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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest nowe, medyczne zastosowanie frakcji biatkowo-cukrowej 0 masie
powyzej 14 kDa, otrzymanej z ptynu celomatycznego z dzdzownicy Dendrobaena veneta w leczeniu
raka ptuca.

W opisie patentowym PL 227923 oraz publikacji Fiotka wsp., Acta Pathologica, Microbiologica, et
Immunologica Scandinavica, 2019, ujawniono zastosowanie ptynu celomatycznego z dzdzownicy Den-
drobaena veneta w leczeniu raka ptuca, efektywnie dziatajgcego w stosunkowo wysokich stezeniach
(250 ug/ml), przechowywanego w postaci ptynnej, co powoduje szybkg utrate jego aktywnosci.

Badania w kierunku wyizolowania z ptynu celomatycznego dzdzownicy Dendrobaena veneta,
frakcji biatkowej doprowadzity do otrzymania frakcji biatkowo-cukrowej o masie powyzej 14 kDa, o du-
zym stopniu czystosci, z mozliwoscig liofilizowania, co utatwia jej dtugotrwate przechowywanie z zacho-
waniem petnej aktywnosci.

Przedmiotowa frakcja biatkowo-cukrowa znajduje zastosowania medyczne, wykazujgc dziatanie
przeciwgrzybowe na komérki C. albicans, co opisano w zgtoszeniu patentowym P.423697, dziatanie
antynowotworowe na komorki raka jelita grubego — zgtoszenie patentowe P.425431 oraz immunosty-
mulacyjne do zastosowania w immunoterapii nieswoistej — zgtoszenie P.429033.

Nieoczekiwanie okazato sie, ze frakcja biatkowo-cukrowa o masie powyzej 14 kDa z ptynu celo-
matycznego z dzdzownicy Dendrobaena veneta, wykazuje bardzo efektywne w niskich stezeniach,
dziatanie uszkadzajgce komorki raka ptuc, przy jednoczesnym braku cytotoksycznosci w stosunku do
prawidtowych komoérek nabtonkowych oskrzela cztowieka.

Istotg wynalazku jest wiec nowe zastosowanie medyczne frakcji biatkowo-cukrowej o masie
powyzej 14 kDa, otrzymywanej z ptynu celomatycznego dzdzownicy Dendrobaena veneta w leczeniu
raka ptuca.

Wynalazek zostat przedstawiony w ponizszych przyktadach wykonania.

Przyktad 1. Otrzymywanie i identyfikacja frakcji z ptynu celomatycznego wedtug wynalazku

Ptyn celomatyczny pobrany z jamy ciata dzdzownic Dendrobaena veneta metodg szoku elek-
trycznego, wirowano przez 10 minut przy predkosci 5000 obr/min., przesgczono przez saczki Millipore
o $rednicy poréw 0,22 um i rozlano po 1 ml do probéwek, ktére ogrzewano w temp. 70°C przez 10 minut.
Zebrany z kilku probéwek ptyn poddano dializie w wodzie, w worku dializacyjnym o $rednicy poréw
odcinajgcych zwigzki o masie powyzej 14 kDa. Dialize prowadzono przez 24 godziny w temp. 4°C. Ptyn
po dializie przeniesiono do probéwek typu Falkon i poddano liofilizacji przez 24 godziny.

Otrzymang frakcje zwigzkéw o masie powyzej 14 kDa w postaci biatego proszku poddano bada-
niom w celu identyfikacji sktadnikéw biatkowych i niebiatkowych. Analize biatek frakcji wyodrebnione;j
z plynu celomatycznego prowadzono metodg elektroforezy SDS/PAGE w zelu poliakrylamidowym
w obecnoéci siarczanu dodecylu, w warunkach natywnych oraz w warunkach denaturujgcych. Barwie-
nie otrzymanych zeli dowodzi obecnos$ci w preparacie licznych biatek, a takze komplekséw biatkowo-
-cukrowych, czego potwierdzeniem jest obecno$é na obrazach zeli, w tych samych miejscach prgzkéw
pochodzacych od biatek barwionych barwnikiem Coomassie Brilliant Blue R-250 i od cukréw barwionych
po utlenianiu nadjodanem sodu metodg z azotanem srebra.

Na rysunku, jako figura 1, przedstawiono wybarwione prgzki biatkowe: A — po elektroforezie bez
SDS, odpowiadajgce 1-10 ug i 2—40 ug biatka, B — po elektroforezie z SDS, odpowiadajgce 1-20 g,
2-30 ug i 3-40 ug biatka wraz z prgzkiem 4 odpowiadajagcym markerom masy, zas jako figura 2 przed-
stawiono zabarwione prazki po elektroforezie SDS/PAGE w kierunku obecnosci cukréw i biatek.

Barwienie zeli po elektroforezie i naktadanie sie sygnatéw pochodzgcych od biatek i od cukréw,
€0 zaznaczono na figurze 2 strzatkami, dowodzi obecnosci we frakcji ptynu zwigzkéw biatkowo-cukro-
wych. Sciezka 1 oznacza barwienie zelu w kierunku identyfikacji cukréw, $ciezka 2 w kierunku identyfi-
kacji biatek, zas Sciezka 3 obrazuje potozenie wzorcéw biatkowych masy.

W celu identyfikacji sktadnikow cukrowych we frakcji ptynu celomatycznego o masie powyzej
14 kDa, zastosowano znang metode przeprowadzania takich sktadnikéw w lotne octany alditoli.

Do 0,5 mg zliofilizowanej frakcji ptynu celomatycznego dodano 0,5 ml 2 M kwasu trifluoroocto-
wego i poddano hydrolizie w temp. 120°C przez 2 godz. Kwas trifluorooctowy odparowano w strumieniu
azotu, a pozostato$¢ zalkalizowano 1 M NH4sOH do pH = 8,0. Otrzymany preparat redukowano w temp.
4°C dodajgc Swiezo przygotowany roztwér 10% borodeuterku sodu w wodzie apirogennej (MQ), po-
czatkowo przez 3 godz. w temp. 22°C, a potem w ciggu 1 godz. w temp. 50°C. Nadmiar odczynnika
redukujgcego usuwano dodajac kroplami lodowaty kwas octowy, az do zaniku wydzielania pecherzykow
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deuteru. Prébki suszono w strumieniu azotu, a nadmiar boranu sodu usuwano przez kilkukrotne odpa-
rowanie z 10% HCI w metanolu.

Otrzymane alkohole cukrowe acetylowano dodajgc 0,5 ml mieszaniny bezwodnika octowego i pi-
rydyny w stosunku objeto$ciowym 1 :1 przez 30 min. w temp. 95°C. Probke odparowywano do suchosci
najpierw w strumieniu azotu, a nastepnie z kilkoma porcjami po 100 ml wody MQ, az do zaniku zapachu
pirydyny. Prébki octanéw alditoli ekstrahowano z wody chloroformem, dodajgc dwukrotnie porcje chlo-
roformu z wodg MQ w stosunku objeto$ciowym jak 1 : 1. Ekstrakt chloroformowy suszono przepuszcza-
jac przez mini kolumienki z bezwodnym siarczanem sodu.

Octany alditoli analizowano wprowadzajgc ekstrakt chloroformowy na kolumne chromatograficzng
kapilarng HP-5MS, 30 m x 0,25 mm, z helem jako gazem no$nym. Analize prébek przeprowadzono przy
uzyciu chromatografu gazowego sprzezonego ze spektrometrem masowym, w nastepujgcym programie
temperaturowym: poczgtkowo w ciggu 5 min. w temp. 150°C, potem zwiekszano temperature o 5°C
w ciggu 1 min, az do wartosci koncowej 310°C, utrzymywanej co najmniej przez 10 min. Sktadniki cu-
krowe identyfikowano na podstawie poréwnania ich czaséw retencji i widm masowych do czaséw retenc;ji
i widm masowych standardéw oraz podobiefnstwa widm masowych identyfikowanych sktadnikéw cukro-
wych z widmami masowymi sktadnikéw zamieszczonych w bazie danych NIST library.

Na podstawie powyzszej procedury, we frakcji ptynu celomatycznego, zostaty zidentyfikowane
alkohole cukrowe i monosacharydy takie jak: glicerol, 4 stereoizomery inozytolu, mannoza, glukoza
i galaktoza w nastepujgcym procentowym stosunku molowym: 37,3 :53,7:0,4:6,4 : 2,1 wzgledem cat-
kowitej zawartoSci zwigzkéw cukrowych.

Tak otrzymang i zidentyfikowang frakcje ptynu wedtug wynalazku uzywano do dalszych badan
w kierunku dziatania na komérki raka ptuca oraz komérki prawidtowe nabtonka oskrzelowego.

Przyktad 2. Sprawdzanie obecnosci endotoksyn we frakcji ptynu celomatycznego wedtug
wynalazku

Przedmiotem badan opisanych w ponizszym przyktadzie byto zbadanie we frakcji ptynu celoma-
tycznego obecnoéci endotoksyn — lipopolisacharydowych sktadnikow $cian komérkowych bakterii
Gram-ujemnych, odpowiedzialnych za szok endotoksyczny organizmu gospodarza zakazonego tymi
bakteriami.

Stezenie endotoksyn we frakcji ptynu celomatycznego, oznaczano metodg chromogenng punktu
koncowego, przy uzyciu testu LAL, postugujgc sie zestawem do kwantyfikacji p-nitroaniliny uwalnianej
z biatkowych komplekséw p-nitroaniliny w wyniku reakcji enzymatycznej zachodzgcej w amebocytach
kraba Limulus polyphemus pod wptywem endotoksyny.

W celu okre$lenia zawartosci endotoksyny w jednostkach EU, wykonano krzywg wzorcowg dla
standardowego preparatu lipopolisacharydu (LPS) Escherichia coli szczep O111:B4.

Preparat wzorcowy LPS E. coli zostat rozpuszczony w pozbawionej endotoksyn wodzie, zgodnie
z instrukcjg producenta, do wyj$ciowego stezenia 20 EU/m, ktére potem postuzyto do wykonania serii
rozcienczen o wartosciach: 1,0; 0,5; 0,25 i 0,1 EU/mI. Nastepnie przygotowano prébki z frakcjg ptynu
celomatycznego, sporzadzajgc roztwor w apirogennej wodzie o stezeniu poczatkowym 2 x 101 mg/ml,
po czym wykonano serie rozcienczen, az do stezenia koricowego 2 x 10°. Probki preparatu z frakcjg
ptynu celomatycznego umieszczono w 96 dotkowych ptytkach mikrotitracyjnych i po dodaniu odczyn-
nika LAL w stosunku v/v 1:1, inkubowano przez 10 min w temp. 37°C. W koncowym etapie badan, do
kazdej probki z frakcjami ptynu celomatycznego, probek wzorcowych oraz prébek kontrolnych w po-
staci apirogennej jatowej wody, dodano chromogennego substratu — biatkowej pochodnej p-nitroaniliny
i kontynuowano inkubacje przez 6 min, po czym wszystkie procesy inkubacji zatrzymywano dodajgc
25% kwas octowy.

Kazde stezenie wzorcowego preparatu endotoksyny i preparatow zawierajgcych frakcje ptynu
celomatycznego oznaczano w trzech powtérzeniach. Absorbancje badanych roztwordéw frakciji ptynu
i wzorcowych endotoksyn mierzono przy dtugosci fali 405 nm wobec préby kontrolnej, jakg byta woda
pozbawiona endotoksyn.

Zawarto$¢ endotoksyn w badanych roztworach frakcji ptynu wedtug wynalazku, wynosita
0,09 EU/mI, co jest wartoScig znacznie nizszg niz dopuszczalne wedtug Farmakopei USA stezenie en-
dotoksyn w wodzie do iniekcji, wynoszgce 0,25 EU/m.

Negatywne wyniki testu LAL w badanych probkach frakcji ptynu celomatycznego, zostaty potwier-
dzone analizg chromatograficzng w kierunku obecnosci 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych beda-
cych charakterystycznymi sktadnikami LPS. Zamieszczona na rysunku figura 3 przedstawia:
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— zdjecie A — wzorcowe widmo masowe estru metylowego trimetylosililowego eteru kwasu
3-hydroksymirystynowego pochodzgcego z LPS E. coli, z uwidocznionym pikiem dla jonu m/z
175 Swiadczacym o obecnosci endotoksyny,

— zdjecie B — jonogram selektywny frakcji ptynu celomatycznego wedtug wynalazku, na ktérym
uwidocznione sg jedynie piki pochodzgce od zanieczyszczen z no$nika kolumny chromato-
graficznej i membrany i brak sygnatu dla jonu m/z 175 charakterystycznego dla 3-hydroksy-
kwasow.

Przyktad 3. Dziatanie frakcji biatkowo-cukrowej wedtug wynalazku na komarki nowotworowe

ptuca i komorki prawidtowe nabtonka oskrzelowego

Badania prowadzono na przyktadzie linii komérek nabtonkowych niedrobnokomérkowego raka
ptuc A549. Hodowle wszystkich komérek prowadzono w standardowych warunkach - 37°C, 5%
C02,90% wilgotnosci powietrza, w podtozu RPMI z dodatkiem 8% ptodowej surowicy bydlecej. Gestosé
wyjsciowa zawiesiny wynosita 10* komorek w mililitrze podtoza. Zatozono hodowle komorek prawidto-
wych pochodzacych z oskrzela cztowieka, wsrdd ktdrych jedna stanowita kontrole (bez frakcji), a do
drugiej dodano 500 ul frakcji biatkowo-cukrowej ptynu celomatycznego. Zatozono takze 2 hodowle za-
wierajgce komérki raka ptuca, pierwsza stanowita kontrole (bez badanej frakcji), a do drugiej dodano
frakcje biatkowo-cukrowg ptynu celomatycznego.

Do 1 ml hodowli dodawano frakcje biatkowo-cukrowg ptynu celomatycznego, uzyskujgc stezenie
biatka 12,5, 25, 50 oraz 100 ug/ml w kazdej z nich. Po inkubacji w czasie 24, 48 i 72 godziny, do hodo-
wanych komoérek dodawano trypsyne, celem catkowitego oderwania komoérek od naczynia hodowla-
nego, a nastepnie btekit trypanu dla zabarwienia komérek martwych. Nastepnie liczono ilos§é martwych
i zywych komérek nowotworowych w komorze Biirkera. Badanie powtarzano trzykrotnie. Procent komoé-
rek martwych w stosunku do kontroli stanowigcej 100% komdrek nowotworowych, przedstawiono jako
wspotczynnik cytotoksycznosci w tabeli 1.

Jak wykazano w tabeli 1, frakcja biatkowo-cukrowa ptynu celomatycznego z dzdzownicy Dendro-
baena veneta wykazuje bardzo efektywne dziatanie uszkadzajgce komorki raka ptuca, przy jednocze-
snym braku cytotoksycznosci lub toksycznosci na bardzo niskim poziomie — 2% w stosunku do prawi-
dtowych komoérek nabtonkowych drzewa oskrzelowego cztowieka.

Dodatkowo, naczynia z hodowlg kontrolng zawierajgcg same komorki nowotworowe oraz ho-
dowle komérek nowotworowych z frakcjg biatkowo-cukrowg wedtug wynalazku, poddano obserwac;ji
pod skaningowym mikroskopem elektronowym.

Po utrwaleniu hodowli na szkietkach A549 i EAS-2B przy uzyciu 4% aldehydu glutarowego
w 0,1 M buforze fosforanowym, pH 7,0, komdrki inkubowano roztworem OsO4 przez 30 minut. Nastep-
nie odwadniano je stopniowo w roztworach acetonu 30, 60, 90, i 100%, i wysuszono w eksykatorze. Po
24 godzinach napylono ztotem i poddano ogledzinom pod skaningowym mikroskopem elektronowym.
Obrazy mikroskopowe uwidaczniajgce deformacje i zniszczenia komérek raka ptuca po inkubaciji z frak-
cjg biatkowo-cukrowg przedstawiono na rysunku jako fig. 4, gdzie:

— fig. 4 A1i A2 — komérki raka ptuca — kontrolne,

— fig. 4 B1 i B2 — komérki raka ptuca po dziataniu frakcji w stezeniach odpowiednio 50 yg/m

i 100 pg/ml,
zas obrazy mikroskopowe komoérek nabtonka drzewa oskrzelowego po dziataniu frakcji biatkowo-cukro-
wej wedtug wynalazku jako fig. 5, gdzie:

— fig. 5 A1i A2 — komérki nabtonka drzewa oskrzelowego BEAS-2B kontrolne,

— fig. 5 B1 i B2 — komorki nabtonka drzewa oskrzelowego BEAS-2B ptuca po dziataniu frakc;ji
odpowiednio w stezeniach 50 i 100 ug/ml.

Po dziataniu frakcji komérki nabtonka nie ulegty zmianom morfologicznym. Znacznik na zdjeciach

odpowiada 10 mikrometrom.

Zaleta frakcji biatkowo-cukrowej wyizolowanej z ptynu celomatycznego, bedgcej przedmiotem
wynalazku jest fakt, iz dziata efektywnie na komorki raka ptuca w 10 x nizszym stezeniu. Dla poréwnania
frakcja samego ptynu celomatycznego o stezeniu biatka 250 ug/ml powodowata cytotoksyczno$é wobec
komoérek raka ptuca A 5459 na poziomie 75%, natomiast frakcja biatkowo-cukrowa o stezeniu biatka
25 ug/ml powodowata efekt cytotoksycznosci komérek rakowych na poziomie 78%.

Ponadto, frakcja weditug wynalazku charakteryzuje sie duzym stopniem czystosci albowiem w wy-
niku dializy ptynu celomatycznego po inkubacji w 70°C, zostajg usuniete fragmenty zdenaturowanych
biatek, a mozliwos$¢ jej liofilizacji zapewnia zachowanie jej aktywnosci przez diugi okres czasu.
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Przyktad 4. Okre$lenie aktywnosci kaspaz 4, 6, 8 i 12 po dziataniu frakcji biatkowo-cukrowej
ptynu celomatycznego wzgledem komérek prawidtowych nabtonka oskrzeli oraz nowotworowych ptuca

W komérkach hodowli BEAS-2B i A549 zatozonych i prowadzonych tak jak opisano w przykfa-
dzie 3. oznaczano aktywno$¢ kaspaz 4, 6, 8 i 12 metodg immunoenzymatyczng (ELISA).

Komorki prawidtowe oraz nowotworowe poddano dziataniu dezintegrujgcemu przy pomocy szoku
termicznego. Do tak uzyskanej zawiesiny komérek (40 uL) dodawano 10 uL przeciwciata dla okres$lonej
kaspazy oraz 50 uL streptawidyny HRP. Cato$¢ inkubowano w 37°C w czasie 60 minut, po tym czasie
3-krotnie ptukano buforem ptuczgcym, a nastepnie dodano po 50 uL chromogenu A i B. Cato$¢ inkubo-
wano w 37°C w ciemni przez 10 minut. W celu zakonczenia reakcji dodano 50 uL roztworu stop, a po
15 minutach oznaczano wartosci absorbanciji przy dtugosci fali 450 nm, Wyniki stezenia kaspaz w ko-
morkach BEAS-2B i A549 po inkubacji z frakcjg biatkowo-cukrowg wedtug wynalazku przedstawiono
w tabeli 2. Zmiany istotne statystycznie oznaczono gwiazdka.

Jak udowodniono w powyzszych przyktadach, frakcja biakowo-cukrowa ptynu celomatycznego
z dzdzownicy Dendrobaena veneta wedtug wynalazku wykazuje bardzo efektywne, zalezne od poziomu
biatka we frakcji, dziatanie zwiekszajgce stezenie kaspaz 4, 6, 8 i 12 w komérkach raka ptuca, przy jed-
noczesnym nizszym wzroscie stezenia w prawidtowych komaérkach nabtonkowych drzewa oskrzelowego
cztowieka. Zmiany istotne statystycznie przedstawionych warto$ci oznaczone sg gwiazdka (p < 0,05).

Uzyskane wyniki dowodzg, ze otrzymana frakcja ptynu celomatycznego ma dziatanie indukujgce
programowang $Smier¢, czyli apoptoze komoérek raka puca na drodze aktywacji kaspaz.

Zastrzezenie patentowe

1. Frakcja biatkowo-cukrowa o masie powyzej 14 kDa, otrzymywana z ptynu celomatycznego
dzdzownicy Dendrobaena veneta do zastosowania w leczeniu raka ptuca.
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