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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie niskoczasteczkowej frakcji catkowitej z grzyba
Cerrena unicolor w zwalczaniu nicieni z rodzaju Rhabditis sp.

Zarazenia nicieniami stanowig wiekszos$¢ chorob pasozytniczych ludzi, zwierzat i roslin. Stanowig
powazny problem kliniczny ze wzgledu na niespecyficzne objawy i trudnosci w postawieniu prawidtowe;j
diagnozy. Nicienie pasozytujgce u ludzi zarazajg miliony oséb rocznie, szczegdlnie w krajach tropikal-
nych, gdzie panuje niski poziom sanitarno-higieniczny. Choroby pasozytnicze przewodu pokarmowego
sg szczegolnie grozne dla dzieci, u ktérych mogg powodowac ostabienie czy nawet wyniszczenie orga-
nizmu na skutek odwodnienia, niedokrwistosci czy niedroznosci jelit. Obecnie coraz wieksze mozliwosci
podrézowania do krajéow egzotycznych sprawiajg, ze pasozyty sg zawlekane do miejsc, w ktérych nor-
malnie nie wystepuja. Zarazenia pasozytami zwierzat hodowlanych i roslin uprawnych co roku powodujg
ogromne straty ekonomiczne.

Bardzo istotnym problemem jest narastajgca opornosc¢ pasozytéw na istniejgce leki. Wiadomo,
ze zjawiska tego nie mozna zatrzymac, jest ono zgodne z prawami ewolucji i przystosowania sie orga-
nizméw do nowych warunkéw zycia. Istnieje zatem potrzeba poszukiwania nowych zwigzkéw o poten-
cjale lekdéw przeciwpasozytniczych.

W trakcie przeprowadzanych doswiadczen okazato sie, ze frakcja bioaktywna bedgca przedmio-
tem wynalazku, ktérej zrodtem jest grzyb biatej zgnilizny drewna Cerrena unicolor wykazuje aktywnosé
nicieniobodjcza wobec modelu nicienia z rodzaju Rhabditis sp.

Sposéb wytwarzania tej frakcji oraz jej charakterystyka biochemiczna zostaly opisane w pracy:
Matuszewska A, Stefaniuk D, Jaszek M, Piet M, Zajgc A, Matuszewski L, Cios I, Grgz M, Paduch R,
Bancerz R. (2019) Antitumor potential of new low molecular weight antioxidative preparations from the
white rot fungus Cerrena unicolor against human colon cancer cells. Scientific Reports, 9(1) DOI:
10.1038/s41598-018-37947-z.

W publikacji: Jaszek M, Osinska-Jaroszuk M, Janusz G, Matuszewska A, Stefaniuk D, Sulej J,
Polak J, Ruminowicz M, Grzywnowicz K, Jarosz-Wilkolazka A. (2013) New Bioactive Fungal Molecules
with High Antioxidant and Antimicrobial Capacity Isolated from Cerrena unicolor Idiophasic Cultures.
BioMed Research International DOI: 10.1155/2013/497492 opisano i opublikowano wyniki badan doty-
czgce wiasciwosci przeciwnowotworowych substancji pozyskanych z tego gatunku oraz jego wiasciwo-
Sci przeciwutleniajgcych czy przeciwbakteryjnych.

Istotg wynalazku jest frakcja catkowita z grzyba Cerrena unicolor, zawierajgca niskoczgstecz-
kowe metabolity wtérne o masie czgsteczkowej ponizej 10 kDa do zastosowania w zwalczaniu nicieni
rodzaju Rhabditis sp.

Frakcja ta moze znalez¢ w przysztosci zastosowanie do wytwarzania nowych lekow w terapii
choréb pasozytniczych ludzi i zwierzat oraz zwalczaniu nicieni w rolnictwie.

Przyktad 1. Otrzymywanie niskoczgsteczkowej frakcji C z grzyba Cerrena unicolor oraz
hodowla nicieni z rodzaju Rhabditis sp.

Do opisywanych ponizej przyktadéw wykorzystano szczep Cerrena unicolor (nr 139) pochodzgcy
z kolekcji grzybow Zaktadu Biochemii UMCS w Lublinie. Szczep byt przechowywany na pozywce aga-
rowej w temp. 4°C. Do namnazania uzywano podtoza Lindeberg-Holm, pH 5,5. Hodowle fermentorowe
grzyba prowadzono przez okres 14 dni w 28°C w bioreaktorach (BioFlo Ill, New Brunswick Scientific,
Edison, Nowy Jork, USA) zawierajacych 2 litry podtoza Lindeberg-Holm. Po oddzieleniu grzybni, pod-
toza pohodowlane wykorzystywano do otrzymywania niskoczgsteczkowych preparatow metabolitow
wtérnych.

W tym celu ptyn pohodowlany bedgcy wyjsciowym zrodiem grzybowych preparatéw niskocza-
steczkowych w pierwszym etapie poddawano rozdziatowi na membranie ultrafiltracyjnej Millipore TFF.
W rezultacie otrzymano przesacz zawierajgcy gtownie zwigzki o masie ponizej wartosci odciecia mem-
brany ultrafiltracyjnej tj. o masie ponizej 10 kDa o objetosci ok. 5500 ml. W kolejnym etapie frakcje tg
poddawano zatezeniu drogg odwréconej osmozy na membranie TFC-75F (Aquafilter Inc. USA) przy
uzyciu urzgdzenia wtasnej konstrukcji, uzyskujgc zageszczony preparat w objetosci ok. 600 ml. Preparat
ten zamrazano w porcjach po 50 ml w temperaturze -30°C i liofilizowano. Tak otrzymany liofilizat stano-
wit frakcje catkowitg wykorzystang do dalszych badan.

Szczegodtowo sposob wytwarzania tej frakcji oraz jej charakterystyka biochemiczna zostaty opi-
sane w cytowanej wyzej publikacji.
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Przyktad 2

Hodowle i ocene zywotnosci nicieni z rodzaju Rhabditis sp. przeprowadzono wg autorskiej pro-
cedury (nr zgtoszenia patentowego P.421846, Bogucka-Kocka A., Kotodziej P., 2017) w 6-dotkowych
ptytkach przeznaczonych do hodowli in vitro na agarowej pozywce statej przez 5 dni w temperaturze
pokojowej, w celu uzyskania wszystkich form rozwojowych. Nastepnie nicienie wymywano z agarowego
podtoza statego przy pomocy 0,6% NaCl i nanoszono na nowe sterylne ptytki 24-dotkowe w celu pro-
wadzenia hodowli na podtozu ptynnym. Do hodowli na podtozu ptynnym dodawano badany ekstrakt
oraz mebendazol (kontrola dodatnia). Do przygotowanej hodowli na podtozu ptynnym powadzonej
w sterylnych 24-dotkowych ptytkach dodawano niskoczgsteczkowg frakcje catkowitg w nastepujgcych
stezeniach: 0,444 mg/ml; 2,222 mg/ml; 6,666 mg/ml; 11,111 mg/ml; 22,222 mg/ml i pozostawiano na
24 godzinng ekspozycje w temperaturze pokojowej. Prowadzono takze kontrole ujemnga z rozpuszczal-
nikiem — wodg oraz kontrole dodatnig z mebendazolem. Nicienie poddane dziataniu badanej niskocza-
steczkowej frakcji catkowitej obserwowano w mikroskopie optycznymi stereoskopowym i oceniano de-
formacje oraz zaburzenia ich rozwoju. Liczbe osobnikéw zywych i martwych w hodowli ptynnej liczono
w komorach Biirkera.

T abela. Porownanie aktywnosci nicieniobdjczej badanego zwigzku i obecnie stosowanego leku

L.p. | Nazwa ekstraktu Aktywnos$¢ nicieniobojcza
(mg/ml£SD) po 24 godzinnej
ekspozycji
LCso
1. Mebendazol (kontrola
dodatnia) 20,0
2. Niskoczasteczkowa frakcja
: 12,5
catkowita

Aktywnos$¢ nicieniobodjcza przy stosowaniu niskoczgsteczkowej frakcji catkowitej wzrosta niemal
0 potowe w stosunku do aktywnosci obecnie stosowanego leku mebendazolu.

Zastrzezenie patentowe

1. Zastosowanie niskoczgsteczkowej frakcji catkowitej o masie czasteczkowej ponizej 10 kDa
otrzymywanej z grzyba Cerrena unicolor do zwalczania nicieni z rodzaju Rhabditis sp.
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