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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie dimetylosulfotlenku w profilaktyce i leczeniu infekciji
wywotanych wirusem SARS-CoV-2 i jego wariantami, ktory stanowi¢ moze substancje aktywng do wy-
twarzania preparatow stosowanych w profilaktyce i leczeniu infekcji wirusem SARS-CoV-2. Ponadto
przedmiotem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna do stosowania w profilaktyce i leczeniu zaka-
zenia gornych oddechowych wywotanego wirusem SARS-CoV-2 i jego wariantami. U ssakéw nosogar-
dziel petni kluczowa role w ekspozycji na patogeny transmitowane w postaci mikroczastek zawieszo-
nych w powietrzu lub sztucznie wytwarzanej mieszaninie oddechowej. Neutralne pH i relatywnie duza
powierzchnia absorpcyjna oraz brak enzymdw trawiennych i gruczotéw odpowiedzialnych za rozcien-
czanie zawartosci jamy nosowej wytwarza szczegolne warunki do bezposredniego kontaktu patogenéw
z komoérkami nabtonka btony $luzowej nosogardzieli. Naturalne bariery fizyczne obejmuja warstwe $luzu
pokrywajacego btone sluzowa obejmujaca mikrokosmki (cilli), ktérych ruchy umozliwiaja ciagte usuwa-
nie sluzu z nosogardzieli i eliminacje zaadsorbowanych mikroczastek. Dodatkowo $luz stanowi mikro-
srodowisko dla licznych zakohczen nerwowych opuszki wechowej oraz zakohczen nerwdw odpowie-
dzialnych za percepcje smaku. Przenikanie patogendéw przez bariere sluzowa umozliwia bezposredni
dostep do zakoriczeh nerwowych oraz do komdrek nabtonka btony sluzowej. Depozyty komadrek uktadu
chtonnego znajdujace sie pod nabtonkiem btony sluzowej tworza ztozony system odpowiedzi komérko-
wej na czynniki patogenne, ktére przekroczyty warstwe powierzchownego $luzu i nazywane sa NALT
(ang. nasal associated lymphoid tissue). Zmiany sktadu chemicznego $luzu lub zaburzenia jego wytwa-
rzania stanowig wazny czynnik utatwiajacy transmisje patogendéw do komaérek nabtonka oraz zakonczen
nerwowych. Infekcje wirusowe przenoszone drogg kropelkowa polegaja na transmisji nieinaktywowa-
nych wirusow przez $luz pokrywajacy nabtonek umozliwiajac infekcje komoérek nabtonka btony sluzowej
i w wybranych przypadkach przenoszenie patogenéw wzdtuz widkien nerwowych do komodrek central-
nego uktadu nerwowego. Zaburzenie wechu i/lub smaku tacznie z jego catkowitg utrata i dysfunkcja
centralnego uktadu nerwowego o réoznym spektrum klinicznym sa powszechnie wystepujacym nastep-
stwem infekcji wirusowych z wrotami zakazenia zlokalizowanymi w nosogardzieli, w tym spowodowane
wirusem SARS-CoV?2 i jego wariantami. W infekcji SARS-CoV-2 jednym z pierwszych charakterystycz-
nych objawow jest utrata odczuwania zapachdw i smaku. Infekcji SARS-CoV-2 czesto towarzysza ob-
jawy osrodkowe, ktore niejednokrotnie utrzymujg sie znacznie dtuzej niz trwa infekcja wirusowa. Te
zjawiska potwierdzajg kluczowa role jamy nosowo-gardtowej, jamy ustnej, nosogardzieli i gardta w in-
fekcji wirusem SARS-CoV-2 i jego wariantami. Dlatego zapobieganie infekcji w jamie nosowej, noso-
gardzieli i gardle, czyli we wrotach wnikania drobnoustrojéw chorobotwérczych do organizmu ma klu-
Cczowe znaczenie w procesie przeciwdziatania rozwojowi procesow patologicznych. Dane z pismiennic-
twa wskazuja, ze podczas infekcji SARS-CoV-2 (ang. Severe acute respiratory syndrome Coronavirus
2) jednym z kluczowych elementow patofizjologicznych towarzyszacych rozwojowi Covid-19 jest akty-
wacja receptora dla weglowodoréw arylowych (AhR, ang. aryl hydrocarbon receptor) (Liu i wsp., 2020;
Giovannoni i wsp., 2021). Dane z pi$miennictwa wskazuja, ze aktywacja AhR moze nastgpi¢ albo wsku-
tek zwiekszenia ekspresji i aktywnosci enzymu IDO1 (ang. indoleamine 2,3-dioxygenase 1) albo eks-
presji i aktywnosci enzymu TIPARP (ang. TCDD-inducible poly [ADP-ribose] polymerase) (Grunewald
iwsp., 2020; Turski i wsp., 2020). Aktywacja AhR przez TIPARP moze przebiega¢ niezaleznie od sciezki
aktywacji zaleznej od IDO (Grunewald i wsp., 2020). W oparciu o powyzsze mozna wskaza¢, ze AhR,
IDO1 oraz TIPARP stanowig potencjalne cele terapeutyczne istotne z punktu widzenia zwalczania sze-
rzenia sie epidemii Covid-19 wywotywanej przez SARS-CoV-2. Aktywacja IDO1 nastepuje m.in. pod
wptywem interleukiny IL-6. Aktywacja IDO1 prowadzi do zwiekszenia przemiany tryptofanu do kynure-
niny. Ten proces zachodzi wewnatrzkomérkowo, dlatego o intensywnosci jego przebiegu decyduje nie
tylko aktywnos¢ enzymu IDO1, ale takze ilo$¢ dostepnego wewnatrzkomorkowo tryptofanu. Transport
tryptofanu przez bariery biologiczne nastepuje dzieki transporterowi duzych aminokwaséw LAT1 (ang.
L-type / large neutral amino acid transporter 1; SLC7A5). Ze wzgledu na fakt, iz do aktywacji AhR
i rozwoju proceséw patofizjologicznych zaleznych od AhR moze dochodzi¢ niezaleznie za posrednic-
twem roznych Sciezek postanowiono znalez¢ substancje, ktore dziataja rownoczesnie na AhR, IDO
i TIPARP, a takze na LAT1 i IL6, i powoduja zmniejszenie ich ekspres;ji i/lub aktywnosci. Celem poszu-
kiwan byto znalezienie srodkéw do skutecznego przeciwdziatania szerzeniu sie epidemii Covid-19 dzia-
tajacych rownoczesnie na kilka kluczowych mechanizméw aktywowanych przez SARS-CoV-2. Poszu-
kiwanie substancji o zadanym profilu aktywnosci przeprowadzono na drodze eksploracji zbioréw profili
ekspresji genow dostepnych z poziomu narzedzia Pharmaco Atlas programu BaseSpace Correlation
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Engine (Kupershmidt i wsp., 2010). Po zakonczeniu eksploracji danych nieoczekiwanie stwierdzono, ze
jedynie dimetylosulfotlenek powoduje zmniejszenie ekspresji wszystkich 5 obranych celéw molekular-
nych tj. AhR, IDO, TIPARP, LAT1 i IL-6. Znane jest dziatanie przeciwwirusowe dimetylosulfotlenku.
W badaniach in vitro przeprowadzonych na liniach komérkowych HFF (ang. human foreskin fibrblasts)
i linii komorkowej Vero wykazano, ze dimetylosulfotlenek w stezeniach 0,7-2% zmniejsza zdolnos¢ in-
fekcji wirusa opryszczki HSV (ang. Herpes Simplex Virus). Jako mechanizm dziatania wskazano (a)
zmniejszenie zdolnosci infekcji przez virion, (b) hamowanie replikacji DNA wirusa, (c) zmniejszenie po-
ziomu transkrycji genow wirusa HSV (Aguilar i wsp., 2002). W badaniach in vitro przeprowadzonych na
liniach komérek MDCK (ang. Madin-Darby canine kidney) i L wykazano, ze dimetylosulfotlenek w za-
leznosci od stezenia stymuluje albo hamuje wirulentno$¢ wiruséw. Dimetylosulfotlenek w stezeniu do
4% nasila wirulentnos¢ wirusa FVP (ang. Influenza virus strain A/fowl plague/Rostock/34; H7N1), NDV
(ang. Newcastle disease virus, strain Italien) i SFV (ang. Semliki Forest virus, strain Osterrieth), a w
wyzszych do 10% hamuje wirulentnos¢ tych wiruséw (Scholtissek i Muller, 1988). Nie ma danych
o wptywie dimetylosulfotlenku na wirus SARS-CoV-2. Z publikacji Ali Hosseinzadeh et al.: “Application
of nasal spray containing dimethyl sulfoxide (DSMQ) and ethanol during the COVID-19 pandemic may
protect healthcare workers: A randomized controlled trials”; medRxiv 2021.07.06.21259749 znane jest
stosowanie dimetylosulfotlenku (DSMO) i etanolu w aerozolu, ktére moze chroni¢ pracownikow stuzby
zdrowia podczas pandemii COVID-19.

Nieoczekiwanie okazato sie, ze dimetylosulfotlenek moze mie¢ zastosowanie w profilaktyce i le-
czeniu nastepstw infekcji wirusem SARS-CoV-2.

Wynalazek rozwigzuje zagadnienie nowego zastosowania dimetylosulfotlenku oraz kompozycji
z dimetylosulfotlenkiem w profilaktyce i leczeniu nastepstw infekcji wirusem SARS-CoV-2. Ponadto wy-
nalazek rozwigzuje zagadnienie zastosowania dimetylosulfotlenku do wytwarzania preparatéw do pro-
filaktyki i leczenia nastepstw infekcji wirusem SARS-CoV-2 zwtaszcza stosowanych do jamy ustnej
w tym gardta i nosa. Dodatkowo wykazano, ze dimetylosulfotlenek zmniejsza ekspresje transportera
aminokwasow LAT1 i ekspresje cytokiny prozapalnej IL-6.

Istota wynalazku jest zastosowanie dimetylosulfotienku w profilaktyce i leczeniu infekcji wywota-
nych SARS-CoV-2 i jego wariantami w szczegolnosci w profilaktyce wystapienia neurotropowych na-
stepstw infekcji wirusem SARS-CoV-2 i jego wariantami.

Istota wynalazku jest rowniez kompozycja farmaceutyczna zawierajgca jako substancje czynng
dimetylosulfotlenek (DMSQO) do zastosowania w profilaktyce i leczeniu zakazenia gérnych drég odde-
chowych wywotanego wirusem SARS-CoV-2 i jego wariantami, gdzie DMSO wystepuje w ilosci od 20%
do 50% objetosciowych. Kompozycja korzystnie w postaci roztworu wodnego do gardta. Kompozycja
korzystnie w postaci roztworu wodnego do nebulizacji. Kompozycja korzystnie w postaci roztworu wod-
nego do nosa. Kompozycja korzystnie w postaci spreju do nosa. Kompozycja korzystnie w postaci pot-
statej, korzystnie w postaci Zzelu do nosa.

Zaletg wynalazku jest nowe zastosowanie dimetylosulfotienku w profilaktyce i leczeniu infekcji
wywotanych SARS-CoV-2 i jego wariantami oraz kompozycji z dimetylosulfotlenkiem w profilaktyce
i leczeniu nastepstw infekcji wirusem SARS-CoV-2. Dimetylosulfotlenek moze by¢ stosowany do wy-
twarzania preparatéw do profilaktyki i leczenia nastepstw infekcji wirusem SARS-CoV-2 zwtaszcza sto-
sowanych do jamy ustnej w tym gardta i nosa. W zwigzku z falami zakazen wywotanych wirusem SARS-
CoV-2 i niewielka gamg srodkow leczniczych stwierdzono, ze dimetylosulfotienek moze stanowi¢ sku-
teczny srodek w profilaktyce i leczeniu SARS-CoV-2 i jego wariantéw oraz nastepstw infekcji wywota-
nych wirusem SARS-CoV-2 i jego wariantami.

Wyniki badan potwierdzajgacych zastosowanie dimetylosulfotlenku profilaktyce i leczeniu na-
stepstw infekcji wirusem SARS-CoV-2 przedstawiono w ponizszych przyktadach.

Przyktad 1

Na podstawie przeprowadzonych badan omdéwiono zagadnienie rownoczesne] aktywacji AhR,
IDO, TPARP w SARS-CoV-2

Do eksploracji danych (ang. data mining) dotyczacych wptywu infekcji wirusem SARS-CoV-2 na
poziom ekspresji gendw kodujacych biatka AhR, IDO oraz TiPARP wykorzystano baze danych ekspe-
rymentow mikromacierzowych i RNAseq pakietu Genevestigator (Hruz et al., 2008). Za pomocg narze-
dzia Perturbations wydobyto wyniki doswiadczen dotyczacych zmian w poziomie ekspresji genéw dla
AhR, IDO oraz TiPARP w odpowiedzi na infekcje wirusem SARS-CoV-2 (proba eksperymentalna)
w porownaniu do komérek niezainfekowanych (ang. uninfected) lub poddanych pozorowanej (ang.
mock) infekcji (proba kontrola). Poziom ekspresji gendéw dla préby eksperymentalnej oraz kontrolnej
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wyrazono jako logarytm o podstawie 2 (log2) z liczby transkryptéw na milion powiekszonej o jeden (TPM
+ 1; ang. transcripts per million + 1). Réznica tak wyrazonych pozioméw ekspresji dla préby ekspery-
mentalnej w stosunku do préby kontrolnej (log2ratio) zostata przyjeta jako warto$¢ opisujgca zmiane
poziomu ekspresji badanych gendw.

W bazie programu Genevestigator zidentyfikowano 38 eksperymentow RNAseq, w ktérych ba-
dano wptyw infekcji SARS-CoV-2 na poziom ekspresji gendw w poréwnaniu do kontroli. Kontrole sta-
nowit materiat niezainfekowany (ang. uninfected) lub poddany pozorowanej infekcji (ang. mock infec-
ted). Badania prowadzono w nastepujacych modelach badawczych:

e Komorki Calu-3
Komorki A549
Kardiomiocyty
Organoidy komorek pecherzykowych typu 2
Komoérki CaCo-2
Organoidy okreznicy
Organoidy ptuc
Organoidy zotadka ptodowego
Organoidy zotadka
Komoérki NCI-H1299
Komorki NHBE
Organoidy splotu naczyniéwkowego
Rogdéwka
Komdérki podobne do endokrynnych komorek trzustki
Pierwotne komorki nabtonka drég oddechowych
Twarddwka
Rabek rogowki (limbus)

Fibroblasty serca
Organoidy watroby
Pluripotencjalne komorki macierzyste WTC-11

o Komorki srédbtonka

Sposrod tych eksperymentow istotny statystycznie (p-value < 0,01) wzrost poziomu ekspres;ji
(ang. upregulation) genu dla TIPARP zaobserwowano w 13 przypadkach, a istotny statystycznie spadek
poziomu ekspresji (ang. downregulation) w 1 przypadku. Dla AhR zaobserwowano 8 eksperymentow
ze statystycznie istotnym wzrostem poziomu ekspresji, przy jednoczesnym braku eksperymentéw
z spadkiem poziomu ekspresji. Dla IDO odnotowano 7 eksperymentéw ze wzrostem poziomu ekspresiji
przy braku eksperymentéw ze spadkiem poziomu ekspresji. Na podstawie dostepnych danych okre-
slono wptyw infekcji komodrek nabtonkowych ptuc linii Calu-3 wirusem SARS-CoV-2 na zmiane ekspresji
genow AHR, IDO1 oraz TIPARP w czasie. Wyekstrahowane dane wskazuja, ze SARS-CoV-2 prowadzi
do zaleznego od czasu wzrostu poziomu ekspresji gendw AHR, IDO1 oraz TIPARP, ktére koduja odpo-
wiednio AhR, IDO oraz TiPARP. Wyniki zawiera tabela 1.

Tabela 1. Wptyw infekcji wirusem SARS-CoV-2 na ekspresje genéw dla AhR, IDO oraz TiPARP.

Czas po infekeji
Ekspresja

12 godz. 24 godz.
AhR 1,24 0,46
IDO 3,65 5.29
TIPARP | 3,24 2,39

Wyniki wyrazono jako $rednic log2ratio.

Infekcja SARS-CoV-2 powoduje po 12 godzinach wzrost ekspresji wszystkich 3 badanych genow,
najwyzszy dla IDO (log2ratio = 3,65). Wzrost poziomu ekspresji dla TIPARP wyrazony jako log2ratio
wyniost 3,24, zas dla AhR 1,24. Po 24 godzinach od infekcji nadal utrzymuje sie podwyzszony poziom
ekspresji tych genow; najwyzszy dla IDO (log2ratio = 5,29), mniejszy dla TIPARP (log2ratio = 2,39) oraz
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niewielki dla AhR (log2ratio = 0,46). Na podstawie powyzszego stwierdzono, ze w infekcji SARS-CoV-
2 nastepuje wzrost ekspresji genéw kodujacych AhR, IDO i TiPARP. Zwraca uwage dynamika zmian,
szczegolnie po 12 godzinach, co wskazuje, ze profilaktyczne, odpowiednio wczesne zastosowanie le-
kow dziatajacych na 3 geny kodujace AhR, IDO i TIPARP moze by¢ skuteczniejsze niz leczenie rozwi-
nietej choroby.

Przyktad 2

Substancje zmniejszajace ekspresje 3 gendw kodujacych AhR, IDOI, TIPARP

Eksploracje danych (ang. data mining) z zakresu farmakologii i ekspresji genow przeprowadzono
w oparciu o baze danych programu BaseSpace Correlation Engine (Kupershmidt i wsp., 2010) oraz
dostepne w tym programie narzedzie Pharmaco Atlas. Przyjete w programie wartosci progowe majace
na celu identyfikacje zwiazkéw chemicznych wptywajacych na ekspresje AhR (gen: AHR), IDO (gen:
IDO1) oraz TIPARP (gen: TIPARP) w sposob istotny statystycznie przestawiaty sie nastepujgco: (a)
maksymalna wartos¢ p: 0,05; (b) minimalna warto$¢ bezwzglednej krotnosci zmiany ekspresji genow:
1,2. W oparciu o przyjete wartoéci progowe dla kazdego z badanych gendw otrzymano liste substanc;ji
chemicznych wptywajacych w istotny sposéb na jego ekspresje. Z list odrzucono zwigzki, ktére w istotny
sposdb zwiekszaty poziom ekspresji badanych gendw. Pozostawiono jedynie zwiazki obnizajace w spo-
sob istotny statystycznie ekspresje kazdego z gendw. Zidentyfikowano: (a) 190 substancji obnizajacych
ekspresje AhR, (b) 108 substancji obnizajacych ekspresje IDO, (c) 191 substancji obnizajacych ekspre-
sje TIPARP. Wsrod zidentyfikowanych substancji znaleziono jedynie dwie substancje, ktére hamuja
ekspresje wszystkich trzech badanych genéw, ktére wskazano na rysunku, gdzie na Fig. 1 Diagram
Venna przedstawia zidentyfikowane substancje obnizajace w sposéb istotny statystycznie poziom eks-
presji genéw AHR, IDO1 oraz TIPARP. Zidentyfikowanymi substancjami majacymi jednoczesnie ujemny
wptyw na poziom AHR, IDO1 oraz TIPARP sg dimetylosulfotlenek i SB-203580 (C21H16FN3OS; CAS
152121-47-6).

Przyktad 3

Substancje zmniejszajace ekspresje 5 gendw AhR, IDO, TIPARP, LAT1, IL-6

Eksploracje danych przeprowadzono tak jak opisano w Przyktadzie 2. W wyniku badan zidenty-
fikowano tylko jedna substancje, ktéra zmniejsza ekspresje wszystkich pieciu badanych gendéw. Jest nia
dimetylosulfotlenek. Okazato sie, ze substancja SB-203580 powoduje zwiekszenie ekspresji LAT1 (sita
oddziatywania 29; liczba badan 3) i zwiekszenie ekspresji IL-6 (sita oddziatywania 3; liczba badan 3).
Szczegdtowe parametry oddziatywania dimetylosulfotlenku zostaty umieszczone w tabeli 2.

Tabela 2. Substancje powodujace zmniejszenie ekspresji pieciu genéw AHR, IDO, TIPARP, LAT1 i IL-6

. Wzgledna. A icrunek Liczba
Substancja sity oddziatywania oddziabvwania badan Gen
(0= 100) y
28 obmzen.l_e poziomu | 5 AHR
ekspresji
18 obnlzeql_e poziomu | | IDO1
ekspresji
: obnizenie poziomu
Dimetylosulfotlenck |16 ekspresii 2 TIPARP
2% obnlzeql_e poziomu | ¢ LATI
ekspresji
31 obnlzen_l_e poziomu | L6
ekspresji

Stwierdzono, ze dimetylosulfotienek cechuje sie wyjatkowa wtasciwoscia zmniejszania ekspresji
rownoczesnie 5 genéw AHR, IDO, TIPARP, LAT1 i IL-6.

Przykiad 4

Mechanizm dziatania dimetylosulfotlenku

Dimetylosufotlenek (C2HsOS; CAS 67-68-5) jest zwigzkiem organicznym z grupy sulfotlenkow.
Ze wzgledu na polarno$é miesza sie z wodag i jest uzywany jako rozpuszczalnik. W medycynie jest
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stosowany miejscowo do pecherza moczowego w zapaleniu pecherza moczowego. W medycynie we-
terynaryjnej jest stosowany zewnetrznie do smarowania okolic po urazach mechanicznych w celu zta-
godzenia bolu. Dimetylosulfotlenek jest uzywany jako rozpuszczalnik lekow stosowanych zewnetrznie
i ogdlnoustrojowo. Utatwia dotkankowy transport substancji i jest stosowany jako sktadnik kosmetykow.
Ponadto dimetylosulfotlenek jest uzywany do przechowywania komorek i tkanek w gtebokim zamroze-
niu ze wzgledu na dziatanie krioprotekcyjne (https://www.drugs.com/vet/domoso-solution.html).

Tabela 3. Produkty handlowe zawierajace dimetylosulfotlenek dopuszczone do stosowania jako lek

Nazwa/ producent

Posta¢

Zaslosowanie

Relerencje

Dimethyl
Sulfoxide
Irrigation USP/
Sandoz Canada
Incorporated

95% roztwor

do ptukania pecherza
lﬂOCZOWCgO

http://ftp.uspbpep.com/v
29240/usp29nf24s0_m26
680.html

Domoso / Zoetis,
USA

90% roztwor

do stosowania
zewngtrznego na skorg
zZwierzat w sprayu w
ostrym bolu pourazowym

https://www.drugs.com/v
et/domoso-solution.html

Kemsol / Axxess 70% rozZtwor do stosowania https://go.drugbank.com/
Pharma Inc. ) zewngtrznego drugs/DB01093
Rimso-50/ do ptukania pe¢cherza

Mylan MOCZOWEZO W https://www.rxlist.com/ri
Institutional LLC, | 50% roztwor | srédmigzszowym mso-50-

Rockford, IL zapaleniu pgcherza drug.htim#indications
61103, Irlandia MoCczowego

Dimetylosulfotlenek jest oficjalnie zatwierdzony przez amerykanska Agencje Zywnosci i Lekow
(FDA) do leczenia bolu w przebiegu $rodmigzszowego zapalenia pecherza moczowego (Tabela; Rawls
i wsp. Neurourol Urodyn. 2017). Uwaza sie, ze wywiera korzystne dziatanie w bolach konczyn spowo-
dowanych urazem i w zwigzku z tym sa produkowane leki do stosowania w weterynarii (Tabela 3).
Dimetylosulfotlenek jest stosowany zewnetrznie na skére do tagodzenia toksycznych nastepstw wyna-
czynienia lekéw przeciwnowotworowych podczas ich dozylnego podawania. Jest wiele opracowan na-
ukowych wskazujgcych na korzystne dziatanie dimetylosulfotienku w réznych stanach chorobowych jed-
nak wiele z nich nie znajduje potwierdzenia w innych badaniach lub wyniki badan sg niewystarczajace
do sformutowania jednoznacznych wnioskéw. Molekularny mechanizm dziatania dimetylosulfotienku nie
jest poznany. Najczesciej wskazywane jest dziatanie antyoksydacyjne i przeciwzapalne oraz immuno-
modulujace (Huang i wsp. Immunobiology. 2020). Dziatania niepozadane dimetylosulfotlenku sa réznie
oceniane, co wydaje sie zaleze¢ od zastosowanej dawki lub stezenia oraz czasu stosowania. Uznaje
sie, ze przy stosowaniu dimetylosulfotlenku w umiarkowanych dawkach dziatania niepozadane sa
umiarkowane i przejsciowe (Kollerup Madsen i wsp. 2018).

Przyktad 5

Zastosowanie dimetylosulfotlenku w leczeniu i profilaktyce zakazen wywotanych Covid-19

Zastosowanie wodnego roztworu dimetylosulfotienku u pacjentéw z objawami SARS-CoV-2.

Przypadek 1

Wodny roztwér dimetylosulfotlenku zastosowano u Pacjenta 1 (kobieta w wieku 29 lat) dotych-
czas zdrowego, nie przyjmujacego dotad zadnych lekéw. Wywiad rodzinny negatywny. Po stwierdzeniu
u pacjenta catkowitej utraty wechu oraz czesciowej utraty smaku, wykonano test PCR (nastepnego
dnia), ktoéry potwierdzit zakazenie wirusem SARS-CoV-2. W przeciagu kolejnych dni wystapity inne ob-
jawy: znaczne ostabienie organizmu utrudniajgce codzienne funkcjonowanie, nasilone dolegliwosci bo-
lowe miesni catego ciata oraz kregostupa, szczegdlnie w odcinku ledzwiowo-krzyzowym. W trakcie trwa-
nia choroby nie zanotowano wzrostu temperatury ciata ani spadku SpO2. Po 3 dniach od pierwszych
objawow — w pierwszym dniu po wykonaniu testu PCR Pacjent 1 rozpoczeta stosowanie wodnego roz-
tworu dimetylosulfotlenku o stezeniu 50% (na bazie wody destylowanej), aplikujac go donosowo 3-4 x
dziennie poprzez smarowanie $cian jamy nosowej. Poza tym Pacjent 1 nie stosowat innych lekéw. Po
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5 pierwszych aplikacjach Pacjent 1 poczut cze$ciowy powrdt wechu i smaku az do catkowitego ustgpie-
nia objawéw po 7 dniach. Pozostate zgtaszane objawy, tj. znaczne ostabienie, utrzymywaty sie przez
okoto 20 dni. Pacjent 1 nie stosowat innych lekéw w przebiegu choroby.

Przypadek 2

Wodny roztwor dimetylosulfotienku o stezeniu 50% (na bazie wody destylowanej) zastosowano
u Pacjenta 2 (kobieta, wiek 20 lat) bez innych zdiagnozowanych chordb, nie przyjmujacej dotad zadnych
lekow. Objawy ogodlnoustrojowe: ciepiota ciata 37,7°C, normalne samopoczucie, lekkie bodle gtowy,
uciazliwy kaszel. Ponadto stwierdzono utrate wechu i smaku. Po 24 godzinach wykonano test PCR,
ktory potwierdzit zakazenie wirusem SARS-CoV-2. Trzy dni po przeprowadzeniu testu rozpoczeto po-
dawanie dimetylosulfotienku. Roztwér dimetylosulfotienku wprowadzano obustronnie do jamy nosowe;
w kroplach po 1-2 krople. Zabieg wykonywano 3—4 razy dziennie przez 5 kolejnych dni. W 2 dniu sto-
sowania dimetylosulfotlenku Pacjent 2 stwierdzit poprawe polegajaca na stopniowym powrocie odczucia
wechu i smaku. Ponadto chora nie zgtaszata dziatah niepozadanych poza podraznieniem skory wokot
otwordéw nosowych. Kaszel utrzymywat sie przez 5-7 dni. Brak innych objawdw chorobowych.

Przypadek 3

Wodny roztwor dimetylosulfotlenku zastosowano u Pacjenta 3 profilaktycznie (kobieta, wiek lat
62), dotychczas bez innych aktywnych choréb, cieptota ciata 36,7°C, bez objawéw chorobowych. Pa-
cjent 3 pozostawat w kontakcie z chorymi na Covid-19 z uwagami na miejsce pracy (szpital). Dimetylo-
sulfotlenek rozpuszczono w wodzie destylowanej w stosunku objetosciowym 2:8 (roztwor 20%). Roz-
twor dimetylosulfotienku wprowadzano obustronnie do jamy nosowej, doktadnie zwilzajac $ciany jamy
nosowej. Zabieg wykonywano 2 razy dziennie w dniu kiedy Pacjent 3 pozostawat w bezposrednim kon-
takcie z chorymi na Covid-19. Pacjent 3 stosowat ogdine zasady profilaktyki przeciwwirusowej i srodki
ochrony, takie jak maseczka i przytbica. Pacjent 3 stosowat dimetylosulfotlenek przez okres 6 miesiecy
w dniach pozostawania w kontakcie z chorymi na Covid-19 z czestotliwoscig ok. 1 x w tygodniu.
W okresie stosowania dimetylosulfotlenku u Pacjenta 3 nie doszlo do wystgpienia objawow infekcji
SARS-CoV-2, a w szczegolnosci do utraty wechu lub smaku. Pacjent 3 nie zgtaszat dziatan niepozada-
nych. Nie przyjmowat innych lekéw.

Przyktad 6

Kompozycja zawierajgca dimetylosulfotienek do stosowania do jamy nosowej w postaci zelu

Sktadniki zelu

Faza | Skladnik Nr CAS Zawartosc
Dimetylosulfotlenek 67-68-5 50%
Glicerol bezwodny 56-81-5 3%

A Glikol propylcnowy 57-55-6 2%
Carbopol Ultrez 10 195739-91-4 0.5%
Woda 7732-18-5 35,65%

3 Poliwinylopirolidon k90 9003-39-8 5%
Pantenol 81-13-0 1%

C Trojetanoloamina 102-71-6 0,75%
Twecen 20 9005-64-5 1%

D Olejek mietowy 8006-90-4 0,1%
Mieszanina konserwantow Fenoksyetanol | 199.99_¢ j 70445-33-9 | 1%

+ Etyloheksylogliceryna

Kompozycje w postaci zelu otrzymano w nastepujacy sposéb:
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W naczyniu wymieszano sktadniki fazy A z tabeli za pomoca mieszadta odgérnego wyposazo-
nego w mieszadto typu dissolver. Dodano skfadniki fazy B i wymieszano. Potem dodano tréjetanoloa-
mine (C) i wymieszano do uzyskania jednolicie zageszczonego zelu. Nastepnie dodano sktadniki fazy
D i cato$¢ wymieszano. Nastepnie dokonano oceny otrzymanej kompozyciji:

Preparat ma postaé Zelu jest bezbarwny, przezroczysty, i jednorodny.

Badanie przeprowadzono za pomocg wiskozymetru wibracyjnego, pH-metru elektronicznego,
densytometru oscylacyjnego, pH = 7,4, gestos¢ = 1,094 g/ml, lepkos¢ kinematyczna = 4 510 mPas.
Uzyskano podstawowe wtasciwos$ci preparatu charakterystyczne dla podania donosowego.

Dla oceny reologicznej badanie przeprowadzono w reometrze rotacyjnym typu Searle’a.

Przeprowadzono test sktadajacy sie z trzech etapdéw:

mieszanie poczatkowe

mieszanie ze wzrastajacg szybkoscig scinania od wartosci 0,1/s do wartosci 300/s

mieszanie z malejaca szybkoscig $cinania od wartosci 300/s do wartosci 0,1/s.

Na rysunku na Fig. 2 przedstawiono wykres naprezenia $cinajgcego w funkcji szybkosci $cinania.

Na fig. 3 przedstawiono wykres lepkosci w funkcji szybkosci $cinania.

Parametry ptyniecia wg. Modelu Herschel-Bulkley:

To= 24 262 Pa; b =78, 557; p = 0,45884

Wykazano, ze zel wykazuje ptyniecie pseudoplastyczne, granica ptyniecia niewielka a lepkosé
niska.

Nastepnie dokonano oceny rozprzestrzenialnosci:

Badanie przeprowadzono za pomoca ekstensometru manualnego z wykorzystaniem odwaznikow
200 g i tarczy z podziatkg 1 mm.

Na Fig. 4 na rysunku przedstawiono powierzchnie rozprzestrzenienia zelu w funkcji przytozonego
nacisku (N).

Wykazano, Ze rozprzestrzenialno$¢ preparatu jest wysoka.

Nastepnie dokonano oceny sity wyciskania z pojemnika.

Badanie przeprowadzono za pomoca teksturometru (test zginania) mierzac site na dystansie
50 mm (wyciskanie z tubki przez rolki) lub 10 mm (wyciskanie z tubki w tescie tréjpunktowego zginania)
lub 20 mm (wyciskanie z pojemnika) z szybkoscig trawersy 1 cm/min.

Parametry testéw wyciskania preparatu z opakowan farmaceutycznych

Sita (N) Energia
Rodzaj testu :
Maksymalna Srednia 0))

Wyciskanic z tubki 20 ml — tcst 3-punktowego

o 18,5072 13.5757 | 0,13572
7ginania
Wyciskanie z tubki 20 ml — przez rolki 12.2059 931304 | 0,46553
Wyciskanie z pojemnika 50 ml 22,4117 20,2672 | 0,40528

Oceniono iz sita wyciskania z opakowan jest niewielka, najnizsza dla tubki, zas rozktad sity jest
rébwnomierny.

Dokonana zostata takze ocena poslizgu.

Badanie przeprowadzono za pomocg teksturometru (test rozciagania) uzywajac ptytek pleksigla-
sowych o wymiarach 2,5x2,5 cm mierzac site na dystansie 40 mm z szybkoscia trawersy 1 cm/min.

Parametry testu poslizgu preparatu

Wartos¢ Srednia Odchylenie standardowe N
Sredni wspotczynnik statyczny 0.03694 0,00051 3
Sredni wspotczynnik dynamiczny 0.,02861 0,00188 3
Srednia sita $rednia poslizgu 0,05613 N | 0,00369 3
Srednia sita maksymalna poslizgu | 0,07245 N | 0,001 3
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Oceniono, iz sita poslizgu 1 g preparatu jest niska, a komponent statyczny niski.
Przyktad 7
Kompozycja zawierajgca dimetylosulfotienek w postaci spreju do nosa

Skiadniki spreju:

Sktadnik Nr CAS Zawartosc
Dimetylosulfotlenek 67-68-5 20,00 %
Hydroksypropylo metyloceluloza 9004-65-3 0,1 %
Chlorck benzalkoniowy 8001-54-5 0,01 %
Sodu wersenian dwuwodny 6381-92-6 0,05 %
Sodu wodorofosforan siedmiowodny 7782-85-6 0,20 %
Sodu diwodorofosforan jednowodny 10049-21-5 0,64 %
Woda 7732-18-5 79,00 %

Kompozycje otrzymano w nastepujacy sposéb.

W naczyniu rozpuszczono fosforany oraz wersenian sodowy w wodzie za pomocg mieszadta
odgoérnego wyposazonego w mieszadto topatkowe. Ptyn mieszano do rozpuszczenia substancji statych.
Nastepnie dodano hydroksypropylo metyloceluloze, chlorek benzalkoniowy oraz dimetylosulfotlenek
i wymieszano. Plyn przeniesiono do butelek z atomizerem o objeto$ci 30 ml. Nastepnie dokonano oceny
produktu, gdzie ocena wizualna wykazata, iz kompozycja jest bezbarwnym, przezroczystym i jednorod-
nym ptynem.

Otrzymany ptyn ma podstawowe parametry:

Badanie przeprowadzono za pomocg wiskozymetru wibracyjnego, pH-metru elektronicznego,
densytometru oscylacyjnego pH = 6,0, gestos¢ = 1,03 g/ml, za$ lepkos¢ kinematyczna = 2,57 mPas.

Oceniono, iz uzyskano podstawowe wtasciwosci preparatu charakterystyczne dla spreju do nosa.

Przykiad 8

Kompozycja zawierajgca dimetylosulfotienek w postaci ptynu do ptukania nosa

Skiadniki ptynu:

Sktadnik Nr CAS Zawarto$¢
Dimctylosulfotlenck 67-68-5 20,00 %
Chlorek benzalkoniowy 8001-54-5 0,01 %
Woda 7732-18-5 79,99 %

Kompozycje otrzymano w nastepujacy sposéb: wymieszano sktadniki w odpowiednim zbiorniku
ze stali nierdzewnej i mieszano intensywnie, az do uzyskania klarownego roztworu. Po czym saczono
mieszanine uzywajac wytacznie rurek polietylenowych, filtra klarujacego wielkosci porow 0,45 um. Piyn
przeniesiono do wyjatowionego zbiornika, stanowigcego zbiornik pomocniczy. Napetniono plastikowe
butelki z aplikatorem donosowym o pojemnosci 25 ml, stosujac technologie blow-fill-seal, przy czym nie
stosowano autoklawowania. Nastepnie dokonano oceny wizualnej kompozycji, na podstawie ktérej
stwierdzono, iz jest bezbarwnym, przezroczystym i jednorodny ptynem. Kompozycja posiada podsta-
wowe parametry: Badanie przeprowadzono za pomoca wiskozymetru wibracyjnego, pH-metru elektro-
nicznego, densytometru oscylacyjnego pH = 7, gestos¢ = 1,02 g/ml, lepkos¢ kinematyczna =1,2 mPas.

Oceniono, iz uzyskano podstawowe wiasciwosci preparatu charakterystyczne dla ptynu do ptu-
kania nosa.

Przykitad 9

Kompozycja zawierajaca dimetylosulfotienek w postaci ptynu do ptukania jamy ustne;
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Skiadniki ptynu:

Sktadnik Nr CAS Zawarto$¢
Dimetylosulfotlenek 67-68-5 20,00 %
Sarkozynian lauroilu sodu + woda (Medialan® LD) | 137-16-6 1 7732-18-5 |0.50 %
Tween 20 9005-64-5 0,50 %
Olejek mietowy 8006-90-4 0,10 %
Sodu benzoesan 532-32-1 0,05 %
Glicero! bezwodny 56-81-5 10,00 %
Indygotyna 860-22-0 0,01%
Woda 7732-18-5 68.85 %

Kompozycje otrzymano w nastepujacy sposoéb:

W naczyniu rozpuszczono benzoesan sodu w mieszaninie wody i glicerolu i mieszano za pomoca
mieszadta odgérnego wyposazonego w mieszadto topatkowe. Ptyn mieszano do rozpuszczenia benzo-
esanu sodu. Nastepnie dodano Medialan LD, Tween 20 oraz indygotyne i wymieszano. Na koricu wkro-
plono do mieszaniny olejek mietowy i cato$¢ wymieszano. Ptyn przeniesiono do plastikowej butelki
z nakretka o objetosci 500 ml. Nastepnie dokonano oceny wizualnej kompozycji, na podstawie ktore;
stwierdzono, iz jest niebieskawym, przezroczystym i jednorodny ptynem.

Kompozycja posiada podstawowe parametry:

Badanie przeprowadzono za pomocg wiskozymetru wibracyjnego, pH-metru elektronicznego,
densytometru oscylacyjnego , pH = 7,4; gestos¢ = 1,05 g/ml lepkos$¢ kinematyczna = 3,80 mPas.

Oceniono, iz uzyskano podstawowe wtasciwosci preparatu charakterystyczne dla ptynu do terapii
jamy ustnej i gardta.

Przyktad 10

Kompozycja zawierajgca dimetylosulfotienek w postaci ptynu do nebulizacji

Skiadniki ptynu:

Sktadnik Nr CAS Zawartos¢
Dimetylosulfotlenek 67-68-5 20,00 %
Woda 7732-18-5 80,00 %

Kompozycje otrzymano w nastepujacy sposob: Wymieszano skfadniki w odpowiednim zbiorniku
ze stali nierdzewnej i mieszano intensywnie, az do uzyskania klarownego roztworu. Po czym saczono
mieszanine uzywajac wylacznie rurek polietylenowych, filtra wstepnego z membrang sterylizujaca
0,22 um. Ptyn przeniesiono do wyjatowionego zbiornika, stanowigcego zbiornik pomocniczy. W warun-
kach aseptycznych napetniano amputki plastikowe o pojemnosci 5 lub 10 ml stosujgc technologie blow-
fill-seal. Nie autoklawowano. Nastepnie dokonano oceny wizualnej kompozycji, na podstawie ktorej
stwierdzono, iz jest bezbarwnym, przezroczystym i jednorodny ptynem.

Kompozycja posiada podstawowe parametry:

Badanie przeprowadzono za pomocg wiskozymetru wibracyjnego, pH-metru elektronicznego,
densytometru oscylacyjnego, pH = 7; gestos¢ = 1,02 g/ml lepkosc¢ kinematyczna =1,2 mPas,

Oceniono, iz uzyskano podstawowe wtasciwosci preparatu charakterystyczne dla ptynu do nebu-
lizaciji

Jak wykazano w powyzszych przyktadach, w infekcji SARS-CoV-2 dochodzi do wzrostu poziomu
ekspresji (ang. upregulation) 3 wskaznikéw molekularnych, tj. genéw kodujacych AhR, IDO i TIiPARP.
Ponadto nieoczekiwanie wykazano, ze regulacja w dét (ang. downregulation) 3 markeréw molekular-
nych, tj. ekspresja gendw kodujacych AhR, IDO i TIPARP nastepuje pod wptywem dimetylosulfotlenku.
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Dodatkowo wykazano, ze dimetylosulfotlenek zmniejsza ekspresje transportera aminokwasow LAT1
i cytokiny IL-6.

Mechanizm dziatania dimetylosulfotlenku powodujacy regulacje w dot ekspresji 5 genéw koduja-
cych AhR, IDO, TIPARP, LAT1 i IL-6 jest nieznany.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze u os6b zarazonych wirusem SARS-CoV-2, kto-
rym donosowo podawano dimetylosulfotienek w roztworze wodnym nastapit szybki powrdt percepciji
wechu i smaku i nie wystapity ogolnoustrojowe objawy Covid-19 ani dziatania niepozadane zwigzane
z donosowym podaniem dimetylosulfotlenku.

W Swietle przedstawionych badan wykazano mozliwo$¢ wytworzenia Zelu do stosowania dono-
sowego, spreju do nosa, ptynéw do ptukania jamy nosowej, jamy ustnej i gardta oraz ptynu do nebulizac;ji
zawierajgcych dimetylosulfotlenek.

Ze wzgledu na uprzywilejowane znaczenie jamy nosowej, jamy ustnej, nosogardzieli i gardta jako
pierwszych wrot infekcji drobnoustrojami przenoszonymi droga kropelkowa, w tym wirusem SARS-CoV-2
zastosowanie dimetylosulfotlenku na btone $luzowag tych struktur anatomicznych sprawia, ze komorki
btony sluzowej tych okolic zmieniajg genotyp i fenotyp, dzieki czemu staja sie mniej podatne na wiru-
lentne dziatanie drobnoustrojow.

Uzyskane wyniki w przedstawionych przykfadach potwierdzajg skuteczno$¢ zastosowania dime-
tylosulfotlenku do zapobiegania i leczenia infekcji SARS-CoV-2.
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Zastrzezenia patentowe
1. Dimetylosulfotlenek do zastosowania w profilaktyce i leczeniu infekcji wywotanych wirusem

SARS-CoV-2 i jego wariantami, w szczegolnosci w profilaktyce wystapienia neurotropowych
nastepstw infekcji wirusem SARS-CoV-2 i jego wariantami.
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Dimetylosulfotlenek do zastosowania wedtug zastrz. 1 w postaci ptynnej, roztworu wodnego
do jamy ustnej i gardta, do nosa i do nebulizacji.

Dimetylosulfotlenek do zastosowania wedtug zastrz. 1 w postaci w postaci pétstatej do nosa,
korzystnie w postaci zelu.

Kompozycja farmaceutyczna do zastosowania w profilaktyce i leczeniu zakazenia goérnych
drég oddechowych wywotanego wirusem SARS-CoV-2 i jego wariantami, zawierajaca jako
substancje czynnag dimetylosulfotlenek w ilosci od 20% do 50% objetosciowych.

Kompozycja do zastosowania wedtug zastrz. 4 w postaci roztworu wodnego do gardta.
Kompozycja do zastosowania wedtug zastrz. 4 w postaci roztworu wodnego do nebulizaciji.
Kompozycja do zastosowania wedtug zastrz. 4 w postaci roztworu wodnego do nosa.
Kompozycja do zastosowania wedtug zastrz. 4 w postaci spreju do nosa.

Kompozycja do zastosowania wedtug zastrz. 4 w postaci potstatej korzystnie Zzelu do nosa.

Rysunki
AHRY IDO1,
TIPARP,

Fig.1
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Naprezenie scinajace w funkcji szybkosci scinania
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Powierzchnia rozprzestrzenienia

Powierzchnia rozprzestrzenienia w funkcji nacisku

Nacisk (N)
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