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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zmodyfikowana anionowo poliallloamina, N-sulfonowa pochodna
poliallloaminy (NSPAH), do zastosowania w terapii i profilaktyce infekcji wywotanych przez wirusy grypy
typu A.

Wirus grypy typu A (IAV) wywotuje infekcje drég oddechowych o ostrym i ciezkim przebiegu. Jest
to jeden z najbardziej istotnych klinicznie patogenéw uktadu oddechowego. Infekcje wirusem grypy wy-
stepujg najczesciej w okresie zimowym (grypa sezonowa, najwieksza zachorowalno$¢ w miesigcach
styczen-luty [1]). Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) szacuje zachorowania na grype na 3-5 milio-
now przypadkéw rocznie, z czego umiera 250-500 tysiecy osob [2,3], Najciezsze zakazenia rozwijajg
sie u dzieci ponizej drugiego roku zycia, oséb starszych powyzej 65 roku zycia oraz oséb o obnizonym
poziomie odpornosci. WHO zaleca szczepienia przeciwko wirusowi grypy, jako najbardziej efektywny
sposOb zapobiegania zakazeniom [4], Pojawianie sie nowych typow wirusa moze prowadzi¢ do rozwoju
epidemii lub pandemii. Duza zmiennos¢ wirusa, trudnosci w szybkim uzyskaniu dostatecznej liczby
szczepionek przed nadejsciem fali epidemicznej oraz nie zawsze zadowalajgca skuteczno$é szcze-
pionki sprawiajg, ze w dalszym ciggu choroba ta stanowi wazny problem medyczny i epidemiologiczny.

Obecnie stosowane leki przeciwgrypowe wptywajg na jeden z dwéch etapéw cyklu replikacyjnego
wirusa grypy, a mianowicie zaburzajg etap usuwania otoczki biatkowej wirusa po jego wniknieciu do
komorki, poprzez blokowanie kanatéw jonowych biatka M2 (amantadyna i rimantadyna) lub hamujg
uwalnianie nowych czgstek wirusa z zainfekowanej komérki poprzez oddziatywanie na neuraminidaze
(NA), biatko otoczki wirusowej odpowiedzialne przede wszystkim za uwalnianie nowo powstatych cza-
stek wirusa grypy z zakazonych komorek (zanamivir i oseltamivir) [5-9], W ostonce wirusa grypy znaj-
duje sie rowniez hemaglutynina (HA), glikoproteina, ktéra odpowiada przede wszystkim za proces przy-
tgczania i wnikania wiriondw do wnetrza komérek nabtonkowych w drogach oddechowych, a zatem za
inicjowanie infekcji. Do lekéw przeciwgrypowych blokujgcych hemaglutynine nalezg leki wielkoczgstecz-
kowe - peptydy i biatka, np. peptyd EB (z ang. entry blocker), ktory specyficznie przytacza sie do HA,
zapobiegajgc ponownemu zakazeniu. Peptyd NDFRSKT wykazuje silne dziatanie antywirusowe i, po-
dobnie jak peptyd EB, hamuje aktywno$¢ HA. Zasada dziatania kolejnego peptydu, FLUDASE, jestinna,
gdyz hamowanie odbywa sie poprzez usuniecie receptora (reszty kwasu sial owego) z powierzchni ko-
morek gospodarza, uniemozliwiajgc tym samym przytgczanie i wnikanie wirionéw do komérki [9].

Niestety wysoka zmiennos¢ genetyczna prowadzi do szybkiej adaptacji patogenu do Srodowiska
i pojawianie sie szczepdw odpornych na terapie. Przyktadowo, inhibitory biatka M2 praktycznie sg juz
nieskuteczne i niestosowane. Podobnie, pojawity sie juz szczepy wirusa grypy, ktére sg odporne na
dotychczas stosowane leki blokujgce neuraminidaze, tj. oseltamivir i zanamivir. W zwigzku z tym
w Japonii i Korei Potudniowej pojawity sie niedawno w uzyciu nowe inhibitory neurminidazy - laninamivir,
favipiravir oraz peramivir. Laninamivir podawany wytgcznie wziewnie efektywnie hamuje infekcje wywo-
tang wirusami odpornymi na dziatanie oseltamiviru, natomiast peramivir podawany dozylnie, jest szcze-
golnie uzyteczny w leczeniu pacjentéw zainfekowanych szczepem wirusa grypy odpornym na oseltami-
vir, ktérzy nie moga przyjmowaé zanamiviru (np. pacjenci chorzy na astme) [9].

W literaturze znalez¢ mozna informacje, ze réwniez karageniany, oddziatujg bezposrednio
z czgstkami wirusa grypy, uniemozliwiajgc jego adsorpcje i wnikniecie do komoérek [8,10,11,12], Celem
niniejszego wynalazku byto opracowanie substancji hamujgcej replikacje wirusa grypy A (IAV), ktéra
moze znalez¢ zastosowanie w profilaktyce czy tez terapii infekcji wywotanych przez wirusy grypy u ludzi.

Nieoczekiwanie stwierdzono, Zze cel ten realizuje N-sulfonowa pochodna polialliloaminy (NSPAH)
o przedstawionym ponizej Wzorze 1.

HN—R

Wzér 1. N-sulfonowa polialliloamina NSPAH

w ktérym kazdy R jest niezaleznie wybrany sposréd -SOs- i -H i co najmniej jeden R oznacza
grupe -SOs-, a h oznacza liczbe catkowitg od 150 do 15000.

Korzystnie, N-sulfonowa pochodna polialliloaminy wedtug wynalazku ma postaé soli sodowe;.
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Korzystnie, N-sulfonowa pochodna poliallloaminy wedtug wynalazku ma posta¢ roztworu lub ae-
rozolu podawanego do goérnych dréog oddechowych.

Przedmiot wynalazku jest uwidoczniony na rysunku, na ktérym

fig. 1 przedstawia widma FTIR-ATR poliallloaminy przed (PAH-15-linia ciggta) i po modyfikacji
(NSPAH-15-30, NSPAH-15-95, NSPAH65-75, NSPAH-65-89 - linie przerywane), fig. 2a, 2b, 2c i 2d
przedstawiajg wyniki badania cytotoksycznosci odpowiednio polimeréw NSPAH-15-30, NSPAH-15-95,
NSPAH-65-75 i NSPAH-65-89 na linii komérkowej MDCK (psie komérki nerkowe Madin-Darby'ego) wy-
konanego za pomocag testu XTT oraz NR, a

fig. 3 przedstawia hamowanie replikacji wirusa grypy typu A (IAV) przez N-sulfonowe pochodne
poliallloamin, zalezne od stezenia, stopnia podstawienia grupami sulfonowymi oraz masy czgsteczko-
wej badanych polimerdw.

Przedmiot wynalazku zostat blizej przedstawiony na ponizszych przyktadach.

Przyktad 1

Synteza i charakterystyka fizykochemiczna anionowej pochodnej polialliloaminy (NSPAH) Reak-
cja modyfikacji polialliloaminy, przedstawiona na Schemacie 1, byla stosowana wczesniej

P \\/ 55°C. "
. v so, N, 55°C.48h

MNH; HN—R

R = =503 lub —H

do otrzymania N-sulfonowej pochodnej chitozanu [13].

Schemat 1. Reakcja otrzymywania N-sulfonowej pochodnej polialliloaminy (NSPAH).

0,5 g chlorowodorku polialliloaminy (PAH-15) o masie czgsteczkowej Mw ~15 kDa lub 2,45 ml
20% roztworu polialliloaminy (PAH-65) o masie czgsteczkowej Mw ~65 kDa rozpuszczono w 25 ml wody
destylowanej, a nastepnie dodano 1,85 g weglanu sodu i mieszano mieszadtem magnetycznym przez
45 minut w celu odblokowania grup aminowych. W tym czasie mieszanine odgazowano przepuszczajgc
przez uktad azot, po czym dodano odpowiednig ilos¢ (tabela 1) kompleksu trojtlenku siarki i trimetyloa-
miny (STTC). Reakcje prowadzono przez 48 godzin w temperaturze 55°C mieszajgc mieszanine reak-
cyjng przy uzyciu mieszadta magnetycznego. Po uptywie tego czasu mieszanine reakcyjng schtodzono
do temperatury pokojowej i dializowano wzgledem wody przez 7 dni. Otrzymane polimery wyizolowano
z roztworéw poprzez wymrazanie w liofilizatorze przez 48 godzin.

Strukture anionowo zmodyfikowanych polialliloamin potwierdzajg widma FTIR-ATR (fig. 1). War-
tosci stopni podstawienia zestawiono w tabeli 1.

W widmach FTIR-ATR zmodyfikowanych polialliloamin pojawiajg sie pasma przy 631-662, 1044-
-1086 i 1211-1198 cm, charakterystyczne dla drgan rozciggajgcych grup sulfonowych obecnych
w zmodyfikowanej polialliloaminie.

Stopien podstawienia (DS) grupami sulfonowymi obliczono na podstawie wynikéw analizy ele-
mentarnej. Stopien podstawienia oraz potencjat zeta otrzymanych polimeréw podano w tabeli 1.

Tabela 1. Warunki reakgji, sktad oraz charakterystyka fizykochemiczna zsyntetyzowanych
N-sulfonowych polialliloamin

Polimer Stosunek molowy STTC/grupy aminowe DS [%]a Potencjat zeta [mV]b

PAH-15 B 0 +26,4+1,4

PAH-65 B 0 +4,3+0,5
NSPAH-15-30 0,8 30 -10,7 +0,7
NSPAH-15-95 5,0 95 -11,5+0,4
NSPAH-65-75 1,8 75 -15,4+0,7
NSPAH-65-89 5,0 89 -16,7+0,8




4 PL 228 503 B1

a Stopien podstawienia grupami sulfonowymi obliczony na podstawie analizy elementarnej. DS
oznacza procent liczby grup aminowych podstawionych przez grupe sulfonowg na jednostke alliloami-
nowa, a zatem np. DS = 30% oznacza, ze w 30% grup aminowych jeden atom H zostat zastgpiony
grupg -SOs-.

b stezenie polimeru 0,5 mg/ml, bufor PBS o pH = 7,4, temperatura 25 °C; $rednia z 5 pomiarow.

Przyktad 2.

Cytotoksycznosé badanych polimerow

Zbadano cytotoksycznos¢ N-sulfonowych poliallloamin na komérkach MDCK (psie komorki na-
btonkowe z nerki Madin-Darby'ego) wrazliwych na infekcje wirusem grypy typu A (IAV). Cytotoksycz-
no$¢ okreslano na podstawie dwoch testow. Jednym z nich byt test kolorymetryczny, ktérego dziatanie
opiera sie na zdolnosci enzymoéw mitochondrialnych (dehydrogenazy bursztynianowej) do redukcji
barwnika XTT (ang. (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide) do
barwnych soli formazanu. Okreslenie zywotnosci komérek jest mozliwe na postawie wzglednej ilosci
powstatego barwnika, ktérg okresla sie poprzez pomiar absorbanciji przy dtugosci fali 450 nm.

Ocene zywotnosci komérek przeprowadzono réwniez z wykorzystaniem czerwieni obojetnej. Test
ten opiera sie na zdolnosci przechodzenia czerwieni obojetnej (NR - neutral red) do cytoplazmy zywych
komoérek na drodze transportu biernego. Barwnik ten ulega akumulacji w lizosomach zywych komorek.
Ocena zywotnosci komorek opiera sie na analizie wzglednej ilosci barwnika, ktéry zostat przez zywe
komorki wchtoniety, z wykorzystaniem pomiaréw spektrofotometrycznych (absorbancja przy A=540 nm).

W badaniach inkubowano komérki MDCK przez 2 dni w pozywce zdefiniowanej DMEM bez do-
datku surowicy zawierajgcej badane N-sulfonowe pochodne poliallloaminy we wzrastajgcych steze-
niach. Po tym czasie cytotoksycznosé badanych substancji okreslona zostata przy uzyciu wyzej opisa-
nych metod. Ponadto, przeprowadzono obserwacje zmian morfologicznych komérek w obecnosci poli-
meréw z wykorzystaniem mikroskopu kontrastowo-fazowego. Dla zadnego z badanych polimeréw nie
osiggnieto 50% poziomu cytotoksycznosci w zakresie stezen 625-5000 pug/ml. Wykazano wiec, ze ba-
dane N-sulfonowe pochodne polialliloaminy nie s3 toksyczne dla komérek MDCK.

Na fig. 2a, 2b, 2c i 2d przedstawiono wyniki badania cytotoksycznosci odpowiednio polimeréw
NSPAH-15-30, NSPAH-15-95, NSPAH-65-75 i NSPAH-65-89 na linii komoérkowej MDCK wykonane za
pomoca testow XTT oraz NR.

Wyniki uzyskane z przeprowadzonych pomiaréw byty spdjne z obserwacjami dotyczacymi braku
zmian morfologii komorek.

Przyktad 3.

Wptyw badanych polimeréw na efekt cytopatyczny wywotywany przez wirusa grypy typu A (IAV)

Wykazano zahamowanie replikacji wirusa grypy typu A przez N-sulfonowe pochodne polialliloa-
miny, przy czym zaobserwowano, ze dziatanie antywirusowe byto tym silniejsze, im wyzszy byt stopien
podstawienia poliallloaminy grupami sulfonowymi oraz wyzsza masa czgsteczkowa polimeru.

Eksperyment przeprowadzono poprzez zakazenie komoérek wrazliwych (MDCK) w obecnosci
wzrastajgcych stezen polimeréw. Podczas infekcji wirusem IAV komérki znajdowaty sie w pozywce zde-
finiowanej DMEM bez dodatku surowicy bydlecej. Po dwdch godzinach inkubacji w temp. 37°C niezwig-
zane wiriony zostaty odptukane poprzez 3-krotnie przemycie komoérek buforem PBS, a nastepnie nato-
zone na nie zostaty roztwory polimeréw w odpowiednich stezeniach. Zainfekowane komérki inkubowano
w temperaturze 37°C przez 2 dni.

Po zadanym czasie inkubacji, obserwacje zmian morfologicznych przeprowadzono z wykorzysta-
niem mikroskopu kontrastowo-fazowego. Zahamowanie replikacji wirusa IAV oraz brak efektu cytopa-
tycznego (CPE, ang. cytopathic effect) zaobserwowano juz przy minimalnych stezeniach polimeréw ze-
branych w tabeli 2.

Tabela 2.Wartosci stezen polimerow, powyzej ktérych zaobserwowano zahamowanie
replikacji wirusa IAY i brak CPE.

Polimer Minimalne stezenie polimeru, przy ktérym znikat CPE
[ug/mi]
NSPAH-15-30 1000
NSPAH-15-95 500
NSPAH-65-75 250
NSPAH-65-89 250
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Przyktad 4.

Badanie wptywu N-sulfonowych pochodnych poliallloamin na replikacje wiruséw IAV w komor-
kach MDCK z wykorzystaniem analizy RT-PCR z analizg w czasie rzeczywistym. Zbadano wplyw
N-sulfonowych pochodnych polialliloamin na replikacje wiruséw IAV z wykorzystaniem pomiaru liczby
kopii RNA w pozywce poprzez analize RT-gPCR w czasie rzeczywistym (ang. reverse transcription
guantitative polymerase chain reaction). W badaniu inkubowano komoérki MDCK w pozywce zdefinio-
wanej DMEM bez dodatku surowicy. Zakazenie zostato przeprowadzone w obecnosci polimeru; po 2
godzinach $ciggnieto pozywke, a nastepnie natozona zostata $wieza pozywka zawierajgca polimery
w odpowiednich stezeniach. Kontynuowano inkubacje przez 2 dni. Po zakonczonej inkubaciji catkowite
RNA zostato wyizolowane z nadsgczéw komoérkowych. Po reakcji odwrotnej transkrypcji cDNA wyko-
rzystywane byto jako matryca dla reakcji PCR.

Eksperyment przeprowadzono dla wzrastajgcych stezen polimerow. Uzyskane wyniki przedsta-
wiono na fig. 3, ilustrujgcej zahamowanie replikacji wirusa grypy typu A (IAV) przez N-sulfonowe po-
chodne poliallloamin, zalezne od stezenia, stopnia podstawienia grupami sulfonowymi oraz masy czg-
steczkowej badanych polimerdw. Liczbe kopii wirusowego RNA wyrazono jako liczbe tancuchéw RNA
w 1 ml prébki. Stezenia N-sulfonowych polialliloamin, przy ktérych obserwowano 50% zahamowanie
replikacji wirusa grypy typu A (tzw. ICso) zebrano w tabeli 3. Zaobserwowano, ze N-sulfonowe pochodne
polialliloaminy spowodowaty zahamowanie replikacji wirusa grypy typu A, podczas gdy w probkach kon-
trolnych (bez dodatku polimeréw) stwierdzono normalng replikacje. Wykazano zalezno$¢ pomiedzy
stopniem podstawienia grupami sulfonowymi i masg czgsteczkowa N-sulfonowych pochodnych polialli-
loamin, a dziataniem antywirusowym. Z przeprowadzonych badan wynika, ze dziatanie to jest tym sil-
niejsze, im wyzsza masa czgsteczkowa i wyzszy stopien podstawienia polimeru. Antywirusowych wita-
sciwosci nie wykazywaty niemodyfikowane polialliloaminy (PAH-15 oraz PAH-65), przy czym byty silnie
toksyczne dla komorek linii MDCK oraz LLC-MK2.

Tabela 3. Wartosci ICso wyznaczone na podstawie wynikow analizy PCR w czasie
rzeczywistym (qQRT-PCR)

Polimer Stezenie polimeru dla I1Cso [pg/ml]

PAH-15 _

PAH-65 B
NSPAH-15-30 53.4+1.7
NSPAH-15-95 4.5+21
NSPAH-65-75 05+1.2
NSPAH-65-89 0.6 £1.1
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Zastrzezenia patentowe

1. N-sulfonowa pochodna polialliloaminy (NSPAH) o wzorze 1

HN——R

2. w ktorym kazdy R jest niezaleznie wybrany sposréd —SOs i -H i co najmniej jeden R oznacza
grupe -S0z3;,
a n oznacza liczbe catkowitg od 150 do 15000,
do zastosowania w terapii i profilaktyce infekcji wywotanych przez wirusy grypy typu A.

3. N-sulfonowa pochodna poliallloaminy do zastosowania wedtug zastrz. 1, ktéra ma posta¢ soli
sodowe;.

4. N-sulfonowa pochodna polialliloaminy do zastosowania wedtug zastrz. 1, ktéra ma postac roz-
tworu lub aerozolu podawanego do goérnych drég oddechowych.
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