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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest wysokoczgsteczkowa frakcja biatkowo-cukrowa wyizolowana
z ptynu celomatycznego dzdzownicy Dendrobaena veneta, znajdujgca nowe zastosowanie do leczenia
raka jelita grubego.

Znane publikacje takie jak np., M. Fiotka i wsp., ,Journal of Invertebrate Pathology” t. 105, 2010
czy tez opisy patentowe PL 212077, PL 223435, PL 225867, PL218745 oraz P.411346, ujawniajg prze-
ciwnowotworowg i przeciwdrobnoustrojowg aktywnos¢ biatek i ich metabolitéw pochodzacych z nowych
szczepow bakterii z rodzaju Raoultella ornithinolytica i Bacillus pumilus, wyizolowanych z dzdzownicy
Dendrobaena veneta. Ten ogromny immunologiczny potencjat dzdzownic, ukierunkowat dalsze badania
w celu wyizolowania z ptynu celomatycznego Dendrobaena veneta frakcji biatkowej o najwiekszej ak-
tywnosci i zbadania jej oddziatywania na szczegdlnie agresywne i trudne w leczeniu komérki nowotwo-
rowe.

Jak opisano w zgtoszeniu p. 411346, wysokoczasteczkowa frakcja biatkowo-cukrowa ptynu celo-
matycznego z dzdzownicy Dendrobaena veneta, o masie powyzej 14 kDa, wykazata bardzo efektywne
dziatanie przeciwgrzybowe na komaérki Candida albicans, przy jednoczesnym braku toksycznosci w sto-
sunku do komoérek prawidtowych skory ludzkiej.

Wsrdd wielu chordb nowotworowych, jedng z najczesciej diagnozowanych i stanowigcych wcigz
powazny problem zdrowotny w krajach rozwinietych, jest rak jelita grubego. Jedng z gtéwnych metod
leczenia tego nowotworu jest intensywna chemioterapia cytostatykami, co, bardzo czesto wigze sie
z wystepowaniem powaznych i niepozgdanych skutkéw ubocznych. Dotychczasowe publikacje jak, Di-
nesh M.S., Sridhar S, Chandana P, Pai VS, Geetha KS, Hegdge RN. Biosciences Biotechnology Rese-
arch Asia vol. 10 (2), 2013; Augustine, D., Rao, R.S., Anbu, J., Chidambara Murthy, K.N. Pharmaco-
gnosy Research 9(5), 2017 czy tez Bilej M, Brys L, Beschin A, Lucas R, Vercauteren E, Hanusova R,
De Baetselier P. Immunol Lett. Feb; 45(1-2), 1995), wskazujg na tylko wstepnie przebadang aktywnosc¢
przeciwnowotworowg sktadnikow zawartych w ptynie celomatycznym innego gatunku dzdzownicy — Eu-
drilus eugeniae wobec komadrek raka jelita grubego, szyjki macicy, biataczki, nowotworéw zwigzanych
z centralnym ukfadem nerwowym i raka jezyka. Dodatkowo zwrécono uwage, iz ptyn celomatyczny po-
woduje uszkadzanie zaréwno komérek nowotworowych jak i prawidtowych.

Wobec powyzszego, zadaniem priorytetowym, wcigz pozostaje poszukiwanie nowych substancji
przeciwnowotworowych, charakteryzujgcych sie niskg toksycznoscig wobec komérek prawidtowych
przy jednoczesnej wysokiej aktywno$ci przeciw-proliferacyjnej komérek rakowych.

Nieoczekiwanie okazato sie, ze powyzsze wtasciwosci wykazuje frakcja wyizolowana z ptynu ce-
lomatycznego z dzdzownicy Dendrobaena veneta, znana ze zgtoszenia patentowego P 411346, co
wskazuje na jej kolejne nowe zastosowanie.

Istotg wynalazku jest wysokoczgsteczkowa frakcja biatkowo-cukrowa wyizolowana z ptynu celo-
matycznego z dzdzownicy Dendrobaena veneta, o masie czgsteczkowej powyzej 14 kDa, uzyskana po
ogrzewaniu ptynu celomatycznego w temperaturze 70°C, znajdujgca nowe zastosowanie w leczeniu
raka jelita grubego.

Frakcja ptynu celomatycznego w nowym zastosowaniu wedtug wynalazku, wykazuje wysokg ak-
tywnosé przeciw-proliferacyjng wobec komérek nowotworowych jelita grubego i nie jest toksyczna dla
prawidtowych komadrek nabtonka jelita grubego. Przechowywana w temperaturze 0-5°C w postaci liofi-
lizatu, stanowi dogodng forme i fatwy dostep do zastosowania tej wysoce aktywnej substancji
leczniczej w terapii przeciwnowotworowe;j.

Wynalazek przedstawiono w nastepujacych przyktadach wykonania.

Przyktad 1. Otrzymywanie frakcji biatkowo-cukrowej z ptynu celomatycznego dzdzownicy
Dendrobaena veneta.

Ptyn celomatyczny pobrany metodg szoku elektrycznego z jamy ciata dzdzownic Dendrobaena
veneta, wirowano przez 10 minut przy predkosci 5000 obr/min., przesgczono przez sgczki Millipore
0 Srednicy poréow 0,22 m i rozlano po 1 ml do probdéwek, ktére ogrzewano w temp. 70°C przez
10 minut. Zebrany z kilku probéwek ptyn, poddano dializie w wodzie, w worku dializacyjnym o srednicy
poréw odcinajgcych zwigzki o masie powyzej 14 kDa. Dialize prowadzono przez 24 godziny w temp.
4°C. Ptyn po dializie przeniesiono do probdéwek typu Falkon i poddano liofilizacji przez 24 godziny.
Otrzymang frakcje zwigzkéw o masie powyzej 14 kD. w postaci biatego proszku, poddano badaniom
w celu identyfikacji sktadnikéw biatkowych i niebiatkowych, po czym uzywano do dalszych badan
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w kierunku dziatania na aktywne metabolicznie komorki raka jelita grubego oraz na morfologie ludzkich
prawidtowych komadrek nabtonka jelita grubego.

Przyktad 2. Dziatanie frakcji biatkowo-cukrowej na proliferacje ludzkich komaérek raka jelita
grubego.

Badania wptywu frakcji otrzymanej wedtug przyktadu 1. na proliferacje komérek nowotworowych
wykonano metodg MTT na liniach ludzkich komaérek raka jelita grubego HT-29 i LS180 oraz na prawi-
dtowych, ludzkich komérkach nabtonka jelita grubego linii CCD 841 CoTr. Ten barwny test, oparty jest
na przeksztatcaniu roztworu soli tetrazoliowej (MTT) pod wptywem dehydrogenazy bursztynianowej,
enzymu obecnego w btonie mitochondrialnej zywych komoérek, w krysztatki formazanu, rozpuszczone
nastepnie w roztworze laurylosiarczanu sodu. Intensywno$¢ nowego zabarwienia roztworu swiadczy
o ilosci enzymu biorgcego udziat w reakcji powstawania krysztatkéw formazanu i jest wprost proporcjo-
nalna do ilosci zywych komorek nowotworowych, bedgcych zrédtem pochodzenia enzymu.

Stosujgc spektrofotometryczng metode pomiaru absorbancji roztworéw przy dtugosci fali 570 nm,
ocenia sie stezenia analitu, wynikajgce z aktywnosci enzymow obecnych w zywych komérkach, pozo-
statych po okreslonym przedziale czasu inkubaciji.

W oddzielnych doswiadczeniach dla kazdej z linii komoérkowych HT-29, LS180 i CCD 841 CoTr,
wlewano do kazdego z 96 dotkéw ptytki, po 100 | zawiesiny komérek o gestosci 3x104 komaorek/ml,
sporzgdzonej w ptynie hodowlanym DMEM F12 z dodatkiem 10% ptodowej surowicy bydlecej — FBS.
Po 24 godzinach inkubacji w atmosferze 5% CO: i temp. 37°C dla komoérek nowotworowych HT-29
i LS180 oraz temp. 33°C dla komoérek CCD 841 CoTr, usunieto, ptyn znad hodowli i dodano po 100

I/dotek odpowiednich rozcienczen frakcji biatkowo-cukrowej w ptynie hodowlanym DMEM F12, wzbo-
gaconym 10% FBS, takich jak: 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 i 100 g/1 ml ptynu i poddano 96 godzinnej
inkubaciji. Nastepnie do kazdego dotka na ptytce wprowadzono po 15 |roztworu MTT (5 mg/ml w PBS
z jonami Ca?* i Mg?*) i po kolejnej 3-godzinnej inkubacji, w warunkach jak poprzednio, dodano do kaz-
dego dotka po 100 | 10% roztworu SDS (pH 7,4; 0,01N HCI) w celu lizy komorek i rozpuszczeniu
krysztatow formazanu. Inkubujgc ponownie ptytki z prébkami, po 24 godzinach, dokonywano odczytéw
absorbancji poszczegdlnych roztworéw z uzyciem spektrofotometru przy dtugosci fali =570 nm, na
podstawie ktérych wyznaczano odpowiednie procentowe warto$ci proliferacji komaorek, obliczane w pro-
gramie GraphPad Prism 5.0. Jako kontrole uzyto komorki nie traktowane frakcjg ptynu celomatycznego.
Stopien proliferacji komoérek nowotworowych w zaleznosci od dawki frakcji ptynu celomatycznego, wy-
razony jako sredni procent kontroli, z czterech pomiaréw, przedstawiono na rysunku jako fig. 1A dla linii
HT-29 i fig. 1B dla LS180. Zahamowanie proliferacji dla obydwu nowotworowych linii komérkowych za-
obserwowano w stezeniach frakcji ptynu celomatycznego powyzej 12,5 g/ml, za$ stezenie frakcji przy
ktorym wystepuje 50% zahamowanie proliferacji komérek, wynosi odpowiednio ok. 38 i 163 g/ml dla
HT-29i LS180.

Badana frakcja biatkowo-cukrowa ptynu celomatycznego, w znacznie mniejszym stopniu, jak
przedstawia fig. 1C, wptywa na obnizenie proliferacji prawidtowych komérek nabtonka jelita grubego,
linii CCD 841 CoTr, o czym $wiadczg niewielkie roznice zmiany stopnia proliferacji komérek nabtonka
dla catego zakresu zbadanych stezen wysokoczgsteczkowej frakcji ptynu.

Dla potwierdzenia braku toksycznosci frakcji w nowym zastosowaniu wedtug wynalazku, w stosunku
do prawidtowych komadrek nabtonka jelita grubego, wykonano kolejny test opisany w przyktadzie 3.

Przyktad 3.Badanie toksycznosci frakcji w odniesieniu do ludzkich prawidtowych komérek
nabtonka jelita grubego linii CCD 841 CoTr.

Badania wykonano przy pomocy testu LDH (dehydrogenaza mleczanowa) w ktérym ocene tok-
syczno$ci badanej frakcji ptynu wyraza sie stopniem uwolnionego LDH po okreslonym czasie inkubaciji.
Test LDH oparty jest na pomiarze dehydrogenazy mleczanowej (LDH) uwalnianej do srodowiska reakc;ji
z komorki wskutek uszkodzenia btony, w wyniku dziatania badanej substancji — wysokoczgsteczkowej
frakcji ptynu celomatycznego. Intensywno$¢ barwy roztworu mierzona spektrofotometrycznie jest pro-
porcjonalna do ilosci uwolnionego LDH. Na ptytke 96-dotkowg wylano zawiesine komoérek linii CCD 841
CoTr gestosci 5 x 10% komorek/ml w ilosci 100 I/dotek. Po 24 godzinach inkubacji w temp. 33°C
i atmosferze 5% COz, usunieto ptyn znad hodowli dodano po 100 I/dotek frakcji ptynu celomatycznego
rozcienczonego w ptynie hodowlanym, uzupetnionym o 2% FBS, w zakresie stezen: 3,125; 6,25; 12,5;
25; 50; 100; 200 i 300 g/ 1 mililitr ptynu hodowlanego. Po 24 godzinnej ekspozycji, znad hodowli zbie-
rano po 50 | ptynu hodowlanego i przenoszono do nowych ptytek 96-dotkowych. Oznaczenie wykony-
wano przy uzyciu testu Sigma-TOX7; In Vitro Toxicology Assay Kit, Lactic Dehydrogenase based, zgod-
nie z instrukcjg producenta. Jako kontrole uzyto komaérki nie traktowane frakcjg ptynu celomatycznego.
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Whyniki dla testu LDH przedstawiono na rysunku — fig. 2, jako procent sredniej kontroli z czterech
pomiaréw. Wykazujg one, ze w zakresie stezen 3,125 — 300 g/ml, 24-godzinna inkubacja z frakcjg
ptynu celomatycznego, nie wptywa w sposob istotny na poziom uwalniania LDH do podtoza przez pra-
widtowe komérki nabtonka jelita grubego linii CCD 841 CoTr.
Uzyskane wyniki wskazujg na brak toksycznego dziatania frakcji biatkowo-cukrowej ptynu celo-
matycznego na prawidtowe ludzkie komérki nabtonka jelita grubego.
Przyktad 4. Dziatanie frakcji biatkowo-cukrowej z ptynu celomatycznego na morfologie ludz-
kich prawidtiowych komérki nabtonka jelita grubego linii CCD 841 CoTr.
Barwienie ludzkich prawidtowych komérek nabtonka jelita grubego linii CCD 841 CoTr wykonano,
metodg May-Griinwalda-Giemzy (MGG). Umozliwia ono uwidocznienie zmian morfologicznych swiad-
czacych o uszkodzeniach komorek, zachodzgcych pod wptywem badanej substancji. Zastosowanie
barwnikéw umozliwia obserwacje jgdra komérkowego, ktére pod ich wptywem wybarwia sie na kolor
fioletowy, oraz jasniej wybarwionej cytoplazmy.
Barwienie komoérek nabtonka jelita grubego, metodg MGG, przeprowadzono wlewajac do jato-
wych szalek hodowlanych zawiesiny komarek linii CCD 841 CoTr o gestosci 2.5 x 10% kom./ml, po czym
zawiesiny te inkubowano w ciggu 24 godz., w atmosferze 5% CO: i temp. 33°C. Zuzyty ptyn hodowlany
usunieto i dodano frakcje biatkowo-cukrowg z ptynu celomatycznego w stezeniach: 25; 50
i 100 g/ml. Po 24 godzinnej ekspozycji przystapiono do barwienia metodg MGG. Podtoze usunieto,
komorki przeptukano dwukrotnie roztworem soli fizjologicznej zbuforowanej fosforanami (PBS z jonami
Ca?*i Mg?*). Preparaty barwiono przez 3 minuty barwnikiem May-Grinwalda w ilosci 1 ml/szalke. Barw-
nik rozcienczono réwng objetoscig wody destylowanej i preparaty barwiono przez kolejne 3 minuty.
Komorki przeptukano roztworem PBS z jonami Ca2* i Mg?*, po czym do kazdej szalki dodano po 1 ml
rozcienczonego w stosunku 1:20 wodnego roztworu giemzy i dalej barwiono przez kolejne 30 minut.
Komoérki doktadnie przeptukano wodg destylowang, preparaty wysuszono, a nastepnie ogladano w po-
wiekszeniu 200-stu krotnym pod mikroskopem swietinym Olympus BX 51. Komputerowa analiza obra-
z6w mikroskopowych wykonana zostata przy pomocy programu cellSens Standard 1.13. Obrazy uwi-
doczniono na rysunku jako:
— fig. 3A — hodowla kontrolna komérek nabtonka linii CCD 841 CoTr;
— fig. 3B — komorki nabtonka po inkubaciji z frakcjg ptynu celomatycznego
o stezeniu 25 g/ml;

— fig. 3C — komarki nabtonka po inkubacji z frakcjg ptynu celomatycznego
o stezeniu 50 g/ml;

— fig. 3D — komarki nabtonka po inkubacji z frakcjg ptynu celomatycznego
o stezeniu 100 g/ml;

Zdjecia mikroskopowe przedstawione na rysunku nie wykazujg zmian morfologicznych komaérek
nabtonka jelita grubego, takich jak, zwiekszenie objetoéci, uszkodzenie btony cytoplazmatycznej, wy-
ptywu tresci wewngtrzkomaorkowej czy wakuolizacji cytoplazmy, swiadczgcych o przebiegu procesow
nekrotycznych, co wskazuje na brak toksycznego dziatania wysokoczagsteczkowej frakcji ptynu celoma-
tycznego na ludzkie komoérki CCD 841 CoTr.

Zastrzezenie patentowe

1. Wysokoczagsteczkowa frakcja biatkowo-cukrowa wyizolowana z ptynu celomatycznego
z dzdzownicy Dendrobaena veneta, o masie czgsteczek biatkowo-cukrowych powyzej 14 kDa,
uzyskanych po ogrzewaniu ptynu celomatycznego do zastosowania w leczeniu raka jelita gru-
bego.
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