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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania preparatu i wodnego ekstraktu z liofilizowa-
nych jaj slimakéw Helix aspersa maxima i zastosowanie otrzymanych preparatéw jako waznego zrodta
naturalnych zwigzkéw wykazujgcych dziatanie przeciwnowotworowe, zwtaszcza w terapii nowotworu
jelita grubego.

W 2018 r. nowotwor jelita grubego zajat trzecie miejsce pod wzgledem czestosci wystepowania
sposrod nowotwordw na swiecie, z szacowang liczbg 1,8 miliona nowych przypadkow i drugie miejsce
pod wzgledem $miertelnosci, z 881 000 zgonoéw (Bray, F. et al., Global cancer statistics 2018: GLOBO-
CAN estimates of incidence and mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA Cancer J. Clin.
2018, 68, 394—424). Predyspozycje do rozwoju nowotworu jelita grubego sg dziedziczne, okoto 12—35%
ryzyka przypisuje sie czynnikom genetycznym (Rejhova, A. et al., Natural compounds and combination
therapy in colorectal cancer treatment. Eur. J. Med. Chem. 2018, 144, 582-594). Na wzrost zapadalno-
sci na nowotwor jelita grubego wptywajg nieprawidtowe wzorce zywieniowe, otytos¢ i czynniki zwigzane
ze stylem zycia, a ryzyko tej choroby mozna zmniejszy¢ poprzez odpowiednie nawyki zywieniowe i styl
zycia (Rejhova, A. et al., Natural compounds and combination therapy in colorectal cancer treatment.
Eur. J. Med. Chem. 2018, 144, 582-594; Arnold, M. et al., Global patterns and trends in colorectal
cancer incidence and mortality. Gut 2017, 66, 683-691). Nowotwor ten wykazuje liniowa progresje od
normalnego nabtonka jelita grubego do inicjacji gruczolaka i transformac;ji ztosliwej do raka, a nawet do
przerzutéw (Vogelstein, B. et al., Cancer genome landscapes. Science 2013, 339, 1546-1558). Zapo-
bieganie nowotworowi jelita grubego we wszystkich etapach, w tym inicjacji i progresji, ma znaczenie
spoteczne i kliniczne. Konwencjonalne leczenie oparte na operacji chirurgicznej z chemioterapia/bez
chemioterapii i/lub radioterapig, przed operacjag chirurgiczng lub po niej, jest czesto nieskuteczne ze
wzgledu na nawr6t choroby (Redondo-Blanco, S. et al., New insights toward colorectal cancer che-
motherapy using natural bioactive compounds. Front. Pharm. 2017, 8, 109; van der Stok et al., Surveil-
lance after curative treatment for colorectal cancer. Nat. Rev. Clin. Oncol. 2017, 14, 297). Dziatania
niepozadane, zwigzane z tg terapig, obnizajg jako$¢ zycia pacjentéw i mogg miec¢ negatywny wpltyw na
przebieg, wynik i koszty leczenia (Rejhova, A. et al., Natural compounds and combination therapy in
colorectal cancer treatment. Eur. J. Med. Chem. 2018, 144, 582-594). Obiecujgcym podejsciem w mi-
nimalizowaniu negatywnych skutkéw konwencjonalnego leczenia moze by¢ terapia kombinowana z za-
stosowaniem konwencjonalnych chemioterapeutykdw lub radioterapii i zwigzku naturalnego (zwigzkéw
naturalnych) o znaczgcym dziataniu farmakologicznym (Rejhova, A. et al., Natural compounds and com-
bination therapy in colorectal cancer treatment. Eur. J. Med. Chem. 2018, 144, 582-594; Redondo-
Blanco, S. et al., New insights toward colorectal cancer chemotherapy using natural bioactive compo-
unds. Front. Pharm. 2017, 8, 109; Nobili, S. et al., Natural compounds for cancer treatment and preven-
tion. Pharm. Res 2009, 59, 365—-378). Terapia kombinowana jest ukierunkowana na wiele szlakéw me-
tabolicznych, wykorzystuje wiele mechanizmdw w celu zmniejszenia rozwoju opornosci na chemiotera-
peutyki, zwieksza wrazliwo$¢ na dziatanie lekéw przeciwnowotworowych (Housman, G. et al., Drug re-
sistance in cancer: an overview. Cancers 2014, 6, 1769—-1792). Ostatnie badania podkreslajg znaczenie
terapii kombinowanej i wskazujg na jej wiekszg skuteczno$é w poréwnaniu do stosowania konwencjo-
nalnych chemioterapeutykéw (Singh, C.K. et al., Resveratrol-based combinatorial strategies for cancer
management. Ann N. Y. Acad Sci 2013, 1290, 113-121).

Podkresli¢ nalezy, ze niektére zwigzki naturalne mogg modulowaé szlaki sygnatowe i ekspresje
genow zwigzanych z proliferacjg, apoptozg i réznicowaniem komérek, angiogenezg i przerzutami (Pan,
M.H. et al., Molecular mechanisms for chemoprevention of colorectal cancer by natural dietary compo-
unds. Mol Nutr Food Res 2011, 55, 32-45).

Dtugotrwate spozycie przeciwutleniaczy (antyoksydantéw) moze zmniejsza¢ czestos¢ wystepowa-
nia nowotworu jelita grubego u szczuréw, poprzez zmniejszenie stresu oksydacyjnego (Cai, F. et al., Role
of polyunsaturated fatty acids and lipid peroxidation on colorectal cancer risk and treatments. Curr. Opin.
Clin. Nutr. Metab. Care 2012, 15, 99-106). Przeciwutleniacze mogg réwniez wptywac¢ korzystnie na nasi-
lenie zapalenia jelita grubego, stan zapalny i stan przednowotworowy nowotworu jelita grubego, poprzez
zmniejszenie podwyzszonego poziomu dialdehydu malonowego (ang. malondialdehyde, MDA).

Jednymi z gtéwnych zwigzkéw stanowigcych o potencjale antyoksydacyjnym sg fenole (Dai,
J. and Mumper, R.J., Plant phenolics: extraction, analysis and their antioxidant and anticancer proper-
ties. Molecules 2010, 15, 7313-7352). Fenole to zwigzki mogace w okreslonych warunkach inicjowac
proces samoutlenienia, a dzieki temu mogg zachowywac sie jak prooksydanty. Do takich warunkéw
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zalicza sie np. wysokie pH, wysokie stezenia jonow metali przej$ciowych, Cu?*, Fe3*, obecnos¢ czgste-
czek tlenu (Dai, J. and Mumper, R.J., Plant phenolics: extraction, analysis and their antioxidant and
anticancer properties. Molecules 2010, 15, 7313-7352; Leén-Gonzalez, A.J. et al., Pro-oxidant activity
of polyphenols and its implication on cancer chemoprevention and chemotherapy. Biochem. Pharmacol.
2015, 98, 371-380). Duze stezenie fenoli sprzyja takze ich prooksydacyjnemu dziataniu (Ledn-Gon-
zalez, A.J. et al., Pro-oxidant activity of polyphenols and its implication on cancer chemoprevention and
chemotherapy. Biochem. Pharmacol. 2015, 98, 371-380). Dodatkowo, fenole o matej masie czgsteczko-
wej sg tatwo utleniane i wykazujg aktywno$¢ prooksydacyjng (np. kwercetyna, kwas galusowy), w odréz-
nieniu od tych o duzej masie czgsteczkowej (np. garbniki skondensowane i hydrolizujgce), ktére posiadajg
niewielkg aktywnos$¢ prooksydacyjng lub w ogole jej nie posiadajg (Dai, J.; Mumper, R.J., Plant phenolics:
extraction, analysis and their antioxidant and anticancer properties. Molecules 2010, 15, 7313—-7352).

Indukowana fenolami produkcja reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS)
wydaje sie odgrywac kluczowa role w inicjacji apoptozy, chociaz ROS sg takze produkowane w jej kon-
sekwencji (Ledn-Gonzalez, A.J. et al., Pro-oxidant activity of polyphenols and its implication on cancer
chemoprevention and chemotherapy. Biochem. Pharmacol. 2015, 98, 371-380). Dowody na powigzang
z dziataniem prooksydacyjnym aktywnosé cytotoksyczna fenoli sg liczne. Jest ona zwigzana z indukcijg
apoptozy i zatrzymaniem cyklu komoérkowego, na drodze réznych Sciezek.

Antrachinon emodyna, poprzez produkcje ROS, uwrazliwit oporne na cisplatyne komérki ludzkiego
gruczolakoraka jajnika COC1/DDP na apoptoze indukowang cisplatyng. Ponadto emodyna ograniczyta
ekspresje biatka opornosci wielolekowej 1 (ang. multidrug resistance-related protein 1, MRP1), poprzez
mechanizm powigzany z ROS (Ma, J. et al., Emodin augments cisplatin cytotoxicity in platinum-resistant
ovarian cancer cells via ROS-dependent MRP1 downregulation. Biomed Res Int, 2014, 107671).

Aktywnos¢ prooksydacyjng niektérych polifenoli, w niecytotoksycznych stezeniach, moze uwraz-
liwia¢ komorki nowotworowe na inne terapie nowotworowe (Ledn-Gonzalez, A.J. et al., Pro-oxidant ac-
tivity of polyphenols and its implication on cancer chemoprevention and chemotherapy. Biochem. Phar-
macol. 2015, 98, 371-380).

Flawanole pochodzace z zielonej herbaty, katechina i galusan epigallokatechiny, mogg dziata¢ jako
prooksydanty i wykazywac aktywnosc cytotoksyczng przeciwko komérkom nowotworowym (Lambert, J.D.
and Elias, R.J., The antioxidant and pro-oxidant activities of green tea polyphenols: a role in cancer preven-
tion. Arch. Biochem. Biophys. 2010, 501, 65-72). Traktowanie galusanem epigallokatechiny komdérek no-
wotworowych jelita grubego HT-29 skutkowato zwiekszong produkcjg ROS, ograniczeniem proliferaciji
i uwrazliwieniem chemioopornych komaérek na 5-fluorouracyl (Hwang, J.T. and Kim, Y.M., Selenium regu-
lates cyclooxygenase-2 and extracellular signalregulated kinase signaling pathways by activating AMP-
activated protein kinase in colon cancer cells. Cancer Res. 2006, 66, 10057-10063).

Indukowane przez fenole ROS mogg wchodzi¢ w interakcje z makromolekutami komdrkowymi,
przyczyniajgc sie do niszczenia DNA, peroksydaciji lipidow i oksydac;ji biatek, samodzielnie lub w obec-
nosci metali przejsciowych (Oikawa, S. et al., Catechins induce oxidative damage to cellular and isolated
DNA through the generation of reactive oxygen species. Free Radic. Res. 2003, 37, 881-890).

Pomimo, ze wykazano na modelach zwierzecych, ze fenole, takie jak katechina, hamujg tumoroge-
neze i wzrost komoérek nowotworowych, rola ROS w tych procesach i potencjalne prooksydacyjne mecha-
nizmy in vivo sg nadal stabo poznane (Leén-Gonzélez, A.J. et al., Pro-oxidant activity of polyphenols and
its implication on cancer chemoprevention and chemotherapy. Biochem. Pharmacol. 2015, 98, 371-380).

Galusan epigallokatechiny wykazat aktywnosc¢ cytotoksyczng przeciw ludzkim komdérkom nowo-
tworu ptuc H1299, zaréwno in vitro, jak i w przypadku guzéw in vivo. Po traktowaniu galusanem epigal-
lokatechiny, odnotowano dawkozalezne ograniczenie zywotnosci komaérek nowotworowych in vitro, na
drodze indukcji wewnatrzkomdrkowych i mitochondrialnych ROS. Odnotowano dawkozalezne zahamo-
wanie wzrostu guzéw, czemu towarzyszyta apoptoza komoérek guza i uszkodzenia oksydacyjne DNA.
Zwiekszenia poziomu markera oksydacyjnych uszkodzeh DNA nie odnotowano natomiast w tkankach
gospodarza (Li, G.X. et al., Pro-oxidative activities and dose-response relationship of (-)-epigallocate-
chin-3-gallate in the inhibition of lung cancer cell growth: a comparative study in vivo and in vitro. Carci-
nogenesis 2010, 31, 902-910). Sugeruje sie, ze prooksydacyjna aktywnos¢ galusanu epigallokatechiny
jest takze zwigzana ze wzrostem stezenia 5-fluorouracylu w osoczu szczuréw, dzieki hamowaniu gtow-
nego enzymu zaangazowanego w jego katabolizm (Qiao, J. et al., Effect of green tea on pharmacoki-
netics of fluorouracil in rats and pharmacodynamics in human lines in vitro. Food Chem. Toxicol. 2011,
49, 1410-1415). Badania sugeruja, ze spozycie zielonej herbaty, bogatej w galusan epigallokatechiny,
moze wptywaé na farmakokinetyke chemioterapeutykow.
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Peroksydacja wielonienasyconych kwaséw tluszczowych (ang. polyunsaturated fatty acids,
PUFA) przyczynia sie do zwiekszenia stresu oksydacyjnego, a w konsekwencji do stanu zapalnego,
jednego z czynnikéw rozwoju nowotworu jelita grubego (Cai, F. et al., Role of polyunsaturated fatty acids
and lipid peroxidation on colorectal cancer risk and treatments. Curr. Opin. Clin. Nutr. Metab. Care 2012,
15, 99-106). Peroksydacja lipidéw powoduje przerwanie bton komérkowych i wytworzenie reaktywnych
zwigzkow karbonylowych, alkanéw i ketonow. Ze zwigzkdéw tych powstajg produkty kohcowe, posrod
ktérych najbardziej mutagenny jest MDA, a najbardziej toksyczny — 4-hydroksy-2-nonenal (4-HNE). Pro-
dukty koncowe mogtyby by¢ wykorzystane do wykrywania nowotworu jelita grubego i nadzoru nad le-
czeniem. MDA reaguje z zasadami kwaséw nukleinowych i tworzy addukty, co moze skutkowa¢ apop-
tozg lub indukcjg mutacji genetycznych. Co wiecej, MDA i 4-HNE tworzg addukty z czynnikiem elongac;ji
(ang. elongation factor two) w rybosomie, co w konsekwencji wptywa na ograniczenie lub zaktécenie
syntezy biatka, co czesto mozna zaobserwowacé podczas rozwoju nowotworu. Toksyczne wiasciwosci
4-HNE sg zwigzane z jego wysokg reaktywnoscig chemiczng i dtugim okresem péttrwania. Reaguje
gtéwnie z biatkami i receptorami zwigzanymi z kinazg tyrozynowa, ale takze powoduje powazne uszko-
dzenia DNA. Prowadzi to do modyfikacji sygnalizacji komérkowej, cyklu komérkowego i inhibicji lub
aktywacji powigzanych enzyméw. 4-HNE hamuje wzrost komorek, w niskich stezeniach zwieksza ich
proliferacje. 4-HNE jest potencjalnym mediatorem przejscia przepuszczalnosci mitochondriéw, reaguje
Zz ATP-azg wapniowg, co moze zaktéca¢ homeostaze wapnia i indukowac $mier¢ komorki. 4-HNE moze
zwiekszac stres oksydacyjny, promowacé zuzycie glutationu w komarkach. 4-HNE modyfikuje aktywnos$é
biatka supresorowego nowotworu, co wigze sie z przewlektym stanem zapalnym.

4-HNE moze hamowaé wzrost linii komoérkowych nowotworu jelita grubego Caco-2 i HT-29. Dzia-
tanie przeciwnowotworowe moze by¢ zwigzane ze zmiang poziomu stresu oksydacyjnego, a w konse-
kwencji z indukcjg apoptozy i hamowaniem aktywnosci telomerazy. Koniugaty glutationu z 4-HNE sg
juz stosowane w niektérych modelach nowotworéw jako srodki chemioterapeutyczne.

Ze wzgledu na fakt, ze metabolizm komorek nowotworowych w duzej mierze jest oparty na gliko-
lizie, zaprojektowano diety wysokobiatkowe i niskoweglowodanowe, w celu sprawdzenia, czy poziom
glukozy we krwi i wzrost nowotworu mogg by¢ ograniczone (Ho, V.W. et al., A low carbohydrate, high
protein diet slows tumor growth and prevents cancer initiation. Cancer Res. 2011, 71, 4484-4493). Za-
réwno ludzki nowotwor jelita grubego, jak i nowotwdr mysi (murine squamous cell carcinoma VIl) wzra-
staty wolniej u myszy otrzymujgcych diete wysokobiatkowg i niskoweglowodanowg w poréwnaniu z dietg
zachodnig, niskobiatkowg i bogatg w weglowodany.

Wykazano silng zaleznos¢ miedzy niskim poziomem witaminy D a chorobami przewlektymi,
a takze ostrymi stanami i $miertelnoscig. Zaobserwowano réwniez powigzania witaminy D z homeo-
stazg energetyczng oraz regulacjg uktadu odpornosciowego i hormonalnego (Bouillon, R. et al., Vitamin
D and energy homeostasis: of mice and men. Nat Rev Endocrinol 2014, 10, 79-87).

Witamina D i waph, jako wazne skfadniki odzywcze dla organizmu ludzkiego, zostaty uznane jako
potencjalne czynniki chemoprewencyjne i przyciggnety znaczng uwage onkologéw (Huang, D. et al.,
Additively protective effects of vitamin D and calcium against colorectal adenoma incidence, malignant
transformation and progression: A systematic review and meta-analysis. Clin Nutr 2019).

Wysoki poziom krgzacej 25(0OH)D zmniejszat ryzyko wystgpienia gruczolaka jelita grubego. Istniat
negatywny zwigzek miedzy krgzgcag 25(OH)D a ryzykiem gruczolaka jelita grubego u kobiet (interakcja mie-
dzy estrogenem i witaming D), ale nie u mezczyzn. Dziatanie ochronne krgzgcej 25(OH)D przeciw gruczo-
lakowi jelita grubego byto bardziej wyrazne w grupie o wysokim spozyciu wapnia, w poréwnaniu z grupg
o niskim spozyciu wapnia. Ponadto czesto$¢ wystepowania gruczolaka jelita grubego byta odwrotnie powig-
zana z poziomem 25(OH)D w populacji europejskiej i amerykanskiej, ale nie w populacji azjatyckiej.

Zaobserwowano zalezno$¢ miedzy wystepowaniem gruczolaka jelita grubego a catkowitym spo-
zyciem witaminy D.

Catkowite spozycie wapnia, dietetyczne spozycie wapnia i suplementarne spozycie wapnia byty
negatywnie skorelowane z ryzykiem wystgpienia gruczolaka jelita grubego. Wieksze catkowite i diete-
tyczne spozycie wapnia byto zwigzane z mniejszym ryzykiem gruczolaka jelita grubego w populaciji
azjatyckiej, europejskiej i amerykanskiej.

Istniat silny negatywny zwigzek miedzy krazgcg 25(0OH)D a ryzykiem nowotworu jelita grubego.
Wysoki poziom krgzgcej 25(OH)D byt zwigzany z tendencjg do mniejszego ryzyka nowotworu jelita gru-
bego u kobiet, ale efektu tego nie stwierdzono u mezczyzn. Ochronny efekt krgzgcej 25(OH)D stwier-
dzono w przypadku lewostronnego nowotworu jelita grubego (okreznica dystalna i odbytnica), ale nie
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w przypadku prawostronnego nowotworu jelita grubego (okreznica proksymalna). Wysokie stezenie kra-
zacej 25(0OH)D wykazato dziatanie ochronne przeciwko nowotworowi jelita grubego tylko przy wysokim
poziomie spozycia wapnia. Dodatkowo, wyzsze stezenie krgzacej 25(0OH)D byto zwigzane z nizszg cze-
stoscig wystepowania nowotworu jelita grubego w populacji europejskiej i amerykanskiej.

Istniat negatywny zwigzek miedzy ryzykiem wystgpienia nowotworu jelita grubego a catkowitym
spozyciem witaminy D, dietetycznym spozyciem witaminy D i suplementarnym spozyciem witaminy D.
Catkowite spozycie witaminy D wigzato sie z efektem ochronnym przeciwko nowotworowi jelita grubego
u kobiet i lewostronnemu nowotworowi jelita grubego. Wyzsze dietetyczne spozycie witaminy D byto
réwniez zwigzane z nizszym ryzykiem wystgpienia nowotworu jelita grubego u kobiet.

Stwierdzono znaczgcy efekt ochronny przeciwko nowotworowi jelita grubego dla catkowitego spo-
zycia wapnia, dietetycznego spozycia wapnia i suplementarnego spozycia wapnia. Ponadto spraw-
dzono zwigzek miedzy kazdym sposobem przyjmowania wapnia a ryzykiem wystgpienia nowotworu
jelita grubego wedtug pfici, lokalizacji guza i grupy etnicznej, co wykazato, ze wszystkie trzy sposoby
przyjmowania wapnia mogg wptywac¢ na zmniejszenie ryzyka nowotworu jelita grubego, z wyjatkiem
catkowitego spozycia wapnia dla prawostronnego nowotworu jelita grubego.

Pacjenci z wyzszym stezeniem kragzgcej 25(OH)D, w poréwnaniu z pacjentami z nizszym stezeniem
krgzacej 25(0OH)D, wykazywali korzystniejsze wyniki kliniczne z wyzszg catkowitg przezywalnoscia i prze-
zywalnoscig specyficzng dla nowotworu jelita grubego. Nie stwierdzono jednak zwigzku miedzy spozyciem
wapnia a catkowitg przezywalnoscig i przezywalnoscig specyficzng dla nowotworu jelita grubego.

Zwiekszenie catkowitego spozycia witaminy D o kazde 200 IU/dobe wigzato sie z 10% zmniej-
szeniem ryzyka wystgpienia gruczolaka jelita grubego i 5% spadkiem ryzyka wystgpienia nowotworu
jelita grubego. Zwiekszenie catkowitego spozycia wapnia o kazde 400 mg/dobe wigzato sie z 2% zmniej-
szeniem ryzyka wystgpienia gruczolaka jelita grubego i 5% spadkiem ryzyka wystgpienia nowotworu
jelita grubego.

Witamina D i wapnh odgrywajg addytywnie role chemoprewencyjng wobec gruczolaka jelita gru-
bego, przeciwdziatajg jego ztosliwej transformaciji i progresji, szczegoélnie u kobiet i u pacjentéw z jego
lewostronng lokalizacja.

Kalcytriol (1,25(0OH)2D3) wplywa na wiekszo$¢ typdw komorek jelitowych, eksprymujgcych geny
receptora witaminy D (ang. vitamin D receptor, VDR) i na wiele linii komérkowych nowotworu jelita gru-
bego, ktére zawierajg wystarczajgcg ilos¢ VDR (Ferrer-Mayorga, G. et al., Mechanisms of action of
vitamin D in colon cancer. J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 2019, 185, 1-6). Kalcytriol hamuje proliferacje,
uwrazliwia na apoptoze i promuje réznicowanie komérek nowotworu jelita grubego i innych typéw ko-
morek nowotworowych, poprzez regulacje genéw i modulacje szlakéw sygnatowych zwigzanych z tymi
procesami.

Kalcytriol jest antagonistg szlaku sygnatowego Wnt/3-kateniny, ktérego nieprawidtowa aktywacja jest
gtdwnym czynnikiem przyczyniajgcym sie do progresji nowotworu jelita grubego (Larriba, M.J. et al., Vitamin
D Is a multilevel repressor of Wnt/b-catenin signaling in cancer cells. Cancers 2013, 5, 1242-1260).

Opisano niegenomowe (niezalezne od transkrypcji) dziatanie kalcytriolu, w ktérym posredniczg
pozajgdrowe VDR lub alternatywne receptory (Ferrer-Mayorga, G. et al., Mechanisms of action of vita-
min D in colon cancer. J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 2019, 185, 1-6). W komérkach nowotworu jelita
grubego kalcytriol indukuje szlak sygnatowy niezalezny od transkrypcji, ktéry obejmuje szybki wzrost
wewnagtrzkomorkowego stezenia Ca?* (z pozywki zewnetrznej), a nastepnie aktywacje matej GTPazy
RhoA i kinaz ROCK, p38MAPK i MSK1. Aktywacja tego szlaku zalezy od VDR i jest wymagana do
hamowania szlaku Wnt/pB-kateniny (Ordéfiez-Moran, P. et al., RhoA-ROCK and p38MAPK-MSK1 me-
diate vitamin D effects on gene expression, phenotype, and Wnt pathway in colon cancer cells. J. Cell
Biol. 2008, 183, 697-710).

Kalcytriol promuje réznicowanie nabtonkowe komérek nowotworu jelita grubego, w wyniku regu-
lacji gendw i ingerencji w szlak sygnatowy Wnt/B3-kateniny (Ferrer-Mayorga, G. et al., Mechanisms of
action of vitamin D in colon cancer. J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 2019, 185, 1-6). Wsréd genéw rézni-
cowania, ktérych ekspresja jest zwiekszana przez kalcytriol, jest kilka kodujgcych markery nabtonka
jelitowego oraz biatka adhezji miedzykomorkowej i cytoszkieletu (Palmer, H.G. et al., Genetic signatures
of differentiation induced by 1a,25-dihydroxyvitamin Ds in human colon cancer cells. Cancer Res. 2003,
63, 7799-7806; Fujita, H. et al., Tight junction proteins claudin-2 and -12 are critical for vitamin D-de-
pendent Ca2+ absorption between enterocytes. Mol Biol Cell 2008, 19, 1912-1921).

Ponadto kalcytriol moduluje ekspresje wielu regulatoréw réznicowania komérek (Ferrer-Mayorga,
G. et al., Mechanisms of action of vitamin D in colon cancer. J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 2019, 185,
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1-6). Kalcytriol indukuje ekspresje CST5/cystatyny D, znanej z kodowania inhibitora endosomalnych
proteaz cysteinowych z rodziny katepsyn, ktéra czesciowo lokalizuje sie w jadrze i reguluje ekspresje
kilku genéw biorgcych udziat w réznych funkcjach komérkowych (Valle, N. et al., Cystatin D is a candi-
date tumor suppressor gene induced by vitamin D in human colon cancer cells. J. Clin. Invest. 2009,
119, 2343-2358; Ferrer-Mayorga, G. et al., Cystatin D locates in the nucleus at sites of active trans-
cription and modulates gene and protein expression. J Biol Chem 2015, 290, 26533-26548). Ponadto
nadekspresja cystatyny D w komorkach nowotworu jelita grubego hamuje proliferacje i migracje komé-
rek, ale zwieksza ich adhezje. W biopsjach ludzkiego nowotworu jelita grubego poziomy biatka cystatyny
D i VDR s3g bezposrednio skorelowane, co sugeruje regulacje in vivo (Valle, N. et al., Cystatin D is
a candidate tumor suppressor gene induced by vitamin D in human colon cancer cells. J. Clin. Invest.
2009, 119, 2343-2358). Kalcytriol hamuje w komérkach nowotworu jelita grubego ekspresje SPROUTY-
2, onkogennego represora fenotypu nabtonkowego (Barbachano, A. et al., SPROUTY-2 and E-cadherin
regulate reciprocally and dictate colon cancer cell tumourigenicity. Oncogene 2010, 29, 4800—4813;).
SPROUTY-2 dereguluje E-kadheryne i ciasne potgczenia oraz geny polaryzacji nablonkowej, poprzez
zwiekszenie poziomu ekspresji ZEB1, promujgc przejscie nabtonkowo-mezenchymalne i proliferacje.
Nadekspresja SPROUTY-2 wigze sie ze ztym wynikiem klinicznym pacjentéw z nhowotworem jelita gru-
bego (Barbachano, A. et al.,, SPROUTY-2 and E-cadherin regulate reciprocally and dictate colon cancer
cell tumourigenicity. Oncogene 2010, 29, 4800-4813; Barbachano, A. et al., SPROUTY-2 represses the
epithelial phenotype of colon carcinoma cells via upregulation of ZEB1 mediated by ETS1 and miR-
200/miR-150. Oncogene 2016, 35, 2991-3003; Ordoéfez-Moran, P. et al., SPROUTY2 is a B-catenin
and FOXO3atarget gene indicative of poor prognosis in colon cancer. Oncogene 2014, 33, 1975-1985).
Kalcytriol zwieksza ekspresje JMJD3 (ang. histone H3 lysine-27 demethylase Jumonji C domain-conta-
ining protein 3, KDM6B) i moduluje ekspresje innych regulatoréw epigenetycznych, ktére majg istotny
wplyw na biologie komoérek nowotworowych jelita grubego (Pereira, F. et al., KDM6B/JMJD3 histone
demethylase is induced by vitamin D and modulates its effects in colon cancer cells. Hum. Mol. Genet.
2011, 20, 4655-4665; Meyer, M.B. et al., VDR/RXR and TCF4/B-catenin cistromes in colonic cells of
colorectal tumor origin: impact on c-FOS and c-MYC gene expression. Mol. Endocrinol. 2012, 26, 37—
51; Padi, S.K. et al., MicroRNA-627 mediates the epigenetic mechanisms of vitamin D to suppress pro-
liferation of human colorectal cancer cells and growth of xenograft tumors in mice. Gastroenterology
2013, 145, 437-446; Pereira, F. et al., Vitamin D has wide regulatory effects on histone demethylase
genes. Cell Cycle 2012, 11, 1081-1089). Co wazne, JMJD3 czesciowo posredniczy w niektorych efek-
tach kalcytriolu w komérkach nowotworu jelita grubego: promowaniu réznicowania, ograniczaniu proli-
feraciji, regulacji genéw i antagonizmie szlaku Wnt/B-kateniny. Ponadto represja JMJD3 zwieksza eks-
presje kilku induktoréw przejscia nabtonkowo-mezenchymalnego i markeréw mezenchymalnych oraz
zmniejsza ekspresje biatek nabtonkowych. Poziom RNA JMJD3 koreluje bezposrednio z poziomem
RNA VDR w ludzkich nowotworach jelita grubego (Pereira, F. et al., KDM6B/IJMJD3 histone demethy-
lase is induced by vitamin D and modulates its effects in colon cancer cells. Hum. Mol. Genet. 2011, 20,
4655-4665). Dane te pokazujg, ze kalcytriol jest silnym induktorem réznicowania nabtonkowego jelita
grubego, ktéry zapobiega przejsciu nabtonkowo-mezenchymalnemu poprzez regulacje gendéw zaanga-
zowanych w kilka mechanizméw i szlakéw sygnatowych (Larriba, M.J. et al., Muioz, A. Vitamin D and
the epithelial to mesenchymal transition. Stem Cells Int. 2016, 6213872).

Kalcytriol uwrazliwia komérki nowotworu jelita grubego na indukcje apoptozy poprzez zwigksze-
nie ekspresji genéw proapoptotycznych, zmniejszenie ekspresji genéw przezycia oraz, w sposéb para-
krynowy, poprzez zaktocenie sekrecji IL-13 przez makrofagi (Kaler, P. et al., Macrophage-derived IL-13
stimulates Wnt signaling and growth of colon cancer cells: a crosstalk interrupted by vitamin D3. Onco-
gene 2009, 28, 3892-3902). Agonisci VDR nasilajg wptyw chemioterapeutykéw na hodowle komérkowe
i modele zwierzece nowotworu jelita grubego (Barbachano, A. et al., Feldman, D. (Ed.), Vitamin D and
Colon Cancer, in Vitamin D, 2 Academic Press-Elsevier, 2018, pp. 837-862).

Kalcytriol hamuje ekspresje DKK-4, ktéry promuje inwazje, angiogeneze i chemioopornos¢ ko-
morek nowotworu jelita grubego i ktérego ekspresja jest zwiekszona w ludzkich nowotworach jelita gru-
bego i odwrotnie koreluje z poziomem ekspresji RNA VDR (Pendas-Franco, N. et al., J.M. DICKKOPF-
4 is induced by TCF/B-catenin and upregulated in human colon cancer, promotes tumour cell invasion
and angiogenesis and is repressed by 1a,25-dihydroxyvitamin D3. Oncogene 2008, 27, 4467-4477;
Ebert, M.P. et al., TFAP2E-DKK4 and chemoresistance in colorectal cancer. N. Engl. J. Med. 2012, 366,
44-53). Ponadto kalcytriol reguluje angiogenny fenotyp komérek nowotworowych jelita grubego poprzez
kontrolowanie ekspres;ji kilkku genéw, ktére sg za to odpowiedzialne (Ben-Shoshan, M. et al., 1a,25-
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-dihydroxyvitamin D3 (Calcitriol) inhibits hypoxia-inducible factor-1/vascular endothelial growth factor
pathway in human cancer cells. Mol. Cancer Ther. 2007, 6, 1433-1439; Fernandez-Garcia, N.l. et al.,
1a,25-dihydroxyvitamin D3 regulates the expression of Id1 and Id2 genes and the angiogenic phenotype
of human colon carcinoma cells. Oncogene 2005, 24, 6533—-6544).

Kalcytriol reguluje ekspresije kilku mikroRNA (miR) w ludzkich komérkach nowotworu jelita gru-
bego SW480-ADH (Alvarez-Diaz, S. et al., MicroRNA-22 is induced by vitamin D and contributes to its
antiproliferative, antimigratory and gene regulatory effects in colon cancer cells. Hum. Mol. Genet. 2012,
21, 2157-2165). Jednym z nich jest miR-22, ktéry jest indukowany przez kalcytriol w sposéb zalezny
od czasu, dawki i VDR oraz czesciowo posredniczy w antyproliferacyjnym i antymigracyjnym dziataniu
kalcytriolu na komérki nowotworu jelita grubego. Wykazano, ze miR-22 hamuje proliferacje, migracje,
inwazje, przejscie nabtonkowo-mezenchymalne i wzrost heteroprzeszczepu guza w kilku systemach
nowotworowych, w tym nowotworze jelita grubego (Liu, Y. et al., The Jun/miR-22/HuUR regulatory axis
contributes to tumourigenesis in colorectal cancer. Mol. Cancer 2018, 17, 11; Xu, M. et al., MiR-22
suppresses epithelial-mesenchymal transition in bladder cancer by inhibiting snail and MAPK1/Slug/vi-
mentin feedback loop. Cell Death Dis 2018, 9, 209; Wang, X. et al., Increased circular RNA
hsa_circ_0012673 acts as a sponge of miR-22 to promote lung adenocarcinoma proliferation. Biochem.
Biophys. Res. Commun. 2018, 496, 1069-1075).

Kultury pierwotne fibroblastéw zwigzanych z nowotworem (ang. cancer-associated fibroblasts,
CAF), pochodzgce ze $wiezych biopsji pacjentéw z nowotworem jelita grubego, eksprymujg VDR i rea-
guja na kalcytriol (Ferrer-Mayorga, G. et al., Vitamin D receptor expression and associated gene signa-
ture in tumour stromal fibroblasts predict clinical outcome in colorectal cancer. Gut 2017, 66, 1449—
1462). Sygnatura genéw CAF zmieniona pod wptywem kalcytriolu koreluje z korzystnymi wynikami pa-
cjentéw. Kalcytriol wptywa na ograniczenie dwoch wtasciwosci pronowotworowych aktywowanych fibro-
blastéw: zdolnosci do zmiany macierzy zewngtrzkomorkowej i zdolnosci do indukowania migracji komo-
rek nowotworowych jelita grubego.

Jest wysoce prawdopodobne, ze kalcytriol wptywa na nowotwor jelita grubego poprzez regulacje
komorek odpornosciowych (Krishnan, A.V.; Feldman, D. Mechanisms of the anti-cancer and anti-inflam-
matory actions of vitamin D. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 2011, 51, 311-336).

Suplementacja witaming D u pacjentéw z gruczolakiem jelita grubego zmniejsza stan za-
palny, okreslony na podstawie poziomu szeregu markerdw prozapalnych i markera przeciwzapal-
nego IL-10 w osoczu (Bruns, H. et al., Vitamin D-dependent induction of cathelicidin in human ma-
crophages results in cytotoxicity against high-grade B cell lymphoma. Sci Transl Med 2015, 7,
282rad7). We wptywie kalcytriolu na cytokiny ulegajgce nadekspresji u pacjentéw z nowotworem
jelita grubego posredniczy przynajmniej cze$ciowo wielopoziomowa inhibicja czynnika transkryp-
cyjnego NF-xB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) (Cohen-Lahav,
M. et al., Vitamin D decreases NFkB activity by increasing IkBa levels. Nephrol. Dial. Transplant.
2006, 21, 889-897; Chen, Y. et al., Vitamin D receptor inhibits nuclear factor kB activation by inte-
racting with 1B kinase B protein. J. Biol. Chem. 2013, 288, 19450-19458; Fekrmandi, F. et al., The
hormone-bound vitamin D receptor enhances the FBW7-dependent turnover of NF-kB subunits. Sci
Rep 2015, 5, 13002). U mysiego modelu zapalenia jelita grubego delecja VDR nabtonka jelita gru-
bego utrudniata apoptoze komérek nabtonkowych, co zmieniato przepuszczalno$é¢ bariery sluzéw-
kowej i promowato stan zapalny (He, L. et al., Gut epithelial vitamin D receptor regulates Microbiota-
dependent mucosal inflammation by suppressing intestinal epithelial cell apoptosis. Endocrinology
2018, 159, 967-979). Ostatnie badanie na zdrowych osobach wykazato, ze suplementacja diety
w stylu zachodnim, o niskim poziomie witaminy D, kalcytriolem wptyneta na indukcje ekspresji ge-
noéw biorgcych udziat w zapaleniu i odpowiedzi immunologicznej, sugerujgc, ze kalcytriol indukuje
odporno$¢ nabytg (Protiva, P. et al., Calcium and 1,25-dihydroxyvitamin D3 modulate genes of
immune and inflammatory pathways in the human colon: a human crossover trial. Am. J. Clin. Nutr.
2016, 103, 1224—-1231). Wskazuje to na ztozonos¢ zwigzku miedzy statusem witaminy D a uktadem
odporno$ciowym, ktéry prawdopodobnie zalezy od dawki i charakteru agonisty VDR (witamina D /
cholekalcyferol, kalcytriol) oraz drogi i rezimu podawania.

Innym korzystnym mechanizmem immunologicznym dziatania kalcytriolu w nowotworze jelita gru-
bego moze by¢ nasilenie cytotoksycznosci komérkowej zaleznej od przeciwciat u pacjentéw poddawa-
nych leczeniu przeciwciatami monoklonalnymi (receptor anty-EGF, anty-VEGF) (Bruns, H. et al., Vita-
min D-dependent induction of cathelicidin in human macrophages results in cytotoxicity against high-
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grade B cell ymphoma. Sci Transl Med 2015, 7, 282ra47; Zeichner, S.B. et al., Improved clinical outco-
mes associated with vitamin D supplementation during adjuvant chemotherapy in patients with HER2+
nonmetastatic breast cancer. Clin. Breast Cancer 2015, 15, el-el1; Bittenbring, J.T. et al., Vitamin D
deficiency impairs rituximab-mediated cellular cytotoxicity and outcome of patients with diffuse large
B-cell lymphoma treated with but not without rituximab. J. Clin. Oncol. 2014, 32, 3242-3248).

Kalcytriol przyczynia sie do procesu detoksykacji w jelicie poprzez kontrole ekspresji antyoksy-
dacyjnych enzyméw fazy | i ll, zaangazowanych w katabolizm ksenobiotykéw, sterydéw, kwasow zot-
ciowych i innych zwigzkdéw, ktére promujg rozwdj nowotworu jelita grubego (Beyerle, J. et al., Biotrans-
formation of xenobiotics in the human colon and rectum and its association with colorectal cancer. Drug
Metab. Rev. 2015, 47, 199-221).

Chociaz przeprowadzono dotychczas jedynie kilka badan na ludziach, zaréwno eksperymen-
talna, jak i ogdlnogenomowa analiza asosjacyjna wspierajg istnienie wzajemnej regulacji miedzy
VDR/statusem witaminy D a mikrobiomem jelitowym (Wang, J. et al., Genome-wide association analysis
identifies variation in vitamin D receptor and other host factors influencing the gut microbiota. Nat. Genet.
2016, 48, 1396—-1406).

W badaniu fazy 2 SUNSHINE, przeprowadzonym w Ameryce Pdéinocnej, u 139 pacjentéw z nieope-
racyjnym zaawansowanym lub przerzutowym nowotworem jelita grubego, testowano doustng suplementa-
cje witaming Ds wraz ze standardowg chemioterapig i porownywano wysokg dawke witaminy D3 (8000
IU/dobe przez 2 tygodnie i nastepnie 4000 IU/dobe) ze standardowg dawkg witaminy Dz (400 IU/dobe) (Barry,
E.L. et al., J.A. Vitamin D as cancer therapy?: Insights from 2 new trials. JAMA 2019, 321, 1354-1355; Ng,
K. et al., Effect of high-dose vs standard-dose vitamin D3 supplementation on progression-free survival
among patients with advanced or metastatic colorectal cancer: the SUNSHINE Randomized Clinical Trial.
JAMA2019, 321, 1370-1379). Uczestnicy otrzymujgcy wysoka dawke witaminy Dz doswiadczyli nieistotnego
statystycznie 2-miesiecznego wzrostu mediany czasu przezycia bez progresji w porownaniu z uczestnikami
otrzymujgcymi standardowg dawke (13 vs 11 miesiecy). Skorygowane analizy wykazaty, ze pacjenci w gru-
pie otrzymujgcej wysokg dawke rzadziej doswiadczali progresji lub $mierci w dowolnym momencie podczas
obserwacji (mediana 22,9 miesigca). Nie wykazano korzystnego wptywu wysokiej dawki witaminy Dz na cat-
kowite przezycie (mediana przezycia, 24,3 miesigca w obu grupach).

Badanie AMATERASU, przeprowadzone w Japonii, objeto 417 pacjentéw z nowotworami zotad-
kowo-jelitowymi w stadium | do Il (48% pacjentéw z nowotworem jelita grubego, 42% z nowotworem
zotgdka i 10% z nowotworem przetyku), ktdrzy przeszli operacje chirurgiczng z catkowitg resekcjg guza
(Barry, E.L. et al., Vitamin D as cancer therapy?: Insights from 2 new trials. JAMA 2019, 321, 1354—
1355; Urashima, M. et al., Effect of vitamin D supplementation on relapse-free survival among patients
with digestive tract cancers: the AMATERASU randomized clinical trial. JAMA2019, 321,1361-1369).
Uczestnicy otrzymywali doustng suplementacje witaming D3 w ilosci 2000 1U/dobe lub placebo. Suple-
mentacja witaming D3 nie spowodowata istotnej statystycznie poprawy przezycia wolnego od nawrotow
podczas mediany obserwacji wynoszacej 3,5 roku. Analiza post hoc wykazata jednak statystycznie
istotng korzys¢ z suplementacji. Nie stwierdzono pozytywnego wptywu podawania witaminy D3 na cat-
kowite przezycie.

Cavuoto i Fenech wykazali, ze ograniczenie metioniny (Met) w diecie cztowieka moze by¢ gtdéwng
strategig kontroli wzrostu nowotworu, szczegdlnie w przypadku nowotworéw wykazujgcych zaleznosé
przezywalnosci i proliferacji od Met (Cavuoto, P.; Fenech, M.F. A review of methionine dependency and
the role of methionine restriction in cancer growth control and life-span extension. Cancer Treat. Rev.
2012, 38, 726-736). Ograniczenie Met skutkowato selektywnym zabiciem komérek nowotworowych za-
leznych od Met, w kokulturze z komdérkami nienowotworowymi. W kilku badaniach na zwierzetach,
w ktérych testowano diete z ograniczong zawartoscig Met, stwierdzono zahamowanie wzrostu nowo-
tworu i przedtuzenie zdrowego okresu zycia. Zmniejszenie zawartosci Met w komdrkach nowotworo-
wych zaleznych od Met moze prowadzi¢ do zatrzymania cyklu komérkowego w péznej fazie S/G2, in
vitro i in vivo. Komorki zatrzymane w poznej fazie S/G2 sg podatne na $mier¢ i nadwrazliwe na chemio-
terapie.

Badanie opublikowane w Nature wykazato, ze ograniczenie glicyny (Gly) i seryny (Ser) w diecie
wptywa na zahamowanie wzrostu niektérych nowotworéw, w tym nowotworu jelita (Sullivan, M.R.; Van-
der Heiden, M.G. When cancer needs what's non-essential. Nat. Cell Biol. 2017, 19, 418-420; Mad-
docks, O.D. et al., Modulating the therapeutic response of tumours to dietary serine and glycine starva-
tion. Nature 2017, 544, 372-376). To, czy interwencja zakonczy sie powodzeniem, zalezy od kontekstu
onkogennego i pochodzenia tkanki nowotworowej. Ograniczenie Gly w diecie ogranicza jedng droge
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syntezy Ser, a usuniecie Gly i Ser z diety prowadzi do nizszego ich poziomu w osoczu. Ograniczenie
Gly i Ser moze zmniejsza¢ zdolno$é nowotworu do radzenia sobie z ROS. Co wiecej, skuteczne moze
sie okazac¢ potgczenie ograniczenia Gly i Ser z leczeniem indukujgcym ROS, jak radioterapia. Ograni-
czenie Gly i Ser ogranicza jednostki jednoweglowe do biosyntezy nukleotyddw i ta interwencja moze
wzmochi¢ skutecznosé¢ lekow ukierunkowanych na synteze nukleotyddw.

Niektore aminokwasy mogg hamowac¢ kancerogeneze gtdwnie poprzez inhibicje angiogenezy
(De Mejia, E.G.; Dia, V.P. The role of nutraceutical proteins and peptides in apoptosis, angiogene-
sis, and metastasis of cancer cells. Cancer Metast. Rev. 2010, 29, 511-528). Przykfadem jest ak-
tywnos¢ argininy (Arg) w ludzkich komorkach nowotworu jelita grubego SW480 i w mysim modelu
przeszczepu heterogenicznego ludzkich komérek nowotworu jelita grubego SW480. Wyniki do-
swiadczenia, w ktérym podawano otytym szczurom z cukrzycg aminokwasy rozgatezione ((leucyne
(Leu), izoleucyne (lle) i waline (Val)) wskazywaty na ich zdolno$¢ do hamowania rozwoju zmian
przednowotworowych i angiogenezy.

Zbadano dwie mieszanki aminokwasow, z ktorych pierwsza sktadata sie z aminokwaséw egzo-
gennych (ang. essential amino acids, EAA), a druga sktadata sie w 85% z EAA i w 15% z aminokwasow
endogennych (ang. non-essential amino acids, NEAA), w celu okres$lenia ich wptywu na zywotnos¢ ko-
morek nabtonkowych, MCF 10A i komoérek nowotworowych (ludzkiego nowotworu jelita grubego HCT
116, ludzkiego gruczolakoraka szyjki macicy Hela, ludzkiego raka watrobowokomaorkowego HepG2,
MCF7 i Caco-2) oraz wyjasnienia molekularnych mechanizméw dziatania (Bonfili, L. et al., Essential
amino acid mixtures drive cancer cells to apoptosis through proteasome inhibition and autophagy ac-
tivation. FEBS J. 2017, 284, 1726-1737). Obie mieszanki wykazaty zalezne od komorek dziatanie an-
typroliferacyjne i cytotoksyczne, obejmujgce inhibicje aktywnosci proteasomoéw, a w konsekwenc;ji akty-
wacje autofagii i apoptozy. Wyniki wykazaty, ze rézne stosunki EAA i NEAA moga wptywaé na przezy-
walno$¢ komorek nowotworowych. Dostosowanie poprzez mieszanki aminokwaséw stosunkéw EAA
i NEAA moze stanowi¢ strategie przeciwnowotworowa, ktéra moze w sposob selektywny prowadzi¢ do
Smierci komorek nowotworowych. Z kolei podawanie EAA z chemioterapeutykiem doksorubicyng, lub
bez niej, wptyneto na zwiekszenie $miertelnosci kilku linii komérek nowotworowych: HCT 116, MCF7
i M14 (czerniak) (Corsetti, G. et al., Protect and Counter-attack: Nutritional Supplementation with Es-
sential Amino acid Ratios Reduces Doxorubicin-induced Cardiotoxicity in vivo and promote Cancer Cell
Death in vitro. J. Cytol. Histol. 2015, 6, 354). EAA spowodowaty wzrost stezenia markeréw apoptotycz-
nych, odszczepionej Kaspazy-3 i Bax. ,Pozytywna nieréwnowaga” miedzy EAA a NEAA moze zmieniac
Srodowisko komadrek nowotworowych i wyzwala¢ kaskade sygnatowg indukujgcg zdarzenia, ktére nie
sg zgodne z przezywalnoscig i proliferacjg komdrek nowotworowych.

Ca posiada wiasciwo$ci przeciw nowotworowi jelita grubego, w tym stymuluje réznicowanie, ogra-
nicza proliferacje i indukuje apoptoze (Zhang, X.; Giovannucci, E. Calcium, vitamin D and colorectal
cancer chemoprevention. Best Pract. Res. Clin. Gastroenterol. 2011, 25, 485-494). Co wiecej, Ca wy-
kazat dziatanie ochronne na niektérych etapach sekwenciji gruczolak-rak (Kesse, E. et al., Dietary cal-
cium, phosphorus, vitamin D, dairy products and the risk of colorectal adenoma and cancer among
French women of the E3N-EPIC prospective study. Int. J. Cancer 2005, 117, 137-144).

Cu indukowata cytotoksyczno$¢ w ludzkich komérkach nowotworu jelita grubego HT-29, co byto zwig-
zane z indukcjg apoptozy, zwiekszeniem stresu oksydacyjnego, ze zmianami w (3-oksydaciji w mitochon-
driach i konfiguracji metabolizmu lipidéw i energii (Xiao, Y. et al., Metabolomics analysis reveals heavy metal
copper-induced cytotoxicity in HT-29 human colon cancer cells. RSC Adv. 2016, 6, 78445-78456). Co wie-
cej, Cu wykazata dziatanie wewnatrzkomorkowe, toksykologiczne na komoérki Caco-2, a efekt ten wydawat
sie bardziej widoczny w komérkach postkonfluentnych niz w prekonfluentnych (Z4dl, B. et al., Pharmacolo-
gical levels of copper exert toxic effects in Caco-2 cells. Biol. Trace Elem. Res. 2003, 96, 143-152). Z kolei
szczury, ktérym podawano niskie stezenie Cu w diecie miaty wieksze indukowane zmiany przednowotwo-
rowe nowotworu jelita grubego niz zwierzeta, ktére otrzymywaty odpowiednie stezenie Cu w diecie (Davis,
C.D.; Feng, Y. Dietary copper, manganese and iron affect the formation of aberrant crypts in colon of rats
administered 3, 20-dimethyl-4-aminobiphenyl. J. Nutr. 1999, 129, 1060-1067).

Czestos¢ wystepowania nowotwordw przetyku indukowanych przez N-metylo-N-benzylonitroza-
ming i ich rozwdj byty istotnie mniejsze u szczuréw na diecie o wysokiej koncentracji Mo w poréwnaniu
do szczuréw na diecie o niskiej koncentracji tego pierwiastka (Komada, H. et al., Effect of dietary molyb-
denum on esophageal carcinogenesis in rats induced by N-methyl-N-benzylnitrosamine. Cancer Res.
1990, 50, 2418-2422). Wyniki wskazujg, ze oksydaza ksantynowa odgrywa istotng role w hamowaniu
procesu kancerogenezy w przetyku przez Mo.
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Tréjwartosciowy Cr korzystnie wptywat na zapalenie jelita grubego u myszy, poprzez promowanie
aktywnosci przeciwutleniajgcej, hamowanie ROS i stanu zapalnego (Odukanmi, O.A. et al., Trivalent
Chromium Promotes Healing of Experimental Colitis in Mice by Suppression of Inflammation and Oxi-
dative Stress. J. Biosci. Med. 2017, 5, 108-126).

Najczesciej hodowanymi podgatunkami slimakéw sg H. aspersa maxima i H. aspersa
aspersa. Ich jaja réwniez sg przeznaczone do celéw spozywczych (Szkucik, K. et al., Slimaki ja-
dalne—uzytkowo$¢, warto$é odzywcza i bezpieczenstwo dla zdrowia konsumenta. Zycie Wet 2011,
86, 631-635). Do tej pory informacje dotyczgce sktadu chemicznego i wartosci odzywczej jadalnych
czesci powyzszych slimakéw sg ograniczone. Jaja H. aspersa maxima zawierajg duzg ilos¢ wody
i biatka oraz cechujg sie niskg zawartoscig ttuszczu i cholesterolu (Gorka, A. et al., Nutrient Content
and Antioxidant Properties of Eggs of the Land Snail Helix aspersa maxima. J Nutr Food Sci 2017,
7, 3). Jaja nie zawierajg glukozy, charakteryzujg sie wystepowaniem Ca, Cu i Fe oraz posiadajg
potencjat przeciwutleniajgcy.

Produkt pochodzacy z jaj H. aspersa aspersa ma wiasciwosci regeneracyjne i chroni przed czyn-
nikami starzenia, co czyni go potencjalnym srodkiem terapeutycznym w leczeniu lub zapobieganiu sta-
rzeniu sie skory (Juhasz, M.L. et al., The use of natural ingredients in innovative Korean cosmeceuticals.
J Cosmet Dermatol 2018, 17, 305-312; Espada, J. et al. Cryptomphalus aspersa mollusc eggs extract
promotes migration and prevents cutaneous ageing in keratinocytes and dermal fibroblasts in vitro. Int
J Cosmet Sci 2015, 37, 41-55).

W ostatnich latach przeprowadzono badania proteomiczne jaj wybranych gatunkow slimakéw (Ip,
J.C. et al., Understanding the transition from water to land: insights from multi-omic analyses of the
perivitelline fluid of apple snail eggs. J Proteomics 2019, 194, 79-88; Heras, H. et al., Apple snail perivi-
tellins, multifunctional egg proteins. Biology and management of invasive apple snails 2017).

Za pomocg analizy proteomicznej zidentyfikowano biatka ptynu periwitelinowego jaj stodkowod-
nego slimaka Pomacea maculata (Mu, H.; Sun, J.; Heras, H.; Chu, K.H.; Qiu, J. W. An integrated pro-
teomic and transcriptomic analysis of perivitelline fluid proteins in a freshwater gastropod laying aerial
eggs. J Proteomics 2017, 155, 22—-30). Biatka sklasyfikowano w nastepujgcych grupach funkcjonalnych:
gtéwne wielofunkcyjne podjednostki periwitelinowe, odpowiedz immunologiczna, metabolizm energe-
tyczny, degradacja biatek, utlenianie-redukcja, sygnalizacja i wigzanie, transkrypcja i translacja, i inne.
Zidentyfikowano biatka gruczotu biatkowego (ang. albumen gland) inwazyjnego $limaka stodkowodnego
Pomacea canaliculata i sklasyfikowano je w pieciu grupach funkcjonalnych: metabolizm, przetwarzanie
informacji genetycznej, przetwarzanie informacji srodowiskowej, procesy komérkowe i uktady organi-
zmu (Xiong, Y.M. et al., Analysis of aloumen gland proteins suggests survival strategies of developing
embryos of Pomacea canaliculata. Molluscan Res. 2018, 38, 99-104). Analizy wykazaty obecno$¢ bia-
tek zwigzanych z odpornoscig wrodzong i obrong przed drapieznikami. Biatka ptynu periwitelinowego
P. canaliculata zidentyfikowano wczesniej (Sun, J. et al., First proteome of the egg perivitelline fluid of
a freshwater gastropod with aerial oviposition. J. Proteome Res. 2012, 11, 4240-4248). Funkcje wiek-
szosci tych biatek byly nieznane, zwigzane z przetwarzaniem informacji Srodowiskowej, wrodzong od-
pornoécig i metabolizmem. Zidentyfikowano biatka ptynu periwitelinowego jaj stodkowodnego slimaka
Pomacea diffusa (Ip, J.C. et al., Egg perivitelline fluid proteome of a freshwater snail (Caenogastropoda):
insight into the transition from aquatic to terrestrial egg deposition. Rapid Commun Mass Spectrom.
2019, doi: 10.1002/rcm.8605). Sklasyfikowano je jako podjednostki PV1-like, biatka odpowiadajgce za
reakcje immunologiczng, degradacje biatka, sygnalizacje i wigzanie, transkrypcje i translacje, metabo-
lizm, utlenianie-redukcje i o nieznanej funkc;ji.

Ze stanu techniki wiadomo, ze dwie frakcje chromatograficzne Sluzu slimaka Achatina fulica
zmniejszyly zywotnos¢ komérek gruczolakoraka gruczotu sutkowego (MCF7) i komérek nabtonkowych
(Vero) (Teerasak, E. et al. Prediction of anticancer peptides against MCF-7 breast cancer cells from the
peptidomes of Achatina fulica mucus fractions. Comput. Struct. Biotechnol. J. 2016, 14, 49-57). We
frakcjach zidentyfikowano 16 domniemanych kationowych i amfipatycznych peptydéw przeciwnowotwo-
rowych. Wiekszosé tych peptydow (9) miata mase czgsteczkowg mniejszg niz 3 kDa, 3 peptydy —
3-10 kDa, 2 z nich — 10-50 kDa, a 2 miaty mase czgsteczkowg wiekszg niz 50 kDa. Peptydy przeciw-
nowotworowe sktadaty sie z 5—25 aminokwasow.

Ekstrakty z tkanek H. aspersa aspersa wykazujg dziatanie przeciwnowotworowe wobec komérek
raka piersi (Hs578T) (El Ouar et al., Effect of Helix aspersa extract on TNFa, NF-kB and some tumor
suppressor genes in breast cancer cell line Hs578T. Pharmacogn. Mag. 2017, 13, 281-285).
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Z kolei sluz Actinia equina wykazat cytotoksyczne dziatanie na komorki ludzkiej przewlektej bia-
taczki szpikowej (K592) (Stabili, L. et al., The mucus of Actinia equina (Anthozoa, Cnidaria): An une-
xplored resource for potential applicative purposes. Mar. Drugs 2015, 13, 5276-5296).

Hemocyjany, metaloproteiny hemolimfy przenoszgce tlen i ich izoformy ze $limaka ladowego
H. lucorum i $limaka morskiego Rapana venosa wykazaty dziatanie przeciwnowotworowe na ludzkie
komorki raka pecherza moczowego T-24 (Dolashka, P. et al., Bioactive compounds isolated from gar-
den snails. J. BioSci. Biotechnol. 2015, SE, 147-155).

Hemocyjany pochodzace z H. aspersa aspersa i H. lucorum oraz strukturalna podjednostka he-
mocyjaniny H. aspersa aspersa zmniejszyty zywotno$¢ komoérek raka pecherza moczowego (T-24
i CAL-29) (Antonova, O. et al., In vitro antiproliferative effect of Helix aspersa hemocyanin on multiple
malignant cell lines. Z. Naturforsch. C 2014, 69, 325-334).

Ponadto hemocyjaniny wyizolowane z H. aspersa aspersa zmniejszyty zywotnosé komorek raka
jajnika (FraWi), komérek raka prostaty (DU-145), komorek ostrej biataczki monocytowej (THP-1), ko-
morek chtoniaka Burkitta (Daudi) i komoérek glejaka (LN-18). Hemocyjany wyizolowane ze slimaka la-
dowego H. pomatia i slimaka morskiego Rapana thomasiana wykazaty silne dziatanie przeciwnowotwo-
rowe i antyproliferacyjne w mysim modelu raka jelita grubego (Gesheva, V. et al., Anti-cancer properties
of gastropodan hemocyanins in murine model of colon carcinoma. BMC Immunol. 2014, 15, 34).

Immunizacja hemocyjaninami przedtuzyta przezycie, zwiekszyta przeciwnowotworowg odpo-
wiedz humoralng oraz spowolnita wzrost guza i przerzuty do ptuc. Lektyny ze slimakéw zostaty zasto-
sowane jako markery dla tkanek przerzutowych w raku jelita grubego i piersi (Walker, R.A. Helix pomatia
and prognosis of breast cancer. Br. J. Cancer 1993, 68, 453-454; Lescar, J. et al., Structural basis for
recognition of breast and colon cancer epitopes Tn antigen and Forssman disaccharide by Helix pomatia
lectin. Glycobiology 2007, 17, 1077-1083).

Matusiewicz, M. et al. (In Vitro Influence of Extracts from Snail Helix aspersa Miiller on the Colon
Cancer Cell Line Caco-2. Int. J. Mol. Sci. 2018, 19, 1064) ujawnia zmniejszenie zywotnosci komorek
nowotworu jelita grubego linii Caco-2 po zastosowaniu wodnego ekstraktu ze sluzu i tkanek nég slima-
kéw H. aspersa aspersa.

Zapewnienie efektywnej terapii nowotworu jelita grubego pozostaje nadal problemem nie rozwia-
zanym w stanie techniki. Celem wynalazku jest dostarczenie alternatywnego rozwigzania dla terapii
jednoskfadnikowych i kombinowanych.

Nieoczekiwanie okazato sie, ze preparat z liofilizowanych jaj slimakéw H. aspersa maxima
i wodny ekstrakt z tego preparatu mogg by¢ waznym zrédtem naturalnych zwigzkéw wykazujacych dzia-
tanie przeciwko nowotworowi jelita grubego. Badania przedstawione ponizej, dotyczgce mechanizmow
przeciwnowotworowego dziatania bioaktywnych skfadnikéw zawartych w wodnym ekstrakcie z prepa-
ratu wskazujg na potencjat preparatu i ekstraktu do zastosowania jako elementu terapii kombinowanej
nowotworu jelita grubego.

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania preparatu z liofilizowanych jaj slimaka Helix
aspersa maxima, zgodnie z ktérym dwudniowe oczyszczone jaja Slimaka Helix aspersa maxima homo-
genizuje sie, po czym zamraza sie w temperaturze -80°C a nastepnie liofilizuje w ciemnosci w liofiliza-
torze i mieli na drobny proszek.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest sposdb otrzymywania wodnego ekstraktu z preparatu
z liofilizowanych jaj slimaka Helix aspersa maxima otrzymanego sposobem jak okreslono powyzej, obej-
mujacy nastepujgce etapy:

(a) preparat z liofilizowanych jaj slimaka Helix aspersa maxima homogenizuje sie w wodzie de-

jonizowanej przy uzyciu worteksu,

(b) homogenat pozostawia sie na 30 min w temperaturze 4°C,

(c) homogenat wiruje sie przy obrotach 1600 x g, przez 10 min. w 4°C,

(d) po czym powstaty supernatant filtruje sie, korzystnie na filtrze strzykawkowym z membrang

z polifluorku winylidenu o $rednicy poréw 0,22 um pod komorg laminarna,

(e) nastepnie supernatant rozciencza sie sterylng wodg dejonizowang do odpowiedniego steze-

nia, korzystnie 2,5-25 mg/ml.

Innym przedmiotem wynalazku jest preparat z liofilizowanych jaj slimaka Helix aspersa maxima
otrzymany sposobem jak okreslono powyzej lub jego wodny ekstrakt otrzymany sposobem jak okre-
Slono powyzej do zastosowania w leczeniu nowotworu jelita grubego.

Korzystnie, dzienna porcja preparatu z liofilizowanych jaj wynosi 5-6 g.
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Przyktady

Przyktad 1

Materiat zwierzecy i przygotowanie preparatu z liofilizowanych jaj

Dwudniowe jaja (0,5 kg) Helix aspersa maxima pochodzity z komercyjnej hodowli (Grudzigdz,
Polska). Jaja (oczyszczone) zhomogenizowano, zamrozono (-80°C), zliofilizowano (ciemnosé, liofiliza-
tor Lyovac GT 2, SRK Systemtechnik GmbH, Riedstadt, Niemcy), zmielono na drobny proszek i prze-
chowywano (-80°C).

Przygotowanie wodnych ekstraktow z preparatu z liofilizowanych jaj

W celu przygotowania wodnych ekstraktow z preparatu z liofilizowanych jaj, preparat homogeni-
zowano w wodzie dejonizowanej (stezenie 25 mg/ml) przy uzyciu worteksu, pozostawiano na 30 min.
(4°C) i wirowano (1600 x g, 10 min., 4°C). Supernatant filtrowano z uzyciem filtru strzykawkowego
z membrang z polifluorku winylidenu (ang. polyvinylidene fluoride, PVDF) o $rednicy poréw 0,22 um
(EuroClone, Pero, Wtochy), pod komorg laminarng (TopSafe™ 1.2, class Il, BIOAIR, Pavia, Wiochy).
Wodny ekstrakt z preparatu z liofilizowanych jaj o stezeniu 2,5 mg/ml otrzymywano poprzez dziesiecio-
krotne rozcienczenie sterylng wodg dejonizowang powyzszego ekstraktu o stezeniu 25 mg/ml.

Przyktad 2

Hodowla komoérek Caco-2

Linie komoérkowa ludzkiego gruczolakoraka jelita grubego (ang. human epithelial colorectal ade-
nocarcinoma, Caco-2) (ECCC, 55 pasaz, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) hodowano na polistyre-
nowych plytkach przeznaczonych do hodowli komodrek adherentnych ((do testu zywotnosci i testu inte-
gralnosci btony komdrkowej opartego na oznaczeniu aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (ang.
lactate dehydrogenase, LDH) — w 96-dotkowych ptytkach, przy poczatkowej gestosci 1 x 10* komo-
rek/100 pl, do testu okreslajgcego liczbe zywych komérek z wykorzystaniem biekitu trypanu —
w 12-dotkowych ptytkach, przy poczatkowej gestosci 5,94 x 104 komoérek/594 ul, a do testu rodzajow
$mierci komoérki — w 6-dotkowych ptytkach, przy poczatkowej gestosci 0,75 x 105 komérek/1,5 ml))
w pozywce MEM (ang. Minimum Essential Medium) zawierajgcej 2 mM L-glutaming, 10% ptodowej
surowicy bydlecej (ang. fetal bovine serum, FBS), 1% aminokwaséw endogennych (ang. non-essential
amino acids, NEAA) i 1% antybiotyku-antymykotyku (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
(Matusiewicz, M. et al., Effect of Juice and Extracts from Saposhnikovia divaricate Root on the Colon
Cancer Cells Caco-2. Int. J. Mol. Sci. 2019, 20, 4526). Komérki umieszczono w inkubatorze CO2 (INCO
108 med, Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Niemcy) w temperaturze 37°C (5% CO2, 95% wilgot-
nosci wzglednej). Po inkubacji przez 24 h i osiggnieciu okoto 70% konfluencji, komérki gtodzono przez
noc w pozywce MEM z 1% FBS i 1% antybiotyku-antymykotyku.

Przyktad 3

Wplyw wodnego ekstraktu z preparatu z liofilizowanych jaj na zywotnosé komérek

Do komérek dodano 90 ul swiezej pozywki MEM zawierajacej 1% FBS i 1% antybiotyku-antymy-
kotyku i 10 ul wodnego ekstraktu z preparatu z liofilizowanych jaj, o stezeniach 25 i 2,5 mg/ml. Do
komarek kontrolnych wprowadzono te samg objetosc¢ sterylnej wody dejonizowanej. Uwzgledniono réw-
niez dodatkowe kontrole. Po inkubacji przez 24 h i 72 h, przeprowadzono test MTT ((bromek 3-(4,5-
-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy, ang. methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide)) zgod-
nie ze zmodyfikowang procedurg Tada, H. et al. (An improved colorimetric assay for interleukin 2. J.
Immunol. Methods 1986, 93, 157-165). Zbty roztwor MTT jest przeksztatcany przez dehydrogenazy
mitochondrialne zywych komérek do ciemnoniebieskiego, nierozpuszczalnego w wodzie formazanu
MTT. W skrécie, 15 ul odczynnika MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) w buforze PBS (sél fizjo-
logiczna buforowana fosforanem, ang. phosphate-buffered saline) o stezeniu 5 mg/ml wprowadzono do
komoérek i ptytki inkubowano (37°C, 4 h). Nastepnie wprowadzono 100 ul buforu lizujgcego (10% sol
sodowa siarczanu dodecylu w 0,01 M HCI), ptytki inkubowano (37°C, przez noc) i dokonano odczytu
absorbancji przy dtugosci fali 570 nm, wykorzystujac czytnik mikroptytek (Infinite M200, Tecan, Manne-
dorf, Szwaijcaria). Analize przeprowadzono w szesciu powtdrzeniach (n = 6).

Wplyw wodnego ekstraktu z preparatu z liofilizowanych jaj na liczbe zywych komérek
z wykorzystaniem btekitu trypanu

Test wykluczenia barwnika — btekitu trypanu opiera sie na zasadzie, ze zywe komérki posiadajg
nienaruszong btone komérkowa, ktéra wyklucza barwnik, w przeciwienstwie do martwych komoérek
((Strober, W. (2015). Trypan blue exclusion test of cell viability. Current protocols in immunology, 111(1),
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A3-B)). Do komérek dodano 535 pl swiezej pozywki i 59 ul wodnego ekstraktu z preparatu z liofilizowa-
nych jaj, o stezeniu 25 mg/ml. Do komoérek kontrolnych wprowadzono te sama objetosc¢ sterylnej wody
dejonizowanej. Plytki inkubowano przez 24 h. Komorki zebrano, przeptukano buforem PBS i zawie-
szono w tym buforze (100 ul), nastepnie zawiesine komoérek zmieszano z barwnikiem w stosunku 1:1.
Po uptywie 5 min. zawiesine naniesiono na komore Birkera i obliczono liczbe zywych komérek (z jasng
cytoplazma) i martwych komoérek (z niebieskg cytoplazmg), z wykorzystaniem mikroskopu $wietinego
odwrdconego, n = 5.

Wplyw wodnego ekstraktu z preparatu z liofilizowanych jaj na integralnos¢ btony komor-
kowej opartego na oznaczeniu aktywnosci LDH

Uszkodzenie btony komoérkowej powoduje uwolnienie do pozywki enzymu cytozolowego, dehy-
drogenazy mleczanowej (LDH). LDH jest katalizatorem konwersji mleczanu do pirogronianu, poprzez
redukcje NAD+ do NADH. Nastepnie, diaforaza wykorzystuje NADH do redukcji INT (soli terazoliowej)
do czerwonego formazanu, ktérego zawartos$¢ rejestruje sie przy dtugosci fali 490 nm. Test LDH prze-
prowadzono zgodnie z zaleceniami producenta zestawu komercyjnego (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Do komoérek dodano 100 ul Swiezej pozywki i 10 ul wodnego ekstraktu z preparatu
z liofilizowanych jaj, o stezeniach 25 i 2,5 mg/ml. Do komérek kontrolnych wprowadzono te samg obje-
tosc¢ sterylnej wody dejonizowanej. Uwzgledniono rézne dodatkowe kontrole. Po inkubaciji przez 24 h
okreslono aktywnos¢ LDH w pozywce i wyrazono jg jako % maksymalnej aktywnosci LDH (w pozywce
po lizie komorek), n = 6.

Wplyw wodnego ekstraktu z preparatu z liofilizowanych jaj na rodzaje Smierci komérki

Do komoérek dodano 1,5 ml swiezej pozywki i 150 ul wodnego ekstraktu z preparatu z liofilizowa-
nych jaj, o stezeniu 25 mg/ml. Do komérek kontrolnych wprowadzono te samg objetos¢ sterylnej wody
dejonizowanej. Po inkubaciji przez 24 h okreslono rodzaje smierci komorki, zgodnie z instrukcjg produ-
centa zestawu komercyjnego do cytometrii przeptywowej, wykorzystujgcego Alexa Fluor® 488 Aneksyne
V i jodek propidyny (ang. propidium iodide, PI) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). PI jest
barwnikiem fluorescencyjnym, ktory barwi martwe komorki wigzac sie z kwasami nukleinowymi, a Anek-
syna V sprzezona z fluoroforem Alexa Fluor® 488 wigze sie z fosfatydyloseryng eksponowang na ze-
wnetrznej powierzchni btony komorkowej komérek apoptotycznych. Zywe komorki nie sg wybarwione,
komorki Aneksyna V-dodatnie sg uwazane za wczesnoapoptotyczne, komoérki PlI/Aneksyna V-dodatnie
jako poznoapoptotyczne, a komorki Pl-dodatnie jako nekrotyczne. Komorki analizowano za pomocg
cytometru przeptywowego BDFACSCalibur™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Zarejestro-
wano dziesiec¢ tysiecy komorek na probke, n = 6.

Traktowanie wodnym ekstraktem z preparatu z liofilizowanych jaj slimakéw H. aspersa maxima
o stezeniu 25 mg/ml i 2,5 mg/ml przez 24 h skutkuje statystycznie istotnym zmniejszeniem zywotnosci
komoérek nowotworowych jelita grubego Caco-2 w poréwnaniu do komérek kontrolnych, traktowanych
wodg dejonizowang (Tabela 1). Po tym czasie traktowania obserwuje si¢ brak tego efektu dla wodnego
ekstraktu z liofilizowanego sluzu slimakéw H. aspersa aspersa (2,5 mg/ml) i efekt nieistotny statystycz-
nie dla wodnego ekstraktu z liofilizowanych tkanek nég tych slimakow (2,5 mg/ml). Efekt ten utrzymuje
sie przez 72 h w przypadku wodnego ekstraktu z preparatu z liofilizowanych jaj slimakéw H. aspersa
maxima o stezeniu 25 mg/ml. Ponadto, traktowanie wodnym ekstraktem z preparatu z liofilizowanych
jaj slimakéw H. aspersa maxima o stezeniu 25 mg/ml przez 24 h skutkuje statystycznie istotnym zmniej-
szeniem liczby zywych komérek Caco-2 w stosunku do komérek kontrolnych.

Traktowanie wodnym ekstraktem z preparatu z liofilizowanych jaj slimakéw H. aspersa maxima
o stezeniu 25 mg/mli 2,5 mg/ml przez 24 h statystycznie istotnie wptywa na zwiekszenie stopnia uszko-
dzenia bton komérek Caco-2, aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (ang. lactate dehydrogenase,
LDH) uwolnionej z komorek, w porownaniu do komarek kontrolnych.

Traktowanie komorek Caco-2 wodnym ekstraktem z preparatu z liofilizowanych jaj slimakow
H. aspersa maxima o stezeniu 25 mg/ml przez 24 h wptywa na indukcje apoptozy i ograniczenie nekrozy
— istotne zwiekszenie liczby komdrek wczesnoapoptycznych i zmniejszenie liczby komoérek nekrotycz-
nych w poréwnaniu do kontroli.
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Tabela 1. Wskazniki komérek Caco-2 po ich traktowaniu przez 24 h lub 72 h wodnym ekstraktem z preparatu
z liofilizowanych jaj Helix aspersa maxima, o dwdch stezeniach. W dwdch ostatnich kolumnach uwzgledniono
wartosci zywotnosci komoérek traktowanych wodnym ekstraktem z liofilizowanego $luzu i tkanek nég H. aspersa
aspersa (Matusiewicz, M. et al., In Vitro Influence of Extracts from Snail Helix aspersa Muller on the Colon Cancer
Cell Line Caco-2. Int. J. Mol. Sci. 2018, 19, 1064). Komorki kontrolne traktowano wodg dejonizowang?.

Ekstrakt ze Ekstrakt z
Ekstrak Ek <
Wskaznik (%) Kontrola strakt strakt sluzu 2,5 tkanek nog 2.5
25 mg/ml 2,5 mg/ml
mg/ml mg/ml
Metody kolorymetryczne
. 66,87 1+ 5,95 61,71 + 4,07 114,03 + 88,53 £ 5,13
Zywotno$é komorek po 24 h 100,00 + 1,54 o S os e
. + + ek
Zywotnosé komérek po 72 h 100002345 7070 919;185 N BB LB TA34x 28
Liczba zywych komérek po24 h 100,00 + 8,72 61’00,: 24 . i ’
5,59 + 9,48 5,68 + 5,58 - -
Aktywnosé LDH po 24 h 2082513  O9E9AE 456815
Metoda cytomelryczna
Liczba komorek zywych po24 h 84,89 + 0,98 87,05+ 0,78 - - -
Liczba komorek 2,90+ 0,06 - -
wczesnoapoptotycznych 2,56+ 0,07 "
po24h
 Licrba komobrek 10,56 + 1,01 8,89 + 0,69 ; . -
poznoapoptotycznych po 24 h
Liczba komdrek nekrotycznych po 199 0,50 1,16 £ 0,38 ) - -

24h

Wyniki wyrazono jako srednig + btgd standardowy sredniej. Efekt istotny statystycznie: *reprezentuje wartosci, ktére réznig sie
od kontroli przy p < 0,05, **reprezentuje wartosci, ktére réznig sie od kontroli przy p < 0,01, ***reprezentuje wartosci, ktére réznig
sie od kontroli przy p < 0,001. n =5 (liczba zywych komoérek po 24 h), n = 6 (pozostate wskazniki). LDH — dehydrogenaza mlecz-
nowa.

Przyktad 4

Sita redukujaca jony zelaza

Site redukujgcg jony zelaza w ekstrakcie z preparatu z liofilizowanych jaj okreslono zgodnie ze
zmodyfikowang kolorymetryczng metodg Oyaizu, M. (Studies on products of browning reactions: An-
tioxidative activities of products of browning reaction prepared from glucosamine. Jpn. J. Nutr. 1986, 44,
307-315). Metoda jest oparta na redukcji Fe3* bedgcych w nadmiarze stechiometrycznym w poréwnaniu
do przeciwutleniaczy, dzieki dostarczaniu elektronéw przez te zwigzki. Ekstrakt z preparatu z liofilizo-
wanych jaj pozyskano poprzez ich homogenizacje w wodzie dejonizowanej, pozostawienie na 30 min.
(4°C) i wirowanie (1600 x g, 10 min., 4°C). Krzywg standardowg przygotowano przy uzyciu kwasu
(x)-6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochromano-2-karboksylowego (ang. ((z)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramet-
hylchromane-2-carboxylic acid, TROLOX), n = 3.

Zdolnos¢ wymiatania ABTS:* (kationorodnik kwasu 2,2’-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sul-
fonowego)

Zdolnos¢ wymiatania ABTS-* w ekstrakcie z preparatu z liofilizowanych jaj, przygotowanym jak
powyzej, oznaczono zgodnie ze zmodyfikowang procedurg Sun, Y et al. (Antioxidant properties of cu-
stard pudding dessert containing rare hexose, D-psicose. Food Control 2007, 18, 220-227). Metoda
polega na dodaniu przeciwutleniaczy do roztworu ABTS-*, a pozostaly niezredukowany ABTS-* jest
oznaczany kolorymetrycznie. Krzywg standardowg skonstruowano przy uzyciu TROLOX, n = 3.

Zdolnos¢ wymiatania DPPH- (rodnik 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu)

Aby okresli¢ zdolnos¢ wymiatania DPPH- w ekstrakcie z preparatu z liofilizowanych jaj, jak powy-
zej, zastosowano zmodyfikowang kolorymetryczng procedure Li, Y et al. (Formation of aldehyde and
ketone compounds during production and storage of milk powder. Molecules 2012, 17, 9900-9911).
W metodzie tej przeciwutleniacze dostarczajg wodor lub elektron do niesparowanego elektronu DPPH-
i obserwuje sie zmniejszenie absorbancji, proporcjonalnie do zwiekszenia ilosci nierodnikowej formy
DPPH. Krzywg standardowg sporzgdzono przy uzyciu TROLOX, n = 3.
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Zawartos¢ fenoli

Zawartos$c¢ fenoli w ekstrakcie z preparatu z liofilizowanych jaj, jak powyzej, oznaczono koloryme-
tryczng metodg Folina-Ciocalteu, polegajgcg na pomiarze absorbancji kompleksu powstatego na skutek
redukcji soli heteropolikwaséw fosforomolibdenowego i fosforowolframowego (Singleton, V.L. et al.,
Analysis of total phenols and other oxidation substrates and antioxidants by means of folin-ciocalteu
reagent. Methods Enzymol. 1999, 299, 152—-178). Podczas reakcji jony Mo (VI) sa redukowane do Mo
(V). Krzywa standardowg przygotowano przy uzyciu kwercetyny, n = 3.

Oznaczanie GSH

GSH (glutation), tiolowy tripeptyd, stanowi blisko 97% niebiatkowych zwigzkéw tiolowych w ko-
morkach. Poprzez oznaczenie koncentracji niebiatkowych grup — SH w odbiatczonym ekstrakcie z pre-
paratu z liofilizowanych jaj slimakéw, GSH zostat oznaczony ilosciowo. Do oznaczenia niebiatkowych
grup -SH uzyto kolorymetryczng metode Ellmana, w ktérej kwas 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoesowy) jest
redukowany przez zwigzki tiolowe z powstaniem kwasu 2-nitro-5-merkaptobenzoesowego (Ellman, G.L.
Tissue sulfhydryl groups. Arch. Biochem. Biophys. 1959, 82, 70-77). Krzywg standardowg przygoto-
wano przy wykorzystaniu GSH, n = 6.

Poziom TBARS

Poziom TBARS w ekstrakcie z preparatu z liofilizowanych jaj slimakéw oznaczono wedtug proce-
dury kolorymetrycznej (Uchiyama, M.; Mihara, M. Determination of malonaldehyde precursor in tissues
by thiobarbituric acid test. Anal. Biochem. 1978, 86, 271-278). TBARS wyrazono jako rownowazniki
dialdehydu malonowego, a jako standard zastosowano jego prekursor — 1,1,3,3-tetraetoksypropan,
n = 6.

Preparat z liofilizowanych jaj cechuje sie aktywnoscig przeciwutleniajgcg — sitg redukujacyg
jony zelaza, zdolnoscig wymiatania ABTS-* ((kationorodnik kwasu 2,2’-azyno-bis(3-etylobenzotia-
zolino-6-sulfonowego)) i DPPH- (rodnik 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu) (Tabela 2). Zawartos¢ fe-
noli w jajach to okoto 0,564%. W jajach wykryto rowniez glutation (GSH) oraz produkty peroksydacji
lipidow — substancje reagujgce z kwasem tiobarbiturowym (ang. thiobarbituric acid reactive sub-
stances, TBARS).

Tabela 2. Koncentracja wskaznikow statusu redoks, fenoli, glutationu (GSH) i substancji reagujgcych z kwasem
tiobarbiturowym (TBARS) w preparacie z liofilizowanych jaj Helix aspersa maximaZ.

Wskaznik Wartos¢
Sita redukujaca jony zelaza (ug TROLOX/mg) 8,47 + 0,64
Zdolnos¢ wymiatania ABTS+ (ug TROLOX/mg) 1,10+0,14
Zdolnos¢ wymiatania DPPH- (ug TROLOX/mg) 2,04+ 0,10
Fenole (pg kwercetyny/mg) 5,64+ 0,20
GSH (ng/mg) 69.65 +1.55
TBARS (ng/mg) 0,543 + 0,026

Wyniki wyrazono jako $rednig * btgd standardowy $redniej, n = 3 (wskazniki statusu redoks, fenole), n = 6 (GSH,
TBARS). ABTS-+ — kationorodnik kwasu 2,2’-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego), DPPH- — rodnik 2,2-
-difenylo-1-pikrylohydrazylu.

Przyktad 5

Zawartos¢ biatka ogélnego

Zawartosc biatka ogdlnego w preparacie z liofilizowanych jaj oznaczono metodg Kjeldahla, zgod-
nie z AOAC International (AOAC International. Official Methods of Analysis of AOAC International, 19th
ed.; AOAC International: Gaithersburg, MD, USA, 2012), n = 2.

Koncentracja weglowodanéw

Koncentracje weglowodanow ogdétem w preparacie z liofilizowanych jaj okreslono przy pomocy
kolorymetrycznej metody wykorzystujgcej fenol i kwas siarkowy (Dubois, M.; Gilles, K.A.; Hamilton, J.K;;
Rebers, P.T.; Smith, F. Colorimetric method for determination of sugars and related substances. Anal.
Chem. 1956, 28, 350-356). Do konstrukcji krzywej standardowej uzyto glukoze, n = 3.
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Tluszcz surowy

Tiluszcz surowy wyekstrahowano z preparatu z liofilizowanych jaj z uzyciem eteru naftowego,
metodg Soxhleta (AOAC International. Official Methods of Analysis of AOAC International, 19th ed.;
AOAC International: Gaithersburg, MD, USA, 2012), n = 2.

Oznaczenie zawartosci witaminy D3

Oznaczenie zawartosci witaminy Dz w preparacie z liofilizowanych jaj poprzedzita cieczowa me-
toda ekstrakcji, z wykorzystaniem ultradzwiekdw. Koncentracje witaminy D3z okre$lono przy pomocy wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg UV-Vis (ang. high-performance liquid chromatogra-
phy coupled with UV-Vis detection, HPLC/UV-Vis), na podstawie krzywej wzorcowej dla standardu.
Analize przeprowadzono z wykorzystaniem systemu HPLC/UV-Vis Altus A-10 (PerkinElmer, Waltham,
MA, USA) oraz kolumny LiChroCART 125-4, C18 (Merck & Co., Inc., Kenilworth, NJ, USA). Oznaczenie
wykonano w prywatnym laboratorium analitycznym, n = 3.

Preparat z liofilizowanych jaj slimakow zawiera gtéwnie biatko ogdine i zawiera 17,24 + 1,19 we-
glowodanéw ogotem (Tabela 3). Ponadto preparat ten nie zawiera ttuszczu surowego (ilos¢ < 0,2%).
Koncentracja witaminy Dz w preparacie to 0,4908 + 0,0060 ug/g.

Tabela 3. Zawartos¢ biatka ogdlnego, weglowodanéw ogotem, ttuszczu surowego i witaminy D3
w preparacie z liofilizowanych jaj Helix aspersa maxima?.

Wskaznik Wartos¢
Biatko ogdlne (%) 29,2+0,0
Weglowodany ogotem (%) 17,24 +1,19
Ttuszcz surowy (%) <0,2
Witamina Ds (ug/g) 0,4908 + 0,0060

Wyniki wyrazono jako $rednig * btgd standardowy $redniej. n = 2 (biatko ogdlne, ttuszcz surowy), n = 3 (weglowodany ogdtem,
witamina Dy).

Przyktad 6

Analiza aminokwaséw

Zawartos¢ wszystkich aminokwasow biatkowych oprdcz tryptofanu (Trp) w preparacie z liofilizo-
wanych jaj okreslono metodg chromatografii jonowymiennej z detekcjg spektrofotometryczng (ang. ion-
exchange chromatography with spectrophotometric detection, IEC-VIS) (Commission Regulation (EC)
No. 152/2009 of 27 January 2009; Annex lll F; European Union: Brussels, Belgium, 2009). Analize
przeprowadzono z wykorzystaniem automatycznego analizatora aminokwaséw AAA 400 i kolumny jo-
nowymiennej (Ingos, Praga, Czechy). Zawarto$¢ Trp w preparacie z liofilizowanych jaj oznaczono me-
todg wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg fluorescencyjng (ang. highperformance liquid
chromatography with fluorescence detection, HPLC-FLD, Agilent 1100 Series, Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) (Commission Regulation (EC) No. 152/2009 of 27 January 2009; Annex lll G;
European Union: Brussels, Belgium, 2009). Wykorzystano kolumne Zorbax® ODS C18, 4,6 mm ID x
250 mm (5 um) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Analize aminokwasow przeprowadzono
w laboratorium akredytowanym przez Polskie Centrum Akredytaciji.

Wskaznik aminokwasu ograniczajgcego AAS (ang. amino acid score, AAS), wskaznik amino-
kwasu ograniczajgcego CS (ang. chemical score, CS) i wskaznik niezbednych aminokwaséw (ang. es-
sential amino acid index, EAAI) obliczono poprzez zastosowanie nastepujgcych wzoréw:

aa

AAS = AA (standardy)
cs = _aa
— AA(ajo)
EAAL — n|100A « 100B y 100C y « 100H
B AS BS CS HS

gdzie aa to ilos¢ aminokwasu w przeliczeniu na badane biatko (%); AA (standardy) to ilo§¢ aminokwasu
w przeliczeniu na biatko referencyjne FAO (Organizacja Narodoéw Zjednoczonych do spraw Wyzywienia
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i Rolnictwa, ang. the Food and Agriculture Organization of the United Nations)/WHO (Swiatowa Orga-
nizacja Zdrowia, ang. the World Health Organization) dla dzieci przedszkolnych w wieku 2-5 lat (%), AA
(jajo) to ilos¢ aminokwasu w przeliczeniu na biatko catego jaja jako biatko referencyjne (%); n oznacza
liczbe aminokwasow; A, B, C,..., H to ilo§¢ aminokwaséw egzogennych (ang. essential amino acids,
EAA) w przeliczeniu na badane biatko (%); AS, BS, CS,..., HS to ilo§¢ aminokwaséw egzogennych
w przeliczeniu na biatko referencyjne (%).

W preparacie z liofilizowanych jaj slimakéw H. aspersa maxima zidentyfikowano osiemnascie
aminokwasoéw, z ktérych osiem to aminokwasy egzogenne dla ludzi — leucyna (Leu), lizyna (Lys), walina
(Val), treonina (Thr), fenyloalanina (Phe), izoleucyna (lle), metionina (Met) i tryptofan (Trp) (Tabela 4).
Wskaznik aminokwasu ograniczajgcego AAS (ang. amino acid score, AAS) dla aminokwasoéw jaj jest
>1,00, a zgodnie z AAS pierwszym aminokwasem ograniczajgcym jest histydyna (His) (Tabela 5). Za-
wartos¢ Phe + Tyr (tyrozyna), Val i lle w preparacie z liofilizowanych jaj jest najwieksza w poréwnaniu
z biatkiem standardowym FAO/WHO. Wskaznik aminokwasu ograniczajgcego CS jest <1,00, dla Leu,
Val, Thr, lle, Met + Cys (cysteina), Trp i His, a zgodnie z CS pierwszym aminokwasem ograniczajgcym
jest Met + Cys. Zawarto$¢ metioniny w preparacie jest niewielka w poréwnaniu do wiekszosci amino-
kwasoéw (Tabela 4). EAAI obliczony z wykorzystaniem wartosci dla biatka wzorcowego FAO/WHO jest
>100, natomiast EAAI obliczony z wykorzystaniem wartosci dla jaja kurzego jako biatka wzorcowego
jest <100 (Tabela 5).

Sposrod aminokwasow endogennych (ang. non-essential amino acids, NEAA) w preparacie jest
najwieksza koncentracja kwasu glutaminowego (Glu), kwasu asparaginowego (Asp) i seryny (Ser)
(Tabela 4).

Preparat cechuje sie wysokg fgczng zawartoscig aminokwaséw aromatycznych (ang. delicious
amino acids, DAA) — Glu, Asp, Ala (alanina) i Gly (glicyna). Koncentracja Gly jest najmniejsza w tej
grupie aminokwasow.

DAA/TAA (aminokwasy catkowite, ang. total amino acids) wynosi 0,32, EAA/TAA — 0,42, nato-
miast EAA/NEAA - 0,83.

Tabela 4. Sktad aminokwasowy preparatu z liofilizowanych jaj Helix aspersa maxima
(mg/g biatka ogolnego)*.

Aminokwasy egzogenne (EAA) *

Leucyna 72,84+ 0,17
Lizyna 71,73+0,39
Fenyloalanina 52,33+ 0,24
Walina 51,25+ 0,36
Treonina 45,57 + 0,06
Izoleucyna 40,84 + 0,33
Metionina 18,79 + 0,40
Tryptofan 14,49 + 0,25
Aminokwasy semiegzogenne (HEAA) *
Arginina 53,80+ 0,28
Histydyna 20,75+ 0,10
Aminokwasy endogenne (NEAA) *
Kwas glutaminowy * 104,54 + 0,63
Kwas asparaginowy * 104,45 = 0,01
Seryna 57,00+ 0,02
Tyrozyna 49,45 + 0,48
Alanina * 40,62 +0,31
Prolina 38,68 + 0,05
Glicyna # 33,26 £ 0,06

Cysteina 14,79 £ 0,07
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Grupy i stosunki aminokwasow
Aminokwasy catkowite (TAA) 885,18 + 0,90
Aminokwasy egzogenne (EAA) 367,84+ 0,03
Aminokwasy semiegzogenne (HEAA) 74,55+ 0,37
Aminokwasy endogenne (NEAA) 442 80 + 0,63
Aminokwasy aromatyczne (DAA) 282,87 + 1,00

EAA/TAA 042
EAA/NEAA 0,83
DAA/TAA 0,32

Wyniki wyrazono jako $rednig * btgd standardowy $redniej; * dla ludzi, # aminokwasy aromatyczne, n = 2.

Tabela 5. Wskaznik aminokwasu ograniczajgcego AAS (AAS), wskaznik aminokwasu ograniczajgcego CS (CS)
i wskaznik niezbednych aminokwaséw (EAAI) preparatu z liofilizowanych jaj Helix aspersa maxima?.

Aminokwasy AAS CS
Leucyna 1,10 0,85
Lizyna 1,24 1,02
Fenyloalanina + tyrozyna 1,62 1,09
Walina 1,46 0,78
Treonina 1,34 0,97
Izoleucyna 1,46 0,76
Metionina + cysteina! 1,34 0,59
Tryptofan 1,32 0,85
Histydyna! 1,09 0,94
EAAI 132,03 85,95

1 — pierwsze aminokwasy ograniczajgce.

Przyktad 7

Analiza skladnikéw mineralnych

Stezenie Ca, P, Na, K, Mg, Cu, Fe, Mn i Zn w preparacie z liofilizowanych jaj slimakéw oznaczono
metodg atomowej spektroskopii emisyjnej z plazmg sprzezong indukcyjnie (ang. inductively coupled
plasma—atomic emission spectroscopy, ICP-AES, iCAP6500, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
(Procedura Analityczna Centrum Analitycznego Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warsza-
wie (Warszawa, Polska); PB 34 wydanie 7 z dnia 08.03.2017 r.; Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiej-
skiego w Warszawie: Warszawa, Polska, 2017). Zawartos¢ Ni, B, Mo, Cr, Co, Se, Vi Sn w preparacie
z liofilizowanych jaj okreslono metodg spektrometrii mas z jonizacjg w plazmie sprzezonej indukcyjnie
(ang. mass spectrometry with ionization in inductively coupled plasma, ICP-MS, Varian 820-MS, Varian,
Inc., Palo Alto, CA, USA) (Procedura Analityczna Centralnego Laboratorium Badawczego Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie (Lublin, Polska); CLA/ESA/5/2014 wersja 2 z dnia 03.03.2014 r.; Uniwersytet
Przyrodniczy w Lublinie: Lublin, Polska, 2014). Poziom S, ClI, Si, | i F w preparacie z liofilizowanych jaj
oznaczono metodg fluorescencji rentgenowskiej z dyspersjg dtugosci fali (ang. wavelength-dispersive
X-ray fluorescence, WDXRF, Axios, PANalytical, AlImelo, the Netherlands) (Procedura Analityczna Cen-
tralnego Laboratorium Badawczego Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie (Lublin, Polska);
CLA/ESA/3/2014 wersja 1 z dnia 03.03.2014 r.; Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie: Lublin, Polska,
2014). Analizy wykonano w laboratoriach akredytowanych przez Polskie Centrum Akredytaciji.

Zawarto$¢ makroelementéw w preparacie jest nastepujgca (szereg malejacy): Ca, P, Na, K, Mg,
S, Cl (Tabela 6). Zawarto$¢ mikroelementéw w preparacie jest nastepujgca (szereg malejacy): Cu, Ni,
Si, Fe, Mn, Cr, Mo, B, Zn, Co, V, Se, |, Sn.
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Tabela 6. Sktadniki mineralne zawarte w preparacie
z liofilizowanych jaj Helix aspersa maxima?.

Makroelementy (mg/g)
Ca 110+1
P 5,005 + 0,070
Na 1,835+0,026
K 1,714+ 0,010
Mg 0,693 + 0,004
S 0,348 + 0,002
Cl 0,2357 +0,0009
Mikroelementy (ug/g)
Cu 355+1,0
Ni 25,87 + 0,62
Si 25,0+0,2
Fe 23,8+0,7
Mn 9,55 +0,32
Cr 7,75+0,17
Mo 7,00 0,05
B 5,91+0,05
Zn 4,32+0,10
Co 0,407 + 0,013
\ 0,118 + 0,002
Se 0,109 + 0,011
I 0,026 + 0,002
Sn 0,020 + 0,000
F <10

Wyniki wyrazono jako srednig * btgd standardowy $redniej, n = 3.

Przykiad 8

Zalecana do spozycia dzienna porcja preparatu z liofilizowanych jaj

Zawarto$c¢ sktadnikédw mineralnych i witaminy Ds przeliczono na zalecang do spozycia dzienng
porcje preparatu z liofilizowanych jaj oraz wyrazono w procentach dziennych referencyjnych warto$ci
spozycia (DRWS) ((Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 9 pazdziernika 2007 r. w sprawie skfadu
oraz oznakowania suplementéw diety (Dz. U. z 2015 r. poz. 2032 oraz z 2017 r. poz. 979 i 2236; Pkt 1
czesci A zatgcznika Xlll do rozporzgdzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) nr 1169/2011 z dnia
25 pazdziernika 2011 r.).

Zalecana do spozycia dzienna porcja preparatu z liofilizowanych jaj H. aspersa maxima wynosi
5-6 g (Tabela 7).

Tabela 7. Zawarto$¢ sktadnikow mineralnych i witaminy D3 w przeliczeniu na zalecang do spozycia dzienng
porcje preparatu z liofilizowanych jaj Helix aspersa maxima oraz w procentach
dziennych referencyjnych wartosci spozycia (DRWS)?.

Dzienna porcja5 g Dzienna porcjab g
Makroelementy Zawartosc Zawartosc Zawartosé Zawartos¢
(mg) (% DRWS) (mg) (% DRWS)

Ca 550 68,8 660 82,5

P 25,025 3,6 30,030 4.3

K 8,570 0,4 10,284 0,5

Mg 3,465 0,9 4,158 1,1

Ccl 1,1785 0,1 1,4142 0,2
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Mikroelementy Zawartosé Zawartos¢ Zawartos¢ Zawartosé
(ug) (% DRWS) (ug) (% DRWS)
Cu 177,5 17,8 213,0 21,3
Fe 119,0 0,9 142,8 1,0
Mn 47,75 2,4 57,30 2,9
Cr 38,75 96,9 46,50 116,3
Mo 35 70,0 42 84,0
Zn 21,60 0,2 25,92 0,3
Se 0,545 1,0 0,654 1,2
I 0,130 0,1 0,156 0,1
) ] Zawartos§¢ Zawartos¢ Zawartosc Zawartos¢
Witaminy o . . 0 . :
(ug) (% DRWS witaminy D) (ug) (% DRWS witaminy D)
Witamina Ds 2,4540 49,1 2,9448 58,9

Analiza statystyczna. Wyniki wyrazono jako $rednia + btagd standardowy sredniej (ang. standard
error of the mean, SEM). Wyniki testéw na komoérkach poddano jednoczynnikowej analizie wariancji
(ang. one-way analysis of variance, ANOVA). Srednie warto$ci dla grup traktowanych wodnym ekstrak-
tem z preparatu z liofilizowanych jaj slimakéw poréwnano z grupg traktowang woda dejonizowang za
pomocg testu post-hoc Dunnetta. W doswiadczeniu Matusiewicz et al. (2018), Srednie wartosci dla grup
traktowanych wodnym ekstraktem z liofilizowanego $luzu i tkanek nég slimakéw poréwnano z grupg
traktowang woda dejonizowang za pomocg testu post-hoc Tukeya. Zastosowano oprogramowanie
Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA), a w przypadku doswiadczenia z wodnym eks-
traktem z liofilizowanego $luzu i tkanek nég — oprogramowanie Statgraphics Centurion (StatPoint Tech-
nologies, Inc., Warrenton, VA, USA). Réznice miedzy $rednimi przy p < 0,05 przyjeto za istotng staty-
stycznie.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb otrzymywania preparatu z liofilizowanych jaj slimaka Helix aspersa maxima, zna-
mienny tym, ze dwudniowe oczyszczone jaja slimaka Helix aspersa maxima homogenizuje
sie, po czym zamraza sie w temperaturze -80°C a nastepnie liofilizuje w ciemnosci w liofiliza-
torze i mieli na drobny proszek.

2. Sposéb otrzymywania wodnego ekstraktu z preparatu z liofilizowanych jaj Slimaka Helix
aspersa maxima otrzymanego sposobem jak okreslono w zastrz. 1, znamienny tym, Ze obej-
muje nastepujgce etapy:

(a) preparat z liofilizowanych jaj Slimaka Helix aspersa maxima homogenizuje sie¢ w wodzie
dejonizowanej przy uzyciu worteksu,

(b) homogenat pozostawia sie na 30 min w temperaturze 4°C,

(c) homogenat wiruje sie przy obrotach 1600 x g, przez 10 min. w 4°C,

(d) po czym powstaty supernatant filtruje sie, korzystnie na filtrze strzykawkowym z membrang
z polifluorku winylidenu o srednicy poréw 0,22 um pod komorg laminarna,

(e) nastepnie supernatant rozciernicza sie sterylng wodg dejonizowang do odpowiedniego ste-
zenia, korzystnie 2,5-25 mg/ml.

3. Preparat z liofilizowanych jaj slimaka Helix aspersa maxima otrzymany sposobem jak okre-
Slono w zastrz. 1 lub jego wodny ekstrakt otrzymany sposobem jak okreslono w zastrz. 2 do
zastosowania w leczeniu nowotworu jelita grubego.

4. Preparat do zastosowania wediug zastrz. 3, znamienny tym, Zze dzienna porcja preparatu
z liofilizowanych jaj wynosi 5-6 g.
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