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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Przedmiotem opracowania jest analiza udziatu biatek blony zewnetrznej we wrazliwo$ci bakterii
Gram-ujemnych na nanomaterialy srebra. Mechanizm oddziatywania srebra z komérka bakterii
najdoktadniej opisano dla tej grupy mikroorganizméw. Istnieje kilka teorii dotyczacych skutecz-
nosci antybakteryjnej jonéw srebra i nanosrebra, a przy tym wskazywane sa réznice w sposobie
ich dzialania. Biatka blony zewnetrznej bakterii Gram-ujemnych sa zaangazowane w pobieranie
srebra ze §rodowiska i maja udziat w rozwoju mechanizméw opornoséci na nanometal. Biatka te
stanowig mierzalny parametr w fenotypowej reakcji komérek bakterii Gram-ujemnych na obec-
no$¢ w §rodowisku nanoform srebra: jego wtasciwosci, sktadu chemicznego, zawartosci, czasu
dziatania. Metody proteomiczne (w tym elektroforeza dwukierunkowa i MALDI TOF) sg zatem
wiasciwymi technikami do okres$lania wrazliwo$ci bakterii na srebro oraz zmian jakie zachodza
w blonie zewnetrznej pod wptywem: czasu dziatania/ekspozycji oraz parametrdéw fizycznych
i chemicznych nanomateriatéw srebra. Wiele preparatéw zawierajacych nanosrebro nadal jest
na etapie badan w zakresie charakterystyki fizyko-chemicznej oraz biologicznej aktywnosci, inne
juzwdrozono do wielu gatezi przemystu. W dobie bardzo dynamicznie rozwijajacej sie nanotech-
nologii i wprowadzania na rynek produktéw biobdjczych, opartych na biologicznie aktywnych
nanoczgstkach (gtéwnie nanosrebra) istnieje konieczno$¢ analizy odpowiedzi komdrek bakterii
na nanosrebro zréznicowane pod wzgledem cech fizycznych i chemicznych.

nanotechnologia - srebro - biatka btony zewnetrznej (OMP) - elektroforeza dwukierunkowa

Summary

The presented study is to analyze the participation of outer membrane proteins of Gram-
negative bacteria in sensitivity to silver nanomaterials. The mechanism of interaction of silver
with the bacterial cell is best described in this group of microorganisms. There are several
theories regarding the effectiveness of antimicrobial ions and nanosilver, and at the indicated
differences in the way they work. Outer membrane proteins of Gram-negative bacteria are
involved in the procurement of silver from the environment and contribute to the develop-
ment mechanisms of resistance to nanometals. They are measurable parameter in the field
of cell phenotypic response to the presence of Gram-negative bacteria in the environment
silver nanoforms: its properties, chemical composition, content or times of action. Prote-
omic methods (including two dimensional electrophoresis and MALDI-TOF MS) are therefore
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relevant techniques for determining the susceptibility of bacteria to silver and the changes
taking place in the outer membrane under the influence: uptime/exposure and physical and
chemical parameters of silver nanomaterials. Many products containing nanosilver is still in
the research phase in terms of physico-chemical characteristics and biological activity, others
have been already implemented in many industries. During the very fast nanotechnology
developing and introduction to the market products based on the nanosilver the bacterial
answer to nanosilver is needed.
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Wsrep

Nanotechnologia jest jedna z najdynamiczniej rozwi-
jajacych sie nauk w ostatnich latach. Jest interdyscy-
plinarna nauka, taczaca wiedze chemikéw, fizykéw,
biologéw, z ktéra wigze sie zaréwno wielkie nadzieje,
jak i obawy. Nanotechnologia zajmuje sie projektowa-
niem, wytwarzaniem, charakterystyka i zastosowaniem
czastek o bardzo matych rozmiarach - rzedu 10° m.
Umozliwia manipulowanie czastkg na poziomie atoméw,
a wyniki tych dziatati wywotuja réznice we wtasciwo-
$ciach fizyko-chemicznych nanomateriatéw w poréw-
naniu do ich odpowiednikéw w skali mikro. Odmiennosé
w cechach fizyko-chemicznych pozwala na nowe zasto-
sowania produktéw w skali nano. Jednym z gléwnych
wyrobéw nanotechnologii, majacym wiele zastosowar
w réznych galeziach przemystu, jest nanosrebro. Dane
statystyczne podaja, ze w 2014 r. 4% ogdlnej produkcji
sprzetéw, w tym 50% elektroniki i sprzetu w techno-
logii informacyjnej (information technology, IT), 16%
artykutéw gospodarstwa domowego zawierato rozwig-
zania, jakie niesie ze soba nanotechnologia. W marcu
2011 r. az 313 produktéw dostepnych na amerykariskim
rynku konsumenckim zawierato nanoczastki srebra
(Ag-nanoparticles, AgNPs) i liczba ta stale ro$nie [20].
Przyktadem sa produkty farmaceutyczne (masci, kremy,
opatrunki), suplementy diety, kosmetyki, tekstylia,
$rodki do dezynfekcji, opakowania zywnosci, zabawki,
artykuly i sprzet gospodarstwa domowego, czy elektro-
nika konsumencka [12,20]. Nanosrebro znajduje szero-
kie zastosowanie réwniez w badaniach biologicznych
i w medycynie. Jony srebra sg powszechnie uzywane
w medycynie juz od wielu lat, a srebro modyfikowane
metodami nanotechnologii stwarza nowe mozliwos$ci
w diagnostyce i terapii wielu chordéb. Nanoczastki srebra
wykazuja aktywno$¢ wobec bakterii Gram-dodatnich i
Gram-ujemnych, grzyb6w, wiruséw oraz pierwotniakdw,

a w przeciwieristwie do jonéw srebra zachowujg biolo-
giczng aktywno$¢ przez wydtuzony czas. Aktywno$é
nanoczgstek srebra zalezy od ich wielko$ci, ksztattéw,
zawarto$ci srebra i sktadu chemicznego nanokompo-
zytu. Dzieki duzej biologicznej aktywno$ci nanoczastki
srebra sg dodawane do materialéw opatrunkowych,
suplementéw diety, cewnikéw, implantéw medycznych
w celu hamowania rozwoju patogenéw i inhibicji tworze-
nia biofilmu. Nanosrebro jest dodawane do materiatéw
(wykorzystywanych m.in. do produkcji fartuchéw szpi-
talnych, poscieli, recznikéw) w celu redukowania liczby
patogendéw w $rodowisku klinicznym. AgNPs jako sktad-
niki kosmetykéw przeznaczonych dla oséb z problemami
skérnymi reguluja prace gruczotéw tojowych, nawilzaja
skére i zapewniajg odpowiednia grubo$é naskérka, a w
przyszlodci mogg by¢ dodawane do kosmetykdéw jako $re-
dek antyseptyczny i konserwant. Nanosrebro jest coraz
cze$ciej stosowane jako dodatek do materiatéw stuza-
cych do produkgji bielizny, odziezy sportowej, dywandw,
sprzetu komputerowego elektronicznego (np. klawia-
tur, myszy komputerowych), telefonéw komérkowych
oraz sprzetu AGD [13]. Przewiduje sie, ze w przyszto-
$ci zwiekszy sie wykorzystanie produktéw nanotech-
nologii, w tym nanosrebra, w procesie monitorowania
zanieczyszczen §rodowiska oraz jego oczyszczania [21].
Zwigzki zawierajace nanoczgstki srebra immobilizo-
warne na nieorganicznych nos$nikach uwaza sie obecnie
za najskuteczniejsze $rodki dezynfekcyjne, ktére sg sto-
sowane na szeroka skale w systemach dystrybucji wody
pitnej. Ponadto AgNPs sg wykorzystywane réwniez jako
dodatek do produktéw spozywczych i licznych tworzyw
sztucznych, wykorzystywanych do produkcji zabawek
dzieciecych [13,17,21]. Tak szerokie wykorzystanie pro-
duktéw nanotechnologii wymaga oceny ich wplywu na
zdrowie ludzi, czy homeostaze ekosysteméw. Jednym ze
sposobdw oceny jest zaproponowana przez nas ocena
zmian wrazliwo$ci bakterii na dlugotrwate i podprogowe
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zawarto$ci nanoczgstek srebra, mierzona zmianami
zachodzgcymi w proteomie btony zewnetrznej bakterii.

MEcHANIZM AKTYWNOSCI JoNow AG™ | NANOCZASTEK SREBRA AG?

Dzialanie srebra na komdrke bakteryjng jest nieswoiste,
bo wykazuje aktywno$¢ oligodynamiczna wzgledem wielu
miejsc docelowych w komérce, w przeciwieristwie do anty-
biotykdw, ktére charakteryzujg sie wybidrczym dziataniem
w stosunku do okreslonych struktur komérkowych lub
proceséw komdrkowych. Srebro wykazuje duza skutecz-
no$¢ zaréwno wobec komérek bakterii Gram-dodatnich, jak
i Gram-ujemnych, jednak ze wzgledu na prowadzony cha-
rakter badan, artykut dotyczy wplywu preparatéw srebra
na komérke bakterii Gram-ujemnych i jej odpowiedzi mole-
kularnej w zakresie zmian w proteomie blony zewnetrznej
na skutek poddawania komérek bakterii presji selekcyjnej
z zastosowaniem nanoform srebra.

W opinii badaczy [12,13,22,29] najwazniejszymi mecha-
nizmami warunkujgcymi bakteriobdjcze dziatanie Ag’
jest zdolno$¢ wigzania sie jonéw do oston komérkowych,
niszczenie funkcji bton cytoplazmatycznych, inakty-
wacja gtéwnych enzymdéw proceséw metabolicznych,
oddziatywanie z kwasami nukleinowymi oraz gene-
rowanie wytwarzania reaktywnych form tlenu. Mimo
intensywnych badan trwa dyskusja nad mechanizmem
aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej jonéw i nanocza-
stek srebra. Istniejg trzy teorie, ktére w réznym stop-
niu wskazujg na udziat nanoczastki i/lub jonéw srebra,
w mechanizmie antybakteryjnego dziatania. Poréwnanie
i opis sposobu dziatania jonéw i nanoczastek srebra na
komérke bakterii przedstawiono w tabeli 1.

Biatka OMP: BuDOWA, RODZAJE, FUNKCIE

Biatka btony zewnetrznej (outer membrane prote-
ins, OMP) sa niezbednym elementem strukturalnym
komérki zaangazowanym w zjawisko wrazliwo$ci bak-
terii Gram-ujemnych na substancje chemiczne, w tym
réwniez metale ciezkie. OMP sg swoistym , kanalem
komunikacyjnym” bakterii ze srodowiskiem zewnetrz-
nym oraz bariera zabezpieczajaca przed negatyw-
nym wplywem czynnikéw zewnetrznych na komorke.
Réznorodne warunki srodowiska, w tym réwniez sztucz-
nie zaadaptowane przez cztowieka, majg wpltyw na eks-
presje biatek btony zewnetrznej. Biatka OMP ze wzgledu
na peryferyczne umiejscowienie w komérce bakteryj-
nej biorg aktywny udziat w przystosowaniu komérki
do zmieniajacych sie warunkéw habitatu i zajmowania
nowych nisz ekologicznych. Zmiana w poziomie ekspre-
sji gendw kodujacych biatka OMP moze sie pojawia¢ jako
odpowiedz komdrki na obecnosé w §rodowisku antybio-
tykéw, metali ciezkich, detergentéw, soli czy biocyddw.
Obecnos$¢ danego biatka lub ich zespotu moze by¢ zwia-
zana z czasem dziatania i stezeniem czynnika, majacego
wplyw na wzrost i rozwdj bakterii [1,3].

Synteza OMP odbywa sie w cytoplazmie; do ich prze-
mieszczenia do blony zewnetrznej konieczna jest

sekwencja sygnatowa, usuwana z prekursoréw biatek
podczas translokacji przez blone cytoplazmatyczng
przez peptydaze sygnatowa. Biatka sa nastepnie uwal-
niane do przestrzeni peryplazmatycznej, gdzie naste-
puje ich pofatdowanie przed wbudowaniem w btone
zewnetrzng. Kolejne etapy biogenezy biatek OMP nie sg
jednak doktadnie poznane. Istnieje hipoteza, ze lipopo-
lisacharyd (lipopolysaccharides, LPS) jest zaangazowany
w prawidlowe formowanie OMP i tylko biatka wstepnie
pofatdowane w kompleksie z LPS moga by¢ wbudowane
w blone zewnetrzna [3,32].

Biatka btony zewnetrznej to najcze$ciej biatka integralne,
ktére spinaja dwuwarstwe lipidowa lub lipoproteiny, ktére
warunkuja stabilno$¢ $ciany komérkowej i btony zewnetrz-
nej (np. lipoproteina Brauna). Integralne biatka btony
zewnetrznej sa zbudowane z réwnolegtych do siebie tan-
cuchdéw o strukturze p-harmonijki. Transbtonowe odcinki
B-nici sa bogate w glicyne, reszty tryptofanu i tyrozyny,
a falduja sie w cylindryczne struktury wystepujace jako
monomery, dimery lub trimery. Wnetrza tych struktur two-
rza kanat lub kanaly, przez ktére przechodza hydrofilowe
substancje. Unikalne f-harmonijki warunkuja zasadnicze
funkcje btony, takie jak stabilno$¢, integralno$¢ i przepusz-
czalno$¢. Poziom ekspresji biatek btonowych jest uzalez-
niony od potrzeb komérki bakteryjnej i od czynnikéw
$rodowiska. Biatka OMP mozna podzieli¢ na biatka gléwne
(major proteins) oraz biatka drugorzedne (minor prote-
ins). Biatka gléwne wystepuja w komérce w duzej liczbie
kopi i naleza do nich np.: OmpA, OmpF, OmpX, natomiast
do biatek drugorzednych nalezg m.in. biatka FhuA i LamB
i ich ekspresja w blonie jest zalezna od potrzeb komérki
[2,3,32]. Biatka OMP bakterii Gram-ujemnych pelnig naste-
pujace funkgje: biora udziat w adhezji, wchodza w interak-
cje z komérkami gospodarza bedac czynnikami wirulencji,
uczestnicza w interakcjach z uktadem odpornosciowym
gospodarza oraz mogg by¢ receptorami dla fagéw oraz
kolicyn i mikrocyn [3,32]. Masa czasteczkowa poryn waha
sie 28-48 kDa, a kanaty tworzone przez poryny w blonie
zewnetrznej u réznych bakterii majg $rednice 0,6-2,3 nm
[3]. Pokryte woda kanaty porynowe umozliwiaja dyfundo-
wanie przez nie réznego typu substancji (z wykluczeniem
substancji hydrofobowych) o masie czasteczkowej od kil-
kuset do okoto 5 kDa.

Ubziat Biatexk OMP wE WRAZLIWOSCI | OPORNOSCI BAKTERII NA
JONY AG* I NANOCZASTKI SREBRA AG°

Biatka btony zewnetrznej wptywaja na wrazliwo$é bakte-
rii na jony (Ag+) i nanoczgstki srebra. Li i wsp. [18] wyka-
zali, ze mutacje w genach kodujacych poryny wptywaja
na zmiany wrazliwosci szczepu E. coli na srebro oraz ze
poryny s3 zaangazowane w transport Ag’. Radzig i wsp.
[25] zbadali wptyw mutacji genéw kodujacych poryny
OmpF oraz OmpC na zmiany wrazliwosci E. coli na nano-
czastki srebra i azotan srebra, AgNO,. W przypadku azo-
tanu srebra mutanty pozbawione poryny OmpF i/lub
OmpC byly bardziej oporne na jony srebra w stosunku
do szczepu dzikiego. Dane te wskazujg na udziat biatek
porynowych w transporcie srebra do komérki. Wartosci
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Tabela 1. Por6wnanie czynnikéw warunkujacych toksycznosc oraz oddziatywanie jonéw srebra Ag™ i nanoczastek srebra Ag® ze strukturami komdrkowymi bakterii

[5,13,22,23,29]

Postac srebra Srebro jonowe Ag*

Nanoczastki srebra Ag®

Skuteczno$¢ antybakteryjna Ag™ i jego zwiazkéw
jest wprost proporcjonalna do ilosci uwalnianych,
aktywnych biologicznie jondw srebra

Czynniki warunkujace

Obecnie trwa dyskusja odnosnie roli nanoczastek srebra i ich
skutecznosci przeciwdrobnoustrojowej

Teoria 1: nanoczastka srebra wykazuje minimalng toksycznos¢
i stuzy gtdwnie jako Zrodto uwalnianych jondw Ag*
Teoria 2: dominujacym czynnikiem warunkujacym dziatanie
antybakteryjne jest bezposredni kontakt drobnoustroju
znanoczastka srebra Ag®, a efektywnos¢ antybakteryjna

skutecznos¢ Dziatanie jondw srebra Ag* opisuje sie jako ) S .
. . ; A .- uwalnianych z nanoczastki jonéw srebra jest nieznaczna
antybakteryjna oligodynamiczne: dziata juz w niskich stezeniach . - o ) o
R ) L. Teoria 3: dominujacym czynnikiem warunkujacym dziatanie
Jony srebra maja najwyzszy poziom aktywnosci e o )
. e ; . antybakteryjne jest bezposredni kontakt drobnoustroju
przeciwdrobnoustrojowej sposréd wszystkich metali 0 . . .
L znanoczastka srebra Ag®, a wydzielane jony Ag+ wzmacniaja
ciezkich .
efekt antybakteryjny
Na toksycznos¢ wptywa: wielkos, ksztatt i tadunek
powierzchniowy nanoczastek
— tworzenie pordw w $cianie komdrkowej
— wiazanie sie ze $ciang komdrkowa i otoczkami — generowanie wolnych rodnikéw
Oddziatywanie . bélfter.ymyml . , . — tworzenie pqrow w scl'anle kqmorkoyvq
) ) — akumulacja w $cianie i btonie komérkowej —akumulacja w btonie komdrkowej
z ostonami zewnetrznymi L ) L )
bakterii Efekt: wzrost przepuszczalnosci oston komdrkowych, Efekt: wzrost przepuszczalnosci oston komérkowych,
niekontrolowany transport jonéw, zaburzenia niekontrolowany transport jonéw, zaburzenia potencjatu
potencjatu bfonowego, utrata wewnatrzkomérkowego btonowego, utrata wewnatrzkomdrkowego ATP
ATP
— wiazanie jondw srebra Ag* do grup sulfhydrolowych — wigzanie nanoczastek srebra Ag® do grup sulfhydrolowych
—SH, aminowych —NH,, karboksylowych —COOH, —SH biatek
imidazolowych —C,H,N,, fosforanowych —PO, biatek — defosforylaja reszt tyrozyny biatek sensorowych
Oddziatywanie z biatkami —wigzanie do rybosoméw Efekt: inaktywacja enzyméw m.in. enzymdw taficucha
Efekt: inaktywacja enzyméw m.in. enzymow taricucha oddechowego, produkcja wolnych rodnikéw tlenowych (ROS),
oddechowego, produkcja wolnych rodnikéw tlenowych denaturacja biatek, zaburzenie modulacji przekazywania
(ROS), denaturacja biatek, zahamowanie translacji sygnatéw komérkowych
- interakcje 2 zasadami azotowymi kwasow — interakje z grupami fosforowymi kwaséw nukleinowych
Oddziatywanie z DNA nukleinowych Jezgrup y Y

Efekt: zahamowanie replikacji

Efekt: zahamowanie replikacji

minimalnego stezenia hamujgcego wzrost bakterii
(minimal inhibitory concentration, MIC) dla komdrek
pozbawionych pewnych biatek porynowych wskazuja
na ich wiekszg opornos$é wzgledem AgNPs w poréwna-
niu z komérkami szczepdw dzikich. Komérki z brakiem
biatek porynowych wykazuja 4-8-krotny wzrost oporno-
$ci na nanoczastki srebra. To potwierdza wplyw poryn
na wrazliwo$¢ bakterii na AgNPs [25].

Mechanizmy warunkujgce oporno$é bakterii na
metale ciezkie sg procesami ztozonymi. Powszechne
jest wystepowanie wérdd bakterii jednoczesnie kilku
mechanizméw warunkujacych oporno$é na rézne
grupy zwigzkéw, celem przetrwania niekorzystnych

warunkdéw $rodowiska [6,24]. Pierwsza odnotowana
wzmianka o bakteriach opornych na jony srebra pocho-
dzi z 1975 r. i dotyczy determinanty genetycznej uzy-
skanej ze szczepu Salmonella Typhimurium (plazmidu
pMG101), wyizolowanego od pacjentéw przebywajacych
na oddziale leczenia poparzeti w Massachusetts General
Hospital [27]. Niektdre bakterie wydaja si¢ mie¢ natu-
ralng oporno$¢ na srebro i sg izolowane ze $rodowisk,
w ktdrych toksycznosé srebra moze wywieraé na mikro-
organizmy presje selekcyjng. Do takich §rodowisk mozna
zaliczy¢ m.in. oddzialy szpitalne leczenia oparzet (sto-
sowanie sulfadiazyny srebra i azotanu srebra, jako anty-
septykéw), kopalnie srebra oraz zlewnie wéd zwigzane
z przemystem fotograficznym [28]. Geny decydujace
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Tabela 2. Budowa i funkcje przyktadowych biatek btony zewnetrznej sciany komdrkowej bakterii Gram-ujemnych [2,3,15,26,32]

Biatko Struktura

B-barytka Funkge

monomer (8-niciowa B-barytka)
jedno z biatek gtownych

wiaze btone zewnetrzng z peptydoglikanem (biatko
strukturalne)

OmoA w btonie zewnetrznej zwija sie w strukture poryna ogdlnej dyfuzji
p dwudomenowa, czes¢ N-koricowa przechodzi caty / receptor dla fagéw K3, M1, 0x2
szerokos¢ btony, czes¢ C-koricowa znajduje sie receptor dla kolicyn K, L
w przestrzeni peryplazmatycznej azynnik wirulengji
) . ! poryna dyfuzji ogdlnej
OmpC trimer (monomer stanowi 16-niciowa B-barytka) receptor dla fagéw MeT, Tulb

biatko homologiczne do OmpF

buduje kanaty dla kationéw

monomer 8-niciowa B-barytka
OmpX syntetyzowane w duzych iloéciach w warunkach
ekstremalnych

biatko wiazace toksyny
adhezyna

trimer (monomer stanowi 16-niciowa B-barytka)

omer jedno z biatek gtéwnych

poryna dyfuzji ogdlnej
buduje kanaty dla kationéw

receptor dla fagéw K20

receptor dla kolicyn N

o0 oporno$ci mikroorganizméw na metale ciezkie, w tym
srebro, sg umiejscowione gtéwnie na plazmidach [27].
Pierwszy opis molekularnych podstaw oporno$ci bak-
terii na srebro sporzadzono na podstawie plazmidu
pMG101 (kodujacego m.in biatka SilCBA, SilF, SilE oraz
SilP). Plazmid pMG101 zawierajacy takze geny oporno-
$ci na antybiotyki (ampicylina, chloramfenikol, tetra-
cyklina, streptomycyna) i metale ciezkie (srebro, rteé)
jest obecnie jedna z najbardziej szczegétowo poznanych
struktur warunkujacych oporno$¢é bakterii na jony sre-
bra. Biatka SilCBA tworzg kompleks btonowy odpowie-
dzialny za wymiane kationowo-protonows dziatajaca
na zasadzie antyportu. Biatko btonowe SilA o dlugo$ci
1048 aminokwaséw i sktada sie z dwéch domen (cytopla-
zmatycznej oraz peryplazmatycznej), umozliwiajacych
bezposredni transport jonédw srebra do biatka btony
zewnetrznej - SilC. Funkcja biatka SilB jest taczenie biatek
SilA oraz SilC w funkcjonalna cato$¢ [28]. Percival i wsp.
[24] wykazali mozliwo$¢ transferu plazmidu pMG101 do
komérek E. coli. Komérki z nabytg cecha opornosci na
srebro wykazywaty wzrost w sze$ciokrotnie wyzszym

stezeniu jondw Ag' niz szczepy wrazliwe. Bakterie pod-
dane dtugotrwatej ekspozycji na wzrastajace steze-
nia metalu wykazywaty zmniejszong przepuszczalno$é
oston komérkowych wynikajaca z utraty gtéwnych bia-
tek porynowych oraz aktywnie dziatajacy system pomp
efflux (obecnie zidentyfikowany jako CusCBFA) [6].
Biatko CusC jest biatkiem blony zewnetrznej, odpowie-
dzialnym za aktywny wyrzut jonéw Cu® oraz Ag* u E.
coli na zewnetrz komérki. W mechanizm warunkujacy
oporno$¢ na metale ciezkie jest zaangazowane réwniez
peryplazmatyczne biatko SilE, wykazujace 47% podo-
bieristwa do biatka warunkujgcego oporno$¢ na miedz
u E. coli - PcoE. Funkcja biatka SilE jest wigzanie jondw
srebra na powierzchni komérki, zanim przedostang sie
do cytoplazmy. Innym biatkiem jest peryplazmatyczne
biatko pomocnicze SilF. Obecnie wiadomo, ze biatko SilF
wykazuje 50% identyczno$ci z biatkiem CusF, ktérego
funkcja jest wigzanie jonéw srebra i miedzi, a nastepnie
przekazywanie ich do wlasciwego transportera Cus-CBA
Ag'/Cu dzialajacego na zasadzie pompy efflux. Uwaza
sie, ze funkcja biatka SilF jest transport jonéw srebra do
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chemiosmotycznej pompy SilBCA [6]. Biatko SilP petni
funkcje blonowej ATP-azy typu P i jest odpowiedzialne
za transport jondw srebra z cytoplazmy do przestrzeni
peryplazmatycznej. Wspétdziatanie dwédch pomp efflux,
antyportera kationowo-protonowego SilCBA i blonowe;
ATPazy typu P z peryplazmatycznym biatkiem wigzacym
Ag', zapewnia komdrce silng ochrone przed toksycznym
dziataniem srebra [7,28]

Odkryte do tej pory mechanizmy opornoéci na sre-
bro, dotyczyly jego postaci jonowej. Brak jest nato-
miast informacji na temat rozwoju opornosci na srebro
drobnoustrojéw poddanych ekspozycji na nanoczagstki
srebra. Wynika to z niejednoznacznoéci w opisach
mechanizmu wrazliwo$ci bakterii na AgNPs. Badania
Hsu i wsp. [9] wykazaly, ze wolne nanoczastki srebra nie
wykazuja dziatania antybakteryjnego wobec szczepéw
majacych ceche opornosci na jony Ag'. Jako przyczyne
braku aktywnosci upatruje sie zmiane powierzchni
aktywnej nanoczastek, wynikajaca z naturalnej ten-
dencji nanoczagstek do agregacji. W celu zniwelowania
ograniczenia w postaci agregacji jonéw srebra i zba-
dania rzeczywistej skuteczno$ci AgNPs wobec szcze-
péw wykazujgcych oporno$é na jony Ag’, Su i wsp. [30]
zsyntetyzowali nanoczgstki srebra immobilizowane na
no$niku krzemowym. Wyniki badan wykazaty duza sku-
teczno$¢ antybakteryjng nanoczastek osadzonych na
nosniku wobec szczepu E. coli opornego na jony srebra.
W niskich stezeniach immobilizowane AgNPs znacz-
nie ograniczyly przezywalno$¢ bakterii, a w wyzszych
zupetnie go hamowaly [13,30]. Antybakteryjna aktyw-
no$¢ nanoform srebra jest czedcig badan prowadzonych
od 2004 r. w Zaktadzie Mikrobiologii Instytutu Genetyki
i Mikrobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego. W ramach
wspdtpracy z badaczami z Instytutu Niskich Temperatur
Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu zaprojekto-
wano i zsyntetyzowano nanoformy srebra rézniace
sie wha$ciwoéciami fizyko-chemicznymi [11,14,31,33].
Przeanalizowano ich antybakteryjna skuteczno$¢ wobec
bakterii izolowanych ze §rodowiska klinicznego z trudno
gojacych sie ran. Wykazano duzg aktywno$¢ preparatéw
srebra immobilizowanych na nosnikach (si0,, Ti0,, Si0,/
TiO, hydroksyapatycie, grafenie) wobec testowanych
bakterii: Staphylococcus aureus, Escherichia coli i Klebsiella
pneumoniae. Obecno$¢ nosnika w nanokompozycie
zapobiega agregacji miedzy atomami srebra, sprzyja
zachowaniu dyspersji srebra, a przez to zwieksza jego
biologiczna aktywno$¢ [4,10,11,14, 31].

Przeprowadzone badania wiasne dowodza, ze dlugo-
trwaty kontakt bakterii z podprogowymi stezeniami
srebra zawartego w nanoformach zmienia wrazliwo$¢
bakterii, co ma takze odniesienie w zmianach zacho-
dzacych w obrebie proteomu btony zewnetrznej bak-
terii Gram-ujemnych (dane prezentowane w postaci
doniesienia konferencyjnego [16]). W komérkach
szczepu Enterobacter aerogenes 323 o zmniejszonej wraz-
liwo$ci na nanosrebro zaobserwowano utrate biatka
powierzchniowego o masie okoto 37 kDa, co odpowiada
masie poryny OmpA. Natomiast w komdrkach szczepu

Klebsiella pneumoniae ATCC 4352 o zmniejszonej wrazli-
wosci na nanosrebro w proteinogramie zaobserwowano
pojawienie sie nowego biatka o masie okoto 51,4 kDa, co
odpowiada masie biatka SilC kodowanego przez plazmid
pMG101 zawierajacego geny warunkujgce oporno$é na
jony srebra. Bez watpienia udowodniono, ze wrazliwo$¢
bakterii zmienia sie w zalezno$ci od czasu dziatania,
stezenia i wlasciwosci fizyko-chemicznych nanoform
srebra. Na podstawie analizy proteinograméw mozna
wnioskowaé, ze wrazliwo$é bakterii na nanoformy sre-
bra jest indywidualna cechg kazdego mikroorganizmu
i zalezy od rodzaju oraz postaci uzytego nanokompo-
zytu, jego wiasciwosci fizyko-chemicznych oraz budowy
oston komérkowych.

METODYKA PROTEOMICZNA W ANALIZIE WRAZLIWOSCI BAKTERII NA
NANOSREBRO

Metoda elektroforezy dwuwymiarowej (Two-Dimensional
Electrophoresis, 2-DE) jest jedna z najbardziej efektyw-
nych technik rozdziatu elektroforetycznego biatek i jest
powszechnie wykorzystywana w badaniach nad prote-
omem bakterii. 2-DE jest wiodaca technika stosowang
w programach badawczych z zakresu proteomiki i identy-
fikowania biatek z uzyciem spektrometrii masowej. 2-DE
wykorzystuje sie réwniez do badari nad udziatem bialek
bakteryjnych w procesach stresu $rodowiskowego, jakim
niewatpliwie jest obecno$¢ nanoczastek srebra. Badania te
majg na celu zaobserwowanie rearanzacji i zmian w eks-
pres;ji biatek zaréwno cytosolowych, jak i membranowych
oraz poszukiwanie biatka lub grupy biatek uczestniczacych
w odpowiedzi komérki bakteryjnej na czynniki $rodowi-
ska zewnetrznego, np. nanoczasteczki srebra. Technike
2-DE wykorzystuje sie do badania proteomu zaréwno bak-
terii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych. Lok i wsp.
[19] wskazujg na réznice w proteinogramach zaistniate po
dtugotrwatym kontakcie komérek E. coli z nanoformami
srebra. Proteinogramy 2-DE przedstawiaja 8 bialek, dla
ktérych geny wykazuija silniejsza ekspresje w wyniku eks-
pozycji komdérki E. coli na dziatanie nanosrebra. W wyniku
identyfikacji rozdzielonych elektroforetycznie biatek OMP
technikag MALDI TOF (matrix assisted laser desorption
ionization time of flight) zostaty wyréznione biatka btony
zewnetrznej OmpA, OmpC i OmpF, OppA, MetQ oraz biatka
IbpA, IbpB i podjednostka rybosomu 30S Sé.

He i wsp. [8] opisuja zmiany w profilu proteomicz-
nym Pseudomonas aeruginosa zachodzace w komérkach
bakterii w wyniku kontaktu z nanoczastkami srebra
immobilizowanymi na no$niku grafenowym. Analiza
elektroforetyczna, przeprowadzona z uzyciem 2-DE
wykazala ekspresje, pod wptywem dziatania nanoczastek
srebra 7 gendw P. aeruginosa, ekspresja 8 gendw zostata
zmniejszona, natomiast 9 genéw zahamowana, w poréw-
naniu ze szczepem dzikim P. aeruginosa [8].

PopsumowaNie

Szeroko rozpowszechnione zastosowanie nano-
czastek srebra w otoczeniu czlowieka wymaga

615



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2016; tom 70: 610-617

wnikliwej analizy wrazliwo$ci bakterii na stosowane
preparaty, jej zmiennosci pod wptywem czynnikéw
$rodowiska, takich jak: stezenie, czas dziatania, cechy
fizyczne i chemiczne nanokompozytéw. Ocenie pod-
legaé¢ powinny nie tylko procesy zwiazane z pro-
dukcjg nanoczastek srebra, ich optymalizacjg, ale
takze oddzialywanie nanomaterialéw na organizmy

PismiennicTwo

zywe i $rodowisko po ich dtugotrwatym stosowaniu.
Przedstawiony przeglad literatury dowodzi udziatu
biatek btony zewnetrznej we wrazliwo$ci bakterii
Gram-ujemnych na nanoczastki srebra oraz wyznacza
dalsze szlaki badawcze skoncentrowane na poznaniu
zaleznosci cech fizyko-chemicznych nanomateriatéw
i zmian we wrazliwosci bakterii.

[1] Achouak W., Heulin T., Pages J.M.: Multiple facets of bacterial
porins. FEMS Microbiol. Lett., 2001; 199: 1-7

[2] Baj J., Markiewicz Z.: Biologia molekularna bakterii. PWN,
Warszawa, 2007; 45-56

[3] Bugla-Ploskoriska G., Futoma-Kotoch B., Doroszkiewicz W.: Rola
biatek blony zewnetrznej w oddzialywaniach bakterii Gram-ujem-
nych z organizmem gospodarza. Postepy Mikrobiol., 2007; 46:
139-152

[4] Bugla-Ploskoriska G., Leszkiewicz A., Borak B., Jasiorski M.,
Drulis-Kawa Z., Baszczuk A., Maruszewski K., Doroszkiewicz W.:
Bactericidal properties of silica particles with silver islands lo-
cated on the surface. Int. J. Antimicrob. Agents, 2007; 29: 746-748

[5] Fabrega]., Fawcett S.R., Renshaw J.C., Lead J.R.; Silver nanopar-
ticle impact on bacterial growth: Effect of pH, concentration, and
organic matter. Env. Sci. Tech., 2009; 43: 7285-7290

[6] Franke S., Grass G., Rensing C., Nies D.H.: Molecular analysis
of the copper-transporting efflux system CusCFBA of Escherichia
coli. J. Bacteriol., 2003; 185: 3804-3812

[7] Gupta A., Phung L.T., Taylor D.E., Silver S.: Diversity of silver
resistance genes in IncH incompatibility group plasmid. Micro-
biology, 2001; 147: 3393-3402

[8] He T., Liu H., Zhou Y., Yang J., Cheng X., Shi H.: Antibacterial
effect and proteomic analysis of graphene-based silver nanopar-
ticles on a pathogenic bacterium Pseudomonas aeruginosa. Biomet-
als, 2014; 27: 673 -682

[9] Hsu S.H., Tseng H.J., Lin Y.C.: The biocompatibility and anti-
bacterial properties of waterborne polyurethane-silver nanocom-
posites. Biomaterials, 2010; 31: 6796-6808

[10] Jasiorski M., Leszkiewicz A., Brzezifiski S., Bugla-Ploskoriska
G., Malinowska G., Borak B., Karbownik I., Baszczuk A., Strek W.,
Doroszkiewicz W.: Textile with silver silica spheres: its antimi-
crobial activity against Escherichia coli and Staphylococcus aureus.
J. Sol-Gel Sci. Technol., 2009; 51: 330-334

[11] Kedziora A., Gerasymchuk Y., Sroka E., Bugla-Ploskoriska G.,
Doroszkiewicz W., Rybak Z., Hreniak D.C., Wilgusz R., Strek W.A.:
Wykorzystanie materiatéw opartych na cze$ciowo redukowanym
tlenku grafenu z nanoczastkami srebra jako $rodkéw bakterio-
statycznych i bakteriobdjczych. Polim. Med., 2013; 43: 129-134

[12] Kedziora A., Gorzelaficzyk K., Bugla-Ploskoriska G.: Positive
and negative aspects of silver nanoparticles usage. Biol. Int., 2013;
53: 67-76

[13] Kedziora A., Sobik K.: Oporno$¢ bakterii na srebro - problem
stary, czy nowy? Kosmos, 2013; 62: 301

[14]KedzioraA., Strek W., Kepinski L., Bugla-Ptoskoriska G., Dorosz-
kiewicz W.: Synthesis and antibacterial activity of novel titanium
dioxide doped with silver. J. Sol-Gel. Sci. Technol., 2012; 62: 79-86

[15] Koebnik R., Locher K.P., Van Gelder P.: Structure and function
of bacterial outer membrane proteins: barrels in a nutshell. Mol.

Microbiol., 2000; 37: 239-253

[16] Krzyzewska E. Kedziora A., Dudek B., Pawlak A., Strek W. Do-
roszkiewicz W., Bugla-Ploskoriska G.: Analiza zmian w proteomie
blony zewnetrznej K. pneumoniae i E. aerogenes po dlugotrwatej
ekspozycji na nanoczgstki srebra réznigce sie parametrami fizy-
ko-chemicznymi. 111 Ogélnopolska Konferencja Naukowo-Szko-
leniowa ,,Wektory i patogeny w przeszto$ci i przysztosci” 2014;
Wroctaw

[17] Langauer-Lewowicka H., Pawlas K.: Nanoczastki, nanotech-
nologia - potencjalne zagrozenia §rodowiskowe i zawodowe. En-
viron. Med., 2014; 17: 7-14

[18] Li X.Z., Nikaido H., Williams K.E.: Silver-resistant mutants
of Escherichia coli display active efflux of Ag" and are deficient in
porins. J. Bacteriol., 1997; 179: 6127-6132

[19] Lok C.N., Ho C.M., ChenR., He Q.Y., Yu W.Y., Sun H., Tam P.X.,
Chiu]J.F., Che C.M.: Proteomic analysis of the mode of antibacterial
action of silver nanoparticles. J. Proteome Res., 2006; 5: 916-924

[20] Mijnendonckx K., Leys N., Mahillon J., Silver S., Van Houdt R.:
Antimicrobial silver: uses, toxicity and potential for resistance.
Biometals, 2013; 26: 609-621

[21] Mroczek-Sosnowska N., Jaworski S., Siennicka A., Gondek A.:
Unikalne wiasciwosci nanoczgstek srebra. Polskie Drobiarstwo,
2013; 2: 6-8

[22] Navarro E., Piccapietra F., Wagner B., Marconi F., Kaegi R.,
Odzak N., Sigg L., Behra L.: Toxicity of silver nanoparticles to
Chlamydomonas reinhardtii. Env. Sci. Tech., 2008; 42: 8959-8964

[23] Pal S., Tak Y.K., Song J.M.: Does the antibacterial activity of
silver nanoparticles depend on the shape of the nanoparticle?
A study of the Gram-negative bacterium Escherichia coli. Appl.
Environ. Microbiol., 2007; 73: 1712-1720

[24] Percival S.L., Bowler P.G., Russell D.: Bacterial resistance to
silver in wound care. J. Hosp. Infect., 2005; 60: 1-7

[25] Radzig M.A., Nadtochenko V.A., Koksharova 0.A., Kiwi ]., Lipa-
sova V.A., Khmel I.A.: Antibacterial effects of silver nanoparticles
on gram-negative bacteria: influence on the growth and biofilms
formation, mechanisms of action. Colloids Surf. B Biointerfaces,
2013; 102: 300-306

[26] RCSB Protein Data Bank. http://www.rcsb.org/pdb/home/
home.do (05.02.2015)

[27] Silver S.: Bacterial resistances to toxic metal ions - a review.
Gene, 1996; 179: 9-19

[28] silver S.: Bacterial silver resistance: molecular biology and
uses and misuses of silver compounds. FEMS Microbiol. Rev., 2003;
27:341-353

[29] Sotiriou G.A., Pratsinis S.E.: Antibacterial activity of nanosil-
ver ions and particles. Environ. Sci. Technol., 2010; 44: 5649-5654

[30] SuH.L., Lin S.H., Wei ].C., Pao L.C., Chiao S.H., Huang C.C., Lin
S.Z.,Lin].J.: Novel nanohybrids of silver particles on clay platelets

616



Kedziora A. i wsp. - Udziat biatek bfony zewnetrznej...

for inhibiting silver-resistant bacteria. PLoS One, 2011; 6: 21125

[31] Wiglusz R J., Kedziora A., kukowiak A, Doroszkiewicz W., Strek
W.: Hydroxyapatites and europium(I1l) doped hydroxyapatites as
a carrier of silver nanoparticles and their antimicrobial activity.
J. Biomed. Nanotechnol., 2012; 8: 605-612

[32] witkowska D., Barty$ A., Gamian A.: Biatka ostony komérkowej
pateczek jelitowych i ich udziat w patogennosci oraz odpornosci

przeciwbakteryjnej. Postepy Hig. Med. Do$w., 2009; 63: 176-199

[33] Wysocka K., Leszkiewicz A., Kowalczyk J., Strek W., Doroszkie-
wicz W., Podbielska H.: Nanomateriaty krzemionkowe domieszko-
wane srebrem i ich mozliwe zastosowania w biomedycynie. Acta
Bio-Opt. Inf. Med., 2007; 13: 180-183

Autorzy deklaruja brak potencjalnych konfliktéw intereséw.

617



