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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest wysokoczasteczkowa frakcja biatkowo-cukrowa wyizolowana
z ptynu celomatycznego dzdzownicy Dendrobaena veneta o masie czgsteczek powyzej 14 kDa, znaj-
dujgca nowe zastosowanie jako immunostymulator w adiuwantach, lekach czy suplementach diety sto-
sowanych w profilaktyce i leczeniu choréb.

Immunoterapia, majgca na celu sztuczne pobudzenie, wzmocnienie lub ostabienie dziatania me-
chanizmow obronnych organizmu, znajduje zastosowanie zardwno w zapobieganiu rozwojowi licznych
choréb — szczepienia ochronne, jak i w leczeniu przyczynowym, np. w odczulaniu alergii, leczeniu cho-
réb zakaznych, autoimmunologicznych, nowotworéw czy tez po przeszczepach. W zaleznosci od ro-
dzaju terapii stosuje sie preparaty o dziataniu immunostymulacyjnym, jak szczepionki lub suplementy
diety stosowane w stanach obnizonej odpornosci organizmu, czy tez o dziataniu immunosupresyjnym —
powodujgce zahamowanie aktywnosci komérek uktadu odpornosciowego, gtéwnie w przebiegu choréb
autoimmunologicznych i po przeszczepach. Immunoterapia nieswoista pobudza rézne mechanizmy
obronne do lepszego dziatania i podnosi ogding sprawnos$é¢ uktadu odpornosciowego. Przykladowo,
immunoterapia nieswoista nowotworéw, polega na podawaniu lekéw, ktére prowadzg m.in. do uwrazli-
wienia nowotworu na efekt cytotoksyczny komérek ukfadu odpornosciowego lub/i aktywujg komorki
uktadu odpornosciowego. Odpowiedzialnymi za odpowiedz immunologiczng w ludzkim organizmie sg
m.in. makrofagi, produkujgce grupe rozpuszczalnych polipeptydéw — cytokin, takich jak np. interleukina
6 (IL-6) oraz interleukina 1B (IL-1pB), aktywujgcych ukfad odpornosciowy do m.in. produkcji przeciwciat,
do wytwarzania biatek ostrej fazy w watrobie, np. biatka C-reaktywnego uczestniczacego w zabijaniu
drobnoustrojéw, a takze dziatajgcych jako czynniki chemotaktyczne wabigce do obszaru zakazenia lub
miejsca podania antygenu szczepionkowego komorki o zdolnosciach zernych (monocyty/makrofagi,
neutrofile).

W publikacjach, np. Dinesh M.S. et al., Biosci., Biotechnol. Res. Asia, 10 (2) 2013; Augustine D.
et al., Pharmacognosy Res., 9 (5) 2017; Bilej M. et al., Immunol. Lett., 45 (1-2) 1995 ujawniono, ze ptyn
celomatyczny réznych gatunkéw dzdzownic niszczy komorki nowotworowe. Ponadto, w publikaciji Bilej
M. et. al., Int. Immunol., 18 (12) 2006 ujawniono, ze CCF — celomatyczny czynnik cytolityczny obecny
w ptynie celomatycznym dzdzownic z gatunku Eisenia fetida dodatkowo pobudza mysie makrofagi do
wytwarzania IL-6, tlenku azotu i czynnika martwicy nowotworéw (TNF).

Ze stanu techniki wiadomo, ze frakcja biatkowo-cukrowa ptynu celomatycznego otrzymywanego
z dzdzownicy Dendrobaena veneta wykazuje aktywnosé przeciwgrzybiczg wobec komorek grzyba Can-
dida albicans i moze by¢ wykorzystana w leczeniu grzybic, co jest znane z opisu wynalazku P.423697.
Frakcja ta wykazuje réwniez aktywnos$¢ przeciwnowotworowg wobec raka jelita grubego, co jest scha-
rakteryzowane w opisie wynalazku P.425431. Natomiast petny ptyn celomatyczny z dzdzownicy Dend-
robaena veneta wykazuje dziatanie przeciwnowotworowe wobec raka ptuca, co jest scharakteryzowane
w opisie patentowym P.22792. Otrzymane wyniki skfaniaty do podjecia dalszych badan w kierunku po-
szukiwania nowego zastosowania preparatu z dzdzownicy Dendrobaena veneta.

W literaturze brak jest natomiast informacji na temat aktywnosci i zastosowania sktadnikow ptynu
celomatycznego Dendrobaena veneta jako immunostymulatory.

Nieoczekiwanie w badaniach in vitro okazato sie, ze wysokoczgsteczkowa frakcja biatkowo-cu-
krowa wyizolowana z ptynu celomatycznego dzdzownicy Dendrobaena veneta, o masie czasteczek po-
wyzej 14 kDa, aktywuje ludzkie makrofagi, powodujgc wydzielanie przez nie jednych z najwazniejszych
i dziatajgcych wielokierunkowo cytokin, IL-6 i IL-1, zaangazowanych w wiele proceséw immunologicz-
nych w ludzkim organizmie.

Istotg wynalazku jest wiec nowe zastosowanie medyczne wysokoczgsteczkowej frakcji biatkowo-
cukrowej wyizolowanej z ptynu celomatycznego dzdzownicy Dendrobaena veneta o masie czgsteczek
powyzej 14 kDa, jako aktywatora ludzkich makrofagdéw zwiekszajgcego wydzielanie jednych z najwaz-
niejszych i dziatajgcych wielokierunkowo cytokin IL-6 i IL-1B, w immunoterapii nieswoistej, jako sktad-
nika preparatow medycznych, np. szczepionek, lekdéw i preparatéw medycznych stosowanych w niekto-
rych chorobach nowotworowych i infekcyjnych, czy tez w stanach obnizonej odpornosci organizmu. Na
przykfadzie ludzkich makrofagéw wykazano, ze frakcja wedlug wynalazku, w testowanych stezeniach,
nie wykazuje dziatania cytotoksycznego wobec tych komérek.

Wynalazek przedstawiono w nastepujgcych przyktadach wykonania.

Przyktad 1. Otrzymywanie wysokoczasteczkowej frakcji biatkowo-cukrowej z ptynu celoma-
tycznego dzdzownicy Dendrobaena veneta.
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Ptyn celomatyczny, pobrany metodg szoku elektrycznego z jamy ciata dzdzownic Dendrobaena
veneta, wirowano przez 10 minut przy predkosci 5000 obr./min., przesgczono przez saczki Millipore
0 srednicy poréow 0,22 um i rozlano po 1 ml do probowek, 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. Otrzymang frakcje zwigzkéw o masie powyzej 14 kDa, poddano badaniom w celu identyfikaciji
skfadnikéw biatkowych i niebiatkowych, i po ich oddzieleniu otrzymano frakcje biatkowo-cukrowg o ma-
sie czgsteczek powyzej 14 kDa, z ktdrej sporzadzono roztwor o wyjsciowym stezeniu 1 mg/ml i po roz-
dzieleniu na porcje przechowywano w temperaturze -20°C do wykorzystania w dalszych badaniach.

Przyktad 2. Przygotowanie hodowli ludzkich makrofagéw.

Powszechnie stosowanymi modelami in vitro do badan odpowiedzi immunologicznej sg ludzkie
makrofagi, produkujgce jedne z najwazniejszych i dziatajgcych wielokierunkowo cytokin. Do otrzymania
takich makrofagdw wykorzystano ludzkie komérki linii THP-1 monocytéw biataczkowych (ATCC®
TIB-202™), ktére ulegty roznicowaniu do makrofagéw pod wptywem PMA (octan mirystynianu forbolu).
Do 48-godzinnej hodowli THP-1 dodano PMA w ilosci 50 ng/ml. Hodowle rozlano do ptytek 24-dotko-
wych. Ptytki inkubowano w cieplarce z 5% przeptywem CO2, w temp. 37°C, przez 48 godzin. Po uptywie
tego czasu, na podstawie zmian morfologicznych oceniano zréznicowanie monocytéw do makrofagéw.
Nastepnie zbierano ptyn odzywczy z dotkdw, hodowle trzykrotnie ptukano ptynem hodowlanym, po czym
dodawano swiezy ptyn odzywczy. W celu wyciszenia aktywacji komorek, ptytki z hodowlg inkubowano
w standardowych warunkach przez kolejne 24 godziny. Tak przygotowana hodowla ludzkich makrofa-
gow stuzyta do dalszych badan.

Przyktad 3. Badanie aktywnosci cytotoksycznej wysokoczgsteczkowej frakcji ptynu celoma-
tycznego Dendrobeana veneta wedlug wynalazku, wobec ludzkich makrofagow.

Do badan uzywano frakcji ptynu otrzymanego jak opisano w przyktadzie 1, o stezeniach 100, 50,
25 oraz 12,5 pg na 1 ml ptynu hodowlanego. Zywotno$¢ komérek ludzkich makrofagéw sprawdzano
znanym kolorymetrycznym testem LDH, opartym na pomiarze aktywnosci enzymu LDH wystepujacego
w cytoplazmie wszystkich komérek, a uwalnianego do srodowiska na skutek uszkodzenia btony komor-
kowej przez badang substancije (dziatanie cytotoksyczne). Frakcje ptynu celomatycznego o wymienio-
nych wyzej stezeniach dodawano kolejno do 96-dotkowych ptytek z hodowlami ludzkich makrofagow
uzyskanymi jak opisano w przyktadzie 2. Kontrole stanowity hodowle makrofagéw bez dodatku frakcji
ptynu otrzymanego jak opisano w przyktadzie 1. Tak przygotowane ptytki inkubowano przez 48 godzin
w standardowych warunkach, po czym z kazdego dotka pobierano po 50 pl ptynu hodowlanego i ozna-
czano w nim aktywnos¢ enzymu LDH zgodnie z instrukcjg producenta dotgczong do zastosowanego
testu LDH.

Cytotoksycznosé¢ frakcji ptynu wedtug wynalazku wobec ludzkich makrofagéw, wyrazong jako
$rednig z trzech pomiaréw, procentowg ilos¢ zywych makrofagéw wzgledem kontroli, przedstawiono na
rysunku jako figura 1. Uzyskane wyniki obrazujg, iz frakcja ptynu wedlug wynalazku w stezeniach
12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml oraz 100 pug/ml nie wykazuje dziatania cytotoksycznego wobec makro-
fagoéw ludzkich.

Przyktad 4. Badanie aktywnosci immunostymulujgcej frakcji ptynu wedtug wynalazku wzgle-
dem ludzkich makrofagow.

Do oceny aktywnosci immunostymulujgcej frakcji ptynu wedtug wynalazku, zastosowano ludzkie
makrofagi otrzymane jak w przyktadzie 2. Z ptytek zawierajgcych makrofagi usunieto podtoze hodow-
lane i do kazdego dotka dodawano frakcje ptynu wedtug wynalazku po 500 pul na dotek, w stezeniach
100, 50, 25 oraz 12,5 pg na 1 ml ptynu hodowlanego z dodatkiem 2% FBS, sprawdzonych pod wzgle-
dem cytotoksycznosci jak w przyktadzie 3. Kolejno sporzadzano kontrole spontanicznej produkcji cyto-
kin jakg stanowity dotki zawierajgce hodowle makrofagéw z 500 pl ptynu do hodowli komdérkowych z 2%
FBS. Wszystkie hodowle inkubowano przez 24 godziny, po czym z dotkdbw zebrano ptyny pohodowlane
i odwirowano je przez 5 minut przy predkosci 1500 obrotéw/min. Zebrany supernatant porcjowano
i przechowywano w temperaturze -80°C do czasu oznaczania poziomu cytokin. Stezenie cytokin IL-1
i IL-6 uwolnionych przez makrofagi aktywowane frakcjg ptynu wedtug wynalazku, oznaczano za pomocg
testu immunoenzymatycznego ELISA, zawierajgcego unieruchomione w dotkach ptytek 96-dotkowych
odpowiednio monoklonalne przeciwciata przeciwko IL-6 lub IL-13. Do dotkéw ptytki 96-dotkowej doda-
wano ptyn pohodowlany z cytokinami wyprodukowanymi poprzez aktywowane frakcjg makrofagi, jak
opisano powyzej. Po wykonaniu kolejnych czynnosci przewidzianych instrukcjg testu ELISA, w konco-
wym etapie otrzymano barwny roztwor, ktérego intensywno$¢ odpowiadata zawartosci interleukiny
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obecnej w badanym materiale. llosciowe okreslenie stezenia interleukin, IL-6 i IL-1 zawartych w tescie
kontrolnym oraz wytworzonych przez ludzkie makrofagi aktywowane frakcjg ptynu wedtug wynalazku
wyznaczano spektrofotometrycznie mierzgc absorbancje przy dtugosci fali 450 nm. Uzyskane wyniki
wyrazono jako srednie stezenie cytokiny (w ug/ml) z trzech, niezaleznych doswiadczen i przedstawiono
jako figura 2 dla IL-6 oraz figura 3 dla IL-1B. Przeprowadzone oznaczenia wykazaty, ze makrofagi indu-
kowane przez wysokoczgsteczkowg frakcje ptynu wedtug wynalazku, zwiekszajg wydzielanie jednych
z najwazniejszych i dziatajgcych wielokierunkowo cytokin, IL-6 i IL-1.

Udowodnione w przyktadach wtasciwosci wysokoczagsteczkowej frakcji biatkowo-cukrowej otrzy-
mywanej z ptynu celomatycznego dzdzownicy Dendrobaena veneta, uzasadniajg jej nowe zastosowa-
nie jako immunostymulator w adiuwantach, lekach czy suplementach diety stosowanych w profilaktyce
i leczeniu wielu chordéb.

Zastrzezenia patentowe

1. Frakcja biatkowo-cukrowa wyizolowana z ptynu celomatycznego dzdzownicy Dendrobaena
veneta o masie czgsteczek powyzej 14 kDa do zastosowania w immunoterapii nieswoistej.

2. Frakcja biatkowo-cukrowa wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze znajduje zastosowanie w im-
munoterapii nieswoistej jako aktywator ludzkich makrofagéw w kierunku zwiekszonego wy-
dzielania cytokin IL-6 i IL-1pB, korzystnie jako sktadnik szczepionek, preparatéw medycznych
i lekéw stosowanych w niektérych chorobach nowotworowych i infekcyjnych, czy tez w sta-
nach obnizonej odpornosci organizmu.
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Rysunki
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