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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania ekstraktu z Cochlospermum angolense Welw.
ex Oliv. o aktywno$ci przeciwnowotworowej oraz zastosowanie ekstraktu z Cochlospermum angolense
Welw. ex Oliv. syn. Maximilianea angolensis (Welw. ex Oliv.) Kuntze w leczeniu szpiczaka oraz do
wytwarzania preparatu farmaceutycznego do leczenia szpiczaka.

Cochlospermum angolense, zwane potocznie Borututu, wystepuje w Srodowisku naturalnym
w potudniowo-zachodniej Afryce. Napar z kory korzenia borututu znalazt zastosowanie w suplementac;ji
diety u 0s6b z zaburzeniami czynno$ci watroby, niestrawno$ci i zmeczenia. Znany jest rowniez hamu-
jacy wptyw naparu z korzenia Cochlospermum angolense na rozwéj Plasmodium falciparum, zarodzca
sierpowatego — pierwotniaka bedgcego jednym z gtéwnych patogendw, wywotujgcych malarie u ludzi,
co udokumentowali Presber, Hegenscheid (ACTA TROP, 1992, 50(4):331-8). Z ich publikacji z 1987
roku (Presber W, Hegenscheid B i in., PHARMAZIE, 1987, 42(10):707-8.) znane s3 réwniez wiasciwo-
Sci przeciwwirusowe naparu z korzenia tej rosliny. Pereira, Barros, Calhelha i in. w publikacjach z lat
2013-2015 (Pereira C, Calhelha R iin, IND CROP PROD, 2013; 49.61-5; Pereira C, Barros L i in., IND
CROP PROD, 2015, 74:412-6; Pereira C, CalhelhaR i in., IND CROP PROD, 2014, 52:709-13) wyka-
zali aktywnos$¢ antyoksydacyjng, antybakteryjng oraz cytotoksyczng w stosunku do komérek raka wa-
troby ré6znych suplementéw diety na bazie ekstraktéw wodnych z korzenia borututu. Z kolei z opiséw
patentowych DE 4021428, DE 4021427 i DE4021426, znane jest zastosowanie ekstraktu karotenoido-
wego z korzenia Cochlospermum angolense do terapii infekcji pasozytniczych, a takze jako inhibitora
polimerazy, zwigzku o wtasciwosciach antymalarycznych czy antywirusowych.

Dotychczas jednak nie znana jest aktywno$é przeciwnowotworowa ekstraktu z Cochlospermum
angolense w stosunku do komoérek szpiczaka. W literaturze brak jest informacji dotyczacej stosowania
tego surowca lub przetwordw z tego surowca w leczeniu szpiczaka.

Wynalazek rozwigzuje zagadnienie zastosowania ekstraktu z Cochlospermum angolense o wy-
sokiej aktywnos$ci w stosunku do komérek szpiczaka, przy jednoczesnej bardzo niskiej toksycznosci
w stosunku do komorek ludzkich fibroblastéw.

W wyniku badan, okazato sie nieoczekiwanie, ze ekstrakt z Cochlospermum angolense otrzy-
many na drodze dwustopniowej ekstrakcji: maceracji chloroformem oraz ekstrakcji heksanem lub octa-
nem etylu i/lub ich mieszaning (Ex2), wykazuje wysokg aktywnos$¢ przeciwnowotworowg w stosunku do
komorek ludzkiego szpiczaka (Fig. 1-3), przy jednocze$nie nieznacznej toksycznosci komorek prawi-
dtowych w najwyzszym badanym stezeniu (Fig. 4-5).

Istotg wynalazku jest sposéb otrzymywania ekstraktu z Cochlospermum angolensis (Borututu),
o aktywno$ci przeciwnowotworowej polegajacy na tym, ze sproszkowang substancje roslinng Borututu
maceruje sie chloroformem, korzystnie dwukrotnie, kazdorazowo przez 12-72 godzin korzystnie 48,
stosujagc korzystnie iloSci najpierw 1:20, a nastepnie 1:10, po czym macerat chloroformowy lub pota-
czone maceraty odparowuje sie pod zmniejszonym ciSnieniem w temperaturze nie przekraczajacej
40°C i suchg pozostatos¢ (SP) miesza sie z zelem krzemionkowym w proporcjach wagowych od 1:1 do
1:100 korzystnie 1:10 i poddaje sie dalszej ekstrakcji w uktadzie ciecz/ciato state przy uzyciu heksanu
lub octanu etylu /lub ich mieszaning korzystnie w proporcji 1:1, po czym po odparowaniu eluentu otrzy-
muje sie ekstrakt o wysokiej aktywnosci przeciwnowotworowej. Korzystnie, gdy sproszkowang substan-
cje roélinng stanowi korzen Borututu.

Korzystnie, gdy dalszg ekstrakcje prowadzi sie najpierw pojedynczym rozpuszczalnikiem korzyst-
nie heksanem lub octanem etylu w ilo$ci odpowiednio od 1:40 do 1:120 korzystnie 1:80, a nastepnie
mieszaning heksan — octan etylu korzystnie w proporcji 1:1, wilo$ciod 1:100 do 1:400, korzystnie 1:240.

Przedmiotem wynalazku jest takze ekstrakt z Cochlospermum angolense Welw. Ex Oliv. syn.
Maximilianea angolensis (Welw. ex Oliv.); Kuntze otrzymany na drodze dwustopniowej ekstrakcji: ma-
ceracji chloroformem oraz ekstrakcji heksanem lub octanem etylu i/lub ich mieszaning (Ex2), do zasto-
sowania w leczeniu szpiczaka.

Ekstrakt roslinny wedtug wynalazku wykazujgcy wysokg aktywnos$¢ w stosunku do komérek szpi-
czaka, przy jednoczesnej bardzo niskiej toksycznosci w stosunku do komoérek ludzkich fibroblastow sta-
nowi lepszg alternatywe w leczeniu szpiczaka w stosunku do lekéw syntetycznych.

Wynalazek przedstawiono w ponizszych przyktadach wykonania.
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Przyktad 1

Sproszkowang substancje roslinng (kora korzenia Cochlospermum angolense) poddano proce-
sowi 48-godzinnej maceraciji chloroformem (1:20 w/w), nastepnie czynno$¢ powtérzono dodajac do su-
rowca kolejng porcje czystego rozpuszczalnika w czasie jak poprzednio stosujgc proporcje surowiec
rozpuszczalnik (1:10 w/w). Z maceratéw chloroformowych odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszo-
nym ciSnieniem w temperaturze nie przekraczajgcej 40°C do suchej pozostatosci, ktérg otrzymujgc od-
powiednio w ilo$ci 2000 mg i 326 mg suchej pozostatosci (SP), nastepnie zmieszano z zelem krzemion-
kowym w proporcjach wagowych 1:10 i umieszczono w lejku typu Schott. Gradientowg elucje prowa-
dzono pod zmniejszonym ciénieniem rozpuszczalnikami: heksan (200 mL), heksan-octan etylu
(300:300 mL v/v). Otrzymano ekstrakt, ktéry oznaczono Ex.2 o masie osadu: 14 mg. Ponadto prowa-
dzono elucje przy uzyciu rozpuszczalnikow octan etylu-metanol (200:200 mL v/v), metanol (400 mL),
woda (100 mL). Wszystkie otrzymane ekstrakty poddano badaniu w kierunku aktywno$ci przeciwnowo-
tworowej wobec komoérek szpiczaka linii RPMI 8226 oraz toksycznosci wobec prawidtowych ludzkich
fibroblastéw linii BJ. Ekstrakt oznaczony jako Ex.2 otrzymany przy uzyciu rozpuszczalnikédw heksan,
heksan-octan etylu wykazat istotng statystycznie aktywnos$é przeciwnowotworowg w stosunku do ko-
morek szpiczaka (Fig. 1-3).

Przyktad 2

W badaniach in vitro oceniono aktywno$¢é przeciwnowotworowg ekstraktu chloroformowego Co-
chlospermum angolense oznaczonego jako Ex.2 na komorki ludzkiego szpiczaka (linia RPMI 8226).
Hodowle komérkowe prowadzono w butelkach 75 cm? w odpowiednich dla linii komdrkowej medium
wzbogaconym 10% inaktywowang termicznie ptodowg surowicg bydlecg FBS i antybiotykami (penicy-
ling, streptomycyng) w inkubatorze w temperaturze 37°C w atmosferze zawierajgcej 95% powietrza, 5%
CO:2 i statej wilgotnosci. Po osiggnieciu wtasciwego stanu konfluencji komorki wysiewano na ptytki
96-dotkowe w ilo$ci 5 x 104, Ekstrakt (Ex2) rozpuszczono w DMSO sporzadzajac stok wyj$ciowy o ste-
zeniu 20 mg/ml, nastepnie w celu wyznaczenia wartosci ICso dodawano do komérek w rosngcym sze-
regu stezen, tak, ze stezenie w pozywce hodowlanej wynosito 0,01; 0,05; 0,1; 0,2 mg/ml. Najwyzsze
stezenie badanego Ekstraktu (Ex2) uzyte do badan wynosito 0,2 mg/ml, zawarto$§¢ DMSO wynosita
wtedy 1% (dla zbadania czy nie jest to zbyt wysokie stezenie wykonano kontrole z samym DMSO). Po
24 godzinach inkubacji oceniono aktywnos$¢ przeciwnowotworowg badanego Ekstraktu (Ex2) na ko-
morki szpiczaka poprzez analize ich morfologii w mikroskopie kontrastowo-fazowym z odwrécong op-
tyka Nikon Eclipse Ti. Uwzgledniono zmiany morfologiczne komorek tj. obecno$¢ odklejonych i mar-
twych komérek, obkurczenie komérek, zahamowanie wzrostu kolonii i proliferacji. Obserwacje porow-
nywano z kontrolg, ktérg stanowity komorki szpiczaka hodowane bez dodatku badanego Ekstraktu
(Ex2), co pokazano na rysunku Fig. 3. Nastepnie na podstawie testu MTT okre$lano zywotno$¢ komérek
poprzez pomiar aktywnos$ci metabolicznej badanych komérek. Test MTT jest oparty na zdolnoSci en-
zymu — mitochondrialnej dehydrogenazy bursztynianowej do przeksztatcania pomaranczowej, rozpusz-
czalnej w wodzie soli tetrazolowej [bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy] do nie-
rozpuszczalnego formazanu bedgcego ciemnoniebieskim produktem powyzszej reakcji. Po rozpusz-
czeniu krysztatéw formazanu w DMSO, powstaje barwny roztwoér, ktérego intensywno$¢ zabarwienia
mierzona jest spektrofotometrycznie w zakresie diugosci fal 490-570 nm. llo§¢é barwnego zredukowa-
nego MTT jest proporcjonalna do liczby aktywnych metabolicznie (zywych) komérek w populacji. Test
MTT jest obecnie najczesciej stosowany do oceny dziatania cytotoksycznego i zalecany jako referen-
cyjny przez miedzynarodowe organizacje normotworcze, Z otrzymanych w tescie odczytéw absor-
bancji wyliczono % zywotno$¢ komérek w obecnoséci badanego zwigzku, przyjmujgc absorbancje roz-
tworu komorek kontrolnych za 100%. Wyniki uzyskane w tescie MTT analizowano statystycznie
w aplikacji STATISTICA v. 12.0 (StaftSoft, Krakéw) przy uzyciu $rednich i standardowych wartoSci
odchylenia. Statystyczng istotno$¢ réznic miedzy grupg kontrolng a grupami badanymi oceniono za
pomocg testu t-Studenta. Réznice dla p<0,05 przyjeto za istotne statystycznie. Analize wykonano dla
9 powtérzen (Fig. 1 oraz 2), gdzie Fig. 1 przedstawia ocene zywotnosci komérek fibroblastéw (BJ —
po lewej) oraz szpiczaka (RPMI 8226 — po prawej) po 24 godz. ekspozycji na ekstrakt otrzymany na
drodze maceracji chloroformem oraz ekstrakty otrzymane poprzez ekstrakcje ciecz-ciato state (Ex1-
Ex5) w stezeniach 0,005; 0,01, 0,05; 0,1; 0,2 mg/mL wykonana przy uzyciu testu MTT. Fig. 2 przed-
stawia wyniki testu MTT i ocene zywotnoséci ludzkich komérek szpiczaka linia CRL1619 poddanych
dziataniu badanego Ekstraktu Ex2 w stezeniach 0,01; 0,05; 0,1; 0,2 mg/mL w poréwnaniu do komdérek
grupy kontrolne;.
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Wyniki:

Po 24 godzinnej ekspozycji komodrek szpiczaka na dziatanie badanego Ekstraktu Ex2 nieoczeki-
wanie zaobserwowano istotny statystycznie spadek zywotnosci komérek w poréwnaniu do komérek
grupy kontrolnej (Fig. 1, 2). Nasilenie zmian byto wprost proporcjonalne do uzytego stezenia badanego
Ekstraktu Ex2. Przy najwyzszym badanym stezeniu 0,2 mg/mL zywotno$é komérek wynosita 28%. Wy-
znaczone ICso dla ekstraktu Ex2 wynosito ICso = 0,128 mg/mL.

Wraz ze wzrostem stezenia badanej substancji nasilaty sie takze zmiany w morfologii komdrek
szpiczaka. Fig. 3, Tab. 1 przedstawia morfologie ludzkich komérek szpiczaka po 24 h inkubac;ji ze ste-
zeniami 0,01; 0,05; 0,1; 0,2 mg/mL badanego Ekstraktu Ex2 w poréwnaniu do komoérek grupy kontrolne;j.
Obraz z mikroskopu kontrastowo-fazowego, powiekszenie x300. Przy stezeniu odpowiadajgcym warto-
Sci ICso komorki tracity typowy kulisty ksztatt, ulegaty obkurczeniu, a w podtozu hodowlanym obserwo-
wano liczne ziarnisto$ci Swiadczace o ich rozpadzie.

Kolejnym etapem badan in vitro byta ocena aktywnos$ci badanego Ekstraktu Ex2 na komérki pra-
widiowe — ludzkie fibroblasty linii BJ. Badanie przeprowadzono w sposob analogiczny jak w przypadku
komorek szpiczaka. Po osiggnieciu wtasciwego stanu konfluencji komérki wysiewano na ptytki 96-dot-
kowe w ilosci 3x104 komdrek/dotek i hodowano do uzyskania pojedynczej, adherentnej warstwy komo-
rek w kazdym dotku. Nastepnie do poszczegdlnych dotkéw z komédrkami dodawano pozywke hodowlang
z wybranymi na podstawie wczes$niejszych badan na szpiczaku stezeniami badanego Ekstraktu Ex2
(0,01; 0,05; 0,1; 0,2 mg/mL). Najwyzsze stezenie badanego Ekstraktu Ex2 uzyte do badan wynosito
0,2 mg/mL, zawarto§¢ DMSO wynosita wtedy 1% (dla zbadania czy nie jest to zbyt wysokie stezenie
wykonano kontrole z samym DMSO).

Po 24 godzinach inkubacji oceniono wptyw badanego Ekstraktu Ex2 na komérki fibroblastéw po-
przez analize morfologii komérek w mikroskopie kontrastowo-fazowym z odwrdécong optykg Nikon
Eclipse Ti oraz wyniki testu MTT. Wyniki poréwnywano z kontrolg, ktérg stanowity komérki fibroblastéw
hodowane w identycznych warunkach, ale bez dodatku badanego Ekstraktu (Ex2), co pokazano na
rysunku Fig. 4 i 5, gdzie na fig. 4 pokazano wyniki testu MTT oraz ocene zywotnoéci prawidtowych
ludzkich komorek fibroblastéw linii BJ poddanych dziataniu badanego Ekstraktu Ex2 w stezeniach 0,01;
0,05; 0,1; 0,2 mg/mL w poréwnaniu do komoérek grupy kontrolnej. Zas Fig. 5 przedstawia morfologie
prawidtowych ludzkich komérek fibroblastéw linii BJ po 24 h inkubacji ze stezeniami 0,01; 0,05; 0,1;
0,2 mg/ml badanego Ekstraktu (Ex2) w poréwnaniu do komérek grupy kontrolnej — obraz z mikroskopu
kontrastowo-fazowego, powiekszenie x200. Uzyskane za pomocg testu (MTT) wyniki wskazujg na brak
znaczgcego dziatania toksycznego badanego Ekstraktu (Ex2) w stosunku do prawidtowych komoérek
ludzkich fibroblastow. Badany Ekstrakt (Ex2) w stezeniach 0,1, 0,05 i 0,01 mg/mL nie powodowat wi-
docznych zmian morfologii komérek fibroblastéw w poréwnaniu z kontrolg. W najwyzszym stezeniu
0,2 mg/mL widocznie zmniejszyto sie zageszczenie hodowli fibroblastow, jednakze nie zaobserwowano
martwych, odklejonych komérek ptywajgcych w podtozu hodowlanym.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposo6b otrzymywania ekstraktu z Cochlospermum angolensis (Borututu) o aktywno$ci prze-
ciwnowotworowej polegajgcy na maceracji sproszkowanej substancji roslinnej Borututu roz-
puszczalnikiem, znamienny tym, ze sproszkowang substancje roslinng Borututu maceruje
sie chloroformem, korzystnie dwukrotnie, kazdorazowo przez 12-72 godzin korzystnie 48 go-
dzin, stosujac korzystnie iloSci najpierw 1:20, a nastepnie 1:10, po czym macerat chlorofor-
mowy lub potgczone maceraty odparowuje sie w temperaturze nie przekraczajgcej 40°C i su-
chg pozostato$é (SP) miesza sie z zelem krzemionkowym w proporcjach wagowych od 1:1
do.1:100 korzystnie 1:10 i poddaje sie dalszej ekstrakcji w uktadzie ciecz/ciato state przy uzy-
ciu heksanu lub octanu etylu i/lub ich mieszaning korzystnie w proporcji 1:1, po czym po od-
parowaniu eluentu otrzymuje sie ekstrakt o duzej aktywnosci przeciwnowotworowe;j.

2. Sposo6b wedtug zastrzez. 1, znamienny tym, ze sproszkowang substancije roslinng stanowi
korzen Borututu.

3. Ekstrakt z Cochlospermum angolense Welw. ex Oliv. syn. Maximilianea angolensis (Welw. ex
Oliv.) Kuntze otrzymany na drodze dwustopniowej ekstrakcji: maceracji chloroformem oraz
ekstrakcji heksanem lub octanem etylu i/lub ich mieszaning, do zastosowania w leczeniu szpi-
czaka.
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Tab. 1 ICso frakcji B2 wyznaczone na podstawie testu MTT oraz opis morfologii ocenionej pod mikroskopem kon-
trastowo-fazowym po poddaniu komérek dziataniu frakcji B2 w stezeniu réwnym jej ICso
+++ > 50%, ++ > 25%, + 10%.

FRAKCIA B2 Szpiczak (RPMI 8226)
TEST MTT IC 50 0,128 mg/ml
MORFOLOGIA Martwe komorki 3
PRZY STEZENIY | Zmieniony ksztatt komorek ++
159 Zahamowany wzrost +++




