Zastosowanie ekstraktéw nadkrytycznych (scCO»+H,0) pozyskanych z roslin z
rodzaju Miscanthus do wytwarzania preparatow o dzialaniu

przeciwnowotworowym.

Przedmiotem wynalazku sa ekstrakty roslinne pozyskane z roslin z rodzaju
Miscanthus (Miscanthus sacchariflorus) do wytwarzania preparatow o dzialaniu

przeciwnowotworowym.

Przeciwnowotworowe dziatanie badanego ekstraktu daje podstawe do twierdzenia, ze
moze one znalez¢ zastosowanie w przemysle medycznym, farmaceutycznym i
weterynaryjnym.

Miskanty dzigki niewielkim wymaganiom pokarmowym mozna hodowa¢ nie tylko
na zyznych glebach, gdzie rosna najlepiej, ale réwniez na gruntach marginalnych [1].
Jest to szczegdlna grupa gatunkow, o zroznicowanych 1 specyficznych wlasciwosciach
biologicznych 1 ekologicznych. Sposrod traw z rodzaju Miscanthus trzy gatunki
uznawane sa za szczegoélnie cenne przy produkcji biomasy: miskant olbrzymi, chinski
oraz cukrowy. Do konca ubieglego stulecia nie byly postrzegane jako ro$liny z
potencjalem bioenergetycznym. Dopiero pod koniec lat 60-tych XX wieku po raz
pierwszy zaobserwowano, ze biomasa tych traw moze by¢ potencjalnym materialem
do produkcji wtdkien celulozowych, badane sa pod katem przydatnosci w uprawach
bioenergetycznych oraz jako zrédlo nowoczesnych biopaliw ze wzgledu na wysoka
wydajnos¢ biomasy Miskantow [2,3]. Opréocz mozliwosci wykorzystania przy
produkcji bioenergii miskanty znalazty zastosowanie w przemysle celulozowym w
produkcji papieru, opakowan, ptyt z wtokniny [4], do produkcji brykietow opatowych,
materiatow budowlanych [5,6].

Ziola 1 wyciagi z traw sa stosowane w medycynie naturalnej od najdawniejszych



czasoOw. Wykorzystywane sq w roézny sposéb, nie tylko w formie klasycznej tabletki,
ale takze stosowane jako nalewki, napary, kompresy czy masci. Leki oraz suplementy
zawierajace ekstrakty pochodzenia naturalnego sg bardziej bezpieczne i1 zalecane
réwniez osobom nadwrazliwym lub podatnym na alergie. W zwiazku z narastajaca
opornoscig drobnoustrojéw chorobotworczych na leki, powigkszajacq si¢ liczba
wystepowania dziatah niepozadanych wywotanych przez syntetyczne produkty
lecznicze oraz brakiem skutecznej profilaktyki 1 farmakoterapii w zwalczaniu wirusow
mozna zaobserwowa¢ trend powrotu do produktow pochodzenia naturalnego
wykorzystanych zar6wno w zapobieganiu ale 1 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
miskantow oraz szerokie zastosowanie innych traw w roznych dziedzinach zycia, jest
bardzo prawdopodobne odkrycie kolejnych mozliwosci wykorzystania tych roslin nie
tylko w przemysle energetycznym czy ogrodnictwie [7,8].

W swietle obecnej literatury brak jest doniesien dotyczacych aktywnosci biologicznej

substancji pozyskanych z traw z rodzaju Miscanthus.

Obecnie zwalczanie choréb nowotworowych wciaz pozostaje wyzwaniem dla
wspolczesne] medycyny, dlatego zasadne jest poszukiwanie nowych substancji

pochodzenia naturalnego wykazujacych aktywnos¢ przeciwnowotworowa.

Istota wynalazku sa ekstrakty z ro$lin z rodzaju Miscanthus pozyskane metoda
ekstrakcji nadkrytycznej dwutlenkiem wegla (scCO,+H,0O) do zastosowania jako

preparaty w leczeniu choréb nowotworowych u ludzi 1 zwierzat.

Ekstrakt ma zastosowanie do wytwarzania preparatu w postaci tabletek, granulek,

kapsulek, drazetek, lingwetek.

Pozyskany wedtug wynalazku nadkrytyczny ekstrakt roslinny (scCO,+H,0) z
ro$lin z rodzaju Miscanthus (Miscanthus sacchariflorus) wykazat silng aktywno$¢
przeciwnowotworowa wobec komorek czerniaka G-361 1 czerniaka A-375. Badany
ekstrakt moze znalez¢ zastosowanie do wytwarzania nowych lekow w terapii chorob

nowotworowych ludzi 1 zwierzat.
Przyktad wykonania wynalazku

Proces ekstrakcji nadkrytycznej
W procesie ekstrakcji nadkrytycznej pozyskano ekstrakt z roslin z rodzaju Miscanthus

(Miscanthus sacchariflorus). Przed ekstrakcja surowce zwilzano woda (do okoto 40%



wagowo) 1 pozostawiano na minimum 5 godzin w zamknigtym naczyniu w celu

wyréwnania wilgotnosci w catej] prébce. Proces ekstrakcji  nadkrytycznej

przeprowadzano z zastosowaniem dwutlenku wegla wykorzystujac ci$nieniowq

instalacj¢ badawcza firmy SITEC. Otrzymane polarne ekstrakty rozpuszczone w

wodzie odbierano w separatorze, odwirowywano 1 liofilizowano. Warunki

przeprowadzane] ekstrakcji: temperatura réwna 40°C, ci$nienie: 330 bar, zuzycie

dwutlenku wegla: 100 kg/kg materiatu, wilgotno$¢: zalezna od probki - od 8% do 10%

wag.

Dzialanie przeciwnowotworowe

Badania aktywnosci przeciwnowotworowe] ekstraktu prowadzono im vifro na

modelach ludzkich linii komdrek nowotworowych czerniaka ztosliwego: linia G-361

(ATCC CRL-1424) hodowane w McCoy's Sa Medium Modified (Corning, USA) oraz

linia A-375 (ATCC CRL-1619) hodowane w DMEM Dulbecco's Modified Eagle's

Medium(Corning, USA). Cytotoksycznos¢ ekstraktéw badano na modelu ludzkich

fibroblastow skorych BJ (ATCC CRL-2522) hodowane w EMEM Eagle's Minimum

Essential Medium (Corning, USA).

Hodowle komorkowe

Cytotoksycznos$¢ ekstraktu badano na modelu ludzkich fibroblastow skérnych BJ

(ATCC CRL-2522). Komorki hodowano w EMEM Eagle's Minimum Essential

Medium (Corning, USA).

Wiasciwosci przeciwnowotworowe ekstraktow badano na modelach:

ludzkich linii komorek nowotworowych czerniaka ztosliwego:

¢ linia G-361 (ATCC CRL-1424) hodowane w McCoy's 5a Medium Modified
(Corning, USA).

¢ linia A-375 (ATCC CRL-1619) hodowane w DMEM Dulbecco's Modified Eagle's
Medium(Corning, USA).

Wszystkie hodowle komdrkowe prowadzono w mediach wzbogaconych 10% plodowa

surowica bydleca FBS (PanBiotech, Niemcy) oraz streptomycyng (100 pug/mL),

penicyling (100 U/mL) 1 amfoterycyna B (2,5 pg/mL) (Sigma, USA) w temperaturze

37°C, w atmosferze zawierajacej 5% CO..

Ocena zywotnosci komorek — test MTT

Zywotno$¢ komoérek oceniano przy pomocy testu MTT. Wykorzystuje sie w nim

aktywno$¢ mitochondrialnej dehydrogenazy bursztynianowej, ktora w zywych

komorkach o niezaburzonym metabolizmie 1 fancuchu oddechowym przeksztatca



rozpuszczalng w wodzie z6tta sol tetrazoliowa MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-
yl)-2,5-difenylotetrazolowy), w forme¢ zredukowana, nierozpuszczalny formazan,
wytracajacy si¢ w postaci fioletowych krysztalow.

Komorki hodowano na ptytce 96-dotkowej do uzyskania 70-80% konfluencji.
Nastepnie wymieniano medium na nowe zawierajace kolejne stezenia badanych
ekstraktow (1 — 500 pg/ml) . Po 24 h inkubacji usuwano supernatant i dodawano
swieze medium (200 pl/dotek) z dodatkiem MTT (4 mg/ml). Po 4 h inkubacji w 37°C
zebrano roztwor MTT znad powstatych krysztatow formazanu. Nastepnie do kazdego
dotka dodawano 200 pul DMSO celem rozpuszczenia wytraconych krysztatdw.
Stezenie produktu koncowego oceniano mierzac absorbancj¢ przy A = 570 nm. Z
otrzymanych danych wyliczono odsetek zywych komoérek w obecnosci badanego
zwigzku, przyjmujac Srednig absorbancje roztworu komérek kontrolnych za 100%.
Wartosci  ICso  obliczono  przy  uzyciu  kalkulatora ~ AAT  Bioquest
(https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator).

Aktywnos¢ cytotoksyczng w stosunku do komoérek nowotworowych potwierdzono
poprzez analiz¢ morfologii komoérek obu linii czerniaka w mikroskopie kontrastowo-
fazowym z odwrdcong optyka Nikon Eclipse Ti. Komérki obu linii czerniaka poddano
dziataniu ekstraktu w stezeniu odpowiadajacym wartosci ICs), wyznaczonej na
podstawie testu MTT dla kazdej z linii. Uwzgledniono zmiany morfologiczne
komorek tj. obecnos¢ odklejonych i1 martwych komorek, obkurczenie komorek,
zahamowanie wzrostu kolonii 1 proliferacji. Obserwacje poréwnywano z kontrola,
ktorg stanowity komorki czerniaka hodowane bez dodatku ekstraktu.

Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono zblizong aktywno$¢ cytotoksyczng
badanego ekstraktu w stosunku do dwoéch uzytych w badaniu linii komérkowych
czerniaka ztosliwego, przy réwnoczesnym braku toksycznosci w stosunku do

prawidtowych fibroblastow ludzkich (w zakresie zastosowanych stezen, Tab. 1).

Tabela 1. Wartosci ICsy ekstraktu nadkrytycznego CO. z udziatem wody jako

wspotrozpuszezalnika z Miscanthus sacchariflorus, ocenione na podstawie testu MTT

linia komoérkowa czerniak G-361 czerniak A-375 fibroblasty BJ

ICs [pg/ml] 321,9 316,38 >500

Analiza morfologii komérek wykazata, ze przy stezeniu ekstraktu odpowiadajacym



wartosci ICso komorki czerniaka linii G-361 zaczynaly si¢ kurczy¢ i stopniowo
zmienia¢ swoj prawidtowy wrzecionowaty ksztalt w bardziej zwiniety 1 kulisty. W
podtozu hodowlanym obserwowano odklejone, martwe komorki. Podobnie w
przypadku drugiej linii komorek (A-375) — obserwowano odklejone komorki o
ksztalcie kulistym w odréznieniu od prawidlowego obrazu "kostki brukowe)”

komorek kontrolnych.
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