Perspektywy zastosowania klinicznego leku Camelin® w leczeniu i zapobieganiu infekcjom
wirusowym
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STRESZCZENIE

Naukowcy z Miedzynarodowego Instytutu Bioterapii (m. Kijow, Ukraina) przeprowadzili
kontrolowane placebo badanie skutecznosci przeciwwirusowej substancji leku Kamelin® na modelu
L929 z wykorzystaniem wirusa pgcherzykowego zapalenia jamy ustnej (wirus RNA). Otrzymane
wyniki $wiadczg o znacznej aktywnosci przeciwwirusowej leku Kamellin w warunkach jego
stosowania przeciwko wirusom RNA, w tym rodziny Rhabdoviridae. Udowodniona skuteczno$¢
przeciwwirusowa Kamelinu w odniesieniu do wirusow genomowych RNA jest wazna dla perspektyw
stosowania leku w aktualnych chorobach, takich jak wirusowe zapalenie watroby typu C, Coxsackie,
goragczka krwotoczna, zakazenie koronawirusem, sezonowe infekcje rinowirusowe. Dzialanie
przeciwwirusowe leku Kamelin wynika gltéwnie z aktywnosci naturalnych peptydow
przeciwzakaznych, ktérych wlasciwosci przeciwwirusowe powstaly w sposob naturalny w trakcie
ewolucji w stosunku do bardziej ewolucyjnie starozytnych wiruséw RNA.

Prospects for the clinical use of Camelyn® for the treatment and prevention of viral infections
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SUMMARY

Researchers at the International Institute of Biotherapy (Kiev, Ukraine) conducted a placebo-
controlled study of the antiviral efficacy of the substance of the drug Camelyn® on the 1929 model
using the vesicular stomatitis virus (RNA virus). The data obtained indicate a significant antiviral
activity of the drug Camelyn in the conditions of its use against RNA-containing viruses, including the
family Rhabdoviridae. Camelyn’s proven antiviral efficacy against RNA-genomic viruses is important
for the prospects of using the drug for actual diseases such as hepatitis C, Coxsackie, hemorrhagic
fever, coronavirus infection, seasonal rhinovirus infections. The antiviral effect of the drug Camelyn is
mainly due to the activity of natural anti-infectious peptides, the antiviral properties of which were
naturally formed during evolution in relation to more evolutionarily ancient RNA viruses.

Podczas badan w laboratoriach réznych krajow, w tym Japonii, Korei Potudniowej, Wielkiej Brytanii i
Stanach Zjednoczonych, zostalo stwierdzone, ze peptydy pochodzenia naturalnego, w szczegdlnosci
RJP-1, apidaecin, defensin posiadaja dawne, powstale w tracie ewolucji wtasciwosci: aktywowaé
odpornos¢ i niszczy¢ wirusy. Zrozumienie tych mechanizméw w uzasadniony sposob doprowadzito
do wprowadzenia do praktyki medycznej lekéw na bazie naturalnych peptydow.

W ostatnich latach do leczenia i zapobiegania sezonowym infekcjom wirusowym (OWZDR) z
powodzeniem stosuje si¢ Kamelin® — lek immunotropowy zawierajacy peptydy przeciwzakazne
pochodzenia naturalnego [1-4].

Projekt kontrolowanego placebo badania skuteczno$ci przeciwwirusowej Kamelina® zostat
opracowany przez zespoét lekarzy chorob zakaznych w ramach programu przeciwwirusowego
Migdzynarodowego Instytutu Bioterapii (Kijow, Ukraina). W pracy wykorzystano komorki linii L929
(fibroblasty myszy) i wirusa pecherzykowego zapalenia jamy ustnej zawierajacego RNA (WPZJU,
ATCC nr VR-158) o mianie zakaznym co najmniej 105 TCD50/0,1 ml. Wymienione systemy testowe
spetniajg wymagania USP "Draft Guidance for Industry on Analytical Procedures and Methods
Validation for Drugs and Biologics; Availability, 2014". Oceng dzialania przeciwwirusowego rdznych
stezen preparatu Kamelin przygotowanych ex tempore w roztworze soli fizjologicznej
przeprowadzono przez okre$lenie liczby zywych komorek w tezce, po ich barwieniu fioletem
krystalicznym [Saotome K, Morita H, Umeda M.

Cytotoxicity test with simplified crystal violet staining method using microtitre plates and its
application to injection drugs // Toxicol In Vitro. - 1989. - Vol.3, Ne 4. - P. 317-321. PMID:
20702298].



Po 24 godzinach od zakazenia przeprowadzano sprawdzenie cytopatycznego dziatania wirusa: po

usunigciu z tezek pltynu nadosadowego do roztworu odkazajgcego i do komoérek dodawano 0,2 %
roztwor barwnika Crystal Violet ("Sigma", USA) w 2 % etanolu. Po 15 minutach barwnik usuwano, a

zabarwiong monowarstw¢ komorek przeptukiwano pod woda biezaca. Ggstos¢ optyczng barwionych
komorek mierzono przy dtugosci fali 540 nm.
Uzyskane wyniki byty brane pod uwage tylko wtedy, gdy w hodowlach kontrolnych wolnych od
wirusa (placebo — izotoniczny 0,9 % roztwor chlorku sodu) nie byto zmian cytodestrukcyjnych, a w
kontroli wirusa obserwowano catkowite zniszczenie komoérek. Badanie dziatania przeciwwirusowego
przeprowadzano przy 24-godzinnym kontakcie komorek z lekiem, ktory podawano 40 minut po
zakazeniu wirusem testowym (Tabela 1).

3 I > 3 n 5 6 7 8 9 10 11 12
A KW \Wirus + Wirus + |Wirus + Wirus + |Wirus + Placebo |A 1230 |A 1230 |A 1230 |A 1230 KK
Placebo |A 1230 |A 1230 |A 1230 |A 1230
B |kw \:{;2;; XWIHZJT XWIHZJT XVilr;T XVE‘T Placebo |A 123 |A123 [A123 123 KK
c  Kkw \Ff\ll;::ﬁ); Y\Vilris; ler;s; ZVilr;;J' XVilr;’S; Placebo |A 123 |A123 123 |A123 KK
D |kw \;Y;Lfb; XVilr’qu; ler’uzs; XVilr’”;; XVilr’”;; Placebo |A123 [A123 123 [A123 [KK
E  Kw \:{;2;; ng’“lszg ng’“lszg XV'(;U'ISZ; XV'()rulSZ; Placebo |A 0,123 |A 0,123 |A 0,123 |A 0,123 |KK
F o kw \F’,\Il;:fk‘); ng;sl; ng;sl; ngfl; ngfl; Placebo |A 0,012 |A 0,012 |A 0,012 40,012 KK
G Kw \FCY;LZZ; ngfo: ngfo: ngfoj \[ivgfo; Placebo |A 0,001 |A 0,001 |A 0,001 |A 0,001 KK
H  |kw m::;;' ng"j)sogl ng"j)sogl ngzsogl XViOr,L:)SOSI Placebo |A 0,0001 |A 0,0001 A 0,0001 A 0,0001 [KK

* Oznaczenia umowne KW — kontrola wirusa; KK — kontrola komaorek; Placebo — rozpuszczalnik
(0,9 % roztwor chlorku sodu, izotoniczny),; A 1230 — substancja leku Kamelin w stezeniu 1230 ug/ml

pozywki hodowlanej.

W badaniu okreslono przeciwwirusowe dziatanie leku Kamelin przeciwko wirusowi u RNA
pecherzykowego zapalenia jamy ustnej (WPZJU) i ustalono EC 50 — skuteczne stezenie leku (pg/ml)
wymagane do zahamowania dziatania cytopatycznego wirusa o 50 %, ktore wyniosto 10 pg/ml.

Kamelin w st¢zeniu 16 pg/ml przyczynia si¢ do przezycia 96 % komorek, a w stezeniu 500 pg/ml
100% komorek hodowli L929 (ryc. 1-2).
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Rycina 1. Stosowanie substancji leku Kamelin w systemie modelowym L929 / WPZJU. Oznaczenia:
kontrola komdérek — liczba nienaruszonych komérek linii L929; toksycznosé RF (soli fizjologicznej?) —
liczba komérek linii L929 po kontakcie z RF przez 24 godziny, toksyczno$é substancji leku Kamelin —
liczba komorek linii L929 po kontakcie z substancjq leku Kamelin przez 24 godziny; kontrola WPZJU
— liczba komorek linii L929 po 24 godzinach po zakazeniu wirusem WPZJU, aktywnosS¢ antywirusowa
RF — liczba komorek linii L929 po zakazeniu wirusem WPZJU i traktowaniu komorek RF przez 24
godziny; aktywnosé przeciw WPZJU substancji leku Kamelin — liczba komorek linii L929 po zakazeniu
wirusem WPZJU i traktowaniu komdérek substancjg leku Kamelin przez 24 godziny; % zZywych
komorek — liczba przylegajqcych zywych komorek linii L929 w stosunku do nienaruszonych, uznanych
za 100%.



AHTUBHpYCHaA akTUBHOCTL npenapaTta KAMEJIVH

120

% WMBBLIX KNeToK

50

40

0

10 500

KOHUeHTpaumMs npenapara, MKr/mn
KonuuecTeo ueblX KNeTok nuHIN L929, KamenuH ® KONMWYECTEG XVELIX KNETOK NMHIN L9209, KoHTpONS

Rycina 2. Stosowanie substancji leku Kamelin w systemie modelowym L929 / WPZJU.

Otrzymane wyniki §wiadcza o znacznej aktywnosci przeciwwirusowej leku Kamellin w warunkach
jego stosowania przeciwko RNA wirusom, w tym rodziny Rhabdoviridae. Udowodniona skutecznos¢
przeciwwirusowa Kamelina w odniesieniu do RNA wiruséw genomowych jest wazna dla perspektyw
stosowania leku w aktualnych chorobach, takich jak wirusowe zapalenie watroby typu C, Coxsackie,
goraczka krwotoczna, zakazenie koronawirusem, sezonowe infekcje rinowirusowe itp.

Nalezy rowniez zauwazyc, ze planujgc zapobieganie i leczenie ostrych infekcji wirusowych uktadu
oddechowego, w tym Covid-19, nalezy bra¢ pod uwage nowe dane z materiatow artykutow
naukowych z 2020 r., uzyskane przez specjalistow podczas leczenia tej choroby. W artykule
opublikowanym w kwietniu w czasopi$mie naukowym "Lancet" (The Lancet) Dr Varga (Zurych,
Szwajcaria) z grupa naukowcow



odkryli, ze wirus SARS-CoV-2 moze infekowa¢ komorki srodbtonka pokrywajace wewnetrzne Sciany
naczyn krwionos$nych. Komorki §rédbtonka chronig uktad sercowo-naczyniowy i uwalniajg biatka,
ktére wplywaja na jego wskazniki strukturalne i funkcjonalne: od tworzenia si¢ skrzepéw krwi po
odpowiedz immunologiczng. "Koncepcja, ktorg udato si¢ nam namierzy¢, jest taka, ze infekcja
koronawirusowa to nie tylko choroba uktadu oddechowego; uznawana ona jest za chorobe uktadu
oddechowego ze wzgledu na poczatkowe objawy, ale ogolnie jest to choroba naczyniowa, ktora grozi
pacjentom $miertelnymi konsekwencjami z powodu ingerencji w uktad krazenia” — donosza naukowcy.
W swojej publikacji naukowcy ujawniaja uszkodzenie komorek srodbtonka naczyniowego w ptucach,
sercu, nerkach, watrobie i innych narzadach wewnetrznych u pacjentow z zakazeniem Covid-19 [9].
W zwiazku z powyzszym konieczne jest wskazanie wyraznych wtasciwos$ci angioprotekcyjnych
peptydu RIP-1, ktory jest czescia leku Kamelin. Pacjentom z patologia naczyniowa, ktorzy w celu
przywrdcenia homeostazy immunologicznej przyjmowali lek Kamelin, w celu zbadania potencjatu
angioprotekcyjnego leku zlecono badanie poziomu ekspresji czynnika wzrostu srodbtonka
naczyniowego — VEGF-A.

Oznaczanie VEGF-A w surowicy przeprowadzono metodg posredniego testu immunoenzymatycznego
w fazie stalej przy uzyciu zestawow firmy Bender MedSystems GmbH (Austria). Substancja leku
Kamelin ze wzgledu na ewolucyjnie uwarunkowane wtasciwosci peptydow egzogennych reagowac z
biatkami regulacyjnymi blon komérkowych, stymuluje ekspresje czynnika wzrostu srodblonka
naczyniowego. Zwigkszenie aktywnos$ci VEGF-A sprzyja neowaskularyzacji, zmniejsza
niedotlenienie i poprawia trofizm niedokrwionych tkanek na mikropoziomie, zapewnia naprawe
uszkodzonego srodbtonka naczyniowego, co prowadzi do lepszych wynikoéw leczenia pacjentow z
patologig naczyn [10].

W kontekscie powyzszego otrzymane dane pozwalajg zaleca¢ Kamelin® jako obiecujgcy lek
poprawiajacy rokowanie u pacjentow z infekcjami wirusowymi, ktérym towarzyszy uszkodzenie
naczyn, w szczegolnosci wariant wirusa Covid-19.

Whioski
1. Przeprowadzone badanie kontrolowane placebo potwierdza, ze lek Kamelin wykazuje wyrazne
dziatanie przeciwwirusowe w modelu L929/WPZJU (wirus RNA).



2.  Dziatanie przeciwwirusowe leku Kamelin wynika gtownie z aktywnos$ci naturalnych peptydow

przeciwzakaznych, ktérych wlasciwosci przeciwwirusowe powstalty w sposob naturalny w
trakcie ewolucji w stosunku do bardziej ewolucyjnie starozytnych wirusow RNA.

3. Udowodniona skutecznos¢ przeciwwirusowa jest wazna dla klinicznej perspektywy wlaczenia
leku Kamelin do schematow leczenia i zapobiegania chorobom istotnym spotecznie: sezonowym
zakazeniom rinowirusem (OWZDR), kleszczowym zapaleniu mozgu, goraczki krwotoczne;j

Ebola, zakazeniu koronawirusem, wirusowemu zapaleniu watroby typu C itp.
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