Kompozycja do zwalczania infekcji grzybiczych.

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna do
zwalczania infekcji grzybiczych uktadowych i powierzchniowych, na bazie
antybiotyku takiego jak amfoterycyna B, z udzialem zwiazku chemicznego z
grupy 1,3,4-tiadiazoli, takiego jak 4-(5-metylo-1,3,4-tiadiazol-2-ilo) benzeno-
1,3-diol, o wzorze 1, wykazujaca interakcje addytywne i synergistyczne w
stosunku do patogenéw grzybowych, przy jednoczesnym braku toksycznosci
dla komérek ludzkich.

Liczne grzyby patogenne, jak chociazby rodzaj Candida, Aspergillu czy
Rhodotorula sa jednymi z najbardziej rozpowszechnionych w $rodowisku
patogenéw, wywolujacych cigzkie do leczenia infekcje ukladowe i
powierzchniowe. Czynnikiem sprzyjajacym pojawieniu si¢ grzybicy jest
przede wszystkim oslabienie uktadu odpornosciowego, spowodowane
intensywna antybiotykoterapia, chemioterapia, pierwotnym lub wtornym
niedoborem odpornosci, lub tez celows immunosupresja wywolywana po
przeszczepach, a takze wynikajaca z leczenia choréb autoimmunologicznych,
co wykazuja liczne publikacje, jak np. Nawrot U., Karpiewska A., w artykule
pt. ,,Patogeneza zakazen wywotanych przez Candida albicans”, Mikologia
Lekarska, t. 9, nr 3, 2002r (137-143) czy Wierzbicka M. w artykule pt.
,,Grzybica kropidlakowa ptuc (Aspergiloza)”, Postepy Nauk Medycznych, t. 1,
2001r. (36-41), oraz Zaas A.K. i in. w artykule pt. “ Risk of Fungemia Due to
Rhodotorula and Antifungal Susceptibility Testing of Rhodotorula Isolates™, t.
41, nr. 11, 2003r. (5233-5235).

Leczenie infekcji grzybiczych jest trudne z uwagi na fakt, iz grzyby sa

komérkami eukariotycznymi, majacymi niewiele szlakéw metabolicznych
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odmiennych od komoérek zwierzecych. Mechanizmy dzialania znanych
dotychczas lekéw przeciwgrzybiczych oraz nabywania na nie opornosci przez
patogeny grzybowe przedstawiono w publikacji autorstwa Aghannoum M.A.,
Rice L.B., Clinical Microbiology Reviews, vol. 12, no.4, 1999 r., (501-517)
oraz Dzierzanowska-Fangrat K., Gil L., Jakubas B., Kyrcz-Krzemien S.,
Styczynski J., Postepy Nauk Medycznych, vol. 6, 2015 r.,(411-418).
Stosowane dotychczas leki przeciwgrzybicze z grupy azoli, takie jak,
flukonazol, itrakonazol, worykonazol czy posakonazol, wykazuja dzialanie
grzybostatyczne, indukujac dos$¢ czgsto oporno$é utrudniajaca leczenie, co
wykazano w artykule Kontoyiannis, D. P. and R. E. Lewis, Lancet vol. 359 nr
9312, 2002r.(1135-1144).
Z kolei leki przeciwgrzybicze bedace analogami pirymidyny, takie jak,
S5-fluorocytozyna czy flucytozyna, tworzace toksyczne antymetabolity
pirymidyny i oslabiajace syntez¢ kwaséw nukleinowych DNA i RNA,
powoduja szybkie narastanie opornosci i powinny by¢é stosowana w
skojarzeniu z innymi lekami przeciwgrzybicznymi, np. amfoterycyna B, gdyz
wystepuje wowczas synergizm dzialania poprzez ulatwiona penetracje
flucytozyny do komoérki grzyba. Z uwagi na to, ze zwiazki te jako
antymetabolity powoduja supresj¢ szpiku, sa stosowane tylko w cigzkich
zakazeniach.
Sposréd lekéw z grupy polienéw, najdtuzej stosowanym i najskuteczniejszym
antybiotykiem grzybobdjczym jest amfoterycyna B, znana z opisu patentowego
GB795482 i uzywana jako pierwsza linia obrony w cig¢zkich, zagrazajacych
zyciu mykozach systemowych (Mesa-Arango, A. C., L. Scorzoni and O.
Zaragoza, Frontiers in Microbiology 3, 2012 r., (286). Jednakze leczenie
amfoterycyna B w dotychczasowych jej preparatach takich jak mieszanka z
dezoksycholanem sodu, lub w formach lipidowych, zwiazane jest z powaznymi
skutkami ubocznymi, a zwlaszcza z nefrotoksycznoscia i hepatotoksycznoscia.
Z uwagi na skutki uboczne, w praktyce klinicznej stezenie amoterycyny B w
osoczu krwi nie powinno przekracza¢ 1-2 ug/ml, dlatego tez jest ona
nieskuteczna wobec szczepéw dla ktérych minimalne stezenie grzybobdjcze
MIC, np. dla Candida parapsilosis przekracza 1 pg/ml, co wykazano w
publikacji Patel, G. P., C. W. Crank and J. B. Leikin, Journal of Medical
Toxicology, 7(1), 2011r.
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Konwencjonalng postacig lecznicza amoterycyny B jest preparat Fungizon,
w ktérym dodatek dezoksycholanu sodu zwigksza rozpuszczalnos¢ antybiotyku
w wodzie. Niestety, jak dowodza publikacje, np. Inselmann, G., A. Volkmann
and H. T. Heidemann, Antimicrobial Agents and Chemotherapy 44(1), 2000r.
(131-13), dezoksycholan sodu zwigksza toksyczno$¢ amoterycyny B, podobnie
jak jej liczne formulacje lipidowe stosowane w wyzszych dawkach,
koniecznych w leczeniu zakazen oportunistycznych i biofilméw, na co
zwracajq uwage Clemons, K. V., J. A. Schwartz and D. A. Stevens, Medical
Mycology vol. 49 nr 8, 2011r. (834-847), czy tez Patel, G. P., C. W. Crank and
J. B. Leikin, Journal of Medical Toxicology vol. 7 nr 1, 2011r. (12-15).

Z uwagi na uboczne skutki dziatania amfoterycyny B, w leczeniu grzybic
zwlaszcza u 0s6b z ostabionym uktadem odpornos$ciowym, we wstepnej fazie
stosuje si¢ tzw. leki podtrzymujace, hamujace biosyntezg ergosterolu jak np.
Fluconazol czy Itraconazol, a dopiero w razie zaostrzenia objawow nastgpuje
wlaczanie preparatéw amfoterycyny B. Jak wynika 2z przykladowych
publikacji, takich jak: Day J.N., M.D., Tran T.H. Chau, M.D., Wolbers M. i in,,
The New England Journal of Medicine, vol. 368, 2013r. (1291-1302); Lewis,
R., Prince R.A., Chi J., Kontoyaninis D.P., Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, vol. 46, 2002r. (3208-3214); Sugar A. M; Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, vol. 39, 1995r. (1907-1912); Cuenca-Estrella M.,
Journal of Antimicrobial Chemotherapy, vol 54, 2004 r., (854-869), skojarzone
lub sekwencyjne leczenie amfoterycyna B z lekami hamujacymi biosynteze
ergosterolu, czgsto nie tylko nie przynosi efektow synergistycznych czy
addytywnych, ale skutkuje dziataniem antagonistycznym, co wynika z faktu, ze
ergosterol jest czasteczka docelowa dla amfoterycyny B. Stanowi to duzy
problemem w leczeniu grzybic, poniewaz leki z grupy inhibitoréw biosyntezy
ergosterolu moga indukowaé oporno$¢ patogendw grzybowych na sama
amfoterycyng B.

Dla zmniejszenia toksycznosci amfoterycyny B, podjeto préby tworzenia jej
komplekséw miedzy innymi z jonami metali, aminokwasami, kwasem
cytrynowym, szczawiowym i bursztynowym. Opracowano takze nowe formy
lipidowe - liposomalne, koloidalne, komplekséw lipidowych oraz syntezg
réznego typu pochodnych amfoterycyny B, czy tez jej koniugatow z

polisacharydami.
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Podj¢te liczne eksperymenty nad zmniejszeniem toksycznosci amfoterycyny B,
poprawily jej rozpuszczalnos¢ w roztworach wodnych, co skutkowalo
stosunkowo niewielkim zmniejszeniem toksycznosci ale zazwyczaj laczylo si¢
to ze zmniejszeniem aktywno$ci przeciwgrzybicznej, jak wykazano w
publikacjach M. Gagos$, G. Czernel, D.M. Kaminski; K. Kostro, BioMetals, 24,
2011r. (915-922); B. Chudzik, I. B. Tracz, G. Czernel, M. J. Fiotka, G. Borsuk,
M. Gagos, European Journal of Pharmacological Sciences, vol. 49, nr 5, 2013r.
(850-857); Gulati, M., S. Bajad, S. Singh, A. J. Ferdous, M. Singh Journal of
Microencapsulation, 15, 1998r. (137-151); Saliba, F., B. Dupont, Medical
Mycology, 46, 2008r. (97-112); Clemons, K. V., J. A. Schwartz, D. A. Stevens,
Medical Mycology, 49, 2011r. (834-847); Patel, G. P., C. W. Crank, J. B.
Leikin, Journal of Medical Toxicology, vol. 7, 2011r. (12-15), czy tez opisach
patentowych  P.403105, US4054734, US4049898, WO02013186546,
US3965090, FR2162076, US3879374, R20030039331, KR20070111854,
JPH09241168, EP0421733, CN101797264, FR2593394, FR2593394,
ZA201008812, PL199213, PL210774, US2017088572, US2017043029,
CN105848721, US2016304548, W02014165676, US2009186838,
US5066646, W09301203, a takze W0O2011061747.

Podjgto réwniez badania nad kombinowana terapia amoterycynag B z
produktami pochodzenia naturalnego, jak np. plumbaging izolowana z
Plumbago indica. Przeprowadzone badania in vifro w kierunku zwalczania
patogenéw grzybowych, wykazaty efekt addytywny, jedynie w waskim
zakresie stezen, co opublikowali Hassan S.T.S., Berchova-Bimova K., Petras
J., Phytotherapy Research, 30, 2016r. (1487-1492).

Pomimo opisanych niedogodnosci, amfoterycyna B pozostaje stosunkowo
najskuteczniejszym i najczgsciej stosowanym lekiem przeciwgrzybicznym,
dlatego tez celem przedmiotowego wynalazku bylo opracowanie
wykazujacych wysoka aktywno$¢ grzybobojcza preparatéw z jej udziatem,
przy ograniczeniu toksycznosci wobec ludzkiego organizmu.

Dotychczas nie prowadzono badafi dotyczacych interakcji amfoterycyny B
z pochodnymi tiadiazoli, totez badania ukierunkowano na pochodne 1,3,4-
tiadiazolu, z uwagi na ich szerokie spektrum aktywnosci biologicznej, takie jak
np. przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, przeciwwirusowe,

przeciwnowotworowe czy przeciwzapalne, opisane w przyktadowej publikacji
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A.K. Jain, S. Sharma, A. Vaidya, V. Ravichandran, R.K. Agrawal, Chemical
Biology & Drug Design, 81, 2013r, (557-576) oraz w opisach patentowych
PL221216,PL216982, PL216358, PL216342, PL312329, US2017101387,
MX2016015738, CN106008493, CN106008496, W02017056012,
WO02016142852, CN10590658, CN105837529, ZA201105525,
CN105622599, CN105601587, W02016052439, W02016108249,
KR20000070163, CN104892639.

Z kolei badania in vitro, znane z publikacji J. Matysiak, Journal of
Heterocyclic Chemistry, 43, 2006r. (55-58); J. Matysiak, Z. Malinski, Russian
Journal of Bioorganic Chemistry, 33, 2007r. (594-601); J. Matysiak, E.
Krajewska-Kutak, J. Karczewski, A. Niewiadomy, Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 49, 2001 r. (5251-5257); J. Matysiak, A. Nasulewicz, M.
Pelczyniska, M. Switalska., I. Jaroszewicz, A. Opolski, European Journal of
Medicinal Chemistry, 41, 2006 r. (475-482); J. Matysiak, Chemical and
Pharmaceutical Bulletin, 54, 2006 r (988-991); M. Juszczak, K. Walczak, E.
Langner, M. Karpinska, J. Matysiak, W. Rzeski, Annals of Agricultutal and
Environmental Medicine, 20, 2013 r. (575-5790); M. Juszczak, J. Matysiak, A.
Niewiadomy, W. Rzeski, Folia Histochemica et Cytobiologica, 49, 2011 r.
(436-444) oraz opiséw patentowych PL189840, PL202089, PL204750,
PL20509, PL202102, W02005092873 wykazaly, ze grupa pochodnych 5-
podstawionych 2-(2,4-dihydroksyfenylo)-1,3,4-tiadiazoli, oprécz aktywnosci
przeciwnowotworowej i skutecznosci w leczeniu choréb neurologicznych,
ogranicza rozw6j chorobotwdrczych plesni, drozdzy i dermatofitow.

W przypadku zwigzkéw z grupy 1,3,4-tiadiazoli, np. pochodnych 2-(2,4-
dihydroksyfenylo)-1,3,4-tiadiazoli, wartosci stezenia hamujacego wzrost
patogenéw MIC, w stosunku do grzybéw patogennych, wynoszg od
kilkudziesieciu do kilkuset pg/ml. Dla zwigzku okreslonego wzorem 1,
znanego z opisu patentowego PL 202089 i publikacji J. Matysiak, Journal of.
Heterocyclic Chemistry, nr 43, 2006r, (55-58), srednie wartosci MIC
wyznaczone w stosunku do szczepéw Candida ksztaltuja si¢ na poziomie 67,2
ug/ml, co udokumentowali autorzy J. Matysiak, Z. Malinski, Russian Journal
of Bioorganic Chemistry, 33, 2007r. (594-601). Tak wysokie dawki sg trudne
do osiagniecia in vivo, co ogranicza praktyczne zastosowanie tych substancji w

monoterapii grzybic uktadowych.



-6 -
Istota wynalazku jest kompozycja zawierajaca antybiotyk taki jak
amfoterycyna B i zwiazek z grupy 1,3,4-tiadiazoli, taki jak 4-(5-metylo-1,3,4-
tiadiazol-2-ilo) benzeno-1,3-diol, o wzorze 1, do zastosowania w zwalczaniu
infekcji grzybiczych.
Korzystnym dla uzyskania optymalnego dzialania addytywnego
i synergistycznego przy braku toksycznosci jest, jesli kompozycja ma postaé
roztworu w dopuszczalnych medycznie mediach, o pH w granicach 7,2 - 7,7 i
proporcjach komponentéw: amfoterycyny B od 1 pg/ml do 0,03 pug/ml i
tiadiazolu o wzorze 1 od 1 do 64 pg/ml, jak przedstawiono w tabelach 1, 2, 3 i
4, na przykladzie gatunkéw Candida albicans, Candida parapsilosis,
Aspergillus niger i Rhodotorula mucilaginosa.
Kompozyja amfoterycyny B z 1,3,4-tiadiazolem o wzorze 1, wedlug
wynalazku wykazuje oddzialywanie addytywne i synergistyczne w stosunku do
patogenéw grzybowych, nawet przy kilkunastokrotnym zmniejszeniu dawki
amfoterycyny B, co bardzo wydatnie wplywa na wyeliminowanie toksycznosci
takiego leku w stosunku do ludzkich fibroblastéw i erytrocytéw krwi
cztowieka oraz braku oddziatywan antagonistycznych w stosunku do innych
lekow przeciwgrzybiczych, stosowanych nierzadko w taczonych lekoopornych
terapiach.
W szerokim zakresie pH, kompozycja wedlug wynalazku, ma postac

klarownego roztworu bez agregatéw amfoterycyny B i tiadiazolu.

Ponizsze przyktady wykonania przedstawiajg wynalazek i dokumentuja

jego pozytywne wlasciwosci.

Przykiad 1. Kompozycja wedtug wynalazku i interakcja jej skladnikéw wobec
patogendéw z rodzaju Candida.

Do 1 mg tiadiazolu o wzorze 1, rozpuszczonego w 50 ul DMSO, dodano 950
ul buforowanego roztworu soli fizjologicznej PBS, o pH 7,2 uzyskujac
przejrzysty roztwor wyjsciowy o stgzeniu 1000 pug/ml i fizjologicznym pH.
Nastepnie sporzadzono roztwoér amfoterycyny B, rozpuszczajac jej 1 mg w 1
ml wody o pH 12,6, z ktérego nastgpnie pobrano 100 pl i dodano do 9,9 mi
buforu PBS o pH 7,2. Otrzymano roztwér wyjsciowy amfoteryczny B o
stezeniu 10 pg/ml, cechujacy si¢ zupelna przejrzystoscia i fizjologicznym pH,

stuzacy do sporzadzania koficowych roztworéw kompozycji wedtug
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wynalazku, jak rowniez rozcienczen pojedynczych jej skladnikow,
przeznaczonych do hodowli komérek Candida i ludzkich fibroblastow skory.
Aktywnos¢ przeciwgrzybiczg amfoterycyny B i tiadiazolu o wzorze 1, ustalano
stosujac standardowe przepisy metodyczne, wobec wzorcowych szczepéw
Candida albicans NCPF 3153 i Candida parapsilosis ATCC 20246, metoda
mikrorozcienczen na plytce 96 dotkowej, przez wyznaczenie minimalnych
dawek inhibicyjnych w jednostkach MIC pg/ml.

Interakcje amfoterycyny B i tiadiazolu o wzorze 1 badano in vitro na plytce 96
dotkowe] metodq mikrorozcienczen krzyzowych, dzigki ktérej uzyskano
macierz wszystkich mozliwych kombinacji w okreslonym zakresie stezen tych
dwoéch zwiazkow.

Dla hodowli ze szczepem Candida albicans, zakres stezen dla amfoterycyny B
wynosit od 0,5 do 0,03125 pg/ml i dla jej komponentu o wzorze 1 od 1 do 96
ug/ml, za$ dla hodowli ze szczepem Candida parapsilosis, zakres stgzen dla
amfoterycyny B wynosit od 2 do 0,0625 pg/ml i dla jej komponentu o wzorze
1 od 1 do 64 pg/ml. Dobér zakresu stgzen amfoterycyny B i zwiazku o wzorze
1 dla obu badanych szczepéw Candida uwzgledniat ich r6zna wrazliwosé na
badane substancje.

Jako warto$¢ MIC przyjmowano stgzenie lekéw w kombinacji, ktore
powodowato 100% zahamowania wzrostu mikroorganizméw po 48 godzinach
hodowli.

Interakcja, czyli dzialanie synergistyczne, addytywne, nierdznicujace lub
antagonistyczne pomiedzy dwoma skladnikami kompozycji o zadanych
stezeniach, byla interpretowana na podstawie wspolczynnika Y FIC
oznaczajacego sumg czastkowych stgzen hamujacych, wzrost patogenéw
obydwu szczepéw Candida.

Przyjeto znane ze standardowych przepiséw metodycznych wartosci kryteriow
wskazujacych na synergie i addytywno$¢ dla poszczegélnych sktadnikow
kompozycji w stosunku do patogenéw Candida albicans i Candida
parapsilosis. Wspotezynnik FIC obliczano na podstawie nastgpujacego wzoru:
Y FIC = FICamp + FICz;, gdzie: FICAmp = MICamp W obecnosci Z1/MICanp
pojedynczo; FICz; = MICz; w obecnosci AmB/MICz; pojedynczo. Przyjeto
nastepujace kryteria interakcji: Y FIC < 0,5 - synergia, ) FIC > 0,5 do <1 -
addytywnos$¢, Y FIC > 1 do < 2 - brak interakcji, ) FIC > 2 — antagonizm.
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Wyniki interakcji sktadnikéw kompozycji wedtug wynalazku, po 48 godzinach
hodowli, wyrazone jako wspolczynniki Y FIC wobec szczepéw C. albicans i
C. parapsilosis przedstawiono na rysunku w tabelach 11 2.

Przyjmujac oznaczenia w tabelach takie jak: * - addytywnosé, ** - synergia
oraz ,,-” dla st¢zenia jednego sktadnika kompozycji, przy ktérym, nastgpuje
calkowite zahamowanie wzrostu patogenéw grzybowych wykazano, ze
kompozycja amfoterycyny B i tiadiazolu o wzorze 1, wykazuje optymalne
dziatanie synergistyczne i addytywne, w zakresie stezen komponentu o wzorze
1 od 1 do 64 ug/ml i odpowiadajacym im st¢zen amfoterycyny B od 1 pg/ml
do 0,03125 pg/ml.

Przyktad 2. Interakcja kompozycji wedlug wynalazku wobec patogenow

Aspergillus niger i Rhodotorula mucilaginosa.

Roztwor wyjsciowy, shuzacy do sporzadzania konficowych roztworéw
kompozycji wedlug wynalazku, jak réwniez rozcienczen pojedynczych jej
sktadnikow, przeznaczonych do hodowli komoérek Aspergillus niger i
Rhodotorula mucilaginosa, sporzadzono jak w przykladzie 1.

Aktywno$¢ przeciwgrzybicza amfoterycyny B i tiadiazolu o wzorze 1, ustalano
stosujac standardowe przepisy metodyczne, wobec grzybéw plesniowych dla
Aspergillus Niger i wobec grzybow drozdzopodobnych dla Rhodotorula
mucilaginosa, metoda mikrorozcienczen na plytce 96 dolkowej, przez
wyznaczenie minimalnych dawek inhibicyjnych w jednostkach MIC pg/ml.
Interakcje amfoterycyny B i tiadiazolu o wzorze 1 badano in vitro na plytce 96
dotkowej metoda mikrorozcienczen krzyzowych, dzigki ktorej uzyskano
macierz wszystkich mozliwych kombinacji w okreslonym zakresie stezen tych
dwoéch zwigzkéw.

Dla hodowli ze szczepem Rhodotorula mucilaginosa i Aspergillus Niger zakres
stezen dla amfoterycyny B wynosit od 1 do 0,03125 pg/ml i dla jej
komponentu o wzorze 1 od 1 do 64 pg/ml. Jako wartos¢ MIC przyjmowano
stezenie lekéw w kombinacji, ktére powodowato 100% zahamowania wzrostu
mikroorganizméw po 48 godzinach hodowli.

Interakcja, czyli dzialanie synergistyczne, addytywne, nieréznicujace lub
antagonistyczne pomiedzy dwoma skladnikami kompozycji o zadanych

stezeniach, byla interpretowana na podstawie wspotczynnika } FIC
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oznaczajacego sumeg czastkowych stgzen hamujacych, wzrost patogenéw
obydwu szczepow. Tak jak opisano w przykladzie 1, przyjeto znane ze
standardowych przepiséw metodycznych wartosci kryteriow wskazujacych na
synergi¢ i addytywnos$¢ dla poszczegélnych skladnikéw kompozycji w
stosunku do mikroorganizméw patogennych.

Wiyniki interakcji sktadnikow kompozycji wedtug wynalazku, po 48 godzinach
hodowli, wyrazone jako wspélczynniki Y FIC wobec szczepéw Rhodotorula
mucilaginosa i Aspergillus Niger przedstawiono na rysunku odpowiednio w
tabelach 31 4.

Wyniki zawarte w wyzej wymienionych tabelach wskazuja, ze kompozycja
amfoterycyny B i tiadiazolu o wzorze 1, wykazuje optymalne dzialanie
synergistyczne i addytywne, w zakresie stezen komponentu o wzorze 1 od 1 do

64 pg/ml i odpowiadajacym im stezen amfoterycyny B od 1 pg/ml do 0,03125
ug/ml,

Prowadzone hodowle poddano réwniez ogladowi pod mikroskopem
fluoroscencyjnym o powigkszeniu 600x dla Candida albicans, Candida
parapsilosis i Rhodotorula mucilaginosa oraz 150x dla Aspergillus niger, przy
uzyciu filtra 380-420 nm, po barwieniu kalkofluorem, wykrywajacym chityng
w $cianach komorkowych grzybow. W celu uzyskania odpowiedniej ilosci
komoérek do wykonania preparatéw mikroskopowych z préb traktowanych
kompozycja o stezeniu sktadnikéw wedtug wynalazku, zawiesing hodowlang
wirowano, a nastepnie z niewielkiej ilosci powstatego osadu pobierano 20 pl i
przenoszono na szkietka mikroskopowe.

Poszczeg6lne obrazy mikroskopowe zostaly zamieszczone na rysunku jako fig.
1, gdzie: A odpowiada hodowli kontrolnej szczepu Candida albicans, za$ B i
C hodowli szczepu Candida albicans z kompozycja wedlug wynalazku o
stezeniach sktadnikéw odpowiednio: amfoterycyna B - 0,125 pg/ml i tiadiazol
o wzorze 1 -4 pug/ml oraz amfoterycyna B - 0,125 pg/ml i tiadiazol o wzorze 1
— 8 ng/ml. Z Kkolei obraz D odpowiada hodowli kontrolnej szczepu Aspergillus
niger, zas E i F hodowli tego szczepu traktowanego kompozycjg wedlug
wynalazku o stezeniach skladnikéw odpowiednio: amfoterycyna B - 0,03125
ug/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 16 pg/ml oraz amfoterycyna B - 0,03125 pg/ml i

tiadiazol o wzorze 1 — 32 pg/ml.
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Calkowite zahamowanie wzrostu badanych szczepéw traktowanych
kompozycja do leczenia patogenow grzybowych wedlug wynalazku, w
poréwnaniu z kontrolami i sktadnikami kompozycji stosowanymi pojedynczo,

dowodzi o synergistycznym i addytywnym dziataniu obydwu sktadnikow.
Przyktad 3.

Dla potwierdzenia klarownos$ci roztworéw kompozycji wedlug wynalazku
wykonano badanie absorpcji elektronowej z uzyciem spektrofotometru UV-
Vis.

Przedstawione na rysunku jako fig. 2, widma kompozycji o stg¢zeniach
sktadnikéw wedtug wynalazku:

A — amfoterycyna B - 1 ng/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 1 pg/ml,

B - amfoterycyna B — 0,5 pg/ml i tiadiazol o wzorze 1 -2 ng/ml,

C - amfoterycyna B - 0,25 png/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 4 pg/ml,

D - amfoterycyna B - 0,125 ug/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 8 pg/ml,

E — amfoterycyna B - 0,0625 ng/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 16 pg/ml,

F - amfoterycyna B - 0,0625 pg/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 32 pg/ml oraz

G - amfoterycyna B — 0,03125 pg/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 64 pg/ml,
wykonane w pH 7,4 wskazuja na wystgpowanie form monomerycznych
zwiazkéw wchodzacych w sklad kompozycji wedlug wynalazku. Brak
rozpraszania S$wiatlta w zakresie 700-440 nm $wiadczy o klarownos¢
roztworéw kompozycji. Pasma z maksimum przy okolo 321 nm oraz przy
okolo 360 nm sa charakterystyczne dla widma absorpcji elektronowej 1,3,4-
iadiazolu o wzorze 1, wykonanych w roztworze wodnym w pH 7,4. Pasma
pochodzace od amfoterycyny B maja mala intensywnos¢, ze wzgledu na niskie
stezenie tej czasteczki w kompozycji i sg widoczne przy 408 nm i 390 nm. Na
klarownos¢ kompozycji wskazuje réwniez fakt, ze pasma charakterystyczne
dla tiadiazolu o wzorze 1 oraz amfoteryczny B sa wyraznie rozdzielone.
Ponadto, po obnizeniu pH roztworu do wartosci < 2, przy ktorym 1,3,4-
tiadiazol o wzorze 1 ulega wytraceniu, w kompozycji wedtug wynalazku
roztwor pozostawal klarowny. Roéwniez pozostawienie kompozycji w
ciemnosci, na 24 h i temperaturze 4°C, w atmosferze gazu obojgtnego,
roztworu wodnego w pH 7,4 nie spowodowalo wytracenia si¢ tiadiazolu z

roztworu.
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Przyklad 4. Badanie cytotoksycznosci kompozycji wedlug wynalazku.

Jak opisano w przyktadzie 1, sporzadzono roztwory kompozycji o stezeniu
sktadnikéw takich jak amfoterycyna B i tiadiazol o wzorze 1, w optymalnym
zakresie. Badania cytotoksycznosci kompozycji przeprowadzono na
prawidlowych ludzkich fibroblastach linii HSF. Komoérki przechowywano w
cieklym azocie, rozmrazano w temp. 37°C, nast¢gpnie przelewano do butelek
hodowlanych zawierajacych podloze Dulbecco’s, po czym namnazano w
inkubatorze w temp. 37°C, w atmosferze zawierajacej 5% CO,. Po
namnozeniu, komorki przeptukiwano buforem PBS bez jonéw wapnia i
magnezu, a nastgpnie odklejano od dna naczynia uzywajac roztworu 0,25 %
trypsyny z dodatkiem EDTA i rozcienczano podlozem hodowlanym do
gestosci 2x10* komérek/ml. Otrzymang zawiesing komérek, rozlewano do
ptytki 96 dotkowej, hodowano przez 24 godz., a po uzyskaniu monowarstwy
komoérek, delikatnie $ciggano ptyn hodowlany 1 dodawano roztwory
kompozycji w pozywce hodowlanej uzupelnionej 10% surowica bydleca.
Hodowle prowadzono przez 48 godz., w inkubatorze w wilgotnej atmosferze
zawierajacej] 5 % CO, i temp. 37°C. Rownoczesnie, w takich samych
warunkach hodowano ludzkie fibroblasty bez dodatku kompozycji, jako
kontrolg.

Zywotno$¢ komorek okreslano przy pomocy testu MTT, w ktérym sol
tetrazoliowa MTT, to jest bromek (3-(4,5-dimetylotiazolo-2-1)-2,5-
difenylotetrazoliowy) o barwie zbttej, jest przeksztalcana przez aktywne
enzymy mitochondrialne do formazanu o barwie intensywnie fioletowej. Ilos¢
powstatego formazanu jest wprost proporcjonalna do liczby komoérek oraz ich
aktywno$ci  metabolicznej.  Ilos¢  powstalego  barwnika  okreslano
spektrofotometrycznie przy uzyciu czytnika mikroptytek E-max Reader, przy
dhugosci fali 570 nm.

Na rysunku — fig. 3 przedstawiono wyniki pokazujace zywotno$¢ komorek
HSF traktowanych kompozycja wedlug wynalazku o st¢zeniach skladnikow:
A — amfoterycyna B - 1 pg/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 1 pg/ml,
B - amfoterycyna B — 0,5 pug/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 2 pug/ml,
C - amfoterycyna B - 0,25 pg/mi i tiadiazol o wzorze 1 — 4 pg/ml,
D - amfoterycyna B - 0,125 ug/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 8 pg/ml,
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E — amfoterycyna B - 0,0625 pg/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 16 pg/ml,
F - amfoterycyna B - 0,0625 ng/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 32 ug/ml
G - amfoterycyna B — 0,03125 pg/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 64 pg/ml,
w przeliczeniu na procent kontroli. Podano wartosci Srednie z odchyleniem
standardowym. Zaprezentowane dane wskazuja, ze kompozycja do leczenia
infekcji grzybiczych wywotanych przyktadowymi grzybami z rodzaju Candida
oraz Aspergillus i Rhodotorula, wedlug wynalazku, nie wykazuje znaczacej
cytotoksycznosci wobec komorek ludzkich.

Prowadzone hodowle poddano réwniez ogladowi pod mikroskopem
fluoroscencyjnym o powigkszeniu 450 x przy uzyciu filtra 330-380 nm, z
wykorzystaniem barwnika DAPI, pozwalajacego na detekcje zmian
morfologicznych jadra komorkowego. Uzyskane obrazy mikroskopowe
oznaczone jako fig. 4 zostaly zamieszczone na rysunku i oznaczaja jak ponizej.
Fig. 4 — mikroskopowe obrazy: A - dla hodowli kontrolnej komérek HSF, zas
B, C, D, E, F, G i H~ dla hodowli komérek HSF traktowanych kompozycja
wedtug wynalazku, o stgzeniach skladnikow:

B - amfoterycyna B - 1 ug/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 1 ug/ml,
C - amfoterycyna B — 0,5 pg/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 2 pg/ml,
D - amfoterycyna B - 0,25 pg/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 4 ug/ml,
E - amfoterycyna B - 0,125 pg/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 8 ug/ml,
F — amfoterycyna B - 0,0625 pg/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 16 pg/ml,
G - amfoterycyna B - 0,0625 pg/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 32 pg/ml
H - amfoterycyna B — 0,03125 pg/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 64 pg/ml,
Zaprezentowane obrazy wskazuja na prawidlowa ggstos¢ hodowli oraz brak
zmian apoptotycznych w komorkach traktowanych kompozycja wedlug

wynalazku.
Przyktad 5. Badanie aktywnosci hemolitycznej wobec ludzkich erytrocytow.

W spos6b standardowy, poprzez odwirowywanie osocza i kilkukrotne
przeptukiwanie w buforze PBS o pH 7,2, uzyskano erytrocyty krwi ludzkiej,
zawieszone w buforze PBS o pH 7,2 w proporcji 1:100, stuzace do
sporzadzenia proby kontrolnej i prob badawezych, uzupetnionych roztworami

kompozycji wedtug wynalazku, przygotowanych w stezeniach skladnikow jak
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opisano w przykladzie 1. Probki zawiesin erytrocytow  kontrolnych i
traktowanych odpowiednimi stezeniami kompozycji, jak podano w przykladzie
3, inkubowano w temp. 37°C, na kotysce laboratoryjnej przez 24 godziny. Po
inkubacji probki odwirowywano i spektrofotometrycznie, przy uzyciu
spektrofotometru  UV-Vis, oznaczano ilogé uwolnionej z erytrocytow
hemoglobiny. Catkowita hemolize erytrocytow indukowano dodatkiem do
zawiesiny Tritonu w stezeniu 10%.
Wyniki przedstawione na rysunku jako fig. 5 obrazuja procent hemolizy
zachodzacej w erytrocytach kontrolnych - A, za§ B, C, D, E, F,GiHw
erytrocytach poddanych przez 24 godz. dziataniu kompozycji wedlug
wynalazku, o stezeniach skladnikéw:
B ~ amfoterycyna B - | pg/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 1 pg/ml,
C - amfoterycyna B ~ 0,5 pg/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 2 pg/ml,
D - amfoterycyna B - 025 pg/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 4 pg/ml,
E - amfoterycyna B - 0,125 pg/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 8 pg/mi,
F — amfoterycyna B - 0,0625 pg/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 16 ug/ml,
G - amfoterycyna B - 0,0625 ug/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 32 pg/ml oraz
H - amfoterycyna B — 0,03125 pg/ml i tiadiazol o wzorze 1 — 64 pug/mi,
Wyniki préb kontrolnej i badawczych przedstawiono Jako procent hemolizy w
stosunku do catkowitej hemolizy wywotanej tritonem, podano wartosci $rednie
wraz z odchyleniem standardowym. Wyniki wskazuja, ze kompozycja
amfoterycyny B i tiadiazolu o wzorze 1, wedtug wynalazku, nie indukuje

znaczgcej hemolizy erytrocytéw, w polr’éwnaniu z kontrola.
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