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Wykaz skrotow i wyrazow obcych:
Adeps lanae — lanolina (z tac.)
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AQSD - s6l srebrowa sulfadiazyny

ATC - klasyfikacja anatomiczno-terapeutyczno-chemiczna
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D06BX01 — inne chemioterapeutyki
GO01AFO01 — érodki przeciwzakazne i antyseptyczne, z wytaczeniem potaczen z kortykosteroidami — pochodne imidazolu
J01XDO01 - $rodki antybakteryjne — pochodne imidazolu
QJ01XDO01 — weterynaryjne $rodki antybakteryjne — pochodne imidazolu
QP51AA01 — weterynaryjne leki przeciwpierwotniakowe

P01ABO1 — srodki przeciwko petzakowicy i innym chorobom pierwotniakowym — pochodne nitroimidazolu
ATCC — American Type Culture Collection
BCS — Bovine Calf Serum (z ang.) — serum bydleco-cielece
c.atom. — ciezar atomowy (dawn.), obecnie masa atomowa
C.Cz. — ciezar czgsteczkowy (dawn.), obecnie masa czgsteczkowa, molowa
corrigens — substancje poprawiajace smak i zapach (z tac.)
cz.(wag.) — czesci (wagowe)
DAB - Deutsches Arzneibuch (z niem.) — Niemiecka Farmakopea Narodowa
DMEM - Dulbecco's modified Eagle's medium — pozywka hodowlana
DMSO - dimetylosulfotlenek
DNA — kwas deoksyrybonukleinowy
D20 - cigzka woda, tlenek deuteru
D.S. — da signa (z tac.) — oznacz
EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy
Et.0 — eter dietylowy
EtOH - etanol
ex tempore — doraznie, bezposrednio przed uzyciem (z tac.)
ext. — externum (z fac.) — do uzytku zewngetrznego
FBS — fetal bovine serum (z ang.) — ptodowa surowica bydleca
FDA — Food and Drug Administration (z ang.) — Agencja Zywnosci i Lekow
FP 11 (111, IX, XI, X1I) — Farmakopea Polska, wydanie odpowiednio 11, I11, IX, X1, XII
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fr. — brzmienie w jezyku francuskim

GMP - Good Manufacturing Practice (z ang.) — Dobra praktyka wytwarzania (produkcyjna)

IH NMR - Nuclear magnetic resonance (z ang.) — Spektroskopia magnetycznego rezonansu jagdrowego
s —singlet, q — kwartet, t — tryplet, m — multiplet

HEC - hydroksyetyloceluloza

HIV-1 — Ludzki wirus-1 niedoboru odporno$ci

i.v. —iniectio intravenosa (z tac.) — wstrzyknigcie dozylne

JP XVII — Farmakopea Japonska, The Japanese Pharmacopoeia, Edycja XVII

K — kelwin, stopien temperatury rowny °C + 273,15

L, mL, pL - litr, mililitr, mikrolitr

LDH — test oznaczania dehydrogenazy mleczanowej

LZ — lecznictwo zamknigte, szpitalne

lac. — brzmienie w jezyku tacinskim

M, mM, uM — mol, milimol, mikromol

MBC — minimum bactericidal concentration (z ang.) — minimalne stezenie bakteriobojcze

MCZ — mikonazol, przeciwgrzybiczy lek azolowy

M.Cz. — masa czasteczkowa, wyrazana w U (g/mol)

Me — metyl, rodnik metylowy, CHs-

MeOH - metanol

M.f.gel. — misce, fiat gel (z tac.) — zmieszaj, niech powstanie zel

M.f.Gtt.opht. — misce, fiat guttae ophtalmicae (z fac.) — zmieszaj, niech powstang krople oczne

M.f.ung. — misce, fiat unguentum (z tac.) — zmieszaj, niech powstanie mas¢

MIC — minimum inhibitory concentration (z ang.) — minimalne stezenie hamujace

min. — minuta, minuty

MHz - megaherc

mosmol/L — jednostka spoza uktadu SI oznaczajaca miliosmole w 1 litrze; warto$¢ wyrazona w mosmol/L
pozwala na pomiar ci$nienia osmotycznego roztworu i okreslenie, w jaki sposob rozpuszczalnik bedzie
dyfundowat przez potprzepuszczalng membrane

MTT - test kolorymetryczny dla oceny metabolicznej aktywnosci komorek
MTZ - metronidazol

niem. — brzmienie w jezyku niemieckim

nm — nanometr

NRU — Neutral Red Uptake Assay (z ang.) — test pochtaniania czerwieni obojetnej oceniajgcy integralno$¢ bton
lizosomow komodrkowych

NR — Neutral Red (z ang.) — czerwien obojetna

OTC - over-the-counter drugs (z ang.) — lek wydawany z apteki bez recepty lekarskiej



o/w — emulsja typu olej w wodzie

p.topn. — punkt topnienia (dawn.), obecnie temperatura topnienia

Paraffinum liqguidum — parafina ciekla (z tac.)

PET — polietylen (jako tworzywo sztuczne)

per se — jako taki (z tac.), w prostej postaci (w znaczeniu tej pracy)

PBS — roztwor buforowy zawierajacy jednozasadowy fosforan sodu, wodorofosforan sodu i chlorek sodu
Ph — fenyl, rodnik aromatyczny CeHs-

Ph.Eur. — Farmakopea Europejska (Edycja 9)

PHE — Public Health England (z ang.) — Zdrowie Publiczne Anglii — agencja wykonawcza pod auspicjami
Departamentu Zdrowia i Opieki Spotecznej Wielkiej Brytanii

PL — Polska

p.0. — per 0s (z tac.) — doustnie

PP — polipropylen (jako tworzywo sztuczne)

p.vag. — per vaginum (z tac.) — dopochwowo

p.r. — per rectum (z tac.) — doodbytniczo

Py — pirydyna, heterocykliczna azyna z 1 atomem azotu CsHsN

RNA — kwas rybonukleinowy

RPMI — Roswell Park Memorial Institute medium — podtoze hodowlane

Rx — lek wydawany z apteki na podstawie recepty lekarskiej
SARS-CoV - Koronawirus zespotu oddechowego o ciezkim przebiegu
TPC — Test catkowitego barwienia biatka komérkowego

ung. — unguentum (z tac.) - mas¢

USL — Urzgdowy Spis Lekow

Vaselinum album — wazelina biata (z tac.)

w/o — emulsja typu woda w oleju

WET - weterynaryjny
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1. Wstep

Narastajacy problem oporno$ci mikroorganizmoéw na antybiotyki i chemioterapeutyki jest
wyzwaniem dla wspotczesnej medycyny. Kazdego roku, pomimo zaawansowanych metod
leczenia, rosngcego poziomu ochrony zdrowia i rosnacej $wiadomosci spolecznej na temat
farmakoterapii, wzrasta liczba zgonow spowodowanych przez szczepy bakterii opornych na
antybiotyki [1]. Jest to niewatpliwie przyczyng poszukiwania nowych zwigzkow
o potencjalnym dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, a obszar badan zwigzany
z wykorzystaniem metali szlachetnych w medycynie jako alternatywy w walce z infekcjami,
powraca. Badania nad takimi pierwiastkami jak: miedz, cynk, tytan, nikiel, magnez, ztoto
i srebro przynosza nadziej¢ na skuteczne metody w walce z infekcjami [1-3]. Wsrod
wymienionych metali srebro jest szczegodlnie szeroko stosowanym w medycynie
1 posiadajagcym dobrze udokumentowane dziatanie przeciwbakteryjne przeciwko bakteriom
Gram-dodatnim i Gram-ujemnym, grzybom, pierwotniakom i wirusom [4]. Liczne badania
wykazaty, ze zarowno jony metali, jak i ich kompleksy wykazuja dziatanie antybakteryjne,
cytotoksyczne i genotoksyczne. Wiasciwosci te, zwlaszcza w odniesieniu do zwigzkoéw
koordynacyjnych z dobrze znanymi ligandami, sg nadal przedmiotem szeroko zakrojonych
badan w poszukiwaniu skutecznych lekow w leczeniu roznych chorob o etiologii bakteryjnej
oraz nowotwordow. Wiele zespotéw naukowych, w tym Zespot Profesora Justyna Ochockiego
przeprowadzit liczne badania, w ktorych zglaszano cytotoksyczny 1 genotoksyczny potencjat
jonow metali 1 ich kompleksow w kierunku prawidtowych i nowotworowych komorek.
Wykazano réwniez wigksza stabilno$¢ zwigzkéw koordynacyjnych zawierajacych jony metali,
w porownaniu z solami tych metali, wchodzacymi w struktur¢ zwigzku, a wykazujacymi
niejednokrotnie rowniez dzialanie biologiczne czynne [5-10]. Niezaleznie od wtasciwosci
samej substancji czynnej jej dzialanie wynika od sposobu aplikacji u pacjenta, co odbywa sig
poprzez stworzenie wilasciwej postaci leku. Odpowiednie rozdrobnienie, dobrze dobrany
rozpuszczalnik czy podloze sa fundamentalnymi parametrami, ktére decyduja o pozadanym
dziataniu na patogen, z wykorzystaniem nalezytego wchtaniania, osiggania odpowiedniego
stezenia 1 wreszcie wlasciwej reakcji wynikajacej z samego mechanizmu dziatania substancji

leczniczej.
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2. Czes¢ teoretyczna

2.1 Azole 1 ich pochodne

Mianem zwigzkow heterocyklicznych okresla si¢ zwiazki organiczne, w sktad ktérych
oprocz atomow wegla wehodzi jeden lub wigcej atomoéw innych pierwiastkow — heteroatomow.
Przyroda jest bardzo bogata w zwiazki heterocykliczne bowiem stanowig one podstawy
strukturalne zwigzkow naturalnych takich jak: chlorofil, hemoglobina, alkaloidy, kwasy
nukleinowe, enzymy i inne. Wiele z nich wyr6znia aktywno$¢ biologiczna, dlatego nie
przypadkiem ponad potowa substancji stosowanych jako substancje czynne zawiera w swojej
strukturze fragmenty heterocykliczne [11]. Pierscienie heterocykliczne moga kondensowac
z r6znej wielkosci pierscieniami weglowymi albo tez innymi heterocyklicznymi. Azole sg
grupa zwigzkéw pigcioatomowych, w ktérych przynajmniej jeden z atoméw wegla zostat
zastgpiony atomem azotu tworzac uktad heterocykliczny. Jesli obok azotu w sktad heterocyklu
wchodzg rowniez inne pierwiastki np. siarka, tlen, selen, moéwimy odpowiednio 0 tioazolach,
oksazolach i selenoazolach [12].

Wiasciwosci kwasowo-zasadowe zwigzkéw heterocyklicznych typu azoli wynikaja
bezposrednio ze struktury elektronowej heteroatomow. W przypadku pirolu (azolu) para
elektronowa heteroatomu, ktora znajduje si¢ na niezhybrydyzowanym orbitalu p bierze udziat
w tworzeniu n-elektronowego aromatycznego pierscienia. Pirolowy atom azotu nie jest zdolny
do przyjecia protonu i zachowuje charakter kwasowy. Pirydynowy atom azotu natomiast,
w ktorym para elektronowa wystepuje na orbitalu o hybrydyzacji sp’ nie bierze udziatu
w tworzeniu aromatycznego sekstetu. Dzigki temu jest on zdolny do przyjecia protonu, zatem
zachowuje charakter zasadowy, podobnie jak czgsteczka np. amoniaku. Heterocykle jakie
zawieraja zardwno atomy azotu pirolowe, jak i1 pirydynowe, wykazuja wilasciwosci
amfoteryczne.

Imidazol (1,3 — diazol) przedstawiony na Rys.1 jest przyktadem zwiazku o opisanym
charakterze. Pochodne imidazolu znalazty szerokie zastosowanie w lecznictwie [13]. Jego
metylowa, nitrowana pochodng o zastosowaniu medycznym jest metronidazol (2-metylo-5-
nitro-1H-imidazolo-1-etanol, Rys.2). Pirolowy atom azotu =zostal podstawiony
2-hydroksyetylem, natomiast atom azotu pirydynowy, posiadajacy wlasciwosci zasadowe, jest

zdolny do pelnienia funkcji donora w wigzaniu koordynacyjnym z metalami [11].
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Rys.1 — Struktura imidazolu Rys.2 — Struktura metronidazolu

Wsréd pochodnych imidazolu duza grupe lekow stanowia zwigzki chemiczne
wykazujace wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe. Ze wzgledu na budowg¢ chemiczng mozna
sklasyfikowa¢ je w dwu waznych Kategoriach, jako: antybiotyki nitroimidazolowe oraz
imidazolowe leki przeciwgrzybicze, w ktorych grupa nitrowa z reguly nie jest obecna.
Podstawienie w imidazolu grupy nitrowej w pozycji 5 wyznacza kierunek dziatania leku i jest
Scisle zwigzana z jego mechanizmem [14,15]. Nitroimidazole sg prolekami - aktywacja
czasteczki antybiotyku nitroimidazolowego nastepuje poprzez redukcje grupy nitrowe;.
W organizmach anareobowych i mikroaerofilnych zachodza procesy red-oks zwigzane
z wystepujacymi u nich enzymami klasy nitroreduktaz, ktore klasyfikuje si¢ na
2 typy: niewrazliwe na tlen oraz wrazliwe na tlen. Wystgpuja one u bakterii zar6wno Gram—
dodatnich, jak i u Gram-ujemnych. Istnieja gatunki bakterii posiadajace kilka roéznych
nitroreduktaz np. Bacteroides fragilis, ktora wytwarza cztery enzymy.

Hydrogenosomy to organella wystgpujace w komorkach anaerobowych, ktére sa
odpowiednikami mitochondriow i odpowiedzialne sg za funkcje energetyczne. Pirogronian
i maleinian, obecne w hydrogenosomach, ulegaja reakcji dekarboksylacji oksydacyjnej,
w wyniku czego powstajg elektrony. Dzigki enzymowi oksydoreduktazie pirogronian —
ferredoksyna, z pirogronianu powstaje acetylo—CoA, z ktorego z kolei syntetyzowany jest
adenozynotrdjfosforan oraz CO.. Ferredoksyna przenosi elektrony jako biatko pehnigce te
funkcje w organizmach beztlenowych 1 mikroaerofilnych. Grupa nitrowa ulega reakcji redukcji
w wyniku przejecia elektronow od ferredoksyny. Alternatywnym przenos$nikiem elektronow
moze by¢ flawodoksyna. Cytotoksyczna, zredukowana forma leku jest odpowiedzialna za
naruszenie spiralnej struktury drobnoustrojowego DNA, powoduje przerwanie tancucha
i w efekcie smier¢ komorki. W rezultacie antybiotyki nitromidazolowe selektywnie dziatajg na
bakterie beztlenowe i pierwotniaki, ze wzgledu na fakt, ze tylko te organizmy sg w stanie
wewnatrzkomorkowo przywrécic¢ grupe nitrowa. [16,17].
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Mechanizm dziatania, zalezny od budowy chemicznej drugiej grupy pochodnych
imidazoli jest zwigzany z zaburzeniem syntezy ergosterolu. Imidazolowe leki przeciwgrzybicze
sg inhibitorami 14a-demetylazy lanosterolu zaleznej od cytochromu P450 (CYP450). Jest to
bardzo wazny enzym niezbedny w syntezie ergosterolu (prowitamina D), ktora wchodzi
w sktad blony komoérkowej grzybow [18,19] i petni funkcje¢ podobng do cholesterolu obecnego
w komorkach zwierzecych [20]. Hamowanie tego enzymu prowadzi do gromadzenia si¢
pochodnych metylowanych w pozycji 14a, ktore nie wykazuja budowy polarnej. Nastepuje
zmiana struktury i zaburzenia funkcjonalnosci btony komorkowej oraz upo$ledzenie jej
przepuszczalno$ci i ptynnosci [21,22]. W nastgpstwie tego zmniejsza si¢ aktywnos¢ enzymow
btonowych oraz wyciekanie zawarto$ci komoérek [23,24]. Nieprawidtowa budowa btony ma
negatywny wplyw takze na §ciang komorkowa grzyba z powodu zahamowania syntezy chityny,
substancji stanowigcej gtoéwny jej budulec [25]. Ergosterol bezposrednio stymuluje wzrost
komorek grzyba dziatajac jak hormon. Uposledzenie jego syntezy powoduje zahamowanie

ogodlnego wzrostu grzyba.

2.1.1. Antybiotyki nitroimidazolowe: metronidazol,
tinidazol, nimorazol, ornidazol

Metronidazol

Aktywne pochodne imidazolu byty poszukiwane i badane przez wiele lat. W 1950 roku
metronidazol (MTZ, Rys.2) zostal zsyntetyzowany w Laboratoriach Rhone-Poulenc we
Francji [26]. Nalezy do grup farmakologicznych AO1AB17, JO1XDO01, GO1AF01, D06BX01
i POLABOL. Synteza metronidazolu zostata przedstawiona na Rys.3. 2-metyloimidazol (1) jest
syntetyzowany w reakcji Debus-Radziszewskiego [27] lub z etylenodiaminy i kwasu octowego,
potraktowanych tlenkiem wapnia, a nastgpnie niklem Raneya, ktory peini funkcje katalizatora
szkieletowego. 2-metyloimidazol jest poddawany nitrowaniu z uzyskaniem 2-metylo-5-
nitroimidazolu (2), ktory z kolei zostaje zalkilowany za pomoca tlenku etylenu lub 2-
chloroetanolu dajac metronidazol (3) [28-29].

MTZ wykazuje najwigksza aktywnos¢ przeciwko beztlenowym bakteriom Gram-

ujemnym i nie dziata przeciwko bakteriom tlenowym [30].
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Rys.3 — Synteza metronidazolu z wykorzystaniem reakcji Debus-Radziszewskiego
oraz za pomocg syntezy z etylenodiaminy

Jako $rodek chemioterapeutyczny jest stosowany w leczeniu zakazen wywolanych przez
wigkszo$¢ bakterii beztlenowych i pierwotniakéw, takich jak Trichomonas vaginalis,
Entamoeba histolytica czy Giardia lamblia. Znajduje zastosowanie w terapii rzesistkowicy
uktadu moczowo-piciowego, petzakowicy, lambliozie, leczeniu infekcji wywotanych przez
Clostridium, Eubacterium, Bacteroides, Fusobacterium, Gardnerella vaginalis. Jest szeroko
uzywany rowniez w profilaktyce zakazen pooperacyjnych oraz leczniczo w stanach
wywotywanych przez bakterie beztlenowe: posocznicy, zapaleniu ptuc, ropieniach mozgu,
zapaleniu otrzewnej, zapaleniu kos$ci 1 szpiku, gorgczce potogowej czy odlezyn 1 owrzodzen
konczyn dolnych [31] . W terapii skojarzonej z innymi lekami o dziataniu przeciwbakteryjnym
(amoksycylina, klarytromycyna, tetracyklina) wraz z inhibitorem pompy protonowej (IPP)
i opcjonalnie solami bizmutu znalazt zastosowanie w eradykacji Helicobacter pylori [32]. Jak
wczesniej wspomnialem, Mmechanizm dziatania metronidazolu polega na redukcji grupy
nitrowej w srodowisku o niskiej zawartosci tlenu. Powstajg wolne rodniki nitrowe, ktore
uszkadzajg tancuch DNA, co prowadzi do zniszczenia komorki drobnoustroju. Produkty
lecznicze zawierajace MTZ moga mie¢ dziatanie ogolne, poprzez wprowadzenie doustne lub
pozajelitowe (dozylnie w postaci roztworow do iniekcji 1 infuzji) lub miejscowe na skore,
dopochwowe, doodbytnicze, w odpowiednich postaciach, takich jak: tabletki dopochwowe,
czopki, krem, zel lub mas¢ [33]. W infekcjach bakteriami beztlenowymi dzienne dawki zwykle
stosowane u dorostych i 0s6b powyzej 12 r.z. wynosza od 750 do 1500 mg, podczas gdy dla
dzieci w wieku od 8 tygodni do 12 roku zycia dawke ustala si¢ stosownie do masy ciata i wynosi

ona zwykle 20-30 mg/kg. Leku nie stosuje si¢ w takich wskazaniach dtuzej niz 7 dni. Po
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podaniu doustnym po positku 250 mg, 500 mg lub 2 g, u zdrowych ochotnikow maksymalne
stg¢zenie w osoczu jest osiggane w czasie 1-3 godzin i wynosi odpowiednio 4,6-6,5 pg/ml, 11,5-
13 pg/ml i 30-45 pg/ml. Szybkos¢ wchianiania i maksymalne stezenie metronidazolu
w surowicy sg zalezne od positku. Okoto 20% metronidazolu wigze si¢ z biatkami. MTZ jest
intensywnie wchlaniany z przewodu pokarmowego. Rozprowadzany jest tatwo do wszystkich
tkanek, w tym osrodkowego uktadu nerwowego, kosci, mleka matki i nasienia. Przenika
réwniez przez barier¢ lozyskowa. U 0s6b z prawidlowg czynno$cia watroby i nerek biologiczny
okres pottrwania wynosi 6-8 godzin [32].

Gléwnym miejscem metabolizmu MTZ jest watroba, gdzie ulega on sprz¢ganiu
z kwasem glukuronowym, utlenieniu i hydroksylacji. W rezultacie powstaje
2-hydroksymetronidazol jako glowny metabolit, ktory rowniez wykazuje dziatanie
przeciwbakteryjne. MTZ jest wydalany przez nerki w 60-80% i w 6-15% z katem. Jego
metabolity sg tatwo rozpuszczalne w wodzie, sg barwne, dlatego terapia moze zmieni¢ kolor
moczu na czerwono-brazowy [32]. Lek czegsto powoduje zaburzenia zoladkowe i jelitowe
w postaci nudnosci, wymiotéw, biegunki, metalicznego posmaku w jamie ustnej lub bolu
brzucha. Do rzadkich skutkéw ubocznych naleza: zaburzenia uktadu nerwowego (drgawki,
encefalopatia, ataksja, bole glowy) oraz zaburzenia hematologiczne (leukopenia,
trombocytopenia, neutropenia, agranulocytoza i pancytopenia). Zdarzaly si¢ rowniez rzadkie
przypadki infekcji grzybiczych ukladu rozrodczego, bolu migéni, zwigkszonej aktywnosci
enzymOw watrobowych, wysypki, §wigdu, zaczerwienienia i niewyraznego widzenia. Po
spozyciu alkoholu metronidazol moze wywota¢ reakcje¢ disulfiramowa, charakteryzujaca sie
nudnosciami, wymiotami, przegrzaniem 1 przyspieszeniem akcji serca. Moze tez nasilaé
dziatanie lekdéw przeciwzakrzepowych, np. warfaryny ze wzgledu na hamowanie jej
metabolizmu [34]. Leki oddziatujace na mikrosomalne enzymy watroby moga przyspieszaé
wydalanie metronidazolu, zmniejszajac jego stezenie we krwi (fenytoina, fenobarbital) lub
wydtuzac jego okres pottrwania, np. cymetydyna, co w konsekwencji zwieksza ryzyko dziatan
niepozadanych ze strony uktadu nerwowego. MTZ nalezy do klasy B zgodnie z klasyfikacja
lekow opracowang przez FDA (Food and Drug Administration) pod wzgledem bezpieczenstwa
W ci3Zy, co oznacza, ze badania na zwierz¢tach nie wykazaty szkodliwego wptywu na plod, ale
nie potwierdzono wptywu na cigz¢ u cztowieka. Ze wzgledu na przenikanie przez bariere
tozyskowa 1 potencjalne dzialanie mutagenne w badaniach na zwierzetach jest lekiem
niewskazanym w [ trymestrze cigzy, natomiast w kolejnych trymestrach moze by¢ stosowany
tylko 1 wytacznie wtedy, gdy ewentualne korzysSci z jego przyjmowania przewyzszaja ryzyko

wystapienia dziatan niepozadanych i szkodliwego wptywu na ptod [32, 35]. Produkty lecznicze
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dopuszczone do obrotu na terytorium Rzeczypospolitej Polskiej, zawierajace MTZ jako

pojedynczy sktadnik oraz jako sktadnik lekow ztozonych przedstawiono w tabeli 1.

Stosowanie
Nazwa handlowa Skiad Postaé leku Da\./vke}, Drogg ATC i
stezenie podania %z
dostepnosé
Arilin Rapid ® Metronidazolum Globulki dopochwowe 1000 mg p.vag. GO1FA01 L_udszle
Eradia ® Metronidazolum Zawiesina doustna 125 mg/ml p.o. QP51AA01 Wé;
Grinazole ® Metronidazolum Pasta dentystyczna 100 mg/ml ext. AO01A LIErE —
Gab.stom.
. n 8 250 mg lub QP51AA01 | Pies, kot—
Metrobactin ® Metronidazolum Tabletki 500 mg p.o. QJ01XDO01 WET
. 8 250 mg lub Pies, kot —
Metrocare ® Metronidazolum Tabletki 500 mg p.o. QP51AA01 WET
Metronidazol 0,5% Fresenius ® Metronidazolum | Roztwér do infuzji 5 mg/ml iV, J01XD01 L_”dRZX'e
Metronidazol 0,5% Polpharma ® | Metronidazolum | Roztwordo 5 mg/ml iy JOLXDO1 LirGr
wstrzykiwan i infuzji -RXx
Metronidazol Chema Metronidazolum Mas¢ 100 mg/g ext. A01AB17 L_Udszle
Metronidazole B. Braun ® Metronidazolum | Roztwér do infuzji 5 mg/ml iV, J01XDO01 L_”gzx'e
Metronidazol Jelfa ® Metronidazolum | Zel 10 mg/g ext. D06BX01 LdeRZX'e
. ; . 250 mg lub J01XD01 Ludzie
Metronidazol Polpharma ® Metronidazolum Tabletki 500 mg p.o. PO1ABOL - Rx
Metronidazol Polpharma ® Metronidazolum Tabletki dopochwowe 500 mg p.vag. G01AF01 L_Udszle
. . . 100 mg lub Pies, kot -
Metrovis ® Metronidazolum Tabletki 250 mg p.o. QP51AA01 WET
Metrovis ® Metronidazolum Tabletki 750 mg p.o. QP51AA01 \F;\'/eé.l_
. o Ludzie
Rozex ® Metronidazolum Zel 7,5 mglg ext. D06BX01 - Rx
) Ludzie
Rozex ® Metronidazolum Krem 7,5 mglg ext. D06BX01 - Rx
- . , Ludzie
Rozex ® Metronidazolum Emulsja na skore 7,5 mglg ext. D06BX01 -Rx
. Metronidazolum + . 250 mg + Ludzie
Gynalgin ® Chlorguinaldolum Tabletki dopochwowe 100 mg p.vag. G01AF20 -Rx
Metronidazolum + . 250mg + 1 Pies -
Stomorgyl 20 ® Spiramycinum Tabletki powlekane 500 000 j.m p.o. QJO01RA04 WET

Tabela 1. Produkty lecznicze dopuszczone do obrotu na terytorium Rzeczypospolitej Polskiej
z uwzglednieniem drogi podania, postaci leku, indeksu ATC i przeznaczenia

Obecne, XII

wydanie Farmakopei

Polskiej zawiera dwie monografie szczegotowe:

metronidazolu i benzoesanu metronidazolu (Tab.2) [36].

Wiasciwosci Dawki w gramach
Nazwa zgodna Nazwa Droga m
z monografia wedlug i ZWyKie maksymalne
FP XII definicji wyglad rozpuszezalnosé podania stosowane
jedn. dobowa jedn. dobowa
) p.vag. 05 1,0 1,0 15
2-(2-Metylo- | Bialy Substancja trudno
. 5-nitro-1H- | Iub 76ttawy, | rozpuszczalna w  wodzie, [P 10 10 10 2,0
Metronidazolum S . -
imidazol-1- krystaliczny w acetonie, w etanolu (96%) p.o. 05 1,0 1,0 2,0
ilo)etanol proszek i w chlorku metylenu :
i.v. 0,5 1,0 1,0 4,0
p.o. 0,4 1,6 - 2,0
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Substancja praktycznie
2-(2-Metylo- Bialy nierozpuszczalna w wodzie, [l 10 10 10 | 20
Metronidazoli ?-l?ltro-lH- T R, fatwo rozpuszczalna w chloru
e — imidazol-1- krystaliczny metylenu, rozpuszczalna
ilo)etylu N W acetonie, trudno i.v. 0,5 1,0 1,0 2,0
benzoesan rozpuszczalna w  etanolu
(96%)

Tabela 2. Monografie metronidazolu i benzoesanu metronidazolu FP XII

Tinidazol, nimorazol, ornidazol

Tinidazol  (1-(2-etylosulfonyloetylo)-2-metylo-5-nitro-imidazol, = Rys.4a)  jest
metylowang pochodng imidazolu zawierajacg podstawnik 2-etylosulfonyloetylowy przy atomie
azotu w potozeniu 1. Wykazuje szerokie spektrum dziatania przeciwpierwotniakowego
1 przeciwbakteryjnego. Dziata na Trichomonas vaginalis, Entamoeba histolytica i Giardia
lamblia. Wykazuje rowniez dziatanie na Helicobacter pylori, Gardnerella vaginalis oraz dziata
bakteriobdjczo na wigkszo$¢ bakterii beztlenowych, takich jak: Bacteroides fragilis,
Bacteroides melaninogenicus, Bacterioides spp., Clostridium spp., Eubacterium spp.,
Fusobacterium spp., Peptococcus spp., Peptostreptococcus spp. i Veillonella spp. Grupa
farmakoterapeutyczna: leki przeciwbakteryjne do stosowania ogoélnego, pochodne imidazolu,
kod ATC: JO1XDO02 [37]. Tinidazol moze by¢ alternatywa terapeutyczng w przypadku

nietolerancji metronidazolu.

Nimorazol  (4-[2-(5-nitro-1H-imidazol-1-yl)-ethylo]-morpholina, Rys.4b)  jest
syntetycznym antybiotykiem i lekiem przeciwpierwotniakowym o szerokim spektrum
dziatania. Jak inne pochodne nitroimidazolowe wykazuje dziatanie bakteriobdjcze zwigzane
z zaburzeniami procesoéw replikacji DNA w komoérkach bakterii i pierwotniakow. Rzgsistek
pochwowy, ameba, lamblia i inne bakterie beztlenowe, w tym Bacteroides spp. sa wrazliwe na
dziatanie nimorazolu. Jest rowniez wskazany w ostrym wrzodziejagcym zapaleniu dzigset
i zapaleniu pochwy wywotanym przez Gardnerella vaginalis. W Polsce produkty lecznicze
zawierajace nimorazol nie sg dostgpne, podobnie jak w innych panstwa Unii Europejskiej. Byt
produkowany przez firm¢ Pfizer na rynek europejski w postaci tabletek dopochwowych

w dawce 500mg.

Ornidazol (1-chloro-3-(2-metylo-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)-propan-2-ol, Rys.4c) jest
antybiotykiem stosowanym w leczeniu zakazen pierwotniakowych [38]. Ten syntetyczny

nitroimidazol jest otrzymywany z 2-metylo-5-nitroimidazolu i epichlorohydryny w wyniku
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reakcji katalizowanej kwasem [39]. Spektrum przeciwdrobnoustrojowe jest podobne do
metronidazolu, ale lek jest duzo lepiej tolerowany [38], natomiast istniejg obawy o nizsza
wzgledng  skuteczno$¢ [40]. Po raz  pierwszy zostat  wprowadzony  do
leczenia rzesistkowicy, zanim  zostalo  poznane jego szerokie spektrum  dzialania
przeciwpierwotniakowego i przeciw bakteriom beztlenowym [41]. Badano go réwniez pod
katem stosowania w chorobie Lesniowskiego-Crohna po resekcji jelit. Ornidazol jest lekiem
niezarejestrowanym w Polsce, natomiast niezwykle popularnym w krajach wschodnich. Na
Ukrainie stosuje si¢ zarowno roztwor do wlewow dozylnych, jak i tabletki doustne [42,43].
Formy lekéw dopochwowych w kombinacjach z nystatyna, neomycyng i prednizolonem sa

zarejestrowane i stosowane w krajach bytego Zwigzku Radzieckiego [44].

H CJB\NO Z.\IB\NOZ H C/ZA_X\NO
| p
T (] u

@) (b) (©)

Rys.4 — Struktury nitrowanych pochodnych imidazolu N-podstawionych — tinidazolu (a),
nimorazolu (b) i ornidazolu (c)

2.1.2 Imidazolowe leki przeciwgrzybicze:
ketokonazol, klotrimazol, mikonazol,
bifonazol, butokonazol, ekonazol, izokonazol

Brak grupy nitrowej w pochodnych imidazolu oraz odpowiedni podstawnik, dos¢ duzy
w porownaniu z pochodnymi nitroimidazolowymi, przy atomie azotu w pozycji 1, daje grupg
lekow imidazolowych wykazujacych dzialanie przeciwgrzybicze, ktérych mechanizm zostat
wczesniej przedstawiony. Ponizej krotka charakterystyka substancji  stosowanych

w lecznictwie, ktore klasyfikuje sie w tej grupie.
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Ketokonazol, posiadajgcy dwie enancjomeryczne formy (Rys.5), zostal po raz
pierwszy zsyntetyzowany w 1976 roku w laboratorium belgijskiej firmy Janssen
Pharmaceuticals, opatentowany w 1977 roku przez t¢ firme, a wszedt do uzytku medycznego
w 1981 roku [45]. Jest dostepny na calym $wiecie W postaci lekow generycznych i preparatow
bez recepty, ktore sa stosowane na skorg, przede wszystkim pod nazwa handlowg Nizoral®.
W 2017 roku byt najczesciej przepisywanym lekiem w Stanach Zjednoczonych, z ponad
dwoma milionami recept. Terapia doustna ketokonazolem zostala wycofanaw Unii
Europejskiej i Australii w 2013 roku, a w Chinach w 2015 zgodnie z zaleceniem Europejskiej
Agencji Lekow. Argumentem bylo stwierdzenie, iz korzys$ci ze stosowania doustnych lekow
zawierajacych ketokonazol nie przewazaja nad ryzykiem uszkodzenia watroby w leczeniu
infekcji grzybiczych. Ketokonazol do stosowania miejscowego (np. kremy, masci, szampony)
nadal moze by¢ stosowany, gdyz ilo$¢ wchtanianego ketokonazolu jest bardzo niewielka

w przypadku tych postaci leku [46].

OH

Rys.5 — Struktura enancjomerow ketokonazolu: (2R,4S)-(+) u gory, (25,4R)-(—) u dotu

Klotrimazol (Rys.6) - jest syntetycznym lekiem przeciwgrzybiczym nalezagcym do
podgrupy imidazoli przeznaczonym wylacznie do uzytku zewnetrznego. Jest stosowany
w praktyce medycznej od 1969 roku [47] i zostal stworzony w laboratorium niemieckiej firmy
Bayer jako Canesten® [48]. W matych st¢zeniach wykazuje dziatanie grzybostatyczne na
dermatofity: Epidermophyton spp., Trichophyton spp., Microsporum spp., drozdzaki: Candida

albicans, Cryptococcus neoformans, Malassezia furfur oraz Aspergillus spp. i plesnie [49].
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Dziata réwniez na grzyby dymorficzne: Blastomyces dermatidis, Coccidioides immitis,
Sporotrichum scheneckii. Wywiera stabe dziatanie przeciwbakteryjne na: Streptococcus

pyogenes, Staphylococcus aureus, Corynebacterium minutissimum oraz przeciwrzgsistkowe na

T C

Cl

Trichomonas vaginalis.

Rys.6 — Struktura klorimazolu

Mikonazol jest mieszaning racemiczng enancjomeréw przedstawionych na Rys.7.
Zostal po raz pierwszy zsyntetyzowany w laboratorium belgijskiej firmy Janssen
Pharmaceutica, opatentowany w 1968 r. i zatwierdzony do uzytku medycznego w 1971 [50].
Znajduje sie na liscie podstawowych lekow Swiatowej Organizacji Zdrowia [51]. Wrazliwe na
dziatanie leku sg: Candida spp, Malassezia spp., Trichophyton spp., Coccidioides immitis,
Aspergillus spp., Histoplasma capsulatum, Microsporum spp., Penicillium crustaceum,
Paracoccidioides brasiliensis, Petriellidium boidii. Cz¢s¢ bakterii Gram-pozytywnych roéwniez
wykazuje wrazliwo$¢ na mikonazol. Lek stosowany w leczeniu grzybicy stop, grzybicy
woszczynowej, drozdzycy oraz czasami w zapaleniu kacikéw ust. Dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe i cytotoksyczne zwigzkow kompleksowych mikonazolu z solami
srebra(I) zostalo ocenione w pracach Stryjskiej i wsp. [52,53]. Mikonazol zarejestrowany jest
w Polsce w postaci preparatow do uzytku zewnetrznego oraz w postaci zelu doustnego pod

nazwa Daktarin® [54].

Bifonazol (Rys.8) wykazuje dziatanie grzybobojcze, grzybostatyczne oraz
przeciwbakteryjne. Stosowany jest przeciwko dermatofitom, drozdzom, plesniom oraz innym
grzybom, takim jak np. Malassezia furfur. Wykazuje takze dziatanie przeciwko

Corynebacterium minutissimum, ktére wywotujg tupiez rumieniowy.
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Rys.7 — Struktura enancjomeréw mikonazolu

Jest inhibitorem cytochromu P450 17A1 (CYP17A1), ktory katalizuje synteze wszystkich
ludzkich androgenow [55]. Hamuje synteze ergosterolu na dwoch réznych poziomach, poprzez
blokowanie demetylacji 24-metylenodihydrolanosterolu oraz przemiang 3-hydroksy-3-metylo-
glutarylokoenzymu A (HMG-CoA). Wyro6znia si¢ w ten sposob zaréwno sposrod pochodnych
imidazolu, jak i innych lekow przeciwgrzybiczych, ktére dziatajg tylko na jednym poziomie.
Hamowanie syntezy ergosterolu prowadzi do strukturalnej i funkcjonalnej niewydolnos$ci btony

cytoplazmatycznej.

Rys.8 — Struktura stereoizomerdéw bifonazolu (R) z lewej, (S) z prawej

Butokonazol wykazuje dziatanie zaréwno grzybobojcze, jak 1 grzybostatyczne
w zaleznosci od zastosowanego stezenia. Wrazliwe na dzialanie substancji sg: Candida spp.,
Trichophyton spp., Microsporum spp., Epidermophyton spp. Czg¢$¢ bakterii Gram-
pozytywnych wykazuje wrazliwo$¢ na dziatanie butokonazolu. Stosowany jest wylgcznie do

uzytku zewnetrznego w postaci kremu waginalnego [56,57].

21



Ekonazol zostat opatentowany w 1968 roku, a wprowadzony do lecznictwa w 1974 r.
[50]. Jest sprzedawany pod nazwa Spectrazole® (USA) i Ecostatin® (Kanada), wchodzi wraz

z trimcinolonem w sktad preparatu Pevisone® i Ecoderm® dostepnych w Europie.

Izokonazol wykazuje aktywno$¢ w stosunku do: Candida spp, Trichophyton spp.,
Microsporum spp., Epidermophyton spp., Pityrosporum orbiculare. Dziataniu leku ulega
réwniez cze$¢ bakterii Gram-pozytywnych : Staphyllococcus, Streptococcus, Corynebacterium
minutissimus. W leczeniu zakazen grzybiczych stop i w ginekologii wykazuje podobne
dziatanie do klotrimazolu [58,59]. Azotan izokonazolu moze by¢ stosowany w potgczeniach
z difluorokortolonem w celu zwigkszenia jego biodostepnosci [60]. Lek zostal opatentowany

w 1968 roku, a w lecznictwie znajduje si¢ od 1979 r. [50].

Struktury butokonazolu, ekonazolu i izokonazolu zostaty przedstawione na Rys.9.

N

o Aol o

(@) (b) (©

Rys.9 — Struktury N-podstawionych pochodnych imidazolu — butokonazolu (a), ekonazolu (b) i izokonazolu (c)

2.2 Srebro 1 jego sole

Srebro jest migkkim, kowalnym metalem o charakterystycznym srebrnym potysku. Nie reaguje

z wodg i tlenem. Stopnie utlenienia srebra [61-63] przedstawia tabela 3.

utslt:r?ilee:ia konfiguracja przyklady zwiazkéow
Ag® d%0st Rzadki; Ag(CO)s w 10 K
Ag' d Ag20, Ag(OH)2 (ag.), Ag(H20)4*, AgF, AgCl, sole Ag* np. AgNOs, Ag2SOs4,
Ag2S. Ag(CN)z i inne kompleksy
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Ag 1 d9

AgF2, [Ag(CsHsN),]*, natomiast w AgO wystepuje Ag 'i Ag ", a nie Ag",

AgSO.

Ag 1l d8

Rzadki; AgFs, AgFe>

Tabela 3. Stopnie utlenienia srebra (pogrubiono i wyrézniono najistotniejszy)

Wigkszos¢ soli srebra(l), zar6wno nieorganicznych, jak 1 organicznych, jest stabo

rozpuszczalna w wodzie. Sposrdd nich jedynie nadchloran, azotan i fluorek wykazujg bardzo

dobra rozpuszczalno$¢, octan, nadmanganian i siarczan rozpuszczajg si¢ stabo (Tab.4) [64].

Sl srebra(I) Wzor sumaryczny Rozpuszczalno$é w temp. 25°C (g/100g H20)
Nadchloran AgClO4 500,0
Azotan AgNO; 257,0
Fluorek AgF 100,0
Octan CH3;COOAg 1,11
Nadmanganian AgMnO4 0,9
Siarczan AQ2SO4 0,83
Azotyn AgNO; 0,42
Bromian AgBrOs 0,16
Salicylan CsH4(OH)COOAg 0,095 (w temp. 23 °C)
Jodan AglO3 0,044
Dwuchromian Ag2Cr07 0,0083 (w temp. 15 °C)
Chromian AQ2CrO4 0,0035
Weglan Ag>CO3 0,0033
Cytrynian CeHgO7AQgs 0,00284
Fosforan AQgsPO4 0,000644
Chlorek AgClI 0,000193
Stearynian CH3(CH2)16COOAg 0,000065
Siarczek Ag2S 0,000014
Bromek AgBr 0,0000135
Jodek Agl 0,00000026
Cyjanek AgCN 0,00000023

Tabela 4. Rozpuszczalnoé¢ soli srebra(l) w wodzie

Woda, bedaca najpopularniejszym, najbardziej dostgpnym, najekonomiczniejszym medium

reakcyjnym, daje

mozliwos¢

dysocjacji elektrolitycznej soli,

szczegblnie

dobrze

rozpuszczalnych wodzie. Srebro jest metalem ciezkim, a jego dobrze rozpuszczalne sole takie

jak azotan czy siarczan ulegajg reakcji daleko posunigtej hydrolizy w srodowisku wodnym

zgodnie z rGwnaniami reakcji:

AgNO3z > Ag" + NO3’
Ag2S04 > 2Ag" + SO4*
2Ag" + 3H20 2 Ag20 + 2H30"
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Roztwory wodne dobrze rozpuszczalnych soli srebra(I) wykazujg zatem odczyn kwasowy. Jest
to szczegolnie istotne w aspekcie formulacji postaci leku np. kropli do oczu, ktore stanowia
roztwor rzeczywisty. Zbyt niskie pH moze prowadzi¢ do podraznien spojowki, chociaz zgodnie

z monografiami kropli ocznych pH kropli moze wahac si¢ od 3,5-8,5 [65, 66].

2.3 Zastosowanie srebra 1 jego soli
w medycynie | farmacji

Wsrdd metali srebro jest szczegdlnie szeroko stosowane w medycynie i ma dobrze
udokumentowane dziatanie przeciwdrobnoustrojowe przeciwko bakteriom Gram-dodatnim
i Gram-ujemnym, grzybom, pierwotniakom i wirusom [67]. W medycynie srebro i jego zwiazki
sg stosowane jako leki od dawna [68]. Duze nadzieje naukowcow nadal wigze si¢ z jonami
srebra, chociaz jego preparaty sa uzywane od czaséw starozytnych do gojenia ran. Najbardziej
powszechne to: azotan srebra(l) [36], sol srebrowa sulfadiazyny i s6l srebrowa sulfatiazolu.
Stosuje si¢ ponadto preparaty srebra zawierajace srebro koloidalne: kolargol, protargol oraz
targezyne (Tab.5). Wiasciwosci farmakologiczne preparatow srebra determinuje specyficzna
aktywno$¢ biologiczna jondéw srebra(l), ktore powstaja w wyniku dysocjacji jego
zwigzkow. Azotan srebra(l) per se lub w postaci stezonych (10-50%) roztworéw wodnych jest
uzywany do kauteryzacji tkanek lub do impregnacji z¢biny. Wykazano réwniez, Ze jony
srebra(I) wywierajg dziatanie cytotoksyczne i genotoksyczne na rozne komorki ludzkie poprzez

wytwarzanie stresu oksydacyjnego [69, 70].

sklad Nazwa - postaé stezenie zastosowanie Kategon,a.
dostepnosci
Azotan srebra(l . Kauteryzacj
otan srebra(l) Lapis - sztyft 97% auteryzacja OoTC
z azotanem potasu tkanek
M i Pi = .
Azotan srebra(l) ova Nitrat Pipette ® 10mg/ml | Zabieg Credégo | LZ
krople oczne
Azotan srebra(l) Substancja krystaliczna | Sktadnik lekow Rx
do receptury recepturowych
Dermazin ® \(/)vsza thelriI:h Brak
Z . an
So6l srebrowa(l) sulfadiazyny Silvadene ®_’ Krem 10mg/g stop)r:i rejestracji
. ., w PL
1 rozmiarow
Oparzenia
wszystkich
S6l srebrowa(l) sulfatiazolu Argosulfan ® - krem | 20mgl/g Stop{}i Rx
i rozmiarow
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Silnie rozdrobnione srebro(0)
z biatkiem lub Zelatyna

Kolargol,

Argentum colloidale,
Collargolum, -
Corgolum — substancja
do receptury

Sktadnik lekow

Rx
recepturowych

Organiczny kompleks srebra(l)
z biatkiem

Protargol, Argentum
proteinicum,
Protargolum, -
Prorgolum — substancja
do receptury

Sktadnik lekow

Rx
recepturowych

Diacetylotaninobialczan srebra(I)

Targezyna
Targesinum, Argentum
diacetylotannicum -
albuminatum —
substancja do receptury

Brak
rejestracji
w PL

Sktadnik lekow
recepturowych

Tabela 5. Preparaty srebra stosowane w medycynie

Na przestrzeni lat wyraznie wida¢ jak zmieniata si¢ tendencja stosowania preparatow

zawierajacych srebro. Farmakopee Polskie, poczawszy od pierwszej powojennej jako edycja

I, ktéra jest przedrukiem z 1946 r. wydania przedwojennego, a zakonczywszy na najnowszej,

XII edycji, zawieraja monografie preparatow srebra stosowanych w lecznictwie i uzywanych

w recepturze aptecznej. Farmakopea Polska II zawiera najwigkszg ilos¢ monografii preparatow

srebra, ktore przedstawia tabela 6 [71].

Opis
(pisownia
oryginalna)

Postaé i wlasnosci
(pisownia oryginalna)

Srebro koloidalne
powinno zawiera¢ nie
mniej niz 70% Ag
(c.atom. 107,9),
reszte stanowia:
biatko lub Zelatyna
oraz niewielka ilo$¢
chlorku srebrowego

Ciemnoszare ptatki o metalicznym potysku,
bez zapachu, o stabym, metalicznym smaku.
Srebro koloidalne powoli rozpuszcza si¢
w wodzie. Roztwor srebra koloidalnego w 50
cz. wody jest nieprzezroczysty, w $wietle zas
odbitym — metny; po rozcienczeniu duza
iloscig wody staje si¢ przezroczysty,

w $wietle odbitym jest jednak nadal m¢tny.

Zelatynian srebrowy
powinien zwiera¢ nie
mniej niz 14,6% i nie
wiecej niz 15% Ag
(c.atom. 107,9)

Z6tawy, miatki, potyskujacy proszek bez
zapachu, o stonawo-mdtym smaku.
Zelatynian srebrowy latwo rozpuszcza sie
w wodzie dajacy roztwory o odczynie
obojetnym lub stabo kwasnym.

Nazwa
wedlug Nazwa Synonimy
monografii polska FP 11
FP 11
Argentum Srebro Corgol,
colloidale koloidalne Collargol
Argentum
gelatosatum,
Argentum Zelatynian Gelargin,
gelatinosum | srebrowy Albargin,
Gelatynian
srebrowy
Argenti nitras,
Argentum
Argentum Azotan ”'“'C‘”T‘
nitricum srebrowy crys_tal_llsatum_,
Lapis infernalis,
Lapis, Kamien
piekielny

Preparat powinien
zawiera¢ nie mniej
niz 99,6% AgNO3

Bezbarwne, bezwonne, przezroczyste
tabliczki uktadu rombowego. Azotan
srebrowy rozpuszcza si¢ w 0,5 cz. wody,
w 15 cz. spirytusu; bardzo trudno rozpuszcza
si¢ w eterze i glicerynie. P.topn. okoto 208°.
Azotan srebrowy w temp. 208° ma posta¢
z6ltawej cieczy, ktora po zastygnieciu tworzy
biala, krystaliczng masg; ogrzewany w temp.
Wyzszej niz 208° stopniowo rozklada si¢
wydzielajac brunatne dymy.
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Argenti nitras Azotan srebrowy z
o azotanem potasowym
et Kalii nitras, .. -
Argentum Azotan Argentum powinien zawierac Biate lub szarawo-biale, bezwonne, twarde
" srebrowy z ) P nie mniej 32,3% i nie . . C ’
nitricum cum nitricum fusum A - laseczki o gtadkim przetomie, bardzo tatwo
Kalio nitrico AT mitigatum TSR] TP S 900 rozpuszczalne w wodzie.
potasowym |\ fernalis AgNOs (c.cz. 169,9);
mi?i atus reszte stanowi azotan
9 potasowy.
Topiony azotan
srebrowy powinien
Ardentum Tobion zawiera¢ nie mniej Biate lub zaledwie szarawe, bezwonne
i t?icum azc?tan y Argenti nitras niz 94,5% i nie laseczki o krystalicznym przetomie. Topiony
fusum srebro fusus wigcej niz 95,5% azotan srebrowy bardzo tatwo rozpuszcza si¢
wy AgNOs (c.cz. 169,9); w wodzie.
reszte stanowi azotan
potasowy.
B T apen g Zblto-brunatne, btyszczace tuski lub zétto-
Argentum e zawier\;vcy brunatny, miatki proszek niemal bez zapachu,
Arger_m_Jm Proteinian proteinatum, e it 5 8% e o smaku najpierw mdiym, po czym
proteinicum srebrowy Prorgol, wicce! niz 8.4% A. metalicznym. Proteinian srebrowy tatwo
Protargol (% agom 167 ;) & rozpuszcza si¢ w wodzie dajac roztwory
) ) T o stabo zasadowym odczynie.

Tabela 6. Monografie preparatow srebra FP 11

FP I z 1954 roku nie zawiera juz monografii Argentum colloidale, Argentum
gelatinosum i Argentum nitricum fusum [72]. Kolejne wydania farmakopei wprowadzaja
natomiast monografi¢ Argentum colloidale, substancji, ktora stosowana jest rOwniez W czasach

obecnych. FP XII [36] przedstawia monografie srebra koloidalnego w taki sposob:

ARGENTUM COLLOIDALE AD USUM EXTERNUM
Srebro koloidalne do uzytku zewnetrznego

Silver, colloidal, for external use; Argent colloidal pour usage externe

DEFINICJA
Koloidalne, metaliczne srebro zawierajace biatko.
Zawartos¢: od 70,0% do 80,0% Ag (w przeliczeniu na wysuszong substancje).
WLASCIWOSCI
Wyglgd: zielone lub niebieskawoczarne, metalicznie potyskujagce platki lub proszek,
higroskopijny.
Rozpuszczalnosé: substancja tatwo rozpuszczalna lub rozpuszczalna w wodzie, praktycznie
nierozpuszczalna w etanolu (96%) i w chlorku metylenu.

W FP XII monografia azotanu srebra(l) nadal jest obecna pomimo uptywu blisko 70 lat
od wydania Il edycji Farmakopei Polskiej. W farmakopeach innych panstw mozna odszukaé

monografie takze i innych preparatéw srebra. Obok azotanu srebra i proteinianu srebra, JP XVII
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zawiera cickawg monografi¢ roztworu proteinianu srebra, o zawarto$ci od 0,22-0,26% srebra,
w sktad ktérego wchodzi rowniez woda migtowa i gliceryna, ktére mozna uznaé za corrigens
[73]. Opisany, farmakopealny produkt leczniczy znajduje zastosowanie jako antyseptyczny
ptyn do odkazania jamy ustnej w przebiegu chorob zwigzanych z zapaleniem gardta.

Preparatem srebra, ktorego monografia nigdy nie trafita do zadnej z edycji FP, jest
targezyna (Argentum diacetyltanninoalbuminatum, koloidalny kompleks dwuacetylotanino-
srebrowy). Informator Terapeutyczny do Urzedowego Spisu Lekow (USL), oficjalnego
dokumentu urzedowego PRL z 1959 r., podaje jednak opis preparatu [74]:

Substancja o dzialaniu bakteriobdjczym i Sciggajgcym, zaréwno w podawaniu p.o., jak i W stosowaniu
zewnetrznym. Stosuje sie w niezytach spojowek i bton sluzowych; w rzezqczce. Do wewngqtrz w chorobie wrzodowej
zolqdka i dwunastnicy. Zewnetrznie w roztworach, masciach 0,5-4%. Wewnetrznie 1-2% roztwor podawac tyzkami

stotowymi.

Obok powyzszego opisu Informator Terapeutyczny wylicza inne, bedace w obrocie aptecznym,
opisane w FP Il u schytku lat 50-tych XX wieku, preparaty srebra, ktore stosowane byly

zgodnie ze stanem Owczesnej wiedzy rowniez doustnie. Tabela 7 przedstawia informacje

zawarte w przytoczonym opracowaniu (pisownia oryginalna).

Nazwa ] B ool 6
preparatu RO Dzialanie Zastosowanie S/ EOED ury
wedlug USL odpowiedniki dawkowanie
Zewnetrznie stosuje si¢ Uszvwa sic zewnetrznie
Lek wywiera w stanach zapalnych bton df)yv\?/,kra ql:ﬁvc‘i’o ivozrk;
dziatanie Sluzowych (pochodzenia s o'éwkoI\)N S —
Zawiera 70% bakteriobojcze, bakteryjnego), worka POJ gOWp
T ., . 0,5-1% roztwor6éw, oraz
srebra (Argentum) a glownie spojowkowego — W postaci w masciach 1-15%. Do
dajacego wstrzymuje r0zwoj wkroplen i masci oraz do LTI
Argentum : - " " . przeptukiwan cewki
- koloidalne drobnoustrojow przeptukiwan cewki moczowej ..
colloidale . . moczowej i pecherza
roztwory; w stanach 1 pgcherza moczowego . .
subst. : . " ] . \ MOCZOWego UzZywa si¢
srebro koloidalne; infekcyjnych, W postaci roztworow. 0.2-1% roztworu
corgol; poprawia stan Wewnetrznie stosowany jest Zev’m troznie téwﬁie
collargol 0golny zakazen, rzadko; w ogdlnym zakazeniu grznie g
: . ; . w postaci wcierek (Ung.
powoduje spadek i w zakaznym zapaleniu Credé), zastrzykow
temperatury. wsierdzia, w goraczce . o ARSI
tyfoidalnej dozylnych i roztworow.
Do wkraplania do worka
Zewnetrznie stosuje si¢ do spojowkowego uzywa si¢
przyzegania tkanki chorobowo | roztwory 0,25-0,5 % - po
Wewnetrznie zmienionej. Lek stosowany wkropleniu nalezy
wywiera dziatanie réwniez w stanach zapalnych przeptukac sola
Ardentum Lapis infernalis, Sciagajace 1 bton sluzowych (worek fizjologiczna (0,9%
ni?ricum Argenti nitras, przeciwskurczowe. | spojowkowy, zotadek, pecherz | roztwor wodny Natrium
subst azotan srebra, Zewngtrznie: silny moczowy). Wewnetrznie chloratum). Do ptukania
’ kamien piekielny srodek stosowany jest w przewlektych pecherza moczowego
bakteriobojczy, biegunkach, w chorobie uzywane sa roztwory
$ciagajacy i zracy. wrzodowej, w miazdzycy, 1:1000-1:3000 — po
W porazeniu postgpowym ptukaniu nalezy
(rzadko). przeptukac solag
fizjologiczng.
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Tabela 7. Preparaty srebra opisane w Informatorze Terapeutycznym do USL z roku 1959 r.

Obecne, nowe wydania farmakopei wraz z postgpem nauk farmaceutycznych, rozwojem
toksykologii, farmakokinetyki, farmakodynamiki i chemii lekéw, podajg dawki lub st¢zenia
substancji leczniczych zwykle stosowane i/lub maksymalne. Jest to o tyle wazne, Zze na
przestrzeni lat preparaty srebra zostaly przeniesione do wykazu A ($rodki bardzo silnie
dziatajace). FP XII dla preparatow srebra, ktérych monografie zawiera, podaje nizej

wymienione wartosci przedstawione w Tab.8:

Na skore 1,0 - 2,0 %
Do przeptukiwan 0,05 — 0,1 %
Do worka spojowkowego 0,1 — 0,5 %

S S Zewngtrznie Noworodkom 1,0 % 1 kropla do worka

Argenti nitras Azotan srebra Argent (nitrate d°)

spojowkowego
Do pedzlowania jamy ustnej 1,0 —2,0 %
W stomatologii 10,0 — 20,0 %

Tabela 8. Dawki (stezenia) preparatow wedtug FP XII

Jak doskonale wida¢ odeszlo si¢ juz od stosowania preparatow srebra wewnetrznie. Jest
to zwigzane z jednostka chorobowa — argyrig (srebrzyca). Zespot objawow tej choroby
wywolany jest niezamierzonym wchtanianiem zwigzkow srebra . Gtéwnym symptomem jest
zmiana koloru skory na sino-szary lub lekko fioletowy, szczegdlnie w miejscach narazonych
na dziatanie promieni stonecznych. Przebarwienia moga obejmowac niektore obszary skory lub

calg jej powierzchnie. Stan taki moze mie¢ charakter tymczasowy i ustapi¢ po ustaniu
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wchtaniania lub zaprzestaniu przyjmowania srebra. Obecnie nie zaleca si¢ zatem stosowania
preparatow doustnie.

Pierwsza wzmianka o zastosowaniu srebra w medycynie pochodzi z czaséw
starozytnych. Prawdopodobnie juz Hipokrates uzywat preparatow srebra do leczenia wrzodow
i owrzodzen w celu przyspieszenia gojenia si¢ ran. Rozpuszczalne zwigzki srebra(l), takie jak
azotan srebra(I), byly po raz pierwszy zastosowane empirycznie jako §rodek oczyszczajacy
krew w latach 702—705 naszej ery [75]. Pozniej, sole srebra(l) byly uzywane jako $rodek
przeciwbakteryjny do leczenia chordb zakaznych, w tym kity i rzezaczki, infekcji mozgu,
epilepsji, chordéb psychicznych, uzaleznienia od nikotyny i zapalenia zotadka i jelit [68].
Najszersze zastosowanie srebra w medycynie mialo miejsce w latach osiemdziesigtych XIX
wieku. Wowczas pierwsza srebrng ptytke wszczepiono podczas plastyki czaszki, a nastgpnie
zastosowano krople do oczu ze srebrem. Roztwor azotanu zostat wprowadzony do lecznictwa,
aby zapobiec $lepocie dziecigeej i zmniejszy¢ liczbe przypadkéw ophthalmia neonatorum [76].
Obowigzkowa profilaktyka okulistyczna u noworodkow kroplami z azotanem srebra(l),
podobnie jak w metodzie Credé’go, zostata przyjeta w wielu krajach na calym swiecie do lat
siedemdziesigtych XX wieku, a na niektorych obszarach stanowi rutynowa cze$¢ okresu
okotoporodowego do dzis$ [77, 78]. Z biegiem lat pojawito si¢ kolejne zastosowanie preparatow
srebra(l). Rozszerzono je w leczeniu owrzodzen rogowki, $rodmigzszowego zapalenia
rogowki, zapalenia powiek i zapalenie pecherza moczowego [79]. Inne preparaty srebra, ktore
byty stosowane w lecznictwie w ubieglym wieku, rejestrowane byly pod ré6znymi nazwami
handlowymi. Stosowano w medycynie: Albargin® (zelatynian srebra), Choleval® (nazwa
wlasna Merk and Co. in New York), Ammargen®, Argoflavin® (potaczenie tripaflawiny
z azotanem srebra, 0 synergistycznym dziataniu dwu skladnikow - bakteriobojczym,
uzywanym do zastosowan miejscowych oraz do zastrzykéw dozylnych), Poviargol®
(protargol) [80-84].

Ostatnio dyskutuje si¢ o dzialaniu przeciwnowotworowym azotanu srebra(l)
zwigzanym z indukcja apoptozy w komorkach H-ras 5RP7 [85]. Wyniki badan dowodzg
réwniez, ze przeciwnowotworowe dziatanie zwigzkow srebra(l) nie dotyczy wylacznie jego
dobrze zdysocjowanych soli, ale takze i zwigzkow kompleksowych srebra(I) [86]. Srebro, ktore
jest metalem przejSciowym, ma zdolno$¢ tworzenia zwiazkéw koordynacyjnych. Jest to
przedmiotem badan od wielu lat, bowiem wiele zwigzkéw kompleksowych moze sta¢ sie¢
potencjalnymi srodkami terapeutycznymi ze wzgledu na wyjatkowe dziatanie biologiczne jonu
srebra(l). Niezwykle pozadane jest, aby ligandy, jako strukturalne czesci potaczenia
koordynacyjnego srebra(l), wykazywaty udowodniong skuteczno$¢ kliniczng, taka jak na
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przyktad MTZ czy pochodne 4-hydroksymetylopirydyny. W wyniku dziatania jonu srebra(I)
i liganda nalezy spodziewac¢ si¢ przynajmniej synergistycznego efektu, jednak prace wskazuja,
ze wystepuje synergizm hiperaddycyjny [2, 87-88]. Kiedy srebro wchodzi w kontakt
z mikroorganizmami, nast¢puje natychmiastowe znieksztatcenie $ciany komorkowej, co
w dalszym etapie prowadzi do $mierci tych organizméw. Udowodniono, ze srebro wplywa na
zachowanie = metaboliczne  bakterii,  wirusow 1 mikroorganizméow  eukario-
tycznych. Sugerowano, ze jony srebra(l) modyfikuja swoja patogenng aktywno$¢ poprzez
interakcje z mikrobiologicznymi systemami transportu elektrondéw, btonami komorkowymi
1 mechanizmem wigzania DNA. Srebro wykazuje szerokie spektrum dziatania i mniejsza
sklonnos¢ do  wywolywania  opornosci  drobnoustrojéw  niz  konwencjonalne
antybiotyki. Ponadto przeciwbakteryjne dziatanie srebra moze by¢ wzmacniane przez jego
polaczenie z innymi §rodkami przeciwdrobnoustrojowymi, co nalezy bezwzglgednie mie¢ na
uwadze [89-91]. Metoda syntezy kompleksu srebra z 4-hydroksymetylopirydyng jest
opublikowanym wynalazkiem opisanym w europejskim opisie patentowym [92,93].

W medycynie srebro jest wykorzystywane nie tylko jako dysocjujace sole, ale
i nanoczasteczki (koloidalne) z chemicznego punktu widzenia [94]. Srebro swoje wlasciwosci
przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze zawdziecza wyltacznie swojej jonowej formie Ag”, ktora
jednak jest dos¢ niestabilna 1 moze by¢ latwo inaktywowana przez niewtasciwe
kompleksowanie 1 wytrgcanie 0sadow albo moze ulega¢ przeksztatceniu si¢ w metaliczng
form¢ Ag(0) bez wihasciwosci leczniczych [95]. Czysty metal w sposob ciggly uwalnia
niewielkie ilosci jondw, ktore dziatajg antybakteryjnie na powierzchni metalu [94]. Potencjat
standardowy uktadu Ag*/Ag wynosi +0,7992 V. Utlenianie do jonu Ag" jest procesem
powolnym w normalnych warunkach i prowadzi do niskich efektywnych stezen srebra. Dlatego
w stopach, ktorymi powlekane sg implanty lub szwy, stosuje si¢ srebro metaliczne [96,97]. Sole
srebra(l), zawierajace jonows, mikrobiologicznie aktywng forme, sklasyfikowane wczesniej
pod wzgledem rozpuszczalno$ci, sg zdolne do generowania jondw w réznym stopniu. Wysoka
rozpuszczalnos¢ soli srebra(l) prowadzi do wysokiego lokalnego stezenia srebra, a tym samym
do wysokiej aktywnosci przeciwbakteryjnej, ale 1 tez wysokiej toksyczno$ci. Rozpuszczalnosé
1 toksyczno$¢ soli srebra(l) zalezg od wielu czynnikéw Srodowiskowych, np. zmieniajg si¢
w zaleznosci od pH. Stad kazdy produkt leczniczy zawierajacy sole srebra(l) wymaga
doktadnych badan klinicznych oceniajacych rzeczywiste stezenie jonow srebra(l) [87].

Synteza srebra w postaci nanoczasteczkowej (koloidalnej) polega na redukcji
rozpuszczalnej soli srebra(l) przez reduktor, taki jak cytrynian, glukoza, glikol etylenowy czy

borowodorek sodu [98]. Decydujacg role odgrywa dodatek zwigzkow stabilizujacych, ktore
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zapobiegajg wzrostowi i agregacji powstalych nanoczastek srebra [87]. Powtarzalna synteza
nanoczastek srebra w warunkach laboratoryjnych jest trudna i zalezy m.in. od stgzen,
odczynnika redukujgcego, temperatury oraz obecnosci dodatkow. Ponadto morfologia
tworzonych czastek czasami nie jest stabilna w czasie. Czgsto syntetyzowane nanoczasteczki
srebra majg tendencje do agregacji po kilku godzinach lub dniach, jesli stabilno$¢ koloidalna
jest niewystarczajaca [94,98].

Nanoczasteczki srebra (Ag-NP) mozna roéwniez alternatywnie syntetyzowac
biologicznie  przy  uzyciu  drobnoustrojow,  takich  jak Bacillus  subtilis
i B. licheniformis (bakterie Gram-dodatnie), Escherichia coli (bakterie Gram-ujemne), grzyby,
drozdze i wirusy [95, 99]. Ponadto, ze wzgledu na bogactwo alkaloidow, saponin, garbnikow,
witamin, fenoli i terpenoidow w sktadnikach organicznych, w syntezie Ag-NPs wykorzystuje
si¢ rosliny, produkty roslinne i algi jako czynniki biologiczne o dziataniu redukujacym,
zapewniajac niedrogg, jednoetapowg procedurg [100]. Nowatorskie nanoczasteczki srebra sg
atrakcyjne jako $rodki przeciwdrobnoustrojowe ze wzgledu na ich mozliwos¢ funkcjonowania
na powierzchni i zdolno$¢ do rozszczepiania wigzan dwusiarczkowych. Ag-NP oddziatuja na
bakterie, grzyby i wirusy w sposob zalezny od ksztattu. Wraz ze zmniejszaniem si¢ wielkosci
czastek zwigksza si¢ procent atomdw powierzchniowych, tworzac wiele nienasyconych wigzan
z powodu braku sgsiednich atomow. W konsekwencji Ag-NP posiadaja niestabilne atomy
0 wysokiej energii powierzchniowej. Ten typ struktury zapewnia wiele miejsc adsorpcji
kontaktowej i punktow reakcji, ktore mozna dalej modyfikowaé [101].

Srebro metaliczne jest zazwyczaj obojetne, ale w obecnosci tkanek po wszczepieniu
ulega zjonizowaniu pod wpltywem tlenu, wilgoci 1 pltyndéw ustrojowych, uwalniajac
biologicznie aktywne jony srebra (Ag"), ktore wigzg si¢ z grupami tiolowymi (-SH),
anionowymi ligandami biatek i btonami komoérkowymi komorek bakteryjnych [102]. Podstawa
przeciwdrobnoustrojowego dziatania srebra jest zdolno$¢ Ag®' do penetracji $cian
komorkowych bakterii poprzez pinocytoze, powodujac wzrost komodrkowego stresu
oksydacyjnego u drobnoustrojow - denaturujgcych i inaktywujacych biatka, a takze enzymow
metabolicznych, co prowadzi do zahamowania wzrostu [102,103]. Srebro jonowe(l) ma
réwniez zdolno$¢ wigzania si¢ z genomem drobnoustroju (DNA lub RNA) poprzez denaturacje,
co hamuje replikacj¢ i mozliwo$¢ namnazania drobnoustrojow [104].

Najnowsze odkrycie Ag-NP jako biocydow wigze si¢ z ich skutecznoscig jako srodkow
przeciwwirusowych skierowanym na choroby zakazne, takie jak: SARS-CoV, grypa A/ H5N1,
grypa A / HIN1, wirus opryszczki pospolitej typu 1 i 2, ludzki wirus paragrypy typu 3, wirus

dengi, HIV-1, wirus zapalenia watroby typu B i nowe wirusy zapalenia moézgu. Doktadny
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mechanizm dzialania Ag-NP jako lekéw przeciwwirusowych nie zostat jeszcze w pehi
wyjasniony [105]. Generalnie nanoczasteczki srebra sg zdolne do zmniejszania zakaznoS$ci
wirusa, prawdopodobnie poprzez blokowanie interakcji wirusa z komorka, co moze zaleze¢ od
wielkosci 1 potencjatu zeta nanoczastek srebra [106]. Badania in vitro wykazaty skuteczno$é¢
nanoczgsteczek srebra modyfikowanych oseltamiwirem w redukowaniu glikoprotein grypy
I zapobieganiu fragmentacji DNA, kondensacji chromatyny i funkcji kaspazy-3 w skutecznym
ograniczaniu infekcji HIN1 [106-108]. Najnowsze badania ujawnily supresj¢ replikacji
ludzkiej paragrypy 3 (HPIV-3), prawdopodobnie z powodu funkcji blokowania wirusa
komorkowego poprzez wykorzystanie Ag-NP [109].

Dziatanie przeciwzapalne azotanu srebra(I) lub srebra nanokrystalicznego zostato
potwierdzone do$wiadczalnie w leczeniu ran i leczeniu alergicznego kontaktowego zapalenia
skory i wrzodziejacego zapalenia jelita grubego [110-112]. Badania eksperymentalne wykazaty
zmniejszenie stanu zapalnego po zastosowaniu nanokrystalicznego srebra, co bylo zwigzane
z apoptoza limfocytow, zmniejszong ekspresja cytokin prozapalnych i1 zmniejszong
aktywnoscig zelatynazy [75].

Badania nad zastosowaniem nowych preparatow srebra w potaczeniu z innymi
substancjami czynnymi rozwijaja si¢ dosy¢ preznie rowniez w okulistyce. Najszersze
1 najbardziej znane zastosowanie srebra w medycynie wigze si¢ z sulfadiazyng (AgSD), gdzie
stala si¢ ona miejscowym S$rodkiem przeciwbakteryjnym do leczenia oparzen [113]
1 grzybiczego zapalenia rogéwki [114,115]. Dzialanie AgSD wykazuje réwniez silny potencjat
przeciwbakteryjny wobec E.coli, Staph. aureus, Klebsiella spp. 1 Pseudomonas spp. [116].
W niniejszej pracy sol srebrowa sulfadiazyny zostata zastosowana jako lek referencyjny

w badaniach mikrobilogicznych.

2.4 Zwiazki koordynacyjne

Alfred Werner podjal w 1893 r. pierwsza probg wyjasnienia budowy zwigzkow
koordynacyjnych (kompleksowych). Metale we wszystkich swych zwiazkach sg otaczane przez
grupy zwane ligandami. W roztworach wodnych soli nastepuje zjawisko tworzenia zwigzku
koordynacyjnego z kationu metalu i czasteczek wody, w efekcie czego powstaja
akwakompleksy. Metal jest atomem centralnym, natomiast czasteczki wody stanowig ligandy.

Obecnie istniejg trzy teorie wigzania mi¢dzy metalem a ligandem w zwigzku kompleksowym:
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e teoria pola krystalicznego, ktora traktuje oddzialywanie migdzy centralnym atomem
metalu a ligandami jako czysto elektrostatyczne przycigganie jondéw dodatnich
i ujemnych lub przycigganie typu jon-dipol, jesli ligand jest czasteczka obojetna;

e teoria pola ligandow, ktora jest rozwini¢ciem ujecia elektrostatycznego, ale uwzglednia
pewne oddzialywanie kowalencyjne miedzy orbitalami metalu i ligandu. Sg to trzy
mozliwe typy oddziatywan: naktadanie si¢ o orbitali, naktadanie si¢ m orbitali i wigzanie
dn-pnt (wigzanie zwrotne) uwarunkowane nakladaniem si¢ m zapelionych orbitali
d metalu i pustych orbitali liganda;

e teoria orbitali molekularnych, w ktérej wigzania traktuje si¢ jako gldwnie

kowalencyjne.

Ligandy dostarczaja pary elektronowe, ktore zajmuja wigzace, antywiazace, a niekiedy
niewigzace molekularne orbitale ¢ i © w kompleksie. Wokot centralnego kationu M™ mozna
rozmie$ci¢ roéznorodne ligandy L, L’, L”, przy czym liczba mozliwych kombinacji jest
praktycznie nieograniczona. Ligandy moga posiada¢ tadunek ujemny (anionowe, np. CI', Br’,
F, NO2, CH3COO", C,04%), dodatni (kationowe, np. Ag*, CzH7") lub obojetny (np. CO, H20,
NHs, NO) [117]. Ligandami moga by¢ zatem czasteczki pozbawione tfadunku lub jony, zarowno
nieorganiczne, jak i organiczne. Catkowity fadunek utworzonego kompleksu [MLxL’yL";]
wyznacza tadunek kationu M"™ oraz suma fadunkow ligandow [118]. Platyna w postaci jonu
Pt?* jest zdolna do tworzenia duzej liczby zwigzkow koordynacyjnych (Rys.10) w zaleznosci
od stezen roéznych ligandow. Kompleksy w zaleznosci od zmiany tych stezen mogg rowniez

ulega¢ przemianom jednych w drugie:

[Pt(NH3)4]?* - kation tetraaminaplatynowy(I1)
[Pt(NH3)3CI]* - kation triaminachloroplatynowy(l1)
[Pt(NH3).Cl.] - diaminadichloroplatyna(ll)
[Pt(NH3)Clz] - anion aminatrichloroplatynianowy(Il)

[PtCI4]* - anion tetrachloroplatynianowy(lI)

Warunek wystepowania izomerii Cis-trans spetnia [Pt(NHz3)2Cl2], poniewaz wystgpuja tu po
dwa ligandy, dwu rodzajéw: NHs (obojetny ) oraz C1” (anionowy) (Rys.10).
Klasyczne, podstawowe badania w dziedzinie chemii koordynacyjnej przeprowadzit

rowniez dunski chemik S.M.Jergensen, ktory otrzymujac tysigce nowych zwigzkow
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poszukiwat prawidlowosci 1 zaleznosci, ktore przyniostyby odpowiedzi na pytanie co

umozliwia faczenie si¢ trwatej soli metalu z grupami trwatych, niezaleznie istniejacych innych

HBN\Pt /NHs
H N/ \

Ha HaN

N
cl Cl H3N
trans cis

Rys.10 — Zwiazki kompleksowe platyny z ligandami NHs i CI

czasteczek. Werner uczestniczyl w tych pracach i ostatecznie rozwinagt koncepcje ligandow
otaczajacych atom metalu. Za swa teorig, ktora poprzedzita elektronowg teori¢ wartosciowosci
zostal uhonorowany nagrodg Nobla w dziedzinie chemii w 1913 r. jako pracownik
Uniwersytetu w Zurychu [119].

Pojecie liczby koordynacyjnej, czyli okreslajace ilos¢ ligandow zwigzanych z atomem
centralnym, jest szeroko stosowane w chemii koordynacyjnej. W solach o budowie zwigzku
koordynacyjnego mozna wyrdzni¢ dwa elementy: sfer¢ zewnetrzng, ktéra stanowi przeciwjon,
oraz wewngtrzng, ktora jest potgczeniem kompleksowym np. [Cu(NHz3)4]SO4. W przytoczonym
przypadku jonem centralnym jest miedz(II), ktora koordynuje cztery czasteczki amoniaku (L.K.
wynosi 4), natomiast przeciwjon stanowi reszta kwasu siarkowego w postaci jonu
siarczanowego [120]. Oprocz liczby ligandow otaczajacych metal bardzo istotna jest znajomos$é
rozmieszczenia ligandéw czyli geometrii czasteczki. Istnieje okreslony zwigzek miedzy
geometrig czasteczki a liczbg koordynacyjng. W przypadku zwigzkoéw koordynacyjnych liczba
elektronow d moze istotnie wptywac na geometri¢. Podstawowe liczby koordynacyjne to 4 1 6,
ale wystepuja rowniez 2, 3, 5 oraz 7, 8 1 9 w przypadku niektorych wiekszych kationow (Tab.9)
[117].

L.K. Struktura przestrzenna Wystepowanie Przyklady
. Kompleksy Cu*, Ag, | [CuCly]
2 liniowa Hg?* [Ag(CN).]
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3 Plaska trojkatna Kompleksy Cu*, Hg?* [Hgls]
Piramidalna Kompleksy Sn?* [SnCls]
Pospolita, zwlaszcza przy FAII(Cll_:Z]Q )]
Tetraedryczna konfiguracji d® lub d° i [M nO4]'
4 dla matych kationow INi(C 8)4]
Niekiedy jony 0 | [Ni(CN)4]*
Ptaska kwadratowa konfiguracji d® [PtCL]*
Piramida kwadratowa lub WL 8 (e alg [Ni(CN)s]*
5 L czgsto sa produktami
bipiramida kwadratowa : . . [Fe(CO)s]
posrednimi w reakcjach
[Cr(H20)6]**
Najpospolitsza, [PtCle)*
e CINER AR wszystkie metale [Fe(CN)e]*
[Ni(NHs)e]**
8 Sze$cian lub antypryzmat I;i?é(stgre eyl 3 [Mo(CN)s]*
Niektére jony metali, | [TaF7]%
7,9 i wigcej Rozne wielo$ciany zwlaszcza 51 6 okresu, o | [Nd(H20)¢]%*
duzym promieniu [UO2(C2H4)3]*

Tabela 9. Liczby koordynacyjne zwigzkow koordynacyjnych

Liczba koordynacyjna 2 wystepujgca do$¢ rzadko, gléwnie w przypadku kationow Cu®, Ag",

Au*oraz Hg?" i daje liniowe struktury. Przyktadami moga by¢ jony:

[HsN-Ag-NHs]*
[NC-Ag-CN]
[CI-Au-CIT

Kompleksy takie sg zdolne do dalszego przytaczania ligandow np.:

[CU(CN)2]" + 2CN" > [Cu(CN)4]*
2.5 Zwiazki koordynacyjne srebra

Poczatkiem zainteresowan naukowcow zwigzkami kompleksowymi metali
szlachetnych, ktoére wykazuja wiasciwosci biologiczne po odpowiednim zaprojektowaniu
czasteczki, bezsprzecznie bylo wprowadzenie do lecznictwa cis-platyny. Historyczny moment
miat miejsce ponad 40 lat temu. Cisplatyna zostata dopuszczona do stosowania w chemioterapii

raka jader i jajnikow przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekéw w dniu 19 grudnia
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1978 r. [121-123] oraz w Wielkiej Brytanii (i kilku innych krajach europejskich) w 1979 r.
[124].

Toksyczno$¢ srebra mozna oceni¢ jako niska, metal ten nie odgrywa zadnej roli
biologicznej, ale jednak z drugiej strony wywoluje srebrzyce, prawdopodobnie na skutek
przemiany do nietrwatego chlorku srebra [125-128]. Niska toksycznos$¢ dla organizmu
czlowieka jest niewatpliwie zaleta, zatem poszukiwania nowych zwigzkow kompleksowych
srebra(I) nabiera rozpedu, wigczajac rowniez poszukiwania alternatywy dla cis-platyny oraz jej
analogow (karboplatyny, oksaliplatyny), ktore posiadatyby stabsze dziatania niepozgdane oraz
nie wykazywatyby opornosci.

Wykazano w licznych pracach, ze kompleksy srebra(I) obok dziatania na
mikroorganizmy posiadajg rowniez wlasciwosci przeciwnowotworowe [ 129-134]. Selektywna
cytotoksyczno$¢ wobec roznych typéw komorek jest zalezna od rodzaju liganda zwigzanego
z jonami srebra(I), ktora z kolei pozostaje w $cistym zwiazku ze stabilnos$ciag komplekséw oraz
wiasciwo$ciami hydrofilowo-lipofilowymi komplekséw tworzonych przez ten ligand
[130,135,136]. Celem wielu badan bylo ustalenie, czy toksyczno$é¢ AgNO3s w kompleksach jest
redukowana przez synergiczne dziatanie wywotane obecnos$cig czgsteczek liganda na przyktad
MTZ lub 4-hydroksymetylopirydyny [89,93].

Wiele zespotow §wiatowych, w tym zespot Profesora Ochockiego, przeprowadzito
liczne badania, ktore wykazaly nie tylko cytotoksyczny i genotoksyczny potencjal jonow metali
1 ich komplekséw wobec komorek prawidlowych i nowotworowych, ale takze wigksza
stabilno$¢ kompleksow jonow metali w pordwnaniu z czystymi solami tych metali [5-10].

Zwiazki heterocykliczne przynosza duza nadziej¢ w poszukiwaniach ze wzgledu na
wystepowanie w nich atomu azotu, siarki czy tlenu, ktére zdolne sa do koordynowania jonow
metali, jak podkreslitem w rozdziale dotyczacym pochodnych azolowych. Ligandy N-
heterocykliczne, zwtaszcza polipirydyny, zostaty szeroko przebadane w potaczeniu z wieloma
metalami w poszukiwaniu obiecujgcych lekéw przeciwnowotworowych [137]. Najbardziej
jednak istotne z punktu widzenia niniejszej pracy sg potaczenia N---Ag---N.

Pochodne chinoliny, ktore zostaly opisane w literaturze, byly przebadane pod katem
dziatania na 15 r6znych wielolekoopornych szczepach bakterii izolowanych z owrzodzen stopy
cukrzycowej 1 pordwnywane z aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowa leku referencyjnego —
AgSD. [Ag(8-nitrochinolina)]NO3-H>O byta najbardziej aktywnym zwigzkiem w tej serii,
a jej skutecznos¢ okazata si¢ wicksza niz AgSD wobec wszystkich testowanych szczepow
bakterii. Z kolei [Ag(5-nitrochinolina)>]NOs data lepsze rezultaty bakteriobdjcze niz AgNO;

przeciwko standardowym nieopornym szczepom bakterii S. aureus, P.aeruginosa, Proteus
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mirabilis 1 Streptococcus pyogenes [138]. Oba zwiagzki prezentuje Rys.11 (a i b).

pe
Y S
Y i
— X N
7N
N-Ag—N
)N o
X N—Ag
X / \O
Y /
/N
O/ \O
X=CN Y=N02,OCH3,COOH
€)) (b)

Rys.11 — Zwigzki koordynacyjne pochodnych chinoliny ze srebrem(I)

Seria kompleksow Ag(I) z fosforanowymi pochodnymi benzimidazolu i pirydyny
(Rys.12a i 12b) wykazata ponadto aktywno$¢ przeciwgrzybicza przeciwko szczepom C.
albicans. Wsréd nich [Ag(2-bimOpe)2]NO3;  (2-bimOpe =  1H-benzimidazol-2-
ilometylodietylofosforan) byl wysoce skuteczny przeciwko P. aeruginosa i opornym na

metycyline S. epidermidis, natomiast wolne ligandy nie wykazywaty aktywnos$ci [90].

|
A
2 i 0
P
/\O/ \\o/\( )
0
/ NH
(a)

(b)
Rys.12 — Zwiazki koordynacyjne pochodnych fosforanowych benzimidazolu (a) i pirydyny (b)

Badania aktywnos$ci antyproliferacyjnej z wykorzystaniem r6znych typow komorek
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nowotworowych byly prowadzone roéwniez z kompleksem, ktérego ligandem stanowi jeden
z estrow waliny. Kompleks o wzorze [Ag(L)(PR3)]", gdzie L = ester N-(4-
pyridynylokarbonylo)-metylowy waliny, PR3= PPh3, PPhoPy, w ktérym pirydynowy atom
azotu koordynuje srebro(I), indukowal §mier¢ badanych komorek na drodze apoptozy [139].

Projektowanie nowych czgsteczek, ktore moga okazac si¢ w przysztosci lekiem, polega
miedzy innymi na stgpaniu po gruncie chemii lekoéw w taki sposob, by modyfikowaé inne,
odkryte juz czasteczki, a nastepnie prowadzi¢ badania w zakresie poprawy parametréow takich
jak: dziatanie na okreslone szczepy bakteryjne, zwickszenie badz zmniejszenie dziatania
cytotoksycznego, wykazywanie nowego efektu, pozbawienie dziatan niepozadanych itd.
Doskonatym, klasycznym przykladem moze by¢ tutaj grupa barbiturandéw, do ktorej nalezy
wiele przedstawicieli, a jednak o odmiennych wiasciwosciach, bo wprowadzenie okreslonych
podstawnikéw zmienia zardwno ich charakter jako leku dzialajacego na organizm ludzki, jak
1 kierunek czy site dziatania. Siega si¢ w pracach badawczych po czasteczki, ktore posiadaja
ugruntowang pozycj¢ i s3 stosowane jako substancje lecznicze, ale tez projektuje si¢ nowe.
Nalezy zatem doktadnie przedstawi¢ najstarszy ze zwigzkow koordynacyjnych srebra(I) — s6l
srebrowg sulfadiazyny (Ag-SD) oraz zwigzek koordynacyjny srebra(l) z MTZ.

Sulfadiazyna (4-amino-N-pirydyn-2-ylo-benzenosulfonamid) nalezy go grupy lekéw
przeciwbakteryjnych — sulfonamidoéw. Obecnie nie jest dopuszczona do obrotu na terytorium
Polski, ale znajduje si¢ na Liscie Podstawowych Lekow Swiatowej Organizaciji Zdrowia [140].
Stosowana razem z pirymetaming jest lekiem z wyboru w przypadku toksoplazmozy [141].
Jest rowniez lekiem drugiego rzutu przyjmowanym doustnie w leczeniu zapalenia ucha
srodkowego, zapobieganiu gorgczce reumatycznej, chlamydii i infekcjom Haemophilus
influenzae. Sulfadiazyna zostala zatwierdzona do wuzytku medycznego w Stanach
Zjednoczonych w 1941 roku. AgSD bedaca solg srebrowg sulfadiazyny z punktu widzenia
chemii jest zwigzkiem koordynacyjnym, ktorego struktura zostata przedstawiona na rys.13.
Zwiazek zostat poznany w latach 60-tych XX wieku i obecnie znajduje si¢ na Liscie Lekow
Podstawowych Swiatowej Organizacji Zdrowia, chociaz jest juz rzadko stosowany.
Przeprowadzone badania rentgenostrukturalne ponad 40 lat temu [142] pozwolily na
przedstawienie struktury, ktora zostata zaprezentowana na rys.14. Lek wykazuje dziatanie
przeciwbakteryjne i jest przeznaczony do miejscowego leczenia powierzchownych ran, takich
jak oparzenia. Zwykle jest aplikowany w masci lub 1% zawiesiny wodnej. Stosuje si¢ go na
rany w fazie gojenia lub po przeszczepach skory. Zapobiega rozwojowi szerokiego spektrum
bakterii idrozdzy, a zastosowany na skore wykazuje dzialanie zarowno sulfonamidu, jak

I kationu srebra uwalnianego po aplikacji. AgSD nie jest rozpuszczalna w wodzie. Srebro wigze
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si¢ z bialkami wysieku rany, uwalniajac sulfadiazyne, z ktorej do 10% ulega wchtonigciu.
Dhugotrwatle stosowanie moze prowadzi¢ do miejscowej argyrii biorgc pod uwage zawartos¢

srebra w tym leku.

Rys.14 — Struktura rentgenowska soli srebrowej sulfadiazyny z uwzglednieniem kontaktow w tancuchu
dwuniciowym
Jak wczes$niej podkreslitem, MTZ dzigki obecnosci pirazolowego atomu azotu jest
zdolny do tworzenia zwigzkéw koordynacyjnych z metalami, w tym z kationem srebra.
Wykorzystujac te wilasciwosci oraz fakt, ze MTZ jest lekiem o ugruntowanej pozycji

i udowodnionym dziataniu, zsyntetyzowano rozpuszczalne w wodzie kompleksy
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metronidazolu ze srebrem uzywajac jako substratow kilku soli srebra [89]. Nowe zwiazki
koordynacyjne MTZ ze srebrem(l) zostaty zsyntetyzowane w postaci monomerdw o wzorze
ogdlnym [Ag(MTZ):]"X", gdzie X = NOs’, ClOs, CF;COO  (Rys.15a) lub dimerow,
[Ag2(MTZ)4]*"2Y", gdzie Y = BF4 i CH3SOs™ (Rys.15b). Wiasciwoséci mikrobiologiczne soli
zostaly okreslone na szczepach bakterii Gram-dodatnich (S. aureus, S. epidermidis) 1 Gram-
ujemnych (P. aeruginosa, E. coli, Proteus hauseri) oraz na drozdzakach C. albicans. Kazdy ze
zwigzkow wykazywat znaczaca aktywnos¢ przeciwbakteryjng wobec bakterii Gram-dodatnich,
wyzsza niz AgSD, jako lek referencyjny. Znaczenie przeciwjonu oceniano réwniez w testach
przeciwbakteryjnych. Najlepszym aktywnym kompleksem Ag-MTZ byt zawierajacy
przeciwjon metanosulfonianowy, ktory réwniez hamowat wzrost drozdzy C. albicans
w stezeniu 3-krotnie nizszym niz wymagane dla AgSD. Ponadto kompleksy zawierajace
tetrafluoroboran 1 nadchloran jako przeciwjony zostaly rowniez scharakteryzowane jako

skuteczne $rodki przeciwbakteryjne przeciwko badanym bakteriom Gram-ujemnym.

HsC
m_A e

X =NO,, ClO,’, CF,COO

Y"=BF,, CH,SO,

(b)

Rys.15 — Struktury zwiazkéw kompleksowych MTZ ze srebrem(I) z przeciwjonami: azotanowym,
nadchloranowym i trifluorooctanowym (a) oraz tetrafluoroboranowym i metanosulfonianowym (b)
Modyfikacja metody syntezy zwigzku kompleksowego MTZ z azotanem srebra(I) do
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jednoetapowej, bardzo szybkiej syntezy typu ,,one-step” z mozliwoscig wykorzystywania jej
w czynnosciach recepturowych podczas wykonywania postaci leku otwierataby droge do
opracowywania formulacji postaci leku. Idac dalej, o ile wczesniej badano wptyw przeciwjonu
w kompleksach metronidazolu z r6znymi solami srebra, nalezato kontynuowac t¢ prace. Jej
efektem jest synteza zwigzku koordynacyjnego MTZ z siarczanem srebra(l), ktory jest

przedmiotem niniejszej pracy.

2.6 Polstale postaci leku

Specyfiki oferowane przez przemyst farmaceutyczny niejednokrotnie nie daja
mozliwo$ci potaczenia wszystkich niezbednych do terapii pacjenta substancji czynnych
w jednym preparacie, doboru optymalnych stezen oraz uzycia odpowiednio dobranego podtoza.
Doskonatg alternatywa staje si¢ wowczas lek recepturowy, sporzadzany w aptece na podstawie
recepty lekarskiej przez farmaceut¢ lub technika farmaceutycznego w ramach uprawnien
zawodowych [143,144]. Kazdy ze wspomnianych wcze$niej elementéw, a ponadto szansa
zastosowania substancji czynnych, ktoérych brak w asortymencie lekow gotowych czy
utworzenie postaci leku pozbawionego srodkow konserwujacych, daja szeroki wachlarz
mozliwos$ci dla lekarza i aptekarza w trosce o poprawny dobor terapii dla pacjenta.

Preparaty srebra od lat stosuje si¢ zewnetrznie, co ma duze znaczenie w takich
dziedzinach medycyny jak dermatologia czy okulistyka. Przedmiotem niniejszej pracy sa
formulacje potstatych postaci leku (masci, zel) oraz postaci ptynnej (krople do oczu), zatem
wymagaja one omoéwienia z gruntu ich zastosowania, funkcji, sposobu dzialania oraz
technologii ich wytwarzania w warunkach pracy apteki ogdlnodostgpnej wykonujacej leki
recepturowe.

FP XII w rozdziale monografii ogélnych postaci leku zawiera monografie:

PRAEPARATIONES MOLLES AD USUM DERMICUM
Potstale preparaty do stosowania na skore
(Semi-solid preparationes for cutaneous application; Préparations semi-solides pour

application cutanée)

Zgodnie z definicja FP XII:
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Potstate preparaty do stosowania na skore sa przeznaczone do miejscowego lub przezskérnego podania

substancji czynnych albo do uzyskania dzialania zmigkczajacego lub ochronnego.

Ponadto ta posta¢ leku moze by¢ stosowana rowniez na btony Sluzowe jamy ustnej, drog
rodnych i odbytu oraz nosa, ucha i oka. Ilo$¢ substancji czynnych w poéistatych postaciach leku
moze wynosi¢ od jednej do kilku, oczywiscie z uwzglednieniem wszystkich wlasciwosci
fizycznych 1 chemicznych tych substancji oraz ich natury. Niedopuszczalne jest tgczenie
substancji czynnych 1 pomocniczych, ktéore beda ulegaé wobec siebie niezamierzonym
interakcjom, ktorym towarzyszy inaktywacja czy rozktad. Pod wzgledem uktadu fizycznego,
polstate postaci leku moga by¢ zarowno roztworami (np. mas¢ kamforowa), zawiesinami (np.
mas¢ borna), jak 1 emulsjami, w ktérych rozproszono jedng faz¢ w drugiej z utworzeniem
emulsji w/o lub o/w (np. mas¢ z roztworem kwasu borowego w podtozu o wysokiej liczbie
wodnej). Niezaleznie od formy leku powinny charakteryzowaé si¢ jednorodnym wygladem,
odpowiednig lepko$cia, rozsmarowywalnoscia oraz przyczepnoscia w zalezno$ci od
zastosowania, co stanowi o ich wlasciwym dziataniu terapeutycznym po aplikacji.

Skora ludzka jest szczegdlnym organem, ktory poddajemy aplikacji miejscowej leku,
a jej elementy wykazuja r6zng wrazliwos¢. Do najwrazliwszych obszarow skory naleza: twarz,
owtosiona skora glowy oraz moszna, a do najmniej wrazliwych natomiast - dtonie, podeszwy
stop oraz paznokcie, ktore sg wytworem naskorka [145].

Podloze potstaltych postaci leku moze sklada¢ si¢ z substancji naturalnych lub
syntetycznych i moze by¢ jedno- lub wielofazowe. Zaleznie od charakteru podioza, preparat
moze mie¢ wlasciwosci hydrofilowe lub hydrofobowe; moze zawiera¢ odpowiednie substancje
pomocnicze, takie jak $rodki konserwujace, przeciwutleniacze, stabilizujace, emulgatory,
substancje zaggszczajace oraz promotory przenikania. Zgodnie z monografig FP XII wyr6znia
si¢ kilka rodzajow preparatow do stosowania na skorg: masci, kremy, zZele, pasty, kataplazmy,
plastry lecznicze, plastry na skorg. Masci, kremy 1 Zele, zgodnie ze swoja strukturg zasadniczo
wykazujg wlasciwosci lepkosprezyste i przy wysokich szybkosciach $cinania nieniutonowski
typ przeptywu, np. przeptyw plastyczny, pseudoplastyczny lub tiksotropowy.

Szczegodlnie istotny jest dobor podtoza w technologii wytwarzania masci oraz
odpowiedni dobdr substancji zwigkszajacych lepko$¢ podczas wytwarzania zeli, a wreszcie
odpowiednia metoda i zachowanie standardow podczas ich sporzadzania z uwzglednieniem

wymagan stawianych przez farmakopeg (FP XI, XII) [36,65].
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2.6.1 Masci

Mas¢ jest postacig leku sporzadzang zaréwno na skale przemystowa, jak i jako lek
recepturowy. Jak w kazdej postaci leku, w jej sktad wchodza substancje czynne (basis) oraz
podstawa masciowa bedaca podtozem (vehiculum). Zwigzkami czynnymi farmakologicznie
w masciach mogg by¢ substancje pochodzenia chemicznego (jako zwiazki chemiczne),
roslinnego albo zwierzecego. Dwa ostatnie rodzaje majg male znaczenie z punktu widzenia
receptury aptecznej, najczesciej sa one uzywane w medycynie ludowej (np. mas¢ borowinowa,
bursztynowa). Jako basis sa wykorzystywane zatem najczegsciej zwigzki chemiczne, organiczne
lub nieorganiczne, od wtasciwosci ktdrych zalezy nie tylko dzialanie gotowej postaci leku, ale

1 sposOb przyrzadzania. Na podstawie powyzszego, substancje czynne nalezy podzieli¢ na

3 grupy:

e rozpuszczalne w podstawach masciowych (w thuszczach rozpuszczalne sa np. kamfora,
mentol, tymol, salol)

e rozpuszczalne w wodzie, ktdrych roztwory mozna wprowadzi¢ do podtoza (np. ichtiol,
etakrydyna, jodek potasowy, sole alkaloidow, protargol, chinozol, kwas borowy)

e nierozpuszczalne ani w podtozach, ani w wodzie (talk, tlenek cynku, hydrokortizon,

klortrimazol, benzokaina, prednizolon, dermatol).

Wprowadzanie substancji czynnych do podtoza odbywa si¢ w zaleznosci od rodzaju
substancji w r6zny sposob. Jesli substancje czynne sg rozpuszczalne w podtozu, po stopieniu
podtoza, rozpuszcza si¢ je W nim bezposrednio. Jesli substancje czynne rozpuszczajg si¢
w wodzie, mozna sporzadzi¢ roztwor substancji, ktéry porcjami wprowadza si¢ do podtoza.
Warunkiem niezbednym przy wprowadzaniu wodnych roztworéw do podtoza, jest wysoka
liczba wodna podtoza. W recepturze klasycznej rozpuszczanie, roztarcie lub zemulgowanie
srodka leczniczego w podstawie masciowe] (vehiculum) odbywa si¢ z wykorzystaniem
utensyliow aptecznych (parownice, mozdzierze z pistlami, klisze celuloidowe) lub
W nowoczesnej recepturze za pomocg urzadzen miksujacych (unguator pétautomatyczny lub
automatyczny) zgodnie z procedurami podawanymi 1 aktualizowanymi przez samych
producentéw sprzetu, a takze opracowywanymi i opisywanymi w literaturze.

Roztarcie $rodka leczniczego w podtozu masciowym wymaga odpowiedniego

przygotowania samej substancji poprzez sproszkowanie i rtOwnomierne w nim rozprowadzenie.
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Otrzymuje si¢ w ten sposoéb wilasciwe rozproszenie $rodka leczniczego, ktore bedzie
gwarantowac¢ odpowiednie dziatanie postaci leku. Wielkos$¢ rozproszonych czastek jest o tyle
istotna, ze nie moze wywolywa¢ mechanicznego podraznienia skéry. Odpowiednie
rozdrobnienie (zmikronizowanie) mozna o0siggngé¢ poprzez mechaniczne roztarcie
w mozdzierzu, albo przez ucieranie gotowej masci za pomocg odpowiednich przyrzadéw, albo
tez wykorzystujac odpowiednie reakcje chemiczne np. precypitacje. W zaleznosci od
substancji, mikronizacja moze nastgpowaé roéwniez poprzez rozcieranie z lotnymi
rozpuszczalnikami (mentol z etanolem), albo poprzez dodatek np. niewielkiej ilosci wody,
glicerolu, parafiny ciektej, stanowiacych tzw. ciecze lewigujace, w zaleznosci od natury
substancji. W ten sposéb mozliwe jest uzyskanie czastek o wielkosci okoto 50 um. Nastgpnie
porcjami wprowadza si¢ podtoze.

Sposobem istotnym z punktu widzenia niniejszej pracy jest sporzadzanie masci
w postaci uktadu emulsyjnego. Srodki lecznicze rozpuszcza sic wowczas w wodzie i laczy
z podstawa masciowa i ewentualnym emulgatorem tworzac odpowiedni typ emulsji w/o lub
o/w. Faze¢ olejowa stanowi podtoze, do ktorego porcjami dodaje si¢ fazy wodnej bedacej
roztworem $rodka leczniczego. [lo§¢ fazy wodnej, jaka jest mozliwa do wprowadzenia do fazy
olejowej podioza $cisle wiaze si¢ z pojeciem liczby wodnej (LW) podtoza. LW podtoza okresla
ilos¢ wody w gramach, ktorg moze wchtona¢ 100 g podtoza w temperaturze pokojowej [ 146].
Zwigkszenie LW mozna osiagna¢ poprzez dodatek do uktadu odpowiedniego emulgatora np.:
dodatek 10% wosku do smalcu wieprzowego (Adeps suillus, Axungia porci) zwigkszy LW do
26; dodatek 15% lanoliny do okoto 70; alkoholu cetylowego do 240, natomiast wprowadzenie
10% cholesterolu - do 220.

Masci emulgujace wode mogg absorbowac duze ilosci wody i zaleznie od rodzaju
emulgatorow, po homogenizacji powstaja emulsje odpowiedniego typu. W tym celu mogg by¢
uzywane emulgatory w/o (alkohole sterolowe z lanoliny, estry sorbitanu, monoglicerydy
1 alkohole tluszczowe) lub emulgatory o/w (siarczany alkoholi thuszczowych, polisorbaty, ester
cetostearylowy makrogolu albo estry kwasow tluszczowych z makrogolami). Stosowane
sktadniki podlozy sa takie jak w masciach hydrofobowych. Masciami hydrofilowymi sa
preparaty zawierajace podioza mieszajace si¢ z woda. Podtoza takie sktadajg si¢ z mieszaniny

ciektych i statych makrogoli (glikole polietylenowe).
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2.6.1.1 Podloza masciowe

W konteks$cie niniejszej pracy najwazniejszymi podtozami masciowymi, ktore stosuje
si¢ w praktyce aptecznej s3: Euceryna I i II, lanolina bezwodna i wazelina biata. W rozdziale
monografii narodowych FP XII zawiera monografi¢ dwoch typéw euceryny (I, II), réznigcych

si¢ znaczgco sktadem [36]:

UNGUENTUM EUCERINI |
Mas¢ eucerynowa I

Syn.: Lanae alcoholum unguentum, mas¢ z alkoholami z lanoliny

DEFINICJA

Podtoze masciowe bezwodne, emulgujace wode (absorpcyjne)
WLASCIWOSCI

Wyglgd: biata lub z6ttawobiata, prze§wiecajaca, jednorodna, migkka masa
PRZYGOTOWANIE

Alcohol cetylicus et stearylicus 0,5 cz.

Alcoholes adipis lanae 6,0 cz.

Vaselinum album 93,5 cz.

Sktadniki stopi¢ 1 miesza¢ do zastygnigcia.

Wazeling biatag mozna czg¢sciowo (do 12,0 cz.) zastgpic parafing ciekta.
Temperatura krzepniecia: od 38 °C do 56 °C.

Zdolno$¢ absorbowania wody: Preparat absorbuje nie mniej niz 30 g wody (na 10,0 g

stopionego podtoza).

UNGUENTUM EUCERINI 1I
Mas¢ eucerynowa II

Syn.: Cholesteroli et cetyli unguentum, mas¢ cholesterolowo-cetylowa

DEFINICJA
Podloze masciowe bezwodne, emulgujace wode (absorpcyjne)
WLASCIWOSCI

Wyglqgd: biata lub zéttawobiata, prze§wiecajaca, jednorodna, migkka masa.
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PRZYGOTOWANIE

Alcohol cetylicus 3,0 cz.

Cholesterolum 2,0 cz.

Vaselinum album 95,0 cz.

Sktadniki stopi¢ i miesza¢ do zastygniecia.

Temperatura krzepniecia: od 38 °C do 56 °C.

Zdolno$¢ absorbowania wody: Preparat absorbuje nie mniej niz 30 g wody (na 10,0

g stopionego podtoza).

Whasciwosci fizyczne obu euceryn, takie jak rozsmarowywalno$¢ i konsystencja oraz
dos¢ tatwa zmywalno$¢ woda stanowia niewatpliwie zalete tego podtoza. Ocenia sig, ze az
jedna trzecia masci przygotowywanych w aptekach polskich jest oparta na podtozu
eucerynowym. Szczegdlne wtasciwosci fizyczne pozwalaja pacjentom na bardziej komfortowe
stosowanie $rodka leczniczego zwigzanego z tym podtozem, szczegdlnie w cieptych porach
roku. Mas¢ eucerynowa I i II zostaly wprowadzone pierwszy raz do FP IX w 2013 roku jako
zalecane podloza w recepturze masci. Do tego czasu dostepnych bylo wiele podlozy
okreslanych mianem ,,Euceryna”. Rdznily si¢ one sktadem, wygladem, zdolnos$ciag wigzania
wody, konsystencja (np. Euceryna Lechia Poznan). Pierwszy sklad (Euceryna I, masé
z alkoholami lanoliny) odpowiada aktualnemu sktadowi surowca stosowanego w Niemczech,
Wollwachsalkoholsalbe Unguentum Alcoholum Lanae, wedlug narodowej, niemieckiej
farmakopei (DAB 2017). Drugi sktad (Euceryna II, mas¢ cholesterolowo-cetylowa) jest tzw.
polska euceryng, od wielu lat tradycyjnie uzywang w krajowej preparatyce farmaceutyczne;.
Mimo pojawienia si¢ dwoch standaryzowanych przepisow wykonania euceryny w FP IX,
w Polsce nadal sa dopuszczone i wprowadzane do obrotu aptecznego jako surowce
farmaceutyczne podtoza o nazwie "Euceryna" z niefarmakopealnym skladem, wedlug
wlasnych norm jakos$ciowych producentéw, np. Euceryna bezwodna S firmy Ziotolek,
zawierajaca alkohole lanolinowe, olej parafinowy, olej wazelinowy, parafing stalg twarda
i parafing stalg migkka, odpowiednio po 8, 35, 35, 10 i 12 cz. [147]. W zaleznosci od
zarejestrowanego przez wytworcow skladu, zamiast cze¢$ci wazeliny wprowadzono np. lanoling
[148]. Monografia euceryny w FP zawiera istotng uwagg dr Lucyny Wolniak i prof. Matgorzaty

Sznitowskiej, dwoch doswiadczonych farmaceutek:

Jezeli euceryna jest skiadnikiem leku recepturowego, farmaceuta ma obowigzek uzycia jednego z tych podlozy.

Niewlasciwe jest uzycie w takim przypadku podtoza, ktore nie zostalo oznaczone przez producenta jako zgodne
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z Farmakopeq Polskq. Okoto potowa obecnych aktualnie na rynku podtozy o nazwie ,,euceryna’ nie odpowiada
masci eucerynowej I lub masci eucerynowej 1I, lecz takie podtoza mozna uzy¢ tylko wtedy, gdy lekarz wyraznie

zaznaczy, ze podiozem ma by¢ ,,euceryna” wskazanego producenta [149].

Wazelina biata jest produktem otrzymywanym podczas rafinacji ropy naftowe]
1 stanowi potstala substancje o naturze weglowodorowej. Produkt jest znany od ponad 150 lat
— odkrywca byt chemik Robert Augustus Chesebrought. Wazeling stosuje si¢ w masciach
o charakterze lipofilowym lub jako sktadnik innych powszechnie uzywanych podtozy takich
jak euceryna, mas¢ cholesterolowa i Lekobaza. Niewatpliwa zaleta jest jej bezpieczenstwo pod
wzgledem praktycznego braku wywolywania podraznien, uczulen i reakcji kontaktowych ze
skora. Jedng z wad jest natomiast trudno$¢ ze zmywaniem w aspekcie stosowania w terapii
u pacjentow. Podloze wazelinowe charakteryzuje si¢ dobra trwalo$cia, co niezwykle istotne
w preparatach zawierajacych antybiotyki, oraz slaba tendencja do rozkladu. Wazelina Zo6tta
charakteryzuje si¢ nizsza klasa czystosci 1 jest wykorzystywana szczegdlnie w przypadkach
wprowadzania do postaci leku substancji leczniczych o charakterystycznej barwie np. ditranolu
(kolor zo6tto-pomaranczowy).[145]

Lanolina bezwodna jest woskiem otrzymywanym z welny owiec. Specyficzny zapach,
kolor i lepkos$¢ ograniczaja z jednej strony zastosowanie jej jako podtoza per se, a z drugiej,
lepkos$¢ jest atutem przy zastosowaniach w leczeniu zmian w obrebie watow paznokciowych
ze wzgledu na dobrg przyczepnos$¢ i1 spoistosc¢ strukturalng. Wadg jest mozliwos¢ wywotywania
kontaktowych uczulen wiacznie z kontaktowym zapaleniem skory. Zwykle przepisywana jest
w polaczeniu z innymi podiozami, ze wzgledu na swa wysoka liczb¢ wodna.

Do potstatych preparatow do oczu zaleca si¢ stosowanie jako podloza masci
cholesterolowej lub eucerynowe;j, ktorych sktady podaje FP XII. Szeroko stosuje si¢ rowniez
podtoze zlozone z wazeliny z lanoling bezwodna w stosunku wagowym 9:1 oraz podtoza
adsorpcyjnego o sktadzie: parafina ciekta, lanolina bezwodna po 1 cz., wazelina biata 8 cz.

Mas¢ prosta (Unguentum simplex) jest podtozem lipofilowym bezwodnym, ktora
zawiera emulgator, dzieki czemu mozliwe jest wigzanie znacznej ilosci wody. Sktad wedtug

FP XII [36] przedstawia si¢ nastepujaco: Adeps lanae 10,0 ; Vaselinum flavum 90,0.

2.6.1.2 Liczba wodna, emulsje w/o i o/w

Mas¢ sktada si¢ z jednofazowego podtoza, w ktorym moga by¢ rozproszone czastki state
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lub ciecze, zgodnie z definicjg FP XII. Farmakopea wymienia w monografii trzy typy masci:

e hydrofobowe — Hydrophobic ointments; Pommades hydrophobes;
e cmulgujace wode — Water-emulsifying ointments; Pommades absorbant 1’eau;

e hydrofilowe — Hydrophilic ointments; Pommades hydrophiles.

Typ masci jest $cisle uzalezniony od rodzaju podtoza oraz substancji pomocniczych. Masci
hydrofobowe moga absorbowac tylko mate ilo$ci wody. Typowymi podtozami uzywanymi do
ich sporzadzania s3: parafina stala, parafina ciekla i parafina ciekla lekka, oleje roslinne,
thuszcze zwierzece, syntetyczne glicerydy, woski i ciekte polialkilosiloksany.

Najlepsze wlasciwosci wigzania wody, co istotne w technologii sporzadzania masci
recepturowych typu w/o i o/w, posiadaja: mas¢ prosta, euceryny I i Il oraz mieszanina wazeliny
z lanoling w réwnych cze$ciach. Znajomo$¢ LW ulatwia przewidywanie mozliwosci
wykonania 1 trwatos$ci sporzadzonej postaci leku. Mas¢ podczas przechowywania nie moze
ulegaé¢ rozwarstwieniu i nie moga by¢ widoczne na jej powierzchni krople fazy wodnej (tzw.
pocenie si¢ masci). Tabela 10 przedstawia do§wiadczalne dane dotyczace zdolnosci wigzania

wody przez podtoza absorpcyjne:

Sposob mieszania Liczba wodna -
manualne — Przy uzyciu receptura
Wymagania wedlug receptura miksera klasyczna — masa
Podloze
FP XII klasyczna recepturowego zwigzanej wody
Masa zwiazanej wody w 10,0 g w 100 g podloza
podioza (w g) (w Q)
Cholesteroli
Nie mniej niz 12,0 194 22,0 194
unguentum 2
Unguentum album ® Nie mniej niz 4,0 2,1 4.0 21
Ung. Eucerini Il Nie mniej niz 30,0 314 47,1 314
Ung. Simplex Nie mniej niz 7,0 7,7 17,0 77
Vaselinum album +
. - 23%3 48,0 233
Lanolinum 1:1

Tabela 10. Ocena zdolnosci absorbowania wody — dane do$wiadczalne [145]; a — sktad wedtug FP XII:
Cholesterolum 3,0; Alcohol stearylicus 3,0; Cera alba 8,0; Vaselinum album 86,0; b — sktad wedtug FP XII: Cera
alba 5,0; Vaselinum album 95,0
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W procesie wytwarzania postaci leku dos¢ istotne znaczenie ma nie tylko zdolnos¢
wigzania wody przez podloze, ale i sama ilo$¢ roztworu jaka nalezy wprowadzi¢ by uzyskac
produkt leczniczy o odpowiednich cechach. Zawarto$¢ wody w podlozu moze rzutowaé na
cechy biofarmaceutyczne, a wytworzenie emulsji o/w moze okaza¢ si¢ bardzo niepozadane. Co
do zasady, stabilno$¢ uktadu o/w jest nizsza niz w/0. Na trwato$¢ substancji leczniczych duza
zawarto$¢ wody moze wywiera¢ rowniez wptyw niekorzystny, co jest zwigzane z procesami
hydrolizy, rozktadu, stworzeniem warunkéw do przebiegu procesow oksydo-redukcyjnych itp.

By podwyzszy¢ trwatos¢ leku recepturowego mozliwe jest jednak zastosowanie
srodkow konserwujacych oraz przeciwutleniaczy. Wiekszos¢ wytwarzanych masci stanowi
uktad w/o. Po odpowiednim przygotowaniu podtoza roztwor substancji leczniczej dodawany
jest do niego porcjami. Masci typu emulsji o/w mozna uzyskac¢ z kolei tylko metoda na ciepto
po stopieniu podtoza (W temp. najczgsciej ok. 70°C). Faza wodna o podobnej temperaturze
zostaje dodana do stopionego podtoza, mieszanie powinno by¢ szczegélnie intensywne,
zwlaszcza w chwili zestalania. Odwrotne dziatanie z wykorzystaniem mozdzierza daje

produkty o gorszym wygladzie i gorszych cechach reologicznych [150].

2.6.1.3 Aplikacja masci na skore

Substancje lecznicze zawarte w masciach po aplikacji na skore ulegaja procesowi
uwolnienia z podtoza, a nastgpnie przenikania przez warstwe rogowa naskorka i zywe warstwy
skory. Lek dyfunduje przez hydrozel biatkowy 1 moze ulec dalszemu wchtanianiu do
krwiobiegu lub chtonki. Szczeg6lnie istotny jest zatem dobor podtoza w aspekcie wywierania
dziatania leczniczego substancji czynnej. Podtoza weglowodorowe sg dla skory substancjami
catkowicie obcymi, sg hydrofobowe 1 po aplikacji utrudniajg perspiracje. Podloza glicerydowe,
do ktorych nalezy smalec wieprzowy, wykazuja duze powinowactwo do ttuszczu ludzkiego,
zatem wnikaja w glab naskorka 1 ulatwiaja wchlanianie substancji czynnej. Podtoza
absorpcyjne stanowig obszerna, bardzo zrdéznicowang grupe ze wzgledu na réznorodno$é
srodkow powierzchniowo czynnych, jakie stosuje si¢ do ich wytwarzania. Uwalnianie
substancji z tego typu podtozy nastepuje powoli, ale ma to dos¢ korzystny wpltyw na sposob
dziatania masci. Znacznie lepiej uwalniane sg natomiast substancje lecznicze rozpuszczalne
w lipidach. [150]. Absorpcja substancji leczniczej z postaci leku jest uwarunkowana budowa
warstwy rogowej naskorka, bogatej w struktury lipidowe, do ktoérych naleza: ceramidy,

cholesterol i wolne kwasy thuszczowe. Korneocyty warstwy rogowej skory zawierajg natomiast
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naturalne czynniki nawilzajace, do ktorych naleza: aminokwasy, mocznik, pirolidynowy kwas
karboksylowy, mleczany oraz Ca®* i Mg?*. Wymienione elementy w sposéb doéé oczywisty
maja duzy wpltyw na wchianianie substancji leczniczej, same wykazuja wlasciwosci lipo- lub
hydrofilowe, podobnie jak substancje, ktore wchodza w sktad postaci leku. Zaburzenie
jakiejkolwiek funkcji skory, cho¢by zwigzane z nadmiernym poceniem, roéwniez bedzie
decydowa¢ o wchianianiu substancji. Istotnym czynnikiem jest pH powierzchni naskorka.
Fizjologicznie pH skory, okreslane w przedziale 5,4-5,9, moze zosta¢ zmienione przez proces
pocenia, tojotok oraz metabolizm mikroorganizmow skolonizowanych na ludzkiej skorze.
Odpowiedni proces ztuszczania naskorka, zaburzony u niektorych pacjentow, lub nadmierne
rogowacenie takze w duzy sposéb wywiera wptyw na przenikanie substancji farmaceutyczne;j
[145]. Z punktu widzenia technologii postaci leku o wchianianiu substancji z postaci leku
decyduje rowniez wielkos$¢ czastek, stezenie substancji czynnej oraz stosowanie promotorow
wchianiania (np. DMSO, dodatek etanolu). Dobrym przyktadem moze by¢ lek Cutivate®, ktory
produkowany jest w postaci kremu oraz masci, ale w stezeniach odpowiednio 0,05% i 0,005%
propionianu flutikazolu. Wskazania do stosowania kremu, jak i masci sg takie same.
Zastosowane 10-krotnie nizsze stezenie w przypadku masci (podtoze ttuste) wigze si¢ z duzo

szybszym 1 duzo lepszym uwalnianiem substancji po aplikacji na skorg.

2.6.2 Zele

Za definicja ujeta w monografii FP XII zele (ang. i1 fr. Gels) sktadaja si¢ z cieczy
zelowanych odpowiednimi substancjami Zelujacymi. Zele lipofilowe, lipozele (ang. lipophilic
gels, fr. gels lipophiles) s3 preparatami, ktorych podtoza sktadajg si¢ z parafiny cieklej
w mieszaninie z polietylenem lub z olejow tlustych, Zelowanych krzemionka koloidalng lub
mydtami glinowymi, badZz cynkowymi. Zele hydrofilowe (ang. hydrophilic gels, fr. gels
hydrophiles) sg preparatami, ktérych podtoza zwykle sktadajg si¢ z wody, glicerolu lub glikolu
propylenowego 1 s3 zelowane odpowiednimi substancjami zelujacymi, takimi jak poloksamery,
skrobia, pochodne celulozy, karbomery i krzemiany magnezowo-glinowe [36]. Preparatem
o bardzo dobrych wtasciwosciach mukoadhezyjnych jest pasta Orabase o skladzie
przedstawionym w DAB, ktora wykonuje si¢ na bazie zelu lipofilowego sktadajacego si¢

z pektyny, soli sodowej karboksymetylocelulozy, polietylenu o m.cz. 32000 i parafiny ciektej.
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2.6.2.1 Zele na bazie wody

Zele stanowia uktady fizyczne, w ktérych faza rozproszona tworzy rodzaj do$¢ luzno
usieciowanej struktury wypelnionej za pomoca cieczy. Jesli fazg rozpraszajaca jest woda,
uktady takie to hydrozele. Sg to wowczas zwykle uktady jednofazowe, o ile nie ma okreslone;j
granicy faz miedzy rozpuszczonymi makroczasteczkami a czasteczkami rozpuszczalnika (np.
z pochodnymi celulozy). Dwufazowe hydrozele natomiast stanowig strukture¢ wytworzona
przez nierozpuszczalne w rozpuszczalniku makroczasteczki rozproszone w nim (zel
bentonitowy). Na bazie hydroksyetylocelulozy HEC 10000 wprowadzono jako surowiec do
receptury produkt o nazwie Celugel ® w ostatnich latach [151].

W zalezno$ci o sposobu sporzadzania w warunkach pracy apteki ogdélnodostepnej
mozna korzysta¢ z metod klasycznych oraz przy uzyciu miksera recepturowego, podobnie jak
w preparatyce masci. W zalezno$ci od uzywanych substancji zelujacych, metody mozna
modyfikowaé¢ 1 dobiera¢ w odpowiedni sposéb wykorzystujac standardowe algorytmy
postgpowania. W metodach klasycznych, zwykle sporzadza si¢ roztwory substancji zelujacych
w odpowiednim rozpuszczalniku, dodaje si¢ substancje czynne lub taczy si¢ przygotowane
roztwory w sposob mechaniczny. Mozna takze sporzadza¢ roztwory substancji leczniczych,
ktore poddaje si¢ bezposrednio procesowi zelowania za pomoca odpowiednich suchych
substancji. W metodach automatycznych lub potautomatycznych zwykle sktadniki umieszcza
si¢ w pojemniku i, z uzyciem odpowiedniego programu miksera, dodaje srodki zelujace na
powierzchni¢ mieszaniny.

Ze wzgledu na wodna baze tej postaci leku niejednokrotnie Zele wymagaja uzycia
srodka konserwujacego, o ile substancja lecznicza sama w sobie nie stanowi konserwantu.
Mozliwe jest wowczas przechowywanie produktu przez dluzszy czas niz deklarowany dla
polstatych postaci lekéw bedacych zelami wodnymi wynoszacy zgodnie z zalecaniami do 14
dni w temp. 2-8 °C, o czym stanowi narodowa monografia informacyjna ,,Leki sporzadzane

w aptece” FP XII [36,145].

Zele polioksyetylenowe, przede wszystkim zawierajace polimery o niskiej m.cz.,
wykazuja silnie zaznaczone wiasciwosci higroskopijne. Moze by¢ to podczas aplikacji
u pacjenta powodem przesuszenia skory w miejscu aplikacji. Z drugiej jednak strony rzadko
wykazujg dziatanie draznigce, toksyczne 1 zachowuja si¢ obojetnie w stosunku do skory.

Zdolnos¢ rozpuszcezania niektorych substancji czynnych, ktére nie sg rozpuszczalne w wodzie,
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stanowi ich zalete, tym bardziej, ze wchlanianie leku zostaje wowczas utatwione. Przed
ustaleniem rownowagi zawartosci wody w skérze 1 w postaci leku dochodzi do odciggania
wody z naskorka, co powoduje jego maceracje, w zwigzku z czym zaleca si¢ aplikacje zeli
polioksyetylenowych mozliwie cienkg warstwg. Wadg jest niezgodno$¢ recepturowa z jodem,

jodkami oraz substancjami czynnymi o budowie fenolowe;j.

Zele organiczne, wytwarzane z substancji o charakterze zelujacym takich jak pochodne
metylocelulozy, kwasu poliakrylowego, alkoholu poliwinylowego czy nawet skrobi stanowig
dobre podiloza do masci ocznych. Wada jest szybki rozwd¢j drobnoustrojow, szczegdlnie
w zelach skrobiowych oraz wrazliwo$¢ na zmiany pH i zwigzane z typ procesy rozktadu

substancji zelujace;j.

Zele nieorganiczne, oparte gtéwnie na bentonicie, wykazuja cechy zblizone do zeli
organicznych, jednak posiadaja wyrazne wlasciwosci tiksotropowe. ,,Pamie¢ cieczy” i brak
zmiany lepkosci podczas wyjatawiania termicznego niewatpliwie stanowia zalety.
Niepozadang wilasciwosciag jest do§¢ wysokie pH, zele moga zatem powodowaé dziatanie
wysuszajace 1 $ciagajace na skore. Uwalnianie wielu substancji, np. kwasu borowego czy
pochodnych sulfonamidowych, jest wyraznie lepsze niz z podlozy lipofilowych. Za pomoca
emulgatoréw zel bentonitowy mozna tgczy¢é w kombinowane podtoze z parafing ciekla,

woskiem, alkoholami ttuszczowymi [150].

2.6.2.2 Substancje zelujace

Duza uwage w preparatach zelowych, ze wzgledu na ich miejsce podania, nalezy
zwraca¢ na ich przyczepno$¢ do blon Sluzowych, co gwarantuje odpowiednie dzialanie
substancji czynnej. Bioadhezja jest pojeciem ogdélnym, w ktorym przynajmniej jedna
z uczestniczacych faz w miejscu podania, tzn. preparat leczniczy lub §luz, inicjuje ten proces.
W zasadzie wszystkie procesy bioadhezji cechujg si¢ obecnos$cig wody. Jest to o tyle istotne,
ze obecnos¢ wody lub wilgoci utatwia ten proces, w przeciwienstwie do procesu adhezji
(zlepiania), gdzie woda dziala na niekorzy$¢. Proces bioadhezji mozna zatem tak samo
intensyfikowac, jak i1 ostabia¢ stosujac odpowiednie rozwigzania. W celu utatwienia proceséw
bioadhezyjnych w preparatach leczniczych stosuje si¢ znane substancje pomocnicze, ktore

zostaly przedstawione ponizej [152].
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Kazda z przedstawionych, najcz¢sciej stosowanych substancji jest wykorzystywana
w preparatyce farmaceutycznej do wytworzenia postaci leku o wymaganej konsystencji
i lepkosci. Farmakopea Polska XII podaje monografie szczegdétowe m.in.: makrogoli,
karbomerow, alkoholu poliwinylowego, bentonitu, poloksamerow, hydroksymetylo-
etylocelulozy, metylocelulozy, etylocelulozy i innych, jako substancji zwigkszajacych lepkos¢.
Ich zestawienie zostalo zaprezentowane jako tabela 11. W formulacjach hydrozeli stosowane
sg substancje zelujace 2 roznych typoéw: organiczne lub nieorganiczne. Wérod substancji
pochodzenia organicznego nalezy wymieni¢: agar, tragakantg, alginiany, pektyny oraz dekstran
(wystepujace naturalnie), poOlsyntetyczne pochodne celulozy (metyloceluloza, karmeloza
sodowa, hydroksyetyloceluloza, hypromeloza, hydroksypropyloceluloza) oraz syntetyczne np.
karbomer. WS$rdd substancji nieorganicznych najwigksze znaczenie majg: bentonit

i krzemionka koloidalna (Aerosil) [153].

Polioksyetylen (makrogol) stanowi dobry typ emulgatora i substancji zelujacej
w technice sporzadzania kremoéw, zeli oraz emulsji ze wzgledu na swoje wiasciwos$ci
przedstawione wczesniej. Chemicznie jest polieterem o ogdlnym skrécie powszechnie
stosowanym PEG i ogdlnym wzorze H-O—[—-CH>—CH>—O—]s—H, gdzie n wynosi od 4 do 120.
Moze by¢ ciecza lub cialem statym, w zaleznos$ci od masy czasteczkowej. Najwicksze
zastosowanie znajdujg lepkie ciecze o m.cz. od 200 do 600. Stosowany jest gtownie

w technologiach przemystowych produkcji postaci lekow [154].

Kwas poliakrylowy (karbomer, PAA) to syntetyczny polimer kwasu akrylowego
o duzej masie czgsteczkowe;j. Istniejg zar6wno homopolimery kwasu akrylowego lub karbomer
usieciowany z wykorzystaniem allilowego eteru z pentaerytrytu, eteru allilowego sacharozy lub
eteru allilowego z propylenu. W roztworze wodnym o pH obojetnym, PAA jest polimerem
anionowym poniewaz wiele tancuchéw bocznych straci swoje protony i zyskuje tadunek
ujemny. Polielektrolity PAA maja zdolno$¢ pochtaniania i zatrzymywania wody oraz
wielokrotnego pecznienia w stosunku do pierwotnej objetosci. Suchy karbomer ma postacé
biatego, puszystego proszku. Najczesciej jest stosowany jako substancja zZelujaca
w kosmetykach i1 produktach do pielegnacji ciata. Jego rolg jest zawieszanie ciata stalego
w cieczy, zapobieganie rozwarstwianiu si¢ emulsji oraz kontrolowanie konsystencji przeptywu
wytworzonego produktu. W wielu zastosowaniach PAA stosuje si¢ w postaci soli metali
alkalicznych lub soli amonowych, np . poliakrylan sodu. W postaci suchego proszku dodatnio

natadowane jony sodu sa zwigzane z poliakrylanem, jednak w roztworach nastepuje jego
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dysocjacja. Zamiast pelnego tancucha polimerowego powstaja jony, co prowadzi do
specznienia zelu, ktory moze wchtong¢ duza ilos¢ wody. Stopien jonizacji jest $cisle
uzalezniony od pH roztworu. W postaci niezjonizowanej przy niskim pH karbomery moga
taczy¢ sie z réznymi polimerami niejonowymi (tlenek polietylenu, poli-N-winylopirolidon,
poliakrylamid i niektore etery celulozy) i tworzy¢ kompleksy interpolimerowe z wigzaniami
wodorowymi [155]. Wodne roztwory PAA moga rowniez tworzy¢ polikompleksy z przeciwnie
naladowanymi polimerami, takimi jak chitozan, surfaktanty i czasteczki leku (na przyktad

streptomycyna) [156].

Alkohol poliwinylowy (PVA, PVAL, PVOH) to polimer winylowy o wzorze
[-CH2—CH(OH)—]n. Jest otrzymywany z poli(octanu winylu), ale systematycznie jest
polimerem alkoholu winylowego. Obok zastosowan czysto technicznych (sktadnik klejow,
lakierow, aparatur wiokienniczych i chemicznych, stabilizator farb emulsyjnych, produkcja
rekawic ochronnych, nici chirurgicznych, folii, ptyt i rur), w medycynie stosowany jest jako
zageszczacz farmaceutyczny i bezposrednio jako substancja czynna kropli do oczu (Lacrimal®)
o dziataniu powlekajacym 1 nawilzajacym. PVA jest uzywany w réznych innych
zastosowaniach medycznych ze wzgledu na jego biokompatybilno$¢, niska tendencje do
adhezji biatek 1 niska toksycznos$¢. Konkretne zastosowania obejmujg wymiang¢ chrzastki

i produkcje soczewek kontaktowych [157].

Bentonit jest substancja pochodzenia naturalnego, wystepujaca w postaci mialkiej
glinki o barwie szaro-biatawej. Jest substancja higroskopijng i nierozpuszczalng w wodzie ale
w kontakcie z nig ulega pegcznieniu. Stosowany jest gldéwne jako modyfikator lepkosci

w postaciach leku przeznaczonych do stosowania miejscowego, tj. zelach i kremach (stezenia
2-10%).

Pochodne celulozy znalazty szerokie zastosowanie w sporzadzaniu potstatych postaci lekow

w formie hydrozeli. Najwazniejsze z nich zostaty przedstawione ponize;.

Hydroksyetyloceluloza (HEC) jest pochodna celulozy, w ktorej grupy hydroksylowe
polimeru zostaty zastgpione grupami hydroksyetylowymi. Stanowi wysoce hydrofilowa
substancje o wlasciwosciach zageszczajacych 1 zelujacych. W zaleznosci od dlugosci
tancuchoéw polimerowych, HEC moze by¢ mniej lub bardziej rozpuszczalna w wodzie. Ciecze

polarne, takie jak woda wraz z HEC tworza zel, ktory jest podstawa do przygotowania kremow
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1 zeli jako farmaceutyczne postaci leku 1 kosmetyki. Jest sktadnikiem produktow stosowanych
do nawilzania soczewek kontaktowych. W procesie utwardzania emulsji jest stosowana jako
emulgator lub stabilizator. HEC, dzigki mozliwos$ci zwigkszania lepkos$ci roztworu, stosuje si¢
takze w przygotowywaniu kropli do oczu, ktérych dawkowanie, poprzez wydluzony kontakt
leku w miejscu podania, mozna zmodyfikowaé. Przykladem moga by¢ krople 10%
Sulfacetamidum Polpharma®, ktore zgodnie ze wskazaniem podaje si¢ co 1-3 h do worka
spojowkowego, podczas gdy forme 10% Sulfacetamidum HEC® — co 3-4 h. Wptywa to na

komfort stosowania przez pacjenta.

Hydroksypropyloceluloza (HPC) jest pochodng celulozy z dobrg rozpuszczalnoscia
zarowno w wodzie, jak i w rozpuszczalnikach organicznych. HPC jest eterem celulozy,
w ktorych niektére z grup hydroksylowych w merach glukozowych jednostek zostaly
hydroksypropylowane przy uzyciu tlenku propylenu. Srednia liczba podstawionych grup
hydroksylowych na jednostke glukozy jest okreslana jako stopien podstawienia (DS).
Catkowite podstawienie okresla si¢ jako DS=3. Poniewaz dodana grupa hydroksypropylowa
zawiera grup¢ hydroksylowa, mozna ja rowniez eteryfikowaé podczas wytwarzania HPC. Gdy
to nastapi, liczba moli grup hydroksypropylowych na czasteczke glukozy (moli podstawienia,
MS), moze by¢ wyzsza niz 3. Poniewaz celuloza jest substancjg krystaliczng, HPC musi mie¢
MS okoto 4, aby osiggna¢ dobra rozpuszczalno$¢ w wodzie. HPC zawiera kombinacj¢ grup
hydrofobowych 1 hydrofilowych, dzigki czemu ma nizsza krytyczna temperatur¢ roztworu
(LCST) wynoszaca 45 °C. W temperaturach nizszych HPC jest latwo rozpuszczalna w wodzie;
w wyzszych od LCST, HPC nie ulega rozpuszczeniu. Roztwor HPC, produkowany przez Aton
Pharma o nazwie Lacrisert®, to preparat stosowany jako farmaceutyk bedacy sztucznymi
tzami. Wskazaniem do stosowania jest leczenie stanow chorobowych charakteryzujacych sie
niewystarczajacym nawilzeniem oka (suche zapalenie rogéwki i spojowki, nawracajace
nadzerki rogéwki, zmniejszona wrazliwos¢ rogowki, ekspozycja i neuroparalityczne zapalenie
rogowki) [158-160].

Metyloceluloza (MC) - pochodna celulozy, jest uzywana jako zaggszczacz i emulgator
w rdznych produktach farmaceutycznych, kosmetycznych i spozywczych, a takze jako $rodek
przeczyszczajacy per se. Podobnie jak celuloza nie podlega trawieniu przez cztowieka, nie jest
toksyczna 1 nie stanowi substancji alergizujacej. Wlasciwosci zelujace metylocelulozy sg
szczegodlnie korzystne w leczeniu zespotu suchego oka. [161]. Roztwory zawierajace MC lub

podobne pochodne celulozy sg stosowane jako substytut tez lub $liny, jesli naturalna produkcja
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tych plyndw jest zaburzona. Metyloceluloza jest réwniez waznym emulgatorem,
uniemozliwiajgcym rozdzielanie si¢ dwoch zmieszanych cieczy, poniewaz jest stabilizatorem
uktadow emulsyjnych. MC w postaci zelu ma wyjatkowa wlasciwo$¢ wigzania na goraco
1 topnienia na zimno. Krytyczna temperatura roztworu (LCST) metylocelulozy zawiera si¢
w przedziale 40 - 50 °C. W temperaturach nizszych MC jest tatwo rozpuszczalna w wodzie;
powyzej LCST nie jest rozpuszczalna, a paradoksalny efekt daje ogrzewanie nasyconego
roztworu metylocelulozy, podczas ktérego zamienia si¢ w cialo state, a MC ulega wowczas
wytrgceniu. Temperatura, w ktérej to nastgpuje, zalezy od wartosci DS, przy czym wyzsze
warto$ci DS daja nizsza rozpuszczalno$¢ i nizsze temperatury stracania, poniewaz polarne
grupy hydroksylowe ulegaja maskowaniu. Przygotowanie roztworu MC z zimng wodg stanowi
pewna trudnos$¢: substancja wchodzi w kontakt z woda, wokot niej tworzy si¢ warstwa zelu,
radykalnie spowalniajac dyfuzje wody do proszku, dlatego wnetrze pozostaje suche. Lepszym
sposobem jest wymieszanie proszku z goragca woda, tak aby czastki MC byly dobrze
zdyspergowane (zwigkszenie efektywnej powierzchni) w wodzie i schtodzenie uktadu podczas

mieszania, co prowadzi do znacznego przyspieszenia procesu rozpuszczania.

Metylohydroksyetyloceluloza (MHEC) jest terminem okreslajacym zwiazki
chemiczne wytwarzane przez eteryfikacje celulozy. Cze$¢ hydroksylowych grup celulozy jest
potaczona jako etery z rodnikiem metylowym 1 z grupami hydroksyetylowymi. Jest
rozpuszczalna zarbwno w wodzie, jak 1 w rozpuszczalnikach organicznych. W roztworach
wodnych lepko$¢ jest znacznie zwigkszona. W przeciwienstwie do innych eterow
celulozowych, takich jak HPC, w ktoérej rozpuszczalno$¢ zmniejsza si¢ gwattownie po
podgrzaniu przez temperatur¢ roztworu krytycznego i1 moze prowadzi¢ do flokulacji,
temperatura roztworu krytycznego w MHEC jest znacznie wyzsza i wynosi okoto 110 °C [162].
W  przemysle farmaceutycznym MHEC stosuje si¢ go jako substancje wiazaca

i powlekajacg do tabletek, a takze substancje zelujacg w zawiesinach i zelach [163].

Poloksamery sa niejonowymi kopolimerami trojblokowymi sktadajacymi si¢
z centralnego hydrofobowego tancucha polioksypropylenu (poli(tlenku propylenu))
otoczonego dwoma hydrofilowymi tancuchami polioksyetylenu (poli(tlenku etylenu)). Termin
»poloksamer” zostal zaproponowany przez wynalazce Irvinga Schmolke, ktory otrzymat patent
na te materiaty w 1973 roku [164]. W preparatyce farmaceutycznej poloksamery sg rowniez
znane pod nazwami handlowymi Kolliphor [165]. Ze wzgledu na swa amfifilowg strukturg

polimery te maja wlasciwosci powierzchniowo czynne, dzigki czemu sg przydatne
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w zastosowaniach farmaceutycznych i przemystowych. Miedzy innymi mozna je wykorzysta¢
do zwigkszenia rozpuszczalno$ci w wodzie substancji hydrofobowych, oleistych lub w inny
sposob zwigkszy¢ mieszalno$¢ dwoch substancji o roznej hydrofobowosci. Zostaty one réwniez
ocenione pod katem réznych zastosowan dystrybucji lekow 1 wykazano, ze uwrazliwiajg oporne
na leki nowotwory w chemioterapii. Po zmieszaniu z wodg stezone roztwory poloksameroéw
moga tworzy¢ hydrozele. Ze wzgledu na konsystencj¢, zele poloksamerowe mozna tatwo

wytlaczac.

Guma tragakantowa to lepka, bezwonna, pozbawiona smaku, rozpuszczalna w wodzie
mieszanina polisacharydow pozyskiwanych z soku spuszczanego z korzenia kilku gatunkéw
roslin straczkowych z Bliskiego Wschodu z rodzaju Astragalus, w tym A. adscendens,
A. gummifer , A. brachycalyx, [166,167] i A. tragacantha, ktory poddaje si¢ wysuszeniu. Guma
wycieka z ro§liny w postaci skreconych wstazek lub ptatkéw, ktére mozna sproszkowac.
Pochlania wode, tworzac zel, ktéry mozna mieszaé w paste. Gltowne frakcje gumy to
tragakantyna, wysoce rozpuszczalna w wodzie jako koloid $luzowy, oraz chemicznie
spokrewniona bassoryna, ktora jest znacznie mniej rozpuszczalna, ale réwniez pecznieje
w wodzie, tworzac zel. Guma byla historycznie uzywana jako ziotowy lek na takie stany jak
kaszel i biegunka. Proszki na bazie tragakanty byly czasami nazywane diatragakantem [168].
Jako $luz lub pasta byta stosowana do miejscowego leczenia oparzen. Jest stosowana obecnie

w farmaceutykach 1 zywnosci jako emulgator, zageszczacz, stabilizator 1 dodatek teksturujacy.

Nazwa lacinska
N fl’vc;'s"a Definicja Wiasciwosci
ang. i fr.
Typ
makro- Wyglad Rozpuszczalnos$é
golu
Substancja miesza
si¢ z woda, bardzo
tatwo
Przezroczysta, rozpuszczalna
lepka, w acetonie,
300 bezbarwna lub | w etanolu (96%)
. . . 400 prawie i w chlorku
Macrogola Mieszanina polimeréw o wzorze ogélnym H-[OCH,-CH;],-OH, 600 bezbarwna, metylenu,
gdzie n oznacza $rednig liczbe grup oksyetylenowych. Typ higroskopijna praktycznie
Makrogole makrogolu jest okreslany liczba, ktora wskazuje $rednia ciecz nierozpuszczalna
wzgledna masg czasteczkowa. Substancja moze zawiera¢ w olejach thustych
Macrogols dodatek odpowiedniego stabilizatora. i w olejach
mineralnych
Biata lub Substancja bardzo
prawie biala, tatwo
higroskopijna rozpuszczalna
1000 substancja w wodzie, fatwo
stala, o rozpuszczalna
wygladzie w etanolu (96%)
wosku lub i w chlorku
parafiny metylenu,
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praktycznie
nierozpuszczalna
w olejach thustych
i wolejach
mineralnych
Substancja bardzo
tatwo
rozpuszczalna

Biata lub w wodzie

prawie biata i w chlorku

substancja metylenu, tatwo
1500 | stata, o rozpuszczalna
wygladzie w etanolu (96%),
wosku lub praktycznie
parafiny nierozpuszczalna
w olejach thustych
i wolejach
mineralnych
Substancja bardzo
tatwo
rozpuszczalna

Biala lub VA

rawie biala 7 Sl et

Eubstanc'a metylenu, bardzo

3000 ] trudno
stata, o

3350 ladzic rozpuszczalna
wyg'a w etanolu (96%),
wosku lub :

5 praktycznie
parafiny -
nierozpuszczalna
w olejach thustych
i w olejach
mineralnych
Substancja bardzo
tatwo
. rozpuszczalna
Siglin b w wodzie
prawie biata i w chlorku
4000 | substancja metylenu
6000 | stala, o yeny,
. praktycznie
8000 | wygladzie -
nierozpuszczalna
wosku lub -
arafiny w etarjolu (96%),
P w olejach thustych
i wolejach
mineralnych
Substancja bardzo
tatwo
rozpuszczalna
Biata lub w wodzie,
prawie biata rozpuszczalna

20000 substancja w chlorku
stafa, o metylenu,

35000 . .
wygladzie praktycznie
wosku lub nierozpuszczalna
parafiny w etanolu (96%),

w olejach tlustych
i wolejach
mineralnych
Carbomera . .o
Wyglad: bialy lub prawie bialy, puszysty,
Karbomer Wielkoczasteczkowe polimery kwasu akrylowego usieciowane higroskopijny proszek.
y alkenylowymi eterami cukréw lub polialkoholi. Zawartos¢: od Rozpuszczalnosé: substancja pecznieje w wodzie
56,0% do 68,0% grup kwasu karboksylowego (-CO,H) i w innych polarnych rozpuszczalnikach po
Carbomers . . . C SR
(w przeliczeniu na sucha substancjg). rozproszeniu i zobojetnieniu roztworem
] wodorotlenku sodu.
Carbomeres
Poly(alcohol Alkohol poliwinylowy jest otrzymywany przez polimeryzacje Wyglad: zoéttawobialy proszek lub potprzezroczyste
vinylicus) octanu winylu, poprzedzong cze$ciows lub prawie catkowita granulki.
hydroliza octanu poliwinylowego w obecnosci katalitycznych Rozpuszczalnosé: substancja rozpuszczalna
Alkohol ilosci zasad lub kwasow nieorganicznych. Polimery alkoholu w wodzie , trudno rozpuszczalna w etanolu,
poliwinylowy poliwinylowego spetniaja zaleznos¢: 0 < n/m < 0,35. Srednia praktycznie nierozpuszczalna w acetonie.
wzgledna masa czasteczkowa znajduje si¢ w zakresie od 20000
Poly(vinyl do 150000. Lepkos¢ wynosi od 3 do 70 mPass. Liczba estrowa, Dostepne sg rozne odmiany alkoholu
alcohol) ktora okresla stopien hydrolizy jest nie wigksza niz 280. poliwinylowego. R6znig si¢ one stopniem

polimeryzacji i stopniem hydrolizy, ktére decyduja
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Poly(alcool CHj o wlasciwosciach fizycznych poszczegélnych odmian
vinylique) /& substancji. Sa one charakteryzowane przez lepkos¢
OH o o i liczbe estrowa substancji.
H
H
m n
Wyglad: bardzo miatki, jednorodny, szarawobiaty
el Naturalna glinka o wysokiej zawarto§ci montmorylonitow, p,r(.)szek ° barle.e_] h.'lb ol Ayl 15
n naturalnie uwodnionych krzemianow glinu, w ktorych niektére ROZOWEE GUEEIT, - .
Bentonit .o a A . Rozpuszczalno$é: substancja praktycznie
sy U ot A oy ST R STy nierozpuszczalna w wodzie i w roztworach wodnych
. takie jak magnez i zelazo. . .. R :
Bentonite Substancja pecznieje w matej ilosci wody, tworzac
plastyczng masg.
Hydroxyethyl-
cellulosum
Hydroksy- Wyglad: bialy, zéttawobialy lub szarawobiaty
etyloceluloza proszek lub granulki.
e Rozpuszczalno$é: substancja rozpuszczalna
Hydroxyethyl- (Clahieilono O SR ERE) Gaillor. w goracej i zimnej wodzie dajac roztwor koloidalny,
cellulose praktycznie nierozpuszczalna w acetonie, w etanolu
(96%) i w toluenie.
Hydroxyéthyl-
Cellulose
Hydroxypropyl-
cellulosum Czesciowo O-(2-hydroksypropylowana) celuloza. Wyglqsl: biaty 1.1}b z6ltawobiaty proszek lub granulki,
Zawartos$¢: od 53,4% do 80,5% grup hydroksypropoksylowych Jeloe INEREL s, "
Hydroksy- : i’ > Rozpuszczalnos¢: substancja rozpuszczalna

propyloceluloza

(w przeliczeniu na wysuszona substancje).
Substancja moze zawiera¢ czynniki przeciwzbrylajace, takie jak
krzemionka.

w zimnej wodzie, w etanolu (96%) i w glikolu
propylenowym, tworzac koloidalne roztwory,

Hydroxypropyl- praktycznie nierozpuszczalna w goracej wodzie.
cellulose
Methyl-
cellulosum Wyglad: bialy, zottawobialy lub szarawobiaty

Metyloceluloza
Methylcellulose

Méthylcellulose

Celuloza czg$ciowo O-metylowana. Eter metylowy celulozy.
Zawarto$¢: od 26,0% do 33,0% grup metoksylowych (-OCHj,
m.cz. 31,03) (w przeliczeniu na wysuszona substancje).

proszek lub granulki, higroskopijne po wysuszeniu.
Rozpuszczalno$é: substancja praktycznie
nierozpuszczalna w goracej wodzie, w acetonie,

w bezwodnym etanolu i w toluenie. Substancja
rozpuszcza si¢ w zimnej wodzie tworzac roztwor
koloidalny.

Methylhydroxy-
ethylcellulosum

Mzg:g%ﬂ{gﬁy- Wyglad: bialy, zéttawobialy lub szarawobiaty
proszek lub granulki, higroskopijny po suszeniu.
Methyl- : Rozpuszczalnos$é: substancja praktycznie
hydroxyethyl- Celuloza czesciowo O-metylowana i O-(2-hydroksyetylowana) nierozpuszczalna w gor.qcej wodz.ie, W aceton.ie,
cellulose w bezwodnym etanolu i w toluenie. Substancja
rozpuszcza si¢ w zimnej wodzie tworzac roztwor
Meéthyl- koloidalny.
hydroxyéthyl-
cellulose
Poloksamery to syntetyczne kopolimery blokowe tlenku etylenu | wyglad:
i tlenku propylenu o nastepujacym wzorze ogolnym: - poloksamer 124: bezbarwna lub prawie bezbarwna
ciecz;
CHs - poloksamery 188, 237, 338, 407: biaty lub prawie
Poloxamera J/\/OM bialy, woskowaty proszek, mikrokulki lub pfatki.
o Rozpuszczalno$é:
Falhesieny B o H - poloksamery 124, 237, 338, 407: substancja bardzo
ReleETEE a b a tatwo rozpuszczalna w wodzie i w etanolu (96%),
praktycznie nierozpuszczalna w eterze naftowym
Poloxameres Liczh Liczba St (temperatura Wrzenia:50—7(_) °C); )
HIezha - egno- | Zawartosé e -poloksamer 188: substancja rozpuszczalna w wodzie
Typ jednostek stek jednostek wzgledna i w etanolu (96%).
poloksa- tlerku tlenku | oksyety- iasd Temperatura topnienia : ok. 50 °C dla poloksamerow
meru etylenu propyle lend (%) czastecz- 188, 237, 338 i 407.
(a) nu (b) kowa
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124 1015 | 18-23 | 44:8-486 22%96%
188 7585 | 2530 | 799837 | OO
237 60-68 | 35-40 | 705-743 %%‘;%'
338 137-146 | 42-47 | 81,4-849 11271%%'
407 95-105 | 54-60 | 715-749 ffggc-)

Poloksamery moga zawiera¢ dodatek odpowiedniego
przeciwutleniacza.

Tragacantha
T Twardniejaca na powietrzu lepka wydzielina, wyplywajaca

9 w sposob naturalny lub po nacigciu pnia lub gatezi Astragalus _
Tragacanth gummifer Labill. Oraz z niektorych innych gatunkéw rodzaju

Astragalus z Azji zachodniej.

Gomme adragante

Tabela 11. Najczgéciej stosowane substancje zelujace w preparatyce farmaceutyczne;j
(na postawie monografii szczegdélowych FP XII)

2.7 Jalowe postaci leku

FP XII wyr6znia dwie kategorie lekdw sporzadzanych w aptekach: leki niejatowe oraz
jalowe [36]. Zgodnie ze wskazdéwkami dotyczacymi dobrej praktyki sporzadzania lekow
w aptece, wytwarzanie preparatow farmaceutycznych w warunkach aptecznych rézni si¢ od
produkcji przemystowej, w ktorej obowigzuja normy GMP. Nie oznacza to jednak, ze w aptece
nie powinien funkcjonowaé¢ odpowiedni system zapewnienia jakosci, bowiem osoba
sporzadzajaca jest odpowiedzialna za przygotowanie preparatu odpowiedniej jako$ci, we
wilasciwych warunkach, w odpowiednim opakowaniu wraz z wtasciwym jego oznakowaniem.
Odpowiedzialno$§¢ polega rowniez m.in. na sporzadzeniu leku zgodnie z recepta badz
zleceniem oraz intencjami przepisujacego 1 na wydaniu go zgodnie z wymogami ustalonymi
przez odpowiednie regulacje zawodowe i prawne [36,143,144].

Leki jatowe naleza do I klasy czysto$ci mikrobiologicznej i s3 wykonywane w aptece
w formie preparatow do podania pozajelitowego jako: leki do wstrzykiwan lub wlewow
kroplowych (preparaty zywieniowe oraz cytostatyczne), lekoéw do oczu (roztwory, zawiesiny,
zele, masci) oraz innych stosowanych na uszkodzong powierzchni¢ skory i rany. Na
odpowiednia jako$¢ sporzadzonego w aptece preparatu wplywaja zasady nalezytego
postepowania na kazdym z etapéw wytwarzania jalowej postaci leku, na ktore sktadaja sie:
miejsce sporzadzania (boksy aseptyczne, loze z nawiewem laminarnym), materiaty 1 metody

zapewniajgce jatowos¢ (wykluczajgce zanieczyszczenie mechaniczne, fizyczne i biologiczne)
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oraz czynniki ryzyka dotyczace poszczegolnych sktadnikdéw oraz osoby sporzadzajacej lek.
Wazny jest algorytm postepowania i sposOb organizacji pracy, ktory musi uwzgledniac
kontrole wszystkich etapow, ktoére moga stanowi¢ potencjalne zrédlo zakazenia preparatu

[145].

2.7.1 Krople do oczu i masci oczne

Za FP XII:
OPTHALMICA
Preparaty do oczu
Eye preparations; Préparations ophtalmiques
DEFINICJA

Preparaty do oczu sg jalowymi ptynnymi, potstatymi lub statymi preparatami przeznaczonymi
do podania na gatke oczng i/lub na spojowke lub do umieszczania w worku spojowkowym.
Tam, gdzie ma to zastosowanie, pojemniki na preparaty do oczu speiniajg wymagania dla
tworzyw stosowanych do produkcji pojemnikéw (3.1 1 podrozdzialy) oraz pojemnikow (3.2
i podrozdziaty)®.

Wyroéznia si¢ kilka rodzajéw preparatéw do oczu:

e krople do oczu;

e roztwory do oczu;

e proszki do sporzadzania kropli lub roztworéw do oczu;
e poistate preparaty do oczu;

e wkladki do oczu [36].

Jak kazda posta¢ leku, leki oftalmologiczne muszg spetnia¢ podstawowe wymagania
w zakresie jakosci okreslonej dla danej formy leku, skuteczno$ci oraz bezpieczenstwa
stosowania. Czas kontaktu z powierzchnig gatki ocznej, a tym samym czas dziataniu leku jest

bardzo istotnym czynnikiem, ktory decyduje o przygotowaniu preparatu w odpowiedniej

1 rozdziaty i podrozdziaty FP XII [36]
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formie. Ponadto przygotowanie masci ocznej obok kropli jest istotne z punktu widzenia
aplikacji, bo o ile krople podaje si¢ wylacznie do worka spojowkowego, o tyle mas¢ mozna
aplikowa¢ takze na brzegi powiek lub na zewnetrzng ich warstwe [145]. W aptecznej
technologii sporzadzania lekow substancje takie jak: detreomycyna, pilokarpina, gentamycyna,
tetrakaina czy siarczan cynkowy moga by¢ sktadnikami preparatow ocznych zarowno w postaci
polstalej (mas¢ oczna), jak i ptynnej (krople). RoOwniez metronidazol i azotan srebra znajduja
szerokie zastosowanie w oftalmologii. Ta pochodna azolowa wraz z siarczanem cynku
wchodzi w sktad masci stosowanej w zakazeniu nuzencem, krople z azotanem srebra stosuje
si¢ natomiast w profilaktycznym zabiegu okotoporodowym, co sygnalizowatem w rozdziale
2.3. Kuszagcym moze by¢ zestawienie obu substancji zarowno W postaci kropli ocznych, jak
i masci do oczu, do czego mozna wykorzysta¢é ex tempore metode syntezy zwigzku
kompleksowego.

Z punktu widzenia niniejszej pracy najistotniejszymi postaciami lekdw ocznych, co
réwniez przektada si¢ na popularno$¢ samych form, sa krople i potstate postaci lekow ocznych.
Ze wzgledu na wlasciwosci fizyczne mozna dokonaé odpowiedniej ich klasyfikacji. Krople do
oczu sporzadza si¢ w formie: roztwordw rzeczywistych (np. krople z siarczanem cynku,
atroping, pilokarping, jodkiem potasu), koloidalnych (np. roztwory zawierajace srebro
koloidalne) albo o zwigkszonej lepkosci (np. z pochodnymi celulozy) albo w formie uktadow
rozproszonyc — zawiesin lub emulsji (np. krople z prednizolonem). Poélstate postaci lekow

ocznych obejmujg masci, zele oraz kremy.

2.7.2 1zohydria i izotonia kropli do oczu, substancje uzupekniajace

Rogoéwka oka jest miejscem, z ktérego lek podany do worka spojowkowego ulega
wchtonigeciu. Wlasciwosci fizykochemiczne przede wszystkim kropli ocznych maja
fundamentalne znaczenie w procesie szybkosci przenikania przez struktury narzadu wzroku.
Wsrdd nich nalezy wymieni¢ obowigzkowo: wielko$¢ czasteczki, lipofilowos¢, wartosé pKa,
odmiany polimorficzne, a ponadto: fizjologiczne mechanizmy obronne oka i bariery
metaboliczne. Zmiany stezenia substancji leczniczej z zaaplikowanej postaci leku ulegaja
wahaniom ze wzgledu na zjawisko tworzenia i parowania ptynu tzowego, zaaplikowane krople
sg rozcienczane przez ptyn tzowy, moze dochodzi¢ rowniez do reakcji leku ze sktadnikami tez
np. w przypadku kationéw srebra wchodzacych w jego sktad. Stopien wigzania substancji

leczniczej z biatkami 1 oddzialywanie enzymow zawartych we tzach ma réwniez niebagatelne
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znaczenie. Podwyzszenie fizjologicznego pH ptynu Izowego ma duzy wptyw na rozwoj procesu
chorobowego i moze powodowac stan zapalny spojowek na tle bakteryjnym lub wirusowym.
Czas obecnosci substancji leczniczej w czgsci przedrogowkowej oka oraz dalsze etapy procesu
wchtaniania sg uzaleznione w duzej mierze od wartosci pH. Zgodnie z zapisem punktu 5-1
monografii narodowej FP XII ,Leki sporzadzane w aptece”, wartos¢ pH kropli do oczu
powinna zawiera¢ si¢ w przedziale 3,5 do 8,5. Zaleca sig¢, aby krople do oczu byly izotoniczne
z plynem lzowym: warto$¢ ci$nienia osmotycznego (poza przypadkami zamierzonymi)
powinna zawiera¢ si¢ w przedziale 280-320 mosmol/L.

W zalezno$ci od wymaganego stezenia substancji czynnej 1 innych potrzeb
terapeutycznych, krople do oczu moga by¢ hipertoniczne [36]. W celu utworzenia
odpowiedniej jakosci postaci leku, nalezy wypracowaé swoisty kompromis: uwzglednic¢
fizjologi¢ oka, cechy fizykochemiczne substancji czynnej oraz substancji pomocniczych,
procesy chemiczne, ktéore moga zachodzi¢ zaré6wno podczas sporzadzania, jak
i przechowywania postaci leku oraz po jego aplikacji, a jednocze$nie kierowaé si¢ zasadami
dobrej sztuki aptekarskiej.

Krople do oczu moga zatem zawiera¢ substancje pomocnicze, np. regulujace ciSnienie
osmotyczne lub lepko$¢ preparatu, regulujace lub stabilizujace pH, zwigkszajace
rozpuszczalno$¢ substancji czynnej oraz trwalo$¢ preparatu. Substancje te nie mogg
niekorzystnie wptywa¢ na zamierzone dzialanie lecznicze lub w zastosowanych st¢zeniach
wywotywac nadmiernego dziatania draznigcego [36].

W celu osiagnigcia zadanego pH podczas sporzadzania kropli ocznych stosuje si¢
roztwory buforowe, zwtaszcza w przypadkach stabej rozpuszczalno$ci substancji czynnej i/lub
brak trwatosci w roztworze izohydrycznym. Nalezy wowczas roztwor kropli doprowadzi¢ do
pH euhydrycznego, dzigki czemu zyskuje si¢ na zwigkszeniu trwatosci i1 skutecznosci
terapeutycznej. Euhydria stanowi pewien kompromis pomigdzy pH fizjologicznym, a pH
w ktorym substancja lecznicza jest trwala lub jest rozpuszczalna [169]. Sktadniki buforu musza
by¢ zgodne ze skladnikami postaci leku, nie moze dochodzi¢ do niezamierzonych reakcji
pomiedzy nimi. Ciezko to osiggna¢ dla kropli ocznych zawierajacych zwiazki srebra. Roztwory

buforowe stosowane w kroplach do oczu [36] przedstawia tabela 12.

Masa, .
Bufor Symbol pH Skiad Substancja czynna
wg
) Sodu cytrynian 3,0 o
Cytrynianowy E Ok. 7,7 Penicylina
woda do 100,0
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Kwas borowy 1,1
Boraks 0,2
F1 Ok. 7,2 0,5% roztwoér detreomycyny
Sodu chlorek 0,2
Woda do 100,0
Kwas borowy 1,5
F2 Ok. 8,3 | Boraks 3,0 | = 1% roztwoér detreomycyny
Boranowy
Woda do 100,0
Boraks 0,8
1% roztwor chlorowodorku
F3 Ok. 9,0 | Sodu chlorek 0,4 )
tetracykliny
Woda do 100,0
Boraks 1,6 | 2% roztwor chlorowodorku
F4 Ok. 9,1 )
Woda do 100,0 tetracykliny
Disodu fosforan bezwodny 0,23
Sodu diwodorofosforan bezwodny 0,20 | 2% roztwor chlorowodorku
Fosforanowy G Ok. 6,5 _ :
Sodu chlorek 0,24 pilokarpiny
woda do 100,0

Tabela 12. Roztwory buforujace stosowane w kroplach do oczu wraz z przyktadami substancji czynnych,
z ktorymi moga byé stosowane

W celu modyfikacji pH oprocz roztworéw buforowych stosuje si¢ rowniez roztwory
kwasow (solny 1 siarkowy) lub wodorotlenku sodu w odpowiednich proporcjach, dla
zapewnienia stabilnosci kropli ocznych oraz zminimalizowania ryzyka podraznienia oka lub
uczucia dyskomfortu u pacjenta. Przyktadami kropli wytwarzanych przemystowo, w ktorych
stosuje si¢ wymienione roztwory kwasoéw sa: Sulfacetamidum Polpharma®, Vitreolent®
(HC1), Cosopt®, Dexamethazon WZF®, Rozacom®, Trusopt®, Yellox® (NaOH), Tobradex®
(H2S04 1 NaOH), Azopt®, Betoptic®, Ganfort®, Flucon®, Lotemax®, Maxitrol®, Travatan®,
Opatanol®, Oftaquix®, Vigamox®, Floxal® (HCI i NaOH) [170].

Zastosowane wysokiego terapeutycznego stezenia substancji leczniczej powyzej 3%
ogblnej masy moze powodowa¢ duzy wzrost osmolarno$ci aplikowanej postaci leku.
Hipertoniczne roztwory mogg by¢ przyczyng podraznienia gatki ocznej i destabilizowa¢ ptyn
tzowy poprzez hydratacje mucyn, ale sg na ogoét duzo lepiej tolerowane niz roztwory
hipotoniczne. Na skutek przeptywu wody z powierzchni gatki ocznej do wnetrza oka moze
nastepowac zwiekszenie stezenia substancji czynnej w czgsci przedrogéwkowej w przypadku
stosowania kropli hipotonicznych. Wiaze si¢ to niejednokrotnie z wystgpieniem obrzeku
rogowki i bardzo nieprzyjemnego odczucia dyskomfortu przez pacjenta. Do izotonizowania

kropli do oczu zgodnie z zaleceniami FP XII stosuje si¢ roztwory przedstawione w tabeli 13.
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Oznaczenie roztworu Sklad Stezenie
A Sodu chlorek 9g/L
B Potasu azotan 169g/L
C Kwas borowy 199g/L
D Glukoza 509/L

Tabela 13. Roztwory izotonizujace zgodnie z zaleceniami FP XII

Opakowanie stanowi integralng cze$¢ sporzadzonej postaci leku i musi zapewniac
odpowiednig jego jako$¢ i trwalo$¢ podczas przechowywania i stosowania. Nie moze mie¢
takze zadnego wpltywu na zmiang¢ dzialania leku, co moze nastgpowaé w przypadku reakcji
sktadnikow preparatu z opakowaniem. Produkty lecznicze, w ktdrych rozpuszczalnikiem jest
woda, pakowane w pojemniki wielodawkowe (butelka PET lub PP z dozownikiem kropli)
mogg zawiera¢ odpowiedni $rodek konserwujacy we wilasciwym stezeniu, o ile substancje
czynne same w sobie nie wykazuja dziatania przeciwdrobnoustrojowego. Podobnie jak inne
substancje pomocnicze, konserwant musi by¢ zgodny z pozostatymi sktadnikami leku, w tym
z substancjg czynna, przez caly okres przechowywania i stosowania kropli przez pacjenta.

Jezeli niemozliwe jest zastosowanie s$rodka konserwujacego, FP XII =zaleca
umieszczanie kropli w pojemnikach jednodawkowych (tzw. minimsach, diminsach), ktore po
otwarciu pacjent zuzywa jako pojedyncza dawke albo ewentualnie w pojemnikach
wielodawkowych takiej konstrukcji, ktora nie pozwoli na zanieczyszczenie mikrobiologiczne
preparatu (specjalny system dozujacy). Zalecane przez Farmakopee Polska srodki

konserwujace zostaty przedstawione w tabeli 14.

Roztwoér
. . Przyklady substancji czynnych
Srodek konserwujacy i stezenie zalecane pomocniczy
zgodnych z konserwantem
stezenie
Atropiny siarczan, pilokarpiny
chlorowodorek,  neomycyny  siarczan,
] gentamycyny siarczan, tetrazoliny
Chlorek benzalkoniowy 0,01 — 0,02 % 1-2% o
chlorowodorek, tymololu maleinian,
latanoprost, deksametazon, tobramycyna,
ciprofloksacyna
. ) ) Potasu jodek, sodu jodek, homatropiny
Dioctan lub diglukonian chlorheksydyny 0,01% 1%
bromowodorek
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Mieszanina Aseptiny* M (0,065%) i P (0,035%) Neomycyny siarczan, polmiksyna,

tacznie 0,1% deksametazon, pirenoksyna sodowa

Tabela 14. Zalecane substancje konserwujace stosowane w preparatyce kropli do oczu [36].
* Aseptina M (P) = Paraben, Nipagina, p-hydroksybenzoesan odpowiednio metylu lub propylu

Krople w postaci zawiesin stanowia uktady rozproszonych czastek, ktorych 80%
zgodnie ze wskazowkami farmakopealnymi nie powinno by¢ wigkszych niz 10um, a pozostate
nie wigkszych niz 50pum. Zawiesiny ulegaja sedymentacji, ale po wstrzas$nigciu rozproszenie
musi pozostac¢ jednolite 1 utrzymywac si¢ na tyle dlugo, by mozliwe byto zaaplikowanie kropli
do oka. Zwigkszenie lepko$ci natomiast osigga si¢ poprzez stosowanie polimeréw bedacych
pochodnymi celulozy, ktorych st¢zenia ustala si¢ w zakresie od 0,2-2,5%. Obok roztworow
rzeczywistych i wodnych zawiesin, farmakopealnymi rozpuszczalnikami sg oleje roslinne
(rycynowy, sezamowy, arachidowy) lub poétsyntetyczne trojglicerydy nasyconych kwasow

thuszczowych o sredniej dtugosci tancucha [36].

2.7.3 Technika sporzadzania kropli i masci ocznych

Monografia narodowa FP XII ,Leki sporzadzane w aptece”, zawierajaca obecnie
stosowane wytyczne, zasady postepowania, metody sporzadzania i badania, wskazuje trzy
metody sporzadzania preparatow jatowych, wsérdd ktorych klasyfikuje si¢ krople 1 masci oczne.
Mozna stosowac:

(1) metode z zastosowaniem sgczenia wyjatawiajgcego;
(2) metode, w ktorej produkt koncowy jest poddawany wyjalawianiu w autoklawie

W ostatnim etapie sporzadzania i znajduje si¢ w odpowiednim opakowaniu, ktére mozna

temu poddac;

(3) metode sporzadzania aseptycznego z jatowych sktadnikow.
O wyborze metody decyduje rodzaj substancji czynnej, z ktdrej sporzadzany jest lek, rodzaj
rozpuszczalnika badZ podtoza oraz rodzaj uktadu fizycznego, ktérym bedzie przygotowywana
posta¢ leku. Punkt 5-1-2 monografii bezposrednio wymienia metody sporzadzania dla samych
kropli do oczu, ktéra zalezy od ich fizycznej postaci i ma gwarantowac otrzymanie jalowego
preparatu. W metodzie (1) wyjatawianie przez saczenie przez filtry o nominalnej wielkosci
porow nie wiekszej niz 0,22 pm stosuje si¢ dla roztworow o niskiej lepkosci, w szczegdlnosci

zawierajacych substancje termolabilne. Roztwory rzeczywiste jak najbardziej spelniaja to

66



kryterium, pod warunkiem, ze nie zawierajg substancji zwi¢kszajacych lepkos$¢. Metoda (2)
stosowana jest dla roztworow rzeczywistych 1 koloidalnych, ale warunkiem jest
termostabilno$¢ wszystkich sktadnikow kropli, by podczas wyjatawiania w autoklawie nie
dochodzito do ich degradacji lub niezamierzonych reakcji miedzy nimi. Metod¢ (3) stosuje si¢
w procesie sporzadzania kropli w postaci zawiesin, roztworéw koloidalnych zawierajacych
substancje termolabilne i roztworéow olejowych o wysokiej lepkosci. Uzycie jalowych
sktadnikéw 1 taczenie ich w warunkach aseptycznych jest do$¢ powszechna metoda,
wyjatawianie czg$ci sktadnikow mozna przeprowadzi¢ przed wykonaniem leku, o ile pozwalajg
na to wlasciwosci substancji bedacej surowcem.

Sole srebra sg silnymi utleniaczami, ulegajg dos$¢ tatwo rozktadowi do tlenku srebra,
albo dalej, redukcji do metalicznego srebra. Temperatura, $§wiatto stoneczne i obecnosc¢
reduktoréw przyspiesza te procesy w znacznym stopniu. Dla kropli do oczu zawierajacych
azotan srebra stosuje si¢ metode (1), ktora nie dopuszcza do degradacji sktadnika czynnego.
Sporzadzenie kropli do oczu w postaci roztworu rzeczywistego W zZwyczajnym

wielodawkowym pojemniku obejmuje zazwyczaj 3 etapy, ktore przedstawia schemat 1:

Rozpuszczenie
substancji czynnej
w odpowiedniej
ilosci jatowej wody

bstancji pomochiczyc
woru izotonizujgcego
entualnego $rodka

nserwujgcego

jemnika:

- przez saczek wyjatawiajgc iemj oru, a nastepnie zamkniecie
- przez saczek klarujgcy, ana i i i ru pojemnika, wyjatawianie
metoda termicz ieci j a zakraplaczem.

Schemat 1. Etapy sporzadzania kropli do oczu w postaci roztworu rzeczywistego

W zaleznosci od rodzaju substancji leczniczej, ilos¢ wody jatowej zalecanej do uzyskania
roztworu izotonicznego 1 roztworu substancji izotonizujgcej ulegajag zmianom, a ich ilosci

przedstawia, dla najczesciej stosowanych substancji wraz z metoda wyjatawiania, tabela 15.
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Kwas borowy 52 0,9% roztwor chlorku sodu Tak Tak

Azotan srebra 3,6 1,6% roztwor azotanu potasu Tak

. ) 0,9% roztwor chlorku sodu
Siarczan atropiny 1,3 Tak
1,9% roztwor kwasu borowego

Tetraboran sodu 3,8 0,9% roztwor chlorku sodu Tak Tak
Detreomycyna 1,2* Bufor boranowy Tak
Fluoresceina sodowa 2,9 0,9% roztwor chlorku sodu Tak
Siarczan gentamycyny 0,9 Bufor fosforanowy Tak
Jodek potasu 3,8 0,9% roztwor chlorku sodu Tak
Chlorek sodu 1,0 Woda Tak Tak
Jodek sodu 4.2 0,9% roztwor chlorku sodu Tak
Tiosiarczan sodu 3,4 0,9% roztwor chlorku sodu Tak Tak
Siarczan neomycyny 1,2 1,9% roztwor kwasu borowego Tak
Chlorowodorek
oksytetracykliny 1,4* Bufor tetraboranowy Tak
Penicylina krystaliczna 1,8* 3% roztwor cytrynianu sodu Tak

1,9% roztwor kwasu borowego
Chlorowodorek

) ) 2,4 0,9% roztwor chlorku sodu Tak
pilokarpiny
Bufor fosforanowy
Siarczan streptomycyny 0,8* 0,9% roztwor chlorku sodu Tak
Sulfacetamid sodowy 2,6 Woda Tak
Chlorowodorek
) 1,6 0,9% roztwor chlorku sodu Tak
tetrakainy
Siarczan cynku 1,3 1,9% roztwor kwasu borowego Tak

Tabela 15. Tlo$¢ wody i roztworu izotonizujacego potrzebnych do sporzadzenia kropli do oczu z najczgsciej
stosowanymi substancjami czynnymi. * Substancje rozpuszcza si¢ bezposrednio w roztworze buforujacym

Oprécz powyzej wspomnianych metod stosuje si¢ jeszcze dwie zasady:
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e Jezeli ilos¢ wody niezbgdna do uzyskania izotonicznego roztworu substancji leczniczej
nie przekracza 20% tacznej masy kropli, substancj¢ lecznicza rozpuszcza si¢
bezposrednio w roztworze izotonizujagcym;

e Jezeli woda stanowi wigcej niz 90% tacznej masy roztworu, substancje lecznicza

rozpuszcza si¢ bezposrednio w wodzie.

Potstate preparaty do oczu sporzadza si¢ w formie masci, kremow hydrofobowych
1 hydrozeli. Nadanie gotowej postaci leku odpowiednich cech reologicznych pozwala na
stosowanie preparatu nie tylko do worka spojéwkowego, ale i na brzeg powieki. Dzigki
fizjologicznym procesom mrugania preparat zostaje rozprowadzony po powierzchni gatki
ocznej, ale wada po aplikacji jest ograniczenie widzenia przez kilkanascie minut. Co do zasady
jesli substancja lecznicza moze by¢ wprowadzana zaréwno do masci, jak i1 sporzadzana
w postaci kropli ocznych, potstate formy leku zwykle pacjent stosuje w godzinach wieczornych
na noc, a postac ptyna — krople, w ciggu dnia. Bezsporng zaletg potstatych postaci leku ocznego
jest znaczne wydtuzenie kontaktu leku z powierzchnig gatki oczne;.

Masci do oczu, zgodnie z monografig FP XII sporzadza si¢ w warunkach aseptycznych
korzystajac z jalowego podtoza. Podtoza hydrofilowe poddaje si¢ wyjatawianiu nasycong parg
wodng, natomiast lipofilowe metodg sterylizacji suchym goracym powietrzem. Zdecydowana
wigkszo$¢ substancji czynnych wykorzystywanych w preparatyce masci do oczu nie ulega
rozpuszczeniu w lipofilowym podtozu, ale czgs¢ z nich jest rozpuszczalna w wodzie.
Przyktadem moga by¢ glikokortykosteroidy (deksametazon, prednizolon, hydrokortizon), ktore
wprowadza si¢ do podloza w postaci zmikronizowanej. Substancje rozpuszczalne w wodzie
natomiast, rozpuszcza si¢ w niewielkiej ilosci jalowej wody, roztwory saczy si¢ przez filtry
wyjatawiajagce 1 nastepnie emulguje si¢ do jalowego podioza. Jesli faza wodna stanowi
niewielka ilos¢, saczenie zgodnie z zaleceniami FP XII, mozna pomina¢ ale pod warunkiem
zastosowania §rodka konserwujacego. Masci do oczu sporzadza si¢ zgodnie z zasadami sztuki
aptekarskiej, na podstawie przepisu lekarza, ale o ile rodzaj podtoza nie zostanie okreslony,
podstawowym podlozem absorpcyjnym jest mieszanina o sktadzie: Parafinum liquidum 10,0
cz.wag., Adeps lanae 10,0 cz.wag 1 Vaselinum album 80,0 cz.wag. Jako podtoze lipofilowe
mozna stosowacé rowniez wazeling biatg z dodatkiem parafiny ciektej w stosunku wagowym
9:1, wazeling biatg z lanoling bezwodng, mas¢ cholesterolowg oraz masci eucerynowe I 1 II,
ktoérych sklad zostal przedstawiony wczesniej. Pod wpltywem plynu tzowego nastepuje

emulgowanie podioza, dzigki czemu zaaplikowana mas¢ tatwiej jest rozprowadzana po
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powierzchni gatki ocznej — czas ulega wydluzenia, a powierzchnia kontaktu ulega wzrostowi,
co wptywa na skuteczno$¢ dzialania.

Hydrozele do oczu sporzadza si¢ na podtozach otrzymanych z polimerow
hydrofilowych w stezeniach zapewniajacych odpowiednig konsystencje preparatu. Musza one
zawiera¢ dodatek $rodkow konserwujacych. Nie =zaleca si¢ stosowania podiozy
makrogolowych oraz zawierajacych alkohole wielowodorotlenowe (gliceryna, glikol) ze
wzgledu na ich wlasciwos$ci osmotyczne, ktore moga wykaza¢ dziatanie draznigce dla narzadu
wzroku. [36,145].

Pierwszoplanowymi wymaganiami dla potstatych postaci leku do oczu sa:

e jalowos¢;

e brak zanieczyszczen w formie nierozpuszczalnych czastek oraz zanieczyszczen
mechanicznych;

e odpowiedni stopien mikronizacji substancji leczniczych;

e odpowiednie cechy reologiczne, ktore pozwalajg na aplikacje.

Sposdb mikronizacji substancji leczniczej jest podobny do metod stosowanych do
sporzadzania zawiesin 1 sprowadza si¢ do rozpuszczenia substancji leczniczej w niewielkiej
ilosci lotnego rozpuszczalnika organicznego (np. hydrokortizon w EtOH), a nastgpnie
catkowitym jego odparowaniu podczas procesu ucierania w jalowym mozdzierzu. Podobng
metoda jest rozcieranie substancji z niewielkg ilo$cig jatowej parafiny ciektej, ktora pozostanie
sktadnikiem masci do oczu, przy uwadze, ze jej 1l0$¢ nie moze stanowi¢ wigcej niz 30% ogolnej
masy leku.

Zgodnie z punktem 5-4-2 FP XII w monografii narodowej ,,Leki sporzadzane w aptece”
[36], potstate preparaty do oczu sg pakowane w tuby z aplikatorem, zamykane nakretkg. Masa

preparatu w tubie nie powinna by¢ wieksza od 10 gramoéw. Stosuje sig:

e tuby aluminiowe, nielakierowane lub powlekane lakierem;
e tuby z tworzywa sztucznego;

e tubostrzykawki.

Z punktu widzenia zar6wno chemii nieorganicznej, jak 1 technologii postaci leku, dla

preparatow srebra najwlasciwszym opakowaniem s3 tubostrzykawki lub tuby z tworzywa
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sztucznego, najkorzystniej zapakowane dodatkowo w foli¢ aluminiowa, ktora nie pozostaje
w bezposrednim kontakcie z preparatem, a jedynie stanowi ochrone przed promieniami UV.

Tuby aluminiowe, nawet lakierowane stanowig zbyt niebezpieczne opakowanie by nie moglo
dojs$¢ do reakcji redukcji kationu srebra z utworzeniem wolnego srebra, co prowadziloby do
zahamowania dziatania leku, rozkladu substancji czynnej, a takze zmiany barwy masci.
Promieniowanie UV natomiast stanowi czynnik przyspieszajacy procesy rozktadu zwigzkow
srebra, a zastosowana folia aluminiowa stanowi doskonata nieprzepuszczalng ochrong fizyczna,

ktora bedzie temu przeciwdziatac.
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3. Czes¢ praktyczna

3.1. Zalozenia i cel pracy

Przygotowywanie lekow recepturowych jest procesem, ktory nalezy do zadan zawodowych
farmaceuty zgodnie z Ustawag Prawo Farmaceutyczne [143,144]. Opracowanie formulacji
postaci leku i wykorzystywanie jej do szybkiego, a jednocze$nie doktadnego i zgodnego
z zasadami sztuki aptekarskiej sporzadzania recepturowych produktow leczniczych wpisuje si¢

w ten zawod. Celem niniejszej pracy byto:

e Udoskonalenie opracowanej w Zaktadzie Chemii Bionieorganicznej Katedry Chemii
Medycznej Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi metody
syntezy zwigzku kompleksowego znanej substancji leczniczej, be¢dacej pochodng
azolowa — metronidazolu z azotanem srebra(l);

e Opracowanie metody syntezy zwigzku kompleksowego metronidazolu z siarczanem
srebra(l) wraz z charakterystyka spektroskopows i rentgenostrukturalng;

e Opracowanie formulacji czterech postaci lekow: masci do uzytku zewnetrznego, zelu
do uzytku zewnetrznego i na btony sluzowe, masci i kropli do stosowania w okulistyce;

e Zbadanie zachowania si¢ zsyntetyzowanego kompleksu w roéznych warunkach
srodowiska kwasowo-zasadowego z uwzglednieniem zasad sporzadzania kropli
ocznych 1 wymagan jakie sg im stawiane;

e Zbadanie 1 okreSlenie stabilnosci fotochemicznej zsyntetyzowanych zwigzkow
koordynacyjnych;

¢ Analiza mikrobiologiczna zwigzkow kompleksowych srebra(l) z metronidazolem;

e Analiza wlasciwosci cytotoksycznych otrzymanych zwigzkow na 5 liniach
komorkowych z uwzglgdnieniem potencjalnego synergizmu dziatania zastosowanych

substratow bedacych substancjami czynnymi.
Recepturowe preparaty farmaceutyczne na recepty lekarskie zgodnie z prawidlami zawodu

sporzadza si¢ ex tempore. Udoskonalenie metody syntezy do procesu ,,one-step” ma na celu

przyspieszenie i ulatwienie metody sporzadzania postaci leku do zastosowan w lecznictwie.
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3.2. Materialy i metody
3.2.1. Syntezy zwigzkow kompleksowych srebra(l)

Kompleks metronidazolu z azotanem srebra(l) zsyntetyzowalem zgodnie z wcze$niej opisang
procedura ze zmiang rozpuszczalnika [89]. Metronidazol (CAS: 443-48-1; M.cz.: 171,5 g/mol),
azotan srebra (CAS: 7761-88-8; M.cz.: 169 g/mol), siarczan srebra (CAS: 10294-26-5; M.cz.:
311.79 g/mol) zostaly zakupione w Sigma-Aldrich (Poznan, Polska). Wszystkie inne
odczynniki (eter dietylowy, metanol, etanol, DMSO, D.0) zostaly zakupione U dostawcoOw
komercyjnych i miaty najwyzsza dostepng czystos¢. Analize pierwiastkowa przeprowadzono
przy uzyciu analizatora CHNS/O Perkin Elmer serii II (PerkinElmer, Waltham, MA, USA).
Temperatury topnienia zmierzytlem za pomocg aparatu Boethiusa (Franz Kiistner Nachf. KG,
HMK, Drezno, Niemcy) i pozostaly nieskorygowane. Widma ‘H NMR rejestrowano na
Wydziale Chemii Uniwersytetu £.6dzkiego za pomoca spektrofotometru Bruker Advance III
600 MHz (Bruker Corporation, Billeri-ca, MA, USA) w temperaturze pokojowej. Widma IR
rejestrowano na Wydziale Farmaceutycznym UMED w Lodzi w zakresie 4000-400 cm™ na
urzadzeniu Bruker Alpha-T (Bruker Corporation, Billerica, MA, USA) przy uzyciu bromku

potasul.

3.2.1.1 Synteza zwigzku kompleksowego metronidazolu
z azotanem srebra(l) o wzorze [Ag(MTZ)2NO3]

Synteza zwiazku zostata przeprowadzona wczesniej [89]. Dokonatlem natomiast jej
modyfikacji do metody syntezy typu ,,one-Step”, polegajacej na otrzymywaniu zwigzku
ex tempore, nawet podczas sporzadzania postaci leku recepturowego. Istotng zmiang, dajaca te
mozliwo$¢ byla zamiana rozpuszczalnika w syntezie kompleksu, a co za tym idzie skrdcenie
czasu reakcji syntezy do 2 minut. Do roztworu AgNO3z (1,7 g, 10 mM) w wodzie (50 mL)
dodatem 3,42 g (20 mM) metronidazolu. Mieszaning reakcyjng mieszalem w temperaturze
80 °C przez 2 min. Po schlodzeniu do temperatury otoczenia, wytracil si¢ biaty osad
krystaliczny (iglty) (Rys.16). Osad odsaczylem, przemytem dwukrotnie eterem dietylowym
I wysuszytem na powietrzu bez dostepu $wiatta. Synteza przebiegata zgodnie z przedstawionym
schematem (Sch.2). Struktura zwigzku kompleksowego metronidazolu z azotanem srebra(I)
zostata przedstawiona w literaturze wczesniej [171]. Zebratem 4,19 g zwigzku kompleksowego,

wydajnos¢ reakcji wyniosta 81,80%. M.cz. 512,182 g/mol.
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5 C
PPN H,O /\N/x %\N/\

OH N + AgNO 2 . OH
2 3
N Y
CH, O2N

Metronidazol X=NOg

Schemat 2. Schemat syntezy jednoetapowej kompleksu metronidazolu z azotanem srebra(l)

Rys.16 — Krysztaty zwiazku kompleksowego metronidazolu z azotanem srebra(l) uzyskanego
w syntezie typu ,,one-step”

W analizie pierwiastkowej uzyskatem wyniki w % (obliczona): C 28,28 (28,14), H 3,09
(3,54), N 19,23 (19,14). Okreslitem temperature topnienia: 150152 °C.

3.2.1.2 Synteza zwigzku kompleksowego metronidazolu z
siarczanem srebra(l) o wzorze [Ag2(MTZ)4]SO4 - 5H20

0,685 g (4 mM) metronidazolu dodatem do roztworu zawierajacego Ag2SOs4 (0,312 g, 1 mM)
rozpuszczonego w 35 mL goracej wody (80-90 °C). Nastepnie mieszaning reakcyjng mieszatem

przez 15 min. w 80-90 °C pod chtodnica zwrotng. Roztwor pozostawitem do krystalizacji.
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Otrzymatem krysztaty (Rys.17a i 17b), ktore zebratem, przemytem dwukrotnie eterem
dietylowym i wysuszylem na powietrzu bez dostepu $wiatta. Synteza przebiegata zgodnie ze

schematem 3:

2+
O,N CH, H,C
HO = N + Ad.SO H,O I/\N/§ &\N/\l ).
4 \/N Y + Agyo0, — OH N--- Ag(l)---N OH | SO,
15 min, 80-90 C = —
O,N NO
CH; 2 2 A
Metronidazole

Schemat 3. Synteza jednoetapowa kompleksu metronidazolu z siarczanem srebra(l)

()

75



(b)

Rys.17 — Krysztaty [Ag2(MTZ)4]SO4-5H20 w obrazie mikroskopowym (a) oraz w obrazie rzeczywistym
w powigkszeniu (b)

Otrzymatem zwigzek kompleksowy metronidazolu z siarczanem srebra(l) o m.cz. 1086,43
g/mol. Wydajnos¢ reakcji: 0,9 g uwodnionej soli kompleksu (82,84%). W analizie
pierwiastkowej uzyskatem wyniki w % (obliczona): C 26,43 (26,52), H 4,00 (4,27), N 15,48
(15,47). Temperatura topnienia: 79-82 °C (utrata wody krystalizacyjnej), 168-171 °C

(z rozktadem).

3.2.1.3 Charakterystyka spektroskopowa i analiza
rentgenostrukturalna zwigzku kompleksowego metronidazolu
z siarczanem srebra(l) o wzorze [Ag2(MTZ)4]SO4 - 5H20

Dane rentgenowskie pojedynczego krysztatu zebrano na dyfraktometrze SuperNova
z detektorem Atlas stosujac MoKa w 150K. Redukcje danych przeprowadzono za pomocg
oprogramowania CrysAlis PRO [172]. Struktur¢ rozwigzano za pomocg SHELXT [173]
i udoktadniono za pomocg SHELXL [174]. Atomy (C) -H zostaty dodane w geometrycznie
wyidealizowanych pozycjach i ograniczone do ich atomow macierzystych jako ciato sztywne.
Atomy (O) -H w ligandach metronidazolu znaleziono na mapie réznicowej i udoktadniono
izotropowo. Struktura krystaliczna zawiera 5 czasteczek wody (0100, 0200, 0300, 0400
1 0500), dla ktorych wszystkie wymagane atomy H nie zostaly uwzglednione w modelu,

prawdopodobnie z powodu ich duzego nieuporzadkowania. Analiz¢ powierzchni wedtug
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Hirshfelda metalicznego §rodka Agl i1 Ag2 przeprowadzono za pomocg CrystalExplorera [175,
176].

Dane krysztatow dla [Ag(CeHoN303)2]2SO4 - SH20 (M = 1086.53 g/mol): trojskosna,
grupa przestrzenna P1 (nr 2), a = 11.2281(3) A, b = 12.3371(5) A, ¢ = 16.9502(7) A, o =
97.762(3)°, B = 108.111(3)°, y = 111.720(3)°, V = 1988.31(14) A3, Z = 2, T = 150(2) K,
w(MoKa) = 0.134 mm™, Deac = 1.815 g/cm?, 20765 zmierzonych odbié (3.1° < © < 29.0°),
10523 unikalnych (Rint = 0.026), ktére zastosowano we wszystkich obliczeniach. Koncowe R1

wyniosto 0.039 [1 > 26(1)], natomiast wWR2 wyniosto 0.109 (wszystkie dane).

Dodatkowe dane krystalograficzne mozna znalez¢ w Cambridge Crystallographic Data Center

pod numerem depozytowym CCDC-2048084.
3.2.2. Formulacje postaci leku

3.2.2.1 Formulacja masci do uzytku zewnetrznego na skore

Mas¢ do uzytku zewnetrznego zawierajgcg dwie substancje wykonalem zarowno
w warunkach laboratoryjnych, jak i w warunkach funkcjonowania rzeczywistej apteki
ogolnodostepnej. Substancje czynne i pomocnicze, ktore posiadaja dopuszczenie do obrotu na
terytorium Rzeczypospolitej Polskiej, bedace surowcami farmaceutycznymi do receptury
zostaly zakupione w hurtowniach farmaceutycznych, ktore sa dystrybutorami produktow
wytwarzanych przez producenta. Metronidazol (prod. Fagron Spotka z o.0., S. 197468, D.W.
2022.12.31, nrrej. PL 1L-3928/AC), Azotan srebra(I) (Argentum nitricum, prod. Fagron Spotka
z 0.0., S. 197228, D.W. 2023.01.31, nr rej. PL 197228), Woda oczyszczona (Aqua pro usu
officlinale, prod. Fagron Spotka z o.0., S. 1910030627, D.W. 2022.10.31, nr rej. PL 13974)
spetniaty standardy czystosci surowcow do receptury zgodne z wymogami Farmakopei Polskiej
XIl. Euceryna bezwodna specjalna (Eucerinum anhydricum S, prod. Przedsigbiorstwo
Farmaceutyczne Ziotolek Spoétka z o.0., S. 020120, D.W. 2022.01.31, nr rej. PL 13538) zostata
uzyta zgodnie z przepisem lekarza, byta surowcem pozafarmakopealnym.

Mas¢ wedlug recepty:
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Rp.

Argenti nitrici 1,0
Metronidazoli 2,0
Aguae destillatae g.s.
Eucerini S ad 100,0

M.f.Ung. D.S. zewnetrznie 2 x dziennie

wykonatem zgodnie z ogdlnie przyjetymi normami stosowanymi w praktyce aptecznej
[145,150]. Przepisang ilo$¢ azotanu srebra(l) rozpuscitem w niewielkiej ilosci wody
oczyszczonej, ogrzatem do temperatury 80 °C, a nast¢pnie rozpuscitem w przygotowanym
roztworze przepisang ilos¢ metronidazolu. Do odpowiedniej ilosci podtoza matymi porcjami
dodawatem przygotowany ex tempore roztwor substancji, ktory zgodnie z opisang synteza typu
,one-step” zawierat zwigzek kompleksowy metronidazolu z azotanem srebra(I). W wyniku
procedury otrzymatem mas¢ typu w/o w ilosci odpowiadajacej przepisanej na recepcie

(Rys.18).

Rys.18 — Gotowa posta¢ masci do uzytku zewnetrznego na skore wykonana zgodnie z przedstawiong formulacjg

3.2.2.2 Formulacja zelu do uzytku zewnetrznego na skére i blony
sluzowe

Hydrozel ze zwigzkiem kompleksowym metronidazolu z azotanem srebra(l)
wykonatem w warunkach laboratoryjnych w oparciu o wcze$niej opisane formulacje tej postaci
leku [177]. Metronidazol (prod. Fagron Spoétka z o.0., S.197469, D.W. 2023.02.28, nr rej. PL
IL-3928/AC), Azotan srebra(I) (Argentum nitricum, prod. Fagron Spotka z o.0., S. 2000049,
D.W. 2023.05.31, nr rej. PL IL-4303/ChF), Woda oczyszczona (Aqua pro usu officlinale, prod.
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Fagron Spotka z o.0., S. 2012030622, D.W. 2023.12.31, nr rej. PL 13974), Etanol (alkohol
etylowy 760¢g/1, 96 % v/v, prod. Fagron Spotka z o.0., S. 200699, D.W. 2023.04.09, nr rej. PL
11984) spetniaty standardy czystosci farmaceutycznej zgodne z wymogami Farmakopei
Polskiej XII. Substancje czynne bedace surowcami farmaceutycznymi do receptury
1 posiadajace dopuszczenie do obrotu na terytorium Rzeczypospolitej Polskiej, zostaty
zakupione w hurtowniach farmaceutycznych, ktére s3 dystrybutorami produktow
wytwarzanych przez producenta. Substancje pomocnicze: Hydroksyetyloceluloza (CAS: 9004-
62-0), glikol propylenowy (CAS: 57-55-6), 4-hydroksybenzoesan metylu (Paraben M,
Nipagina M, CAS 99-76-3), 4-hydroksybenzoesan propylu (Paraben P, Nipagina P, CAS 94-
13-3) zostaty zakupione w Sigma-Aldrich, Poznan, Polska jako substancje w czystosci

farmaceutycznego standardu zgodnego z Farmakopea Europejska.

Rp.

Argenti nitrici 0,1

Metronidazoli 0,2

Nipagini M 0,01

Nipagini P 0,01

Ethanoli 95°1,0

Propyleni glycoli 1,0

HEC 0,2

Aquae destillatae ad 10,0

M.f.gell. D.S. zewngtrznie 2 x dziennie

W 7,48 mL wody oczyszczonej rozpuscitem 100 mg azotanu srebra(l) i ogrzatem do
temperatury 80 °C. W tak przygotowanym roztworze rozpuscitem 200 mg metronidazolu
otrzymujac zwigzek kompleksowy metronidazolu z azotanem srebra(l) z wykorzystaniem
metody syntezy ,,one-step”. Po 10 mg parabenéw M i P rozpuscitem w mieszaninie uzyskanej
przez zmieszanie 1 g etanolu z 1 g glikolu propylenowego. Roztwor zawierajacy kompleks
ochtodzitem do temperatury pokojowej i dodatem do niego sporzadzony roztwoér etanolowo-
glikolowy srodkow konserwujacych. 200 mg hydroksyetylocelulozy matymi porcjami dodatem
do tak uzyskanej cieczy w taki sposdb, by pozwoli¢ na zwilzenie wszystkich czastek srodka
zelujacego. Zawarto$¢ naczynia mieszatem przez 2 minuty i pozostawitem na okoto 2 godziny

pod przykryciem do utworzenia hydrozelu (Rys.19).
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Rys.19 — Gotowa posta¢ zelu do uzytku zewnetrznego na skore i btony §luzowe wykonanego zgodnie
z przedstawiong formulacjg

3.2.2.3 Formulacja masci ocznej

Mas¢ przygotowatem w warunkach laboratoryjnych oraz w warunkach funkcjonowania
rzeczywistej apteki ogolnodostepnej. Substancje czynne i pomocnicze, ktore posiadajg
dopuszczenie do obrotu na terytorium Rzeczypospolitej Polskiej, bedace surowcami
farmaceutycznymi zostaly zakupione w hurtowniach farmaceutycznych, ktore sa
dystrybutorami produktéw wytwarzanych przez producenta. Metronidazol (prod. Fagron
Spotka z o.0., S. 197468, D.W. 2022.12.31, nr rej. PL 1L-3928/AC), Azotan srebra(l)
(Argentum nitricum, prod. Fagron Spotka z 0.0., S. 197228, D.W. 2023.01.31, nr rej. PL
197228), lanolina bezwodna (prod. Fagron Spotka z o.0., S. 071397, D.W. 2021.07.31, nr rej.
13965), wazelina biata (prod. Fagron Spoétka z 0.0., S. 070491, D.W. 2022.08.31, nr rej. 13966),
woda oczyszczona (Aqua pro usu officlinale, prod. Fagron Spétka z o.0., S. 1910030627, D.W.
2022.10.31, nr rej. PL 13974) spelnialy standardy czystosci surowcow do receptury zgodne
z wymogami Farmakopei Polskiej XII.

Rp.

Argenti nitrici 0,1

Metronidazoli 0,2

Lanolini anh. 2,0

Vaselini albi ad 10,0

M.f.Ung. D.S. zewngtrznie 3 x dziennie na skor¢ powiek
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wykonatem zgodnie ze standardami farmaceutycznymi. Azotan srebra ilosci 100 mg
rozpuscitem w niewielkiej ilosci wody (quantum satis), a nastgpnie w sporzadzonym roztworze
200 mg metronidazolu. Wprowadzona ilo$¢ wody odbyta si¢ kosztem zmiany ilo$ci podtoza
obojetnego (wazeliny biatej w potaczeniu z lanoling bezwodng).

Podloze masci ocznej przygotowatem z 2 czeSci bezwodnej lanoliny bezwodnej
i 8 czesci biatej wazeliny. Baze masci wyjatowilem przez sterylizacje¢ suchym gorgcym
powietrzem zgodnie z normami farmaceutycznymi [36]. Przygotowany wczesniej roztwor
wprowadzilem matymi porcjami do takiej ilosci podtoza, by uzyska¢ mas¢ w postaci emulsji
typu woda w oleju w ilosci przepisanej na recepcie (Rys.20). Mas¢ zostata zapakowana

w sterylne tubostrzykawki.

pr—

Y

'“\

Rys.20 — Gotowa posta¢ masci ocznej na skore wykonanej zgodnie z przedstawiong formulacja

3.2.2.4 Formulacja kropli do oczu

Krople do oczu przygotowatem zaréwno w laboratorium, jak i w warunkach
funkcjonowania rzeczywistej apteki z zachowaniem standardow farmaceutycznych. Kroplom
ocznym stawiane sg odpowiednie wymagania [36], a w$rdd nich znajduje si¢ izotonicznos¢.
Kwas borowy pelni wazng funkcje¢ wplywajac na izotoniczno$¢ roztworu oraz jego pH.

Kompleks srebra zsyntetyzowalem zgodnie z wcze$niej opisang procedura [70,89], ale

innowacjg jest wytworzenie farmaceutycznej postaci leku. Zastosowano rozpuszczalniki
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1 substancje czynne czystosci farmaceutycznej. Metronidazol (prod. Fagron Spotka z o.o., S.
197468, D.W. 2022.12.31, nr rej. PL 1L-3928/AC), Azotan srebra(l) (Argentum nitricum, prod.
Fagron Spotka z o.0., S. 197228, D.W. 2023.01.31, nr rej. PL 197228), kwas borowy (prod.
Fagron Spoétka z 0.0., S. 192665, D.W. 2021.06.18, nr rej. 1L-3434/ChF), woda oczyszczona
(Aqua pro usu officlinale, prod. Fagron Spotka z 0.0., S. 1910030627, D.W. 2022.10.31, nr re;j.
PL 13974) spelialy standardy czystosci surowcoOw do receptury zgodne z wymogami
Farmakopei Polskiej XII.

Rp.

Argenti nitrici 0,025

Metronidazoli 0,05

Acidi borici 0,2

Aquae destillatae ad 10,0

M.f.Gtt.opht. D.S. 3 x dziennie po 1 kropli do obu oczu

Porcje 200 mg kwasu borowego rozpuscitem w goracej wodzie (80-90 °C), do roztworu
dodatem porcje 25 mg AgNOs i na koniec rozpuscitem w nim 50 mg metronidazolu.
Zastosowalem zasad¢ bezposredniego rozpuszczenia substancji czynnych w wodzie poniewaz
stanowi ona 97,25% przepisanej masy roztworu (> 90%) [145]. Dodatek $rodka
konserwujacego mozna poming¢ ze wzgledu na silne dziatanie konserwujace samego azotanu
srebra(l).

Przygotowany roztwor sterylizowatem przez filtracj¢. W celu zapewnienia czysto$ci
mikrobiologicznej zastosowatem filtracje przez filtr o nominalnej wielkosci poréw 0,22
mikrona lub mniejszej. Podczas filtracji unikatem strat substancji rozpuszczonej w roztworze,
adsorbujgc jg na filtrach. Filtracje wykonano do sterylnych butelek z dozownikiem kropli (Rys.
21).

Rys.21 — Gotowa postaé¢ kropli ocznych wykonanych zgodnie z przedstawiong formulacja
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3.2.2.5 Izohydria kropli do oczu

Wazna cecha kropli do oczu jest ich kompatybilnos$¢ z pH ptynu tzowego, ktére wynosi
okoto 7,0-7,4. Aktualnie zalecane pH kropli do oczu miesci si¢ w przedziale 3,5-8,5
[65,66]. Zbyt niskie pH, w wartosciach odbiegajacych od fizjologicznego 7,0, powoduje
dyskomfort dla pacjenta w postaci uczucia pieczenia lub ktucia. pH 0,06 M wodnego roztworu
kompleksu metronidazolu z azotanem srebra(l) okreslitem za pomocg pH-metru i wynosito
4,9-5,1. Porownawcze roztwory wodne 0,06 M wykazaty nastgpujace wartosci pH: 4,1-4,2 dla
azotanu srebra(l) i 4,5-4,7 dla metronidazolu.

Zadang kwasowo$é w farmaceutycznej preparatyce kropli do 0czu mozna osiggnaé,
dodajac roztwory buforowe, ktorych zadaniem jest utrzymanie wymaganego pH i odpowiedniej
izotonicznosci. W przypadku kropli zawierajacych jony srebra(I) brak jest mozliwos$ci uzycia
standardowych roztworéw buforowych stosowanych w recepturze kropli ocznych. Zadany
efekt mozna osiagna¢ przez dodatek odpowiedniej ilosci 0,1 M roztworu wodorotlenku sodu
bez ryzyka wytracenia trudno rozpuszczalnego tlenku srebra(l), ktorego czastki, zbijane
w wieksze agregaty, bez dzialania leczniczego, moglyby podrazniaé¢ oko. Do kropli do oczu
przygotowanych zgodnie z formulacja przedstawiong wcze$niej dodawatem po 5 kropli (0,25
mL) 0,1 M roztworu wodorotlenku sodowego i doktadnie mieszatem. W chwili dodawania
substancji alkalizujacej widoczne bylo lekkie, lokalne brunatnienie roztworu zanikajace
natychmiast po zmieszaniu zawartosci. Dodatek takiej ilosci catkowicie zdysocjowanej zasady
daje mozliwos$¢ uzyskania kropli o pH ok. 6,9-7,1. Pomiary pH wykonatem za pomoca pH-

metru Hanna Instruments HI 221 (Hanna Instruments SRL, Nagyfalu, Rumunia).

3.2.2.6 Zastosowanie recepturowych lekow zawierajacych
kompleks metronidazolu z azotanem srebra(l) w okulistyce

Badanie bylo eksperymentem terapeutycznym u 3 pacjentow, u ktorych powiktania
okulistyczne zwigzane z tradzikiem rozowatym nie zostalty poddane konwencjonalnemu
leczeniu. Wszystkim pacjentom przepisano metronidazol z dobrze rozpuszczalnym azotanem
srebra(l) w postaci kropli i masci ocznej aplikowanych 3 x dziennie.

Badanie przeprowadzono zgodnie z zasadami etycznymi okre$lonymi w Deklaracji
Helsinskiej z 1964 r. Uzyskano zgode wilasciwej Komisji Bioetycznej (Uchwata Komisji

Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi nr RNN / 415/19 / KE). Kazdy z pacjentow
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podpisatl swiadoma zgode na udzial w badaniu oraz sfotografowanie i opublikowanie czesci
twarzy.

Badanie trwato 3 miesigce 1 obejmowato tacznie cztery wizyty lekarskie: wizyte
podstawowg (dzien 0), dwie wizyty kontrolne (po 1 tygodniu, po 1 miesigcu) 1 wizyte konczaca
badanie (po 3 miesigcach). Podczas kazdej wizyty pacjenci byli poddawani pelnemu badaniu
okulistycznemu z nieskorygowanym badaniem ostrosci wzroku (UCV A), wykonywano zdjecie
oka, optyczng koherentng tomografi¢ rogowki w wysokiej rozdzielczosci (HD-OCT),
pachymetrie i ocene filmu tzowego. Testy subiektywne (uczucie ciata obcego, uczucie suchosci
oka, pieczenie, ktucie i $wiattowstret - w skali od 0 do 3) oraz obiektywne objawy zespotu
suchego oka oceniano za pomocg testu czasu zrywania filmu tzowego (test BUT), za pomocg
fluoresceiny oceniano wybarwienie rogéwki (wedlug skali oksfordzkiej) oraz testem zieleni
lizaminowej erozje spojowki (wedhug skali van Bijstervelda). Niepozadane i1 nieoczekiwane

dziatania uboczne zbierano podczas wszystkich wizyt lekarskich.

3.2.2.7 Zastosowanie recepturowych lekow zawierajacych
kompleks metronidazolu z azotanem srebra(l) w dermatologii

Nie prowadzilem badan w tym zakresie, jednak pacjenci, ktorym lekarz przepisal lek
recepturowy zawierajagcy w swoim skladzie metronidazol oraz azotan srebra(l), a zostat
przygotowany z wykorzystaniem opracowanej przeze mnie formulacji, dokonywali rejestracji
postepu leczenia za pomocg obrazu cyfrowego. Przedstawione w rozdziale 4 zdje¢cia uzyskaty
zgode pacjentéw na ich opublikowanie do celéw naukowych bez podania danych personalnych,

wieku i rasy.

3.2.3. Trwalo$¢ kompleksow [Ag(MTZ).NOs]
| [AQ2(MTZ)4]SO4 - 5H.0

Fotostabilno$¢ zwigzku kompleksowego [Ag(MTZ):NOz] oraz azotanu srebra(l)
I metronidazolu badatlem w bezposrednim S$wietle dziennym na powietrzu
i w ciemnosci. Wszystkie substancje rozpuszczalem uzywajac wody jako rozpuszczalnika.
Stezenie kazdego z roztworéw wynosito 0,06 M. Stezenie to odpowiada zwykle stosowanemu
w postaciach leku uzywanych w medycynie, t.j. 1% azotanu srebra [178] i 2%
metronidazolu. Probki roztworéw metronidazolu oraz soli srebra(l), ktore zawieraty po 3 uM

zwigzkow stanowily uktad odniesienia. 50 pL przygotowanych roztworéw zaaplikowalem na
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rozne podloza: bibute, papier, szkto 1 imitacj¢ skory. Stabilno$¢ kompleksu, azotanu srebra(])
oraz MTZ monitorowatem wizualnie przez 108 godzin, wykonujac dokumentacj¢ fotograficzna
po 0, 1, 4, 18, 24, 40, 48, 52, 60, 84 i 108 godzinach. Ocenitem rowniez szybko$¢ rozktadu
kompleksu metronidazolu z azotanem srebra(I) pod wptywem bezposredniego promieniowania
UV-A. Podloze testowe stanowita bibuta. Dla poréwnania zastosowatem takze roztwory
azotanu srebra(l) i liganda (MTZ). Panele z fotografiami zmian wizualnych w czasie od 0 do
1800 sekund po ekspozycji zwigzkow na promieniowanie UV-A (stgzenie roztworu 0,06 M)
zostaly przedstawione w rozdziale 4 - Wyniki badan.

W kolejnym badaniu fotostabilnos¢ kompleksow [Ag(MTZ)2NO3]
I [AQ2(MTZ)4]SO4-5H20, a takze soli srebra(I) badalem w normalnym $wietle dziennym
w atmosferze powietrza oraz w ciemnos$ci. Kompleksy i sole rowniez rozpuszczatem w wodzie,
a stezenie kazdego z roztworéw wynosito 0,025 M 1 byto nizsze niz w pierwszym badaniu ze
wzgledu na ograniczong rozpuszczalno$§¢ siarczanu srebra(I) w wodzie. Dla celow
poréwnawczych roztwory kompleksow i soli srebra(I) nanioslem na bibule i papier w ilosci
1,25 uM (50 pL roztworu). Stabilno§¢ w normalnym $wietle dziennym i w ciemnosci
monitorowatem wizualnie przez 48 godzin, wykonujac dokumentacj¢ obrazu po 0, 10, 30, 60,
90, 120, 180 min. oraz po 24 i 48 godzinach. Stabilno$¢ po ekspozycji na bezposrednie
promieniowanie UV-A monitorowalem wizualnie przez 1 godzine, wykonujac dokumentacje
obrazu po 0, 1, 2, 5, 10, 20, 30, 60, 120, 300, 600, 1800 i 3600 sekundach od aplikacji. Obrazy
probek przedstawiono w rozdziale 4 - Wyniki badan.
Do obu badan jako zrodto promieni UV-A wykorzystatem lampg o dtugosci fali 365 nm (Vilber

Lourmat, Marne-la-Valée, Francja).

3.2.4. Analiza mikrobiologiczna [Ag(MTZ):NO3]
| [AQ2(MTZ)4]SO4 - 5H.0

Zwiazki kompleksowe srebra zostaly przebadane pod katem aktywnosci
przeciwbakteryjnej metoda mikrorozcienczenia bulionu zgodnie z zaleceniami Komitetu ds.
Badania Wrazliwosci na Srodki Przeciwdrobnoustrojowe - EUCAST (www.eucast.org) przy
uzyciu bulionu Mueller-Hinton i bulionu Mueller-Hinton z 5% zlizowang krwig konska do
wzrostu niewymagajacych i wybrednych bakterii. Minimalne stezenie hamujace (MIC)
1 minimalne stg¢zenie bakteriobdjcze (MBC) badanych kompleksow oceniono dla panelu

referencyjnych mikroorganizméw tlenowych 1 beztlenowych z American Type Culture
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Collection (ATCC), w tym: Gram-ujemne (Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
Typhimurium ATCC14028, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Proteus mirabilis ATCC 12453), Bacteroides fragilis ATCC 10240,
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586, Veilonella parvula ATCC 10790 i Gram-dodatnie
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Micrococcus
luteus ATCC 10240, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Bacillus cereus ATCC 10876), Actinomyces israeli ATCC 10049, Propionibacterium acnes
ATCC 11827, Clostridium perfringens ATCC 13124). Testy dziatania przeciwbakteryjnego
zwigzkoéw przeprowadzono z wykorzystaniem metody wczesniej opisanej przez naukowcoOw
Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie w badaniach
oceniajacych wlasciwosci przeciwbakteryjne pochodnych 2-hydroksypirymidyny [179].
Referencyjnymi lekami w badaniu byty: czysty ligand (MTZ), sole srebra(l) — azotan i siarczan
oraz sol srebrowa sulfadiazyny. Kazde doswiadczenie powtorzono trzykrotni i przedstawiono
reprezentatywne dane.

Eradykacja biofilmu byla badana w 96-studzienkowych ptaskodennych ptytkach
polistyrenowych, do ktérych dodano hodowl¢ inokulum bakteryjnego do koncowego st¢zenia
5 x 10° CFU/mL, z koficowg objetoscig 100 pL na studzienke. Biofilmy S. aureus ATCC 25923
i E. coli ATCC 25922 hodowano na ptytkach polistyrenowych przez 1 dzien. Kompleksy
dwukrotnie rozcienczano seryjnie w bulionie, a nastgpnie po catonocnej inkubacji usuwano
supernatant i do kazdego dotka dodawano 100 pL pozywki z dwukrotnymi seryjnymi
rozcienczeniami zwigzkow. Ptytki inkubowano przez kolejne 24 godziny w 37 © C. Kontrolnie
hodowano bakterie bez zwigzkow.

Aby okresli¢ ilos¢ biofilmu po inkubacji w zwigzku kompleksowym, supernatant
delikatnie usunigto, a utworzone biofilmy przemyto dwukrotnie 100 pL roztworu soli
fizjologicznej w celu usunigcia komoérek planktonu. Pozostaty biofilm byt utrwalany w 100 pL
etanolu przez 15 min, a nastgpnie wybarwiany 100 pL fioletu krystalicznego (CV) o stgzeniu
1% przez 10 min. Barwnik usunigto, studzienki przemyto dwukrotnie 200 uL wody
destylowanej i ptytke suszono w 37°C przez 30 min. Na koniec dodano 100 pL 96% etanolu,
probki homogenizowano przez delikatne mieszanie i mierzono absorbancj¢ w czytniku
mikroptytek przy dlugosci fali 570 nm. ODs7o roztworu alkoholowego barwnika w kazdym
dotku odczytano za pomoca czytnika mikroptytek (BioTek ELx800). Slepe studzienki
kontrolne, bez lub z dwukrotnym rozcienczeniem badanych zwigzkow i srodkow odniesienia

dodanych do tego samego bulionu, ale bez zawiesiny bakteryjnej, inkubowano w tych samych
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warunkach. Odczytane w tych studzienkach wartosci ODs7o byly wartosciami ODc,
stanowigcymi punkt odniesienia dla okres§lenia warto$ci masy biofilmu.

Jakosciowe okreSlenie aktywnosci przeciwbiofilmowej wykonano za pomocg
konfokalnego laserowego mikroskopu skaningowego (CLSM). Do okre$lenia wlasciwosci
przeciwbiofilmowych zwigzkéw uzyto zestawu do testow zywotnosci/cytotoksycznosci dla
zywych 1 martwych komorek bakterii (Biotium, Fremont, CA, USA). Zestaw ten sktada si¢
z dwoch barwnikéw DNA — DMAO i EthD-IIIl. DMAO ma zdolno$¢ barwienia zar6wno
zywych, jak i martwych bakterii, podczas gdy barwnik EthD-I1l barwi tylko DNA martwych
komorek. Zastosowanie mieszaniny DMAO/EthD-III umozliwia odréznienie Zywych bakterii
od martwych komorek. Bakterie z nienaruszonymi btonami komérkowymi wykazuja czysta
zielong fluorescencjg, podczas gdy komorki z uszkodzonymi blonami wykazuja czerwong lub
70tta (naktadanie si¢ dwdch koloréw) fluorescencje. Po 24 godzinach ekspozycji bakterii na
rézne stezenia zwigzkow, biofilmy utworzone na studzienkach polistyrenowych delikatnie
przeptukano sola fizjologiczng buforowang fosforanem (PBS, Pan-Biotech, Aidenbach,
Niemcy) w celu usunigcia bakterii planktonowych. Nastepnie probki wybarwiono mieszaning
DMAO / EthD-III zgodnie z protokotem producenta. Biofilm bakteryjny obserwowano przy
uzyciu wspotogniskowego laserowego mikroskopu skaningowego (CLSM, Olympus Fluoview

wyposazony w FV1000, Olympus, Tokio, Japonia).

3.2.5. Analiza cytotoksycznosci

3.2.5.1 Linie komoérkowe: Balb/c 3T3 oraz HepG2, Caco-2,
PANC-111.2B4

W ocenie cytotoksycznosci wykorzystano lini¢ komoérek prawidtowych mysich fibroblastow

Balb/c 3T3 (klon A31, Rys.22) oraz cztery linie ludzkich komorek nowotworowych:

e watrobiaka HepG2 (ATCC HB-8065, Rys.23)

e gruczolakoraka jelita grubego Caco-2 (ATCC HTB-37, Rys.24)

e raka trzustki PANC-1 (ATCC CRL-1469, Rys.25)

e hybrydowa lini¢ komérkowa, ktora powstata w wyniku fuzji pierwotnej hodowli
ludzkich wysepek trzustki z ludzka linig komorkowa raka trzustki 1.2B4 (ECACC HuP-
T3, Rys.26).
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Komorki Balb/c 3T3 uzyskano w ramach wspotpracy z Zaktadem Choréb Swin
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego w Putawach. Linie HepG2, Caco-2 oraz PANC-1
VA,
USA). Komorki 1.2.B4 zakupiono z European Collection of Authenticated Cell Cultures

zostaty zakupione z American Type Culture Collection (ATCC, Manassas,

(ECACC, Salisbury, UK). Warunki hodowli zostaly przedstawione w tabeli 16.

L,Ima Warunki hodowli Podloze Pasaz kom. gestosé
komorkowa
Balb/c 3T3 DMEM?® +10% BCS oraz 1% L-glutamina 5x 10
Pojemniki i 1% roztwor antybiotyku komorek/mL
L orzy MEME? +10% FBS oraz 1% L-glutamina 2x10°
sztucznego 0 oL-
Hlepe2 do hodov%li i 1% roztwor antybiotyku S-kromy’ komoérek/mL
komérkowych?, _
Caco-2 powierzchnia MEME? + 20% FBS oraz 1% L-glutamina 1x10°
75 cm?, i 1% roztwor antybiotyku komoérek/mL
w nawilzonym RPMI 1640° + 10% roztwor ptodowej 15 108
1.2B4 w 100% surowicy cielecej i 50 IU/ml roztwor korhérek/mL
inkubatorze®, penicyliny/streptomycyny 3.5-krotny!
temperatura 37°C, DMEM®+ 10% roztwor plodowej surowicy y 1.5 x 106
PANC-1 atmosfera 5% CO, bydlgcej i 50 IU/ml roztwor kon71(’>rek/mL
penicyliny/streptomycyny

Tabela 16. Warunki hodowli poszczegodlnych linii komorkowych uzytych w badaniu cytotoksycznosci.
Litery oznaczaja kolejno: 2 Nunc, Roskilde, Dania, ® NuAire, Plymouth, MN, USA, ¢ zmodyfikowane podtoze
Eagle'a Dulbecco, ATCC, ¢ Minimum Essential Medium Eagle, ATCC, ¢ Roswell Park Memorial Institute
medium, Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA, T pasazowanie co dwa lub trzy dni po osiagnieciu 70—
80% konfluencji

Do zliczenia liczby zywych komodrek zastosowano barwienie biekitem trypanowym.
Zawiesing komorek przeniesiono na 96-dotkowe ptytki (100 pL/dotek) i inkubowano przez 24

godziny przed ekspozycja na badane zwiazki.

3.2.5.2 Przygotowanie analizowanych substancji

Do  oceny metronidazolu:

[Ag(MTZ)2NOs] i [Ag(MTZ):]2SO4, wolnego liganda (MTZ), soli: AgNOs i Ag.SO4

cytotoksycznosci  zwigzkéw  kompleksowych
wykorzystano opisane ponizej metody. Cisplatyne wykorzystano jako lek referencyjny, a do
przygotowania jej roztworu o stezeniach od 0,5 do 100 uM uzyto 0,005 M (5000 puM)
podstawowego roztworu wodnego. Zakresy stezen badanych zwigzkéw dobrano w zalezno$ci
od rozpuszczalnikow, ktorymi byly woda lub DMSO. Dla wszystkich linii komoérkowych

roztwory przygotowano poprzez rozcienczanie roztwordw podstawowych, ktore sporzadzono
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wczesniej w tym celu. Te same koncowe st¢zenia rozpuszczalnika i 1% roztworu Trition-X 100
zastosowano odpowiednio jako kontrole negatywna i pozytywng w drugim badaniu [91,180].
Kazdy z roztwordw o przygotowanym st¢zeniu badano w sze$ciu powtdrzeniach w trzech
niezaleznych doswiadczeniach. Cytotoksyczno$¢ oceniano po 72 godzinach ekspozycji
komorek na zwiagzki. Wszystkie roztwory zwigzkow byly §wiezo przygotowane i chronione
przed $wiattem. Wykonano testy MTT, NRU, TPC i LDH.

3.2.5.3 Testy cytotoksycznosci: MTT, NRU, TPC, LDH

Aktywno$¢ metaboliczng zywych komorek w testach MTT oceniano mierzac
aktywnos$¢ mitochondrialng dehydrogenaz [181]. Komérki zywe maja zdolno$¢ przeksztalcania
MTT do formazanu. Po inkubacji komoérek z badanym zwigzkiem, do kazdego dotka 96-
dotkowych plytek dodano porcj¢ 10 pL roztworu MTT (5 mg/mL w PBS)
i inkubowano. Po 3 godzinach roztwér MTT usunigto i wewnatrzkoméorkowe krysztaty
formazanu rozpuszczono w 100 pL. DMSO.

Testy NRU oparte na barwieniu zywych komorek czerwienig oboj¢tng przeprowadzono
zgodnie z protokotem opisanym przez Borenfreunda i Puernera [182]. Po inkubacji pozywke
zawierajacg zwigzek usunigto 1 komorki przemyto PBS. Nastgpnie dodano 100 pL/dotek
roztworu NR (50 ug/mL) na 3 godziny. Po tym czasie komoérki przemyto PBS. Barwnik
z zywych komorek uwolniono przez ekstrakcje mieszaning kwasu octowego, etanolu i wody
(w stosunku objetosciowym 1:50:49).

Testy TPC opieraty si¢ na barwieniu catkowitego biatka komorkowego [183 ]. Po
inkubacji pozywke zawierajaca zwigzek usunigto 1 do kazdego dotka dodano 100 uL barwnika
Coomassie Brilliant Blue R-250. Ptytke wytrzasano przez 10 min. Nastepnie zabarwienie
usunigto 1 komorki przeptukano dwukrotnie 100 uL roztworu do przemywania (lodowaty kwas
octowy/etanol/woda w stosunku objetosciowym 5:10:85). Nastepnie dodano porcje 100 pL
roztworu desorbujacego (1 M octanu potasu).

W testach LDH, integralno$¢ btony komoérkowej oceniano za pomoca metody
uwalniania dehydrogenazy mleczanowej (LDH) [184], ktérg monitorowano za pomocg
dostgpnego na rynku komercyjnego zestawu LDH (Roche Diagnostics, Warszawa,
Polska). Pozywke (100 plL/dotek) bez komodrek przeniesiono do odpowiednich dotkow
optycznie przezroczystej 96-dotkowej ptaskiej mikroptytki i do kazdego dotka dodano 100 pL

mieszaniny reakcyjnej. Nastepnie ptytki inkubowano przez 30 minut w temperaturze
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pokojowej w ciemnosci. Po tym czasie dodano 50 pl/dotek 1 M HCI w celu zatrzymania
reakcji.

W kazdym z przeprowadzonych testow, po wykonaniu przedstawionych powyzej
czynnosci, ptytki przenoszono do czytnika mikroptytek (LabSystems Multiskan RC, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA; czytnik Synergy HTX BioTek ® Instruments inc.,
Winooski, VT, USA — w zalezno$ci od aktualnej dostepnosci podczas badan). Absorbancje
byty mierzone przy dhugosci fali: 570 nm (MTT), 540 nm (NRU), 595 nm (TPC) i 492 nm
(LDH) z uwzglednieniem S$lepej proby jako odniesienia. Cytotoksyczno$¢ wyrazono jako
procent kontroli negatywnej [70].

Eksperymenty wykonano w trzech niezaleznych powtdérzeniach, a wyniki testow
wyrazono jako $rednig = SD (odchylenie standardowe). Analizg statystyczng przeprowadzono
przy uzyciu GraphPad Prism 5 (San Diego, CA, USA). Zastosowano jednokierunkowg analize
wariancji (ANOVA), a nastepnie test post-hoc Dunnetta. 50% zahamowanie (cytotoksyczno$c)
stezenia (IC so ) zostaly wyprowadzone z krzywej dawka-odpowiedz wykreslono ze stezeniem
zwigzku (0§ X) w korelacji procent zywotnosci komorek (o$ Y). Wartosci IC 50 zostaty
obliczone za pomoca oprogramowania GraphPad Prism 5 (San Diego, Kalifornia,
USA). Poréwnania statystyczne migdzy warto$ciami IC so przeprowadzono za pomocg analizy
wariancji (ANOVA), a nastepnie za pomoca testu Tukey'a. Wartosci p < 0,05 uznano za istotne

statystycznie.

3.2.5.4 Wykrywanie apoptozy metoda przylaczania aneksyny V

Wykrywanie apoptozy 1 oznaczanie iloSciowe analizowano przy uzyciu zestawu
Annexin V-FITC (BD Biosciences, San Diego, CA, USA), zgodnie z protokotem i instrukcjami
producenta. Komoérki PANC-1 i 1.2B4 poddano dziataniu trypsyny i wysiano w gestosci 0,5 x
10° komérek w kazdej studzience na 6-dotkowej ptytce i inkubowano przez 24 godziny. Po
osiggnieciu logarytmicznej fazy wzrostu, komorki przemyto PBS, po czym dodano $wieza
pozywke 1 roztwory: azotanu srebra(l), MTZ 1 zwigzku kompleksowego MTZ
z azotanem srebra(I) w 3 stezeniach (5, 10, 25 uM). Jako kontrole pozytywna zastosowano 10
uM cisplatyny. Po 72 godzinach komorki trypsynizowano, dwukrotnie przemywano PBS po
ekspozycji, zbierano przez wirowanie, a nastgpnie ponownie zawieszano w buforze wigzacym
cytometrii przeptywowej. Ponadto 100 pL zawiesiny komorek zawierajacej 10° komorek

pozostawiono w ciemnosci z 5 uL odczynnika zestawu do wykrywania apoptozy (Annexin V-
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FITC) na 15 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie indukcje apoptozy okreslono za
pomoca cytometru przeplywowego (FACSCalibur, BD Biosciences, San Diego, CA,

USA). Kazdy material zostal przetestowany w trzech powtorzeniach i przeprowadzono trzy

niezalezne eksperymenty.

ATCC Number: CCL-163
Designation: BALB/3T3 clone A31

Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100um

Rys.22 — Linia komérkowa Balb/c 3T3, fotografia z zasobow ATCC

ATCC Number: HB-8065
Designation:  Hep G2

Low Density High Density

Rys.23 — Linia komdrkowa Hep G2, fotografia z zasobow ATCC
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ATCC Number: HTB-37
Designation:  Caco-2

Low Density High Density

Rys.24 — Linia komérkowa Caco-2, fotografia z zasobow ATCC

ATCC Number: CRL-14469 ™
Designation: PANC-1

Low Density " ScaleBar=100ym  High Density Scale Bar = 100ym

Rys.25 — Linia komorkowa PANC-1, fotografia z zasobéw ATCC

92



Rys.26 — Linia komérkowa 1.2B4, fotografia z zasobéw PHE
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4. Wyniki badan

4.1. Zwiazki koordynacyjne metronidazolu
ze srebrem(l)

4.1.1 Synteza zwigzku kompleksowego
metronidazolu z azotanem srebra(l)
0 wzorze [Ag(MTZ)2NOs]

Otrzymany w jednoetapowej syntezie typu ,,one-step” zwigzek kompleksowy metronidazolu
z azotanem srebra(l) (C12H1sN7O9Ag) poddatem badaniom potwierdzajacym jego tozsamos$é
1 czysto$¢. Analiza magnetycznego rezonansu jadrowego pozwolila na nastgpujace ustalenia:
w widmie sygnat w postaci singletu o przesuni¢ciu 2,51 ppm odpowiada sze$ciu protonom grup
metylowych, sygnal kwartetu o przesunigciu 3,71 ppm przedstawia 4 protony grupy
metylenowej zwigzanej z tlenem, tercet o przesunigciu 4,39 ppm natomiast 4 protony grupy
metylenowej zwigzanej z azotem. Sygnat w postaci tercetu o przesunigciu 5,05 ppm wskazuje
dwa protony grupy hydroksylowej, natomiast singlet o przesunig¢ciu 8,07 ppm przedstawia
4 protony z ugrupowania CH-N. Kolejna, przygotowana probke do badania 'H NMR
wytrzasalem z wodg cigzka. Otrzymatem podobne widmo, z t3 r6znica, ze brak w nim sygnatu
o przesunigciu 5,05 ppm pochodzacego od 2 protondow grupy hydroksylowej. Jednoznacznie
potwierdzitem fakt, ze grupy -OH sg obecne w strukturze kompleksu i zostaty wymienione
podczas wytrzgsania z wodg deuterowa na atomy deuteru (Rys.27, 28). Korzystajac z analizy
metoda podczerwieni uzyskatem nastepujgce wyniki: liczby falowe 1467, 1385, 1341 wskazuja
na wystegpowanie grupy nitrowej, liczby 1385, 1341, 800 potwierdzaja obecno$¢ anionu

azotanowego (Rys.29).
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Rys.27 — Widma *H NMR metronidazolu (a) i kompleksu metronidazolu z azotanem srebra(l) (b)

IH NMR dla kompleksu (600MHz, DMSO) : § = 2.51 ppm (s, 6H, 2 x CHa), 3.71 (q, 4H, 2 x CH2-0, J = 5.5Hz),
4.39 (t, 4H, 2 X CH2-N), 5.05 (t, 2H, 2 x ~OH, J = 5.5 Hz), 8.07 (s, 2H, 2 X CH-N).
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Rys.28 — Widma 'H NMR metronidazolu (c) i kompleksu metronidazolu z azotanem srebra(l) (d) z D.O

IH NMR dla kompleksu (600MHz, DMSO+D,0) : § = 2.51 ppm (s, 6H, 2 x CHa), 3.69 (t, 4H, 2 x CH»-0, J =
5.5 Hz), 4.38 (t, 4H, 2 X CH2-N), 8.06 (s, 2H, 2 x CH-N)

(@)

100

L | L | L |
4000 3000 2000 1000 50
Wavemmmber [cm-1]

(b)

100

80

60

%T
401

4000 3000 2000 1000 50
Wavenumber [cm-1]

Rys.29 — Widma IR metronidazolu (a) oraz kompleksu metronidazolu z azotanem srebra(l) (b)

Dla kompleksu IR (KBr) V max (cm™): (O-H, C-H) 3214, 3101, 3061, 3018, 2930, 2870; (C=N,C=C) 1555; (NO,
C-H) 1467, (NOs, NO,, C-H) 1385, 1341 ; (C-0) 1080 ; (NO3) 800



4.1.2 Synteza zwigzku kompleksowego
metronidazolu z siarczanem srebra(l) o wzorze
[Ag2(MTZ)4]SO4 - 5H20

Otrzymany w jednoetapowej syntezie typu ,,one-step” zwigzek kompleksowy metronidazolu
z siarczanem srebra(l) (C2sHasN12021AQ2S) poddatem badaniom potwierdzajagcym jego
tozsamosc¢ 1 czysto$¢. Korzystajac z analizy metoda podczerwieni przyporzadkowatem liczby

falowe: 1487, 1368, 1353 grupie nitrowej, zas liczbg¢ 1115 grupie siarczanowej (Rys.30).
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Rys.30 — Widmo IR kompleksu metronidazolu z siarczanem srebra(l)

Dla kompleksu IR (KBr) V max (cm2): (O-H, C-H) 3220, 3100, 3017, 2981, 2957, 2850; (C=N,C=C) 1536; (NO,, C-
H) 1487, (NO2, C-H) 1368, 1354 : (C-0) 1073 ; (SO4) 1115.

Analiza magnetycznego rezonansu jagdrowego pozwolita na nastepujace ustalenia: w widmie
sygnal w postaci singletu o przesunigciu 2,47 ppm odpowiada dwunastu protonom grup
metylowych, sygnat kwartetu o przesunieciu 3,69 ppm przedstawia 8 protonow grupy
metylenowej zwigzanej z tlenem, tercet o przesunieciu 4,36 ppm natomiast 8 protonéw grupy

metylenowej zwigzanej z azotem. Sygnatl w postaci tercetu o przesunieciu 5,03 ppm wskazuje
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4 protony grupy hydroksylowej, natomiast singlet o przesunieciu 8,04 ppm przedstawia
8 protonéw z ugrupowania CH-N. Analiza *H NMR pokazuje, ze proton z grupy -OH (5 = 5,03
ppm) metronidazolu pozostaje w strukturze kompleksu. Proton jest wymieniany po wytrzasaniu

z woda deuterowa. Zarejestrowane widma *H NMR zostaty przedstawione na rys.31, 32.
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Rys.31 — Widma *H NMR metronidazolu (a) i metronidazolu z DO (b)
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Rys.32 — Widma *H NMR kompleksu metronidazolu z siarczanem srebra(l) (c) i z D20 (d)

'H NMR kompleks (600MHz, DMSO) : § =2.47 ppm (s, 12H, 4 x CHs), 3.69 (g, 8H, 4 x CH2-O, J = 5.09Hz), 4.36
(t, 8H, 4 x CH2-N), 5.03 (t, 4H, 4 x —-OH, J = 2.5 Hz), 8.04 (s, 8H, 8 x CH-N).

'H NMR kompleks (600MHz, DMSO+D0) : 6 =2.45 ppm (s, 12H, 4 x CH3), 3.67 (m, 8H, 4 X CH,-0), 4.35 (t, 8H,
4 x CH2-N, J =5.7Hz), 8.02 (s, 8H, 8 x CH-N)
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4.1.3. Charakterystyka spektroskopowa i analiza
rentgenostrukturalna zwigzku kompleksowego
metronidazolu z siarczanem srebra(l) o wzorze
[Ag2(MTZ)4]SO4 - 5H20

Zsyntetyzowany zwigzek kompleksowy krystalizuje w uktadzie trojskosnym, w grupie
przestrzennej P1, Z = 2. Jednostka asymetryczna przedstawiona na rysunku 33 sktada sie
z dwoch jondéw srebra, czterech ligandow metronidazolowych, jednego przeciwjonu
siarczanowego 1 5 czasteczek wody. Oba kationy srebra przyjmuja geometri¢ o czterech
wspdtrzednych pitoksztattnych z dwoma wigzaniami Ag-N (2,2 A, Tabela 17) i dwoma
stosunkowo krétkimi wigzaniami Ag-O o dtugosci 2,6 A. Podobny schemat koordynacyjny
centrum metalu opisano dla komplekséw srebra(l) z 1,3,5-tris(4-cyjanobenzoilo)-benzenem
zawierajacych przeciwjony OTf i PFg [185]. Dodatkowo, obserwuje si¢ dwa znacznie stabsze
oddzialywania Ag---O o dtugosci 2,9 A (wcigz krotsze niz suma promieni van der Waalsa Ag
i O wynoszaca 3,24 A), uzupetniajac koordynacje wokoét kationow srebra do oktaedru. Tego
typu stabe kontakty Ag---O sg rzadko omawiane w literaturze, jednak mozna je tatwo znalez¢
po blizszym przyjrzeniu si¢ strukturom krysztatu. Schemat koordynacji Ag jest przedstawiony
na rysunku 34 i potwierdzony przez powierzchni¢ Hirshfelda metalicznego srodka Agl i Ag2
(Rys.35). Osiowe miejsca kazdego oktaedru zajmujg atomy azotu, podczas gdy ptaszczyzna
podstawowa jest utworzona przez cztery atomy tlenu. Znormalizowana odleglo$¢ kontaktu
(dnorm) zakodowana na powierzchni Hirshfelda wskazuje na site oddzialywania (bliskie
kontakty sa pokazane jako obszary czerwone, slabsze jako biale, a brak kontaktéw jako
niebieskie) [186]. Wyraznie widaé, ze dluzsze interakcje sa nadal widoczne na powierzchni
Hirshfelda kazdego centrum Ag, jednak s3 one znacznie stabsze niz inne, zgodnie
z oczekiwaniami.

Dwa jony srebra, ulozone naprzemiennie, tworza tancuch polimeru 1D biegnacy
w kierunku [-1-10]. Sasiednie tancuchy sg potaczone w warstwe polimeru 2D przez najstabsze
kontakty Ag---O, co pokazano na rysunku 36. Istnieje przestrzen wypeklniona
nieskoordynowanymi przeciwjonami siarczanowymi i czasteczkami wody miedzy warstwami
zbudowanymi z kationéw srebra(I) i ligandami metronidazolu. Na podstawie obliczen
w PLATON [187] taka pusta przestrzen dostgpna dla rozpuszczalnika zajmuje 22% catkowite;j
objetosci krysztatow. W tabeli 18 przedstawiono geometri¢ wigzan wodorowych O-H---O

utworzonych miedzy grupa hydroksylowg ligandow metronidazolowych a atomami tlenu

100



z czasteczek wody lub anionow siarczanowych. Pelna analiza oddziatywan wigzan
wodorowych nie jest mozliwa ze wzgledu na pominigcie atomow wodoru w czasteczkach wody

w udoktadnianiu.

Rys.33 — Reprezentacja Mercury [188] asymetrycznej jednostki [Ag(MTZ)2].SO4 - 5H,0. Elipsoidy
przemieszczenia sg rysowane z prawdopodobienstwem 50%. Dla przejrzysto$ci pominigto atomy wodoru

Ag2" Ag1 L

\/ 1
- 07 o 2
W 06|V
012 ’ -
\\ N4 N10

Ag1 ..
CAg Ag2 Ag1
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1|l
Og'“ o3l
03

l /;
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Rys.34 — Schemat oddziatywan na kationy srebra(I). Zotte przerywane linie oznaczaja stabe punkty kontaktow
Ag---0. Kody symetrii: (i) x-1, y-1, z; (ii) x+1, y+1, z; (iii) 1-x, 1-y, 2-z; (iv) 2-x, 1-y, 2-z

Ag-odziatywanie | odleglos¢ Ag-oddzialywanie odleglosc
Agl-N1 2.186(3) Ag2-N7 2.197(2)
Agl-N4 2.182(3) Ag2-N10 2.197(2)
Agl-07 2.591(2) Ag2-04 2.554(2)
Ag1-010' 2.635(3) Ag2-01 2.613(2)
Agl---O9" 2.944(2) Ag2---03" 2.928(3)
Agl---012V 2.995(3) Ag2---06" 2.954(2)

Kody symetrii: (i) x-1, y-1, z; (i) x+1, y+1, z; (iii) 1-x, 1-y, 2-z; (iv) 2-x, 1-y, 2-z.

Tabela 17. Odlegtosci oddziatywan Ag [A]
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N1

Ag2

Rys.35 — Dwie rézne orientacje powierzchni Hirshfelda metalicznego centrum Agl i Ag2 ze znormalizowana
funkcjg kontaktu (dnorm) Zmapowane na nim. Kody symetrii: (i) x-1, y-1, z; (ii) x+1, y+1, z; (iii) 1-x, 1-y, 2-z; (iv)
2-x, 1-y, 2-z

i, R T, = I

1D-polymeric chain

2D-polymeric.‘|ayer.

b . U R 4 S

Rys.36 — Upakowanie krysztatu kompleksu [Ag(MTZ)2],SO4 - SH,O

Wiazanie wodorowe D-H H---A D---A /D-H--A
O1-HI1D:--0400 0.82(2) 1.95(2) 2.756(3) 168(4)
04-H4D---015 0.81(2) 1.93(2) 2.689(4) 155(4)
O7-H7D---0200 0.83(2) 1.88(2) 2.700(4) 172(5)
010-H10D---0300 0.83(2) 1.94(2) 2.768(5) 174(4)

Tabela 18. Geometria wigzan wodorowych [A,°]
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4.2 Ocena postaci leku

4.2.1 Mas¢ do uzytku zewnetrznego

Mas¢ barwy biatej, ktorg otrzymatem w wyniku opracowanej formulacji poddatem
ocenie pod katem widocznych gotym okiem zanieczyszczen, ktorych nie stwierdzitem. Masa
wykonanego preparatu nie odbiegata od norm przyjetych w Farmakopei Polskiej XII (+ 3% dla
51,0-200,0 g ogblnej masy leku) [36].

Produkt zapakowatem w pudetko PP i oznakowalem zgodnie z ogdlnie przyjetymi
w praktyce aptekarskiej zasadami: sygnatura koloru pomaranczowego, do uzytku
zewnetrznego, przechowywaé¢ w chtodnym miejscu, chroni¢ od §wiatta. Mas§¢ nie zmienita
wygladu podczas przechowywania w temperaturze 2-8 °C przez okres 4 tygodni, podczas
ktorego wykonywatem dokumentacj¢ zdjeciowa (Rys.37). Po miesigcu przechowywania nie
stwierdzitlem rozwarstwien, co $§wiadczy o stabilno$ci uktadu wykonanej postaci leku. Probke
masci w postaci cienkiej warstwy poddatem rdwniez ocenie wizualnej za pomoca powigkszenia
uzyskanego w obrazie mikroskopowym (Rys.38). Dodatkowg probke przechowywatem bez
przykrycia w temperaturze pokojowej w zwyczajnym $wietle dziennym. Zarejestrowane
obrazy zmiany wygladu przedstawia rysunek 39. Delikatne ciemnienie $wiadczy o rozktadzie
zwigzku kompleksowego wchodzacego w sktad masci, ktory jest spowodowany czynnikami

zewnetrznymi dziatajacymi na lek podczas niewlasciwego przechowywania.

Rys.37 — Dokumentacja fotograficzna zarejestrowana co tydzien w okresie od 0-28 dnia
od momentu wykonania masci do uzytku zewngtrznego, przechowywanej w odpowiednich warunkach
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Rys.38 — Wyglad masci do uzytku zewnetrznego w obrazie mikroskopowym po 30 dniach od momentu
wykonania

L - > >\\ .

Ja— V/ L -
1 2 3 4 5 6 7DNI

Rys.39 — Dokumentacja fotograficzna zarejestrowana codziennie w okresie od 1-7 dnia
od momentu wykonania masci do uzytku zewnetrznego, przechowywanej w atmosferze powietrza,
narazonej na dziatanie $wiatta dziennego

4.2.2 Mas¢ do uzytku okulistycznego

Mas¢ barwy zottej, ktorg otrzymatem w wyniku opracowanej formulacji ocenitem pod
katem widocznych gotym okiem zanieczyszczen, ktorych nie stwierdzitem. Masa wykonanego
preparatu nie odbiegata od norm przyjetych w Farmakopei Polskiej XIT (= 8% dla 10,0-20,0 g
og6lnej masy leku) [36]. Produkt zapakowalem w sterylng tubostrzykawke (Rys.40), ktéra
zapewnia podczas stosowania 1 wyciskania niewielkich ilo$ci masci odpowiednie
zabezpieczenie przed zanieczyszczeniem mikrobiologicznym [36].

Oznakowalem zgodnie z ogodlnie przyjetymi w praktyce aptekarskiej zasadami:
sygnatura koloru pomaranczowego, do uzytku zewnetrznego, przechowywa¢ w chtodnym
miejscu, chroni¢ od $wiatta. Mas¢ nie zmienita wygladu podczas przechowywania
w temperaturze 2-8 °C przez okres 4 tygodni, podczas ktorego wykonywatem dokumentacje
zdjeciowg (Rys.41). Po miesigcu przechowywania nie stwierdzitem rozwarstwien, co Swiadczy

o stabilno$ci uktadu wykonanej postaci leku. Probke masci w postaci cienkiej warstwy
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poddatem réwniez ocenie wizualnej za pomoca powigkszenia uzyskanego w obrazie
mikroskopowym  (Rys.42). Dodatkowa probke przechowywalem bez przykrycia
w temperaturze pokojowej w zwyczajnym $wietle dziennym. Zarejestrowane obrazy zmiany
wygladu przedstawia rysunek 43. Ciemnienie $wiadczy o rozktadzie zwigzku kompleksowego
wchodzacego w sktad masci, ktory jest spowodowany czynnikami zewnetrznymi dziatajagcymi

podczas niewlasciwego przechowywania.

Rys.40 — Tubostrzykawka bedaca opakowaniem wykonanej postaci leku

Rys.41- Dokumentacja fotograficzna zarejestrowana co tydzien w okresie od 0-28 dnia
od momentu wykonania masci do uzytku okulistycznego, przechowywanej w odpowiednich warunkach

Rys.42 — Wyglad masci do uzytku okulistycznego w obrazie mikroskopowym po 30 dniach
od momentu wykonania
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7 DNI

Rys.43 — Dokumentacja fotograficzna zarejestrowana codziennie w okresie od 1-7 dnia
od momentu wykonania masci do uzytku okulistycznego, przechowywanej w atmosferze powietrza,
narazonej na dzialanie $wiatta dziennego

4.2.3 Zel do uzytku zewnetrznego i na blony §luzowe

Zel na bazie wody, barwy lekko zottawej, ktéry otrzymatem w wyniku opracowane;j
formulacji ocenilem pod katem widocznych gotym okiem zanieczyszczef, ktorych nie
stwierdzitem. Masa wykonanego preparatu nie odbiegata od norm przyj¢tych w Farmakopei
Polskiej XII (+ 8% dla 10,0-20,0 g ogdlnej masy leku) [36].

Produkt zapakowalem w pudetko PP. Oznakowalem zgodnie z ogélnie przyjetymi
w praktyce aptekarskiej zasadami: sygnatura koloru pomaranczowego, do uzytku
zewnetrznego, przechowywaé w chtodnym miejscu, chronié od $wiatta. Zel lekko zmienit
wyglad (barwa) podczas przechowywania w temperaturze 2-8 °C przez okres 4 tygodni,
podczas ktérego wykonywatem dokumentacje zdjeciowa (Rys.44). Po miesigcu
przechowywania nie stwierdzilem jednak rozwarstwien 1 krystalizacji zwiazku
kompleksowego, co $wiadczy o stabilnosci uktadu wykonanej postaci leku. Probke zelu
w postaci cienkiej warstwy poddatem réwniez ocenie wizualnej za pomocg powigkszenia
uzyskanego w obrazie mikroskopowym (Rys.45). Dodatkowg probke przechowywatem bez
przykrycia w temperaturze pokojowej w zwyczajnym $wietle dziennym. Zarejestrowane
obrazy zmiany wygladu przedstawia rysunek 46. Silne ciemnienie $§wiadczy o rozktadzie
zwigzku kompleksowego wchodzacego w sktad zelu, ktéry jest spowodowany czynnikami
zewnetrznymi dziatajgcymi podczas niewlasciwego przechowywania, w tym parowaniem

rozpuszczalnika, bedacego vehiculum.
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DNI 0 7 14 21 28

Rys.44 — Dokumentacja fotograficzna zarejestrowana co tydzien w okresie od 0-28 dnia
od momentu wykonania zelu do uzytku zewnetrznego i na blony §luzowe,
przechowywanego w odpowiednich warunkach

#
S -
e

Rys.45 — Wyglad zelu do uzytku zewnetrznego i na blony sluzowe w obrazie mikroskopowym
po 30 dniach od momentu wykonania

1 2 3 4 5 6 7 DNI

Rys.46 — Dokumentacja fotograficzna zarejestrowana codziennie w okresie od 1-7 dnia
od momentu wykonania Zelu do uzytku zewn¢trznego i na btony §luzowe,
przechowywanego w atmosferze powietrza, narazonej na dziatanie §wiatta dziennego

4.2.4 Krople do oczu

Krople otrzymane zgodnie z opracowang formulacjg poddatem ocenie pod katem
widocznych gotym okiem zanieczyszczen, ktorych nie stwierdzilem. Masa wykonanego
preparatu nie odbiegata od norm przyjetych w Farmakopei Polskiej XII (= 8% dla 10,0-20,0 ¢
ogoblnej masy leku) [36]. Produkt sgczytem bezposrednio do jatowej butelki z PP, do ktorej
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dotaczany jest zakraplacz jako system dozujacy, a jednocze$nie chronigcy przed przedostaniem
si¢ zanieczyszczen do jej wngtrza (Rys.47).

Oznakowalem zgodnie z ogélnie przyjetymi w praktyce aptekarskiej zasadami:
sygnatura koloru pomaranczowego, do uzytku zewnetrznego, przechowywa¢ w chtodnym
miejscu, chroni¢ od $wiatla. Krople nie zmienily wygladu podczas przechowywania
w temperaturze 2-8 °C przez okres 1 miesigca. Dodatkowe probki kropli poddane
zalkalizowaniu za pomoca wodorotlenku sodu do pH o wartosci 7,1, przechowywalem rowniez
w temperaturze pokojowej przez 6 miesigcy w normalnym $wietle dziennym szczelnie
zamknigte oraz w lodéwce w temperaturze od 2-8 °C. Zarejestrowane obrazy zmiany wygladu
przedstawia rysunek 48. Delikatne ciemnienie Swiadczy o rozktadzie zwigzku kompleksowego
wchodzacego w sktad kropli, ktory jest spowodowany czynnikami zewnetrznymi dziatajgcymi
podczas niewtasciwego przechowywania. Oceniatem réwniez te postac leku pod katem zmiany
pH, klarownosci i przezroczystosci w ciggu 2 miesigcy. Podczas przechowywania pH nie
zmienilo si¢ znaczaco, jego warto$¢ podczas przechowywania osiggngto minimalng wartos¢ 6,9

(Rys. 49).

Rys.47 — Jatowa butelka polipropylenowa z systemem dozujacym krople

(A) (B) ()

Rys.48 — Roztwor kropli do oczu w dniu wykonania (A) i 6 miesiecy po przygotowaniu
- przechowywane w lodowce (B) i w temperaturze pokojowej (C)
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Rys.49 — Zmiana wartoéci pH kropli w okresie przechowywania do 2 miesi¢cy

4.2.5 Wyniki badan zastosowania recepturowych
lekow zawierajacych kompleks metronidazolu
z azotanem srebra(l) w okulistyce

Podczas badan pacjentki 1 wykonanych w trakcie wizyty kwalifikacyjnej ostrosé
wzroku prawego 1 lewego oka wynosita 0,05. W badaniu oka prawego stwierdzono zapalenie
powiek z zaschnigta ropg w obrebie rzgs, zapalenie spojowek z wydzieling §luzowo-ropna
w worku spojowkowym, perforacje rogowki, brak komory przedniej oraz zaémg¢ jadrowa.
Badanie oka lewego wykazato zapalenie powiek z zaschnigta ropa w obrebie rzes, przekrwienie
spojowek, nieregularng, zmetniata powierzchnie rogéwki, zwiekszong ilos¢ resztek w filmie
przedrogéwkowym, owrzodzenie neutroficzne w centrum przeszczepionego platka. Po siedmiu
dniach leczenia uzyskano poprawe stanu miejscowego przedniego odcinka obu oczu oraz
istotng poprawe ostrosci wzroku: 0,08 w prawym oku i 0,2 w lewym. Perforacja rogdéwki
zagoita si¢, a komora przednia zostata czeSciowo przywrocona. W zwiazku z tym
zrezygnowano z planowego przeszczepu rogoéwki i wypisano do domu z zaleceniem
kontynuowania stosowania kropli do oczu 1 masci trzy razy dziennie. Podczas wizyty
kontrolnej, 1 miesigc po wypisie, odnotowano stabilizacje parametrow odcinka przedniego obu
oczu oraz dalsza poprawe ostrosci wzroku (prawe oko: do 0,05, lewe oko 0,4). Poniewaz nie
stwierdzono dzialan niepozadanych rozpuszczalnego w wodzie kompleksu metronidazolu
z azotanem srebra(I), pacjentce zalecono stale stosowanie kropli do oczu i1 masci. Podczas
kolejnej wizyty kontrolnej, po 3 miesigcach, stwierdzono wzmozone zaczerwienienie powiek

1 nawrdt zaschnigtej ropy u podstawy rzes. Parametry filmu przedrogowkowego byly stabilne,
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podobnie jak 3 miesigce wczesniej. Pacjentka przyznata si¢ do zaniedbania higieny brzegdéw
powiek przez ostatnie 2 tygodnie oraz do odstawienia kropli do oczu i masci (Rys.50).

U pacjenta 2 w badaniu kwalifikacyjnym oka prawego stwierdzono ropna wydzieling
z rzes 1 worka spojowkowego, silny skurcz powiek, przekrwienie spojowek, atoniczne
rozszerzenie zrenicy 1 brak percepcji koloru w osi czerwono-zielonej. Przeszczepiony ptat
rogowki byt przezroczysty, bez cech odrzucenia, komora przednia gieboka, ciecz wodnista bez
cech tyndalizacyjnych. Badanie ujawnilo rowniez stulejke tylnej torebki i btyszczaca sie¢
torebke. Badanie oka lewego wykazato mniej nasilony skurcz powiek, cechy zapalenia powiek,
w tym ropng wydzieling w obrgbie rzes, przekrwienie spojowek, przezroczysta, gladka rogowke
i zaéme korowo-jadrzasta (Rys.51). Badanie dna oka bylo znacznie utrudnione. W oku prawym
badanie ujawnito jaskrowa neuropati¢ nerwu wzrokowego oraz dwukrotnie wicksze znami¢
naczynidwkowe od tarczy nerwu wzrokowego, zlokalizowane w tuku skroniowym gérnym na
poziomie siatkowki. W oku lewym badanie wykazato znamiennie mniejsze uszkodzenie nerwu
wzrokowego wywotane jaskra, mate znami¢ w okolicy gornego naczynia skroniowego oraz

smugi naczynioruchowe.

A. baseline B. week 1 C. month 1 D. month 3

rauein 1

nigi eye

LeEIL gye

Rys.50 — Panel 12 cyfrowych zdje¢ pacjentki w wieku 73 lat, u ktorej zdiagnozowano tradzik ré6zowaty.
Zdjecia przedstawiaja fragment twarzy pacjentki oraz przednia powierzchni¢ prawego i lewego
oka podczas wizyt lekarskich: wizyta kwalifikacyjna, po 1 tygodniu, po 1 miesiacu i po 3 miesigcach
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A. baseline B. week 1 C. month 1 D. month 3

Patient 2

Right eye

Left eye

Rys.51 — Panel 12 cyfrowych zdje¢ pacjenta w wieku 81 lat, u ktorego zdiagnozowano tradzik rozowaty.
Zdjecia przedstawiaja fragment twarzy pacjenta oraz przednig powierzchni¢ prawego i lewego
oka podczas wizyt lekarskich: wizyta kwalifikacyjna, po 1 tygodniu, po 1 miesigcu i po 3 miesigcach

Wyjsciowe badanie okulistyczne u pacjenta 3 wykazalo przekrwienie 1 obrzgk brzegoéw
powiek, poszerzenie skornych zylakéw powiek oraz obustronng dysfunkcje gruczotu Meiboma.
Stwierdzono umiarkowane przekrwienie spojowek. W prawym oku rogoéwka byta gltadka
1 btyszczaca, soczewka byla przezroczysta, a komora przednia miala regularng glebokosc¢.
W oku lewym stwierdzono blizng po przeszczepie allogenicznego ptatka rogowki
z unaczynieniem w okolicy okolocentrycznej na pozycji godziny 6. Badanie dna oka nie

wykazato zadnych nieprawidtowosci (Rys.52).
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A. baseline B. week 1 C. month1 D. month 3

7

Right eye Patient 3

Left eye

Rys.52 — Panel 12 cyfrowych zdje¢ pacjenta w wieku 40 lat, u ktérego zdiagnozowano tradzik rézowaty.
Zdjecia przedstawiajg fragment twarzy pacjenta oraz przednig powierzchni¢ prawego i lewego
oka podczas wizyt lekarskich: wizyta kwalifikacyjna, po 1 tygodniu, po 1 miesigcu i po 3 miesigcach

W obiektywnych badaniach nie stwierdzono zadnych powiktan zastosowanej terapii.
Jedynymi niepozadanymi zdarzeniami byty subiektywne skargi pacjentoéw na uczucie pieczenia
bezposrednio po natozeniu kropli lub masci, ktére ustepowato po okoto 5 minutach. Dodatkowo
na skorze powiek po zastosowaniu kropli wytracit si¢ fatwo zmywalny biaty osad, na skutek

reakcji jonow chlorkowych obecnych w filmie tzowym z kationami srebra.

4.2.6 Wyniki badan zastosowania recepturowych
lekow zawierajacych kompleks metronidazolu
z azotanem srebra(l) w dermatologii

Skutecznos¢ dziatania masci do uzytku zewnetrznego zostata potwierdzona w sposdb
spontaniczny poprzez dobrowolne przekazywanie przez pacjentdow dokumentacji zdjeciowej
przedstawiajacej proces leczenia. Kazdemu z chorych przepisano recepte lekarska na lek
recepturowy zawierajacy w sktadzie azotan srebra(l) oraz metronidazol w postaci masci,
w wykonaniu ktorej postuzytem si¢ opracowang przez siebie formulacjg. Wszyscy pacjenci

wyrazili zgode na opublikowanie wykonanych przez siebiec fotografii, ktore zebratem
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w 4 panelach, odpowiadajacych kazdemu z pacjentow. Leczenie polegato na stosowaniu
wylacznie przepisanego leku bez zadnych dodatkowych produktéw leczniczych do uzytku

wewngetrznego oraz wyrobow medycznych i lekéw stosowanych zewnetrznie.

Pacjent 1 — uraz palca wskazujacego polegajacy na Scigciu opuszka za pomocg tarczy
,flex”. Stosowano 2 razy dziennie przygotowang mas¢ o skladzie przedstawionym
w opracowanej formulacji. Leczenie trwalo 2 miesigce. Zmiany, jakie nastepowaty podczas

terapii przedstawiam na rysunku 53.

Rys.53 — Udokumentowany fotografiami proces leczenia zranienia ze $cigciem opuszka palca wskazujgcego.
Dwie ostatnie fotografie stan obecny — rok po zakonczeniu leczenia

Pacjent 2 — poparzenie konczyn dolnych (oba uda) od strony zewngtrznej zawartoscia
peknietego szklanego naczynia o pojemno$ci okoto 1 litra i temperaturze cieczy ok. 90 °C.
Mas¢ stosowano pod opatrunkiem okluzyjnym zmienianym co 2 dni bez zadnych dodatkowych

zabiegow. Terapia trwata 1,5 miesigca. Postep terapii przedstawiam na rysunku 54.
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Rys.54 — Udokumentowany fotografiami proces leczenia zmian pooparzeniowych.
Ostatnia fotografia stan obecny — miesigc po zakonczeniu leczenia

Pacjent 3 — poczatkowe zmiany o charakterze owrzodzenia podudzi. Przerwanie
ciggtosci skory w dwu miejscach: okolice kostki (Rys.55a) oraz podudzie (Rys.55b) dato
poczatek namnozeniu S.aureus oraz P.aeruginosa, ktore znacznie zainfekowaly rane. Mas¢
byta stosowana regularnie przez okres 2 miesigcy 2 razy dziennie i delikatnie zabezpieczana
opatrunkiem. Nastgpilo cofnigcie procesu wysigkowego z rany, zasklepienie i powrot cigglosci

powtok skornych. Postep terapii przedstawiam na rysunkach 55a, b.
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Rys.55 — Udokumentowany fotografiami proces leczenia zmian w obrebie kostki (a) i podudzia (b)

115



Pacjent 4 — poczatkowe zmiany o charakterze owrzodzenia podudzi. Przerwanie
ciggtosci powlok skérnych, drobne otwierajace si¢ rany, a w efekcie powstanie z nich jednej
rozleglej, byly nastgpstwem prawdopodobnie cukrzycy — diagnozy jednoznacznej nie
postawiono. Miejscowo zmiany skorne sg leczone z uzyciem masci 2 razy dziennie przez okres

1 miesigca. Stan skory ulegl poprawie. Leczenie trwa nadal — Rys.56.

Rys.56 — Udokumentowany fotografiami proces leczenia zmian o charakterze owrzodzenia podudzi.
Ostatnia fotografia stan obecny — leczenie trwa

4.3 Ocena trwalosci

Czyste sole (Ag2SO4 i AgNO3) zaczety ciemnie¢ po 10 minutach ekspozycji na papierze
1 po 30 minutach na bibule. Po 24 godzinach na obu podlozach doszto do catkowitego
$ciemnienia. Proces rozkladu kompleksow przebiegat duzo wolniej, ciemnialy po okoto
2 dniach, najszybciej rozktadajac si¢ na papierze. Kompleksy z siarczanem i azotanem zaczetly
ciemnie¢ po 30 minutach na papierze i po 60 minutach na bibule. (Rys.57 w ciemnos$ci, Rys.58
w S$wietle). Dziatanie promieni UV-A w znacznym stopniu przyspiesza proces rozkladu
kompleksow srebra (I); praktycznie catkowity rozpad nastepuje po 5 min. (Rys.59). Czyste sole
ulegaty jednak rozktadowi juz po 2 minutach pod wptywem promieni UV-A.

Kompleksy metronidazolu z azotanem srebra(I) i1 siarczanem srebra(I) wykazuja lepsza
stabilno$¢ i odporno$¢ na promieniowanie UV-A, natomiast czyste sole sa podatniejsze na
dzialanie promieniowania UV-A. Dla pordwnania, dziatanie $§wiatla i promieniowania UV-A

wplywa tylko na substancje naktadane na powierzchnie, w glab ktérych moga przenikac,
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podczas gdy roztwory wodne s3 do$¢ stabilne, a zmiany zachodza dopiero po naturalnym
odparowaniu rozpuszczalnika. Jest to szczeg6élnie widoczne po ekspozycji wytworzonych
przeze mnie postaci lekow. W zelu — zawierajacym najwigkszg ilos¢ wody, kompleksy ulegaty
najszybszej degradacji, w masci ocznej natomiast silne ciemnienie byto spowodowane szybkim

odparowaniem rozpuszczalnika fazy wodnej.

Ag,S0,

[Ag,(MTZ),]50,
x 5H,0

AgNO,

[Ag(MTZ),]NO,

time (min) 0 10 30 60 20 120 150 180 24h 48h

Ag,S0,

[Ag,(MTZ),]50,
x 5H,0

AgNO,

[Ag(MTZ),]NO,

Rys.57 — Papier (czg$¢ gorna) i bibuta (cze$¢ dolna) z zaaplikowanymi roztworami pozostawione
w ciemnosci 1 fotografowane po wskazanym czasie
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Ag,50,
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AgNO,

[Ag(MTZ),]NO,

Rys.58 — Papier (czg¢$¢ gorna) i bibula (czg$¢ dolna) z zaaplikowanymi roztworami pozostawione
w $wietle dziennym i fotografowane po wskazanym czasie
Ag,S0,

[Ag,(MTZ),]SO,
x 5H,0

AgNO,

[Ag(MTZ),]NO,
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[Ag,(MTZ),]50,
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AgNO,

[Ag(MTZ),]NO,

Rys.59 — Papier (czg¢$¢ gérna) i bibuta (czes¢ dolna) z zaaplikowanymi roztworami
pozostawione w §wietle UV-A i fotografowane po wskazanym czasie
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4.4 Ocena aktywnosci mikrobiologicznej

Wyniki dziatania przeciwbakteryjnego przedstawiono w tabeli 19. Jako standardowe
leki zastosowano metonidazol i sl srebrowg sulfadiazyny. Badane zwigzki kompleksowe
wykazywaty aktywnos¢ przeciwbakteryjng porownywalng z solg srebrowg sulfadiazyny. Warto
zauwazy¢, ze kompleksy wykazywaly zwickszong aktywno$¢ biologiczng wobec bakterii
tlenowych i fakultatywnie beztlenowych, Gram-dodatnich i Gram-ujemnych w poréwnaniu
z metronidazolem. [Ag(MTZ):NO3] i [Ag(MTZ)2].SOs - 5H.O wykazywaly podobng
aktywno$¢ biologiczng wobec wigkszosci badanych szczepdéw bakterii z minimalnym
stezeniem hamujacym (MIC) w zakresie 0,24-250 mg/L. Wartosci MIC dla bakterii
referencyjnych wskazywaty na bardzo silng (MIC <10 mg/L) lub silng (MIC 10-25 mg/L)
aktywnos$¢ badanych zwigzkow przeciw gronkowcom (S. aureus, S. epidermidis), przeciw
mikrokokom (M. luteus) i1 przeciw sporogennym pateczkom (B. subtilis) [189].
Zsyntetyzowane zwiazki kompleksowe metronidazolu wykazuja réwniez bardzo silng
aktywno$¢ biologiczng w stosunku do wszystkich badanych bezwzglednie beztlenowych
bakterii Gram-dodatnich (A. israeli, C. perfringens) i Gram-ujemnych (B. fragilis,
P. intermedia, F. nucleatum, V. parvula). Silng bioaktywno$¢ zaobserwowano dla bakterii
tlenowych Gram-ujemnych i fakultatywnie beztlenowych bakterii dla obu zwigzkow.
Stwierdzono dobra aktywnos¢ biologiczng (MIC 26-125 mg/L) badanych kompleksow wobec
enterokokow, pratkow sporogennych B. cereus 1 bezwzglednie beztlenowych
Propionibacterium acnes. Najmniej wrazliwy byt szczep Campylobcter jejunii z MIC 126-500
mg/L dla [Ag(MTZ)2].SO4 - 5H.O wykazujacy umiarkowane dziatanie przeciwbakteryjne.
Niskie warto$ci stosunku MBC/MIC (1:4) dla kompleksow sugerowaty ich dzialanie

bakteriobojcze wobec wszystkich badanych szczepdw referencyjnych.

119



Badany zwigzek MTZ [Ag(MTZ),]2504 Ag2504 [Ag(MTZ),NO3] AgNO; Ag-SD
‘5H.0
in mg/L um/m) miC MBC MIc ‘ MBC Mic MBC MIC | MBC MIC MBC MIC MBC
Mikroorganizm
S. aureus ATCC 25923 >1000 | >1000 | 15.6 15.6 15.6 313 15.6 62.5 7.8 313 7.8 15.6
(>5.85) (>5.85) | (0.014) | (0.014) (0.05) (0.1) (0.049) (02) (0.049) | (0.185) | (0.022) | (0.044)
S. epidermidis ATCC 12228 500 500 7.8 15.6 15.6 313 7.8 62.5 3.9 15.6 15.6 15.6
(2.93) (2.93) (0.007) 0.014) (0.05) (0.1) (0.025) (02) (0.025) | (0.09) (0.043) | (0.044)
% M. luteus ATCC 10240 1000 >1000 7.8 125 15.6 125 7.8 62.5 3.9 313 3.9 313
'E § (5.85) (>5.85) | (0.007) (0.12) (0.05) (0.4) {0.025) (02) (0.025) | (0.185) | (0.011) | (0.088)
2 ;5 B. subtilis ATCC 6633 125 250 15.6 15.6 313 313 15.6 15.6 15.6 15.6 39 7.8
3 (0.73) (1.46) (0.014) | (0.014) (0.1) (0.1) (0.049) | (0.049) (0.09) (0.09) (0.011) | (0.022) |
E B. cereus ATCC 10876 500 >1000 | 62.5 125 313 500 62.5 125 313 62.5 15.6 125
& (2.93) (>5.85) (0.06) (0.12) (0.1) (1.6) (02) (0.4) (0.185) (0:37) (0.044) | (0.352)
-g E. faecalis ATCC 29212 >1000 | >1000 | 31.3 62.5 313 125 313 62.5 15.6 313 313 313
z (5.85) (>5.85) (0.03) (0.06) (0.1) (0.4) (0.1) (02) (0.09) (0.185) | (0.088) | (0.088)
@ A. israeli ATCC 10049 >1000 | >1000 | 7.8 15.6 0.98 15.6 0.49 3.9 0.49 0.49 62.5 125
§ (>5.85) (>5.85) | (0.007) | (0.014) | {0.003) (0.05) | (0.0015) | (0.012) | (0.003) | (0.003) | (0.176) | (0.352)
S |P. acnes ATCC 11827 >1000 | >1000 | 125 500 125 500 125 125 62.5 62.5 125 500
E (>5.85) (>5.85) (0.12) (0.46) (0.4) (1.6) (0.9) (0.4) (0.37) (0.37) (0.352) | (1.408)
< | C. perfringens ATCC 13124 1.95 1.95 1:95 3:9 250 250 1.95 1.95 62.5 62.5 313 250
(0.01) (0.01) (0.002) (0.004) (0.8) (0.8) (0.006) (0.006) (0.37) (0.37) {0.088) {0.703)
C. jejunii ATCC 33291 500 >1000 | 250 500 1000 | >1000 | 31.3 125 62.5 125 62.5 62.5
(2.93) (>5.85) (0.23) (0.46) (3.2) (>3.2) (0.1) (0.4) (0.37) (0.74) (0.176) | (0.176)
H. pylori ATCC 43504 15.6 15.6 7.8 313 15.6 15.6 15.6 15.6 15.6 15.6 31.3 313
o (0.09) (0.09) (0.008) (0.03) (0.05) (0.05) (0.049) | (0.049) (0.09) (0.09) (0.088) | (0.088)
é S. typhimurium ATCC >1000 | >1000 | 15.6 62.5 313 250 15.6 313 15.6 15.6 15.6 313
£ [14028 (>5.85) (>5.85) (0.014) (0.06) (0.2) (0.8) (0.049) (0.1) (0.09) | (0.09) (0.044) (0.088) |
£ |E. coli ATCC 25922 >1000 | >1000 | 15.6 313 62.5 62.5 15.6 313 7.8 15.6 15.6 313
a5 (>5.85) (>5.85) | (0.014) (0.03) (0.2) (02) (0.049) (0.1) (0.049) | (0.09) (0.043) | (0.088)
1
£ § |P- mirabilis ATCC 12453 >1000 | >1000 | 15.6 15.6 31.3 313 15.6 313 7.8 15.6 7.8 15.6
) 3 (>5.85) (>5.85) | (0.014) | (0.014) (0.1) (0.1) (0.049) (0.1) (0.049) (0.09) (0.022) | (0.044)
g K. pneumoniae ATCC 13883 | 1000 1000 15.6 313 313 313 15.6 313 7.8 7.8 15.6 313
(o} (5.85) (5.85) (0.014) (0.03) (0.1) (0.1) (0.049) (0.1) (0.049) | (0.049) | (0.044) | (0.088)
g P. aeruginosa ATCC 9027 >1000 | >1000 7.8 15.6 62.5 125 7.8 15.6 3.9 3.9 7.8 15.6
x (>5.85) (>5.85) | (0.008) | (0.014) (0.2) (0.4) (0.025) | (0.049) | (0.025) | (0.025) | (0.022) | (0.044)
@ B. fragilis ATCC 10240 0.49 0.49 0.24 0.98 250 1000 | 0.98 0.98 15.6 62.5 15.6 62.5
(0.003) (0.003) | (0.0002) | (0.0009) (0.8) 32) (0.003) | (0.003) | (0.09) (037) (0.043) | (0.176)
§ P. intermedia ATCC 25611 1000 >1000 | 0.98 15.6 7.8 7.8 0.98 0.98 0.49 0.49 3.9 313
3 (5.85) (>5.85) | (0.0009) | (0.014) | (0.025) | (0.025) | (0.003) | (0.003) | (0.003) | (0.003) | (0.011) | (0.088) |
E F. nucleatum ATCC 25586 1.95 1.95 0.49 0.49 313 313 0.49 0.98 0.49 0.98 3.9 15.6
< (0.01) (0.01) | (0.0004) | (0.0004) (0.1) (0.1) (0.0015) | (0.003) | (0.003) | (0.006) | (0.011) | (0.044)
V. parvula ATCC 10790 1.95 1.95 3.9 3.9 62.5 62.5 1.95 1.95 7.8 15.6 3.9 31.3
(0.01) (0.01) (0.003) | (0.008) (0.2) (0.2) (0.006) | (0.006) | (0.049) | (0.09) | (0.011) | (0.088) |

Tabela 19. Wartosci MIC i MBC dla przedstawionych kultur bakterii badanych zwigzkéw kompleksowych

W jakosciowym okre$leniu aktywnosci antybiofilmowej testowane zwigzki
wykazywaty zdolno§¢ do hamowania tworzenia biofilmu tylko przy wyzszych badanych
stezeniach (rownych lub powyzej 125 mg/L). Ponadto lepszg skuteczno$¢ zaobserwowano dla
bakterii Gram-dodatnich (S. aureus) w porownaniu z Gram-ujemnymi (E. coli), co jest zgodne
z wynikami uzyskanymi w ilo§ciowym tescie fioletu krystalicznego (Rys. 60). W wynikach
metody fioletu krystalicznego eradykacja biofilmu w 50% byta obserwowana dla obu badanych
kompleksow metronidazolu z jonami srebra(I) w stezeniu 125 mg/L wobec biofilmu S. aureus.
Biofilm E. coli okazat si¢ mniej wrazliwy, a 1000 mg/L usuwal biofilm tylko na poziomie
zblizonym do 50%. W metodzie CLSM oba badane kompleksy ([Ag (MTZ)2]2SO4 - 5H,0
I [AQ(MTZ)2NOz]) w stezeniu 125 mg/L tylko nieznacznie zahamowaly wzrost biofilmu
S. aureus (Rys.61a). Struktura i gestos¢ biofilmu byly porownywalne z kontrolg, jednak
zaobserwowano zauwazalnie wigcej martwych komorek, co skutkuje bardziej zottawym
kolorem biofilmu. Oba zwigzki zastosowane w st¢zeniu 500 mg/L znacznie zmniejszyty
gestos$¢ biofilmu. Co wazne, uzyskany efekt byt zblizony do efektu, jaki daje 500 pg/mL leku

referencyjnego — soli srebrowej sulfadiazyny. Niemniej jednak, w przeciwienstwie do
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testowanych kompleksow, sol srebrowa sulfadiazyny w stezeniu 125 mg/L miata zdolnos¢
znaczacego hamowania wzrostu biofilmu S. aureus.

Co ciekawe, kontrolny biofilm tworzony przez E. coli miat niezwykle ggsta matryce
egzopolimerowg, ktora utrudniata penetracje sond DNA, uniemozliwiajac barwienie struktury
biofilmu. W zwiazku z tym kontrast Nomarskiego zastosowano dodatkowo do wizualizacji
kontrolnego biofilmu E. coli (Rys.61b). Waznym jest, ze im wyzsze st¢zenie badanych
zwigzkéw, tym lepsze barwienie biofilmu, co wskazuje, ze kompleksy maja zdolnosc
zaburzania struktury biofilmu, umozliwiajac penetracj¢ sond DNA i barwienie fluorescencyjne.
Niskie stezenia badanych zwigzkow (<125 mg/L) byty nieskuteczne lub tylko nieznacznie
naruszaly strukture biofilmu. Wyzsze stezenia (125 mg/L i 500 mg/L) komplekséw miaty
lepsza skutecznos¢ niz sol srebrowa sulfadiazyny, poniewaz biofilm zawierat wigcej martwych
komorek 1 wykazywal bardziej zottawy kolor. Obserwacja ta potwierdzita wyniki uzyskane za
pomoca testu fioletu krystalicznego, ktore wykazaly wyzsza aktywno$¢ przeciwbiofilmowa

nowych zwigzkow w pordwnaniu z lekiem referencyjnym.

S. aureus

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

[Ag(MTZ),NO;]

74,6%

719%

[Ag(MTZ),],S0,5H,0

50,0%

74,9%

72,2%

Ag-Sulfadiazine

H1000 W500 W250 W125 W625 313

(A)
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[Ag(MTZ),NO;]

49,3%

[Ag(MTZ),],50, - 5H,0

N [29,2%

29,6%
29,3%

29,3%

Ag-Sulfadiazine

20,9%

W 1000 W500 m250 ®W125 m62.5 w313

(B)

Rys.60 — Eliminacja biofilmu (%) przez rézne stgzenia testowanych komplekséw metronidazolu
z jonami srebra(l) wobec szczepow referencyjnych S. aureus (A) i E. coli (B)
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Escherichia coli
125 pg/mL

500 pg/mL

b) control (0 pg/mL)

[Ag(MTZ),] NO,

o)
F
10
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(2]
N
[
£
(=2
&

Ag sulfadiazine

Rys.61 — Jakos$ciowe okreslenie aktywnoSci przeciwbiofilmowej badanych zwigzkow przy uzyciu konfokalnej
laserowej mikroskopii skaningowej: (a) biofilm S. aureus i (b) biofilm E. coli (jasnozielona fluorescencja —
zywe bakterie z nienaruszonymi blonami komérkowymi, czerwona i z6tta fluorescencja — martwe bakterie;
kontrolny biofilm E. coli zostat zwizualizowany za pomocg kontrastu Nomarskiego jako egzopolimeryczna

matryca, ktora utrudniata penetracj¢ sond DNA

4.5 Analiza cytotoksycznosci

Dane uzyskane z pomiaru gesto$ci optycznej w testach zostaly przeksztatcone
w wartosci procentowe w odniesieniu do grupy kontrolnej, uznanej za 100% dla testow MTT,

NRU i TPC oraz 0% dla testu LDH (Rys.62).
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Rys.62 — Krzywe odpowiedzi zaleznej od stg¢zenia dla badanych zwiazkéw ocenianych w testach MTT, NRU,
TPC, LDH na komérkach Balb / ¢ 3T3 i HepG2. Wyniki wyrazono jako $rednig = SD z trzech niezaleznych
eksperymentow. * p < 0,05 w poréwnaniu z kontrola negatywna (0,1% DMSO)
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Hamujace warto$ci zdefiniowano jako stezenie zwigzku zmniejszajace o 50% absorbancje
wartosci  kontrolnych. Stezenia cytotoksycznosci (ICso) sa przedstawione w tabeli
20 . Wartosci zalezaty od stezenia zwigzku, testu i uzytej linii komorkowe;.

Balb /c3T3 HepG2
MTT NRU TPC LDH MTT NRU TPC LDH
Kompleks 219 207 = SRER 459+ 761 = 592+ : :
MTZz AgNO; | 029° 0,57 ° 0,51° 0,08 ° 107° g || e A=l
AgNO; 2,135 294 2,59% 312 648 < 618% | cozegio | 347%
0,88° 1,06 1,30 0,06 1,60° 141° 3 +38, 0,24°
MTZ > 146 > 146 > 146 > 146 > 146 > 146 > 146 > 146

Tabela 20. Stezenia hamujace (ICso, tM) okreslone sie na liniach Balb / ¢ 3T3 i HepG2 przez wykonanie testow
MTT NRU TPC i testach LDH po 72 h ekspozycji na badane zwiazki; dane przedstawione jako $rednia (n = 3) +
SEM ($rednia btedu standardowego). Rozne indeksy gorne (a, b, ¢) w jednej linii wskazuja na istotne roznice
migdzy zastosowanym testem ( p < 0,05)

Komorki Balb/c 3T3 (nie metabolizujace leku) byly bardziej wrazliwe niz komorki
HepG2 (metabolizujace lek) na dziatanie kompleksu metronidazolu z azotanem srebra().
Hamowat on istotnie ( p <0,05) aktywno$¢ mitochondrialng i dezintegracj¢ btony komoérkowe;j
komorek Balb / ¢ 3T3 poczawszy od stezenia 0,74 uM (Rys.62, Balb/c 3T3: MTT, LDH). Przy
stezeniu 3,0 uM obserwowano zahamowang aktywno$¢ lizosomalng i zmniejszong catkowitg
zawartos¢ biatka w hodowli komoérkowej (Rys.62, Balb / ¢ 3T3: NRU, TPC). W przypadku
komorek HepG2 to samo stgzenie (3,0 uM) zmniejszato rdwniez catkowitg zawarto$¢ biatka
w hodowlach komoérkowych (Rys.62, HepG2: TPC). Przy wyzszym stezeniu 6,0 pM
odnotowano znaczace (p < 0,05) efekty w innych uzytych punktach koncowych (Rys.62,
HepG2: MTT, NRU, LDH).

Poréwnujac potencjat cytotoksyczny kompleksu metronidazolu z azotanem srebra(I) dla
komorek PANC-1, stwierdzilismy wraz z zespotem, ze [Ag(MTZ).NOs] wykazywatl nieco
wyzsza aktywno$¢ cytotoksyczng niz azotan srebra(l) (ICso=14,53; 1Cs50=13,14 vs.
ICs50=16,21). W przypadku linii 1.2B4 jon srebra(I), zarbwno w postaci azotanu srebra(I)
(1C50=8,79), jak i [Ag(MTZ)2NOs] (IC50=9,98) wykazywal podobny potencjat
cytotoksyczny. Wyniki moga sugerowaé, ze metronidazol nie zwigkszal potencjatu
cytotoksycznego jonu srebra(I) w komoérkach 1.2B4. Nalezy rowniez zauwazy¢, ze
indywidualne wartosci ICsp dla azotanu srebra(l) 1 jego kompleksu byty nizsze dla komoérek
1.2B4 niz dla komoérek PANC-1, co sugeruje, ze komorki 1.2B4 byly bardziej wrazliwe na jony
srebra(l). Dane uzyskane dla kontroli pozytywnej ujawnily, ze potencjal cytotoksyczny
cisplatyny byl wyzszy w stosunku do komoérek PANC-1 (ICso=11,76) w pordéwnaniu
z komorkami 1.2B4 (1C50=19,71) (Rys.63).
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Rys.63 — Cytotoksyczna aktywno$¢ azotanu srebra(I) (AgNO3z), metronidazolu, i [Ag (MTZ)2NOs] wobec
komorek PANC-1 i 1.2B4 . Komorki traktowano badanymi zwigzkami w zakresie stgzen 0-300 uM, a jako
kontrolg pozytywna zastosowano cisplatyng (0—100 uM). Po 72 godzinach inkubacji cytotoksycznos¢ okreslono
za pomoca testu MTT. Dane wyrazono jako $rednie = SD z trzech do pigciu niezaleznych
eksperymentow. * p <0,05; ** p <0,01, *** p <0,001 w poréwnaniu z komorkami
nietraktowanymi (kontrola negatywna)
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Wyniki wskazuja, ze ludzkie komorki raka (HepG2 1 Caco-2) byty bardziej wrazliwe na
nowy zwiazek kompleksowy [AQ(MTZ)2]SO4 niz nienowotworowe fibroblasty Balb / ¢ 3T3
(Tab.21). Uzyskane wartosci stgzen cytotoksycznych (ICso) wykazaty, ze badany kompleks
[Ag(MTZ)2]2S04 (2,63-4,63 uM) jest dwukrotnie bardziej toksyczny dla komoérek rakowych
niz [Ag(MTZ):NO3] (4,12-> 10 uM) (Tab.21). Wartosci te byly nizsze w pordéwnaniu
z wartosciami ICsq dla cisplatyny (<0,1-5,20 uM) na badanych komodrkach. Warto zauwazyc¢,
ze wartosci ICsg dla [Ag(MTZ)2].SOs4 byly nizsze w tescie MTT, NRU i TPC w komoérkach
HepG2 oraz we wszystkich testach w komorkach Caco-2 w poréwnaniu z wartosciami
uzyskanymi dla Ag.SOs (3.13-> 10 uM). Jednak odwrotng sytuacj¢ zaobserwowano
w przypadku nienowotworowych komorek Balb/c 3T3. Ag2SOs4 byl dwukrotnie bardziej
toksyczny (1,92-2,57 uM) niz zwiazek [Ag(MTZ)2].SO4 (4,06-4,53 uM). Wyniki zestawiono
w tabeli 21. Litery (a, b, ¢) w liniach komorkowych wskazuja na istotne roéznice (p < 0,05)
miedzy kulturami komérkowymi dla odpowiedniego testu; <0,01 - warto$¢ ICso byta ponize;j
0,01 uM (najnizsze badane stgzenie); > 10 - Wartos¢ ICso wynosita ponad 10 uM (najwyzsze

badane stgzenie).

HepG2 Caco-2 Balb/c 3T3

MTT | NRU | TPC | LDH | MTT | NRU | TPC | LDH | MTT | NRU | TPC | LDH

2.88 | 293 | 313 | 3.020 | 2732 | 263 | 305 | 2612 | 417 | 406> | 429 | 453
[AgMTZ):LSOs |08 | 4029 | 012 | 007 | £033 | 040 | 2014 | 2057 | +0.13 | +0.14 | £0.30 | 020
803 | 8240 | >10 | 445 | 7322 | 6962 | 8620 | 4422 | 2425 | 217> | 204> | 4210
[AgMTZ)INOs |50 | +0.20 +029 | +0.38 | £043 | 050 | +042 | +0.63 | +022 | +0.44 | +0.49
>10 | >10 | >10 | 313 | 9.01a | 7232 | 823+ | 742> | 1926 | 2570 | 239 | 256
Ag:SO: +023 | 053 | 020 | 046 | 003 | £0.19 | £0.26 | +036 | +0.17
5500 | 5062 | >10 | 3.06° | 5402 | 3.85 | 549 | 3202 | 2726 | 2.826 | 2920 | 3.600
AgNOs +033 | +0.24 +027 | +0.55 | +043 | 050 | 020 | 023 | 028 | +0.04 | +0.26

MTZ >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10

360 | 5200 | 2000 | <01 | 9126 | 3300 | 5300 | >10 | >10 | >10 | >10 | >10

Cisplatin +13 | 04 | 208 08 | 02 | 05

Tabela 21. ICso (uM) badanych zwigzkoéw okreslone za pomocg testow MTT, NRU, TPC i LDH
po 72 h ekspozycji komoérek HepG2, Caco-2 i Balb/c 3T3. Dane przedstawiono jako §rednig = SD, n=3
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5. Dyskusja 1 wnioskKi

Naukowcy wcigz poszukuja nowych zwigzkow chemicznych o pozadanych
wlasciwosciach biologicznych, modyfikujac strukture znanych od dawna czasteczek lub
tworzagc nowe addukty z substancji o dobrze udokumentowanym dziataniu. W wielu
dotychczasowych badaniach okreslono wtasciwosci chemiczne i1 biologiczne zwigzkéw
koordynacyjnych pochodnych imidazolu oraz metali przejsciowych, w tym srebra [87].
Wigkszo$¢ badan dotyczy wiasciwosci chemicznych i1 biologicznych znanego juz kompleksu
metronidazolu z azotanem srebra(l) o wzorze [Ag(MTZ)2NOz]. Jednak [Ag(MTZ)2].SOs nie
zostal wezesniej zsyntetyzowany i zbadany by¢ moze ze wzgledu na fakt, ze AgoSOg jest sola
stabo rozpuszczalng w wodzie i innych rozpuszczalnikach. Postanowilem zsyntetyzowaé
1 okresli¢ wtasciwosci chemiczne i fizyczne nowego kompleksu, w tym jego rozpuszczalnosé.
[Ag(MTZ),]2S04 jest lepiej rozpuszczalny w wodzie w porownaniu z AgzSOs, podnosi roéwniez
rozpuszczalno$¢ MTZ na skutek formowania adduktu, co bylo wyraznie widoczne podczas
reakcji syntezy.

Wazng cechg potencjalnych zwigzkoéw biologicznie czynnych jest ich stabilnos¢. Moja
praca wykazata, ze badane kompleksy [Ag(MTZ):NOs] i [Ag(MTZ):].SOs wykazuja
wzgledem siebie podobng fotostabilno$¢ zaréwno w Swietle dziennym, jak 1 UV-A, ale duzo
wyzszg niz czyste sole srebra(l). Kazdy z nich jest rozpuszczalny w wodzie, co stanowi ich
zalete w kontek$cie opracowywania formulacji postaci leku jako roztwory lub masci typu
emulsji. Badania zostaty rozszerzone i wraz z zespolem Profesor Starek, ktorego bylem
cztonkiem, oceniliSmy wplyw réznych warunkéw Srodowiska (temperatura, pH, obecno$¢
srodka utleniajacego) na poszczegdlne substancje tj. wolny ligand oraz oba zwigzki
kompleksowe. Udato si¢ ponownie potwierdzi¢, ze kompleksy wykazywaty wyzszg stabilno$¢
niz czyste sole [190].

Zmodyfikowana, szybka i wygodna droga syntezy zwigzku koordynacyjnego azotanu
srebra(I) z metronidazolem data mozliwo$ci zastosowania jej w pracy farmaceuty-praktyka
podczas wykonywania zadan zawodowych w warunkach funkcjonowania rzeczywistej apteki
z mozliwo$cig wykorzystania do stworzenia czterech postaci lekéw zgodnie z przepisem
lekarza na receptach. Jest to interesujace ze wzgledu na medyczne znaczenie eksperymentu,
ktory okazuje si¢ obiecujagcym, poniewaz dostarcza dowodoéw na praktyczne zastosowanie.
Rowniez opracowany przeze mnie pO raz pierwszy jednoetapowy proces syntezy

[AQ(MTZ)2]2S04 jest szybki, tatwy i zapewnia wysokg jako$¢ produktu. Prace dotyczace
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nowego zwigzku koordynacyjnego wymagaja kontynuacji zarowno na polu nauk chemicznych,
farmaceutycznych, jak i biologicznych. Uzyskanie kompleksu, badania rentgenostrukturalne
i okreslenie podstawowych cech fizykochemicznych pozwolity na ich rozpoczecie
1 w pierwszej kolejnosci ocene wlasciwosci biologicznych, a mianowicie cytotoksycznosci
wobec ludzkich linii komoérek nowotworowych i prawidlowych fibroblastow myszy oraz
aktywnosci mikrobiologicznej. Celem badan bylo roéwniez pordéwnanie wiasciwosci
chemicznych, cytotoksycznych i1 mikrobiologicznych obu kompleksow metronidazolu:
z azotanem srebra(l) i z siarczanem srebra(l) oraz metronidazolem i czystymi solami srebra(l).

Analizy cytotoksycznos$ci sg podstawowym etapem badan przedklinicznych substancji,
ktore w przysztosci moga sta¢ si¢ substancjami biologicznie czynnymi [180,191,192]
i dostarczaja podstawowych informacji o mechanizmie dziatania badanego zwiazku jako
potencjalnego leku. [181,184,193,194]. Do wstepnej oceny potencjatu przeciwnowotworowego
badanych kompleksow wraz z zespotem wykorzystatem normalne komorki myszy (Balb/c 3T3)
oraz ludzkie linie komorek nowotworowych (HepG2, Caco-2). Linia komdrkowa HepG2 jest
szeroko stosowana jako parametr do przewidywania toksycznosci [195]. W badaniu
wprowadziliSmy rowniez lini¢ komodrkowa Caco-2, ktérej komorki dziela si¢ spontanicznie
w hodowli, tworzac monowarstwy dojrzatych enterocytow jelitowych [196]. Uzywane sa one
jako model bariery jelitowej w badaniach toksykologicznych in vitro. Uzyskane wyniki
jednoznacznie wskazuja, ze potaczenie metronidazolu z Ag,SOs wykazuje wyzsza
cytotoksycznos¢ wobec komorek nowotworowych niz potgczenie metronidazolu z AgNOs.
| odwrotnie, [Ag(MTZ)NOs] indukowat $mieré¢ normalnych komorek skuteczniej niz
[AQ(MTZ),]2S04. Obserwacje te moga sugerowac, ze na roznice w potencjale cytotoksycznym
badanych kompleksow moga wptywac roézne przeciwjony. Z drugiej strony odnotowaliSmy
wyzsza cytotoksycznos¢ AgNOs niz Ag2SOs w przypadku komoérek nowotworowych
1 porownywalng w przypadku fibroblastow. Obserwacje, ze azotan srebra wywiera dziatanie
cytotoksyczne na roézne komorki nowotworowe, sa zgodne z wynikami innych autorow.
Wykazano w nich, ze warto$¢ ICsp po 72 h ekspozycji na azotan srebra wynosita 5 uM dla
komorek raka piersi, 6,6 uM dla komorek raka watroby, 13,5 uM dla komorek raka ptuc, 35
uM dla komorek raka jajnikow, 50 uM dla linii komorkowych raka szyjki macicy [69,197-199].
Wedlug najlepszej wiedzy calego zespotu i mojej wlasnej nie ma badania pordwnujacego
cytotoksyczno$¢ kompleksow srebra(l) zawierajacych MTZ jako ligand 1 rézne przeciwjony.
Mozna odnie$¢ si¢ jednak do badan wykonanych przez Stryjska 1 wspotautoréw, w ktorych
poréwnano potencjal cytotoksyczny dla komoérek HepG2 i fibroblastow z uzyciem kompleksow

srebra(l) zawierajacych mikonazol (MCZ) jako ligand oraz AgNO3z i AgCIO4. Wyniki testow
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MTT, NRU, LDH i TPC wykazaly, ze cytotoksycznos¢ dla obu komplekséw nie roznita si¢
istotnie, co sugeruje, ze rézne przeciwjony nie miaty wptywu na cytotoksyczno$¢ w tym
badaniu. Z kolei skutecznos¢ indukowania §mierci komorek HepG2 i fibroblastow byta rézna
dla kompleksow z tg samg solg srebra(I) (AgNO3), ale roznymi ligandami. [Ag(MCZ)2NOs]
wykazat lepsza skuteczno$¢ eliminacji komorek rakowych HepG2 1 nizszg toksycznos$¢ wobec
fibroblastow Balb/c 3T3 w poréwnaniu do kompleksu metronidazolu z azotanem srebra(l)
[Ag(MTZ)2:NOs]. Ponadto kompleksy MCZ z AgNOs i MTZ z AgNOs byly bardziej
cytotoksyczne dla komérek nowotworowych HepG2 w poréwnaniu z wolnymi ligandami [53].

Jedno z naszych poprzednich badan dowiodlo, ze komorki HepG2 wykazywaly
podobng wrazliwos¢ na [Ag(4-OHMePy)2]NOz i [Ag(MTZ).NOs], podczas gdy fibroblasty
myszy byly ogdlnie bardziej wrazliwe na [Ag(MTZ)2NO3]. Co ciekawe, dla ludzkich komodrek
raka trzustki, PANC-1 i 1.2B4, udowodnitem wraz z zespolem Profesor Sliwinskiej, ze
[Ag(MTZ).NOs] i [Ag(4-OHMePy)2]NO3 maja podobny potencjat cytotoksyczny. Z drugiej
strony wyniki te moga sugerowaé, ze wlaczenie tej samej soli srebra(I) do réznych ligandow
nie réznicowato aktywnosci cytotoksycznej [70].

Zakazenia wywolane przez bakterie beztlenowe moga by¢ powazne i czgsto zagrazaé
zyciu. Beztlenowce kolonizujg skore i sa gldownym sktadnikiem mikrobiomu bton sluzowych,
majg wigc charakter endogenny [200]. Leczenie infekcji beztlenowych jest skomplikowane ze
wzgledu na ich wielodrobnoustrojowy charakter. Na ogot izoluje si¢ je zmieszane
z tlenowcami, wtedy wybrany §rodek przeciwdrobnoustrojowy powinien obejmowac spektrum
dziatania wobec obu grup patogenow. Najskuteczniejszymi Srodkami przeciw anaerobom sa:
metronidazol, karbapenemy, chloramfenikol, potaczenia penicyliny i beta-laktamazy,
tygecyklina, cefoksytyna i klindamycyna [200]. Jednak powszechne stosowanie, naduzywanie
1 niewlasciwe stosowanie srodkéw przeciwdrobnoustrojowych w ciggu ostatnich 80 lat byto
zwigzane z ekspansjg opornosci na wymienione leki [201]. Natychmiast potrzebne sg strategie
przeciwdrobnoustrojowe zdolne do przezwyci¢zenia rozwoju oporno$ci oraz innowacyjne
nowe podejscia. Szeroki zakres dzialania komplekséw metronidazolu udato si¢ wykazac taczac
go z solami srebra. Kompleksy testowane w moich badaniach wraz z zespotem Profesor
Korony-Gtowniak potencjalnie oferuja dodatkowe mozliwosci leczenia zakazen wywotanych
mieszanymi patogenami Gram-dodatnimi, Gram-ujemnymi, tlenowymi i beztlenowymi lub
opornymi na konwencjonalng antybiotykoterapig.

Wyzsze aktywnos$ci cytotoksyczne 1 przeciwdrobnoustrojowe badanych kompleksow
srebra(l) w porownaniu z czystg solg srebra(I) lub wolnym ligandem moga by¢ zwigzane z ich

wiasciwosciami chemicznymi. Liczne badania wykazaly, ze kompleksy srebra(I) oraz ztota(I)
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charakteryzuja si¢ wyzszg biodostepnoscia i przedtuzonym uwalnianiem jonoéw odpowiednio
srebra Ag* lub ztota Au™ [202-208]. Powstawanie nowych wigzan chemicznych miedzy Ag—N-
heterocykli spowalnia uwalnianie metalu w zalezno$ci od proceséw degradacji i/lub redoks
kompleksu. W efekcie znacznie wzrasta stabilno$¢ i okres pottrwania kompleksow srebra(l)
z ligandami N-heterocyklicznymi [209]. W konsekwencji nastepuje stopniowe i dluzsze
uwalnianie aktywnych jonéw Ag(I) z kompleksow, wzmacniajac oddziatywanie z komérkami
eukariotycznymi, bakteryjnymi i mitochondriami, enzymami i kwasami nukleinowymi DNA
lub RNA [87]. Takie dziatania wykazujg poprawe skuteczno$ci komplekséw Ag(I) zwiekszajac
cytotoksyczno$¢ wobec komorek nowotworowych i prawidlowych oraz aktywno$¢
przeciwbakteryjng. Ponadto stwierdzono, ze kompleksy Ag(I) zyskuja nowe wiasciwosci
biologiczne, a mianowicie dzialanie przeciwgrzybicze, gdyz ani sole srebra(l), ani niektore
ligandy nie majg tej wasciwosci [89,210].

W jednej z prac Zespotu Profesora Ochockiego badaliSmy wlasciwosci
przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze kompleksow metronidazolu z solami srebra()
zawierajacymi rozne przeciwjony. Stwierdzilismy, ze kompleksy srebra(l) z metronidazolem
wykazywaly oprocz dziatania przeciwbakteryjnego dziatanie przeciwgrzybicze. Co wigcej,
rodzaj przeciwjonu miat istotny wptyw na skuteczno$¢ dziatania przeciwdrobnoustrojowego
[89]. Ponadto same pochodne azolowe sg bardzo interesujacymi zwigzkami ze wzglgdu na ich
wlasciwosci cytotoksyczne in vitro [180,211-213]. Ich wiasciwos$ci mozna regulowac poprzez
taczenie z roznymi ligandami [53,70,91,192], co daje szeroki horyzont do dalszych poszukiwan
1 badan z tym zwigzanych.

Lek recepturowy sporzadzany w aptece na podstawie recepty lekarskiej z okreslonym
sktadem, stanowil jeszcze niedawno podstawowy arsenal terapeutyczny w dermatologii.
Przemyst farmaceutyczny oferujacy obecnie szeroka game preparatdow gotowych nie jest
jednak w stanie zaspokoi¢ wszystkich potrzeb pacjentow wiaczajac czynniki wspoétistniejace
podczas choroby takie jak: atopie, dermatozy, reakcje alergiczne az po zwyczajnie zia
odpowiedz na leczenie lekiem wytwarzanym seryjne przez zaktady produkcyjne. Receptura
1 opracowanie wiasciwych formulacji postaci leku wcigz zatem daje unikalng szanse
indywidualizacji leczenia, ktore jest dedykowane konkretnemu pacjentowi ze schorzeniem
niepoddajagcym si¢ zadnemu z przepisanych wczesniej lekow i trudno wyobrazi¢ sobie
dermatologa czy okulisty, ktory nie korzysta z dobrodziejstw receptury aptecznej. Nie mozna
zapominac, ze pewne potaczenia substancji czynnych, odpowiednie dopasowanie podtoza oraz

niezwykle niska cena, wynoszaca w chwili redagowania tej pracy, po refundacji tylko 14 zt
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[214], sa wcigz wyznacznikami receptury jako unikalnego or¢za w reku doswiadczonego
lekarza specjalisty.

Tradzik ré6zowaty jest powszechng przewlekla dermatoza twarzy o réznych postaciach
w czterech podtypach, ktore rdznig si¢ znacznie w odpowiedziach na strategie terapeutyczne.
Az 60% pacjentow ze skornym tragdzikiem rézowatym cierpi na tradzik r6zowaty oczny. Czesto
nie ma korelacji migedzy stopniem tradziku ré6zowatego ocznego i skornego, a tradzik rézowaty
oczny (podtyp 4) moze wystepowac samodzielnie [215]. Lagodne formy tradziku rézowatego
fatwo reaguja na miejscowe leki 1 higieng powiek, podczas gdy ciezsze formy reaguja znaczaco
dopiero na doustne antybiotyki. Do miejscowego leczenia tradziku rozowatego zatwierdzono
brymonidyne, metronidazol, kwas azelainowy, iwermektyne, nadtlenek benzoilu,
klindamycyng i erytromycyng. Obecnie coraz cz¢sciej jako leczenie pierwszego wyboru stosuje
si¢ ogbdlnoustrojowa niska dawke doksycykliny (40 mg/dobg). W przypadku opornosci na te
terapie, przeciwwskazan lub skutkéw ubocznych, dostgpne sa rozne alternatywne,
nierejestrowane terapie. Miejscowe preparaty metronidazolu stosowane sa od 1980 roku
w postaci masci w leczeniu infekcji powiek w przebiegu tradziku rézowatego. Zalecane
stezenie preparatu waha si¢ w granicach 0,75-1% 1 stosuje si¢ przez 3 miesigce raz dziennie
[215,216]. Wysoka skuteczno$¢ i niska toksyczno$¢ stabilnego 1% zelu wodnego
z metronidazolem w leczeniu tradziku rézowatego zostala juz wczes$niej udowodniona. Liczba
dzialan niepozadanych byta mniejsza niz powszechnie stosowanego 15% kwasu azelainowego.
Dziatania niepozadane terapii metronidazolem obejmuja swedzenie, podraznienie i sucho$¢
skory. Ponadto uwaza si¢, ze miejscowy metronidazol moze by¢ tak samo skuteczny jak
doustna tetracyklina [216] lub 5% nadtlenek benzoilu w potaczeniu z 3% Zelem z erytromycyny
[217]. Z punktu widzenia farmakokinetyki, farmakodynamiki oraz metabolizmu lekow,
szczegolnie u pacjentéw starszych z wielochorobowoscia 1 wielolekowoscia, szalenie wazne
jest ograniczenie przyjmowania kolejnych doustnych postaci lekéw. Daje to mozliwos¢
uniknigcia wielu interakcji lekowych oraz tzw. kaskad przepisywania [218-221].

Wedtug wiedzy zespotu Profesora Jurowskiego, wraz z ktorym prowadzitem badania,
nie ma w piSmiennictwie doniesien dotyczacych leczenia powiktan okulistycznych tradziku
rézowatego kroplami z metronidazolem. Dotychczas opisano stosowanie kropli do oczu
z metronidazolem u ludzi w leczeniu petzakowego zapalenia rogowki [222]. Innowacja
przeprowadzonych 1 przedstawionych przeze mnie wraz z zespolem badan jest roOwniez to, ze
jako pierwsi na §wiecie zbadalisSmy kliniczne zastosowanie kropli metronidazolu w potaczeniu
z jonami srebra(I) dzigki wykorzystaniu metody ,,one-step” podczas formulacji tej postaci leku.

Prace innych autoréw wykazaty, Zze krople z metronidazolem, ze wzgledu na jego powolne
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przenikanie przez btony lipofilowe i1 hydrofilowe oraz brak zdolnosci do penetracji rogdéwki
zwierzecej, wydaja si¢ by¢ szczegolnie przydatne w leczeniu zewnetrznych infekcji przedniej
powierzchni oka [223]. Badania eksperymentalne nie wykazaly zZadnej toksycznosci
metronidazolu ani opdznionego gojenia ran rogdéwki przy stezeniu leku 2,0 mg/ml lub
mniejszym [224]. Wykazano rowniez, ze miejscowe podawanie metronidazolu zmniejsza
neowaskularyzacje rogowki [225].

Zwiazki srebra w okulistyce sa stosowane od 1881 roku w celu zapobiegania
gonokokowemu zapaleniu spojowek jako metoda Credé’go [78,226]. W opracowanej przeze
mnie formulacji kropli do oczu zastosowali$my czterokrotnie nizsze st¢zenie roztworu azotanu
srebra(I) niz w procedurze Credé’go, co znaczaco mogto przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia
wystepujacych powiktan w postaci zapalenia spojowek wywotanego czynnikami chemicznymi
[78]. W ciagu 3 miesiecy trwajacego badania nie wykrylisSmy przypadkow zaostrzenia objawow
choroby ani niepozadanych skutkow terapii. Umiarkowane objawy dyskomfortu zgtaszane
przez pacjentdw po zastosowaniu leku ustepowaty po kilku minutach. Biaty osad na powiekach
byt dla nas przewidywalny, poniewaz pochodzit z reakcji chemicznej wytrgcania chlorku
srebra(]) po kontakcie z filmem tzowym. U wszystkich pacjentow zaobserwowali§my poprawe
ostrosci wzroku i znaczne zmniejszenie subiektywnych objawdw zapalenia. Obiektywna ocena
filmu izowego roéwniez ulegata poprawie w kazdym kolejnym badaniu kontrolnym. Po
3 miesigcach terapii objawy zapalenia powierzchni oka nadal byty obserwowane, jednak byty
one istotnie nizsze od poczatkowych. Pozytywnym efektem jest rowniez odroczenie
przeszczepu rogdwki, zmniejszenie kurczu powiek oraz eliminacja ogdlnej antybiotykoterapii.

Azotan srebra(I) jest sola mocnego kwasu 1 ulega hydrolizie w roztworach wodnych.
Produktami hydrolizy sa protony obnizajagce pH roztworu. Podobnie kompleks metronidazolu

ze srebrem (1) w postaci soli azotanowej ulega hydrolizie w czasie (Schemat 4).

H,O
[Ag(MTZ),INO4 . [AgMTZ),]" + NOjz

2 [Ag(MTZ),]” + 3H,0 A920¢ + 2H,0" + AMTZ

Schemat 4. Dysocjacja kompleksu metronidazolu z azotanem srebra(l) oraz hydroliza kationu kompleksowego

Wazna cecha kropli do oczu jest ich zgodno$¢ z pH plynu tzowego, zbyt niskie pH powoduje
dyskomfort dla pacjenta poprzez wywotywanie uczucia pieczenia lub klucia. Pozadane pH
w kroplach do oczu osigga si¢ poprzez dodanie roztworu buforowego, ktéore ponadto

zapewniaja odpowiednie wlasciwosci izotoniczne, jak przedstawilem wczesniej w czesci
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teoretycznej. Farmakopea Polska XIlI zaleca stosowanie izotonicznych buforéw
fosforanowowych do uzyskania pH w zakresie 6,0-8,0 oraz buforow boranowych do uzyskania
pH 5,0-10,6, ale nie jest to mozliwe w przypadku soli i kompleksoéw srebra. Dochodzi wowczas
do reakcji polegajacych na wytrgcaniu bardzo trudno rozpuszczalnych soli srebra(I), takich jak
borany (Schematy 5 i 6) lub fosforany (Schemat 7), ktoére nie majg wlasciwosci
terapeutycznych, powoduja, ze roztwor staje sie zawiesing z czastkami, ktore moga podraznic¢

oko.

2[AgMTZ),]" + 280, —— 2[Ag(MTZ)2]BOZ¢/

+ -
2[AgMT2),]" + 280, — = 2[Ag(MTZ),]BO, |
Schemat 5. Reakcja stracania stabo rozpuszczalnego kompleksu w postaci soli metaboranowe;j
2[AMTZ)IBO, + 3H,0 ——= Ag;0| + 2H,BO, + 4MTZ

Schemat 6. Rozktad kompleksu metronidazolu z metaboranem srebra(l).

3 [Ag(MTZ)2]+ + H,O + HPO42_ [Ag(MTZ)2]3PO4¢/+ H3O+

3[AIMTZ),]" + 2HPO,” [Ag(MTZ)Z]sPOA/ + H,PO,

Schemat 7. Reakcja strgcania stabo rozpuszczalnego kompleksu w postaci soli ortofosforanowe;j

Odpowiednie pH osiagnatem bez ryzyka wytracenia tlenku srebra(I) przez dodanie
wodorotlenku sodu, co jest praktyka stosowang w przemystowej produkcji kropli do oczu.
Dostateczna ilos¢ wodorotlenku sodu wigze nadmiar protonéw w kropli 1 umozliwia
podniesienie pH do pozadanego poziomu. Nadmiar jonow H3O" zostat zwigzany przez aniony
OH", ktore powstaja w wyniku catkowitej dysocjacji wodorotlenku sodu. Stan réwnowagi
ustala si¢ przy pH = 6,9-7,1. Roztwor pozostaje bezbarwny i przejrzysty, a jony [Ag(MTZ)2]"
sg obecne w W nim obecne. Okres uzytkowania wytworzonego produktu dla poszczegolnych
pacjentow wynosi 1 miesigc od momentu otwarcia butelki, co jest ogélnie przyjeta zasadg dla
kropli do oczu i standardéw farmaceutycznych na catym $wiecie. Dopiero po 6 miesigcach
przechowywania w temperaturze pokojowej w przygotowanej postaci leku zaczat pojawia¢ si¢

tlenek srebra(I). Podczas prowadzenia badan i podczas redagowania pracy nie udato mi si¢
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natkng¢ na zadng publikacje czy opracowanie, ktore wykorzystywaloby podobng metode
modyfikacji pH w kroplach do oczu zawierajacych srebro(I). FP XII podaje jedynie roztwor
azotanu potasu jako izotonizujacy, z ktorym azotan srebra(l) jest zgodny w fazie
farmaceutycznej [36].

Pod wzgledem biologicznym badania in vitro oraz in vivo nad nablonkiem
barwnikowym siatkdwki z zapaleniem wnetrza gatki ocznej na modelach myszy i krolika
potwierdzaja biokompatybilno$¢ komodrkowa i dziatanie przeciwbakteryjne nanomateriatow
kompleksu srebra. Dodanie nanoczgstek Ag-NP do AuAgCu.0-bromfenak sodu do terapii
fotodynamicznej pozwala na wzmocnienie dziatania przeciwbakteryjnego przeciwko
Escherichia coli, Staphylococcus aureus i metycylinoopornemu S. aureus w synergicznym
leczeniu pooperacyjnego zapalenia wngtrza gatki ocznej po operacji zaCmy [227,228]. Ag-NPs
sprzezone z kwasem oleinowym lub wildagliptyng wykazuja dziatanie p/akantamebiczne, ktore
mozna zastosowaé terapeutycznie przeciwko Acanthamoeba castellanii, patogenowi
oportunistycznemu, ktéry jest zwigzany z zapaleniem rogoéwki oka uszkadzajacym wzrok
i rzadkim, ale $miertelnym zakazeniem osrodkowego uktadu nerwowego [229,230]. By¢ moze
zsyntetyzowany przeze mnie nowy kompleks metronidazolu z siarczanem srebra(l)
w przyszlodci stanie si¢ dobrym materiatem do badan zastosowania go w okulistycznych
postaciach leku, podobnie jak kompleks z azotanem srebra(l).

Wiasciwosci fizykochemiczne substancji czynnej oraz grubo$¢ warstwy naskorka sg
podstawowymi parametrami okre§lajgcymi penetracje leku do skory [231]. Zastosowane
podtoze, rozpuszczalnik czy tenzydy moga wpltywaé na przenikanie substancji leczniczej,
a parametrami okre$lajagcymi ten proces s3a bez watpienia: wspdlczynnik podziatu
skora/podloze (powinowactwo do substancji leczniczej, przenikanie rozpuszczalnika) oraz
wspotczynnik dyfuzji (wlasciwo$ci osmotyczne). Lipidy warstwy rogowej naskorka sa
tworzone przez co najmniej 6 réznych rodzajow ceramidow, kwasy tluszczowe i cholesterol
[232]. Lipidy tworza podwojne uporzadkowane warstwy laminarne, ktérych budowa i stan ma
bardzo istotne znaczenie dla proceséw przenikania [233]. Roéwnocze$nie z wszelkimi
badaniami dotyczacymi struktury naskorka poszukuje si¢ wciaz promotoréw wchtaniania, ktore
bedac sktadnikami postaci leku obok substancji czynnej ulatwiaja jej penetracje i/lub
przenikanie [234]. Wéréd nich mozna wymieni¢ np.: DMSO, jedno- i wielowodorotlenowe
alkohole, alkany, kwasy tluszczowe, estry, aminy i amidy, terpeny, cyklodekstryny i tenzydy
[237-238], nad ktorymi pracowano w latach 90. XX wieku. Tenzydy, czgsto stosowane
w preparatach farmaceutycznych oraz kosmetycznych, réwniez moga mie¢ wplyw na

przenikanie substancji biologicznie czynnej poprzez wigzanie z proteinami wystepujacymi
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w warstwie rogowej naskorka. Zaré6wno anionowe, jak 1 kationowe, wigc jonowe tenzydy,
mogg jednak powodowaé miejscowe podraznienia skory. Tween jest tenzyden niejonowym, nie
dochodzi podczas jego stosowania do podraznien. W opracowanej przeze mnie formulacji zelu
do uzytku zewnetrznego zastosowatem glikol oraz etanol jako substancje pomocnicze. Kazdy
z nich moze wplywacé na polepszenie wchtaniania kompleksu metronidazolu z azotanem srebra,
ktory jest remedium cardinale tej postaci leku.

W celu uzyskania poprawy wchtaniania w masci do uzytku zewngtrznego kuszacym
bylo zastosowanie DMSO jako rozpuszczalnika, a jednocze$nie substancji peknigcej rolg
promotora wchlaniania. Dimetylosulfotlenek (DMSO) moze by¢ jednak ligandem
sulfoksydowym  podobnie jak BEZE  (1,2-bis(etylosulfinylo)-etan) i  TMSO
(tetractylenosulfoksyd), ktore koordynujac wraz z metronidazolem daja kompleksy, np.
0 wzorze RuCIly(BEZE)(MTZ), [239]. Rozpoczete przeze mnie badania w zakresie
opracowania formulacji postaci lekoéw zawierajacych kompleks metronidazolu z azotanem
srebra(I) sa wstepem i zamierzam je kontynuowacé w przysztosci. Wowczas mozliwym bedzie
odpowiedz na pytanie czy zsyntetyzowany kompleks jest na tyle stabilny i trwaty, aby nie

dochodzito do wymiany liganda podczas uzycia DMSO jako promotora wchtaniania.

Podsumowujgc, w pracy zaprezentowatem badania, ktore pozwalaja na sformulowanie

nastepujacych wnioskow:

e uproszczona synteza kompleksu MTZ z azotanem srebra(l) 1 opracowanie jej ze zmiang
rozpuszczalnika jako metody ,one-step” pozwala na wykorzystanie jej
w przygotowywanych ex tempore postaciach leku;

e whasciwosci przeciwbakteryjne i cytotoksyczne kompleksu MTZ z azotanem srebra(l)
ulegaja rozszerzeniu w stosunku do spektrum dziatania liganda (MTZ) i czystej soli
srebra (AgNOz). Mozna mowi¢ na podstawie przedstawionych wynikow nie tyle
o synergistycznym dzialaniu, a o synergizmie hiperaddycyjnym wraz z modyfikacja
kierunkow dziatania;

e synteza nowego kompleksu MTZ z siarczanem srebra(l) daje produkt wykazujacy
podobne wiasciwosci do kompleksu z azotanem srebra(l), ale przeciwjon moze miec¢
istotny wplyw na sife 1 spektrum jego dzialania;

e kompleksy MTZ z azotanem i siarczanem srebra(l) wzgledem siebie wykazuja

odmienng budow¢. W kompleksie MTZ z azotanem jon NOs nalezy do strefy
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koordynacyjnej, natomiast w kompleksie z siarczanem, zgodnie z zaproponowang
strukturg, jon SO4>" znajduje sie poza strefg. Dodatkowo nowy kompleks krystalizuje
w postaci pigciowodnego hydratu, ktory podczas ogrzewania traci wode
krystalizacyjna;

e mozliwe jest otrzymanie i praktyczne zastosowanie czterech postaci leku zawierajacych
kompleks MTZ z azotanem srebra(l), ktore sa trwate podczas ich przechowywania;

e stabilizowanie pH kropli do oczu ze zsyntetyzowanym zwigzkiem z wykorzystaniem
innych roztworéw buforujacych niz zalecane przez FP XII w recepturowej preparatyce
kropli do oczu, daje pozadany rezultat. Dokonano réwniez oceny trwatosci kropli do
oczu w okresie pot roku od momentu sporzadzenia,;

e nastgpuje Wzrost rozpuszczalnosci MTZ w wodzie w obecnosci soli srebra(]);

e stabilno$¢ zsyntetyzowanych kompleksow srebra jest wyzsza niz soli srebrowych,
z ktérych zostaty utworzone;

e zastosowanie HEC ze wzgledu na jej wiasciwosci fizyczne, ktore zwigzane sa
z rozpuszczalno$cig w temperaturze powyzej 60 °C, w odréznieniu od innych
pochodnych celulozy, ktorych polimery w wyzszych temperaturach stajg si¢

nierozpuszczalne, daje lek recepturowy o dobrych cechach reologicznych.

Przedstawione badania zostaty zaprojektowane 1 przeprowadzone zaro6wno z wykorzystaniem
metod wczesniej opracowanych w Zakladzie Chemii Bionieorganicznej, jak i1 dzigki mojej
wlasnej inwencji. W oparciu o spektroskopie w podczerwieni, 'H NMR, analize pierwiastkowa
1 badania rentgenostrukturalne zaproponowatem wzor sumaryczny i struktur¢ nowego zwiazku
kompleksowego. W widmach kompleksu obecne sg pasma, ktorych brak w widmie wolnego
liganda, charakterystyczne dla potaczen kompleksowych. Badania potwierdzily utworzenie
wigzan koordynacyjnych migdzy jonami srebra z odpowiednich soli a pirydynowym atomem

azotu pierscienia imidazolowego zawartego w strukturze metronidazolu.

Opracowanie formulacji postaci leku, ocena ich w obrazie mikroskopowym oraz ocena
zachowania podczas przechowywania i zastosowanie u pacjentow z dobrymi wynikami,
przebadanie zsyntetyzowanych substancji pod katem ich cytotoksyczno$ci i dziatania
mikrobiologicznego, jest zache¢ceniem do dalszych badan chemicznych, biologicznych

i farmaceutycznych, jako zwigzkow majacych wysoki potencjat terapeutyczny.
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6. Streszczenie

Srebro w czystej postaci wystepuje bardzo rzadko i prawdopodobnie ze wzgledu na ten
fakt poznane zostato przez ludzi starozytnych znacznie p6zniej niz ztoto. Jego odkrycie w okoto
1300 r. p.n.e przypisywane jest Ajakosowi, zgodnie z Kronikami Greckimi. Wtasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe srebra zostaty potwierdzone eksperymentalnie dopiero w XIX wieku,
ale obecnie metal ten 1 jego zwigzki sa szeroko stosowane w wielu dziedzinach zycia cztowieka,
w tym 1 w medycynie. Juz Hipokrates zaobserwowal, Zze ten niezwykty metal ma wlasciwosci
biologiczne w leczeniu chordb i ich profilaktyce. Fenicjanie przechowywali wode, wino 1 ocet
w srebrnych naczyniach, aby zapobiec ich zepsuciu. Przyczyna bakteriobojczych wlasciwosci
srebra wciaz nie jest do konca jasna, chociaz istniejg pewne teorie. Podczas I wojny swiatowe;j
zwigzki srebra byly uzywane do zapobiegania infekcjom, kiedy antybiotyki nie byly jeszcze
znane. Wzorcowym roztworem byt azotan srebra, ktory nastepnie zostat zastagpiony mascia
sulfadiazynowa. Wraz z odkryciem antybiotykéw i1 sulfonamidow zainteresowanie lekami
zawierajacymi srebro nieco spadto, ale obecnie nabiera nowego rozmachu. Kation srebra(l)
wykazuje dziatanie bakteriobdjcze, antyseptyczne, przeciwzapalne, §ciggajace 1 jest naturalnym
metalem bakteriobgjczym, ktory jest skuteczny wobec 650 gatunkow bakterii, a szalenie istotng
jego cechg jest slaba oporno$¢ bakterii na jego zwigzki, w przeciwienstwie do prawie
wszystkich antybiotykoéw, wobec ktérych coraz wigcej szczepow bakteryjnych nie jest
wrazliwych.

Ze wzgledu na wspomniang oporno$¢ bakterii na najnowoczes$niejsze S$rodki
przeciwdrobnoustrojowe wracamy do rozwigzan, ktore mogtyby naprawi¢ problemy wywotane
przez niewlasciwe preskrypcje, naduzywanie czy niewtasciwe stosowanie antybiotykow, co
jest ogdlnoswiatowym nieszczesciem. Chemicy, farmaceuci, biolodzy, lekarze, taczac swe sity
z inzynierami, fizykami, biotechnologami i wszystkimi Naukowcami innych specjalnos$ci,
ktorych nie sposdb wymieni¢, wciaz poszukujga nowych zwigzkdéw chemicznych o pozadanych
wlasciwosciach biologicznych poprzez modyfikacje struktur znanych od dawna czasteczek lub
tworzenie nowych adduktow z substancji o dobrze udokumentowanym dziataniu. W wielu
dotychczasowych badaniach okreslono wlasciwosci chemiczne i1 biologiczne zwigzkéw
koordynacyjnych - pochodnych imidazolu oraz metali przejSciowych, w tym srebra.

Niniejsza praca skupia si¢ na syntezie nowego zwigzku koordynacyjnego srebra(l)

0 wzorze [Ag(MTZ)2].SO4 oraz modyfikacji syntezy kompleksu o wzorze [Ag(MTZ)2NO3].
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Oba zwigzki poddano badaniom potwierdzajacym ich sktad (analiza pierwiastkowa, *H NMR,
IR), trwatos¢ w roznych warunkach przechowywania ($wiatlo dzienne, ciemnia,
promieniowanie UV-A), wlasciwosci cytotoksyczne (okre$lone z wuzyciem 5 linii
komorkowych) 1 przeciwbakteryjne (wykonane dla kilkunastu rodzajow bakterii, zard6wno
Gram-ujemnych, jak i Gram-dodatnich). Okre$litem roéwniez podstawowe wlasciwosci
fizykochemiczne takie jak temperatury topnienia, rozpuszczalno$¢ w wodzie, uwzgledniajac
mozliwoéci  praktycznego  zastosowania W  preparatyce  farmaceutycznej. Dla
nowozsyntetyzowanego kompleksu przedstawiono jego wzoér strukturalny w oparciu o badania
rentgenostrukturalne.

Zaprezentowana, nowa, uproszczona droga syntezy [Ag(MTZ):NOs] pozwolita na
opracowanie formulacji 4 postaci lekow: masci do uzytku zewnetrznego, zelu do uzytku
zewnetrznego, masci ocznej 1 kropli do oczu. Ostatnia z postaci leku zostala poddana réwniez
procesowi udoskonalenia, co pozwolito poprawi¢ komfort stosowania u pacjenta. Wykonane
w warunkach funkcjonowania rzeczywistej apteki recepturowe produkty lecznicze, ktore
stanowig indywidualne podejscie w terapii pacjenta, zostaly przebadane po katem dziatania
farmakologicznego u kilku pacjentow. Kazda z postaci lekéw zostala poddana przeze mnie
rOwniez ocenie zachowania podczas odpowiedniego przechowywania, przechowywania
niewlasciwego (w warunkach sprzyjajacych rozktadowi) wraz z uwzglednieniem standardow
farmaceutycznych, ktore zaleca Farmakopea Polska. Efektem tych prac sg przedstawione
w mojej rozprawie wyniki, ktore niosg duze nadzieje m.in. dla dermatologii i okulistyki.

Rozpoczete przeze mnie badania sg zapewne wstepem, ktory nalezy rozwijac.
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/. Summary

Pure silver is very rare in the natural environment and probably due to this fact it got
known by ancient people much later than gold. According to the Greek Chronicles, its discovery
around 1300 BC is attributed to Ajakos. The antimicrobial properties of silver were
experimentally confirmed only in the 19th century, but nowadays this metal and its compounds
are widely used in many areas of human life, including medicine. It was Hippocrates who had
already observed that this remarkable metal has biological properties in the treatment and
prevention of diseases. The Phoenicians kept water, wine, and vinegar in silver pots to prevent
them from spoilage. Why silver has bactericidal properties is still not entirely clear, although
there are some theories. During World War 1, silver compounds were used to prevent infection
as antibiotics were not known then. The standard solution was silver nitrate which was later
replaced with sulfadiazine ointment. With the discovery of antibiotics and sulfonamides, the
interest in silver-containing drugs has decreased , but is now gaining new momentum. The silver
(1) cation has a bactericidal, antiseptic, anti-inflammatory and astringent effect, it is a natural
bactericidal metal that is effective against 650 species of bacteria, and its extremely important
feature is the low resistance of bacteria to its compounds, contrary to almost all antibiotics to
which more and more bacterial strains are not sensitive.

Because of the aforementioned resistance of bacteria to the most modern antimicrobial
agents, we are returning to solutions that could remedy problems caused by inappropriate
prescription, abuse or inappropriate use of antibiotics, which is a worldwide misfortune.
Chemists, pharmacists, biologists and physicians, joining forces with engineers, physicists,
biotechnologists and other scientists whose areas of expertise it is not feasible to mention here,
are still looking for new chemical compounds with desired biological properties by modifying
the structures of molecules known for a long time or creating new adducts from substances with
well-documented performance. A lot of past studies have determined the chemical and
biological properties of coordination compounds - imidazole derivatives and transition metals,
including silver.

This work focuses on the synthesis of a new silver (I) coordination compound of the
formula [Ag(MTZ).].SO4 and the modification of the synthesis of the complex of the formula
[Ag(MTZ),NOs]. Both compounds were tested to confirm their composition (elemental
analysis, *H NMR, IR), stability under various storage conditions (daylight, darkness, UV-A
radiation), cytotoxic properties (determined with the use of 5 cell lines) and antibacterial
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properties (conducted for a dozen or so types of bacteria, both gram-negative and gram-
positive). | also determined the basic physicochemical properties, such as melting points, water
solubility, taking into account the possibilities of practical application in pharmaceutical
preparation. For the novel synthesized complex, its structural formula was presented based on
X-ray structure studies.

The presented new simplified route of [Ag(MTZ)2NOs] synthesis allowed for
developing a formulation of 4 drug forms: external ointment, external gel, eye ointment and
eye drops. The last form of the drug has also undergone a process of refinement, which made it
possible to improve the comfort of use for the patient. Prescription medicinal products made in
the operating conditions of a real pharmacy, constituting an individual approach in patient
therapy, have been tested for pharmacological effects in several patients. Each of the drug forms
was also subjected to an assessment of behavior during both appropriate storage and improper
storage (in conditions conducive to decomposition), taking into account the pharmaceutical
standards recommended by Polish Pharmacopoeia. My dissertation presents the results |
obtained, which bring high hopes, among others, for dermatology and ophthalmology.

Undoubtedly, the research | have started should be developed further.
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8. Spis rysunkow i schematow

Rys.1 — Struktura imidazolu
Rys.2 — Struktura metronidazolu

Rys.3 — Synteza metronidazolu z wykorzystaniem reakcji Debus-Radziszewskiego oraz za pomoca syntezy
z etylenodiaminy

Rys.4 — Struktury nitrowanych pochodnych imidazolu N-podstawionych — tinidazolu (a), nimorazolu (b)
i ornidazolu (c)

Rys.5 — Struktura enancjomerow ketokonazolu: (2R,4S)-(+) u gory, (2S,4R)-(—) u dotu

Rys.6 — Struktura klorimazolu

Rys.7 — Struktura enancjomerow mikonazolu

Rys.8 — Struktura stereoizomeréw bifonazolu (R) z lewej, (S) z prawej

Rys.9 — Struktury N-podstawionych pochodnych imidazolu — butokonazolu (a), ekonazolu (b) i izokonazolu (c)
Rys.10 — Zwiazki kompleksowe platyny z ligandami NHz i CI

Rys.11 — Zwiazki koordynacyjne pochodnych chinoliny ze srebrem(I)

Rys.12 — Zwiazki koordynacyjne pochodnych fosforanowych benzimidazolu (a) i pirydyny (b)

Rys.13 — Struktura soli srebrowej sulfadiazyny

Rys.14 — Struktura rentgenowska soli srebrowej sulfadiazyny z uwzglednieniem kontaktow w tancuchu
dwuniciowym

Rys.15 — Struktury zwiazkéw kompleksowych MTZ ze srebrem(I) z przeciwjonami: azotanowym,
nadchloranowym i trifluorooctanowym (a) oraz tetrafluoroboranowym i metanosulfonianowym (b)

Rys.16 — Krysztalty zwiazku kompleksowego metronidazolu z azotanem srebra(l) uzyskanego
w syntezie typu ,,one-step”

Rys.17 — Krysztaly [Ag2(MTZ)4]SO4-5H20 w obrazie mikroskopowym (a) oraz w obrazie rzeczywistym
w powigkszeniu (b)

Rys.18 — Gotowa posta¢ masci do uzytku zewnetrznego na skore wykonana zgodnie z przedstawiong formulacja

Rys.19 — Gotowa posta¢ zelu do uzytku zewngtrznego na skorg i blony Sluzowe wykonanego zgodnie
z przedstawiong formulacja

Rys.20 — Gotowa posta¢ masci ocznej na skor¢ wykonanej zgodnie z przedstawiong formulacja
Rys.21 — Gotowa posta¢ kropli ocznych wykonanych zgodnie z przedstawiong formulacja
Rys.22 — Linia komérkowa Balb/c 3T3, fotografia z zasobow ATCC

Rys.23 — Linia komérkowa Hep G2, fotografia z zasobow ATCC

Rys.24 — Linia komérkowa Caco-2, fotografia z zasobow ATCC

Rys.25 — Linia komoérkowa PANC-1, fotografia z zasobow ATCC

Rys.26 — Linia komérkowa 1.2B4, fotografia z zasobéw PHE

Rys.27 — Widma *H NMR metronidazolu (a) i kompleksu metronidazolu z azotanem srebra(l) (b)
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Rys.28 — Widma *H NMR metronidazolu (c) i kompleksu metronidazolu z azotanem srebra(l) (d) z DO
Rys.29 — Widma IR metronidazolu (a) oraz kompleksu metronidazolu z azotanem srebra(l) (b)

Rys.30 — Widmo IR kompleksu metronidazolu z siarczanem srebra(l)

Rys.31 — Widma *H NMR metronidazolu (a) i metronidazolu z DO (b)

Rys.32 — Widma *H NMR kompleksu metronidazolu z siarczanem srebra(l) (c) i z D20 (d)

Rys.33 — Reprezentacja Mercury [188] asymetrycznej jednostki [Ag(MTZ)2].SO4-5H20. Elipsoidy
przemieszczenia sa rysowane z prawdopodobienstwem 50%. Dla przejrzystosci pominigto atomy wodoru

Rys.34 — Schemat oddziatywan na kationy srebra(I). Zétte przerywane linie oznaczaja stabe punkty kontaktow Ag
=+ 0. Kody symetrii: (i) x-1, y-1, z; (ii) x+1, y+1, z; (iii) 1-x, 1-y, 2-z; (iv) 2-X, 1-y, 2-Z

Rys.35 — Dwie rozne orientacje powierzchni Hirshfelda metalicznego centrum Agl i Ag2 ze znormalizowang
funkcja kontaktu (dnorm) Zmapowane na nim. Kody symetrii: (i) x-1, y-1, z; (i) x+1, y+1, z; (iii) 1-x, 1-y, 2-z; (iv)
2-X, 1-y, 2-z

Rys.36 — Upakowanie krysztatu kompleksu [Ag(MTZ)2].SO4-5H20

Rys.37 — Dokumentacja fotograficzna zarejestrowana co tydzien w okresie od 0-28 dnia od momentu wykonania
masci do uzytku zewnetrznego, przechowywanej w odpowiednich warunkach

Rys.38 — Wyglad masci do uzytku zewngtrznego w obrazie mikroskopowym po 30 dniach od momentu wykonania

Rys.39 — Dokumentacja fotograficzna zarejestrowana codziennie w okresie od 1-7 dnia od momentu wykonania
masci do uzytku zewngtrznego, przechowywanej w atmosferze powietrza, narazonej na dziatanie $wiatla
dziennego

Rys.40 — Tubostrzykawka bedaca opakowaniem wykonanej postaci leku

Rys.41- Dokumentacja fotograficzna zarejestrowana co tydzien w okresie od 0-28 dnia od momentu wykonania
masci do uzytku okulistycznego, przechowywanej w odpowiednich warunkach

Rys.42 — Wyglad masci do uzytku okulistycznego w obrazie mikroskopowym po 30 dniach od momentu
wykonania

Rys.43 — Dokumentacja fotograficzna zarejestrowana codziennie w okresie od 1-7 dnia od momentu wykonania
masci do uzytku okulistycznego, przechowywanej w atmosferze powietrza, narazonej na dzialanie $wiatta
dziennego

Rys.44 — Dokumentacja fotograficzna zarejestrowana co tydzien w okresie od 0-28 dnia od momentu wykonania
zelu do uzytku zewnetrznego i na btony sluzowe, przechowywanego w odpowiednich warunkach

Rys.45 — Wyglad zZelu do uzytku zewnetrznego i na blony §luzowe w obrazie mikroskopowym po 30 dniach od
momentu wykonania

Rys.46 — Dokumentacja fotograficzna zarejestrowana codziennie w okresie od 1-7 dnia od momentu wykonania
zelu do uzytku zewngtrznego i na blony s$luzowe, przechowywanego w atmosferze powietrza, narazonej na
dziatanie $wiatta dziennego

Rys.47 — Jatowa butelka polipropylenowa z systemem dozujacym krople

Rys.48 — Roztwor kropli do oczu w dniu wykonania (A) i 6 miesiecy po przygotowaniu - przechowywane w
lodowce (B) i w temperaturze pokojowej (C)

Rys.49 — Zmiana warto$ci pH kropli w okresie przechowywania do 2 miesigcy

Rys.50 — Panel 12 cyfrowych zdje¢ pacjentki w wieku 73 lat, u ktorej zdiagnozowano tradzik rozowaty. Zdjecia
przedstawiaja fragment twarzy pacjentki oraz przednig powierzchni¢ prawego i lewego oka podczas wizyt
lekarskich: wizyta kwalifikacyjna, po 1 tygodniu, po 1 miesigcu i po 3 miesigcach
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Rys.51 — Panel 12 cyfrowych zdj¢¢ pacjenta w wieku 81 lat, u ktérego zdiagnozowano tradzik réozowaty. Zdjecia
przedstawiaja fragment twarzy pacjenta oraz przednig powierzchni¢ prawego i lewego oka podczas wizyt
lekarskich: wizyta kwalifikacyjna, po 1 tygodniu, po 1 miesigcu i po 3 miesigcach

Rys.52 — Panel 12 cyfrowych zdj¢¢ pacjenta w wieku 40 lat, u ktorego zdiagnozowano tradzik rozowaty. Zdjecia
przedstawiaja fragment twarzy pacjenta oraz przednig powierzchni¢ prawego i lewego oka podczas wizyt
lekarskich: wizyta kwalifikacyjna, po 1 tygodniu, po 1 miesigcu i po 3 miesigcach

Rys.53 — Udokumentowany fotografiami proces leczenia zranienia ze §cigciem opuszka palca wskazujacego. Dwie
ostatnie fotografie stan obecny — rok po zakonczeniu leczenia

Rys.54 — Udokumentowany fotografiami proces leczenia zmian pooparzeniowych. Ostatnia fotografia stan obecny
— miesigc po zakonczeniu leczenia

Rys.55 — Udokumentowany fotografiami proces leczenia zmian w obrebie kostki (@) i podudzia (b)

Rys.56 — Udokumentowany fotografiami proces leczenia zmian o charakterze owrzodzenia podudzi. Ostatnia
fotografia stan obecny — leczenie trwa

Rys.57 — Papier (cz¢$¢ gorna) i bibula (cz¢$¢ dolna) z zaaplikowanymi roztworami pozostawione w ciemnosci i
fotografowane po wskazanym czasie

Rys.58 — Papier (czgs¢ gorna) i bibuta (cze$¢ dolna) z zaaplikowanymi roztworami pozostawione w $wietle
dziennym i fotografowane po wskazanym czasie

Rys.59 — Papier (czgs¢ gorna) i bibula (czg$¢ dolna) z zaaplikowanymi roztworami pozostawione
w $wietle UV-A i fotografowane po wskazanym czasie

Rys.60 — Eliminacja biofilmu (%) przez rozne stezenia testowanych kompleksow metronidazolu z jonami srebra(l)
wobec szczepow referencyjnych S. aureus (A) i E. coli (B)

Rys.61 — Jakosciowe okreslenie aktywnosci przeciwbiofilmowej badanych zwigzkow przy uzyciu konfokalnej
laserowej mikroskopii skaningowej: (a) biofilm S. aureus i (b) biofilm E. coli (jasnozielona fluorescencja — zywe
bakterie z nienaruszonymi btonami komérkowymi, czerwona i zotta fluorescencja — martwe bakterie; kontrolny
biofilm E. coli zostal zwizualizowany za pomoca kontrastu Nomarskiego jako egzopolimeryczna matryca, ktora
utrudniata penetracj¢ sond DNA

Rys.62 — Krzywe odpowiedzi zaleznej od st¢zenia dla badanych zwigzkéw ocenianych w testach MTT, NRU,
TPC, LDH na komoérkach Balb / ¢ 3T3 i HepG2. Wyniki wyrazono jako s$rednig = SD z trzech niezaleznych
eksperymentow. * p < 0,05 w poréwnaniu z kontrolg negatywna (0,1% DMSO)

Rys.63 — Cytotoksyczna aktywno$¢ azotanu srebra(I) (AgNOs), metronidazolu, i [Ag (MTZ),NOs] wobec
komoérek PANC-1 i 1.2B4 . Komorki traktowano badanymi zwigzkami w zakresie stezen 0-300 uM, a jako
kontrole pozytywna zastosowano cisplatyng (0—100 uM). Po 72 godzinach inkubacji cytotoksycznos¢ okreslono
za pomoca testu MTT. Dane wyrazono jako $rednie = SD z trzech do pigeiu niezaleznych
eksperymentdéw. * p <0,05; ** p <0,01, *** p <0,001 w pordéwnaniu z komérkami nietraktowanymi (kontrola

negatywna)

Schemat 1. Etapy sporzadzania kropli do oczu w postaci roztworu rzeczywistego

Schemat 2. Schemat syntezy jednoetapowej kompleksu metronidazolu z azotanem srebra(l)

Schemat 3. Synteza jednoetapowa kompleksu metronidazolu z siarczanem srebra(l)

Schemat 4. Dysocjacja kompleksu metronidazolu z azotanem srebra(l) oraz hydroliza kationu kompleksowego
Schemat 5. Reakcja strgcania stabo rozpuszczalnego kompleksu w postaci soli metaboranowej

Schemat 6. Rozktad kompleksu metronidazolu z metaboranem srebra(I)

Schemat 7. Reakcja stracania stabo rozpuszczalnego kompleksu w postaci soli ortofosforanowej
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9. Spis tabel

Tabela 1. Produkty lecznicze dopuszczone do obrotu na terytorium Rzeczypospolitej Polskiej
z uwzglednieniem drogi podania, postaci leku, indeksu ATC i przeznaczenia

Tabela 2. Monografie metronidazolu i benzoesanu metronidazolu FP XII

Tabela 3. Stopnie utlenienia srebra (pogrubiono i wyrdzniono najistotniejszy)

Tabela 4. Rozpuszczalnoé¢ soli srebra w wodzie

Tabela 5. Preparaty srebra stosowane w medycynie

Tabela 6. Monografie preparatow srebra FP 11

Tabela 7. Preparaty srebra opisane w Informatorze Terapeutycznym do USL z roku 1959 r.
Tabela 8. Dawki (stezenia) preparatow wedtug FP XII

Tabela 9. Liczby koordynacyjne zwigzkoéw koordynacyjnych

Tabela 10. Ocena zdolno$ci absorbowania wody — dane do$wiadczalne [145] a — sktad wedlug FP XII:
Cholesterolum 3,0; Alcohol stearylicus 3,0; Cera alba 8,0; Vaselinum album 86,0; b — sktad wedtug FP XII: Cera
alba 5,0; Vaselinum album 95,0

Tabela 11. Najczgsciej stosowane substancje zelujgce w preparatyce farmaceutycznej (na postawie monografii
szczegotowych FP XII)

Tabela 12. Roztwory buforujace stosowane w kroplach do oczu wraz z przyktadami substancji czynnych,
z ktorymi moga by¢ stosowane

Tabela 13. Roztwory izotonizujace zgodnie z zaleceniami FP XII

Tabela 14. Zalecane substancje konserwujace stosowane w preparatyce kropli do oczu. [36]. * Aseptina M (P) =
Paraben, Nipagina, p-hydroksybenzoesan odpowiednio metylu lub propylu

Tabela 15. Ilo§¢ wody i roztworu izotonizujacego potrzebnych do sporzadzenia kropli do oczu z najczgsciej
stosowanymi substancjami czynnymi. * Substancje rozpuszcza si¢ bezposrednio w roztworze buforujagcym

Tabela 16. Warunki hodowli poszczegoélnych linii komérkowych uzytych w badaniu cytotoksycznos$ci. Litery
oznaczajg kolejno: * Nunc, Roskilde, Dania, ®* NuAire, Plymouth, MN, USA, ¢ zmodyfikowane podtoze Eagle'a
Dulbecco, ATCC, ¢ Minimum Essential Medium Eagle, ATCC, ¢ Roswell Park Memorial Institute medium, Gibco,
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA, f pasazowanie co dwa lub trzy dni po osiggnieciu 70-80% konfluencji
Tabela 17. Odlegloéci oddziatywan Ag [A]

Tabela 18. Geometria wigzan wodorowych [A,°]

Tabela 19. Wartosci MIC i MBC dla przedstawionych kultur bakterii badanych zwigzkéw kompleksowych

Tabela 20. Stezenia hamujace (ICso, pM) okreslone si¢ na liniach Balb / ¢ 3T3 i HepG2 przez wykonanie testow
MTT NRU TPC i testach LDH po 72 h ekspozycji na badane zwiazki; dane przedstawione jako $rednia (n = 3) +
SEM ($rednia btedu standardowego). Rozne indeksy gorne (a, b, ¢) w jednej linii wskazuja na istotne roznice
migdzy zastosowanym testem ( p < 0,05)

Tabela 21. ICso (LM) badanych zwiazkoéw okreslone za pomocg testow MTT, NRU, TPC i LDH po 72 h
ekspozycji komorek HepG2, Caco-2 i Balb/c 3T3. Dane przedstawiono jako $rednig + SD, n =3
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