Zastosowanie ekstraktow nadkrytycznych (scCO»+H,0)
pozyskanych z roSlin z rodzaju Miscanthus do wytwarzania

preparatow o dzialaniu przeciwwirusowym i wirusobéjczym.

Przedmiotem wynalazku sq ekstrakty roslinne pozyskane z roslin z
rodzaju  Miscanthus do  wytwarzania preparatow o  dzialaniu
przeciwwirusowym i wirusobdjczym.

Przeciwwirusowe 1 wirusobdjcze dzialanie badanych ekstraktow daje
podstawe do twierdzenia, ze mogaq one znalez¢ zastosowanie w przemysle
medycznym, farmaceutycznym 1 weterynaryjnym.

Miskanty dzieki niewielkim wymaganiom pokarmowym mozna
hodowac¢ nie tylko na zyznych glebach, gdzie rosna najlepiej, ale rowniez
na gruntach marginalnych [1]. Jest to szczegodlna grupa gatunkow, o
zroznicowanych 1 specyficznych  wlasciwosciach  biologicznych 1
ekologicznych. Sposréd traw z rodzaju Miscanthus trzy gatunki uznawane
sg za szczegolnie cenne przy produkceji biomasy: miskant olbrzymi, chinski
oraz cukrowy. Do konca ubieglego stulecia nie byly postrzegane jako
rosliny z potencjalem bioenergetycznym. Dopiero pod koniec lat 60-tych
XX wieku po raz pierwszy zaobserwowano, ze biomasa tych traw moze
by¢ potencjalnym materiatem do produkcji wtokien celulozowych, badane
sa pod katem przydatnosci w uprawach bioenergetycznych oraz jako zrodto
nowoczesnych biopaliw ze wzglgdu na wysoka wydanos¢ biomasy
Miskantow [2,3]. Oprécz mozliwosci wykorzystania przy produkcji
bioenergii miskanty znalazly zastosowanie w przemysle celulozowym w
produkcji papieru, opakowan, ptyt z wtokniny [4], do produkcji brykietow
opatowych, materiatow budowlanych [5,6].

Ziota 1 wyciagi z traw sa stosowane w medycynie naturalnej od

najdawniejszych czaséw. Wykorzystywane sa w rozny sposob, nie tylko w



formie klasycznej tabletki, ale takze stosowane jako nalewki, napary,
kompresy czy masci. Leki oraz suplementy zawierajace ekstrakty
pochodzenia naturalnego sa bardziej bezpieczne 1 zalecane rdéwniez
osobom nadwrazliwym lub podatnym na alergie. W zwiazku z narastajacq
opornoscig drobnoustrojéw chorobotwérezych na leki, powickszajaca si¢
liczba wystgpowania dzialan niepozadanych wywolanych przez
syntetyczne produkty lecznicze oraz brakiem skutecznej profilaktyki i
farmakoterapii w zwalczaniu wirusow mozna zaobserwowa¢ trend powrotu
do produktéw pochodzenia naturalnego wykorzystanych zaréwno w
zapobieganiu ale i terapii farmakologicznej. W dostepnej literaturze brak
jest doniesien o zastosowaniu Miscanthus sp. w medycynie, farmacji czy
kosmetologii. Biorac jednak pod uwage ciagle rosnaca popularnos$¢ uprawy
miskantéw oraz szerokie zastosowanie innych traw w réznych dziedzinach
zycia, jest bardzo prawdopodobne odkrycie kolejnych mozliwosci
wykorzystania tych roslin nie tylko w przemysle energetycznym czy
ogrodnictwie [7,8].

W s$wietle obecnej literatury brak jest doniesien dotyczacych aktywnosci
biologicznej substancji pozyskanych z traw z rodzaju Miscanthus.

Lekiem z wyboru stosowanym przy zwalczaniu infekcji spowodowanych
przez alphaherpeswirusy jest acyklowir [9,10]. Acyklowir jest najbardziej
skutecznym 1 zarazem najmniej toksycznym  znanym lekiem
przeciwwirusowym, mimo to moze powodowaé reakcje niepozadane.
Opornos¢ na acyklowir wystepuje w nie wiecej niz 1% przypadkow.
Zazwyczaj jest wynikiem mutacji punktowej w obszarze genu kodujacego
kinaz¢ tymidynowa. Efektem tego jest zbyt mata produkcja enzymu lub
brak zdolnos$ci enzymu do fosforylacji acyklowiru. [11,12]. Wirusy z
rodziny Herpesviridae w tym wirus opryszczki (HSV) wystepuje

powszechnie u ludzi na catym $wiecie. Wywolywane przez nie zakazenia



moga prowadzi¢ do zgonu lub mie¢ bardzo cigzki przebieg u pacjentow z
powaznymi niedoborami odpornosci lub leczonych immunosupresyjnie.

Badania aktywnosci przeciwwirusowe] 1 wirusobdjczej ekstraktow
prowadzono in vitro w hodowli komorkowej Vero (ATCC-CCL-81). Do
analizy wirusologicznej zostal uzyty wirus HSV-1 (ATCC-VR-260).
Oceny cytotoksycznosci ekstraktow dokonano w oparciu o test MTT,
natomiast do oceny aktywnos$ci przeciwwirusowe] 1 wirusobojczej przyjeto

zdolno$¢ ekstraktu do redukcji miana wirusa.

Obecnie zwalczanie infekcji wirusowych wceiaz pozostaje wyzwaniem dla
wspolczesne; medycyny, dlatego zasadne jest poszukiwanie nowych
substancji  pochodzenia  naturalnego  wykazujacych  aktywnos¢
przeciwwirusowa 1 wirusobojcza.

Istota wynalazku sa ekstrakty nadkrytyczne (scCO,+H,0O) pozyskane z
roslin z rodzaju Miscanthus do zastosowania jako preparaty w leczeniu

chorob wirusowych u ludzi 1 zwierzat.

Ekstrakty z roslin z rodzaju Miscanthus pozyskane metoda ekstrakcji
nadkrytycznej dwutlenkiem wegla (scCO,+H,O) do zastosowania jako
preparat wirusobojczy.

Ekstrakty z roslin z rodzaju Miscanthus  pozyskane metoda ekstrakcji
nadkrytycznej dwutlenkiem wegla (scCO,+H,O) do zastosowania w
postaci tabletek, granulek, kapsultek, drazetek, lingwetek.

Pozyskane wedhug wynalazku nadkrytyczne ekstrakty roslinne
(scCO»+H,0) z roslin z rodzaju Miscanthus wykazaly silng aktywnosc¢
przeciwwirusowa 1 wirusobojcza wobec wirusa HSV-1. Badane ekstrakty
moga znalez¢ zastosowanie do wytwarzania nowych lekow w terapii
chorob wirusowych

Przyktad wykonania wynalazku

Proces ekstrakcji nadkrytycznej



W procesie ekstrakeji nadkrytycznej pozyskano ekstrakty z roslin z rodzaju
Miscanthus (Miscanthus giganteus, Miscanthus sinensis). Przed ekstrakcja
surowce zwilzano woda (do okoto 40% wagowo) 1 pozostawiano na
minimum 5 godzin w zamknigtym naczyniu w celu wyrdéwnania
wilgotnosci  w  calej prébce. Proces cekstrakcji  nadkrytycznej
przeprowadzano z zastosowaniem dwutlenku wegla wykorzystujac
cisnieniowq instalacje¢ badawcza firmy SITEC. Otrzymane polarne
ekstrakty rozpuszczone w wodzie odbierano w separatorze, odwirowywano
1 liofilizowano. Warunki przeprowadzanej ekstrakcji: temperatura réwna
40°C, cisnienie: 330 bar, zuzycie dwutlenku wegla: 100 kg/kg materiatu,

wilgotnos¢: zalezna od probki - od 8% do 10% wag.

Dzialanie przeciwwirusowe i wirusobdjcze:
Badania aktywnosci przeciwwirusowe] 1 wirusobdjczej ekstraktow
prowadzono in vitro w hodowli komorkowej Vero (ATCC-CCL-81). Do
analizy wirusologicznej zostal uzyty wirus HSV-1 (ATCC-VR-260).
Oceny cytotoksycznosci ekstraktow dokonano w oparciu o test MTT,
natomiast do oceny aktywnos$ci przeciwwirusowe] 1 wirusobojczej przyjeto
zdolno$¢ ekstraktu do redukcji miana wirusa. Do badan przygotowywano
roztwor macierzysty ekstraktu o stezeniu 50 mg/ml DMSO.
Ocena cytotoksycznoSci

Badane ekstrakty byly rozpuszczone w DMSO do koncowego stezenia
50 mg/ ml. Hodowle komorek prowadzono w plastikowych plytkach 96-
dotkowych. Do plytek rozlewano po 100 ul zawiesiny komorek o gestosci
1,5 x 10" komorek na dolek, przygotowanej w podlozu hodowlanym z
dodatkiem 10% surowicy. Po 24 h inkubacji w 37°C podloze z hodowli
usuwano 1 dodawano roztwory badanych ekstrakcji w pltynie hodowlanym
z dodatkiem 2% surowicy. Koncowe stezenia ekstraktéw byly nastepujace:

500; 250; 125; 62,5; 31,3; 15,6; 7.8; 3,9; 2; 1, 0,5 ug/ml. Do kontroli



hodowli komérek dodawano tylko plyn hodowlany z dodatkiem 2%
surowicy. Komorki poddane dziataniu substancji inkubowano w 37°C w
obecnosci 5% CO, przez 72 h.
Cytotoksycznos¢ substancji oceniano przy uzyciu kolorymetrycznego testu
formazanowego MTT [13]. Na podstawie pomiarow absorbancji okreslano
ICso, czyli stezenie badanego ekstraktu, ktore spowodowata o 50% spadek
aktywnos$ci komoérek w porownaniu z kontrola.
Ocena aktywnosci przeciwwirusowej

Aktywnos$¢ przeciwwirusowa HSV-1 okreslano uzywajac 24-
godzinnej hodowli komorek. Po usunigeciu pozywki, dodawano do hodowli
zawiesing wirusa w dawce 100 TCIDsy/ml. Po 1 godzinie inkubacji w
temperaturze 37°C wirusa usuwano z hodowli 1 plukano hodowle
roztworem PBS. Nastepnie dodawano do zakazonej hodowli komoérek
badane ekstrakty w przygotowanych rozcienczeniach dwukrotnych od 0,5 -
500 ug/ml. Acyklowir zastosowano jako substancje referencyjna o
aktywnosci przeciwwirusowej wobec HSV-1. Ekstrakty z roztworu
wyjsciowego rozcienczano podlozem z dodatkiem 2% surowicy. Kontrole
wirusa stanowily hodowle, do ktorych dodawano podloze bez dodatku
ckstraktow. Po 72 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C wirus
miareczkowano w hodowli komorek. Efekt cytopatyczny (CPE) oceniano
w mikroskopie swietlnym a nastepnie przeprowadzono oceng zywotnosci
komorek metoda z wykorzystaniem MTT. Miano wirusa obliczano metoda
Reed-Muench [14]. Aktywnos$¢ zakazng wirusa w kazdym rozcienczeniu

ekstraktu porownywano z aktywnos$ciq zakazna w kontroli wirusa.

Ocena aktywnosci wirusobdjczej
Do badania aktywnosci wirusobojcze] ekstraktow uzywano 24-

godzinne hodowle komérkowe linii komorkowej VERO w 96-dotkowych



ptytkach. Zawiesing wirusa HSV-1 mieszano w stosunku 1:1 z badanymi
ekstraktami, ktore byly rozcienczone w medium hodowlanym do
koncowego stezenia: 100; 50 1 25 ug/ml. DMSO jako rozpuszczalnik w
badanych st¢zeniach nie byl toksyczny dla hodowli komoérkowych oraz
wirusa.

Mieszaniny inkubowano w 37°C przez 1 godzing, a nast¢pnie wirus
miareczkowano w hodowli komoérkowej. Rozcienczony wirus w podtozu
hodowlanym bez  ekstraktu  stanowit  kontrolg  doswiadczenia.
Rozcieficzenia wirusa wykonywano w postepie co 1 log od 10" do 107", Z
plytek z hodowla usuwano podtoze odzywcze 1 dodawano odpowiednio
rozcienczone mieszaniny ekstraktow 1 wirusa. Do dotkow z hodowla
komoérkowa dodawano po 100 ul kolejnego rozcienczenia. Do pozostalych
dotkéw z hodowla dodawano tylko podtoze utrzymujace z dodatkiem 2%
surowicy, co stanowito kontrole komorek. Zakazone hodowle inkubowano
w standardowych warunkach w temperaturze 37°C w obecnosci 5% CO,
przez 72 godziny.

Po zakonczeniu inkubacji w mikroskopie $wietlnym oceniano stopien
efektu cytopatycznego wywolywanego przez wirusa, a nastgpnie
przeprowadzono oceng¢ zywotnosci komoérek metoda z wykorzystaniem
MTT. Miano wiruséw obliczano metoda Reed-Muench. Aktywnosé
zakazna wirusa w kazdym rozcienczeniu ekstraktu porownywano z

aktywnoscia zakazna w kontroli wirusa.

Tabela 1. Wptyw na replikacje HSV-1 ekstraktéw z traw zebranych w

czerwcu
stezenie miano zakazne
Ekstrakt ekstraktu [ng/ wirusa
ml] [TCIDsy/ml]*
Miscanthus giganteus 31 1,16+2,01




Miscanthus sinensis 31 1,67+2,39
Acyklowir 125 3.73£0,35
kontrola HSV-1 0 6,68+0,29

* miano wirusa w logyo

Tabela 2. Aktywnos$¢ wirusobojcza ekstraktow z traw zebranych w lutym

stezenie miano zakazne
Ekstrakt ekstraktu [ng/ wirusa

ml] [TCIDsy/ml]*

50 1,92+1,67
Miscanthus giganteus

100 0,67+1,16
Miscanthus sinensis 100 1,3+1,47
DMSO 100 3,90+0,91
kontrola HSV-1 0 4,37+1,43

* miano wirusa w 1ogo

Ekstrakty otrzymane z traw zebranych w czerwcu wykazaly aktywnos¢
przeciwwirusowa wobec wirusa HSV-1, natomiast ekstrakty pozyskane z
traw zebranych w lutym dziataly wirusobojczo. Oceny aktywnosci ekstraktow
dokonano na podstawie porownania miana wirusa w hodowlach
komoérkowych zakazonych samym wirusem z mianem wirusa w hodowlach

traktowanych wirusem w obecnosci ekstraktow.
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