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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest ekstrakt z kawowej tuski srebrzystej do zastosowania w profilaktyce
i leczeniu chordb zapalnych jelit.

Zwiazki bioaktywne, w tym zwiazki polifenolowe charakteryzuja sie szerokim spektrum aktywno-
$ci biologicznej, ktére wystepuja powszechnie w réznych czesciach roélin, tj. korzeniach, owocach i wa-
rzywach, fodygach, skérkach i innych oraz moga by¢ otrzymane z niekonwencjonalnego ich Zrédta po-
chodzenia tj. roslinnych odpaddéw przemystu spozywczego.

Jednym z przyktaddéw dotychczasowego wykorzystania izolowanych zwigzkéw polifenolowych
z wyttokéw owocowych jest pozyskiwanie antocyjandéw z aronii czarnoowocowej. Réwniez pozyskiwa-
nie kompleksu zwiazkéw polifenolowych bogatych w kwasy fenolowe z lisci karczocha jest powszechnie
stosowane celem wykorzystania w produkcji farmakologicznych preparatéw roslinnych z zastosowa-
niem w leczeniu skutkéw choréb m.in. wywotanych dziataniem wolnych rodnikéw.

W ostatnich latach silny nacisk ktadziony jest na bezodpadowa produkcje w przemysle spozyw-
czym, stad istnieje szerokie zainteresowanie nad powtérnym wykorzystaniem pozostatosci materiatu
roslinnego w pozyskiwaniu frakcji aktywnych, w tym zwiazkéw biologicznie czynnych. Stad tez, stosujac
rézne metody ekstrakcji, ukierunkowuje sie ja na pozyskanie kompleksu badzZ specyficznych, pojedyn-
czych substancji bioaktywnych.

Pozyskanie ekstraktéw z odpadowych surowcéw roslinnych prowadzone jest poprzez ekstrakcje
frakcji biologicznie czynnej rozpuszczalnikami organicznymi i oddzielenie ich od substancji balastowych,
tj. cukrow, kwasow organicznych, woskéw, za pomoca chromatografii kolumnowej, zgodnie ze znanym
stanem techniki w tym zakresie. Otrzymany ekstrakt w formie kompleksu zwigzkéw biologicznie aktyw-
nych stanowi materiat do dalszych dziatah zwiazanych z rozdziatem, badz moze byé stosowany jako
kompleks wykorzystujac synergistyczne dziatanie zwiazkéw bioaktywnych.

Mieszaniny charakteryzujace sie synergistycznym dziataniem bioaktywnym wykazuja aktywnos$é
biologiczna o szerokim spektrum swojej dziatalnosci i wyrézniaja sie korzystniejszym efektem aktywno-
8ci biologicznej w zastosowaniu niz pojedyncze, wyizolowane zwiazki. Tym samym nalezy zwrécié
szczegdblna uwage na produkt odpadowy powstajacy w procesie prazenia ziarna kawy, tj. kawowa tuske
srebrzysta, ktéra bogata jest w kompleks kwaséw fenolowych, zwtaszcza charakteryzuje sie wysoka
zawartoscia pochodnych kwasu chlorogenowego, gdzie zwiazki te stanowia dominujaca frakcje w ogél-
nej puli zwiazkéw polifenolowych.

W publikacji Rita Gtowacka i in.: “Kawowa tuska srebrzysta — nowa, naturalna alternatywa pozy-
skiwania wybranych zwiazkéw bioaktywnych”, Zeszyty Problemowe Postepdw Nauk Rolniczych nr 592,
2018, 15—-25, DOI 10.22630/ZPPNR.2018.592.2 ujawniono rézne metody ekstrakcji zwigzkéw bioak-
tywnych z kawowej tuski srebrzystej. Wskazano, ze najczesciej wykorzystywana jest ekstrakcja w ukta-
dzie ciato state-ciecz tzw. SLE (ang. Solid Liquid Extraction). Rozdrobniony materiat ro$linny mieszany
jest z ciektym ekstrahentem, ktéry wnika w gtab rozdrobnionego surowca roslinnego. Powoduje to pecz-
nienie i uwodnienie suchych czeéci surowca oraz rozpuszczanie i dyfuzje zwiazkéw bioaktywnych.
W technice SLE wykorzystywaé mozna rézne rozpuszczalniki organiczne polarne, niepolarne oraz ich
wodne mieszaniny. Do ekstrakcji zwiazkéw polifenolowych najczesciej stosowanymi rozpuszczalnikami
sa wodne roztwory metanolu, etanolu oraz acetonu. Technika SLE odznacza sie do$é wysoka wydaj-
noscig ekstrakcji zwigzkdw bioaktywnych i jest tatwa do przeprowadzenia. Ujawniono, ze spozywanie
produktéw zawierajacych kwasy chlorogenowe, a w szczegdlnosci zywnosci bogatej w kwas kawoilo-
chinowy (3-CQA), ktory jest gtdwnym przedstawicielem kwaséw chlorogenowych w tusce srebrzystej,
wykazuje wiele pozytywnych efektéw na zdrowie cztowieka. Zwiazkom tym przypisuje sie aktywnosé
hipoglikemiczna, hepatoochronna, przeciwzapalna, przeciwbakteryjna, przeciwwirusowa i antykancero-
genna. Wskazano réwniez, ze kwas protokatechowy i kwas galusowy, podobnie jak pozostate zwiazki
fenolowe, wykazuja liczne pozytywne witasciwosci, do ktérych zaliczyé mozna wiasciwosci przeciwdrob-
noustrojowe, przeciwgrzybiczne, antyhepatotoksyczne, przeciwzapalne, cytotoksyczne oraz ochronne
dla uktadu nerwowego. Kwas galusowy charakteryzuje sie wlasciwosciami neoplastycznymi, bakterio-
statycznymi, przeciwutleniajacymi i anty kancerogennymi.

W publikacji Amaia Iriondo-DeHond et ah: “Coffee silverskin: A low-cost substrate for bioproduc-
tion of high-value health promoting products”, Annals of Nutrition & Food Science, 29 Sep, 2017, Volume 1,
Issue 1, Article 1005 ujawniono, ze ekstrakty pozyskiwane z kawowej tuski srebrzystej moga bys stoso-
wane do wytwarzania zywnosci funkcjonalnej, kosmetykéw o wiasciwosciach przeciwstarzeniowych
oraz do zapobiegania i leczenia otytosci, dyslipidemii i cukrzycy.
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Problemem technicznym rozwiazywanym przez wynalazek jest opracowanie nowego zastosowa-
nia dla ekstraktu z kawowej tuski srebrzystej oraz zagospodarowanie produktu odpadowego powstaja-
cego w procesie prazenia ziarna kawy jakim jest kawowa tuska srebrzysta.

Przedmiotem wynalazku jest ekstrakt z kawowej tuski srebrzystej, zawierajacy co najmniej 4,5%
wag. zwiazkéw polifenolowych w przeliczeniu na kwas chlorogenowy, do zastosowania w profilaktyce
i leczeniu chordb zapalnych jelit.

Korzystnie choroby zapalne jelit obejmuja nieswoiste choroby zapalne jelit.

Korzystnie nieswoiste choroby zapalne jelit obejmuja chorobe Le$niowskiego-Crohna oraz wrzo-
dziejace zapalenie jelita grubego.

Korzystnie ekstrakt jest stosowany doustnie dwa razy dziennie w dawce co najmniej 1 mg/kg
masy ciata pacjenta.

Korzystnie pacjentami sa osoby ze zdiagnozowana nieswoista choroba zapalna jelit lub osoby
Z historia nieswoistej choroby zapalnej jelit w rodzinie.

Zaleta wynalazku, jest tatwy sposéb pozyskiwania kompleksu zwiazkéw polifenolowych z odpa-
dowego surowca roslinnego o wysokiej wydajnosci substancji biologicznie czynnej.

Krétki opis figur

Fig. 1 przedstawia wyniki testu NRU dla komérek RAW264.7 — wptyw ekstraktu kawowej tuski

srebrzystej w stezeniu 50 pg/mli 100 pg/ml na zywotno$é komérek (% kontroli). Dane
na wykresie zostaty zaprezentowane jako $rednia z czterech powtérzen + SEM.
Fig. 2 przedstawia wyniki testu Griessa dla komérek RAW264.7 — wptyw 0,5 pg/ml LPS,
0,5 pg/ml LPS + 50 pg/ml ekstraktu kawowej tuski srebrzystej oraz 0,5 pg/ml LPS + 100
Ha/ml ekstraktu kawowej tuski srebrzystej na stezenie azotynéw. Dane na wykresie zo-
staty zaprezentowane jako srednia z czterech powtérzehn + SEM. ***p<0,001 vs. kon-
trola, $$p<0,01 vs. 0,5 pg/ml LPS.
Fig. 3 przedstawia ocene makroskopowa jelita grubego — wptyw 4% w/v DSS oraz 4% w/v
DSS + kawowa tuska srebrzysta podawana w dawce 1 mg na kg masy ciata 2 razy
dziennie. Dane na wykresie zostaty zaprezentowane jako srednia + SEM. (n w grupie =
6-10) ***p<0,001 vs. kontrola, #p<0,05 vs. DSS.

Fig. 4 przedstawia ocene stanu zapalnego na podstawie poziomu aktywnosci mieloperoksy-
dazy — wptyw 4% w/v DSS oraz 4% w/v DSS + kawowa tuska srebrzysta podawana
w dawce 1 mg na kg masy ciata 2 razy dziennie. Dane na wykresie zostaty zaprezen-
towane jako $rednia + SEM. (n w grupie = 6—10).

Wynalazek zostat doktadniej wyjasniony na przyktadach, ktére jednak nie ograniczaja jego
zakresu.

Przykiady wykonania

Przykiad 1

Sposob otrzymywania ekstraktu z kawowej tuski srebrzystej

Kawowa tuske srebrzysta zmielono w miynku laboratoryjnym na proszek o srednicy okoto
2—-4 mm. Uzyskany proszek poddano ekstrakcji gdzie na 100 g kawowe;j tuski srebrzystej uzyto 200 m|
50% roztwor etanolu, po czym cato$¢ poddano dziataniu ultradzwiekoéw o czestotliwosci 50 kHz przez
30 minut co 5 minut dodatkowo mieszajac, po czym odwirowano (5000x g; Sigma 6K15, Shrewsbury,
UK). Ekstrakcje powtdérzono 3 krotnie a uzyskany supernatant po potaczeniu poddano odparowaniu
alkoholu etylowego przy uzyciu wyparki obrotowej. Nastepnie otrzymany ekstrakt poddano frakcjono-
waniu na kolumnie stosujac wypetnienie zywica polimerowa AmberliteTM XAD-16. W pierwszej kolej-
nosci usunieto zwiazki niskoczasteczkowe tj. kwasy organiczne i cukry przemywajac ztoze z zaabsor-
bowanym ekstraktem woda po czym wtasciwy proces elucji prowadzono 80% etanolem. Zebrane frakcje
poddano procesowi usuniecia rozpuszczalnika poprzez odparowanie pod wyparka obrotowa (Hei-VAP
Expert, Heidolph; Schwabach, Niemcy) w 40°C, otrzymujac w ten sposob ekstrakt polifenolowy, ktéry
finalnie poddano procesowi liofilizacji przez 24 godziny stosujac cisnienie 0,220 mbar (Christ Alpha
2—4, Braun Biotech Int.; Melsungen, Germany).

Analize iloSciowa i jako$ciowa uzyskanego ekstraktu przeprowadzono za pomoca chromatografii
cieczowej wyposazonej w detektor PDA oraz QTof/MS/MS zgodnie z metoda opisana przez Wojdyto
i in. [1]. Rozdziatu zwigzkéw dokonano za pomoca kolumny z wypetnieniem C18 (2.1 x 100 mm,
1.7 ym; Waters Corp.), a uzyskana zawarto$¢ zwigzkéw polifenolowych wyrazono w mg/g sm w przeli-
czeniu na zwiazek dominujacy w danym preparacie. Stwierdzono, ze uzyskany ekstrakt z kawowej tuski
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srebrzystej zawiera okoto 45 mg substancji czynnej w formie zwigzkéw polifenolowych/g ekstraktu
w przeliczeniu na kwas chlorogenowy, gdzie dominujaca frakcja zwiazkéw biologicznie aktywnych sa
pochodne kwasu chlorogenowego (tabela 1).

Tabela 1. Charakterystyka skfadu ekstraktu polifenolowego z kawowej tuski srebrzystej

Tprzypuszcezalnie wystepujacy

Rt MS MS/MS Nazwa zwigzku Zawartosé
[M-H] (m/z) [M-H] (m/z) palifenoli
3.11 353 191/179/173 kwas 3-O-kawoilochinowy 15.44+2.34
3.43 337 191/173/163 kwas 3-0-p-kumaroilochinowy 5.11+0.76
4.08 353 173/179 kwas 4-O-kawoilochinowy 0.45+0.10
4,37 353 191/173 kwas 5-O-kawoilochinowy 11.57+1.23
5.06 367 191/173 kwas 3-O-feruloilochinowy 0.43+0.06
5.45 337 193/173 kwas 5-0-p-kumaroilochinowy 0.47+0.08
5.62 367 191/173 kwas 4-O-feruloilochinowy 2.45+0.78
5.66 367 191/173 kwas 5-O-feruloilochinowy 1.72+0.21
5.73 335 179/161/135 lakton 3-O-kawoilochinowy ' 1.21+0.06
6.06 335 179/161/135 lakton 4-O-kawoilochinowy 0.44+0.22
6.38 515 353 kwas 3,4-O-dikawoilochinowy 2.36+0.15
7.33 367 179 kwas metylo-5-kawoilochinowy * 091+0.11
7.45 515 353/179/173 kwas 3,5-O-dikawoilochinowy 0.94+0.05
8.16 515 353/179 kwas 4,5-O-dikawoilochinowy 1.59+0.14
8.73 529 367/335/193/179  kwas 3-O-feruloilo-4-O-kawoilochinowy  0.15+0.02
9.37 529 367/353/335/173  kwas 4-O-kawoilo-5-O-feruloilochinowy  0.11+0.01
9.76 497 335/161 lakton dikawoilochinowy 1 0.08+0.01
W sumie (mg/g suchej masy) 45.43

Ocena dziatania przeciwzapalnego ekstraktu z kawowej tuski srebrzystej

Ocena dziatania przeciwzapalnego zostata przeprowadzona dwuetapowo — w modelu in vitro
oraz in vivo.

In vitro, badanie przeprowadzono przy udziale mysich komérek makrofagowych linii RAW264.7.
Komorki zostaty poddane stymulacji lipopolisacharydem (LPS), a nastepnie przy wykorzystaniu testu
Griessa oceniono produkcje tlenku azotu (NO). Zbadano wptyw ekstraktu na wytwarzanie NO.

W nastepnym etapie przeprowadzono badanie in vivo w chemicznym modelu zapalenia jelita
grubego wykorzystujacym dekstranowy siarczan sodu (DSS), ktérego wiasciwosci prowadza do uszko-
dzenia komérek nabtonka jelit. Model zostat wybrany ze wzgledu na dane literaturowe oraz doswiad-
czenie twércéw. Model zapalenia jelita grubego przy uzyciu DSS doskonale nadaje sie do badan labo-
ratoryjnych odzwierciedlajacych przebieg nieswoistych choréb zapalnych jelit (NChZJ) u ludzi, m.in. ze
wzgledu na szybkos$¢ powstawania stanu zapalnego, prostote wywotania stanu zapalnego w badane;j
grupie zwierzat, odtwarzalno$¢ i kontrole przebiegu wywotanej NChZJ u gryzoni.

Wybrano model krotki, 7-dniowy, przypominajacy ostry stan zapalny. Zwierzeta dostawaty roz-
twér DSS (4% w/v) w wodzie pitnej przez pierwsze 5 dni, a nastepnie wode pitna.

Samce myszy domowej (Mus musculus) szczepu C57BL/6 w wieku 6-8 tygodni (masa ciata 20-25 g)
pozyskano ze Zwierzetarni Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN
w Warszawie. Wszystkie procedury w doswiadczeniu zostaty zatwierdzone przez Lokalna Komisje
Etyczna do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w todzi (34/£B96/2018) w dniu 14 maja 2018 roku.

W ostatnim dniu badania zostata przeprowadzona ocena makroskopowa (uwzgledniajac mase
oraz dtugos¢ jelita, konsystencje stolca, uszkodzenie nabtonka okreznicy oraz obecnosé krwi w kale).
Pobrano fragmenty jelita do oceny mikroskopowej (analiza histopatologiczna) oraz oznaczenia aktyw-
no$ci enzymu mieloperoksydazy (MPO).

Szczegotowy opis metod uzytych w badaniach:

Ocena makroskopowa wraz z parametrem oceny morfologicznej stolca — stool score”

Parametry choroby oceniano w dniu 7. po dodaniu DSS do wody pitnej. Po eutanazji cata okrez-
nica zostata wyizolowana i zwazona, z zawartoscia katu. Nastepnie okreznice otworzono wzdiuz jej
dtugosci i oczyszczono z zawartosci katu. Catkowity wynik makroskopowy dla kazdego zwierzecia obli-
czono na podstawie:
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(i) konsystencji stolca (gdzie 0 oznacza normalne dobrze uksztaltowane pel ety katowe,
a 3 oznacza biegunke),

(ii) uszkodzenia nabtonka okreznicy rozpatrywanego jako liczba wrzodéw (0-3),

(iii) wynikéw dtugosci i masy okreznicy (wyrazone jako odsetek utraty kazdego parametru

w stosunku do grupy kontrolnej (0 punktéw, utrata masy < 5%; 1 punkt, utrata masy
5-14%; 2 punkty, utrata masy 15-24%; 3 punkty, 25-35% utrata masy/dtugos$ci
i 4 punkty, > 35% utrata masy/dlugosci)).
Catkowity wynik = 0 oznacza brak stanu zapalnego.
Rejestrowano rowniez obecnos¢ (wynik = 1) lub brak (wynik = 0) krwi w kale.
Oznaczenie aktywnosci mieloperoksydazy w tkankach jako markera stanu zapalnego
Aktywno$¢ mieloperoksydazy (MPO) zostata okreslona ilosciowo za pomocg metody opisane;j
wczesniej przez Sataga i in. [2], 0,3 cm segmenty okreznicy zwazono i szybko homogenizowano
w buforze bromku heksadecylo-trimetyloamoniowego (HTAB) (0,5% HTAB w 50 mM buforze fosforanu
potasu, pH 6,0; 50 mg tkanki/mL). Nastepnie homogenat wirowano przez 15 minut (13 200 g, 4°C)
i w kolejnych etapach zastosowano supernatant. Na 96-dotkowej ptytce do 7 pyL supernatantu dodano
200 pL 50 mM bufom fosforanu potasu (pH 6,0), zawierajacego 0,167 mg/mL chlorowodorku O-diani-
zydyny i 0,05 pL 1% nadtlenku wodoru. Absorbancje mierzono (w trzech powtdrzeniach) przy 450 nm
(IMARK Microplate Reader, Biorad, Wielka Brytania) w 0 s, 30 s i 60 s od rozpoczeciu reakcji. MPO
wyrazono w miligramach na gram mokrej tkanki, 1 jednostka to ilos¢ enzymu zdolna do przeksztatcenia
1 ymola nadtlenku wodoru w wode przez 1 minute w temperaturze pokojowej. Jednostki aktywnosci
MPO na 1 minute obliczono ze standardowej krzywej przygotowanej przy uzyciu oczyszczonego en-
zymu peroksydazy.
Statystyczna analiza danych w przeprowadzonych badaniach
Dane na wykresach dotyczacych przyktadéw badan przedstawiono jako srednie + btad standar-
dowy $redniej. Analiza zostata przeprowadzona w programie Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., La
Jolla, CA, USA) z uzyciem testu jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way ANOVA) oraz testu post
hoc Newmana-Keulsa. Warto$ci p < 0,05 byty uznane za istotne statystycznie.

Przykiad 2

Badanie oceniajace dziatanie przeciwzapalne ekstraktu z kawowej tuski srebrzystej, wykorzystu-
jace mysie komorki makrofagowe liniit RAW264.7 stymulowane LPS.

Schemat badania

Komorki linii RAW264.7 hodowano w pozywce Dulbecco's Modified Eagle Medium suplemento-
wanej 10% surowica (bovine calf serum), 2 mM alanylo-glutaming (Ala-GIn), 0,5% roztworem penicy-
liny/streptomycyny, 1 mM pirogronianem sodu oraz 25 mM buforem HEPES. Komorki hodowano w tem-
peraturze 37°C przy stezeniu 5% CO2. Pozywke wymieniano co drugi lub trzeci dzien, a komorki pod-
dawano pasazom po osiggnieciu ok. 80% konfluenciji.

Cytotoksycznos¢ ekstraktu zostata oceniona z pomoca testu Neutral Red Uptake (NRU). Preparat
zostat przebadany w stezeniach 50 pg/ml oraz 100 pg/ml, wybranych na podstawie badan wstepnych.

Oznaczenie jest oparte na barwieniu zywych komérek czerwienig neutralna, co odzwierciedla
aktywnos¢ lizosomalng komérek. Komérki zostaty wysiane na ptytkach 96-dotkowych w gestosci 20 000
komoérek na dotek. Przez 48 godzin komérki byty wystawione na dziatanie badanego ekstraktu z kawo-
wej tuski srebrzystej w stezeniach 50 pg/ml oraz 100 pg/ml w objetosci 200 pl na dotek. Nastepnie
pozywka zostata usunieta i dodano 100 pl roztworu czerwieni neutralnej w pozywce hodowlanej o ste-
zeniu 0,05 mg/ml na dotek. Po godzinnej inkubacji komorki zostaty jednokrotnie przemyte roztworem
soli fizjologicznej buforowanej fosforanem (PBS, pH 7,4), a nastepnie dodano 100 pl rozpuszczalnika
na dotek (zawierajacego 40% etanolu i 10% kwasu octowego w roztworze wodnym). Ptytki wytrzasano
przez 10 minut, a nastepnie zmierzono absorbancje przy dtugosci fali 540 nm za pomoca czytnika mi-
kroptytek (iIMARK Microplate Reader, Biorad). Cytotoksyczno$¢ wyrazono jako procent kontroli nega-
tywnej (zawierajacej pozywke bez badanych preparatow).

Test Griessa zostat wykorzystany, aby oznaczy¢ stezenie azotyndw w supernatantach z hodowli
komodrkowej. Komorki zostaty wysiane na ptytkach 96-dotkowych w gesto$ci 20 000 komorek na dotek.
Przez 24 godziny komorki byty hodowane w medium (kontrola), lub wystawione na dziatanie 0,5 pg/ml
LPS samodzielnie lub w potaczeniu z badanym ekstraktem z kawowej tuski srebrzystej w stezeniach
50 pg/ml oraz 100 pg/ml w objetosci 200 pl na dotek. Nastepnie medium zostato usuniete i dodano
pozywki zawierajace badane preparaty, lecz bez dodatku LPS. Po kolejnych 24 godzinach zmieszano
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réwne objetosci supernatantéw z hodowli oraz wodnego roztworu odczynnika Griessa w stezeniu
40 mg/ml. Mieszanine inkubowano przez 15 minut w ciemno$ci, a nastepnie zmierzono absorbancje
przy dtugosci fali 540 nm za pomoca czytnika mikroptytek (iIMARK Microplate Reader, Biorad).

Wyniki

Test NRU zostat wykorzystany do okreslenia stezenn w ktérych badany ekstrakt nie zmniejszat
zywotnosci komoérek RAW264.7. Ekstrakt stosowany w stezeniach 50 pg/ml oraz 100 pg/ml nie spowo-
dowat zmniejszenia zywotnosci komorek (Fig. 1).

Test Griessa wykazat zmniejszone wydzielanie tlenku azotu przez komorki traktowane badanym
ekstraktem, co zaobserwowano przez zmniejszone stezenie azotynéw w supernatantach z hodowli ko-
morkowej. Ekstrakt z kawowej tuski srebrzystej w stezeniu 50 pg/ml obnizyt stezenie azotynéw do 77,00
+ 6,74%, a w stezeniu 100 pg/ml do 54,07 £ 9,01% (p < 0,01, Fig. 2).

Whioski

Ekstrakt z kawowe;j tuski srebrzystej wykazuje dziatanie przeciwzapalne w modelu in vitro z wy-
korzystaniem komérek RAW264.7 stymulowanych LPS.

Przykiad 3

Badanie oceniajace dziatanie lecznicze ekstraktu, wykorzystujace mysi ostry chemiczny model
zapalenia jelita grubego przypominajacy obrazem klinicznym aktywna postaé choroby wrzodziejacego
zapalenia jelita grubego u ludzi.

Badana populacja

Samce myszy C57BL/6 w wieku 6-8 tygodni (masa ciata 20-25 g).

Na przeprowadzenie badania zostata wydana zgoda przez Lokalna Komisje Etyczna do Spraw
Dos$wiadczen na Zwierzetach w todzi (34/£B96/2018 z dn. 14.05.2018 roku).

Schemat badania

Droga podania: doustnie (per os, p.o.), dwa razy dziennie, dawka 1 mg/kg masy ciata.

Podawanie ekstraktu nastgpito po 3 dniach od rozpoczecia badania. Podanie ekstraktu odbywato
sie droga dozotadkowa i byto wykonywane za pomoca metalowej sondy doZotadkowej, w objetosci cal-
kowitej 100 L roztworu. Gryzonie byty unieruchamiane w pozycji pionowej, przy jednoczesnym ograni-
czeniu ruchéw gtowy, poprzez zebranie fatldéw skoéry na karku. Sonda dozotadkowa byta powoli wpro-
wadzana do przetyku tak, aby ograniczy¢ ryzyko jego uszkodzen i wystapienia krwawienia. Ekstrakt
podawany byt stopniowo, aby zapobiec nagtemu wzrostowi cisnienia w zotadku i przeniesienia tresci
pokarmowej wzdtuz uktadu pokarmowego. Catkowity czas unieruchomienia byt ograniczony do niezbed-
nego minimum (<1 minuta). Po podaniu myszy byty przenoszone do klatek i obserwowane przez 1-2
minuty w celu potwierdzenia prawidtowosci wykonanej procedury. W trakcie podawania nie zaobserwo-
wano silnie wyrazonych odruchdéw obronnych, nie wystepowata wokalizacja, myszy nie wydawaty ,nie-
typowych” dZzwiekéw Swiadczacych o dystresie, czyli nie byto oznak niewtasciwego traktowania zwie-
rzat. Bezposrednio po podaniu nie odnotowano zadnego deficytu psychomotorycznego.

W celu ewaluacji potencjalnego dziatania leczniczego dla metod: ocena makroskopowa jelita gru-
bego wraz ze szczegdlnym uwzglednieniem morfologii stolca oraz oznaczenia aktywnosci MPO
w tkance, zastosowano parametry okreslone odpowiednio jako: catosciowa ocene makroskopowa jelita
grubego, w tym parametr ,stool score” oraz liczba jednostek MPO w badanej tkance.

Wyniki

U zwierzat z wywotanym stanem zapalnym ocena makroskopowa statystycznie znaczaco réznita
sie od oceny przeprowadzonej u zwierzat kontrolnych (13,13 + 0,42 versus 0,67 + 0,49, p < 0,001).
Podanie ekstraktu z kawowe;j tuski srebrzystej obnizyto ocene makroskopowa (11,00 + 0,61, p < 0,05)
(Fig. 3). Roznica ta byta istotna statystycznie.

Poziom aktywno$ci MPO osiagnat wyzsza warto$¢ u zwierzat z wywotanym stanem zapalnym niz
u zwierzat kontrolnych (9,70 + 3,54 vs. 3,65 + 1,10). Podanie ekstraktu z kawowej tuski srebrzystej
obnizyto poziom aktywnosci MPO (3,45 £ 0,61) (Fig. 4).

Whnioski

Podanie ekstraktu z kawowej tuski srebrzystej ztagodzito stan zapalny w mysim modelu zapalenia
jelita grubego wywotanego przez DSS.

Pozyskane ekstrakty moga znalez¢ zastosowanie w przemysle farmaceutycznym w produkcji le-
kéw i suplementdw diety oraz w przemysle spozywczym w produkcji Zzywnosci funkcjonalnej o ukierun-
kowanych wiasciwosciach prozdrowotnych.
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Zastrzezenia patentowe

1. Ekstrakt z kawowej tuski srebrzystej, zawierajacy co najmniej 4,5% wag. zwiazkéw polifeno-
lowych w przeliczeniu na kwas chlorogenowy, do zastosowania w profilaktyce i leczeniu cho-
réb zapalnych jelit.

2. Ekstrakt do zastosowania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze choroby zapaine jelit obej-
muja nieswoiste choroby zapalne jelit.

3. Ekstrakt do zastosowania wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze nieswoiste choroby zapalne
jelit obejmuja chorobe Les$niowskiego-Crohna oraz wrzodziejace zapalenie jelita grubego.

4. Ekstrakt do zastosowania wedtug jednego z powyzszych zastrzezen, znamienny tym, ze jest
stosowany doustnie dwa razy dziennie w dawce co najmniej 1 mg/kg masy ciata pacjenta.

5. Ekstrakt do zastosowania wedtug zastrz. 4, znamienny tym, ze pacjentami sg osoby ze zdia-
gnozowana nieswoista choroba zapalna jelit lub osoby z historia nieswoistej choroby zapalnej
jelit w rodzinie.
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