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Opis wynalazku

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

Liczne badania epidemiologiczne wskazuja, ze nadwaga i otytlo$¢ sg waznymi czynnikami wpty-
wajgcymi na gospodarke weglowodanowg i mogg przyczynia¢ sie do wystepowania ryzyka zespotu
metabolicznego, choréb sercowo-naczyniowych, nowotworéw, a nawet przedwczesnej $mierci [1]. Ter-
min zespotu metabolicznego uzywany jest w szczegolnosci w odniesieniu do choréb sercowo-naczy-
niowych (CVD - ang. cardiovascular diseases), niealkoholowego sttuszczania watroby (NAFLD — ang.
non-alcoholic fatty liver disease) oraz cukrzycy typu 2 (T2D —type 2 diabetes) [2]. Na przyktadzie badan
przeprowadzonych w ubiegtych dziesiecioleciach w USA dotyczgcych napojéw stodzonych cukrem
(SSB - ang. sugar-sweetened beverages), stwierdzono istotny zwigzek miedzy spozyciem duzej za-
wartosci weglowodandw prostych, a przyrostem masy ciata oraz ryzkiem wystepowania cukrzycy czy
choréb uktadu sercowo-naczyniowego [3,4]. W kilku innych badaniach na modelu zwierzecym, stwier-
dzono, ze niezaleznie od wystepowania otyto$ci u szczuréw, duza zawartos¢ szybko wchtanianych cu-
krow takich jak glukoza czy fruktoza moze prowadzi¢ do wystepowania choréb metabolicznych, nieza-
leznie od bilansu energetycznego spozywanych sktadnikow diety [5].

Cukrzyca lub hiperglikemia to choroby powszechnie wystepujgce na $wiecie. Cukrzyca wraz
z niekontrolowang hiperglikemig moze prowadzi¢ do chordb uktadu sercowo-naczyniowego, standw za-
palnych, insulinoopornosci, retinopatii, nefropatii czy neuropatii [6,7]. Za stany chorobowe zwigzane
z zaburzeniem gospodarki weglowodanowej uwaza sie wystepowanie tzw. zaburzen przedcukrzyco-
wych takich jak zmniejszone wydzielanie insuliny z komoérek beta-trzustki, zwiekszone wydzielanie glu-
kagonu oraz wchtaniania zwrotnego glukozy przez nerki czy obnizone dziatanie inkretyn w jelicie cien-
kim i uposledzenie wychwytu glukozy w tkankach obwodowych. Obecnie dostepne terapie hipoglikemi-
zujgce ukierunkowane sg na jeden lub wiecej z wymienionych czynnikdw ryzyka wystgpienia cukrzycy
oraz hiperglikemii [8].

W badaniach na modelu szczurzym wykazano, jak spozycie cukru moduluje kontrole apetytu
poprzez rozne mechanizmy dziatania na metabolizm organizmu. Na przyktadzie glukozy jako gtow-
nego wskaznika zapotrzebowania energetycznego wykazano modulacje kluczowych potproduktéw
metabolizmu powstajgcych w podwzgdorzowej kaskadzie sygnalizacyjnej (tj. Kinaza biatkowa akty-
wowana AMP i malonylo-CoA), ktére odpowiedzialne sg za regulacje gtodu i wydatku energetycz-
nego u szczurow karmionych dietg wysokocukrowg. W tym przypadku spozycie diety wysokocukro-
wej prowadzi do podwyzszenia poziomu glukozy, a w konsekwencji nadprodukcji malonylo-CoA,
ktéry z kolei oddziatuje na sygnalizacje uktadu neuropeptydéw anorektyczno-oreksogennych, ha-
mujac zapotrzebowanie na energie [9]. W badaniach [5] stwierdzono, Ze cukier oprdcz indukcji sa-
mej patogenezy otytosci, moze wptywac na zmiany w metabolizmie niezaleznie od bilansu energe-
tycznego podawanej diety, a takze mechanizméw adaptacyjnych szczuréw polegajgcych na przy-
roscie tkanki tluszczowej w celu zachowania homeostazy catego organizmu. Wnioski te zostaty
oparte o obserwacje podwyzszonego poziomu tréjgliceryddw i frakcji lipoprotein o matej gestosci
w osoczu krwi, a takze wzrostu funkcji wydzielniczych komoérek B-trzustki i akumulacje lipidow w
watrobie szczuréw karmionych dietg wysokocukrowg [5].

Metabolizm glukozy w watrobie regulowany jest przez produkcje insuliny oraz zapotrzebowa-
nie energetyczne organizmu, co zapewnia transport glukozy bezposrednio przez zyte wrotng do
krgzenia ogdlnoustrojowego z pominieciem watroby [10], natomiast metabolizm fruktozy jest zgota
inny. Krotkoterminowe badania eksperymentalne sugeruja, ze fruktoza, ktéra jest sktadnikiem za-
rowno sacharozy, jak i wysokofruktozowego syropu kukurydzianego dodawanego w duzych ilo-
Sciach do zywnos$ci, moze wywiera¢ szczegdlnie niekorzystny wptyw na metabolizm weglowoda-
nowy w poréwnaniu z glukozg [11]. Poczatkowa fosforylacja fruktozy pobranej z pokarmu jest
w duzej mierze katalizowana przez fruktokinaze, ktéra nie jest requlowana przez zapotrzebowanie
energetyczne watroby. W konsekwencji nastepuje jej niekontrolowany wychwyt przez komaérki wag-
troby, gdzie znaczna jej ilo$¢ 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-
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wych i zapobieganie ich utlenieniu [4,10]. Podwyzszony poziom lipiddow w watrobie sprzyja wydzie-
laniu lipoprotein o matej gestosci co skutkuje zwiekszeniem stezenia triglicerydéw, a takze moze
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 ttuszczu w watrobie byty gtdbwnym czynnikiem wptywa-
jacym na poprawe metabolizmu oraz kondycji uktadu sercowo-naczyniowego [15].

Celem terapii farmakologicznych jest przede wszystkim obnizenie i doprowadzenie do unor-
mowanego poziomu glikemii w organizmie chorego i tym samym zapobiegniecie rozwojowi powiktan
zwigzanych z chorobami metabolicznymi [16]. Na rynku istniejg rozne kategorie lekdéw przeciwcu-
krzycowych przyjmowanych doustnie i wchianianych przez przewéd pokarmowy, takie jak inhibitory
a-glukozydazy, ktére spowalniajg wchtanianie glukozy poprzez opdznianie degradaciji polisachary-
déw w przewodzie pokarmowym, analogi insuliny, pochodne sulfonylomocznika, biguanidy, megli-
tynid, tiazolidyny (TZD) czy inhibitory kotransportera sodowo-glukozowego (SGLT2) i dipeptydylo-
peptydazy-4 (DPP-4) [17]. Do popularnych preparatéw hipoglikemicznych zaliczy¢é mozna Srodki
zawierajgce substancje czynng pramlintyd, ktéry moduluje trawienie w zotgdku, opdzniajgc tym sa-
mym wchianianie glukozy do krwiobiegu, substancje wigzgce kwasy zétciowe jak kolesewelam,
ktéry obniza poziom cholesterolu i modyfikuje uwalnianie peptydow 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 podej-
$cia farmakologicznego oraz insulinoterapii sg skutki uboczne jakie towarzyszg diugotrwatemu
przyjmowaniu lekdw syntetycznych oraz wysoki koszt leczenia co sktania do opracowania alterna-
tywnego podejscia w leczeniu cukrzycy i choréb zespotu metabolicznego opartych przede wszyst-
kim o profilaktyke zapobiegania zburzeh metabolicznych przez spozywanie zywnos$ci o udowodnio-
nych wiasciwosciach prozdrowotnych, 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 leczniczych — CAM (ang. complementary and alternative medi-
cine) [8]. Rosliny lecznicze sg nadal stosowane w dzisiejszych czasach i szacuje sie, ze okoto jedna
czwarta lekdw na recepte na catym Swiecie wytwarzana jest z surowcoéw zielarskich (WHO). Wielu
chorych uwaza wcigz tego typu terapie za bezpieczniejsze ze wzgledu na niezadowalajgce wyniki
oraz koszty leczenia farmakologicznego, a takze skutki uboczne stosowania lekéw syntetycznych
[23]. Wykorzystanie surowcow ziotowych nie musi ogranicza¢ sie tylko do zastosowah dietetycz-
nych, tradycyjne leki ziotowe mogg by¢ uzywane w potgczeniu z innymi konwencjonalnymi lekami
alopatycznymi lub jako ich substytut [24,25]. Do sporzadzania lekéw naturalnych wykorzystuje sie
najczesciej czedci roslin leczniczych takie jak kwiaty, owoce, nasiona, liscie, jagody, kora czy ko-
rzenie [26]. W kilku pracach badawczych poswieconych fitochemii wybranych gatunkéw roslin lecz-
niczych wykazano skuteczno$¢ dziatania konkretnych ziét w trakcie réznych stadiéw leczenia cu-
krzycy. Do roslin o udowodnionym dziataniu hipotensyjnym czy hipoglikemicznym mozna wskazac¢
kurkumine, ktéra poprawia funkcjonowanie komadrek beta-trzustki, cynamon, ktéry zostat zastoso-
wany jako srodek obnizajgcy nadcisnienie tetnicze czy ekstrakt z lisci Aloe Vera zwiekszajgcy po-
ziom insuliny w regenerowanych komarkach beta-trzustki [27—32]. W ostatnich latach przeprowa-
dzono réwniez kilka badah klinicznych z udziatem ludzi, w ktérych wykazano, ze ro$liny lecznicze
takie jak chwast lukrecji (Scoparia dulcis), cynamonowiec wonny (Cinnamomum cassia), figowiec
groniasty (Ficus racemosa) oraz nasiona z portulaka pospolitego (Portulaca oleracea L.) moga
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 lipidowg w surowicy krwi.

Istnieje w literaturze patentowej kilka przyktadéw zastrzezonych kompozyciji zi6t jako srodkéw
pomagajgcych w profilaktyce i leczeniu otytosci oraz chordb zwigzanych z zaburzeniem gospodarki
weglowodanowej. Nalezy nadmienié, ze zgtoszenia patentowe odnoszgce sie do zastosowania zi6t
w kontekscie leczenia zespotu metabolicznego, cukrzycy oraz niealkoholowego sttuszczenia wa-
troby, opierajgc sie gtéwnie na specyficznych kompozycjach i mieszankach roslin leczniczych oraz
ich ekstraktow.



4 PL 244950 B1

Amerykanski patent US005886029A ujawnia kombinacje sktadnikow leczniczych takich jak (-)epi-
katechina i kwas gymnemowy (bloker receptoréw smakowych) zapewniajgcych obnizenie stezenia glu-
kozy w surowicy krwi oraz regeneracje komoérek trzustki, ktére nastepnie zaczynajg samodzielnie wy-
twarzaé insuline. Dodano réwniez ekstrakty pomocnicze z takich gatunkéw roslin jak Cynamonowiec
tamala (Cinnamomum tamala), czapetka kuminowa (Syzygium cumini), kozieradka pospolita (Trigonel-
lafoenum-graceum), miodla indyjska (Azadirachta indica), figowiec groniasty (Ficus racemosa).

Kolejny amerykanski patent US20050037094A1 ujawnia zastosowanie kompozycji zawierajgcej
ekstrakty z korzenia szatwii miltorrhiza (Radix salviae miltorrhizae) i zen-szenia chinskiego (Panax no-
toginseng) oraz dodatku borneolu, jako remedium w leczeniu choréb ukfadu krgzeniowo-naczyniowego
spowodowanego miedzy innymi zaburzeniami zwigzanymi z zespotem metabolicznym.

W patencie US20150190446A1 zawarto mieszanke ekstraktéw pozyskanych z lisci r6znych ga-
tunkéw morwy (Morus), pokrzywy zwyczajnej (Urtica dioica) oraz z ekstraktow z Artemisia judaica, ktére
zostaty wykorzystane w leczeniu cukrzycy typu Il oraz chordob wspétistniejgcych.

Takson llex (Aquifoliaceae) obejmuje kilkaset gatunkéw i podgatunkow (http://www.theplan-
tlist.org/tpl/search?g=ilex& csv=on dostep 30 marca 2020). Najbardziej rozpowszechniony posréd
nich (zaréwno pod wzgledem wielkosci upraw/wystepowania jak i zastosowania) jest gatunek para-
guariensis, znany pod nazwg mate, Yerba mate, chimarrdo, caa mate. Napary lub maceraty z |. pa-
raguariensis sg bardzo popularne, jako substytut kawy lub herbaty [34]. Oprécz zawarto$ci pobudza-
jacej kofeiny, majg w swoim sktadzie dodatkowo szereg metabolitow wtérnych, wykazujgcych pozy-
tywny efekt biologiczny. Zaréwno sproszkowana roslina, ekstrakty oraz frakcje z niej pozyskane, sg
obecne na rynku jako suplementy diety lub jako zywnos$¢ funkcjonalna. Za najistotniejsze uwaza sie
aktywnosci regulujgce poziom lipidéw, przeciwcukrzycowe oraz syndrom metaboliczny [35]. Znane
sg roéwniez 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 prze-
biegu choréb sercowo-naczyniowych [36]. Udowodniono réwniez, ze przyjmowanie naparu z |. para-
guariensis zapobiega utlenieniu lipoprotein o niskiej gestosci w osoczu. Jednoczes$nie powoduje efekt
obnizenia poziomu cukru dla cukrzycy typu Il [37].

Napoje oraz frakcje pozyskane z |. paraguariensis posiadajg udowodnione wtasciwosci hamu-
jace przyrost nadmiernej masy ciata [38]. Obecnie mechanizm supresji apetytu powodowany podazg
|. paraguariensis, jest niejasny.

W Europie uprawia lub hoduje sie kilkadziesigt odmian, z czego najbardziej rozpowszechnione
sg gatunek aquifolium (kolczasty) i Mezerwy (meserveae) kultywarow 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, ze frakcje terpenoidowe wyodrebnione z euro-
pejskich odmian ostrokrzewu, posiadajg wtasciwosci pozytywnie wptywajgce na gospodarke cukrowg
organizmu.

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 -amyryny, co najmniej 0,174 g a-amyryny; co najmniej 0,04 g lupeolu; co
najmniej 0,087 g (3B)-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 godzin rozpuszczalnikiem nie-
polarnym, takim jak dichlorometan, po czym rozpuszczalnik odparowuje sie i dodaje heksanu i oczysz-
cza sie, wstepnie ekstrahujgc trzykrotnie mieszaning woda : polarny rozpuszczalnik organiczny taki
jak metanol, nastepnie po wymyciu, frakcje organiczng odparowuje sie i poddaje oczyszczeniu na
kolumnie chromatograficznej, wymywajgc mieszaning rozpuszczalnikédw niepolarnego i polarnego,
takich jak heksan i eter dietylowy, w wyniku czego otrzymuje sie na pierwszej frakcji triacyloglicerole,
bedace odpadem oraz na kolejnych frakcjach triterpeny bedgce mieszaning zwigzkéw terpenoido-
wych.

Korzystnie jest, gdy sproszkowane licie europejskich odmian ostrokrzewu zawierajg na 100 g
suchej masy: p-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.

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.
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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 poszczegdlnych frakcji uzywa sie mieszanine heksan:
eter dietylowy w stosunku 80:1 ze zwiekszajacg sie polarnoscia.

Z kolei istotg zastosowania mieszaniny zwigzkéw terpenoidowych okreslonej w istocie powyzej
jest zastosowanie jej w leczeniu i profilaktyce choroéb takich jak cukrzyca insulinozalezna, cukrzyca in-
sulinoniezalezna oraz cukrzyca zwigzana z niedozywieniem oraz w regulacji gospodarki cukrowej orga-
nizmu.

Zaletg wynalazku jest mozliwos¢ tatwej izolacji bioaktywnego materiatu z dostepnych lokalnie
roslin, jak rowniez jego catoroczna dostepnosé, niezalezna od pory roku. Stosujgc sposéb wedtug wy-
nalazku ze 100 g suchej masy roslinnej otrzymuje sie ponad 1,6 g frakcji triterpenopidowej, o aktywnosci
regulujgcej gospodarke cukrowaq.

Rysunek przedstawia struktury dominujgcych w ekstrakcie triterpenéw, gdzie Wzor 1 to a-amy-
ryna, Wzor 2 to B-amyryna, Wzér 3 to lupeol, Wzér 4 to lup-20(29)-en-33,28-diol, Wzor 5 to kwas urso-
lowy, Wz6r 6 to izomer kwasu ursulowego. Przedmiot wynalazku zostat blizej opisany w przyktadach
wykonania, ktére 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. Pozo-
stato$¢ rozpuszcza sie w 50 mL heksanu i przemywa trzykrotnie 50 mL mieszaning metanol : woda
80:20 z dodatkiem 20 uL 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,
230-400 Mesh Merck) wymywajgc frakcje bedgcg odpadem, tj. woski i triacyloglicerole, rozpuszczalni-
kiem heksan : eter dietylowy 80:1. Kolejno, zwigkszenie 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 je na wyparce prozniowej do sucha, uzyskujac 1,2 g
biatej, bezpostaciowej frakciji.

Profil wyZzszych terpenoidéw oceniano stosujgc metode derywatyzacji z sililacjg N,O-Bis (trime-
tylosilililo)trifluoroacetamidu (BSTFA) na GC-MS (Shimadzu QP 2020, Shimadzu, Kyoto, Japonia).
Roztwor przefiltrowano i odparowano na wyparce prézniowej pod zmniejszonym cisnieniem. Nastep-
nie do prébki dodano 500 uL 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 nastepujgcych parametrow: Skanowanie wykonywano w zakresie od 40 do 1050 m/z w joni-
zacji strumieniem elektronéw (EIl) przy napieciu 70 eV, w trybie 10 skanéw s-1. Analizy wykonano
z uzyciem helu jako gazu nosnego przy przeptywie 1,0 mL mint w proporcji 1:20 i nastepujgcym
programie: 100°C przez 1 minute, wzrost temperatury o 2,0°C min-t od 100 do 190°C; wzrost tempe-
ratury o 5°C min-t od 190 do 300°C. Temperatura dozownika wynosita 280°C. Zwigzki byty identyfi-
kowane przy uzyciu dwéch réznych metod analitycznych, ktére mozna poréwnaé: czasy retencji
z autentycznymi zwigzkami chemicznymi (Supelco C7 — C40 Saturated Alkanes Standard) i otrzy-
mane widma masowe, z dostepng bibliotekg (Willey NIST 17, indeks dopasowania >90%).

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

Rl ) llex aqu_ifolium
Rl lit. RT Nazwa bezodmianowa
exp. (%]
2835 | 2832 | 20.65 all-trans-skwalen Slady
3162 | 3141 | 24.93 a-Tokoferol, TMS 1.35
3361 | 3370 | 27.78 (38)-Olean-18-en-3-ol, (O-TMS) 3.31
3370 | 3344 | 27.93 (B-Sitosterol (TMS) 6.38
3384 | 3353 | 28.18 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 | 30.98 Uwaol, 20-TMS 3.13
3563 | 3560 [ 31.73 | (3B)-Lup-20(29)-ene, 3,28-bisTMS 14.59
3580 | 3588 | 32.11 Betulinowy kwas (bisTMS) 1.62
3596 | 3591 | 32.46 QOleanowy kwas (TMS) 0.69
3643 | 3657 | 33.60 Ursolowy kwas (TMS) 2.88
3650 | n.a. | 33.75 | lzomer kwasu ursulowego (TMS) 4.97

gdzie Rl 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. Pozostatos$¢
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 ja na kolumnie chromatograficznej (Kieselgel 60,
230-400 Mesh Merck) wymywajac frakcje bedaca 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 1,6 g biatej, bezpostaciowej frakciji.

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

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

llex aquifolium

Rl exp. | RIlit. 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-ol, (O-TMS) §lady
3370 [ 3344 [27.93 5-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

(3B)-Lup-20(29)-ene, 3,28-

3563 | 3560 | 31.73 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 | na |3375| lZomer k""f‘fﬂé’)’su'wew 6.54

gdzie Rl 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 retenc;ji.



PL 244950 B1 7

Przyktad 3. Do 100 g suchych, zmielonych (<0,5 mm) lisci |. aquifolium odmiany Ferox argentea
dodaje sie 350 mL chloroformu i pozostawia na 24 godziny i odparowuje sie na wyparce rotacyjnej.
Pozostatos¢ 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) wymywajgc 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 uzyskujac 1,3 g biatej, bezpostaciowej frakciji.

Skiad tak uzyskanej frakcji przedstawiono w Tabeli 3 ponizej (wg metodyki opisanej w przyktadzie 1):

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

llex aquifolium

Rl exp. | Rllit. 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
(3B)-Lup-20(29)-ene, 3,28-

3563 | 3560 | 31.73 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 | na. |33.75| |Zomer kW?Tsh‘,‘IS”)'s”'°we9° 6.36

gdzie Rl 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 retenc;ji.

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;j.
Pozostatos¢ 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) wymywajgc frakcje bedgca 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 uzyskujac 1,41 g biatej, bezpostaciowej frakc;ji.

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

RI _ llex aquifolium
Rl lit. RT Nazwa Golden van Tal
exp. (%]
2835 | 2832 | 20.65 all-trans-Skwalen 014
3162 | 3141 [ 24.93 a-Tokoferol, TMS 0.65
3361 3370 | 27.78 (38)-Olean-18-en-3-ol, (O-TMS) Slady
3370 | 3344 |27.93 B-Sitosterol (TMS) 8.47
3384 | 3353 |28.16 B-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 | (3B8)-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 n.a. |33.75| lzomer kwasu ursulowego (TMS) 4.99

gdzie Rl 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 rotacyjnej.
Pozostatos¢ 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 3,3 g
oleistej, zielonej pozostatosci. Nastepnie rozdziela sie jg na kolumnie chromatograficznej (Kieselgel 60,
230-400 Mesh Merck) wymywajgc frakcje bedaca 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 frakcji.

Sktad tak uzyskanej frakcji przedstawia sie w Tabeli 5 ponizej (wg metodyki opisanej w przyktadzie 1):

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

llex
Riexp. | RIlit. | RT Nazwa gﬁ?};‘%ﬁ

[%]
2835 | 2832 | 20.65 all-trans-Skwalen §l.
3162 | 3141 | 24.93 a-Tokoferol, TMS 1.78
3361 | 3370 | 27.78 | (3B)-Olean-18-en-3-ol, (O-TMS) $lady
3370 | 3344 | 27.93 S-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

(3B)-Lup-20(29)-ene, 3,28-

3563 | 3560 | 31.73 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) 417
3650 | na. |3375| ‘Zomer "W?.I?I\‘I‘IS“;S”'°W99° 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 retenciji.
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Przyktad 6. Do 100 g suchych, zmielonych (<0,5 mm) lici |. meserveae odmiany Golden Girl
dodaje sie dodaje sie 350 mL chloroformu i pozostawia na 24 godziny i odparowuje sie na wyparce
rotacyjnej. Pozostatosé 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
uzyskuije sie 4,5 g oleistej, zielonej pozostatosci. Nastepnie rozdziela sie jg na kolumnie chromatogra-
ficznej (Kieselgel 60, 230-400 Mesh Merck) wymywajgc frakcje bedaca odpadem, tj. woski i triacylogli-
cerole, rozpuszczalnikiem heksan : eter dietylowy 80:1. Kolejno, zwiekszenie polarnosci fazy ruchomej,
poprzez zwiekszenie udziatu eteru dietylowego w mieszaninie do 1:1, powoduje wyptukanie frakcji ter-
penoidowych. Po wstepnej identyfikacji (TLC i GC-MS) zageszcza sie uzyskujgc 1,05 g biatej, bezpo-
staciowej frakcji.

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

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

llex
Rliexp. | RIlit. | RT Nazwa gslzzr:eéﬁ

(%]
2835 | 2832 | 20.65 all-trans-Skwalen 0.26
3162 | 3141 | 24.93 a-Tokoferol, TMS 0.96
3361 3370 | 27.78 (3B8)-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 | 28.93 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 | (3B)-Lup-20(29)-ene, 3,28-bisTMS 9.39
3580 | 3588 | 32.11 Betulinowy kwas (bisTMS) 1.77
3596 | 3591 | 32.46 Oleanowy kwas (TMS) 1.34
3643 | 3657 | 33.60 Ursolowy kwas (TMS) 5.14
3650 n.a. |[33.75| lzomer kwasu ursulowego (TMS) 3.07

gdzie Rl 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 retenc;ji.

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 szczurow rasy Wistar, po 12 osobnikéw w kazdej grupie.

Szczury nokautowane rasy Zucker:

grupa kontrolna Z — skarmiane dietg kontrolng

grupa badana Z — skarmiane dietg wzbogacong o frakcje terpenoidowe wyizolowane z I. aquifo-

lium (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 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.
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Czas trwania skarmiania wynosit 8 tygodni. Rejestrowano zuzycie paszy, wody oraz masa ciala.
Badania krwi zostaty wykonane po 8 tyg. Parametry biochemiczne krwi wykonano zgodnie z zaleceniami
IFCC. W dniu zakonczenia badan zwierzeta poddano eutanazji. W badaniach histopatologicznych post
mortem wykazano duzy wzrost zawartosci glikogenu w hepatocytach w diecie wysokottuszczowej dla
szczurow rasy Wistar. Podaz frakcji terpenoidowej w diecie szczuréw skarmianych dietg obnizat w spo-
sob widoczny poziom glikogenu zgromadzonego w watrobie. Dieta wysokottuszczowa wywotata spadek
zawartosci komorek kubkowych w nabtonku jelita biodrowego. Jest to typowa dla tego typu diety zmiana
degeneracyjna. W grupie badanej szczuréw rasy Wistar przyjmujgcej preparat terpenoidowy stwier-
dzono histopatologicznie istotnie mniejsze zmiany degeneracyjne komérek kubkowych. W badaniach
parametréw biochemicznych krwi u szczuréw nokautowanych rasy Zucker stwierdzono istotny spadek
stezenia glukozy (o0 45%) jak réwniez stezenia insuliny (0 26%). Dla szczurow rasy Wistar réwniez za-
obserwowano istotny spadek stezenia glukozy (o 26%) jak i stezenia insuliny (o 32%). Wyniki te moga
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Swiadczy¢ o zmniejszonej insulinoopornosci.

Tabela 7. Wybrane parametry krwi badanych grup dla szczuréow

modyfikowanych rasy Zucker.

Glukoza (mmol/L)

Insulina (pg/mL)

Grupa kontrolna Z

6,95

4495

Grupa badana Z

3,59

3307

Tabela 8. Wybrane parametry krwi badanych grup dla szczuréw rasy Wistar.

Glukoza (mmol/L)

Insulina (pg/mL)

Grupa kontrolna | 4,01 51
Grupa kontrolna Il 8,61 98
Grupa badana 6,31 66
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Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb otrzymywania mieszaniny frakcji terpenoidowych, otrzymywanych z zielonych czesci
roslin 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 B-amyryny, co najmniej 0,174 g a-amyryny; co najmniej 0,04 g
lupeolu; co najmniej 0,087 g (3B)-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 godziny
rozpuszczalnikiem niepolarnym, takim jak dichlorometan, po czym rozpuszczalnik odparowuje
sie i dodaje heksanu i oczyszcza sie, wstepnie ekstrahujac 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 rozpuszczalnikdéw niepolarnego i polarnego, takich jak heksan i eter dietylowy w wyniku



10.

11.

PL 244950 B1 13

czego otrzymuje sie na pierwszej frakciji triacyloglicerole, bedgce odpadem oraz na kolejnych
frakcjach triterpeny bedgce mieszaning zwigzkéw terpenoidowych.

Sposoéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze sproszkowane liscie europejskich odmian ostro-
krzewu zawierajg 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 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.

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.

Sposoéb 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.

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

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

Sposoéb otrzymywania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze do wymywania poszczegoélnych
frakcji uzywa sie mieszanine heksan : eter dietylowy w stosunku 80:1 ze zwiekszajgca sie
polarnoscia.

Mieszanina zwigzkow terpenoidowych otrzymana sposobem okreslonym w zastrzezeniu 1 do
zastosowania w leczeniu i profilaktyce choréb takich jak cukrzyca insulinozalezna, cukrzyca
insulinoniezalezna oraz cukrzyca zwigzana z niedozywieniem oraz w regulacji gospodarki cu-
krowej organizmu.
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