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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy sposobu aktywacji wtasciwosci bakteriobdjczych 3-chloro-5-hydroksy-2-me-
tylo-1,4-naftochinonu, zwanego 3-chloroplumbaging, wobec naturalnie opornej pateczki ropy btekitnej
Pseudomonas aeruginosa za pomoca nanoczastek srebra, a tym samym za pomoca mieszaniny tych
czynnikéw. Wynalazek dotyczy zatem medycznego zastosowania mieszaniny do zwalczania P. aerugi-
nosa, zwtaszcza do stosowania zewnetrznie, np. na skore lub rany.

Zjawisko antybiotykoodpornosci mikroorganizmoéw, tj. zdolno$¢ do namnazania sie w obecnosci
antybiotyku, jest coraz powszechniejszym problemem, z ktérym musi mierzy¢ sie medycyna. Wraz z ro-
snaca liczba drobnoustrojow wykazujacych opornosé na coraz wiekszy zakres antybiotykéw, zmniejsza
sie pula mozliwych terapii stosowanych w leczeniu zakazen, a tym samym rosnie zagrozenie zdrowia
i zycia ludzkiego. Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHOQ) i Amerykanskie Centrum Kontroli i Zapobiega-
nia Choréb (CDC) wskazujg w swoich najnowszych raportach, ze w zwiazku z nastapieniem ery post-
-antybiotykowej niezbedne jest zastosowanie zrbwnowazonych strategii prewencji i leczenia choréb za-
kaznych — WHO, 2019. ANTIBACTERIAL AGENTS IN CLINICAL DEVELOPMENT: an analysis of the
antibacterial clinical development pipeline. 2019, WHO: Geneva, Switzerland.

Pseudomonas aeruginosa jest gram-ujemna bakteria oraz oportunistycznym patogenem czto-
wieka i zwierzat, charakteryzujacym sie znaczaca wirulencja. P. aeruginosa wykazuje naturalna opor-
nos¢ na wiele czasteczek chemicznych, ktére sa aktywne wobec innych patogenéw. W przypadku in-
fekcji ran oparzeniowych P. aeruginosa jest jednym z najczesciej izolowanych gatunkéw bakterii i sta-
nowi szczegdlny problemem w ich leczeniu ze wzgledu na wielolekoopornos¢ ograniczajaca mozliwosci
terapeutyczne — Church, D. i in. Bum wound infections. Clin Microbiol Rev, 2006. 19(2): p. 403-34. Poza
antybiotykami, w terapiach ran oparzeniowych z duzym powodzeniem stosowane jest srebro jonowe, tj.
azotan srebra i sulfadiazyna srebra. Niemniej jednak, coraz czesciej obserwowane jest zjawisko naby-
wania opornosci na preparaty zawierajace srebro przez patogeny infekujace rany. Opisano to m.in.
w: Atiyeh, B.S. i in., Effect of silver on burn wound infection control and healing: review of the literature.
Burns, 2007. 33(2): p. 139-48; Percival, S.L., Bowler P.G. i Russell D. Bacterial resistance to silver in
wound care. J Hosp Infect, 2005. 60(1): p. 1-7.

W publikacji Ogihara et al. (2013) opisano aktywnos¢ ekstraktéw z tkanek Dionaea muscipula
stanowiacych mieszaniny réznych zwiazkéw w tych tkankach syntetyzowanych. Autorzy badan nie prze-
prowadzili analiz w kierunku ustalenia aktywnosci czystego zwiazku, a jedynie stwierdzili jego obecnosé
w badanych ekstraktach oraz aktywnosé tych ekstraktéw m. in. wobec P. aeruginosa.

Niezbedne jest wiec opracowanie strategii umozliwiajacych opéznienie lub zniesienie wyksztat-
cania bakteryjnej opornosci oraz rozszerzenie mozliwosci terapeutycznych.

Znane jest dziatanie samych zwiazkéw z grupy 1,4-naftochinonéw wobec niektérych bakterii
gram-dodatnich i grzybow — Widhalm J.R. i Rhodes D. Biosynthesis and molecular actions of specialized
1,4-naphthoquinone natural products produced by horticultural plants. Hortic Res, 2016, 3: 16046. Nie-
mniej jednak, bakterie gram-ujemne wykazuja umiarkowana opornosc¢ na 1,4-naftochinony, w tym uzyty
3-chloro-5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon lub pozostajg na nie catkowicie oporne jak w przypadku
P. aeruginosa — Coban, A.Y. iin., Effects of efflux pump inhibitors phenyl-arginine-beta-naphthylamide
and 1-(1-naphthylmethyl)-piperazine on the antimicrobial susceptibility of Pseudomonas aeruginosa iso-
lates from cystic fibrosis patients. J Chemother, 2009. 21(5): p. 592-4.].

W publikacji Ravichandiran et al. (2019) opisano wysoko zmodyfikowane pochodne naftochino-
noéw, tzn. strukture naftochinonu zmodyfikowana na rézne sposoby, dodajac do niego wiele pierscieni
fenolowych i innych grup chemicznych, co znaczaco zmienia charakter chemiczny i wtasciwosci biolo-
giczne powstatych substancji w stosunku do substancji wyjsciowej czyli 1,4-naftochinonu. Wsréd wyni-
kéw badan dotyczacych zbadanej przez autoréw aktywnosci przeciwbakteryjnej zwiazkéw zsyntetyzo-
wanych przez Ravichandiran i wspoétpracownikéw nie ma 1,4-naftochinonu oraz nie ma prostych struktur
chemicznych opartych na dwdch pierScieniach weglowych i prostych podstawnikach wtasciwych dla
1,4-naftochinonéw, w tym dla 3-chloro-5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinonu. Opisano najnizsze ste-
zenie hamujace 250-500 pg/mL. Stezenia powyzej 250 mg/L sg stezeniami na granicy rozpuszczalno-
8ci naftochinonéw w pozywce mikrobiologicznej. Wskazana publikacja nie potwierdza aktywnosci
3-chloro-2-metylo-1,4 naftochinonu wobec P. aeruginosa.

W publikacji Krychowiak Masnicka et. al. (2002), opisano wyniki analiz aktywno$ci plumbaginy,
tj. czystego zwiazku, wobec dwdch szczepdw P. aeruginosa, ktdére potwierdzaja brak takiej aktywnosci.
Dane zawarte w publikacji wskazuja, ze minimalne stezenie hamujgce (MIC) plumbaginy jest wyzsze
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niz 500 ug/mL w przypadku obu badanych szczepdw, co potwierdza opornoé¢ tego patogenu na nafto-
chinony. Stezenie MIC jest nizsze jedynie, gdy plumbagina zostaje zastosowana z badanymi w inhibi-
torami pomp typu ,efflux”.

Zjawisko synergistycznych oddziatywan dwoéch czynnikédw przeciwbakteryjnych nie jest po-
wszechne, tak wiec réwniez nie jest efektem oczekiwanym, co wielokrotnie opisywano w literaturze, na
przyktad w: Odds FC (2003). Synergy, antagonism, and what the chequerboard puts between them.
Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 52(1), 1-1. W wiekszo$ci przypadkéw potaczen czynnikéw bio-
logicznie czynnych nie dochodzi do zadnych interakcji lub interakcje sa nieznaczne, a tym samym czyn-
niki zastosowane w potaczeniu dziataja z takg sama aktywnoscia, co czynniki zastosowane osobno. Jak
wskazano m. in. w: Berenbaum MC (1978). A method for testing for synergy with any number of agents.
Journal of Infectious Diseases, 137(2), 122-130, w przypadku czynnikéw bakteriobdjczych oznacza to,
ze uzyskiwany jest efekt bakteriobdjczy, gdy zastosujemy cata dawke bakteriobdjcza czynnika pierw-
szego lub cata dawke bakteriobdjcza czynnika drugiego oraz gdy zastosujemy mieszanine gdzie czyn-
nik pierwszy w obnizonej o potowe dawce bakteriobdjczej uzupetnimy czynnikiem drugim réwniez
w obnizonej o potowe dawce bakteriobdjczej, natomiast dalsze obnizanie dawek obu czynnikéw w mie-
szaninie bedzie skutkowac¢ zniesieniem dziatania bakteriobdjczego mieszaniny. Odmiennie jest w przy-
padku oddziatywah synergistycznych, tzn. obnizanie dawek obu czynnikédw w mieszaninie nie skutkuje
zniesieniem efektu bakteriobdjczego mieszaniny.

Niniejszy wynalazek opiera sie na zjawisku przywrdcenia wrazliwosci opornych komérek mikro-
organizmu na czasteczki zwiazku chemicznego dzieki zastosowaniu w mieszaninie drugiego czynnika
petniacego funkcje substancji uwrazliwiajacej.

Opracowana wedtug wynalazku mieszanina jest przyktadem systemu dwusktadnikowego, w kto-
rym wykorzystuje sie interakcje czynnikéw do zwiekszenia ich potencjatu biologicznego w oparciu o zja-
wisko aktywacji i synergii.

Wynalazek dotyczy sposobu aktywacji wtasciwosci bakteriobdjczych 3-chloro-5-hydroksy-2-me-
tylo-1,4-naftochinonu, tj. 3-chloroplumbaginy, wobec naturalnie opornej pateczki ropy btekitnej, tj. Pseu-
domonas aeruginosa, za pomoca srebra w danej formie — nanoczastek srebra. Wynalazek dotyczy za-
tem medycznego zastosowania mieszaniny do zwalczania P. aeruginosa jako srodka o dziataniu prze-
ciwbakteryjnym do stosowania zewnetrznie, tj. na skére lub rany. Mieszanina wedtug wynalazku zawiera
dany rodzaj nanoczastek srebra oraz 3-chloro-5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon, zwany 3-chloro-
plumbagina przy czym zawiera 3-chloro-5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon w dawce réwnej lub wigk-
szej niz 16 ug/mL i nanoczastki srebra w stezeniu réwnym lub wiekszym niz 1 ug Ag/mL. Wedtug wy-
nalazku mieszanina zawiera dziatajaca bakteriobdjczo wobec P. aeruginosa dawke nanoczastek srebra
(AgC10COOH) oraz 3-chloro-5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon. Wykazany mechanizm oddziatywan
nanoczastek srebra i 3-chloroplumbaginy stanowi specyficzne dla zwiazkéw z grupy 1,4-naftochinonéw
zjawisko o wysokim potencjale do zwalczania jednego z najgrozniejszych patogendéw bakteryjnych czto-
wieka — P. aeruginosa.

Korzystnie, wynalazek dotyczy zastosowania medycznego mieszaniny zawierajacej 3-chloro-
plumbagine (3-chloro-5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon) i sferyczne nanoczastki srebra o srednie;
wielkosci 5 nm stabilizowane kwasem 11-merkaptoundekanowym (AgC10COOH).

Korzystnie zawiera nanoczastki srebra stabilizowane kwasem 11-merkaptoundekanowym
(AgC10COOH).

Korzystnie zawiera sferyczne nanoczastki srebra o sredniej wielko$ci 5 nm.

W przyktadzie wynalazku opisano, ze mieszanina zawiera sferyczne nanoczastki srebra o $red-
niej wielkosci 5 nm stabilizowane kwasem 11-merkaptoundekanowym w stezeniu rownym lub wyzszym
niz 1 ng Ag/mL oraz 3-chloro-5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon w stezeniu rownym lub wyzszym niz
16 ug/mL. Zawiera minimalna dawke obu skfadnikow dziatajaca bakteriobdjczo wobec P. aeruginosa
wystepujacego w stezeniu okoto 2,5 x 105 jednostek tworzacych 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 potwierdzajacym efektywnos$é mieszaniny i jej zastoso-
wanie. W przyktadzie opisano mieszanine zawierajaca 3-chloroplumbagine i sferyczne nanoczastki sre-
bra o $redniej wielkosci 5 nm stabilizowane kwasem 11-merkaptoundekanowym. Wykazano, ze sam
naftochinon nie dziata na ten szczep bakterii tj. MBC jest wyzszy niz 512 ug/mL.

Fig. 1 pokazuje schemat syntezy 3-chloro-5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinonu (3-chloroplum-
baginy). (1) 2,3-epoksy-5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon. (2) 3-chloro-5-hydroksy-2-metylo-1,4-
-naftochinon.
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Fig. 2 pokazuje strukture chemiczna 3-chloroplumbaginy, tj. 3-chloro-5-hydroksy-2-metylo-1,4-
-naftochinonu.

Fig. 3 pokazuje zmiany minimalnych stezenh bakteriobdjczych 3-chloroplumbaginy i preparatu na-
noczastek srebra stabilizowanych kwasem 11-merkaptoundekanowym (AgC10COOH) zastosowanych
jednoczes$nie wobec P. aeruginosa ATCC 27853.

Przyktad: Znoszenie opornosci Pseudomonas aeruginosa na 3-chloro-5-hydroksy-2-metylo-1,4-
-naftochinon za pomoca nanoczastek srebra.

W badaniach wykorzystano gotowy preparaty sferycznych nanoczastek srebra (AgNPs) stabili-
zowanych kwasem 11-merkaptoundekanowy (AgC10COOH) o Sredniej wielkoSci rdzenia metalicznego
5 nm (Prochimia Surfaces Sp. z 0.0.). Stezenie srebra w preparatach ustalono za pomoca analizy pier-
wiastkowej z wykorzystaniem techniki optycznej spektrometrii emisyjnej w plazmie sprzezonej indukcyj-
nie (ICP-OES). Dziatanie spektrometru optycznego ICP-OES (Perkin ElImer ICP-OES Optima 2000 DV)
byto optymalizowane przed kazda seria pomiaréw. Preparat nanoczastek srebra rozciehnczano wstepnie
10-krotnie za pomoca wody destylowanej. Nastepnie do 250 ulL przygotowanej zawiesiny dodawano
1 mL kwasu azotowego cz.d.a. (65%), a nastepnie uzupetniano woda demineralizowang do objeto$ci
5 mL. Nastepujace parametry spektrometru ICP-OES zostaty wykorzystanie podczas analiz: moc ge-
neratora 1300 W, czestotliwo$¢ generatora 40 MHz; demontowalny palnik kwarcowy; osiowy widok pla-
zmy, gaz argon (Ar): przeptyw gazu plazmowego 15,0 L/min, przeptyw gazu wspomagajacego 0,2 L/min;
przeptyw gazu w rozpylaczu 0,8 L/min; szklana cykloniczna komora rozpylajaca; predkosé przeptywu
probki: 1,5 L/min. Pomiaréw stezenia jondw srebra (Ag*) dokonywano przy dtugosci fali 328,068 nm
w 3 powtdrzeniach.

Zwiazek 3-chloro-5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon (3-chloroplumbagina) zostat zsyntezo-
wany zgodnie z metoda przedstawiona ponizej, ktéra zostata przedstawiona na Fig. 1. Struktury che-
miczne produktow reakcji zostaty potwierdzone metoda spektralna — protonowym rezonansem magne-
tycznym, a czystos¢ zwiazkéw sprawdzana byta przy uzyciu metody TLC. Uktad chromatograficzny —
10:1 heksan:octan etylu. Widma 'H NMR zostaty wykonane na spektrometrze Varian VXR-S pracuja-
cym przy 500 MHz. Przesuniecia chemiczne podano w jednostkach & w ppm w dét pola od wewnetrz-
nego tetrametylosilanu. Uzyte skroty w opisach widm '"H NMR sa nastepujace: br.s-szeroki sygnat,
s-singlet, d-dublet, dd-dublet dubletéw, t-triplet, k-kwartet i m-multiplet.

1 g 5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon rozpuszczono w 250 mL zimnego etanolu i dodano do
roztworu nadboranu sodu (2,5 g) w 270 mL wody. Reakcje prowadzono przez 2 minuty, doprowadzajac
roztwér do pH 5 za pomoca 1M HzSOa4. Nastepnie wytrzasano nasyconym roztworem NaCl i eterem
naftowym (3-krotnie). Warstwe organiczna wysuszono za pomoca Na2SO4 i odparowano pod zmniej-
szonym cisnieniem. Produkty reakcji 2,3-epoks-5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon (1) i 3-chloro-5-
-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon, tj. 3-chloroplumnagine (2) oczyszczono stosujac chromatografie
kolumnowa. Eluent startowy heksan : octan etylu (50:1), nastepnie 20:1.

Produkt posredni: 2,3-epoksy-5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon (1): wydajno$¢ 50%

"H NMR (CDCls, 500 MHz): 1,75 (3H, s); 3,84 (1H, s); 7,28-7,30 (1H, m); 7,60-7,62 (1H, m); 7,66
(1H, t, J=7,8Hz); 11,22 (1H, s).

3-chloro-5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon byt doczyszczany ponownie przy uzyciu chroma-
tografii kolumnowej. Eluent heksan : octan etylu (20:1).

3-chloro-5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon, tj. 3-chloroplumbagina (2): wydajnos¢ 10%

"H NMR (CDCls, 500 MHz): 2,38 (3H, s); 7,30-7,32 (1H, m); 7,65-7,72 (2H, m); 11,80 (1H, s).

Dziatanie bakteriobdjcze nanoczastek srebra AgC10COOH i 3-chloroplumbaginy (Fig. 2) stoso-
wanych osobno badano wobec referencyjnego szczepu P. aeruginosa ATCC 27853 za pomoca znane;
metody mikrorozcienczen pozywki jak opisano w: Krychowiak M, Kawiak A, Narajczyk M, Borowik A,
Krélicka A: Silver Nanoparticles Combined With Naphthoquinones as an Effective Synergistic Strategy
Against Staphylococcus aureus. Front Pharmacol 2018, 9:816. W pierwszej kolejno$ci w pozywce Mu-
eller-Hinton suplementowanej kationami (CA-MHB, Beckton Dickinson) przygotowywano roztwory ba-
danych czynnikéw za pomoca seryjnych dwukrotnych rozciehczen.

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 ug Ag/mL, a nastepnie
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wykonywano seryjne dwukrotne rozcienczenia w pozywce do uzyskania mieszaniny o stezeniu 64, 32,
16, 8, 4, 2 lub 1 ug Ag/mL.

W przypadku 3-chloroplumbaginy (Fig. 2) przed dodaniem do pozywki przygotowywano jej skon-
centrowane roztwory w dimetylosulfotlenku (DMSO) zawierajace 25,6 mg zwiazku w 1 mL. W celu wy-
konania eksperymentu tak przygotowane roztwory dodawano do pozywki do koricowego stezenia 512
ug/mL, tj w objetosci 20 uL do 0,98 mL, a nastepnie wykonywano seryjne dwukrotne rozcienczenia
w pozywce do uzyskania roztworéw o stezeniu 256, 128, 64, 32, 16, 8 lub 4 ug/mL. Z przygotowanych
mieszanin AgC10COOH i roztworéw 3-chloroplumbaginy w pozywce pobierano po 100 uL i przenoszono
do studzienek 96-dotkowej ptytki mikrotestowej do badania aktywno$ci bakteriobdjczej poszczegdinych
czynnikow. W procedurze badania interakcji nanoczastek srebra i 3-chloro-5-hydroksy-2-metylo-1,4-
-naftochinonu wykorzystano podejécie Checkerboard Titration, ktére opisano réwniez w: Krychowiak M,
Kawiak A, Narajczyk M, Borowik A, Krélicka A: Silver Nanoparticles Combined With Naphthoquinones
as an Effective Synergistic Strategy Against Staphylococcus aureus. Front Pharmacol 2018, 9:816, po-
legajace na jednoczesnym zastosowaniu dwéch badanych czynnikéw na ptytce mikrotestowej, gdzie
kazdy czynnik jest stosowany w nastepujacym gradiencie stezer w pozywce: 2 x MBC, 1 x MBC, 0,5 x
MBC, 0,25 x MBC, 0,125 x MBC, 0,06 x MBC i 0,03 x MBC. Tym sposobem kazdy dotek ptytki mikrote-
stowej zawiera unikalna kombinacje stezen badanych czynnikéw. W przypadku zwiazkéw lub czynnikéw
nie wykazujacych aktywnos$ci bakteriobdjczej, tak jak ma to miejsce w przypadku 3-chloroplumbaginy,
stosuje sie gradient stezen rozpoczynajacy sie od najwyzszego mozliwego do uzyskania stezenia
zwiazku, tj. najczesciej 512, 256, 128, 64, 32, 16 i 8 ug/mL. W przypadku nanoczastek srebra gradient
stezen zastosowanych w eksperymencie byt nastepujacy: 16, 8, 4, 2, 1, 0,5 0,25 ug 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 koricowego
stezenia wynoszacego 32 pg Ag/mL, a nastepnie wykonywano seryjne dwukrotne rozcienczenia w po-
zywce do uzyskania mieszanin o stezeniu 16, 8, 4, 2, 1 oraz 0,5 ug Ag/mL. Przed dodaniem do pozywki
3-chloroplumbaginy przygotowywano jej skoncentrowane roztwory w dimetylosulfotlenku (DMSQ) za-
wierajace 25,6 mg zwigzku w 1 mL. W celu wykonania eksperymentu tak przygotowane roztwory doda-
wano do pozywki do kohcowego stezenia 1024 ug/mL, tj w objetosci 40 uL do 0,96 mL, a nastepnie
wykonywano seryjne dwukrotne rozciericzenia w pozywce do uzyskania roztworow o stezeniu 512, 256,
128, 64, 32 oraz 16 pg/mL. Nastepnie mieszaniny przygotowano przez potaczenie zawiesin nanocza-
stek i roztworéw 3-chloroplumbaginy w stosunku objeto$ciowym 1:1.

Nastepnie do studzienek zawierajacych po 100 uL zawiesin, roztwordw lub mieszaniny w po-
zywce dodawano 10 ulL inokulum bakteryjnego zawierajacego 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 $wiezej pozywce CA-MHB do uzyskania zmetnienia réwnego 0,5 stopni w skali
McFarlanda mierzonego za pomoca densytometru (DensiMeter II, EMO). Ptytki mikrotestowe inkubo-
wano przez 24 godziny w 37°C, po czym zawarto$¢ dotkéw, w ktérych obserwowano zahamowanie
wzrostu bakterii, wysiewano na agar odzywczy TSA (ang. Tryptic Soy Agar; BTL Polska Sp. z 0.0.). Tak
przygotowane szalki z agarem inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C w celu zliczenia
komoérek bakteryjnych (JTK) pozostatych w dotkach po traktowaniu czynnikiem, a tym samym ustalenia
minimalnego stezenia bakteriobdjczego badanych czynnikéw (MBC, ang. Minimal Bactericidal Concen-
tration). Stezenie MBC definiowano jako najnizsze stezenie czynnika redukujace w ciagu 24 godzin
wyjéciowa liczbe JTK w dotku (ok. 2,5 x 105 JTK/mL) 0 99,9 %, tj. o 3 logarytmy (ok. 2,5 x 102 JTK/mL).

Jak wskazano w Tabeli 1, 3-chloroplumbagina nie wykazuje aktywnosci bakteriobdjczej wobec
P. aeruginosa (MBC >512 ug/mL). Niemniej jednak, zastosowanie plumbaginy w potaczeniu z nano-
czastkami srebra AgC10COOH (MBC = 8 nug Ag/mL) skutkowato uzyskaniem efektu bakteriobdjczego
przy jej stezeniu rownym 16 pg/mL i stezeniu nanoczastek odpowiadajacym 2 pug Ag/mL (Tabela 1,
Fig. 3). Powyzsze wyniki wskazuja, ze srebro efektywnie wspdtdziata z 3-chloroplumbagina, tj. 3-chloro-
-5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinonem, znoszac oporno$¢ P. aeruginosa na ten zwigzek. Pozwala to
osiagnac¢ efekt bakteriobdjczy mieszaniny przy znaczaco zredukowanym stezeniu preparatu srebra (na-
wet do 75%) i stezeniu 3-chloroplumbaginy do 16 ug/mL. Pozwala to na szeroki zakres mozliwosci
modulowania aktywnosci biologicznej obu czynnikéw oraz optymalizacji sktadu mieszaniny.

Tabela 1. Stezenia 3-chloroplumbaginy (3-chloro-5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinonu) i nano-
czastek srebra w mieszaninach w pozywce CA-MHB warunkujace efekt bakteriobdjczy wobec szczepu
referencyjnego P. aeruginosa ATCC 27853.
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3-chloroplumbagina AgC,,COOH
(ug/mL) (ug Ag/mL)
> 512 0
512 1
256 1
128 1
64 |
32 |
16 2
16 4
0 8

AgCoCOOH - nanoczgstki srebra stabilizowane kwasem 11-merkaptoundekanowym.

Ag - jony srebra.

Zastrzezenia patentowe

1. Mieszanina zawierajaca srebro w postaci nanoczastek i 1,4-naftochinon, zawierajaca dziata-
jaca bakteriobdjczo wobec Pseudomonas aeruginosa dawke nanoczastek srebra oraz
3-chloro-5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinonu przy czym 3-chloro-5-hydroksy-2-metylo-1,4-
-naftochinon jest w dawce réwnej lub wiekszej niz 16 ng/mL, zas nanoczastki srebra sa w ste-
zeniu réwnym lub wiekszym niz 2 pug Ag/mL do zastosowania jako srodek przeciwbakteryjny
wobec P. aeruginosa, korzystnie do zastosowania na skére lub rany.

2. Mieszanina do zastosowania wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze zawiera sferyczne nano-
czastki srebra o $redniej wielkosci 5 nm.

3. Mieszanina do zastosowania wedtug zastrz. 1-2, znamienna tym, ze zawiera nanoczastki
srebra stabilizowane kwasem 11-merkaptoundekanowym.

4. Mieszanina do zastosowania wedtug zastrz. 1-3 znamienna tym, ze zawiera sferyczne na-
noczastki srebra o sredniej wielkosci 5 nm stabilizowane kwasem 11-merkaptoundekanowym.
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