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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania nanoczgstek bimetalicznych srebrowo-mie-
dziowych modyfikowanych kwasem taninowym i ich zastosowanie w terapii antywirusowej. Opisywane
nanoczgstki mogg rowniez znalez¢ zastosowanie w produktach farmaceutycznych, jako srodki antybak-
teryjne i przeciwgrzybicze.

Nanoczgstki jako nanomaterialy sg to obiekty o srednicy ponizej 100 nm, posiadajgce wiasciwosci
rézne od wiasciwosci odpowiadajgcych im obiektow w skali makro. Nietypowe wiasciwosci nanoczgstek
wynikajg z matych rozmiaréw ziaren, ale przede wszystkim z duzego udziatu atoméw powierzchnio-
wych. Wraz ze zmniejszaniem rozmiaréw nanoczgstek wzrasta udziat atoméw znajdujgcych sie na po-
wierzchni w stosunku do znajdujgcych sie w catej objetosci nanoczgstki. Wptywa to na cechy charakte-
ryzujgce dany materiat, takie jak reaktywnos¢, wtasciwosci mechaniczne, wtasciwosci optyczne, ter-
miczne oraz inne. Materiaty w postaci nanoczgstek wykazujg zwiekszong aktywnos¢ biologiczna.
W zwigzku z tym prowadzone sg liczne badania dotyczgce wtasciwosci antybakteryjnych i wirusobaj-
czych nanoczgstek srebra.

Z polskiego opisu patentowego nr 211422 znany jest sposéb wytwarzania stezonych hydrozoli
nanoczgstek srebra o efektywnym dziataniu katalitycznym, kompleksujgcym, zwtaszcza bakterioboj-
czym, grzybobdjczym i wirusobdjczym.

Synteza polega na redukcji srebra kationowego, wprowadzonego w postaci azotanu (V) srebra,
odczynnikiem redukujgcym, ktérym moze by¢ etanolotiamina, etanolodiamina, glukoza lub kwas askor-
binowy. W opisywanym patencie czynnikiem stabilizujgcym powstajgce nanoczastki (czynnikiem chela-
tujgcym) moze by¢ kwas di- lub polikarboksylowy. Proces prowadzi sie w polu promieniowania mikrofa-
lowego w temperaturze 273—-293 K w czasie od 10 sekund do 3 minut.

W polskim zgtoszeniu patentowym nr 396319 ujawniony jest preparat farmaceutyczny do leczenia
zakazenia wirusem herpes simplex, w ktéorym sktadnik aktywny stanowi zawiesina nanoczastek srebra
o wielkosci od 10 do 80 nm w roztworze wodnym, przy czym ponad 50% nanoczgstek ma rozmiar
mniejszy niz 50 nm i wiekszy niz 30 nm, a stezenie nanoczgstek srebra w preparacie wynosi od 0,005
do 5% wagowych. Nanoczgstki zawarte w preparacie otrzymywane sg metodg redukcji azotanu srebra,
w obecnosci odpowiednich kwaséw organicznych lub soli kwaséw organicznych i nieorganicznych. Pre-
parat procz nanoczastek srebra zawiera aniony kwasoéw nieorganicznych (azotanowy, boranowy, fluo-
roboranowy, fosforanowy, siarkowy, chlorowy) i organicznych (cytrynowy, askorbinowy, octowy, benzo-
esowy, taninowy) oraz kationy sodowe, pojedynczo lub w mieszaninie. Wynalazek dotyczy zastosowa-
nia preparatu do wytwarzania leku do zapobiegania i leczenia zakazenia wirusem herpes simplex.

W patencie amerykanskim nr 8361188 ujawnione zostaty garbniki hydrolizujgce (galotaniny),
zwlaszcza kwas taninowy jako reduktory stuzgce do otrzymywania nanoczgstek metalicznych, zwtasz-
cza nanoczgstek ztota, srebra, miedzi, platyny, cynku, manganu, palladu i tlenkéw metali oraz nanocza-
stek bimetalicznych typu ,core-shell” (Au-Ag, Ag-Au, Au-Pt, Pt-Au, Pt-Pd, Pd-Pt). Zmiana wspodfczyn-
nika pH oraz czasu trwania reakcji pozwalajg na kontrole polidyspersyjnosci otrzymywanych nanoczg-
stek. Otrzymanie nanoczgstek bimetalicznych typu ,core-shell” wymaga zastosowania procedury dwu-
etapowej obejmujgcej wprowadzenie prekursora metalu, stanowigcego ,shell” otrzymywanych nanocza-
stek. W opisywanych w patencie syntezach kwas taninowy petni funkcje zaréwno reduktora, jak i stabi-
lizatora otrzymywanych nanoczgstek metalicznych.

Zastosowanie mieszaniny kwasu taninowego i cytrynianu sodu w syntezie nanoczastek srebra
znane jest z publikacji: Dadosh T. (2009) Synthesis of uniform silver nanoparticles with a controllable
size. Materials Letters, 63, 2236-2238 oraz N. G. Bastus, F. Merkogci, J. Piella, V. Puntes (2014) Syn-
thesis of highly monodisperse citrate-stabilized silver sanoparticles of up to 200 nm: kinetic control and
catalytic properties, Chemistry of Materials, 26, 2836—2846. Opisywana procedura obejmuje synteze
nanoczgstek srebra metodg redukcji chemicznej z wykorzystaniem mieszaniny cytrynianu sodu i kwasu
taninowego, jako czynniki redukujgce i stabilizujgce otrzymywane nanoczgstki. Metoda polega na re-
dukcji azotanu (V) srebra wprowadzonego do podgrzanej wczesniej (do temperatury 60°C lub do wrze-
nia) mieszaniny cytrynianu sodu i kwasu taninowego. Rozmiar oraz stopien polidyspersyjnosci mozna
kontrolowa¢ poprzez zmiane stosunku molowego reagentow.

W publikacjach P. Ortowski, E. Tomaszewska, M. Gniadek, P. Baska, J. Nowakowska, J. Soko-
towska, M. Donten, G. Celichowski, J. Grobelny, M. Krzyzowska (2014) Tannic acid modified silver na-
noparticles show antiviral activity in herpes simplex virus type 2 infection, PLOS ONE oraz P. Orlowski,
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M. Krzyzowska, R. Zdanowski, A. Winnicka, J. Nowakowska, W. Stankiewicz, E. Tomaszewska, G. Ce-
lichowski, J. Grobelny (2013) Assessment of in vitro cellular responses of monocytes and keratinocytes
to tannic acid modified silver nanopatrticles, Toxicology in Vitro, 27, 1798-1808 opisana zostata synteza
nanoczgstek srebra z wykorzystaniem mieszaniny cytrynianu sodu i kwasu taninowego. Procedura po-
lega na wprowadzeniu do wrzacego roztworu azotanu (V) srebra podgrzanego uprzednio roztworu za-
wierajgcego w/w reduktory, ktére petnig rowniez role stabilizatorow otrzymywanych nanoczgstek. W opi-
sywanej syntezie otrzymuje sie monodyspersyjne nanoczgstki, ktérych rozmiar zalezy od stosunku mo-
lowego reagentow. Przeprowadzone badania obejmowaty rowniez przeprowadzenie testéw toksyczno-
Sci oraz aktywnosci przeciwwirusowej opisywanych nanoczgstek srebra. Przeprowadzone badania wy-
kazaty, ze toksycznos$¢ nanoczgstek zalezy od ich rozmiaru (wzrasta wraz ze zmniejszeniem roz-
miaru) oraz substancji znajdujgcych sie na powierzchni nanoczastek. Dla nanoczastek o $rednicy poni-
zej 15 nm nie jest mozliwe dobranie takiego stezenia, aby uzyskac efekt antywirusowy i bakteriobdjczy
z pominieciem dziatania toksycznego nanoczgstek. Opisywane prace badawcze wykazaty, ze nano-
czagstki srebra hamuja rozwoj wirusa HSV-2 w stezeniach od 0,5 do 1 ug/ml w badaniach in vitro i od
2,5 do 5 pg/ml w badaniach in vivo, przy czym aktywnos$é antywirusowa zalezy od rozmiaru i rodzaju
modyfikacji stosowanych nanoczastek. W tescie pochtaniania czerwieni obojetnej, nanoczagstki srebra
modyfikowane kwasem taninowym wykazywaty toksycznos$é wobec linii mysich keratynocytéw 03C oraz
mysich monocytow RAW 264.7 w stezeniu powyzej 2,5 ug/ml po 24 h inkubacji. Stopien reakcji toksycz-
nej byt odwrotnie proporcjonalny do wielko$ci nanoczgstek — mate nanoczastki o rozmiarze 13 nm wy-
kazywaty wiekszg toksycznos¢ w stosunku do nanoczgstek o wielkosci >30 nm dla obu rodzajéw ko-
morek. Co wiecej, nanoczgstki o wielkosci 13 nm indukowaty produkcje wolnych rodnikéw tlenowych,
co negatywnie wptywato na funkcjonowanie mitochondriow w komorkach. Nanoczgstki srebra niemody-
fikowane kwasem taninowym o wielkosci 10—-65 nm wykazywaty mniejszg toksyczno$é w poréwnaniu
do nanoczgstek modyfikowanych, jednak indukowaty produkcje wolnych rodnikéw tlenowych. Nano-
czastki modyfikowane kwasem taninowym wykazywaty mniejszg indukcje produkcji pro-zapalnej cyto-
kiny TNF-a. w poréwnaniu do nanoczgstek niemodyfikowanych. Dawkozalezne przeciwwirusowe dzia-
tanie nanoczgstek srebra wykazano jedynie w odniesieniu do nanoczgstek srebra modyfikowanych kwa-
sem taninowym. Petne zahamowanie infekcji osiggano juz dla stezenia powyzej 2,5 png/ml, podczas gdy
nanoczgstki srebra bez modyfikacji wykazywaty 50% zahamowanie zakazenia in vitro, bez wzgledu na
zastosowang dawke. Nie stwierdzono zwigzku pomiedzy wielko$cig nanoczastek srebra modyfikowa-
nych kwasem taninowym, a zahamowaniem wnikania wirusa, jednak nanoczastki o wielkosci 33 nm
wykazywaty najkorzystniejsze blokowanie interakcji wirus-komérka.

W doswiadczeniach in vivo nanoczagstki o wielkosci 33 nm wykazywaty najkorzystniejsze dziata-
nie hamujgce zaréwno zakazenie, jak i lokalny stan zapalny btony Sluzowej, m.in. poprzez zwiekszenie
lokalnej produkcji cytokiny przeciwzapalnej — IL-10.

Synteza antybakteryjnych nanoczastek srebra, miedzi i bimetalicznych srebrowo-miedziowych
opisana zostata w artykule N. Mat Zaina, A.G.F. Stapley, G. Shama (2014) Green synthesis of silver
and copper nanoparticles using ascorbic acidand chitosan for antimicrobial applications, Carbohydrate
Polymers, 112, 195-202. Metoda opiera sie na redukcji jonéw metali [pochodzgcych z AgNOs
i Cu(NO2)3] z wykorzystaniem witaminy C jako reduktora i chitozanu rozpuszczonego w roztworze
kwasu octowego jako czynnika stabilizujgcego. Proces prowadzony jest poprzez ogrzewanie mikrofa-
lowe. Rozmiar otrzymywanych nanoczastek moze by¢ kontrolowany poprzez zmiane zawartosci chito-
zanu w mieszaninie reakcyjnej. Badane nanoczgstki wykazywaty aktywnos¢ antybakteryjng w kierunku
szczepow gram- dodatnich (na przyktadzie B. Subtilis) i gram-ujemnych (na przyktadzie E. Coli).

W publikacji G. M. Nazeruddin, R. N. Prasad, Y. |. Shaikh, A. A. Shaikh (2014) Synergetic effect
of Ag-Cu bimetallic nanoparticles on antimicrobial activity, Der Pharmacia Lettre, 6 (3): 129-136 opisano
metode otrzymywania nanoczgstek srebra, miedzi i bimetalicznych srebrowo-miedziowych oraz ich ba-
dania pod katem bakteriobdjczosci. Metoda syntezy nanoczgstek bimetalicznych opiera sie na redukg;ji
hydrazyng jonéw metalu (pochodzgcych z AgNOs i CuClz) w podwyzszonej temperaturze (70°C)
w obecnosci stabilizatorow — alkoholu poliwinylowego i bursztynianu sodowego. Otrzymane nanoczastki
charakteryzowaty sie duzym rozrzutem rozmiaréw. W badaniach biologicznych jednoznacznie zauwa-
zono korzystny wptyw zastosowania hanoczgstek bimetalicznych w poréwnaniu z nanoczgstkami srebra
i miedzi na uzyskany efekt bakteriobdjczy w kierunku bakterii gam dodatnich (na przykfadzie B. Subtilis).
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Synteza nanoczgstek bimetalicznych srebrowo-miedziowych o wtasciwosciach antybakteryjnych
w kierunku bakterii gram-dodatnich (na przyktadzie S. Aureus) i gram-ujemnych (na przyktadzie E.Coli)
opisana jest w publikacji M. Valodkar, S. Modi, A. Pal, S. Thakore (2011) Synthesis and antibacterial
activity of Cu, Ag and Cu-Ag alloy nanoparticles: A green approach, Materials Research Bulletin, 46,
384—389. Metoda opiera sie na redukcji jonéw metali [pochodzacych z AgQNOs i Cu(NO2)s] z wykorzy-
staniem witaminy C i ogrzewania mikrofalowego w obecnosci skrobi, jako $rodka stabilizujgcego. Prze-
prowadzono syntezy dla r6znych stosunkéw molowych metali, co wptywato na rozmiar otrzymywanych
nanoczgstek. Przeprowadzone testy biologiczne wykazaty silne wtasciwosci antybakteryjne.

Sposoéb wytwarzania nanoczgstek bimetalicznych srebrowo-miedziowych wedtug wynalazku po-
lega na tym, ze do wodnego roztworu soli srebra i miedzi o sumarycznym stezeniu jonéw metalu wyno-
szacym od 10 do 200 ppm o temperaturze 60—100°C dodaje sie wodny roztwdr mieszaniny kwasu ta-
ninowego i cytrynianu sodu, ktére petnig odpowiednio role reduktorow i stabilizatorow powstajgcych
nanoczgstek. W mieszaninie reakcyjnej nadmiar molowy cytrynianu sodu wynosi od 0,5 do 11 w przeli-
czeniu na tgczng liczbe jonéw1 metali, a nadmiar molowy kwasu taninowego wynosi od 2 do 7 w prze-
liczeniu na tgczng liczbe jondw metali. Opis obejmuje syntezy, w ktoérych zawarto$é miedzi w stosunku
do srebra wynosi od 5 do 50% masowych.

Przedmiotem wynalazku jest takze zastosowanie nanoczgstek srebrowo- miedziowych jako pre-
parat antywirusowy. W szczegdlnosci nanoczastki bimetaliczne srebrowo-miedziowe modyfikowane
kwasem taninowym stosuje sie jako preparat do leczenia zakazenia HSV-2.

Nieoczekiwanie okazato sie, ze w wyniku syntezy polegajgcej na redukcji jonéw metali [pocho-
dzgcych z AgNOs i Cu(NOs)z] z wykorzystaniem mieszaniny cytrynianu sodu i kwasu taninowego otrzy-
mano monodyspersyjne nanoczgstki bimetaliczne o srednicy w zakresie od 15 do 100 nm. Zaskakujgcy
okazat sie fakt, iz zmiana stosunkéw molowych reagentéw pozwala na kontrole rozmiaru otrzymywa-
nych nanoczastek bez wptywu na stopieh polidyspersyjnosci. Natomiast przeprowadzone badania tok-
sycznosci wskazuja, iz wytworzony produkt moze by¢ stosowany bezpiecznie w kontaktach z organi-
zmami zywymi. Niespodziewanie okazato sie réwniez, ze otrzymane nanoczgstki bimetaliczne wykazujg
wiekszg aktywnos$¢ przeciwwirusowa niz wynikatoby to z sumowania efektéw dziatania poszczegoinych
sktadnikéw stosowanych indywidualnie, co zwigzane jest z tworzeniem unikalnego kompleksu nano-
czagstki bimetaliczne-polifenole (dziatanie synergistyczne Ag/CuNP-polifenole), ktéry wykazuje wieksze
powinowactwo do powierzchni wirusa. Wieksze powinowactwo do czgstek wirusa oznacza skuteczniej-
sze blokowanie interakcji wirus — komérka gospodarza, a tym samym skuteczniejsze dziatanie przeciw-
wirusowe.

Jakkolwiek znane byty wczesniej wtasciwosci przeciwwirusowe nanoczgstek srebra, nanoczgstek
miedzi oraz tanin stosowanych oddzielnie, jednak opisywana metoda syntezy nanoczgstek bimetalicz-
nych z wykorzystaniem mieszaniny cytrynianu sodu i kwasu taninowego prowadzi do utworzenia uni-
kalnego kompleksu kwas taninowy — nanoczgstki, ktéry wykazuje silniejsze dziatanie przeciwwirusowe,
anizeli sumaryczne dziatanie poszczegdlnych sktadnikow stosowanych osobno. Opisywany kompleks
moze by¢ réwniez uzyskany przez modyfikacje nanoczastek bimetalicznych otrzymywanych w ww. me-
todzie innymi polifenolami. Mozliwe jest rowniez otrzymanie aktywnego kompleksu nanoczgstki — poli-
fenole przez modyfikacje nanoczastek bimetalicznych otrzymywanych w syntezach, w ktérych nie wy-
korzystuje sie tanin.

Na otrzymanych w ten sposdb nanoczastkach bimetalicznych przeprowadzono testy aktywnosci
biologicznej. Testy te obejmowaty pomiar toksycznosci metodg pochtaniania czerwieni obojetnej w ho-
dowli komérek nabtonka koczkodana zielonosiwego oraz przeprowadzenie testow aktywnosci przeciw-
wirusowej przy uzyciu preparatu wirusa opryszczki typu 2 (HSV-2) na modelu in vitro, ktory stanowity
hodowle komérek nabtonka koczkodana zielonosiwego oraz na modelu in vivo, ktéry stanowita infekcja
myszy szczepu C57BL6.

Wytwarzane nanoczastki bimetaliczne srebrowo-miedziowe modyfikowane taninami hydrolizo
walnymi oraz skondensowanymi wykazujg wtasciwosci przeciwzapalne, bakteriobdjcze, wirusobdjcze
oraz grzybobdjcze.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest blizej na przyktadach, dodatkowo objasnionych na ry-
sunku, na ktérym fig. 1 przedstawia rozmiar nanoczgstek w zaleznosci od intensywnosci rejestrowanego
Swiatta rozproszonego, zmierzony rozmiar nanoczgstek 28 + 7 nm, pomiar wykonany technikg DLS,
fig. 2a i b obraz nanoczastek bimetalicznych srebrowo-miedziowych, wykonany z wykorzystaniem tech-
niki TEM, fig. 3 przedstawia rozmiar nanoczastek w zaleznosci od intensywnosci rejestrowanego swiatta
rozproszonego, zmierzony rozmiar nanoczgstek 70 £ 15 nm, pomiar wykonany technikg DLS, fig. 4ai b
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obraz nanoczastek bimetalicznych srebrowo-miedziowych, wykonany z wykorzystaniem techniki TEM,
fig. 5 przedstawia rozmiar nanoczastek w zaleznosci od intensywnosci rejestrowanego $wiatta rozpro-
szonego, zmierzony rozmiar nanoczgstek 32 + 7 nm, pomiar wykonany technikg DLS, fig. 6a i b obraz
nanoczgstek bimetalicznych srebrowo-miedziowych, wykonany z wykorzystaniem techniki TEM,
fig. 7 przedstawia zywotnos¢ hodowli komérek nabtonka koczkodana zielonosiwego poddawanych
dziataniu nanoczgstek o rozmiarze 30 lub 50 nm przez okres 24 godzin, wyrazong jako % kontroli nie
poddawanej dziataniu nanoczgstek, pomiar wykonany testem czerwieni obojetnej, fig. 8 przedstawia
odsetek zahamowania zakazenia HSV-2 komoérek nabtonka koczkodana zielonosiwego przez nano-
czgstki o rozmiarze 30 i 55 nm podane w stezeniu 5 pug/ml, fig. 9 przedstawia ilos¢ kopii DNA wi-
rusa HSV-2 przypadajgce na 1 ug genomowego DNA wyizolowanego z tkanki myszy C57BL6/j pod-
danych zakazeniu HSV-2 preinkubowanego lub nie, z nanoczastkami o rozmiarze 30 nm, a fig. 10
przedstawia porownanie zahamowania zakazenia HSV-2 komérek nabtonka koczkodana zielonosi-
wego przez nanoczgstki o srebra (AgNPs) i nanoczastki bimetaliczne srebrowo-miedziowe
(Ag/CuNPs) o rozmiarach 31 £ 2 nm i 50 £ 5 nm w stezeniach 5 ug/ml.

Przyktad 1

Przygotowuje sie 94,406 g wodnego roztworu AgNOs i Cu(NOz)2 o stezeniach odpowied-
nio 0,017% i 0,005%. Kolbe, z zamontowang chtodnicg zwrotng, umieszcza sie na mieszadle magne-
tycznym z ptytg grzejng. Roztwdr ogrzewa sie do wrzenia, jednocze$nie mieszajgc. Po uzyskaniu tem-
peratury wrzenia, dodaje sie przygotowang wczes$niej i podgrzang mieszanine odpowiednich ilosci cy-
trynianu sodu (5,247 g, 4%) i kwasu taninowego (0,790 g, 5%) o danych stezeniach. Natychmiast po do-
daniu reduktoréw pojawia sie zotte, a nastepnie jasnobrgzowe zabarwienie roztworu, co swiadczy o po-
wstaniu nanoczgstek metalicznych. Mieszanine po dodaniu reduktoréw ogrzewa sie jeszcze przez
15 minut pod chtodnicg zwrotng. Po uptywie tego czasu kolbe z koloidem studzi sie w strumieniu zimnej
wody. Otrzymane nanoczgstki scharakteryzowano z wykorzystaniem techniki dynamicznego pomiaru
Swiatta rozproszonego (ang. Dynamic Light Scattering — DLS) — Fig. 1 oraz z wykorzystaniem techniki
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (ang. Transmission Electron Microscopy — TEM) — Fig. 2ai b.

Przyktad 2

Przygotowuje sie 97,558 g wodnego roztworu AgNOs i Cu(NOs). o stezeniach odpowied-
nio 0,017% i 0,005%. Kolbe, z zamontowang chtodnicg zwrotng, umieszcza sie na mieszadle magne-
tycznym z ptytg grzejng. Roztwdr ogrzewa sie do wrzenia, jednocze$nie mieszajgc. Po uzyskaniu tem-
peratury wrzenia, dodaje sie przygotowang wczeséniej i podgrzang mieszanine odpowiednich ilosci cy-
trynianu sodu (1,304 g, 4%) i kwasu taninowego (1,581 g, 5%) o danych stezeniach. Natychmiast po do-
daniu reduktoréw pojawia sie z6tte, a nastepnie jasnobrgzowe zabarwienie roztworu, co swiadczy o po-
wstaniu nanoczastek metalicznych. Mieszanine po dodaniu reduktoréw ogrzewa sie jeszcze przez
15 minut pod chfodnicg zwrotng. Po uptywie tego czasu kolbe z koloidem studzi sie w strumieniu zimnej
wody. Otrzymane nanoczgstki scharakteryzowano z wykorzystaniem techniki dynamicznego pomiaru
Swiatta rozproszonego (ang. Dynamic Light Scattering — DLS) — Fig. 3 oraz z wykorzystaniem techniki
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (ang. Transmission Electron Microscopy — TEM) — Fig. 4 aii b.

Przyktad 3

Przygotowuje sie 93,883 g wodnego roztworu AgNOs i Cu(NOs). o stezeniach odpowied-
nio 0,017% i 0,008%. Kolbe, z zamontowang chtodnicg zwrotng, umieszcza sie na mieszadle magne-
tycznym z ptytg grzejng. Roztwér ogrzewa sie do wrzenia, jednocze$nie mieszajgc. Po uzyskaniu tem-
peratury wrzenia, dodaje sie przygotowang wczesniej i podgrzang mieszanine odpowiednich iloci cy-
trynianu sodu (5,958 g, 4%) i kwasu taninowego (0,897 g, 5%) o danych stezeniach. Natychmiast po do-
daniu reduktoréw pojawia sie z6tte, a nastepnie jasnobrgzowe zabarwienie roztworu, co swiadczy o po-
wstaniu nanoczastek metalicznych. Mieszanine po dodaniu reduktoréw ogrzewa sie jeszcze przez
15 minut pod chiodnicg zwrotng. Po uptywie tego czasu kolbe z koloidem studzi sie w strumieniu zimnej
wody. Otrzymane nanoczgstki scharakteryzowano z wykorzystaniem techniki dynamicznego pomiaru
Swiatta rozproszonego (ang. Dynamic Light Scattering — DLS) — Fig. 5 oraz z wykorzystaniem techniki
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (ang. Transmission Electron Microscopy — TEM) — Fig. 6ai b.

Opracowane metody syntezy nanoczastek bimetalicznych srebrowo-miedziowych prowadzg
do otrzymania nanoczgstek o scisle okreslonym rozmiarze i jego waskim rozrzucie. Mozliwe jest za-
tem wytworzenie preparatu zawierajgcego nanoczgstki pozbawione silnie toksycznej populacji poni-
zej 10 nm, przez co preparat nie wykazuje efektu cytotoksycznosci.
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Przyktad 4

Toksycznosé nanoczgstek bada sie na modelu hodowli komorkowej, ktorg stanowig komorki na-
bfonka koczkodana zielonosiwego (np. linia komérkowa Vero). Do dwudziestoczterogodzinnej hodowli
komorek linii Vero podaje sie petny ptyn hodowlany (MEM, 10% surowicy bydlecej, 100 U/ml penicyliny
oraz 100 ug/ml streptomycyny) zawierajgcy 0,5; 1; 2,5; 5 oraz 10 ug/ml nanoczastek. Hodowle
umieszcza sie na okres 24 godzin w inkubatorze CO2 w temperaturze 37°C, po uptywie tego okresu
usuwa sie nadsgcz, hodowle przeptukuje roztworem soli fizjologicznej zbuforowanej fosfora-
nami (PBS) i podaje $wiezy pelny ptyn hodowlany zawierajgcy 10% czerwieni obojetnej. Komorki
s$g umieszczane na okres 2 godzin w inkubatorze, a nastepnie ponownie ptukane PBS-em. llo$¢ po-
chtonietego barwnika jest oceniana po jego uwolnieniu za pomocg roztworu 1% kwasu octowego
i 50% etanolu przy uzyciu czytnika absorbancji przy dtugosci fali 540 nm i dtugosci fali referencyj-
nej 690 nm. Zywotno$é komarek jest wyliczana w stosunku do kontroli nie poddawanej dziataniu na-
noczgsteczek i wyrazana jako procent kontroli.

Przeprowadzone badania zywotnosci hodowli komérek nabtonka koczkodana zielonosiwego
poddawanych dziataniu nanoczgstek o rozmiarze 30 lub 50 nm przez okres 24 godzin, wyrazong jako
% kontroli nie poddawanej dziataniu nanoczgstek (Fig. 7) wskazuja, ze w catym testowanym zakresie
(tzn. 0,5-10 pg/ml) dla obu testowanych rozmiaréw nanoczagstek bimetalicznych preparat nie wykazywat
dziatania cytotoksycznego.

Przyktad 5

Przeciwwirusowe dziatanie bada sie na modelu hodowli komoérkowej in vitro, podatnej na zaka-
zenie wirusowe. Model zakazenia wirusowego stanowig komorki nabtonka koczkodana zielonosiwego
(np. linia komoérkowa Vero) poddane dziataniu wirusa opryszczki typu 2 (HSV-2) w stosunku 2 czastki
zakazne (PFU) na 1 komoérke (MOI = 2). Preparat wirusa HSV-2 podaje sie do 24-godzinnej hodowli
komorek linii Vero, inkubujgc w 4°C przez 2 godziny. Nastepnie, hodowle przemywa sie zbuforowa-
nym roztworem soli fizjologicznej celem usuniecia pozostatosci wirusa, podaje sie nanoczgstki w steze-
niu 5 pg/ml oraz umieszcza w inkubatorze CO2 w temperaturze 37°C. Po uptywie 2 godzin hodowle
przemywa sie kolejny raz i ponownie umieszcza w inkubatorze CO2 w temperaturze 37°C. Po 18 godzi-
nach, z hodowli komorek linii Vero usuwa sie nadsgcz, hodowle utrwala w 4% zbuforowanej formalinie,
wybarwia 1% roztworem fioletu krystalicznego w 50% wodnym roztworze metanolu oraz zlicza ogniska
aktywnego zakazenia (PFU).

Przeprowadzone badanie odsetka zahamowania zakazenia HSV-2 komérek nabtonka koczko-
dana zielonosiwego przez nanoczgstki o rozmiarze 30 i 55 nm podane w stezeniu 5 ug/ml (Fig. 8) jed-
noznacznie wskazujg na catkowite zahamowanie zakazenia wirusem dla obu testowanych rozmiaréw.

Przyktad 6

Przeciwwirusowe dziatanie bada sie na modelu in vivo zakazenia HSV-2, bedgcym modelem ge-
nitalnego zakazenia opryszczka typu 2 [15]. Samice myszy szczepu C57BL6/j sg poddawane synchro-
nizacji cyklu rujowego za pomocg 2 mg/kg masy ciata octanu medroksyprogesteronu przez okres 5 dni.
W 6 dniu myszom podaje sie dopochwowo 30 pl roztworu soli fizjologicznej, zawierajacego w zaleznosci
od grupy doswiadczalnej: (i) tylko sol fizjologiczna, (ii) zawiesine wirusa w dawce 104 PFU/mysz, (iii)
zawiesine czastek wirusa w dawce 10* PFU/mysz, wczesniej inkubowanych z preparatem nanoczastek
w stezeniu 5 pg/dawke przez okres 1 h. Po uptywie 48 godzin myszy sg uSmiercane, pobierana jest
tkanka pochwy, nastepnie homogenizowana i kolejno wykorzystywana do pomiaru ilosci materiatu ge-
netycznego wirusa za pomocg techniki PCR w czasie rzeczywistym zgodnie z dostepnymi zrédtami
literaturowymi.

Z przeprowadzonych badan pomiaru ilosci materiatu genetycznego wirusa przedstawionych jako
ilos¢ kopii DNA wirusa HSV-2 przypadajgcych na 1 ung genomowego DNA wyizolowanego z tkanki my-
szy C57BL6/j poddanych zakazeniu HSV-2 preinkubowanego lub nie, z nanoczgstkami Ag/CuNPs
o rozmiarze 30 nm (Fig. 9) zaobserwowano ponad 1000-krotne zmniejszenie ilosci kopii DNA HSV-2/ug
genomowego DNA po zastosowaniu koloidu Ag/CuNPs.

Przyktad 7

Poréwnanie wtasciwosci przeciwwirusowych nanoczastek Ag i Ag/Cu. Badania przeprowadzono
na modelu hodowli komérkowej in vitro, podatnej na zakazenie wirusowe. Model zakazenia wirusowego
stanowig komorki nabtonka koczkodana zielonosiwego (np. linia komérkowa Vero) poddane dziataniu
wirusa opryszczki typu 2 (HSV-2) w stosunku 2 czgstki zakazne (PFU) na 1 komoérke (MOI = 2). Preparat
wirusa HSV-2 podaje sie do 24-godzinnej hodowli komarek linii Vero, inkubujgc w 4°C przez 2 godziny.
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Nastepnie, hodowle przemywa sie zbuforowanym roztworem soli fizjologicznej celem usuniecia pozo-
statosci wirusa, podaje sie nanoczastki w stezeniu 5 pg/ml oraz umieszcza w inkubatorze CO2 w tem-
peraturze 37°C. Po uptywie 2 godzin hodowle przemywa sie kolejny raz i ponownie umieszcza w inku-
batorze CO2 w temperaturze 37°C. Po 18 godzinach, z hodowli komérek linii Vero usuwa sie nadsacz,
hodowle utrwala w 4% zbuforowanej formalinie, wybarwia 1% roztworem fioletu krystalicznego w 50%
wodnym roztworze metanolu oraz zlicza ogniska aktywnego zakazenia (PFU).

Przeprowadzone badania poréwnawcze zahamowania zakazenia HSV-2 komoérek nabtonka
koczkodana zielonosiwego przez nanoczgstki o srebra (AgNPs) i nanoczastki bimetaliczne srebrowo-
-miedziowe (Ag/CuNPs) o rozmiarach 31 £ 2 nm i 50 £ 5 nm w stezeniach 5 ug/ml (Fig. 10) jednoznacz-
nie wskazujg na lepsze wtasciwosci przeciwwirusowe nanoczastek bimetalicznych srebrowo-miedzio-
wych niz nanoczgstek srebra. Dla obu testowanych rozmiaréw nanoczastek obserwuje sie catkowite
zahamowanie rozwoju wirusa HSV-2 przy zastosowaniu nanoczgstek Ag/CuNPs. Ponadto zahamowa-
nie wnikania wirusa HSV-2 do komoérek nabtonka jest min. 20% wieksze dla nanoczgstek Ag/CuNPs niz
dla nanoczgstek AgNPs.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposob wytwarzania nanoczgstek bimetalicznych srebrowo-miedziowych modyfikowanych
kwasem taninowym, znamienny tym, ze do wodnego roztworu soli srebra i miedzi o sumarycz-
nym stezeniu jondw metalu wynoszacym od 10 do 200 ppm o temperaturze 60—100°C dodaje
sie wodny roztwér mieszaniny kwasu taninowego i cytrynianu sodu, ktdre petnig odpowiednio
role reduktoréw i stabilizatoréw powstajgcych nanoczgstek, przy czym w mieszaninie reakcyjnej
nadmiar molowy cytrynianu sodu wynosi od 0,5 do 11 w przeliczeniu na tgczng liczbe jonéw
metali, a nadmiar molowy kwasu taninowego wynosi od 2 do 7 w przeliczeniu na tgczng liczbe
jonéw metali, a zawarto$¢ miedzi w stosunku do srebra wynosi od 5 do 50% masowych.

2. Zastosowanie nanoczgstek bimetalicznych srebrowo-miedziowych modyfikowanych kwasem
taninowym jako preparat antywirusowy.

3. Zastosowanie wedlug zastrz. 2, w ktérym nanoczagstki bimetaliczne srebrowo-miedziowe mo-
dyfikowane kwasem taninowym stosuje sie jako preparat do leczenia zakazenia HSV-2.
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Rysunki

Statistics Graph (5 measurements)
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