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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie Ligustrum vulgare L. do wytwarzania preparatu za-
wierajgcego oleaceine do hamowania produkcji MMP-9 przez komorki zawarte w blaszce miazdzyco-
wej i stabilizowania blaszki miazdzycowej, zwtaszcza do leczenia i zapobiegania choréb bedacych
nastepstwem rozpadu blaszki miazdzycowej, w szczegdlnosci wybranych z grupy obejmujgcej: niedo-
krwienny udar mdzgu, zawat serca oraz chorobe niedokrwienng serca.

Oleaceina jest zwigzkiem o wzorze 1, okreslanym w pismiennictwie réwniez jako 3,4-DHPEA-
—EDA, stanowigcy 3,4-dihydroksyfenyloetanol (hydroksytyrozol) zestryfikowany dialdehydowg po-
chodng kwasu enolowego.
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wzor 1

Blaszka miazdzycowa jest zmiang wystepujgcg w Scianie tetnic (btona wewnetrzna) powstajgcg
w przebiegu miazdzycy. Blaszka sktada sie z masy lipidowej (gtdwnie LDL), komdrek oraz widknika.
Uwypukla sie do Swiatta naczynia i zmniejsza jego Srednice. Moze to powodowac niedokrwienie na-
rzadéw zaopatrywanych przez dang tetnice.

Niekontrolowany rozpad blaszki miazdzycowej gromadzacej sie wraz z postepem miazdzycy
w tetnicach, gtdéwnie w aorcie, tetnicach wiencowych i mézgowych, rzadziej w tetnicach koriczyn, mo-
ze by¢ bezposrednig przyczyng powaznych nastepstw, takich jak niedokrwienny udar mézgu lub za-
wat serca. Blaszka miazdzycowa moze pekaé, aktywujgc osoczowe czynniki krzepniecia, co z kolei
prowadzi do wytworzenia skrzepu. Moze to zmniejszyé przepustowo$¢ naczynia, a w skrajnym przy-
padku spowodowac catkowite zamkniecie Swiatta tetnicy. W ten sposdb dochodzi najczeéciej do za-
mkniecia tetnicy wiencowej i w konsekwencji zawatu serca. W podobny sposéb, zamkniecie tetnicy
mozgowej, w nastepstwie rozpadu blaszki miazdzycowej, prowadzi do niedokrwiennego udaru mézgu.
W podobny sposéb moze dojs¢ do niedokrwiennej choroby kohczyn.

Blaszka miazdzycowa uszkadza roéwniez glebsze warstwy Sciany tetnicy, przyczyniajgc sie
w ten sposdb do rozwoju tetniakow.

Dlatego u pacjentéw cierpigcych na miazdzyce pozadane jest stabilizowanie blaszki miazdzy-
cowej. Pozadane jest réwniez stabilizowanie uszkodzonej blaszki miazdzycowej w celu obnizenia
szybkosci jej rozpadu, a w nastepstwie ztagodzenie przebiegu zawatu serca lub udaru mézgu.

Przyjmuje sie, ze kluczowg role w rozpadzie blaszki miazdzycowej odgrywajg zewnatrzkomor-
kowe metaloproteinazy uwalniane przez makrofagi. Wéréd nich, metaloproteinaza 9 (MMP 9) odpo-
wiada za degradacje zelatyny, kolagenu typu IV i V, co prowadzi do ostabienia ostony widknistej
blaszki miazdzycowej i przyczynia sie do jej rozpadu (Fatar M, Stroick M, Griebe M, Hennerici M.
Matrixmetalloproteinases in cerebrovascular diseases. Cerebrovasc Dis 2005:20:141-51).

Zgtoszenie patentowe WO 2009/013596 ujawnia mozliwo$¢ zastosowania produktéw odzyw-
czych bogatych w hydroksytyrozol do celéw medycznych, takich jak prewencja i leczenie choréb ser-
cowo-naczyniowych (CVD), budowanie blaszki miazdzycowej w naczyniach, nadcisnienie tetnicze
i zespot metaboliczny.

W publikacji Czerwiska M. et al. EAS 2012, abstract book 2012-05-29, str. 1108 ujawniono
wyniki badania dotyczgcego wptywu oleaceiny na uwalnianie mieloperoksydazy, w skrécie MPO,
przeprowadzonego na wyselekcjonowanej grupie komorek, tzn. neutrofili wyizolowanych z krwi
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obwodowe]j zdrowych ochotnikéw w warunkach in vitro. Ponadto, z publikacji Czerwinska M. et al.
Food Chemistry, vol. 131, no. 3. 2011-09-20, str. 940-947 znany jest rowniez wplyw oleaceiny
na uwalnianie MPO z komérek neutrofili wyizolowanych z krwi. Wyniki wskazujg na efekt ochronny
oleaceiny przeciwko uszkodzeniom oksydacyjnym.

W publikacji Kiss i wsp., Journal of Ethnopharmacology, vol. 120, 2008, str. 220—225 ujawniono
zastosowanie gradientu chloroformu w octanie etylu (100-0%) i octanu etylu w metanolu (100-0%) do
oczyszczania wyciggu octanu etylu zawierajgcego oleaceine. Opisana metoda pozwolita na wyizolo-
wanie 250 mg oleaceiny (z 200 g wysuszonego materiatu roslinnego).

Celem wynalazku jest dostarczenie preparatu, ktéory mogtby by¢ wykorzystany do stabilizaciji
blaszki miazdzycowej poprzez skuteczne hamowanie procesu jej rozpadu nastepujacego z udziatem
metaloproteinazy-9. Preparat taki mogtby by¢ wykorzystany do leczenia i zapobiegania choréb po-
wstajgcych w wyniku rozpadu blaszki miazdzycowej, w szczegdlnosci zawatu serca, choroby niedo-
krwiennej serca, niedokrwiennego udaru mézgu oraz niedokrwienia konczyn.

Nieoczekiwanie tak okreslony cel udato sie zrealizowac¢ w przedmiotowym wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie Ligustrum vulgare L. do wytwarzania preparatu za-
wierajgcego oleaceine do hamowania produkcji MMP-9 przez komorki zawarte w blaszce miazdzyco-
wej i stabilizowania blaszki miazdzycowej, zwtaszcza do leczenia i zapobiegania chordb bedacych
nastepstwem rozpadu blaszki miazdzycowej, w szczegdlnosci wybranych z grupy obejmujacej: niedo-
krwienny udar mézgu, zawat serca oraz chorobe niedokrwienng serca, przy czym oleaceine otrzymuje
sie z tkanki roslinnej w procesie obejmujgcym czterokrotng ekstrakcje wodng rozdrobnionych lisci
ligustra w temperaturze 30°C w ptuczce ultradzwiekowej kazdorazowo przez 30 minut w stosunku
1:10 surowca do rozpuszczalnika, poddawanie liofilizacji uzyskanego wyciggu wodnego w celu zate-
zenia, a nastepnie pieciokrotng ekstrakcje eterem dietylowym uzyskanego ekstraktu wodnego w sto-
sunku 1:1 rozpuszczalnika do ekstraktu, zageszczanie wyciggu eterowego na wyparce rotacyjnej pod
zmniejszonym cisnieniem w temperaturze 35°C oraz rozdziat chromatograficzny ekstraktu eterowego
na zelu krzemionkowym w ukfadzie izokratycznym chloroformu i octanu etylu (85:15) przez 60 minut
(20 ml/min), nastepnie dalszy rozdziat chromatograficzny uzyskanych frakcji zawierajgcych oleaceine
na zelu krzemionkowym w uktadzie izokratycznym toluenu, octanu metylu i metanolu (85:11:5) przez
60 minut (20 ml/min) oraz doczyszczanie uzyskanych frakcji zawierajgcych oleaceine na kolumnie
chromatograficznej wypetnionej sephadexem przy uzyciu mieszaniny chloroformu i metanolu (9:1).

Przyktad 1. Uzyskiwanie oleaceiny z lisci ligustra pospolitego (Ligustrum vulgare L.)
Ligustr pospolity (Ligustrum vulgare L.) jest rosling ozdobng powszechnie wystepujacg w Europie,
wykorzystywang czesto do sadzenia zywoptotéw. 1zolacji oleaceiny zawartej w liSciach ligustra pospo-
litego dokonano sposobem uzyskanym poprzez zmodyfikowanie metody opracowanej przez Kiss
i wsp. (Journal of Ethnopharmacology 120 (2008) 220-225) w Katedrze Farmakognozji i Molekular-
nych Podstaw Fitoterapii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

Do izolacji uzyto 400 g rozdrobnionego surowca. W pierwszym etapie liScie ligustra czterokrot-
nie ekstrahowano wodg destylowang w temperaturze 30°C w ptuczce ultradzwiekowej kazdorazowo
przez 30 minut. Ekstrakcje przeprowadzono w stosunku 1:10 surowca do rozpuszczalnika. Wyciggi
wodne przesgczono przez wate i potgczono. Uzyskany wycigg wodny zatezono na drodze liofilizacji
do objetosci ok. 11. W celu uzyskania mniej zanieczyszczonego wyciggu oraz zwiekszenia wydajnosci
procesu izolacji pozgdanego zwigzku uzyto eteru dietylowego zamiast octanu etylu. Wczesniejsze
analizy wykazaty bowiem, ze wycigg octanu etylu zawiera wiecej zwigzkéw chemicznych, co tym sa-
mym utrudnia proces izolacji oleaceiny. W zwigzku z tym zageszczony wycigg wodny poddano na-
stepnie 5-krotnej ekstrakcji eterem dietylowym w stosunku 1:1 rozpuszczalnika do ekstraktu. Wycigg
eterowy zageszczono na wyparce rotacyjnej pod zmniejszonym cisnieniem w temperaturze 35°C.
Uzyskano ok. 5 g wyciggu eterowego. Kolejna modyfikacja polegata na uzyciu aparatury oraz roz-
puszczalnikdow w ukfadzie izokratycznym. Wg publikacji Kiss i wsp. (2008) oczyszczanie wyciggu oc-
tanu etylu polegato na zastosowaniu kolumny wypetnionej zelem krzemionkowym (0.125-0.25 mm;
5.5 cmx10 cm) przy uzyciu gradientu rozpuszczalnikéw chloroform-octan etylu (100—-0%) oraz octan
etylu-metanol (100-0%). W zmodyfikowanej metodzie wycigg eterowy poddawano rozdziatowi przy
uzyciu chromatografii typu Flash na kolumnie wypetnionej zelem krzemionkowym (PF-30 SIHP/80G
PuriFlash) przy uzyciu mieszaniny chloroformu i octanu etylu (85:15) w uktadzie izokratycznym przez
60 minut (20 ml/min). Uzyskano 9 frakcji, z ktérych do dalszego rozdziatu wybrano frakcje 3 i 4.
Frakcije te poddano dalszemu rozdziatlowi na kolumnie wypetnionej Zelem krzemionkowym
(PF-30 SIHP/80G PuriFlash) przy uzyciu mieszaniny toluenu, octanu metylu i metanolu (84:11:5)
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w uktadzie izokratycznym przez 60 minut (20 ml/min). Uzyskano 5 frakcji. Z frakcji 3 naniesionej na
kolumne wypetniong sephadexem wyizolowano oleaceine przy uzyciu mieszaniny chloroformu i meta-
nolu (9:1). podobnie jak w pierwotnej metodzie. Uzyskano 1,289 g zwigzku. Tozsamosé zwigzku po-

twierdzono metodami NMR oraz HPLC-DAD-MS/MS.

Tabela

Etap izolacji

Metoda pierwotna

Metoda zmodyfikowana

[ ekstrakcja

4xwoda:

laznia ultradzwigkowa; 30 min

4xwoda:

taznia ultradzwickowa: 30 min

I ekstrakcja

Sx octan ctylu (1:1)

Sx eter dietylowy (1:1)

I rozdzial

Zel krzemionkowy; kolumna
szklana (0.125-0.25mm: 5.5emx=10
¢m); gradient chloroform-octan
etylu (100-0%) 1 octan etylu-
metanol (100-0%)

Zel krzemionkowy (PF- 30
SIHP/80G PuriFlash);
chromatografia typu Flash; uklad
izokratyczny chloroformu i octanu

etylu (85:15)

I rozdzial

Zel krzemionkowy (PF- 30
SIHP/80G PuriFlash);
chromatogratia typu Flash; ukiad
izokratyczny chloroformu i octanu

etylu (85:15)

doczyszezanie

Sephadex; kolumna szklana (2x25
cm); uklad izokratyczny

chloroform- metanol (9:1)

Sephadex; kolumna szklana (2x45
c¢m); uklad izokratyczny

chloroform- metanol (9:1)

Przyktad 2. Stabilizacja blaszki miazdzycowej izolowanej z tetnicy szyjne;j.

Blaszki miazdzycowe (n=15) byty uzyskiwane od pacjentéw poddawanych zabiegowi wyciecia
btony wewnetrznej tetnicy szyjnej (endarterektomia). Uzyskane blaszki dzielono na dwie czesci, ktdre
inkubowano w zbuforowanym roztworze soli fizjologicznej (kontrola) lub w zbuforowanym roztworze
soli fizjologicznej w obecnosci oleaceiny w stezeniach 5, 10 i 20 uM przez 24 godziny w temperaturze
37°C po uprzedniej stymulacji roztworem lipopolisacharydu o stezeniu 1 pg/ml. Kontrole niestymulo-
wang stanowit roztwor soli fizjologicznej, w ktérej blaszke inkubowano 2 godziny. Wptyw oleaceiny na
produkcje metaloproteinazy-9 (MMP-9) zostat okreslony przy uzyciu metody immunochemicznej
ELISA (R&D System). llos¢ MMP-9 (ng/ml) przeliczano na mase blaszki miazdzycowej, a nastepnie
okreslono w % w pordwnaniu do kontroli stymulowanej. Wartos¢ ICso, czyli stezenie zwigzku, przy
ktérym reakcja zostaje zahamowana w 50%, okreslono na poziomie 9.07+1.2 uM (Srednia * btgd
standardowy).

Zaprezentowany na fig. 1 wykres przedstawia zalezno$¢ produkcja MMP-9 [%] od stezenia ole-
aceiny (5, 10, 20 uM).

Wyniki eksperymentu wykazujg na zdolno$¢ oleaceiny do hamowania produkcji MMP-9 przez
komorki zawarte w blaszce miazdzycowej. Obnizenie produkcji MMP-9 stabilizuje blaszke miazdzyco-
wa i hamuje jej rozpad. W zwigzku z uzyskanym efektem oleaceina nadaje sie do stosowania
w leczeniu i profilaktyce chorob bedgcych nastepstwem rozpadu blaszki miazdzycowe;j.
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Zastrzezenie patentowe

Zastosowanie Ligustrum vulgare L. do wytwarzania preparatu zawierajgcego oleaceine do
hamowania produkcji MMP-9 przez komorki zawarte w blaszce miazdzycowej i stabilizowa-
nia blaszki miazdzycowej, zwtaszcza do leczenia i zapobiegania choréb bedacych nastep-
stwem rozpadu blaszki miazdzycowej, w szczegdlnosci wybranych z grupy obejmujace;j:
niedokrwienny udar mézgu, zawat serca oraz chorobe niedokrwienng serca, przy czym ole-
aceine otrzymuje sie z tkanki roslinnej w procesie obejmujgcym czterokrotng ekstrakcje
wodng rozdrobnionych lisci ligustra w temperaturze 30°C w ptuczce ultradzwiekowej kazdo-
razowo przez 30 minut w stosunku 1:10 surowca do rozpuszczalnika, poddawanie liofilizacji
uzyskanego wyciggu wodnego w celu zatezenia, a nastepnie pieciokrotng ekstrakcje ete-
rem dietylowym uzyskanego ekstraktu wodnego w stosunku 1:1 rozpuszczalnika do eks-
traktu, zageszczanie wyciggu eterowego na wyparce rotacyjnej pod zmniejszonym cisnie-
niem w temperaturze 35°C oraz rozdziat chromatograficzny ekstraktu eterowego na zelu
krzemionkowym w uktadzie izokratycznym chloroformu i octanu etylu (85:15) przez 60 mi-
nut (20 ml/min), nastepnie dalszy rozdziat chromatograficzny uzyskanych frakcji zawierajg-
cych oleaceine na zelu krzemionkowym w uktadzie izokratycznym toluenu, octanu metylu
i metanolu (85:11:5) przez 60 minut (20 ml/min) oraz doczyszczanie uzyskanych frakcji
zawierajgcych oleaceine na kolumnie chromatograficznej wypetnionej sephadexem przy
uzyciu mieszaniny chloroformu i metanolu (9:1).

Rysunek

Fig. 1
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