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Zelazo zerowarto$ciowe, zwlaszcza starzone do zastosowania jako Srodek
przeciwwirusowy, sposob wytwarzania zelaza zerowartosciowego oraz zelazo

zerowartos$ciowe wytworzone tym sposobem

Dziedzina wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zelazo zerowarto$ciowe do zastosowania jako
srodek przeciwwirusowy, w szczegdlnosci do profilaktyki i/lub zwalczania infekcji
wirusowej, zwlaszcza wywotane] wirusem z rodziny Orthomyxovirade, takim jak wirus
grypy, w szczegolnosci wirus grypy typu A, jak rowniez do zastosowania jako §rodek
dezynfekcyjny. Przedmiot wynalazku stanowi rowniez sposdéb wytwarzania zelaza
zerowartosciowego otrzymywanego w reakcji redukcji soli zelaza tetraborowodorkiem
sodu oraz zelazo zerowartosciowe wytworzone tym sposobem do zastosowania jako
srodek przeciwwirusowy, w szczegolnosci w profilaktyce i/lub zwalczaniu infekcji
wirusowej, zwlaszcza wywotane] wirusem z rodziny Orthomyxovirade, takim jak wirus
grypy, w szczegolnosci wirus grypy typu A.

Stan techniki

Wirusy z rodziny Orthomyxovirade to grupa wirusow otoczkowych obejmujaca
szereg wirusow, ktorych reprezentatywnym przyktadem jest wirus grypy. Takie wirusy
o stale mutujagcym genomie bardzo czesto zmieniajg swoje wiasciwosci, w tym
wyjatkowo szybko nabywaja odpornosci na istniejace leki oraz szczepionki
przeciwwirusowe, co jak wiadomo z historii moze by¢ niezwykle $miertelnym i szybko
rozprzestrzeniajgcym zagrozeniem. Dlatego istnieje pilna potrzeba opracowania nowych
skutecznych $rodkow przeciwwirusowych zabezpieczajacych przed infekcja wirusem
tego rodzaju, w tym do zwalczania infekcji wirusem z rodziny Orthomyxovirade, takim
jak wirus grypy, w szczegolnosci wirus grypy typu A.

Nanotechnologia to jedna z najmtodszych 1 jednocze$nie najbardzie;
dynamicznie rozwijajacych si¢ dziedzin nauki, ktéra zainteresowanie zdecydowanie
wzrosto w ostatnich latach. Swoj rozwdj zawdzigcza nowym technologiom, jak i wcigz
rosngcemu zapotrzebowaniu na nowe leki i terapie. Co wiecej, mozliwos¢ syntezy
nanoczastek o roznych ksztaltach, rozmiarach lub modyfikacja ich powierzchni,
wyrdzniajg ich ogromny potencjat aplikacyjny.

Nanoczastki najczescie] sa wykorzystywane jako nosniki réznego rodzaju

substancji: biatek, kwaséw nukleinowych, czy tez lekow. Wyrdzniamy rdzne strategie
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zastosowania nanoczastek do zwalczania wirusow, takie jak wykorzystanie nanoczastek
jako nos$nikéw szczepionek, inhibitoréw ekspresji genow czy tez lekéw. Co wiece],
nanoczastki metali coraz czgscie] znajduja zastosowanie nie tylko jako no$niki, ale
réwniez jako zwiazki wykazujace dziatanie przeciwwirusowe. Wtasciwosci hamowania
namnazania wirusa grypy wykazuja miedzy innymi nanoczastki: srebra, zlota, tlenku
cynku, tlenku zelaza, dwutlenku tytanu, tlenku wapnia oraz dwutlenku cyrkonu [1].
Dotychczas wykazano, ze nanoczastki tlenku zelaza (FesQs) zastosowane w stezeniu
30 ug/ml hamuja synteze RNA wirusa grypy A HIN1 w komoérkach MDCK. Wyniki
sugeruja, ze wlasciwosci przeciwwirusowe wynikaja z wigzania przez nanoczastki
wirusowego RNA [2]. Z kolei w innej z prac opisano aktywno$¢ przeciwwirusowa
nanoczastek tlenku zelaza (Fe3Os) zsyntetyzowanych jednoetapowo w uktadzie
solwotermalnym przez potaczenie FeCls i octanu sodu w glikolu etylenowym.
Nanoczastki te wykazuja zdolnos¢ do peroksydacyji lipidow otoczki wirusa, ktéra to
prowadzi do inaktywacji wirusow grypy typu A. Przedstawione badania wskazuja na
skuteczno$¢ dziatania nanoczastek tlenku zelaza w stosunku do 12 podtypéw wirusa
grypy typu A. Ponadto, autorzy pracy sugeruja, ze nanoczastki tlenku zelaza moga
stanowi¢ ogolny srodek przeciwwirusowy przeciwko wirusom otoczkowym, takim jak
HIV, wirus Ebola, wirus Zika, wirus Zachodniego Nilu i wirus Nipah [3].

W literaturze mozna znalez¢ rOwniez zastosowanie nanozelaza jako filtr
oczyszczajacy z wirusOw otoczkowych 1 bezotoczkowych. W podejsciu  tym
wytworzono nanowtdkna amyloidowe i pokryto je nanoczastkami oksywodorotlenku
zelaza. Nanoczastki oksywodorotlenku zelaza wytracano bezposrednio na
nanowloknach poprzez podwyzszenie pH w obecnosci FeClz-6H>O. Badania
przeprowadzono na trzech wirusach otoczkowych: bakteriofagu ®6, wirusie grypy A
HIN1 oraz wirusie SARS-CoV-2, a takze na dwdch wirusach bezotoczkowych:
bakteriofagu MS2 i enterowirusie 71. Dla wszystkich badanych wiruséw za wyjatkiem
enterowirusa 71, po filtracji z zastosowaniem nanoczastek zelaza miano wirusow spadio
ponizej progu wykrywalnosci. Z kolei miano enterowirusa 71 ulegto obnizeniu do 1/3
poczatkowej ilosci [4]. Jednakze, z przeprowadzonych badan nie uzyskano odpowiedzi
ttumaczacej dziatanie wytworzonego filtra. Okreslono, ze aktywno$¢ przeciwwirusowa
nie jest ani wywolana zatrzymywaniem wirionow na materiale filtracyjnym ze wzgledu
na mate rozmiary poréw, ani tez obnizeniem miana wirusa w wyniku kontaktu z

nanoczastkami zelaza.
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Ze wzgledu na wykazywane wtasciwosci redukujace 1 katalityczne nanoczastki
zelaza na zerowym stopniu utlenienia (ang. zero-valent iron nanoparticles, nZVI) sa
zaliczane do najistotniejszych nanoczastek pozwalajacych na efektywna redukcje
szerokiej gamy zanieczyszczen srodowiska przyrodniczego, zaréwno pochodzenia
organicznego jak i nicorganicznego [5]. Zelazo zerowartosciowe (ZVI) jest uzywane do
oczyszczania skazonych wod gruntowych od prawie dwoch dekad [6]. Prace z ostatnich
lat wykazaly, ze ZVI jest réwniez stosowane do oczyszczania wody pitnej z
zanieczyszczen wirusowych, bakteryjnych [7], chemicznych i jonami [6,8,9]. Warto
podkresli¢, ze nanoczastki zelaza zerowartoSciowego dotychczas nie byly stosowane
jako srodki przeciwwirusowe do zwalczania infekcji wirusem z rodziny
Orthomyxovirade, jednakze opisano ich aktywnos$¢ w stosunku do wirus6w: norowirusa
ludzkiego i mysiego [10], bakteriofaga MS-2 [11-13] 1 ¢X-174 [12,13], adenowirusa 41
i wirusa Aichi [12] oraz czastek wirusopodobnych [14]. Ponadto, nZVI utleniajg si¢ w
wodzie 1 ,starzeja si¢” wraz z uplywem czasu, co prowadzi do powstania
nietoksycznego magnetytu i/lub maghemitu [15,16], sugeruje to niskie ryzyko
toksycznosci dla ekosystemow.

Wsrod praktycznych zastosowan nanoczastek zerowarto$ciowego zelaza znane
jest ponadto ich zastosowanie jako skladnikéw aktywnych opakowan zawierajacych
tzw. pochlaniacze tlenu [[17] oraz opisy patentowe PL227096 i PL227585].

Ze zgloszenia P.432267 znane jest rowniez zastosowanie nanoczastek
zerowartosciowego zelaza jako sktadnika matrycy polimerowej naniesionej w postaci
cienkiej powtoki na warstwe wewnetrzng materialu opakowaniowego wykazujacych
wlasciwosci przeciwbakteryjne, jak rowniez przeciw drozdzom 1 plesniom. W
ujawnionym  rozwiazaniu poprzez wprowadzenie nanoczastek  zelaza
zerowartosciowego do powloki nanokompozytowej uzyskano hamowanie wzrostu
mikroorganizmow, takich jak bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne, drozdze i1
plesnie. Jednakze do tej pory nie przeprowadzono badan sprawdzajacych dziatanie
przeciwwirusowe takich nanoczastek.

Znane s3 metody otrzymywania nanoczastek metali, wsrdéd ktorych jedna z
powszechnie stosowanych jest chemiczna redukcja soli metali w roztworze.

Sposoby wytwarzania nanoczastek zelaza zerowarto$ciowego oraz ich

zastosowanie ujawniono w opisach patentowych PL227096 1 PL227585.
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W opisie PL227585 przedstawiono sposéb wytwarzania nanoczastek zelaza
zerowartosciowego domieszkowanego borem w reakcji redukcji soli zelaza (III)
tetraborowodorkiem sodu w Scisle okreslonych warunkach reakcji, takich ze m.in.
stosunek molowy soli zelaza do NaHB4 wynosi 1:3. W wyniku tak prowadzonego
sposobu otrzymano nanoczastki zelaza zerowartosciowego wykazujace wyjatkowo duza
aktywnos$¢ wigzania tlenu w kazdym srodowisku, w tym bezwodnym, co znalazto
zastosowanie tak wytworzonych nanoczastek jako materialu pochtaniajacego tlen do
umieszczania wewnatrz opakowan do eliminowania tlenu z opakowan, jak rowniez
wychwytywania tlenu przenikajacego do wnetrza materiatu opakowaniowego.

Podobny sposob wytwarzania nanoczastek zelaza zerowartosciowego rowniez z
wykorzystaniem reakcji redukcji soli zelaza tetraborowodorkiem sodu przy zachowaniu
takich warunkow, ze stosunek molowy soli zelaza do NaHB4 wynosi 1:3 ujawniono w
opisie PL227096. W opisie tym réwniez wskazano, ze nanoczastki otrzymane
opracowanym sposobem wykazujg wtasciwosci wigzania tlenu i moga by¢ stosowane
jako pochtaniacz tlenu w opakowaniach.

Sposoby wytwarzania nanoczastek zelaza zerowarto$ciowego ujawnione w
powyzszych opisach patentowych s3a kosztowne z uwagi na wymagana duza ilos¢
czynnika redukujacego zuzywanego w reakcji redukcji. Ponadto w wyniku tak
prowadzonej reakcji wydziela sie duza ilos¢ gazowego wodoru, co jest niebezpieczne.

W dziedzinie istnieje zatem wcigz zapotrzebowanie na nowe 1 skuteczne $rodki
przeciwwirusowe, zwlaszcza do profilaktyki i/lub zwalczania infekcji wirusowej, w
szczegolnosci infekcji wirusem z rodziny Orthomyxovirade, takim jak wirus grypy,
zwlaszcza wirus grypy typu A. Istnieje wciaz takze zapotrzebowanie na nowe i
efektywne sposoby wytwarzania zelaza zerowarto$ciowego, w szczegolnosci w postaci
nanoczastek.

Celem wynalazku jest opracowanie nowych skutecznych s$rodkow
przeciwwirusowych do profilaktyki i/lub zwalczania infekcji wirusowej, zwlaszcza
wywotane] wirusem z rodziny Orthomyxovirade, takim jak wirus grypy, w
szczegolnosci wirus grypy typu A oraz sposobu ich wytwarzania, ktore pozbawione sa
wad znanych ze stanu techniki.

Cele te zrealizowano dzieki wynalazkom zdefiniowanym w zastrzezeniach
patentowych bedacych czescia niniejszego zgloszenia oraz przedstawionych

szczegdlowo w niniejszym opisie.
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Krotki opis wynalazku

Przedmiotem niniejszego wynalazku jest zelazo zerowartosciowe do
zastosowania jako srodek przeciwwirusowy.

Korzystnie takie zelazo zerowartosciowe ma posta¢ nanoczastek o rozmiarach
<100 nm, ktore tworza aglomeraty.

Korzystnie $rednia wielko$¢ hydrodynamiczna aglomeratow nanoczastek miesci
sie w zakresie 250 do 900 nm.

Korzystnie takie zelazo zerowartosciowe jest poddane starzeniu.

Korzystnie takie zelazo zerowartoSciowe jest stosowane do profilaktyki i/lub
zwalczania infekcji wirusowe;.

Korzystnie wirus stanowi wirus z rodziny Orthomyxovirade, w szczegdlno$ci
wirus grypy, zwlaszcza wirus grypy typu A.

Korzystnie takie zelazo zerowartosciowe jest stosowane jako srodek
dezynfekcyjny.

Przedmiotem wynalazku jest rdéwniez sposob  wytwarzania  zelaza
zerowartosciowego otrzymywanego w reakcji redukcji soli zelaza tetraborowodorkiem
sodu NaBH4, polegajacy na tym, ze do redukcji jako substancje wyjsciowa stosuje sie
sol zelaza (II) lub mieszaning soli zelaza (II) w stosunku molowym soli zelaza (II) do
NaBH4 wynoszacym 1:2, reakcje prowadzi si¢ w atmosferze ochronnej gazu obojetnego
do wytracenia osadu, nastepnie osad po wytraceniu dekantuje si¢ i przemywa do
catkowitego usuniecia anionow soli uzytej do redukcji, po czym osad sgczy sie na
filtrze nylonowym i suszy.

Korzystnie jako substancje wyjsciowa stosuje sie chlorek zelaza (I1).

Korzystnie jako substancje wyjsciowa stosuje si¢ mieszaning chlorku zelaza (II)
i siarczanu zelaza (II).

Korzystnie stosuje si¢ filtr z tkaniny nylonowej, zwtaszcza o splocie 20 DEN.

Korzystnie suszenie prowadzi si¢ metoda liofilizacji.

Korzystnie po etapie suszenia zelazo zerowartosciowe poddaje si¢ starzeniu.

Korzystniej starzenie prowadzi si¢ do utlenienia maksymalnie 1% powierzchni.

Przedmiot wynalazku stanowi rowniez zelazo zerowarto$ciowe wytworzone
sposobem jak okreslono powyzej do zastosowania jako $rodek przeciwwirusowy.

Korzystnie takie zelazo zerowartosciowe jest stosowane w profilaktyce i/lub

zwalczaniu infekcji wirusowej.
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Korzystnie wirus stanowi wirus z rodziny Orthomyxovirade, w szczegdlno$ci
wirus grypy, zwlaszcza wirus grypy typu A.

Korzystnie takie zelazo zerowartoSciowe jest stosowane jako §rodek
dezynfekcyjny.

Szczegoélowy opis wynalazku

Zelazo zerowarto$ciowe (ZVI) to zelazo na zerowym stopniu utlenienia, czyli o
zerowej wartosciowosci. Zgodnie z niniejszym wynalazkiem korzystne jest stosowanie
zelaza zerowartosciowego w postaci nanoczastek (nZVI).

Zgodnie z zaleceniami definicyjnymi International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) nanoczastki to czastki o dowolnym ksztatcie 1 w przyblizeniu
jednym z wymiaréw w zakresie od 10 do 10”7 m. Gtéwng cechg materiatéw i czastek
w skali nano jest to, ze wykazuja one inne whasciwosci niz w wigkszej skali. Ponadto
mozliwo$¢ wyboru réznych rozmiarow, morfologii i modyfikacji powierzchni
nanoczasteczek, sprawia, ze s3 one jeszcze bardziej pozadane do szerszego
zastosowania. Nanoczastki charakteryzuja si¢ zatem specyficzng strukturg
geometryczng cechujaca sie¢ wysokim stosunkiem powierzchni do objetosci, ktorej
uksztaltowanie ma wplyw na wtasciwosci.

Nanoczastki zelaza zerowartoSciowego moga tworzy¢ aglomeraty o wiekszych
rozmiarach niz nanometryczne. Zgodnie z wynalazkiem $rednia wielko$¢
hydrodynamiczna takich aglomeratow korzystnie miesci si¢ w zakresie 250 do 900 nm.

Zelazo zerowartosciowe mozna wytwarza¢ rdznymi sposobami znanymi w
dziedzinie, w tym na drodze syntezy z redukcja chemiczng, przy czym korzystnie
mozna je wytwarza¢ sposobem wedtug wynalazku jak opisano ponizej i przedstawiono
w Przyktadach.

W opracowanym sposobie wytwarzania zelaza zerowartosciowego wedlug
wynalazku ZVI jest otrzymywane sposobem polegajacym na reakcji redukcji soli zelaza
borowodorkiem sodu NaBHy4, przy czym jako material wyjsciowy stosuje si¢ sol zelaza
(II) lub mieszaning soli zelaza (II), korzystnie chlorek zelaza (II) [FeClz] lub mieszanine
chlorku zelaza (II) i siarczanu zelaza (II) [FeClz + FeSO4].

Reakcja redukeji przebiega wedtug ponizszego schematu:

FeClz + 2NaBH4 + 6H20 — Fe®| + 2H3BOs3 + 2NaCl + 7H21

Przyktadowo, sposéb  wytwarzania ZVI wedlug wynalazku mozna

przeprowadzi¢ w nastepujacy sposob.
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Proces prowadzi sie¢ w kolbie szklanej o pojemnosci odpowiedniej do ilosci
stosowanych roztworéw wodnych reagentdw, zaopatrzonej w doprowadzenie i
odprowadzenie gazu. W syntezie stosuje si¢ 0,5 M roztwoér FeCly (uzyskany przez
rozpuszczenie 63,5 g FeClo w 1000 ml odgazowanej wody destylowanej) oraz 0,5 M
roztwor NaBHs (przygotowany przez rozpuszczenie 37,2 g NaBHs w 1000 ml
odgazowanej wody destylowanej). Roztwér NaBH4 nastepnie wkrapla si¢ z szybkoscia
0,25 — 0,3 ml/s do roztworu chlorku zelaza az do momentu zauwazenia braku dalszego
wytragcania si¢ czarnego osadu oraz wydzielania wodoru. Reakcje nalezy prowadzi¢ w
atmosferze ochronne] gazu obojetnego, korzystnie argonu. Mieszanine reakcyjna
pozostawia si¢ na 24 godz., po czym dodaje pozostaly roztwor borowodorku sodu
porcjami po 50 ml 1 pozostawia na 24 godz. w celu stabilizacji osadu. Osad ZVI po
zdekantowaniu przemywa sie woda destylowang az do catkowitego usunigcia jondéw
CI'. Nastepnie osad saczy si¢ na filtrze nylonowym, korzystnie z tkaniny nylonowej o
splocie 20 DEN opracowanym przez tworcow niniejszego wynalazku. Filtr ten pozwala
na szczegodlnie efektywng separacj¢ nanoczastek zelaza zerowarto$ciowego z roztworu,
ktora stanowi znaczny problem w sposobach znanych w stanie techniki. Przesaczony
osad suszy si¢, korzystnie metoda liofilizacji. Taka procedura filtracji i suszenia
zapewnia jednorodno$¢ sktadu otrzymanego preparatu ZVI. Otrzymany preparat ZVI
przechowuje si¢ w szczelnym pojemniku w atmosferze ochronnej gazu obojetnego,
przyktadowo argonu.

Zgodnie z wynalazkiem, chlorek zelaza (II) stosowany jako material wyjsciowy
w sposobie wytwarzania ZVI jest drozszym reagentem w pordéwnaniu do dotychczas
stosowanego chlorku zelaza (III), niemniej jednak w reakcji jego redukcji zuzywa si¢
mniej borowodorku sodu (na 1 g ZVI potrzeba 1,7 g NaBH4 oraz 2,3 g FeClz, podczas
gdy dla otrzymania 1g ZVI w reakcji redukcji chlorku zelaza (III) niezbedne jest uzycie
2,3 g NaBH4 oraz 2,9 g FeCls). Przektada si¢ to na bardziej ekonomiczny efekt procesu
prowadzonego wedlug wynalazku. Ponadto w reakcji redukcji prowadzone; wedtug
opracowanego sposobu wywarzania zelaza zerowarto$ciowego wydziela si¢ znacznie
mniejsza ilo§¢ gazowego wodoru (7H2T wobec 10,5H>T w konwencjonalnym sposobie),
ktory jest niebezpieczny, a co obserwuje sie w przypadku sposobow znanych ze stanu
techniki.

Zatem przedstawiony tu sposob wytwarzania ZVI zapewnia wymierne korzysci

W postaci bardziej ekonomicznego procesu o mniejszej szkodliwosci.
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Twoércy niniejszego wynalazku  w ramach przeprowadzonych badan
nieoczekiwanie stwierdzili, ze zelazo zerowartosciowe, w szczegdlnosci wytwarzane
wedlug opracowanego sposobu wykazuje silng aktywnos¢ przeciwwirusowa.

Warunki syntezy ZVI (stosunek ilosci soli zelaza do borowodorku; sposob
przemywania osadu 1 jego suszenia) oraz jego pozniejsze] obrobki (przechowywanie w
atmosferze ochronnej gazu obojetnego i/lub starzenie) maja wplyw na rozmiary
uzyskanych czastek oraz ich reaktywnos$¢ [17-22].

Twoércy niniejszego wynalazku przeprowadzili badania ZVI pod katem
wlasciwosci przeciwwirusowych wykonujac szereg testow dla reprezentatywnych
szczepdw wirusow z rodziny Orthomyxovirade, w tym wirusa grypy, okreslajacych
wplyw inkubacji wirionow z ZVI na ilo$¢ 1 infekcyjnos¢ czastek wirusow. W rezultacie
stwierdzono, ze ZVI w sposob istotny redukuje ilos¢ wirusa.

W celu zbadania miana wirusa grypy, wykonano wyjatkowo czuly test
immunofluorescencyjny pozwalajacy okresli¢ ilos¢ jednostek infekcyjnych wirusa w
jednym mililitrze badanego supernatantu wirusowego. Wykazano, ze przy zastosowaniu
ZVT1 o stezeniu 3 mg/ml juz po 15 minutach inkubacji z wirusem grypy nastgpito istotne
obnizenie miana wirusa. Co wigce], juz najnizsze stezenia uzytego do badan ZVI (4.
0,75 mg/ml) wykazaly istotne obnizenie miana wirusa grypy po dwoch godzinach
inkubacji z wirusem. Ponadto, zaobserwowano, ze wraz we wzrostem stezenia ZVI,
wzrasta efektywnos$¢ inaktywacji wirusa grypy. Przy najwyzszym zastosowanym
stezeniu ZVI (8 mg/ml) uzyskano drastyczne obnizenie miana wirusa grypy z 7,2 logl0
do 2,7 log10, co stanowi az 99,99% ilosci wirusa. Dziatanie przeciwwirusowe ZVI jest
wiec wyjatkowo silne 1 zalezne od stezenia. Dodatkowo wykonano analize biatek
wirusowych technika Western Blot. Wykazata ona, ze po inkubacji wirusa grypy z
najnizszym stezeniem ZVI nie jest mozliwe przylaczenie przeciwciat nakierowanych na
biatka wirusa grypy, pomimo potwierdzenia ich obecnosci na membranie inng technika,
co $wiadczy o unieaktywnieniu antygenow biatek wirusa grypy.

Wyniki przeprowadzonych przez twércdw niniejszego wynalazku badan na
wybranych szczepach wirusa grypy typu A, bedacego reprezentatywnym wirusem z
rodziny Orthomyxovirade, wykazuja skuteczna aktywnos¢ przeciwwirusowa zelaza
Zerowartosciowego.

W badaniach aktywnosci przeciwwirusowej badano rowniez wplyw okresu

starzenia zelaza zerowartosciowego na jego aktywnosc.
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Zgodnie z wynalazkiem, poprzez starzenie ZVI rozumie si¢ wystawienie go na
dziatanie powietrza w temperaturze pokojowej do zmiany barwy z czarnej na brunatna,
zwykle 1 godz. Warunki starzenia dobiera si¢ tak, aby powierzchniowemu utlenieniu
ulegto maksimum 1% preparatu. Schematycznie strukture nanoczastki starzonego ZVI
typu rdzen — powltoka pasywacyjna przedstawiono na Fig. 3, ktora rozni si¢ od tzw.
Swiezego ZVI” tym, ze na powierzchni wytwarza si¢ warstwa tlenkéw zelaza na
réznym stopniu utlenienia, ktora to warstwa ma znaczenie dla aktywnosci
przeciwwirusowe] ZVI, jak opisano ponizej 1 przedstawiono w zalaczonych
Przyktadach wykonania wynalazku.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono korzystny wplyw starzenia
ZVI1 na jego aktywno$¢ przeciwwirusowa.

Uzyskane wyniki badan wplywu okresu starzenia ZVI na jego aktywnos¢
przeciwwirusowa wyraznie wskazuja, ze preparaty ZVI po czesciowym utlenieniu
wykazuja znacznie wieksza aktywno$¢ przeciwwirusowa. Przy stezeniu 1 mg/ml swiezo
przygotowane ZVI w buforze PBS powoduje obnizenie miana wirusa o 1 logz , podczas
gdy ZVI po 36 godz. starzenia w buforze PBS powoduje obnizenie miana wirusa grypy
0 2 log>. Miano wirusa spada do warto$ci zerowe] przy zastosowaniu 2,5 mg/ml $swiezo
przygotowanego ZVI, natomiast ten sam efekt mozna uzyskaé przy uzyciu mniejsze]
ilosci preparatu ZVI starzonego przez 36 godz. w PBS, a mianowicie 1,75 mg/ml
starzonego ZVI wystarczy do obnizenia miana wirusa do zera.

Jak opisano powyzej 1 przedstawiono w Przyktadach na reprezentatywnym
przykladzie wirusa z rodziny Orthomyxovirade, czyli wirusie grypy typu A, zelazo
zerowartosciowe wedlug wynalazku, w szczegolnosci w postaci nanoczgstek, ktédre
korzystnie moga tworzy¢ aglomeraty, zwlaszcza wytworzone sposobem wedlug
wynalazku, charakteryzuje si¢ silnymi wtasciwosciami przeciwwirusowymi, zwlaszcza
przeciwko wirusom z rodziny Orthomyxovirade.

Dzigki swoim wtasciwosciom zelazo zerowartoSciowe, korzystnie w postaci
nanoczastek, ktore moga by¢ skupione w postaci aglomeratéw, moze by¢ zatem
stosowane w szeregu aplikacji biologicznych 1 biomedycznych, w tym,
nieograniczajaco, do zwalczania 1 profilaktyki infekcji wirusem =z rodziny
Orthomyxovirade, a takze do innych wiruséw otoczkowych z uwagi na podobienstwo

budowy z wirusem z rodziny Orthomyxovirade.
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Niniejszy wynalazek zostanie ponizej zilustrowany za pomoca przyktadow
wykonania 1 figur, ktore nie maja jednak w jakikolwiek sposdb ogranicza¢ zakresu
ochrony wynalazku jak zdefiniowano w zastrzezeniach patentowych.

Kratki opis figur

Fig. 1 przedstawia na wykresach wyniki badania wptywu preparatéw ZVI Fel —
Fed otrzymanych wedtug Przykladow 1a - 1d na zmniejszenie miana wirusa grypy po 2
godzinach inkubacji. Okres$lenie ilosci jednostek infekcyjnych wirusa grypy zostato
wykonane przy zastosowaniu testu immunofluorescencyjnego dla szczepow
A/California/04/2009 (HIN1) oraz A/PR8/1934 (HINI1). Dane przedstawiono jako
srednig = odchylenie standardowe z trzech niezaleznych eksperymentow, kazde
wykonane w trzech powtorzeniach. Dla porownan statystycznych przeprowadzono
niesparowany test t Studenta z rozktadem dwustronnym (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001, ****p < 0,0001). Dokladne warto$ci przedstawiono w Tabeli 2 (Fel), Tabeli 3
(Fe2), Tabeli 4 (Fe3) i Tabeli 5 (Fed).

Fig. 2 przedstawia na wykresach wyniki badania wptywu preparatéw ZVI Fel —
Fed otrzymanych wedlug Przyktadow la - 1d na zmniejszenie miana wirusa grypy po
inkubacji, badane w interwatach czasowych 15, 30, 60 i 120 minut. Badanie
przeprowadzono dla stezenia 3 mg/ml ZVI. Okreslenie ilosci jednostek infekcyjnych
wirusa grypy zostalo wykonane przy zastosowaniu testu immunofluorescencyjnego dla
szczepu A/PR8/1934 (HINI1). Dane przedstawiono jako $rednia + odchylenie
standardowe z trzech niezaleznych eksperymentow, kazde wykonane w trzech
powtorzeniach. Dla porownan statystycznych przeprowadzono niesparowany test t
Studenta z rozktadem dwustronnym (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001). Doktadne wartosci przedstawiono w Tabeli 2 (Fel), Tabeli 3 (Fe2), Tabeli 4
(Fe3) i Tabeli 5 (Fed4).

Fig. 3 przedstawia schematycznie struktur¢ nanoczastki starzonego ZVI typu
rdzen — tlenkowa powtoka pasywacyjna: a) rdzen zelaza zerowartosciowego aFe(0), b)
FeO, c) Fe(OH)2, d) FeO+Fe;03, e) FeOOH, f) Fe203+0,5H,0.

Fig. 4 przedstawia zdjecie elektronomikroskopowe preparatu ZVI Fel.

Fig. 5 przedstawia zdjecie elektronomikroskopowe preparatu ZVI Fe2.

Przyklady

Otrzymywanie zelaza zerowartosciowego (ZVI) i starzonego ZVI oraz

badanie ich aktywno$ci przeciwwirusowej
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Wszystkie opisane ponizej procedury i analizy doswiadczalne przeprowadzono z
zastosowaniem komercyjnie dostepnych zestawow testowych, odczynnikow i aparatury,
postepujac zgodnie z zaleceniami producentow stosowanych zestawow, odczynnikow 1
aparatury, o ile nie wskazano wyraznie inaczej. Wszelkie analizy przeprowadzono z
zastosowaniem standardowych, powszechnie znanych metod stosowanych w dziedzinie,
do ktorej nalezy niniejszy wynalazek.

Przyklad 1. Opis ogolny otrzymywania Zelaza zerowartoSciowego (ZVI) w
reakcji redukcji chlorku zelaza (II) borowodorkiem sodu

Proces prowadzono w kolbie szklanej o pojemnosci 5 dm?® zaopatrzonej w
doprowadzenie i odprowadzenie gazu. W 1000 ml odgazowanej wody destylowanej
rozpuszczono 63,5 g FeCl uzyskujac 0,5 M roztwor. Oddzielnie przygotowano
2500 ml 0,5 M (37,2 g w 1000 ml odgazowanej wody destylowanej) roztworu NaBHa,
ktéry nastgpnie wkraplano z szybkoscia 0,25 — 0,3 ml/s do roztworu chlorku zelaza do
momentu zauwazenia braku dalszego wytracania si¢ czarnego osadu oraz wydzielania
wodoru, zwykle 2000 ml. Reakcj¢ prowadzono w atmosferze ochronnej gazu
obojetnego argonu. Mieszanine reakcyjng pozostawiano na 24 godz., po czym dodano
porcjami po 50 ml pozostate 500 ml roztworu borowodorku i pozostawiano na 24 godz.
w celu stabilizacji osadu. Osad po zdekantowaniu przemywano woda destylowana do
catkowitego usuniecia jonéw CI°. Nastepnie osad saczono na filtrze z tkaniny nylonowej
o splocie 20 DEN 1 suszono metoda liofilizacji. Otrzymany preparat ZVI
przechowywano w szczelnym pojemniku w atmosferze ochronnej gazu obojetnego
argonu do dalszych zastosowan.

Przyklad 1a. Preparat ZVI Fel

Parti¢ preparatu ZVI otrzymanego w Przyktadzie 1 poddano starzeniu
wystawiajac na dziatanie powietrza w temperaturze pokojowej przez 1 godz. do zmiany
barwy preparatu z czarnej na brunatng.

Warunki starzenia dobierano tak, aby powierzchniowemu utlenieniu uleglo
maksimum 1% preparatu. W tym celu w szklanym pojemniku o pojemnosci 150 ml,
wypelnionym powietrzem, umieszczono 10 g ZVI i szczelnie zamknigto.

W reakcji utleniania 1g Fe moze zwigza¢ 300 ml O2. W pojemniku o
pojemnosci 150 ml wypelnionym powietrzem (- 10 ml na preparat) jest 29,4 ml tlenu,

ktory wystarcza na utlenienie powierzchniowe preparatu.
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Przeprowadzone badanie elektronomikroskopowe  wykazato  strukture
nanoczastki starzonego ZVI typu rdzen - tlenkowa powloka pasywacyjna, jak
przedstawiono schematycznie na Fig. 3. Potwierdza to zdjecie elektronomikroskopowe
starzonego ZVI Fel przedstawione na Fig. 4, na ktérym wyraznie widoczne sa
jasniejsze otoczki tlenkow zelaza wokot ziarna zelaza zerowartoSciowego.

Otrzymany preparat ZVI Fel uzyto do badan aktywnosci przeciwwirusowej po 6
miesigcach. W tym celu 100 mg ZVI umieszczono w 1 ml buforu PBS (1X Phosphate
Buffered Saline, pH 7,3-7,5; BioShop) na okres co najmniej 36 godzin. Tak
przygotowany preparat stosowano do badan wlasciwosci przeciwwirusowych ZVI Fel.

Przyklad 1b. Preparat ZVI Fe2

Parti¢ preparatu ZVI otrzymanego w Przyktadzie 1 poddano starzeniu
bezposrednio po liofilizacji, wystawiajac na dziatanie powietrza w temperaturze
pokojowej przez 1 godz. do zmiany barwy preparatu z czarnej na brunatng.

Warunki starzenia dobrano zgodnie z opisem w Przyktadzie 1a.

Strukture otrzymanego starzonego ZVI przedstawiono na Fig. 5 za pomoca
zdjecia elektronomikroskopowego.

Otrzymany preparat ZVI Fe2 uzyto do badan aktywnosci przeciwwirusowej po
tygodniu. W tym celu 100 mg ZVI umieszczono w 1 ml buforu PBS (1X Phosphate
Buffered Saline, pH 7,3-7,5; BioShop) na okres co najmniej 36 godzin. Tak
przygotowany preparat stosowano do badan wlasciwosci przeciwwirusowych ZVI Fe2.

Przyklad 1c. Preparat ZVI Fe3

Parti¢ preparatu ZVI otrzymanego w Przyktadzie 1 po liofilizacji
przechowywano w argonie i poddano starzeniu bezposrednio przed uzyciem,
wystawiajac na dziatanie powietrza w temperaturze pokojowej przez 1 godz. do zmiany
barwy preparatu z czarnej na brunatng.

Warunki starzenia dobrano zgodnie z opisem w Przyktadzie 1a.

Nastepnie 100 mg ZVI umieszczono w 1 ml buforu PBS (1X Phosphate
Buffered Saline, pH 7,3-7,5; BioShop) na okres co najmniej 36 godzin. Tak
przygotowany preparat stosowano do badan whasciwosci przeciwwirusowych ZVI Fe3.

Przyklad 1d. Preparat ZVI Fe4

Otrzymywanie ZVI w reakcji redukcji borowodorkiem sodu mieszaniny chlorku

zelaza (II) 1 siarczanu zelaza (II).
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Proces prowadzono w kolbie szklanej o pojemnosci 5dm® zaopatrzonej w
doprowadzenie 1 odprowadzenie gazu. W 1000 ml odgazowanej wody destylowanej
rozpuszczono 40 g FeCl oraz 40 g FeSO4 x 4H20, uzyskujac 0,5 M roztwor soli zelaza.
Oddzielnie przygotowano 2500 ml 0,5 M (37,2 g w 1000 ml odgazowanej wody
destylowanej) roztworu NaBHa, ktory nastepnie wkraplano z szybkoscig 0,25 — 0,3 ml/s
do roztworu soli zelaza do momentu zauwazenia braku dalszego wytracania si¢
czarnego osadu oraz wydzielania wodoru, zwykle 2000 ml. Reakcje prowadzono w
atmosferze ochronnej gazu obojetnego argonu. Mieszaning reakcyjng pozostawiono na
24 godz., po czym porcjami po 50 ml dodano pozostate SO0 ml roztworu borowodorku i
pozostawiano na 24 godz. w celu stabilizacji osadu. Osad po zdekantowaniu
przemywano woda destylowana do catkowitego usuniecia jonéw Cl°. Nastepnie osad
saczono na filtrze z tkaniny nylonowej o splocie 20 DEN 1 suszono metoda liofilizacji.

Otrzymany preparat poczatkowo przechowywano w atmosferze ochronnej gazu
obojetnego argonu, a nastgpnie poddano starzeniu wystawiajac na dziatanie powietrza w
temperaturze pokojowej przez 1 godz. do zmiany barwy preparatu z czarnej na
brunatna. Warunki starzenia dobrano zgodnie z opisem w Przykladzie 1a.

Otrzymany preparat ZVI Fed uzyto do badan aktywnos$ci przeciwwirusowej po
tygodniu. W tym celu 100 mg ZVI umieszczono w 1 ml buforu PBS (1X Phosphate
Buffered Saline, pH 7,3-7,5; BioShop) na okres co najmniej 36 godzin. Tak

przygotowany preparat stosowano do badan wlasciwosci przeciwwirusowych ZVI Fe4.

Tabela 1. Charakterystyka preparatow ZVI Fel — Fe4

Srednia Wspolczynnik drntensity (M) Anumber(NM) Potencjal
wielkos¢ polidyspersyjnosci Zeta (mV)
czastek Pdl
Z-ave (nm)
Fel 582,6/44,3 |0,444/0,090 502,1/8,73 421,8/8,16 22,3/0,36
Fe2 402,3 /14,8 | 0,506/ 0,056 439,3/42,0 144,5 /95,78 28,8 /3,41
Fe3 2493 /11,7 | 0,389/0,007 373,8/74,0 98,5 /54,54 28,1/0,72
Fe4 889,0/584 | 0,380/0,058 763,3/39,3 551,0/82,01 16,1/0,36

W powyzszej tabeli 1 przedstawiono charakterystyke otrzymanych preparatéw
ZVI Fel — Fe4 uzyskana w wyniku przeprowadzonych badan, ktore wykazaty, ze
srednia wielko$¢ czastek ($rednica hydrodynamiczna) uzyskanych preparatow po
liofilizacji miesci si¢ w zakresie 250 do 900 nm. Badania elektronomikroskopowe tych
preparatow wykazaty, ze sktadaja sie one z nanoczastek zelaza zerowartosciowego o

rozmiarach ponizej 100 nm tworzacych skupiska w postaci aglomeratow.
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W wyniku przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze okres starzenia
preparatow wplywa na $redniag wielkos¢ hydrodynamiczna czastek zelaza
zerowartosciowego, ktora miesci sie¢ w zakresie od 250 nm dla ZVI Fe3 najkroce;
starzonego do 580 nm dla ZVI Fel najdluzej starzonego.

Okres starzenia ma rowniez wplyw na warto$¢ potencjalu Zeta badanych
preparatow. Preparat otrzymany z mieszaniny soli zelazawych (ZVI Fe4) charakteryzuje
si¢ najwicksza s$rednig wielkoscia hydrodynamiczng czastek oraz najnizszym
potencjalem Zeta.

Takie wlasciwosci wpltywaja na aktywno$¢ otrzymanych nanoczastek ZVI jak
wykazano w przyktadach ponize;j.

Przyklad 2. Badanie aktywnosci przeciwwirusowej starzonego zelaza
zerowartoSciowego (ZVI)

Aktywnos¢ przeciwwirusowa starzonego zelaza zerowarto$ciowego badano na
przykladzie reprezentatywnych szczepéw wirusa grypy typu A A/California/04/2009
(HIN1) oraz A/PR8/1934 (HIN1).

Przyklad 2a. ZVI Fel otrzymane w przykladzie la poddano testowi
immunofluorescencyjnemu pozwalajagcemu na okreslenie ilosci jednostek infekcyjnych
wirusa w jednym mililitrze badanego supernatantu wirusowego. Badania
przeprowadzano na stezonych roztworach wirusa grypy typu A (A/California/04/2009
(HIN1) lub A/PR8/1934 (HIN1), o mianie 1x10% FFU/ml kazdy). W tym celu
zmieszano 45 pl roztworu wirusa z 5 pl roztworu ZVI (o stezeniu 100 mg/ml) do
powstania koncowych stezen ZVI 0,75, 1,5, 3, 6 oraz 8 mg/ml (do rozcienczen
wykorzystano bufor PBS). Badane probki inkubowano w 22°C przez 2 godziny.
Dodatkowo zbadano réwniez efektywnos$¢ przeciwwirusowa ZVI dla stezenia 3 mg/ml
w czasach 15, 30, 60 minut. W kolejnym etapie supernatant zawierajacy wirusa zostat
zebrany przy uzyciu statywu magnetycznego, wykorzystujac wlasciwosci
superparamagnetyczne ZVI.

W kolejnym etapie przygotowano komorki dla testu immunofluorescencyjnego.
Komorki Madin-Darby canine kidney (MDCK) wysiano na 96-dotkowych plytkach w
ilosci 20 000 komorek w 100 pl na dotek w pozywce 1x DMEM (Corning)
suplementowanej 10% plodowa surowica bydleca (FBS; Gibco) i 1% PSG (penicylina
— 100 U/ml, streptomycyna — 100 mg/ ml, l-glutamina — 2 mM; Gibco) i
inkubowano 24 godzinny w standardowych warunkach hodowli (37°C, 5% CO2, 95%
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wilgotno$ci). Seryjne dziesigciokrotne rozcienczenia badanych supernatantow
wirusowych przygotowano w pozywce infekcyjnej zawierajace] 0,3% BSA (Sigma),
100 U/ml penicyliny, 100 mg/ml streptomycyny (Sigma) w buforze PBS. Komorki
przemyto dwukrotnie 100 pl buforu PBS 1 infekowano seryjnymi rozcienczeniami
supernatantow wirusowych (50 ul na dotek) przez 1 godzing w temperaturze pokojowej
na delikatnie kotyszacej si¢ platformie. Nastepnie usunieto pozywke infekcyjng i
dodano pozywke post infekcyjng DMEM suplementowang 0,2% BSA, 67 U/ml
penicyliny, 67 mg/ml streptomycyny, 1,3 mM glutaminy, 2,5 pg/ml N-acetylowanej
trypsyny (Sigma), 1% Avicel 1 inkubowano przez 18-26 godzin (18 godzin dla wirusa
A/PR8/1934; 26 godzin dla wirusa A/California/04/2009) w 33°C, 5% CO2 i 95%
wilgotnosci. Pozywke post infekcyjng nastepnie usunigto, a komoérki utrwalono i
permeabilizowano w buforze PBS zawierajacym 4% roztwor formaldehydu (Sigma),
0,5% roztwér Triton X-100 (BioShop) w przez 20 min w temperaturze pokojowe;.
Nastepnie komorki przemyto dwukrotnie 100 pl buforu PBS i inkubowano w 50 ul
buforu blokujacego zawierajacego 2% surowicze] albuminy wolowej (bovine serum
albumin; Sigma) w buforze PBS przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Pozniej
bufor blokujgcy =zastgpiono 50 pl roztworem przeciwcial pierwszorzedowych
nacelowanych na biatka wirusowe grypy (nukleoproteiny; MABS8257, Merck)
rozcienczone w buforze PBS (1 pg/ml) i inkubowano przez 1-2 godzin w temperaturze
pokojowej. Nastepnie komorki przemyto dwukrotnie 100 ul buforu PBS, dodano 50 pl
roztworu wyznakowanych fluorescencyjnie przeciwcial drugorzedowych (AP160F,
Merck) rozcienczonych w buforze PBS (6,6 pg/ml) 1 inkubowano przez 30-60 minut w
temperaturze pokojowej. Zliczanie jednostek infekcyjnych wirusa grypy (focus forming
units; FFU) przeprowadzono pod mikroskopem fluorescencyjnym i na podstawie
rozcienczen okreSlono ilos¢ jednostek znajdujacych sie w jednym mililitrze
supernatantu (FFU/ml).

Stwierdzono, ze przy zastosowaniu ZVI Fel o stezeniu 3 mg/ml juz po 15
minutach inkubacji z wirusem grypy istotnie obnizyto si¢ miano wirusa grypy dla
szczepu A/PR8/1934 z 7,33 logio do 6,02 logio, co stanowi 95,14% ilosci wirusa
(Tabela 2, Fig. 2). Wydtuzenie czasu inkubacji z 15 minut do 120 minut nie wptyneto
istotnie na zwigkszenie wilasciwosci przeciwwirusowych (p-value = 0,2535), zatem
wnioskuje sie, ze 15 minut jest wystarczajgcym, a zarazem minimalnym okresem

inkubacji. Co wiecej, juz najnizsze stezenie ZVI (tj. 0,75 mg/ml) powoduje istotne
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obnizenie miana wirusa grypy po dwoch godzinach inkubacji z wirusem zaréwno dla
szczepu A/California/04/2009 jak 1 A/PR8/1934 (Tabela 2, Fig. 1). Ponadto,
zaobserwowano, ze wraz we wzrostem stg¢zenia ZVI, wzrasta efektywnos¢ inaktywacji
wirusa grypy. Przy najwyzszym zastosowanym stezeniu ZVI (8 mg/ml) uzyskano
obnizenie miana wirusa grypy szczepu A/PR8/1934 z 7,27 logio do 4,13 logio, co
stanowl az 99,93% ilosci wirusa (Tabela 2, Fig. 1). Dla szczepu A/California/04/2009
uzyskano zblizone wyniki, gdzie przy najwyzszym testowanym stezeniu ZVI (8 mg/ml)
obnizono miano wirusa grypy z 7,54 logio do 4,90 logio, co stanowi az 99,77% ilosci
wirusa.

Na podstawie uzyskanych wynikéw wnioskuje si¢, ze zastosowane stezenie 8
ml/ml ZVI przy dwugodzinnej inkubacji pozwala na uzyskanie najwyzsze]

efektywnosci przeciwwirusowe;.

czasu inkubacyi z ZVI dla wirusa grypy A/PRB/1934

czas inkubacji [min] 0 15 30 60 120
miano wirusa grypy
[FFU/ml] 2,3E+07 | 1,1E+06 1,3E+06 6,6E+05 | 6,4E+05
miano wirusa grypy 733+« 6,02 + 5,77+
wyrazone w 1og10 022 | 022 6.09+£0.14 1 3762032\ " 4
efektywnos¢ w stosunku 95,14% o o 97,17%+ | 97,24%
do kontroli [%] i +2.07% 04.48% x 1,41% 1,27% +1,17%
prawdopodobienstwo i 0,0019 s s | 00011
testowe (p-value) (%) 0.0013 *%) 0.0021 ¢ (%)
stezenia ZVI dla wirusa grypy A/PR8/1934
stezenie ZVI [mg/ml] 0 0,75 1,5 3 6 8
miano wirusa grypy
[FEU/ml] 1,9E+07 | 8,2E+05 | 3,6E+05 | 1,6E+05 | 1,3E+05 | 1,4E+04
L , 727+ | 578+ | 554+ | 510+ | 5.02+ | 413+
wymkiwyrazone wlogio | 615 | 041 | 017 | 038 | 035 | oa1
efektywnos¢ w stosunku i 95,68% | 98.07% | 99,14% | 99,29% | 99,93%
do kontroli [%] +3,24% | £0,54% | £0,63% | £0,50% | £0,01%
prawdopodobienstwo i 0,0039 | 0,0001 | 0,0007 | 0,0004 | <0,0001
testowe (p-value) () (F) (k) (F) (k)

stezenia ZVI dla wirusa grypy A/California/04/2009
miano wirusa grypy
[FFU/ml] 3,5E+07 | 4,2E+05 | 2,7E+05 | 1.4E+05 | 6,9E+04 | 8,0E+04
7,54 £ 5,60+ 540+ 5,08+ 4,83+ 4,90 +

wyniki wyrazone w logio

0,11 0,18 0,20 0,26 0,09 0,04

efektywnos¢é w stosunku 98.81% | 99.23% | 99,61% | 99.81% | 99,77%

do kontroli [%] - +036% | £027% | £021% | +0,03% | +0,02%
prawdopodobienstwo <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
testowe (p—Value) - (****) (****) (****) (****) (****)

Tabela 2. Zmniejszenie miana wirusa grypy po inkubacji z ZVI Fel. Okreslenie
ilosci jednostek infekcyjnych wirusa grypy zostalo wykonane przy zastosowaniu testu
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immunofluorescencyjnego dla szczepéw  A/California/04/2009 (HIN1) oraz
A/PR8/1934 (HIN1). Badanie zaleznosci od czasu inkubacji z ZVI wykonano dla 3
mg/ml, a badanie zaleznosci od stezenia ZVI dla 2 godzin inkubacji. Kontrole stanowita
proba niezawierajaca ZVI, wyltacznie bufor PBS. Dane przedstawiono jako $rednig +
odchylenie standardowe z trzech niezaleznych eksperymentow, kazde wykonane w
trzech powtdrzeniach. Dla poréwnan statystycznych przeprowadzono niesparowany test
t Studenta z rozkladem dwustronnym (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001).

Przyklad 2b. ZVI Fe2 otrzymane jak w przykladzie 1b poddano badaniom
wedlug procedur przedstawionych w Przyktadzie 2a.

Stwierdzono, ze przy zastosowaniu ZVI Fe2 o stezeniu 3 mg/ml juz po 15
minutach inkubacji z wirusem grypy istotnie obnizylo miana wirusa grypy dla szczepu
A/PR8/1934 7z 7,09 logio do 5,03 logio, co stanowi 98,94% ilosci wirusa (Tabela 3, Fig.
2). Wydtuzenie czasu inkubacji z 15 minut do 120 minut nie wptynelo istotnie na
zwigkszenie wlasciwosci przeciwwirusowych (p-value = 0,2279), zatem wnioskuyje sig,
ze 15 minut jest wystarczajacym, a zarazem minimalnym okresem inkubacji. Co wigce],
juz najnizsze stezenie ZVI (tj. 0,75 mg/ml) powoduje istotne obnizenie miana wirusa
grypy po dwoch godzinach inkubacji z wirusem zarowno dla szczepu
A/California/04/2009 jak i A/PR8/1934 (Tabela 3, Fig. 1). Ponadto, zaobserwowano, ze
wraz we wzrostem stezenia ZVI, wzrasta efektywnos¢ inaktywacji wirusa grypy. Przy
najwyzszym zastosowanym stezeniu ZVI (8 mg/ml) uzyskano obnizenie miana wirusa
grypy szczepu A/PR8/1934 z 7,30 logio do 5,01 logio, co stanowi az 99,54% ilosci
wirusa (Tabela 3, Fig. 1). Dla szczepu A/California/04/2009 uzyskano zblizone wyniki,
gdzie przy najwyzszym testowanym stezeniu ZVI (8 mg/ml) obnizono miano wirusa
grypy z 7,54 logio do 6,05 logio, co stanowi az 96,60% ilosci wirusa.

Na podstawie uzyskanych wynikéw wnioskuje sie, ze zastosowane stezenie 8
ml/ml ZVI przy dwugodzinnej inkubacji pozwala na uzyskanie najwyzszej

efektywnosci przeciwwirusowe;.
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czasu inkubacji 7 ZVI dla wirusa grypy A/PR8/1934

czas inkubacji [min] 0 15 30 60 120
miano wirusa grypy
[FFU/ml] 1,3E+07 | 1,3E+05 9,2E+04 1,1E+05 5,1E+04
fiiano wirusa grypy 709+ 1 303 051025 | 4.99+023 | 4.61+0.34
wyrazone w logio 0,13 0,38
efektywnos¢ w stosunku do i 98,94% + | 99,27% =+ 99,14% + 99,60% =+
kontroli [%] 0,59% 0,34% 0,31% 0,28%
prawdopodobienstwo i 0,0009 0,0002 0,0002 0,0003
testowe (p-value) (FFF) (FF#F) (F**) (F**)
stezenia ZVI dla wirusa grypy A/PR8/1934
stezenie ZVI [mg/ml] 0 0,75 1,5 3 6 8
miano wirusa grypy 2,2E+
[FEU/ml] 07 2,6E+06 | 1,5E+06 | 6,4E+05 | 2,9E+05 | 1,0E+05

wyniki wyrazone w logio 7(’)333 4i 6(’)2};[ 6(’){21; 5(’)552(;: 528 +£0.47 56?3;
efektywnos¢ w stosunku do 88.50% £193,20% £ | 97.12% £ | 98.69% £ | 99,54% =+
kontroli [%] i 9,48% 3,89% 2,86% 1,20% 0,01%
prawdopodobienstwo 0,0204 0,0053 0,0094 0,0027 <0,0001
testowe (p-value) ] (*) (%) (%) () ()
““an‘[’FVI?{J‘;ISI‘;‘”grypy 3’(5)7E+ 3,1E+06 | 4,4E+06 | 14E+06 | 1,5E+06 | 1.2E+06
wyniki wyrazone w logio 7(,)5;111 6(’;’? 1i 6(’)?36; 6(’){;) Oi 6,18 +0,11 66?§0i
efektywnos¢ w stosunku do 91,19% + | 87.42% £ 95,96% £+ | 95,66% + | 96,60% =+
kontroli [%] i 1,91% 8,45% 1,75% 0,96% 1,16%
prawdopodobienstwo 0,0007 0,0004 0,0001 0,0001 0,0004
testowe (p—Value) - (***) (***) (***) (***) (***)

Tabela 3. Zmniejszenie miana wirusa grypy po inkubacji z ZVI Fe2. Okreslenie
ilosci jednostek infekcyjnych wirusa grypy zostalo wykonane przy zastosowaniu testu
immunofluorescencyjnego dla szczepéw  A/California/04/2009 (HIN1) oraz
A/PR8/1934 (HIN1). Badanie zaleznosci od czasu inkubacji z ZVI wykonano dla 3
mg/ml, a badanie zaleznosci od stezenia ZVI dla 2 godzin inkubacji. Kontrole stanowita
proba niezawierajaca ZVI, wyltacznie bufor PBS. Dane przedstawiono jako $rednig +
odchylenie standardowe z trzech niezaleznych eksperymentow, kazde wykonane w
trzech powtdrzeniach. Dla poréwnan statystycznych przeprowadzono niesparowany test
t Studenta z rozktadem dwustronnym (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001).

Przyklad 2c¢. ZVI Fe3 otrzymane jak w przykladzie lc poddano badaniom
wedlug procedur przedstawionych w Przyktadzie 2a.

Stwierdzono, ze przy zastosowaniu ZVI Fe3 o stezeniu 3 mg/ml juz po 15
minutach inkubacji z wirusem grypy istotnie obnizylo miana wirusa grypy dla szczepu
A/PR8/1934 7z 7,24 logio do 5,41 logio, co stanowi 98,35% ilosci wirusa (Tabela 4, Fig.

2). Jednakze, wydtuzenie czasu inkubacji z 15 minut do 120 minut istotnie wptyneto na
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zwigkszenie wlasciwos$ci przeciwwirusowych (p-value = 0,0326 (*)), zatem wnioskuje
sig, ze 120 minut jest najefektywniejszym czasem inkubacji. Co wiecej, juz najnizsze
stezenie ZVI (t]. 0,75 mg/ml) powoduje istotne obnizenie miana wirusa grypy po dwoch
godzinach inkubacji z wirusem zarowno dla szczepu A/California/04/2009 jak i
A/PR8/1934 (Tabela 4, Fig. 1). Ponadto, zaobserwowano, ze wraz we wzrostem
stezenia Z V1, wzrasta efektywnos$¢ inaktywacji wirusa grypy. Co wiecej, ZVI o stezeniu
3 mg/ml juz po 15 minutach inkubacji z wirusem grypy istotnie obnizytlo miana wirusa
grypy dla szczepu A/PR8/1934 z 7,24 logio do 5,41 logio, co stanowi 98,35% ilosci
wirusa (Tabela 4, Fig. 2). Przy najwyzszym zastosowanym ste¢zeniu ZVI (8 mg/ml)
uzyskano obnizenie miana wirusa grypy szczepu A/PR8/1934 z 7,18 logio do 2,66 logio,
co stanowi az 99,997% ilosci wirusa (Tabela 4, Fig. 1). Dla szczepu
A/California/04/2009 uzyskano zblizone wyniki, gdzie przy najwyzszym testowanym
stezeniu ZVI (8 mg/ml) obnizono miano wirusa grypy z 7,54 logio do 5,44 logio, co
stanowi az 99,20% ilosci wirusa.

Na podstawie uzyskanych wynikéw wnioskuje sie, ze zastosowane stezenie 8
ml/ml ZVI przy dwugodzinnej inkubacji pozwala na uzyskanie najwyzsze]

efektywnosci przeciwwirusowe;.

| czasu inkubacji 7 ZVI dla wirusa grypy A/PR8/1934

czasu inkubacji z ZVI dla
wirusa grypy A/PR8/1934 0 15 30 60 120
miano wirusa grypy
[FFU/ml] 1,8E+07 | 3,0E+05 | 2,3E+05 8,2E+04 5,5E+04
fruano Wirsa grypy T2 1 SAlE e300 013 4912009 | 4712021
wyrazone w logio 0,14 0,32
efektywnos¢ w stosunku do i 98,35% + | 98,70% % | 99,54% + 99,70% =+
kontroli [%] 0,73% 0,29% 0,08% 0,11%
prawdopodobienstwo testowe i 0,0008 <0,0001 <0,0001 <0,0001
(p—Value) (***) (****) (****) (****)
stezenia ZVI dla wirusa grypy A/PR8/1934
stezenie ZVI [mg/ml] 0 0,75 1,5 3 6 8
miano wirusa grypy
[FFU/ml] 1,5E+07 | 9,6E+05 | 3,7E+05 | 3,9E+04 | 1,5E+04 | 4,9E+02

. , 718+ | 593+ | 551+ | 437+ | 404+ | 266+
wyniki wyrazone w logio

0,05 0,25 0,28 0,60 0,46 0,21

efektywno$¢ w stosunku do 93,74% | 97.61% | 99,75% | 99,90% | 99,997%

kontroli [%] - +2.84% | +1,16% | +0,20% | +0,06% | +0,001%
prawdopodobienstwo 0,0011 | 0,0005 | 0,0012 | 0,0003 | <0,0001
testowe (p—Value) - (**) (***) (**) (***) (****)

stezenia ZVI dla wirusa grypy A/California/04/2009

miano wirusa grypy

[FFU/ml] 3,5E+07 | 3,0E+06 | 1,8E+06 | 7,5E+05 | 3,3E+05 | 2,8E+05
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wyniki wyrazone w log1o 7,54 + 6,45 + 6,25 + 5,85+ 5,50+ 5,44 +
0,11 0,14 0,03 0,18 0,15 0,13
efektywnos¢ w stosunku do 91,64% | 9497% | 97.88% | 99,08% | 99,20% +
kontroli [%] ) +226% | £0,24% | £0,65% | +£0,23% 0,18%
prawdopodobienstwo 0,0005 | <0,0001 | 0,0002 | <0,0001 | <0,0001
testowe (p-value) B (k) (k) (F) (H ) (H )

Tabela 4. Zmniejszenie miana wirusa grypy po inkubacji z ZVI Fe3. Okreslenie
ilosci jednostek infekcyjnych wirusa grypy zostalo wykonane przy zastosowaniu testu
immunofluorescencyjnego dla szczepéw  A/California/04/2009 (HIN1) oraz
A/PR8/1934 (HIN1). Badanie zaleznosci od czasu inkubacji z ZVI wykonano dla 3
mg/ml, a badanie zaleznosci od stezenia ZVI dla 2 godzin inkubacji. Kontrolg stanowila
proba niezawierajaca ZVI, wyltacznie bufor PBS. Dane przedstawiono jako $rednig +
odchylenie standardowe z trzech niezaleznych eksperymentow, kazde wykonane w
trzech powtdrzeniach. Dla poréwnan statystycznych przeprowadzono niesparowany test
t Studenta z rozktadem dwustronnym (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001).

Przyklad 2d. ZVI Fe 4 otrzymane jak w przyktadzie 1d poddano badaniom
wedlug procedur przedstawionych w Przyktadzie 2a.

Stwierdzono, ze przy zastosowaniu ZVI Fe3 o stezeniu 3 mg/ml juz po 15
minutach inkubacji z wirusem grypy istotnie obnizylo miana wirusa grypy dla szczepu
A/PR8/1934 7 7,12 logio do 5,89 logio, co stanowi 94,10% ilosci wirusa (Tabela 5, Fig.
2). Wydtuzenie czasu inkubacji z 15 minut do 120 minut nie wptynelo istotnie na
zwigkszenie wlasciwosci przeciwwirusowych (p-value = 0,2081), zatem wnioskuje sie,
ze 15 minut jest wystarczajacym, a zarazem minimalnym okresem inkubacji. Co wigcej,
juz najnizsze stezenie ZVI (tj. 0,75 mg/ml) powoduje istotne obnizenie miana wirusa
inkubacji z wirusem zaréwno dla

dwoéch  godzinach szczepu

grypy  po
A/California/04/2009 jak i A/PR8/1934 (Tabela 5, Fig. 1). Ponadto, zaobserwowano, ze
wraz we wzrostem stezenia ZVI, wzrasta efektywnos$¢ inaktywacji wirusa grypy. Co
wiecej, ZVI Przy najwyzszym zastosowanym stezeniu ZVI (8 mg/ml) uzyskano
obnizenie miana wirusa grypy szczepu A/PR8/1934 z 7,18 logio do 5,09 logio, co
stanowl az 99,997% ilosci wirusa (Tabela 5, Fig. 1). Dla szczepu A/California/04/2009
uzyskano zblizone wyniki, gdzie przy najwyzszym testowanym stezeniu ZVI (8 mg/ml)
obnizono miano wirusa grypy z 7,54 logio do 6,12 logio, co stanowi 96,04% ilosci
wirusa.

Na podstawie uzyskanych wynikéw wnioskuje sig, ze zastosowane stezenie 8
inkubacji pozwala na uzyskanie najwyzszej

ml/ml ZVI przy dwugodzinnej

efektywnosci przeciwwirusowe;.
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czasu inkubacji z ZVI dla wirusa grypy A/PR8/1934

czas inkubacji [min] 0 15 30 60 120
miano wirusa grypy
[FFU/ml] 1,4E+07 | 8,0E+05 | 7,9E+05 4,5E+05 4,6E+05
miano wirusa grypy 7,12 + 5,89 + 585+
+ +
wyrazone w logio 0,15 0,11 0,23 3,60+ 0,26 3,59£0,33
efektywnos¢ w stosunku i 94.10% + | 94,18% =+ 96,66% =+ 96,58% +
do kontroli [%] 1,20% 2,69% 1,81% 1,69%
prawdopodobienstwo i 0,0004 0,0014 oot oo
testowe (p-value) (FFF) (*%) 0,001 () 0,0019 (*%)
stezenia ZV1 dla wirusa grypy A/PR8/1934
stezenie ZVI [mg/ml] 0 0,75 1,5 3 6 8
miano wirusa grypy
[FFU/ml] 1,5E+07 | 1,4E+06 | 7,6E4+05 | 4,6E+05 | 1,3E+05 | 1,6E+05

wyniki wyrazone w 7.18 = 6,10+ 5,80 = 5,59+ 5,09+ 5,09+
logio 0,05 0,22 0,34 0,33 0,23 0,36

efektywnos¢ w 91,01%+ | 95,01%+ | 96,97% + | 99.13% + | 98,99% +

Stos“nk“[%‘}kommh - 410% | 2.84% | 151% | 031% | 0.70%

prawdopodobienstwo 0,0012 0,0021 0,0012 0,0001 0,0006

testowe (p-value) (%) (%) (%) (%) (k)
stezenia ZVI dla wirusa grypy A/California/04/2009

miano wirusa grypy
[FFU/ml] 3,5E+07 | 1,0E+07 | 4,3E+06 | 1,9E+06 | 1,6E+06 | 1,4E+06

wyniki wyrazone w 7.54 = 6,95+ 6,58 + 6,26 + 6,20 + 6,12
logio 0,11 0,24 0,26 0,17 0,11 0,19

Stoesflenkgvggolfgnzoﬁ ] 71.82%+ | 87.92% + | 94.53% + | 95.41% + | 96,04% +
13,58% | 4.85% | 1,69% | 088% | 1,26%

[%]
prawdopodobienstwo i 0,0014 0,0044 0,0004 0,0001 0,0004
testowe (p-value) (%) (%) (F5%) (F5%) )

Tabela 5. Zmniejszenie miana wirusa grypy po inkubacji z ZVI Fed4. Okreslenie
ilosci jednostek infekcyjnych wirusa grypy zostalo wykonane przy zastosowaniu testu
immunofluorescencyjnego dla szczepéw  A/California/04/2009 (HIN1) oraz
A/PR8/1934 (HIN1). Badanie zaleznosci od czasu inkubacji z ZVI wykonano dla 3
mg/ml, a badanie zaleznosci od stezenia ZVI dla 2 godzin inkubacji. Kontrole stanowita
proba niezawierajaca ZVI, wylacznie bufor PBS. Dane przedstawiono jako $rednig +
odchylenie standardowe z trzech niezaleznych eksperymentow, kazde wykonane w
trzech powtdrzeniach. Dla poréwnan statystycznych przeprowadzono niesparowany test
t Studenta z rozktadem dwustronnym (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001).

Przyklad 2e. Preparat ZVI w PBS
Wplyw okresu starzenia w buforze PBS na aktywno$¢ przeciwwirusowy
ZVI1.

Parti¢ preparatu ZVI otrzymanego w Przykladzie 1 bezposrednio po liofilizacji

umieszczono w probowce zawierajace] bufor PBS (1X Phosphate Buffered Saline, pH
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7,3-7,5; BioShop). Do badan aktywnosci przeciwwirusowe] uzyto S$wiezo przygotowane
ZV1 w buforze PBS, po 36 godzinach starzenia ZVI w buforze PBS oraz po 7 dniach
starzenia ZVI w buforze PBS.

Okreslenie miana wirusa grypy zostalo wykonane przy zastosowaniu testu
hemaglutynacji dla szczepu A/California/04/2009 (HIN1). Badanie przeprowadzono po
2 godzinach inkubacji ZVI ze stezonym roztworem wirusa grypy. Wyniki
przedstawiono jako logz rozcienczen stgzonego roztworu wirusa. Kontrolg stanowila
proba niezawierajaca ZVI, wytacznie bufor PBS.

Wyniki przeprowadzonych badan przedstawiono w ponizsze] Tabeli 6.

Tabela 6. Wptyw czasu inkubacji ZVI w buforze PBS na aktywnos¢ przeciwwirusowa.

Miano wirusa grypy
.. SWiezo przygotowane 36 godzin inkubacji | 7 dni inkubacji ZVI w
stezenie ZVI ZV1 w buforze PBS ZV1 w buforze PBS buforze PBS
[mg/ml] o
2 | [log> | [log> |
0 3 3 3
1 2 1 1
1,75 1 0 0
2,5 0 0 0
3,5 0 0 0

Przedstawione w Tabeli 6 wyniki badan wptywu czasu starzenia (inkubacji) ZVI
w buforze PBS na jego aktywnos¢ przeciwwirusowa wyraznie wskazuja, ze preparaty
ZVI po czgsciowym utlenieniu wykazuja znacznie wigksza aktywno$¢
przeciwwirusowa. Przy stezeniu 1 mg/ml §wiezo przygotowane ZVI w buforze PBS
powoduje obnizenie miana wirusa grypy o 1 logz , podczas gdy ZVI po 36 godz.
starzenia w buforze PBS powoduje obnizenie miana wirusa grypy o 2 logz . Miano
wirusa grypy spada do zera przy uzyciu 1,75 mg/ml preparatu starzonego przez 36
godz. w PBS, podczas gdy do uzyskania tego samego efektu potrzeba uzy¢ 2,5 mg/ml
swiezo przygotowanego ZVI w buforze PBS.

Przyklad 2f. Utleniony preparat ZVI

Parti¢ preparatu ZVI otrzymanego w Przykladzie 1 bezposrednio po liofilizacji
umieszczono w szklanym stoju i wystawiano na dziatanie powietrza w temperaturze
pokojowej przez 48 godz. do zmiany barwy na jasno bragzowa i nastgpnie uzyto do
badan aktywnosci przeciwwirusowe] stosujac metodyke jak w poprzednich

przyktadach.




10

15

20

25

30

25P48966PL00
-3 -

W  wyniku przeprowadzonego badania stwierdzono brak aktywnosci
przeciwwirusowej utlenionego preparatu ZVI.

Powyzej przedstawione wyniki przeprowadzonych badan $§wiadcza o wplywie
starzenia (powierzchniowego utlenienia preparatow ZVI) na ich aktywnos¢
przeciwwirusowa. Jednakze catkowite utlenienie preparatéw ZVI (Przyklad 2f)
prowadzi do ich dezaktywacji, mimo doniesien literaturowych o aktywnosci
przeciwwirusowe] tlenkdéw zelaza, specjalnie dla tego celu syntezowanych.

Na podstawie przeprowadzonych badan oraz uzyskanych wynikow mozna
stwierdzi¢, ze zelazo zerowartosciowe (ZVI), w szczegolnosci w postaci nanoczgstek
tworzacych korzystnie aglomeraty, zwlaszcza otrzymane przedstawionym tu sposobem,
wykazuje istotng aktywnos$¢ przeciwwirusowa juz przy najnizszym zastosowanym
stezeniu (tj. 0,75 mg/ml) oraz przy najkrotszym badanym czasie inkubacji (tj. 15
minut). Pozwala to na zastosowanie ZVI jako skutecznego srodka przeciwwirusowego,
w tym jako srodka do profilaktyki i/lub zwalczania infekcji wirusowej, zwlaszcza
wywolanej wirusem z rodziny Orthomyxovirade, takim jak wirus grypy, w
szczegolnosci wirus grypy typu A, oraz przypuszczalnie réwniez dla innych wiruséw
otoczkowych na podstawie podobienistwa strukturalnego 1 mechanizmu dziatania

przeciwwirusowego.
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