BioMarine®Medical Immuno & Neuro Lipids kompozycja 3 rodzajow olejéw rybich jako zywno$¢
specjalnego przeznaczenia medycznego wzmachniajaca przeciwwirusowe dziatanie uktadu
odpornosciowego *

*-Badania przeprowadzone w ramach umowy UM w todzi z firma Marinex International (umowa nr CRU:0041-CSTT-2022)
Konsultacja naukowa prof. dr hab. n. med. Przemystaw Lewkowicz

Wstep

Wieloletnie badania prowadzone przez firme Marinex International we wspdtpracy z wieloma
osrodkami naukowymi (m.in.: Instytut Centrum Zdrowia Matki Polki, UM w todzi, Politechnika todzka,
Politechnika Gdarnska, UM w Gdansku) doprowadzit do opracowania preparatu bedacego kompozycjg
olejéw rybich jako Zrddto wyzszych kwaséw ttuszczowych niezbednych dla prawidiowego
funkcjonowania ukfadu odpornosciowego u cztowieka. Nasze pionierskie badania sprzed ponad 20 lat
nieoczekiwanie wykazaty, iz osoby zdrowe przyjmujace olej rybi bedacy mieszaning oleju uzyskanego z
okreslonych gatunkéw ryb morskich (BioMarie®570) poprawia znacznie funkcje komodrek uktadu
odpornosciowego zaréwno podczas odpowiedzi wrodzonej, jak i nabytej, odpowiednio humoralnej
(uktad dopetniacza; synteza immunoglobulin) jak i komérkowej (zaleznej od limfocytéw B i T) 2,
Jednym z parametréow jaki w tym czasie zostat oceniony byta zdolno$¢ limfocytéw do syntezy
Interferonu 7y (INF-y), kluczowego czynnika, odpowiedzialnego za inicjowanie reakcji przeciwko
komérkom zakazonych wirusem 2, INF-y syntetyzowany przez komérki uktadu odpornosciowego i
uwalniany do przestrzeni zewngtrzkomdrkowej mobilizuje inne komérki do syntezy czynnikéw
przeciwwirusowych hamujacych replikacje wirusa. Wyniki badan wykazaty znacznie wyzsze stezenie
INF-y po okresie 3 miesiecy przyjmowania preparatu i sktonity nas do postawienia tezy, iz regularne i w
odpowiedniej ilosci przyjmowanie badanej kompozycji olejéw rybich poprawia wtasciwosci
przeciwwirusowe ukfadu odpornosciowego. Aby wykaza¢ czy uzasadnionym jest przyjmowanie
preparatu w zakazeniach wirusowych jako suplementu zwiekszajgcego skutecznosé eliminacji patogenu
jak i zapobiegajgcego ewentualnym zakazeniom, konieczne byto przebadanie najwazniejszych
pozostatych komponentéw odpowiedzi immunologicznej przeciwwirusowe;j.

Podsumowanie

W naszych badaniach wykazaliSmy, iz przyjmowanie regularne preparatu BioMarine®Medical
Immuno & Neuro Lipids (zywnos¢ specjalnego przeznaczenia medycznego) przez okres 3 miesiecy
poprawia znaczgco wiasciwosci przeciwwirusowe uktadu odpornosciowego cztowieka. W
szczegolnosci dotyczy to zdolnosci komorek NK do inicjowania $mierci komoérek niebezpiecznych dla
organizmu w tym zakazonych wirusem i/lub komérek nowotworowych, oraz syntezy INF-y przez
leukocyty.

1. Przyjmowania preparatu podnosi znaczaco zdolno$¢ komdrek NK do neutralizacji komérek
zakazonych wirusem na zasadzie indukcji ich apoptozy w mechanizmie zaleznym od
perforyn/granzymu B jak i w mechanizmie cytotoksycznosci zaleznym od przeciwciat (badania
aktywnosci komdrek NK w tescie czynnosciowym oraz na poziomie ekspresji gendw granzymu
B oraz perforyny).

2. Przyjmowanie BioMarine®Medical Immuno & Neuro Lipids poprawia zdolno$¢ komérek NK do
rozpoznania komoérki zainfekowanej wirusem oraz migracji do narzagdéw docelowych objetych
infekcjg. Wykazaliémy, iz komodrki uktadu odpornosci osdb przyjmujgcych preparat
charakteryzujg sie wzrostem transkrypcji gendw dla NKG2C oraz CXCR3. W badaniach ekspresji
mMRNA dla receptora NKG2C odnotowalismy wzrost wartosci wzglednej transkrypcji na sSrednim
poziomie 3,1%5,74 w uktadzie komodrek niestymulowanych i 205,3+903,79 w uktadzie po
stymulacji PHA. Z kolei analiza ekspresji mRNA dla receptora CXCR3 wykazata, iz leukocyty
osoby przyjmujace preparat charakteryzujg sie zwiekszong srednig ekspresjg mRNA o
15,5+54,88 w ukfadzie po stymulacji PHA (nie odnotowalismy réznic w ukfadzie leukocytéw
niestymulowanych).



3. Przyjmowanie BioMarine®Medical Immuno & Neuro Lipids wzmacnia potencjat komadrek
uktadu odpornosciowego do syntezy i uwalniana interferonu gamma (INF-y) (badania na
poziomie uwalniania do przestrzeni zewnatrzkomadrkowej jak i ekspresji genu). Wykazalismy, iz
komérki uktadu odpornosci oséb przyjmujacych preparatu charakteryzujg sie wzrostem syntezy
INF-y na $Srednim poziomie 60,1+138,67 pg/mL w uktadzie komdrek nie poddanych stymulacji
i 86,1+235,10 pg/mL w uktadzie po stymulacji PHA. Wazrost syntezy INF-y jest efektem
wzmozonej transkrypcji gendw dla tego czynnika. W badaniach odnotowalismy wzrost wartosci
wzglednej transkrypcji na s$rednim poziomie 35,8+70,78 w ukfadzie komodrek
niestymulowanych i 13,7+42,00 w uktadzie po stymulacji PHA. Efekt przeciwwirusowy jest
wynikiem wysokiego poziom syntetazy oligoizoadenylowej oraz kinazy biatkowej R — dwdch
najwazniejszych enzyméw odpowiedzialnych za hamowanie replikacji wiruséw. Z punktu
widzenia ludzkiego organizmu wfasciwosci INF-y sg bardzo istotne, gdyz zapewniajg szersze
spektrum dziatania a po jednorazowej ekspozycji komdrki na INF-y efekt jego dziatania
utrzymuje sie przez kilka dni w komérkach narazonych na zakazenie wirusem.

4. Godnym odnotowania jest, iz przyjmowanie BioMarine®Medical Immuno & Neuro Lipids
uruchamia rézne procesy, nie tylko tych zwigzanych bezposrednio z gospodarkg lipidows, ale
takze z syntezg biatek. W naszych poprzednich badaniach wykazalismy, iz dualizm jest to
wynikiem oddziatywania WKT drogg receptorowa via FFR-1,-2,-3 i -4 na réine szlaki
metaboliczne komérki 7).

5. Obecnie, brak jest danych literaturowych na temat zwiekszenia aktywnosci komdrek NK oraz
specjalistycznych badan, iz odzywianie lipidami ma wptyw na wtasciwosci przeciwwirusowe
uktadu odpornosciowego (PubMed z dn.05.09.24).

Szczegodtowy opis badania wraz z opisem i interpretacjg wynikéw

Przyjmowanie BioMarine®Medical Immuno & Neuro Lipids podnosi zdolnos¢ komérek NK do
inicjowania smierci komadrek niebezpiecznych dla organizmu (zakazonych wirusem oraz komaérek
nowotworowych)

Jednym z podstawowych elementéw odpornosci przeciwwirusowej sg komérki NK (ang. natural kilers).
Rozpoznajg komodrki zakazone wirusem w przypadku obnizenia ekspresji molekut prezentujgcych
antygen MHC |, co stanowi naturalny element unikania odpowiedzi immunologicznej przez wirusy ©.
W naszych badaniach wykazalismy, iz aktywnos¢ komdrek NK i ich zdolnos¢ do zabijania komérek linii
nowotworowej K562 wzrosta o okoto 5-8% po 3 miesigcach przyjmowania preparatu. Wydaje sie
uzasadnione stwierdzenie, iz osiggnelismy wartos¢ zblizang do maksymalnej ich aktywnosci, poniewaz
dodatkowa stymulacja przez IL-2 w niewielkim stopniu zmanita ich zdolnos¢ do zabijania komodrek linii
K562 (Ryc. 1A). Celem sprawdzenia mozliwego mechanizmu zwigzanego ze wzrostem potencjatu
cytotoksycznego komodrek NK przebadalismy na poziomie ekspresji genéw czynniki zwigzane z
aktywnoscig komérek NK. Bezposrednie witasciwosci cytotoksyczne komodrek NK zwigzane s3g z
obecnoscig w ziarnistosciach azurofilnych zwigzkéw perforyny i granzymu B, ktére wydzielane do
przestrzeni zewnatrzkomorkowej niszczg komérki zakazone wirusem/komoérki nowotworowe na
zasadzie kontrolowanej, nie wywotujacej reakcji zapalnej lizy komdrki. Wykazalismy, iz podniesienie
sprawnosci cytotoksycznej komdrek NK jest zwigzane ze wzrostem transkrypcji gendéw dla granzymu B
u 0sdéb regularnie przyjmujgcych preparat (Ryc. 1B). Nie odnotowalismy wzrostu mRNA da perforyny
co mozna ttumaczy¢ albo brakiem wptywu na transkrypcje, albo réwnowagg pomiedzy transkrypcjg a
translacjg (analiza poziomu mRNA bez poziomu biatka nie pozwala na ocene tego procesu).

Przyjmowanie BioMarine®Medical Immuno & Neuro Lipids wzmacnia potencjat komérek uktadu
odpornosciowego do syntezy i uwalniana INF-y

Komorki NK oprécz bezposredniego niszczenia komérek zakazonych wirusem mogg angazowac inne
mechanizmy obrony przeciwwirusowej poprzez wydzielanie INF-y oraz w mechanizmie
cytotoksycznosci zaleznej od przeciwciat (ADCC). Wtasciwosci INF-y sg bardzo istotne, gdyz zapewniajq



szersze spektrum dziatania, a po jednorazowej ekspozycji komoérki na INF-y efekt jego dziatania
utrzymuje sie przez kilka dni. Efekt przeciwwirusowy jest wynikiem wysokiego poziomu syntetazy
oligoizoadenylowej oraz kinazy biatkowej R — dwdch najwazniejszych enzymdw odpowiedzialnych za
hamowanie replikacji wiruséw. Enzymy te, indukowane ekspozycjg komdrki na INF-y, neutralizujg wirus
zanim wbuduje sie w genom gospodarza.

W naszych badaniach wykazaliémy znaczacy statystycznie wzrost syntezy INF-y (zaréwno mRNA jak i
stezenie biatka w supernatantach pohodowlanych) w hodowli limfocytéw oséb po 3 miesiecznej
suplementacji olejem (Ryc. 1C, D).

Analiza wptywu przyjmowania preparatu na mechanizm cytotoksycznosci zaleznej od przeciwciat
(ADCC) zostata czesciowo przez nas przeprowadzona w poprzedniej pracy w ktérej wykazalismy
znaczacy statystycznie wzrost syntezy immunoglobuliny klasy 1gG oraz sktadowej C4 uktadu dopetniacza
u oséb zdrowych przyjmujgcych BioMarine®570 o podobnym skfadzie i przyjmowany w podobnych
dawkach .

Rycina 1. BioMarine®Medical Immuno & Neuro Lipids podnosi zdolnos¢ komadrek NK do inicjowania $mierci
komérek niebezpiecznych dla organizmu. (A) Procentowa zmiana aktywnosci komérek NK po trzymiesiecznej
kuracji. Badania przeprowadzono na izolowanych komdrkach krwi obwodowej w uktadzie bez i po restymulacji IL-
2. (B) Analiza aktywnosci transkrypcji genu dla granzymu B — gtéwnego czynnika litycznego komadrek NK. Wartosé¢
wzgledna, oraz istotno$¢ statystyczng odnosi sie do wartosci przed kuracjg. Wartos¢ istotng statystycznie
obserwowano zaréwno w uktadzie PBMC nie stymulowanych jak i po stymulacji PHA. (C, D) BioMarine®Medical
Immuno & Neuro Lipids zwieksza transkrypcje oraz uwalnianie do przestrzeni zewnatrzkomaérkowej INF-y przez
komarki uktadu odpornosciowego. Analiza aktywnosci transkrypcji genu dla INF-y (C), oraz biatka wydzielanego
do przestrzeni zewnatrzkomaérkowej (D).
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Suplementacja BioMarine®Medical Immuno & Neuro Lipids wzmacnia potencjat komérek NK do
rozpoznania komorek zainfekowanych wirusem oraz migracji do narzadéw docelowych

Dwoma kluczowymi elementami zwigzanymi z prawidtowym funkcjonowaniem komérek NK jest ich
zdolnos¢ do rozpoznania komorki zainfekowanej wirusem oraz migracja do narzagdéw docelowych
objetych infekcjag. W naszych badaniach odnotowaliémy kilkukrotny wzrost ekspresji mRNA dla
receptora NKG2C rozpoznajgcego nieklasyczne czasteczki MHC klasy | (HLA-E) skutkujgcy aktywacja
komérek NK (dimer CD94/NKG2C) (Ryc. 2A).

Proces ukierunkowanej migracji do narzagdéw docelowych w tym do ptuc jest mediowany
gradientem sygnatu z tkanki oraz ekspresjg receptoréw na powierzchni komérki NK. W procesie tym
gtéwne znaczenie odgrywa receptor CXCR3 (ang. CXC-chemokine receptor 3) ligand trzech chemokin:
CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP-10), oraz CXCL11 (I-TAC). Réwniez w tym przypadku odnotowalismy znaczny
wzrost ekspresji genu dla CXCR3 u osdb przyjmujgcych preparat. Oba procesy majg szczegdlne
znaczenie w przypadku infekcji wirusami z rodziny Orthomyxoviridae (wirusy grypy) oraz Coronaviridae
(m.in.: SARS Cov2) @ (Ryc. 2B).

Wielokierunkowe dziatanie, potencjalnie niezaleznych proceséw zwigzanych z aktywnoscia
komérek NK prawdopodobnie jest wynikiem dostarczenia odpowiednich sktadnikdw na etapie
réznicowania komorek NK z pierwotnej macierzystej komérki krwiotworczej w szpiku kostnym (ang.
hematopoietic stem cell— HSC). W naszych badaniach wykazalismy, iz przyjmowanie preparatu skutkuje
zmiang profilu wolnych kwasow ttuszczowych w surowicy co z pewnoscig ma wptyw na dostepnosé
tych zwigzkéw w szpiku i komérkach réznicujgcych (Fig 2C) 4,

Rycina 2. BioMarine®Medical Immuno&Neuro Lipids wzmacnia potencjat komaérek NK do rozpoznania komérek
zainfekowanych wirusem oraz migracji do narzagdéw docelowych. (A) Analiza aktywnosci transkrypcji genu dla
receptora NKG2C — gtéwnego receptora odpowiedzialnego za rozpoznanie komorek targetowych przez komaorki
NK. (B) Analiza aktywnosci transkrypcji genu dla CXCR3 — strategicznego receptora chemokin odpowiadajgcego
za ukierunkowang migracje komorek NK z obwodowych naczyn krwionosnych do narzgdéw docelowych (m.in.
ptuc, watroby). (C) Analiza profilu lipidowego wolnych i estryfikowanych kwaséw ttuszczowych surowicy osob
przyjmujgcy preparat. W zielonych ramkach oznaczono zwigzki, ktorych procent zmienit sie istotnie statycznie w
poréwnaniu do okresu przed kuracja.
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Materiat i metody

Grupe badawcza stanowito 26 zdrowych ochotnikéw (14 kobiet i 12 mezczyzn) rekrutowanych w Zaktadzie Choréb
Btony Sluzowej Jamy Ustnej i Przyzebia UM w todzi spoéréd studentéw Wydziatu Lekarskiego.

Kryteria kwalifikujgce do badania:

- kobiety i mezczyzni w wieku 20-50 lat;

- brak choréb ogdlnoustrojowych;

- brak przyjmowanych na state lekéw;

- prawidtowa masa ciata w stosunku do wzrostu — 18,5 < BMI < 24,9.

Kryteria wykluczajace z badania:

- kobiety w cigzy i karmigce;

- osoby palagce lub niepalgce krécej niz 5 lat;

- brak deklaracji o zmniejszeniu ilosci ttuszczéw w diecie i unikania ttuszczow wysokoprzetworzonych oraz
produktéw smazonych.

Osoby zakwalifikowane do badania przyjmowaty BioMarine®Medical Immuno & Neuro Lipids (zywnos¢
specjalnego przeznaczenia medycznego) w dawce 0,5 mL/kg m.c./dzien, co w praktyce dla osoby o wadze 60 kg
oznaczato dzienne spozycie 30 mL oleju (w tym 1.6 g EPA, 9.1 g DHA, 2.5 g alkilogliceroli i 2.6 g skwalenu) przez
okres 90 dni.

Od kazdej osoby przed rozpoczeciem i po zakonczeniu przyjmowania produktu zostata pobrana krew z zyty
tokciowej. Zostaty zbadane nastepujace parametry immunologiczne:

1. Bezwzgledna liczba i odsetek komadrek NK (CD16*CD56%), limfocytdw cytotoksycznych (CD8+), pomocniczych
(CD4*), limfocytéw B (CD19%) we krwi obwodowej (-2,

2. Zdolnos¢ izolowanych jednojadrzastych komdrek krwi obwodowej (PBMC) do syntezy INF-y, TNF, IL-2, 4, 5, 6,
10, 17 bez i po stymulacji poliklonalnej (PHA) w hodowli 21 h na podstawie oznaczenia poziomu uwalnianego
biatka do ptynu hodowlanego .

3. Aktywnos¢ komodrek NK. Zdolnos¢ komérek NK do neutralizacji komérek linii nowotworowej K562 (target cells)
pozbawionej ekspresji molekut MHC klasy | oraz Il. Do badan uzyto testu dostepnego komercyjnie firmy Glycotope
Biotechnology GmbH (Heidelberg Germany). W badaniach zastosowano proporcje 12,5:1 (Target cells: Effector
cells). Inkubacje Target cells: Effector cells prowadzono przez okres 3h w temperaturze 37°C w atmosferze
wilgotnej. Estymacje odsetka komdrek efektorowych K562 usmierconych przez komérki NK przeprowadzono przy
uzyciu cytometru przeptywowego LSR Il BD.

4. Analiza ekspresji genéw INF-y, granzymu B, perforyny oraz receptoréw NKG2C oraz CXCR3 zostafa
przeprowadzona w komodrkach jednojgdrzastych krwi obwodowej (PBMC) hodowanych przez okres 21h w
ukfadzie bez i po stymulacji PHA. Szczegétowy opis metod zawarty jest w naszych poprzednich pracach 678,

5. Celem weryfikacji przyjmowania preparatu oraz wykazania korelacji pomiedzy przyjmowaniem preparatu a
parametrami oceniajgcymi stan uktadu odpornosci dodatkowo wykonano analize profilu lipidowego (wolnych i
estryfikowanych kwasdéw ttuszczowych) surowicy oséb przyjmujacych preparat metodg chromatografii gazowej
(ang. Gas Chromatography-Mass Spectrometry). Szczegotowy opis metod zawarty jest w naszych poprzednich
pracach ©7:8),
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Zgtaszane przez uczestnikéw objawy niepozadane:

- sporadycznie mdtosci po spozyciu preparatu , u niektdrych oséb tylko na poczatku przyjmowania, a u czesci w
potowie czasu trwania badania (6 os.)

- wiekszos¢ oséb odbijanie sie preparatu, nieprzyjemny smak

- trudnosci w przyjmowaniu preparatu wieczorem ( 3 0s.)

Pozytywne objawy zaoobserwowane przez uczestnikow:
- 0gblna poprawa jakosci zdrowia,

- poprawa jakosci skory (2 os.)

- zmniejszenie apetytu (3 o0s.)

- brak przeziebienia w okresie zimowym (10s.)



