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Zastosowanie kationowej pochodnej dekstranu do hamowania replikacji wirusa HSV-1

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie polimeru dekstranowego do profilaktyki i leczenia

infekcji wywotanych przez wirusa opryszczki pospolite;.

Herpes simplex 1 (HSV-1), wirus opryszczki pospolitej, jest jednym 2z najbardziej
rozpowszechnionych patogenow spotykanych u ludzi. Statystyki wskazujg, ze okoto 50-90%
populacji $wiata jest seropozytywna w stosunku do tego wirusa [1]. Typowe objawy
pierwotnego zakazenia to owrzodzenia wystgpujgce glownie w obrebie twarzy na skorze,
jezyku i wargach. Zakazenie wirusem HSV-1 moze jednak prowadzi¢ réwniez do cigzszych
chordb, takich jak zapalenie oka lub zapalenie mézgu. Choroby te charakteryzujg sie ciezkim
przebiegiem i mogg prowadzi¢ do trwatych uszkodzen zdrowia (np. §lepota), a nawet zgonu.
Zakazenie nastgpuje na skutek bezposredniego kontaktu z nosicielem wirusa, w szczegdlnosci
poprzez kontakt z miejscami zmienionymi chorobowo lub ptynami biologicznymi (zwykle
sling). Zakazenie jest nieuleczalne. Oprocz fazy aktywnej infekcji tym wirusem, ktérej skutki
sa widoczne w postaci zmian opryszczkowych, wirus powoduje infekcje utajong. Tak wiec
osoba zakazona stanowi rezerwuar wirusa przez caly okres swego Zycia stajac sie jego
nosicielem i zrédlem dalszych zakazen. W fazie utajenia wirusa wchodzi on w stan latencji,
ustanawiajac zakazenie w komdrkach nerwowych. W sytuacji nawet niewielkich zaburzen
stanu zdrowia gospodarza lub zaistnienia sytuacji stresowych wirus powraca do stanu
aktywnego 1 jest transportowany poprzez zakoficzenia nerwowe do komorek skory.
Neurotropowe 1 neuroinwazyjne wlasciwodci wirusa HSV-1  skutkujg rozwojem
zagrazajacych zyciu chordb neurologicznych takich jak zapalenie opon mozgowych, a takze
podejrzewa si¢, ze zakazenie mozZe sprzyja¢ rozwojowi choroby Alzheimera. Infekcja
wirusowa HSV-1 jest szczeg6lnie grozna dla 0s6b z ostabionym uktadem immunologicznym i
niemowlat.

Obecnie dostgpnych jest kilka lekow przeciwwirusowych, ktére wykazujg aktywnosé
przeciwko patogenom nalezacym do rodziny Herpesviridae. Najstarszym i najczesSciej
stosowanym lekiem jest acyklowir i jego pochodne. Leki te zawierajg analogi guanozyny,
ktore do pelnej aktywnosci wymagaja fosforylacji przez kinazy kodowane w genomie
herpeswirusow. Po aktywacji sg one wigczane do nowo tworzonej nici DNA w czasie
replikacji herpeswirusow, hamujac jej elongacj¢. Leki te zmnicjszajg czestotliwos¢ nawrotow

oraz tagodza ucigzliwe dolegliwosci przy zakazeniu pierwotnym [2]. Chociaz sg one zwykle
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efektywne w stosunku do pierwotnego zakazenia, to nie zabezpieczajg osoby zakazonej przed
powtornym pojawieniem si¢ symptomow choroby, poniewaz nie eliminujg wirusa w stanie
utajonym. Obserwuje si¢ takze coraz czg¢stsze pojawianie sig szczepéw wirusowych opornych
na te leki. Tak wigc istnieje potrzeba poszukiwania nowego podejicia do opracowania
efektywnych terapii zakazenia wirusem HSV-1.

Wigkszos¢ dotychczas stosowanych terapii wykorzystuje hamowanie replikacji wirusa oraz
hamowanie fuzji. Natomiast istotnym etapem w cyklu zyciowym wirusa jest jego wejscie do
komorki, dlatego hamowanie tego etapu wydaje si¢ byé kluczowe.

Ze wzgledu na zdolnos¢ wykorzystywania roznych receptoréw komérkowych, HSV-1
wykazuje wyjatkowo matg specyficzno$é tkankowa. Receptory komérkowe wykorzystywane
przez HSV-1 to przede wszystkim 3-O-sulfonowany siarczan heparanu, biatko HVEM
(herpesvirus entry mediator) oraz nektyna 1[1]. Ze strony wirusa natomiast za oddzialywanic
z komorkg odpowiedzialne sa glikoproteiny powierzchniowe gB, gC, gD oraz heterodimer
gH/gL. Proces wejscia wirusa do komorki jest zapoczagtkowywany przez interakcje gB ze
znajdujgcymi si¢ na powierzchni komoérki proteoglikanami zawierajgeymi siarczan heparanu
[2]. Nastgpnie dochodzi do oddziatywania gD z jednym z receptoréw i wejicia wirusa do
komorki poprzez fuzj¢ blon lub endocytoze [3,4]

Opisanych zostato kilka klas zwiazkéw stanowigcych inhibitory wejscia HSV-1 do komorki
gospodarza. Jedng z najliczniejszych grup stanowia peptydy, takie jak o-, B- i 8-defensyny,
peptydy naturalnie wystgpujgce u naczelnych [5,6], czy peptydy syntetyczne, np. peptydy G1
i G2 posiadajace tadunck dodatni o wysokiej gestosci [7]. Wiasciwosci hamujace wejscie
HSV-1 do komorki wykazuje réwniez wiele substancji pochodzenia naturalnego,
ekstrahowanych z roSlin [8,9], czy organizméw morskich [10]. Pojawiaja si¢ rowniez
nieliczne doniesienia o przeciwwirusowym dziataniu oligonukleotydéw [11,12] oraz
nanoczastek [13,14].

Sposréd dotychczas zbadanych materialéw polimerowych, ktére hamuja infekcje
poprzez oddziatywanie z receptorem wejScia - siarczanem heparanu, mozna wyréznic
kopolimer kwasu 4-styrenosulfonowego i kwasu maleinowego [3] oraz poliaminokwasy: poli-
L-lizyne i poli-L-arginine [4].

Badano takze pochodne aminowe i amoniowe naturalnych polisacharydéw (np. dekstran,
pullulan). Wykazano, ze dekstran podstawiony grupami aminowymi, w szczegdlnosci
dekstran-propylo-1,3-diamina efektywnie hamuje replikacje wirusa HSV-1, podczas gdy

zwigzek ten zmodyfikowany poprzez przeksztalcenie pierwszorzedowej grupy aminowej w
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grupe trimetyloamoniowa (monoquaternary ammonium propyl-1,3- diamine, MQ-propane-
1,3-diamine) aktywnosci tej nie wykazuje [15], w zupelnym przeciwienstwie do podobnych
strukturalnie kationowych pochodnych dekstranu bedgcych przedmiotem niniejszego
zgloszenia.

Wedlug niektorych badan inhibitorami wejScia sg takze sulfonowane galaktany i fukoidany,
siarczan dekstranu, heparyna oraz sulfonowane ligniny [6-7812].

EP0066379 opisuje kompozycj¢ do zwalczania HSV typu I i II, zawierajacg s6l sodows
siarczanu dekstranu o masie molowej z zakresu od 4100 to 25000 i zwierajgca co najmniej 0,2
rownowaznika SO3;Na na jednostke glukopiranozylows.

Zgtoszenie W02000024784 ujawnia pochodne dekstranu wykazujace biologiczng aktywnosé

wobec HSV, mianowicie dekstranopolialdehydo-rezorcyne.

Celem wynalazku opisanego w niniejszym zgloszeniu jest dostarczenie nowego skutecznego

leku do leczenia i profilaktyki infekcji wywotanych przez HSV-1.

Istota wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie kationowo modyfikowanego za pomocg
czwartorzgdowych grup amoniowych dekstranu o wzorze I do leczenia i profilaktyki chorab
wywolywanych przez wirusa HSV-1. Korzystnie stosuje si¢ dekstran zmodyfikowany przy
pomocy chlorku glicydylotrimetyloamoniowego (GTMAC).
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Korzystnie stosuje si¢ dekstran o masie czasteczkowej od 6 do 100 kDa. Kationowo
zmodyfikowany dekstran ma stopien podstawienia w zakresie 20-100%, korzystnie 20-60%,
bardziej korzystnie 25-60%.
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Zastosowanie obejmuje polimery oparte na dekstranie w postaci masci lub kropli podawanych
miejscowo na skérg lub do oka, doustnie, dootrzewnowo lub dozylnie w leczeniu

ogoélnoustrojowym.

Wiynalazek zostat zilustrowany na figurach rysunku, ktére przedstawiajg korzystne przyklady

realizacji:

Fig. 1 przedstawia widmo IR-ATR dekstranow modyfikowanych kationowo o masie 6kDa,
Fig. 2 widmo IR-ATR dekstranéw modyfikowanych kationowo o masie 40kDa, a

Fig. 3 widmo IR-ATR dekstranéw modyfikowanych kationowo o masie 100kDa.

Fig. 4 ilustruje cytotoksyczno$é polimerdw. Zywotnos¢ komorek zostata przedstawiona jako
% wartosci probki kontrolnej, tj. nie traktowanej polimerami,

Fig. 5 przedstawia przeciwwirusowg aktywnos¢ dekstranéw modyfikowanych GTMAC, a
Fig. 6 ilustruje zaleznos¢ aktywnosci anty-HSV-1 od stopnia podstawienia.

Przyklady wykonania

Przedmiot wynalazku zostat blizej przedstawiony w przykladach realizacji.
Przyktad 1

Synteza kationowych dekstranow

0,5 g dekstranu o masie czasteczkowej 6 kDa, 40 kDa (DEX40, Sigma-Aldrich) lub 100 kDa
(DEX100, Sigma-Aldrich) rozpuszczono w 25 ml wody destylowanej, a nastepnie dodano
odpowiednig ilos¢ (Tabela 1) chlorku glicydylotrimetyloamoniowego (GTMAC, Sigma-
Aldrich). Roztwor zalkalizowano dodajac 1 ml 5 M roztworu NaOH. Mieszanine intensywnie
mieszano na mieszadle magnetycznym i ogrzewano pod chtodnicg zwrotng przez 4 godziny w
temperaturze 80°C. Po zakonczeniu syntezy mieszaning reakcyjng ochtodzono do temperatury
pokojowej i zneutralizowano roztworem HCl. Roztwér przelano do tuby dializacyjnej o masie
czasteczkowej odcigeia rownej 3,5 kDa i dializowano wzgledem wody tak dhigo, az
przewodnictwo dializowanego roztworu spadio ponizej 10 uS. Otrzymane polimery
wyodrebniono poprzez liofilizacj¢. Zostaly one oznaczone akronimami, w ktorych pierwsza
liczba oznacza masg¢ czgsteczkowa w kilodaltonach, natomiast druga stopien podstawienia

(DS) w procentach.



Tabela 1. Ilos¢ GTMAC uzytego do syntezy kationowych dekstranéw
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Masa Liczba moli GTMAC przypadajgca
GTMAC
Polimer dekstranu - na 1 mol grup glukozowych w
m
[g] dekstranie
DEXe¢DS,; | 0,5 2,25 5
DEXe¢DSs | 0,5 4,5 10
DEXeDS3; | 0,5 6,75 16
DEX¢DSs, | 0,5 13,5 32
DEX4DSy | 0,5 4,5 10
DEX;0DS35 | 0,5 4,5 10
Przykiad 2

Wyznaczanie stopnia podstawienia kationowych dekstranéw na podstawie analizy

elementarne;j

Dekstran oraz jego kationowe pochodne poddano analizie elementarnej w celu wyznaczenia

stopnia podstawienia (DS) jednostek glukozowych grupami GTMAC, zdefiniowanego jako

liczba grup GTMAC przypadajacych na 1 jednostke glukozowa w dekstranie. Wyniki zebrano

w Tabeli 2.

Tabela 2. Wyniki analizy elementarnej otrzymanych kationowych pochodnych dekstranu oraz

wartosci DS obliczone na ich podstawie

Polimer C H N N/C DS [%]
DEX¢DS; 40,75 6,544 0 0 0
DEX¢DS»; 42,49 6,98 1,550 0,04 23
DEX¢DS4y 41,23 7,214 2,32 0,06 41
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DEXeDS37 42,33 6,632 2,24 0,05 37
DEXDSs; 43,38 7,491 2,87 0,07 52
DEX40DSo 40,965 6,52575 0 0 0
DEX4DS2s | 40,89 7,103 1,64 0,04 26
DEX;0DSo | 40,965 6,52575 0 0 0
DEX00DS3s | 41,53 7,372 2,12 0,05 35

Przyktad 3

Widma IR kationowych pochodnych dekstranu

W celu potwierdzenia podstawienia dekstranu przez GTMAC, zmierzono widma IR. O

obecnosci grup GTMAC w zmodyfikowanym dekstranie §wiadczy pasmo przy ok. 1475 cm™.

Wiyniki zebrano w Tabeli 3 i na Fig. 1-3.

Tabela 3.
Polozenie pasma - drgania asymetryczne

Polimer D5 {%] C-H pochozzqce od G'fMAC [c}:; ! ]try
DEXDS, 0 -

DEX¢DS4 41 1477

DEX¢DS23 23 1477

DEX¢DS;3, 37 1477

DEX(DSs; 52 1478

DEX4,DSy 0 -

DEX4DS2s |26 1475

DEX;eDS, |0 -

DEX¢DSs5s |35 1477
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Przyklad 4

Potencjat zeta kationowych pochodnych dekstranu

Potencjal zeta zostal zmierzony przy uzyciu urzadzenia NanoZetasizer firmy Malvern.
Pomiary wykonano dla prébek o stgzeniu 1 mg/ml w 0,015 M NaCl. Wyniki zebrane sg w
Tabeli 4.

Tabela 4. Potencjat zeta 1 mg/ml roztworéw kationowych pochodnych dekstranu w 0,015 M
NaCl.

Polimer DS [%] | Potencjal zeta [mV]
DEX4DSy |0 -1,87 £ 0,64
DEX4DS2s | 26 +14,0 £ 1,61
DEXe0DSs |0 -2,85+ 0,94
DEX40DS3s | 35 +25,2+1,42
DEX¢DSy 0 1,80+ 1,78
DEX¢DS,: | 23 +9,48 + 1,80
DEXsDSs; | 41 +9,69 + 1,73
DEX¢DSsy; | 37 +11,5+2,29
DEX¢DSs; | 52 +16,4 £ 1,50

Przyklad 5

Wptyw kationowo modyfikowanych dekstranéw na zywotno$é komorek

Cytotoksyczno$¢ kationowych pochodnych dekstranu sprawdzono z wykorzystaniem testu
XTT. Analiza zostata przeprowadzona na linii komdrkowej Vero E6, ktora jest permisywna
dla wirusa HSV-1. Test ten opiera si¢ na badaniu aktywnosci enzyméw mitochondrialnych,
poprzez okreslenie ich zdolnosci do redukcji substratu do barwnego produktu. Zywotnosé
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komdrek wyznaczono przez pomiar absorbancji przy 450 nm w stosunku do kontroli, ktdra
stanowity komorki hodowane w pozywce bez dodatkéw. Komérki hodowano przez 2 dni w
mieszaninie pozywki MEM z dodatkiem soli Hanka, oraz pozywki M199 z dodatkiem soli
Earle’a w stosunku 2:1 suplementowanej 3% inaktywowang termicznie ptodowg surowicg
cielgeg (FBS) oraz penicyling i streptomycyna, z dodatkiem badanego polimeru.

Przedstawione na Fig. 4 wyniki jasno wykazuja bardzo niskg cytotoksycznosé

zsyntetyzowanych polimerow w testowanych stgzeniach

Przyktad 6

Wplyw kationowo modyfikowanych dekstrandow na replikacj¢ wirusa opryszezki typu 1
(HSV-1)

Po ustaleniu stgzenh zwigzkow, ktore nie miaty toksycznego wptywu na komoérki zbadano ich
wplyw na replikacj¢ wirusa HSV-1. Komoérki preinkubowano z dekstranami o odpowiednich
stezeniach przez 30 min, a nastgpnie, nadal w obecnosci dekstranéw, zakazano wirusem o
TCIDs¢=400. Po 2 godzinach usuwano niezwigzane czastki wirusa przez 3-krotne przemycie
roztworem PBS 1 inkubowano, réwniez w obecnosci dekstranow, przez kolejne 2 dni. Po tym
czasie z pozywki komérkowej izolowano DNA i wykorzystywano jako matryce w reakcji
real-time PCR. Zdolno$¢ dekstranéw do hamowania replikacji HSV-1 wyznaczono jako
spadek liczby kopii wirusa w mililitrze pozywki.

Fig. 5 przedstawia przeciwwirusowg aktywnos$¢ dekstranow modyfikowanych GTMAC. Do
analizy wykorzystano dekstrany o r6znej masie molowej (6, 40 i 100 kDa) modyfikowane
GTMAC. Jako kontrol¢ (ctrl) wykorzystano odpowiednie niemodyfikowane dekstrany. Dla
wszystkich zwigzkow zastosowano stezenie 500 pg/ml.

Na podstawie diagramu wyraznie widaé, ze dekstran modyfikowany GTMAC hamuje

namnazanie si¢ wirusa HSV-1 w poréwnaniu z odpowiednig prébka kontrolng.

W nastepnej kolejnosci ustalono wplyw stopnia podstawienia GTMAC na aktywno$é
przeciwwirusowa przy statej masie molowej dekstranu (6 kDa).

Fig 6. przedstawia zaleznos¢ aktywnosci anty-HSV-1 od stopnia podstawienia. Wykorzystano
3 rézne stopnie podstawienia polimeru: 23%, 37% oraz 52%. Przedstawiony diagram
wyraznie wskazuje, ze aktywnos¢ przeciwwirusowa polimeru koreluje ze stopniem

podstawienia.
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