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Opis wynalazku

DZIEDZINA TECHNIKI

Przedmiotem wynalazku sg nowe szczepy bakterii: Lactococcus lactis IBB109, zdeponowany
jako B/00311, oraz Lactococcus lactis IBB417, zdeponowany jako B/00312 o wtasciwos$ciach probio-
tycznych, kompozycja, suplement diety, preparat probiotyczny, preparat bakteryjny je obejmujacy oraz
ich zastosowania, szczegdlnie do zapobiegania i/lub leczenia nowotworu jelita, korzystnie howotworu
jelita grubego.

STAN TECHNIKI

Bakterie kwasu mlekowego (BM) to zréznicowana grupa mikroorganizméw wykorzystywana
w przemysle spozywczym, szczegdlnie w przemysle mleczarskim, ale takze w farmacji. Sposrod tej
grupy bakterii, czesé szczepdw charakteryzuje sie wtasciwosciami probiotycznymi. Badania wielokrotnie
potwierdzity korzystny wptyw szczepéw BM o cechach probiotycznych na organizm cziowieka czy zwie-
rzat. Opisywane sa wyniki prac nad prébami wykorzystywania BM w terapii przeciwnowotworowe;j (Liu
i wsp. 2011, Banna i wsp. 2017).

Rak jelita grubego (CRC) jest jednym z najczesciej wystepujacych nowotwordw ztosliwych. Na
Swiecie co trzeci przypadek wystapienia howotworu u mezczyzn i co drugi u kobiet jest rakiem tego
typu. Dane statystyczne wskazuja, ze w roku 2011 niemalze 6 tys. mezczyzn oraz 5 tys. kobiet w Polsce
zmarto w wyniku tej choroby. Szacuje sig, ze w roku 2025 liczba zgondw moze wzrosna¢ nawet 2—3
krotnie. CRC wykrywany p6zno charakteryzuje sie wysoka $miertelnoscia. Szacuje sie, ze koto 1/3 zgo-
néw z powodu choréb nowotworowych zwiazana jest ze ztymi nawykami zywieniowymi czy stylem 2ycia,
m.in. niskim spozyciem owocow i warzyw, brakiem aktywnosci fizycznej, a takze uzywaniem tytoniu
i alkoholu (Brenner i wsp. 2014). Wyzej wymienione czynniki powigzane sg z dysbioza normalnej mi-
krobioty jelitowej. Zaburzenia sktadu mikroorganizméw bytujacych w jelicie prowadza, w konsekwencji,
do ekspansiji bakterii chorobotwdérczych, ktére w wyniku swej aktywnosci, np. produkcji toksyn, wywotuja
procesy zapalne i kancerogeneze. Wedtug danych doswiadczalnych przywrdécenie rownowagi mikro-
bioty jelitowe] jest czesto skutecznie wspierane przez szczepy BM (Skrzydto-Radomanska i Wronecki
2018).

Drobnoustroje nalezace do grupy BM znajduja szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym,
gdzie wykorzystywane sa jako szczepy starterowe w produkcji fermentowanych produktéw mlecznych,
tj. sery, jogurty, maslanki. Badania pokazuja, ze w krajach, w ktérych mieszkancy spozywaja duza ilosé
fermentowanych produktow spozywczych (kiszonki, produkty mleczne) zawierajacych BM, wystepuje
nizsza zachorowalno$¢ na CRC (Goérska i wsp. 2019). Rola dobroczynnego wptywu BM na zdrowie ludzi
i zwierzat jest historycznie udokumentowana i przyczynita sie do nadania im statusu bakterii GRAS
(generally regarded as safe) (Wasilewska i wsp. 2013, Collado i wsp. 2009).

Niektoére szczepy BM posiadaja wtasciwosci probiotyczne, wptywajace korzystnie na organizm
gospodarza, m.in. poprzez produkcje substancji hamujacych wzrost bakterii patogennych, konkurowa-
nie z nimi o substancje odzywcze i nisze ekologiczna, hamowanie dziatania substancji toksycznych,
a takze stymulacje uktadu odpornosciowego gospodarza (Markowiak i wsp. 2017). Wyniki badan do-
Swiadczalnych wskazuja na korzystny wptyw wybranych szczepéw BM na przebieg i ztagodzenie obja-
wow niektérych standw chorobowych takich jak, cukrzyca, otylo$é, czy przewlekie stany zapalne jelit
(Markowiak i wsp. 2017).

Sugeruje sie réwniez mozliwosé zastosowania BM jako czynnikéw antynowotworowych w terapii
CRC (Mego i wsp. 2013). Przestanki ku temu dostarczajg zaréwno testy in vitro, z wykorzystaniem mo-
delowych komérek nowotworowych ludzkiego raka jelita grubego, jak i w eksperymentach in vivo na
zwierzetach modelowych, pokazujace zdolno$é szczepéw BM do hamowania wzrostu komorek raka,
czy poprawy odpowiedzi immunologicznej, w tym indukcji cytokin prozapalnych oraz regulatorowych
(Zhong i wsp. 2014, Jacouton i wsp. 2017, Gérska i wsp. 2019). Antyproliferacyjna czy proapoptyczna
aktywnos$¢ BM w stosunku do komérek raka jelita grubego jest cecha szczepozalezna i potwierdzona
zostata dla wybranych szczepéw m.in. z rodzaju Lactobacillus, Bidifobacterium czy Pediococcus (Yu
i Li 2016). Jednak jak dotad podobny efekt nie byt obserwowany u BM rodzaju Lactococcus. W terapii
i prewencji rozwoju choroby u pacjentéw z CRC wykazano takze efekt preparatéw probiotycznych skom-
ponowanych z udziatem bakterii mlekowych (Yu i Li 2016). Inne badania pokazaty, ze spozycie kefiru,
zawierajacego 6 szczepdw BM, zwieksza cytotoksycznos¢ komérek NK linii KHYG-1 wobec komorek
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HCT116 guza jelita grubego (Yamane i wsp. 2018). Efekt ten byt widoczny zaréwno przy zastosowaniu
zywych szczepdw jak i po ich termicznej inaktywacji.

Wyniki dotychczasowo przeprowadzonych eksperymentéow pokazuja, ze karcenogeneza ma
wptyw nie tylko na komorki uktadu odpornosciowego, lecz wiaze sie réwniez z zaburzeniami w ekspresji
niekodujacych czasteczek mikroRNA (miRNA) (Deepak i wsp. 2016). Stad uwaza sie, ze miRNA wy-
twarzane przez komoérki eukariotyczne moga by¢ odpowiednimi biomarkerami do diagnostyki, progno-
zowania i przewidywania wynikéw leczenia raka. Istnieja przyktady opisujace wptyw miRNA na ekspre-
sje kluczowych genéw zaangazowanych w proliferacje, inwazje i apoptoze, bezposrednio przyczyniaja-
cych sie do procesu rakotworczego w okreznicy (Wu i wsp. 2011). Badania sugeruja, ze przeciwnowo-
tworowe dziatanie preparatéw probiotycznych zawierajacych szczepy bakterii mlekowych moze wiazaé
sie z ich wptywem na ekspresje czasteczek miRNA zwiazanych bezposrednio z regulacja genéw zaan-
gazowanych w procesy nowotworzenia (Kreuzer-Redmer i wsp. 2016, Heydari i wsp. 2019). Pokazano,
ze unikatowe szczepy bakterii mlekowych gatunku Lactobacillus acidophilus oraz Bifidobacterium bifi-
dum wptywaja na podwyzszenie ekspresji miRNA supresorowych raka jelita grubego (Heydari i wsp.
2019). Opisano rowniez szczepy Lactobacillus sp. i Bifidobacterium sp. majace wptyw na regulacje po-
ziomu czasteczek miR-122a i miR-146a, majacych odpowiednio wptyw na ekspresje genu okludyny
(biatka uszczelniajace potaczenia komorek nabtonka jelita) oraz genéw TRAF6 and GSK-3p (zaanga-
zowanych w wrodzong odpowiedz immunologiczna i stany zapalne) (Zhao i wsp. 2015, Zhou i wsp.
2015). W badaniach wskazuje sie, ze wptyw bakterii mlekowych na komorki rakowe jest ztozony i wy-
tacznie specyficzny dla okreslonych szczepdw.

Dopuszczenie do powszechnego stosowania BM o nieznanej sekwencji genomu prowadzi¢
moze, w szczegdlnosci u pacjentéw o obnizonej odpornosci, do rozwoju BM o charakterze oportuni-
stycznym i wywotywania przez nie choréb, dlatego wazne jest okreslenie biobezpieczenstwa szczepow
zaréwno na poziomie genetycznym jak i fizjologicznym.

Znane ze stanu techniki rozwiazania, dotycza grupy BM, ktéra posiada bardzo wysoki stopien
zroznicowania. Wptyw BM na CRC jest wiasciwo$cia szczepozalezna, dlatego tez nie cata grupa bak-
terii BM ma wiasciwosci prozdrowotne, jak réwniez nie da sie okresli¢ wptywu wszystkich szczepéw BM
na ewentualny przebieg terapii choréb. Z tego powodu wciaz poszukuje sie unikatowych szczepéw BM
wykazujacych efekt terapeutyczny. Poszukiwania koncentruja sie na szczepach wykazujacych silniej-
szy, stabilniejszy i ukierunkowany na konkretne jednostki chorobowe efekt terapeutyczny niz wykazuja
szczepy znane ze stanu techniki.

ISTOTA WYNALAZKU

Istnieje ciagta potrzeba dostarczenia nowych, unikatowych, stabilnych i bezpiecznych szczepéw
BM, ktére ze wzgledu na swoje szczepozalezne wtasciwosci fizjologiczne beda dziataty w przewodzie
pokarmowym w sposéb specyficzny, zapobiegajac rozwojowi, ograniczajac rozwdj i/lub beda stosowane
w terapii nowotworu jelita, szczegdlnie beda wykazywaty terapeutyczny wptyw na komorki raka jelita
grubego. Istotne w potencjalnym zastosowaniu szczepdw bakteryjnych w terapii/prewencji nowotworu,
jest szerokie spektrum dziatania hamujacego komorki nowotworowe przy jednoczesnych braku takiego
efektu wobec komoérek zdrowych. Nieoczekiwanie okazalo sie, ze nowe szczepy bakterii mlekowych:
Lactococcus lactis IBB109 (zdeponowany jako B/00311) oraz szczep Lactococcus lactis LBB417 (zde-
ponowany jako B/00312), wedtug wynalazku spetniaja takie oczekiwania, wptywaja hamujaco na wzrost
i rozwoj komorek nowotworowych jelita grubego, a ich obecno$é w przewodzie pokarmowym bedzie
w duzym stopniu wpitywac na prewencje i ograniczenie rozwoju howotwordw jelita, szczegdlnie raka
jelita grubego.

Niniejszy wynalazek dostarcza wiec nowych szczepdw bakterii mlekowych: L. lactis 1BB109
i L. lactis IBB417, o szczegdlnych wtasciwosciach probiotycznych i przeciwnowotworowych, zwtaszcza
wobec komorek linii nowotworu jelita grubego. Szczepy zostaty zdeponowane w dniu 24.09.2020
w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (PCM) we Wroctawiu pod numerami depozytowymi: B/00311 —
Lactococcus lactis 1BB109 oraz B/00312 — Lactococcus lactis IBB417. Niniejszy wynalazek dostar-
cza/okresla rowniez kompozycje farmaceutyczng zawierajaca ww. szczepy do zastosowania w zapo-
bieganiu i leczeniu nowotwordw jelita, szczegdlnie nowotworu jelita grubego.

UJAWNIENIE WYNALAZKU

W Swietle opisanego stanu techniki celem niniejszego wynalazku jest przezwyciezenie wskaza-
nych niedogodnosci i dostarczenie nowych, unikatowych szczepoéw Lactococcus lactis, B/00311
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i B/00312, oraz kompozycji farmaceutycznej do zastosowania w zapobieganiu i leczeniu nowotworéw
jelita, szczegdlnie raka jelita grubego.

Cel ten zostat osiagniety poprzez analize kilkuset szczepdw bakterii mlekowych, wyizolowanych
z naturalnych $rodowisk ich bytowania, z ktérych z sposréd ponad 50 przebadanych szczepdw bakterii
gatunkoéw Lactococcus lactis pochodzacych ze zrodet naturalnych, jedynie dwa szczepy wedtug wyna-
lazku posiadaja wlasciwosci istotnie hamujace proliferacje komérek gruczolakoraka jelita grubego, tzn.
komorki linii nowotworowych Caco-2 i HT-29 (kolekcja ATCC — nr ATCC HTB-37 i nr ATCC HTB-38,
odpowiednio) in vitro, a jednoczesnie nie wptywaja na rozwoj zdrowych komérek nabtonkowych, komo-
rek nabtonka nerek (HEK293; nr ATTC CRL-1573), co umozliwia ich wykorzystanie w zapobieganiu
i leczeniu nowotwordw jelita, szczegdlnie raka jelita grubego.

Nalezy podkresli¢, ze szczep Lactococcus lactis IBB109 (B/00311) oraz szczep Lactococcus lac-
tis IBB417 (B/00312) wedtug wynalazku zostaty zbadane pod katem ich bezpieczeristwa biologicznego,
a ich genomy zostaty w petni zsekwencjonowane. Okazato sig, ze wykazujg one, zdolno$¢ do przezy-
wania w warunkach niskiego pH i w obecnosci soli Zétciowych na poziomie zgodnym z dostepna litera-
tura (Olszewska i wsp. 2013, Takanashi i wsp. 2014, Jatmiko i wsp. 2017), czyli maja cechy istotne do
pomys$inego przejscia przez gorny odcinek dréog pokarmowych i dtuzszego przetrwania w przewodzie
pokarmowym. Ponadto szczep |IBB417 charakteryzuje sie silng adhezjg do komérek linii Caco2, co
wzmachnia jego potencjat dtuzszego utrzymania sie w przewodzie pokarmowym.

Witasciwosci Lactococcus lactis IBB109 (B/00311) oraz Lactococcus lactis 1BB417 (B/00312)
wptywaja hamujgco na rozwoj komorek raka jelita grubego (in vitro), oczekuje sie, ze obecno$¢ szcze-
pow wedtug wynalazku w przewodzie pokarmowym (in vivo) w duzym stopniu wptynie na prewencje
i ograniczenie rozwoju nowotworodw jelita, szczegdlnie raka jelita grubego. Szczepy wedtug wynalazku
istotnie hamujg proliferacje komoérek gruczolakoraka jelita grubego in vitro (co wykazano na liniach ko-
morkowych Caco-2 i HT-29), a jednocze$nie nie wptywaja i nie zaburzajg prawidtowego rozwoju zdro-
wych nienowotworowych komorek (co wykazano na komodrkach nabtonka nerek HEK293).

Nieoczekiwanie okazato sie, ze nowe szczepy Lactococcus lactis IBB109 (B/00311) oraz Lacto-
coccus lactis 1BB417 (B/00312) nie tylko hamuja wzrost komorek nowotworowych jelita w szczegdlno$ci
komorek gruczolakoraka jelita grubego, ale wptywaja réwniez na ekspresje niekodujacych, regulatoro-
wych czasteczek RNA (mikroRNA) powiazanych z procesem proliferacji komérek nowotworowych (tzw.
onkomir-6w).

Komorki raka jelita maja niski poziom lub wykazujg brak ekspres;ji interleukiny 18 (IL-18), co utrud-
nia ich rozpoznanie przez system immunologiczny gospodarza. Nieoczekiwanie okazato sie, Zze nowe
szczepy L. lactis 1BB109 (B/00311) oraz L. /actis IBB417 (B/00312) wywierajg dziatanie immunomodu-
lacyjne poprzez indukcje sekrecji cytokiny IL-18 w komdrkach linii gruczolakoraka jelita grubego Caco-2.

Jednoczesénie L. lactis IBB109 (B/00311) oraz L. lactis 1BB417 (B/00312) wykazuja petne bio-
bezpieczenstwo pod wzgledem braku w ich genomach genéw opornosci na antybiotyki oraz braku zdol-
nosci hemolitycznych.

Wynalazek dotyczy nowego szczepu bakterii Lactococcus lactis IBB109 zdeponowanego w PCM
pod nr depozytu B/00311.

Wynalazek dotyczy nowego szczepu bakterii Lactococcus lactis IBB417 zdeponowanego w PCM
pod nr depozytu B/00312.

Wynalazek dotyczy kompozycji zawierajacej nowe szczepy bakterii — Lactococcus lactis IBB109,
zdeponowanego w PCM pod nr depozytu B/00311, oraz Lactococcus lactis IBB417, zdeponowanego
w PCM pod nr depozytu B/00312.

Korzystna kompozycja jest kompozycja farmaceutyczna zawierajaca ponadto dopuszczalny far-
maceutycznie nosnik, przy czym korzystniej kompozycja jest w postaci ptynnej, statej np. proszku, ta-
bletki, kapsutki przeznaczonej do podawania doustnego, itd.

Wynalazek rowniez dotyczy kompozycji farmaceutycznej zawierajacej szczep bakterii Lactococ-
cus lactis 1IBB109 wedtug wynalazku i/lub szczep bakterii Lactococcus lactis IBB417 wedtug wynalazku
i/lub kompozycje wedtug wynalazku oraz dopuszczalny farmaceutycznie noénik do zastosowania jako
lek, korzystnie do zastosowania jako lek do zapobiegania i/lub leczenia nowotworu jelita, korzystnie do
zapobiegania i/lub leczenia nowotworu jelita grubego.

Korzystnie kompozycja farmaceutyczna jest w postaci ptynnej, statej np. proszku, tabletki, kap-
sutki przeznaczonej do podawania doustnego, itd.

Wynalazek dotyczy réwniez suplementu diety zawierajgcego unikatowy szczep bakterii Lactococ-
cus lactis 1BB109 wedtug wynalazku i/lub unikatowy szczep bakterii Lactococcus lactis I1BB417 wedtug
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wynalazku i/lub kompozycje wedtug wynalazku, przy czym suplement diety korzystnie jest w postaci
ptynnej, statej np. proszku, tabletki, kapsutki przeznaczonej do podawania doustnego, itd.

Wynalazek dotyczy réwniez preparatu bakteryjnego zawierajgcego szczep bakterii Lactococcus
lactis IBB109 wedtug wynalazku i/lub szczep bakterii Lactococcus lactis IBB417 wedtug wynalazku i/lub
kompozycje wedtug wynalazku do zastosowania jako sktadnik czynny w preparacie terapeutycznym,
zywnosci funkcjonalnej, suplemencie diety, do zastosowania jako sktadnik aktywny leku przeznaczo-
nego do zapobiegania i/lub leczenia nowotworu jelita, korzystnie nowotworu jelita grubego.

Zastosowanie szczepu bakterii Lactococcus lactis IBB109 wedtug wynalazku i/lub szczepu bak-
terii Lactococcus lactis IBB417 wedtug wynalazku i/lub kompozycji wedtug wynalazku jako dodatku funk-
cjonalnego w zywnosci funkcjonalnej, dodatku funkcjonalnego do napoju spozywczego, jako skfadnika
aktywnego preparatu probiotycznego, jako sktadnika aktywnego w suplemencie diety, jako sktadnika
aktywnego w kompozycji farmaceutycznej.

Zastosowanie szczepu bakterii Lactococcus lactis IBB109 wedtug wynalazku i/lub szczepu bak-
terii Lactococcus lactis 1BB417 wedtug wynalazku i/lub kompozycji wedtug wynalazku do indukcji po-
ziomu cytokiny IL-18 w komdrkach nowotworowych jelita, korzystnie w komaérkach nowotworowych jelita
grubego.

W korzystnych wykonaniach wynalazku preparaty zawierajace szczep bakterii Lactococcus lactis
IBB109 wedtug wynalazku i/lub szczep bakterii Lactococcus lactis IBB417 wedtug wynalazku i/lub kom-
pozycje wedtug wynalazku, zawieraja tych baterii co najmniej 10* jednostek tworzacych kolonie (jtk)/mL,
korzystnie 107 jtk/mL, jeszcze korzystniej 108 jtk/mL.

W korzystnych wykonaniach wynalazku jest on stosowany w sposobach terapii oraz prewencji
raka jelita grubego.

Preparaty zawierajace szczep bakterii Lactococcus lactis IBB109 wedtug wynalazku i/lub szczep
bakterii Lactococcus lactis IBB417 wedtug wynalazku i/lub kompozycje je obejmujace wedtug wyna-
lazku, hamuja selektywnie proliferacje komoérek raka jelita grubego, przy czym nie wptywaja negatywnie
na proliferacje komoérek zdrowych (nienowotworowych).

Preparaty zawierajace szczep bakterii Lactococcus lactis IBB109 wedtug wynalazku i/lub szczep
bakterii Lactococcus lactis IBB417 wedtug wynalazku i/lub kompozycje je obejmujace wedtug wyna-
lazku, powoduja obnizenie poziomdéw czasteczek mikroRNA (onkomir-6w) w mikrosrodowisku nowo-
tworu raka jelita grubego, szczegdlnie czasteczek takich, jak: let-7a, miR-21-5p, miR-221-3p, miR-18a-
-5p, miR-31-5p, miR-16-5, oraz posiadaja wtasciwosci immunomodulujace, powodujac wzrost poziomu
IL-18, istotnej w regulacji odpowiedzi systemu odporno$ciowego.

Zarowno szczep bakterii L. /actis IBB109 oraz L. lactis IBB417 wedtug wynalazku sg wrazliwe na
ampicyling, wankomycyne, gentamycyne, kanamycyne, streptomycyne, erytromycyne, klindamycyne,
tetramycyne, chloramfenikol oraz nie posiadaja wtasciwosci hemolitycznych — wykazuja wiec bezpie-
czenstwo biologiczne przy ich stosowaniu dojelitowym.

Zaroéwno szczep bakterii L. /actis IBB109 jak i L. /actis IBB417 sg oporne na niskie pH (pH 4), co
zwieksza zdolnosé ich przetrwania w gérnym odcinku uktadu pokarmowego i dotarcie do docelowego
miejsca ich dziatania (jelito grube), co nie jest cechg wystepujaca u wszystkich bakterii z rodzaju Lacto-
coccus, czy ogolnie bakterii mlekowych.

Szczep bakterii L. lactis IBB109 wykazuje dobrg oporno$¢ na 0,1% (w/w) sole zétciowe, co zwiek-
sza zdolnos¢ przetrwania w gérnym odcinku ukfadu pokarmowego i dotarcie do docelowego miejsca
ich dziatania (jelito grube) Nie jest to cecha wystepujaca u wszystkich bakterii z rodzaju Lactococcus,
czy ogolnie bakterii mlekowych.

Szczep bakterii L. /lactis IBB417 ma bardzo dobre zdolnosci adherujace do komdérek Caco-2
i dobre do mucyn, co jest szczegdling cecha i nie wystepuje u wszystkich bakterii z rodzaju Lactococcus,
czy ogolnie bakterii mlekowych.

W stanie techniki nie sa wiec znane rozwiazania dotyczace preparatéw opartych o bakterie
L. lactis o tak udokumentowanym wptywie in vitro na komoérki nowotworu jelita, szczegdinie na komorki
gruczolakoraka jelita grubego, stad rozwiazania wedtug wynalazku stanowia istotny postep i wypetniaja
istotna potrzebe dostarczenia nowych naturalnych i bezpiecznych metod do zapobiegania i leczenia
nowotwordéw, szczegdlnie nowotwordw jelita, w tym jelita grubego.

OPIS FIGUR
Przyktadowe realizacje wynalazku zobrazowano na figurach rysunkéw, na ktérych:

Fig. 1. przedstawia wyniki eksperymentu przesiewowego proliferacji komérek linii Caco-2 w obec-
nosci bakterii z rodzaju Lactococcus.



6 PL 241 568 B1

Fig. 2. przedstawia wyniki badania przezywalnosci szczepow L. lactis IBB109 i L. lactis I1BB417
w réznych stezeniach soli zétciowych [0,1% (w/w) i 0,3% (w/w)] po inkubaciji przez 1,5 i 3 godziny.

Fig. 3. przedstawia wyniki badania przezywalnosci szczepow L. lactis IBB109 i L. lactis |1BB417
w niskich warunkach pH (2,5 i 4) wzgledem pH kontrolnego (7) po 2-godzinnej inkubacji.

Fig. 4. przedstawia wyniki badania zdolno$ci adhezji szczepdw L. lactis IBB109 i L. lactis I1BB417
do czynnikéw abiotycznych (polistyren) i biotycznych (mucyny i komérki Caco-2) w stosunku do szcze-
péw dobrze adherujacych (kontrola pozytywna: L. lactis IBB477 w tescie adhezji do powierzchni abio-
tycznych, L. lactis TIL488 w tescie adhezji do mucyn i linii Caco-2).

Fig. 5. przedstawia wyniki badania wptywu zywych szczepdw L. lactis IBB109 i L. lactis I1BB417
na stopierh zahamowania proliferacji komorek linii Caco-2 w stosunku do szczepu kontrolnego (L. lactis
IL6288) i linii komorkowej nieinkubowanej z bakteriami. Stupki bteddw przedstawiaja btad standardowy.
Wyniki prezentowane na wykresie wskazuja na istotne statystycznie zmiany.

Fig. 6. przedstawia wyniki badania wptywu zywych szczepdw L. lactis IBB109 i L. lactis 1BB417
na stopienn zahamowania proliferacji komérek linii HT-29 w stosunku do szczepu kontrolnego (L. lactis
IL6288) i linii komorkowej nieinkubowanej z bakteriami. Stupki btedéw przedstawiaja btad standardowy.
Wyniki prezentowane na wykresie wskazuja na istotne statystycznie zmiany.

Fig. 7. przedstawia wyniki badania wptywu zywych szczepdw L. lactis IBB109 i L. lactis 1BB417
na stopien zahamowania proliferacji nienowotworowych, zdrowych komaérek nabtonka nerki linit HEK293
w stosunku do szczepu kontrolnego (L. lactis IL6288) i linii komdrkowej nieinkubowanej z bakteriami.
Stupki btedéw przedstawiaja btad standardowy.

Fig. 8. przedstawia wyniki badania ekspresji wybranych mikroRNA w komarkach linii raka jelita
grubego Caco-2, pod wptywem szczepow L. /actis IBB109 i L. lactis IBB417 oraz szczepu kontrolnego
(L. lactis 1L6288). Poziom ekspresji badano metoda PCR w czasie rzeczywistym (RT-qPCR). Wyniki
prezentowane na wykresie wskazuja na istotne statystycznie zmiany.

Fig. 9. przedstawia wyniki badania ekspresji wybranych mikroRNA w komarkach linii raka jelita
grubego HT-29, pod wptywem szczepdw L. lactis IBB109 i L. /actis IBB417 oraz szczepu kontrolnego
(L. lactis 1L6288). Poziomy ekspresji badano z wykorzystaniem metody PCR w czasie rzeczywistym
(RT-gPCR). Stupki btedéw przedstawiajg btad standardowy. Istotnie statystycznie wyniki zaznaczono
odpowiednio na wykresie.

Fig. 10. przedstawia wyniki badania ekspresji genu interleukiny 18 w komérkach linii raka jelita
grubego Caco-2 pod wptywem szczepow L. lactis IBB109 i L. lactis IBB417 oraz szczepu kontrolnego
(L. lactis 1L6288). Poziomy ekspresji badano z wy korzy Stani em metody PCR w czasie rzeczywistym
(RT-gPCR). Stupki btedéw przedstawiajag btad standardowy.

Fig. 11. przedstawia wyniki badania wptywu zywych szczepow L. lactis IBB109 i L. /actis I1BB417
osobno jak i razem na komorki linii raka jelita grubego Caco-2 w stosunku do szczepu kontrolnego
(L. lactis 1L6288) i linii komdrkowej nieinkubowanej z bakteriami. Stupki btedéw przedstawiaja btad stan-
dardowy.

Cytowane w opisie publikacje oraz podane w nich odniesienia sg w catosci niniejszym wtaczone,
jako referencje. Ponizsze przyktady ilustruja wynalazek, nie ograniczajac go w zaden sposob.

SPOSOBY WYKONANIA WYNALAZKU

Ponizsze przyktady umieszczono jedynie w celu zilustrowania wynalazku oraz wyjasnienia po-
szczegdlnych jego aspektéw, a nie w celu jego ograniczenia i nie powinny by¢ utozsamiane z catym
jego zakresem, ktéry zdefiniowano w zataczonych zastrzezeniach. W ponizszych przykifadach, jesli nie
wskazano inaczej, stosowano standardowe materiaty i metody stosowane w dziedzinie lub postepo-
wano zgodnie z zaleceniami producentdéw dla okreslonych materiatéw i metod.

PRZYKLADY

Przyktad 1. Selekcja szczepéw L. lactis IBB109 i IBB417

W kolekcji szczepdw IBB PAN ,COLIBB", obejmujacej szczepy drozdzy, bakteryjne, bakteriofa-
gowe i plazmidy, znajduje sie kilkaset szczepdw bakterii kwasu mlekowego wyizolowanych ze Zrédet
naturalnych, takich jak mleko krowie, kefiry, regionalne sery, bryndza. Do badanh przesiewowych na linii
komodrkowej Caco-2 (ATCC HTB-37) wybrano z kolekcji 50 szczepow bakterii z rodzaju Lactococcus,
dla ktérych uprzednio wykonana zostata analiza RAPD-DNA ich genomu z uzyciem pary starteréw BO6:
5-TGCTCTGCCC-3' (SEQ ID. NO. 15) i B08: 5'-GTCCACACGG-3’ (SEQ ID. NO. 16). Wyniki przepro-
wadzonego badania wykazatly odmienny uktad sygnatéw, sugerujacych réznice genetyczne poszcze-
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goélnych szczepdw, a co za tym idzie prawdopodobne réznice we wtasciwosciach fizjologicznych. Wy-
brane szczepy, w tym szczepy IBB109 oraz IBB471, hodowano w 30°C, w warunkach tlenowych lub
mikroaerofilnych, na podtozach statych lub ptynnych M17 + 0,5% glukoza (GM17) i przechowywano
w formie stokéw w 15% (v/v) glicerolu w -80°C. Na tak wyselekcjonowanej puli 50 szczepoéw prowa-
dzono dalej opisane badania. Ze wzgledu na szczegdlne wiasciwosci wykazane dla dwdéch szczepdw
wedtug wynalazku, zostaty one zdeponowane w dniu 24.09.2020 w PCM (kolekcji uznawanej dla celéw
patentowych) pod numerami depozytowymi: B/00311 — szczep Lactococcus lactis 1BB109; B/00312 —
szczep Lactococcus lactis IBB417.

Szczep L. lactis IBB109 wyizolowano z mleka krowiego po udoju poprzez posiew na podioze
state GM17. Szczep L. lactis IBB417 wyizolowano z tradycyjnie wyprodukowanego sera typu bryndza
poprzez posiew na podtoze GM17.

Przykitad 2. Wplyw szczepow L. lactis IBB109 i L. lactis IBB417 na proliferacje komérek
raka jelita grubego

Piecdziesiat wyselekcjonowanych szczepow Lactococcus (patrz Przyktad 1) zbadano pod katem
ich wptywu na proliferacje komaérek linii nowotworowej raka jelita grubego Caco-2.

W tym celu linie komdérkowa Caco-2 hodowano w warunkach optymalnych, zalecanych przez
ATCC, tj. w 37°C, 5% COz2, wilgotnos¢ 95%, w podtozu (dalej zwanym podtozem dla Caco-2) sktadaja-
cym sie z MEM (Minimal Essential Medium; Gibco) z 10% bydleca surowica ptodowa, roztworu amino-
kwasow (NEAA — non-essential amino acid solution) (1X), 1 mM pirogronianu sodu, dodatku penicyliny
(100 U/mL) i streptomycyny (100 pug/mL). Nastepnie w komorze Thoma okres$lano liczbe komorek Caco-
2, rozcienczano je w w/w podtozu dla Caco-2 do uzyskania 105 komérek/mL i nanoszono na ptytke
96-dotkowa po 100 ul zawiesiny komorek na dotek i inkubowano przez 24 godz.

Komorki bakteryjne szczepdw Lactococcus przygotowywano hodujac je w podiozu ptynnym
GM17 (16 godz., 30°C) a po odwirowaniu przemywano dwukrotnie buforowanym fosforanem roztworem
soli fizjologicznej (pH 7,4) — PBS. Nastepnie przygotowywano zawiesine bakterii, w podtozu dla Caco-
2 (bez dodatku antybiotykéw), odpowiadajaca 108 jtk/mL.

Tak przygotowane komérki bakteryjne naktadano na ptytki 96-dotkowe (100 ul na dotek), zawie-
rajace komorki Caco-2 po 24-godzinnej hodowli jw. znad ktérych uprzednio zebrano pozywke. Ptytki
inkubowano 72 godziny w 37°C, 5% COz2, wilgotnos¢ 95%, a nastepnie oceniano zywotnos¢ komorek
linii komoérkowych metoda kolorymetryczng przy uzyciu komercyjnie dostepnego testu proliferacji Cell
Proliferation Kit, BrdU (Roche). Doswiadczenie wykonywano w 10 powtdrzeniach technicznych. Kon-
trole stanowity hodowle komoérek Caco-2 bez bakterii.

Sposroéd 50 szczepdw przebadanych ta metoda, szczepy L. lactis IBB109 i IBB417 wykazywaty
najsilniejsze dziatanie antyproliferacyjne wobec komaérek linii Caco-2 i zostaty wybrane do dalszych ba-
dan (Fig. 1).

Przy ktad 3. Ocena poziomu biobezpieczenstwa szczepow L. lactis IBB109 i IBB417

Wymagane jest, aby szczepy/preparaty bakteryjne do zastosowania w terapii/prewencji rozwoju
raka mialy udokumentowane wtasciwosci bio-bezpieczenstwa. Stad tez przeprowadzono badania oce-
niajace bezpieczenstwo biologiczne szczepdw L. lactis IBB109 i IBB417 pod katem ich zdolnosci do
indukcji rozpadu krwinek czerwonych (hemoliza) oraz wrazliwosci na antybiotyki wymienione w doku-
mencie Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA; EFSA Journal 2012; 10(6):2740).
Brak zdolnosci do hemolizy potwierdzono poprzez wysiew szczepdw metoda posiewu redukcyjnego na
podtoze MacConkey'a wzbogacone 5% krwia barania. Szalki inkubowano przez 48 godzin w tempera-
turze 37°C warunkach tlenowych. Brak przejasnien w strefie posiewu po 24 jak i 48 godzinach potwier-
dzit, ze zaréwno szczep IBB109 jak i IBB417 nie posiadaja wtasciwosci hemolitycznych (Tabela 1).
Ocene opornosci szczepow na antybiotyki przeprowadzono metoda mikrodylucji zgodnie z norma
ISO 10932 wobec szczepu kontrolnego L. /actis ATCC 19435. Otrzymane wyniki wskazujg na podobny
poziom wrazliwo$ci obu badanych szczepdw (Tabela 1), ktory byt ponizej lub réwny wartosci najmniej-
szego stezenia hamujacego — MIC (minimal inhibitory concentration) dla kazdego z 9 antybiotykéw. Ze
wzgledu na fakt, ze otrzymane warto$ci najmniejszego stezenia hamujacego sa ponizej punktu odciecia
podanego przez EFSA, szczepy L. lactis IBB109 /L. /actis IBB417 uznane zostaty z wrazliwe na badane
antybiotyki.
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Tabela 1. Wyniki badan opornosci szczepéw L. lactis IBB109 (B/00311) oraz L 1BB417 (B/00312) na
wybrane antyblotykl i zdolnosm do hemalizy.

mujace (IC) (mg/L) o]

Lactococeus < |~ - 0 0E

: @ lactis ATCC Punkt odciecia A‘@iﬁ

- 19435 EFSA j _ wediugEI'SA
: (referencyjny (mg/L)

, '-szczep

0,5-4

8 2-8

8 8-16 2-16
0,5 0,25-0,5 0,5-2 4
0,063 0,032-0,063 0,12-0,5 1
0,032-0,063 0,032 0,25-0,5 1
4 4 416 8
0,25-0,5 0,5 0,5-1 2
0,25 0,25-1 4

Hemoliza

Brak genéw opornosci na antybiotyki potwierdzono réwniez poprzez sekwencjonowanie genomo-
wego DNA szczepdw L. lactis IBB109 i L. /actis IBB417 przeprowadzone przez Pracownie Sekwencjo-
nowania DNA i Syntezy Oligonukleotydéw IBB PAN (lllumina, MiSeq oraz MinlON, NanoPore). Analiza
kompletnych sekwencji DNA (chromosomalnego i plazmidowego) wykazata, ze oba szczepy nie niosa
zadnych gendw opornosci, co jest niezwykle istotne do planéw ich wykorzystania w przemysle spozyw-
czym, i dla bezpieczenstwa stosowania w preparatach stanowiacych suplementy diety, nutraceutyki
oraz w preparatach i kompozycjach farmaceutycznych.

Przyktad 4. Ocena cech probiotycznych unikatowych szczepow L. lactis IBB109
i IBB417

Badanie szczepdw pod wzgledem wiasciwosci probiotycznych obejmowato sprawdzenie oporno-
8ci komorek bakteryjnych na sole Zotciowe i niskie pH oraz ich adhezje do czynnikéw abiotycznych
(polistyrenu) i biotycznych (mucyn i komorek linii Caco-2). Bakterie do testéw otrzymywano poprzez ich
nocng hodowle w podtozu ptynnym GM17 (30°C, warunki tlenowe), a nastepnie odwirowanie i zawie-
szenie osadéw komorek w soli fizjologicznej do otrzymania koncowej gestosci optycznej (ODeoo) rownej 1.

Opornos¢ szczepdw na sole zétciowe badano poprzez dodanie 1 ml zawiesiny bakterii (ODsoo 1)
do 9 ml roztwordw soli zétciowych (bile salts; Sigma cat. no. B8756) o korncowym stezeniu 0,1% (w/w)
lub 0,3% (w/w) i inkubacje przez 1,5 lub 3 godziny w 37°C. Po inkubacji, seryjne rozciericzenia komorek
bakterii wysiewano na podtoze state GM17 i po 48-godzinnej hodowli w 30°C zliczano liczbe uzyskanych
kolonii celem okreslenia jtk/mL (Fig. 2). Uzyskane wyniki wskazywaty na lepsza przezywalnos¢ a tym
samym wyzsza oporno$¢ szczepu IBB109 na 0,1% stezenie soli zétciowych w stosunku do IBB471;
zaréwno po 1,5 jaki i 3 godzinach inkubacji w wyzej wymienionych warunkach nie obserwowano spadku
liczebno$ci komoérek szczepu IBB109. Wyzsze stezenie soli zétciowych (0,3%) powodowato spadek
przezywalnos$ci obu szczepow po 1,5-godzinnej inkubacji. Opornos¢ szczepdw na niskie pH badano
poprzez dodanie 1 ml zawiesiny bakterii (ODsoo 1) do 9 ml roztworu soli fizjologicznej o pH 4 lub pH 2,5
i inkubacje przez 2 godziny w 37°C. Po inkubacji, seryjne rozciericzenia komérek bakterii wysiewano na
podtoze state GM17 i po 48-godzinnej hodowli w 30°C zliczano liczbe uzyskanych kolonii celem okre-
$lenia jtk/mL, wzgledem tych samych szczepdw inkubowanych w roztworze soli fizjologicznej o pH 7.
Uzyskane wyniki Swiadcza o braku wptywu 2-godzinnej inkubaciji w pH 4,0 na zywotno$¢ obu szczepdw,
natomiast pH 2,5 okazato sie letalne dla komérek badanych bakterii (Fig. 3).
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Zdolnos$¢ bakterii do adhezji do polistyrenu lub mucyn i badano wedtug znanej metodologii (Ra-
dziwi#t-Bienkowska i wsp. 2016) na ptytkach 96-dotkowych, odpowiednio nieoptaszczonych lub optasz-
czonych mucynami z zotadka $wini. W tym celu, naktadano po 100 ul zawiesiny bakterii (ODeoo 1) na
dotek i inkubowano 3 godziny w 30°C w warunkach tlenowych. Po tym czasie ptytki przemywano trzy-
krotnie buforem PBS, wybarwiano przez 10 minut fioletem krystalicznym, przemywano trzykrotnie woda
dejonizowang, zalewano 96% etanolem i pozostawiano na godzine do odparowania a nastepnie wyko-
nywano pomiar spektrofotometryczny przy dtugosci fali 583 nm. Kontrole stanowity szczepy uznane jako
dobrze adherujace w badanych warunkach — L. lactis IBB477 (test adhezji do powierzchni abiotycznych)
(Radziwit-Bierlkowska i wsp. 2016) i L. /actis TIL488 (testy adhezji do mucyn) (Le i wsp. 2013).

Adhezje do komodrek ssaczych wykonywano na zréznicowanych komaérkach linii Caco-2. W tym
celu, komérki pasazowano w podiozu dla Caco-2 na 12-dotkowych ptytkach przez 14 dni w 37°C, 5%
COz2, wilgotnosé 95%, zmieniajac podtoze hodowlane co 3 dni. Bakterie hodowano w podtozu ptynnym
GM17 przez 16 godzin, a nastepnie odwirowywano komaérki, przemywano dwukrotnie zimnym buforem
PBS i zawieszano w pozywce dla Caco-2 bez antybiotykdw (streptomycyny i ampicyliny) w iloéci odpo-
wiadajacej 10 jtk bakterii na jedng komaérke linii Caco-2. Tak przygotowane bakterie dodawano do kaz-
dego dotka zawierajacego zréznicowane (2-tygodniowe) komorki Caco-2, po uprzednim zebraniu znad
nich pozywki i inkubowano przez 3 godziny w warunkach optymalnych dla linii Caco-2. Kontrole stano-
wity zréznicowane komorki Caco-2 inkubowane z szczepem L. lactis TIL448 uznanym jako dobrze ad-
herujacy (Le i wsp. 2013). Nastepnie hodowle tkankowe przemywano buforem PBS, zbierano nadsacz
i zliczano niezaadsorbowane komarki bakteryjne. W celu okreslenia liczby zaadsorbowanych komaérek
bakterii, komorki Caco-2 poddawano tagodnej lizie w buforze PBS z dodatkiem TRITON X100 o korico-
wym stezeniu 0,1%. Nastepnie, wysiewano seryjne rozcienczenia komorek bakterii na podtoze state
GM17 i po 48-godzinnej hodowli w 30°C zliczano liczbe uzyskanych kolonii celem okreslenia jtk/mL. Na
podstawie uzyskanych wynikéw, szczep IBB417 wykazywat wyzszy stopierh adhezji do polistyrenu i mu-
cyn, w stosunku do szczepu kontrolnego (nieadherujacy szczep L. lactis IL1403), jednak byt on na po-
ziomie nizszym niz dla szczepdw kontrolnych uznanych za dobrze adherujace w tych warunkach (od-
powiednio szczepy L. lactis IBB477 i TIL488) (Fig. 4). Natomiast, w badaniach z komadrkami linii Caco-
2, obserwowano poréwnywalny poziom adhezji szczepu IBB417 do kontroli pozytywnej (szczep L. lactis
TIL488) (Fig. 4). Jest to cecha korzystna, pozwalajaca na dtuzsze przetrwanie/utrzymanie sie tego
szczepu w uktadzie pokarmowym, a przez to umozliwia wydtuzone oddziatywanie na organizm gospo-
darza. Z kolei szczep IBB109 nie wykazywat réwnie silnych wtasciwosci adhezyjnych w badanych wa-
runkach.

Przyktad 5. Testzahamowania proliferacji komoérek linii raka jelita grubego przez
szczepy L. lactis IBB109 i IBB417

Wptyw szczepéw IBB109 i IBB417 na stopierh zahamowania proliferacji komérek dwdch linii raka
jelita grubego (Caco-2, HT-29) oraz zdrowej, nienowotworowej linii komoérek nabtonka nerki (HEK293)
badano w poréwnaniu do linii komoérkowej nietraktowanej bakteriami oraz linii — inkubowanej ze szcze-
pem kontrolnym L. /actis L6288 (Bolotin i wsp. 2019), nieoddziatujacy na komérki raka jelita grubego
Caco-2 i HT-29, stanowiacym kontrole negatywna. Test zahamowania proliferacji wykonano z wykorzy-
staniem zestawu Cell Proliferation ELISA, BrdU (Roche). Analizy statystyczne przeprowadzono z uzy-
ciem testéw Shapiro-Wilka, wieloczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). Wptyw szczepdw na prolife-
racje komoérek raka jelita grubego oceniano poprzez 72-godzinng inkubacje komérek linii Caco-2,
HT-29 i HEK293 z zywymi komorkami bakteryjnymi z fazy stacjonarnej. Hodowle linii komérkowych oraz
bakterii prowadzono analogicznie jak w Przykladzie 2. Szczepy L. lactis IBB109 i L. /actis IBB417 wy-
kazywaty bardzo silne zahamowanie proliferacji komérek gruczolakoraka jelita grubego linii komaérko-
wych Caco-2 i HT-29 in vitro (Fig. 5, Fig. 6). Takiego efektu nie obserwowano dla zdrowej, nienowo-
tworowe;j linii komorkowej wyprowadzonej z nabtonka nerki HEK293 (Fig. 7) a wszelkie réznice nie byty
istotne statystycznie. Wskazuje to, ze szczepy L. lactis IBB109 i L. lactis IBB417 nie beda wptywaé na
proliferacje prawidtowych komdérek nabtonkowych, co jest niezwykle istotne w uzyciu w przemysle spo-
zywczym i w zastosowaniach szczepdw jako suplementy diety, nutraceutyki i w preparatach farmaceu-
tycznych.

Przyktad 6. Wplyw szczepow L. lactis IBB109 i IBB417 na ekspresje miRNA zaanga-
zowanych w proliferacje komoérek raka jelita grubego

Badano poziomy ekspresji szeéciu czasteczek mikroRNA (miR-16-5p, miR-18a-5p, miR-21-5p,
miR-31-5p, miR-221-3p oraz let-7a), wytypowanych na podstawie wczesniejszych analiz literaturowych
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jako powiazane z regulacja procesu proliferacji w komérkach raka jelita grubego. W tym celu, linie ko-
morkowe Caco-2 | HT-29 hodowano analogicznie jak w Przykiadzie 2, a nastepnie izolowano z nich
catkowite RNA i metoda RT-qPCR, przy uzyciu specyficznych par starteréw (Tabela 2), oznaczano
poziom ekspresji poszczegdinych miRNA. Jako genu referencyjnego uzyto gen U48.

Tabela 2. Sekwencje par starteréw (R — reverse, F — forward) uzyte to analizy pozioméw wybranych miRNA.

SEQ ID. miRNA Nazwa Sekwencja startera
NO. startera 5 _3
1 let-7a let-7a F gcagtgaggtagtaggttg
2 let-7a R gtccagtttttttttttttttaactatac
3 miR-21-Sp miR 21 F gcagtagcttatcagactgatg
4 miR 21 R ggtccagtttttittittittcaac
5 U48 U48 F accccaggtaactcttgagtgtgtegetgatgce
atcaccgcagcegctct

6 U48 R gtccagtttttttttttttttggtc
7 miR-221-3p miR 221 F gcagagctacattgtctgcet
8 miR 221 R gagtttitttitttttttgaaaccca
9 miR-18a-5p miR 18a F gtaaggtgcatctagtgcag
10 miR_18a R ggtecagtitttttttttttttctate
11 miR-31-Sp miR 31 F gcagaggcaagatgctg,
12 miR 31 R gtccagtttttttttttttttagctatg
13 miR-16-Sp miR 16 F cgcagtagcageacgta
14 miR_16 R cagtttttttttttttttcgccaa

Wyniki dla komérek Caco-2 po inkubacji ze szczepami L. /actis IBB109 i IBB417, pokazuja istotne
statystycznie obnizenie poziomu ekspresji wszystkich badanych miRNA wzgledem poziomu miRNA
w komorkach inkubowanych ze szczepem kontrolnym (L. /actis IL6288), nie wykazujacym wtasciwosci
antyproliferacyjnych wzgledem komérek Caco-2 (Fig. 8). Wyniki uzyskane dla komérek HT-29 po inku-
bacji ze szczepami L. /actis IBB109 i IBB417 pokazuja dla czterech spo$réd szesciu analizowanych
czasteczek miRNA, tj. miR-16-5p, miR-18a-5p, miR-21-5p, miR-221-3p, obnizenie poziomu ekspres;ji
wzgledem poziomu miRNA w komdrkach inkubowanych analogicznie z tym samym szczepem kontrol-
nym (Fig. 9). Nieoczekiwanie okazato sie, ze szczepy L. lactis IBB109 i L. /actis I1BB417, wedlug wyna-
lazkow, sa w stanie modulowaé poziom ekspresji czasteczek miRNA w nowotworowych liniach komor-
kowych, w tym w liniach komérkowych raka jelita grubego.

Przyktad 7. Wplyw szczepow L. lactis IBB109 i IBB417 na poziom IL-18 w komoérkach
ssaczych

Wptyw szczepdw na poziom produkcji IL-18 w komérkach raka jelita grubego oceniano poprzez
inkubacje 24-godzinnych hodowli komorek linii Caco-2 z zywymi komadrkami bakteryjnymi z fazy stacjo-
narnej. Hodowle linii komorkowych oraz bakterii prowadzono w identyczny sposéb jak w Przykiadzie 2.
Nastepnie izolowano catkowite RNA z komaérek linii Caco-2 i metoda RT-qgPCR oznaczano poziom eks-
presji IL-18 przy uzyciu specyficznych starteréow: IL-18F (SEQ ID. NO. 17; 5'-atcgcttcctctcgcaacaa-3'),
IL-18R (SEQID. NO. 18; 5'-cttctactggttcagcagccatct-3'). Wyniki analiz pokazaty, ze obecno$¢ szczepow
L. lactis IBB109 i L. lactis IBB417 wptywa na wzrost produkcji interleukiny 18 w komadrkach linii Caco-2
w stosunku do szczepu kontrolnego (L. /actis IL6288) (Fig. 10). Stad zastosowanie tych szczepow moze
sie przyczyni¢ do stymulacji uktadu odpornosciowego i wczeéniejszego rozpoznania komérek rakowych
przez organizm gospodarza a przez to nie dopuszczaé do rozwoju choroby nowotworowe;.




PL 241 568 B1 11

Przy ktad 8. Inkubacja linii komérkowych gruczolakoraka jelita grubego przy jedno-
czesnej obecnosci szczepow L. lactis IBB109 i IBB417

Jednoczesny wptyw obu szczepow na proliferacje komorek raka jelita grubego oceniano poprzez
72-godzinng inkubacje komérek linii Caco-2, z zywymi komdrkami bakteryjnymi z fazy stacjonarnej obu
szczepdw (IBB109 i IBB417). Hodowle linii komoérkowych oraz bakterii prowadzono w identyczny spo-
sob jak w Przykiadzie 2. Szczepy L. lactis IBB109 i IBB417 inkubowano z linig komdrkowa w dwéch
wariantach stezen: w ilosci po 5x108 jtk lub 107 jtk kazdego szczepu na dotek. Otrzymane wyniki wska-
zuja, ze przy jednoczesnym podaniu szczepdw IBB109 i IBB417, nie zaleznie od badanego stezenia,
poziom zahamowania proliferacji komoérek gruczolakoraka jelita grubego linii Caco-2 byt podobny jak
przy podaniu kazdego ze szczepdw osobno (Fig. 11). Oznacza to, ze szczepy nie wykazuja wzajem-
nych efektdw antagonistycznych i moga by¢ podawane jednoczesnie. Ze wzgledu na odmienne wtasci-
wosci probiotyczne obu szczepdw, nie mozna réwniez wykluczyé, Ze ich wzajemne podawanie moze
wptywaé korzystnie i prowadzaé do synergistycznego wzmocnienia ich dziatania. Wariant jednocze-
snego podawania obu szczepdw jest korzystny ze wzgledu na odmienne/uzupetniajace sie wtasciwosci
probiotyczne obu szczepdw.

Podsumowanie i wnioski:

Nowe szczepy bakterii L. lactis IBB109 i IBB417, wedtug wynalazku, wyizolowano ze zrédet na-
turalnych (mleko krowie, regionalny ser bryndza) i na podstawie badan przesiewowych scharakteryzo-
wano jako szczepy z rodzaju Lactococcus o roznym profilu genetycznym (Przykiad 1). Wyselekcjono-
wane szczepy Lactococcus lactis, pochodzace z réznych zrédet naturalnych, zbadano pod katem ich
wptywu na proliferacje komorek linii nowotworowej raka jelita grubego Caco-2 (Przykiad 2). Jedynie
dwa sposréd wielu analizowanych szczepow rodzaju Lactococcus, tj. Lactococcus lactis IBB109, zde-
ponowany jako B/00311, oraz Lactococcus lactis IBB417, zdeponowany jako B/00312, wykazywaty
silne dziatanie antyproliferacyjne wobec komoérek linii Caco-2 (Fig. 1). W dalszych badaniach wykazano
istotnie silny wptyw szczepdw L. lactis IBB109 i IBB417 na stopienn zahamowania proliferacji komaérek
réznych linii raka jelita grubego (Caco-2, HT-29) oraz brak podobnego efektu wzgledem zdrowych, nie-
nowotworowych komérek nabtonka, tj. komorek linii nabtonka nerki (HEK293), w poréwnaniu do linii
komodrkowych nie inkubowanych z bakteriami oraz linii inkubowanych z innym szczepem L. lactis sta-
nowigcym kontrole negatywna (Przykfad 5). Wyniki wskazuja na istotnie statystycznie zahamowanie
proliferacji komoérek nowotworu jelita grubego Caco-2 oraz HT29 pod wptywem badanych szczepdw
L. lactis IBB109 i IBB417 w stosunku do kontroli, co pokazuje, ze obserwowane zmiany sg szczepoza-
lezne (Fig. 5, Fig. 6). Jednoczeénie szczepy L. lactis IBB109 i IBB417 nie wykazywaty efektu antypro-
liferacyjnego wobec linii zdrowych, nienowotworowych komérek nabtonka wyprowadzonej z nabtonka
nerki HEK293 (Fig. 7). Wykazano, ze mozliwa jest inkubacja komorek linii Caco-2 z kulturg bakteryjna,
bedaca mieszaning obu szczepdw L. lactis IBB109 i IBB417, co rowniez prowadzi do silnego zahamo-
wania proliferacji (Przyklad 8, Fig. 11). Jednoczesnie stosowanie obu szczepdéw bedzie korzystne dla
uzyskiwanych efektéw terapeutycznych, ze wzgledu na rézniace je wlasciwosci probiotyczne i cechy
genetyczne, sugerujace potencjalne réoznice w mechanizmach dziatania L. lactis IBB109 i IBB417 (Przy-
klad 4). Podawanie wiec obu szczepdw jednoczesnie lub sekwencyjnie mozliwie wzmocni efekt ich
dziatania zapobiegajacego i/lub leczniczego wzgledem nowotwordw jelita, szczegdlnie jelita grubego.

Kultury bakteryjne badanych szczepdéw analizowano réwniez pod katem ich wptywu na poziom
ekspresji wybranych czasteczek mikroRNA, bedacych regulatorami procesu nowotworzenia (Przykiad 6).
Wykazano, ze inkubacja kultur bakteryjnych szczepu L. lactis IBB109 jak i IBB417 (wedtug wynalazku)
z linig komorkowa Caco-2 powodowata istotnie statystyczne obnizenie pozioméw badanych czasteczek
mikroRNA, przy czym nie obserwowano takich zmian w obecnosci szczepu kontrolnego, cechujacego
sie brakiem efektu antyproliferacyjnego wzgledem Caco-2 (Fig. 8). W przypadku inkubacji szczepdéw
L. lactis IBB109 i IBB417 (wedtug wynalazku) z linig komoérkowa HT-29 zaobserwowano zmiany po-
ziomu ekspresji wybranych mikroRNA oraz brak podobnych zmian w obecnosci szczepu kontrolnego
(Fig. 9). Wykazano, ze szczepy L. lactis IBB109 i IBB417 wedtug wynalazku wptywaja na regulacje
ekspresji czasteczek mikroRNA (onkomir-éw), powiazanych z rozwojem nowotwordw, w tym raka jelita
grubego. Oba szczepy L. lactis IBB109 i IBB417 wedtug wynalazku moga by¢ wiec wykorzystane
w terapii i prewencji choréb nowotworowych jelita, szczegdlnie raka jelita grubego.

Komérki nabtonka jelit naturalnie produkuja interleuking 18 (IL-18) na mniej wiecej statym pozio-
mie. W komoérkach raka jelita grubego obserwuje sie spadek poziomu tej interleukiny lub jej catkowity
brak. Postuluje sie, Ze jest to rodzaj ucieczki komérek rakowych przed systemem immunologicznym
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gospodarza. Wykazano pozytywny wptyw Kkultur bakteryjnych szczepdw L. lactis IBB109 i IBB417 we-
dtug wynalazku na indukcje cytokiny IL-18 w badanych komaérkach linii nowotworowych (Przykiad 7).
Wykazano, ze inkubacja linii komérkowych Caco-2 z komdrkami szczepdw L. lactis IBB109 i 1IBB417
wedtug wynalazku wptywa na podwyzszenie poziomu prozapalnej IL-18, inicjujac w ten sposéb odpo-
wiedz immunologiczng (Fig. 10). Efektu stymulaciji IL-18 nie obserwowano dla zastosowanego szczepu
kontrolnego, cechujacego sie brakiem wptywu na proliferacji badanych linii nowotworowych. Wymagane
jest, aby szczepy/preparaty bakteryjne do zastosowania w terapii/prewencji rozwoju nowotworu miaty
udokumentowane wiasciwosci bio-bezpieczenstwa (brak odpornosci na antybiotyki zgodny z EFSA
i norma 1ISO10932, brak wtasciwosci hemolitycznych). Oba szczepy L. lactis IBB109 i IBB417 wediug
wynalazku spetniaja warunki bio-bezpieczenstwa i beda mogty by¢ stosowane w preparatach podawa-
nych ludziom, przyktadowo w postaci suplementéw diety, nutraceutykéw, zywnosci funkcjonalnej wzbo-
gaconej o te szczepy czy tez leczniczych kompozycji farmaceutycznych.

Szczepy bakteryjne do zastosowania jako preparaty bakteryjne powinny wykazywaé szereg cech
istotnych dla ich przezycia i utrzymania sie w przewodzie pokarmowym organizmu gospodarza. Do klu-
czowych wtasciwosci w tym zakresie naleza m.in. przezywalnos¢ w niskim pH oraz w obecnosci soli
26tciowych a takze zdolno$¢ do adhezji do komorek nabtonka. Szczepy L. lactis IBB109 i IBB417 wedtug
wynalazku zbadano pod katem wyzej wymienionych parametréw (Przyklad 4). Szczep IBB417 wyka-
zywat adhezje do powierzchni abiotycznych i mucyn na poziomie wyzszym niz szczep kontrolny uznany
jako nieadherujacy i dobra adhezje do powierzchni biotycznych (komérki ssacze), szczegdlnie do ko-
moérek linii nowotworowej jelita grubego Caco-2 — poréwnywalng z adhezja szczepu kontrolnego uzna-
nego za dobrze adherujacy (Fig. 4). Szczep IBB109 nie wykazywat réwnie silnych wtasciwosci adhe-
zyjnych w badanych warunkach.

Podsumowujac, w przeprowadzonych badaniach wykazano, ze oba szczepy charakteryzuja sie
wysoka opornoscig na niskie pH, szczep EBB109 jest mniej wrazliwy na sole zétciowe w poréwnaniu
do szczepu IBB417, natomiast szczep IBB417 ma lepsze wiasciwosci adhezyjne. Wykazano, Ze przy
jednoczesnym podawaniu szczepow IBB109 i IBB417 nie wykazuja one wzajemnych efektéw antago-
nistycznych, moga by¢ podawane jednoczesnie, a ich wzajemne podawanie, ze wzgledu na rézniace je
cechy probiotyczne jak i genetyczne, moze wptywac korzystnie, prowadzac do potencjalnego wzmoc-
nienia ich dziatania.

Szczepy L. lactis 1BB109 i IBB417 wedtug wynalazku podawane zaréwno osobno jak i razem
wykazuja wtasciwosci antyproliferacyjne wzgledem komaérek linii nowotworowych jelita grubego in vitro,
co moze by¢ wykorzystanie w zapobieganiu i leczeniu stanéw nowotworowych, zwtaszcza nowotworéw
jelita, w szczegdlnosci nowotwordw jelita grubego. Szczepy moga wiec stanowi¢ sktadnik kompozycji
farmaceutycznych, suplementéw diety, nutraceutykéw i zywnosci funkcjonalnej o wiasciwos$ciach
wzmachniajacych, prewencyjnych i leczniczych wzgledem nowotworéw, szczegdlnie nowotwordw jelita.
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Wykaz sekwencji

Lista sekwencji SEQ ID. NO. 1-18 przedstawiona jest w tredci opisu oraz w przestanej wraz ze
zgtoszeniem wersji elektronicznej listy sekwenciji.

SEQUENCE LISTING
<110> 1IBB

<120> Nowe szczepy Lactococcus lactis, kompozycje je obejmujbce oraz
ich zastosowanie w zapobieganiu 1 leczeniu nowotworu raka jelita

<130> PPL1120AGR
<160> 18
<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 19

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 1
gcagtgaggt agtaggttg 19

<210> 2

<211> 30

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 2
ggtccagttt tttttttttt ttaactatac 30

<210> 3

<211> 22

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 3
gcagtagctt atcagactga tg 22

<210> 4

<211> 26

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 4
ggtccagttt tttttttttt ttcaac 26

<210> 5

<211> 50

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 5
accccaggta actcttgagt gtgtcgectga tgccatcacc gcagegetct 50

<210> 6
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<211> 25
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 6
gtccagtttt tttttttttt tggtc

<216> 7

<211> 20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 7
gcagagctac attgtctgct

<210> 8

<211> 26

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 8
cagttttttt ttttttttga aaccca

<210> 9

<211> 20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 9
gtaaggtgca tctagtgcag

<210> 16

<211> 27

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 10
ggtccagttt tttttttttt ttctatc

<216> 11

<211> 17

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 11
gcagaggcaa gatgctg

<210> 12

<211> 28

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 12

25

20

26

20

27

17

15



16

gtccagtttt tttttttttt tagctatg

<2106>
<211>
<212>
<213>

<400>

13

17

DNA

Homo sapiens

13

gcagaggcaa gatgctg

<216>
<211>
<212>
<213>

<400>

14
24
DNA
Homo sapiens

14

cagttttttt ttttttttcg ccaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<4006>

15

10

DNA

Homo sapiens

15

tgctctgeec

<216>
<211>
<212>
<213>

<400>
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Zastrzezenia patentowe

Nowy szczep bakterii Lactococcus lactis IBB109 zdeponowany w PCM pod nr depozytu B/00311.
Nowy szczep bakterii Lactococcus lactis IBB417 zdeponowany w PCM pod nr depozytu B/00312.
Kompozycja zawierajgca nowy szczep bakterii Lactococcus lactis IBB109 zdeponowany
w PCM pod nr depozytu B/00311 oraz nowy szczep bakterii Lactococcus lactis IBB417 zde-
ponowany w PCM pod nr depozytu B/00312.

Kompozycja wedtug zastrz. 3, znamienna tym, ze jest kompozycjg farmaceutyczna zawiera-
jaca ponadto dopuszczalny farmaceutycznie nosnik.

Kompozycja wedtug zastrz. 3—-4, znamienna tym, Ze jest w postaci ptynnej, statej, proszku,
tabletki, kapsutki przeznaczonej do podawania doustnego.

Kompozycja farmaceutyczna zawierajaca szczep bakterii Lactococcus lactis IBB109 jak okre-
Slony w zastrz. 1 i/lub szczep bakterii Lactococcus lactis IBB417 jak okre$lony w zastrz. 2 i/lub
kompozycje jak okre$lona w zastrz. 3 oraz dopuszczalny farmaceutycznie noénik do zastoso-
wania jako lek.

Kompozycja farmaceutyczna wedtug zastrzezenia 6, znamienna tym, ze jest do zastosowa-
nia jako lek do zapobieganiu i/lub leczenia nowotworu jelita, korzystnie do zapobiegania i/lub
leczenia nowotworu jelita grubego.

Kompozycja farmaceutyczna wedtug zastrzezenia 6—7, znamienna tym, ze jest w postaci
ptynnej, statej, proszku, tabletki, kapsutki przeznaczonej do podawania doustnego.
Suplement diety zawierajacy szczep bakterii Lactococcus lactis IBB109 jak okreslony w za-
strz. 1 i/lub szczep bakterii Lactococcus lactis IBB417 jak okre$lony w zastrz. 2 i/lub kompo-
zycje jak okreslong w zastrz. 3, przy czym suplement diety korzystnie jest w postaci ptynnej,
statej, proszku, tabletki, kapsutki przeznaczonej do podawania doustnego.

Preparat probiotyczny zawierajacy szczep bakterii Lactococcus lactis IBB109 jak okreslony
w zastrz. 1 i/lub szczep bakterii Lactococcus lactis IBB417 jak okreslony w zastrz. 2 i/lub kom-
pozycje jak okreslong w zastrz. 3, przy czym preparat probiotyczny korzystnie ponadto zawiera
substancje prebiotyczne, korzystnie wybrane z oligosacharyddw, polisacharydéw, fruktooligosa-
charyddw, laktulozy, inuliny, skrobi opornej, celulozy, hemicelulozy i pektyn, przy czym preparat
korzystnie ponadto zawiera postbiotyki, korzystnie postbiotyki wybrane sa z krétkotaricuchowych
kwasow ttuszczowych, enzymaow, lipopolisacharyddw, kwaséw tejchojowych, witamin, kwasu ma-
stowego, octanu, propionianu, dipeptydu muramilu, indlu, kwasu teichowego, laktocepin.
Preparat probiotyczny wedtug zastrz. 10, znamienny tym, Ze jest w postaci w postaci ptynnej,
statej, proszku, tabletki, kapsutki przeznaczonej do podawania doustnego.

Preparat bakteryjny zawierajacy szczep bakterii Lactococcus lactis IBB109 jak okreslony
w zastrz. 1 i/lub szczep bakterii Lactococcus lactis IBB417 jak okreslony w zastrz. 2 i/lub kom-
pozycje jak okreslong w zastrz. 3 do zastosowania jako sktadnik czynny w probiotyku, prepa-
racie terapeutycznym, zywnosci funkcjonalnej, suplemencie diety, do zastosowania jako
sktadnik aktywny leku przeznaczonego do zapobiegania i/lub leczenia nowotworu jelita, ko-
rzystnie nowotworu jelita grubego.

Preparat bakteryjny wedtug zastrz. 12, znamienny tym, ze ponadto zawiera substancje pre-
biotyczne, korzystnie wybrane z oligosacharyddw, polisacharydéw, fruktooligosacharydéw,
laktulozy, inuliny, skrobi opornej, celulozy, hemicelulozy i pektyn, przy czym preparat korzyst-
nie ponadto zawiera postbiotyki, korzystnie postbiotyki wybrane sa z krétkotarncuchowych
kwasow ttuszczowych, enzymow, lipopoli sacharyddéw, kwasdéw tejchojowych, witamin, kwasu
mastowego, octanu, propionianu, dipeptydu muramilu, indlu, kwasu teichowego, laktocepin.
Zastosowanie szczepu bakterii Lactococcus lactis IBB109 jak okreslonego w zastrz. 1 i/lub
szczepu bakterii Lactococcus lactis IBB417 jak okreslonego w zastrz. 2 i/lub kompozycji jak
okreslonej w zastrz. 3 jako dodatku funkcjonalnego w zywnosci funkcjonalnej, dodatku funk-
cjonalnego do napoju spozywczego, jako skfadnika aktywnego preparatu probiotycznego, pre-
paratu bakteryjnego, suplementu diety, kompozycji farmaceutyczne;.

Zastosowanie szczepu bakterii Lactococcus lactis IBB109 jak okreslonego w zastrz. 1 i/lub
szczepu bakterii Lactococcus lactis I1BB417 jak okreslonego w zastrz. 2 i/lub kompozycji jak
okreslonej w zastrz. 3 do indukcji poziomu cytokiny IL-18 w komdrkach nowotworowych jelita,
korzystnie w komérkach nowotworowych jelita grubego.
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Rysunki
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Fig. 4
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Fig. 6
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Fig. 8
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Fig. 9
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Fig. 10
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