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PATENTINE PARAISKA
Terapiné B-gliukany kompozicija, moduliuojanti Zmogaus imuning sistema

ir inicijuojanti véziniy lasteliy ardyma
TECHNIKOS SRITIS

Sis iSradimas priskiriamas farmaciniy biotechnologijy sri¢iai. Jame aprasomas
organizmo imunostimuliavimas, véziniy Igsteliy ardymo procesy inicijavimas bei
metastaziy susidarymo prevencija, panaudojant skirtingos molekulinés masés
vandenyje tirpiy B-gliukany kompozicijas. Siame iSradime taip pat aprasytas B-gliukany
miSiniams gauti panaudojamas specifinis  biokatalizatorius  produkuojamas

Streptomyces rutgersensis 88.
TECHNIKOS LYGIS

Moksliniy tyrimy metu nustatyta, kad skirtingi polisacharidai, sudaryti is$
pasikartojanciy gliukozés monomery yra dazniausiai planetoje sutinkami polimerai, tokie
kaip celiuliozé, krakmolas, chitinas, mananas ir kiti placiai paplite junginiai. Vienas tokiy
gliukozés polimery yra B-gliukanas. B-gliukanas yra polimeriné medziaga, sudaryta i$
gliukozés monomery, sujungty tarpusavyje B-glikozidiniais rySiais. Gamtoje yra
sutinkama daug skirtingy B-gliukano rasiy, kurie gaminami skirtingy organizmy —
bakterijy, grybeliy, augaly. Dazniausiai B-gliukanai randami organizmy Igsteliy sieneléje
(Javmen ir kt., 2013; Basic ir kt., 2009). Skirtingi B-gliukanai gali skirtis tarpusavyje
skirtinga struktira. Tai nulemia glikozidiniai rySiai, kuriais yra sujunti gliukozés
monomerai, nuo polimero S8akotumo priklauso medziagos fizikinés savybés. PavyzdZiui,
kurdlanas yra linijinis  Alcaligenes faecalis $-(1-3) B-gliukanas, vandenyje tirpus
polimeras, o celiuliozé sudétingas, vandenyje netirpus, B-(1-4) gliukanas (Javmen ir kt.,
2012; Basic ir kt., 2009; Novak ir kt. 2008; Peliosi ir kt. 2006). Buvo aptikta, kad
neceliulioziniai, grybinés kilmés B-gliukanai dirgina Zinduoliy imunine sistema ir gali bti
potencialiais Zmogaus imuninés sistemos stimuliatoriais (Chen ir kt., 2007). Dél Sios
priezasties, grybinés kilmés B-gliukanai yra pladiai tiriami visame pasaulyje.
Eksperimenty duomenys rodo, kad $ie B-gliukanai apsaugo Zinduolius nuo skirtingy



infekcijy ir padidina imuninés sistemos lasteliy citotoksiSkuma vézZinems Iastelems
(Chang ir kt., 2009; Vetvicka, 2011).

Kaip jau buvo minéta, B-gliukanus produkuoja skirtingi organizmai, todél Sios
medZiagos yra i§skiriamos i§ keliy $altiniy. Toliau pateikti keli tokiy Saltiniy pavyzdZiai.
Patente US6660722 B2 aprasytas B-gliukano laminarino, kuris yra iSkirtas i§ Laminaria
saccharina mikroorganizmo, panaudojimas. Patente WO03/045414 naudojamas
laminarinas iSskirtas i8 Laminaria digitata. Patente US 2007/0117777 A1 naudojamas (-
gliukanas iSskirtas i§ Aureobasidium pullulans. Patente US 2008/0311243 A1
naudojamas B-gliukanas i$skirtas i§ skirtingy javy grady. Patente EP1361264 B1
naudojamas B-gliukanas i$skirtas i§ mieziy. Patente US 2009/0098619 A1 aprasyta -
gliukano gamyba panaudojant skirtingus grybus, tokius kaip Ganoderma Iucidum,
Coriolus versocolor ir skirtingus Lentula gryby rasis. Svarbiu imunoaktyviy B-gliukany
altiniu yra kepimo mielés Saccharomyces cerevisiae (Javmen ir kt., 2012; Basic ir kt.,
2009; Novak ir kt. 2008; Hunter ir kt., 2002). Saccharomyces cerevisiae B-gliukano
panaudojimas aprasytas Siuose patentuose: US 5622939, US 2006/0247205 A1, US
4810646, US 7550584 B2, WO 2006/119395 A2, WO 2004/082691 A1, WO
1997/002356 A1, US 2013/0310338 A1, W092/13896, US 8323644 B2. Didele dalj
mieliy masés sudaro B-gliukanai, kurie yra vieni pagrindiniy Igstelés sieneliy
komponentai. Mieliy Igsteliy sienelé yra sudaryta i$ dviejy sluoksniy — vidinio ir iSorinio.
ISorinis sluoksnis kontaktuoja su Igstelés iSoréje esancia terpe ir yra suformuotas i$
mananoproteiny ir baltymy. Tuo tarpu vidinis mieliy Igstelés sienelés sluoksnis yra
sudarytas i§ daugelio skirtingy polisacharidy. Vidiniame polisacharidy sluoksnyje
didZiausig procentg sudaro B-gliukanas, i$ kurio formuojasi sluoksnio skeletas. Prie B-
gliukano taip pat yra kovalentiSkai prijungti ir kiti polisacharidai (Klis ir kt., 2006). Mieliy
sieneliy vidinio sluoksnio B-gliukano pagrindg sudaro ilgos, B-1,3 rySiais sujungtos
gliukozés polimerinés grandinés, tarpusavyje papildomai sujungtos B-1,6 rysiais. Tokiu
bladu Sios struktiros formuoja trimatj polimerinj tinklg protoplasto iSoréje (Bacic et al.,
2009). Vidutinis atskiry B-gliukano grandiniy ilgis yra ~600 nm ir jas sudaro ~1500
gliukozeés monomery (2,4x10° Da) (Bacic ir kt., 2009).

Saccharomyces cerivisae mieliy B-gliukano iSskyrimui naudojami skirtingi blidai.
Tam, kad baty galima iSskirti netirpy B-gliukang i8 Saccharomyces cerevisiae mieliy

Igsteliy reikia atlikti Sias procediras:



1) suardyti mieliy lgsteles ir atskirti netirpias Igsteliy sieneles nuo skystos
citoplazmos (kadangi B-gliukanas yra lokalizuotas lasteliy sienelése);
2) i$ netirpiy Igsteliy sieneliy nuosédy iSskirti netirpy p-gliukana.

Mieliy Igsteliy lizavimui yra taikoma daug jvairiy bady, kuriuos galima bty
suskirstyti j tris grupes: a) cheminiai, b) fizikiniai, ¢) fermentiniai. Cheminei Igsteliy lizei
gali bati naudojami natrio Sarmo, druskos rigsties, acto rlgsties ir kity agresyviy
cheminiy medZiagy tirpalai (Pelizon ir kt., 2005; Zechner-Krpan ir kt., 2010). Taip pat
mieliy Iasteliy ardymui gali bati naudojami fizikiniai Igsteliy ardymo badai: ultragarso
arba homogenizatoriy poveikis (Shokri ir kt., 2008). Dar viena mieliy Iasteliy ardymui
naudojama metody grupé yra fermentiniai ardymo bidai, kuriuos dar galima padalinti j
du pogrupius:

a) mieliy Igsteliy autolizé — Igstelé lizuojama savais, su Igstelés Zuvimu
susijusiais, vidiniais fermentais (Martinez-Rodriguez ir kt., 2001). Mieliy Igsteliy
autolizeé vyksta esant >50°C temperatiirai, kai terpéje néra maisto medziagy.
Procesas ilgas ir gali trukti keletg pary (Vosti ir kt., 1954; Hernawan, Fleet
1994).

b) kity organizmy sintetinamy fermenty, galingiy ardyti mieles, panaudojimas.
Gamtoje yra nemazai mikroorganizmy, kurie i$skiria mieliy lasteles lizuojangius
fermentus | aplinkg. Sie fermentai gali bti panaudojami mieliy Igsteliy ardymo
procesams (Gilbert ir kt., 2002).

Po mieliy Iasteliy suardymo i§ gauty netirpiy lasteliy sieneliy nuosédy yra
iSskiriamas netirpus B-gliukanas. Tam paprastai yra naudojami $armai, skirtingos
rigstys, vandenilio peroksidas ir kt. Dauguma Iasteliy sieneliy medziagy po poveikio
Sarmais ir ragstimis pereina j skystg faze. B-gliukanas netirpsta $arme net esant
aukstoms jo tirpaly koncentracijoms, todél yra daZniausiai naudojamas B-gliukano
atskyrimui nuo kity mieliy lastelés sieneliy polimery (Jamas ir kt., 1989; Hayen ir kt.,
2001; Shokri ir kt., 2008; Bacic ir kt., 2009; Bahl ir kt., 2009). Toliau pateikti kai kurie B-
gliukano igkyrimo i$ S. cerevisiae budai, apradyti skirtinguose patentuose. US 7.550.584
B2, US 4810646, WO 2004/082691 A1, US 5622939, US 7776843 B2, WO
2007/146416 patentuose aprasytas bidas, pagal kurj S. cerevisiae mielés i$ pradziy
apdorojamos $armu, o po to rigstimi. US 2013/0310338 A1 patente aprasytas bidas,

pagal kurj S. cerevisiae mielés i§ pradziy apdorojamos $armu, o po to etanoliu ir
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vandeniu. WO92/13896 patente pateiktas biidas, pagal kurj S. cerevisiae mielés i§
pradziy apdorojamos DMSO, o po to sieros rtigstimi.

Yra zZinoma, kad B-gliukany poveikis imuninei sistemai priklauso nuo B-gliukano
molekuliy dydZio (Mantovani ir kt., 2008). Grybinés kilmes B-gliukany atpaZinimas
vyksta per specifinius receptorius, kurie yra lokalizuoti leukocity (makrofagai, neutrofilai,
NK Igsteles ir kt.) pavir$iuje. Nustatyta, kad B-gliukano saveikos stiprumas su skirtingais
receptoriais priklauso nuo B-gliukano molekuliy dydZio (Akramiené ir kt., 2007;
Mantovani ir kt., 2008). Pagrindiniai B-gliukano molekules atpaZjstantys receptoriai yra:
komplimento receptorius CR3, B-gliukany receptoriumi vadinamas Dectin-1, Toll-like
receptorius TLR-2, laktozilkeramidas ir kai kurie kiti receptoriai (Akramiené ir kt., 2007;
Novak ir kt. 2008; Chen ir kt., 2007).

Bendra imunostimuliacija. Yra Zinoma, kad P-gliukanai stimuliucja imunine
sistema kovai su infekcinémis ligomis ir véZiu. B-gliukanai po saveikos su makrofagais,
neutrofilais, NK ir dendritinémis Igstelémis, kitais leukocitais, turinéiais B-gliukana
atpaZjstancius receptorius gali sukelti citokiny sinteze, pagerinti mikroby fagocitoze ir
ardymo savybes (Akramieneé ir kt., 2007; Novak ir kt. 2008; Chen ir kt., 2007, Vetvicka ir
kt., 2012). Makrofagai, kurie yra aktyvuoti -gliukano molekuliy, gali veikti ne tik pries B-
gliukanus turin€ius antigenus. Taip pat jie veikia ir bet kokius kitus antigenus, jskaitant
patogeninius mikroorganizmus, o taip pat ir prie§ veézines lgsteles. Tik makrofagy
lasteles geba fagocituoti B-gliukanus ir juos oksiduoti iki paprastesnés struktiros
junginiy. Tai susii¢ su tuo, kad Zinduoliai neturi fermenty B-gliukanaziy ir tai yra
vienintelis B-gliukany pasalinimo badas Zinduoliy organizmuose (Novak ir kt. 2008).

Antivézinis poveikis. Yra Zinoma, kad B-gliukanas gali stimuliuoti imunine
sistema kovoti su véZinémis Iastelemis (Akramiené ir kt., 2007; Novak ir kt. 2008: Chen
ir kt., 2007, Vetvicka ir kt., 2012).Tikslus B-gliukano poveikio mechanizmas nera
iSaiskintas (Vetvicka ir kt., 2012). Nustatyta, kad neutrofilai, makrofagai, eozinofilai ir NK
lasteles, po sgveikos su B-gliukano molekulémis, gali ardyti véZines Igsteles pagal CR3-
DCC (nuo komplimento receptoriaus 3 priklausomas citotoksiS8kumas) mechanizma,
kuriame paprastai nedalyvauja (Vetvicka ir kt., 2012, Yan ir kt., 2009). Yra jrodyta, kad
netirpus B-gliukanas Zinduoliy Zarnyne yra fagocituojamas Zarnyno makrofagy ir yra
transportuojamas j bluznj, limfmazgius ir kraujo &iulpus. Kraujo Giulpuose makrofagai
degraduoja dideles netirpias B-gliukano daleles ki mazesniy tirpiy fragmenty (Yan ir kt.,



2009; Chan ir kt., 2009). Sios maZesnés B-gliukano molekulés gali sgveikauti su
leukocity CR3 receptoriaus lektino dalimi (neutrofilai, makrofagai, eosinofilai ir NK
Iastelés) (Yan ir kt., 2009; Chan ir kt., 2009; Vetvicka ir kt., 2012). Daugelyje atvejy
naviko Igstelés biina opsonizuotos antikiinais ir komplimento baltymu iC3b (Vetvicka ir
kt., 2012). Neutrofily, makrofagy, eozinofily ir NK lasteliy CR3 receptorius atpazjsta
tokias opsonizuotas vézZines lgsteles ir po sgveikos su mazomis tirpiomis B-gliukano
Iastelemis, gali jas ardyti, nors, kaip jau buvo minéta, paprastai $ie leukocitai neardo
véziniy Igsteliy pagal §j mechanizma (Yan ir kt., 2009; Chan ir kt., 2009; Vetvicka ir kt.,
2012). Normalios, nemutavusios, audinio Iastelés yra apsaugotos nuo tokio leukocity
puolimo, nes jos nebina opsonizuotos iC3b komplimento baltymu (Vetvicka ir kt.,
2012).

Siy Ziniy pagrindu yra uZpatentuoti keli véZio terapijos biadai. Patente US
6.660.722 B2 apraSytas véZio terapijos bidas, pagal kurj naviky ardymui naudojamas
tirpus B-gliukanas laminarinas (pavyzdyje apraSomas laminarinas i§ Laminaria
saccharina). Patente WO 2004/021994 A2 aprasytas véZio terapijos bidas, kuris
pagrjstas netirpiy, daleliy pavidalo avizy, gryby ar mieliy (Saccharomyces cerevisiae ir
kitos rasys) B-gliukany panaudojimu kartu su komplimento sistemg aktyvuojanéiais
antikGnais prie§ vézinj navikg ar prie$ vézio antigenu:Patente WO 2005/049044 A1
aprasytas veZio terapijos bldas, pagal kurj gydimui naudojami sintetiniai B-gliukano
oligomerai (iki 10 monomery, optimaliai 2-3) kartu su monokloniniais antikiinais pries
determinantes, esancias véziniy lgsteliy pavirSiuje. US 2009/0074761 A1 patento
autoriai patentuoja terapines B-gliukano kombinacijas, kurios bus naudojamos kaip
vaistas prie§ veéZj. Patentuojami terapiniai deriniai sudaryti i§ skirtingy B-gliukany
(tirpaus ir netirpaus) ir antikiny — VEGF antagonisty. Siame patente B-gliukanas yra
iSskiriamas i§ mieliy. Patentas US 8323644 B2 apraso biida, pagal kurj véZys yra
gydomas antiveZiniy antikiiny ir 8-gliukano deriniu. B-gliukano $altinis yra S. cerevisiae
mielés; B-gliukanas gali bati tirpios ir netirpios formy. Patente WO 2004/082691
aprasyta S. cerevisiae tirpaus B-gliukano gamyba, kuris toliau naudojamas vezio
gydimui ir prevencijai.

Taip pat B-gliukanas yra naudojamas kitiems susirgimams gydyti. Patente US
7776843 aprasytas kauly laziy gydimo budas, panaudojant mieliy B-gliukana. Patentas



WO 2007/144616 apra$o bada, pagal kurj S. cerevisiae mieliy S-giukanas naudojamas
bendrai imunostimuliacijai.

Patentas US 8367641 B2 apraso modifikuoty S-gliukany sinteze, kuriuos galima
panaudoti naviky ardymui, virusiniy, bakteriniy ir grybeliniy infekcijy gydimui bei
imuninés sistemos sutrikimams gydyti. Patente US 2008/0167268 aprasomas citokiny
sintezés aktyvavimo bidas, naudojant daleliy pavidalo S. cerevisiae B-gliukang.
Patentas US 8318218 B2 apra$o svorio mazinimo bada, panaudojant S. cerevisiae -
gliukana. Patente US 2007/0117777 A1 aprasytas osteoporozes prevencijos ir terapijos
badas, pagal kurj naviky ardymui naudojamas B-gliukanas i§ Aurobasidium pullulans.
dvejomis kryptimis:

> naujy B-gliukany $altiniy paieska,
> B-gliukany taikymas medicininéje terapijoje.

Kadangi skiriasi B-gliukany i§skyrimo bddai bei pirminiai jy $altiniai, skiriasi ir jy
terapinis poveikis. Vieni S-gliukanai taikomi imunomoduliavimui, kiti 8-gliukanai daugiau
ar maziau efektyviai taikomi patogeniniy mikroorganizmy slopinimui ir véziniy lasteliy
ardymui. |

Imuninés sistemos atsakas j didesnés molekulinés masés vandenyje tirpius -
gliukanus yra makrofagy aktyvinimas. Jie suaktyvindavo imuning sistema ir padidindavo
dendritiniy Iasteliy kiekj kraujyje. Tuo tarpu maZesnés molekulinés masés vandenyje
tirpds B-gliukanai yra kaip antras véZiniy lIasteliy atpazinimo signalas pagal CR3-DCC
mechanizma. Tai jgalina juos naudoti kaip véziniy lasteliy ardymo-zudymo iniciatorius.

VézZinés lgstelés gana greitai adaptuojasi prie jas ardanéiy iSoriniy veiksniy.
Chemoterapinio ar radiacinio spinduliavimo poveikio metu Zuvusios véZinés lgstelés
apnuodija organizma. Dél Sios prieZasties véziniy lasteliy tiesioginis ardymas daugeliu
atvejy yra apsunkintas, kadangi | kraujg patenka daug toksiniy medziagy. Todél
prakti§kai nejmanoma iSvengti metastaziy susidarymo ir sveiky lgsteliy ardymo. Sie
terapiniai blidai néra atrankiis vézinéms ir sveikoms lgsteléms. Zuvusiy Igsteliy irimo
produktai apsunkina maistiniy medziagy transportg j Igsteles ir dél Sios priezasties
vézinés lgstelés migruoja j kitas organizmo vietas, tokiu badu atsirandant metastazéms.

Aukséiau aprasyti organizmo imunostimuliavimo ir véziniy lasteliy ardymo badai
pilnai neiSsprendzia visy su véziniy susirgimy terapija susijusiy problemy:



> sudétingas veéZiniy susirgimy terapijos procesas, reikalaujantis
aukstos kvalifikacijos Zzmogiskujy istekliy ir technologijy;

> néra universaliy kompleksiniy preparaty, skirty ir
imunomoduliacijai ir véziniy lgsteliy ardymo iniciacijai;

> néra preparaty ir bidy véZiniy lasteliy ardymo greiciui valdyti;

> néra efektyviy nei sintetiniy nei biologinés kilmés preparaty, skirty
metastaziy plitimui stabdyti;

> néra kompleksiniy preparaty, prie kuriy véZinés Igstelés negaléty

adaptuotis.
ISRADIMO ESME

ISradimo tikslas yra sukurti teraping B-gliukany kompozicija, moduliuojandig
Zmogaus imunine sistema ir inicijuojancig véziniy lasteliy irimo procesus.

Sio isradimo esme yra B-gliukany kompozicija, susidedanti i§ skirtingo molekulinio
svorio vandenyje tirpiy B-gliukany, galinéiy tiek imunomoduliuoti, tiek inicijuoti véziniy
Igsteliy ardymo procesus.

Didelés molekulinés masés B-gliukanai aktyvina fagocitus, skatina y-interferono
sinteze ir tokiu badu stimuliuoja organizmo imunine sistema bei ardo pavienes véZines
Igsteles.

MaZos molekulinés masés vandenyje tirpiis B-gliukanai sgveikaudami su neutrofily
CR3 receptoriais inicijuoja visy veéZiniy lasteliy ardyma. Tam, kad véziniy lasteliy
ardymas vykty optimaliai ir nesukelty letalinés organizmo baigties, svarbu islaikyti
didelés ir maZos molekuliniy masiy B-gliukany santykj jy kompozicijoje.

Kad baty galima valdyti véZiniy lasteliy ardyma, tam panaudojamos kompozicijos
su keiiamomis skirtingos molekulinés masés B-gliukany koncentracijomis.

Metastaziy susidarymui iSvengti, yra ruosiama B-gliukany kompozicija su
imunomoduliuojandiais ir veéZiniy Igsteliy ardyma inicijuojandiais  B-gliukany
komponentais, kuriy koncentracijos pastovios.

Siame i$radime aprasSytas veziniy Igsteliy ardymo bidas nuo Zinomy skiriasi tuo,
kad netirpus B-gliukanas yra i§skirtas Sacharomyces cerevisae specifinés fermentinés



hidrolizés badu, ir i§ gauty vandenyje tirpiy B-gliukany sudaromos terapeutinés
kompozicijos.

Antras skirtumas pasirei$kia tuo, kad tirpds S-gliukanai yra gaunami specifinés
fermentinés hidrolizés badu, panaudojant i§grynintg §-1,3-gliukanaze i§ Streptomyces
rutgersensis 88.

Tredias skirtumas pasireiSkia tuo, kad B-gliukanai yra specifiSkai hidrolizuojami,
panaudojant B-1,3-gliukanaze i$ Streptomyces rutgersensis 88 iki tam tikros
molekulinés masés oligosacharidy.

Ketvirtas skirtumas pasireiSkia tuo, kad tirpis B-gliukanai yra frakcionuojami j

imunomoduliatorius ir véZiniy lgsteliy ardyma inicijuojanéius agentus.
Penktas skirtumas pasireiSkia tuo, kad véziniy lasteliy ardymo proceso efektyvumui
padidinti yra apjungiamos skirtingos molekulinés masés B—gliukanq fermentinés
hidrolizeés frakcijos, kuriy ribiniai klampos skaiciai yra intervale nuo 0,3 iki 0,01, geriau
nuo 0,08 iki 0,02.

Sestas skirtumas pasireiskia tuo, kad siekiant iSvengti véZiniy lasteliy apsauginiy
sistemy adaptacijos, yra naudojami skirtingos molekulinés masés véziniy Igsteliy
ardymga inicijuojantys agentai.

Septintas skirtumas pasireiSkia tuo, kad ardant vézines lgsteles, pirmiausia yra
atliekama organizmo imunomoduliacija, o po to vézZinés Igstelés yra pazymimos véziniy
Iasteliy ardyma inicijuojanciu agentu.

Astuntas skirtumas pasireiSkia tuo, kad imunostimuliuojantys biopreparatai ir
veéZiniy lasteliy ardymg inicijucjantys agentai yra jvedami pakaitomis.

Devintas skirtumas pasireiSkia tuo, kad imunostimuliuojanéiy biopreparaty ir
veéziniy Igsteliy ardymg inicijuojanéiy agenty jvedimo j organizma tvarka yra kei¢iama iki
veziniy lgsteliy suardymo.

Desimtas skirtumas pasireiSkia tuo, kad imunostimuliatoriai ir véziniy Igsteliy
ardymg inicijuojantys agentai yra jvedami j organizmg in vitro palaipsniui didinant jy
koncentracijas, siekiant iSvengti sveiky organizmo Igsteliy pazeidimo.

Vienuoliktas skirtumas pasireiskia tuo, kad véZiniy lasteliy ardymo procesas yra
dirbtinai stabdomas, iSlaikant neaukstas véziniy Igsteliy ardyma inicijuojanéiy agenty
koncentracijas ir aukstg imunostimuliacijg tam, kad i§ veZiniy lasteliy sudarytas audinys



ity palengva, tokiu budu iSvengiant organizmo nuodijimo toksiniais vézZiniy lgsteliy
produktais.

Dvyliktas skirtumas pasireiSkia tuo, kad imunostimuliatoriy ir véziniy lgsteliy
ardymg inicijuojanéiy preparaty koncentracijos nuo 0 iki 1000 mg/ml yra kei¢iamos iki
véZziniy lasteliy ardymo proceso pabaigos.

Tryliktas skirtumas pasireiSkia tuo, kad siekiant iSvengti antrinio véZiniy Igsteliy
augimo (metastaziy), véZiniy lasteliy ardymo procesas yra kartojamas (5-9 punktai),
palaikant véZinéms Igsteléms suardyti pakankamas imunostimuliatoriy ir véZiniy lgsteliy
ardymg inicijuojanciy agenty koncentracijas.

Keturioliktas skirtumas pasireiSkia tuo, kad siekiant iSvengti véziniy Igsteliy
adaptacijos jas ardantiems imuninés sistemos aktyviesiems komponentams, véZiniy
lasteliy imunoatpaZinimui yra naudojami skirtingos molekulinés masés vandenyje tirpas

B-gliukanai.
TRUMPAS FIGURY APRASYMAS

Fig. 1. Pagrindinio ir darbinio S. rutgersensis 88 kultliros banky paruo$imas (I etapas)
Fig. 2. Streptomyces rutgersensis 88 kamieno mieles lizuojangio komplekso biosintezé
(Il etapas)

Fig. 3. Fermento B-1,3-gliukanazés chromatografinis gryninimas (Il etapas)

Fig. 4. Vandenyje netirpaus B-gliukano preparato paruo$imas (IV etapas)

Fig. 5. Vandenyje tirpiy B-gliukano preparaty paruosimas (V etapas)

Fig. 6. Frakcijy po chromatografinio atskyrimo bei apjungty frakcijy priklausomybé nuo
bendro angliavandeniy kiekio

Fig. 7. Plonasluoksnés chromatogramos, prie$ frakcionavimg ir po frakcionavimo
proceso: a) pries chromatografijg; b) po chromatografijos (1, 2, 3, 4, 5, 6 frakcijos)

Fig. 8. Ribinio klampos skaiciaus priklausomybé nuo frakcijos komponenty molinés
masés

Fig. 9. Terapiniy B-gliukany kompozicijy veikimo principine schema

Fig. 10. B-gliukany preparaty jtaka IFN-y ekspresijos padidejimui in vivo

Fig. 11. Zuvusiy véZiniy Iasteliy kiekis procentais po poveikio B-gliukany preparaty

kompozicijomis in vitro



SEQID Nr. 1

TINKAMIAUSI |GYVENDINIMO VARIANTAI

Vandenyje netirpaus B-gliukano ir vandenyje tirpiy B-gliukany preparaty gamybai
yra naudojamos komercinés Sacharomyces cerevisiae kepimo mielés (IHEM numeris:
7071), atitinkan&ios 1ISO 17025 standarte nurodytus reikalavimus.

Siy preparaty iskyrimui i§ mieliy sieneliy ir jy hidrolizei yra naudojamas
lizuojantis kompleksas, gautas i§ Streptomyces rutgersensis 88. Pirmiausia, siekiant
gauti kompleksa, turintj optimaliausius mieles lizuojantj ir B-gliukanazinj aktyvumus, yra
atliekama Streptomyces rutgersensis 88 selekcija ir kultliros saugojimui paruoSiami
Igsteliy bankai (Fig. 1).

Toliau pateikiamos $§j lizuojantj kompleksa produkuojan&io mikroorganizmo
charakteristikos.

Streptomyces rutgersensis 88 kamienas (UAB ,Biocentras* mikroorganizmy
kolekcijos registracijos numeris K-91-2) buvo i$skirtas i§ dirvoZzemio Lietuvoje.

Lastelés. Lastelés gramteigiamos, sudaro $akotus hifus, kuriy diametras yra 0,4-
0,8 um. Kultdrai subrendus, hify galuose susidaro ovaliy ar pailgy spory grandinélés.
Sporos yra nejudrios, jy pavir$ius lygus.

Kultdrinés. Auginant kultiirg ant standzios kukurizinés terpés Nr. 2, susiformuoja
gausus micelis (pavirSinis: pradZioje rudas, o kultdrai subrendus susidaro sporos ir
micelis jgauna rusvai-pilkSvai-balta spalva, substratinis: rudas). Ant sojos-peptono
terpés formuojasi balsvas pavir$inis ir rusvas substratinis micelis.

Fiziologinés-biocheminés savybés. Aerobas, katalazés reakcija teigiama,

optimali augimo temperatiira 28- 30 °C, pH: 7,0 — 7,8. Kultira neatspari ragsdiai.
Hidrolizuoja kazeing, Zelating, B-gliukanus, krakmolo nehidrolizuoja, lizuoja mieliy ir
bakterijy Igsteliy sieneles. Naudoja gliukoze, arabinoze, ksiloze, fruktoze, manitg.
Nenaudoja inozito, sacharozés, ramnozés ir rafinozes.

Remiantis 16S rRNR geno seka, pavaizduota SEQ ID Nr. 1, $is mikroorganizmas

yra artimiausias Streptomyces rutgersensis rasiai.
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Siekiant uztikrinti nepertraukiamg B-gliukany preparaty gamyba, paruosiamas
didesnis mieles lizuojanéio ir vandenyje netirpy B-gliukana hidrolizuojancio komplekso
kiekis (Fig. 2).

Po mieles lizuojanéio komplekso biosintezés gautas Streptomyces rutgersensis
88 kulttrinis skystis yra naudojamas vandenyje netirpaus B-gliukano i$skyrimui i§ mieliy
sieneliy. Tuo tarpu prie$ vandenyje netirpaus B-gliukano hidrolize, 8-1,3-gliukanazé i$
kultarinio skysé&io gryninama chromatografiSkai, kad galutiniuose vandenyje tirpiuose (3-
gliukany preparatuose bity kuo maziau nepageidaujamy priemaisy (Fig. 3).

Vandenyje tirpiy B-gliukany preparaty gavimui i$ mieliy sieneliy i§ pradziy yra
iSskiriamas netirpus B-gliukanas, naudojant mieles lizuojantj kompleksg ir 2 M NaOH
vandeninj tirpalg (Fig. 4).

ISvalytas vandenyje netirpus B-gliukanas specifiSkai hidrolizuojamas, naudojant
chromatografi§kai apvalyta Streptomyces rutgersensis 88 mieles lizuojantj kompleksa,
pasizymintj gliukanaziniu aktyvumu (Fig. 5). Gautas vandenyje tirpus hidrolizatas
iSskirstomas j vandenyje tirpiy pB-gliukany frakcijas gelchromatografijos badu.
Frakcionavimo procesas papildomai standartizuojamas vizkozimetriniu budu nustatant
vandenyje tirpiy S-gliukany frakcijy ribinius klampos skai€ius.

Zemiau aprasomi keli iSradimo bado pritaikymo pavyzdziai.

Vandenyje tirpiy g-gliukany frakcionavimas

Vandenyje tirpiy B-gliukany preparaty gamybai kaip substratas yra naudojamas i$
kepimo mieliy Saacharomyces cerevisiae iSskirtas vandenyje netirpus B-gliukanas.
Vandenyje netirpaus B-gliukano hidrolizei yra naudojamas Streptomyces rutgersenisis
88 fermentas B-1,3-gliukanazé. Po vandenyje netirpaus B-gliukano hidrolizés proceso
gautas tirpiy B-gliukano molekuliy miSinys yra koncentruojamas. Gautas koncentratas,
susidedantis i skirtingos molinés masés p-gliukany, iSskirstomas j 5 frakcijas,
panaudojant gelchromatografijg.

Koncentruotas vandenyje tirpiy fB-gliukany miSinys leidZziamas per
gelchromatografine kolona, uzpildyta SEPHACRYL S-200 sorbentu.
Gelchromatografijos proceso metu renkamas nustatytas frakcijy kiekis. Judrioji
chromatografijos fazé — 0,01 M koncentracijos kalio fosfatinis buferinis tirpalas, kurio pH

lygus 7. Jvedamo B-gliukano miSinio tiris — ne daugiau 5% nuo bendro kolonos tirio,
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geriausia ne daugiau negu 3%. Po chromatografinio atskyrimo surinktose frakcijose
nustatoma angliavandeniy koncentracija.

Po frakcionavimo proceso didzZiausig angliavandeniy koncentracija turinCios
frakcijos, kurias daugiausia sudaro mazi gliukozés oligomerai (jprastai paskutinés
frakcijos), apjungiamos j vieng frakcija. Kitos frakcijos apjungiamos | 5 stambesnes
vienodo tirio frakcijas pagal jy buvusj eiliSkuma, t. y. nuo Zemiausio iki auksciausio
frakcijy numerio. Apjungtos frakcijos analizuojamos Siais budais: plonasluoksnes
chromatografijos biidu ir matuojant jy ribinius klampy skaigius.

Tipiné vandenyje tirpiy p-gliukany frakcionavimo proceso chromatograma

(karbohidraty koncentracija) yra pavaizduota Fig. 6 ir Fig. 7.

ChromatografiSkai atskirty vandenyje tirpiy pg-gliukany ribinio klampos
skaic¢iaus nustatymas kapiliariniu viskozimetru

Molekuliniy siety chromatografijos bidu buvo gautos SeSios vandenyje tirpiy -
gliukany frakcijos. Po to kiekvienoje frakcijoje kapiliariniu viskozimetru iSmatuojami
kartus ir i§ gauty duomeny apskaiCiuojamas iStekéjimo laiko aritmetinis vidurkis. 18
gauty duomeny grafiS8kai nustatoma redukuotoji klampa ir ribiniai klampos skaidiai.
Ribinis klampos skaiius nustatomas redukuotajg klampa ekstrapoliuocjant j be galo
mazg koncentracijg. Per gautus taskus nubrézta tiesé ant ordinatés asies atkerta ribinio
klampos skai€iaus verte.

Ribinis klampos skai&ius yra lyginamas tarp ty paciy B-gliukany tirpaly frakcijy, jei
jy redukuotosios klampos iSmatuotos vienodomis sglygomis. Redukuotoji klampa yra
matuojama esant 25 °C temperatirai, vienodiems tirpaly tiriams ir esant toms pagioms
ju koncentracijomis.

Praskiesty B-gliukany tirpaly klampa yra tiesiogiai susijusi su B-gliukany
makromolekuliy dydZiu ir konformacija. Naudojant kapiliarinj viskozimetrg yra nustatoma
gliukany tirpaly savitoji klampa, redukuotoji klampa, ribinis klampos skaiéius. Visos
klampos vertés apskaitiuojamos lyginant gliukany tirpalo iStekéjimo per kalibruotg
kapiliarg trukme su tirpiklio iStekéjimo trukme (Fig. 8).

Ribinis klampos skaiCius yra molekulinés masés funkcija, kurig nusako Marko ir
Huvinko lygtis:
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arba

M:am
K 2)

kurioje:
K ir a yra empirinés konstantos konkre€iam polimerui;
M-molekuliné polimero masé, (g/mol);
[n]-ribinis klampos skai€ius, ( ml/g arba 100ml/g ).

Didéjant frakcijos numeriui, mazéja ribinis klampos skaicius, o kartu ir tirpiy B-
gliukany moliné mase.

Su paruostais B-gliukany preparatais ruoSiamos terapinés kompozicijos,
optimaliai imunostimuliuojandios organizmg ir inicijuojanCios veéZziniy Igsteliy irimo
procesus bei uztikrinancios prevencinj poveikj prie§ metastaziy i$plitimg j sveikus

audinius (Fig. 9).

B-gliukany kompozicijos ir jy panaudojimas imunostimuliavimui bei vézZiniy

Iasteliy ardymo iniciacijai

IS | skirtingas frakcijas iSskirstyty B-gliukany sudaromos kompozicijos, skirtos
véziniams susirgimams gydyti 2 etapais (i$ viso 26 dienos).

Pirmasis véziniy susirgimy gydymo etapas trunka 16 dieny. Jo metu i§ 5
kintamos koncentracijos preparaty, sudarant skirtingas kompozicijas, organizmas

imunostimuliuojamas ir inicijuojamas véziniy lasteliy ardymo procesas (1a lentelé).
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vartojimo
dieny
skaicius

Preparato | ligagrandZiai

1a lentelé. B-gliukany kompozicijy ruosimas pirmam imunostimuliavimo ir véZiniy

Iasteliy ardymo etapui

| gliukanai

5.29 mg/ml- DMM*

1

12.92 mg/ml-

Programa preparatui

TrumpagrandZiai
gliukanai

23.03 mg/ml-

1

10mg
1.89mI+8.11mi(H.0)

8.76 mg/mi-

Can fiavandeni

9.6 mg/ml-MMM**
gliukany Cangjiavand

5

20mg
3.78ml+6.22mi(H,0)

10mg
0.77ml+9.23mi(H,0)

20mg
1.54mi+8.46mi(H,0)

10mg
0.43ml+9.57mi(H,0)

20mg
0.86mi+9.14mi(H,0)

10mg
1.14mi+8.86mi(H,0)

20mg
2.28mi+7.72mli(H,0)

10mg
1.04mi+8.96mI(H

10

20mg
2.08mli+7.92mI(H

*DMM-didesnés molekulinés masés; **MMM — mazesnés molekulinés maseés.
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Pirmasias 10 veikimo dieny doze sudaranciy skirtingy B-gliukany preparaty
tirpaly masés lygios 10 mg, todél doze sudaranciy skirtingy B-gliukany tirpaly ir
distiliuoto vandens tariai apskaiciuojami atitinkamai pagal (3) ir (4) formules.

Mglivkany _ 10mg (3)

V(gliukany tirpalo) =

preparato Cbendras

V(H,04.) = V(bendras) — V(gliukany tirpalo) = 10 ml — V(gliukany tirpalo) (4)

1b lentelé. B-gliukany kompozicijy ruosimas pirmam imunostimuliavimo ir véZiniy

Igsteliy ardymo etapui

Programa preparatui
Preparato | ligagrandziai [ Trumpagrandzi
vartojimo liukanai ’ ai gliukanai
dieny 5:29 mg/ml-DMM* 12.92 mg/mi- 23.03 mg/mi- 8.76 mg/ml- 9.6 mg/ml-
skai¢ius gliukany Cangliavandeniy | Cangliavandeniy Cangliavandeniy Cangliavandeniy MMM**
gliukany
nggligvandenig
1 2 3 4 * 5
11 20mg 20mg
3.78ml+6.22mi(H,0) 2.08mli+7.92ml
(H.0)
12 20mg 20mg
1.564ml+8.46mi(H,0) 2.28ml+7.72mli(H,0)
13 40mg
1.72mi+18.28mi(H,0)
14 30mg 30mg
5.67mi+4.33ml(H;0) 3.12ml+6.88ml
(H.0)
15 30mg 30mg
2.31ml+7.69mi(H,0) 3.42mi+6.58mli(H,0)
16 60mg
5.22mi+14.78mi(H,0)

*DMM-didesnés molekulinés masés; *MMM — maZesnés molekulinés masés.

Tuo tarpu 11-16 veikimo dienomis doze sudarancéiy skirtingy B-gliukany
preparaty tirpaly kiekiai yra kei¢iami, t.y lygis 20 mg, 30 mg, 40 mg ir 60 mg. Siais
atvejais doze sudaranéiy skirtingy B-gliukany tirpaly ir distiliuoto vandens tdriai
apskaiciuojami atitinkamai pagal (5) ir (6) formules.

mg liukany ( 5 )
preparato

V(gliukany tirpalo) =
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V(H;04i5:) = V(bendras) — V(gliukany tirpalo) = 10 ml — V(gliukany tirpalo) (6)

Antrasis véziniy susirgimy gydymo etapas trunka 10 dieny (17-26 dienos). Jo

metu i§ 5 maziausios pakankamos pastovios koncentracijos preparaty, sudarant

skirtingas kompozicijas, organizmas veikiamas tam, kad nesusidaryty metastazés (2

lentelé).
2 lentelé. pB-gliukany kompozicijy ruoSimas antram vézZiniy Iasteliy
metastazavimo prevencijos etapui
Programa preparatui
Preparato | llgagrandziai ‘ Trumpagrandziai
vartojimo | gliukanai | gliukanai
dieny 5.29 mg/ml- 12.92 mg/ml- Coyry | 23.03 mg/ml- Cony | 8.76 mg/mi- 9.6 mg/mi-
skaicius | DMM?* gliukany Coukry MMM** gliukany
Ceukny Ceux
1 il 2 | 3 4 l 5
1 10mg 20mg
0.77mli+9.23ml(H,0) | 0.87mi+9.13mi(H,0)
2 15mg 30mg
1.16ml+8.84mi(H,0) | 1.3mli+8.7mi(H,0)
3 10mg 20mg
0.77ml+9.23ml(H,0) | 0.87mi+9.13ml(H,0)
4 15mg 30mg
1.16mi+8.84mi(H,0) | 1.3ml+8.7mi(H,0)
5 10mg 20mg
0.77mi+9.23ml(H,0) | 0.87ml+9.13ml(H,0)
6 15mg 30mg
1.16mI+8.84mI(H,0) | 1.3mI+8.7mi(H,0)
7 10mg 20mg
0.77mi+9.23ml(H,0) | 0.87mi+9.13mi(H,0)
8 15mg 30mg
1.16mi+8.84mi(H,0) | 1.3mi+8.7mi(H,0)
9 10mg 20mg
0.77ml+9.23ml(H,0) | 0.87mi+9.13mi(H,0)
10 15mg 30mg
1.16mi+8.84mli(H,0) | 1.3mI+8.7mi(H,0)

*DMM-didesnés molekulinés masés; **MMM — mazZesnés molekulinés mases.

Organizma veikiant 17-26 dienomis, doze sudarangiy skirtingy B-gliukany

preparaty tirpaly kiekiai yra kei¢iami, t.y lygs 10 mg, 15 mg, 20 mg ir 30 mg. Siais

atvejais doze sudaraniy skirtingy B-gliukany tirpaly ir distiliuoto vandens tiiriai taip pat

apskaic€iuojami pagal (5) ir (6) formules.
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Organizmo atsakas j poveikj -gliukany terapinémis kompozicijomis

Organizmo imunostimuliacija. IFN-y (y-interferonas) didina Zinduoliy imuninés
sistemos antiinfekcines ir antivirusines savybes, gerina fagocitoze ir yra svarbus
imuninio atsako citokinas. IFN-y preparatai naudojami skirtingy ligy gydimui. Dél Siy
priezas€iy IFN-y sintezés pokytis yra naudojamas organizmo imunostimuliavimo
poveikiui jvertinti.

Subrendusios ,BALB/c" pelés (5 kontrolinés ir po 5 peles kiekvienam preparatui;
viso 35 pelés) savaite buvo Seriamos skirtingais S-gliukany preparatais (1 netirpus
vandenyje ir 5 tirpts vandenyje; i$ viso 6). Peliy $érimo 2-gjg ir 7-ajg paromis ir po
sérimo praéjus 2 savaitéms, peliy kraujyje yra stebimas mRNR lygis. B-gliukano
preparatai padidina IFN-y sinteze 2-4 kartus. Peliy racione nesant g-gliukano preparaty,

IFN-y sintezé grjzta j pradinj lygj (Fig. 10).

Véziniy Iasteliy ardymo iniciacija. B-gliukany preparatai pasizymi antivéZiniu
poveikiu. Terapijoje naudojamos vandenyje tirpiy B-gliukany preparaty kompozicijos.
.BALB/c“ pelés 2 savaites Seriamos imunostimuluojanciais B-gliukanais. Po bendros
imunostimuliacijos i$ peliy paimamas kraujas ir jvedamas j MH22a véziniy peliy lasteliy
kulttiros kultivacijos terpe. Taip pat papildomai j MH22a kultivacijos terpe jvedamas
vandenyje tirpiy B-gliukany misinys.

Parg paveikus Siuo mi$iniu, analizuojamas véziniy lgsteliy gyvybingumas. Gauti
rezultatai rodo, kad po MH22a kultdros Iasteléms kompleksinio poveikio imunizuotu
peliy krauju ir vandenyje tirpiy B-gliukany miSiniu, Zuvusiy véZiniy Igsteliy kiekis
padidéja 4-6 kartus, lyginant su:

> imunizuotu peliy krauju;

> neimunizuotu peliy krauju kartu su vandenyje tirpiy B-gliukany misiniu;
» neimunizuotu peliy krauju;

> vandenyje tirpiy B-gliukany misiniu;

>

Iastelemis, nepaveiktomis minétais komponentais.
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SEKOS
SEQID Nr. 1

<110> UAB ,Biocentras®

<120> Terapiné B-gliukany kompozicija, moduliuojanti Zzmogaus imunine sistema
ir inicijuojanti véziniy Igsteliy ardyma

<160> SEQ ID Nr. 1

<211> 818 baziy pory

<212> 16S rRNR

<213> Streptomyces rutgersensis 88

<400> 1

NATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATC
TGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACCGT
CCATCGCATGGTGGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTA
TCAGCTAGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAG
AGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGA
TGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTA
CCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGC
GCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCG
GTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGA
GTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGNTGAAATGCGCAGATATCAGG
AGGAACACCGGTGGCGAANGCGGANCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGA
AAGCGTGGGGAGCGAACAGGANTAGATACCCTGNNAGTNCACGNCGTANACGGNG
GGCACTAGGNGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCNNANCTAANNCNNTAANN
NNCCCNCCNGGGGANNNNGGNCNNAAGGNTAANNTCAN
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Tirpaus B-gliukano gavimo bidas i§ vandenyje netirpiy B-gliukany, besiskiriantis
tuo, kad minétas bladas apima Sias pakopas:

a) netirpiy B-gliukany i$skyrima i§ mieliy sieneliy, naudojant mieles lizuojantj kompleksa
ir 2M NaOH,;

b) netirpiy B-gliukany specifinj hidrolizavima, panaudojant iSgrynintg B-1,3-gliukanaze i$
Streptomyces rutgersensis 88, siekiant gauti tirpius B-gliukanus;

¢) minéty tirpiy B-gliukany koncentravima;

d) minéty tirpiy B-gliukany frakcionavimg j imunomoduliatorius ir véZiniy lasteliy ardyma
iniciuojandius agentus;

e) minéty tirpiy B-gliukany suskirstyma j imunomoduliatorius ir véZiniy lasteliy ardyma

inicijuojancius agentus.

2. Tirpaus B-gliukano gavimo bidas i8 vandenyje netirpiy B-gliukany pagal 1 punkta,
besiskiriantis tuo, kad B-gliukanai b) pakopoje specifiSkai yra hidrolizuojami
panaudojant B-1,3-gliukanaze i§ Streptomyces rutgersensis 88 iki tam tikros

molekulinés masés oligosacharidy.

3. Tirpus B-gliukanas, besiskiriantis tuo, kad jis yra gaunamas bidu pagal 1 arba

2 punkta.

4. Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad ji apima tirpius S-gliukanus pagal

3 punkta.

5. Farmaciné kompoziciia pagal 4 punkta, besiskirianti tuo, kad ji apima
imunomoduliatorius ir véZiniy lgsteliy ardyma iniciuojancius agentus.

6. Farmacinés kompozicijos pagal 4 arba 5 punkta panaudojimas gamybai vaisto, skirto

Zmogaus imuninés sistemos moduliavimui ir véZiniy Igsteliy ardymui.

7. Panaudojimas pagal 6 punktg, besiskiriantis tuo, kad siekiant padidinti véZiniy

Iasteliy ardymo proceso efektyvuma, yra sujungiamos skirtingos molekulinés masés -
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gliukany specifinés fermentinés hidrolizés bidu gautos frakcijos, kuriy ribiniai klampos

skaigiai yra intervale nuo 0,3 iki 0,01, geriau nuo 0,08 iki 0,02.

8. Panaudojimas pagal 6 arba 7 punkta, besiskiriantis tuo, kad
imunostimuliuojantys biopreparatai ir véziniy lasteliy ardyma inicijuojantys agentai yra

jvedami pakaitomis.

9. Panaudojimas pagal 8 punktg, besiskiriantis tuo, kad véZiniy lasteliy ardymag
inicijuojantys agentai pacientui yra jvedami pakaitomis iki pilno véziniy Igsteliy

suardymo.

10. Panaudojimas pagal bet kurj i§ 6-9 punkty, besiskiriantis tuo, kad siekiant
iSvengti véziniy Ilasteliy apsauginiy sistemy adaptacijos, yra naudojami mazos

molekulinés masés véziniy lasteliy ardyma inicijuojantys agentai.

11. Panaudojimas pagal bet kurj i§ 6-10 punkty, besiskiriantis tuo, kad minéti

agentai yra jvedami j organizmg in vitro palaipsniui didinant jy koncentracijas.

12. Panaudojimas pagal bet kurj i§ 6-11 punkty, besiskiriantis tuo, kad véZiniy
Igsteliy ardymas yra dirbtinai stabdomas, i$laikant neaukstas véziniy lgsteliy ardymag
inicijuojan¢iy agenty koncentracijas ir aukstg imunostimuliacija tam, kad i§ véZiniy
Igsteliy sudarytas audinys irty palengva, tokiu bidu iSvengiant organizmo nuodijimo

toksiniais véZiniy lgsteliy irimo produktais.

13. Panaudojimas pagal bet kurj i§ 6-12 punkty, besiskiriantis tuo, kad
imunostimuliatoriy ir véziniy Igsteliy ardymg inicijuojanéiy preparaty koncentracijos

kei€iamos nuo 0 iki 1000 mg/ml minéto proceso vykdymo metu.
14. Panaudojimas pagal bet kurj i§ 6-13 punkty, besiskiriantis tuo, kad siekiant

iSvengti antrinio véziniy lasteliy augimo (metastaziy), véZiniy Igsteliy ardymo procesas

kartojamas, palaikant vezinems lgsteléms suardyti mazZiausias pakankamas véZiniy
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lasteliy ardyma inicijuojanéiy B-gliukany kompozicijy koncentracijas, priklausomai nuo

gydymo efektyvumo.

15. Farmacineé kompozicija pagal 4 arba 5 punkta, besiskiriantis tuo, kad ji yra

skirta panaudoti imuninés sistemos imoduliavimui ir véZio gydymui.
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1. Kultliros selekcija

A

2. Spory surinkimas ir pagrindinio
kultdros banko paruo3imas

3. Pagrindinio kultiiros banko
megintuvéliy uZpildymas

y

A 4

6. Spory surinkimas ir darbinio
kulttros banko paruosimas

5. Sudygusiy spory isséjimas ant 4. Pagrindinio kultliros banko
standZios terpés megintuvéliuose spory daiginimas koliboje

A 4

7. Darbinio kultiiros banko

meégintuvéliy uZpildymas

8. Darbinio kultiros banko
» megintuveliy saugojimas

Fig. 1. Pagrindinio ir darbinio S. rutgersensis 88 kultiros banky paruosimas

(I etapas)

9. Streptomyces rutgersensis 88 fermentacija 10. Streptomyces rulgersensis 88
5 L terpéje (inokuliato paruosimas)

fermentacija 100 L terpéje

A 4

Fig. 2. Streptomyces rutgersensis 88 kamieno mieles lizuojancio komplekso

biosintezé (Il etapas)

11. Kultdrinis skystis 12. Kultdrinio 13. Nuskaidrinantis 14. Vakuuminis
gautas i§ S. rufgersensis -»1 skyscio »1 filtravimas »] filtravimas
sp. kultlros centrifugavimas

A
18. Tirpalo B 17. ISsodinimas 70 16. I13sodinimas 15. Vakuuminis
dialize < % amonio sulfatu 5% amonio sulfatu [ koncentravimas

\ 4

19. Dializuoto tirpalo
gryninimas jony-mainy
chromatografijos bldu

Fig. 3. Fermento 3-1,3-gliukanazés chromatografinis gryninimas (lil etapas)
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20. Mieliy
hidrolize

21, Lizuoty nuoseédy
praplovimas

\ 4

iSskyrimas i$ lizuoty mieliy

22. Vandenyje netirpaus S-gliukano 23. Vandenyje netirpaus

B-gliukano praplovimas

A 4

Fig. 4. Vandenyje netirpaus B-gliukano preparato paruosimas (IV etapas)

24. Vandenyje netirpaus
B-gliukano hidrolize

A 4

25. Vandenyje tirpiy B-gliukany

25, Vandenyje tirpiy S-gliukany

paruosimas koncentravimui

koncentravimas

v

A 4

27. Vandenyje tirpiy B-gliukany
frakcijy analizé vizkozimetriniu badu | —

26. Vandenyje tirpiy S-gliukany
frakcionavimas (SEPHACRYL S-200)

Fig. 5. Vandenyje tirpiy B-gliukano preparaty paruo$imas (V etapas)
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Frakcijos po
chromatografinio
atskyrimo

Bendras angliavandeniy kiekis,mg/ml
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Frakcijos numeris

Fig. 6. Frakcijy po chromatografinio atskyrimo bei apjungty frakcijy priklausomybe
nuo bendro angliavandeniy kiekio
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@
e 9 I$frakcionuoti
O ® .
35 vandenyje
gliukozé Vandenyje = 3 tirpas

tirpiy l l B-gliukanai

B-gliukany i

midinys ‘ b

sacharozé

kontrolé

kontrolé

Fig. 7. Plonasluoksnés chromatogramos, pries frakcionavima ir po frakcionavimo
proceso: a) prie$ chromatografija; b) po chromatografijos (1, 2, 3, 4, 5, 6
frakcijos)

™ 1partija

W 2 partija

Ribinis klampos skaiéius

2 frakcija
3 frakcija

4 frakcija

Fig 8. Ribinio klampos skaiiaus priklausomybé nuo frakcijos komponenty molinés
maseés
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Fig. 9. Terapiniy B-gliukany kompozicijy veikimo principiné schema
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Fig. 10. B-gliukany preparaty jtaka IFN-y ekspresijos padidejimui in
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Eksperimentai
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2. Imunizuotas kraujas

3. Neimunizuotas kraujas + inicijuojantis beta-gliukanas
4. Neimunizuotas kraujas

] 5. Inicijucjantis beta-gliukanas

IR 6. Kontrolines Igstelés

Fig. 11. Zuvusiy véziniy Igsteliy kiekis procentais po poveikio B-gliukany preparaty

kompozicijomis in vitro
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