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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest ekstrakt z grzyba poliporoidalnego Heterobasidion annosum (Fr.),
Bref. (Korzeniowca sosnowego), kompozycja zawierajaca taki ekstrakt oraz jego zastosowanie
w dziedzinie medycyny i farmacji.

Rak jelita grubego staje sie w Polsce jednym z najczesciej wystepujacych nowotwordw ztosli-
wych przewodu pokarmowego. Zachorowalnos¢ na ten nowotwodr gwattownie wzrosta od poczatku
lat 90. Obecnie u pacjentow chorych na raka jelita grubego stosuje sie leczenie operacyjne i nastepnie
radioterapie i/lub chemioterapie. Jednakze dostepne na rynku syntetyczne leki przeciwnowotworowe
stosowane podczas chemioterapii nie sa specyficznie celowane. Cechuja sie one duza toksycznoscia
i wieloma dziataniami niepozadanymi, poniewaz dziataja cytostatycznie nie tylko na komaorki nowotwo-
rowe, ale rowniez na zdrowe komorki. Ponadto, ich wysokie ceny generuja wysokie koszty terapii.
W zwiazku z tym istnieje ogromne zapotrzebowanie na skuteczne i mniej toksyczne $rodki przeciw-
nowotworowe sktadajace sie ze sktadnikdw naturalnych, ktére z uwagi na dostepnos¢ substancji ak-
tywnej wymagataby mniejszych naktadéw finansowych.

Liczne prace badawcze przeprowadzone gtdwnie w Japonii, Chinach i USA wskazuja na wyso-
ka aktywnos¢ terapeutyczna ekstraktéw i zwigzkéw otrzymywanych z grzybow poliporoidalnych. Po-
siadajg one potwierdzong w badaniach eksperymentalnych réznorodng aktywnos¢ farmakologiczna.

W zwiazku z powyzszym, celem wynalazku byto opracowanie ekstraktu z grzyba poliporoidal-
nego, ktory moégtby stanowi¢ lek przeciwnowotworowy o naturalnym pochodzeniu wykazujacy sku-
teczne dziatanie wobec komaorek nowotworowych i niska cytotoksycznosé wobec komoérek zdrowych,
ktory przyczynitby sie do ograniczenia stosowania syntetycznych chemioterapeutykow, zmniejszajac
w ten sposdb koszty terapii przeciwnowotworowej i jej skutki uboczne.

Zgodnie z wynalazkiem ekstrakt z Korzeniowca sosnowego (Heterobasidion annosum) (HA)
otrzymywany jest za pomoca sposobu obejmujacego nastepujace etapy:

a) wytworzenie surowca poprzez rozdrobnienie $wiezego owocnika grzyba poliporoidalnego,
Korzeniowca sosnowego, do wielkosci czastek mniejszej niz 2 mm, i kontrolowanie tempera-
tury podczas tego procesu tak, aby nie wzrosta powyzej 40°C;

b) ekstrakcja Korzeniowca sosnowego poprzez zalanie surowca polarnym rozpuszczalnikiem
organicznym, metanolem, w proporcji 1:2 (surowiec: rozpuszczalnik, masa: objeto$¢ (m:V)),
mieszanie otrzymanej mieszaniny przez okres od 24 do 120 godzin, zdekantowanie roz-
puszczalnika i dodanie $wiezej porcji polarnego rozpuszczalnika organicznego, metanolu,
w proporcji 1:2 (surowiec: rozpuszczalnik, m:V);

c) powtarzanie powyzszej procedury ekstrakcji co najmniej 3 razy;

d) potaczenie i przefiltrowanie otrzymanych ekstraktéw przez bibute filtracyjna; oraz

e) odparowanie rozpuszczalnika z uzyskaniem ekstraktu w postaci proszku.

Wynalazek dotyczy ponadto ekstraktu z Korzeniowca sosnowego otrzymywanego jak okreslono
powyzej do zastosowania jako lek przeciwnowotworowy.

Korzystnie ekstrakt z Korzeniowca sosnowego stosowany jest zgodnie z wynalazkiem do zapo-
biegania i/lub leczenia raka jelita grubego.

Korzystnie ekstrakt z Korzeniowca sosnowego stosowany jest zgodnie z wynalazkiem w dawne
od 1 do 10 mg/kg masy ciata.

Wynalazek dotyczy rowniez kompozycji farmaceutycznej zawierajacej srodek aktywny i srodek
pomocniczy, w ktorej srodkiem aktywnym jest ekstrakt z Korzeniowca sosnowego otrzymywany spo-
sobem jak okreslono powyzej, a srodkiem pomocniczym jest nosnik.

Zgodnie z wynalazkiem stezenie ekstraktu w kompozycji wedtug wynalazku wynosi korzystnie
od 0,1 do 5 ug/ml.

Korzeniowiec sosnowy jest gatunkiem grzyba wystepujacym pospolicie w catej strefie umiarko-
wanej i w zwigzku z tym jest on tatwo dostepny, a proces wytwarzania jego ekstraktu nie jest kosztow-
ny. Ponadto, ekstrakt z Korzeniowca sosnowego posiada silne wtadciwosci przeciwnowotworowe
i jednoczednie wykazuje stabe dziatanie cytostatyczne wobec zdrowych komorek, co zilustrowano
na Figurach 1-7.

Figura 1 ilustruje wptyw ekstraktu z grzyba Heterobasidion annosum na przezywalno$¢ komo-

rek nowotworowych linii DLD-1.
Figura 2 ilustruje wptyw ekstraktu z grzyba Heterobasidion annosum na biosynteze DNA w ko-
morkach nowotworowych linii DLD-1.
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Figura 3 ilustruje wptyw ekstraktu z grzyba Heterobasidion annosum na przezywalnosc¢ fibro-
blastéw linii CRL-1474.
Figura 4 ilustruje wptyw ekstraktu z grzyba Heterobasidion annosum na biosynteze DNA fibro-
blastéw linii CRL-1474.
Figura 5 przedstawia wyniki badania potencjatu mitochondrialnego w hodowli komaérkowej linii
DLD-1.
Figura 6 przedstawia wyniki badania apoptozy na komorkach raka jelita grubego linii DLD-1.
Figura 7 przedstawia srednig objeto$¢ guzow w funkcji czasu w grupie kontrolnej (bez leczenia)
oraz w grupach, ktérym podawano ekstrakt z Heterobasidion annosum lub 5-
fluorouracyl (5FU).
Wynalazek ilustrujga podane ponizej przyktady.
Przyktad | Wytwarzanie ekstraktu z Korzeniowca sosnowego {Heterobasidion annosum)
Swiezy owocnik grzyba zebrany na terenie Puszczy Biatowieskiej z pni porazonych sosen zo-
stat rozdrobniony do wielkosci czastek mnigjszej niz 2 mm. Podczas rozdrabniania kontrolowano jego
temperature, w taki sposdb aby nie wzrosta ona do wartosci powyzej 40°C. 100 g surowca zalano
200 ml metanolu (stosunek ilosci owocnika do rozpuszczalnika 1:2; m:V). Cato$¢ umieszczono
na mieszadle magnetycznym. Po 24-godzinnym mieszaniu, rozpuszczalnik zdekantowano i dodano
porcje 200 m| swiezego metanolu. Ekstrakcje powtdrzono 3-krotnie. Ekstrakty metanolowe potgczono
i przefiltrowano przez saczek z bibuty filtracyjnej. Rozpuszczalnik odparowano na wyparce prozniowe;.
Wytworzono suchy ekstrakt w postaci proszku o barwie kremowej.
Przyktad Il Wytwarzanie kompozycji zawierajacej ekstrakt z Korzeniowca sosnowego
(Heterobasidion annosum)
Odpowiednie ilosci wytworzonego powyzej suchego ekstraktu (proszku) odwazono i potaczono
z dimetylosulfotlenkiem (DMSQ) lub z roztworem soli fizjologicznej buforowanym fosforanami (PBS),
wytwarzajac kompozycje, w ktorych stezenie ekstraktu wynosito 0,1 pug/ml, 1 ug/mli 5 pg/ml.
Innymi stosowanymi no$nikami w kompozycjach zawierajacych ekstrakt z Korzeniowca sosno-
wego sa sol fizjologiczna lub izotoniczny roztwoér glukozy.
Przyktad lll Badania biologiczne
a) Badania na hodowlach komorkowych.
Do badan na hodowlach komérkowych stosowfano ekstrakt z Korzeniowca sosnowego
w postaci roztworu w DMSQ. Stezenie ekstraktu wynosito 0,1; 1 oraz 5 ug/ml.
Cytotoksyczne witasciwosci ekstraktu zbadano na komorkach raka jelita grubego linii DLD-1.
Badania przeprowadzono na trzech stezeniach (0,1; 1 oraz 5 pg/ml), ktére wybrano w toku wielo-
krotnych oznaczen z uzyciem roznych stezen. Cytotoksycznos¢ badano testem redukcji soli tetrazo-
iowej (MTT), a biosynteze DNA metoda radiocizotopowa z uzyciem znakowanej tymidyny. Oznacze-
nia wykonywano po 24-godzinnej inkubacji komoérek z ekstraktem ww. grzyba. Badania wykazaty
istotne zmniejszenie przezywalnosci komadrek nowotworowych wraz ze zwiekszaniem dawki stoso-
wanego ekstraktu (figura 1). Badania obrazujace wbudowywanie znakowanej tymidyny (biosynteza
DNA) do komorek nowotworowych (figura 2) sa kompatybilne z wynikami uzyskanymi w tescie MTT,
potwierdzajac dziatanie ekstraktu w badanym zakresie. Wyniki uzyskane w badaniach na fibrobla-
stach linii CRL-1474 (dwukrotne niezalezne badania) wskazuja na minimalne zmniejszenie przezy-
walnosci fibroblastow po 24 godzinach inkubacji z ekstraktem w stezeniu 0,1 ug/ml, nastepnie ponad
50% obnizenie przezywalnosci przy uzyciu ekstraktu o stezeniu 1 ug/ml, natomiast gdy zastosowa-
no ekstrakt o stezeniu 5 ng/ml przezywalnos¢ komorek zmniejszyta sie jedynie o 20% w stosunku do
kontroli (figura 3). Wyniki te czesciowo koresponduja z danymi uzyskanymi w tescie biosyntezy
DNA, ktore wskazywaty na trwajaca replikacje u okoto 100% komorek (figura 4).

Niska cytotoksyczno$¢ wobec powszechnie wystepujacych komorek fizjologicznych (fi-
broblastéw) pozwala wnioskowaé o ograniczonych efektach niepozadanych podczas podawania
ekstraktu.

Przeprowadzono réwniez badania potencjatu mitochondrialnego i apoptozy w hodowli
komorkowej linii DLD-1. Badania przeprowadzono z zastosowaniem mikroskopu fluorescencyj-
nego NucleoCounter® NC-3000™.

Badania potencjatu mitochondrialnego przeprowadzono z uzyciem barwnika VB-48. Po-
miar intensywnosci fluorescencji tego barwnika pozwala okresli¢ populacje zywych komaérek. Jak
mozna zaobserwowac na wykresie przedstawionym na figurze 5, gdzie o$ pozioma przedstawia
intensywnos$¢ fluorescencji VB-48, a 0$ pionowa — % komorek, najwiekszy odsetek komorek
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z prawidtowo spolaryzowanymi mitochondriami wystepuje w grupie kontrolnej (94,2%). Po 24 go-
dzinach od dodania do komaérek ekstraktu grzyba Heterobasidion annosum (LIA), wraz ze wzro-
stem stezenia obserwowano zwiekszony odsetek komérek ze zdepolaryzowana btong mitochon-
drialng (17,9% przy stezeniu 0,1 ng/ml HA oraz 42,6% przy stezeniu 1 ug/ml HA).

Powyzsze wyniki potwierdzajg rezultaty uzyskane w badaniach apoptozy na komarkach
raka jelita grubego linii DLD-1. Wyniki badan apoptozy zilustrowano na figurze 6. W badaniach
tych mierzono intensywnos¢ fluorescencji jodku propidyny (Pl), ktéry wnika do martwych komorek
(0$ pionowa) oraz intensywnosc¢ fluorescencji barwnika VB-48 (0$ pozioma). Jak pokazano na Fi-
gurze 6, w grupie kontrolnej obserwowano 96,3% komorek, ktore nie ulegty apoptozie i okoto
3,3% komorek apoptotycznych. Po dodaniu ekstraktu HA w stezeniach 0,1 i 1 ug/ml, po 24 godzi-
nach stwierdzono wzrost odsetka komorek ulegajacych apoptozie, odpowiednio: 93,6% i 53,8%
komarek, ktore nie ulegty apoptozie oraz 4,4% i 32,9% komorek apoptotycznych.

Ponadto, w badaniach przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego o wysokiej przepusto-
wosci, BD Pathway 855 zobrazowano zmiany ekspresji biatek oraz oceniono translokacje we-
wnatrzkomorkowa biatek w komarkach raka jelita grubego linii DLD-1. Ocenie poddano kaspaze-3
oraz biatko p53. Obserwowano zwiekszajaca sie ekspresje kaspazy-3 wraz ze wzrostem stezenia
ekstraktu (0,1; 1 oraz 5 ug/ml) i jej translokacje z cytoplazmy do jadra komérkowego. W przypadku
biatka p53 zaobserwowano jego translokacje do jgdra komérkowego, swiadczacg o aktywacji pro-
cesu apoptozy.

Badania na zwierzetach.

Przeprowadzono badanie in vivo na myszach szczepu CBy.Cg-Fox1/cmdb z wszczepio-
nymi komorkami raka jelita grubego. Od 7 dnia po wszczepieniu komorek nowotworowych
do 35 dnia eksperymentu, myszom podawano ekstrakt w postaci roztworu w PBS dozotadkowo
w dawce 1 mg/kg masy ciata. Ekstrakt ten mozna rowniez stosowac w postaci tabletek lub kapsu-
tek lub mozna podawac go dozylnie.

Jak mozna zauwazy¢ na Figurze 7. w grupie myszy otrzymujacych ekstrakt z grzyba
Heterobasidion annosum (HA) obserwuje sie mniejsza tendencje wzrostu guza w poréwnaniu
do grupy kontrolnej, ktéra otrzymywata sam nosnik. Najmniejszy wzrost guza zanotowano w gru-
pie zwierzat otrzymujacych dootrzewnowe 5-fluorouracyi (5FU) — konwencjonalny $rodek chemio-
lerapeutyczny. Co wazne, stan myszy podczas catego czasu eksperymentu byt bardzo dobry. Nie
stwierdzono zadnych objawow $wiadczacych o toksycznym charakterze podawanego ekstraktu.

Zastrzezenia patentowe

1. Ekstrakt z Heterobasidion annosum (Fr.), Bref. (Korzeniowca sosnowego), znamienny tym,
ze jest otrzymywany za pomoca sposobu obejmujacego nastepujace etapy:

a) wytworzenie surowca poprzez rozdrobnienie Swiezego owocnika grzyba Heterobasidion
annosum (Fr.), Bref. (Korzeniowca sosnowego) do wielkosci czastek mniejszej
niz 2 mm, i kontrolowanie jego temperatury podczas tego procesu tak, aby nie wzrosta
powyzej 40°C;

b) ekstrahowanie rozdrobnionego owocnika Heterobasidion annosum (Fr.), Bref. (Korze-
niowca sosnowego) poprzez zalanie surowca metanolem w proporcji 1:2 (surowiec: roz-
puszczalnik, masa: objetos¢, m:V). mieszanie otrzymane] mieszaniny przez okres
od 24 do 120 godzin, zdekantowanie metanolu i dodanie $wiezej porcji metanolu w pro-
porcji 1:2 (surowiec: rozpuszczalnik, m:V);

c) powtarzanie powyzszej procedury ekstrakcji co najmniej 3 razy;

d) potaczenie i przefiltrowanie otrzymanych ekstraktéw; oraz

e) odparowanie metanolu z uzyskaniem ekstraktu w postaci proszku.

2. Ekstrakt z Heterobasidion annosum (Fr.), Bref. (Korzeniowca sosnowego) otrzymywany jak
okreslono w zastrz. 1 do zastosowania jako lek przeciwnowotworowy.

3. Ekstrakt z Heterobasidion annosum (Fr.), Bref, (Korzeniowca sosnowego) do zastosowa-
nia wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze jest stosowany do zapobiegania i/lub leczenia raka
jelita grubego,

4. Ekstrakt z Heterobasidion annosum (Fr.), Bref. (Korzeniowca sosnowego) do zastosowania
wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze stosuje sie go w dawce od 1 do 10 mg/kg masy ciata.
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5. Kompozycja farmaceutyczna zawierajaca srodek aktywny i srodek pomocniczy, znamienna
tym, ze srodkiem aktywnym jest ekstrakt z Heterobasidion annosum (Fr ). Bref. (Korzeniow-
ca sosnowego) jak okreslono w zastrz. 1, a srodkiem pomocniczym jest nosnik.

6. Kompozycja wediug zastrz. 5, znamienna tym, ze zawiera ekstrakt w stezeniu od 0.1 do
5 ug/ml.

Rysunki
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Figura 3
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Figura 5
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Figura 7
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