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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest preparat farmaceutyczny zawierajgcy nanoczgstki srebra do zasto-
sowania w terapii zakazenia wirusem herpes simplex.

Zakazenie wirusem herpes simplex typu 1 oraz 2 (HSV-1 i HSV-2), czyli tzw. opryszczka zwykfa,
stanowi jedng z najczestszych choréb przenoszonych drogg kropelkowa, lub poprzez bezposredni kon-
takt. Szacuje sie, ze zakazeniem HSV-1 dotknietych jest 80% ludzi na catym $wiecie, z czego tylko
potowa choruje. W przypadku HSV-2, latentne zakazenie wirusowe dotyczy od 10 do 60% populacji
ludzi na catym Swiecie (Halioua B, Malkin JE.(1999) Epidemiology of genital herpes — recent advances.
Eur J Dermatol. 9:177-84). Opryszczka wargowa zwykle obejmuje tzw. granice czerwieni wargowe;j
i jest w 75% wywotywana przez wirus herpes simplex typu 1, natomiast opryszczke narzaddw piciowych
wywotuje gtéwnie (75%) wirus herpes simplex typu 2. Po zakazeniu pierwotnym wirus pozostaje w sta-
nie latencji w obrebie zwojéw nerwu twarzowego (HSV-1) lub zwojéw krzyzowych (HSV-2), powodujac
mniej grozne nawroty opryszczki (Halioua i wsp. 1999, Gupta R, Warren T, Wald A.(2007) Genital her-
pes. Lancet. 370:2127-37).

Tym samym, zmiany w obrebie nabtonka wywotane nawrotami opryszczki stanowig jeden z naj-
czestszych czynnikbw wptywajgacych na integralno$¢ oraz funkcjonowanie nabtonka. Nawroty
opryszczki typu 1 i 2 zazwyczaj wystepujg w chwilach obnizenia naturalnej odpornoéci organizmu, kilka
razy w roku, i prowadzg do pogorszenia jakosci zycia oraz wptywajg na podejmowane procedury lecz-
nicze w innych schorzeniach, przesuwajgc np. chemioterapie choréb nowotworowych do chwili catko-
witego wyleczenia zmian obecnych w btonach $luzowych (Halioua i wsp. 1999).

Btona $luzowa pochwy cztowieka zbudowana jest z wielowarstwowego, ptaskiego nabtonka nie-
rogowaciejgcego dostarczajgcego, m.in., mechanicznej ochrony przed mikroorganizmami. Do uszko-
dzenia integralnoéci btony $luzowej moze dochodzi¢ w przebiegu choréb przenoszonych drogg ptciowg
(STD), takich jak opryszczka narzadow ptciowych, zakazen bakteryjnych (rzezgczka), albo na skutek
uszkodzen mechanicznych. Zaki6cenie integralnosci btony Sluzowej pochwy zwieksza blisko trzykrotnie
ryzyko zakazenia HIV oraz innymi chorobami przenoszonymi drogg pfciowg (Galvin SR, Cohen MS.
(2004) The role of sexually transmitted diseases in HIV transmission. Nat Rev Microbiol. 2:33—-42)).

Prace nad szczepionkami przeciwko zakazeniu HSV-1, czy HSV-2 nie wyszly poza obszar do-
Swiadczalny. Jedynym znanym sposobem leczenia zakazen HSV-1/2 jest miejscowe stosowanie $rod-
kéw przeciwwirusowych — w postaci masci lub zeli zawierajgcych analogi nukleotydéw, blokujgce jeden
z enzymoOw wirusa. W rezultacie, dochodzi do zahamowania dalszej replikacji wirusa w komérkach,
w ktérych namnaza sie wirus na powierzchni bton sluzowych/skéry. Cze$é zakazonych oséb jest odpor-
nych na leczenie analogami nukleotydéw. Srodki stosowane miejscowo nie chronig réwniez przed wy-
dzielaniem aktywnych czgstek wirusa z wydzielinami bton $luzowych do $rodowiska, a tym samym nie
chronig przed dalszym rozsiewaniem wirusa drogg kontaktéw bezposrednich. Pomimo, ze zaréwno
HSV-1, jak i HSV-2 sg wrazliwe na powszechnie stosowane $rodki odkazajgce, wirus moze przez jakis
czas przetrwaé w wydzielinach bton Sluzowych, bgadz w ztuszczonych fragmentach tkanek.

Obszar zastosowan nanotechnologii i nanoczasteczek jest obecnie bardzo szeroki i obejmuje
dziedziny od inzynierii materiatowej do biomedycyny. Nanoczgstki stanowig struktury o rozmiarze 1-100
nm. Sposréd nanoczgsteczek wykonanych z metali szlachetnych, nanoczgstki srebra stanowig obszar
najwiekszego zainteresowania, ze wzgledu na ich atrakcyjne wtasciwoséci fizyko-chemiczne. Srebro,
w tym srebro jonowe, wykazuje silng toksycznos$¢ w stosunku do szerokiego zakresu mikroorganizmow,
zaréwno bakterii, jak i wiruséw (Rai M, Yadav A, Gade A. (2009). Silver nanoparticles as a new gene-
ration of antimicrobials. Biotechnol Adv. 27(1):76-83). Przyktadowo, wykazano, ze nanoczastki srebra
koniugowane z sulfonianem merkaptoetanu (Ag—MES) inaktywujg wej$cie HSV-2 do wnetrza komorek
oraz dalsze zakazenie (Baram-Pinto D, Shukla S, Perkas N, Gedanken A, Sarid R. (2009) Inhibition of
herpes simplex virus type 1 infection by silver nanoparticles capped with mercaptoethane sulfonate.
Bioconjug Chem. 20(8): 1497-502). Nanoczasteczki srebra powlekane poliwinylopirolodonem wigzg sie
z wirusem HIV-1 i blokujg jego wejscie do komérek (Lara HH, Ixtepan-Turrent L, Garza-Trevifio EN,
Rodriguez-Padilla C. (2010) PVP-coated silver nanopatrticles block the transmission of cell-free and cell-
associated HIV-1 in human cervical culture. JNanobiotechnology. 13:8-15).

W wyniku badan przeprowadzonych przez twércow wynalazku okazato sie, ze nanoczasteczki sre-
bra w kompozycji wedtug wynalazku powodujg zahamowanie wnikania HSV do komérek docelowych.
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Preparat farmaceutyczny zawierajacy zawiesine nanoczgstek srebra o wielkosci od 1 do 100 nm
jako sktadnik aktywny oraz farmaceutycznie dopuszczalny noénik i ewentualnie farmaceutycznie do-
puszczalne $rodki pomocnicze, wedtug wynalazku charakteryzuje sie tym, ze sktadnik aktywny stanowi
zawiesina nanoczgstek srebra otrzymana metodg redukcji azotanu srebra w obecnosci kwaséw orga-
nicznych lub soli kwaséw organicznych i nieorganicznych, w wodnym roztworze pochodzgcym bezpo-
Srednio z redukcji azotanu srebra zawierajgcym mieszanine dopuszczalnych farmaceutycznie anionéw
soli sodowej kwasu cytrynowego i/lub anionéw soli sodowej kwasu azotowego, przy czym udziat nano-
czgstek srebra w preparacie wynosi od 0,005 do 5% wag, udziat roztworu wynosi od 0,005 do 5% obj.,
a udziat no$nika od 95 do 99,995% obj., do zastosowania do leczenia zakazenia wirusem herpes
simplex.

Roztwor, w ktérym sg zawieszone nanoczgstki srebra moze dodatkowo zawieraé aniony soli kwa-
séw nieorganicznych wybranych z grupy zawierajgcej kwasy: boranowy, fluoroboranowy, fosforanowy,
siarkowy, chlorowy.

Roztwér, w ktérym sg zawieszone nanoczgstki srebra moze dodatkowo zawierac aniony soli kwa-
séw organicznych wybranych z grupy zawierajgcej kwasy: askorbinowy, octowy, benzoesowy.

Roztw6r moze dodatkowo zawieraé kwasy organiczne takie jak kwas taninowy i kwas galuksowy.
Korzystnie roztwér zawiera sole kwasu organicznego i/lub nieorganicznego w stezeniu 10—2000 ppm
oraz dodatkowe kwasy organiczne w stezeniu 10-500 ppm.

Korzystnie preparat zawiera nanoczgstki srebra o wielkosci 10-80 nm. Najkorzystniej ponad 50%
nanoczgstek ma rozmiar mniejszy niz 50 nm i wiekszy niz 30 nm.

Korzystnie roztwér zawiera aniony cytrynianowe, aniony azotanowe, aniony boranowe, aniony
fosforanowe, aniony chlorowe, aniony taninowe, aniony galuksowe.

W roztworze znajdujg sie takze kationy pochodzace z soli kwaséw stosowanych jako stabilizatory
nanoczastek srebra, takich jak na przyktad cytrynian sodu lub borowodorek sodu. Korzystnie sg to ka-
tiony sodowe. Kationy i aniony sg obecne pojedynczo lub w postaci mieszanin, ktérych wzajemne sto-
sunki stezen sg zmienne i zalezg od metody otrzymywania zawiesiny nanoczgsteczek.

W preparacie wediug wynalazku mogg zosta¢ wykorzystane nanoczgstki srebra otrzymane me-
todg chemiczng, zgodnie z kazdg z metod otrzymywania nanoczasteczek srebra metodg redukcji che-
micznej, znang fachowcom, pod warunkiem nietoksycznosci no$nika, w ktérym zawieszone sg nano-
czastki srebra oraz nietoksycznoéci zastosowanego reduktora i stabilizatora (Malina D, Sobczak-Kupiec
A, Kowalski Z (2010) Nanoczgsteczki srebra — przeglad chemicznych metod syntezy. Technical tran-
sactions. Chemistry. 10: 183—-192). Korzystnie, obecno$¢ anionéw soli kwaséw organicznych i nieorga-
nicznych w roztworze wynika ze sposobu otrzymywania nanoczgstek srebra przy uzyciu redukcji che-
micznej, w ktérej to metodzie zrédtem srebra jest sél srebra — azotan srebra, ktéry w obecnosci odpo-
wiednich reduktordw i stabilizatoréw (kwaséw organicznych lub soli kwaséw organicznych i nieorganicz-
nych) ulega redukcji do metalicznego srebra.

Przyktadowo, roztwor zawierajgcy nanoczastki srebra mozna uzyskac jedng z ponizej wymienio-
nych metod.

Sposéb wedtug publikacji Dadosh 2007 (Dadosh T., Synthesis of uniform silver nanoparticles with
a controllable size. Materials letters. 2009, 63, 2236-8) polega na tym, ze 80 ml AQNOs3 najpierw ogrze-
wano do 60°C, a nastepnie dodano (energicznie mieszajgc) do 20 ml roztworu cytrynian trisodowy
i kwas cytrynowy, ktéry zostat wstepnie ogrzany do 60°C. Mieszanine mieszano przez 20 minut, a na-
stepnie ogrzewanie przerwano i roztwor ochtodzono w temperaturze pokojowej, ciggle mieszajac.

Sposéb wedtug publikacji Marcin Banach i wsp. 2013 (Marcin Banach, Jolanta Pulit, Leszek Tym-
czyna, Anna Chmielowiec-Korzeniowska. Otrzymywanie srebra nanostrukturalnego metodg redukc;ji
chemicznej. Przem. Chem. 2013, 92, 6, 936) polega na tym, ze do roztworu wodnego AgNOs (5,0 cm3,
0,001 mol/dm3) dodano wodny roztwdr tripolifosforanu sodu (2,5 cm3), a nastepnie wodny roztwér kwasu
cytrynowego (2,5 cm3). Reakcje redukcji prowadzono w temperaturze 50°C w czasie 20 minut.

Sposdb wedtug publikacji Chekin i Ghasemi 2014 (Fereshteh Chekin, Somayeh Ghasemi. Silver
nanoparticles prepared in presence of ascorbic acid and gelatin, and their electrocatalytic application.
Bull. Mater. Sei., Vol. 2014, 37, 1433-1437) polega na tym, ze przygotowano 10 ml 0,001M roztworu
wodnego azotanu srebra. Przygotowano roztwor wodny zelatyny; 0,2 g zelatyny w 5 ml wody. Przygo-
towano 5 ml wodnego roztworu kwasu cytrynowego. Do 50 ml kolby miarowej dodano 10 ml roztworu
azotanu srebra oraz przygotowany roztwoér zelatyny, a nastepnie inkubowano mieszanine wolno pod-
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noszgc temperature tazni wodnej do 100 — 110°C. Nastepnie dodano do kolby roztw6r kwasu cytryno-
wego i inkubowano przez kolejne 2 minuty az do uzyskania brgzowego koloru, ktéry wskazuje na po-
wstanie nanoczastek Ag. Wyjeto kolbe z tazni i ostudzono.

Preparat wedtug wynalazku moze mie¢ forme masci, zelu lub roztworu. Standardowe no$niki
obejmujg zwtaszcza: sél fizjologiczng, monostearynian glicerolu, alkohol cetostearylowy, glikole polie-
tylenowe, stearyniany polioksyetylenowe, trietanoloamine, alkohol poliwynylowy, poliwynylopyrrolidon,
gliceryne, sorbitol, parafine, wazeline. Ponadto, zastosowane mogg zostaé¢ komercyjnie dostepne pod-
foza (bazy) w postaci emulsji i hydrozeli.

Preparat wedtug wynalazku podaje sie na miejsce zmienione chorobowo przez zakazenie HSV-1
lub HSV-2. Nanoczgstki srebra, wigzgc sie z powierzchnig wirusa (wirionu), blokujg jego wnikanie do
komoérek docelowych (komérki nabtonkowe i keratynocyty), a tym samym blokujg dalsze zakazanie ko-
morek docelowych dla obu wiruséw. Obecnos$¢ anionéw soli kwaséw organicznych i nieorganicznych
zwieksza powinowactwo wigzania wirionéw HSV-1 i HSV-2 do nanoczgstek srebra, a tym samym ogra-
nicza zakazenie HSV-1 lub HSV-2.

Leczenie zakazenia HSV-1 i HSV-2 polega na podawaniu miejscowym lub doustnym lekéw
o charakterze analogéw nukleotydéw, ktére po wniknieciu do komérek specyficznie hamujg powielanie
materiatu genetycznego wirusa - replikacje wirusowego DNA. Dziatanie to obejmuje jedynie wnetrze
komoérek zakazonych HSV-1 lub HSV-2 i nie obejmuje wirusa obecnego we fragmentach ztuszczonych
tkanek badz w wydzielinie bton $luzowych. Skuteczne wigzanie wolnego wirusa obecnego poza komor-
kami z nanoczgsteczkami srebra, uniemozliwiajgce dalsze wnikanie wirusa do komérek, powoduje ogra-
niczenie szerzenia sie zakazenia do komorek sgsiednich oraz poza organizm macierzysty. Tym samym,
mozliwe jest skrécenie okresu trwania zakazenia HSV-1 lub HSV-2 oraz ograniczenie dalszego szerze-
nia sie zakazenia na inne osoby.

Przedmiot wynalazku zostat blizej przedstawiony w przyktadach.

Przyktad 1

Badania nad wptywem nanoczastek srebra na wnikanie HSV-2 do komoérek docelowych dla wi-
rusa tj. do komoérek keratynocytéw z wykorzystaniem roztworu wedtug wynalazku.

W badaniu uzyto linii komoérkowej mysich keratynocytéw jako modelu in vitro dla zakazenia HSV-
2. Hodowle keratynocytow poddawano wstepnej inkubacji (1h) w obecnosci 2,5 ppm nanoczastek sre-
bra 25-40 nm oraz 35-55 nm w podtozu hodowlanym, a nastepnie zakazano HSV-2 w dawce jeden
wirus na jedng komérke. W drugiej procedurze, nanoczastki srebra w stezeniu jak wyzej inkubowano
z dawkg wirusa jak wyzej przez 1h, a nastepnie podawano do hodowli keratynocytéw. Zrédtem nano-
czastek srebra byt roztwoér wedtug wynalazku. Po uptywie 24h mierzono poziom replikacji dla obu wa-
riantéw doswiadczenia, mierzgc miano wirusa i wyrazajac go w jednostkach PFU/mI. Miano wirusa okre-
Slano metodg nanoszenia rozcienczen ptynu znad zakazonej hodowli na hodowle komérek nabtonko-
wych GMK, zgodnie z procedurg znang fachowcom, a nastepnie, po uptywie 24h zliczano pod mikro-
skopem odwréconym ilo$é zmian cytopatycznych w hodowli (PFU) i przeliczano na objeto$é naniesio-
nego ptynu (PFU/ml).

Nanoczastki w zakresie rozmiaru 25-40 nm zawieszone byty w roztworze zawierajgcym aniony
cytrynianowe (300 ppm), azotanowe (50 ppm) oraz kationy sodowe (100 ppm) (roztw6r 1), natomiast
nanoczastki w zakresie rozmiaru 35-55 nm zawieszone byty w roztworze zawierajagcym aniony cytry-
nianowe (1200 ppm), azotanowe (50 ppm) oraz kationy sodowe (500 ppm) (roztw6r 2). Podawana
dawka sktadata sie z 2,5 ml skfadu 1 lub 2 zawieszanego w 1000 ml ptynu hodowlanego dla keratyno-
cytow (MEM, 10% surowicy bydlecej, 100 U/ml penicyliny oraz 100 ug/ml streptomycyny). Wstepna
inkubacja hodowli w obecnosci roztworu 1 lub 2 w hodowli nie powodowata zahamowania zakazenia
HSV-2, jednak inkubacja preparatéw nanoczastek srebra 25—-40 nm (roztwér 1) oraz 35-55 nm (roztwor 2)
z HSV-2 niemal catkowicie zahamowata wnikanie wirusa do komérek, a tym samym zakazenie komorek.
Na Fig. 1 przedstawiono poziom zakazenia HSV-2 w hodowli mysich keratynocytéw 24 h od podania
wirusa w obecnosci 2,5 nl roztworu 1 (25-40 nm) lub roztworu 2 (35-55 nm) w 1000 ml ptynu hodowla-
nego.

Przyktad2

Badanie dziatania dopochwowego podania nanoczgstek srebra 25-40 nm na zakazenie HSV-2
na modelu mysim z wykorzystaniem roztworu wedtug wynalazku.

W niniejszym eksperymencie zastosowano mysi model herpes genitalis opracowany przez Parr
i wsp. (1994, Parr MB, Kepple L, McDermott MR, Drew MD, Bozzola JJ, Parr EL. (1994) Mouse model
for studies of mucosal immunity to vaginal infection by herpes simplex virus type 2. Lab Invest. 70:369-
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80). 20 samic myszy C57BL podzielono na dwie grupy. Pierwsza grupa (5 myszy) otrzymywata dopo-
chwowo roztwér soli fizjologicznej w objetosci 30 pl, druga grupa (5 myszy) otrzymywata dopochwowo
preparat nanoczastek srebra zawieszony w soli fizjologicznej w objetosci 30 pl, trzecia grupa (5 myszy)
otrzymywata dopochwowo roztwér soli fizjologicznej z zawiesing wirusa 104 PFU/mysz w objetoSci
30 ul, czwarta grupa (5 myszy) otrzymywata dopochwowo preparat nanoczgstek srebra zawieszony
w soli fizjologicznej wraz z zawiesing wirusa 104 PFU/mysz w objeto$ci catkowitej 30 pl. Zrédtem nano-
czastek srebra byt roztwor wedtug wynalazku. Nanoczastki w zakresie rozmiaru 25—-40 nm zawieszone
byty w roztworze zawierajgcym aniony cytrynianowe (300 ppm), azotanowe (50 ppm) oraz kationy so-
dowe (100 ppm). Podawana dawka sktadata sie z 0,05 ml zawiesiny nanoczgsteczek rozcienczanych
w 1 ml sterylnego roztworu soli fizjologicznej, z czego dopochowowo podawano 0,030 ml/mysz (sktad 1).

Procedury do$wiadczalne. Przez zakazeniem HSV-2, samice myszy przygotowywano poprzez
podanie 2 mg octanu medroksyprogesteronu na mysz w celu zsynchronizowania fazy cyklu rujowego.
Po pieciu dniach, myszom podawano dopochwowo w stanie uémierzenia (ketamina z ksylazyng,
100 mg/kg m.c. i 10 mg/kg m.c., odpowiednio) 0,030 ml soli fizjologicznej (grupa 1), 0,030 ml preparatu
wg wynalazku (grupa 2), 0,030 ml soli fizjologicznej z dodatkiem wirusa HSV-2 (grupa 3) oraz 0,030 mi
preparatu wg wynalazku z dodatkiem wirusa HSV-2 (grupa 4). Po uptywie 48h myszy uSmiercano, po-
bierano tkanke pochwy i utrwalano przez umieszczenie w 2% roztworze formaliny w soli fizjologiczne;j
buforowanej fosforanem (PBS) na 4 h. Po tym okresie, tkanki zamrazano w ciektym azocie i przygoto-
wywano preparaty histologiczne przy uzyciu kriostatu. Cienkie skrawki tkanek (7 um) poddawano bar-
wieniu za pomocg przeciwciata anty-HSV1/2 skoniugowanego z FITC, rozcienczonego w PBS z dodat-
kiem 0,01% Tween 20 (1:500). Skrawki tkanek analizowano w mikroskopie konfokalnym Olympus Flu-
oview FV1000, identyfikujac liczbe miejsc zakazonych HSV-2, jako reakcje dodatnig obejmujgca nabto-
nek pochwy. Na Fig. 2 przedstawiono poziom zakazenia dopochwowego u myszy C57BL6 zakazonych
HSV-2 w obecnosci sktadu 1.

Zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu zakazenia HSV-2 tkanki pochwy w obec-
nosci preparatu wg wynalazku (sktad 1), zawierajgcego 5 ppm nanoczgsteczek srebra o wielkoSci
24-40 nm oraz aniony cytrynianowe (15 ppm), azotanowe (2,5 ppm) i kationy sodowe (5 ppm) w roz-
tworze soli fizjologiczne;.

Przyktad 3

Badanie dziatania dopochwowego podania nanoczgstek srebra 35-55 nm na zakazenie HSV-2
na modelu mysim z wykorzystaniem roztworu wedtug wynalazku.

W niniejszym eksperymencie zastosowano protokét opisany w Przyktadzie 2, z nastepujgcymi
zmianami. Nanoczgstki w zakresie rozmiaru 35-55 nm zawieszone byty w roztworze zawierajgcym
aniony cytrynianowe (1200 ppm), azotanowe (50 ppm) oraz kationy sodowe (500 ppm). Podawana
dawka sktadata sie z 0,05 ml zawiesiny nanoczasteczek rozcienczanych w 1 ml sterylnego roztworu soli
fizjologicznej, z czego pochowowo podawano 0,030 ml/mysz (sktad 2). Fig. 2 Przedstawia poziom za-
kazenia dopochwowego u myszy C57BL6 zakazonych HSV-2 w obecnosci skfadu 2. Zaobserwowano
istotny statystycznie spadek poziomu zakazenia HSV-2 tkanki pochwy w obecno$ci preparatu wg wy-
nalazku (sktad 2), zawierajacego 5 ppm nanoczgsteczek srebra o wielkosci 35-55 nm oraz aniony cy-
trynianowe (60 ppm), azotanowe (2,5 ppm) i kationy sodowe (25 ppm) w roztworze soli fizjologicznej.
Spadek poziomu zakazenia byt jednak mniejszy niz w przypadku sktadu nr 1. Na Fig. 3 przedstawiono
poziom zakazenia dopochwowego u myszy C57BL6 zakazonych HSV-2 w obecnosci sktadu 2.

Przyktad 4

Badania nad wptywem nanoczgstek srebra na poziom zakazenia komoérek keratynocytow przez
HSV-2 z wykorzystaniem roztworu wedtug wynalazku.

W niniejszym eksperymencie zastosowano protokét opisany w Przyktadzie 1, z nastepujgcymi
zmianami. Nanoczgstki srebra 25-40 nm w stezeniu 2,5 ppm inkubowano w podtozu hodowlanym
z przyktadu 1 z tg samg dawkg wirusa (1 wirus/1 komoérke) przez 1 h, a nastepnie podawano do hodowli
keratynocytéw. Zrédtem nanoczastek srebra byt roztwér wedtug wynalazku. Po uptywie 24 h mierzono
stopien zakazenia hodowli, okreslajgc procent komérek keratynocytéw zakazonych HSV-2. Procent ke-
ratynocytdw zakazonych przez HSV- 2 okre$lano znakujgc komorki keratynocytédw przeciwciatem roz-
poznajgcym antygeny powierzchniowe wirusa HSV-2 wg procedury znanej fachowcom. Nastepnie, wy-
znakowang zawiesine pojedynczych komérek analizowano metodg cytofluorometrii przeptywowej okre-
Slajgc odsetek komorek pozytywnych (% komoérek zakazonych HSV-2).

Nanoczgstki w zakresie rozmiaru 25-40 nm zawieszone byty w roztworze zawierajgcym aniony
cytrynianowe (300 ppm), azotanowe (50 ppm), kwas taninowy (300 ppm) oraz kationy sodowe
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(100 ppm) (roztwor 3). Podawana dawka sktadata sie z 2,5 ml roztworu 3 zawieszanego w 1000 ml
ptynu hodowlanego dla keratynocytow (MEM, 10% surowicy bydlecej, 100 U/ml penicyliny oraz
100 pg/ml streptomycyny) (skfad 3). Inkubacja preparatow nanoczastek srebra 25-40 nm (sktad 3)
z HSV-2 znaczgco hamowata wnikanie wirusa do komoérek, a tym samym zakazenie komérek. Na
Fig. 4 przedstawiono poziom zakazenia HSV-2 w hodowli mysich keratynocytow 24h od podania wirusa
w obecnosci 2,5 nl roztworu 3 w 1000 ml ptynu hodowlanego.

10.

11.

Zastrzezenia patentowe

. Preparat farmaceutyczny do leczenia zakazenia wirusem herpes simplex zawierajgcy zawie-

sine nanoczgstek srebra o wielkosci od 1 do 100 nm jako sktadnik aktywny oraz farmaceu-
tycznie dopuszczalny no$nik i ewentualnie farmaceutycznie dopuszczalne $rodki pomocnicze,
znamienny tym, ze sktadnik aktywny stanowi zawiesina nanoczastek srebra otrzymana me-
todg redukcji azotanu srebra w obecnosci soli kwaséw organicznych i nieorganicznych,
w wodnym roztworze pochodzgcym bezposrednio z redukciji azotanu srebra zawierajgcym
mieszanine dopuszczalnych farmaceutycznie anionéw soli sodowej kwasu cytrynowego i/lub
anionéw soli sodowej kwasu azotowego, przy czym udziat nanoczastek srebra w preparacie
wynosi od 0,005 do 5% wag, udziat roztworu wynosi od 0,005 do 5% obj., a udziat no$nika od
95 do 99,995% obj.

Preparat wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze roztwér, w ktérym sg zawieszone nanoczgstki
srebra dodatkowo zawiera aniony soli kwasdéw nieorganicznych wybranych z grupy zawiera-
jgcej kwasy: boranowy, fluoroboranowy, fosforanowy, siarkowy, chlorowy.

Preparat wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze roztwér, w ktérym sg zawieszone nanoczgstki
srebra dodatkowo zawiera aniony soli kwaséw organicznych wybranych z grupy zawierajgce;j
kwasy: askorbinowy, octowy, benzoesowy.

Preparat wedtug zastrz. 1 albo 2 albo 3, znamienny tym, ze roztwo6r, w ktérym sg zawieszone
nanoczastki srebra zawiera sole kwasu organicznego i/lub nieorganicznego w stezeniu
10 - 2000 ppm.

Preparat wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze zawiera nanoczgstki srebra o wielkosci 10-80 nm.
Preparat wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze ponad 50% nanoczgstek ma rozmiar mniejszy
niz 50 nm i wiekszy niz 30 nm.

Preparat wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze roztwér, w ktérym sg zawieszone nanoczastki
srebra zawiera kationy sodowe.

Preparat wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze roztwér, w ktérym sg zawieszone nanoczgstki
srebra zawiera ponadto co najmniej jeden kwas organiczny wybrany sposréd kwasu tanino-
wego i kwasu galuksowego.

Preparat wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze roztwOr zawiera aniony cytrynianowe, aniony
azotanowe, aniony boranowe, aniony taninowe, kationy sodowe, pojedynczo lub w mieszaninie.
Preparat wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze zawiera kwas organiczny w stezeniu
10-500 ppm.

Preparat wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze noénik jest wybrany z grupy zawierajgcej: sél
fizjologiczng, monostearynian glicerolu, alkohol cetostearylowy, glikole polietylenowe, steary-
niany polioksyetylenowe, trietanoloamine, alkohol poliwynylowy, poliwynylopyrrolidon, glice-
ryne, sorbitol, parafine, wazeline.
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Rysunki

Miano HSV-2 w hodowlach keratynocytéw
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