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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy sposobu aktywacji wtasciwosci bakteriobéjczych wybranego naftochinonu,
wobec naturalnie opornej pateczki ropy btekitnej Pseudomonas aeruginosa za pomocg nanoczgstek
srebra, a tym samym za pomocg mieszaniny tych czynnikéw. Wynalazek dotyczy réwniez medycznego
zastosowania mieszaniny do zwalczania P. aeruginosa oraz zastosowania tej mieszaniny jako $rodka
o dziataniu przeciwbakteryjnym, zwtaszcza do stosowania zewnetrznie, np. na skére lub rany.

Zjawisko antybiotykoodpornos$ci mikroorganizméw, tj. zdolno$¢ do namnazania sie w obecnos$ci
antybiotyku, jest coraz powszechniejszym problemem, z ktérym musi mierzy¢ sie medycyna. Wraz
zrosngcy liczbg drobnoustrojéw wykazujgcych oporno$¢ na coraz wiekszy zakres antybiotykdw, zmniej-
sza sie pula mozliwych terapii stosowanych w leczeniu zakazen, a tym samym roénie zagrozenie zdro-
wia i zycia ludzkiego. Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) i Amerykariskie Centrum Kontroli i Zapo-
biegania Choréb (CDC) wskazujg w swoich najnowszych raportach, ze w zwigzku z nastgpieniem ery
post-antybiotykowej niezbedne jest zastosowanie zréwnowazonych strategii prewencji i leczenia choréb
zakaznych [1, 2].

Pseudomonas aeruginosa jest gram-ujemng bakterig oraz oportunistycznym patogenem czfo-
wieka i zwierzat, charakteryzujagcym sie znaczacg wirulencjg. P. aeruginosa wykazuje naturalng opor-
no$¢ na wiele czgsteczek chemicznych, ktére sg aktywne wobec innych patogenéw [3]. W przypadku
infekcji ran oparzeniowych P. aeruginosa jest jednym z najczesciej izolowanych gatunkéw bakterii
i stanowi szczego6iny problemem w ich leczeniu ze wzgledu na wielolekooporno$¢ ograniczajgcg mozli-
wosci terapeutyczne [4]. Poza antybiotykami, w terapiach ran oparzeniowych z duzym powodzeniem
stosowane jest srebro jonowe, tj. azotan srebra i sulfadiazyna srebra [5]. Niemniej jednak, coraz czesciej
obserwowane jest zjawisko nabywania opornosci na preparaty zawierajgce srebro przez patogeny in-
fekujgce rany [6]. Niezbedne jest wiec opracowanie strategii umozliwiajgcych opdznienie lub zniesienie
wyksztatcania bakteryjnej opornosci oraz rozszerzenie mozliwosci terapeutycznych.

Znane jest dziatanie pewnych wybranych zwigzkéw chemicznych z grupy 1,4-naftochinonéw wo-
bec niektérych bakterii gram-dodatnich i grzybdéw [7]. Niemniej jednak, bakterie gram-ujemne wykazujg
umiarkowang oporno$¢ na 1,4-naftochinony lub pozostajg na nie catkowicie oporne jak w przypadku
P. aeruginosa, co opisano dla niektérych zwigzkéw z grupy 1,4-naftochinonéw [3].

Wiele danych literaturowych [8, 9] ujawnia informacje o srebrze w postaci jonowej lub w postaci
nanoczastek jako $rodku bakteriobdjczego. Nie opisano dodatku naftochinonu, ktéry, jak okazato sie
wedtug prac nad wynalazkiem stanowi istotny komponent warunkujgcy ulepszong skuteczno$é prepa-
ratu w poréwnaniu do preparatéw zawierajgcych wytgcznie srebro.

W publikacji [10] opisano wysoko zmodyfikowane pochodne naftochinonéw, tzn. strukture nafto-
chinonu zmodyfikowang znaczgco na rézne sposoby, dodajgc do niego wiele pierscieni fenolowych
i innych grup chemicznych, co znaczaco zmienia charakter chemiczny i wtasciwosci biologiczne po-
wstatych substancji. Wérod wynikow badan aktywnosci przeciwbakteryjnej zwigzkéw nie ma 1,4-nafto-
chinonu oraz nie ma prostych struktur chemicznych opartych na dwéch pierécieniach weglowych i pro-
stych podstawnikach wtasciwych dla 1,4-naftochinonéw, w tym dla 2-metylo-1,4-naftochinonu. Co wie-
cej, najnizszym stezeniem hamujacym charakteryzowaty sie wytgcznie dwa zwigzki, a znakomita wiek-
szo$¢ badanych pochodnych naftochinonéw dziatata hamujgco w stezeniu 250-500 pg/mL. Nalezy pod-
kresli¢, ze stezenia powyzej 250 mg/L sg stezeniami na granicy rozpuszczalnosci naftochinonéw w po-
zywce mikrobiologicznej. Opublikowano w inne stezenie hamujgce, tj. MIC, w wiekszosci przypadkow
stezeniem nizszym niz stezenie bakteriobdjcze, tj. MBC, a wynika to z faktu, ze wzrost drobnoustrojéw
jest procesem zaburzanym w pierwszej kolejnosci, a dziatanie bakteriobdjcze wymaga uruchamiania
odmiennych zmian w komoérce bakteryjnej pod wptywem dziatania substancji. Tym samym, publikacja
nie potwierdza aktywnosci 1,4-naftochinonéw, w tym 2-metylo-1,4-naftochinonu, wobec P. aeruginosa.

W publikacji [11] ujawniono mieszanine naftochinonéw i nanoczastek srebra. Niemniej jednak
mieszanina wskazana w publikacji rézni sie zasadniczo od mieszaniny stanowigcej wynalazek. Miesza-
nina jest do zastosowania wobec innej bakterii niz wynalazek, ktory jest patogenem opornym na nafto-
chinony w odréznieniu od wrazliwego S. aureus tj. nie dziata na niego maksymalna mozliwa do zasto-
sowania dawka 512 pg/m. Nie opisano potaczenia z nanoczgstkami srebra stabilizowanymi kwasem
11-merkaptoundecylowym, a chlorkiem (11-merkaptoundecylo)-N,N,N-trimetyloamononiowy. W publi-
kacji nie wskazano réwniez mieszaniny 2-metylo-1,4-naftochinonu i nanoczgstek srebra, a jedynie mie-
szaniny plumbaginy lub 3-chloroplumbaginy oraz nieaktywng mieszanine droseronu.
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Nie opisano zatem mieszaniny srebra oraz wybranego wedtug wynalazku duzej grupy zwigzkéw
tj. naftochinonu i nie jest tez znane dziatanie tej wybranej wedtug wynalazku mieszaniny.

Niniejszy wynalazek opiera sie na zjawisku przywrdcenia wrazliwosci opornych komérek mikro-
organizmu na czgsteczki zwigzku chemicznego dzieki zastosowaniu w mieszaninie drugiego czynnika
petnigcego funkcje substancji uwrazliwiajgce;.

Opracowana wedtug wynalazku mieszanina jest przyktadem systemu dwusktadnikowego, w kté-
rym wykorzystuje sie interakcje czynnikéw do zwiekszenia ich potencjatu biologicznego w oparciu
0 zjawisko aktywacji i synergii.

Wedtug wynalazku opracowano nowg mieszanine dwéch skfadnikédw dobranych w taki sposéb,
ze dobrano jeden zwigzek z wybranej grupy 1,4-naftochinonéw oraz drugi skfadnik, tj. czastki srebra.

Tak dobrana kompozycja stanowi mieszanine wykazujgcg oczekiwane dziatanie bakteriobéjcze
wobec Pseudomonas aeruginosa opornego na ten 1,4-naftochinon. Wynalazek dotyczy zatem réwniez
sposobu aktywacji wtasciwosci bakteriobéjczych 2-metylo-1,4-naftochinonu, tj. menadionu, wobec na-
turalnie opornej pateczki ropy bfekitnej, tj. Pseudomonas aeruginosa, za pomocg srebra, zwfaszcza
w formie nanoczastek srebra. Wedtug wynalazku mieszanina zawiera dziatajgcg bakteriob6jczo wobec
P. aeruginosa dawke srebra oraz 2-metylo-1,4-naftochinonu zwanego menadionem.

Wedtug wynalazku zatem, mieszanina zawiera dziatajgce bakteriobéjczo wobec Pseudomonas
aeruginosa dawki srebra oraz 2-metylo-1,4-naftochinonu przy czym 2-metylo-1,4-naftochinon jest
w mieszaninie w dawce rownej lub wiekszej niz 8 pg/mL, a nanoczgstki srebra stabilizowane kwasem
11-merkaptoundekanowym sg w stezeniu réwnym lub wiekszym niz 2 pg Ag/mL.

Korzystnie, zawiera sferyczne nanoczastki srebra. Korzystnie, zawiera sferyczne nanoczgstki
srebra o $redniej wielkosci 5 nm.

Wynalazek dotyczy réwniez medycznego zastosowania tej mieszaniny czyli do zastosowania
jako $rodek przeciwbakteryjny wobec Pseudomonas aeruginosa, korzystnie do zastosowania na skére
lub rany.

W przyktadzie wynalazku opisano, ze mieszanina zawiera sferyczne nanoczastki srebra o $red-
niej wielkosci 5 nm stabilizowane kwasem 11-merkaptoundekanowym w stezeniu réwnym lub wyzszym
niz 2 ng Ag/mL oraz 2-metylo-1,4-naftochinon w stezeniu rownym lub wyzszym niz 8 ug/mL. Zawiera
minimalng dawke obu sktadnikéw dziatajgcg bakteriobdjczo wobec P. aeruginosa wystepujgcego w ste-
Zeniu okoto 2,5 x 10° jednostek tworzgcych kolonie (JTK)/mL, co oznacza, ze dawka ta redukuje
0 99,9% liczbe komérek bakteryjnych, tj. do co najmniej 2,5 x 102 JTK/mL.

Wynalazek opisano blizej w przyktadzie potwierdzajgcym efektywno$é mieszaniny i zastosowa-
nie. W przyktadzie opisano mieszanine zawierajgcg menadion i sferyczne nanoczgstki srebra o Sredniej
wielkosci 5 nm stabilizowane kwasem 11-merkaptoundekanowym. Wykazano, ze sam ten naftochinon
nie dziata na referencyjny szczep bakterii P. aeruginosa, tj. jego MBC jest wyzsze niz 512 ng/mL.

Fig. 1 pokazuje strukture chemiczng menadionu, tj. 2-metylo-1,4-naftochinonu.

Fig. 2 pokazuje zmiany minimalnych stezen bakteriobéjczych menadionu (MND) i preparatu na-
noczgstek srebra stabilizowanych kwasem 11-merkaptoundekanowym (AgC10COOH) zastosowanych
jednoczes$nie wobec P. aeruginosa ATCC 27853.

Przyktad: Znoszenie opornoéci Pseudomonas aeruginosa na 2-metylo-1,4-naftochinon za po-
mocg nanoczgstek srebra.

W badaniach wykorzystano gotowy preparaty wybranych sferycznych nanoczgstek srebra
(AgNPs) stabilizowanych kwasem 11-merkaptoundekanowy (AgC10COOH) o $redniej wielkosci rdzenia
metalicznego 5 nm (Prochimia Surfaces Sp. z 0.0.). Stezenie srebra w preparatach ustalono za pomoca
analizy pierwiastkowej z wykorzystaniem techniki optycznej spektrometrii emisyjnej w plazmie sprzezo-
nej indukcyjnie (ICP-OES). Dziatanie spektrometru optycznego ICP-OES (Perkin Elmer ICP-OES
Optima 2000 DV) byto optymalizowane przed kazdg serig pomiaréw. Preparat nanoczgstek srebra roz-
cienczano wstepnie 10-krotnie za pomocg wody destylowanej. Nastepnie do 250 pL przygotowanej za-
wiesiny dodawano 1 mL kwasu azotowego cz.d.a. (65%), a nastepnie uzupetniano wodg demineralizo-
wang do objetosci 5 mL. Nastepujgce parametry spektrometru ICP-OES zostaty wykorzystanie podczas
analiz. moc generatora 1300 W, czestotliwo$é generatora 40 MHz; demontowalny palnik kwarcowy;
osiowy widok plazmy; gaz argon (Ar): przeptyw gazu plazmowego 15,0 L/min, przeptyw gazu wspoma-
gajacego 0,2 L/min; przeptyw gazu w rozpylaczu 0,8 L/min; szklana cykloniczna komora rozpylajgca;
predkosc¢ przeptywu prébki: 1,5 L/min. Pomiardw stezenia jondw srebra (Ag*) dokonywano przy dtugosci
fali 328,068 nm w 3 powtdrzeniach.



4 PL 245017 B1

W badaniach wykorzystano komercyjnie dostepny wybrany zwigzek 2-metylo-1,4-naftochinon,
tj. menadion (Sigma Aldrich). Dziatanie bakteriobdjcze nanoczgstek srebra AgC10COOH i menadionu
(Fig. 1) stosowanych osobno badano wobec referencyjnego szczepu P. aeruginosa ATCC 27853 za
pomocg znanej metody mikrorozciericzen pozywki jak opisano w: Krychowiak M, Kawiak A, Narajczyk
M, Borowik A, Krolicka A: Silver Nanoparticles Combined With Naphthoquinones as an Effective Syner-
gistic Strategy Against Staphylococcus aureus. Front Pharmacol 2018, 9:816. W pierwszej kolejnosci
w pozywce Mueller-Hinton suplementéwanej kationami (CA-MHB, Beckton Dickinson) przygotowywano
roztwory badanych czynnikédw za pomocg seryjnych dwukrotnych rozcienczen, co opisano ponizej.

Opis przygotowania mieszaniny.

Na potrzeby eksperymentu mieszaniny przygotowywano w pozywce mikrobiologicznej, niemniej
jednak mieszanine mozna przygotowaé réwniez w wodzie lub wodnych roztworach, np. soli fizjologicz-
nej. Zatezone wodne zawiesiny nanoczastek srebra po oznaczeniu zawartosci srebra (Ag) dodawano
bezposrednio do pozywki CA-MHB do koricowego stezenia wynoszacego 128 pg Ag/mL, a nastepnie
wykonywano seryjne dwukrotne rozcienczenia w pozywce do uzyskania mieszaniny o stezeniu 64, 32,
16, 8,4, 2 lub 1 pg Ag/mL.

W przypadku menadionu przed dodaniem do pozywki przygotowywano jej skoncentrowane roz-
twory w dimetylosulfotlenku (DMSO) zawierajgce 51,2 mg zwigzku w 1 mL. W celu wykonania ekspery-
mentu tak przygotowane roztwory dodawano do pozywki do koncowego stezenia 512 ug/mL, tj. w ob-
jetosci 10 uL do 0,99 mL, a nastepnie wykonywano seryjne dwukrotne rozciericzenia w pozywce do
uzyskania roztworéw o stezeniu 256, 128, 64, 32, 16, 8 lub 4 ng/mL. Z przygotowanych mieszanin
AgC10COOH i roztworéw menadionu w pozywce pobierano po 100 plL i przenoszono do studzienek
96-dotkowej ptytki mikrotestowej do badania aktywnos$ci bakteriobdjczej poszczegdlnych czynnikéw.
W procedurze badania interakcji nanoczastek srebra i 2-metylo-1,4-naftochinonu wykorzystano podej-
Scie Checkerboard Titration, ktére opisano rowniez w: Krychowiak M, Kawiak A, Narajczyk M, Borowik
A, Krélicka A: Silver Nanoparticles Combined With Naphthoquinones as an Effective Synergistic Stra-
tegy Against Staphylococcus aureus. Front Pharmacol 2018, 9:816, polegajgce na jednoczesnym za-
stosowaniu dwéch badanych czynnikéw na ptytce mikrotestowej, gdzie kazdy czynnik jest stosowany
w nastepujgcym gradiencie stezen w pozywce: 2 x MBC, 1 x MBC, 0,5 x MBC, 0,25 x MBC, 0,125 x
MBC, 0,06 x MBC i 0,03 x MBC, gdzie MBC jest minimalnym stezeniem bakteriob6jczym (MBC, ang.
Minimal Bactericidal Concentration). Tym sposobem kazdy dotek ptytki mikrotestowej zawiera unikalng
kombinacje stezen badanych czynnikéw. W przypadku zwigzkéw lub czynnikéw nie wykazujgcych ak-
tywnosci bakteriobojczej, tak jak ma to miejsce w przypadku menadionu, stosuje sie gradient stezen
rozpoczynajgcy sie od najwyzszego mozliwego do uzyskania stezenia zwigzku, tj. najczesciej 512, 256,
128, 64, 32, 16 i 8 pg/mL. W przypadku nanoczgstek srebra gradient stezen zastosowanych w ekspe-
rymencie byt nastepujacy: 16, 8,4,2,1,0,5i0,25 pug Ag/mL. Mieszaniny przygotowywano w taki sposéb,
ze zatezone wodne zawiesiny nanoczastek srebra po oznaczeniu zawartosci srebra (Ag) dodawano
bezposrednio do pozywki CA-MHB do koncowego stezenia wynoszacego 32 pg Ag/mL, a nastepnie
wykonywano seryjne dwukrotne rozcienczenia w pozywce do uzyskania mieszanin o stezeniu 16, 8, 4,
2,1 oraz 0,5 pg Ag/mL. Przed dodaniem do pozywki menadionu przygotowywano jej skoncentrowane
roztwory w dimetylosulfotlenku (DMSO) zawierajgce 51,2 mg zwigzku w 1 mL. W celu wykonania eks-
perymentu tak przygotowane roztwory dodawano do pozywki do koficowego stezenia 1024 ug/mL, tj.
w objetosci 20 uL do 0,98 mL, a nastepnie wykonywano seryjne dwukrotne rozcienczenia w pozywce
do uzyskania roztworbéw o stezeniu 512, 256, 128, 64, 32 oraz 16 pg/mL. Nastepnie mieszaniny
przygotowano przez potgczenie zawiesin nanoczastek i roztworédw menadionu w stosunku objetoscio-
wym 1:1.

Nastepnie do studzienek zawierajgcych po 100 pL zawiesin, roztworéw lub mieszaniny w po-
zywce dodawano 10 pL inokulum bakteryjnego zawierajgcego ok. 2,5 x 10° jednostek tworzacych kolo-
nie (JTK) w 1 mL. Inokulum otrzymywano przez rozcienczenie 6-godzinnej hodowli bakteryjnej (CA-
MHB, 37°C, 150 rpm) w Swiezej pozywce CA-MHB do uzyskania zmetnienia rownego 0,5 stopni w skali
McFarlanda mierzonego za pomocg densytometru (DensiMeter II, EMO). Ptytki mikrotestowe inkubo-
wano przez 24 godziny w 37°C, po czym zawarto$é dotkéw, w ktérych obserwowano zahamowanie
wzrostu bakterii, wysiewano na agar odzywczy TSA (ang. Tryptic Soy Agar; BTL Polska Sp. z0.0.). Tak
przygotowane szalki z agarem inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C w celu zliczenia
komorek bakteryjnych (JTK) pozostatych w dotkach po traktowaniu czynnikiem, a tym samym ustalenia
minimalnego stezenia bakteriobdjczego badanych czynnikow — MBC. Stezenie MBC definiowano jako
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najnizsze stezenie czynnika redukujgce w ciggu 24 godzin wyjsSciowg liczbe JTK w dotku (ok. 2,5 x
10°% JTK/mL) 0 99,9%, tj. 0 3 logarytmy (ok. 2,5 x 102 JTK/mL).

Jak wskazano w Tabeli 1, menadion nie wykazuje aktywnosci bakteriobo6jczej wobec P. aerugi-
nosa (MBC > 512 ng/mL). Niemniej jednak, zastosowanie menadionu w potgczeniu z nanoczgstkami
srebra AgC10COOH (MBC = 8 pug Ag/mL) skutkowato uzyskaniem efektu bakteriobdjczego przy jej ste-
zeniu rbwnym 8 pg/mL i stezeniu nanoczastek odpowiadajgcym 2 ug Ag/mL (Tabela 1, Fig. 2). Powyz-
sze wyniki wskazujg, ze srebro efektywnie wspotdziata z menadionem, tj. 2-metylo-1,4-naftochinonem,
znoszgc opornos$é P. aeruginosa na ten zwigzek. Pozwala to osiggngé efekt bakteriob6jczy mieszaniny
przy znaczgco zredukowanym stezeniu preparatu srebra (nawet do 75%) i stezeniu menadionu do
8 ng/mL. Pozwala to na szeroki zakres mozliwo$ci modulowania aktywno$ci biologicznej obu czynnikéw
oraz optymalizacji skfadu mieszaniny.

Tabela 1. Stezenia menadionu (2-metylo-1,4-naftochinonu) i nanoczgstek srebra
w mieszaninach w pozywce CA-MHB warunkujgce efekt
bakteriobdjczy wobec szczepu referencyjnego
P. aeruginosa ATCC 27853.

Menadion AgCioCOOH
(ug/mL) (ug Ag/mL)
>512 0
512 0,5
256 1
128 2
64 2
32 2
16 2
8 2
8 4
0 8

AgC1oCOOH - nanoczastki srebra stabilizowane kwasem 11-merkaptoundekanowym.
Ag, jony srebra.

Mieszanina zawierajgca nanoczgstki srebra naftochinon, znamienna tym, ze zawiera dziatajgce
bakteriobéjczo wobec Pseudomonas aeruginosa dawki srebra oraz 2-metylo-1,4-naftochinonu przy
czym 2-metylo-1,4-naftochinon jest w mieszaninie w dawce réwne;j lub wiekszej niz 8 pg/mL, a nano-
czastki srebra stabilizowane kwasem 11-merkaptoundekanowym sg w stezeniu rownym lub wiekszym
niz 2 ng Ag/mL. 2. Mieszanina wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze zawiera sferyczne nanoczastki
srebra. 3. Mieszanina wediug zastrz. 2, znamienna tym, ze zawiera sferyczne nanoczgstki srebra
o Sredniej wielkosci 5 nm. 4. Mieszanina opisana w ktérymkolwiek zastrzezeniu 1-3 do zastosowania
jako $rodek przeciwbakteryjny wobec Pseudomonas aeruginosa, korzystnie do zastosowania na skoére
lub rany.
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Zastrzezenia patentowe

. Mieszanina zawierajgca nanoczgstki srebra i naftochinon, znamienna tym, ze zawiera dzia-

tajgce bakteriobdjczo wobec Pseudomonas aeruginosa dawki srebra oraz 2-metylo-1,4-nafto-
chinonu przy czym 2-metylo-1,4-naftochinon jest w mieszaninie w dawce réwnej lub wiekszej
niz 8 pg/mL, a nanoczgstki srebra stabilizowane kwasem 11-merkaptoundekanowym sg
w stezeniu rownym lub wiekszym niz 2 pg Ag/mL.

Mieszanina wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze zawiera sferyczne nanoczgstki srebra.
Mieszanina wedlug zastrz. 2, znamienna tym, ze zawiera sferyczne nanoczastki srebra
o $redniej wielkoSci 5 nm.

Mieszanina opisana w ktérymkolwiek zastrzezeniu 1-3 do zastosowania jako $rodek przeciw-
bakteryjny wobec Pseudomonas aeruginosa, korzystnie do zastosowania na skore lub rany.
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