Srodek antybakteryjny o dziataniu przeciwbakteryjnym wobec Pseudomonas aeruginosa

oraz jego zastosowanie

Wynalazek dotyczy sposobu aktywacji whasciwosci bakteriobdjczych wybranego
naftochinonu, wobec naturalnie opornej pateczki ropy biekitnej Pseudomonas aeruginosa
za pomoca nanoczastek srebra, a tym samym za pomoca mieszaniny tych czynnikow.
Wynalazek dotyczy réwniez medycznego zastosowania mieszaniny do zwalczania P.
aeruginosa oraz zastosowania tej mieszaniny jako srodka o dziataniu przeciwbakteryjnym
wobec P. aeruginosa, zwtaszcza do stosowania zewnetrznie, np. na skore lub rany.

Zjawisko antybiotykoodpornosci mikroorganizmoéw, tj. zdolnos¢ do namnazania si¢
w obecnosci antybiotyku, jest coraz powszechniejszym problemem, z ktéorym musi
mierzy¢ sie medycyna. Wraz z rosngca liczba drobnoustrojow wykazujacych opornos¢ na
coraz wiekszy zakres antybiotykdw, zmniejsza si¢ pula mozliwych terapii stosowanych w
leczeniu zakazef, a tym samym ro$nie zagrozenie zdrowia i zycia ludzkiego. Swiatowa
Organizacja Zdrowia (WHO) i Amerykanskie Centrum Kontroli i Zapobiegania Chorob
(CDC) wskazuja w swoich najnowszych raportach, ze w zwiazku z nastgpieniem ery post-
antybiotykowe] niezbedne jest zastosowanie zroéwnowazonych strategii prewencji 1
leczenia chordb zakaznych [1, 2].

Pseudomonas aeruginosa jest gram-ujemng bakteria oraz oportunistycznym
patogenem czlowieka 1 zwierzat, charakteryzujacym si¢ znaczaca wirulencjg. P.
aeruginosa wykazuje naturalng oporno$¢ na wiele czasteczek chemicznych, ktore sa
aktywne wobec innych patogendéw [3]. W przypadku infekcji ran oparzeniowych P.
aeruginosa jest jednym z najczescie] izolowanych gatunkow bakterii 1 stanowi szczegolny
problemem w ich leczeniu ze wzgledu na wielolekoopornos¢ ograniczajaca mozliwosci
terapeutyczne [4]. Poza antybiotykami, w terapiach ran oparzeniowych z duzym
powodzeniem stosowane jest srebro jonowe, tj. azotan srebra i sulfadiazyna srebra [5].
Niemniej jednak, coraz czescie] obserwowane jest zjawisko nabywania opornosci na
preparaty zawierajace srebro przez patogeny infekujace rany [6]. Niezbedne jest wigc
opracowanie strategii umozliwiajacych opodznienie lub zniesienie wyksztalcania
bakteryjnej opornosci oraz rozszerzenie mozliwosci terapeutycznych.

Znane jest dziatanie pewnych zwigzkow chemicznych z grupy 1,4-naftochinonéw
wobec niektérych bakterii gram-dodatnich 1 grzybéw [7]. Niemniej jednak, bakterie gram-

ujemne wykazuja umiarkowana opornos¢ na 1,4-naftochinony lub pozostaja na nie
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calkowicie oporne jak w przypadku P. aeruginosa, co opisano dla niektérych zwiazkéw z

grupy 1,4-naftochinonow [3].

Niniejszy wynalazek opiera si¢ na zjawisku przywrocenia wrazliwosci opornych
komérek mikroorganizmu P. aeruginosa na czasteczki zwiazku chemicznego dzigki
zastosowaniu w mieszaninie drugiego czynnika pelniagcego funkcje substancji
uwrazliwiajacej.

Opracowana wedlug wynalazku mieszanina jest przyktadem systemu
dwusktadnikowego, w ktorym wykorzystuje si¢ interakcje czynnikdéw do zwigkszenia ich
potencjatu biologicznego wobec P. aeruginosa w oparciu o zjawisko aktywacji i synergii.

Wedtug wynalazku opracowano nowa mieszaning dwoch sktadnikow dobranych w
taki sposob, ze dobrano jeden zwiazek z grupy 1,4-naftochinonéw oraz drugi sktadnik, tj.
srebro.

Tak dobrana kompozycja tj. srodek antybakteryjny wobec Pseudomonas aeruginosa,
stanowi mieszaning wykazujaca oczekiwane dziatanie bakteriobdjcze wobec P. aeruginosa
opornego na ten 1,4-naftochinon.

Wynalazek dotyczy zatem sposobu aktywacji wlasciwosci bakteriobdjczych S-hydroksy-
1,4-naftochinonu, tj. juglonu, wobec naturalnie opornej paleczki ropy biekitnej, tj.
Pseudomonas aeruginosa, za pomocg srebra, zwlaszcza w formie nanoczastek srebra.
Wedlug wynalazku mieszanina zawiera dzialajaca bakteriobdjczo wobec P. aeruginosa
dawke srebra oraz 5-hydroksy-1,4-naftochinonu opisywanego inaczej jako juglon.
Wynalazek dotyczy rowniez medycznego zastosowania tego srodka antybakteryjnego, tj.
mieszaniny do zwalczania P. aeruginosa, oraz zastosowania tej mieszanin jako srodka o
dziataniu przeciwbakteryjnym do stosowania zewnetrznie, tj. na skorg lub rany.
Mieszanina wedlug wynalazku zawiera srebro, zwlaszcza w formie nanoczastek srebra
oraz 5-hydroksy-1,4-naftochinon, zwany juglonem.

Wynalazek dotyczy zatem réwniez mieszaniny zawierajacej aktywne bakteriobojczo
wobec P. aeruginosa stezenie czastek srebra, zwlaszcza w postaci nanoczastek srebra oraz
5-hydroksy-1,4-naftochinonu, ktéra ma zastosowanie medyczne jako $rodek

przeciwbakteryjny wobec P. aeruginosa.

Korzystnie, zawiera S5-hydroksy-1,4-naftochinon w dawce réwnej lub wiekszej niz 16

ug/mL.

Korzystnie, zawiera nanoczastki srebra w stezeniu réwnym lub wiekszym niz 2 pg Ag/mL.
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Korzystnie zawiera wybrany preparat srebra czyli nanoczastki srebra stabilizowane
kwasem 11-merkaptoundekanowym.

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

Korzystnie, wynalazek dotyczy mieszaniny zawierajace] juglon (5-hydroksy-1,4-
naftochinon) 1 sferyczne nanoczastki srebra o $redniej wielkosci 5 nm stabilizowane

kwasem 11-merkaptoundekanowym.

Wykazany wedlug wynalazku mechanizm oddziatywan nanoczastek srebra i
juglonu stanowi zjawisko o wysokim potencjale do zwalczania jednego z najgrozniejszych
patogenow bakteryjnych cztowieka — P. aeruginosa, co stanowi korzy$¢ wynalazku.

W przyktadzie wynalazku opisano, ze mieszanina zawiera sferyczne nanoczastki
srebra o $redniej wielkosci 5 nm stabilizowane kwasem 11-merkaptoundekanowym w
stezeniu rownym lub wyzszym niz 2 pg Ag/mL oraz 5-hydroksy-1,4-naftochinon w
stezeniu rownym lub wyzszym niz 16 ug/mL. Zawiera minimalng dawke obu sktadnikéw
dziatajaca bakteriobdjczo wobec P. aeruginosa wystepujacego w stezeniu okoto 2,5 x 10°
jednostek tworzacych kolonie (JTK)/mL, co oznacza, ze dawka ta redukuje 0 99,9% liczbe
komorek bakteryjnych, tj. do co najmniej 2,5 x 10* JITK/mL.
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Wynalazek opisano blizej w przyktadzie potwierdzajagcym efektywnos$¢ mieszaniny
1 zastosowanie. W przyktadzie opisano mieszaning zawierajaca juglon i sferyczne
nanoczastki srebra o $redniej wielkosct S5 nm stabilizowane kwasem 11-
merkaptoundekanowym. Wykazano, ze sam ten naftochinon nie dziata na referencyjny
szczep bakterii P. aeruginosa, tj. jego minimalne stezenie bakteriobdjcze jest wyzsze niz

512 pg/mL. Wynalazek zobrazowano tez na rysunku.
Fig. 1 pokazuje strukture chemiczng juglonu, tj. S-hydroksy-1,4-naftochinonu.

Fig. 2 pokazuje zmiany minimalnych stezen bakteriobdjczych juglonu (JUGL) i preparatu
nanoczastek srebra  stabilizowanych kwasem  11-merkaptoundekanowym (Ag)

zastosowanych jednoczesnie wobec P. aeruginosa ATCC 27853.

Przyktad

Znoszenie opornosci Pseudomonas aeruginosa na 5-hydroksy-1,4-naftochinon za pomoca
nanoczastek srebra.

W badaniach wykorzystano gotowy preparaty wybranych sferycznych nanoczastek srebra
(AgNPs) stabilizowanych kwasem 11-merkaptoundekanowy (AgC,;COOH) o srednie]
wielkosci rdzenia metalicznego 5 nm (Prochimia Surfaces Sp. z 0.0.). Stgzenie srebra
w preparatach ustalono za pomoca analizy pierwiastkowe] z wykorzystaniem techniki
optycznej spektrometrii emisyjnej w plazmie sprzezonej indukcyjnie (ICP-OES). Dziatanie
spektrometru optycznego ICP-OES (Perkin Elmer ICP-OES Optima 2000 DV) byto
optymalizowane przed kazda serig pomiaréw. Preparat nanoczastek srebra rozcienczano
wstepnie 10-krotnie za pomocg wody destylowanej. Nastepnie do 250 uL. przygotowane;j
zawiesiny dodawano 1 mL kwasu azotowego cz.d.a. (65%), a nastgpnie uzupelniano woda
demineralizowana do objetosci 5 mL. Nastgpujace parametry spektrometru ICP-OES
zostaly wykorzystanie podczas analiz: moc generatora 1300 W, czestotliwo$¢ generatora
40 MHz, demontowalny palnik kwarcowy; osiowy widok plazmy; gaz argon (Ar):
przeplyw 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; predkos¢
przeptywu probki: 1,5 L/min. Pomiaréw stezenia jonow srebra (Ag') dokonywano przy

dtugosci fali 328,068 nm w 3 powtorzeniach.
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W badaniach wykorzystano komercyjnie dostepny wybrany zwigzek S-hydroksy-
1,4-naftochinon, tj. juglon (Sigma Aldrich). Dziatanie bakteriobdjcze nanoczastek srebra
AgC;COOH 1 juglonu (Fig. 1) stosowanych osobno badano wobec referencyjnego
szczepu P. aeruginosa ATCC 27853 za pomoca znanej metody mikrorozcienczen pozywki
jak opisano w: Krychowiak M, Kawiak A, Narajczyk M, Borowik A, Krolicka A: Silver
Nanoparticles Combined With Naphthoquinones as an Effective Synergistic Strategy
Against Staphylococcus aureus. Front Pharmacol 2018, 9:816. W pierwszej kolejnosci w
pozywce Mueller-Hinton suplementowanej kationami (CA-MHB, Beckton Dickinson)
przygotowywano roztwory badanych czynnikéw za pomoca seryjnych dwukrotnych
rozcienczen, co opisano ponizej.

Opis przygotowania mieszaniny.

Na potrzeby eksperymentu mieszaniny przygotowywano W  pPOZywce
mikrobiologicznej, niemniej jednak mieszaning mozna przygotowac rowniez w wodzie lub
wodnych roztworach, np. soli fizjologicznej. Zatezone wodne zawiesiny nanoczastek
srebra po oznaczeniu zawartosci srebra (Ag) dodawano bezposrednio do pozywki CA-
MHB do koncowego stezenia wynoszacego 128 pg Ag/mL, a nastepnie wykonywano
seryjne dwukrotne rozcienczenia w pozywce do uzyskania mieszaniny o stezeniu 64, 32,
16,8,4,21ub 1 pg Ag/mL.

W przypadku juglonu przed dodaniem do pozywki przygotowywano jego
skoncentrowane roztwory w dimetylosulfotlenku (DMSO) zawierajace 51,2 mg zwigzku w
1 mL. W celu wykonania eksperymentu tak przygotowane roztwory dodawano do pozywki
do koncowego stezenia 512 pg/mL, tj w objetosci 10 uL. do 0,99 mL, a nastepnie
wykonywano seryjne dwukrotne rozcienczenia w pozywce do uzyskania roztwordw o
stezeniu 256, 128, 64, 32, 16, 8 lub 4 pg/mL. Z przygotowanych mieszanin AgC;COOH i
roztwordw juglonu w pozywce pobierano po 100 pL i1 przenoszono do studzienek 96-
dotkowej plytki mikrotestowej do badania aktywnosci bakteriobojcze] poszczegolnych
czynnikow. W procedurze badania interakcji nanoczastek srebra i1 5-hydroksy-1,4-
naftochinonu, tj. juglonu, wykorzystano podejscie Checkerboard Titration, ktdre opisano
réwniez w: Krychowiak M, Kawiak A, Narajczyk M, Borowik A, Krolicka A: Silver
Nanoparticles Combined With Naphthoquinones as an Effective Synergistic Strategy
Against  Staphylococcus  aureus. Front Pharmacol 2018, 9:816, polegajace na
jednoczesnym zastosowaniu dwoch badanych czynnikow na plytce mikrotestowej, gdzie

kazdy czynnik jest stosowany w nastepujacym gradiencie stezen w pozywce: 2 x MBC, 1
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x MBC, 0,5 x MBC, 0,25 x MBC, 0,125 x MBC, 0,06 x MBC i 0,03 x MBC, gdzie MBC
jest minimalnym stezeniem bakteriobojczym (MBC, ang Minimal Bactericidal
Concentration). Tym sposobem kazdy dotek plytki mikrotestowej zawiera unikalng
kombinacje stezen badanych czynnikow. W przypadku zwigzkéw lub czynnikéw nie
wykazujacych aktywnosci bakteriobdjczej, tak jak ma to miejsce w przypadku juglonu,
stosuje sie¢ gradient stezen rozpoczynajacy si¢ od najwyzszego mozliwego do uzyskania
stezenia zwiagzku, tj. najczesciej 512, 256, 128, 64, 32, 16 1 8 ug/mL. W przypadku
nanoczastek srebra gradient stezen zastosowanych w eksperymencie byt nastepujacy: 16,
8,4,2,1,0,510,25 ug Ag/mL.
Mieszaniny przygotowywano w taki sposob, ze zatezone wodne zawiesiny nanoczastek
srebra po oznaczeniu zawartosci srebra (Ag) dodawano bezposrednio do pozywki CA-
MHB do koncowego stezenia wynoszacego 32 ug Ag/mL, a nastepnie wykonywano
seryjne dwukrotne rozcienczenia w pozywce do uzyskania mieszanin o stezeniu 16, 8, 4, 2,
1 oraz 0,5 pg Ag/mL. Przed dodaniem do pozywki juglonu przygotowywano jego
skoncentrowane roztwory w dimetylosulfotlenku (DMSO) zawierajace 51,2 mg zwigzku w
1 mL. W celu wykonania eksperymentu tak przygotowane roztwory dodawano do pozywki
do koncowego stezenia 1024 ug/mL, tj. w objetoscti 20 uL. do 0,98 mL, a nastepnie
wykonywano seryjne dwukrotne rozcienczenia w pozywce do uzyskania roztworéw o
stezeniu 512, 256, 128, 64, 32 oraz 16 ng/mL. Nastepnie mieszaniny przygotowano przez
potaczenie zawiesin nanoczastek 1 roztwordéw juglonu w stosunku objetosciowym 1:1.
Nastepnie do studzienek zawierajacych po 100 pl. zawiesin, roztworéw lub
mieszaniny w pozywce dodawano 10 pL inokulum bakteryjnego zawierajacego ok. 2,5 x
10° jednostek tworzacych kolonie (JTK) w 1 mL. Inokulum otrzymywano przez
rozcienczenie 6-godzinnej hodowli bakteryjnej (CA-MHB, 37 °C, 150 rpm) w $wiezej
pozywce CA-MHB do uzyskania zmetnienia rownego 0,5 stopni w skali McFarlanda
mierzonego za pomocg densytometru (DensiMeter II, EMO). Plytki mikrotestowe
inkubowano przez 24 godziny w 37 °C, po czym zawarto$¢ dotkow, w ktdrych
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. Stezenie MBC definiowano jako
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najnizsze stezenie czynnika redukujace w ciggu 24 godzin wyjsciowa liczbe JTK w dotku
(ok. 2,5 x 10° JTK/mL) 0 99,9 %, tj. 0 3 logarytmy (ok. 2,5 x 10> JTK/mL).

Jak wskazano w Tabeli 1, juglon nie wykazuje aktywnosci bakteriobdjczej wobec
P. aeruginosa (MBC > 512 pg/mL). Niemniej jednak, zastosowanie juglonu w polaczeniu
z nanoczastkami srebra AgC;iCOOH (MBC = 8 ug Ag/mL) skutkowato uzyskaniem
efektu bakteriobdjczego przy jego stezeniu réwnym nawet 16 pg/mL 1 stezeniu
nanoczastek odpowiadajacym 2 ug Ag/mL (Tabela 1, Fig. 2). Powyzsze wyniki wskazuja,
ze srebro efektywnie wspoétdziata z juglonem, tj. S-hydroksy-1,4-naftochinonu, znoszac
oporno$¢ P. aeruginosa na ten zwigzek. Pozwala to osiagnaé efekt bakteriobdjczy
mieszaniny przy znaczaco zredukowanym stezeniu preparatu srebra (nawet do 87,5%) i
stezeniu juglonu do 16 pg/mL. Tym samym pozwala to na szeroki zakres mozliwosci
modulowania aktywnosci biologicznej obu czynnikow oraz optymalizacji sktadu
mieszaniny.
Tabela 1. Stezenia juglonu (5-hydroksy-1,4-naftochinonu) i nanoczastek srebra w
mieszaninach w pozywce CA-MHB warunkujace efekt bakteriobdjczy wobec szczepu

referencyjnego P. aeruginosa ATCC 27853.

Juglon AgC,,COOH
(ng/mL) (ng Ag/mL)
>512 0
512 0,25
256 0,5
128 1
64 1
32 1
16 2
8 4
0 8

AgC1oCOOH - nanoczastki srebra stabilizowane kwasem 11-merkaptoundekanowym.

Ag, jony srebra.



