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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest nowe medyczne zastosowanie ekstraktu biatkowego z nasion $la-
zowca pensylwanskiego Sida hermaphrodita, z rodziny Malvaceae, do leczenia zakazen grzybiczych
wywotanych grzybem z rodzaju Candida.

Slazowiec pensylwanski Sida hermaphrodita, to wieloletnia roslina zielna, znajdujgca gtéwnie za-
stosowanie gospodarcze jako zrodto biomasy w przemysle energetycznym lub do otrzymywania wié-
kien, co opisano np. w publikacji Borkowska i Styk, Il Nat. Since Conf. ,Forest-Wood-Ecology 95"
t. 1,1995; Denisiuk, Inzynieria Rolnicza t. 6, 2005.

Z publikacji Ahmad i wsp., Journal of Ethnopharmacology t. 62, 1998; Medeiros i wsp., Fitotera-
pia t. 77, 2006; Sutradhar i wsp., Journal of Biological Sciences t. 6, 2006, znane sg wlasciwosci prze-
ciwbakteryjne, antyoksydacyjne, przeciwbélowe czy przeciwzapalne ro$lin przynalezacych do rodziny
Malvaceae, takich jak, Altahaea officinalis, Malva rotundifolia, Sida cordata, Sida acuta.

Rosliny te znalazty zastosowanie w terapii réznorodnych dolegliwosci, od gorgczki po choroby
uktadu krgzenia.

Grzyby z rodzaju Candida, gtéwnie C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis czy C. parapsilopsis
to najpowszechniej atakujgce ludzi patogeny grzybowe, wywotujgce bardzo trudne do zwalczenia zaka-
zenia, dotykajgce ponad jedng trzecig populacji krajéw rozwinietych co przedstawiono w publikacji Mo-
ran i wsp., Microbiology, doi:10.1155/2012/205921, 2012.

Dotychczas, zbadano aktywnos¢ w kierunku hamowania wzrostu komérek grzyba C. albicans,
ekstraktéw przygotowanych na bazie octanu etylu i eteru etylowego z lisci, todyg, pedéw i korzeni Sida
acuta. Wyniki aktywnosci frakcji flawonoidéw wyselekcjonowanych z takich ekstraktéw, ujawniono m.in.
w publikacji autorstwa Jindal i wsp., International Journal of Drug Discovery and Research, t. 4, 2012.

Z kolei dziatanie ekstraktow metanolowych i chloroformowych pozyskanych z lisci S. acuta, ujawniono
w publikacji Akilandeswari i wsp., International Journal of Pharma Science and Research, t. |, 2010.

Znana jest rowniez bojcza i hamujgca wzrost grzyba C. albicans na podtozu statym, aktywnosc¢
ekstraktéw uzyskanych z innej rodliny — Sida cordifolia. Badania wodnego ekstraktu z lici oraz chloro-
formowego i naftowego ekstraktu z nasion, wykonano metodg dyfuzyjno-krgzkowsg i ujawniono w publi-
kacjach Serasanambati i wsp., International Research Journal of Pharmacy, t. 3, 2012 oraz Temikar
i wsp., Journal of Cell and Tissue Research, t. 10, 2010.

Autorzy publikacji Ouédraogo i wsp., Annals of Clinical Microbiology and Antimicrobials t. 11,
2012, wykonujgc oznaczenia minimalnego stezenia hamujgcego i minimalnego stezenia grzybobdj-
czego, przedstawili dziatanie alkaloidéw pochodzgcych z chloroformowego ekstraktu z S. cordifolia.

Z pracy autorstwa Navaneethakrishnan i wsp., Asian Journal of Plant Science and Research, t. 1,
2011, wiadome jest dziatanie hamujgce wzrost C. albicans na podfozu statym, etanolowego ekstraktu
z lidci innej rosliny z rodziny Malvaceae — Sida spinosa.

Jak wynika z przytoczonych wyzej publikacji, wykazano wprawdzie grzybobdjcze dziatanie eks-
traktow z niektorych roslin z rodziny Malvaceae, jednakze nie znalazty one powszechnego i skutecz-
nego zastosowania do leczenia lekoopomych, ogdélnoustrojowych kandydoz, a co niezwykle wazne, nie
przebadano dziatania tego rodzaju ekstraktéw na komorki prawidtowe — fibroblasty.

W publikacjach Ternikar i wsp., Journal of Cell and Tissue Research, t. 10, 2010, a takze Ouédra-
0go i wsp., Annals of Clinical Microbiology and Antimicrobials t. 11, 2012, opisano wrecz badania, tok-
sycznego wptywu ekstraktu chloroformowego i naftowego, otrzymanych z nasion Sida cordifolia oraz
alkaloidéw uzyskanych z jej ekstraktow. Podanie drogg doustng (oralng) myszom, ekstraktu z nasion
powodowato ich $miertelnos¢ w dawce powyzej 2000 mg na kg masy ciata, a podanie ekstraktu z innej
czesci rosliny Sida cordifolia, wywotato smieré potowy badanych zwierzat przy dawce powyzej 3,4 g
na kg masy ciata.

Jak wiadomo z prac autorstwa Cannon i wsp., Microbiology, t. 153, 2007 oraz Mishra i wsp., Acta
Microbiologia Immunologica Hungarica, t. 54, 2007, dotychczasowa medycyna nie dysponuje dosta-
tecznie skutecznymi lekami, zwlaszcza w leczeniu ogélnoustrojowej kandydozy, co jest nadal powaz-
nym problemem medycznym powodujgcym wysokg umieralno$¢ pacjentéw z ostabionym uktadem od-
pornos$ciowym, po chemioterapii nowotworéw, przy AIDS, czy tez przyjmujgcych leki immunosupre-
syjne. Terapia grzybic zaréwno skoérnych jak i uktadowych utrudniona jest przez wzrastajgcg opornos¢
C. albicans oraz innych gatunkéw grzybdéw nalezgcych do tego samego rodzaju na antybiotykoterapie.

Z prac Macura i Pawlik, Zarys mikologii dla pielegniarek, 2005 oraz Seferynska i wsp., Acta Ha-
ematologica Polonica t. 36, 2005, wiadomo, ze najsilniej dziatajgcym z dotychczas poznanych lekow
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przeciwgrzybiczych jest amfoterycyna B, ktdra pozostaje wcigz lekiem pierwszego rzutu w terapii ukia-
dowych zakazeh grzybiczych. Jej stosowanie jest ograniczone jednak znaczng toksycznoscig narza-
dowa, dlatego tez zasadne jest poszukiwanie nowych, naturalnych zrodet aktywnosci przeciwgrzybowej.

W znanym stanie techniki, nie opisano dziatania ekstraktu biatkowego z nasion Sida hermphrodita
na komorki C. albicans przy jednoczesnym braku toksycznosci na fibroblasty.

Celem wynalazku byto opracowanie preparatu roslinnego do skutecznego leczenia zakazen u lu-
dzi powodowanych grzybem Candida albicans, ktory nie wykazywatby dziatania toksycznego na ko-
morki prawidtowe.

W trakcie badan nad ekstraktami roslinnymi nieoczekiwanie otrzymano ekstrakt biatkowy z nasion
Sida hermaphrodita, wykazujacy istotng aktywnos$¢ przeciwgrzybowg przy jednoczesnym braku tok-
sycznosci na fibroblasty.

Istotg wynalazku jest ekstrakt biatkowy otrzymany z nasion $lazowca pensylwanskiego do zasto-
sowania w zwalczaniu zakazen powodowanych przez grzyba Candida albicans.

Dla potwierdzenia istotnego efektu przeciwgrzybowego wynalazku przeprowadzono badania
in vitro z udziatem komérek Candida albicans, zas jednoczesny brak cytotoksycznosci w stosunku
do komorek prawidiowych udowodniono na przyktadzie fibroblastéw mysich.

Wynalazek i jego skuteczno$¢ w zastosowaniu medycznym przedstawiono w ponizszych przy-
ktadach wykonania.

Przyktad 1

Otrzymywanie ekstraktu biatkowego z nasion slazowca pensylwanskiego

Nasiona slazowca pensylwanskiego odwazono w ilosci 1 g, a nastepnie poddano ptukaniu w sze-
regu: woda destylowana, 70% alkohol etylowy, woda destylowana, jatowa woda destylowana. Tak przy-
gotowane nasiona roztarto z dodatkiem 20 ml buforu Sérensena o pH = 6,4 w recznym homogenizatorze
szklanym. Uzyskang zawiesine przeniesiono do probéwek typu Eppendorf i zamrozono. Probowki
wraz z materiatem roslinnym umieszczono w ciektym azocie na 10 minut, a nastepnie przeniesiono
na 10 minut do lodu. Po rozmrozeniu materiat roslinny ponownie zhomogenizowano. Wymieniony sze-
reg czynnosci powtdrzono trzykrotnie.

Otrzymane zawiesiny odwirowano w temperaturze pokojowej przy obrotach 14 000 rpm przez
15 minut. Uzyskany supernatant zebrano i przesgczono przez sgczek Millipore o $rednicy po-
réw 0,22 um w celu pozbawienia go zanieczyszczen mikrobiologicznych. Przesgcz przeniesiono w ilo-
$ciach po 0,7 ml do probéwek typu Eppendorf, zamrozono i poddano liofilizacji. Nastepnie uzyskany
liofilizat rozpuszczano w jatowej wodzie destylowanej w celu uzyskania ekstraktu o okreslonym stezeniu
biatka rownym 2 mg/ml.

Przyktad 2

Dziatanie ekstraktu biatkowego z nasion Slazowca pensylwanskiego na komérki C. albicans

Badanie dziatania ekstraktu z nasion slazowca pensylwanskiego na komaérki grzyba C. albicans,
wykonano prowadzac inkubacje komorek szczepu dzikiego C. albicans z ekstraktem otrzymanym
w przyktadzie 1. Zatozono 5 hodowli: hodowle kontrolng komdérek C. albicans bez dodatku ekstraktu
oraz 4 hodowle komérek grzyba z ilosciami ekstraktu o réznych stezeniach biatka.

Hodowle prowadzono na poditozu YPD z dodatkiem antybiotyku siarczanu streptomycyny w ste-
zeniu 0,17 mg/ml, w termostacie przy temp. 37°C, z funkcjg mieszania 120 rpm. Wyjsciowa gestos¢
komoérek C. albicans w hodowli wynosita 1,9-2,0 x 10°.

W trakcie badah do kazdej z hodowli dodawano ekstrakt wedtug wynalazku w proporcjach:
na 200 pl hodowli — 12,5 pl; 25 pl; 50 wl i 100 pl ekstraktu, uzyskujgc stezenie biatka odpowied-
nio: 25 pg/ml; 50 pg/ml; 100 pg/mli 200 ug/ml. Po 72 godzinach inkubaciji, wykonano test LIVE/DEAD
Yeast Viability Kit F-7030 FUN 1 (Life Technologies) umozliwiajgcy okreslenie aktywnosci metabolicznej
komorek grzyba C. albicans.

Procent komodrek aktywnych metabolicznie w stosunku do kontroli stanowigcej 100% takich
komérek, przedstawiono na rysunku w tabeli 1 (*réznice istotne statystycznie dla P<0,01, okreslone
testem T studenta). Wyniki wskazujg, iz ekstrakt z nasion Slazowca wedtug wynalazku, uszkadzat
komérki C. albicans, prowadzgc do obnizenia lub utraty ich aktywnos$ci metabolicznej, przejawiajgcej
sie zaburzeniami w rozmnazaniu i licznymi deformacjami, co w konsekwencji prowadzi do $mierci
komorek. Zmniejszenie aktywnos$ci metabolicznej komorek grzyba o ponad 50% w stosunku do ko-
morek z hodowli kontrolnej nastepuje juz w przypadku dawki ekstraktu o najnizszym stezeniu biatka
(25 pg/ml). Najwyzszg skutecznos$é ekstraktu uzyskano przy dawce o stezeniu biatka 100 pg/ml, gdzie
ekstrakt spowodowat obnizenie aktywnosci metabolicznej komdérek C. albicans o 75% w stosunku
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do hodowli kontrolnej. Stabszy efekt dziatania ekstraktu przy wyzszym stezeniu biatka — 200 pg/ml
jest spowodowany zlepianiem sie komérek w agregaty ograniczajgce dostep ekstraktu do wszystkich
komorek grzyba.

Zmiany morfologiczne komoérek C. albicans w poszczegdélnych hodowlach o zréznicowanym ste-
zeniu biatka jak wyzej, wywotane dziataniem ekstraktu po 72 godzinach inkubacji, obserwowano za po-
mocg skaningowego mikroskopu elektronowego (Vega 3 Tescan) i mikroskopu konfokalnego fluore-
scencyjnego (Zeiss/Axiovert 200 M), po barwieniu barwnikiem calcofluor-white.

Obrazy mikroskopowe oznaczone na rysunku jako fig. 1. przedstawiajg kolejno hodowle po 72 h:

A — kontrolng komérek C. albicans;

B — komorek C. albicans po inkubacji z ekstraktem o stezeniu biatka 25 pg/ml; komorki powiek-
szone w stosunku do komorek hodowli kontrolnej;

C — komorek C. albicans po inkubacji z ekstraktem o stezeniu biatka 50 ug/ml; komérki zdefor-
mowane;

D — komorek C. albicans po inkubacji z ekstraktem o stezeniu biatka 100 pug/ml, komérki zdefor-
mowane i pekajgce z uszkodzong $ciang komoérkowa.

Obrazy mikroskopowe oznaczone na rysunku — fig. 2. przedstawiajg kolejno hodowle po 72 h:

A — kontrolng komérek C. albicans;

B — komarek C. albicans po inkubacji z ekstraktem o stezeniu biatka 25 ug/ml; komérki o zgru-
biatych scianach komoérkowych powiekszone w stosunku do komérek hodowli kontrolnej;

C —komorek C. albicans po inkubaciji z ekstraktem o stezeniu biatka 50 pug/ml; komérki potgczone
w tancuszki, nie mogace od siebie oddzieli¢ sig;

D —komorek C. albicans po inkubacji z ekstraktem o stezeniu biatka 100 ug/ml; komaorki olbrzymie
ze zgrubieniami w Scianie komdrkowej widocznymi jako jasniejsze miejsca.

Przyktad 3

Oznaczanie cytotoksycznosci ekstraktu biatkowego z nasion $lazowca pensylwanskiego wedtug
wynalazku w stosunku do prawidtowych fibroblastéw mysich

Badania cytotoksycznego dziatania ekstraktu wedtug wynalazku, wykonano prowadzgc hodowle
linii fibroblastéw mysich pochodzenia ttuszczowego ECACC 85011425. Zatozono 4 hodowle zawiera-
jace fibroblasty wraz z ekstraktami o réznych stezeniach biatka oraz hodowle kontrolng fibrobla-
stéw bez dodatku ekstraktu. Wszystkie hodowle prowadzono w inkubatorze, na podiozu RPMI 1640
z dodatkiem 8% FBS oraz antybiotykdw — penicyliny i streptomycyny, w standardowych warunkach:
temp. 37°C, 90% wilgotno$ci i atmosferze z 5% zawarto$cig CO2. Wyjsciowa gestosé komorek w ho-
dowli wynosita 10* komoérek na 1 ml podtoza. Do kazdej z hodowli dodawano odpowiednio na 1 jej mililitr
—12,5 pl; 25 pl; 50 pl; 100 pl ekstraktu, uzyskujgc stezenie biatka w ptynie odpowiednio: 25 nug/mil;
50 pg/ml; 100 ug/mli 200 pg/ml. Po inkubaciji trwajgcej 24, 48 i 72 godziny, do hodowanych komérek
dodawano trypsyne, celem catkowitego oderwania komérek od naczynia hodowlanego, a nastepnie
bfekit trypanu dla zabarwienia komérek martwych. Liczono ilo§¢ martwych i zywych fibroblastéw w ko-
morze Burkera. Badanie powtarzano trzykrotnie.

Cytotoksyczne dziatanie ekstraktu wedtug wynalazku, wyraza procent martwych komaérek w od-
niesieniu do préby kontrolnej — fibroblastéw nie inkubowanych z ekstraktem. Wyniki przedstawiono
na rysunku w tabeli 2. W celu okreslenia zmian morfologicznych wykonano obserwacje z uzyciem mi-
kroskopu $wietinego Carl Zeiss Axiovert 40 CFL (powiekszenie 200 x).

Obrazy mikroskopowe oznaczone na rysunku — fig. 3 przedstawiajg kolejno hodowle po 72 h:

A — kontrolng fibroblastow;

B — fibroblastéw po inkubaciji z ekstraktem o stezeniu biatka 100 ug/ml, wykazujgcym najwyzszg
skuteczno$¢ obnizenia lub utraty aktywnosci metabolicznej komaérek grzyba; brak zmian morfologicz-
nych komérek prawidtowych.

Wyniki uzyskane po 72 godzinach inkubacji komérek fibroblastéw z ekstraktem z nasion S. her-
maphrodita o réznych stezeniach biatka $wiadczg o braku dziatania cytotoksycznego badanego eks-
traktu na komaérki prawidtowe.

Ekstrakt z nasion Sida hermaphrodita wykazuje dziatanie przeciwgrzybowe wobec komaérek Can-
dida albicans przy jednoczesnym braku cytotoksycznosci w stosunku do fibroblastéw — prawidtowych
komodrek skory myszy, co predysponuje go do zastosowania w zwalczaniu zakazenh wywotanych tym
grzybem.
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Zastrzezenie patentowe

1. Ekstrakt biatkowy otrzymany z nasion $lazowca pensylwanskiego Sida hermaphrodita do za-
stosowania w zwalczaniu zakazen powodowanych przez grzyba Candida albicans.

Rysunki
Tabela |
Hodowla komorek
grzyba z dawkami Relatywna aktywnos¢
ekstraktu o réznym metaboliczna (%)
stezeniu biatka
kontrola 100
25 pg/ml 48%*
50 pg/ml 37*
100 pg/ml 25%
200 pg/ml 32

Fig. 1
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Fig. 2
Tabela 2
Hodowla Procent komoérek martwych (%)
fibroblastow z
dawkami ekstraktu Czas inkubacji (h)
0 réznym stezeniu
biatka 24 48 72
kontrola 0 0 0
25 pg/ml 0 0 0
50 pg/ml 0 0 0
100 pg/ml 0 0 0
200 pg/ml 0 0 0
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Fig. 3
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