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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest kombinacja substancji aktywnych o wiasciwosciach przeciwbakte-
ryjnych do leczenia miejscowego tradziku i sposéb jej wytwarzania oraz zastosowanie medyczne kom-
binacji zawierajgcej retinal oraz limecykline.

Tradzik bedacy jednostkg chorobowg dotyczgcg aparatu wiosowo-tojowego, uwazany jest za
jedno z najczesciej wystepujacych schorzen dermatologicznych. Wedtug niektérych zrédet moze on
dotyczy¢ nawet do 100% populacji, wystepujac w réznych postaciach oraz okresach zycia. Chorobe
charakteryzuje wielopostaciowo$¢ zmian, ktére moga mie¢ postac zapalng, niezapalng jak i pozapalng,
lokalizujgcych sie w okolicach tojotokowych, gtéwnie na twarzy, klatce piersiowej i plecach [Adamski Z.,
Kaszuba A., Dermatologia dla kosmetologow 2008, Janda K., Chwitkowska M, Tradzik pospolity - etio-
logia, klasyfikacja, leczenie. Roczniki Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie 2014, 60(2), 13].

W powstawaniu trgdziku bierze udziat wiele czynnikéw. Za gtéwne, bezposrednie przyczyny
uznaje sie rozrost gruczotéw tojowych i nadmierng produkcje ich wydzieliny, wzmozong keratynizacje
uj$¢ mieszkow wiosowych oraz przewodéw wyprowadzajgcych gruczotdéw fojowych, wzrost namnazania
bakterii Propionibacterium acnes oraz tworzgcy sie stan zapalny. Istotne znaczenie majg takze zabu-
rzenia hormonalne i immunologiczne, predyspozycje genetyczne, czynniki psychologiczne (stres), $ro-
dowiskowe, a takze styl zycia (klimat, zanieczyszczenia Srodowiska, promieniowanie UV, dieta, piele-
gnacja skory, nawyki higieniczne, stosowane leki, uzywki, ubiér, aktywnos$¢ fizyczna, rodzaj wykonywa-
nej pracy).

Podstawe terapii trgdziku stanowi dziatanie na czynniki etiopatogenetyczne schorzenia u danego
pacjenta. Leczenie powinno dotyczy¢ przede wszystkim regulacji wydzielania toju skérnego (sebum),
hamowania namnazania sie bakterii Propionibacterium acnes, eliminowaniu stanu zapalnego, a takze
dziatan komedolitycznych i keratolitycznych.

Celem uzyskania jak najlepszych efektéw, zwykle prowadzona jest terapia skojarzona polegajaca
na stosowaniu preparatéw do podawania miejscowego i ogélnoustrojowego jednoczesnie i/lub potacze-
niu w preparatach substancji leczniczych nalezgcych do ré6znych grup o réznych mechanizmach dzia-
fania. Samodzielna terapia miejscowa jest efektywna w przypadku okoto 60% pacjentéw. Czesto stosuje
sie jg wiec w pofgczeniu z lekami przyjmowanymi doustnie [Placek W. et al, Przegl Dermatol 2011, 98,
442].

Substancje aktywne wystepujgce najliczniej w preparatach do uzytku zewnetrznego to: antybio-
tyki, retinoidy, kwas azelainowy, nadtlenek benzoilu oraz alfa- i beta- hydroksykwasy.

Retinoidy nie rzadko stosowane sg w terapii skojarzonej z antybiotykami. Dzieki temu zwiekszona
zostaje skutecznos$¢ oraz penetracja antybiotyku, mozliwy jest krotszy okres leczenia, a takze zminima-
lizowane zostajg skutki uboczne.

Ze wzgledu na wszechstronne dziatanie wobec czynnikdéw etiopatogenetycznych powszechnie
znanym i bardzo czesto stosowanym zwigzkiem przeciwtragdzikowym jest nadtlenek benzoilu. Lek po-
siada wtasciwosci antybakteryjne, przeciwiojotokowe, wysuszajgce oraz keratolityczne. Charakteryzuje
go tatwe przenikanie do warstwy rogowej naskérka. W momencie kontaktu ze skérg nastepuje jego
rozpad na nadtlenek wodoru oraz kwas benzoesowy. W zetknieciu z wolnymi rodnikami tlenowymi na-
stepuje utlenianie biatek bakterii, a tym samym wytworzenie w obrebie mieszka wtosowego srodowiska
tlenowego.

Stworzone zostajg warunki niekorzystne dla rozwoju bakterii beztlenowych odpowiedzialnych za
rozwoj zmian tragdzikowych. W zwigzku z silnymi wtasciwos$ciami utleniajgcymi nadtlenek benzoilu ha-
muje namnazanie bakterii Propionibacterium acnes, zmniejszajac ich liczbe do 90%, jednoczesnie nie
wytwarzajgc opornosci.

Innym lekiem wykazujgcym wszechstronne dziatanie na przyczyny powstawania zmian chorobo-
wych jest kwas azelainowy. W organizmie wytwarzany jest naturalnie w wyniku utleniania wieloniena-
syconych kwaséw tluszczowych. Pozyskiwany jest réwniez z hodowli Pityrosporum ovale. Podobnie jak
nadtlenek benzoilu dziata przeciwbakteryjnie, przeciwtojotokowo, ztuszczajgco. Kwas azelainowy dziata
zaréwno na bakterie beztlenowe jak i tlenowe, a podczas dtugotrwatego stosowania nie stwierdza sie
wystepowania lekoopornosci. Lek charakteryzuje sie rowniez silnymi wiasciwosciami przeciwzapalnymi,
zwigzanymi z dziataniem antywolonorodnikowym. Hamujgc synteze melaniny oraz aktywno$é enzymu
tyrozynazy redukuje przebarwienia pozapalne, a dlugotrwate stosowanie moze przyczyni¢ sie takze do
zmniejszenia tendencji do powstawania blizn.
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W przypadku trgdziku wybieranymi z duzg czestotliwoscig antybiotykami do zastosowania ze-
wnetrznego sg klindamycyna i erytromycyna, ktére oprdocz dziatania antybakteryjnego wptywajg na
ograniczenie miejscowego stanu zapalnego dzieki hamowaniu produkcji prozapalnych cytokin, hamo-
waniu funkcji makrofagdéw czy chemotaksji neutrofilow biorgcych udziat w reakcji zapalne;.

Leki przyjmowane ogélnie sg wskazane przy umiarkowanych i ciezkich postaciach tradziku. Zali-
czy¢ mozna do nich retinoidy, antybiotyki, Srodki hormonalne oraz kortykosteroidy. Zazwyczaj stosuje
sie pofaczenie lekéw doustnych z preparatami miejscowymi.

Izotretinoina (kwas 13-cis-retinowy), jest uwazana za najbardziej efektywny z lekéw stosowanych
w terapii choroby, podawany przy odmianach o ciezkim przebiegu lub opornych na inne preparaty, w
wypadku stale powracajgcych zmian chorobowych, a takze osobom z towarzyszgcym bliznowaceniem
oraz silnym tojotokiem. Izotretinoina jest jedyng substancjg wykazujgca dziatanie na wszystkie z czte-
rech podstawowych mechanizméw patogenetycznych tradziku, jednocze$nie nie wymagajgc prowadze-
nia réwnolegtej terapii preparatami miejscowymi. Posiada wtasciwosci hamujgce rozwoj bakterii, w tym
Propionibacterium acnes, przeciwzapalne, normalizujgce keratynizacje w obrebie jednostek wtosowo-
fojowych oraz przeciwtojotokowe, zmniejszajgc rozmiary gruczotdéw tojowych oraz ilo$é produkowanej
przez nie wydzieliny az do 90%. Mimo znakomitych rezultatéw i tatwosci przyjmowania nalezy zachowac
ostroznos$¢ i rozwazyc jej stosowanie, ze wzgledu na szereg powaznych skutkédw ubocznych, w tym
dziatanie teratogenne i wysokg wrazliwos¢ na Swiatto.

Antybiotyki posiadajgce wtasciwosci bakteriobéjcze, bakteriostatyczne oraz przeciwzapalne, sto-
sowane sg w celu zatrzymania namnazania Propionibacterium acnes, opanowania wzmozonej infekcji
bakteryjnej oraz zapobieganiu powtérnemu zakazeniu. Terapie antybiotykami tgczy sie z preparatami o
dziataniu miejscowym, zazwyczaj retinoidami lub nadtlenkiem benzoilu. W terapii tragdziku antybiotykami
pierwszego rzutu do podania ogélnego sg zwykle tetracykliny. Uwazane sg za substancje z reguty do-
brze tolerowane, bezpieczne, szybko penetrujgce do tkanek oraz skuteczne w dziataniu. Mechanizm
dziatania tetracyklin polega na zahamowaniu biosyntezy biatek oraz zaburzaniu proceséw energetycz-
nych w komérkach bakterii. Syntetyczne tetracykliny do ktérych zalicza sie doksycykling, minocykline
czy limecykine charakteryzujg sie lepszg wchtanialno$cig z przewodu pokarmowego oraz dtuzszym
okresem pottrwania w poréwnaniu do tetracyklin naturalnych. Tetracykliny sg szybkie i skuteczne
w dziataniu jednak ich stosowaniu mogg towarzyszy¢ dziatania niepozgdane m.in. obrzeki, wysypki
skoérne, zapalenie spojowek czy btony Sluzowej przetyku, zaburzenia zotgdkowo-jelitowe, uszkodzenia
nerek, przebarwienia szkliwa zebéw, drozdzyce, uposledzony wzrost kosci i ich ztamania. Stosowanie
tetracyklin powoduje uwrazliwienie skéry na promienie UV w zwigzku z czym konieczne jest unikanie
sfonca i innych zrédet promieniowania oraz stosowanie fotoprotekcji. Alternatywe dla tetracyklin stanowi
erytromycyna, lek z grupy makrolidéw. W ostatnich latach notuje sie jednak spadek jej skutecznosci
zwigzany z nabywaniem opornosci przez Propionibacterium acnes. W przypadku, gdy tradzik wywotany
jest zaburzeniami hormonalnymi, badz gdy zawiodty inne proby terapii, wprowadzane sg leki hormo-
nalne: blokery receptoréw androgenowych do ktérych nalezg spironolakton, flutamid, octan cyproteronu
oraz blokery produkcji androgenoéw jajnikowych lub nadnerczowych w sktad ktérych wchodzg przyjmo-
wane doustnie $rodki antykoncepcyjne i glikokortykosteroidy [Szepietowski J. et al., Przegl Dermatol 2012,
99, 649; Glinski W., Glinska O., Standardy Medyczne 2006, 3(2), 113, Dziekan G., Olechowska M, Klinika
Pediatryczna 2010, 18(3), 333; Kulczycka-Siennicka L, Medycyna po Dyplomie 2013, 22(9), 40].

Dla zmniejszenia toksyczno$ci i zwiekszenia stabilno$ci opracowano nowg hybrydowg pochodng
retinolu — galusan retinylu, wykazujgca silne dziatanie antyoksydacyjne i wybielajgce [Kim S. et al. Bio-
organic & Medicinal Chemistry Letters, 2009, 19, 508].

Kolejng zaproponowang hybrydg jest bis-retinamido-metylopentan charakteryzujgcy sie wieksza
stabilno$cig chemiczng, aktywnoscig biologiczng, profilem bezpieczenstwa i skutecznoscig w poréwna-
niu do wolnego retinolu [Ki Hyun Kim et al., International Journal of Pharmaceutics, 2015, 495(1), 93],

Do miejscowego, kontrolowanego uwalniania kwasu retinowego zaproponowano réwniez kowa-
lencyjne potagczenie kwasu retinowego z alkoholem poliwinylowym poprzez ugrupowanie estrowe wy-
kazujgc nieznaczng odpowiedz zapalng otrzymanej pochodnej w poréwnaniu z wolnym kwasem, oraz
wydtuzenie czasu uwalniania do 6 dni [Castleberry S. et al., Journal of Controlled Release, 2017, 262,
1]. Zwiekszenie stabilnosci retinoidow osiggnieto syntetyzujgc retinonian retinylu [Kim H. et al., Skin
Research and Technology, 2012, 18(1), 70]

Znana jest kombinacja substancji aktywnych z WO2013096516 do leczenia tradziku na bazie
retinalu i amoksycykliny jako $rodka przeciwbakteryjnego. Znana jest takze z W0O2007103555 kompo-
zycja do stosowania na skére zawierajgca retinal i amoksycykline. Z kolei z opisu W0201419587,
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KR20160015335, US2008038316, TW201238609 znana jest kombinacja substancji retinal i sprafloksa-
cyna.

Zadna z zaproponowanych kompozycji nie zawiera potaczenia kowalencyjnego retinalu, jako po-
chodnej witaminy A, z lekiem przeciwbakteryjnym (antybiotykiem) limecykling aktywng wobec bakterii
Propionibacterium acnes jako gtéwnego czynnika patogennego w rozwoju tradziku.

Celem wynalazku byto otrzymanie kombinaciji ztozonej z pochodnej witaminy A - retinalu (retinal-
dehyd, aldehyd witaminy A; poSredni metabolit przy przeksztatcaniu retinolu w kwas retinowy w ludzkich
keratynocytach) i srodka przeciwbakteryjnego z grupg aminowg aktywnego szczegdlnie wobec bakterii
P. acnes, dedykowanych do terapii zakazen miejscowych - zmian trgdzikowych.

Kombinacja wedtug wynalazku zawiera retinal i Srodek przeciwbakteryjny z grupg aminowg w po-
staci limecykliny potgczone wigzaniem kowalencyjnym, przy czym substancje aktywne uzyte sg w sto-
sunku 1:1.

Sposdb otrzymywania zwigzkéw hybrydowych wedtug wynalazku polega na tym, ze alkoholowy
roztwor retinalu poddaje sie reakcji ze sSrodkiem przeciwbakteryjnym, ktéry stanowi substancja z grupa
aminowg w postaci limecykliny, przy czym substancje te wprowadza sie w zaleznoéci od jej rozpusz-
czalnosci do srodowiska wodnego, korzystnie o odczynie kwasowym lub organicznego i otrzymang mie-
szanine reakcyjng odparowuje sie do sucha, ewentualnie wytrgcony osad izoluje sie w drodze sgczenia
lub odwirowania, ewentualnie z mieszaniny wytrgca sie osad, ktéry izoluje sie w drodze sgczenia lub
odwirowania, przy czym substancje aktywne w postaci retinalu oraz $rodka przeciwbakteryjnego z grupg
aminowg wystepujg wzgledem siebie w stosunku jak 1:1.

Korzystnie jako $rodowisko wodne o odczynie kwasowym stosuje sie rozcienczone kwasy ko-
rzystnie rozciericzony kwas solny lub roztwory buforowe, korzystnie o pH 3-6.

Korzystnie, gdy jako $rodowisko organiczne stosuje sie etanol, metanol, DMSO, octan etylu.

Korzystnie, gdy jako alkoholowy roztwér retinalu stosuje sie metanolowy lub etanolowy roztwér
retinalu.

Korzystnie jesli kombinacje (hybryde) otrzymuje sie w temperaturze pokojowe;j.

Korzystnie jesli do rozpuszczenia hybrydy stosuje sie rozpuszczalnik organiczny, m. in. metanol,
etanol, DMSO, aceton, octan etylu.

Kombinacja zawierajgca substancje aktywne w postaci $rodka przeciwbakteryjnego z grupg ami-
nowg jak limecyklina oraz retinal, potgczone wigzaniem kowalencyjnym, do zastosowania w leczeniu
trgdziku, wywotanemu tlenowymi i beztlenowymi bakteriami Gram+ i w mniejszym stopniu tlenowymi
bakteriami Gram-.

Retinal jest najmniej poznang i przebadang formg witaminy A, wykazujgcg korzystne wiasciwosci
biologiczne i stosunkowo nieznaczne dziatania uboczne w poréwnaniu z retinoidami stosowanymi ruty-
nowo w terapii zmian tradzikowych.

Korzystnym skutkiem otrzymywanych wedfug wynalazku heterodimerycznych zwigzku hybrydo-
wego jest potgczenie w swojej budowie dwdch substancji aktywnych o réznych kierunkach dziatania,
jednej o wtasciwosciach antybakteryjnych i drugiej o wiasciwosciach przeciwtojotokowych, komedoli-
tycznych, regulujgcych keratynizacje i przeciwzapalnych. Otrzymana struktura hybrydowa potencjalnie
wykazuje ré6znokierunkowe dziatania, znacznie wiekszg aktywno$é mikrobiologiczng w poréwnaniu do
prekursoréw ,niehybrydowych”, szczeg6lnie wobec bakterii Propionibacterium acnes, ktérej przypisuje
sie istotng role w patogenezie tradziku. Ze wzgledu za$ na modyfikacje substancji przeciwbakteryjnej
w strukturze hybrydowej otrzymany zwigzek moze zapobiegaé progresji opornosci. Po miejscowym za-
stosowaniu, dziatanie otrzymanej hybrydy koncentruje sie gtdwnie w miejscu podania, stopniowo prze-
nikajgc do organizmu, a tym samym wykazujgc stosunkowo niewielkie dziatania niepozgdane w poréw-
naniu do rutynowej terapii, w ktérej limcykline aplikuje sie ogdélnoustrojowo. Ponadto zwigzanie pochod-
nej witaminy A w strukturze hybrydowej znacznie wydtuza jej stabilno$¢ mikrobiologiczng w odniesieniu
do formy niezwigzanej, a tym samym aktywnos$¢. Z uwagi zas na mozliwo$é hydrolizy potgczenia hy-
brydowego, zsyntetyzowane zwigzki mogg by¢ traktowane jako nosniki powolnego uwalniania prekur-
soréw ,niehybrydowych” wptywajgc na wydtuzenie ich biologicznego dziatania. Dodatkowym atutem
otrzymanej hybrydy jest jej przyjemny zapach w odniesieniu do odpychajgcego zapachu np. wolnej li-
mecykliny, co wydaje sie mie¢ niebagatelne znaczenie dla zastosowan dermatologicznych, kosmetycz-
nych.

Utworzong kombinacje substancji (hybryde) mozna inkorporowa¢ w strukture macierzy, korzyst-
nie zelowej celem otrzymania przeciwbakteryjnych, przeciwzapalnych i przeciwtrgdzikowych form far-
maceutycznych dedykowanych do terapii miejscowe;.



PL 238 145 B1 5

Przyktad 1. Do ekstrakcji limecykliny z kapsutek Tetralysal (1 kapsutka zawiera 408 mg
limecykliny) uzyto 10% kwas solny. Do kolby miarowej o pojemnosci 25 ml odwazono 301,47 mg masy
kapsutek (co odpowiada 250 mg limecykliny), dodano 20 ml 10% kwasu solnego, wytrzgsano 1 min,
nastepnie ekstrahowano 10 min w tazni ultradzwiekowej, uzupetniono takim samym kwasem do kreski
i przesgczono otrzymujgc roztwér o stezeniu 10 mg/ml. Roztwér nalezy zuzy¢ bezposrednio po otrzy-
maniu.

Pobrano 5,0 ml ekstraktu (50 mg limecykliny, co odpowiada 0,083 mmola), przeniesiono do
zlewki, wprowadzono mieszadetko magnetyczne i mieszano delikatnie na mieszadle magnetycznym
dodajac kroplami 2,4 ml metanolowego roztworu retinalu o stezeniu 10 mg/ml (24 mg retinalu, co odpo-
wiada 0,083 mmola). Mieszanine reakcyjng pozostawiono 0,5 godz. w temperaturze pokojowej, nastep-
nie umieszczono w inkubatorze z wytrzgsaniem, tagodnie mieszano w temperaturze 40 + 5°C odparo-
wujgc rozpuszczalnik i pozostawiono do wysuszenia w temperaturze pokojowej. Proces otrzymywania
zwigzku prowadzono chronigc roztwory od $wiatta. Wydajnos$¢: 95,8%.

Przyktad 2. Do ekstrakcji limecykliny z kapsutek (1 kapsutka zawiera 408 mg limecykliny)
uzyto 5% kwas solny. Do kolby miarowej o pojemnosci 25 ml odwazono 301,47 mg masy kapsutek (co
odpowiada 250 mg limecykliny), dodano 20 ml 5% kwasu solnego, wytrzgsano 1 min, nastepnie ekstra-
howano 10 min w tazni ultradzwiekowej, uzupetniono takim samym kwasem do kreski i przesgczono
otrzymujac roztwér o stezeniu 10 mg/ml.

Pobrano 6,4 ml ekstraktu (64 mg limecykliny, co odpowiada 0,105 mmola), przeniesiono do
zlewki, wprowadzono mieszadetko magnetyczne i mieszano delikatnie na mieszadle magnetycznym
dodajac kroplami 3 ml metanolowego roztworu retinalu o stezeniu 10 mg/ml (30 mg retinalu, co odpo-
wiada 0,105 mmola). Mieszanine reakcyjng pozostawiono 0,5-1h. Wytragcony osad przesgczono, prze-
myto 2 porcjami wody, po 2 ml kazda, nastepnie osad rozpuszczono przemywajac 3 porcjami metanolu
(96%), po 2 ml kazda, i zbierajgc przesgcz do szklanego naczynia. Roztwdr odparowano do sucha
w temperaturze pokojowej. Proces otrzymywania zwigzku prowadzono chronigc roztwory od Swiatta.
Wydajnos$é: 74,2%.

Przyktad 3. Do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml odwazono mase kapsutek Tetralysal
odpowiadajacg 250 mg limecykliny, dodano 7 ml metanolowego roztworu kwasu solnego (5 ml 20% HCI
uzupetniono metanolem do 25 ml), wytrzagsano 2 min, nastepnie ekstrahowano 10 min w tazni ultra-
dzwiekowej, uzupetniono takim samym roztworem do 10 ml i przesgczono otrzymujac roztwoér o steze-
niu 25 mg/mil.

Pobrano 2 ml ekstraktu (50 mg limecykliny, co odpowiada 0,083 mmola), przeniesiono do zlewki,
wprowadzono mieszadetko magnetyczne i mieszano delikatnie na mieszadle magnetycznym dodajgc
kroplami 1,2 ml metanolowego roztworu retinalu o stezeniu 20 mg/ml (24 mg retinalu, co odpowiada
0,083 mmola). Mieszanine reakcyjng pozostawiono 0,5h w temperaturze pokojowej, nastepnie umiesz-
czono w inkubatorze z wytrzgsaniem, fagodnie mieszano w temperaturze 37+5°C odparowujgc rozpusz-
czalnik do sucha. Proces otrzymywania zwigzku prowadzono chronigc roztwory od $wiatta. Wydajnos¢:
98,8%.

Przyktad4. 30 mg limecykliny (0,050 mmola) przeniesiono do zlewki i rozpuszczono w 2 ml
10% kwasu solnego lub metanolowego roztworu kwasu solnego (5 ml 20% HCI + 20 ml MeOH). Do
roztworu wprowadzono mieszadetko magnetyczne i mieszano delikatnie na mieszadle magnetycznym
dodajac kroplami 1,4 ml metanolowego roztworu retinalu o stezeniu 10 mg/ml (14 mg retinalu, co odpo-
wiada 0,050 mmola). Mieszanine reakcyjng pozostawiono 0,5 godz. w temperaturze pokojowej, nastep-
nie umieszczono w inkubatorze z wytrzgsaniem, tagodnie mieszano w temperaturze 37+5°C odparowu-
jac rozpuszczalnik i pozostawiono do wysuszenia w temperaturze pokojowej. Proces otrzymywania
zwigzku prowadzono chronigc roztwory od $wiatta. Wydajnos$¢: 75,1%.

Struktura, spektrum aktywnosci antybakteryjnej i trwatoS¢ mikrobiologiczna dla wybranej hybrydy
otrzymanej z retinalu i limecykliny zostata okreslona odpowiednio na podstawie analizy instrumentalnej
FTIR i testow mikrobiologicznych.



PL 238 145 B1

Schemat 1. Struktura hybrydy LIM-RET okreslona na podstawie analizy FTIR

HiCo,-CHs  LIM RET Wzor
HsC, OH SUMaryczny.
OO“ i VAl C19He4N4O10
NH__NH NH, + G
5 \/\/\r M
OH OH O  OH COOH .
HaC Masa molowa:
869,0533 g/mol
H,0
Sklad:
HaCo~CHa LIM-RET
HsC OH C(67,03%),
So'ee SUNUNES JU I
> \/W — M\/@ N(6’38%),
OH OH O oK COOH 0(19,13%)

Analiza hybrydy (kombinacji) LIM-RET wykonana metodg absorpcyjnej spektrofotometrii w pod-
czerwieni FTIR technikg ostabionego catkowitego wewnetrznego odbicia (ATR) wykazata obecnos$¢ no-
wego ugrupowania iminowego: -N=CH- (powyzszy schemat 1) potwierdzajgc wigzanie kowalencyjne
utworzone pomiedzy grupg aminowg antybiotyku (LIM) i retinalu RET).

Widmo LIM-RET wykazuje zanik pasm drgan rozciggajgcych grupy aldehydowej przy 2861,04
i 2827,46 cm' w czgsteczce retinalu i jednocze$nie pojawienie sie pasma drgan rozciggajgcych ugru-
powania -CH=N- przy 1623,73 cm-!' w czasteczce hybrydy LIM-RET (Rysunki 1 i 2) Obserwowane
zmiany wskazujg na reakcje grupy aldehydowej retinalu z grupg aminowg limecykliny z utworzeniem
ugrupowania azometinowego (-CH=N-).

Widmo FTIR hybrydy LIM-RET wykazuje dopasowane do substancji standardowej limecykliny
w 28,44%, za$ do substancji standardowej retinalu w 20,05% (Rysunek 3) Znaczna niekompatybilno$¢
widma FTIR hybrydy z widmami FTIR substancji uzytych do jej syntezy $wiadczy o utworzeniu nowej
struktury.

Badania aktywno$ci mikrobiologicznej na przyktadzie hybrydy LIM-RET

Hybryde (LIM-RET) zsyntetyzowang wedtug wymienionych przyktadéw z uzyciem antybiotyku—
limecykliny (LIM) i pochodnej witaminy A - retinalu (RET) poddano ocenie aktywnos$ci przeciwbakteryjne;j
wobec wybranych szczep6éw drobnoustrojéw:

Beztlenowych, Gram-dodatnich:

— Propionibacterium acnes PCM 2334,

— Propionibacterium acnes PCM 2400,

Tlenowych Gram-dodatnich:

— Staphylococcus aureus ATCC 25923,

— Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,

Tlenowych Gram-ujemnych:

— Escherichia coli ATCC 25992,

— Pseudomonas aeruginosa ATTC 27853

Ocena wrazliwosci bakterii na badany zwigzek metodg dyfuzji do pozywki state;j.

Przygotowano roztwory badanych substancji o stezeniu 10 mg/ml: LIM-RET i RET w DMSO oraz
ekstrakt wodny LIM z preparatu Tetralysal. Nastepnie sporzagdzono pozywki Miieller-Hinton, ktére wy-
lano w ilosci ok. 20 ml na ptytki Petry’ego i pozostawiono do zastygniecia w temperaturze pokojowej
oraz zawiesiny komorek bakteryjnych o stezeniu 0,5 McFarlanda (1,5 CFU) zaszczepiajac je poprzez
rozprowadzenie na powierzchni zastygnietego podtoza agarowego. Na przygotowane ptytki naniesiono
roztwory badanych zwigzkéw o stezeniu koAcowym 100 pg. Ptytki inkubowano w warunkach odpowied-
nich dla optymalnego wzrostu bakterii:

— bakterie tlenowe w temp. 37°C przez 24 godziny w warunkach tlenowych,

— bakterie beztlenowe w temp. 37°C przez 48 godzin w warunkach beztlenowych.

Po okresie inkubacji zmierzono powstate strefy zahamowania wzrostu bakterii wokét badanych
zwigzkow. Wyniki doSwiadczenia przedstawia ponizsza tabela 1.
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Tabela 1. Strefy zahamowania wzrostu [mm] bakterii wobec testowanych substanc;ji

S bakteii Testowane substancje

zezep baklert LIM-RET LIM RET
Bakterie tlenowe Gram+
S. aureus 22 26 15
S. epidermidis 17 4 15
Bakterie tlenowe Gram-
P. aeruginosa 5 8 4
E. coli 15 17 4
Bakterie beztlenowe Gram+
P. acnes PCM 2400 21 13 14
P. acnes PCM 2334 23 8 12

Przedstawione dane liczbowe wskazujg na intensyfikacje aktywnosci przeciwbakteryjnej otrzy-
manej hybrydy w odniesieniu do zwigzkéw uzytych do jej syntezy, wobec bakterii beztlenowych Gram+
Propionibacterium acnes, ktérej przypisuje sie zasadniczg role w patogenezie tradziku (Contassot E.,
French L., Journal of Investigative Dermatology, 2014, 134, 310)

Ocena minimalnego stezenia hamujgcego wzrost bakterii (MIC).

Warto$¢ MIC (ug/ml) w odniesieniu do hybrydy wyznaczono z zastosowaniem metody podwéj-
nych mikrorozciefczen na ptytkach 96-dotkowych, w odpowiednich pozywkach bakteryjnych.

W tym celu sporzadzono roztwory badanych substancji o stezeniu 50 mg/ml w odpowiednim roz-
puszczalniku, niewykazujgcym hamujgcego wptywu na testowane bakterie (DMSO lub H2O) oraz ino-
kulum bakteryjne o stezeniu 0,5 McFarlanda badanych bakterii tlenowych (S. aureus, S. epidermidis,
E.coli, P.aeruginosa) i beztlenowych (P. acnes PCM 2334, P. acnes PCM 2400).

Do pierwszego rzedu dotkéw ptytki wlano 382 ul odpowiedniego podtoza wzrostowego, zas w po-
zostate dotki 200 pl. Nastepnie do pierwszych gérnych dotkédw A dodano mieszajgc 8,16 ul roztworéw
badanych substancji i na zasadzie podwojnych mikrorozcienczen uzyskiwano stezenia koricowe: 1000
pag/ml, 500 pg/ml, 250 pug/ml, 125 yg/ml, 62,5 ug/ml, 31,2 yg/ml, 15,6 pg/ml, 7,8 ug/ml 3,9 ug/mi, 1,95
pg/ml. W kolejnym etapie kazdy dotek zaszczepiano dang bakterig w ilosci 2 pl, oprécz dotkéw kontrol-
nych: kontrola odczynnikowa — substancja odpowiednio rozciennczona podtozem (wykonana w celu wy-
eliminowania btedu spowodowanego barwag), kontrola dodatnia — bulion zaszczepiony dang bakterig
(Swiadczy o prawidtowym wzroécie bakterii) oraz kontrola ujemna — czysty bulion ($wiadczacy o jatowo-
Sci prowadzonego doswiadczenia). Gotowe ptytki inkubowano w odpowiednich warunkach

— bakterie tlenowe przez 24 godziny w temp. 37°C, warunki tlenowe

— bakterie beztlenowe przez 48 godzin w temp. 37°C, warunki beztlenowe.

Odczyt wykonano w automatycznym czytniku mikroptytek z dedykowanym mu oprogramowaniem
przy dtugosci fali 600 nm. Za minimalne stezenie hamujgce wzrost bakterii uwaza sie stezenie, w ktérym
nie zaobserwowano wzrostu bakterii (czyli zmiany absorbancji). Wyznaczone wartosci MIC dla testo-
wanych zwigzkéw wobec wybranych bakterii przedstawia ponizsza tabela 2.
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Tabela 2. Wartosci MIC [ug/ml] testowanych substancji wobec wybranych bakterii

. Testowane substancje

Szczep bakterii

LIM-RET LIM RET
Bakterie tlenowe Gram+
S. aureus 3,9 31,25 31,25
S. epidermidis 39 250 62,5
Babkterie tlenowe Gram-
P. qeruginosa 1000 >1000 >1000
E. coli 3,9 62,5 >1000
Bakterie beztlenowe Gram+
P. acnes PCM 2400 1,95 250 1000
P.acnes PCM 2334 1,95 500 1000

Testy MIC w podtozu ptynnym potwierdzity wyniki uzyskane w tescie pilotazowym dyfuzji na pod-
tozu statym. Najsilniejsze wiasciwosci przeciwbakteryjne posiada hybryda LIM-RET uzyskujgc MIC
w zakresie 1,95-3,9 ug/ml, z wyjgtkiem szczepu P. aeruginosa. Wartosci MIC w $rednim zakresie ak-
tywnosci 31,25 do 500 pug/ml uzyskata limecyklina rowniez i w tym przypadku nie odnotowano aktywno-
Sci wobec P. aeruginosa. Najstabszg aktywno$¢, i jedynie wobec szczepédw Gram-dodatnich, wykazy-
wata pochodna witaminy A. Utworzenie pofgczenia hybrydowego znacznie intensyfikuje aktywno$é
w odniesieniu do niezwigzanych substancji prekursorowych.

Ocena minimalnego stezenia bakteriobojczego (MBC), przy ktérym 99,9% bakterii ginie. Warto$¢
MBC (ug/ml) wyznaczono w odniesieniu do hybrydy wykorzystujgc 96—dotkowe ptytki, w ktdérych uprzed-
nio oznaczano wartosci MIC dla konkretnych zwigzkéw, wobec wybranych szczepéw bakterii. Z dotkdw,
w ktorych nie odnotowano wzrostu bakterii pobierano 10 pul medium zawierajgcego malejgce stezenie
badanego zwigzku i przenoszono na czyste ptytki Petry’ego z odpowiednim podtozem agarowym. Na-
stepie ptytkiinkubowano w temp. 37°C w celu oceny jatowos$ci hodowli lub ewentualnego wzrostu kolonii
bakteryjnych. Po inkubaciji oceniano ewentualny wzrost bakterii. Ptytki zawierajgce medium ze steze-
niem substancji czynnej, gdzie nie pojawiaty sie kolonie uznano za stezenie bakteriobdjcze (MBC). Ob-
liczone warto$ci MBC/MIC okreSlajgce skutecznos$¢ testowanych zwigzkéw wobec badanych bakterii
przedstawia ponizsza tabela 3.

Tabela3 Wartosci MBC/MIC testowanych substancji wobec wybranych bakterii

S bakterii Testowane substancje

zezep bakterll LIM-RET LIM RET
Bakterie tlenowe Gram+
S. aureus 1 2 16
S. epidermidis 2 4 8
Bakterie tlenowe Gramt-
P. aeruginosa 16 nb nb
E. coli 8 4 nb
Bakterie beztlenowe Gram+
P. acnes PCM 2400 1 2 8
P. acnes PCM 2334 1 2 16

nb - nie badano ze wzgledu na brak aktywnoséci przeciwbakteryjne;.

Charakter bakteriobéjczy wzgledem trgdzikowych szczepédw Gram+ wykazywata hybryda LIM-
RET i limecyklina.

Whiosek:

Hybryda LIM-RET wykazuje istotng aktywno$¢é bakteriob6jczg wobec bakterii Propionibacterum
acne, jako zasadniczego czynnika aktywujgcego kaskade prozapalng w rozwoju tradziku; aktywnosc¢
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znacznie wiekszg w poréwnaniu do limecykliny i szczeg6lnie retinalu jako prekursoréw ,niehybrydo-
wych”. Ze wzgledu za$ na fakt, ze hybryda jest zwigzkiem nowym, moze by¢ znacznie skuteczniejsza
od limecykliny wobec ktérej bakterie wyksztatcity mechanizmy opornosci.

Ocena stabilno$ci na przyktadzie hybrydy LIM-RET

Doswiadczenie polegato na codziennej kontroli aktywnos$ci przeciwbakteryjnej w te$cie na pod-
fozu statym (strefy) hybrydy LIM-RET w odniesieniu do pochodnej witaminy A (RET) i limecykliny (LIM),
przechowywanych w Swietle widzialnym w temp. pokojowej (RT). Badano strefy zahamowania wzrostu
bakterii powstate wokét 100 ug roztworéw testowanych zwigzkéw o stezeniu 50 mg/ml przez okres 16
dni (ponizsza tabela 4):

LIM-RET - roztwér hybrydy LIM-RET w DMSO

LIM- wodny ekstrakt limecykliny z preparatu Tetralysal

RET - roztwér pochodnej witaminy A w DMSO

Tabela 4. Strefy zahamowania wzrostu [mm] wybranych bakterii wobec testowanych roztworéw

Szczep Badany Dzien doswiadczenia
bakterii zwigzek 1 2 3 4 5 8 16
S. aureus LIM-RET 22 21 18 15 15 13 5
LIM 27 15 10 5 0 0 0
RET 14 10 S 0 0 0 0
S. epidermidis | LIM-RET 17 15 13 12 13 12 3
LM 0 0 0 0 0 0 0
RET 15 10 5 0 0 0 0
P. aeruginosa | LIM-RET 4 0 0 0 0 0 0
LIM 6 0 0 0 0 0 0
RET 4 0 0 0 0 0 0
E. coli LIM-RET 18 18 16 15 10 4 0
LIM 8 0 0 0 0 0 0
RET 8 0 0 0 0 0 0
P. acnes LIM-RET 23 18 14 13 14 14 4
PCM 2400 LM 9 0 0 0 0 0 0
RET 10 4 0 0 0 0 0
P. acnes LIM-RET 21 21 18 15 15 12 4
PCM 2334 LIM 13 4 0 0 0 0 0
RET 7 0 0 0 0 0 0

Wyniki wskazujg, ze najwyzszg stabilnoscig trwajgcg 16 dni, podczas przechowywania na $wietle
widzialnym w temperaturze pokojowej, charakteryzowata sie hybryda LIM-RET. Natomiast substancje
,hiehybrydowe” limecyklina (LIM) i retinal (RET) najszybciej tracity aktywno$é wobec bakterii Gram
ujemnych (1 dzien) i wobec patogendw wywotujgcych trgdzik P:acnes: 1-2 dni co pokazano na rysunku,
gdzie Fig. 1 przedstawia poréwnanie widma retinalu substancji standardowej (RET) i hybrydy LIM-RET
w zakresie dtugosci liczby falowej 4000-600 cm-1 .Fig. 4 i 5), Fig. 2 poréwnanie widm retinalu substanciji
standardowej (RET), limecykliny substancji standardowej (LIM) i hybrydy (LIM-RET) w zakresie 2000-
600 cm-1, Fig. 3 analize dopasowania widma hybrydy LIM-RET do substancji standardowej LIM Fig. 4
graficzng interpretacje stabilnosci hybrydy LIM-RET (kompozycji LIM-RET), oceniona poprzez jej ak-
tywnos$é mikrobiologiczng wobec bakterii Propionibacterium acnes PCM 2400 w odniesieniu do wolnych
(nie hybrydowych) substancji aktywnych: limecykliny (LIM) i retinalu (RET), a Fig. 5 graficzng interpre-
tacje stabilno$ci hybrydy LIM-RET (kompozycji LIM-RET), oceniona poprzez jej aktywno$é mikrobiolo-
giczng wobec bakterii Propionibacterium acnes PCM 2334 w odniesieniu do wolnych (nic hybrydowych)
substancji aktywnych: limecykliny (LIM) i retinalu (RET).
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Zastrzezenia patentowe

Kombinacja substancji aktywnych o witasciwosciach przeciwbakteryjnych na bazie retinalu
znamienna tym, ze oprécz retinalu zawiera $rodek przeciwbakteryjny z grupg aminowg w po-
staci limecykliny, przy czym substancje aktywne uzyte w stosunku 1:1 potagczone sg wigza-
niem kowalencyjnym.

Sposo6b otrzymywania kombinaciji substancji aktywnych, o wtasciwos$ciach przeciwbakteryj-
nych, do leczenia miejscowego trgdziku na bazie retinalu znamienny tym, ze alkoholowy roz-
twor retinalu poddaje sie reakcji ze srodkiem przeciwbakteryjnym, ktéry stanowi substancja
Z grupg aminowg w postaci limecykliny, przy czym substancje te wprowadza sie w zaleznosci
od jej rozpuszczalnosci do srodowiska wodnego, korzystnie o odczynie kwasowym lub orga-
nicznego i otrzymang mieszanine reakcyjng odparowuje sie do sucha, ewentualnie wytragcony
osad izoluje sie w drodze sgczenia lub odwirowania, ewentualnie z mieszaniny wytraca sie
osad, ktéry izoluje sie w drodze sgczenia lub odwirowania, przy czym substancje aktywne w
postaci retinalu oraz srodka przeciwbakteryjnego z grupg aminowg wystepujg wzgledem sie-
bie w stosunku jak 1:1.

Sposo6b otrzymywania wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze jako srodowisko wodne o odczy-
nie kwasowym stosuje sie rozcieficzone kwasy, korzystnie rozcienczony kwas solny, lub roz-
twory buforowe korzystnie o pH 3-6

Sposo6b otrzymywania wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze jako Srodowisko organiczne sto-
suje sie etanol, metanol, DMSO, octan etylu.

Sposo6b otrzymywania wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze jako alkoholowy roztwér retinalu
stosuje sie metanolowy lub etanolowy roztwér retinalu.

Sposo6b otrzymywania wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze otrzymany osad oczyszcza sie
przeptukujgc wodg i pozostawia do wysuszenia lub rozpuszcza sie w alkoholu i odparowuje
do sucha.

Kombinacja substancji aktywnych o wtasciwosciach przeciwbakteryjnych, zawierajgca retinal
oraz limecykline potgczone wigzaniem kowalencyjnym do zastosowania w leczeniu miejsco-
wym trgdziku.
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