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ABSTRACT

Srebro od wiekoéw znane jest ze swoich wlasciwosci antyseptycznych i znalazto
szerokie zastosowanie w medycynie, przemysle i technologii. Wspotczesnie szczegdlne
znaczenie zyskaly nanoczastki srebra (AgNPs) oraz kompleksy tego metalu, ktorych
unikalne wlasciwosci fizykochemiczne przekladaja si¢ na wyjatkowa aktywnosé
biologiczng. AgNPs charakteryzuja si¢ duza powierzchnia wilasciwa, zdolnoscig do
generowania reaktywnych form tlenu oraz interakcji z btonami komoérkowymi, co
skutkuje silnym dzialaniem przeciwdrobnoustrojowym, przeciwwirusowym i
przeciwnowotworowym. Syntez¢ nanoczastek prowadzi si¢ metodami chemicznymi,
fizycznymi i biologicznymi, przy czym szczegélne zainteresowanie budzg strategie
zielonej chemii wykorzystujace ekstrakty roslinne lub mikroorganizmy, zapewniajace
biokompatybilno$¢ i kontrole nad ksztaltem czgstek. Kompleksy srebra, zwlaszcza z
ligandami heterocyklicznymi i siarkowymi, wykazuja czesto wyzsza aktywnos¢ niz sole
tego metalu, a ich strukturalna modyfikacja umozliwia dostosowanie rozpuszczalnosci,
biodostepnosci i selektywnosci dziatania. Liczne badania wskazujg na synergizm AgNPs
z antybiotykami wobec szczepdéw wieloopornych, co otwiera nowe mozliwosci w walce
z narastajaca opornoscia mikroorganizmoéw. Zastosowania srebra obejmuja m.in.
opatrunki i implanty medyczne, systemy dostarczania lekow, kosmetyki, konserwacje
zywno$ci oraz oczyszczanie srodowiska. Mimo szerokiego potencjatu konieczne sg
dalsze badania nad toksyczno$cia, bioakumulacja i wplywem na organizmy wyzsze.
Rozwdj metod syntezy zgodnych z zasadami zrownowazonego rozwoju oraz lepsze
poznanie mechanizméw dzialania mogg pozwoli¢ na pelne wykorzystanie potencjatu
srebra i jego nanostruktur w medycynie i technologii przysztosci.

Keywords: silver complex, cyclic ligands, natural products, nanomedicine,
bacteriacidal activity
Stowa kluczowe: kompleks srebrowy, cykliczne ligandy, produkty naturalne,

nanomedycyna, bakteriobdjczos¢




1654

P. MICHALOWSKI, O. ROZALIK, W. MAJEWSKA, K. BIELICKA-DASZKIEWICZ

AgNPs
ATP

EC50
EDX/EDS

ESKAPE
FTIR
I1Cso

LDso
MBC
MIC
MTT
oMC
PVP
ROS
SBT
SEM
TEM
WHO
XRD

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— nanoczastki srebra

— adenozynotrifosforan

— potowa maksymalnego ste¢zenia efektywnego

— spektroskopia dyspersji energii promieniowania
rentgenowskiego

— grupa wieloopornych patogenow klinicznych

— spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera
— dawka powodujaca zahamowanie procesow zyciowych 50%
badanej populacji

— dawka $miertelna dla 50% badanych organizméw
— minimalne st¢zenie bakteriobdjcze

— minimalne st¢zenie hamujace

— test cytotoksycznosci oparty na soli tetrazoliowej
— metoksycynamonian etyloheksylu

— poliwinylopirolidon

— reaktywne formy tlenu

— test bakteriobojczy surowicy

— skaningowa mikroskopia elektronowa

— transmisyjna mikroskopia elektronowa

— Swiatowa Organizacja Zdrowia

— dyfrakcja promieni rentgenowskich
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WPROWADZENIE

Srebro (ang. silver) jest metalem przejSciowym naturalnie wystgpujacym na
powierzchni Ziemi. Jest migkkim, ciagliwym i kowalnym cialem statym, ktore
charakteryzuje si¢ silnym metalicznym polyskiem oraz wykazuje wysokie
przewodnictwo cieplne. Jony srebra moga przyjmowaé rézny stopien utlenienia w
przedziale od +1 do +3, jednak najczgsciej wystepuje w postaci Ag”. Jest to spowodowane
rozbudowanym systemem podpowlokowym. W szczegodlnosci rozktad elektronow
walencyjnych na podpowloki 5s oraz 4d bezposrednio przektada si¢ na wysoki potencjat
do komplekowania [1]. Ponadto srebro ze wzglgdu na swoje wlasciwosci bakteriobdjcze
znajduje zastosowanie w produkcji nanoantybiotykow i szerokiego przekroju lekow
antybakteryjnych, bazujacych na strukturze nanoczastek srebra.

Od tysiecy lat ludzko$¢ uzywa srebra ze wzgledu na jego rdéznorodne
wiasciwosci 1 potencjal aplikacyjny. Juz 3000 lat p.n.e. potrafiono oddziela¢ i
ekstrahowad srebro z rud metalicznych. Z poczatku srebro uzywane byto do wyrabiania
monet, wytwarzania bizuterii i naczyn oraz oczyszczania wody [2], a zapiski Hipokratesa
méwia o jego zastosowaniu w medycynie juz w IV wieku p.n.e. [3]. W latach 60-tych
XX wieku srebro w postaci roztworu azotanu(V) srebra(I) (AgNOs) zaczeto uzywac do
tworzenia opatrunkdéw ran po oparzeniach. Azotan(V) srebra(l) mieszano z sulfadiazyna
sodu, by wytworzy¢ krem antybakteryjny, ktory do teraz pozostaje w powszechnym
uzyciu [4]. Ponadto, dzigki $wiattoczutym whasciwosciom zwiazkow srebra, pierwiastek
ten znalazt szerokie zastosowanie w fotografii analogowej, gdzie halogenki srebra
stanowily podstawowy skladnik materiatow §wiattoczutych wykorzystywanych do
rejestracji obrazu [3].

Srebro, jak i jego zwiazki, sa powszechnie uzywane jako katalizatory w wielu
reakcjach chemicznych. Glownym przeznaczeniem jest produkcja tlenku etylenu.
Katalizator stosowany jest w procesie utleniania etenu do tlenku etylenu i metanolu w
fazie gazowej w 250°C [5]. Przyktadem przemystowego wykorzystania srebra jako
katalizatora  jest synteza metoksycynamonianu etyloheksylu (ang. octyl
methoxycinnamate, OMC), zwigzku powszechnie stosowanego jako sktadnik filtrow
przeciwstonecznych. Dzigki zdolnosci srebra do katalizowania wybranych reakcji
organicznych mozliwe jest efektywne otrzymywanie tego zwigzku, ktory znajduje
szerokie zastosowanie w produktach kosmetycznych przeznaczonych do ochrony skory
przed promieniowaniem UV [6]. Wraz z rozwojem nanotechnologii, nanoczasteczki
srebra (AgNPs) znalazty swoje zastosowanie w przeciwbakteryjnych zelach leczniczych,
opatrunkach, implantach, a takze jako powloki zewngtrzne w soczewkach [4].
Nanoczasteczki, ze wzgledu na swoja budowe, moga wnika¢ do ciala ludzkiego droga
kropelkowa, przez skore, przez uktad trawienny lub nawet przez tozysko, przez co tatwo
si¢ wchlaniajg i sg coraz cze$ciej stosowane w medycynie, a przez to system celowanego
dostarczania zwigkow srebra jest latwiejszy i skuteczniejszy [7].
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Wedtug dostepnych badan nanoczastki srebra (AgNPs) wykazuja potencjal zastosowania
w terapii nowotworow. Ich aktywnos$¢ biologiczna zwigzana jest miedzy innymi ze
zdolnosciag do indukowania stresu oksydacyjnego, zaburzania funkcji mitochondriéw
oraz inicjowania proceséw prowadzacych do §mierci komorek nowotworowych. Ponadto
wskazuje si¢, ze AgNPs moga stanowi¢ obiecujacy element terapii wspomagajace;j,
jednak ich skuteczno$é i bezpieczenstwo wymagaja dalszych badan przed wdrozeniem
do rutynowej praktyki klinicznej [9].

Do syntezy nanoczastek srebra (AgNPs) wykorzystuje si¢ szereg metod
fizycznych, chemicznych oraz biologicznych, ktore r6znia si¢ stopniem skomplikowania,
wydajnoscia procesu oraz wlasciwo$ciami otrzymywanych nanoczastek (Tab. 1). Wsrod
najczesciej stosowanych technik znajduja si¢ metody chemiczne, umozliwiajace
uzyskanie nanoczastek o kontrolowanym rozmiarze 1 ksztalcie. Jedng z
najpopularniejszych metod jest redukcja chemiczna, w ktorej jony srebra (Ag),
pochodzace zazwyczaj z azotanu srebra (AgNOs), ulegaja redukcji do srebra
metalicznego (Ag®) pod wplywem odpowiednich czynnikéw redukujgcych, takich jak
borowodorek sodu, cytrynian sodu czy kwas askorbinowy. Powstate atomy srebra tworza
zarodki krystalizacji, ktore nastgpnie ulegaja wzrostowi i agregacji, prowadzac do
powstania nanoczastek koloidalnych. W celu zapobiegania nadmiernej aglomeracji
stosuje si¢ dodatkowo zwiazki stabilizujace, takie jak polimer poliwinylopirolidon (PVP)
czy surfaktanty, ktore zwigkszaja stabilno$¢ uktadu koloidalnego.

Tabela 1. Zestawienie metod wytwarzania nanoczastek [8]
Table 1. Summary of producing nanoparticles methods [8]
Nazwa metody Rodzaj prekursora srebra Rozmiar czasteczek [nm]
2-650
Redukcj .
¢ u a3 AgNO; (w zaleznosci od uzytych srodkow
chemiczna e . .
stabilizujacych i redukujacych)
Metoda
elektrochemiczna AgNOs =1
Synteza fizyczna Przewody srebrowe ~10
Synteza fizyczna AgNO; 14-27

Inng szeroko stosowang metodg jest synteza elektrochemiczna, oparta na
procesach zachodzacych na elektrodach zanurzonych w roztworze elektrolitu
zawierajacym jony srebra. W trakcie elektrolizy dochodzi do utleniania srebra na anodzie
i jego redukcji na katodzie, co prowadzi do powstawania nanoczastek w srodowisku
reakcyjnym. Istotng zaleta tej metody jest mozliwo$¢ precyzyjnej kontroli parametrow
procesu, takich jak nat¢zenie pradu, napigcie, czas elektrolizy, temperatura oraz sktad
elektrolitu. Parametry te wptywaja bezposrednio na wielko$¢, morfologi¢ oraz stopien
dyspersji otrzymywanych nanoczastek.
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Dzi¢ki temu mozliwe jest uzyskanie AgNPs o wysokiej jednorodnosci i powtarzalnych
wlasciwosciach fizykochemicznych, co ma szczegoélne znaczenie w zastosowaniach
biomedycznych i farmaceutycznych.

Metody fizyczne syntezy nanoczastek srebra obejmuja migdzy innymi
odparowanie i kondensacje, ablacje laserowa, pirolize oraz techniki wykorzystujace
ceramiczne elementy grzejne. W poroéwnaniu z metodami chemicznymi pozwalaja one
na otrzymywanie nanoczastek o wysokiej czysto$ci, poniewaz nie wymagajg stosowania
chemicznych czynnikéw redukujacych ani stabilizatoréw, ktére moglyby pozostawaé
jako zanieczyszczenia produktu koncowego. Ich wada jest jednak zwykle wicksze
zapotrzebowanie energetyczne oraz konieczno$¢ stosowania specjalistycznej aparatury.
W trakcie procesu syntezy powstajace atomy srebra ulegaja zderzeniom i agregacji,
inicjujagc proces zarodkowania (nukleacji), prowadzacy do tworzenia stabilnych jader
krystalizacji. W kolejnych etapach do utworzonych zarodkdéw przylaczaja si¢ nastepne
atomy oraz klastry srebra, co skutkuje wzrostem nanoczastek i ksztaltowaniem ich
koncowych wlasciwosci fizykochemicznych.

nosnik jonow nosnik
Ag” elektronow ZBIOR WOLNYCH
ATOMOW SREBRA o
Ag
0
Ago
roztwaor ckstrakt
AgNO; roslinny
ZARODKOWANIE
Ag'
ag A 2
A WZROST CZASTEK Ag ,
Ag . A
AgNPs o N Y m— A g
Ag AL Ag°
Moap A oar AGREGACIA

WYTWORZENIE NANOCZASTEK

Rysunek 1.  Mechanizm zielonej syntezy nanoczastek
Figure 1. Mechanism of green nanoparticles synthesis

Odrebng grupe stanowig metody biologiczne, okres§lane jako zielona synteza
(ang. green synthesis, Rys. 1), wykorzystujace ekstrakty roslinne, mikroorganizmy lub
biomolekuty jako naturalne czynniki redukujace i stabilizujagce. Metoda ta jest uznawana
za bardziej przyjazna Srodowisku i ekonomiczng ze wzgledu na ograniczenie stosowania
toksycznych odczynnikow chemicznych oraz nizsze zapotrzebowanie energetyczne. W
przypadku syntezy z wykorzystaniem ekstraktow roslinnych proces rozpoczyna si¢ od
przygotowania roztworu azotanu srebra (AgNOs) oraz ekstraktu zawierajacego zwiazki
biologicznie czynne. Po zmieszaniu reagentow zwiazki obecne w ekstrakcie, takie jak
polifenole, flawonoidy, terpenoidy, biatka czy cukry redukuja jony Ag" do srebra
metalicznego (Ag°).
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Powstate atomy srebra tworzg zarodki krystalizacji, ktdre nastepnie ulegaja wzrostowi,
prowadzac do formowania nanoczastek. Jednoczesnie obecne w ekstrakcie grupy
funkcyjne, zwlaszcza hydroksylowe, karbonylowe i aminowe, adsorbuja si¢ na
powierzchni nanoczastek, zapobiegajac ich nadmiernej agregacji i zwickszajac stabilnos¢
koloidalng uktadu. Dzigki temu mozliwe jest uzyskanie stabilnych AgNPs o pozadanych
wiasciwos$ciach fizykochemicznych [9].

Bakteriobojczos¢ polega na bezposredniej terminacji bakterii przy uzyciu
czynnika chemicznego, fizycznego i/lub biologicznego. Proces ten zachodzi m.in.
poprzez uszkodzenie btony komoérkowej, destabilizacje¢ struktur wewnetrznych komorki
i/lub degradacje materialu genetycznego [10]. W efekcie dochodzi do utraty integralnosci
komorki, zaburzen metabolicznych i ostatecznie $mierci bakteryjnej. W niektdrych
przypadkach $rodki bakteriobojcze moga réwniez hamowaé tworzenie biofilmu, co
dodatkowo ostabia odpornos¢ bakterii na leczenie [11]. Warto zauwazy¢, ze wszystkie te
degradujace czy inhibujace rozrost mechanizmy moga wystgpowacé jednoczesnie,
intensyfikujagc  biobdjczos¢ wobec mikroorganizmow. Istnieje rowniez sposob
hamowania rozwoju bakterii, zwany bakteriostatycznoscig. Polega on na zatrzymywaniu
rozmnazania si¢ bakterii przy uzyciu wybranego, selektywnego czynnika. W przypadku
dziatania bakteriostatycznego bakterie pozostaja zywe, ale nie moga si¢ dzieli¢, co
pozwala na ostateczng eliminacj¢ drobnoustrojow z poziomu uktadu odporno$ciowego
gospodarza.

Badania bakteriobdjczosci mozna realizowa¢ réznymi metodami. Jedng z nich
jest okreslanie minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC) wzrost danego szczepu bakterii
[12]. W badaniu przygotowywana jest seria rozcienczen badanego srodka, kolejno podaje
si¢ standardowg liczb¢ komorek bakteryjnych. Nastepnie przeprowadza si¢ inkubacje
szczepow przy jednoczesnej kontroli najnizszego stgzenie przy jakim zauwazalne jest
zatrzymanie lub spadek wzrostu [13]. Istnieje rowniez podobna technika dziatajaca w
analogiczny sposob, czyli analiza minimalnego stezenia bakteriob6jczego (MBC).

Rozni si¢ ona jedynie koncowym etapem, gdzie szukany jest skuteczny zakres
dawek powodujacych bakteriobdjczos¢.

Ponadto wyrdznia si¢ takze test bakteriobojczy surowicy (SBT), ktory stuzy do
monitorowania skutecznosci leczenia antybiotykami podczas terapii. W odrdéznieniu od
wczesniej opisanych metod laboratoryjnych, SBT uwzglednia st¢zenie leku osiggane w
organizmie pacjenta oraz aktywno$¢ sktadnikow surowicy. Test ten opiera si¢ na badaniu
funkcjonalnym, oceniajacym zdolno$¢ surowicy do eliminacji bakterii, z udziatem
zaréwno antybiotykdw, jak i uktadu odpornosciowego (uwzgledniajac przeciwciata oraz
dopetniacze) [14].

Bakteriob6jczo$¢ moze zaleze¢ od kilku czynnikow. Jednym z nich jest czas
kontaktu substancji/preparatu z bakterig. Zbyt krotki czas dzialania czynnika moze
jedynie spowolni¢ rozmnazanie bakterii, nie prowadzac do ich eliminacji [15]. Dlatego
kluczowe jest dobranie odpowiedniego czasu ekspozycji. Kolejnym istotnym czynnikiem
jest zmiana wartosci pH.
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Dla niektorych bakterii zmiana kwasowosci lub zasadowosci srodowiska, jak rowniez
stezenie badanej substancji, moze zwigksza¢ skuteczno$¢ dziatania substancji
bakteriobdjczych. Zbyt duze rozcienczenie moze sprawic, ze Srodek nie bedzie w stanie
skutecznie eliminowaé bakterii.

1. KOMPLEKSY SREBROWE ZWIAZKOW CYKLICZNYCH

Jony srebra(I) charakteryzuja si¢ znaczng zdolnoscia do tworzenia kompleksow
koordynacyjnych z ligandami o zréznicowanej budowie chemicznej, co umozliwia
otrzymywanie zwigzkdbw o odmiennych wlasciwoséciach fizykochemicznych i
biologicznych. Kompleksy przedstawione na rysunku 2 ilustrujag réznorodnosé
architektur molekularnych osiagang poprzez modyfikacje liczby oraz rozmieszczenia
aromatycznych fragmentow ligandow, a takze zmiang liczby atoméw donorowych
uczestniczacych w koordynacji jonu Ag(I). Wigkszo$¢ zaprezentowanych struktur
zawiera liczne uktady aromatyczne i heteroaromatyczne, jednak rdznig si¢ one zaréwno
stopniem sprzg¢zenia elektronowego, jak i potozeniem wzgledem centrum metalicznego.
W konsekwencji kompleksy te wykazuja zréznicowana geometri¢ koordynacyjna oraz
odmienng stabilno$¢ termodynamiczng i kinetyczna.

Na uwage zashiguje réwniez zréznicowanie liczby segmentéw ligandowych
otaczajacych jon srebra. W niektérych strukturach centrum Ag(I) koordynowane jest
przez pojedynczy ligand wielodentny, podczas gdy w innych wystepujg rozbudowane
uktady zawierajace kilka aromatycznych fragmentow zdolnych do jednoczesnego
oddzialywania z jonem metalu. Takie modyfikacje strukturalne wplywaja na
lipofilowo$¢, rozpuszczalno$¢ oraz zdolno$¢ kompleksow do oddziatywan z
biomolekutami, w tym biatkami, blonami komérkowymi i kwasami nukleinowymi.

Przedstawione na rysunku zwiazki zostaly wybrane jako reprezentatywne
przyktady ukazujace zalezno$¢ pomiedzy budowa chemiczng a aktywnoscia biologiczna
komplekséw srebra. Dotychczasowe badania wskazuja, ze zardwno liczba i
rozmieszczenie uktadow aromatycznych, jak i charakter ligandéw koordynujacych moga
istotnie wptywaé na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojows, przeciwwirusowg oraz
cytotoksyczng tych zwigzkow. Zalezno$¢ struktura—aktywno$¢ stanowi obecnie jeden z
gtownych kierunkéw badan nad projektowaniem nowych kompleksow srebra o
potencjalnych zastosowaniach biomedycznych.

1.1. PRZEGLAD SYMETRYCZNYCH KOMPLEKSOW SREBROWYCH

Kompleks srebrowy [Ag(9,9-di-(4-metoksyfenylo)-4,5-diazafluoren),[NO3 ((1);
Rys. 2) sktada si¢ z centralnie usytuowanego jonu srebra otoczonego 8 pierScieniami
aromatycznymi, z czego cztery najblizej mu sasiadujace, to stabilizujace strukture
odmiany pierscieni pirydynowych. Czasteczka jest osiowo symetryczna, a otaczajace
atom srebra pier§cienie aromatyczne zawierajg podstawione grupy alkoksylowe.



1660 P. MICHALOWSKI, O. ROZALIK, W. MAJEWSKA, K. BIELICKA-DASZKIEWICZ

Obecno$¢ tych ugrupowan wplywa na wlasciwosci fizykochemiczne kompleksu, w
szczegblnosei jego lipofilowos¢, rozpuszczalno$¢ oraz zdolno$¢ do oddzialywania z
uktadami biologicznymi. Zmiany te moga przektadaé si¢ na korzystniejsze parametry
farmakokinetyczne, w tym zwigkszona biodostgpnos¢ i efektywniejszy transport przez
bariery biologiczne. Ponadto grupy alkoksylowe moga wzmacnia¢ oddzialywania
kompleksu z blonami komoérkowymi mikroorganizméw, co moze przyczyniaé si¢ do
zwigkszenia jego aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej. W literaturze opisano réwniez
zwiazki zawierajace tego typu ugrupowania jako wykazujace podwyzszong aktywnosé
cytotoksyczng wobec wybranych linii komérkowych [1,2].
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Rysunek 2. Przyktady bioaktywnych komplesow srebra (I) reprezentujacych rdézne typy ligandow i
architektur koordynacyjnych [1-6]

Figure 2. Representative bioactive silver(I) complexes illustrating diverse ligand classes and coordination
architectures [1-6]

Otrzymywanie kompleksu (1) zachodzi wieloetapowo, zaczynajac od zasadowe;j
dekarboksylacji fendionu (1,10-fenantroliny-5,6-dionu) do uzyskania 4,5-diazafluoren-9-
onu, ktéry poddawany jest substytucji elektrofilowej w obecnosci kwasu siarkowego (VI)
(Rys. 3). W temperaturze 65°C przylaczany jest anizol z podigczonymi grupami
alkoksylowymi, co stanowi podstawe¢ do kontaktowania z azotanem(V) srebra(l) w
stosunku molowym 2:1 [3].

Kompleks (1) nalezy do szerokiej grupy zwigzkéw srebra(l) zawierajacych
ligandy diazafluorenowe, ktore sa uznawane za strukturalne analogi ukladow
fenantrolinowych i bipirydynowych. W poréwnaniu z klasycznymi ligandami azotowymi
pochodne 4,5-diazafluorenu charakteryzuja si¢ wigksza sztywnoscig konformacyjna
wynikajaca z obecnosci mostka w pozycji 9, co sprzyja tworzeniu stabilnych uktadow
koordynacyjnych.
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Szczegblne znaczenie ma mozliwos¢ funkcjonalizacji tej pozycji réznymi podstawnikami
aromatycznymi, umozliwiajgca precyzyjne ksztaltowanie whasciwosci elektronowych i
sterycznych ligandow. W przypadku kompleksu [Ag(9,9-di-(4-metoksyfenylo)-4,5-
diazafluoren),]NOj3 obecnos¢ grup metoksyfenylowych prowadzi do rozszerzenia uktadu
sprzgzonych elektronow m oraz zwickszenia mozliwosci wystepowania oddziatywan m-m.
Analogiczne kompleksy diazafluorenowe wykazuja czesto wysoka trwalos¢
termodynamiczng i korzystne wlasciwosci fotofizyczne, a ich aktywnos$¢ biologiczna jest
zwigzana zardwno z obecnosciag jonu srebra(l), jak i specyficzng architekturg liganda [3].

W  obregbie rodziny ligandéw  4,5-diazafluorenowych  najczesciej
modyfikowanym elementem struktury jest atom wegla w pozycji 9, ktdory umozliwia
wprowadzanie podstawnikow alkilowych, arylowych oraz heteroaromatycznych.
Szczegdlng popularnoscig ciesza si¢ pochodne 9,9-dimetylo-4,5-diazafluorenu, 9-fenylo-
4,5-diazafluorenu oraz uklady zawierajace podstawione pierscienie metoksyfenylowe,
fluorofenylowe lub pirydylowe. Oprocz modyfikacji pozycji 9 stosowane sa réwniez
zmiany w obrebie samych pierscieni diazafluorenowych poprzez wprowadzanie grup
elektronodonorowych lub elektronoakceptorowych. Modyfikacje te wptywaja na gestose
elektronowa liganda, sil¢ wigzania z jonem metalu, geometri¢ kompleksu oraz jego
stabilno§¢. W przypadku kompleksow srebra(I) rozbudowane uktady aromatyczne
sprzyjaja oddziatywaniom z biomolekutami i mogg zwigksza¢ zdolnos¢ kompleksow do
penetracji  Srodowiska komorkowego. Dzigki duzej podatnosci na modyfikacje
strukturalne ligandy diazafluorenowe pozostaja jedna z najbardziej perspektywicznych
platform do projektowania nowych kompleksow srebra o wlasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych i przeciwnowotworowych [3,4].

Bioaktywno$¢ kompleksu (1) (Rys. 2) zostatla przetestowana na liniach
komoérkowych ludzkiego raka nabtonka pecherzykowego (A-549), czerniaka (HBT70) i
raka szyjki macicy (HeLa). Dodatkowo zostal wykazany wptyw substancji aktywnych na
normalne ludzkie fibroblasty (HDFn) oraz nieztosliwe fibroplasty pluc (MRC-5). Zostata
zauwazona aktywno$¢ przeciwnowotworowa oraz duza aktywnos$¢ antyproliferacyjna dla
komorek A549 oraz HeLa. Kompleks wykazuje takze wyzsza selektywno$¢ wigzania w
stosunku do komorek raka pluc. Wobec degradacji nowotworowej glikoproteiny P,
znajdujacej si¢ gtdéwnie w przewodach zotciowych i trzustkowych, a takze kanalikach
nerkowych, zwigzek moze zosta¢ zastosowany w chemioterapii. Ponadto sugeruje si¢
rozpoczecie badan w kierunku wykorzystania kompleksu w terapiach nowotworow
lekoopornych [4]. Otrzymane wyniki sugerujg, ze badane kompleksy mogg stanowié¢
obiecujaca grupg zwiazkow do dalszych badan nad terapig raka szyjki macicy, ze wzgledu
na obserwowang aktywno$¢ przeciwnowotworowa porownywalng z aktywnoscia
wykazang wobec komorek raka ptuc. Jednoczesnie analiza wspolczynnika selektywnosci
wskazuje na mniej korzystny profil dziatania w przypadku czerniaka.
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Wartosci SI ponizej 1 (Tab. 2) $wiadcza o wigkszej wrazliwos$ci prawidlowych
fibroblastéw skory wlasciwej na dziatanie badanych komplekséw niz komorek czerniaka,
co moze wskazywaé na podwyzszone ryzyko dzialan niepozadanych i ograniczong
przydatnos$¢ terapeutyczna w tym przypadku.

Tabela 2. Poréwnanie dziatanie kompleksu (1) na zahamowanie zywotnosci komoérki na 50% na roéznych
liniach komorkowych i wskaznikach selektywnosci (SIp- wskaznik selektywnosci dla raka phuc,
SIum. wskaznik selektywnosci dla czerniaka)

Table 2. A comparison of the effect of complex (1) on the 50% inhibition of cell viability in different
cell lines, alongside selectivity indices (SIp. for lung cancer and SIM for melanoma)

Wartos$ci IC50 [uM] wobec wybranych linii

komork h
omérkowye SI, ST,

A549  MRC-5 HeLa HTB70  HDFn

1,43 23,04 1,44 19,78 12,14 16,1 0,6
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Rysunek 3. Etapowy schemat syntezy sktadowych kompleksu diazafluorenowego [1]
Figure 3. Stepwise synthesis scheme of diazafluorene complex components [1]

Kompleksy (3) i (4) (Rys. 1) naleza do grupy dinuklearnych uktadow
koordynacyjnych opartych na ligandach terpirydynowych modyfikowanych
ugrupowaniami heteroaromatycznymi (chinoling lub pirydyna). Cecha wspdlng tych
zwigzkéw jest wykorzystanie trojsktadnikowych ligandow, ktore umozliwiaja
utworzenie stabilnych struktur z dwoma centrami srebra(l), dzigki zdolnosci do
koordynacji przez trzy atomy azotu, z czego dwa nalezg do jednego ligandu, a trzeci
pochodzi z sgsiedniej czgsteczki. W przypadku kompleksu (3), ligandem jest 4'-
(izochinolilo)-2,2":6',2"-terpirydyna, natomiast w kompleksie (4) zastosowano
analogiczng strukturg, w ktorej zamiast grupy izochinolilowej obecna jest grupa
pirydylowa przytaczona w pozycji 2.

Oba kompleksy otrzymano w dwodch etapach. Pierwszym bylo utworzenie
ligandu przez reakcje¢ 2-acetylopirydyny z izochinolino-3-karboaldehydem (dla
kompleksu (3)) lub pirydyno-2-karboaldehydem (dla kompleksu (4)) w $Srodowisku
zasadowym. Reakcja ta prowadzi do kondensacji trzech jednostek pirydynowych w uktad
terpirydynowy z podstawieniem aromatycznym. Taka struktura umozliwia silng,
wielocentrowg koordynacje jondw metalu, co ma kluczowe znaczenie dla formowania si¢
struktur supramolekularnych i wlasciwosci biologicznych.
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Drugim etapem byta reakcja ligandow z AgClO4 w stosunku molowym 1:1 w Srodowisku
obojetnym. Powstajace kompleksy sa kationami dwudodatnimi, ktoérych tadunek
neutralizowany jest przez jedna (kompleks (3)) lub dwie (kompleks (4)) anionowe reszty
nadchloranowe [7,8].

Kompleksy (3) i (4) naleza do szerokiej grupy uktadow koordynacyjnych
opartych na ligandach terpirydynowych, ktore stanowia jedna z najwazniejszych klas
ligandéw polipirydynowych wykorzystywanych w chemii koordynacyjnej. Kompleksy
te mozna uzna¢ za reprezentatywnych przedstawicieli funkcjonalizowanych pochodnych
terpirydyny, stanowigcych modelowe ukltady do badania zaleznosci pomiedzy budowa
liganda a wtasciwosciami koordynacyjnymi i biologicznymi kompleksow srebra(l). Ich
popularno$¢ wynika z obecnosci trzech atomoéw azotu zdolnych do jednoczesnej
koordynacji centrum metalicznego, co umozliwia tworzenie trwatych komplekséw jedno-
i wielojadrowych. Szczegodlne znaczenie ma mozliwos¢ tatwej funkcjonalizacji pozycji
4' centralnego pierscienia pirydynowego, ktora pozwala na wprowadzanie réznorodnych
ugrupowan aromatycznych i heteroaromatycznych bez zaburzania podstawowego uktadu
koordynacyjnego.

Najczgsciej spotykane modyfikacje obejmuja przylaczanie grup fenylowych,
pirydylowych,  chinolinowych,  izochinolinowych  oraz  innych  ukladow
heteroaromatycznych rozszerzajacych sprzezenie elektronowe liganda. Wprowadzenie
takich podstawnikow wptywa na wiasciwosci elektronowe i steryczne kompleksow, a
takze na ich zdolno$¢ do tworzenia oddziatywan n-n oraz struktur supramolekularnych.
W przypadku kompleksow (3) i (4) roéznice wynikajg z obecnosci ugrupowania
izochinolinowego Iub pirydylowego, ktéore modyfikuja zarowno powierzchnig¢
aromatyczng czasteczki, jak i jej polarno$¢. Zmiany te moga wptywaé na stabilno$¢
kompleksow, ich rozpuszczalno$¢ oraz charakter oddziatywan z biomolekutami. Dzigki
duzej podatnosci na modyfikacje strukturalne ligandy terpirydynowe sa obecnie
wykorzystywane jako uniwersalna platforma do projektowania nowych kompleksow
srebra o kontrolowanych wlasciwosciach fizykochemicznych i biologicznych.

Kompleksy te zostaly poddane testom biologicznym w celu oceny ich dziatania
przeciwdrobnoustrojowego wobec wybranych ludzkich patogendéw, w tym bakterii
Gram-ujemnych (Escherichia coli, Salmonella typhimurium), Gram-dodatnich
(Staphylococcus aureus, w tym szczep MRSA) oraz grzybow (Candida albicans).
Kompleks (3), zawierajacy grupe izochinoliny, wykazal umiarkowang aktywno$§¢ wobec
E. coli oraz S. typhi, a takze wobec drozdzaka C. albicans. Brak aktywnoS$ci
zaobserwowano wobec szczepu MRSA, co moze sugerowaé ograniczong zdolno$é
kompleksu do interakcji z btong komorkowa bakterii Gram-dodatnich lub dziatanie
mechanizméw opornos$ci typowych dla tego szczepu. Z kolei kompleks (4), zawierajacy
jako podstawnik pierscien pirydylowy, wykazywat szersze spektrum dziatania. Wyniki
badan in vitro wykazaty skuteczno$¢ wobec wszystkich badanych mikroorganizmow, w
tym zaréwno bakterii Gram-ujemnych jak i MRSA oraz C. albicans. Najwigksza
wrazliwo$¢ obserwowano w przypadku E. coli, co moze wynika¢ z lepszej penetracji
btony komoérkowej bakterii Gram-ujemnych przez bardziej hydrofilowy kompleks.
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Dziatanie wobec C. albicans jest roOwniez istotne z punktu widzenia potencjalnych
zastosowan w terapii infekcji grzybiczych, szczegdlnie w kontek$cie narastajacej
opornosci na standardowe leki przeciwgrzybiczne [9].

Zaobserwowana réznica w aktywno$ci biologicznej miedzy kompleksami moze
wynikaé¢ z obecnosci réznych ugrupowan przylaczonych do pierScienia centralnego
terpirydyny [10]. Grupa pirydylowa w kompleksie (4) jest bardziej hydrofilowa niz
izochinolina obecna w kompleksie (3), co moze sprzyja¢ lepszej rozpuszczalnosSci
kompleksu oraz efektywniejszej dyfuzji przez btony komoérkowe mikroorganizmow.
Ponadto, réznice w liczbie reszt anionowych (ClOs") wptywaja na ogoélny tadunek i
stabilno$¢ uktadu w srodowisku biologicznym. Wspolna cecha obu kompleksow jest to,
ze aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa ligandoéw wolnych (niezwigzanych z jonem
srebra) byla znacznie nizsza niz komplekséw srebra (I). Wynika to z synergistycznego
efektu potaczenia uktadu aromatycznego ligandu z wlasciwos$ciami biobdjczymi jonow
srebra(l), co jest zgodne z literatura wskazujaca na wicksza skuteczno$¢ zwiazkow
kompleksowych niz sktadnikow indywidualnych [7-11].

Kompleks (6) to mononuklearny uktad koordynacyjny zawierajacy jeden atom
srebra(I), dwa ligandy N-(2-fenyloetylo)benzimidazolowe oraz anion azotanowy
stabilizujacy tadunek. Ligandy benzimidazolowe stanowig kluczowy element
warunkujgcy wlasciwosci biologiczne kompleksu. Syntez¢ kompleksu przeprowadzono
w $rodowisku etanolowym poprzez reakcje N-alkilowanych benzimidazoli z azotanem
srebra(l), z zachowaniem warunkéw ochronnych przed $wiattem przez 4 godziny.
Obecnos¢ ugrupowan benzimidazolowych oraz styrylowych zwicksza rozpuszczalnosc i
lipofilowo$¢ kompleksu, co przeklada si¢ na efektywna penetracje bton komérkowych.
Koordynacja przez atomy azotu benzimidazolu zapewnia stabilno$§¢ kompleksu, a
styrylowe fragmenty przyczyniaja si¢ do wzmocnienia oddziatywan hydrofobowych z
lipidowymi komponentami bton biologicznych, co ulatwia transport jonow srebra do
wnetrza komorek patogenow.

Testy biologiczne kompleksu obejmowaty szerokie spektrum drobnoustrojow:
bakterie Gram-dodatnie (Enterococcus faecalis, MRSA), Gram-ujemne (Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa) oraz grzyb Candida albicans [18]. Kompleks wykazal
silng aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, szczegdlnie wobec szczepoéw Gram-ujemnych
oraz grzybiczych. Dziatanie to wynika z synergii mechanizmow: benzimidazol oddziatuje
z materialem genetycznym i biatkami patogenow, powodujac zahamowanie ich funkcji
metabolicznych, podczas gdy jony srebra(I) indukuja niszczenie struktur blonowych oraz
generacj¢ ROS, co prowadzi do depolaryzacji btony i $mierci komoérki. Badania nad
hamowaniem wzrostu biofilméw wykazaty, ze kompleks (6) skutecznie redukuje
tworzenie si¢ biofilmoéw oraz kolonii opornych na antybiotyki, co jest kluczowe w
zwalczaniu infekcji przewlektych i odpornych na leczenie [19]. Jego potencjat w walce z
drobnoustrojami wieloopornymi sprawia, ze jest obiecujacym kandydatem do dalszych
badan preklinicznych.
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1.2. PRZEGLAD ASYMETRYCZNYCH KOMPLEKSOW SREBROWYCH

Kompleks (2), o wzorze sumarycznym [Agx(CN)2(CioHi3N30)], zostat

otrzymany jako trwaly w temperaturze pokojowej, staty kompleks o masie molowej
567,10 g/mol. Struktura zawiera dwa atomy srebra(l), pi¢¢ atomoéw azotu, jeden atom
tlenu oraz trojpierscieniowy ligand aromatyczny - 4'-furanylo-2,2":6',2"-terpirydyng. W
czasteczce wystepuja trzy skondensowane pierscienie aromatyczne, z ktérych dwa
zawieraja atomy azotu zdolne do koordynacji z jonem metalu. Ligand ten peii role
trojpodzielnego chelatora, tworzac stabilne wigzania koordynacyjne z jonem srebra(l),
przy czym dodatkowa koordynacja zachodzi poprzez grupe cyjankows, tworzac mostek
migdzy centrami metalicznymi. Zgodnie z wynikami analizy rentgenostrukturalnej
kompleks tworzy uktad dinuklearny, w ktéorym dwa jony srebra(I) sa potaczone za
posrednictwem mostka cyjankowego. Otoczenie koordynacyjne atomdw srebra wykazuje
geometri¢ zasadniczo liniowa, charakterystyczng dla jonow Ag(I), jednak obecnosé¢
dodatkowych oddzialywan koordynacyjnych powoduje odchylenia od idealnej geometrii
i prowadzi do powstania znieksztatconego uktadu tetraedrycznego.
Synteze kompleksu rozpoczeto od przygotowania ligandu terpirydynowego. Proces ten
oparto na zmodyfikowanej procedurze Kréhnkego, w ktorej rozpuszczano wodorotlenek
sodu w wodzie, a nastgpnie dodawano absolutny etanol. Po ochlodzeniu mieszaniny
reakcyjnej do 0 °C wprowadzano 2-acetylopirydyne oraz odpowiedni aldehyd (pochodng
furanu). Mieszaning utrzymywano w tej temperaturze przez 2-4 godziny, a nastgpnie
doprowadzano do temperatury pokojowej i dodawano 25% roztwoér amoniaku.
Otrzymany ligand zostat oczyszczany przez krystalizacj¢ z acetonitrylu i acetonu. Ligand
rozpuszczano w wysuszonym acetonitrylu i mieszano ze stechiometryczng iloscia
cyjanku srebra(I) (AgCN) w stosunku molowym 1:1, uzyskujac konicowa strukture
kompleksu.

Kompleks (2) zostal poddany ocenie aktywnosci biologicznej wobec wybranych
szczepow bakteryjnych, obejmujacych zarowno bakterie Gram-dodatnie (Staphylococcus
aureus, MRSA), jak i Gram-ujemne (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium). Testy przeprowadzono metoda
oznaczania minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC), w zakresie 0.006—1000 pg/ml, z
zastosowaniem agaré6w Mueller-Hinton 1 inokulacja zawiesin bakteryjnych
skalibrowanych do 0.5 skali McFarlanda. Sam ligand, zawierajacy ugrupowanie
furanylowe, wykazywat niskg aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa, ograniczong gtéwnie
do pojedynczych szczepdw (MRSA, E. coli), co potwierdza hipotezg, ze kompleksowanie
z jonem metalu zwigksza skuteczno$¢ biologiczng. W przypadku kompleksu (2)
zaobserwowano znaczng popraw¢ aktywnosci przeciwbakteryjnej, zwlaszcza wobec E.
coli oraz P. aeruginosa, dla ktorych wartos¢ MIC wynosita odpowiednio 0.2 1 0.4 ug/ml,
co stanowi porownywalna lub lepsza skuteczno$¢ niz referencyjnej ciprofloksacyny.
Prawdopodobna przyczyna podwyzszonej aktywnosci kompleksu jest obecnosé¢ furanu,
ktory wykazuje wlasciwosci lipofilowe oraz zdolno$¢ do oddawania elektronow. Moze
to zwigksza¢ powinowactwo kompleksu do bton komoérkowych bakterii, utatwiajac jego
penetracje.
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Chelatacja jonow srebra(l) przez terpirydynowy ligand powoduje czeSciowa
delokalizacje tadunku i zmniejszenie polarnosci centrum metalicznego, co z kolei sprzyja
interakcji z blong lipidowa mikroorganizméw, zgodnie z teorig chelatacji wedlug
Tweedy’ego. Aktywnos$¢ wobec szczepu Salmonella typhimurium byla znikoma, co
mozna tlumaczy¢ charakterystyka §ciany komorkowej bakterii Gram-ujemnych oraz ich
zdolnoscia do wydajnego usuwania zwigzkéw ksenobiotycznych. Wskazuje to, ze
skuteczno$¢ terapeutyczna kompleksow srebra(l) moze by¢ szczepozalezna i wymaga
dalszych badan z wykorzystaniem szerokiego panelu bakterii i metod komplementarnych
[5.6].

Tabela 3. Poréwnanie minimalnego st¢zenia hamujacego komplekséw srebrowych (2) — (4) [2-4]
Table 3. A comparison of the minimum inhibitory concentrations of silver complexes (2) — (4) [2-4]
Numer Warto$ci MIC [pg/ml] wobec wybranych szczepow bakterii
kompleksu
srebrowego E. coli S. typhi C. albicans P.aeruginosa Gronkowiec zlocisty MRSA
2) 3,1 brak nie badano 12,5 25 25
3) 30 35 55 nie badano nie badano nie badano
4) 25 30 55 nie badano nie badano nie badano

Kompleks (5) (Rys. 2), [Ag(5-fluoro-4-[2-hydroksy-3-metylo-2-(2,4-
difluorofenylo)propylo]-1,3-diazyna)]*, to kationowy system koordynacyjny oparty na
strukturze pochodnej worykonazolu zawierajacym trzy atomy srebra(l), z anionem
tetrafluoroboranowym jako przeciwwaga tadunku. Koordynacja srebra zachodzi gtownie
przez atomy azotu w ukladzie triazolowym i diazynowym, co umozliwia tworzenie
trwatych, polikoordynacyjnych struktur. Proces syntezy kompleksu obejmowal reakcje
worykonazolu z solg srebra(l) w Srodowisku etanolowym, prowadzong przez 3 godziny
w temperaturze pokojowej 1 przy ograniczonym dostepie $wiatla. Struktura
worykonazolu zawiera liczne fragmenty fluoroaromatyczne, ktéore po wilaczeniu do
kompleksu determinuja jego geometri¢ koordynacyjna oraz = wlasciwosci
fizykochemiczne. Obecnos¢ fluorowanych pierscieni aromatycznych nadaje zwiazkowi
bardziej lipofilowy charakter, co moze ulatwia¢ oddziatywania z blonami biologicznymi.
Jednocze$nie rozbudowany uktad sprzezonych elektrondw sprzyja stabilizacji catlej
struktury kompleksu. Dodatkowo heterocykliczne ugrupowania triazolowe i diazynowe,
zawierajace donorowe atomy azotu, zapewniaja efektywna koordynacj¢ jonu srebra(l),
zwigkszajac trwato§¢ kompleksu. Obecnosc¢ tych fragmentdow moze rowniez wplywac na
interakcje z lipidowymi skladnikami bton komodrkowych, potencjalnie ulatwiajac
transport zwigzku przez bariery biologiczne. Whasciwosci te moga odgrywac istotng role
w obserwowanej aktywnos$ci biologicznej badanego kompleksu [12-14].

Testy biologiczne wskazaly na wyr6zniajaca aktywno$¢ przeciwgrzybicza
kompleksu (5) wobec klinicznych szczepow Candida albicans, C. parapsilosis, C. krusei
oraz C. glabrata (kolekcja ATCC).
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Minimalne st¢zenia hamujace (MIC) wynosity odpowiednio 0.18; 0.02; 0.13 oraz 0.06
pg/ml, co przewyzsza efektywnos$¢ samego worykonazolu. Badania oparte na metodach
mikrodyfuzji i oznaczaniu MIC wykazaly, ze kompleks wykazuje silniejszy efekt
fungistatyczny, co jest powiazane z synergistycznym dziataniem jonéw srebra(l), ktore
indukuja stres oksydacyjny w komodrkach grzybdéw, zaburzajac integralnos¢ bton i
hamujac funkcje mitochondrialne. Ponadto, obecnos¢ fluoru w ligandzie zwigksza
oddziatywanie na enzymy biosyntezy ergosterolu, co prowadzi do zaburzen metabolizmu
lipidow w patogenach. Analizy cytotoksycznosci kompleksu przeprowadzono takze na
ludzkiej linii fibroblastow plucnych (MRC-5). Zaobserwowano, ze kompleks wywotuje
cytotoksyczne efekty przy stezeniach nizszych niz wolny worykonazol, co wskazuje na
zwickszong aktywnos$¢ biologiczna, ale jednocze$nie podkresla konieczno$é
precyzyjnego okreslenia okna terapeutycznego. Badania mechanistyczne sugeruja, ze
toksyczno$¢ ta jest zwigzana z indukcja apoptozy poprzez generacje reaktywnych form
tlenu (ROS) i1 zaburzenia homeostazy jonowej w komodrkach ssakow (Tab. 4) [15-16].

Tabela 4. Porownanie aktywnosci biologicznej komplesow (5) i (6) [12-15,18]

Table 4. A comparison of complexes (5) and (6) biological activity [12-15,18]
Kompleks (5) Kompleks (6)
Patogen/Szczep (MIC pg/ml) (aktywnosé)
Candida albicans 0,18 aktywny (\.vasoki potencjat
fungistatyczny)
Candida parapsilosis 0,02 brak danych
Candida krusei 0,13 brak danych
Candida glabrata 0,06 brak danych
Escherichia coli brak danych wysoka aktywnos¢
Pseudomonas aeruginosa brak danych wysoka aktywnos¢
MRSA (Staphylococcus aureusoporny) brak danych potwierdzona aktywno$é
Enterococcus faecalis brak danych potwierdzona aktywno$é
MRC-5 (linia komorkowa cztowieka) cytotoksyczny nie oceniano

1.3. KOMPLEKSY SREBRA Z LIGANDAMI POCHODZENIA
NATURALNEGO

W ostatnich latach obserwuje si¢ znaczacy wzrost zainteresowania kompleksami
srebra(I) zawierajacymi ligandy pochodzenia naturalnego. Kierunek ten stanowi
polaczenie chemii koordynacyjnej z chemia produktéw naturalnych i wpisuje si¢ w trend
poszukiwania nowych zwigzkow biologicznie aktywnych o ograniczonej toksycznosci
wzgledem zdrowych komorek. W przeciwienstwie do klasycznych ligandow
syntetycznych zwiazki pochodzenia naturalnego charakteryzuja si¢ duza réoznorodnoscia
strukturalng oraz obecnos$cig licznych grup funkcyjnych zdolnych do koordynacji jonéw
metali. Szczegélne znaczenie maja grupy hydroksylowe, karbonylowe, aminowe i
karboksylowe, ktore umozliwiaja tworzenie trwatych uktadow chelatowych z jonami
srebra(l) [20-22].
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Wsréd naturalnych ligandoéw najczesciej wykorzystywanych do syntezy
komplekséw srebra znajduja si¢ flawonoidy (Tab. 5). Zwiazki te naleza do grupy
polifenoli szeroko wystepujacych w roslinach 1 wykazujacych wtasciwosci
przeciwutleniajace, przeciwzapalne oraz przeciwnowotworowe. Szczeg6lnie intensywnie
badane sa pochodne kwercetyny, chryzyny, luteoliny oraz kemferolu. Struktury te
zawieraja uktady hydroksylowo-karbonylowe zdolne do tworzenia stabilnych
komplekséw z jonami metali. Badania wykazaty, ze proces kompleksowania prowadzi
do modyfikacji rozktadu gestosci elektronowej w obrebie czasteczki oraz zwigkszenia
stabilno$ci chemicznej liganda. W wielu przypadkach obserwowano rowniez wzrost
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i przeciwnowotworowej w pordéwnaniu z wolnymi
flawonoidami, co tlumaczone jest efektem synergistycznym pomig¢dzy ligandem, a
centrum metalicznym [21-25].

Z punktu widzenia chemii koordynacyjnej szczeg6lnie istotna jest mozliwos¢
modyfikacji strukturalnej flawonoidéw. Zmiana liczby i potozenia grup hydroksylowych
wplywa bezposrednio na site koordynacji oraz geometri¢ powstajacych kompleksow.
Wprowadzenie grup metoksylowych zwigksza natomiast lipofilowo$¢ czasteczki i moze
wplywac na jej zdolnos¢ do przenikania przez btony biologiczne. Dzigki temu flawonoidy
stanowig uniwersalng platforme¢ do projektowania nowych ligandow o regulowanych
wiasciwos$ciach fizykochemicznych i biologicznych [21,23].

Druga wazng grupa naturalnych ligandéw sa kurkuminoidy (Tab. 5), ktérych
najbardziej znanym przedstawicielem jest kurkumina. Zwigzek ten zawiera
charakterystyczny uktad B-diketonowy zdolny do efektywnej chelatacji jonéw metali.
Kompleksowanie kurkuminy prowadzi do zwickszenia jej stabilno$ci chemicznej,
poniewaz wolna kurkumina ulega stosunkowo tatwej degradacji w $rodowisku
fizjologicznym. Wykazano ponadto, ze kompleksy metali zawierajace kurkuming
wykazujg zwickszong aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, przeciwzapalng oraz
przeciwnowotworowsg. Istotnym elementem projektowania takich ukladow jest
mozliwo§¢  modyfikowania pierScieni aromatycznych przez  wprowadzanie
podstawnikoéw elektronodonorowych lub elektronoakceptorowych, co pozwala
regulowac wlasciwosci elektronowe i reaktywnosc¢ catego kompleksu [20,24].

Coraz wigksza uwage poswigca si¢ rowniez alkaloidom jako potencjalnym
ligandom dla jondéw srebra. Szczegélnie interesujace sa pochodne berberyny,
sangwinaryny oraz innych alkaloidow heterocyklicznych zawierajacych atomy azotu
uczestniczace w procesie koordynacji. W przeciwienstwie do flawonoidow, ktore
koordynuja metale gltéwnie poprzez atomy tlenu, alkaloidy wykorzystuja donorowe
atomy azotu, prowadzac do powstawania odmiennych $rodowisk koordynacyjnych.
Rozbudowane uktady aromatyczne tych zwigzkow sprzyjaja oddzialywaniom z kwasami
nukleinowymi oraz biatkami komoérkowymi, co moze zwigksza¢ ich aktywnos$é
biologiczng [20,26].

Z punktu widzenia chemii koordynacyjnej istotne znaczenie ma sposob wiazania
naturalnych ligandow z jonem srebra(I). W przypadku flawonoidéow koordynacja
zachodzi najczesciej poprzez uktady hydroksylowo-karbonylowe, prowadzac do powsta-
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nia pigcio- lub sze$ciocztonowych pierscieni chelatowych. Powstanie takich struktur
zwigksza stabilno§¢ termodynamiczng komplekséw oraz modyfikuje rozklad gestosci
elektronowej w obrebie liganda. W rezultacie obserwuje si¢ zmniejszenie polarnosci
wybranych fragmentow czasteczki i wzrost jej charakteru lipofilowego, co moze sprzyjac
latwiejszemu przenikaniu przez btony biologiczne. Efekt ten jest szczeg6lnie widoczny
w przypadku flawonoidéw zawierajacych wigkszg liczbe pierScieni aromatycznych oraz
grup metoksylowych, ktére dodatkowo zwigkszaja powierzchni¢ oddziatywan
hydrofobowych [21,22,25].

Analiza pordwnawcza poszczegolnych klas naturalnych ligandow wskazuje, ze
ich whasciwosci koordynacyjne sa silnie uzaleznione od rodzaju atomow donorowych.
Flawonoidy i kurkuminoidy koordynuja jony srebra gltownie poprzez atomy tlenu,
natomiast alkaloidy wykorzystuja przede wszystkim donorowe atomy azotu. Powoduje
to powstawanie odmiennych srodowisk koordynacyjnych wokot centrum metalicznego,
co przektada si¢ na réznice w stabilnosci i reaktywnosci otrzymywanych kompleksow.
Kompleksy zawierajace ligandy azotowe czesto wykazuja wigksza trwalo§¢ w
roztworach wodnych, podczas gdy uktady oparte na ligandach tlenowych charakteryzuja
si¢ wickszg labilno$cia, ulatwiajaca stopniowe uwalnianie jonow  Ag(l)
odpowiedzialnych za aktywno$¢ biologiczng [20,22,26].

Tabela 5. Charakterystyka strukturalna, wtasciwosci koordynacyjne oraz aktywno$¢ biologiczna
naturalnych ligandéw wykorzystywanych do syntezy kompleksow srebra(I) [20-26]
Table 5. Structural characteristics, coordination properties, and biological activities of natural ligands

employed in the synthesis of silver(I) complexes [20-26]

Glowne Najczestsze Gloéwne efek
Klasa liganda atomy Typ koordynacji Jeze . . . v
modyfikacje biologiczne
donorowe
hel -i6- ki j
Flawonoidy 0.0 chelatowe 5-1 6 _OH, -OCH, antyo sydacyjne,
czlonowe przeciwnowotworowe
podstawienie rzeciwzapalne
Kurkuminoidy 0,0 B-diketon pier§cieni p. P ’
przeciwdrobnoustrojowe
aromatycznych
koordynacja przez modyfikacje interakcje z DNA
Alkaloidy ~ N,NIlubN,0 yaaca p ukladow J
N heterocykliczny cytotoksycznosé
aromatycznych

Istotna role odgrywa rowniez stopien aromatycznos$ci liganda. Rozbudowane
uktady n-elektronowe obecne we flawonoidach, alkaloidach i kurkuminoidach sprzyjaja
oddzialywaniom n-n z biomolekutami, w szczegolnosci z zasadami azotowymi DNA oraz
aromatycznymi fragmentami biatek. Zwigkszenie liczby sprz¢zonych pierscieni
aromatycznych prowadzi zwykle do wzrostu stabilnosci kompleksow oraz ich zdolnosci
do tworzenia struktur supramolekularnych. Jednoczes$nie nadmierne zwigkszenie
hydrofobowos$ci moze ogranicza¢ rozpuszczalno$¢ w $rodowisku wodnym, dlatego
projektowanie nowych kompleksow opiera si¢ na zachowaniu réwnowagi pomigdzy
stabilnos$cig koordynacyjna, lipofilowoscig oraz biodostepnoscia [21,23,24].
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Wspolng cechg wigkszosci kompleksow srebra z ligandami pochodzenia
naturalnego jest obserwowany efekt synergistyczny wynikajacy z potaczenia aktywnosci
biologicznej liganda z wlasciwosciami biobdjczymi jonu Ag(I). Kompleksowanie
wplywa na rozpuszczalnos¢, stabilno$¢ oraz zdolnos$¢ transportu zwigzkow przez bariery
biologiczne, a takze moze modyfikowa¢ ich oddziatywania z biomolekutami. Dzigki
duzej réznorodnosci strukturalnej naturalnych metabolitow oraz mozliwosci ich dalszej
funkcjonalizacji, zwigzki te stanowig obecnie jedna z najbardziej perspektywicznych
grup badanych w chemii medycznej srebra. W literaturze podkresla si¢, ze dalszy rozwdj
tej dziedziny moze doprowadzi¢ do opracowania nowych komplekséw o wysokiej
selektywnos$ci dziatania, zdolnych do zwalczania drobnoustrojow wieloopornych oraz
wspomagania terapii przeciwnowotworowych [20-26].

1.4. NANOMATERIALY SREBROWE

Nanoczastki srebra biosyntetyzowane przy uzyciu ekstraktow roslinnych
stanowig nowoczesne rozwigzanie, ktore laczy efektywnos¢ dziatania z minimalnym
wplywem na §rodowisko naturalne. Proces ten jest nie tylko ekonomiczny, ale réwniez
eliminuje potrzebe stosowania niebezpiecznych substancji chemicznych, co ma istotne
znaczenie w kontekScie produkcji przemystowej oraz szerokiego zastosowania w
medycynie. Wykorzystanie ekstraktow roslinnych takich jak Salvia sclarea umozliwia
kontrole nad wielkoscia, ksztatltem i morfologia nanoczastek, co z kolei wptywa na ich
wlasciwosci fizykochemiczne i biologiczne.

Z punktu widzenia wlasciwosci fizycznych, nanoczastki srebra charakteryzuja
si¢ wysokim stosunkiem powierzchni do objetosci, co sprawia, ze ich powierzchnia
aktywna jest znacznie wigksza niz w przypadku konwencjonalnych czastek o wickszych
rozmiarach. Dzigki temu nanoczastki wykazuja zwigkszong reaktywno$¢ i zdolnos¢ do
interakcji z komorkami mikroorganizméw. Ponadto, dzicki charakterystycznym
wlasciwos$ciom optycznym wynikajacym z powierzchniowego rezonansu plazmonowego
oraz korzystnym wlasciwosciom elektrycznym, AgNPs znajdujg zastosowanie w
zaawansowanych systemach biosensorycznych, gdzie stuzg jako elementy wzmacniajgce
sygnat detekcyjny. Nanoczastki te wykazuja rowniez aktywno$¢ Kkatalityczna,
przyspieszajac przebieg wybranych reakcji chemicznych i1 proceséw degradacji
zanieczyszczen. Dodatkowo sa powszechnie stosowane jako sktadnik materialow
tekstylnych i opakowan aktywnych, ktorym nadaja wilasciwosci antybakteryjne i
przeciwgrzybicze, zwigkszajac bezpieczenstwo uzytkowania oraz trwatos¢ produktow.

Z biologicznego punktu widzenia, mechanizmy dzialania nanoczastek srebra
wobec drobnoustrojow sa wieloaspektowe i wcigz stanowia przedmiot intensywnych
badan. Uwaza si¢, ze AgNPs moga przenika¢ przez blony komorkowe bakterii,
powodujac zaktocenia w strukturze blony, co prowadzi do jej uszkodzenia i w
konsekwencji do $mierci komorki.

Dodatkowo, nanoczastki srebra moga generowa¢ reaktywne formy tlenu (ROS), ktore
wywotluja stres oksydacyjny w komoérkach drobnoustrojow, prowadzac do uszkodzenia
DNA, biatek oraz lipidow blonowych. Tego rodzaju mechanizmy tacza si¢ tworzac silne
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dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, ktore jest trudne do pokonania przez rozwijajace si¢
mechanizmy opornosci.

Kolejnym istotnym aspektem, ktory wyroznia biosyntetyzowane nanoczastki
srebra, jest ich biokompatybilno$¢ i niska toksycznos¢ wzgledem komorek ludzkich. W
przeciwienstwie do nanomateriatdw produkowanych metodami chemicznymi, zielona
synteza pozwala na uzyskanie nanoczastek pokrytych naturalnymi zwigzkami
pochodzacymi z ekstraktéw roslinnych, ktore dziataja stabilizujaco i moga zmniejszaé
potencjalne skutki uboczne. To sprawia, ze takie nanomaterialy sa bardziej
perspektywiczne w zastosowaniach klinicznych, zwlaszcza w terapii miejscowej infekc;ji,
powtok antybakteryjnych implantow czy w produkcji opatrunkow medycznych.

W odniesieniu do aktywnosci przeciwgrzybiczej, nanoczastki srebra wykazuja
unikalng zdolno$¢ do oddziatlywania na $ciang¢ komoérkowa i blone cytoplazmatyczna
grzybow, a takze do zaktocania funkcji enzymatycznych, co prowadzi do zahamowania
wzrostu i rozwoju patogenow grzybiczych. Jest to szczegélnie istotne w przypadku
drozdzakéw z rodzaju Candida, ktére s3 glownymi czynnikami infekcji
oportunistycznych u pacjentéw z oslabiong odpornosciag. W obliczu narastajacej
opornosci na klasyczne leki przeciwgrzybicze, biosyntetyzowane AgNPs oferuja
alternatywe o szerokim spektrum dzialania i potencjale synergii z istniejacymi terapiami.

W kontekscie przyszlych zastosowan, biosyntetyzowane nanoczastki srebra
moga znalez¢ miejsce nie tylko w medycynie, ale rowniez w ochronie srodowiska, np.
jako $rodki dezynfekujace w wodzie uzytkowej, a takze w rolnictwie, gdzie mogg by¢
wykorzystywane do zwalczania fitopatogenow bez szkodliwego wplywu na ekosystem.
Ponadto, dzigki mozliwosci modyfikacji powierzchni nanoczastek poprzez adsorpcje
réznych biomolekut, mozliwe jest dostosowanie ich witasciwosci do specyficznych
potrzeb aplikacyjnych, co otwiera szerokie pole do dalszych badan i innowacji.

Zielona synteza nanoczastek srebra z wykorzystaniem ekstraktow roslinnych
stanowi obiecujaca i zrownowazong strategi¢ produkcji nanomaterialdw o szerokim
spektrum zastosowan. Wysoka aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa, niska toksycznosc¢ i
ekologiczny charakter procesu produkcji czynig te nanoczastki atrakcyjnym materialem
w dobie rosngcych wyzwan zwigzanych z opornoscig drobnoustrojow i potrzebg
zrdbwnowazonego rozwoju technologii. Dalsze badania nad mechanizmami dzialania,
optymalizacja procesu syntezy oraz testami aplikacyjnymi pozwolg na peine
wykorzystanie potencjatu tych innowacyjnych nanomateriatow [27-31].

UWAGI KONCOWE

Kompleksy srebra z ligandami aromatycznymi wykazuja znaczacy potencjat
jako $rodki przeciwdrobnoustrojowe oraz przeciwnowotworowe, co czyni je
obiecujagcymi  kandydatami w medycynie nowoczesnej. Obecnos¢ pierScieni
aromatycznych i heteroatomow w strukturze ligandéw sprzyja stabilizacji jonow srebra,
a roznorodno$¢ chemiczna ligandow, obejmujgca m.in. ugrupowania pirydynowe,
benzimidazolowe oraz furany; wptywa korzystnie na selektywnos¢ i zakres aktywnosci
biologicznej badanych zwigzkéw. Kompleksowe badania obejmujace syntezg,
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charakterystyke strukturalng oraz oceng aktywnosci biologicznej na réznych modelach
komoérkowych i mikroorganizmach stanowia mocny fundament dla dalszego rozwoju
tych zwigzkéw. Szczegdlnie obiecujace sa doniesienia dotyczace kompleksow
zawierajacych 9,9-di-(4-metoksyfenylo)-4,5-diazafluoren, ktore wykazuja selektywnosé¢
wobec komorek raka ptuc, wskazujac na potencjat terapii ukierunkowane;.

Niemniej jednak obecne badania cechuje kilka istotnych ograniczen.
Przewazajaca czg$¢ analiz opiera si¢ na modelach in vitro, co podkresla pilng potrzebe
przeprowadzenia badan in vivo w celu weryfikacji toksycznosci, biodostgpnosci oraz
skuteczno$ci terapeutycznej w warunkach organizmu zywego. Ponadto, ograniczony
zakres testowanych patogenéw sugeruje konieczno$¢ rozszerzenia badan
mikrobiologicznych w celu lepszego okreslenia spektrum dziatania kompleksow.

Na szczeg6lng uwage zastuguja rowniez kompleksy srebra zawierajace ligandy
pochodzenia naturalnego, ktére stanowia obiecujace polaczenie wiasciwosci
biologicznych naturalnych metabolitéw z aktywnoscia charakterystyczng dla jonow
srebra(I). Flawonoidy, kurkuminoidy oraz alkaloidy wykazuja duza réznorodnosé
strukturalng i obecno$¢ licznych grup donorowych umozliwiajacych efektywna
koordynacje centrum metalicznego. Dotychczasowe badania wskazuja, ze
kompleksowanie tych zwigzkéw moze prowadzié¢ do zwigkszenia stabilno$ci chemicznej,
poprawy biodostepnosci oraz nasilenia aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i
przeciwnowotworowej wzgledem wolnych ligandow. Jednoczesnie szerokie mozliwosci
modyfikacji strukturalnych tych ligandéw stwarzaja perspektywy racjonalnego
projektowania nowych kompleksoéw srebra o kontrolowanych wlasciwosciach
fizykochemicznych, zwigkszonej selektywnosci dzialania i ograniczonej toksycznosci.

W kontekscie nanoczastek srebra, biosynteza przy uzyciu ekstraktow roslinnych
stanowi istotng zalet¢ ze wzgledu na zredukowanie stosowania toksycznych substancji i
zmniejszenie negatywnego wplywu na Srodowisko. Jednakze brak standaryzacji w
kontrolowaniu wielkosci, ksztattu oraz wtasciwosci fizykochemicznych tych nanoczastek
utrudnia oceng ich potencjalu terapeutycznego oraz bezpieczenstwa, co wymaga
dalszych, szczegdtowych badan farmakokinetycznych i toksykologicznych.

Dodatkowo, obecnos$¢ atoméw fluoru w kompleksach worykonazolu znaczaco
zwigksza ich aktywno$¢ przeciwgrzybicza, ale jednoczes$nie wiaze si¢ z podwyzszona
toksycznoscia, co wymaga doktadnej optymalizacji dawkowania i ustalenia profilu
bezpieczenstwa. Taka korelacja pomigdzy wzrostem efektywnosci biologicznej
a ryzykiem cytotoksycznosci jest charakterystyczna dla lekow metalicznych i stanowi
jedno z gtownych wyzwan w ich rozwoju.

Podsumowujac,  kompleksy  srebra z  ligandami  aromatycznymi
oraz nanoczgstki srebra stanowig obiecujacg grupe zwiazkow do dalszych badan, jednak
niezbedne sg rozbudowane badania in vivo, optymalizacja stabilnosci i selektywnosci
dziatania oraz szczegdtowa analiza toksycznosci. Kluczowe jest poglebienie zrozumienia
mechanizmoéw dziatania tych kompleksow oraz interakcji z organizmem, aby umozliwi¢
bezpieczne i skuteczne wykorzystanie tych zwigzkow w terapii.
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