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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania frakcji terpenoidowych z zielonych czesci eu-
ropejskich odmian ostrokrzewu oraz zastosowanie mieszaniny zwigzkéw terpenoidowych, wptywaja-
cych korzystnie na regulacje gospodarki lipidowe;.

Choroby cywilizacyjne, w tym podwyzszony poziom cholesterolu jak réwniez skorelowane z nim
nadciénienie tetnicze stanowig istotng przyczyne pogorszenia komfortu zycia, jak i $mierci coraz wiek-
szej czesSci wspotczesnych spoteczenstw. Wg danych szacunkowych Gtéwnego Urzedu Statystycz-
nego, ponad 50% Polakéw umiera na choroby ukfadu krgzenia (Statystyka zgondéw i umieralnosci
z powodu chordb uktadu krgzenia, https://stat.gov.pl/obszary-tematyczne/ludnosc/ludnosc/statystyka-
Zgonow-i-umieralnosci-z-powodu-chorob-ukladu-krazenia.22,1.html dostep 20 marca 2020). Najcze-
Sciej wymienianymi przyczynami tego stanu rzeczy jest coraz mniejsza aktywno$é ruchowa Polakéw
[1,2], jak rowniez niewtasciwy dobédr diety [3]. Rosngcy problem braku intensywnej aktywnosci fizycznej
i choréb sercowo-naczyniowych zostat zauwazony na $wiecie [46], gdzie w wysoko rozwinietych krajach
przewiduje sie wcigz rosngcg tendencje ich udziatu w przyczynie zgonéw [6,7].

Udowodniono, ze powstawanie blaszek miazdzycowych jest zwigzane $cisle z poziomem lipidow we
krwi. Zaliczajg sie do nich gtéwnie: cholesterol i jego estry, triglicerydy, fosfolipidy czy wolne kwasy tusz-
czowe. Z kolei ze wzgledu na ich bardzo matg polarno$¢ we krwi frakcje lipidowe transportowane sg we krwi
w potgczeniu z biatkami w postaci chylomikron6w, lipoprotein o bardzo matej (VLDL), pos$redniej (IDL) matej
(LDL) iduzej gestosci (HDL) [8]. Nalezy podkresli¢ w tym miejscu, ze wieksza cze$¢é cholesterolu jest pocho-
dzenia endogennego [9]. Chociaz podstawg leczenia hiperlipoprotenemii jest unormowanie masy ciafa i do-
bér zbilansowanej diety to stosowana jest przede wszystkim klasyczna farmakoterapia.

Regulacja poziomu lipidéw i cholesterolu w przypadku oséb, u ktérych stwierdzono znaczne prze-
kroczenia stezen odbywa sie obecnie przy zastosowaniu: a) inhibitoréw biosyntezy cholesterolu (gtéw-
nie reduktazy hydroksymetyloglutarylo-Co-A), np. Atorwastatyna, Fluwastatyna, Pitawastatyna czy Pra-
wastatyna; b) inhibitoréw wchfaniania cholesterolu np. Ezetymib; ¢) wymiennikéw jonowych (np. chole-
styramina) i estréw etylowych kwasoéw ttuszczowych; d) fibratéw np. fenofibrat, gemgibrozyl; €) pochod-
nych kwasu nikotynowego. Za dziatajgce najszybciej uwaza sie te z grupy statyn [10]. Uzupetnieniem
lekdéw stosowanych w klasycznej farmakoterapii, szczegoélnie dla Izejszych lub poczatkowych stadiow
zaburzen gospodarki lipidowej wydajg sie by¢ zwigzki pochodzenia roslinnego. Nalezg one zaréwno do
grupy leku ziotowego jak i Srodka spozywczego (w tym suplementu diety). Ich mechanizm dziatania
odbywa sie najczesciej analogicznie do substancji syntetycznych. W klasyczne;j fitoterapii miazdzycy
stosuje sie roélinne antisclerotica i metabolica. Nalezg do nich np. czosnek i jego preparaty (hamowanie
odktadania cholesterolu, zwiekszanie frakcji HDL) [11,12]; lis¢ i ziele karczocha (dziatanie obecnej
w jego sktadzie cynaryny [13]); olej z og6recznika (w tym zawarty w jego sktadzie kwas y-linolenowy)
czy ekstrakty z kory sosny nadmorskiej (Pinus maritima), ktére dzieki wysokiej zawartosci fenolokwaséw
przeciwdziatajg powstawaniu oxy-LDL [14]. Na polskim rynku lekéw ziotowych i suplementéw obecne
sg takze wysokoproantocyjanidynowe wyciagi z guazumy (Guazuma ulmifolia), murai (Murraya koenigi),
mlecza warzywnego (Sonchus oleraceus) czy mieszanki ztozone (kwiatostan gtogu, ziele krwawnika,
owoc gtogu, ziela karczocha [15]. Udowodniong skuteczno$¢ w obnizeniu cholesterolu miaty réwniez
balsamowiec indyjski Commiphora wightii [16], koper [17], psianka podiuzna Solanum melongena [18],
bazylia azjatycka Ocimum tenuiflorum [19] czy oliwki europejskiej Olea europaea [20].

Szeroko stosowanymi preparatami naturalnym sg rowniez frakcje fitosteroli (gtéwnie p-sitosterol i po-
chodne z soi), ktére hamujg wychwyt cholesterolu z jelit [21]. Stosowanie w dawce 1.5 do 2.4 g obniza do
10% poziom cholesterolu catkowitego we krwi [22]. Fitosterole obecnie sg stosowane w postaci kapsutek lub
oleju (jako olej z nasienia dyni, ale tez jako dodatki do pieczywa, margaryn, jogurtéw etc.). Szczego6towe
doniesienia przeglagdowe, dotyczgce ekstraktéw obnizajgcych poziom cholesterolu w ostatnich latach zostaty
opublikowane przez Saravanan i Ignacimuthu [23], oraz Dai, Lu i in. [24], a takze Eslami i Shidfar [25].

Otrzymywanie oraz zastosowanie roslinnych ekstraktéw o charakterze przeciwcholesterolowym
byto i jest przedmiotem ochrony patentowe;.

Patent amerykanski US8337915B2 ujawnia zastosowanie ekstraktu z owocéw kopru kozieradki
Trigonella foenum-graecum jako mieszaniny zwigzkéw obnizajgcych stezenie cholesterolu we krwi.
Z kolei publikacja WO2011147028A2 opisuje farmaceutyczne i nutraceutyczne metody leczenia choréb
sercowo-naczyniowych, przy wykorzystaniu kompozycji zawierajgcych ekstrakty ze skorki jabtek.
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Kolejny amerykanski patent US6589572B2 ukazuje uzycie mieszanego ekstraktu zen-szenia Pa-
nax notoginseng oraz szatwii czerwonej Salvia miltiorrhiza jako mieszaniny obnizajgcej i utrzymujgce;j
ci$nienie krwi na zasadniczo niskim poziomie.

Patent US7780996B2 ukazuje zastosowanie ekstraktu liSciokwiatu garbnikowatego Emblica offi-
cinalis jako produkt do profilaktycznego i terapeutycznego leczenia choréb wiencowych, miazdzycy,
niedoczynnos$ci i nadczynno$ci tarczycy.

Publikacja W0O2011090271A2 przedstawia kompozycje wystepujacg w ekstrakcie z nasion liczi
chinskiego Litchi chinensis, majgcg pozytywny wptyw na zapobieganie i leczenie stluszczenia watroby
lub otytosci.

Z kolei w publikacji WO2011056061A1 ujawniono wpltyw polarnego ekstraktu pozyskanego z Al-
ternantery bezszyputkowej, Alternanthera sessilis na obnizanie poziomu triglicerydéw w osoczu i/lub
zwiekszanie poziom lipoprotein o wysokiej gestosSci w osoczu.

Ochrong patentowg objete sg rowniez ekstrakty ztozone, np. z karczocha, kawy i oliwki europej-
skiej, ktére ujete w amerykanskim patencie US9248157B2 stosuje sie w leczeniu zespotu metabolicz-
nego.

Natomiast chinski patent CN102772741A dotyczy tradycyjnej kompozycji medycyny chinskie;j,
w sktad ktérej wchodzg m.in: zéttaczek indyjski Etroplus maculatus, Atractylodis macrocephalae, kigcze
kolcoro$li Smilacis glabrae, ardyzji japonskiej Ardisia japonica, Ku Shen Sophora flavescens i kurkumy
Curcuma zedoaria. Kompozycja ta ma dziatanie lecznicze przy niewydolnosci $ledziony, miazdzycy,
chorobach wieAcowych, a takze zawatach serca.

Takson llex (Aquifoliaceae) obejmuje kilkaset gatunkéw i podgatunkéw (http://www.theplan-
tlist.org/tpl/search?g=ilex& csv=on dostep 30 marca 2020). Najbardziej rozpowszechniony posréd nich (za-
réwno pod wzgledem wielko$ci upraw/wystepowania jak i zastosowania) jest gatunek paraguariensis, znany
pod nazwg mate, Yerba mate, chimarrdo, cad mate. Napary lub maceraty z |. paraguariensis sg bardzo
popularne, jako substytut kawy lub herbaty [26]. Oprécz zawarto$ci pobudzajgcej kofeiny, majg w swoim
skfadzie dodatkowo szereg metabolitéw wtérnych, wykazujgcych pozytywny efekt biologiczny. Zaréwno
sproszkowana ro$lina, ekstrakty oraz frakcje z niej pozyskane, sg obecne na rynku jako suplementy diety
lub jako zywno$¢ funkcjonalna. Za najistotniejsze uwaza sie aktywnosci regulujgce poziom lipidéw, przeciw-
cukrzycowe oraz syndrom metaboliczny [27]. Znane sg réwniez doniesienia literaturowe, w tym oparte na
meta-analizach, w ktérych koreluje sie bardzo wysokie stezenia kwasdéw mono i di-kawoilochinowych z za-
réwno prewencjq jak i fagodzeniem przebiegu choréb sercowo-naczyniowych [28]. Udowodniono réwniez,
ze przyjmowanie naparu z |. paraguariensis zapobiega utlenieniu lipoprotein o niskiej gesto$ci w osoczu.
Jednocze$nie powoduje efekt obnizenia poziomu cukru dla cukrzycy typu Il [29].

Napoje oraz frakcje pozyskane z I. paraguariensis posiadajg udowodnione wtasciwosci hamujgce
przyrost nadmiernej masy ciata [30]. Obecnie mechanizm supresji apetytu powodowany podazg |. pa-
raguariensis, jest niejasny.

W Europie uprawia lub hoduje sie kilkadziesiat odmian, z czego najbardziej rozpowszechnione sg
gatunek aquifolium (kolczasty) i Mezerwy (meserveae) kultywaréw Alaska, Golden van Tol, Blue Angel, Gol-
den Girl i Blue Boy. Ich szczegdtowy skiad chemiczny jak i aktywnosci biologiczne nie sg dotychczas prze-
badane. Nieoczekiwanie okazato sie, ze frakcje terpenoidowe wyodrebnione z europejskich odmian ostro-
krzewu, posiadajg wtasciwosci pozytywnie wptywajace na gospodarke lipidowg organizmu.

Korzystnie jest, gdy zawiera na 100 g suchej masy: -amyryna od 0,043 do 0,28 g, a-amyryna
od 0,174 do 0,64 g; lupeol od 0,04 do 0,24 g; (3f3)-lup-20(29)-ene,3,28-bis od 0,087 do 0,27 g, ursolowy
kwas od 0,009 do 0,096 g i jego izomer kwasu ursulowego od 0,009 do 0,112 g.

Istotg sposobu wedtug wynalazku jest to, ze wysuszone, sproszkowane liscie europejskich od-
mian ostrokrzewu takich jak llex aquifolium albo llex mesereveae, ktére zawierajg na 100 g suchej masy: co
najmniej 0,043 g B-amyryny, co najmniej 0,174 g o-amyryny; co najmniej 0,04 g lupeolu; co najmniej 0,087 g
(3pB)-lup-20(29)-enu,3,28-bis, co najmniej 0,009 g ursolowego kwasu i izomeru kwasu ursulowego co naj-
mniej 0,009 g, maceruje sie co najmniej 12 godz. rozpuszczalnikiem niepolarnym, takim jak dichlorometan,
po czym rozpuszczalnik odparowuje sie i dodaje heksanu i oczyszcza sie, wstepnie ekstrahujac trzykrotnie
mieszaning woda : polarny rozpuszczalnik organiczny taki jak metanol, nastepnie po wymyciu, frakcje orga-
niczng odparowuje sie i poddaje oczyszczeniu na kolumnie chromatograficznej, wymywajgc mieszaning roz-
puszczalnikbéw niepolarnego i polarnego, takich jak heksan i eter dietylowy w wyniku czego otrzymuje sie na
pierwszej frakciji triacyloglicerole, bedgce odpadem oraz na kolejnych frakcjach triterpeny bedgce mieszaning
zwigzkow terpenoidowych. Korzystnie jest, gdy sproszkowane liscie europejskich odmian ostrokrzewu za-
wierajg na 100 g suchej masy: B-amyryna od 0,043 do 0,28 g, a-amyryna od 0,174 do 0,64 g; lupeol od 0,04



http://www.theplan-tlist.orq/tpl/search?q=ilex&

4 PL 244949 B1

do 0,24 g; (3)-lup-20(29)-ene,3,28-bis od 0,087 do 0,27 g, ursolowy kwas od 0,009 do 0,096 g i jego izomer
kwasu ursulowego od 0,009 do 0,112 g.

Korzystnie jest, gdy do otrzymywania uzywa sie gatunku llex aquifolium odmiany Alaska.

Korzystnie réwniez jest, gdy do otrzymywania uzywa sie gatunku llex aquifolium odmiany Golden
van Tol.

Korzystnie rowniez jest, gdy do otrzymywania uzywa sie gatunku llex aquifolium odmiany Ferox
Argentea.

Korzystnie takze jest, gdy do otrzymywania uzywa sie gatunku llex meserveae odmiany Blue
Angel.

Korzystnie réwniez jest, gdy do otrzymywania uzywa sie gatunku llex meserveae odmiany Golden
Girl.

Korzystnie takze jest, gdy do wstepnego oczyszczania uzywa sie mieszaniny woda : metanol
w stosunku (20:80).

Korzystnie rowniez jest, gdy do oczyszczania frakcji terpenowej na kolumnie chromatograficznej
uzywa sie wypetniania Kieselgel 60 230-400 Mesh Merck.

Korzystnie takze jest, gdy do wymywania poszczegoéinych frakcji uzywa sie mieszanine heksan :
eter dietylowy w stosunku 80:1 ze zwiekszajgcg sie polarnoscia.

Z kolei istotg zastosowania mieszaniny zwigzkow terpenoidowych otrzymanych jak w istocie po-
wyzej jest zastosowanie jej w leczeniu i profilaktyce choréb powodowanych wysokim stezeniem chole-
sterolu we krwi, takich jak hipercholesterolemia, hiperlipidemia mieszana i inne hiperlipidemie.

Zaletg wynalazku jest mozliwo$¢ tatwej izolacji bioaktywnego materiatu z dostepnych lokalnie
roslin, jak rowniez jego catoroczna dostepnos$é, niezalezna od pory roku. Stosujgc sposéb wediug wy-
nalazku ze 100 g suchej masy roslinnej otrzymuje sie ponad 1,6 g frakcji triterpenopidowej, o aktywnos$ci
regulujgcej gospodarke lipidowg. Ponadto dodatkowg zaletg w tym procesie jest mozliwos¢ otrzymania
frakcji saponinoninowej i polifenolowej.

Rysunek przedstawia struktury dominujgcych w ekstrakcie triterpenéw, gdzie Wzér 1 to o-amy-
ryna, Wzoér 2 to B-amyryna, Wzér 3 to lupeol, Wzér 4 to lup-20(29)-en-33,28-diol, Wz6r 5 to kwas urso-
lowy, Wz6r 6 to izomer kwasu ursulowego. Przedmiot wynalazku zostat blizej opisany w przyktadach
wykonania, ktoére nie ograniczajg zakresu ochrony.

Przyktad 1: Do 100 g suchych, zmielonych (<0,5 mm) liSci I. aquifolium bezodmianowa dodaje sie
350 mL dichlorometanu i pozostawia na 24 godziny i odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Pozostatosé
rozpuszcza sie w 50 mL heksanu i przemywa trzykrotnie 50 mL mieszaning metanol : woda 80:20 z dodat-
kiem 20 pL 2M kwasu solnego 37%. Po odwirowaniu i odparowaniu uzyskuje sie 5,1 g oleistej, zielonej
pozostatoSci. Nastepnie rozdziela sie jg na kolumnie chromatograficznej (Kieselgel 60, 230400 Mesh
Merck) wymywajgc frakcje bedaca odpadem, tj. woski i triacyloglicerole, rozpuszczalnikiem heksan : eter
dietylowy 80:1. Kolejno, zwiekszenie polarnosci fazy ruchomej, poprzez zwickszenie udziatu eteru dietylo-
wego w mieszaninie do 1:1, powoduje wyptukanie frakcji terpenoidowych. Po wstepnej identyfikacji (TLC
i GC-MS) zageszcza sie je na wyparce prozniowej do sucha, uzyskujac 1,2 g biatej, bezpostaciowe;j frakcii.

Profil wyzszych terpenoidéw oceniano stosujgc metode derywatyzacji z sililacjg N,O-Bis (trimety-
losilililo)trifluoroacetamidu (BSTFA) na GC-MS (Shimadzu QP 2020, Shimadzu, Kyoto, Japonia). Roz-
twor przefiltrowano i odparowano na wyparce prézniowej pod zmniejszonym ci$nieniem. Nastepnie do
probki dodano 500 pL pirydyny i 50 uL BSTFA. Mieszanine przeniesiono do wialki i ogrzewano przez
25 minut w temperaturze 70°C. Separacje uzyskano za pomocg kolumny kapilarnej Zebron ZB-5 (30 m,
0,25 mm, 0,25 um; Phenomenex, Torrance, CA, USA). Analize GC-MS przeprowadzono wedtug naste-
pujacych parametrow: Skanowanie wykonywano w zakresie od 40 do 1050 m/z w jonizacji strumieniem
elektronéw (El) przy napieciu 70 eV, w trybie 10 skanéw s-'. Analizy wykonano z uzyciem helu jako gazu
nosnego przy przeptywie 1,0 mL min-" w proporcji 1:20 i nastepujgcym programie: 100°C przez 1 minute,
wzrost temperatury o0 2,0°C min-' od 100 do 190°C; wzrost temperatury o0 5°C min-' od 190 do 300°C.
Temperatura dozownika wynosita 280°C. Zwigzki byly identyfikowane przy uzyciu dwoch ré6znych metod
analitycznych, ktére mozna poréwnagé: czasy retencji z autentycznymi zwigzkami chemicznymi (Supelco
C7 - C40 Saturated Alkanes Standard) i otrzymane widma masowe, z dostepng bibliotekg (Willey NIST
17, indeks dopasowania >90%).

Dodatkowo frakcje terpenoidowe identyfikowano wykonujgc widma '3C i '"H NMR. Strukture che-
miczng dominujgcych w mieszaninie sktadnikéw sktadniki potwierdzono wykonujgc stosowne widma
magnetycznego rezonansu jgdrowego (Bruker, CDCI3, 600 MHz). Na widmach '3C zidentyfikowano
nastepujgce sygnaty diagnostyczne: a) dla o-amyryny: 154,30; 124. 25, 78,60 ppm; b) dla -amyryny:
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145,02; 122,38; 78,11 ppm; c) dla lupeolu: 150,98; 108,32; 79,02 ppm; d) dla kwasu ursulowego:176,20;
138,09; 79,04; 55,30 ppm oraz dla jego izomer: 180,09; 144,81; 122,65, 78,30.
Tabela 1. Sktad procentowy frakcji terpenoidowych. Sktad wyrazono jako
pochodne TMS, ze wzgledu na metodyke oznaczenia.

llex aquifolium
RI exp. Rl lit. RT Nazwa bezodmianowa
[%]
2835 2832 20.65 all-trans-skwalen $lady
3162 3141 24.93 a-Tokoferal, TMS 1.35
3361 3370 | 27.78 (38)-Olean-18-en-3-ol, (O-TMS) 3.3
3370 3344 | 27.93 B-Sitosterol (TMS) 6.38
3384 3353 | 28.16 B-Amyryna (TMS) 10.65
3397 3385 | 28.37 Germanikol (TMS}) 2.08
3420 3406 28.79 a-Amyryna (TMS) 29.81
3427 3435 | 28.93 Lupeol (TMS) 16.77
3508 3523 | 30.50 Lupenylu octan 1.14
3530 3540 | 30.29 Uwaol, 20-TMS 3.13
3563 3560 [ 31.73 | (38)-Lup-20(29)-ene, 3,28-bisTMS 14.59
3580 3588 | 32.11 Betulinowy kwas (bisTMS) 1.62
3596 3591 32.46 Oleanowy kwas (TMS) 0.69
3643 3657 | 33.60 Ursolowy kwas (TMS) 2.88
3650 n.a. 33.75 [ 1zomer kwasu ursulowego (TMS) 4.97

gdzie RI exp. To eksperymentalny indeks retencji wyznaczony wg n-alkanéw na kolumnie ZB-5; Rl lit.
to indeks retencji odczytany w bazie danych NIST17; RT to czas retencji.

Przyktad 2. Do 100 g suchych, zmielonych (<0,5 mm) lisci |. aquifolium odmiany Alaska dodaje
sie 350 mL chloroformu i pozostawia na 24 godziny i odparowuje sie na wyparce rotacyjnej. Pozostato$é
rozpuszcza sie w 50 mL heksanu i przemywa trzykrotnie 50 mL mieszaniny metanol : woda 80:20
z dodatkiem 20 uL 2M kwasu solnego 37%. Po odwirowaniu i odparowaniu uzyskuje sie 5,3 g oleistej,
zielonej pozostatosci. Nastepnie rozdziela sie jg na kolumnie chromatograficznej (Kieselgel 60, 230-
400 Mesh Merck) wymywajac frakcje bedgcg odpadem, tj. woski i triacyloglicerole, rozpuszczalnikiem
heksan : eter dietylowy 80:1. Kolejno, zwiekszenie polarnosci fazy ruchomej, poprzez zwiekszenie
udziatu eteru dietylowego w mieszaninie do 1:1, powoduje wyptukanie frakcji terpenoidowych. Po wstep-
nej identyfikacji (TLC i GC-MS) zageszcza sie uzyskujgc 1,6 g biatej, bezpostaciowej frakcji.

Skiad tak uzyskanej frakcji przedstawia sie w Tabeli 2 ponizej (wg metodyki opisanej w przykfadzie 1):

Tabela 2. Skiad procentowy frakcji terpenoidowych w llex aquifolium Alaska.
Sktad wyrazono jako pochodne TMS, ze wzgledu na metodyke oznaczenia.

llex aquifolium

Rlexp.' | RIIit2| RT® Nazwa Alaska
(%]

2835 | 2832 | 20.65 all-trans-Skwalen 0.69
3162 | 3141 | 24.93 a-Tokoferol, TMS 2.21
3361 3370 | 27.78 | (3B)-Olean-18-en-3-o0l, (O-TMS) $lady
3370 | 3344 | 27.93 B-Sitosterol (TMS) 7.67
3384 | 3353 | 28.16 B-Amyryna (TMS) 9.05
3397 | 3385 | 28.37 Germanikol (TMS) 2.69

3420 | 3406 | 28.79 a-Amyryna (TMS) 28.97

3427 | 3435 | 28.93 Lupeol (TMS) 17.34
3508 3523 | 30.50 Lupenylu octan 0.75
3530 | 3540 | 30.99 Uwaol, 20-TMS 2.35

3563 | 3560 | 31.73 | (38)-Lup-20(29)-ene, 3,28-bisTMS 12.13
3580 | 3588 | 32.11 Betulinowy kwas (bisTMS) 1.90
3596 | 3591 | 32.46 Oleanowy kwas (TMS) 1.00
3643 3657 | 33.60 Ursolowy kwas (TMS) 5.22
3650 n.a. | 33.75 | 1zomer kwasu ursulowego (TMS) 6.54

gdzie RI exp. To eksperymentalny indeks retencji wyznaczony wg n-alkanéw na kolumnie ZB-5; Rl lit.
to indeks retencji odczytany w bazie danych NIST17; RT to czas retencji.
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Przyktad 3. Do 100 g suchych, zmielonych (<0,5 mm) liéci |. aquifolium odmiany Ferox argentea
dodaje sie 350 mL chloroformu i pozostawia na 24 godziny i odparowuje sie na wyparce rotacyjne;.
Pozostato$¢ rozpuszcza sie w 50 mL heksanu i przemywa trzykrotnie 50 mL mieszaniny metanol : woda
80:20 z dodatkiem 20 uL 2M kwasu solnego 37%. Po odwirowaniu i odparowaniu uzyskuje sie 4,3 g
oleistej, zielonej pozostatosci. Nastepnie rozdziela sie jg na kolumnie chromatograficznej (Kieselgel 60,
230-400 Mesh Merck) wymywajac frakcje bedgcg odpadem, tj. woski i triacyloglicerole, rozpuszczaini-
kiem heksan : eter dietylowy 80:1. Kolejno, zwiekszenie polarnosci fazy ruchomej, poprzez zwiekszenie
udziatu eteru dietylowego w mieszaninie do 1:1, powoduje wyptukanie frakcji terpenoidowych. Po wstep-
nej identyfikacji (TLC i GC-MS) zageszcza sie uzyskujgc 1,3 g biatej, bezpostaciowej frakciji.

Sktad tak uzyskanej frakcji przedstawiono w Tabeli 3 ponizej (wg metodyki opisanej w przyktfa-
dzie 1):

Tabela 3. Skiad procentowy frakgcji terpenoidowych w llex aquifolium Ferox Argentea.
Sktad wyrazono jako pochodne TMS, ze wzgledu na metodyke oznaczenia.

llex aquifolium

Rlexp.' | RlIit2 | RT® Nazwa Ferox Argentea
[%]
2835 2832 | 20.65 all-trans-Skwalen 1.15
3162 3141 | 24.93 a-Tokoferol, TMS 0.69
3361 3370 | 27.78 | (3B)-Olean-18-en-3-ol, (O-TMS) $lady
3370 3344 | 27.93 B-Sitosterol (TMS) 7.74
3384 3353 | 28.16 B-Amyryna (TMS) 11.55
3397 | 3385 | 28.37 Germanikol (TMS) 2.48
3420 3406 | 28.79 a-Amyryna (TMS) 34.68
3427 | 3435 | 28.93 Lupeol (TMS) 14.50
3508 | 3523 | 30.50 Lupenylu octan 1.38
3530 | 3540 | 30.99 Uwaol, 20-TMS 2.42
3563 | 3560 | 31.73 | (3B8)-Lup-20(29)-ene, 3,28-bisTMS 10.57
3580 3588 | 32.11 Betulinowy kwas (bisTMS) 1.44
3596 | 3591 | 32.46 Oleanowy kwas (TMS) 1.24
3643 3657 | 33.60 Ursolowy kwas (TMS) 3.80
3650 n.a. | 33.75 | Izomer kwasu ursulowego (TMS) 6.36

gdzie RI exp. To eksperymentalny indeks retencji wyznaczony wg n-alkanéw na kolumnie ZB-5; Rl lit.
to indeks retencji odczytany w bazie danych NIST17; RT to czas retenciji.

Przyktad 4. Do 100 g suchych, zmielonych (<0,5 mm) lisci . aquifolium odmiany Golden van
Tol dodaje sie 350 mL chloroformu i pozostawia na 24 godziny i odparowuje sie na wyparce rotacyjne;.
Pozostato$¢ rozpuszcza sie w 50 mL heksanu i przemywa trzykrotnie 50 mL mieszaniny metanol :
woda 80:20 z dodatkiem 20 pL 2M kwasu solnego 37%. Po odwirowaniu i odparowaniu uzyskuje sie
4,3 g oleistej, zielonej pozostatosci. Nastepnie rozdziela sie jg na kolumnie chromatograficznej (Kie-
selgel 60, 230-400 Mesh Merck) wymywajac frakcje bedgcg odpadem, tj. woski i triacyloglicerole,
rozpuszczalnikiem heksan : eter dietylowy 80:1. Kolejno, zwiekszenie polarnosci fazy ruchomej, po-
przez zwiekszenie udziatu eteru dietylowego w mieszaninie do 1:1, powoduje wyptukanie frakcji ter-
penoidowych. Po wstepnej identyfikacji (TLC i GC-MS) zageszcza sie uzyskujac 1,41 g biatej, bezpo-
staciowej frakciji.

Sktad tak uzyskanej frakcji przedstawia sie w Tabeli 4 ponizej (wg metodyki opisanej w przykfa-
dzie 1):
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Tabela 4. Sktad procentowy frakgji terpenoidowych w llex aquifolium Golden van Tol.
Sktad wyrazono jako pochodne TMS, ze wzgledu na metodyke oznaczenia.

llex aquifolium

Riexp.' | RIIit2 | RT3 Nazwa Golden van Tol
(%]
2835 2832 | 20.65 all-trans-Skwalen 014
3162 3141 | 2493 a-Tokoferol, TMS 0.65
3361 3370 | 27.78 (38)-Olean-18-en-3-al, (O-TMS) Slady
3370 3344 | 27.93 B-Sitosterol (TMS) 8.47
3384 3353 |[28.16 p-Amyryna (TMS) 10.71
3397 3385 |28.37 Germanikol (TMS) 2.22
3420 3406 | 28.79 a-Amyryna (TMS) 29.80
3427 3435 |28.93 Lupeol (TMS) 13.84
3508 3523 |30.50 Lupenylu octan 2.44
3530 3540 | 30.99 Uwaol, 20-TMS 5.33
3563 3560 | 31.73 | (38)-Lup-20(29)-ene, 3,28-bisTMS 13.85
3580 3588 | 32.11 Betulinowy kwas (bisTMS) 2.39
3596 3591 |32.46 Oleanowy kwas (TMS) 1.42
3643 3657 | 33.60 Ursolowy kwas (TMS) 3.77
3650 na | 33.75 | Izomer kwasu ursulowego (TMS) 4.99

gdzie RI exp. To eksperymentalny indeks retencji wyznaczony wg n-alkanéw na kolumnie ZB-5; Rl lit.
to indeks retencji odczytany w bazie danych NIST17; RT to czas retencji.

Przyktad 5. Do 100 g suchych, zmielonych (0,5 mm) lisci |. meserveae odmiany Blue Angel
dodaje sie 350 mL chloroformu i pozostawia na 24 godziny i odparowuje sie na wyparce rotacyjne;.
Pozostato$¢ rozpuszcza sie w 50 mL heksanu i przemywa trzykrotnie 50 mL mieszaniny metanol : woda
(80:20 z dodatkiem 20 pL 2M kwasu solnego 37%). Po odwirowaniu i odparowaniu uzyskuje sie 3,3 g
oleistej, zielonej pozostatosci. Nastepnie rozdziela sie jg na kolumnie chromatograficznej (Kieselgel 60,
230-400 Mesh Merck) wymywajac frakcje bedgcg odpadem, tj. woski i triacyloglicerole, rozpuszczalni-
kiem heksan : eter dietylowy 80:1. Kolejno, zwiekszenie polarnosci fazy ruchomej, poprzez zwiekszenie
udziatu eteru dietylowego w mieszaninie do 1:1, powoduje wyptukanie frakcji terpenoidowych. Po wstep-
nej identyfikacji (TLC i GC-MS) zageszcza sie uzyskujgc 0,87 g biatej, bezpostaciowej frakciji.

Skitad tak uzyskanej frakcji przedstawia sie w Tabeli 5 ponizej (wg metodyki opisanej w przykta-

dzie 1):

Tabela 5. Sktad procentowy frakcji terpenoidowych w llex meserveae Blue Angel.
Sktad wyrazono jako pochodne TMS, ze wzgledu na metodyke oznaczenia.

llex meserveae
Rlexp.' | RIlit.2 | RT® Nazwa Blue Angel

(%)
2835 2832 | 20.65 all-trans-Skwalen Sl
3162 3141 | 24.93 a-Tokoferol, TMS 1.78
3361 3370 |27.78 (38)-Olean-18-en-3-ol, (O-TMS) Slady
3370 3344 | 27.93 B-Sitosterol (TMS) 7.23
3384 3353 _|28.16 B-Amyryna (TMS) 10.72
3397 3385 |28.37 Germanikol (TMS) 1.74
3420 3406 | 28.79 a-Amyryna (TMS) 27.98
3427 3435 | 28.93 Lupeol (TMS) 21.69
3508 3523 | 30.50 Lupenylu octan 0.93
3530 3540 | 30.99 Uwaol, 20-TMS 2.74
3563 3560 | 31.73| (38)-Lup-20(29)-ene, 3,28-bisTMS 12.24
3580 3588 | 32.11 Betulinowy kwas (bisTMS) 2.02
3596 3591 | 32.46 Oleanowy kwas (TMS) 0.99
3643 3657 | 33.60 Ursolowy kwas (TMS) 4.17
3650 n.a. 33.75 | lzomer kwasu ursulowego (TMS) 4.95

gdzie RI exp. To eksperymentalny indeks retencji wyznaczony wg n-alkanéw na kolumnie ZB-5; Rl lit.
to indeks retencji odczytany w bazie danych NIST17; RT to czas retencji.
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Przyktad 6. Do 100 g suchych, zmielonych (<0,5 mm) liéci |. meserveae odmiany Golden Girl
dodaje sie dodaje sie 350 mL chloroformu i pozostawia na 24 godziny i odparowuje sie na wyparce
rotacyjnej. Pozostato$é rozpuszcza sie w 50 mL heksanu i przemywa trzykrotnie 50 mL mieszaniny
metanol: woda (80:20 z dodatkiem 20 pl 2M kwasu solnego 37%). Po odwirowaniu i odparowaniu uzy-
skuje sie 4,5 g oleistej, zielonej pozostatosci. Nastepnie rozdziela sie jg na kolumnie chromatograficznej
(Kieselgel 60, 230-400 Mesh Merck) wymywajac frakcje bedgcg odpadem, tj. woski i triacyloglicerole,
rozpuszczalnikiem heksan : eter dietylowy 80:1. Kolejno, zwiekszenie polarnosci fazy ruchomej, po-
przez zwiekszenie udziatu eteru dietylowego w mieszaninie do 1:1, powoduje wyptukanie frakcji terpe-
noidowych. Po wstepnej identyfikacji (TLC i GC-MS) zageszcza sie uzyskujgc 1,05 g biatej, bezposta-
ciowej frakciji.

Sktad tak uzyskanej frakcji przedstawia sie w Tabeli 6 ponizej (wg metodyki opisanej przykta-
dzie 1):

Tabela 6. Skiad procentowy frakcji terpenoidowych w llex meserveae Golden Girl.
Skitad wyrazono jako pochodne TMS, ze wzgledu na metodyke oznaczenia.

llex meserveae
Rlexp." | Rllit? | RT3 Nazwa Golden Girl
[%]

2835 2832 | 20.65 all-trans-Skwalen 0.26
3162 3141 | 24.93 a-Tokoferol, TMS 0.96
3361 3370 |27.78 (38)-Olean-18-en-3-ol, (O-TMS) $lady

3370 3344 | 27.93 B-Sitosterol (TMS) 5.25
3384 3353 | 28.16 B-Amyryna (TMS) 13.71
3397 3385 | 28.37 Germanikol (TMS) 1.19
3420 3406 | 28.79 a-Amyryna (TMS) 38.54
3427 3435 | 2893 Lupeol (TMS) 14.84
3508 3523 | 30.50 Lupenylu octan 1.65
3530 3540 | 30.99 Uwaol, 20-TMS 2.89
3563 3560 | 31.73| (38)-Lup-20(29)-ene, 3,28-bisTMS 9.39
3580 3588 | 32.11 Betulinowy kwas (bisTMS) 1.77
3596 3591 | 3246 Oleanowy kwas (TMS) 1.34
3643 3657 | 33.60 Ursolowy kwas (TMS) 514
3650 na. |33.75] lzomer kwasu ursuloweqgo (TMS) 3.07

gdzie RI exp. To eksperymentalny indeks retencji wyznaczony wg n-alkanéw na kolumnie ZB-5; Rl lit.
to indeks retencji odczytany w bazie danych NIST17; RT to czas retencji.

Wyniki badan

Metodyka:

Badaniu poddane byly trzy grupy szczurdéw rasy Wistar, po 12 osobnikéw w kazdej grupie. Dwie
grupy stanowity grupy kontrolne | i Il oraz jedna grupa stanowita grupe badana:

grupa kontrolna | — referencyjna — przyjmowata normalng diete,

grupa kontrolna Il — skarmiana byta wysokocholesterolowg dietg o podwyzszonej podazy cho-

lesterolu w ilosci 20 g/100 g karmy,

grupa badana — przyjmujgca preparat terpenoidowy wyizolowany z I. aquifolium (bezodmianowa),

w dawce 10 mg/kg masy ciata wraz z podwyzszong podazg cholesterolu w ilosci 20 g/100 g

karmy.

Czas trwania skarmiania wynosit 8 tygodni. Rejestrowano zuzycie paszy, wody oraz masa ciata.
Badania krwi zostaty wykonane po 4 i 8 tyg. Parametry biochemiczne krwi wykonano zgodnie z zalece-
niami IFCC. W dniu zakofAczenia badan zwierzeta poddano eutanazji. W przeprowadzonych badaniach
stwierdzono statystycznie istotne zmiany w parametrach fizjologicznych badanych szczuréw. W przy-
padku zastosowania diety wysokocholesterolowej, w odniesieniu do grupy kontrolnej |l (podwyzszona
podaz cholesterolu w ilosci 20 g/100 g karmy), oznaczono statystycznie istotnie nizszy poziom chole-
sterolu catkowitego we krwi jak rowniez jego frakcji HDL w grupie badanej. Po 8 tygodniach skarmiania
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preparatem spadek stezenia cholesterolu wynosit odpowiednio 27% oraz 13% dla frakgciji lipidéw o ni-
skiej gestosci. Wynik ten wskazuje na dziatanie regulujgce gospodarke lipidowg organizmu.

Co najistotniejsze, w przeprowadzonych badaniach histopatologicznych post mortem nie wyka-
zano znacznych ztogdéw cholesterolu ani innych zmian degeneracyjnych zaréwno w obrebie duzych
naczyn wokét serca (tetnicy ptucnej i aorty oraz zyt) jak i naczyn wiericowych serca.

Tabela 7. Wybrane parametry krwi badanych grup.

Cholesterol catkowity Chqlesterol LDL (mmol/L)
(mmol/L) po 4 tyg catkowity (mmol/L) 00 8 tyg
' po 8 tyg. '
Grupa kontrolna | 1,57 1,39 0,67
Grupa kontrolna 2,34 2,41 0,93
Grupa badana 2,07 1,75 0,81
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Zastrzezenia patentowe

. Spos6b otrzymywania mieszaniny frakcji terpenoidowych, otrzymywanych z zielonych czesci

ro$lin ostrokrzewu, znamienny tym, ze wysuszone, sproszkowane liscie europejskich odmian
ostrokrzewu takich jak llex aquifolium albo llex mesereveae, ktére zawierajg na 100 g suchej
masy: co najmniej 0,043 g p-amyryny, co najmniej 0,174 g a-amyryny; co najmniej 0,04 g
lupeolu; co najmniej 0,087 g (3p)-lup-20(29)-enu,3,28-bis, co najmniej 0,009 g ursolowego
kwasu i izomeru kwasu ursulowego co najmniej 0,009 g, maceruje sie co najmniej 12 godz.
rozpuszczalnikiem niepolarnym, takim jak dichlorometan, po czym rozpuszczalnik odparowuje
sie i dodaje heksanu i oczyszcza sie, wstepnie ekstrahujgc trzykrotnie mieszaning woda : po-
larny rozpuszczalnik organiczny taki jak metanol, nastepnie po wymyciu, frakcje organiczng
odparowuje sie i poddaje oczyszczeniu na kolumnie chromatograficznej, wymywajgc miesza-
ning rozpuszczalnikéw niepolarnego i polarnego, takich jak heksan i eter dietylowy w wyniku
czego otrzymuje sie na pierwszej frakciji triacyloglicerole, bedace odpadem oraz na kolejnych
frakcjach triterpeny bedgce mieszaning zwigzkéw terpenoidowych.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze sproszkowane liscie europejskich odmian ostro-
krzewu zawierajg na 100 g suchej masy: f-amyryna od 0,043 do 0,28 g, a-amyryna od 0,174
do 0,64 g; lupeol od 0,04 do 0,24 g; (3p)-lup-20(29)-ene,3,28-bis od 0,087 do 0,27 g, ursolowy
kwas od 0,009 do 0,096 g i jego izomer kwasu ursulowego od 0,009 do 0,112 g.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze do otrzymywania uzywa sie gatunku llex aqui-
folium odmiany Alaska.

Sposo6b otrzymywania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze do otrzymywania uzywa sie ga-
tunku llex aquifolium odmiany Golden van Tol.

Sposo6b otrzymywania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze do otrzymywania uzywa sie ga-
tunku llex aquifolium odmiany Ferox Argentea.

Sposo6b otrzymywania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze do otrzymywania uzywa sie ga-
tunku llex meserveae odmiany Blue Angel.

Sposo6b otrzymywania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze do otrzymywania uzywa sie ga-
tunku llex meserveae odmiany Golden Girl.

Sposo6b otrzymywania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze do wstepnego oczyszczania
uzywa sie mieszaniny woda : metanol w stosunku (20:80).

Sposo6b otrzymywania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze do oczyszczania frakcji terpeno-
wej na kolumnie chromatograficznej uzywa sie wypetniania Kieselgel 60 230-400 Mesh
Merck.

Sposo6b otrzymywania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze do wymywania poszczegélnych
frakcji uzywa sie mieszanine heksan : eter dietylowy w stosunku 80:1 ze zwiekszajgcg sie
polarnoscia.

Mieszanina zwigzkow terpenoidowych otrzymana sposobem okre$lonym w zastrzezeniu 1 do
zastosowania w leczeniu i profilaktyce choréb powodowanych wysokim stezeniem choleste-
rolu we krwi, takich jak hipercholesterolemia, hiperlipidemia mieszana i inne hiperlipidemie.
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