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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania frakcji saponinowych z zielonych czesci eu-
ropejskich odmian ostrokrzewu. Przedmiotem jest rowniez zastosowanie mieszaniny zwigzkow saponi-
nowych, wptywajgcych korzystnie na regulacje gospodarki cukrowej.

Liczne badania epidemiologiczne wskazujg, ze nadwaga i otyto$¢ sg waznymi czynnikami
wplywajgcymi na gospodarke weglowodanowg i mogg przyczyniac sie do wystepowania ryzyka ze-
spotu metabolicznego, choréb sercowo-naczyniowych, nowotworéw, a nawet przedwczesnej
smierci [1]. Termin zespotu metabolicznego uzywany jest w szczegolnosci w odniesieniu do choréb
sercowo-naczyniowych (CVD - ang. cardiovascular diseases), niealkoholowego sttuszczania wa-
troby (NAFLD — ang. non-alcoholic fatty liver disease) oraz cukrzycy typu 2 (T2D — type 2 diabetes)
[2]. Na przyktadzie badah przeprowadzonych w ubiegtych dziesiecioleciach w USA dotyczgcych
napojow stodzonych cukrem (SSB — ang. sugar-sweetened beverages), stwierdzono istotny zwia-
zek miedzy spozyciem duzej zawartosci weglowodandéw prostych, a przyrostem masy ciata oraz
ryzkiem wystepowania cukrzycy czy choréb uktadu sercowo-naczyniowego [3,4]. W kilku innych
badaniach na modelu zwierzecym, stwierdzono, ze niezaleznie od wystepowania otytosci u szczu-
réw, duza zawartos$¢ szybko wchianianych cukréw takich jak glukoza czy fruktoza moze prowadzié
do wystepowania choréb metabolicznych, niezaleznie od bilansu energetycznego spozywanych
sktadnikoéw diety [5]. Cukrzyca lub hiperglikemia to choroby powszechnie wystepujgce na swiecie.
Cukrzyca wraz z niekontrolowang hiperglikemig moze prowadzi¢ do choréb uktadu sercowo-naczy-
niowego, stanéw zapalnych, insulinoopornosci, retinopatii, nefropatii czy neuropatii [6,7]. Za stany
chorobowe zwigzane z zaburzeniem gospodarki weglowodanowej uwaza sie wystepowanie tzw.
zaburzen przedcukrzycowych takich jak zmniejszone wydzielanie insuliny z komorek beta-trzustki,
zwiekszone wydzielanie glukagonu oraz wchtaniania zwrotnego glukozy przez nerki czy obnizone
dziatanie inkretyn w jelicie cienkim i uposledzenie wychwytu glukozy w tkankach obwodowych.
Obecnie dostepne terapie hipoglikemizujgce ukierunkowane sg na jeden lub wiecej z wymienionych
czynnikow ryzyka wystgpienia cukrzycy oraz hiperglikemii [8]. W badaniach na modelu szczurzym
wykazano, jak spozycie cukru moduluje kontrole apetytu poprzez r6zne mechanizmy dziatania na
metabolizm organizmu. Na przykfadzie glukozy jako gitdéwnego wskaznika zapotrzebowania ener-
getycznego wykazano modulacje kluczowych pétproduktow metabolizmu powstajgcych w podwzgo-
rzowej kaskadzie sygnalizacyjnej (tj. Kinaza biatkowa aktywowana AMP i malonylo-CoA), ktére od-
powiedzialne sg za regulacje gtodu i wydatku energetycznego u szczuréw karmionych dietg wyso-
kocukrowg. W tym przypadku spozycie diety wysokocukrowej prowadzi do podwyzszenia poziomu
glukozy, a w konsekwencji nadprodukcji malonylo-CoA, ktéry z kolei oddziatuje na sygnalizacje
uktadu neuropeptyddéw anorektyczno-oreksogennych, hamujgc zapotrzebowanie na energie [9].
W badaniach [5] stwierdzono, ze cukier oprocz indukcji samej patogenezy otytoci, moze wptywac
na zmiany w metabolizmie niezaleznie od bilansu energetycznego podawanej diety, a takze me-
chanizméw adaptacyjnych szczuréw polegajgcych na przyro$cie tkanki ttuszczowej w celu zacho-
wania homeostazy catego organizmu. Whnioski te zostaty oparte o obserwacje podwyzszonego po-
ziomu trojgliceryddw i frakcji lipoprotein o matej gestosci w osoczu krwi, a takze wzrostu funkcji
wydzielniczych komaérek p-trzustki i akumulacje lipidow w watrobie szczuréw karmionych dietg wy-
sokocukrowg [5]. Metabolizm glukozy w watrobie regulowany jest przez produkcje insuliny oraz
zapotrzebowanie energetyczne organizmu, co zapewnia transport glukozy bezposrednio przez zyte
wrotng do krgzenia ogdlnoustrojowego z pominieciem watroby [10], natomiast metabolizm fruktozy
jest zgota inny. Krétkoterminowe badania eksperymentalne sugerujg, ze fruktoza, ktéra jest sktad-
nikiem zaréwno sacharozy, jak i wysokofruktozowego syropu kukurydzianego dodawanego w du-
zych ilosciach do zywnosci, moze wywieraé szczegdlnie niekorzystny wptyw na metabolizm weglo-
wodanowy w poréwnaniu z glukozg [11]. Poczatkowa fosforylacja fruktozy pobranej z pokarmu jest
w duzej mierze katalizowana przez fruktokinaze, ktéra nie jest regulowana przez zapotrzebowanie
energetyczne watroby. W konsekwencji nastepuje jej niekontrolowany wychwyt przez komaérki wa-
troby, gdzie znaczna jej ilo$¢ jest metabolizowana wtasnie tam, a tylko niewielki procent dociera do
krgzenia ogélnoustrojowego [12]. Akumulacja czgsteczek fruktozy w watrobie z kolei prowadzi do
zwiekszonej lipogenezy de novo (DNL — ang. De novo lipogenesis) [13]. Ten ztozony i silnie regu-
lowany szlak metaboliczny zwieksza podaz lipidéw poprzez zmozong synteze kwaséw tluszczo-
wych i zapobieganie ich utlenieniu [4,10]. PodwyZszony poziom lipidéw w watrobie sprzyja wydzie-
laniu lipoprotein o matej gestosci co skutkuje zwiekszeniem stezenia triglicerydéw, a takze moze
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sprzyjac¢ insulinoopornosci poprzez zwiekszenie rownoczesnie poziomu diacyloglicerolu (DAG),
ktéry aktywuje kinaze biatkowg C (PKC) i prowadzi do fosforylacji seryny w receptorze insulinowym
uposledzajgc tym samym jej dziatanie [14]. W badaniach Jean-Marc Schwarz [15] wykazano, ze
spadek DNL i wynikajgca z niego redukcja tluszczu w watrobie byty gtéwnym czynnikiem wptywa-
jacym na poprawe metabolizmu oraz kondycji uktadu sercowo-naczyniowego [15]. Celem terapii
farmakologicznych jest przede wszystkim obnizenie i doprowadzenie do unormowanego poziomu
glikemii w organizmie chorego i tym samym zapobiegniecie rozwojowi powiktan zwigzanych z cho-
robami metabolicznymi [16]. Na rynku istniejg rozne kategorie lekéw przeciwcukrzycowych przyj-
mowanych doustnie i wchtanianych przez przewdéd pokarmowy, takie jak inhibitory a-glukozydazy,
ktore spowalniajg wchtanianie glukozy poprzez opdznianie degradaciji polisacharydéw w przewo-
dzie pokarmowym, analogi insuliny, pochodne sulfonylomocznika, biguanidy, meglitynid, tiazolidyny
(TZD) czy inhibitory kotransportera sodowo-glukozowego (SGLT2) i dipeptydylopeptydazy-4 (DPP-
-4) [17]. Do popularnych preparatow hipoglikemicznych zaliczy¢é mozna $rodki zawierajgce substan-
cje czynng pramlintyd, ktéry moduluje trawienie w zotgdku, opdzniajgc tym samym wchtanianie glu-
kozy do krwiobiegu, substancje wigzgce kwasy zoéiciowe jak kolesewelam, ktéry obniza poziom
cholesterolu i modyfikuje uwalnianie peptydéw zotgdkowo-jelitowych [17-20]. Innym kierunkiem
walki z cukrzycg oraz chorobami metabolicznymi jest modyfikowana insulina ludzka. Modyfikacje
insuliny koncentrujg sie przede wszystkim na zmianach w farmakokinetyce, w celu przyspieszenia
albo wydtuzenia jej dziatania [21]. Niewatpliwe powaznym problemem podejscia farmakologicznego
oraz insulinoterapii sg skutki uboczne jakie towarzyszg diugotrwatemu przyjmowaniu lek 6w synte-
tycznych oraz wysoki koszt leczenia co sktania do opracowania alternatywnego podejscia w lecze-
niu cukrzycy i choréb zespotu metabolicznego opartych przede wszystkim o profilaktyke zapobie-
gania zburzen metabolicznych przez spozywanie zywnosci o udowodnionych wiasciwosciach proz-
drowotnych, a takze zmiane trybu zycia [16,17,22]. Innym podejsciem w walce z cukrzycg oraz
chorobami zespotu metabolicznego sg terapie oparte na ziotolecznictwie czy tzw. fitomedycynie.
Ziotolecznictwo nalezy do podgrupy uzupetniajgcych sie wzajemnie, alternatywnych terapii leczni-
czych — CAM (ang. complementary and alternative medicine) [8]. Rosliny lecznicze sg nadal stoso-
wane w dzisiejszych czasach i szacuje sie, ze okoto jedna czwarta lekéw na recepte na catym
Swiecie wytwarzana jest z surowcow zielarskich (WHO). Wielu chorych uwaza wcigz tego typu te-
rapie za bezpieczniejsze ze wzgledu na niezadowalajgce wyniki oraz koszty leczenia farmakolo-
gicznego, a takze skutki uboczne stosowania lekéw syntetycznych [23]. Wykorzystanie surowcow
ziotowych nie musi ogranicza¢ sie tylko do zastosowan dietetycznych, tradycyjne leki ziotowe moga
by¢ uzywane w potgczeniu z innymi konwencjonalnymi lekami alopatycznymi lub jako ich substytut
[24,25]. Do sporzadzania lekéw naturalnych wykorzystuje sie najczesciej czesci roslin leczniczych
takie jak kwiaty, owoce, nasiona, liscie, jagody, kora czy korzenie [26]. W kilku pracach badawczych
poswieconych fitochemii wybranych gatunkéw roslin leczniczych wykazano skutecznos¢ dziatania
konkretnych ziét w trakcie ré6znych stadiéw leczenia cukrzycy. Do roslin o udowodnionym dziataniu
hipotensyjnym czy hipoglikemicznym mozna wskaza¢ kurkumine, ktéra poprawia funkcjonowanie
komoérek beta-trzustki, cynamon, ktéry zostat zastosowany jako srodek obnizajgcy nadcisnienie tet-
nicze czy ekstrakt z lisci Aloe Vera zwiekszajgcy poziom insuliny w regenerowanych komarkach
beta-trzustki [27—32]. W ostatnich latach przeprowadzono réwniez kilka badah klinicznych z udzia-
tem ludzi, w ktérych wykazano, ze rosliny lecznicze takie jak chwast lukrecji (Scoparia dulcis), cy-
namonowiec wonny (Cinnamomum cassia), figowiec groniasty (Ficus racemosa) oraz nasiona
z portulaka pospolitego (Portulaca oleracea L.) mogg wptywaé w sposéb pozytywny na regulacje
metabolizmu weglowodanowego [28,31,32]. W pracy Graziela A. Klein [33] wykazano wptyw naparu
z yerba mate na obnizenie glukozy w osoczu u badanych ochotnikéw eksperymentu, a takze frakcje
lipidowag w surowicy krwi. Istnieje w literaturze patentowej kilka przyktadéw zastrzezonych kompo-
zycji ziét jako srodkéw pomagajgcych w profilaktyce i leczeniu otytosci oraz choréb zwigzanych
z zaburzeniem gospodarki weglowodanowej. Nalezy nadmieni¢, ze zgtoszenia patentowe odno-
szgce sie do zastosowania ziét w kontekscie leczenia zespotu metabolicznego, cukrzycy oraz nie-
alkoholowego sttuszczenia watroby, opierajgc sie gtdéwnie na specyficznych kompozycjach i mie-
szankach roslin leczniczych oraz ich ekstraktéw.

Amerykanski patent US005886029A ujawnia kombinacje sktadnikéw leczniczych takich jak
(-)epikatechina i kwas gymnemowy (bloker receptoréw smakowych) zapewniajgcych obnizenie ste-
zenia glukozy w surowicy krwi oraz regeneracje komarek trzustki, ktére nastepnie zaczynajg samo-
dzielnie wytwarza¢ insuline. Dodano réwniez ekstrakty pomocnicze z takich gatunkow roslin jak
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Cynamonowiec tamala (Cinnamomum tamala), czapetka kuminowa (Syzygium cumini), kozieradka
pospolita (Trigonellafoenum-graceum), miodla indyjska (Azadirachta indica), figowiec groniasty (Fi-
Cus racemosa).

Kolejny amerykanski patent US20050037094A1 ujawnia zastosowanie kompozycji zawiera-
jacej ekstrakty z korzenia szatwii miltorrhiza (Radix salviae miltorrhizae) i zen-szenia chinskiego
(Panax notoginseng) oraz dodatku borneolu, jako remedium w leczeniu choréb uktadu krgzeniowo-
naczyniowego spowodowanego miedzy innymi zaburzeniami zwigzanymi z zespotem metabolicz-
nym.

W patencie US20150190446A1 zawarto mieszanke ekstraktoéw pozyskanych z lisci r6znych
gatunkéw morwy (Morus), pokrzywy zwyczajnej (Urtica dioica) oraz z ekstraktow z Artemisia juda-
ica, ktore zostaty wykorzystane w leczeniu cukrzycy typu Il oraz choréb wspdfistniejgcych.

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
(zarowno pod wzgledem wielkosci upraw/wystepowania jak i zastosowania) jest gatunek paraguarien-
sis, znany pod nazwg mate, Yerba mate, chimarrao, caa mate. Napary lub maceraty z I. paraguariensis
sg bardzo popularne, jako substytut kawy lub herbaty [34]. Oprécz zawartosci pobudzajgcej kofeiny,
majg w swoim sktadzie dodatkowo szereg metabolitéw wtdérnych, wykazujgcych pozytywny efekt biolo-
giczny. Zaréwno sproszkowana roslina, ekstrakty oraz frakcje z niej pozyskane, sg obecne na rynku
jako suplementy diety lub jako zywnos$¢ funkcjonalna. Za najistotniejsze uwaza sie aktywnosci regulu-
jace poziom lipidéw, przeciwcukrzycowe oraz syndrom metaboliczny [35]. Znane sa rowniez doniesienia
literaturowe, w tym oparte na meta-analizach, w ktérych koreluje sie bardzo wysokie stezenia kwaséw
mono i di-kawoilochinowych z zaréwno prewencjg jak i fagodzeniem przebiegu choréb sercowo-naczy-
niowych [36]. Udowodniono réwniez, ze przyjmowanie naparu z |. paraguariensis zapobiega utlenieniu
lipoprotein o niskiej gestosci w osoczu. Jednoczes$nie powoduje efekt obnizenia poziomu cukru dla cu-
krzycy typu 1l [37].

Napoje oraz frakcje pozyskane z |. paraguariensis posiadajg udowodnione wtasciwosci hamujgce
przyrost nadmiernej masy ciata [38]. Obecnie mechanizm supresji apetytu powodowany podaza I. pa-
raguariensis, jest niejasny.

W Europie uprawia lub hoduje sie kilkadziesigt odmian, z czego najbardziej rozpowszechnione
sg gatunek aquifolium (kolczasty) i Mezerwy (meserveae) kultywaréw Alaska, Golden van Tol, Blue
Angel, Golden Girl i Blue Boy. Ich szczegdtowy sktad chemiczny jak i aktywnosci biologiczne nie sg
dotychczas przebadane. Nieoczekiwanie okazato sie, Zze frakcje saponinowe wyodrebnione z europej-
skich odmian ostrokrzewu, posiadajg wtasciwosci pozytywnie wptywajgce na gospodarke cukrowg or-
ganizmu.

Istotg wynalazku jest sposéb otrzymywania frakcji saponinowych, otrzymywanych z zielonych
czesci roslin ostrokrzewu, charakteryzujgcy sie tym, ze wysuszone, sproszkowane liscie europejskich
odmian ostrokrzewu takich jak llex aquifolium albo llex mesereveae, ktére zawierajg na 100 g suchej
masy co najmniej 0,177 g kudinosidu N; co najmniej 0,163 g matesaponiny 3; co najmniej 0,232 ¢
latifolosidu L, co najmniej 0,235 g ilexoside XV, dwukrotnie maceruje sie co najmniej 12 godzin rozpusz-
czalnikiem polarnym jakim jest metanol. Tak przygotowane ekstrakty tgczy sie, filtruje, i wytrgca sub-
stancje balastowe (gtéwnie zwigzki fenolowe) solg octanu ofowiu (II) w rozpuszczalniku polarnym jakim
jest metanol w celu doczyszczenia frakcji wiasciwej. Kolejno wycigg odwirowuje sie, a mozliwe pozo-
statosci jonow ofowiu wytrgca sie za pomocg roztworu kwasu nieorganicznego, jakim jest kwas siarkowy
(VI). Wyciag ponownie odwirowuje sie, oddziela od osadu i zobojetnia. Kolejno supernatant rozciencza
sie i ekstrahuje za pomoca kolumny ekstrakcyjnej, po czym frakcje saponinowg wymywa sie z kolumny
ekstrakcyjnej rozpuszczalnikiem polarnym jakim jest metanol, nastepnie zateza sie jg na wyparce proz-
niowej i poddaje procesowi liofilizacji, w wyniku czego uzyskuje sie sproszkowang frakcje bedaca mie-
szaning bogatg w saponiny.

Korzystnie jest, gdy wysuszone, sproszkowane liscie europejskich odmian ostrokrzewu zawierajg
na 100 g suchej masy: kudinosid N od 0,177 do 0,41 g, matesaponina 3 od 0,163 do 0,395 g, latifolosidu
L od 0,232 do 0,457 g, ilexosid XV od 0,235 do 0,555 g.

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

Korzystnie takze jest, gdy do otrzymywania mieszaniny uzywa sie gatunku llex aquifolium od-
miany Golden van Tol.
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Korzystnie rowniez jest, gdy do otrzymywania mieszaniny uzywa sie gatunku llex aquifolium od-
miany Ferox Argentea.

Korzystnie takze jest, gdy do otrzymywania mieszaniny uzywa sie gatunku llex meserveae od-
miany Blue Angel.

Korzystnie rowniez jest, gdy do otrzymywania mieszaniny uzywa sie gatunku llex meserveae od-
miany Golden Girl.

Korzystnie takze jest, gdy do maceracji uzywa sie 70% roztwor metanolu.

Korzystnie rowniez jest, gdy do wytrgcenia substancji balastowych uzywa sie 30 g soli octanu
otowiu (II) w 70% metanolu.

Korzystnie takze jest, gdy do ekstrakcji frakcji saponinowej uzywa sie kolumny ekstrakcyjnej ze
ztozem odwréconym SPE, J.T. Baker.

Korzystnie réwniez jest, gdy do wymywania frakcji saponinowej uzywa sie 100% metanolu.

Istotg wynalazku jest rowniez mieszanina zwigzkéw saponinowych otrzymana sposobem beda-
cym istotg wynalazku do zastosowania w leczeniu i profilaktyce choréb, takich jak hipercholesterolemia,
hiperlipidemia mieszana i inne hiperlipidemie.

Istotg wynalazku jest rowniez mieszanina zwigzkéw saponinowych otrzymana sposobem bedg-
cym istotg wynalazku do zastosowania w leczeniu i profilaktyce choréb, takich jak cukrzyca insulinoza-
lezna, cukrzyca insulinoniezalezna oraz cukrzyca zwigzana z niedozywieniem.

Zaletg wynalazku jest mozliwos¢ tatwej izolacji bioaktywnego materiatu z dostepnych lokalnie
roslin, jak réwniez jego catoroczna dostepnosé, niezalezna od pory roku.

Stosujgc sposéb wedtug wynalazku z 60 g suchej masy roslinnej otrzymuje sie ponad 1,5 g frakcji
saponinowej (2,5%), o aktywnosci regulujgcej gospodarke cukrowa.

Przedmiot wynalazku zostat blizej opisany w przyktadach wykonania, ktére nie ograniczajg za-
kresu ochrony.

Przyktad 1. Liscie llex aquifolium (bezodmianowa), natychmiast po zbiorze zamrozono i pod-
dano liofilizacji, po czym sproszkowano, tak przygotowanych lisci I. meserveae (60 g) ekstrahowano
dwukrotnie, w temperaturze pokojowej, za pomocg 600 ml 70% metanolu. Nastepnie ekstrakty pota-
czono, przefiltrowano, i dodano roztworu 30 g octanu ofowiu (lI) w 70% metanolu w celu wytrgcenia
substancji balastowych (gléwnie zwigzkow fenolowych). Wycigg odwirowano. Mozliwe pozostatosci jo-
néw otowiu wytrgcono za pomocg rozcienczonego roztworu kwasu siarkowego (VI), wycigg ponownie
odwirowano, oddzielono od osadu i zobojetniono. Supernatant rozciericzono i ekstrahowano za pomocg
kolumny ekstrakcyjnej ze ztozem odwréconym (SPE, J. T. Baker). Frakcja saponinowa zostata wymyta
z kolumny ekstrakcyjnej minimalng iloscig czystego metanolu, nastepnie zostata zatezona na wyparce
prézniowej i ostatecznie zliofilizowana. Uzyskano 1.5 g sproszkowanej frakcji wzbogaconej w saponiny,
co odpowiadato 2.5% wyj$ciowej suchej masy lisci.

Warunki pomiaru:

Analize wykonano na chromatografie UHPLC Ultimate 3000 (Thermo Fisher Sci) potgczonej
z detektorem ESI-qTOF. Rozdziaty uzyskano na Kinetex C-18 (150 x 2,1 mm, 2,6 um; Phenomenex)
przy przeptywie 0,3 mL/min oraz temperaturze kolumny 30°C. Elucje warunkowaty dwa rozpuszczalniki:
woda (A) oraz acetonitryl (B) z 0,1% dodatkiem kwasu mréwkowego. Gradient elucji przedstawiat sie
nastepujgco: 0—1 min. (2—30% B), 1—31 min. (30—60% B), 31—31,5 min. (60—100% B), 31,5—35,5
min. (100% B). Ekstrakty rozcienczano mieszaning woda/acetonitryl (1:1) do uzyskania koricowych ste-
zeh 0,02 mg/mL. Objetos¢ iniekcji wynosita 5 ul. Detektor pracowat w trybie ujemnym. Gtéwne parame-
try instrumentalne przedstawiaty sie nastepujgco: zakres skanowania 50—2220 m/z, ci$nienie nebulizera
1,5 bara, przeptywa azotu 7,0 L/min, napiecie kapilary 2,2 kV, energia kolizji 10 eV vs. 30 eV. Analize
otrzymanych widm masowych przeprowadzono przy uzyciu Data Analysis (Bruker Daltonics). Ze
wzgledu na fakt, ze do tej pory brak jest szczegdtowych publikacji opisujgcych sktad saponin I. aquifo-
lium lub meservae, ich analizy dokonano na podstawie poréwnania z dobrze opisanymi saponinami .
paraguariensis.
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Tabela 1. UHPLC-ESI-MS saponin llex aquifolium bezodmianowa.

llex aquifolium
numer zZwigzku zmierzopa WZOr bezodmianovaa
Nr przypisany w pracy [M-H] sumaryczny Rt Udziat
[31] [m/z] - procentowy
[min] (%]
1 kudinoside N (SA) 1235.61 CsoHgsO27 6.78 16.4
2. matesaponin 3 (UA) 1073.56 Cs3HgsOs22 7.40 15.8
3. latifoloside L (PA) 1073.56 Cs3HesO22 8.06 22.3
5 ilexoside XV (SA) 927.50 Ca7H76018 8.26 22.2
9. matesaponin 4 {UA) 1219.61 C59H96025 9.11 3.1
9a. matesaponin 2 (UA) 1219.61 CarH7047 9.21 7.1
13. matesaponin 1 (UA) 1057.56 Cs3Hss021 10.82 10.7
16. ilekudinoside A 1057.56 Ca7H7018 9.45 2.4

Tabela 2. Identyfikacja gtdwnych saponin llex aquifolium bezodmianowa.

Zwigzek chemiczny

Interpretacja fragmentacji MS/MS

nazwa

1

911 [M—(Hex+Hex)-H]-
765 [M—(Hex+Hex)—dxHex—H]~

Rt=6,8min; -
o, MHI- - 12356081, | 7 uMCERTIR I | kudnoside N (sa
biad 0.5 ppm: [M—(Hex+Hex)-Hex—18-H] udinoside N (SA)
o N 603 [M—(Hex+Hex)—Hex—dxHex—H]"
wzdr sumaryczny: M—tHox s Hox)—Hex—
CroHosOsr 471 [M—(Hex+Hex)-Hex
(dxHex+Pen)—H]-
2
Rt=7,4min; 749 [M—(Hex+Hex)-H]-
obl, [M—H]- = 1073,5538, 731 [M—(Hex+Hex)-18-H]-
btad -0,1 ppm; 453 [M—(Hex+Hex+18)— matesaponin 3 (UA)
wzOr sumaryczny: (dxHex+Pen)-H]-
Cs3HesOg22
3 911 [M-Hex-H]-

Rt=8,0min/8,1min
obl, [M—H]- = 1073,5538,

765 [M—Hex—dxHex—H]-
749 [M-Hex—Hex—H]~

latifoloside L (PA)

btad —0,3 ppm; 731 [M—Hex—Hex—18-H]
wzOr sumaryczny: 603 [M-Hex—{Hex+dxHex)-H]~
Cs3HesO022 471 [M=Hex—(Hex+dxHex)-Pen—-H]-
5
Rt=8,3min;
v N 765 [M—Hex-HJ~
obl, M-H] = 927,4959, 603 [M-Hex-Hex-H] ilexoside XV (SA)
btad 0,2 ppm; 471 [M—Hex—Hex-Pen—H]-
wzOr sumaryczny:
C47H76018
895 [M—(Hex-+Hex)—H]-
9i9a 749 [M—(Hex+Hex)—dxHex—H]~
Rt=9,1min; 733 [M=(Hex+Hex)-Hex-HT
obl, [M-H]- = 1219,6117, 715 [M~(Hex+Hex)—Hex—18-H]- matesaponin 4§ 2
btad -0,2 ppm; 587 [M—(Hex+Hex)—(Hex+dxHex)-H]- (UA)
wzOr sumaryczny: 569 [M—{Hex+Hex)-(Hex-+dxHex)— (UA)
CssHoeOz6 18-HI
455 [M—(Hex+Hex)—(Hex+dxHex)—
Pen—-H]-
13
RT=10,8min; -
obl, [M-H]" - 1057 5589, 733 [M-(Hex+Hex)-H]" .
. 587 [M—(Hex+Hex)—dxHex-H] matesaponin 1 (UA)
bad 0,1 ppm; 455 [M—(Hex+Hex)—dxHex-Pen—H[
wzOr sumaryczny:
CsaHesOz21
16 895 [M—Hex—H|-
RT=11,85min: 749 [M—Hex—dxHex—HJ‘
obl, [M-H" - 1057 5589 738 [M-Hex—Hex-H]
bt ’ . ' ’ 715 [M—Hex—Hex-18-H]" ilekudinoside A (OA)
ad 0,5 ppm; _
wzOr sumaryczny: 587M[E/|gHexa(He)ij+dl_>|<Hex}1—H]H .
CesHeeOs1 569 [ ex—(Hex+dxHex)—18-H]

455 [M-Hex—(Hex+dxHex)-Pen—-HJ-

Identyfikacja saponin oparta na 1) bazie danych o saponinach w rodzinie Aquifoliaceae, 2)
Sciezce fragmentacyjnej MS/MS. Aglikony (nazwy ang.): IG-B—ilexgenin B, OA—oleanolic
acid, PA—pomolic acid, SA—siaresinolic acid, UA—ursolic acid. Strata fragmentacyjna
jednostki cukru: dxHex—deoksyheksoza, Hex—heksoza, Hex(Ac)—acetyloheksoza, Pen—

pentoza.
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Przyktad 2. Liscie llex aquifolium Alaska, natychmiast po zbiorze zamrozono i poddano liofili-
zacji, po czym sproszkowano, tak przygotowanych lisci I. meserveae (60 g) ekstrahowano dwukrotnie,
w temperaturze pokojowej, za pomocg 600 ml 70% metanolu. Nastepnie ekstrakty potagczono, przefil-
trowano, i dodano roztworu 30 g octanu otowiu (II) w 70% metanolu w celu wytrgcenia substancji bala-
stowych (gtéwnie zwigzkéw fenolowych). Wyciag odwirowano. Mozliwe pozostatosci jonédw otowiu wy-
trgcono za pomocg rozcienczonego roztworu kwasu siarkowego (VI), wycigg ponownie odwirowano,
oddzielono od osadu i zobojetniono. Supernatant rozcienczono i ekstrahowano za pomocg kolumny
ekstrakcyjnej ze ztozem odwréconym (SPE, J. T. Baker). Frakcja saponinowa zostata wymyta z kolumny
ekstrakcyjnej minimalng iloscig czystego metanolu, nastepnie zostata zatezona na wyparce prézniowej
i ostatecznie zliofilizowana. Uzyskano 1.34 g sproszkowanej frakcji wzbogaconej w saponiny, co odpo-
wiadato 2.23% wyjsciowej suchej masy lisci.

Sktad frakcji przedstawiono w Tabeli 3 ponizej (wg metodyki opisanej w przyktadzie 1).

Tabela 3. UHPLC-ESI-MS saponin llex aquifolium Alaska.

llex aquifolium

numer zwiazku zmierzopa wzbr Alaska .
Nr przypisany w pracy [M-H] sumaryczny Rt Udziat
[31] [m/z] . . procentowy
[min] (%]

1 kudinoside N (SA) 1235.61 CssHgs027 6.78 16.1
2 matesaponin 3 (UA) 1073.56 Cs3HzeO22 7.40 14.9
3. latifoloside L (PA) 1073.56 Cs3Hg6022 8.06 22.4
5 ilexoside XV (SA) 927.50 Ca7H76018 8.26 216
9. matesaponin 4 (UA) 1219.61 CsoHoeOzs 9.11 2.8
9a. matesaponin 2 (UA) 1219.61 Ca7H76017 9.21 7.3
13. matesaponin 1 (UA)  1057.56 CsaHesO21  10.82 10.9
16. ilekudinoside A 1057.56 CarHz6018 9.45 4.0

Przyktad 3. Liscie llex aquifolium Ferox Argentea, natychmiast po zbiorze zamrozono i pod-
dano liofilizacji, po czym sproszkowano, tak przygotowanych lisci I. meserveae (60 g) ekstrahowano
dwukrotnie, w temperaturze pokojowej, za pomocg 600 ml 70% metanolu. Nastepnie ekstrakty pota-
czono, przefiltrowano, i dodano roztworu 30 g octanu otowiu (II) w 70% metanolu w celu wytrgcenia
substancji balastowych (gtéwnie zwigzkéw fenolowych). Wyciag odwirowano. Mozliwe pozostatosci jo-
néw otowiu wytrgcono za pomoca rozcienczonego roztworu kwasu siarkowego (VI), wycigg ponownie
odwirowano, oddzielono od osadu i zobojetniono. Supernatant rozcienczono i ekstrahowano za pomocg
kolumny ekstrakcyjnej ze ztozem odwréconym (SPE, J. T. Baker). Frakcja saponinowa zostata wymyta
z kolumny ekstrakcyjnej minimalng iloscig czystego metanolu, nastepnie zostata zatezona na wyparce
prézniowej i ostatecznie zliofilizowana. Uzyskano 1.12 g sproszkowanej frakcji wzbogaconej w sapo-
niny, co odpowiadato 1.86% wyjsciowej suchej masy lisci.

Skiad frakcji przedstawiono w Tabeli 4 ponizej (wg metodyki opisanej w przykfadzie 1).

Tabela 4. UHPLC-ESI-MS saponin llex aquifolium Ferox Argenta.

llex aquifolium
N numer zwigzku zTI\ifriz_'c]npa wzor Ferox Argznlte*a
r rzypisany w prac - zia
Preve [3}1’] pracy [miz ~ sumayezny - Rt entowy

[mln] [O/O]
1 kudinoside N (SA) 1235.61 CsoHosO27 6.78 15.8
2. matesaponin 3 (UA) 1073.56 Cs3HgsO22 7.40 13.2
3. latifoloside L (PA) 1073.56 Cs3Hss022 8.06 23.6
5 ilexoside XV (SA) 927.50 Ca7H76018 8.26 22.8
9. matesaponin 4 (UA)  1219.61 CsoHosO026 9.1 3.7
9a. matesaponin 2 (UA) 1219.61 Ca7H76017 9.21 7.6

13. matesaponin 1 (UA) 1057.56 Cs3sHgsO21 10.82 10.1
186. ilekudinoside A 1057.56 Ca/H#%O1s 9.45 3.2




8 PL 244952 B1

Przyktad 4. Liscie llex aquifolium Golden van Tol, natychmiast po zbiorze zamrozono i poddano
liofilizacji, po czym sproszkowano, tak przygotowanych lisci I. meserveae (60 g) ekstrahowano dwukrot-
nie, w temperaturze pokojowej, za pomocg 600 ml 70% metanolu. Nastepnie ekstrakty potgczono, prze-
filtrowano, i dodano roztworu 30 g octanu otowiu (lI) w 70% metanolu w celu wytrgcenia substancji
balastowych (gtéwnie zwigzkéw fenolowych). Wycigg odwirowano. Mozliwe pozostatosci jonéw ofowiu
wytrgcono za pomocg rozcienczonego roztworu kwasu siarkowego (VI), wycigg ponownie odwirowano,
oddzielono od osadu i zobojetniono. Supernatant rozcienczono i ekstrahowano za pomocag kolumny
ekstrakcyjnej ze ztozem odwréconym (SPE, J. T. Baker). Frakcja saponinowa zostata wymyta z kolumny
ekstrakcyjnej minimalng iloscig czystego metanolu, nastepnie zostata zatezona na wyparce prézniowej
i ostatecznie zliofilizowana. Uzyskano 1.23 g sproszkowanej frakcji wzbogaconej w saponiny, co odpo-
wiadato 2.05% wyjsciowej suchej masy lisci.

Sktad frakcji przedstawiono w Tabeli 5 ponizej (wg metodyki opisanej w przyktadzie 1).

Tabela 5. UHPLC-ESI-MS saponin llex aquifolium Golden van Tol.

llex aquifolium

numer zwigzku zmierzo_na WZor Golden van _Tol
Nr przypisany w pracy [M-H] sumaryczny Rt Udziat
[31] [m/z] .. procentowy
[min] (%]
1 kudinoside N (SA) 1235.61 CsoHosO27 6.78 16.9
2 matesaponin 3 (UA) 1073.56 Cs3HgsO22 7.40 15.6
3. latifoloside L (PA) 1073.56 Cs3HesOz2 8.06 22.1
5 ilexoside XV (SA) 927.50 Ca7H701e 8.26 224
9. matesaponin 4 (UA)  1219.61 CsoHosOzs 9.11 3.2
9a. matesaponin 2 (UA)  1219.61 CarH76017 9.21 71
13. matesaponin 1 (UA) 1057.56 Cs3HssO21 10.82 10.4
16. ilekudinoside A 1057.56 CarHz0Ons 9.45 2.3

Przyktad 5. Liscie llex meserveae Blue Angel, natychmiast po zbiorze zamrozono i poddano
liofilizacji, po czym sproszkowano, tak przygotowanych lisci I. meserveae (60 g) ekstrahowano dwukrot-
nie, w temperaturze pokojowej, za pomocg 600 ml 70% metanolu. Nastepnie ekstrakty potaczono, prze-
filtrowano, i dodano roztworu 30 g octanu otowiu (II) w 70% metanolu w celu wytrgcenia substancji
balastowych (gtéwnie zwigzkéw fenolowych). Wycigg odwirowano. Mozliwe pozostatosci jondw otowiu
wytrgcono za pomocg rozcienczonego roztworu kwasu siarkowego (VI), wycigg ponownie odwirowano,
oddzielono od osadu i zobojetniono. Supernatant rozciericzono i ekstrahowano za pomocg kolumny
ekstrakcyjnej ze ztozem odwréconym (SPE, J. T. Baker). Frakcja saponinowa zostata wymyta z kolumny
ekstrakcyjnej minimalng iloscig czystego metanolu, nastepnie zostata zatezona na wyparce prézniowej
i ostatecznie zliofilizowana. Uzyskano 1.03 g sproszkowanej frakcji wzbogaconej w saponiny, co odpo-
wiadato 1.71% wyjsciowej suchej masy lisci.

Sktad frakcji przedstawiono w Tabeli 6 ponizej (wg metodyki opisanej w przyktadzie 1).

Tabela 6. UHPLC-ESI-MS saponin llex aquifolium Blue Angel.

llex meserveae

numer zwiazku zmierzona WZOr Blue Angel
Nr przypisany w pracy [M-H] sumaryczny Rt Udziat
[31] [m/z] . 1 procentowy
[min) P

kudinoside N (SA) 1235.61 CssHosOz;  6.78 16.4

1

2. matesaponin 3 (UA) 1073.56 CssHgsO22  7.40 15.2
3. latifoloside L (PA) 1073.56 CssHssO22  8.06 23.3
5 ilexoside XV (SA) 927.50 Ca7H72018s  8.26 21.3
9. matesaponin 4 (UA) 1219.61 CsoHgsOz6  9.11 3.3
9a. matesaponin 2 (UA) 1219.61 CaHz07  9.21 7.2

13. matesaponin 1 (UA) 1057.56 CsaHgsO021  10.82 10.5
16. ilekudinoside A 1057.56 CaH7s01s 945 2.8
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Przyktad 6. Liscie llex meserveae Golden Girl, natychmiast po zbiorze zamrozono i poddano
liofilizacji, po czym sproszkowano, tak przygotowanych lisci I. meserveae (60 g) ekstrahowano dwukrot-
nie, w temperaturze pokojowej, za pomocg 600 ml 70% metanolu. Nastepnie ekstrakty potgczono, prze-
filtrowano, i dodano roztworu 30 g octanu otowiu (lI) w 70% metanolu w celu wytrgcenia substancji
balastowych (gtéwnie zwigzkéw fenolowych). Wycigg odwirowano. Mozliwe pozostatosci jondw otowiu
wytrgcono za pomocg rozcienczonego roztworu kwasu siarkowego (VI), wycigg ponownie odwirowano,
oddzielono od osadu i zobojetniono. Supernatant rozcienczono i ekstrahowano za pomocg kolumny
ekstrakcyjnej ze ztozem odwréconym (SPE, J. T. Baker). Frakcja saponinowa zostata wymyta z kolumny
ekstrakcyjnej minimalng iloscig czystego metanolu, nastepnie zostata zatezona na wyparce prézniowej
i ostatecznie zliofilizowana. Uzyskano 1.15 g sproszkowanej frakcji wzbogaconej w saponiny, co odpo-
wiadato 1.91% wyjsciowej suchej masy lisci.

Sktad frakcji przedstawiono w Tabeli 7 ponizej (wg metodyki opisanej w przyktadzie 1).

Tabela 7. UHPLC-ESI-MS saponin llex aquifolium Golden Girl.

llex meserveae

. rnum:;nzwiazk:gc zThifr}z_lo]pa Wzor GolderllJ dGi_rI{

ZYPI W - Z1a
R T Ny sumaryezny Ry procentowy
[min]

[%]

1 kudinoside N (SA) 1235,61 CseHos027 6,78 16,6
2. matesaponin 3 (UA) 1073,56 CsaHss022 7,40 14,1
3. latifoloside L (PA) 1073,56 CsaHss022 8,06 22,9
5. ilexoside XV (SA) 927,50 Ca7H76018 8,26 21,6
9. matesaponin 4 (UA) 1219,61 CsoHosO26 9,11 29
9a. matesaponin 2 (UA) 1219,61 C47H76017 9,21 7.4
13. matesaponin 1 (UA) 1057,56 CsaHss021 10,82 10,3
16. ilekudinoside A 1057,56 Ca7H76018 9,45 4,2

Wyniki badan
Metodyka:
Badaniu poddane byly dwie grupy szczuréw rasy Zucker (nokautowanych), stanowigcej model
badawczy opornosci insulinowej, nietolerancji glukozy, syndromu metabolicznego i genetycznej otytoSci
oraz trzy grupy szczurdw rasy Wistar, po 12 osobnikoéw w kazdej grupie.
Szczury nokautowane rasy Zucker:
grupa kontrolna Z — skarmiane dietg kontrolng
grupa badana Z — skarmiane dietg wzbogacong o frakcje saponinowe
wyizolowane z I. aquifolium (bezodmianowa), w dawce 10 mg/kg masy ciata

Szczury rasy Wistar:
grupa kontrolna | — referencyjna — przyjmowata normalng diete,
grupa kontrolna Il — skarmiana byla wysokocholesterolowg dietg o podwyzszonej podazy
cholesterolu w ilosci 20 g/100 g karmy,
grupa badana — przyjmujgca preparat saponinowy wyizolowany z I. aquifolium (bezod-
mianowa), 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 8 tyg. Parametry biochemiczne krwi wykonano zgodnie z zaleceniami
IFCC. W dniu zakohczenia badan zwierzeta poddano eutanazji. W badaniach histopatologicznych post
mortem wykazano duzy wzrost zawartosci glikogenu w hepatocytach w diecie wysokottuszczowej dla
szczuréw rasy Wistar. Podaz frakcji saponinowej w diecie szczuréw skarmianych dietg obnizat w sposéb
widoczny poziom glikogenu zgromadzonego w watrobie. Dieta wysokottuszczowa wywotata spadek za-
wartosci komaorek kubkowych w nabtonku jelita biodrowego. Jest to typowa dla tego typu diety zmiana
degeneracyjna. W grupie badanej szczuréw rasy Wistar przyjmujgcej preparat saponinowy stwierdzono
histopatologicznie istotnie mniejsze zmiany degeneracyjne komérek kubkowych. W badaniach parame-
trow biochemicznych krwi u szczuréw nokautowanych rasy Zucker stwierdzono spadek stezenia glu-
kozy (0 18%) jak réwniez stezenia insuliny (0 32%). Dla szczuréw rasy Wistar réwniez zaobserwowano
istotny spadek stezenia glukozy (o0 29%) jak i stezenia insuliny (o 19%). Wyniki te moga $wiadczy¢
0 zmniejszonej insulinoopornosci.



10

PL 244952 B1

Tabela 8. Wybrane parametry krwi badanych grup dla szczuréw modyfikowanych rasy Zucker.

Glukoza (mmol/L)

Insulina {pg/mL)

Grupa kontrolna Z

6,95

4495

Grupa badana Z

5,39

3066

Tabela 9. Wybrane parametry krwi badanych grup dla szczuréw rasy Wistar.

Glukoza (mmol/L) Insulina (pg/mL)
Grupa kontrolna | 4,01 51
Grupa kontralna Il 8,61 98
Grupa badana 6,11 79
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Zastrzezenia patentowe

1. Sposoéb otrzymywania frakcji saponinowych, otrzymywanych z zielonych czesci roslin ostro-

krzewu, znamienny tym, ze wysuszone, sproszkowane liscie europejskich odmian ostro-
krzewu takich jak llex aquifolium albo llex mesereveae, ktére zawierajg na 100 g suchej masy
co najmniej 0,177 g kudinosidu N; co najmniej 0,163 g matesaponiny 3; co najmniej 0,232 g
latifolosidu L, co najmniej 0,235 g ilexoside XV dwukrotnie maceruje sie co najmniej 12 godz.
rozpuszczalnikiem polarnym, jakim jest metanol, nastepnie tak przygotowane ekstrakty tgczy
sie, filtruje, i wytrgca substancje balastowe, gtéwnie zwigzki fenolowe, solg octanu otowiu (II)
w rozpuszczalniku polarnym jakim jest metanol, w celu doczyszczenia frakcji wiasciwej, po
czym wycigg odwirowuje sie, a mozliwe pozostatosci jondw ofowiu wytrgca sie za pomocg
roztworu kwasu nieorganicznego, jakim jest kwas siarkowy (VI), wycigg ponownie odwirowuje
sie, oddziela od osadu i zobojetnia, kolejno supernatant rozciehcza sie i ekstrahuje za pomocag
kolumny ekstrakcyjnej, po czym frakcje saponinowg wymywa sie z kolumny ekstrakcyjnej roz-
puszczalnikiem polarnym jakim jest metanol, nastepnie zateza sie jg na wyparce prézniowej
i poddaje procesowi liofilizacji, w wyniku czego uzyskuje sie sproszkowang frakcje bedaca
mieszaning bogatg w saponiny.

. Sposoéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze wysuszone, sproszkowane liscie europejskich

odmian ostrokrzewu zawierajg na 100 g suchej masy: kudinosid N od 0,177 do 0,41 g, mate-
saponina 3 od 0,163 do 0,395 g, latifolosidu L od 0,232 do 0,457 g, ilexosid XV od 0,235 do
0,555 g.

. Sposoéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze do otrzymywania uzywa sie gatunku llex aqui-

folium odmiany Alaska.

. Sposoéb otrzymywania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze do otrzymywania uzywa sie ga-

tunku llex aquifolium odmiany Golden van Tol.

. Sposéb otrzymywania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze do otrzymywania uzywa sie ga-

tunku llex aquifolium odmiany Ferox Argentea.

. Sposoéb otrzymywania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze do otrzymywania uzywa sie ga-

tunku llex meserveae odmiany Blue Angel.

. Sposoéb otrzymywania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze do otrzymywania uzywa sie ga-

tunku llex meserveae odmiany Golden Girl.
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. Sposoéb otrzymywania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze do maceracji uzywa sie 70%

roztwor metanolu.

Sposoéb otrzymywania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze do wytrgcenia substancji bala-
stowych uzywa sie 30 g soli octanu ofowiu (Il) w 70% metanolu.

Sposoéb otrzymywania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze do ekstrakcji frakcji saponinowej
uzywa sie kolumny ekstrakcyjnej ze ztozem odwréconym SPE, J.T. Baker.

Sposoéb otrzymywania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze do wymywania frakcji saponino-
wej uzywa sie 100% metanolu.

Mieszanina zwigzkow saponinowych otrzymana sposobem wedtug zastrzezenia 1 do zasto-
sowania w leczeniu i profilaktyce choréb, takich jak cukrzyca insulinozalezna, cukrzyca insuli-
noniezalezna oraz cukrzyca zwigzana z niedozywieniem.
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