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STRESZCZENIE

Gléwnym celem pracy jest badanie wiasciwosci biologicznych kompozytow polimerowych otrzymanych
w procesie wytlaczania i wtrysku. Do badan uzyto medycznego polietylenu o wysokiej gestosci, HDPE. Jako fazg
modyfikujaca zastosowano nanoczastki srebra, nAg. Wlasciwosci biologiczne materialdéw zostaly ocenione
w wyniku testu cytotoksyczno$ci, zywotnosci/proliferacji komoérek oraz testu dziatania przeciwbakteryjnego.
Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono, ze materiaty kompozytowe zawierajace nanoczastki srebra nie
wykazuja dziatania cytotoksycznego wobec komorek osteoblastycznych i fibroblastow ludzkich. Dodatek
nanosrebra nie powoduje dzialania przeciwbakteryjnego zarowno wobec bakterii Gram-dodatnich jak i Gram-
-ujemnych. Zwiekszanie ilo$ci uzytego modyfikatora nie zwieksza dziatania przeciwbakteryjnego. Komorki
osiadte na probkach kontrolnych, polimerowych i kompozytowych mialty prawidtowy, wrzecionowaty ksztatt.
Zasiedlaty ich powierzchnie w duzych ilosciach, w sposdb rownomierny. Zaobserwowano wzrost ilosci komorek
na powierzchni probek wraz z zawartoscia nanoczastek srebra, co zwigzane jest ze wzrostem chropowatosci
powierzchni.

Stowa kluczowe: kompozyty polimerowe, nanoczastki srebra, cytotoksyczno$¢, dziatanie przeciwbakteryjne

Acta Bio-Optica et Informatica Medica Inzynieria Biomedyczna, vol. 23, nr 2, 2017 75



InZynieria biomedyczna / Biomedical Engineering

ABSTRACT

The main aim of this research is the examination of biological properties of polymer composites obtained in the
process of extrusion and injection molding. It has been decided to use high-density medical polyethylene (HDPE)
as a matrix, which afterwards has been modified with silver nanoparticles. Biological properties have been
examined during cytotoxicity tests, cell viability/cell proliferation tests and antibacterial activity tests. Based on
obtained results, it has been proved that composites with addition of silver nanoparticles do not cause cytotoxic
effect on osteoblast cells and human fibroblasts, concerning both Gram-positive and Gram-negative bacteria. The
increasing amount of modifier does not increase antibacterial activity. The control samples were characterized by
high proliferation rate and evenly distributed cells of proper, spindle-like shape. The surface was settled with cells
evenly and densely. It has been observed that amount of silver nanoparticles affects cells proliferation what is
related to increasing surface roughness.

Keywords: polymer composites, silver nanoparticles, cytotoxicity, antibacterial activity

1. Wstep

Zastosowanie srebra w roznych nanometrycznych formach w medycynie budzi w ostatnim czasie
ogromne zainteresowanie ze wzgledu na silne przeciwdrobnoustrojowe dziatanie. Nanoczastki srebra
(nAg) staty si¢ alternatywa dla antybiotykdw, ktdre, zbyt czesto stosowane, doprowadzity do wigkszej
opornosci bakterii. Jedng z najwazniejszych wlasciwosci nanoczastek srebra jest ich dziatanie przeciw-
drobnoustrojowe przeciwko bakteriom, grzybom i wirusom. Dlatego tez sa szeroko uzywane jako srodki
antybakteryjne i grzybobdjcze. nAg znajdujg zastosowanie w wyrobach medycznych takich jak: plastry,
bandaze, cewniki, skalpele, igly, w kosmetykach i $rodkach codziennego uzytku: kremy, toniki,
dezodoranty, szczoteczki do zebdw oraz srodkach gospodarstwa domowego takich jak: odziez, lodowki,
opakowania spozywcze, telefony komorkowe [1, 2]. Wlasciwosci nanoczastek metalicznych, w tym
nanoczastek srebra zalezg jednak silnie od ich ksztattu, rozmiaru, konfiguracji, krystalicznosci oraz
struktury [3]. Aktywno$¢ biologiczna uzalezniona jest od wielu parametréw. Im mniejsza i bardziej
sferyczna nanoczastka srebra tym lepsza skuteczno$¢ dzialania [4]. Nanoczastki o mniejszych
rozmiarach wykazuja bowiem lepsze dziatanie inhibitujace, poniewaz wystepuje wicksza powierzchnia
kontaktu wynikajaca z wigkszego stosunku powierzchni do objetosci w poréwnaniu ze sferycznymi
czastkami o wigkszych rozmiarach. Zatem mniejsze nanoczastki sa w stanie uwolni¢ wigcej jonow
srebra niz wigksze czastki, przez co skuteczno$¢ bakteriobdjcza jest wyzsza [5]. Duze znaczenie na
skutecznos¢ bakteriobdjcza nanoczastek srebra ma ich ksztatt i forma w jakiej wystepuja, co mozna
znalez¢ w wielu doniesieniach literaturowych. Przyktadem moga by¢ trdjkatne $ciete nanoformy srebra
o plaszczyznie sieciowej {111} wykazujace silniejsze dziatanie biobojcze w stosunku do form sfery-
cznych w ksztalcie pretow. Ostro zakonczone trojkatne nanopryzmy srebra wykazujg takze najlepsze
wlasciwosci antyseptyczne w pordéwnaniu do czgstek kulistych [6]. Nanoptytki srebra wykazuja
natomiast silniejsze dziatanie antybakteryjne w stosunku do nanoform sferycznych czy nanopretow [7].

Poza silnym dziataniem biobdjczym nanoczgstek srebra skutkiem ubocznym jest ich wysoka
cytotoksycznos¢. Wiele prac pokazuje, ze w badaniach in vitro nAg sa toksyczne dla komoérek pocho-
dzacych ze skory, watroby, ptuc, mézgu, uktadu naczyniowego i narzadéw rozrodczych. Nanoczastki
srebra mogg potencjalnie wplywaé na geny zwigzane z komorka progresji cyklu, uszkodzenia DNA
i apoptoze w komorkach ludzkich w nie-cytotoksycznych dawkach [8]. Dlatego tez wazne jest by
badania ukierunkowane byty nie tylko na dziatanie biobodjcze nanoczgstek srebra, ale i na ich cyto-
toksycznos¢ wobec komorek. Takie podejscie jest kluczowe w celu dostosowania ilo$ci stosowanych
nanoczastek i1 bezpieczenstwa ich aplikacji.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie wptywu dodatku nanoczastek srebra nAg na cytotoksycznosé
badanych materialow. Cytotoksyczno$¢ materiatow wzgledem fibroblastow i osteoblastow okreslono
na podstawie ilosciowego oznaczenia metoda bioluminescencyjng. W celu ustalenia catkowitej liczeb-
nosci komorek, §wiadczacej o ich zywotnosci i proliferacji uzyto testu ToxiLight. Przeciwbakteryjne
wilasciwosci kompozytdéw zawierajacych nanoczgstki srebra badano wobec szczepOw wzorcowych
Staphylococcus aureus i Escherichia coli. Uzyskane wyniki analizowano i omawiano w $wietle
dostepnej literatury.
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2. Materialy i metody

Materialy polimerowe z grupy polimeréw medycznych wykonane z polimeru o wysokiej gestos$¢
(HDPE) oraz kompozytowe modyfikowane nanoczastkami srebra (nAg) produkcji NanoAmor w ilo$ci
0,5%, oraz 1% wag. zostaly przygotowane w ksztalcie krazkéw o érednicy 10 mm w procesie przet-
worstwa tworzyw sztucznych. Nastepnie przeprowadzono proces sterylizacji przy uzyciu niskotempe-
raturowej plazmy (aparat Sterrad 120) z zastosowaniem pary nadtlenku wodoru w cyklu podwdjnym
(2 x 45 minut). Tak przygotowane materiaty zostaly poddane testom biologicznym (cytotoksycznosé,
zywotno$é/proliferacja komorek i aktywno$¢ przeciwbakteryjna).

2.1. Badania zywotnoSci/proliferacji i cytotoksycznosci

W celu przeprowadzenia badan zywotnosci/proliferacji komorek w bezposrednim kontakcie z materia-
tami wybranymi do wytworzenia protezy ucha srodkowego, a takze oceny ich cytotoksycznosci wytypo-
wane zostaly dwie linie komorkowe. Pierwszg z nich stanowita linia komérkowa fibroblastéw ludzkich
z tkanki tchawicy Hs680.Tr. Drugg reprezentowata linia ludzkich komorek osteoblastycznych Saos-2.
Rodzaj linii komoérkowych uzytych do badan zostat skonsultowany i zatwierdzony przez zesp6t
laryngologow Kiliniki Otolaryngologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie. Linie komérkowe
pochodzity z Amerykanskiej Kolekcji Hodowli Komérkowej — ATCC. Badania przeprowadzone
zostaly w Pracowni Katedry Farmakobiologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie, zgodnie z normg PN-EN ISO 10993-5 ,,Biologiczna ocena wyroboéw medycznych. Badania
cytotoksycznosci: metody in vitro”.

2.2. Hodowla komdrkowa

Komodrki linii Hs680.Tr oraz Saos-2 hodowano w polistyrenowych butelkach hodowlanych (Nunclon,
Dania) o powierzchni 75 cm?, odpowiednio w pozywce hodowlanej DMEM (ATCC, Anglia) z 10%
dodatkiem ptodowej surowicy bydlecej FBS (HyClone, USA), a takze w pozywce McCoy's SA (ATCC,
Anglia) z 15% dodatkiem FBS (HyClone, USA). Hodowle prowadzono w inkubatorze hodowlanym
HeraCell (ThermoSci, Niemcy) w atmosferze 5% CO. i temperaturze 37 °C do uzyskania 70%
konfluencji.

2.3. Eksperyment

Do badan uzyto komorki Hs680.Tr oraz Saos-2 z trzeciego pasazu. W celu uzyskania zawiesiny
komorek hodowle dwukrotnie przeptukano buforowanym roztworem soli fizjologicznej PBS,
a nastepnie dodano 5% roztwor trypsyny z EDTA (HyClone, USA). Po przeptukaniu i odwirowaniu
komorki zawieszono w $wiezej pozywce. Nastepnie do dotkdéw 48-dotkowych ptytek hodowlanych
(Nunc, Dania), zawierajacych sterylne krazki badanych materiatow dodano po 1 ml uzyskanej zawiesiny
komorek o gestosci 10* komérek/ml. Kontrole dla przeprowadzonych badan stanowit polistyren dna
dotkow ptytki hodowlanej (TCPS). Dla testow cytotoksycznosci TCPS byl kontrolg negatywna.
Hodowle¢ komorek krazkéw bezposrednim kontakcie z badanymi materiatami prowadzono przez trzy
siedem dni.

2.4. Test cytotoksycznos$ci

Cytotoksycznos$¢ badanych materiatow wzgledem fibroblastow i komorek osteoblastycznych okreslono
na podstawie iloSciowego oznaczenia metoda bioluminescencyjng z uzyciem gotowego zestawu
odczynnikéw Toxilight Bioassay kit (Lonza, USA), wykrywajacego aktywno$¢ kinazy adenylowej AK
w nadsgczu zebranym z hodowli komérkowych. Kinaza adenylowa, obecna we wszystkich komorkach,
uwalniana jest przez uszkodzone komorki do pozywki hodowlanej, a jej aktywnos¢ jest proporcjonalna
do liczby uszkodzonych w hodowli komérek. Odczyt luminescencji przeprowadzono przy pomocy
czytnika PolarStar Omega (BMG Labtech, Niemcy). Test wykonywany byt w nadsaczu uzyskanym
z hodowli komérkowej, a otrzymane wyniki odniesiono do catkowitego stgzenia enzymu w komorkach
i nadsaczu (proporcjonalnego do catkowitej liczebnosci komoérek).

Acta Bio-Optica et Informatica Medica Inzynieria Biomedyczna, vol. 23, nr 2, 2017 77



InZynieria biomedyczna / Biomedical Engineering

2.5. Test zywotnoSci/proliferacji

W celu ustalenia catkowitej liczebno$ci komorek, §wiadczacej o ich zywotnoSci i proliferacji uzyto testu
ToxiLight Bioassay kit po uprzedniej dezintegracji blony komérkowej hodowanych komorek za pomoca
odczynnika dostarczonego wraz z zestawem ToxiLight 100% Lysis Reagent set (Lonza, USA). Ilos¢
uwolnionej kinazy adenylanowej, proporcjonalnej do liczby komérek zmierzono przy pomocy czytnika
PolarStar Omega (BMG Labtech, Niemcy).

2.6. Obserwacje hodowli w mikroskopie fluorescencyjnym

W celu oceny morfologii komorek zaadherowanych na powierzchni badanych materialdw zastosowano
optyczny mikroskop fluorescencyjny. Przylegajace do materiatdbw komorki barwiono przez minute
0,01% roztworem oranzu akrydyny AO (Sigma, USA), przeplukano buforowanym roztworem soli
fizjologicznej PBS (HyClone, USA) i obserwowano za pomocg mikroskopu Olympus CX-41 (Olympus,
Japonia) z przystawka fluorescencyjng. Zdjecia komoérek przylegajacych do badanych materiatow
wykonano aparatem cyfrowym E-520 (Olympus, Japonia).

2.7. Ocena aktywnoSci przeciwbakteryjnej

Oceniono aktywno$¢ przeciwbakteryjng samych nanoczastek srebra oraz materiatdw polimerowych
modyfikowanych srebrem wobec szczepéw wzorcowych: Staphylococcus ureus ATCC 25923 (SA)
oraz Escherichia coli ATCC 25922 (EC).

Aktywno$ci nanoczastek srebra zbadano metoda mikrorozcienczenh w bulionie na ptytkach
96-dotkowych. Przygotowano 9 kolejnych, potowkowych rozcienczen badanych nanoczastek na pod-
tozu ptynnym (bulion Mueller-Hinton, Oxoid), w zakresie od 500 pg/ml do 2 pg/ml. Z czystej,
24-godzinnej hodowli badanych szczepdéw bakteryjnych wykonano zawiesing 1,0 w skali McFarlanda.
Nastepnie nakrapiano po 10 pl zawiesiny bakteryjnej do studzienek zawierajacych 150 pl bulionu oraz
nanoczastek w odpowiednim st¢zeniu. Kontrolg dodatnig stanowit bulion zaszczepiony zawiesing
bakteryjng bez nanoczastek. WyjSciowe stezenie bakterii w studzience wynosito 10® CFU/ml. Kontrolg
ujemna stanowil sam bulion. Potwierdzono réwniez czysto$¢ roztwordw nanoczastek. Analize wynikoéw
prowadzono po 24 godzinach inkubacji, w warunkach tlenowych, w 37 °C, z wytrzasaniem (120 rpm),
w odniesieniu do kontroli dodatniej. Za warto$¢ MIC (ang. minimal inhibitory concentration) przyjmo-
wano najmniejsze stezenie, w ktorym nie zaobserwowano wzrostu bakterii (zmgtnienia bulionu).
Po inkubacji, celem analizy ilosciowej skutecznoséci przeciwbakteryjnej badanych nanoczastek,
wysiewano po 100 ul zawiesiny z kazdej studzienki na podtoze TSA (ang. tryptic soy agar). Ptytki
inkubowano 24 godziny w warunkach tlenowych, w 37 °C. Po inkubacji zliczano ilo$¢ kolonii na kazde;j
plytce.

Przeprowadzono rowniez oceng aktywno$ci materiatdw polimerowych modyfikowanych nano-
czastkami srebra. Do 2 ml bulionu Mueller Hinton dodano 20 pul zawiesiny bakterii o ggstosci 1 w skali
McFarlanda (w studzienkach otrzymano stezenie bakterii rzedu 10° CFU/ml). Nastepnie wprowadzono
do bulionu krazki polimerowe zawierajgce nanoczastki w st¢zeniu 0,5% oraz 1%.

Przeprowadzono takze kontrole czystosci badanych krazkéw, inkubujac niemodyfikowane krazki
polimerowe. Po 24-godzinnej inkubacji, w atmosferze tlenowej, w 37 °C, z wytrzasaniem (110 rpm),
przeniesiono 100 ul zawiesiny na podtoze TSA i rozsiano hokejka. Wynik odczytywano po 24 godzi-
nach inkubacji w warunkach tlenowych, w 37 °C, oceniajac liczbe kolonii na ptytkach.

2.8. Analiza statystyczna wynikow

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej przy uzyciu programu STATISTICA 10 (StatSoft
Inc., USA). Zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji (ANOVA), wykorzystujac test post-hoc
Tukeya HSD na poziomie istotnosci p <0,05.

3. Wyniki i dyskusja

Na rysunkach 1 i 2 przedstawiono cytotoksycznos¢ polimeru HDPE i kompozytu zawierajacego 0,5%
wagowych nanoczastek srebra wyrazong jako procent komorek uszkodzonych w odniesieniu do catko-
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witej liczby komorek. Wyniki przedstawiono w odniesieniu do kontroli negatywnej, ktora stanowit
polistyren do celéw hodowli komorkowych (TCPS). Przeprowadzone testy wykazaty brak dziatania
cytotoksycznego badanych materiatéw na komorki fibroblastyczne linii Hs-680.Tr i osteoblastyczne
linii Saos-2. W przypadku obu linii komorkowych, cytotoksycznos$¢ obnizyta sie przy dtuzszym czasie
hodowli.

Biorac pod uwage komorki linii Hs-680.Tr, zaréwno po trzech, jak rowniez siedmiu dniach hodowli
istotnie najwyzsza cytotoksycznos$cig charakteryzowat si¢ polimer HDPE, jednak $rednie warto$ci nie
przekraczaty odpowiednio 20% oraz 12%. Cytotoksyczno$¢ kompozytu HDPE/0,5%nAg po obydwu
okresach prowadzenia hodowli byla na poziomie materialu kontrolnego i po siedmiu dniach
nie przekraczata 10%.

W przypadku komorek linii Saos-2, po obydwu okresach prowadzenia hodowli badane materiaty
odznaczaly si¢ istotnie wyzsza cytotoksycznoscia w odniesieniu do materialu kontrolnego (TCPS),
jednak $rednie wartosci byty na poziomie 15% w trzecim dniu eksperymentu oraz 8% w dniu si6dmym.
Otrzymane wyniki potwierdzaja brak negatywnego oddziatywania nanoczastek srebra na obydwa
rodzaje komorek.

25

[ 3 dni / 3 days
1 B 7 dni/ 7 days

Cytotoksyczno$c¢ / cytotoxicity (%)

HDPE HDPE_0.5Ag TCPS
Rys. 1. Cytotoksycznos¢ materialdw oceniona w bezposrednim kontakcie z komorkami linii Hs-680.Tr.

Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe. Statystycznie istotne rdznice (p<0,05) pomiedzy
badanymi materialami zostaly oznaczone literami a-b dla hodowli 3-dniowej oraz A-B dla hodowli 7-dniowej

20

[ 3 dni/ 3 days
{ Il 7 dni/ 7 days

Cytotoksyczno$c¢ / cytotoxicity (%)

HDPE HDPE_0.5Ag TCPS

Rys. 2. Cytotoksyczno$¢ materiatdéw oceniona w bezposrednim kontakcie z komoérkami linii Saos-2.
Wyniki przedstawiono jako wartosci §rednie + odchylenie standardowe. Statystycznie istotne roznice (p<0,05) pomi¢dzy
badanymi materiatami zostaly oznaczone literami a-b dla hodowli 3-dniowej oraz A-B dla hodowli 7-dniowej
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Na rysunkach 3 i 4 przedstawiono cytotoksyczno$¢ badanych materiatow w odniesieniu do materiatu
kontrolnego (TCPS), oceniong na podstawie poziomu kinazy adenylowej AK uwolnionej do pozywki
hodowlanej w trakcie trwania hodowli. Pordwnujac wartosci uzyskane dla eksperymentu prowadzonego
przy uzyciu komorek linii Hs-680.Tr, po trzech dniach istotnie najwyzszym poziomem cytotoksycznosci
charakteryzowat si¢ polimer HDPE, z kolei po siedmiu dniach najwyzszg cytotoksycznos¢ zanotowano
dla kompozytu HDPE/0,5%nAg. Bioragc pod uwage komorki linii Saos-2, zarowno po trzech, jak
réwniez po siedmiu dniach hodowli, wyzsza cytotoksycznoscia w odniesieniu do materiatu kontrolnego
odznaczaly si¢ oba badane materiaty (HDPE oraz HDPE/0,5%nAg).

7S] I 3 dni/ 3 days ]

70 I 7 dni/ 7 days
65
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HDPE HDPE_0.5Ag TCPS

Rys. 3. Cytotoksyczno$¢ materialdw oceniona w bezposrednim kontakcie z komorkami linii Hs-680.Tr.
Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie = odchylenie standardowe. Statystycznie istotne roznice (p<0,05) pomi¢dzy
badanymi materiatami zostaly oznaczone literami a-b dla hodowli 3-dniowej oraz A-B dla hodowli 7-dniowej

160 -| [ 3 dni / 3 days .
4 M 7 dni/ 7 days

RLUs x10°

HDPE HDPE_0.5Ag TCPS

Rys. 4. Cytotoksyczno$¢ materiatdw oceniona w bezposrednim kontakcie z komorkami linii Saos-2.
Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie = odchylenie standardowe. Statystycznie istotne réznice (p<0,05) pomigdzy
badanymi materiatami zostaly oznaczone literami a-b dla hodowli 3-dniowej oraz A-B dla hodowli 7-dniowej

Na rysunkach 5 i 6 przedstawiono liczebno$¢ komorek linii Hs-680.Tr oraz Saos-2 po trzech oraz
siedmiu dniach hodowli w bezposrednim kontakcie z badanymi materiatami oraz na materiale kontrol-
nym. Znaczny wzrost liczebnosci komorek obu linii po siedmiu dniach hodowli, w stosunku do dnia
trzeciego, wskazuje na wysoki poziom proliferacji, a wigc warunki sprzyjajace namnazaniu komorek
fibroblastycznych oraz osteoblastycznych.

Rozpatrujgc komorki linii Hs-680.Tr, po trzech dniach hodowli liczebno$¢ fibroblastow wzrasta
w nastepujacy sposob: HDPE < HDPE/0,5%nAg < TCPS. Z kolei w siédmym dniu eksperymentu,
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istotnie najnizsza liczebnos$cia charakteryzowaty si¢ komorki bedace w kontakcie z polimerem HDPE.
Mozna zauwazy¢, ze istotnie najwyzszy poziom proliferacji osiagnety fibroblasty osadzone na kompo-
zycie zawierajacym nanoczgstki srebra. Prawdopodobna przyczyng wzmozonego tempa namnazania
komorek w przypadku materiatlu kompozytowego, jest obecno$¢ nanoczastek wptywajacych na
nanotopografi¢ powierzchni, w tym wzrost jej chropowatosci, co wykazano wczesniej [9].

W przypadku komdrek osteoblastycznych, po trzech dniach eksperymentu istotnie nizsza liczeb-
nos$cig w odniesieniu do materialu kontrolnego charakteryzowaty si¢ oba badane materiaty (HDPE oraz
HDPE/0,5%nAg). Jednak po dluzszym okresie hodowli, liczebno$¢ komorek osadzonych na analizowa-
nych materialach osiagneta poziom zblizony do warto$ci zanotowanych dla materiatu kontrolnego.
Wyniki te ponownie potwierdzaja wysoka biozgodno$¢ otrzymanych materialow w bezposrednim
kontakcie z komorkami fibroblastycznymi oraz osteoblastycznymi w warunkach in vitro.

1000

I 3 dni/ 3 days
1 I 7 dni / 7 days 1

RLUs x10°

HDPE HDPE_0.5Ag TCPS

Rys. 5. Liczebno$¢ komorek linii Hs-680.Tr hodowanych w bezposrednim kontakcie z materiatami.
Wyniki przedstawiono jako wartosci §rednie + odchylenie standardowe. Statystycznie istotne roznice (p<0,05) pomig¢dzy
badanymi materiatami zostaty oznaczone literami a-c dla hodowli 3-dniowej oraz A-C dla hodowli 7-dniowej

1600 - I 3 dni / 3 days |
{ I 7 dni/ 7 days ]
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HDPE HDPE_0.5Ag TCPS

Rys. 6. Liczebnos¢ komorek linii Saos-2 hodowanych w bezposrednim kontakcie z materiatami.
Wyniki przedstawiono jako wartos$ci $rednie + odchylenie standardowe. Statystycznie istotne réznice (p<0,05) pomigdzy
badanymi materiatami zostaly oznaczone literami a-b dla hodowli 3-dniowej oraz A dla hodowli 7-dniowej

Na podstawie zdje¢ uzyskanych z mikroskopu fluorescencyjnego (p. rys. 7) zaobserwowano, ze
komorki fibroblastyczne mialy prawidlowy ksztalt i zasiedlaly powierzchnie materiatbw HDPE,
HDPE/0,5%wt.nAg, HDPE/1%wt.nAg, a takze materiatu kontrolnego w sposob réwnomierny. Ponadto,
wigksza liczba komoérek wystepuje na powierzchni materiatow zawierajgcych wyzszg zawarto$é
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nanoczastek srebra, co oznacza ze ich obecno$¢ sprzyja namnazaniu si¢ komorek. Jak juz wczesniej
wspomniano, moze to wynika¢ z modyfikacji topografii powierzchni materiatéw kompozytowych
spowodowanej obecnoscig nanododatku w matrycy polimerowe;j.

Rys. 7. Obraz komdrek fibroblastycznych linii Hs-680.Tr osadzonych na TCPS (A), HDPE (B), HDPE/0,5%wt.nAg (C),
HDPE/1%wt.nAg (D) po trzech dniach hodowli. Powigkszenie 20x

Przeprowadzone badania nie wykazaty aktywnosci przeciwbakteryjnej badanych nanoczastek srebra
ani kompozytu na osnowie z polimeru HDPE zawierajacego 0,5% 1 1% nanoczastek srebra nAg firmy
NanoAmor wobec wzorcowych szczepéw Staphylococcus aureus (SA) oraz Escherichia coli (EC).
W obu przypadkach uzyskano wzrost zlewny wzorcowych szczepow SA oraz EC (p. rys. 8). Takie
zachowanie znajduje wytlumaczenie w braku aktywnos$ci samych nanoczastek. Na podstawie testow
majacych na celu okreslenie wartoSci minimalnego st¢zenia nanoczastek hamujacego wzrost
drobnoustrojow wykazano, ze warto§¢ MIC wynosi powyzej 500 pg/ml. Nie wykazano dzialania
przeciwbakteryjnego nanoczastek w badanych stezeniach.
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Rys. 8. Wzrost wzorcowych szczepow bakterii Gram-dodatnich - Staphylococcus aureus ATCC 25923
oraz Gram-ujemnych - Escherichi coli ATCC 25922 po kontakcie z badanymi materiatami.
1- kontrola jatowosci krazka polimeru HDPE, 2— kontrola jalowosci krazka kompozytu HDPE/0,5%wt.nAg,
3— kontrola jatowosci krazka kompozytu HDPE/1%wt.nAg, SA control — kontrola wzrostu szczepu Staphylococcus aureus,
EC control — kontrola wzrostu szczepu Escherichia coli, 1+SA — krazek polimeru HDPE plus szczep S. aureus (itd)

Na rysunku 9 pokazano wzrost wzorcowych szczepow bakterii Gram-dodatnich — Staphylococcus
aureus ATCC 25923 oraz Gram-ujemnych — Escherichia coli ATCC 25922 po kontakcie z nanoczast-
kami srebra w zakresie od 500 pg/ml do 2 pg/ml. W kazdym dotku ptytki zaobserwowano zmgtnienie,
a po wysianiu obserwowano wzrost zlewny. Rosngce st¢zenie nanoczastek srebra nie wplywa na
aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec badanych szczepow. Zaréwno bakterie Gram-dodatnie jak i Gram-
-ujemne wykazywaly wzrost, z tym ze silniejsze zm¢tnienie mozna byto zaobserwowa¢ w przypadku
bakterii Gram-ujemnych. Efektywno$¢ dziatania nanoczastek srebra wynika gltéwnie z budowy Sciany
komorkowej bakterii, ale takze uzalezniona jest od ilosci uwalnianych do otoczenia jonow srebra.
Silniejsze dziatanie bakteriobojcze obserwuje si¢ zazwyczaj dla bakterii Gram-dodatnich, dla ktorych
peptydoglikan stanowi 50-90% sktadnikéw $ciany komorkowej (tylko jedna warstwa chroni cyto-
plazme). Sciane komoérkowa bakterii Gram-ujemnych cechuje natomiast bardziej skomplikowana
budowa zaréwno pod wzgledem strukturalnym jak i chemicznym. Dla bakterii Gram-ujemnych cienka
warstwa peptydoglikanu (5—20% sktadnikéw $ciany komoérkowej) znajduje sie miedzy blong zew-
ne¢trzng 1 btong cytoplazmatyczng (cytoplazma chroniona jest przez dwie warstwy). Dodatkowo btona
zewnetrzna $ciany komorkowej zawiera lipopolisacharydy wspomagajace odpornos¢ komorkowa [10,
11,12, 13].
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Rys. 9. Wzrost wzorcowych szczepow bakterii Gram-dodatnich — Staphylococcus aureus ATCC 25923 oraz
Gram-ujemnych — Escherichia coli ATCC 25922 po kontakcie z nanoczastkami srebra w zakresie od 500 pg/ml do 2 pg/ml.
A — kontrola czysto$ci, wysiany bulion + nAg, B — kontrola wzrostu szczepu Escherichia coli + nAg,

C — kontrola wzrostu szczepu Staphylococcus aureus + nAg

Mechanizm odpowiedzialny za aktywnos$¢ antybakteryjna nanoczastek srebra nie jest jeszcze
w pelni wyjasniony, jednakze skuteczno$¢ bakteriobdjcza nanoczastek upatruje si¢ w absorpcji wolnych
jonéw srebra, i nastgpnie przerywaniu produkcji trifosforanu adenozyny (ATP) oraz replikacji DNA,
powstawaniu reaktywnych form tlenu (ang. Reactive Oxygen Species, ROS), a takze bezposrednim
uszkodzeniu blony komoérkowej [14]. Srebro w formie metalicznej jest oboj¢tne, jednakze w kontakcie
z wilgocig i tlenem ulega jonizacji. Powstate jony srebra wykazuja bardzo duza reaktywno$¢, reaguja
z grupami tiolowymi (-SH) bakterii i wirusow usuwaja z nich atomy wodoru i tworza mostki
disiarczkowe (-S-S-), w zwigzku z czym bakteria traci mozliwos¢ oddychania [15]. Jony srebra powo-
duja takze uszkodzenie Sciany komorkowej, a tworzacy si¢ kompleks pomigdzy jonami srebra i biatkami
moze zakloci¢ metabolizm komorek bakteryjnych [16]. Ponadto, jony srebra moga wchodzi¢ w
interakcje z DNA i RNA bakterii poprzez denaturacje oraz hamowac replikacje¢ bakterii [17]. Brak
aktywnosci biologicznej nanoczastek srebra zalezy od wielu czynnikow. Do najistotniejszych naleza
ksztatt, rozmiar, prekursory syntezy oraz liczba powstatych i uwalnianych do otoczenia jonow Ag*.
Najpopularniejszymi ksztattami sg kule, podwdjne wielosciany foremne, trojkaty i szesciany. Rozmiar
nanoczastek w zalezno$ci od metody syntezy waha si¢ od okoto 1 do 100 nm w przynajmniej jednym
wymiarze. Syntezy mozna podzieli¢ na trzy gtowne typy: chemiczne, fizyczne i biologiczne [18].
Obecnym trendem w chemii jest tworzenie ,,zielonych” metod syntezy. Polegaja one na projektowaniu

Acta Bio-Optica et Informatica Medica Inzynieria Biomedyczna, vol. 23, nr 2, 2017 84



InZynieria biomedyczna / Biomedical Engineering

procesow reakcji, ktore wywieraja najmniejszy nacisk na srodowisko. W wiekszosci publikacji jako
substancj¢ redukujgca i ograniczajaca rozmiar czastki stosuje sie ekstrakty pochodzenia naturalnego.
Wiaze si¢ to ze zmienno$cia sktadu mieszaniny reakcyjnej w zalezno$ci od partii materiatu biologicz-
nego. W przypadku syntez biologicznych i chemicznych pomimo podobnego ksztattu i wielko$ci
AgNPs uzyskuje si¢ czesto calkowicie rozne wlasciwosci biologiczne. Moze by¢ to czeSciowo
przypisywane roznym typom zanieczyszczen. Kompozycja chemiczna nanoczastek ma bezposredni
wplyw na dysocjacj¢ jonéw Ag* z ich struktury. W ostatnich latach udowodniono iz efekt toksycznosci
roztworow AgNPs pochodzi wytacznie od jondw srebrowych [19]. Doniesienia naukowe wskazuja, ze
wielko$¢ nanoczastek ma znaczny wplyw na aktywno$¢ AgNPs. W pracy Sukdeb Pal et al. [20]
nanoczastki srebra w ksztalcie sferycznym oraz w ksztatcie pretow wykazywaty bardzo stabg aktywno$¢
bakteriobodjcza, a w niektdrych przypadkach obserwowano wzrost kolonii. Kuliste formy nanoczastek
obecne w duzej koncentracji nie wykazywaly bakteriobojczosci a jedynie powodowaty przedtuzone
opdznienie wzrostu bakterii. Mozna takze przypuszczaé, ze nanoczastki srebra o takich samych
powierzchniach kontaktu, ale o réznych ksztaltach moga mie¢ réznie skuteczne powierzchnie pod
wzgledem czynnych aspektow. Nanoczastki srebra o rozmiarach mniejszych niz 10 nm wykazuja takze
wyzsza aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa [21]. Tak wigc brak dzialania nanoczastek srebra autorzy
thumacza przede wszystkim ksztattem nanoczastki, a takze jej rozmiarem i sktonnoscia do tworzenia
aglomeratow, co rowniez moze mie¢ ogromne znaczenie.

4. \Whnioski

Na podstawie przeprowadzonych testow in vitro pokazano, ze kompozyty otrzymane metoda wyttacza-
nia i wtrysku z medycznego polietylenu o wysokiej gesto$ci nie wykazuja dziatania cytotoksycznego
wobec komorek linii Hs680.Tr oraz Saos-2. Oba rodzaje komorek miaty prawidtowy ksztalt i zasiedlaty
powierzchnie badanych materiatow w sposob réwnomierny. Zaobserwowano wzrost liczebnos$ci
komorek po siedmiu dniach hodowli, co potwierdza wysokg biozgodno$¢ otrzymanych materiatow.
Ocena dzialania przeciwbakteryjnego nanoczgstek wykazata natomiast brak aktywno$ci nanoczastek
wobec wzorcowych szczepdéw bakterii Staphylosccocus aureus i Escherichi coli. Wzrost zawartosci
nanoczastek nAg nie zwigkszal efektu dziatania przeciwbakteryjnego natomiast pozytywnie wptywat
na proliferacje komorek. Dodatek nanoczastek srebra jako modyfikatora wplywa zatem pozytywnie
z punktu widzenia zmian wilasciwosci powierzchniowych. Obecnos¢ dodatku wptywa bowiem na
wzrost chropowato$ci materiatdow i sprzyja proliferacji komorek, co opisane bedzie w kolejnej publi-
kacji.
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