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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg kopolimery PAMPS-PAaU do stosowania w leczeniu i/lub profilaktyce
infekcji wywotanej przez wirus Zika (ZIKV).

Z europejskiego zgtoszenia patentowego EP2444095A1 znany jest inhibitor infekcji wirusem
RNA. Inhibitor infekcji wirusem RNA zawiera zwigzek hamujgcy infekcje wirusem RNA bedgcy liniowym
polimerem. Jego makroczgsteczki majg w tancuchu bocznym podstawione pier$cienie aromatyczne po-
jedyncze, jak fenyl, lub skondensowane, jak naftyl. Polimer opisany w tym zgtoszeniu jest usieciowany,
a wiec nierozpuszczalny, lub tez immobilizowany na nierozpuszczalnym nos$niku, takim jak m.in. talk,
bentonit, krzemionka, wermikulit i perlit. Polimer taki moze wiec stuzy¢ do odkazania przedmiotéw co-
dziennego uzytku, takich jak maty tatami, dywany, meble, wnetrze samochodu, artykuty kuchenne, ta-
pety, tkaniny, etc. Wsréd potencjalnych zastosowan jako substancja lecznicza wymieniono tylko zasto-
sowania zewnetrzne (leki, produkty medyczne i kosmetyki).

Z polskiego zgtoszenia patentowego P.433443 znany jest zwigzek PSSNa (s6l sodowa poli-
-(4-sulfonianu styrenu) do zastosowania w leczeniu i/lub profilaktyce infekcji wywotanej przez ZIKV.
Wyniki testow funkcjonalnych wykazaty, ze PSSNa dziata poprzez bezposrednig interakcje z wirusem
Zika. Dla uzyskania satysfakcjonujgcej efektywnosci koniecznym jest jednak zastosowanie polimeru
0 wysokiej masie czasteczkowej. PSSNa 3160 kDa obnizyt warto$¢ TCIDso o prawie 3 log, podczas gdy
PSSNa 1,1 kDa obnizyt te warto$¢ tylko o 0,5 log. Wykluczono takze bezposrednig interakcje PSSNa
z receptorem, poniewaz nie zaobserwowano spadku replikaciji ZIKV w tescie ochrony komérek, w kt6-
rym polimery inkubowano z komérkami przed infekcjg. Nie zaobserwowano hamowania liczby ZIKV
w komorkach traktowanych PSSNa po poczatkowych etapach replikacji wirusa. Dlatego mozna zatozyc¢,
ze dziatanie przeciwwirusowe PSSNa wynika gtéwnie z jego bezposredniej interakcji z czgstkami ZIKV,
zapobiegajgcej przytgczaniu sie wirusa do komérek gospodarza.

Wirus Zika (ZIKV) jest wirusem RNA nalezgcym do rodziny Flaviviridae. Jest $ciSle spokrew-
niony z innymi flawiwirusami, takimi jak: wirus Zachodniego Nilu (WNV), wirus dengi (DENV), wirus
japonskiego zapalenia opon mézgowych (JEV) czy wirus z6ttej febry (YFV)( 7). ZIKV jest arbowiru-
sem, ktéry do rozprzestrzeniania sie wymaga wektora — komara z rodzaju Aedes(2), jednakze do
zakazenia moze doj$¢ réowniez przez bezposredni kontakt, m.in. w czasie kontaktéw seksual-
nych(3). ZIKV zostat wyizolowany po raz pierwszy w 1947 roku z prébki pochodzgcej od makaka(4),
natomiast rok pézniej stwierdzono obecno$é tego wirusa u komaréw z rodziny Aedes species za-
mieszkujgcych las Zika w Ugandzie(4). Pierwsze trzy przypadki infekcji u ludzi zanotowano w 1954
w Nigerii(5). W 2007 na wyspie Yap (Mikronezja) nastgpita nagta epidemia gorgczki Zika obejmu-
jaca 73% populacji wyspy(6). Nastepna epidemia wybuchta w latach 2013-14 na Polinezji obejmu-
jac 32 tysigce ludzi(7, 8). Trzecia, najgrozniejsza jak dotad, epidemia nastgpita w Brazylii w 2015
obejmujgc 1,3 miliona ludzi(9-77). W roku 2016 w USA zanotowano pierwsze przypadki choroby
przeniesionej przez miejscowe komary, a juz do wrzeénia 2016 zanotowano 1624 przypadki cho-
roby w UE. Pierwszy przypadek goraczki Zika w Polsce stwierdzono w 2016 u osoby, ktéra wrdcita
z podrézy do Dominikany i Kolumbii. Istnieje obawa, ze postepujgce zmiany klimatyczne moga
spowodowad rozprzestrzenienie sie ZIKV takze w regionach strefy umiarkowanej, w tym w Europie
iw Ameryce Péinocnej. Chociaz w wiekszosci przypadkdw infekcji choroba ma stosunkowo tagodny
przebieg charakteryzujgcy sie gorgczkg, wysypkg i bélami stawéw, to jej konsekwencje mogg byé
bardzo powazne. ZIKV jest wirusem neurotropowym, ktéry moze powodowaé powazne komplikacje
neurologiczne, takie jak zesp6t Guillaina-Barrégo (GBS) czy wrodzony zespdt Zika (CZS)(12)
u ptodéw zwigzany z transmisjg wirusa matka-ptéd. Dlatego tez infekcja ZIKV jest szczegélnie
grozna dla kobiet ciezarnych. Infekcja taka moze powodowacé poronienia, przedwczesne i martwe
urodzenia, a takze uszkodzenia uktadu nerwowego noworodkéw. Do najczestszych wad wrodzo-
nych i niepetnosprawnos$ci zwigzanych z CZS nalezg mikrocefalia, uszkodzenie tkanki mézgowej,
uszkodzenie tylnej czesci oka, bliznowacenie plamki z6itej, wrodzone przykurcze, takie jak stopa
konsko-szpotawa lub artrogrypoza, a takze hipertonia ograniczajgca ruch ciata noworodka
(9, 12-15). Dane WHO z 2019 r. wskazujg, ze transmisja ZIKV odnotowana zostata w 87 panstwach
i terytoriach. Poniewaz ZIKV w stosunkowo krotkim czasie rozprzestrzenit sie po catym $wiecie,
a liczne badania ujawniajg kolejne niepozadane i grozne dla zdrowia i zycia pacjenta skutki choroby
wywotywanej przez tego wirusa, Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) zakwalifikowata ZIKV jako
patogen stanowigcy miedzynarodowe zagrozenie zdrowia publicznego. W 2016 WHO ogtosita stan
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globalnego zagrozenia wirusem Zika, za$ prestizowe czasopismo Nature wskazato badania nad
epidemig goraczki Zika jako jedno z najwazniejszych wydarzen naukowych w 2016.

Dotychczas nie opracowano szczepionki ani leku na gorgczke Zika, a leczenie ma charakter
wspomagajgcy. Obecnie trwajg co prawda intensywne badania zmierzajgce do opracowania szcze-
pionki i lekdw, lecz sg one wcigz na wczesnym etapie zaawansowania. Czynnikiem utrudniajgcym opra-
cowanie leku na gorgczke Zika jest fakt, ze ZIKV niezwykle szybko mutuje. Obserwacja ta wskazuje na
konieczno$¢ opracowania leku na ZIKV o szerokim spektrum dziatania. Potencjalnymi kandydatami na
taki lek mogtyby by¢ polimery, ktérych makroczgsteczki, zawierajg wiele powtarzajgcych sie jednostek
strukturalnych. Umozliwiajg one realizacje oddziatywan poliwalentnych z biatkami wirusa powodujgcych
dezaktywacje tego biatka lub/i blony komdrkowej gospodarza, zapewniajgc w ten sposob ochrone przed
infekcjg. Jak zauwazono powyzej, pomimo wielu lat badan wcigz nie ma zatwierdzonego leku przeciwko
ZIKV.

Zgodnie z wynalazkiem PAMPS oznacza polimer soli sodowej kwasu 2-akryloamido-2-metylo-1-
-propano sulfonowego, natomiast PAaU oznacza polimer 11-(akryloamido)undekanianu sodu. Zgodnie
z wynalazkiem AMPS oznacza pojedynczy mer soli sodowej kwasu 2-akryloamido-2-metylo-1-propano
sulfonowego, natomiast AaU oznacza pojedynczy mer 11-(akryloamido)undekanianu sodu. Zgodnie
z wynalazkiem przez kopolimer diblokowy nalezy rozumieé kopolimer zawierajgcy dwa duze bloki me-
réw, przy czym jeden blok stanowi PAMPS, a drugi blok stanowi PAaU (PAMPS-blok-PAaU). Zgodnie
z wynalazkiem przez kopolimer statystyczny nalezy rozumieé kopolimer, w ktérym mery w postaci
AMPS i AaU (kopolimer PAMPS/PAaU) sg rozmieszczone losowo wzdtuz tancucha wedtug znanych
praw statystycznych.

Celem niniejszego wynalazku byto opracowanie nowego inhibitora, ktéry bedzie zapobiegat za-
kazeniu wirusem Zika, fagodzit jego objawy i zmniejszat ryzyko powikfan. Zatozono, ze najbardziej efek-
tywne bedg samoorganizujgce sie w roztworach wodnych diblokowe kopolimery amfiflowe PAMPS-
blok-PAaU (PAMPS-b-PAaU) i statystyczne kopolimery amfiflowe PAMPS/PAaU, ktére efektywnie ha-
mowatyby replikacje wirusa in vitro. Jednoczesnie zastosowane polimery charakteryzowatyby sie niskg
toksycznos$cig wzgledem komdérek matpiej nerki (Vero PZH), podatnych na zakazenie wirusem Zika.

Nieoczekiwanie wszystkie wyzej wymienione problemy techniczne zostaty rozwigzane dzieki ni-
niejszemu wynalazkowi.

Przedmiotem wynalazku sg kopolimery PAMPS/PAaU o wzorze:

NH NH

H;C — C —CH;, ( CH2)10
CH, COONa
SO;Na

przy czym,

m oznacza dtugo$¢ bloku PAMPS, a mianowicie liczbe meréw AMPS i wynosi 40-170,

n oznacza dtugos$¢ bloku PAaU, a mianowicie liczbe meréw AaU i wynosi 3-50, do stosowania w lecze-
niu i/lub profilaktyce infekcji wywotanej przez wirus Zika.
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Korzystnie, kopolimery o wzorze:

_(CHz‘CH)—(CHz-CH)—
| m I n

c_o0 C—o0

NH NH

H;C —C —CH; ( CH2)1°

CH, COONa

SO3Na

charakteryzujg sie tym, ze
m wynosi 50-75, a n wynosi 12—-40.

Korzystnie, kopolimery wybiera sie z grupy obejmujgcej kopolimery blokowe: obejmujace;j:
oznaczony jako PAMPS7s-b-PAaU12 kopolimer blokowy zawierajacy blok soli sodowej poli(kwasu 2-akry-
loamido-2-metylo-1-propano sulfonowego) (PAMPS) o stopniu polimeryzacji DP=75 i blok poli(11-(akry-
loamido)undekanianu sodu) (PAaU) o stopniu polimeryzacji DP=12,
oznaczony jako PAMPS7s-b-PAaUzs kopolimer blokowy zawierajacy blok soli sodowej poli(kwasu 2-akry-
loamido-2-metylo-1-propano sulfonowego) (PAMPS) o stopniu polimeryzacji DP=75 i blok poli(11-(akry-
loamido)undekanianu sodu) (PAaU) o stopniu polimeryzacji DP=28,
oznaczony jako PAMPS7s-b-PAaUsg kopolimer blokowy zawierajacy blok soli sodowej poli(kwasu 2-akry-
loamido-2-metylo-1-propano sulfonowego) (PAMPS) o stopniu polimeryzacji DP=75 i blok poli(11-(akry-
loamido)undekanianu sodu) (PAaU) o stopniu polimeryzacji DP=39,
oraz oznaczony jako P(AMPSso/AaUso kopolimer statystyczny zawierajgcy 50 mol% poli(kwasu 2-akry-
loamido-2-metylo-1-propano sulfonowego) (PAMPS) i 50 mol% poli(11-(akryloamido)undekanianu
sodu) (PAaU).

Korzystnie, kopolimery charakteryzujg sie tym, ze skuteczne stezenie kopolimeréw blokowych
albo kopolimeru statystycznego hamujgce replikacje wirusa Zika wynosi 5-25 pg/mL.

Korzystnie, kopolimery charakteryzujg sie tym, ze skuteczne stezenie kopolimeru blokowego
PAMPS7s-b-PAaUss hamujgce replikacje wirusa Zika wynosi nie mniej niz 5 pg/mL.

Kopolimery blokowe PAMPS7s-b-PAaUss o dobrze zdefiniowanej strukturze i sktadzie mozna
otrzymac¢ metodg nowoczesnej kontrolowanej polimeryzaciji rodnikowej RAFT jak opisano w publikacji
literaturowej(716). Kopolimer statystyczny P(AMPSso/AaUso) mozna otrzymac metodg klasycznej polime-
ryzacji wolnorodnikowej. Kopolimery ulegajg spontanicznej samoorganizacji w roztworze wodnym
z utworzeniem dobrze zdefiniowanych, obdarzonych tadunkiem powierzchniowym, nanoczastek/micel
typu rdzen-powtoka. Wysokie wartosci potencjatu zeta zapewniajg stabilnos$¢ ich dyspersji w $Srodowisku
wodnym. Micele oddziatujg z receptorami obecnymi na btonie komérkowej blokujgc ich oddziatywanie
z czgstkami wirusa ZIKV uniemozliwiajgc/ograniczajgc infekcje. Kopolimery charakteryzujg sie bardzo
niskg toksycznos$cig w stosunku do komérek Vero.

Przedmiot wynalazku w przyktadach wykonania jest uwidoczniony na rysunku, na ktérym fig. 1
przedstawia struktury homopolimeru PAMPS, kopolimeréw diblokowych PAMPS7s-b-PAaUn i kopoli-
meru statystycznego P(AMPSso/AaUso), fig. 2 przedstawia wyniki pomiardw czasu relaksacji spinowo-
spinowej '"H NMR dla protonéw grupy metylowej taricucha bocznego meréw AaU (sygnat przy 1,25 ppm)
w funkcji pH, potwierdzajgce proces samoorganizacji badanych kopolimeréw w srodowisku wodnym,
prowadzacej do tworzenia miceli inter- i intramolekularnych (zaleznie od pH), fig. 3 przedstawia zmiany
wartosci promieni hydrodynamicznych utworzonych nanoczastek/miceli kopolimerowych w $rodowisku
wodnym w funkcji pH wyznaczone technikg dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS), fig. 4 przedsta-
wia wyniki pomiaru cytotoksyczno$ci homopolimeréw PAMPSn i kopolimeréw blokowych PAMPS7s-b-
-PAaUn oraz kopolimeru statystycznego P(AMPSso/AaUso) w stezeniach 2000, 1000, 500 i 100 pg/mL
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wyznaczonej za pomocg testu XTT na komérkach Vero, fig. 5 przedstawia $rednie wartosci logarytmu
liczby kopii RNA wirusowego z odchyleniami standardowymi (stupki btedéw), przedstawiajgce hamowa-
nie cyklu replikacji ZIKV w komérkach Vero przez homopolimery PAMPS przy pieciu réoznych steze-
niach 250, 125, 50, 25, 10 ng/mL, fig. 6 przedstawia $rednie wartosci logarytmu liczby kopii RNA wiru-
sowego z odchyleniami standardowymi (stupki btedéw), przedstawiajgce kopolimery blokowe PAMPS7s-
-b-PAaUn oraz kopolimer statystyczny P(AMPSso/AaUso) w trzech réznych stezeniach 25, 10, 5 pg/mL,
fig. 7 przedstawia wyniki miareczkowania nadsaczy pobranych z komérek Vero infekowanych pod nie-
obecno$¢ i w obecnosci kopolimeru blokowego PAMPS7s-b-PAaUn i kopolimeru statystycznego
P(AMPSso/AaUso) o réznych stezeniach, fig. 8 przedstawia aktywno$¢ przeciwwirusowg badanych ko-
polimerdéw blokowych PAMPS7s-b-PAaUn oraz kopolimeru statystycznego P(AMPSso/AaUso) na r6znych
etapach cyklu infekcji komérek Vero wirusem ZIKV, przy czym przeprowadzone testy to: A) test inakty-
wagcji wirusa; B) test ochrony komérki; C) test wejsScia wirusa do komorki; D) test pdznych etapdw repli-
kacji wirusa, fig. 9 przedstawia obrazy fluorescencyjne prezentujgce inhibicje infekcji wirusem ZIKV ko-
mérek Vero przez kopolimer blokowy PAMPS7s-b-PAaUss i kopolimer statystyczny P(AMPSso/AaUs0)
uzyskane przy uzyciu fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego, fig. 10 przedstawia wyniki obserwa-
cji przy uzyciu fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego potwierdzajgce, ze kopolimer PAMPS7s-b-
-PAaUsg powoduje inhibicje cyklu replikacyjnego ZIKV w komérkach Vero na skutek blokowania adhez;ji
wirusa do komérki.

Przedstawione wyniki sugerujg wysoki potencjat przeciwwirusowy przedstawionych kopolimeréw
i uzasadniajg przejscie do kolejnych etapéw badan nad ich zastosowaniem w leczeniu zakazen wywo-
fanych tym wirusem. Ich zaletami sg przede wszystkim: mozliwo$¢ otrzymywania makroczasteczek
0 zadanym sktadzie i masie czgsteczkowej przy uzyciu nowoczesnych technik kontrolowanej polimery-
zacji rodnikowej, doskonata rozpuszczalno$é w wodzie, brak toksycznosci w wysokich dawkach, bardzo
niskie stezenie hamujgce oraz mechanizm dziatania opierajgcy sie na blokowaniu wejScia wirusa do
wnetrza komérki. Ponadto amfiflowe kopolimery posiadajg zdolno$¢ samoorganizaciji w roztworach
wodnych tworzgc stabilne, nanostrukturalne uktady micelarne zalezne od pH roztworu wodnego.

Wszystkie eksperymenty byly prowadzone w co najmniej trzech powtérzeniach. Wyniki przedsta-
wiano jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD). Warto$¢é stezenia ICso wyznaczono wyko-
rzystujgc funkcje Graph Pad Prism 8.0. Warto$é znaczgcg uzyskanych wynikéw oceniono w oparciu
o test Studenta (t-test) i warto$¢ P < 0,05 uznano za znaczaca.

Przyktad 1 — Synteza homopolimeréw PAMPS i kopolimeréw PAMPS-PAaU

Homopolimery PAMPSm (m = 40, 75 i 170) i serie kopolimeréw diblokowych PAMPS7s-b-PAaUn
(n=3,12, 28 i 39) zsyntetyzowano metodg rodnikowej polimeryzacji kontrolowanej RAFT stosujgc me-
tode opisang w literaturze(76). W celu otrzymania kopolimeréw blokowych PAMPS-b-PAaU, wykonano
synteze makroczynnika przeniesienia tancucha PAMPS-makro-CTA. Przyktadowa procedura otrzyma-
nia polimeru PAMPS-makro-CTA przebiega nastepujgco. AMPS (25.0 g, 121 mmol) zobojetniono
60 mL wodnego roztworu NaOH (4.81 g, 121 mmol), dodano ditiobenzoesan kwasu 4-cyjanopentano-
wego (CTA, 232 mg, 0.829 mmol) oraz inicjator, kwas 4,4’-azobis(4-cyjanopentanowy) (46.4 mg, 0.166
mmol). Przez mieszanine reakcyjng przepuszczano argon przez 30 min. Polimeryzacje prowadzono
w 70°C przez 4 h. Polimer oczyszczono poprzez dialize do wody przez tydzien i wyodrebniono poprzez
liofilizacje (wydajnos¢ 23.2 g, konwersja monomeru rowna 83.9%).

Przyktadowa procedura syntezy PAMPS-b-PAaU: PAMPS-makro-CTA (2.43 g, 0.14 mmol), AaU
(2.06 g, 7.43 mmol), oraz inicjator kwas 4,4’-azobis(4-cyjanopentanowy) (4.63 mg, 0.0165 mmol) roz-
puszczono w 13.5 mL wody. Przez uktad przepuszczano argon przez 30 min. Polimeryzacje prowa-
dzono w 70°C przez 4 h. Polimer diblokowy oczyszczono poprzez dialize do rozcienczonego roztworu
NaOH (pH=8) przez tydzien oraz wyodrebniono poprzez liofilizacje (wydajno$¢ 3.52 g, konwersja mo-
nomeru 89.4%). Liczbowo $rednig mase molowg (Mn) oraz stopien dyspersji (Mw/Mn) wyznaczono na
podstawie pomiaréw chromatografii GPC.

Kopolimer statystyczny P(AMPSso/AaUso) otrzymano metodg klasycznej polimeryzacji wolnorod-
nikowej. AMPS (4.14 g, 20 mmol) zobojetniono NaOH (0.89 g, 22 mmol) w 80 mL metanolu, dodano
5.55 g (20 mmol) AaU oraz 16 mg (0.1 mmol) AIBN.

Mieszanina reakcyjna zostata odgazowana przy uzyciu linii prézniowej przez szes¢ cykli zamra-
zania-prézni-rozmrazania. Kopolimeryzacje prowadzono w 60°C przez 12 h. Kopolimer oczyszczono
poprzez stracenie do duzego nadmiaru eteru dietylowego. Produkt rozpuszczono w wodzie, dializowano
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do rozcienczonego roztworu NaOH (pH=8) przez tydzien i wyodrebniono poprzez liofilizacje. Sktad ko-
polimeru ustalono za pomocg spektroskopii TH NMR. Charakterystyke fizykochemiczng otrzymanych
polimeréw przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Masy czgsteczkowe i sktad polimeréw

Polimer Mn?® My @ Mw/M.2 DP(AMPS)P DP(Aal)
(-10%) (-10%) ¢
PAMPSu0 0,94 1,21 1,28 40 0
PAMPS;s 1,72 2,18 1,26 75 0
PAMPS170 3.93 4,65 1,18 170 0
PAMPSs-b-PAaUs 1,85 2,61 1,41 75 3
PAMPS;s-b-PAaU;, 3,20 4,53 1,42 75 12
PAMPS5-b-PAaUzs 5,05 6,72 1,33 75 28
PAMPS7s-b-PAaUss 7.63 9,36 1,23 75 39
P(AMPSs0/AaUso) 4,38¢ 9,90¢ 2,26¢ 50° 50°

@ Wyznaczone metodg GPC w roztworze HO/CH3CN (80/20, viv) 0,1 M NaNOs,
kalibracja przy uzyciu standardéw PSSNa.

b Stopien polimeryzacji AMPS wyznaczony metodg GPC w roztworze H2O/CH3CN
(80/20, v/iv) 0,1 M NaNO; kalibracja przy uzyciu standardow PSSNa.

¢ Stopien polimeryzaciji AaU wyznaczony metodg 'H NMR w D20.

4 Wyznaczone metodg GPC- eluent: mieszanina woda i DMF (50/50, v/v), 50 mM LiBr.
¢ % mol, wyznaczony z pomiaréw 'H NMR w D0 w temperaturze 95°C.

Przyktad 2 — Samoorganizacja kopolimeréw PAMPS-PAaU w $rodowisku wodnym

Wszystkie polimery sg rozpuszczalne w wodzie. Amfifilowy charakter kopolimeréw sprawia, ze
ulegajg one samoorganizacji w $rodowisku wodnym z utworzeniem miceli typu rdzen-powtoka (core-
shell). Proces samoorganizacii jest kontrolowany kwasowoscig (pH) roztworu i moze by¢ monitorowany
za pomocg obserwaciji/analizy ruchu tancuchéw polimerowych. Czas relaksacji spin-spin (72) mierzono
technikg "H NMR w funkcji pH. Zalezno$¢ czasu relaksacji spin-spin przy przesunieciu 1,25 ppm odpo-
wiada protonom grup metylowych w tancuchach bocznych bloku PAaU w funkcji pH. W roztworach
o pH < 8 warto$¢ T> spada na skutek ograniczonej mobilnosci w tworzonych hydrofobowych rdzeniach
miceli polimerowych.

Wyniki te zostaty potwierdzone pomiarami zaleznoéci promieni hydrodynamicznych makrocza-
steczek w funkcji pH metodg dynamicznego rozpraszania Swiatta (DLS).

Whyniki:

W roztworach o niskim pH (pH=3) polimery tworzg interpolimerowe micele posiadajgce hydrofo-
bowy rdzen PAaU i hydrofilowg powtoke PAMPS. Gdy pH Srodowiska wzrasta (pH >7) polimery tworzg
intrapolimerowe micele, tzn., ze kazda micela zbudowana jest z jednego tancucha polimerowego — jed-
nej makroczasteczki (micele unimerowe). W srodowisku o pH = 7,4 promienie intrapolimerowych miceli
wynosity 8—11 nm. Promienie hydrodynamiczne micel osiggnety warto$ci minimalne wynoszgce okoto
57 nmdla pH 8-9. Dalszy wzrost pH prowadzit do wzrostu elektrostatycznych sit odpychania pomiedzy
bocznymi, jednoimiennymi jonowymi grupami sulfonowymi. Przy pH~12 te micele ulegajg catkowitej
dysocjacji i tancuch polimerowy ulega rozluznieniu/wydtuzeniu. Zachowanie polimeru statystycznego
P(AMPSso/AaUso) jest odmienne. Ten polimer tworzy micele intermolekularne nawet w warunkach ni-
skiego pH. Warto$ci promieni hydrodynamicznych i potencjatéw zeta miceli kopolimeréw PAMPS-PAaU
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w warunkach zblizonych do tych, w jakich prowadzono eksperymenty biologiczne, zaprezentowano
w Tabeli 2.

Tabela 2. Wartosci promieni hydrodynamicznych (Rn), pola powierzchni sferycznych nanoczgstek/micel
polimerowych, indeks dyspersji i wartosci potencjatéw zeta dla kopolimeréw PAMPS-PAaU (¢ = 1 mg/ml w bufo-

rze PBS, pH = 7,4, T = 25°C)

PAMPS7s- | PAMPS7s- | PAMPS75- | PAMPS7s- | P(AMPSs0/AaUso)
b-PAaUs | b-PAaU:2 | b-PAaUzs | b-PAaUsg
Ro[nm] | 40+01 | 48+0,1 | 49205 | 11,6+0,5 8,0+26
Pole
powierzchni 200,96 289,38 301,57 1690,07 803,84
miceli [nm?]
0,65 + 0,94 + 0,53 +
PDI 0,32+ 0,06 0,38 + 0,07
0,12 0,11 0,06
Potencjat
-229+1,3|-243+£22|-248+£25|-257+0,8 -242+12
zeta [mV]

Zaprezentowane powyzej wyniki badan wskazujg, ze w warunkach eksperymentu biologicznego
(pH ~7,4) makroczgsteczki istniejg jako obdarzone fadunkiem ujemnym nanostrukturalne micele/nano-
czgstki, ktérych promienie hydrodynamiczne sg w granicach 4—12 nm a potencjaly zeta wynoszg okoto
-25 mV. Wysokie wartosci potencjatéw zeta miceli polimerowych zapewniajg stabilno$é nanodyspersii
w Srodowisku wodnym. Poréwnanie wartosci pdl powierzchni polimerowych nanoczastek, obliczonych
przy zatozeniu, ze sg one obiektami idealnie sferycznymi, sugeruje, ze ekspozycja, a zatem dostepnosc¢
jonowych grup sulfonowych do oddziatywania z wirusem/komoérkg, wzrasta wraz ze wzrostem dtugosci
niejonowych blokéw tworzacych rdzen struktur micelarnych.

Przyktad 3 — Badanie cytotoksycznos$ci polimeréw

Badano wptyw homopolimeréw PAMPS i kopolimerow diblokowych PAMPS7s-b-PAaUn oraz ko-
polimeru statystycznego P(AMPSso/AaUso) na przezywalno$é komdrek Vero. Cytotoksycznos¢ polime-
réw zostata oznaczona z wykorzystaniem zestawu do testu zywotnosci XTT (XTT Viability Assay Kit,
Biological Industries, Izrael). Test pozwala na iloSciowe oznaczenie aktywnos$ci metabolizmu komérek.
Jedynie zywe, aktywne metabolicznie komérki zdolne sg do przeksztatcenia tetrazoliowego substratu
(karboksyanilidu 2,3-bis-(2-metoksy-4-nitro-5-sulfenylo)-(2H)-tetrazoliny, XTT) w jego barwng po-
chodna, ktérej stezenie, mierzone absorbancjg przy 480 nm, koreluje z liczbg zywych komoérek oraz ich
zywotnoscig. Do przeprowadzenia do$wiadczenia wykorzystano permisywne linie komérkowe, tj. ko-
morki matpiej nerki (Vero PZH). Komérki hodowano przez 48 h w pozywce DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) z dodatkiem 3% FBS (inaktywowana termicznie ptodowa surowica bydleca), penicy-
liny, streptomycyny i gentamycyny. Do pozywki dodawano wodne roztwory homopolimeréw PAMPSn,
kopolimeréw diblokowych PAMPS7s-b-PAaUn i kopolimeru statystycznego P(AMPSso/AaUso) o réznych
stezeniach lub, w przypadku prébek kontrolnych, wode. Po inkubacji komérek na ptytce 96-dotkowej
przez 3 doby, usunieto pozywke i do kazdego dotka ptytki dodano 100 pl $wiezej pozywki oraz 20 pl
aktywowanego XTT. Po 2 h inkubacji nadsgcz przeniesiono do przezroczystej ptytki 96-dotkowej i za
pomocyg spektrofotometru w standardowy spos6b mierzono absorbancje przy dtugosci fali wynoszgcej
480 nm. Uzyskane warto$ci zostaly znormalizowane wzgledem absorbancji zmierzonej dla komdérek
kontrolnych (bez polimeru), ktérym przypisano 100% zywotnosci. Przetestowano roztwory wodne
homopolimeréw PAMPS4, PAMPS75, PAMPSi70, kopolimeréw diblokowych: PAMPS7s-b-PAaUs,
PAMPS7s-b-PAaU+12, PAMPS7s-b-PAaUzs, PAMPS7s-b-PAaUss, oraz kopolimeru statystycznego
P(AMPSso/AaUsp).
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Whyniki:

Uzyskane wyniki wskazujg na niskg cytotoksyczno$¢ polimeréw w stezeniu do 500 pug/mL. Wpro-
wadzenie PAaU w postaci bloku w polimerach diblokowych lub statystycznie roztozonych sekwencji
w przypadku kopolimeru statystycznego, powoduje dalsze obnizenie toksycznos$ci badanych kopolime-
rébw w stosunku do testowanej linii komdrkowej, prowadzgce do wzrostu warto$ci CCso powyzej
3000 pg/mL.

Przyktad 4 — Wplyw badanych polimeréw na infekcje ZIKV — testy aktywnos$ci antywirusowe;j

Badania aktywnosci przeciwwirusowej kopolimeréw wykonane byly w komorze laminarnej drugiej
klasy bezpieczenstwa biologicznego (BSL-2) przy uzyciu wirusa Zika (szczep H/PF/2013). W celu okre-
Slenia aktywnoS$ci przeciwwirusowej badanych polimeréw przeciwko ZIKV przeprowadzono testy hamo-
wania zakazenia ZIKV przez badane polimery w funkcji ich stezenia. W tym do$wiadczeniu testowany
polimer o okreslonym stezeniu byt obecny w pozywce na kazdym etapie infekcji wirusowej. W do$wiad-
czeniu wykorzystano catkowicie konfluentne komorki Vero po 48 h od wysiania na ptytce 96-dotkowe;.
Pozywke usunieto i dodano 100 pl $wiezej pozywki z dodatkiem 5% FBS (inaktywowana termicznie
ptodowa surowica bydleca), penicyliny, streptomycyny, gentamycyny oraz roztwér testowanego poli-
meru o roznych stezeniach. Probki kontrolne nie zawieraty polimeréw. Do komérek dodano 100 pl ZIKV
(TCIDso = 2000/mL). Ptytki inkubowano przez 2 h w 37°C, nastepnie komérki przeptukano trzykrotnie
roztworem PBS w celu usuniecia niezwigzanych czgstek wirusowych. Na koniec do kazdej studzienki
dodano 100 pl roztworu polimeru w pozywce hodowlanej i komorki inkubowano przez 3 dni w tempera-
turze 37°C. Po tym czasie nadsgcz zebrano w celu oceny liczby kopii wirusowego RNA z zastosowa-
niem ilo$ciowej reakcji Real Time PCR (RT-qPCR) lub miareczkowania. I1zolacje wirusowego RNA prze-
prowadzono z wykorzystaniem komercyjnie dostepnego zestawu do izolacji RNA (Viral DNA/RNA Iso-
lation Kit, A&A Biotechnology, Polska) zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta. Tak wyi-
zolowane RNA zostato poddane odwrotnej transkrypcji (RT) oraz iloSciowej reakcji PCR w czasie rze-
czywistym (QPCR). Reakcje RT-gPCR przeprowadzono w nastepujgcy sposob: 3 pl wyizolowanego wi-
rusowego RNA przepisano na matryce cDNA i powielono w reakcji o objetosci 10 ul zawierajacej 1 x
GoScript™ RT Mix for 1-Step RT-qPCR, 1 x GoTaq Probe qPCR Master Mix with dUTP, 100 nM swoi-
stej sondy znakowanej 6-karboksyfluoresceing (FAM) i 6-karboksytetrametylorodaming (TAMRA)
(5- FAM — CGGCATACAGCATCAGGTGCATAGGAG- TAMRA - 3°), oraz 450 nM kazdego startera
(5- TTGGTCATGATACTGCTGATTGC- 3'i 5-CCTTCCACAAAGTCCCTATTGC- 3’). Reakcje przepro-
wadzono w termocyklerze (CFX96 Touch™ Real-197 Time PCR Detection System, Bio-Rad) w naste-
pujgcych warunkach: 45°C przez 15 min (odwrotna transkrypcja), 95°C przez 2 min, nastepnie 40 cykli
po 15 sekund w 95°C i 30 sekund w 60°C.

W celu oceny poczatkowej liczby czgsteczek wirusowego RNA w probce przygotowano odpo-
wiednie wzorce. Przepisany na cDNA fragment sekwencji powielono z zastosowaniem starteréw opisa-
nych powyzej. Tak otrzymany DNA klonowano do plazmidu pTZ57R/T (Thermo Scientific, Polska)
z zastosowaniem zestawu InsTAclone PCR Cloning Kit (Thermo Scientific, Polska). Przeprowadzono
transformacje szczepu E. coli TOP10 (Life Technologies, Polska) i namnazanie wektora plazmidowego
w standardowy sposéb. Nastepnie plazmid oczyszczono z zastosowaniem zestawu do izolacji GeneJET
Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, Polska) i poddawano linearyzacji poprzez trawienie enzymem
restrykcyjnym Kpnl. Stezenie linearyzowanego DNA oceniano poprzez pomiar spektrofotometryczny
i obliczano liczbe kopii na mililitr. Jako matryce w reakcji PCR w czasie rzeczywistym stosowano szes$¢
10-krotnych rozcienczen seryjnych. Zdolnos¢ polimeréw do zahamowania namnazania sie ZIKV wyzna-
czono jako spadek logarytmu liczby kopii RNA wirusowego na mililitr pozywki.

Whyniki:

Niespodziewanie, homopolimery PAMPSn charakteryzujg sie stabg aktywnoscig przeciwwiru-
sowg w stosunku do ZIKV. Jedynie PAMPSm 0 najwyzszej masie czgsteczkowej wykazuje efekt inhibi-
cyjny, ale tylko przy relatywnie wysokich stezeniach (250 pg/mL). Przy nizszych stezeniach homopoli-
meréw obserwowano niewielki efekt inhibicyjny stosujgc metode analizy RT-qPCR.

Kopolimery diblokowe PAMPS7s-b-PAaUn (z wyjatkiem PAMPS7s-b-PAaUs) i kopolimer staty-
styczny P(AMPSso/AaUso) wykazuijg silny, zalezny od dawki, efekt inhibicyjny w stosunku do ZIKV. Efekt
ten jest zalezny od struktury kopolimeréw i wzrasta ze wzrostem dtugosci bloku hydrofobowego PAaU
— najwyzszg efektywnos¢ antywirusowg wykazuje kopolimer blokowy PAMPS7s-b-PAaUss.

Kopolimer blokowy PAMPS7s-b-PAaUs charakteryzujacy sie krotkimi blokami hydrofobowymi
PAaU i luzng konformacjg makroczgsteczek w warunkach eksperymentu nie wykazuje istotnej aktyw-
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nosci przeciwwirusowej. Obserwacja wskazujgca na nieznaczng aktywno$é przeciw ZIKV homopolime-
réw oraz kopolimeru o niskiej zawartosci jednostek hydrofobowych PAaU potwierdza role procesu sa-
moorganizacji makroczgsteczek kopolimerow PAMPS-PAaU z utworzeniem zwartych micel typu rdzen-
powtoka w inhibicji ZIKV.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze kopolimery PAMPS-PAaU (z wyjagtkiem PAMPS7s-b-PAaUs) sg
bezpiecznymi i niezwykle efektywnymi inhibitorami ZIKV — majg bardzo wysokie wartosci wspéiczynnika
selektywnosci. Rezultaty zostaty przedstawione w tabeli 3.

Tabela 3. Wartosci CCso, ICs0 i wspdtczynnika selektywnos$ci (Sl) kopolimeréw blokowych i statystycznego
PAMPS-PAaU.

Polimer CCso [ Hg/ml] ICso[ Hg/ml] Si
PAMPS75-b-PAaUs 4106 - -
PAMPS75-b-PAaUq; 5370 2,6 2065
PAMPS75-b-PAaUzs 3580 3,2 1118
PAMPS75-b-PAalsg 3338 3.1 1107

P(AMPSso/AaUsp) 5461 2,6 2100

Przyktad 5 — Okre$lenie mechanizmu przeciwwirusowego dziatania kopolimeréw PAMPS —
PAaU

W celu okre$lenia mechanizmu dziatania kopolimeréw PAMPS-PAaU i identyfikacji etapu cyklu
replikacyjnego, na ktérym dochodzi do zahamowania infekcji ZIKV, przeprowadzono opisane ponizej
testy funkcjonalne przy stezeniu polimeru wynoszacym 25 ng/mL. Wykonano nastepujgce testy komor-
kowe in vitro:

1. Test inaktywaciji wirionéw przez badane kopolimery

Celem tego testu byto okreslenie mozliwosci inaktywacji wirusa na skutek bezposredniego od-
dziatlywania wirusa z badanymi polimerami. Stezong zawiesine ZIKV (TCIDso = 2 600 000/mL) inkubo-
wano przez 1 h w temperaturze pokojowej w obecnoéci kopolimerdw o stezeniu 25 ng/mL. Po inkubaciji
prébki rozcienczono 260x przy uzyciu pozywki hodowlanej w celu osiggniecia koncowego stezenia wi-
rusa TCIDso réwnego 10 000/mL i kopolimeréw ponizej stezenia aktywnego (eliminacja wptywu kopoli-
meréw na same komérki). Przygotowane preparaty poddano analizie z wykorzystaniem miareczkowa-
nia wg metody Reed i Muench(77) poprzez przygotowanie 10 seryjnych pieciokrotnych rozcienczen
wirusa i zakazenie nimi monowarstwy komoérek Vero. Komorki zakazano wprowadzajgc do prébek
100 pL otrzymanych preparatéw i inkubowano przez 2 h w 37°C. Nastepnie komorki odptukano trzy-
krotnie PBS i dodano $wieze media. Komoérki inkubowano przez 12 h w 37°C. Nastepnie nadsacz po-
bierano i prowadzono analize RT-qPCR.

2. Test ochrony komérek przez PAMPS-PAaU

Celem tego testu byto zbadanie, czy kopolimery oddziatujg z komérkami gospodarza i chronig je
przed infekcjg. Wptyw kopolimeréw na komorki oceniono poprzez inkubacje w medium komérek Vero
przez 1 h w 37°C w obecnosci kopolimeréw (dodawano 100 pL roztworéw kopolimeréow w PBS o ste-
zeniu 25 pg/mL). Po tym czasie polimer odptukano trzykrotnie przy uzyciu PBS, a komdrki zakazono
ZIKV (TCIDso = 10 000/mL, 100 ulL) i pozostawiono na 2 h. Nastepnie komdrki odptukano trzykrotnie
przy uzyciu PBS i wprowadzono $wieze media. Po 12 h inkubacji (37°C; 5% CO3) nadsgcz zebrano
i przeprowadzono analize replikacji ZIKV okre$lajac liczbe kopii ZIKV RNA wirusa z wykorzystaniem
RT-gPCR. Na podstawie zmian w replikacji wirusa oceniono wptyw kopolimeréw na komorki.

3. Test oddziatywania PAMPS-PAaU z receptorem

Celem tego testu byto okreslenie mozliwosci blokowania przez badane kopolimery wczesnych
etapdéw infekcji wirusowej. Wpltyw kopolimerdw jako inhibitoréw procesu wigzania wirusa do receptora
na powierzchni komoérki poddano ocenie poprzez adsorpcje wirusa na komdrkach Vero w obecnosci
inhibitora, a nastepnie usuniecie go z pozywki. Na komérki schtodzone do 4°C wprowadzono 100 pL
mieszanine wirusa i kopolimeru (TCIDso = 10 000/mL, 25 ng/mL). Probka kontrolna nie zawierata kopo-
limeru. Prébki inkubowano 2 h w 4°C, aby pozwoli¢ na zwigzanie wirusa z receptorem, a jednoczes$nie
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by zablokowac¢ internalizacje do wnetrza komérki (transport komdrkowy zostat zablokowany przez niskg
temperature). Probki przeptukano trzykrotnie PBS, a nastepnie dodano 100 L $wiezej pozywki hodow-
lanej i inkubowano przez 12 h (37°C; 5% CO>). Po tym czasie zebrano nadsacz i przeprowadzono
analize replikacji ZIKV z wykorzystaniem RT-gPCR. Na podstawie zmian w replikacji wirusa oceniono
wptyw kopolimerdéw na wigzanie sie wirusa do receptora komérkowego.

4. Test wplywu PAMPS-PAaU na p6zne etapy zakazenia

Celem tego testu byto dokonanie oceny, czy badane kopolimery blokujg pézne etapy replikacji
ZIKV. Wptyw kopolimeréw jako inhibitorow p6znych etapéw zakazenia oceniano poprzez zakazenie
komorek Vero bez kopolimeréw, a nastepnie po odptukaniu wirusa inkubacje w obecnos$ci kopolimerdw.
Zatem w momencie samej adsorpcji wirusa do komérek oraz jego internalizacji, kopolimer nie byt
obecny. Celem umozliwienia wirusowi wnikniecie do komérek, komérki inkubowano w pozywce zawie-
rajgcej ZIKV (TCIDso = 10 000/mL, 100 pL) przez 2 h w 37°C. Po tym czasie komorki przeptukano
trzykrotnie PBS i natozono pozywke hodowlang suplementowang kopolimerem (100 plL, 25 ug/mL)
i inkubowano przez 12 godzin, co jest czasem trwania petnego cyklu replikacyjnego ZIKV (37°C;
5% CO2). Po tym czasie zebrano nadsacz i przeprowadzono analize replikacji ZIKV z wykorzystaniem
RT-gPCR. Na podstawie zmian w replikacji wirusa oceniono wplyw PAMPS-PAaU na p6zne etapy za-
kazenia.

Whyniki:

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze efekt inhibicyjny kopolimeréw zwigzany jest z tym,
ze kopolimery zaki6cajg proces adhezji/wigzania wirusa do komérki skutecznie z nim konkurujac o do-
step do miejsca wigzania lub zmieniajgc tadunek miejsca wigzgcego.

Przyktad 6 — Obrazowanie przy uzyciu skaningowego fluorescencyjnego mikroskopu konfokal-
nego

Mikroskopia konfokalna

Celem potwierdzenia powyzszych obserwaciji komorki Vero byty inkubowane pod nieobecno$é
i w obecnoéci kopolimeru blokowego PAMPS7s-b-PAaUsg lub  kopolimeru statystycznego
P(AMPSso/AaUso) o stezeniu 25 pg/mL w temperaturze 37°C przez 48 godz. (Fig. 9, zwykite warunki
zakazenia) lub w 4°C przez 2 godz. (Fig. 10), umozliwia adsorpcje/wigzanie wirusa na powierzchni lecz
nie pozwalajgcej na jego internalizacje/wnikanie do komorki. Nastepnie komoérki poddano inkubacii,
utrwaleniu 4% formaldehydem, permeabilizacji 0,5% Triton X-100 i blokowaniu roztworem 5% albuminy
bydlecej. Inkubacje prowadzono przez 2 godziny z 1 pg/ml kréliczego przeciwciata anty-ZIKV Envelope
(GeneTex, Irvine, CA, USA). Po trzykrotnym przeptukaniu PBS komérki inkubowano przez 1 godzine
z 2,5 pg/ml drugorzedowego koziego przeciwciata anty-kréliczego skoniugowanego z fluoroforem Atto
488 i/lub falloidyng skoniugowang z Alexa Fluor 647 (0,2 U/ml, Invitrogen, Warsaw, Polska) barwigcg
aktyne komoérkowq. Nastepnie preparaty przemyto trzy razy PBS, a jagdra komérkowe (DNA) wybar-
wiono DAPI (0,1 ng/ml, Sigma-Aldrich, Poznan, Polska) przez 20 minut w temperaturze pokojowe;j. Ko-
morki na szkietkach przemywano kilkukrotnie PBS i osadzono na szkietkach podstawowych uzywajac
medium ProLong Diamond Antifade Mountant (Life Technologies, Eugene, OR, Polska). Obrazy fluore-
scencyjne uzyskano przy uzyciu konfokalnego mikroskopu EVOS imaging system (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) i opracowano przy uzyciu oprogramowania ImagedJ (ver. 1.52b) Fiji software (Ma-
dison, WI, USA)(78).

Whyniki:

Wyniki obrazowania potwierdzajg silny efekt inhibicyjny kopolimeru blokowego PAMPS7s-b-
-PAaUsg w stosunku do ZIKV. Podczas gdy wiekszo$é komdrek uzytych w eksperymencie kontrolnym
(bez polimeru) zostata zainfekowana (obserwowano tworzenie biatka E wirusa ZIKV), to jedynie poje-
dyncze komorki uleglty zakazeniu w prébkach traktowanych kopolimerem PAMPS7s-b-PAaUszg. Wyniki
obrazowania przedstawione na fig. 10 potwierdzajg, ze kopolimery PAMPS7s-b-PAaUn zakidcajg cykl
replikacyjny ZIKV poprzez blokowanie miejsca wigzania wirusa z komorkg gospodarza, i korelujg z wy-
nikami przedstawionymi na fig. 8. Przeprowadzone badania wykazatly, ze najefektywniej dziatajg kopo-
limery diblokowe zawierajgce w swej strukturze bloki jonowe PAMPS ztozone z 75 merdw i bloki niejo-
nowe ztozone z 12 do 39 jednostek PAaU. Najbardziej efektywnym byt kopolimer diblokowy PAMPS7s-
b-PAaUsg. Testy mechanistyczne wykazaty, ze badane kopolimery blokujg wnikanie wirusa do komérki
blokujgc jego adhezje na powierzchni komoérki gospodarza.

Przeprowadzone badania in vitro wykazaty, ze niezwykle obiecujgcymi kandydatami na leki prze-
ciw ZIKV sg polimery zawierajgce w swej strukturze grupy anionowe, a takze hydrofobowe podstawniki
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aromatyczne lub alkilowe, takie jak kopolimery PAMPS-PAaU. Wykazujg one niezwykle silne wtasciwo-
Sci hamujgce replikacje ZIKV w linii komoérkowej Vero. Nieoczekiwanie stwierdzono réwniez, ze homo-
polimery PAMPS charakteryzujg sie jedynie ograniczong aktywnos$cig przeciwwirusowg. Kopolimery
PAMPS-PAaU wykazujg bardzo niskg toksyczno$¢ wzgledem komoérek Vero (brak toksycznosci przy
stezeniach do 1 mg/ml, dawka toksyczna dla 50% komoérek (CCso >3 mg/ml), posiadajgc przy tym silne
wiasciwosci przeciwwirusowe wzgledem ZIKV (dawka w 50% hamujgca replikacje ZIKV (ICs0) na po-
ziomie ok. 3 pg/ml). Badania mechanizmu ich dziatania wykazaty, ze PAMPS-PAaU uniemozliwiajg ad-
hezje czastek wirusa do komorki, co w konsekwencji uniemozliwia jej zakazenie. Aktywno$é przeciwwi-
rusowa zaobserwowana zostata tylko wtedy, gdy kopolimery obecne byty w pozywce w trakcie zakaze-
nia. Istotng role w tym procesie odgrywa samoorganizacja makroczasteczek w roztworach wodnych
prowadzaca do powstawania obdarzonych wysokim fadunkiem powierzchniowym nanostrukturalnych
uktadéw micelarnych. Analiza zdje¢ uzyskanych technikg fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej wy-
kazata, ze gdy kopolimery obecne byly w pozywce w trakcie zakazenia, na powierzchni komoérek wi-
doczne jest wyrazne zmniejszenie liczby czgstek wirusa.
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Zastrzezenia patentowe

Kopolimer polimeru soli sodowej kwasu 2-akryloamido-2-metylo-1-propano sulfonowego/poli-
meru 11-(akryloamido)undekanianu sodu o wzorze:

—(CHz 'CHHCHZ-CH)—
I m | n

cC—0 cC—o

| |

NH NH

H;C —C —CH;, ( CH2)10

CH, COONa

SO3Na

gdzie:

m okresla dtugos$¢ bloku polimeru soli sodowej kwasu 2-akryloamido-2-metylo-1-propano sul-
fonowego, a mianowicie liczbe meréw soli sodowej kwasu 2-akryloamido-2-metylo-1-propano
sulfonowego i oznacza liczbe catkowitg od 40 do 170,

n okres$la diugo$¢ bloku polimeru 11-(akryloamido)undekanianu sodu, a mianowicie liczbe me-
réw 11-(akryloamido)undekanianu sodu i oznacza liczbe catkowitg od 3 do 50,

do stosowania w leczeniu i/lub profilaktyce infekcji wywotanej przez wirus Zika.

Kopolimer do stosowania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze m oznacza liczbe catkowitg
od 50 do 75,

n oznacza dtugos$c¢ bloku polimeru 11-(akryloamido)undekanianu sodu, a mianowicie liczbe
meréw 11-(akryloamido)undekanianu sodu i wynosi 12—40.

Kopolimer do stosowania wedtug zastrz. 1 i/albo 2, znamienny tym, ze zostat wybrany z grupy
obejmujgce;j:

oznaczony jako PAMPSrs-b-PAaU+2 kopolimer blokowy zawierajacy blok soli sodowej
poli(kwasu 2-akryloamido-2-metylo-1-propano sulfonowego) (PAMPS) o stopniu polimeryzacji
DP=75 i blok poli(11-(akryloamido)undekanianu sodu) (PAaU) o stopniu polimeryzacji DP=12,
oznaczony jako PAMPSrs-b-PAaU2s kopolimer blokowy zawierajgcy blok soli sodowej
poli(kwasu 2-akryloamido-2-metylo-1-propano sulfonowego) (PAMPS) o stopniu polimeryzacji
DP=75 i blok poli(11-(akryloamido)undekanianu sodu) (PAaU) o stopniu polimeryzacji DP=28,
oznaczony jako PAMPSrs-b-PAaUss kopolimer blokowy zawierajgcy blok soli sodowej
poli(kwasu 2-akryloamido-2-metylo-1-propano sulfonowego) (PAMPS) o stopniu polimeryzacji
DP=75 i blok poli(11-(akryloamido)undekanianu sodu) (PAaU) o stopniu polimeryzacji DP=39,
oraz

oznaczony jako P(AMPSso/AaUso kopolimer statystyczny zawierajgcy 50 mol% poli(kwasu
2-akryloamido-2-metylo-1-propano sulfonowego) (PAMPS) i 50 mol% poli(11-(akrylo-
amido)undekanianu sodu) (PAaU).

Kopolimer do stosowania wedtug dowolnego z zastrz. 1-3, znamienny tym, ze jest stosowany
w skutecznym stezeniu hamujgcym replikacje wirusa Zika, korzystnie wynoszgcym od 5 do
25 pg/mL.

Kopolimer do stosowania wedtug dowolnego z zastrz. 1-4, znamienny tym, ze kopolimer
blokowy PAMPS7s-b-PAaUsg jest stosowany w skutecznym stezeniu hamujgcym replikacje wi-
rusa Zika, korzystnie wynoszacym nie mniej niz 5 pg/mL.
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Rysunki
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