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Zgodnie z ostatnim raportem Europejskiego
Centrum Zapobiegania i Kontroli Chordb jeden
na osiemnastu pacjentow szpitali w Europie
przechodzit co najmniej jedng chorobe bedaca
skutkiem zakazenia w czasie terapii. To rocznie
3,2 miliona osdb. Patogenami s3 najczesciej
bakterie z narzedzi oraz przedmiotow
znajdujacych sie w szpitalu. W IChF PAN
opracowaliSmy nieszkodliwg dla tkanek ludzkich
metode funkcjonalizacji powierzchni powtoka
antybakteryjng

W postepujacej w ostatnich dekadach miniaturyza-
cji urzadzen elektronicznych, dynamicznym rozwoju
fizykochemii powierzchni oraz przy intensyfi-
kacji prac nad technologiami wykorzy-
stujacymi zjawiska kwantowe coraz
wigksze znaczenie zyskuja
nanoczastki. Sa to obiekty,
ktorych przynajmniej jeden
Zz wymiarow nie przekracza
100 nanometréw, zbudowane
z Kilku do nawet kilkudziesieciu
tysiecy atoméw, najczesciej kuli-
ste. Ich wtasciwosci, a wiec réwniez
potencjalne zastosowania zasadniczo
odbiegajq od tych wykazywanych przez te
same substancje w formie mniej rozdrobnio-
nej. Nanoczastki z reguty pokrywane sg warstwa
stabilizujgca, ktorej zadaniem jest zapobieganie nie-
kontrolowanej agregacji i utracie unikatowych wtasnosci
materiatow w nanoskali. Nanoczastki zlota sa jedny-
mi z najbardziej trwatych nanoczastek metalicznych.
Ze wzgledu na swoje unikatowe wtasciwosci, ktore sa
Scisle zwigzane z ich wielkoscia i ksztattem, nanoczastki
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ztota znajduja wiele zastosowan, m.in. w chemii materia-
tow, katalizie, medycynie czy biologii.

W wyniku prac prowadzonych w naszym zespo-
le w Instytucie Chemii Fizycznej PAN udato sie nam
otrzyma¢ material nanokompozytowy posiadajacy silne
wihasnosci antybakteryjne, bedacy zarazem zupetnie nie-
szkodliwym dla komérek ludzkich. Kluczem do stworzenia
tego materiatu okazato si¢ unieruchomienie nanoczastek
ztota w hierarchicznej strukturze oksoboranowe;.

Gote zfoto

Do syntezy naszego materiatu nanokompozytowego
wykorzystaliSmy nanoczastki zlota o S$rednicy okoto
4 nanometréw, ktére otrzymane zostaty w wyniku re-
dukcji jonéw chloroztotawych borowodorkiem sodu.
W literaturze tego typu nanoczastki pokryte zwiazka-
mi nieorganicznymi okreslane sg czesto jako ,gote”,
gdyz nie zawierajg organicznego liganda stabilizujacego.
Brak powtoki organicznej sprawia, Ze powierzchnia
nanoczastek ztota jest dostepna dla bakterii. Powstajace
w wyniku tej reakcji zwigzki boru i tlenu (oksoborany)
stabilizuja powierzchnie otrzymanych nanoczastek oraz,
dodatkowo, biora udziat w tworzeniu samego nanokom-
pozytu. W roztworze poreakcyjnym wspolistniejg rézne
typy anion6w i polianionéw sktadajacych sie z jednostek

Agregaty zlozone z nanoczastek otoczonych oksoboranami agreguja, tworzac
nanokompozytowe bloczki-cegietki. Nanoczastki czastki ztota wystaja z matrycy
okotoboranowej, przez co sq dostepne dla drobnoustrojow i moga je zabijaé



Wyparka, czyli ewaporator, sprzet stuzacy do kontrolowanego odparowywania cieczy, ktora byta wykorzystywana na jednym z etapow projektu

podstawowych BO:s i BOs, ktérych liczba zalezy od odczy-
nu roztworu. W roztworach o wyzszym stezeniu kwasu
borowego tworzy sie réwnowaga pomiedzy niezjonizowa-
ng forma kwasu B(OH)s a polinuklearnymi kompleksami
B:0s(OH)*, B.Os(OH).*, BsOs(OH)s*, BsOs(OH)* i B(OH)*.
Dodatek jonéw H+ lub OH- do roztworu prowadzi do kon-
densacji i utworzenia polioksoanionéw. Réznica miedzy
kondensacja w S$rodowisku kwasnym a kondensacja
w Srodowisku zasadowym dotyczy morfologii powstatych
w tym procesie polianionéw. W Srodowisku kwa$nym

obserwowana jest tendencja do tworzenia ptaskich sieci,
ktore nastepnie uktadaja sie warstwowo, natomiast w $ro-
dowisku zasadowym kondensacja prowadzi do powstania
amorficznych sieci.

W celu syntezy naszych nanostruktur wykorzystali-
$my kondensacje indukowang jonami H*. Po zakwasze-
niu roztworu kwasem solnym wokot nanoczastek ztota
(otoczonych zwigzkami boru) rozpoczyna sie proces
kondensacji oksoboranéw. Tworzone wokoét nanoczastek
sieci polioksoboran6w maja planarng (ptaska) strukture.
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Wata nasaczona roztworem

—— Nanokompozytowa powloka antybakteryjna

Dzieki potaczeniom poprzez wiazania wodorowe two-
rzy sie prawie heksagonalna struktura podobna do gra-
fenu (rysunek powyzej). Odlegto$¢ miedzy warstwami
wynosi 3.18 A. Proces kondensacji oksoboranéw wigze
sie z delokalizacjg i zmniejszeniem tadunku, powodujac
wzrost wiasciwosci hydrofobowych powstatych struktur.
Agregaty zlozone z nanoczastek i otoczki polioksobora-
nowej tacza sie dalej dzieki oddziatywaniom hydrofo-
bowym oraz kondensuja, tworzac wyzej zorganizowane
struktury. Sg to ,cegietki” utworzone z polioksoboranéw,
majgce ksztatt sptaszczonych bloczkéw o boku o rozmia-
rach kilkudziesigciu nanometréw i grubosci okoto 10
nanometrow. W tych bloczkach - petniacych funkcje ma-
trycy albo rusztowania - unieruchomione sa nanoczastki
ztota (rysunek na nastepnej stronie). Ze wzgledu na kom-
pozycje (bor plus tlen plus ztoto) uzyskany materiat
kompozytowy nazwali$my ,BOA”. Procesowi kondensacji
oksoboranéw towarzyszy ich chemiczne (kowalencyjne)
taczenie si¢ za posrednictwem grup hydroksylowych
z powierzchnig materiatu, ktéry podlega funkcjonalizacji.
W rezultacie uzyskuje sie trwate pokrycie powierzchni
materiatem BOA. Dodajmy, Ze znana jest zdolno$¢ jonow

oksoboranowych do tworzenia
silnych komplekséw

pozostatym po syntezie ' "
nanokompozytu wykazuje %
wiasciwosci bakteriobéjcze
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z grupami OH, na przyktad w celulozie czy polialkoho-
lanach. Do tej pory nie wykorzystano jednak tej wtas-
ciwosci oksoboranéw w celu modyfikacji materiatéw
hydrofilowych nanoczastkami zlota.

Silne dziatanie antybakteryjne naszego nanokompo-
zytu zostato potwierdzone zaréwno dla Gram-ujemnych,
jak 1 Gram—dodatnich szczepéw bakterii. W naszych
testach byly to odpowiednio szczepy Escherichia coli
oraz Staphylococcus epidermidis. UzyliSmy zmutowanego
szczepu bakterii E. coli, ktory jest odporny na dziatanie
dwdch silnych antybiotykéw: chloramfenikolu i kanamy-
cyny. Sg to potencjalnie niebezpieczne drobnoustroje,
poniewaz niektére szczepy E. coli wywoluja grozne
zakazenia, takie jak zapalenia ptuc czy zapalenia otrzew-
nej, ktére moga prowadzi¢ do sepsy. Moga réwniez by¢
przyczyng zakazenia uktadu moczowego i biegunki.
Dodatkowo toksyny wytwarzane przez E. coli uszkadzaja
narzady wewnetrzne. Drugi gatunek bakterii, S. epider-
midis, to patogen nalezacy do rodzaju gronkowcow, ktory
moze wywotywac bardzo grozne infekcje oportunistycz-
ne. Z tego powodu jest on potencjalnie niebezpieczny dla
pacjentéw przebywajacych w szpitalach po zabiegach
chirurgicznych, poniewaz moze wywotac zakazenia miej-
sca operowanego. Na infekcje S. epidermidis narazeni sq
rowniez chorzy z ranami oparzeniowymi, cewnikami
i z wszczepionymi implantami.

Aby okresli¢ wlasciwosci bakteriobdjcze pokry¢ na-
nokompozytowych, przeprowadziliSmy badania, w Kkt6-

rych wspomniane szczepy bakterii inkubowane byty

w obecnosci strzepkow waty bawetnianej, ktéra

zostata zmodyfikowana nanokompozy-
tem BOA. Dla obu rodzajow drobno-
ustrojow po 24 godzinach inkubacji
obserwowany byt znaczny spa-
dek liczby bakterii, osiagajacy
dwa lub trzy rzedy wielkosci

w poréwnaniu z wyjsciowa
populacja. Wynik ten $wiad-

czy o doskonatej skuteczno-

Sci antybakteryjnej naszych -

nanostrukturalnych pokry¢.

BOA wielofunkcyjne
Przedmiotem naszych zainte-
resowan byt réwniez mechanizm
antybakteryjny nanostruktur BOA.
W wyniku przeprowadzonych badan
ustaliSmy, Ze nanokompozyt nie wy-
dziela do roztworu zadnego czynnika, ktory
bylby toksyczny dla bakterii. Okazalo sie, ze takiego
czynnika antybakteryjnego nie zawiera réwniez roztwor,
ktéry pozostaje po syntezie kompozytu. Oznacza to, ze
drobnoustroje ging w wyniku bezposredniego kontak-
tu z nanostrukturg. Ustaliliémy réwniez, ze obecno$c
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nanoczastek ztota w kom-
pozycie jest niezbedna, aby
wykazywat on dzialanie anty-
bakteryjne. SprawdziliSmy to, badajac
wiasciwosci bakteriobdjcze powierzchni pokrytych war-
stwa samych polioksoboranéw, niezawierajacych w swo-
jej strukturze nanoczastek ztota. Nie wiemy jeszcze,
w jaki sposéb bezposredni kontakt bakterii z nanoczgst-
kami zlota uwiezionymi w matrycy polioksoboranowej
prowadzi do jej $mierci. Nie ulega jednak watpliwosci,
7€ opisany wyzej mechanizm zabijania drobnoustrojow
wykazywany przez nanokompozyt BOA jest niezwykle
korzystny z zaréwno ekonomicznego, jak i ekologicznego
punktu widzenia. Materiat ten zastosowany jako pokry-
cie bakteriobojcze nie zuzywa si¢ lub zuzywa si¢ w bar-
dzo niewielkim stopniu, a jego stosowanie nie wigze sig
z emisja do Srodowiska toksycznych substancji.
Niezwykle wazna wiasciwo$cia pokryC antybakte-
ryjnych jest ich wptyw na komorki ludzkie. We wspot-
pracy z naukowcami z Collegium Medicum UJ oraz
z Matopolskim Centrum Biotechnologii UJ zbadaliSmy
cytotoksyczno$é nanostruktur BOA na cztery linie ko-
morkowe: nerwowe LN18, watrobowe HepG2, trzustki
BTC-6 oraz tkanki tluszczowej SVF. Do badania cytotok-
syczno$ci wykorzystano metode iloSciowa, polegajaca
na oznaczaniu aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej
(LDH). LDH jest enzymem cytozolowym, ktéry uwalniany
jest do srodowiska w wyniku szkodzenia mechanicznego
blony plazmatycznej oraz $mierci komérki. Aktywnosc
tego enzymu Swiadczy o obecnosci czynnika wykazuja-
cego dziatanie cytotoksyczne na komdrki. Nasze badania

rozpoczyna si¢ proces kondensaciji oksoborandw,

ma wiasno$ci hydrofobowe, natomiast brzegi - ze wzgledu
na obecno$é grup OH - sq hydrofilowe

wykazaty, ze wata bawetniana pokryta nanokompozytem
BOA nie wykazuje cytotoksyczno$ci wzgledem zadnej
z badanych linii komdrkowych. Co wiecej, obserwacje
mikroskopowe ujawnily, ze testowane komorki rozwijaty
sie na wioknach zmodyfikowanej bawetny nawet cztery
tygodnie po inokulacji.

Materiat BOA ma olbrzymi potencjat aplikacyjny.
Moze zosta¢ wykorzystany do wytwarzania materiatow
antyseptycznych, a w szczeg6lnosci do pokrywania tym
materialem nanokompozytowym rozmaitych powierzch-
ni, na przyktad polimerowych (szalki P etriego, implanty,
rusztowania do wzrostu komorek), szklanych (szklane
kuwety, wiokno szklane), metalowych (sprze¢tmedyczny,
implanty) czy bawetnianych (bandaze, nici). 5]

Opisane badania zostaly zrealizowane w ramach programu TEAM
Fundacji na rzecz Nauki Polskiej (TEAM/2010-6/4) wspoffinansowanego
ze Srodkow Unii Europejskiej Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego oraz grantow NCN SONATA 2012/07/D/ST5/02240

i Opus UM0-2012/07/B/ST4/01400.
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Po zakwaszeniu roztworu wokot nanoczastek ztota

ktore uktadaja si¢ w warstwy. Powierzchnia tych warstw
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