ReECIPOSPOLITA 12 OPIS PATENTOWY  (o)PL (11,235824

13 B1

(51) Int.CI.

(21) Numer Zg{OSZenia: 427430 A61L 15/44 (2006.01)

A61L 29/16 (2006.01)
A61K 31/155 (2006.01)

Urzad Patentowy (22) Data zgtoszenia: 16.10.2018 A67K 31/29 (2006.01)

Rzeczypospolitej Polskiej

A61K 31/47 (2006.01)
A61P 31/04 (2006.01)

(54)

Zastosowanie medyczne kompozytu antybakteryjnego w materiatach opatrunkowych
zwlaszcza do profilaktyki lub leczenia miejscowych zakazen

(43) Zgtoszenie ogtoszono:
20.04.2020 BUP 09/20

(45) O udzieleniu patentu ogtoszono:
02.11.2020 WUP 17/20

(73) Uprawniony z patentu:

UNIWERSYTET MEDYCZNY W LUBLINIE,
Lublin, PL

(72) Tworca(y) wynalazku:
DOROTA KOWALCZUK, Lublin, PL
AGATA GLADYSZ, Kreznica Jara, PL
GRAZYNA GINALSKA, Lublin, PL
MALGORZATA MIAZGA-KARSKA, Lublin, PL
BARBARA RAJTAR, Lublin, PL
MALGORZATA POLZ-DACEWICZ, Lublin, PL
RAFAL PIETRAS, Lublin, PL

(74) Petnomocnik:
rzecz. pat. Anna Belz

PL 235824 B1



2 PL 235 824 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie medyczne kompozytu antybakteryjnego w materia-
tach opatrunkowych zwtaszcza do profilaktyki lub leczenia miejscowych zakazen.

Szacuje sie, ze w 2015 roku blisko 6,5 miliona 0s6b na $wiecie dotknietych byto problemem ran
przewlektych, z czego w Polsce okoto 500 tysiecy. Ze wzgledu na starzenie sie spoteczefnstwa i wzrost
zachorowalno$ci na choroby cywilizacyjne (cukrzyca, otyto$¢, choroby uktadu sercowo-naczyniowego)
liczba ta bedzie sie stale powiekszaé [Rusak. A., Rybak Z., Polim. Med., 2013, 43 (3), 199-204; Dreifke
M.B. i wspétautorzy, Mater. Sci Eng C Mater Biol Appl, 2015,48, 651-662].

Ranami przewleklymi nazywa sie te, ktérych proces gojenia jest zaburzony i trwa diuzej niz trzy
miesigce. Charakteryzuje je dtugotrwale utrzymujacy sie stan zapalny, ktérego przyczyng w wiekszosci
przypadkow jest infekcja bakteryjna spowodowana przez wiecej niz jeden szczep. Najczesciej wyste-
pujgce w zakazonej ranie drobnoustroje to Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomo-
nas aeruginosa, Escherichia coli koagulazoujemne gronkowce (m.in. Staphylococcus epidermidis). Bar-
dzo prawdopodobne jest, ze bakterie te wystepujg w ranach przewlektych w postaci struktury komplek-
sowej zwanej biofilmem, ktérego obecnos$¢ utrudnia leczenie wydtuzajgc czas jego trwania. Leczenie
zakazen ran przewlektych z wykorzystaniem popularnych antybiotykéw i antyseptykow jest utrudnione
ze wzgledu na wzrastajgcg liczbe szczepoéw opornych na dotychczas stosowane i dostepne preparaty.
Najpowszechniej wystepujgce w ranach gatunki bakterii opornych to P. aeruginosa i S. aureus [Nunan R.
i wspotautorzy, Dis. Model Mech., 2014, 7. 1205-1213; Davies C.E. i wspotautorzy, Rep Reg, 2001, 9,
332-340; Gjedsbel K. i wspdtautorzy, Int Wound J, 2006, 3 (3), 225-231].

Specyfika leczenia ran przewleklych wymagajgca stosowania odpowiednich opatrunkéw, czesto
zwigzana z czasowg niezdolnoscig do pracy i potrzebg opieki 0séb trzecich znacznie obcigza system
opieki zdrowotnej i socjalnej, generujgc ogromne wydatki; natomiast zmniejszajgca sie liczba mozliwych
do zastosowania preparatdéw antybakteryjnych sprawia, ze jest to nadal duze wyzwanie terapeutyczne
dla wspéiczesnej medycyny i nauki, czynigc z niego problem o zasiegu globalnym [Sen C.K. i wspot-
autorzy, Wound Repair Regen., 2009, 17, 763-771].

Aktualne badania skupiajg sie na poszukiwaniach bardziej efektywnego sposobu leczenia ran
poprzez witagczanie w strukture opatrunkéw substanciji o wiasciwosciach przeciwbakteryjnych, przeciw-
bdélowych i przyspieszajgcych proces gojenia, a co za tym idzie dgzg do zastgpienia ogdIinoustrojowego
podawania lekéw — podawaniem miejscowym. Zahamowanie i/lub zlikwidowanie infekcji bakteryjnej
mozna o0siggngé przez, zastosowanie antybiotyk6w, chemioterapeutykéw i antyseptykéw oraz coraz
powszechniej — z wykorzystaniem substanciji pochodzenia naturalnego: olejkéw eterycznych, ekstrak-
téw, roslin, enzymow, czy peptydow.

Powszechnie wykorzystywanym w prototypach opatrunkéw chemioterapeutykiem jest cyproflok-
sacyna. Lek wigcza sie w strukture opatrunkdéw chitozanowo-alginianowyh [Han F. i wspétaut. App! Surf
Sci, 2014, 311, 626—634], chitozanowo-zelatynowych [Hima B.TVL. i wspétaut., International Journal of
Drug Delivery, 2010, 2, 173—-182] uzyskujac opatrunki w formie btony posiadajgce aktywnos$¢ przeciw-
bakteryjng przez dtugi okres czasu (nawet 28 dni).

Kolejng metodg jest wytwarzanie mikrowtékien poliuretanowo-dekstranowych technikg elektro-
przedzenia, w ktorych strukture, wigcza sie lek [Unnithan A.R. i wspétaut., Carbohydr Polym, 2012, 90,
1786-1793].

W celu wiekszej kontroli nad uwalnianiem chemioterapeutyku tworzy sie takze kompleksy cypro-
floksacyna montmorylonit, a nastepnie zamyka w zelatynie, co skutkuje powolniejszym i dtuzszym
w czasie uwalnianiem leku [Kevadiya B.D. i wspétaut., Colloids Surf B Biointerfaces, 2014, 122, 175-183].

W przypadku niewielkiej infekcji rany lub by zapobiec rozwojowi zakazenia zamiast antybiotykdw
stosuje sie antyseptyki. Najpowszechniej uzywanymi w tworzeniu potencjalnych materiatéw opatrunko-
wych sg pochodne biguanidu oraz zwigzki jodu.

Chlorheksydyna ze wzgledu na wiasciwos$ci odkazajgce zostata zastosowana w kilku typach opa-
trunkéw. Podobnie jak w przypadku cyprofloksacyny utworzono jej kompleks z montmorylonitem i wig-
czono go w strukture opatrunku chitozanowego co spowolnito uwalnianie substancji czynnej. Badania
aktywno$ci biologicznej wykazaty dziatanie antyseptyczne zapobiegajgce powstawaniu biofilmu w ranie
[Ambrogi V. i wspétaut., J Colloid Interface Sci 2017, 491, 265-272].
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Omawiane sposoby otrzymywania opatrunkéw przeciwbakteryjnych dotyczg rutynowo uzywa-
nych w lecznictwie zwigzkéw o udowodnionych wtasciwosciach przeciwbakteryjnych, ktére jednak prze-
stajg byé skuteczne ze wzgledu na rosngcg liczbe przypadkdéw wielolekoopornosci szczepéw mikroor-
ganizmow.

Istota wynalazku dotyczy zastosowania kompozytu zawierajgcego bizmut oraz chlorheksydyne
(jako ligand x) i fluorochinolon (jako ligand y) w stosunku molowym odpowiednio 1:1:1-3 w materiatach
opatrunkowych zwtaszcza do profilaktyki lub leczenia miejscowych zakazen, zwtaszcza dermatologicz-
nych, jamy ustnej, urologicznych. Kompozyt ma strukture kompleksu skomponowanego z ligandéw x i y
potaczonych kowalencyjnie z jonem bizmutu(lll) w odréznieniu od kombinacji znanej w stanie techniki.

Kompozyt do zastosowania jako $rodek przeciwbakteryjny i potencjalnie przySpieszajgcy proces
gojenia w materiatach opatrunkowych moze mieé postaé proszku, roztworu, zawiesiny, hydrozelu, kap-
sutek (makro, mikro lub nanokapsutek), granul, bton (plastra, filmu). Kompozyt korzystnie do zastoso-
wania w matrycy chitozanowo-alginianowa, chitozanowo-zelatynowo-alginianowg, chitozanowo-keraty-
nowa.

Kompozyt korzystnie do inkorporowania w macierz gotowych form opatrunkowych, cewnikéw lub
innych biomateriatéw przeznaczonych do terapii zakazen miejscowych.

Celem wynalazku jest zastosowanie kompozytu o skfadzie wyzej opisanym do otrzymywania
przeciwbakteryjnych i potencjalnie leczniczych form opatrunkowych, biozgodnych z tkankami ludzkimi,
gdzie kompozyt wigcza sie w matryce o wtasciwosciach biokompatybilnych, nietoksyczng i umozliwia-
jacg sukcesywne jego uwalnianie, korzystnie chitozanowo-alginianowg, chitozanowo-zelatynowo-algi-
nianowg, chitozanowo-keratynowg. Zastosowanie kompozytu w formie opatrunkowej, pozwala na prze-
dtuzone dziatanie przeciwbakteryjne dzieki stopniowemu uwalnianiu substancji aktywnych. Ponadto
mozliwa jest redukcja cytotoksycznosci kompozytu inkorporowanego do matrycy formy opatrunkowe;j
i/lub leczniczej, szczegblnie po zamknieciu w makro-, mikro- lub nano- czgstkach dzieki spowolnieniu
jego dystrybucii.

Struktura, spektrum aktywnos$ci antybakteryjnej i toksyczno$¢ wzgledem komérek ssakéw dla
kompozytu zawierajgcego bizmut, chlorheksydyne i cyprofloksacyne jako fluorochinolon (CIP-Bi-CHX),
wybranego celem otrzymania form opatrunkowych do profilaktyki lub leczenia miejscowych zakazen,
zostata okres$lona odpowiednio na podstawie analizy instrumentalnej NMR, testéw mikrobiologicznych i
testéw cytotoksycznosci.

Struktura kompozytu CIP-Bi-CHX:

HN/—/—\%\NH
HN>:§\ /E=<NH

\

-

HO g

Wz6r sumaryczny: C39H47BiCLiFN 1303
Masa molowa: 1115,67 g/mol
Temparatura topnienia: 294,7°C
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Widma NMR kompozytu CIP-Bi-CHX wskazujg na obecno$¢ cyprofloksacyny i chlorheksydyny,
gdyz zawierajg sygnaly charakterystyczne dla tych substancji. Analiza poréwnawcza widm NMR wska-
zuje réwniez na wigzanie CIP i CHX poprzez atom bizmutu z uwagi na pojawienie sie znacznych zmian
sygnatow w widmie kompozytu w poréwnaniu do tych samych sygnatéw w widmach substancji macie-
rzystych. Zmiany dotyczg réznic w multipletowos$ci pasm (dodatkowy pik lub zanik piku), rozszerzenia
pasm, réznicy w intensywnos$ci pasm (gtéwnie redukcja sygnatu), znacznych przesunie¢ pasm jak row-
niez zanik pasm. Zmiany $wiadczg o zdecydowanej ingerencji w czgsteczki substancji niezwigzanych
z mozliwoécig tworzenia struktury kompozytowej, a nawet hybrydowej (tworzenia wigzan atomowych
i koordynacyjnych).

W widmie 'H NMR kompozytu sg obecne pasma protonowe charakterystyczne dla cyprofloksa-
cyny: 1.19, 1.30-1.33, 3.84-3.85, 7.55-8.66, za$ pasmo protonowe grupy karboksylowej: 15.14 znika
prawdopodobnie ze wzgledu na podstawienie atomu wodoru grupy karboksylowej atomem bizmutu.

W widmie 'H NMR kompozytu sg obecne pasma protonowe charakterystyczne dla chlorheksy-
dyny: 1.29, 1.46, 3.04-3.08, 7.31-7.43. Pasma protonowe szczegdlnie ugrupowania biguanidynowego
chlorheksydyny w zakresie 7.26—7.39 ulegly znacznym przesunieciom po wtgczeniu jej w strukture kom-
pozytu.

Zmiany w widmach *C NMR kompozytu w odniesieniu do widm substancji macierzystych sg
podobne do obserwowanych w widmie 'H NMR co potwierdza wigzanie tych substancji z mozliwo$cig
tworzenia kompozytu.

Widma 'H NMR (ds-DMSO, ppm)

CIP HCI: 1.19, 1.20, 1.32, 1.34, 3.57, 3.85, 3.87, 3.88, 7.60, 7.63, 7.93, 7.98, 8.68, 9.43, 15.14
(-COOH)

CHX 2CH3COOH: 1.26, 1.44,

CIP-Bi-CHX: 1.19, 1.29, 1.30,
7.88,7.92, 8.66

Widma "*C NMR (de-DMSO, ppm)

CIP HCI: 8.09, 36.47, 42.95, 46.78, 46,84, 107.29, 107.41, 111.50, 111.81, 119.76 119.87,
139.55, 144.54, 144 .68, 148.70, 151.70, 155.01, 166.33,176.84, 176.87

CHX 2CH3COOH: 25.29 (-CHs w octanie), 26.37, 122.47, 126.18, 128.69 160.07, 176.39
(-COOH w octanie)

CIP-Bi-CHX: 8.05,26.39,36.37,44.89,49.79,106.81,107.23,111.30,111.61,119.08,119.18, 122.16,
126.73, 128.93, 138.28, 138.76, 139.66, 145.64, 145.77, 148.48, 151.82, 155.13, 155.38, 160.74, 166.45,
176.81

.72 (-CHs w octanie), 3.04, 3.06, 3.09, 7.26, 7.28, 7.29, 7.39
.33, 1.46, 3.04, 3.08, 3.84, 3.85, 7.31, 7.34,7.41,7.43, 7.55,7.57,

—_ _a

Badania mikrobiologiczne

Kompozyt (CIP-Bi-CHX) zsyntetyzowany z uzyciem chemioterapeutyku-cyprofloksacyny (CIP)
i antyseptyku-chlorheksydyny (CHX), poddano ocenie aktywnosci przeciwbakteryjnej wobec wybranych
szczepOw drobnoustrojow:

bakterii tlenowych Gram-dodatnich:

- Staphylococcus aureus ATCC 25923

- Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

bakterii tlenowych Gram-ujemnych:

- Escherichia coli ATCC 25992

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Ocena stref zahamowania wzrostu bakterii z uzyciem testu przesiewowego polegajgcego na
dyfuzji substancji czynnej do pozywki statej Mieller-Hinton.

Doswiadczenie — przygotowano kolejno: roztwory lub zawiesiny badanych substancji o stezeniu
10 mg/ml w DMSO; pozywki Miieller-Hinton agar, ktére wylano w ilosci ok. 20 ml na ptytki Petry’ego
i pozostawiono do zastygniecia w temperaturze pokojowej; inokulum bakteryjne o stezeniu 0,5 McFar-
landa uzywajgc wymienionych szczepdw bakterii.

Zawiesiny poszczegélnych bakterii zaszczepiono za pomocg gtaszczki na zastygnietych ptytkach,
a, nastepnie na oznaczone odpowiednie miejsca ptytki naniesiono przygotowane wczesniej roztwory
badanych zwigzkéw o stezeniu koricowym 100 pg. Gotowe ptytki inkubowano 24 godziny w temp. 37°C,
w warunkach tlenowych. Po okresie inkubacji zmierzono za pomoca linijki mikrobiologicznej powstate
strefy zahamowania wzrostu bakterii wytworzone wokot badanych zwigzkéw. Wyniki doswiadczenia
przedstawia ponizsza tabela:
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Strefy zahamowania wzrostu [mm]|
Badany zwiazek bakterii Gram- bakterii Gram+
E. coli P. aeruginosa S. aureus S. epidermidis

Cyprofloksacyna (CIP), w 42 28 40 38
postaci chlorowodorku

Chlorheksydyna (CHX) w 12 10 19 18
postaci dioctanu

Kompozyt (CIP-Bi-CHX) 44 40 42 38

Przedstawione dane liczbowe wskazujg na intensyfikacje aktywnos$ci przeciwbakteryjnej otrzy-
manego kompozytu w odniesieniu do zwigzkéw uzytych do jego syntezy, wobec bakterii E. coli, P. ae-
ruginosa i S. aureus, z poérdd ktérych Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa uwazane sg
za najczestszy czynnik etiologiczny wywotujgcy zakazenia ran, w tym zakazenia owrzodzen stopy cu-
krzycowej i oparzen (Arkadiusz Jawien i inni. Wytyczne postepowania miejscowego i ogéinego w ranach
objetych procesem infekcji. Leczenie Ran 2012, 9(3), 59-75). Najwiekszg strefe zahamowania wzrostu
wykazywat badany kompozyt w stosunku do E. coli, za$ najwiekszg intensyfikacje aktywnosSci przeciw-
bakteryjnej zaobserwowano wobec P. aeruginosa.

Ocena stopnia wrazliwos$¢ testowanych komérek bakteryjnych

Celem okreslenia stopnia wrazliwo$¢ testowanych komérek bakteryjnych w odniesieniu do kom-
pozytu wyznaczono wartosci MIC (ocena iloSciowa wrazliwosci) i MBC:

e gdy MBC < 4 x MIC, $rodki bakteriobéjcze wzgledem danego patogenu
e gdy MBC > 4 x MIC, $rodki bakteriostatyczne wzgledem danego patogenu

Celem okreSlenia skutecznosci przeciwbakteryjnej kompozytu wyznaczono warto$¢ MBC/MIC
(im nizsza warto$s¢ MBC/MIC tym $rodek bardziej skuteczny)

e gdy MBC/MIC > 32 wystepuje zjawisko tolerancji komérek bakteryjnych na terapeutyk w da-
nych warunkach.

Ocena minimalnego stezenia hamujacego wzrost bakterii (MIC). Warto$¢ MIC (ng/ml) w od-
niesieniu do kompozytu wyznaczono z zastosowaniem metody szeregu mikrorozcienczen w ptytkach
96-dotkowych, w odpowiednich pozywkach bakteryjnych. W tym celu sporzadzono roztwory badanych
substancji o stezeniu 50 mg/ml w odpowiednim rozpuszczalniku, nie wykazujgcym hamujgcego wptywu
na testowane bakterie (2,5% kwas octowy) oraz inokulum bakteryjne o stezeniu 0,5 McFarlanda bada-
nych drobnoustrojéw (S. aureus, S. epidermidis, E. coli, P. aeruginosa). Do pierwszego dotka w plytce
odmierzono 392 pl, a do pozostatych 200 pl bulionu Mieller. Nastepnie do pierwszego dotka dodano
8,16 pl roztworu testowanej substancji i na zasadzie podwdjnych mikrorozciericzen uzyskiwano stezenia
koricowe: 1000; 500; 250; 125; 62.5; 31.25; 15.62; 7.81; 3.91; 1.96; 0.976; 0.488; 0.244; 0.122; 0.061;
0.0305 pg/ml. W kolejnym etapie kazdy dotek zaszczepiano dang bakterig w ilosci 2 pl. W kazdej ptytce
przygotowywano takze kontrole dodatnig (czyli bulion zaszczepiony dang bakterig) oraz kontrole
ujemng (czysty bulion) w celu oceny poprawnosci i jalowosci prowadzonego doswiadczenia. Gotowe
ptytki inkubowano w odpowiednich warunkach (temp. 37°C. 24 godziny, warunki tlenowe). Odczyt wy-
konano z uzyciem czytnika ptytek BioTek przy dtugosci fali 600 nm. Wyznaczone warto$ci minimalnego
stezenia hamujgcego wzrost bakterii (MIG) dla testowanych zwigzkdéw wobec tlenowych bakterii Gram
ujemnych i Gram dodatnich przedstawia ponizsza tabela.

Wartosci MIC [pg/mi]

Badany zwigzek bakterii Gram- bakterii Gram+
E. coli P. aeruginosa S. aureus S. epidermidis
Cyprofloksacyna (CIP), w 0.122 0.122 0.0305 0.122
postaci chlorowodorku
Chlorheksydyna (CHX) w 0.488 7.800 0.488 0.244
postaci dioctanu
Kompozyt (CIP-Bi-CHX) 0.122 0.244 0.488 0.122
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Wyniki wskazujg, ze otrzymany kompozyt jest aktywniejszy od chlorheksydyny w stosunku do
S. epidermidis, E. coli i P. aeruginosa, szczeg6lnie wobec P. aeruginosa. W pozostatych rozpatrywa-
nych przypadkach jego aktywno$¢ jest rowna lub nieznacznie nizsza w poréwnaniu z aktywno$cig chlor-
heksydyny i cyprofloksacyny, jako zwigzkéw uzytych do jego syntezy.

Ocena minimalnego stezenia bakteriobéjczego (MBC), przy ktérym 99,9% bakterii ginie. War-
to$¢ MBC (ug/ml) wyznaczono w odniesieniu do kompozytu wykorzystujgc 96-dotkowe ptytki, w ktdrych
uprzednio oznaczano wartosci MIC dla konkretnych zwigzkéw, wobec wybranych szczepdéw bakterii
(S. aureus, S. epidermidis, E, coli, P. aeruginosa). Z dotkbéw, w ktérych nie odnotowano wzrostu bakterii
pobierano 10 pul medium zawierajgcego malejgce stezenie badanego zwigzku i przenoszono na czyste
ptytki Petry’ego z odpowiednim podtozem agarowym. (Mieller-Hinton dla bakterii tlenowych lub BHI dla
bakterii mikroaerobowych). Nastepnie ptytki inkubowano 24 godziny w temp. 37°C, w warunkach tleno-
wych. Po inkubacji oceniano ewentualny wzrost bakterii. Ptytki zawierajgce medium ze stezeniem sub-
stancji czynnej, gdzie nie pojawiaty sie kolonie uznano za stezenie bakteriobdjcze (MBC). Wyznaczone
wartosci minimalnego stezenia bakteriobéjczego (MBC) dla testowanych zwigzkéw wobec tlenowych
bakterii Gram ujemnych i Gram dodatnich przedstawia ponizsza tabela:

Wartosci MBC [pg/ml]
Badany zwigzek bakterii Gram- bakterii Gram+
E. coli P. aeruginosa S. aureus S. epidermidis

Cyprofloksacyna (CIP), w 0.244 0.244 0.061 0.244

postaci chlorowodorku

Chlorheksydyna (CHX) w 1.953 62.500 0.976 0.488

postaci dioctanu

Kompozyt (CIP-Bi-CHX) 0.244 0.488 1.953 0.976

Obliczone wartosci; MBC/MIC okre$lajgce skuteczno$¢ testowanych, zwigzkéw, wobec tleno-
wych bakterii Gram ujemnych i Gram-dodatnich przedstawia ponizsza tabela:

Wartosci MBC/MIC
Badany zwigzek bakterii Gram- bakterii Gram+
E. coli P. aeruginosa S. aureus S. epidermidis

Cyprofloksacyna (CIP), w 2 2 2 2
postaci chlorowodorku

Chlorheksydyna (CHX) w 4 8 2 2
postaci dioctanu

Kompozyt (CIP-Bi-CHX) 2 2 4 8

Wyniki wskazujg, ze kompozyt ma bakteriobdjczy charakter w stosunku do testowanych bakterii
z wyjatkiem S. epidermidis, gdzie stosunek MBC/MIC wynoszacy 8 Swiadczy o bakteriostatycznej ak-
tywnosci i jest skuteczniejszy wobec bakterii Gram- niz wobec bakterii Gram+. Chlorheksydyna jest
bakteriostatyczna wzgledem P. aeruginosa i bakteriobdjcza w stosunku do pozostatych testowanych
bakterii. Cyprofloksacyna za$ ma charakter bakteriobdjczy w stosunku do wszystkich testowanych bak-
terii.
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Whiosek:

Kompozyt CIP-Bi-CHX ztozony z cyprofloksacyny i chlorheksydyny zwigzanych poprzez atom
bizmutu wykazuje aktywno$¢ bakteriobdjczg wobec bakterii najczesciej wywotujgcy zakazenia ran: Sta-
phylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa podobnie do cyprofloksacyny. Ze wzgledu zas$ na fakt,
ze jest zwigzkiem nowym, moze byé skuteczniejszy od cyprofloksacyny wobec ktdrej bakterie wyksztat-
city mechanizmy oporno&ci.

Testy cytotoksycznosci

Dla wiasciwej oceny cytotoksycznosci zastosowano kilka linii komérkowych jako ze réznigce sie
pochodzeniem linie komoérkowe mogg wykazywaé odmienng wrazliwo$¢ na te samg substancje (Gruber B,
Anuszewska E. Ocena dziatania cytotoksycznego nowych pochodnych antracyklinowych w ukfadzie
réznych linii komoérkowych, Biuletyn IL, 2001, 45(3), 569-578).

W badaniu wykorzystano linie komérkowg FaDu (ATCC — HTB-43) pochodzacg z ludzkiego raka
ptaskonabtonkowego krtani. RAW 264.7 (ATCC-TIB-71) otrzymang z mysich makrofagéw oraz Vero
(ECACC - 84113001) pochodzgcg z nerki afrykanskiej matpy zielonej. Do prowadzenia hodowli komé-
rek FaDu uzyto podtoze Minimum Essential Medium (MEM), natomiast podtoze Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM) zastosowano do hodowli komérek RAW 264,7 i Vero. Podtoza uzupetniano 10%
surowicy (FBS) oraz 100 U/ml penicyliny i 100 pg/ml streptomycyny.

Testowane substancje rozpuszczono w 10% kwasie cytrynowym do koncowego stezenia
1 mg/ml. Hodowle komérek prowadzono w ptytkach 96-dotkowych do ktérych rozlewano po 100 pl za-
wiesiny komorek o gestosci odpowiednio 2 x 10 (FaDu), 4 x 10* (RAW 264.7) oraz 1,5 x 10* komérek,
na dotek przygotowanej w podtozu hodowlanym z dodatkiem 10% surowicy. Po 24 h inkubacji w temp.
37°C podtoze z hodowli usuwano i dodawano roztwory badanych ekstrakcji w ptynie hodowlanym z do-
datkiem12% surowicy. Kofncowe stezenia substancji wyniosty 0,25; 0,5; 1; 2; 3,9; 7,8; 15,6; 31,3; 62,5;
125 pg/ml. Do kontroli hodowli komérek dodawano tylko ptyn hodowlany z dodatkiem 2% surowicy.
Komorki poddane dziataniu testowanych substancji inkubowano w temp. 37°C w obecnosci 5% CO>
przez 48 h.

Cytotoksycznos$é substancji oceniano iloSciowo przy uzyciu testu formazanowego, MTT (Rajtar B.
i inni, Journal of Pre-Clinical and Clinical Research, 2013, 7, 104-106) stosujgc czytnik do ptytek przy
dtugosci fali 540 i 620 nm.

Na podstawie pomiaréw okre$lano warto$¢ ICso, czyli stezenie badanego zwigzku, ktére spowo-
dowato spadek aktywnosci uzytej populacji komoérek o 50% w poréwnaniu z kontrolg. Otrzymane wyniki
przedstawia ponizsza tabela:

Linia komé6rkowa
Badany zwiazek FaDu RAW 264.7 Vero
1Cso (ug/mL) = SD
Kompozyt (CIP-Bi-CHX) 3.86 %+ 0.59 1.90 £ 0.06 29.4+2.36
Cyprofloksacyna (CIP), w 13.74 + 1,96 25.48+1.93 35.95 +£3.89
postaci chlorowodorku
Chlorheksydyna (CHX) w 1.87£0.19 0.92 £ 0.08 11.65+1.29
postaci dioctanu
Kwas cytrynowy 16.15+2.71 27.00 £ 2.69 33.5+7.89
{rozpuszczalnik)

Kompozyt CIP-Bi-CHX zsyntetyzowany de novo wedtug podanych wyzej przyktadéw i pod-
dany ocenie cytotoksycznosci przy uzyciu wszystkich wykorzystanych linii komérkowych wykazat
toksyczno$é ponad 2 razy mniejszg niz chlorheksydyna uzyta do jego syntezy. Kompozyt jak row-
niez substancje uzyte do jego syntezy najmniejszg toksyczno$é wykazaty w stosunku do linii
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komodrkowej nerki matpy zielonej, ktéra to linia wydaje sie najbardziej odpowiadaé komérkom czto-
wieka. W stosunku do tej linii, kompozyt charakteryzowat sie znacznie mniejszg toksycznoscig
(2,5 razy mniejszg) w odniesieniu do chlorheksydyny uzytej do jego syntezy i nieznacznie wiekszag
toksycznoécig w odniesieniu do cyprofloksacyny uzytej rowniez do jego syntezy.

Z punktu widzenia cytotoksycznosci, korzystne jest stosowanie chlorheksydyny w postaci za-
proponowanego kompozytu ze wzgledu na znaczng redukcje jej cytotoksycznosci przy zachowaniu
spektrum dziatania z jednoczesng intensyfikacjg skutecznos$ci przeciwbakteryjnej.

Propozycje form aplikacji kompozytu

Ponizej przedstawiono przyktady zastosowania kompozytu i otrzymanych form materiatéw
opatrunkowych i/lub leczniczych zawierajgcych kompozyt ztozony z bizmutu, chlorheksydyny i cy-
profloksacyny jako fluorochinolonu (CIP-Bi-CHX), uzytych w stosunku molowym 1:1:1.

Przyktad 1

Materiat opatrunkowy w postaci btony (filmu): 25 ml 1,5% chitozanu rozpuszczonego w 1%
kwasie octowym zmieszano z 19 ml 1,5% wodnego roztworu zelatyny, a nastepnie dodano 1 ml glice-
ryny jako plastyfikatora oraz 5 ml kompozytu rozpuszczonego w buforze cytrynianowym, pH 4.3, o ste-
zeniu 0,1 mg/ml. W celu uzyskania wiekszego stezenia kompozytu korzystnie jest rozpusci¢ go w kwasie
cytrynowym z dodatkiem glikolu polietylenowego. Cato$¢ wymieszano, odgazowano z uzyciem tazni
ultradzwiekowej, a nastepnie przelano do formy i pozostawiono do wysuszenia.

Przyktad 2

Materiat opatrunkowy w postaci granul (kulek): Zmieszano 87 ml 2% roztworu wodnego algi-
nianu sodu z 8 ml 1,5% roztworu wodnego zelatyny dodajgc 5 ml roztworu kompozytu rozpuszczo-
nego w buforze cytrynianowym, pH 4.3, o stezenie 0,1 mg/ml. W celu uzyskania wiekszego stezenia
kompozytu korzystnie jest rozpusci¢ kompozyt w kwasie cytrynowym z dodatkiem, glikolu, poliety-
lenowego. Uzyskang mieszanine wkraplano powoli do 500 ml roztworu powstatego przez zmiesza-
nie w stosunku objetosciowym 1:1 3% chitosanu w 1% kwasie octowym z 5% roztworem chlorku;
wapnia przy statym mieszaniu. Uzyskane granule po 30 minutach odsgczono, przeptukano wodg,
a nastepnie poddano suszeniu.

Przyktad 3

Granulat otrzymany wedtug przyktadu 2 pokryto czgsteczkami srebra poprzez redukcje Ag*
do Ag°. Granulat umieszczono w roztworze azotanu srebra z dodatkiem surfaktanta i mieszajgc
dodano roztwér kwasu askorbinowego uzyskujgc ciemnobrunatne zabarwienie powierzchni.

Przyktad 4

Materiat opatrunkowy w postaci kapsutek: 70 ml 1,5% roztworu chitosanu w 1% kwasie octo-
wym zmieszano z 10 ml 1,5% wodnego roztworu zelatyny. 15 ml 5% roztworu chlorku wapnia i 5 ml
roztworu kompozytu rozpuszczonego w buforze cytrynianowym, pH 4,3, o stezenie 0,1 mg/ml.
W celu uzyskania wiekszego stezenia kompozytu korzystnie jest rozpusci¢ kompozyt w kwasie cy-
trynowym z dodatkiem glikolu polietylenowego. Uzyskang mieszanine wkraplano do 100 ml 0,25%
roztworu alginianu sodu. Nastepnie otrzymane kapsutki odsgczono i przeniesiono na 30 minut do
2,5% roztworu chlorku wapnia, po czym ponownie odsgczono i przeptukano wodg. Utozono w formy
i suszono.

Przyktad 5

Gotowe, dostepne w sprzedazy opatrunki poliuretanowe, piankowe do leczenia ran (frag-
menty 0,5 x 0,5 cm) aktywowano w 0,25% etanolowym roztworze jodu lub 0,1% etanolowym roz-
tworze bromu przez 1 h w temperaturze 37°C. Wyjeto i odsgczono na gazie a nastepnie na kazdy
fragment matrycy naniesiono kroplami 0,25 ml hydrozelu zawierajgcego kompozyt (25 mg kompo-
zytu rozpuszczono w 15 ml 10% kwasu cytrynowego, dodano 15 mg chitozanu rozpuszczajgc
z udziatem ultradzwiekéw, nastepnie 0,5 ml 5% glutaraldehydu oraz 0,2 ml roztworu glikolu polie-
tylenowego) i suszono 24 h w temperaturze 37°C.

Przyktad 6

Gotowe, dostepne w sprzedazy opatrunki przeznaczone do leczenia ran nasgczono roztwo-
rem hydrozelu zawierajgcego kompozyt lub roztworem kompozytu i wysuszono. Hydrozel przygo-
towano przez rozpuszczenie polimeru hydrofilowego (korzystnie chitozanu lub chitozanu i alginianu
sodu) w fazie wodnej, na ciepto lub na zimno (zaleznie od rodzaju polimeru), a nastepnie wprowa-
dzono kompozyt przez: rozpuszczenie go w roztworze kwasu cytrynowego i dodanie do fazy wodnej
przed utworzeniem hydrozelu lub zmieszanie roztworu kompozytu z podtozem hydrozelowym, lub
przez utarcie proszku kompozytu z podtozem hydrozelowym.
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Przyktad 7

Materiat opatrunkowy w postaci polimerowego proszku chitozanowo-alginianowo-pektyno-
wego zawierajgcego kompozyt, uzyskanego technikg suszenia rozpytowego.

Przyktad 8

Materiat opatrunkowy w postaci hydrozelu o aktywnos$ci przeciwbakteryjnej do zastosowan
stomatologicznych: kompozyt w postaci proszku, roztworu lub w formie zamknietej w mikro/lub na-
nokapsutkach wprowadza sie do polimerowego podtoza przygotowanego w fazie wodnej stosujgc
znane metody postepowania. Jako polimer uzywa sie np. chitozan, alginian sodu, gume ksanta-
nowg, s6l sodowg karboksymetylocelulozy, hydroksyetyloceluloze lub kompozycje polimerdw.

Przyktad 9

Cewnik przeciwbakteryjny do leczenia infekcji zwigzanych z cewnikowaniem: gotowy, (do-
stepny w sprzedazy cewnik na bazie lateksu) nasgcza sie roztworem kompozytu po uprzedniej
aktywacji powierzchni z zastosowaniem etanolowego roztworu jodu lub bromu.

Ocena aktywnosci mikrobiologicznej wybranych materiatéw opatrunkowych

Otrzymane wedtug powyzszych przyktadéw prébki bton chitozanowo-zelatynowych, granul
alginianowych i gotowych opatrunkéw poliuretanowych zawierajgce kompozyt poddane ocenie wta-
Sciwosci przeciwbakteryjnych wobec bakterii Escherichia coli i Staphylococcus aureus wykazywaty
strefy zahamowania wzrostu murawy bakteryjnej pod i wokét testowanych préobek na podtozu statym
Mieller-Hinton w odréznieniu od kontroli:

Profile uwalniania kompozytu z wybranych materiatéw z zastosowaniem metody HPLC

Btonki chitozanowo-zelatynowe wedtug przyktadu 1 i granulat alginianowy wedtug przyktadu 2
zawierajgce kompozyt i poréwnawczo zawierajgce mieszanine fizyczng cyprofloksacyny i chlorheksy-
dyny poddano badaniom uwalniania do buforu fosforanowego, w temperaturze 37°C przy delikatnym
wstrzgsaniu 50 obr./min.

Do probéwek witozono btonki zawierajgce po 60 ng substancji aktywnej oraz odwazono iloSci
granulatu odpowiadajgce zawartosci 100 pg substancji aktywnej. Probowki umieszczono w inkubatorze.
Do kazdej probéwki wlano 2 ml buforu, ktéry wymieniano na nowy co 10 minut. Prébki buforu po odpo-
wiednim rozcienczeniu poddawano analizie chromatograficznej i na podstawie uzyskanych danych wy-
znaczono profile uwalniania substancji aktywnych, ktére prezentuje ponizsza rycina.
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Uwalnianie substancji aktywnej z przygotowanych form opatrunkowych, bton i granul, przebiega

stopniowo, w coraz mniejszych iloSciach, z tendencjg do stabilizacji, umozliwiajgc dtugoterminowg
ochrone przeciwbakteryjng, przy czym uwalnianie z bton jest intensywniejsze niz z granulatu.

Uwalnianie substancji aktywnych z form opatrunkowych, bton i granul, zawierajgcych mieszanine

fizyczng cyprofloksacyny z chlorheksydyng (substancji nie zwigzanych kompleksowo) przebiega znacz-
nie szybciej w poréwnaniu z uwalnianiem kompozytu. Intensywniejsze uwalnianie mozna zaobserwo-
wac w przypadku bton, poréwnujgc je z granulatem.
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Zastrzezenia patentowe

. Kompozyt przeciwbakteryjny zawierajgcy bizmut oraz chlorheksydyne — ligand x i fluorochino-
lon ligand y w stosunku molowym odpowiednio 1:1:1-3, o strukturze kompleksu skompono-
wanego z ligandéw x i y potgczonych kowalencyjnie z jonem bizmutu(lll) do zastosowania
w materiatach opatrunkowych i/lub leczniczych zwtaszcza do profilaktyki lub leczenia miejsco-
wych zakazen.

. Kompozyt wedtug zastrz. 1 do zastosowania w matrycy o wiasciwosciach biokompatybilnych,
nietoksycznej i umozliwiajgcej sukcesywne jego uwalnianie korzystnie chitozanowo-alginiano-
wej, chitozanowo-zelatynowo-alginianowej, chitozanowo-keratynowe;j.

. Kompozyt wedtug zastrz. 1 do zastosowania jako materiat opatrunkowy w postaci proszku,
roztworu, zawiesiny, hydrozelu, kapsutek (makro, mikro lub nanokapsutek), granul, bton (pla-
stra, filmu).

. Kompozyt wedtug zastrz. 1 do inkorporowania w macierz gotowych form opatrunkowych, cew-
nikéw lub innych biomateriatéw przeznaczonych do terapii zakazen miejscowych.



