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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest preparat roslinny z zurawiny wielkoowocowej (Vaccinium macro-
carpon L.) posiadajgcy zdolno$¢ do rozpuszczania szczawianu wapnia. Wynalazek dotyczy réwniez
zastosowania preparatu w leczeniu schorzen uktadu moczowego, w szczegélnosci kamicy nerkowej.

Kamica nerkowa jest przewlektg chorobg charakteryzujgca sie tworzeniem i obecnos$cig w ukia-
dzie moczowym nieorganicznych ztogdéw, powstatych ze sktadnikéw obecnych w prawidiowym lub
patologicznie zmienionym moczu. Wiekszo$¢ kamieni moczowych stanowig kamienie nerkowe,
w sktad wchodzg nieorganiczne sole gtéwnie wapniowe w postaci szczawianu wapnia (Moe O.W,
Kidney Stones: pathophysiology an medical management, Lancet, 2006, Vol 367, pp 333-344).

W ostatnich kilkunastu latach ubiegtego stulecia nastgpit dynamiczny rozwoj inwazyjnych metod
leczenia kamicy drog moczowych. Obecnie u wiekszos$ci chorych stosuje sie metody inwazyjne takie
jak kruszenie kamieni falami uderzeniowymi ESWL (Mousavi-Bahar S.H., Mehrabi S, Moslemi M.K,
Int Urol Nephrol, 2011,43, pp 983-987), oraz zabiegi endourologiczne PCNL (Rézanski W., Klimek L,
Lipinski M, Kli$ R., Selected examples of complications after minimally invasive treatment for urolithia-
sis, Central European Journal of Urology, 2012, 65/2, pp 80-83). Te nowoczesne metody powodujg
jednak powiktania pooperacyjne oraz charakteryzujg sie wysokim procentem reemisji w ciggu najbliz-
szych 5 lat od chwili zabiegu (Coe F.L, Evan A, Worcester E., Kidney stone disease, J Clin Invest.,
2005,115(10), pp 2598-608). W zwigzku z tym pozadane jest znalezienie alternatywnej metody le-
czenia kamicy nerkowej. W ostatnich latach szczegdlnie interesujgce stajg sie poszukiwania zwigzkdw
chemicznych pochodzenia naturalnego o wtasciwosciach przeciwkamicowych.

Surowce roslinne odgrywajg duzg role w profilaktyce choréb uktadu moczowego, w tym kamicy
nerkowej. Na rynku obecne byty dwa preparaty roslinne Rubinex i Rubiolizyna, posiadajgce w swym
sktadzie ekstrakt z korzenia marzanny barwierskiej. Byty one stosowane na szerokg skale w leczeniu
kamicy nerkowej, az do momentu wykrycia mutagennego dziatania jednego ze skiadnikéw. Zostaty
one wowczas catkowicie wycofane z rynku, a mutagennym zwigzkiem okazata sie lucydyna — 1,3-
-dihydroksy-2-hydroksymetylo-9,10-antrachinon (Westendorf J., Pfau W, Schulte A., Carcinogenicity
and DNA adduct formation observed in ACI rats after long-term treatment with madder root, Rubia
tinctorum L., Carcinogenesis, 1998, 19 (12), pp 2163-2168). Prowadzone badania wskazujg, ze za
hamowanie procesu tworzenia kamieni nerkowych odpowiedzialne sg pochodne antrachinonowe,
majgce zdolnos¢ kompleksowania jonéw wapniowych, dzieki obecnosci grup C=0 i OH (Yasui Y.,
Takeda N., Identification of a mutagenic substance, in Rubia tinctorum L. (madder) root, as lucidin,
Mutation Research, 1983, 121 (3-4), pp 185-190). Zr6dta literaturowe donosza, iz takze inne zwigzki
zawierajgce grupe ketonowg oraz hydroksylowg posiadajg wtasciwosci kompleksujace, szczegoblnie
w odniesieniu do metali dwuwarto$ciowych i mogg znalezé potencjalne zastosowanie w leczeniu ka-
micy nerkowej (Wai C.M., Wang S., Supercritical fluid extraction: metals as complexes, Journal
of Chromatography A, 1997, 785, 369-383).

Przyktadem takim jest grupa zwigzkéw polifenolowych, sklasyfikowana jako flawony, gdzie
kompleksowanie wapnia w glukozydzie -7-O-luteoliny, jak i samej luteolinie, zachodzi w pozyciji 4 (CO)
pierscienia C i 5 (-OH) pierScienia A.

Z drugiej strony wiadomo, ze zwigzki tego typu sg biodostepne i tatwo przenikajg do krwioobie-
gu i potem sg wydalane z moczem. Zatem ich wtasciwos$ci zmierzone ex vivo powinny przektadaé sie
na ich aktywno$¢ in vivo.

Poszukiwanie takich zwigzkéw jest bardzo pozadane ze wzgledu na to, iz wiekszo$é obecnych
na rynku preparatow, stosowanych w terapii kamicy nerkowej, ma jedynie dziatanie objawowe (prze-
ciwzapalne, moczopedne) i nie likwiduje przyczyn schorzenia. W zwigzku z powyzszym waznym jest
poszukiwanie i pozyskiwanie z roslin zwigzkdw o charakterze glikozydowych pochodnych hydroksyke-
tonéw, w tym antrachinonéw, flawonoidéw i pochodnych cukrowych posiadajgcych zdolno$¢ do kom-
pleksowania jonéw wapnia, a co za tym idzie do rozpuszczania ztogéw wapniowych obecnych w ukta-
dzie moczowym. W toku przeprowadzonych badan w Zaktadzie Technologii Organicznej i Farmaceu-
tycznej nad oceng wtasciwosci kompleksujacych jony wapnia przez ekstrakty i frakcje roslinne stwier-
dzono, ze preparaty aktywne zawierajg znaczne ilosci cukréw, alkoholi cukrowych i kwaséw. Biorgc
pod uwage te wyniki, jak réwniez fakt, ze glikozydy antrachinonéw (odpowiedzialnych za komplekso-
wanie jonéw Ca2+ w wycofanych preparatach Rubinex i Rubiolizyna) sg mniej toksyczne niz ich agli-
konowe formy (Gebhardt M., Erste vorldufige Ergebnisse einer Studie iiber die litholytische Wir-
ksamkeit von Urol auf Calcium-Oxalatsteine, Fortschr. Urol. Nephrol. Suppl,1979, 14, pp 34—-40).
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Zurawina wielkoowocowa (Vaccinium macrocarpon L.) jest popularng rosling uprawng pocho-
dzacg z terenéw Ameryki Pétnocnej. Jej owoce sg uzywane od stuleci do réznych celéw, zaréwno,
jako Srodek leczniczy gtéwnie przy schorzeniach uktadu moczowego, ale takze wykorzystywana jest
do celéw spozywczych w postaci suszu, dzemow i sokow.

Owoce zurawiny od setek lat byty cenione, jako naturalne remedium na schorzenia uktadu mo-
czowego. Dziatanie to wynika z réznorodnosci sktadnikéw zawartych w owocach zurawiny i ich funk-
cjonalnosci. Nalezg do nich: zakwaszanie moczu, obecno$é kwasu hipuronowego o dziataniu antybak-
teryjnym, oraz obecnos$¢ skitadnikédw utrudniajgcych przyleganie bakterii Esherichia coli (E.Coli) do
Scian uktadu moczowego.

Dzieki braku mozliwosci osiadania bakterii E. Coli na $cianach uktadu moczowego sg one wy-
ptukiwane wraz z moczem, a ze wzgledu na to, iz miedzy 80 a 90% infekcji uktadu moczowego powo-
dowanych jest przez te bakterie, ochrona, jakg daje zurawina jest bardzo istotna. Ostatnie badania
wykazaly takze, ze substancje zawarte w owocach zurawiny posiadajg takze pozytywne dziatanie na
ukfad pokarmowy oraz jame ustng. Substancje zawarte w zurawinie nie tylko ograniczajg przyleganie
do tkanek gospodarza bakterii E. Coli, ale takze innych, a dodatkowo posiadajg dziatanie probiotycz-
ne, niszczac szkodliwe bakterie, tworzgc jednoczes$nie przyjazne Srodowisko to rozwoju mikroflory
jelitowej. Wykazano takze, iz owoce zurawiny zapobiegajg powstawaniu ptytki nazebnej i wspomagajg
skuteczno$é leczenia zakazeniem Helicobacter pylori. Owoce zurawiny zawierajg w swoim sktadzie
kwas chinowy, ktéry nadajac kwasny odczyn moczu, hamuje tworzenie sie nieorganicznych nieroz-
puszczalnych soli wapnia i fosforu, a tym samym powstawania kamieni nerkowych. Przeprowadzone
badania pokazujg takze, iz preparaty zurawinowe przyczyniajg sie do podniesienia poziomu choleste-
rolu HDL, ktéry posiada dziatanie ochronne na uktad sercowo-naczyniowy. Zawarte w zurawinie anty-
oksydanty zapobiegajg utlenianiu cholesterolu LDL, ktéry to odktadajac sie na $cianach tetnic i zyt
moze prowadzi¢ do zawatu. Ponadto odnotowano, iz zwigzki zawarte w zurawinie wielkoowocowej
zwalczajg wirusa opryszczki (typ HSV-2), przyczyniajacego sie do powstania opryszczki narzadéw
ptciowych. Mechanizm dziatania w przypadku jest podobny do tego w przypadku zapobiegania zaka-
zeniom ukfadu moczowego poprzez utrudnienie wirusowi penetracji i przylegania do tkanek. Ponadto
sok z zurawiny posiada dziatanie synergistyczne wzgledem warfaryny — leku o dziataniu przeciwza-
krzepowym([8-12].

W publikacji Vvedenskaya, Irina O. et al: ,Characterization of flavonols in cranberry (Vaccinium
macrocarpon) powder”; Journal of agricultural and food chemistry (20040128) Vol. 52, No. 2, pp.
188-95 opisano, iz ekstrakcje przeprowadzano kilkustopniowo, mieszaning acetonowo-wodng, hek-
sanem, octanem etylu, a nastepnie metanolem, wodg i ich mieszaniny. Natomiast w publikacji Jensen
HD et al: ,Hydrophilic carboxylic acids and iridoid glycosides in the juice of American and European
cranberries (Vaccinium macrocarpon and V. oxycoccos), lingonberries (V. vitisidaea), and blueberries
(V. myrtillus)”; J Agric Food Chem. 2002 Nov 6;50(23):6871—-4 ujawniono preparaty roslinne z zurawi-
ny wielkoowocowej posiadajgce frakcje glikozydéw hydroksykwasoéw organicznych.

Z polskiego opisu patentowego nr PL216222 B1 znany jest preparat roslinny, majgcy zdolno$¢é
rozpuszczania i hamowania powstawania szczawianu wapnia, gtébwnego sktadnika kamieni nerko-
wych, ktéry zawiera jako substancje aktywng biologicznie frakcje alkoholowg ekstraktu z ziela dziu-
rawca zwyczajnego lub szyszek chmielu, wyekstrahowang kolejno roztworem NaOH w temperaturze
pokojowej, rozpuszczalnikiem niemieszajgcym sie z wodg i alkoholem alifatycznym o dtugo$ci fancu-
cha C1-C3. Sposdb otrzymywania preparatu roslinnego przeciwko kamicy nerkowej polega na tym, ze
ziele dziurawca zwyczajnego lub szyszki chmielu poddaje sie ekstrakcji 0,1 — 1M roztworem NaOH,
uzytych w stosunku wagowym 1:4—-1:8, w czasie 6—-24h, w temperaturze pokojowej, a nastepnie eks-
trahuje sie rozpuszczalnikiem nie mieszajgcym sie z wodg, reguluje sie pH do wartosci 3—6 i powtdrnie
ekstrahuje sie rozpuszczalnikiem niemieszajgcym sie z wodg. Otrzymang warstwe wodng po odparo-
waniu wytrawia sie alkoholem alifatycznym o dtugosci tancucha C1-C3.

Europejski opis patentowy nr EP2858654 (B1) dotyczy skoncentrowanego ekstraktu z zurawiny
(Vaccinium macrocarpon), ktérego ztozona kompozycja umozliwia zwiekszenie jego dziatania prze-
ciwbakteryjnego i jest stosowana do profilaktyki lub leczenia infekcji dr6g moczowych. W/w wynalazek
dotyczy takze sposobu wytwarzania takiego ekstraktu, jako skfadnik zywnosci lub kompozycji farma-
ceutycznych oraz jego zastosowania w leczeniu lub profilaktyce infekcji dr6g moczowych.

Ze zgtoszenia patentowego nr LT2011039 (A) znany jest suplement diety zwiekszajgcy ochrone
nabtonka dolnych drég moczowych przed wielokrotnym wystepowaniem zakazen, zawierajgcy nie
wiecej niz 99,999975% wag. liofilizowanych owocéw zurawiny amerykanskiej (Vaccinium macrocar-
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pon) i/lub jego soku i/lub ich liofilizowanego soku i/lub ich ekstraktéw i od 0,0000025 do 0,0694% wag
witaminy D w postaci ergokalcyferolu D2 lub cholekalcyferolu D3 lub ich mieszaniny D2 / D3.

Znane ze stanu techniki preparaty czy ekstrakty z zurawiny amerykanskiej (Vaccinium macro-
carpon) miaty zazwyczaj dziatanie przeciwbakteryjne i przeciwzapalne, zaden z nich jednakze nie
wykazat ich wtasciwosci w rozpuszczaniu kamieni nerkowych.

Zurawina wielkoowocowa (Vaccinium macrocarpon) to pochodzgca z Ameryki Pétnocnej zimo-
zielona krzewinka bedaca jedng z najpowszechniej uzywanych i najdoktadniej przebadanych roslin
leczniczych. Porasta ona gtéwnie kwasne i wilgotne gleby, przewaznie wystepuje na torfowiskach oraz
w borach bagiennych. Zurawina kwitnie w czerwcu i lipcu. Jej kwiaty majg r6zowo-biate zabarwienie.
Owocami zurawiny wielkoowocowej sg ciemnoczerwone jagody, ktére osiggajg petnie dojrzatosci oko-
fo sto dni po okresie kwitnienia. Ro$lina ta jest uprawiana gtéwnie w Ameryce Pé6tnocnej, w Holandii
i Wielkiej Brytanii 156-157. Ze wzgledu na swoj bogaty sktad chemiczny preparaty z zurawiny wiel-
koowocowej posiadajg wtasciwosci: przeciwgrzybiczne, przeciwbakteryjne, przeciwnowotworowe,
przeciwzakrzepowe oraz antyoksydacyjne 158—161. Zurawina w swym sktadzie zawiera gtéwnie kwa-
sy organiczne, zwigzki fenolowe, glikozydy i terpeny. W swym sktadzie wyrdznia sie duzg zawartos$cig
kwasow cytrynowego i jabtkowego (nalezacych do hydroksykwasow) oraz kwasu benzoesowego (na-
lezgcego do kwasoéw aromatycznych), oraz kwasu szkimowego, kwasu chinowego kwasu glukurono-
wego kwasu-hydroksymastowego. Z owocéw zurawiny wielkoowocowej wyizolowano réwniez szereg
polifenoli zaréwno w postaci aglikonéw, jak i form cukrowych. Gtéwne grupy zwigzkéw polifenolowych
to fenolokwasy, glikozydy flawonolowe, glikozydy antocyjanowe i proantocyjanidyny. Stwierdzono
obecno$¢ kwasu salicylowego, kwasu egalowego, kwasu 2,3-dihydroksybenzoesowego, kwasu
2,4-dihydroksybenzoesowego, kwasu felurowego, kwasu synapinowego. Wybrane flawonoidy, procyjanidy
i ich glikozydy obecne w zurawinie to cyjanidina , delfinidina , peonidina , pelargonidyna , malwidyna.

Tak duza liczba kwaséw obecnych w zurawinie nadaje jej kwasny smak, powodujgc przy duzym
spozyciu zakwaszenie moczu, co wykorzystywane jest w terapii schorzen uktadu moczowego. W zad-
nym opracowaniu oprécz niniejszego jednakze nie wykazano, ze najbardziej efektywnym sktadnikiem
w rozpuszczaniu kamieni nerkowych sg glikozydy hydroksykwasow alifatycznych.

Istota preparatu roslinnego z zurawiny wielkoowocowej wedtug wynalazku polega na tym, ze
posiada frakcje otrzymang z zurawiny wielkoowocowej zawierajgcy glikozydy hydroksykwaséw orga-
nicznych zawierajgcych 50-80% wag. hydroksykwaséw wybranych z grupy: kwas chinowy, kwas cy-
trynowy, kwas askorbinowy, kwas jabtkowy, kwas szikimowy oraz 25-30% wag. sacharydéw wybra-
nych z grupy: glukoza, fruktoza, galaktoza, arabinoza, ksyloza.

Istotg wynalazku jest rowniez zastosowanie preparatu roslinnego z zurawiny wielkoowocowe;j
opisanego powyzej do leczenia i zapobiegania kamicy nerkowej, w szczeg6lnosci poprzez rozpusz-
czanie oraz hamowanie powstawania szczawianu wapnia.

Glikozydy hydroksykwaséw majg wiekszg zdolno$¢ wchianiania sie do uktadu krwiono$nego
a tym samym transportu do uktadu moczowego. Ponadto niniejsze opracowanie wykazuje, ze mecha-
nizm oddziatywania to tworzenie komplekséw a nie jak do tej pory uwazano zakwaszanie moczu. Ta-
kie oddziatywania wzmacnia skuteczno$¢ rozpuszczania ztogéw w ukfadzie moczowym. W miare
wzrastajgcego stezenia jonéw wapniowych roztworu zawierajgcego ekstrakt z zurawiny (preparat
otrzymany wedtug sposobu 1) zmiany na widmie w zakresie 1000-1300 cm™' (zakres czestosci dla
ugrupowania C-O-H - cukry), 1500-1800 cm',! (zakres czestosci dla ugrupowania C=0 - kwasy),
3000-3600 cm-'" (zakres czestosci dla ugrupowania C-O-H - cukry, kwasy) $wiadczg o wzajemnym
oddziatywaniu jonéw wapniowych i glikozydéw na zasadzie tworzenia rozpuszczalnych komplekséw.
Rysunek 1

Niezalezne pomiary dla samych cukréw i samych kwaséw, a takze stosowanego dawniej w te-
rapii kamicy nerkowej Rubinexu, wykazywaty mniejszg zdolno$¢ do kompleksowania. Taka zdolnos¢
glikozydéw do kompleksowania zostata potwierdzona obliczeniami teoretycznymi.

Pozyskiwanie tych frakcji przebiega w dwustopniowej ekstrakcji. Pierwszy etap to usuwanie hy-
drofilowych sktadnikow poprzez ekstrakcje chloroformem lub weglowodorami alifatycznymi a nastep-
nie wielostopniowg ekstrakcje mieszaninami alkoholu etylowego o réznym stosunku wody do alkoholu
(jak przedstawiono w przyktadach). Uzyskane frakcje zawierajg gtéwnie glikozydy hydroksykwaséw
organicznych. Nie sg toksyczne, nie sg mutagenne i majg udokumentowane wiasciwosci usuwania
ztogdéw nieorganicznych posiadajg zaréwno zdolno$¢ do rozpuszczania szczawianu wapnia, jak i ha-
mowania jego powstawania.
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Przedmiot wynalazku przedstawiony jest blizej w przyktadach jego realizacji oraz na rysunku, na
ktérym:
— fig 1 ilustruje wykres zmiany absorbancji w podczerwieni preparat z zurawiny linia dolna
i w obecnosci jonéw wapnia (CaCl) linia gérna,
— fig. 2 ilustruje widm '"H NMR preparatu otrzymanych sposobem wg przyktadu 1.1,
— fig. 3 ilustruje widm '"H NMR preparatu otrzymanych sposobem wg przyktadu 1.2,
— fig. 4 ilustruje widm '"H NMR preparatu otrzymanych sposobem wg przyktadu 1.3,
— fig. 5 ilustruje widm '"H NMR preparatu otrzymanych sposobem wg przyktadu 1.4,
— fig. 6 przedstawia widmo '"H NMR preparatu w zakresie sygnatéw od glikozydéw polifenoli,
—fig. 7 przedstawia wykres zywotno$ci komorek HEK-293 inkubowanych w obecnosci ZUEW (Z3),
— fig. 8 przedstawia wykres zmiany stezen zwigzkdéw o charakterze hydroketonéw metodg FC
W moczu u szczuréw po podaniu preparatu z zurawiny wielkoowocowej,
- fig. 9 przedstawia Wykres zmiany stezen zwigzkéw o charakterze hydroketonéw metodg LC
W moczu u szczuréw po podaniu preparatu z zurawiny wielkoowocowej,
— fig. 10 przedstawia mikrofotografie szczawianu wapnia zadanego preparatem przed (lewa)
i po inkubacji (prawa),
— fig. 11 ilustruje fotografie USG przedstawiajgca wyindukowane ztogi nerkowe w nerce
u szczura,
- fig. 12 ilustruje zdjecia USG szczura po indukcji kamicy,
- fig. 13 ilustruje zdjecia USG szczura po indukcji kamicy oraz po podaniu wody z dodatkiem
preparatu wg wynalazku.
Przyktad 1. Sposob otrzymywania preparatéw zawierajgcych glikozydy hydroksykwasow
1.1.Do kolby okraggtodennej wprowadzono 250 g rozdrobnionego materiatu roslinnego i dodano
11 chloroformu. Cato$¢ ogrzewano pod refluksem przez 2 godziny. Rozpuszczalnik przesa-
czono, a materiat ro$linny ponownie zalano mieszaning metanol woda (95:5) i ekstrahowa-
no przez 2 godzinny po czym ponownie zalano mieszaning etanol woda (5:5) i ekstrahowa-
no przez 2 godzinny po czym ponownie zalano mieszaning etanol woda (5:95) i ekstraho-
wano przez 2 godzinny.
Rozpuszczalniki usunieto na prézniowej wyparce rotacyjnej, otrzymujg preparat pozadanych
wiasciwosciach poszukiwanych wiasciwosci.
1.2.Do kolby okragtodennej wprowadzono 250 g rozdrobnionego materiatu roslinnego
i dodano 11 heksanu. Cato$¢ ogrzewano pod refluksem przez 2 godziny. Rozpuszczalnik
przesaczono, a materiat roslinny ponownie zalano mieszaning propanol woda (95:5) i eks-
trahowano przez 2 godzinny po czym ponownie zalano mieszaning etanol woda (5:5) i eks-
trahowano przez 2 godzinny po czym ponownie zalano mieszaning etanol woda (5:95)
i ekstrahowano przez 2 godzinny.
Rozpuszczalniki usunieto na prézniowej wyparce rotacyjnej, otrzymujg preparat pozadanych
wiasciwosciach poszukiwanych wiasciwosc
1.3.Do kolby okraggtodennej wprowadzono 250 g rozdrobnionego materiatu roslinnego i dodano
11 chlorku metylenu. Cato$¢ ogrzewano pod refluksem przez 2 godziny. Rozpuszczalnik
przesaczono, a materiat roslinny ponownie zalano mieszaning etanol woda (95:5) i ekstra-
howano przez 2 godzinny po czym ponownie zalano mieszaning etanol woda (5:5) i ekstra-
howano przez 2 godzinny po czym ponownie zalano mieszaning etanol woda (5:95) i eks-
trahowano przez 2 godzinny. Rozpuszczalniki usunieto na prézniowej wyparce rotacyjne;,
otrzymujg preparat o pozgdanych wtasciwosciach poszukiwanych wiasciwosci.
1.4.Do kolby okraggtodennej wprowadzono 250 g rozdrobnionego materiatu roslinnego i dodano
11 chlorku metylenu. Cato$¢ ogrzewano pod refluksem przez 2 godziny. Rozpuszczalnik
przesaczono, a materiat roslinny trzykrotnie ekstrahowano przez 2 godzinny etanolem po
czym rozpuszczalnik usunieto na prézniowej wyparce rotacyjnej, otrzymujg preparat o po-
zgdanych wtasciwosciach poszukiwanych wtasciwosci.

Przyktad2. Badanie inhibicji powstawania nierozpuszczalnych soli szczawianu wapnia

W fiolce o objetosci 10 ml umieszczono 300 wl 3% roztworu badanego preparatu otrzymanego
wedtug sposobu 1.1, w nasyconym roztworze CaCl. zawierajgcym 0.01M/dm3 NaOH oraz 300 pl na-
syconego roztworu CaClz. Cato$¢ mieszano na mieszadle magnetycznym. Do roztworu wprowadzono
elektrode konduktometryczna i cato$¢ miareczkowano 0.05 M roztworem Na2C204 porcjami po 100 pl
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przy uzyciu Elektronicznego Miernika Uniwersalnego EMU az do momentu, gdy catkowita objeto$é
tritranta wynosita 1200 pl. Podobny pomiar wykonano dla proby Slepej uzyciem 300 pl 0.01M NaOH
gdzie zamiast ekstraktu, uzyto 300 pul nasyconego roztworu CaCl> zawierajgcym 0.01M/dm3 NaOH.
Zdolno$¢ do hamowania tworzenia nierozpuszczalnych soli wapnia oceniano na podstawie zmiany
punktu przegiecia krzywej, A PK , w przypadku uzycia badanego ekstraktu w stosunku do préby Sle-
pej. Im wieksza warto$¢ dodatnia tym silniejsze wtasciwosci badanego ekstraktu w hamowaniu two-
rzenia nierozpuszczalnych soli wapnia. Wyniki przedstawiono w Tabeli nr 1

Tabela 1
Wyniki miareczkowania konduktometrycznego

Koncowy punkt Koncowy punkt A PK [u]
miarcczkowania probki miareczkowania
[ul} krzywej standardowe;)
[iu!]
Preparat przyktad 1.1 280-320 343
Preparat przykiad 1.2 275-290 277 -2-23
Preparat przykiad 1.3 285-310 8-33
Preparat przykiad 1.4 300-3310 23-33

Przyktad 3.Badanie wtadciwo$ci rozpuszczania soli wapnia

Prébka testowa: W szklanej fiolce umieszczono 25 mg szczawianu wapnia i 10 ml 1,5% roztwér
ekstraktu w 0.01 M NaOH. Prébke poddano inkubacji przez okres 5 dni na wytrzgsarce o szybkosci
obrotéw 110 rpm. Po 5 dniach odwirowano supernatant i zmierzono stezenie jonéw wapnia w warun-
kach nasycenia w nieobecnosci ekstraktu Ca' Prébta Slepa: W szklanej fiolce umieszczono 10 ml
1,5% roztwor ekstraktu w 0.01M NaOH. Probke poddano inkubacji przez okres 5 dni na wytrzasarce
o szybkosci obrotéw 110 rpm. Po 5 dniach odwirowano supernatant i zmierzono stezenie wapnia
w roztworze po rozpuszczeniu samego czystego ekstraktu Cae.

Odnosénik: W szklanej fiolce umieszczono 25 mg szczawianu wapnia i 10 ml 0.01 M NaOH

Prébke poddano inkubaciji przez okres 5 dni na wytrzgsarce o szybkosci obrotéw 110 rpom. Po
5 dniach odwirowano supernatant i zmierzono stezenie jonéw wapnia w warunkach nasycenia pod
nieobecnos$¢ ekstraktu Cac.

Wiasciwos$é rozpuszczania nierozpuszczalnych soli wapnia okreslono jako réznice ACa. wyra-
zona jako stezenie Ca mg/ml dla Absorpcyjnej Spektroskopii Atomowej. Im wieksza warto$¢ emisji tym
lepsze wtasciwosci rozpuszczania nierozpuszczalnych soli wapnia

ACa =Ca'-Cas-Ca°

Tabela 2
Wyniki Absorpcyjnej Spektroskopii Atomowej
Ca'[mg/ml] Ca® [mg/ml] ACa [mg/ml]
Preparat przykfad 1.1 86.76-91.44 25.67-54.62 34.23-58.67
Preparat przykiad 1.2 45.2-67.21 23.4-51.22 21.3-43.12
Preparat przyklad 1.3 18.34-22.43 13.21-14.38 10.11-12.03
Preparat przyklad 1.4 56.3-75.34 23.45-43.11 23.13-50.18

Ca®=0.11 mg/ml
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Przyktad 4. Analiza sktadu

Skfad preparatu okre$lono w oparciu 0 analize GC/MS i stwierdzono obecnos$¢ glikozyddéw kwa-
séw organicznych a po hydrolizie odpowiednio cukry: glukoza, fruktoza, galaktoza, arabinoza, ksyloza,
ktére razem stanowig 25-30% masy preparatu oraz hydroksykwasy kwas chinowy, kwas cytrynowy,
kwas askorbinowy, kwas jabtkowy, kwas szikimowy ktére stanowig 60-80% masy.

Taki sktad preparatu potwierdza widmo 'H NMR przedstawione na fig. 6.

Wszystkie otrzymane preparaty, charakteryzujg sie podobnymi widmami co $wiadczy podob-
nym sktadzie: fig. 2—fig. 5

Przyktad 5. Analiza cytotoksycznosci preparatu

Badania cytotoksycznosci otrzymanego preparatu wedtug sposobu 1.1, zostaty wykonane przez
firme Selvita na linii komérkowej HEK-293 (linia komérkowa wyprowadzona z embrionalnych ludzkich
komorek nerek). Komérki HEK-293 wysiano po 4000 komdrek na dotek i hodowano przez 24 godziny
w 100 pl medium EMEM (Eagle's minimal essential medium). Po catonocnej hodowli dodano 100 ul
medium EMEM, ktére zawierato 9 stezen kazdej z badanych substancji. Najwyzsze stezenie w hodow-
li wyniosto 250 ng/ml. Seryjne dwukrotne rozcienczenia przygotowano w DMSO.

Komorki HEK-293 hodowano w obecnosSci badanych substancji przez 48 godzin. Po czasie in-
kubacji oceniono mikroskopowo zywotno$¢ komoérek a nastepnie przeprowadzono test MTS, ktéry
oparty jest na zdolnosci enzymu dehydrogenazy mitochondrialnej do przeksztatcania pomaranczowej,
soli tetrazolowej MTS doformazanu. Zdolno$¢ do produkcji formazanu posiadajg tylko zywe komérki,
co pozawala na szybkie i doktadne okreslenie procentu funkcjonalnych komérek oraz wptywu bada-
nego czynnika na zywotno$¢ dowolnej linii komérkowej. Jako kontrole odniesienia zastosowano ko-
morki hodowane w obecnosci 0,5% DMSO/H20. Wyniki przedstawiono jako % komorek zywych
w odniesieniu do kontroli (100%). Wedtug normy PN-EN ISO 10933-5, za efekt cytotoksyczny uznaje
sie spadek liczebnoéci komérek zywych ponizej 70%.

W przeprowadzonym badaniu nie zaobserwowano cytotoksycznego wptywu ekstraktu (Z3)
w badanym zakresie stezen. Zywotno$¢ komorek dla kazdego stezenia badanego preparatu wynosita
powyzej 92%. Ocena mikroskopowa hodowli komérek nie wykazata zmian w morfologii i ilosci komé-
rek w poréwnaniu z komdrkami kontrolnymi.

Przyktad®6. Przenikalno$¢ sktadnikéw aktywnych do krwi i moczu

Waznym aspektem wyboru preparatu byta takze przystepnos$¢ dla zwierzat (chec jego spozy-
wania w postaci dodatku do wody). Badania przenikalnosci sktadnikow aktywnych z preparatu
do krwioobiegu, a co za tym idzie rowniez do moczu przeprowadzono na grupie 14 szczurOw rasy
Wistar o masie okoto 300 g. Szczurom podawano preparat z zurawiny wielkoowocowej wraz z wodag
do picia jako 3% wodny roztwér preparatu przez okres 7 dni. Przyjmujgc dzienne zapotrzebowanie
szczura na ptyny w postaci 30 ml, mozna przyjac¢, ze dzienna dawka preparatu, jakg przyjmowato zwie-
rze to 1.2 mg. Probki moczu zbierano kolejno w 0 (prébka kontrolna), 1, 3, 5i 7 dniu po podaniu prepa-
ratu. Kazdg z probek analizowano pod katem skfadu preparatu niezaleznie metodami Folina-
-Ciocalteu (FC), Lamaison-Carnat (LC) oraz ASA (absorpcyjna spektrometria atomowa) na zawarto$¢
jonéw Ca?*.

Wyniki zmian stezen poszczegolnych sktadnikow przedstawiono na wykresach na fig. 8 i fig. 9.

Przyktad 7. Analiza mikroskopowa krysztatow szczawianu wapnia po zadaniu ekstraktami

Krysztaty szczawianu wapnia przesianego przez sito o Srednicy oczek 710 um (25 mg) zadano
10 ml 3% preparatu otrzymanego wedtug sposobu 1.1 i inkubowano przez 5 dni. Roztwér przesaczo-
no na sgczku bibutowym a krysztaty szczawianu wapnia poddano analizie mikroskopowej mikrosko-
pem OLYMPUS CX41 przy powiekszeniu 4 krotnym. Jako odnos$nik uzyto krysztatbw szczawianu
wapnia (25 mg, $rednica <710 um) zadanego 10 ml wody. Srednica szczawianu wapnia po 5 dniach
inkubacji wodg wyniosta 606.8 um i rozmiar ten zostat uznany jako standard. Ponizsze analizy po-
szczegOlnych metod zawierajg fotografie aktywnych preparatéw przedstawione na fig. 10.
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Tabela 3
Zmiany Srednicy szczawianu wapnia zadanego uzyskanymi preparatami (wzorzec= 606.8 um).
Probka Srednica krysztalow Zmiana rozmiam Zmiana rozmiam
szczawianu wapnia po 5 wzgledem wzorca [ %1
dniach inkubacji {um]
[um]
Preparat przyktad 1.1 2572 -349.6 -57.6

Przyktad 8. Indukcia kamicy nerkowej

Kamice nerkowg w postaci szczawianu wapnia u szczurdéw rasy Wistar indukowano przez okres
16 dni 0.5% wodnym roztworem glikolu etylenowego podawanym wraz z wodg do picia. Dawke do-
brano na podstawie badan literaturowych w celu zminimalizowania efektu cytotoksyczno$ci. Zmierzo-
no zawartos¢é wolnego wapnia w moczu po 0, 5, 10 i 16 dniach indukcji metodg absorpcyjne spektro-
metrii atomowej, a nastepnie zwierzetom wykonano badanie ultrasonograficzne, pod katem obecnosci
ztogbéw w uktadzie moczowym.

Zdjecia USG przedstawione na fig. 11-13 wykonane w Katedrze Choréb Wewnetrznych z Klini-
kg Koni, Psow i Kotdéw, Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu prezentujg ztogi wyindukowane
wedtug metody opisanej powyze;.

Przyktad 9. Rozpuszczalno$¢ wyidukowanych ztogéw moczowych

Do terapii szczuréw wybrano preparat etanolowy z zurawiny wielkoowocowej otrzymany wedtug
sposobu 1.1, ktéry wczesniej przebadano pod katem przenikania sktadnikéw aktywnych do krwioobie-
gu. Szczurom podawano preparat wraz z wodg do picia (zawarto$¢ preparatu w wodzie wynosita 3%
wagowych). Potowa szczuréw po indukcji otrzymata do 3% ekstrakt metanolowy z zurawiny wielkoo-
wocowej (szczury 5-8 oraz 13-16), a grupa kontrolna zamiast ekstraktu zurawiny otrzymata do picia
czystg wode (szczury 1-4 oraz 9-12). Zwierzeta miaty staty dostep do wody z preparatem, a Srednie
spozycie wody wynosito 40 ml* (1,2 mg preparatu). Prébki moczu pobrano po 7 i 14 dniach terapii. Po
14 dniach zwierzeta zostaty poddane badaniu ultrasonograficznemu w celu kontroli obecno$ci ztogow
w uktadzie moczowym.

Zastrzezenia patentowe

1. Preparat ro$linny z zurawiny wielkoowocowej (Vaccinium macrocarpon L.) znamienny tym,
ze posiada frakcje otrzymang z zurawiny wielkoowocowej zawierajgcg glikozydy hydroksy-
kwaséw organicznych zawierajgcych 50-80% wag. hydroksykwaséw wybranych z grupy:
kwas chinowy, kwas cytrynowy, kwas askorbinowy, kwas jabtkowy, kwas szikimowy oraz
25-30% wag. sacharydéw wybranych z grupy: glukoza, fruktoza, galaktoza, arabinoza, ksyloza.

2. Preparat ro$linny z zurawiny wielkoowocowej okre$lony w zastrzezeniu 1 do zastosowania
w leczeniu i zapobieganiu kamicy nerkowej, w szczegoInosci poprzez rozpuszczanie oraz
hamowanie powstawania szczawianu wapnia.
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Rysunki

Zmiany absorbancji w podczerwieni ckstraktu z zurawiny linia
dolna i w obecnosci jondw wapnia (CaCl,) linia goma

12 S— B e
1
0,8
0.6 -
04 t-—
02 - ,
¥
0 .
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
Fig 1
I
i
'\
]
| ‘
i
;1
A | "
s, ,.\_J/ '\_,_l!.\.i’w..hh__7__'”\}1')‘___»;“_,__,_’."i‘__‘\ __
TR T T A T T T T T T T T % 0y 3
Fig. 2
| i |
| i J
_____% J\_,l "»__JL»J‘A% _J“J_.’a.._, A
ke - ARASECER™ i SRV IR Y

Fig. 3



10 PL 235 219 B1

i
|

uﬁgj!ks\ - J_ E‘LJ)“J&- ]\,\

PN CU ~——
e S ———— 3 . - . Py
100 W) alt 70 clo s <o Tl ) 3.0 e

‘ ;

\ .
[ i{ .
l gt

LJJ_J ¥y .

sy e e e v

Fig. S

B B St Bt i aetT T

3.0 - =2

e TJ..‘“L’:;;AM‘A]M . Ulllltm.-éfgmﬁl

— v
-,

Svenaly od | Sygnaly od fragmentow hydroksykwasdw

fragmentow cukrowych

Fig 6



Stezemie [mg/ml]

Stezenie [mg/ml]

1400
1200
1000
800
600
400
200

900
800
700
600
500
400
300
200
100

% zywotnosci wzgledem
komorek kontrolnych

PL 235 219 B1

Wptyw ZUEW

na przezywalnos¢ komérek HEK-293

48 godz. inkubacja

1000 1 o aapeetT
oot
-~ ZUEW
50
D T T L] 1
0 1 2 3

log (stezenie [pg/mL])

Fig. 7

Dnipodawania preparatu

Fig. 8

3

Dni podawania preparatu

Fig. 9

1



12

PL 235 219 B1




CsHAALPHA-7 Wroclaw 1P
Uniwersytet Przyvod. :s¢

hﬂ[wuj 366 C13 A1

ADiSLI 1. BN TDISE

PL 235 219 B1

R Szczur14
riad

Fig. 13

16-06=-"'16
10:67:42

13



