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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie glikozydu 6-eskuletyny (eskuliny) glikozydu wydzie-
lanego z kory kasztanowca zwyczajnego.

Kamica moczowa jest przewleklg chorobg charakteryzujgcg sie tworzeniem i obecnoscig
w ukfadzie moczowym nieorganicznych ztogoéw, powstatych ze sktadnikéw obecnych w prawidtowym
lub patologicznie zmienionym moczu. Wiekszos¢ kamieni moczowych stanowig kamienie nerkowe,
w sktad ktérego wchodza nieorganiczne sole gtéwnie wapniowe w postaci szczawianu wapnia.

W ciggu ostatnich kilkunastu lat ubiegtego stulecia nastgpit ogromny rozwdj inwazyjnych metod
leczenia kamicy drog moczowych. Obecnie u wiekszos$ci chorych stosuje sie metody inwazyjne takie
jak kruszenie kamieni falami uderzeniowymi (ESWL) oraz zabiegi endourologiczne (PCNL). Niedo-
godnoscig nowych metod sg jednak powiktania pooperacyjne oraz wysoki procent reemisji w ciggu
najblizszych 5 lat od chwili zabiegu.

W zwigzku z tym koniecznym stato sie znalezienie alternatywnej metody leczenia, szczegdlnie
interesujgce staly sie poszukiwania zwigzkéw chemicznych pochodzenia naturalnego o wiasciwo-
sciach przeciwkamicowych.

Surowce roslinne odgrywajg duzg role w profilaktyce choréb uktadu moczowego w tym kamicy
nerkowej. Prowadzone badania wskazujg, ze za hamowanie procesu tworzenia kamieni nerkowych
odpowiedzialne sg pochodne antrachinonowe, majace zdolno$¢ kompleksowania jonéw wapniowych,
dzieki obecnosci grup C=0 i OH.

Z publikacji Wai C.M., Wang S., Supercritical fluid extraction: metals as complexes, Journal of
Chromatography A, 1997, 785, 369—383 znany jest fakt, iz takze inne zwigzki zawierajgce grupe keto-
nowg oraz hydroksylowg posiadajg wtasciwosci kompleksujagce, szczegolnie w odniesieniu do metali
dwuwartosciowych i mogag znalez¢ potencjalne zastosowanie w leczeniu kamicy nerkowej. Przykta-
dem takim jest grupa zwigzkéw polifenolowych sklasyfikowana jako flawony, gdzie kompleksowanie
wapnia w glukozydzie -7-O- luteoliny jak i samej luteolinie zachodzi w pozycji 4 (CO) pierscienia
Ci5 (-OH) pierscienia A.

Z polskiego opisu patentowego nr PL 216222 B1 znany jest preparat roslinny, majgcy zdolnos¢
rozpuszczania i hamowania powstawania szczawianu wapnia, gtéwnego skfadnika kamieni nerko-
wych, ktéry zawiera jako substancje aktywng biologicznie frakcje alkoholowg ekstraktu z ziela dziu-
rawca zwyczajnego lub szyszek chmielu, wyekstrahowang kolejno roztworem NaOH w temperaturze
pokojowej, rozpuszczalnikiem niemieszajagcym sie z wodg i alkoholem alifatycznym o dtugosci tahcu-
cha C;-Cj. Sposdb otrzymywania preparatu roslinnego przeciwko kamicy nerkowej polega na tym, ze
Ziele dziurawca zwyczajnego lub szyszki chmielu poddaje sie ekstrakcji 0,1-1 M roztworem NaOH,
uzytych w stosunku wagowym 1:4-1:8, w czasie 6—24 h, w temperaturze pokojowej, a nastepnie eks-
trahuje sie rozpuszczalnikiem niemieszajacym sie z woda, reguluje sie pH do wartoéci 3—6 i powtdrnie
ekstrahuje sie rozpuszczalnikiem niemieszajgcym sie z wodg. Otrzymang warstwe wodng po odparo-
waniu wytrawia sie alkoholem alifatycznym o diugo$ci fancucha C;-Cs.

Réwniez w polskim opisie patentowym nr PL 215586 B1 ujawniono sposdb otrzymywania nie-
toksycznego i niemutagennego preparatu o zdolnosciach rozpuszczania i hamowania powstawania
kamieni nerkowych zawierajgcego aktywng biologicznie frakcje z korzenia marzanny barwierskie;.

Z chinskiego zgtoszenia patentowego nr CN101129394 znane jest zastosowanie eskuliny do
zapobiegania i/lub leczenia zaawansowanej glikacji produktéw kohcowych choroby sercowo-mézgo-
wej, choroby naczyniowej, szczegdlnie miazdzycy naczyn wiehcowych i tetnic, miazdzycy tetnic.

Wiekszos¢ obecnych na rynku preparatéw, stosowanych w terapii kamicy nerkowej, ma jedynie
dziatanie objawowe (przeciwzapalne, moczopedne) i nie likwiduje przyczyn schorzenia. W zwigzku
z powyzszym niezwykle istotnym jest poszukiwanie i pozyskiwanie z roslin zwigzkéw o charakterze
glikozydowych pochodnych hydroksyketondéw, w tym antrachinonéw, flawonoidéw i pochodnych cu-
krowych posiadajgcych zdolno$¢ do kompleksowania jondw wapnia, a co za tym idzie do rozpuszcza-
nia ztogéw wapniowych obecnych w uktadzie moczowym.

Nieoczekiwanie okazato sie, Zze glikozyd 6-eskuletyny wykazuje zdolno$¢é kompleksowania jo-
néw Ca’* oraz rozpuszczania szczawianu wapnia stanowigcego ok. 70% przypadkdéw nieorganicznych
ztogéw zalegajgcych w uktadzie moczowym.

Istotg rozwigzania jest zastosowanie glikozydu 6-eskuletyny lub jej farmaceutycznie dopusz-
czalnych soli do wytwarzania preparatu do leczenia oraz zapobiegania kamicy nerkowej.
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Zaletg wynikajgcg z zastosowania bedgcego przedmiotem wynalazku jest efektywnos¢ uzyska-
nego tatwo dostepnego preparatu o zdolnosci do kompleksowania jonéw ca” mogacego rozpuszczac
nieorganiczne ztogi wapniowe powstajgce w nerkach stanowigce 70% wszystkich przypadkow tego
schorzenia.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest blizej w przykfadach oraz na zatgczonych wykresach
i schemacie.

Przyktad 1.Badanie kompleksowania jondw Ca®* przez glikozyd 6-eskuletyny za pomoca
miareczkowania NMR

W celu przeprowadzenia miareczkowania NMR sporzadzono 5 M roztworu Ca(NOs), - 4 H,0O
(236,16 g/mol) poprzez odwazenie 1,1809 g soli wapnia i rozpuszczenie jej w 1 ml D,O. Natomiast
roztwor eskuliny przygotowywano w stezeniu 0,02 M (0,0037 g; 0,010 mmol/0,5 ml D,O + kropla
D,O/NaOD 3,7%). Roztwor eskuliny poddany zostat miareczkowaniu azotanem wapnia (Ca(NOs); - 4 H,0)
NMR na spektrometrze Bruker DRX 300 AVANCE. Eskulina byta miareczkowana solg wapniowa, co
2 ul, az do 10 pl (2 ul soli wapnia odpowiadato stechiometrycznemu punktowi réwnowaznikowego
miareczkowania).
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Wykresy przedstawiajgce zmiany przesunie¢ chemicznych protonéw eskuliny po dodaniu Ca(NOs), - 4 H,O: a) eskulina b) + 2 ul
Ca(NO3), - 4 H,0¢) + 4l d) + 6 ple) + 8 ul f) + 10 l

Glukozyd 6-eskuletyny wykazat silne dziatanie kompleksowania jonéw wapnia. Potwierdzajg to
zmiany w intensywnosci sygnatéw, zmiana multipletowosci protonéw oraz zanik niektorych sygnatow
protonowych w czesci cukrowej i glikonowej zwigzku w zakresie 5—8 ppm i powstawaniu nowych sy-
gnatéw od powstajgcego kompleksu.
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Widmo **C NMR glukozydu eskuletyny po dodaniu 10 pl Ca(NOs), - 4 H,0, pokazuje podwoje-
nie sygnatéw weglowych w poréwnaniu do zwigzku przed miareczkowaniem. Swiadczy to o obecnosci
w roztworze dwoéch form zwigzku bedgcych w réwnowadze chemicznej: nieskompleskowanego
i skompleksowanego glukozydu 6-eskuletyny.

Przyktad 2. Zdolno$¢ eskuliny do rozpuszczania szczawianu wapnia na modelu uktadu
nerkowego mierzona za pomocg absorpcyjnej spektroskopii atomowe;j

Nowe wiasciwosci glikozydu 6-eskuletyny potwierdzono na podstawie badania kinetyki roz-
puszczania szczawianu wapnia w aparaturze opisanej ponizej, ktéra jest modelowym uktadem imitu-
jacym ztogi w nerce i przeptyw roztworu zawierajgcego zwigzek rozpuszczajgcy te ztogi [Schemat].

Szczawian wapnia Pobér probek
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Schemat stanowiska pomiarowego

Sporzadzono nasycony rozwoér eskuliny o stezeniu 5 mg/ml w 0,01 M NaOH. Uktad wypetniono
roztworem glikozydu 6-eskuletyny (37 ml), umieszczono komore z krysztatami szczawianu wapnia (60 mg)
i uruchomiono przeptyw probki przez komore ze szczawianem z predkoscig 15 obrotow pompy/min.
Probki pobierano w punkcie poboru prébek przez 60 min w odstepach 10 minutowych, a nastepnie
przez okres 4 godzin w odstepach 20 minutowych. Stezenie jonéw ca”w poszczegolnych prébkach
oznaczono metodg absorpcyjnej spektroskopii atomowej. Pomiary zmian stezenia wapnia w czasie
przedstawiono na wykresie. Stwierdzono, ze po 30 min stezenie wykazuje wzrost od stanu poczatko-
wego (nasycony roztwdr szczawianu wapnia) od wartosci 2,2 mg/ml do wartosci 15,2 mg/ml.
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Wykres zmian stezenia wapnia rozpuszczonego pod wyplywem roztworu glikozydu 6- eskuletyny

Zastrzezenie patentowe

Zastosowanie glikozydu 6-eskuletyny lub jej farmaceutycznie dopuszczalnych soli do wytwa-
rzania preparatu do leczenia oraz zapobiegania kamicy nerkowej.
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