tecznej terapii infekcji wywolanych przez
biofilmy. Badania nad potencjalem nanocza-
stek srebra w zwalczaniu biofilméw dosko-
nale wpisuja sie w oczekiwania medycyny.
Jednak, jak dotad, liczba publikacji opisu-
jacych to zagadnienie jest stosunkowo nie-
wielka, jesli porownac¢ z doniesieniami doty-
czacymi aktywnosci AgNPs na komorki wol-
no-zyjace. Nie w pelni rowniez poznano me-
chanizm dzialania AgNPs na biofilmy, choc¢
z pewnoscia czeS¢ mechanizmow i celow ko-
morkowego dzialania jest tozsama z efektem
wywieranym na komérki planktoniczne. Wia-
domo, ze chociaz nanosrebro bardzo wydaj-
nie zapobiega tworzeniu sie i dalszym eta-
pom rozwoju biofilmow, to uzyskany efekt
zalezy od gatunku, a nawet szczepu bakterii
i generalnie jest silniejszy wobec biofilméw
tworzonych przez bakterie Gram-ujemne;
sa jednak doniesienia przeczace tej prawi-
dlowosci. Warto przytoczy¢ kilka przykla-
dow aktywnosci AgNPs skierowanej przeciw
biofilmom bakterii patogennych. Wykazano,

ze 24-godzinne biofilmy P. aeruginosa i S.
epidermidis byly hamowane w ponad 95%
przez nanoczastki o ksztalcie sferycznym i
przecietnej Srednicy 50 nm. Udowodniono
rowniez bardzo silne zahamowanie biofilmow
tworzonych przez Mycobacterium tuberculo-
sis (a takze bakterii sSrodowiskowych pocho-
dzacych z wody morskiej). Z kolei biofilmy
tworzone przez niektére szczepy E. coli byty
oporne na dziatanie AgNPs. Nalezy jednak
zaznaczyC¢, ze brak efektu byt spowodowany
nie tyle opornoscia komérek wchodzacych w
sktad bioflmu lub jego rozbudowang struk-
tura, ale wynikal raczej z agregacji nano-
czastek, w efekcie czego powstawaly skupi-
ska czastek o rozmiarach nawet 40-krotnie
wiekszych niz nanoczastki wyjsciowe. Sku-
tecznos¢ dzialania nanoczastek zostala udo-
wodniona nie tylko wobec biofilméw rozwi-
jajacych sie w warunkach statycznych, ale
rowniez powstajacych w bioreaktorach, a
obserwacja ta ma duze znaczenie aplikacyj-
ne. Z aplikacyjnego punktu widzenia istot-
ne sa rowniez doniesienia dotyczace hamo-
wania przez AgNPs powstawania biofilmow
na urzadzeniach medycznych. Wykazano na
przyktad, ze cewniki urologiczne, ktorych
powierzchnia byla pokryta nanosrebrem,
charakteryzowaly sie opornoscia na zasiedla-
nie przez E. coli, S. aureus, a takze przez
grzyb Candida albicans, nawet w warun-
kach ciaglego przeplywu plynu. Stwierdzono
rowniez, ze powleczenie zebiny nanosrebrem
skutecznie zapobiega tworzeniu sie biofilmu
na tej powierzchni, a takze w jej najbliz-
szym otoczeniu. Skutecznos¢ AgNPs w za-
pobieganiu powstawania, a nawet w usuwa-
niu (eradykacji) juz utworzonych biofilmow z
urzadzen medycznych i przemystowych spo-
wodowala intensywne proby zwickszenia ak-
tywnosci nanoczastek, a zwlaszcza ich sta-
bilnosci, gléwnie przez zapobieganie ich na-
turalnej tendencji do agregacji. Aby osiagnac
ten cel testuje sie rozne stabilizatory, takie
jak skrobia, cytrynian i aminokrzemionka, a
takze sprawdza sie liczne kompozyty zlozone
z nanosrebra i innych zwigzkow.

WSPOLDZIALANIE NANOCZASTEK Z
KONWENCJONALNYMI ANTYBIOTYKAMI

W badaniach tlacznego efektu dzialania
zwigzkow np. o potencjale antybakteryj-
nym, najbardziej pozadana interakcja jest
synergizm miedzy badanymi komponenta-
mi. Wsrod wielu definicji synergii przytoczyc¢
mozna te autorstwa BERENBAUMA (1989).
Postuluje ona, ze z synergia mamy do czy-
nienia, gdy dzialanie mieszaniny badanych
zwigzkow jest silniejsze od sumy ich od-
dzielnych efektéow. Pozostale rodzaje interak-
cji to: (i) oddzialywanie addytywne, rowniez
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o charakterze dodatnim, lecz nie tak silnym
efekcie dzialania jak synergizm, (ii) oddzia-
lywanie zerowe, zwane rowniez neutralnym,
gdy nie zachodzi znoszenie ani wzmocnienie
dzialania zwiazkow po ich potaczeniu oraz
(iii) oddzialywanie antagonistyczne. Antago-
nizmem okreslany jest efekt mniejszy niz
suma oddziatywan indywidualnych zwiaz-
kow.

Do niewatpliwych zalet stosowania kom-
binacji zwiazkéw aktywnych biologicznie, a
dzialajacych synergicznie, mozna zaliczy¢
redukcje ewentualnych skutkow ubocznych
kazdej substancji z osobna, gdyz w tej sy-
tuacji mozliwe jest zastosowanie nizszych
dawek obu zwiazkéw przy zachowaniu ta-
kiego samego, a nawet wiekszego efektu.
Takie kombinacje moga przywraca¢ sku-
tecznos¢ dziatania wielu terapeutykom, w
tym antybiotykom, ktore utracily skutecz-
nos¢ ze wzgledu na mechanizmy opornosci
wyksztalcone przez drobnoustroje. Terapia
skojarzona daje szanse na krétsze i bardziej
skuteczne leczenie choréb bakteryjnych. W
badaniach in vitro wykazano, ze nanoczast-
ki srebra szczegOlnie skutecznie podnosza
efektywnos¢ dzialania obecnych na rynku
chemioterapeutykéw.  Stwierdzono  istnie-
nie oddzialywan synergistycznych miedzy
AgNPs a ampicylina, gentamycyna, strepto-
mycyna i wankomycyna wobec komorek E.
coli i P. aeruginosa. Synergizm odnotowano
rowniez dla chloramfenikolu. W tym przy-
padku za obserwowany efekt odpowiedzialny
jest prawdopodobnie aktywny transport an-
tybiotyku do wnetrza komoérki przez AgNPs.
Istnieja jednak sugestie, ze wspoldziatanie
moze wynika¢ z generowania powstania ROS
w komorce, podczas gdy sam antybiotyk
majacy dzialanie bakteriostatyczne nie wy-
woluje stresu oksydacyjnego. Z kolei wspol-
dzialanie nanoczastek srebra z ampicyling
polega na tworzeniu kompleksow efektywnie
dzialajacych na S$ciane komorkowsa bakterii,
czego wynikiem jest zmniejszenie usieciowa-
nia glownego polimeru budujacego Sciane,
peptydoglikanu, co w rezultacie prowadzi do
lizy komoérki. Na szczegbdlna uwage zashuguje
synergizm miedzy nanosrebrem a cefalospo-
ryng w przypadku E. coli oraz nanosrebrem
a wankomycynga w przypadku K. pneumo-
niae. Te dwa antybiotyki byly do niedawna
nielicznymi skutecznymi w leczeniu choréb
wywotanych przez wymienione bakterie, a
wiec pojawienie sie szczepow opornych sta-
nowi bardzo powazne zagrozenie terapeu-
tyczne (FAYAZ i wspoétaut. 2010). Synergizm
obserwowano rowniez w przypadku dziatania
kombinacji zwigzkéow na biofilmy bakteryjne
(MARKOWSKA 2016). Odnotowano pozytywny
efekt AgNPs podanych z: (i chloramfeniko-
lem na biofilm S. typhi, (i) kanamycyna na

biofilm kilku gatunkoéw bakterii patogen-
nych, (iiij) ampicyling i aztreonamem (mono-
baktamem) na biofilm P. aeruginosa. Wyka-
zano, ze im mniejsze sa nanoczastki srebra,
tym silniej oddziatuja z antybiotykiem.

Obserwowane synergiczne oddzialywania
daja nadzieje na wykorzystanie w przysztosci
kombinacji nanosrebra i konwencjonalnych,
cho¢ juz czesto malo skutecznych farmaceu-
tykow, w terapiach przewleklych chorob wy-
wotanych przez bakterie.

WPLYW NANOCZASTEK SREBRA NA

EUKARYOTA
Bardzo =znaczna, niemal powszechna,
obecnos¢ produktéow nanotechnologii, za-

rowno w rozwiazaniach przemystowych, jak
i w przedmiotach codziennego uzytku, stwa-
rza obawy zwiazane z bezpieczenstwem tak
szerokiego zastosowania. Pocigga to za soba
obserwowany w ostatnich latach wzrost licz-
by badan nad efektem dzialania nanocza-
stek, zwlaszcza srebra, na komorki organi-
zmow wyzszych. Pierwotnie AgNPs uwazane
byly za nietoksyczne dla komorek ssakow,
obserwowano jedynie efekt uboczny, spowo-
dowany ich przedawkowaniem, a objawiaja-
cy sie zmiana pigmentacji skoéry, zwana ar-
gyria (srebrzyca). Jednak wyniki ostatnich
prac badawczych coraz czeSciej wskazuja
na toksycznoS¢ nanosrebra wobec organi-
zmow zwierzat, zwlaszcza ssakoéw, choé nie
brakuje doniesien polemizujacych z ta teorig
(WIUNHOVEN i wspoétaut. 2009). Mimo dyna-
micznego rozwoju badan, liczba dostepnych
informacji na temat toksycznosci nanomate-
rialéw nie jest duza, jesli zwazy¢ dynamike
rozwoju nanotechnologii. Z kolei niejedno-
znaczno$¢ uzyskanych danych spowodowana
jest wplywem wielu czynnikéw, takich jak
rozmiar nanoczastek, wielkos¢ i wlasciwosci
chemiczne powierzchni, stan agregacji lub
rozpuszczalnos¢ w wodzie, na wyniki badan.

Postuluje sie, ze najsilniejszym efektem
toksycznym charakteryzuja sie nanoczast-
ki srebra. Wigkszos¢ badan toksykologicz-
nych prowadzonych jest w ukladzie in vitro.
Jak dotad badania wykonywano na komor-
kach alg, skorupiakow, ryb, nicieni, pier-
wotniakéw i ssaczych liniach komérkowych
(BONDARENKO i wspoétaut. 2013). Udowodnio-
no nanotoksyczny efekt AgNPs na komorki
szczurze i mysie, w tym na komorki guza
nadnerczy linii AS49 i PC-12. Podkresla sie
jednak istnienie wprost proporcjonalnej za-
leznosci miedzy iloScia jonow srebrowych
powstajacych z nanoczastek a ich efektem
toksycznym. Stosunkowo duzo badan doty-
czyto wplywu AgNPs na komorki ludzkie, w
tym makrofagi i komérki wiékniako-miesaka
ludzkiego linii HT-1080 oraz nabtonka po-
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chwy linii A431. Udowodniono, ze w komor-
kach makrofagow AgNPs indukowaly sekre-
cje cytokin prozapalnych, interleukin I1-6 i
I1-10 oraz TNF-a, z kolei w komorkach linii
A431 po dodaniu nanoczastek srebra obser-
wowano oznaki stresu oksydacyjnego, zwiek-
szong peroksydacje lipidow [ fragmentacje
DNA sugerujaca apoptoze. Testowano row-
niez wplyw nanoczastek na linie komorko-
we A549 i SGC-7901 (raka zotadka), HepG2
(raka watroby) i MCF-7 (raka piersi) (ARORA
i wspaut. 2008). Wykazano zmiany w mor-
fologii komorek, ostabienie integracji oston,
zwiekszong produkcje ROS, wstrzymanie cy-
klu rozwojowego w fazie S i apoptoze nie-
wielkiego odsetka komorek.

Organizmy wyzsze sa narazone na eks-
pozycje na nanoczastki glownie przez ich
respiracje i kontakt ze skorg, a organizm
ludzki dodatkowo przez aplikacje na po-
wierzchnie ran lub implantacje biomateria-
tow. Toksycznos¢ i biodystrybucje nanosre-
bra badano in vivo na modelu rybim (Danio
rerio), szczurzym i mysim, a takze na sSwin-
ce morskiej i Swini domowej (LIKUS i wspol-
aut. 2013). Udowodniono, ze AgNPs dostar-
czone do organizmu przez uklad oddechowy,
pokarmowy czy wstrzykniecie byly nastepnie
identyfikowane we krwi zwierzat, a po pew-
nym czasie wywieraly efekt toksyczny na
kilka narzadow, w tym mézg. Obserwowano
zmniejszanie wydajnosci pracy ptuc i poja-
wienie sie tam stanu zapalnego oraz niewiel-
kie zmiany w watrobie. W innych testach
sprawdzono poziom przeciwcial (IgG i IgM)
we krwi, proliferacje limfocytow i poziom
uwalnianych cytokin w organizmie szczu-
ra po doustnej ekspozycji na nanosrebro.
Wyniki nie wskazywaly na immunotoksycz-
nos¢ AgNPs, jednak zauwazono akumulacje
srebra w moézgu i jadrach. Z kolei AgNPs
aplikowane powierzchniowo na skoére swinki
morskiej powodowaly pojawienie si¢ miejsco-
wego odczynu zapalnego, a takze penetrowa-
ly inne czesci organizmu, wywolujac niewiel-
kie uszkodzenia watroby i sledziony. U D.
rerio obserwowano opoéznienie w wyleganiu
jaj, zaburzenia osi ciata, skrecenie struny
grzbietowej i zaburzenia rytmu serca. Na-
lezy podkreslic, ze wszystkie te zaburzenia
byly notowane po zastosowaniu duzych da-
wek nanosrebra i stosunkowo dlugiego cza-
su jego aplikacji. Stosowanie niskich dawek,
przez krotki czas nie wywolywalo zadnego
skutku, albo efekt byl minimalny.

Brakuje badan dotyczacych wplywu na-
noczastek metali na stan zdrowia ludzi,
szczegblnie narazonych zawodowo. Zwr6écono
uwage, ze objawy spotykane w praktyce kli-
nicznej, jak np. wysiek z ran, obnizaja cy-
totoksycznos¢é stosowanych nanoczastek sre-
bra, w tym wypadku wysokie stezenie biatek

w wysiekach moze neutralizowac¢ toksycz-
noS¢ nanosrebra wzgledem sasiednich tka-
nek (WoNG i Liu 2010).

WPLYW NANOCZASTEK NA
SRODOWISKO

Rozw6j nanotechnologii umozliwit wpro-
wadzenie nanomaterialow i nanoczastek do
wielu produktow uzytkowych. Prawdopodo-
bienstwo ich niepozadanego dzialania na
organizmy zywe i Srodowisko stanowi obec-
nie przedmiot badan biologow, toksykolo-
gow i ekologéw (TOLAYMAT i wspoétaut. 2010).
Biologiczna aktywnoS¢ nanoczastek srebra
wplywa na zwickszenie ryzyka Srodowisko-
wego. Nanostruktury, w tym nanoczastki
metali przedostajace si¢ do Srodowiska, nie
traca swojej toksycznosci. Stanowia problem
dla prawidlowego funkcjonowania réznych
ekosystemow, a szczegélnie mikrobiomu gle-
by. Wykazano, ze bakterie glebowe wykazu-
ja wysoka wrazliwos¢ na dziatanie nanopro-
duktéw (VLACHOGIANNI i VALAVANIDIS 2014).
Nanoprodukty i nanoczastki moga przedo-
stawac sie do sSrodowiska glebowego poprzez
bezposrednie dodawanie ich do gleby w po-
staci komponentéow sSrodkéw ochrony roslin
lub w postaci odpadéw (TOLAYMAT i wspol-
aut. 2010).

Nanoczastki srebra wykazuja szeroki za-
kres aktywnosci biobdjczej, przez co moga
obnizac¢ bior6znorodnos¢ zasobow, eliminujac
gatunki podatne na ich dziatanie. Moga sta-
nowi¢ zagrozenie dla gatunkéw wykorzysty-
wanych w biodegradacji zanieczyszczen Sro-
dowiska i w procesach bioremediacji grun-
tow (KUMAR i wspétaut. 2011). Zaburzenia w
funkcjonowaniu drobnoustrojow glebowych,
w szczegolnosci bakterii wigzacych azot z
rodzaju Bradyrhizobium, moga prowadzi¢ do
zaklocenia cyklu obiegu pierwiastkow (Ku-
MAR i wspélaut. 2011).

Nanoczastki wymagaja ciaglego moni-
toringu w S$rodowisku, wazna jest ciggla
kontrola kierunku ich migracji (TOLAYMAT
i wspoétaut. 2010). Istotna jest réwniez po-
trzeba opisywania zaleznosci pomiedzy na-
nomaterialami a kontaktujacymi sie z nimi
organizmami zywymi, glownie bakteriami i
grzybami glebowymi, stanowigcymi pierwsza
bariere pomiedzy produktami nanotechnolo-
gicznymi a Srodowiskiem naturalnym (Ha-
STINGS i wspoétaut. 2015). Ocena ryzyka Sro-
dowiskowego nanomaterialow i nanoczastek
oparta jest na okresleniu ich krotko- i diu-
goterminowego wplywu na Srodowisko i na
organizmy w nim wystepujace oraz mozli-
wos¢ ich transformacji (TOLAYMAT i wspélaut.
2010). Analiza ryzyka polega na poréwnaniu
przewidywanego stezenia danej substancji
w Srodowisku (ang. predicted environmen-
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tal concentration, PEC) do wartosci stezenia
tej substancji bez przewidywanego dzialania
szkodliwego w Srodowisku (ang. predicted
no-effect concentration, PNEC). Jesli wspot-
czynnik PEC/PNEC jest < 1, wtedy ryzyko
dla Srodowiska nie wystepuje, natomiast,
gdy PEC/PNEC wynosi > 1, stwierdza sie
wystepowanie zagrozenia (TOLAYMAT i wspot-
aut. 2010).

Przedostawanie sie nanoproduktéw i na-
noczastek do sSrodowiska moze nastepowac
ze zrodel punktowych lub powierzchniowych.
Zrodlami punktowymi moga byé miejsca
produkcji nanomaterialow i NPs, skladowi-
ska i spalarnie odpadow oraz oczyszczalnie
Sciekéw. Natomiast zrédla powierzchniowe
(obszarowe) zwigzane sa z uwalnianiem na-
nomaterialow na drodze uzytkowania pro-
duktéw zawierajacych je w swoim skladzie
(VLACHOGIANNI i VALAVANIDIS 2014). Na przy-
ktad, w procesie prania skarpetek z nano-
srebrem uwalniane sa do wody jony srebra
i srebro w postaci koloidalnej. Ponadto, wy-
kazano, ze w wodach odplywowych z pral-
ki wzbogaconej w nanomaterialy zawartosé
uwolnionego nanosrebra wynosila 11 pg/L
(BENN i WESTERHOFF 2008).

Spalarnie odpadéw, utylizujac wyeksplo-
atowane produkty zawierajace nanomateria-
ty, moga uwalnia¢ nanosktadniki. Atmosfe-
ra jest w mniejszym stopniu obciazona tego
typu zanieczyszczeniami, w poréwnaniu z
innymi komponentami Srodowiska. Jest to
zwigzane gléwnie ze stosunkowo krotkim
czasem przebywania czastek mniejszych niz
100 nm w atmosferze (ok. 10 dni) (VLACHO-
GIANNI i VALAVANIDIS 2014).

Nieznany jest stopien zagrozenia wod
powierzchniowych i gruntowych przez na-
noczastki metali. Uwaza sie, ze zagrozenie
to byloby duzo wyzsze, gdyby nanoczastki
srebra mogly tworzy¢ stabilne zawiesiny w
wodzie. Biodostepnos¢ i toksycznos¢ nano-
czastek srebra zwigzana jest ze stabilnoscig
koloidalng. Stabilnos¢ te charakteryzuja roz-
ne czynniki, takie jak rodzaj uzytego stabili-
zatora i warunki Srodowiskowe. Wystepujace
w Srodowisku wodnym naturalne substancje
organiczne znaczaco wplywaja na rozklad
wielkosci czastek, ich stabilnos¢ i wlasciwo-
S§ci powierzchniowe srebra w fazie wodne;j.
Wilasciwosci te wplywaja na transport i tok-
syczno$¢ nanoczastek srebra w systemach
wodnych (TOLAYMAT i wspétaut. 2010).

Synteza chemiczna wymaga zastosowa-
nia wielu zawigzkéw (czesto toksycznych),
bedacych reduktorami czy stabilizatorami,
ktore wplywaja na toksycznos¢ procesu wy-
twarzania nanoczastek srebra i sa poten-
cjalnym zagrozeniem dla Srodowiska natu-
ralnego (MALINA i wspélaut. 2010). Obecnie
brakuje badan dotyczacych oceny wlasciwo-

Sci chemicznych powszechnie stosowanych
stabilizatorow na mobilno§¢ i zachowanie
nanoczastek srebra w Srodowisku natural-
nym (TOLAYMAT i wspoétaut. 2010). Metody
fizykochemiczne, oprocz wad wspomnianych
powyzej, wymagaja duzego nakladu energii.

Nadal brakuje odpowiednich i precyzyj-
nych uwarunkowan prawnych dotyczacych
obrotu nanomateriatami i zasad reguluja-
cych ich bezpieczne stosowanie (HASTINGS i
wspoétaut. 2015).

PODSUMOWANIE

Nanoczgstki srebra charakteryzuja sie
duzym potencjalem antybakteryjnym, prze-
wyzszajacym potencjal jonow srebrowych,
poza tym lepiej przenikaja do komorek bak-
teryjnych. Hamuja réwniez rozwd6j biofilméw,
a nawet eradykuja juz utworzone struktu-
ry. W zwiazku z tym moga stanowi¢ bardzo
obiecujaca alternatywe dla konwencjonal-
nych antybiotykéw. Do niewatpliwych zalet
AgNPs mozna zaliczy¢ obecnos¢ wielu ko-
morkowych celow i réznorodne mechanizmy
ich dziatania, co pociaga za soba brak lub
ograniczenie mozliwosci wyksztalcenia bak-
teryjnej opornosci. Natomiast pewnag wadag
nanosrebra jako potencjalnego terapeutyku
jest brak specyficznosci dziatania i znaczny
efekt wywierany na komorki eukariotyczne
(linie tkankowe) i organizmy wyzsze. Nalezy
tu jednak zaznaczy¢, ze dawki cytostatyczne
przewyzszaja stezenia przeciwbakteryjne, a i
sam efekt cytotoksyczny moze znalez¢ tera-
peutyczne zastosowanie, np. w terapii no-
wotworéw. Opracowanie metod bezpieczne;j
dla srodowiska, biologicznej syntezy AgNPs
zwiekszyloby produkcje oraz biologiczne za-
stosowanie nanosrebra. Mimo ze preparaty
AgNPs, czesto w postaci kompozytow za-
wierajacych inne zwiazki, sa uzywane po-
wszechnie w przemysle, np. tekstylnym, i
przy produkcji narzedzi medycznych, to w
terapii chorob wywotywanych przez bakte-
rie stosowane sa bardzo ostroznie, glownie
przy leczeniu infekcji powierzchniowych. Z
pewnoscia liczne badania podstawowe pro-
wadzone in vitro musza by¢ uzupelnione ba-
daniami in vivo, wraz z przejSciem calej wy-
maganej procedury, przed uzyskaniem ate-
stu do klinicznego zastosowania okreslonego
preparatu nanosrebra.

Streszczenie

Rosnaca opornos¢ bakterii, zwlaszcza rosnacych w
biofilmach, na konwencjonalne antybiotyki jest przyczy-
na szerokich poszukiwan nowych Srodkoéw terapeutycz-
nych. Nanoczastki srebra, ze wzgledu na udowodniony
potencjal antybakteryjny, sa intensywnie badane. Istnie-
je kilka metod syntezy nanosrebra, najbardziej przyjazna
dla Srodowiska jest synteza biogeniczna. Nanoczastki
srebra charakteryzuja sie mnogoscia wewnatrzkomor-
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kowych celow dzialania. Mechanizm ich antybakteryj-
nej aktywnosci opiera sie glownie na uszkodzeniu oston
bakteryjnych i indukcji reaktywnych form tlenu. Nano-
czastki srebra, oprécz duzego potencjalu antybakteryj-
nego, zdolne sa do wspoldziatania z konwencjonalnymi
antybiotykami, w ten sposob potegowana jest ich aktyw-
nosc¢. Wiele badan in vitro i in vivo wskazuje na tok-
syczno§¢ nanosrebra wobec Eukaryota, obiecujacy jest
zwlaszcza ich potencjal anty-nowotworowy. Powszechne
uzycie nanoczastek wymusza koniecznos§¢ rygorystyczne-
go monitoringu ich syntezy i stosowania.
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SILVER NANOPARTICLES, SYNTHESIS AND BIOLOGICAL ACTIVITY

Summary

The growing resistance of bacteria, especially those living in biofilms, to conventional antibiotics causes a broad
search for new therapeutic agents. Silver nanoparticles, due to their known antibacterial activity, are intensively
studied. Among several methods of nanosilver synthesis, the most friendly is the biogenic “green” synthesis. The
targets and mechanisms of action of silver nanoparticles are pleiotrophic, and involve mainly destruction of cellular
envelopes and induction of reactive oxygen species. Nanosilver particles are also able to interact with conventional
antibiotics, thus enhancing their antibacterial activity. The data obtained both in vivo and in vitro demonstrate the
toxic effect of nanosilver on Eukaryota, including its antitumor potential. The broad usage of silver nanoparticles
calls for a restricted monitoring of their production and application.



