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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest nowe, medyczne zastosowanie ptynu celomatycznego wyizolowa-
nego z dzdzownicy Dendrobaena veneta w leczeniu raka ptuc.

Znana jest z publikacji jak np., Yanqin i wsp., ,European Journal of Soil Biology” t.43, 2007;
Dinesh i wsp. ,Bioscience Biotechnology Research Asia”, t.10, 2013; Kauschke i Mohrig, Journal
Comparative Physiology, B t. 157, 1987 czy tez Yamaiji i wsp. Journal of Biological Chemistry, t.273,
1998, przeciwnowotworowa aktywnos¢ biatek z ptynu celomatycznego wyizolowanego z dzdzownic
Eisenia fetida i Eudrilus eugeniae na komoérki raka szyjki macicy, raka maézgu, raka okreznicy oraz
ztosliwg postac biataczki.

Z kolei z publikacji Kobayashi i wsp., Comparative Biochemistry and Physiology czes$¢ C, 1.128,
wiadomo, ze prowadzono badania na rybach, kijankach i myszach, jedynie w kierunku cytotoksyczno-
$ci plynu celomatycznego z dzdzownic nalezacych do gatunku Eisenia fetida po podgrzaniu w 60°C
przez 20 minut.

Z prac autorstwa S. Matejko pt. , Dzdzownice jako zrodto aktywnie biologicznych czastek — bada-
nia przeciwnowotworowych wiasciwosci ptynu celomatycznego” oraz ,Przeciwnowotworowe wiasciwosci
biatek dzdzownic”, zamieszczonych w archiwum prac dyplomowych Uniwersytetu Jagiellonskiego do-
stepnych na stronach internetowych https://www.apd.uj.edu.pl/index.php?page=cert&cert_cid= 55706
z dnia 2015-01-08, znany jest réwniez wptyw ptynu celomatycznego dwéch innych gatunkéw dzdzow-
nic Eisenia Andrei i Aporrectodea caliginosa, na zywotnosc¢ i aktywnos¢ proapoptotyczng komoérek
nowotworowych watroby, raka szyki macicy oraz czerniaka ztosliwego skory i btony naczyniowej gatki
ocznej.

W wymienionych publikacjach wskazano jednoczesnie na toksyczne dziatanie biatek z ptynu ce-
lomatycznego badanych gatunkéw dzdzownic na przyktadzie fibroblastow kurczat i leukocytow swinki
morskiej oraz na lize fibroblastéw i erytrocytéw kregowcow.

W znanym stanie techniki nie zostaty ujawnione wyniki badan ptynu celomatycznego uzyskane-
go z gatunku dzdzownic Dendrobaena veneta, bedacego Zrédtem aktywnie biologicznych czgstek
0 dziataniu przeciw nowotworom.

Dotychczasowe publikacje takie jak np., M. Fiotka i wsp., ,Journal of Invertebrate Pathology”
t.105, 2010, czy opisy patentowe PL 212077, PL 218745 oraz P. 405944 ujawniajg aktywnosc¢ prze-
ciwdrobnoustrojowg i przeciwnowotworowg metabolitdw szczepdéw bakterii z rodzaju Raoulteila or-
nithinolytica i Bacillus pumilus wyizolowanych z jelita dzdzownicy Dendrobaena veneta.

Przedstawione wyzej publikacje, potwierdzajg ogromny immunologiczny potencjat dzdZzownic,
stad podjeto dalsze badania w kierunku wyizolowania samego ptynu celomatycznego Dendrobaena
veneta w warunkach obiecujgcych zachowanie najwigekszej liczby jego skfadnikéw biatkowych i zba-
dania wptywu tego ptynu na szczegdlnie agresywne i trudne w leczeniu komorki nowotworowe.

Nieoczekiwanie, w badaniach z wykorzystaniem réznych linii komérek nowotworowych, okazato
sie, ze ptyn celomatyczny w okre$lonej postaci uzyskany z dzdzownicy Dendrobaena veneta, wykazu-
je bardzo efektywne dziatanie w znacznym stopniu uszkadzajgce komorki raka ptuc, przy jednocze-
snym braku cytotoksycznosci w stosunku do fibroblastéw - prawidtowych komoérek skéry mysiej oraz
komorek krwi cztowieka zaréwno erytrocytow, jak i leukocytéw.

Istotg wynalazku jest ptyn celomatyczny z dzdZzownicy Dendrobaena veneta do zastosowania
w leczeniu raka ptuc, po oddzieleniu celomocytéw i koagulacji toksycznych biatek w temperaturze
70-80°C.

Wynalazek zostat przedstawiony w ponizszych przyktadach wykonania.

Przyktad 1. Pozyskiwanie ptynu celomatycznego z dzdzownic Dendrobaena veneta do
dalszych badan.

Hodowle dzdZzownic Denrobaena veneta prowadzono w ziemi ogrodowej o wilgotnosci ok. 80%
i temperaturze 20-22°C, karmigc je rozdrobniong gotowang marchewkg. Do badan wybrano kilka-
dziesigt dojrzatych osobnikéw i po optukaniu w wodzie destylowanej i osuszeniu, polewano niewielkg
iloscig jatowego ptynu fizjologicznego. Nastepnie w okolice ciata kazdej dzdZzownicy przyktadano na
30 sekund prad z 2 ogniw baterii o mocy 4.5 V. W tym czasie dzdZzownice wyrzucaty przez otwory
uktadu wydalniczego ptyn z jamy ciata wraz komadrkami krwi — celomocytami. Zebrane wydaliny odwi-
rowywano w ciggu kilkunastu minut przy obrotach 3000 na minute, przez co oddzielono skutecznie
osadzone na dnie probéwki celomocyty. Supernatant przesgczono przez sgczek Millipore o $rednicy
poréw 0,22 um dla otrzymania sterylnego ptynu, po czym metodg Bradford, spektrofotometrycznie



PL 227 923 B1 3

okreslono stezenie biatka — 0,7 mg/ml dla utrzymania poréwnywalnych warunkéw w kolejnych ekspe-
rymentach.

Po 1 ml otrzymanego wyzej ptynu celomatycznego przeniesiono do 6 probéwek Eppendorfa, po
czym wszystkie probowki inkubowano przez 10 minut w termobloku, kolejno w nastepujacych tempe-
raturach: 40, 50, 60, 70, 80, 90 i 100°C, wychfadzajgc prébki do temp. pokojowej po kazdorazowym
ogrzewaniu.

Nastepnie z probki ptynu celomatycznego po okreslonej temperaturze inkubac;ji, pobierano 500 pl
i dodawano do 1 ml hodowli prawidtowych fibroblastéw mysich pochodzenia ttuszczowego ECACC
85011425, uzyskujac stezenie biatka w ptynie 250 pg/ml.

W zaleznosci od temperatury inkubacji, nastepowat rézny stopien koagulacji biatek toksycz-
nych, wptywajgcy na uszkodzenie fibroblastow — tabela 1.

Jak wykazujg wyniki tego eksperymentu, catkowita koagulacja biatek toksycznych — 0% mar-
twych komérek — nastepuje po inkubacji tego ptynu w temp. 70-100°C.

Dodatkowo, naczynia z hodowlg kontrolng, a takze z hodowlami zawierajgcymi fibroblasty z do-
datkiem ptynu wedtug wynalazku, tj. po ogrzaniu w 70°C, 90°C i bez ogrzewania, poddano obserwac;ji
pod mikroskopem optycznym z odwréconym polem.

Otrzymane obrazy uwidaczniajg: fig. 1 — fibroblasty kontrolne, fig. 2 — fibroblasty po dziataniu
ptynu ogrzanego w 70°C, fig. 3 — fibroblasty po dziataniu ptynu ogrzanego w 90°C i fig. 4 — fibroblasty
z ptynem bez ogrzewania.

Dalej wykazano wptyw ptynu celomatycznego dzdzownicy Denrobaena veneta na lize erytrocy-
téw krwi ludzkiej — tabela 2.

2,5 ml krwi obwodowej ludzkiej zmieszano z antykoagulantem EDTA i rozdzielono do trzech
probéwek. Do pierwszej (1) z nich, jako prébki kontrolnej, dodano 250 ul 0,9% NaCl, a do pozostatych
dwéch dodano réwniez po 250 ul ptynu celomatycznego dzdZzownicy. Prébka Il stanowita tzw. ptyn
surowy nie poddawany inkubacji, zas probke Il inkubowano w ciggu 10 min. w temp. 80°C.

Po doktadnym wymieszaniu, prébki poddano analizie w aparacie hematologicznym po 5, 60
i 300 minutach.

Wyniki zawarte w tabeli 2 wskazujg, iz ptyn celomatyczny inkubowany w badanych czasach nie
wptywa na zmiany parametréw hematologicznych, w przeciwienstwie do ptynu surowego, powoduja-
cego prawie natychmiastowg lize erytrocytéw, leukocytéw i trombocytow.

Dodatkowo wykonano analize mikroskopowg rozmazdéw probek krwi I, 11 [l barwionych metodg
May-GUmwalda-Giemsy.

Wszystkie obrazy mikroskopowe krwi z ptynem celomatycznym ogrzewanym (prébka lll) nie
wykazujg réznic morfologicznych w poréwnaniu z kontrolng (prébka 1), co dowodzi braku toksycznego
dziatania tego ptynu po obrdbce termicznej na komérki krwi cztowieka.

Przedstawione na rysunku obrazy mikroskopowe ilustrujg nizej wymienione komorki krwi:

— neutrofil wraz z erytrocytami - fig. 5 — kontrola (prébka | ) oraz fig. 6 — probka Il z dodatkiem
ptynu inkubowanego w 80°C.

— limfocyt z erytrocytami - fig. 7 — kontrola (prébka | ) oraz fig. 8 — prébka Ill z dodatkiem ptynu
inkubowanego w 80°C.

— neutrofil i limfocyt bez erytrocytéw po dziataniu nieogrzewanego ptynu (prébka 1) — fig. 9.

Przyktad 2. Okreslenie cytotoksycznosci ptynu celomatycznego wzgledem komoérek raka
ptuc.

Badania prowadzono na linii komérek nabtonkowych raka ptuc A549. Hodowle wszystkich ko-
morek prowadzono w standardowych warunkach — 37°C, 5% CO2, 90% wilgotnos¢ powietrza, na po-
zywce RPMI z dodatkiem 8% ptodowej surowicy bydlecej. Gesto$¢ wyjsciowa zawiesiny wynosita 104
komoérek w mililitrze podioza.

Zatozono 5 hodowli zawierajgcych komorki nabtonkowe raka ptuc wraz z ptynem celomatycz-
nym o réznej temperaturze inkubacji — 70, 80, 90 i 100°C, a takze z ptynem nieogrzewanym.

Do 1 ml kazdej hodowli dodawano 0,5 ml ptynu celomatycznego, uzyskujgc stezenie biatka
250 pug/ml w kazdej z nich.

Po inkubacji w czasie 24, 48 i 72 godziny, do hodowanych komdérek dodawano trypsyne, celem
catkowitego oderwania komoérek od naczynia hodowlanego, a nastepnie btekit trypanu dla zabarwienia
komédrek martwych. Nastepnie liczono ilo§¢ martwych i zywych komdrek nowotworowych w komorze
Borkera. Badanie powtarzano trzykrotnie. Procent komérek martwych w stosunku do kontroli stano-
wigcej 100% komérek nowotworowych, przedstawiono jako wspétczynnik cytotoksycznosci w tabeli 3.
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Dodatkowo, naczynia z hodowlg kontrolng zawierajagcg same komorki rakowe oraz hodowle
komoérek nowotworowych z ptynami wedtug wynalazku inkubowanymi w temp. 75 i 90°C, a takze
z ptynem surowym, poddano obserwacji pod mikroskopem optycznym z odwréconym polem.

Obrazy mikroskopowe oznaczone na rysunku jako fig. 10 do 13, przedstawiajg kolejno:

fig. 10 — kontrola — komorki raka ptuc,

fig. 11 — komorki raka ptuc po dziataniu ptynu celomatycznego inkubowanego w temp. 75°C,

fig. 12 — komorki raka ptuc po dziataniu ptynu celomatycznego inkubowanego w temp. 90°C,

fig. 13 — komorki raka ptuc po dziataniu ptynu celomatycznego surowego, bez ogrzewania.

Jak wykazano w powyzszych przyktadach, ptyn celomatyczny z dzdzownicy Dendrobaena ve-
neta, po oddzieleniu celomocytéw i inkubacji w temp. 70-80°C, wykazuje bardzo efektywne dziatanie
uszkadzajgce komorki raka ptuc, przy jednoczesnym braku cytotoksycznosci w stosunku do fibrobla-
stéw i komorek krwi ludzkiej.

Wprawdzie ptyn celomatyczny surowy, bez inkubacji, wykazuje duzg aktywnos¢ przeciwnowo-
tworowa, ale jest jednoczesnie toksyczny wzgledem fibroblastow i komorek krwi.

Z kolei ptyn inkubowany w temperaturach 90 i 100°C, nie wykazuje cytotoksycznosci w stosun-
ku do fibroblastow i komoérek krwi ludzkiej, ale jednoczesnie nie wykazuje dziatania cytotoksycznego
w stosunku do komorek raka ptuc.

Zastrzezenie patentowe

1. Ptyn celomatyczny dzdzownicy Dendrobaena veneta do zastosowania w leczeniu raka ptuc,
po oddzieleniu celomocytéw i koagulacji toksycznych biatek w temperaturze 70-80°C.
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Rysunki

Tabela 1.
% MARTWYCH
Temperatura KOMOREK FIBROBLASTOW
inkubacji ( °C)
CZAS INKUBACII (godz.)
24 h 48 h 72 h
40 70 80 90
50 50 60 70
60 10 20 30
70 0 0 0
80 0 0 0
90 0 0 0
100 0 0 0
plyn surowy /nieogrzew./ 80 90 90

Fig.1
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Fig. 3

Fig. 4
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Tabela 2
Prébka
, Probka I1
PARAMETRY czas | Probkal | oo, | Hlphn
(kontrola) surowy) ogrzany
80°C
RBC — ilogé 5 min. 3,73 0 3,74
erytrocytow 60 min. 3,77 0 3,72
(x10° kom/pl) 300 min. 3,93 0 3,65
5 min. 81,6 0 81,2
MCV - érednia objgtosc o
min.
erytrocytow (fL) i 81,0 0 82,0
300 min. 83,0 0 82,0
MCH - $rednia masa 5 min. 28,7 0 28,8
hemoglobiny w 60 min. 28.6 0 28,6
erytrocycie (Pg) 300 min. 28.1 0 28.8
5 min. 4,37 0 4,5
WBC —ilos¢ leukocytow -
o kol Y 60 min. 4,21 0 4,8
(x10" kom/ul) 300 min. 420 0 4,9
PLT - ilosé 5 min. 159 0 152
trombocytow 60 min. 153 0 145
(x10° kom/pl) 300 min. 155 0 151

Fig.5
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Fig.6

Fig.7
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Fig.8

Fig. 9
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Tabela.3
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Hodowla komorek

% MARTWYCH KOMOREK RAKA PLUC

rakowych A549 z CZAS INKUBACIJI (GODZ)
ptynem celomatycznym
inkubowanym w
temperaturach 24h 48h 72h
KONTROLA 0 0 0
same komorki A549
70°C 50 65 75
80°C 45 50 60
90°C 0 0 0
100°C 0 0 0
plyn nieogrzewany 80 90 95

Fig. 10
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Fig.11

Fig.13
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