rzeczeospola 1 OP|S PATENTOWY a9 PL 01237891

POLSKA

a3 Bl

(51) Int.Cl.

(21) Numer zgtoszenia: 423794 AB1K 36/45 (2006.01)

AB1K 36/73 (2006.01)
AB1K 36/736 (2006.01)

Urzad Patentowy (22) Data zgtoszenia: 08.12.2017 AB1K 36/28 (2006.01)

Rzeczypospolitej Polskiej

A61P 25/28 (2006.01)

(54)

Kompozycja polifenolowa majgca zastosowanie w profilaktyce i wspomaganiu leczenia
choréb neurodegeneracyjnych zwtaszcza Alzheimera

(43) Zgtoszenie ogtoszono:
17.06.2019 BUP 13/19

(45) O udzieleniu patentu ogtoszono:
14.06.2021 WUP 12/21

(73) Uprawniony z patentu:
UNIWERSYTET MEDYCZNY W LUBLINIE,
Lublin, PL
UNIWERSYTET PRZYRODNICZY W LUBLINIE,
Lublin, PL

(72) Tworca(y) wynalazku:
ANNA BOGUCKA-KOCKA, Swidnik, PL
DOMINIK SZWAJGIER, Lublin, PL
KAMILA BOROWIEC, teczna, PL

(74) Petnomocnik:
rzecz. pat. Anna Belz

PL 237891 Bl



2 PL 237 891 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja polifenolowa o dziataniu polegajgcym na efektywnym
ograniczaniu aktywnos$ci acetylocholinoesterazy i butyrylocholinoesterazy, enzymow zaangazowanych
w rozwéj choroby Alzheimera, przeznaczona szczegolnie do stosowania w profilaktyce i wspomaganiu
leczenia chordb neurodegeneracyjnych, zwtaszcza choroby Alzheimera.

Znane preparaty roslinne stosowane w profilaktyce choréb neurodegeneracyjnych a zwlaszcza
Ginkofar, Tanakan oparte sg na naturalnych sktadnikach pochodzgcych z mitorzebu, gtogu oraz zen-
szenia.

Znane suplementy oparte sg o sproszkowane komponenty o duzej zawartosci substanciji roslin-
nych balastowych jak frakcje btonnika pokarmowego (typu liscie, korzen itp.), zas$ nasz preparat to wy-
dzielone zwigzki fenolowe (przez to skoncentrowane), stad fatwiej dozowaé doktadng ilos¢ zwigzkow
polifenolowych do odpowiedniej postaci farmaceutycznej (zelki, pastylki). Znany jest z opisu wynalazku
JP2005104850 srodek do profilaktyki choroby Alzheimera, zawierajacy polifenole. W dokumencie wska-
zano zastosowanie zaledwie kilka zwigzkéw polifenolowych. Znany jest takze z patentu PL228955 napd;j
funkcjonalny zawierajacy: brzoskwinie lub morele, zurawineg, aronig, boréwke i/lub owoce poziomki, i/lub
maliny.

Wynalazek rozwigzuje zagadnienie dotyczgce skfadu kompozycji zawierajgcej okoto trzydziestu
wykrytych zwigzkéw polifenolowych z naturalnych sktadnikow.

Kompozycja polifenolowa wedtug wynalazku zawierajgca owoce brzoskwini, aroni, boréwki, po-
ziomki, maliny charakteryzuje sie tym, ze zawiera liscie pietruszki (Petroselinum crispum L), za$ sktad-
niki naturalne z owocow brzoskwini (Prunus persica L), owocow aronii (Aronia melanocarpa L), owocow
borowki czarnej (Vaccinium myrtillus L), owocow poziomki (Fragaria vesca L), owocow malin (Rubus
idaeus L.) oraz lisci pietruszki (Petroselinum crispum L.) wystepujg w postaci wodnych ekstraktow w po-
staci zatezonej do 5%—10% poczgtkowej ich objetosci, przy czym kazdy z ekstraktéw wystepuje w ilosci
od 12,0 do 20,0 czesci wagowych.

Kompozycja zawiera dodatkowo wodny ekstrakt z owocéw moreli (Prunus armeniaca) w ilosci od
12,0 do 20,0 czesci wagowych i/lub z owocédw zurawiny (Oxycoccus)-w ilosci od 12,0 do 20,0 czesci
wagowych.

Kompozycja o efektywnym ograniczaniu aktywnosci acetylocholinoesterazy i butyrylocholinoes-
terazy, enzymow zaangazowanych w rozwdj choroby Alzheimera jest przydatna w zapobieganiu wysta-
pienia choréb neurodegeneracyjnych, zwtaszcza Alzheimera a takze innych choréb u podtoza ktérych
lezy inny przewlekty stan zapalny i podwyzszony potencjat oksydoredukcyjny. Ponadto jest przydatna
we wspomaganiu leczenia tych chordb. Dostarczanie zwigzkéw polifenolowych w diecie lub w roslin-
nych suplementach diety moze zapobiegaé takim nastepstwom jak m.in. choroba Alzheimera.

Nasz preparat ponadto wykazuje dziatanie przeciwutleniajgce oraz dziatanie przeciwzapalne.
Dziatanie przeciwzapalne wystepuje z uwagi na stwierdzone wystepowanie okoto 30 wykrytych polife-
noli.

Zastosowanie pojedynczych wyciggow z poszczegdlnych surowcéw, lub tez zastosowanie mniej-
szej liczby surowcédw wyjsciowych nie dostarczy takiej ilodci zwigzkéw fenolowych jak wedtug wyna-
lazku, ktéry stanowi koncentrat zwigzkéw polifenolowych w liczbie okoto 30, co daje wysokg skutecz-
nos¢ w profilaktyce i wspomaganiu leczenia choréb degeneracyjnych, zwtaszcza choroby Alzheimera.

Zawartos¢ zwigzkow fenolowych w preparacie, pochodzgcych od kazdego z surowcow wynosi
korzystnie 6,0 mg/cm? £ 1,0 mg, co daje w sumie 42 mg/cm?® + 7,0 mg.

Kompozycja wedtug wynalazku oparta jest wytgcznie o naturalne sktadniki. Kompozycja zawiera
okoto trzydziesci zwigzkéw polifenolowych (oznaczonych jakosciowo i pétilosciowo za pomoca cieczo-
wej chromatografii wysokocisnieniowej z detekcjg masowg), ktére wykazujg synergizm przez co dajg
wysoka skutecznosé w profilaktyce i leczeniu choréb neurodegeneracyjnych, zwtaszcza choroby Alzhe-
imera.

Poszczegodlne ekstrakty (z indywidualnych surowcéw) pozyskuje sie w prosty sposob (maceracja,
ekstrakcja, ttoczenie - uzyskanie soku wspomagane uzyciem handlowych, przemystowych preparatow
enzymatycznych). Soki poddawane sg nastepnie ultrafiltracji w celu skoncentrowania zwigzkéw polife-
nolowych poprzez usuniecie substancji balastowych (gtéwnie frakcje btonnika pokarmowego). Polife-
nole zawarte w ultrafiltracie sg koncentrowane poprzez zageszczanie pod obnizonym cisnieniem, w ni-
skiej temperaturze (ok. 35°C).
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Bedaca przedmiotem wynalazku kompozycja zawiera 29 zdefiniowanych zwigzkéw polifenolo-
wych (Tab. 1 2), bedacych inhibitorami cholinoesteraz, stosowanych w prewencji choroby Alzheimera,
choréb uktadu krgzenia oraz innych choréb neurodegeneracyjnych. Metoda pozyskiwania ultrafiltratu
jest dobrze opracowana a sprzet uzywany przemystowo jest standardowy i szeroko dostepny.

Preparat otrzymuje sie w nastepujgcy sposéb. Nawazke kazdego surowca zhomogenizowac (np.
w aparacie Thermomix, Vorwerk, Germany, lub podobnym) w temp. pokojowej (4 min, maks. predkos¢),
nastepnie do kazdego surowca dodaje sie po 5 dm?3 wody i dalej homogenizowano przez 4 min. Probki
odwirowac (np. wirébwka Sigma 4K15, Sigma Laboratory Centrifuges, Polygen, 30 min, 4°C, 9000 x g).
Osad z kazdego surowca homogenizowaé (Thermomix) z 2.5 dm?3 wody, probki wirowaé¢ (30 min, 4°C,
9000 x g). Wszystkie supernatanty z danego surowca potgczy¢ (ogétem ok. 15 dm? z jednego surowca).
Nastepnie, kazdy supernatant poddac ultrafiltracji (4°C, kilka dni, membrana 0,2 um; np. producent Sar-
torius Stedim, France). Prébki po ultrafiltracji zagesci¢ w wyparce prézniowej (- 0,09 MPa, 35°C, kilku-
nastokrotne zageszczenie), kazdy z wyciggéw wystandaryzowaé¢ uzyskujac stezenie zwigzkéw fenolo-
wych réwne 42 mg/cm3t 7,0 mg/cm3. W celu uzyskania finalnej kompozycji polifenolowej zmieszano
réwne objetosci kazdego sktadowego wyciggu.

Przyktadl

Otrzymana wedtug wynalazku kompozycja zawierata wodne wyciggi z:

Zz owocow brzoskwini w ilosci 18 czesci wagowych

z owocow poziomki w ilosci 18 czesci wagowych

z owocow aronii w ilosci 18 czesci wagowych

z owocow boréwki czarnej w ilosci 18 czesci wagowych

z owocow malin w ilosci 18 czesci wagowych

z lisci pietruszki w ilosci 18 czesci wagowych

zatezone do 10% objetosci poczgtkowej. Preparat uformowano w postac zelkow.
Kompozycja zawierata wyciggi pozbawione substancji balastowych w ilosci okoto 70%.
Przyktad2

Analogicznie jak w przyktadzie pierwszym otrzymano kompozycje zawierajgcg wyciagi z wyzej opisa-
nych sktadnikéw w postaci statej. W tym celu wyciggi scharakteryzowane w przyktadzie pierwszym pod-
dano procesowi suszenia rozpytowego.

Przyktad3

Otrzymana wedtug wynalazku kompozycja zawierata wodne wyciggi z:

z owocow brzoskwini w ilosci 13 czesci wagowych

z owocow poziomki w ilodci 13 czesci wagowych

z owocow aronii w ilosci 13 czesci wagowych

z owocow boréwki czarnej w iloci 13 czesci wagowych

z owocéw malin w ilosci 13 czedci wagowych

z lisci pietruszki w ilosci 13 czesci wagowych

z owocow zurawiny w ilodci 13 czesci wagowych

z owocoéw moreli w ilosci 13 czeSci wagowych

zatezone do 10% objetosci poczgtkowej. Preparat uformowano w postac zelkow.

Kompozycja zawierata wyciggi pozbawione substancji balastowych w ilo$ci okoto 70%. Analizy
skfadu kompozycji polifenolowej dokonano przy uzyciu wysokocisnieniowej chromatografii cieczowej
z detekcjg, MS, UV-VIS i spektrofluorymetryczng.

Przyktad4

Analogicznie jak w przyktadzie trzecim otrzymano kompozycje zawierajgcg wyciagi z wyzej opi-
sanych sktadnikow w postaci statej. W tym celu wyciggi scharakteryzowane w przyktadzie pierwszym
poddano procesowi suszenia rozpytowego.

Zwigzki obecne w chromatogramach identyfikowano po czasach retencji autentycznych chroma-
tograficznych wzorcéow zwigzkéw fenolowych (Sigma-Aldrich; Fluka, USA; Extrasynthese, Francja;
Roth, Niemcy; Apin Chemicals; WIk. Brytania).

Nastepnie przeprowadzono jakosciows i ilosciowg analize kompozycji polifenolowej za pomocag
chromatografii wysokocisnieniowej cieczowej z detekcjg przy uzyciu spektrometru mas. Zwigzki wzor-
cowe uzyte w badaniach: kwercetyna, naringina, kwas cytrynowy, kwas chlorogenowy, kwas protokate-
chowy, kwas p-kumarowy, kwas gentyzynowy i kwas rozmarynowy. Analizy iloSciowe wykonano na
podstawie pieciokrotnego wstrzyknigcia roztworow wzorcowych zwigzkow referencyjnych w pieciu roz-
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nych stezeniach i pieciokrotnego wstrzykniecia badanej préby. Wyniki przedstawiajg srednie z odchyle-
niami standardowymi (Tab. 1). Kwercetyne uzyto do identyfikacji pochodnych kwercetyny, za$ naringe-
nine do ilosciowego okreslenia zawartosci antocyjanéw i glukozydéw flawonoidowych ogoétem, kwas p-
kumarowy do okreslenia stezenia glukozydéw p-kumarylowych, zas analize wolnych kwasoéw fenolo-
wych przeprowadzono przy uzyciu ok. 40 rzeczywistych wzorcéw wolnych kwaséw fenolowych.

Chromatografia z detekcjg UV-VIS i spektrofluorymetryczng. Przyktadowe chromatogramy z roz-
dziatu zwigzkéw zawartych w wyciggu przedstawiono na rysunku Fig. 1 i 2, gdzie Fig. 1 przedstawia
przyktadowe chromatogramy przedstawiajgce zwigzki zidentyfikowane w wyciggu (detekcja UV-VIS
przy 280 nm i 520 nm), zas Fig. 2 przyktadowe chromatogramy przedstawiajgce zwigzki zidentyfikowane
w wyciggu (detekcja spektrofluorescencyjna przy 280 nm i 365 nm).

T abela1. Czasy retencji autentycznych wzorcow HPLC
i stezenia najwazniejszych zwigzkow wykrytych w wyciggu.

Czas retencji Stezenie
Nr Zwigzek {min) (mg/cm?)
1 Kwas 3,4,5-trihydroksybenzoesowy (Kwas galusowy) 7,90 11,70
2 Kwas 3,4-di-OH-benzoesowy (Kwas protokatechowy) 25,57 1,87
3 Kwas 2,5-di-OH- benzoesowy (Kwas gentyzynowy) 26,81 5,62
4 Kwas 3-Cafeorylochinowy (Kwas chlorogenowy) 34,47 9,83
5 Kwas 4-OH-3-0OCHs-benzoesowy (Kwas wanilinowy) 36,04 2,12
6 (-)-Epikatechina 37,04 2,96
7 Kwas 4-OH-benzoesowy 37,61 1,08
8 Kwas 3,4-di-OH-cynamonowy (Kwas kawowy) 39,66 5,05
9 Kwas 4-OH-3,5-di-OCHs-benzoesowy (Kwas syryngowy) 42,00 2,57
10 Kwas 4-OH-cynamonowy (Kwas p -kumarowy) 42,71 1,06
11 Kwas 4-OH-3-0OCHs-cynamonowy (Kwas ferulowy) 43,62 0,47
12 Cyjanidyno 3-glukozyd 44,11 10,40
13 Kwas elagowy 46,50 15,27
14 Pelargonidyno 3-0-glukozyd 47,07 5,58
15 Floretyno 2'-B-D-glukozyd (florydzyna) 48,30 0,36
16 Kwas 2-OH-benzoesowy (Kwas salicylicylowy) 50,30 4,78
17 Kwercetyno 3-rutynozyd 51,00 3,32
18 Kwercetyno 3-glukozyd 52,30 3,00
19 Kwercetyna 53,15 3,68
20 Delfinidyna 54,91 4,60
21 Pelargonidyna 63,26 8,98
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22 Kaempferol 3-rutynozyd 66,13 0,94
23 Kwas cynamonowy 67,43 0,10
24 Procyanidyna B2 70,60 1,79
25 Cyjanidyna 72,20 1,33
26 Kaempferol 74,12 0,45

Analiza HPLC-MS sktadnikéw kompozycji polifenolowe;j

Przeprowadzono detekcje w spektrometrze masowym w celu identyfikacji 23 zwigzkéw (Tabela
2) w wyciagu. Analiza iloSciowa pozwolita na okreslenie stezenia najwazniejszych ilosciowo zwigzkéw
w wyciggu (Tabela 3).

T ab ela2. Czasy retencji autentycznych wzorcow HPLC i parametry fragmentacji najwazniejszych zwigzkéw
wykrytych w wyciggu metodg HPLC z detekcjg masowg (MS).

N | Jon | Czas Formuta Eksperymen Wyliczon | Delta | RDB = Fragmenty Proponowany
r | (+~- | retengj | chemiczna talne e (mmu MS/MS zwiqzek chemiczny
: m/z L omfz
{min) :

R 4,8 . CsHeOs 169,0153 1 169,0142 | -6,19 | 5,0 - Kwas galusowy
2| - | 108 | GHeOs | 1530200 | 153,0193 | -4,34 | 50 | 109,91,65 | Kwas gentyzynowy

3 - 111 C7H50;; 153,0188 | 153,0193 | 3,46 | 5,0 | 109,91, 65,. Kwas

' : 53 protokatechowy

4 - | 140 | CeHisOs | 353.0877 |353.0878 | 03 | 80 | 191,179, Kwas
I 135 '

i L neochlorogenowy
5| - | 155 | GHOs | 137.0245 | 137.0244 | 06 | 50 | 108,94,91 Kwas -
| i i

| hydroksybenzoeso

: wy

|

6 - 16,5 CiHeOs 137,0245 ‘ 137,0244 | -0,6 50 120, 107, Kwas p-
93, 65 hydroksybenzoeso
' wy

7| -] 184 | CuHuOs | 3530895 |353,0878 | -4,78 | 80 = 191,161, | Kwas chiorogenowy

135
81 + 18,9 Ca7H30018 611,1613 t 611,1607 | -1,05 | 13,0 565, 433, Pochodna
| 287,227, kaempferolu-3-
: 116 “soforozydu




PL 237 891 B1

1

11,0 |

19,2 C21H21011 449,1074 | 449,1078 | 0,98 | 12,0 287, 235, Cyjanidyno 3-
145 glukozyd
1 15,4 CgHsO4 167,0367 | 167,0350 | -10,2 | 5,0 - Kwas wanilinowy
0 Sk ¥
1 203 | CoHgOs | 179,0360 | 179,0350 | -5,65 | 6,0 | 135,117,893 |  Kwas kawowy
1 -
1 233 | CyHxOs | 367.1042 | 367.1035 | -2.02 | 8.0 | 249,191, Kwas 4-O-
2 173, 93 ferulochinowy
1 237 | CisHisOs | 3250943 | 325.0956 | -4.32 | 7.0 | 163, 119, “p-kumarylo-
3 : 91,71 glukozyd
1 245 | CHiOs | 167.0349 | 167.0350 | 049 | 50 | - Kwas izowanilinowy
4 i
; 1 24,9 CsHgOs 163,0420 163,0401 - 6,0 | 119,104, 93 Kwas kumarowy
5 | 11,78
1 25.1 | CaH2O1w | 433.1147 | 433.1129 | -4.11 | 12.0 | 365, 301, Pochodna
6 229,133 kwercetyny
1 255 | CwHwOs | 359,0737 | 359,0772 | 9,83 | 11,0 | 197,153, | Kwas rozmarynowy
7 i 135, 89
1 26,7 | CiHioOs | 193,0499 | 193,0506 | 3,77 | 60 | - Kwas ferulowy
1 274 | CuHaOw0 | 437,1427 | 437,1442 | 3,49 | 10,0 - Floretyno 2'-B-D-
19 | glukozyd
i ; (Florydzyna)
284 | GHOs "1":%'7',6241'"'2"1'37'7“,6"2'54"' 23 | 50 | 108,93,75, | Pochodna kwasu o-
: | 65 | hydroksybenzoeso
Wego
287 | CoHsO, | 147,0439 | 147,0452 | 846 | 6,0 - Kwas cynamonowy
1
2 30,7 | CisHiO; | 303,0508 | 303,0439 | -2,88 | 11,0 | 285,257, Kwercetyna
2 229, 165,
153, 137
2 31,4 | CisHnO; | 303,0489 303,0499 | 3,41 | 11,0 - Delfinidyna
3 H
2 31,7 | CuHuOs | 223,0633 | 223,0612| 2,58 | 6,0 Z Kwas synapinowy
4 |
2 31,8 | CisHioOs | 319,0456 | 319,0448 | -2,38 - Myricetyna
5
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Zastrzezenia patentowe

2| + | 355 | CuHxO1n | 4651039 | 4651028 | -2,47 | 12,0 | 333,303, Kwercetyno 3-
6 | 257, 165, glukozyd
127 (Izokwercetyna)
2 + 36,9 CoH3001s | 595,1613 | 595,1626 | 7,48 | 13,0 K 435, 398, Kaempferol 3-
L7 ; ' 223, 287, rutynozyd
| 147
2| + | 382 CoH2012 | 479,1175 | 479,1190 ¢ 1,89 | 12,0 - Petunidyno
8 ; glukozyd
2+ 43,4 CagH26012 | 597,1532 579,1497 | -6,05 | 18,0 - Procyjanidyna B2
9 i
T ab ela3. lloSciowa analiza wybranych zwigzkéw wykrytych w wyciggu.
Zwigzek lon Réwnanie kalibracyjne Wartoé¢ Zidentyfikowany % SD
(+/-) R2 zwigzek zawartosé
w prébce
kwercetyna + y = 53,760,657 + 0,9949  Pochodna 0,85 0,064
8,171,143 kwercetyny 1,97 0,11
lzokwercetyna
Naringenina + y=52,263,581x + 637,745 10,9984  Cyjanidyno 3- 8,18 0,38
glukozyd
Kaempferol 0,014 0,001
rutynozyd
Kwas cytrynowy - y = 2,465,685x - 67,321 0,9993  Kwas cytrynowy 5,64 0,48
Kwas - y =47,887,804x + 0,9960 Kwas chlorogenowy 6,35 0,23
chlorogenowy 240,274
Kwas 4,85 0,31
neochlorogenowy
Kwas - y=31,018,319x + 0,987 Kwas 0,53 0,02
protokatechowy 1,007,975 protokatechowy
Kwas p- - y =25,723,840x - 0,9977  Kwas p-kumarowy 0,24 0,007
kumarowy 872,820 p-kumaryloglukozyd 7,96 0,51
Kwas - y =16,868,073x - 0,9996  Kwas gentyzynowy 1,053 0,048
gentyzynowy 941,479
Kwas - y = 336,094,591x + 0,9993  Kwas rozmarynowy 1,1 0,08
rozmarynowy 420,952

1. Kompozycja polifenolowa z naturalnych skfadnikéw zawierajgca owoce brzoskwini, aronii, bo-
réwki, poziomki, maliny znamienna tym, Zze zawiera liscie pietruszki (Petroselinum crispum
L), za$ sktadniki naturalne i owocéw brzoskwini (Prunus persica L.), owocow aronii (Aronia
melanocarpa L), owocéw boréwki czarnej (Vaccinium myrtillus L.), owocow poziomki (Fragaria
vesca L.), owocéw malin (Rubus idaeus L) oraz lisci pietruszki (Petroselinum crispum L) wy-
stepujg w postaci wodnych ekstraktow w postaci zatezonej do 5%—-10% poczagtkowej ich ob-
jetosci, przy czym kazdy z ekstraktéw wystepuje w ilosci od 12,0 do 20,0 cze$ci wagowych.
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2. Kompozycja wedtug zastrz. 1, znamiennatym, ze zawiera dodatkowo wodny ekstrakt z owo-

cow moreli (Prunus armeniaca) w ilosci od 12,0 do 20,0 czesci wagowych i/lub z owocow
zurawiny (Oxycoccus) w ilosci od 12,0 do 20,0 czesci wagowych.

Rysunki
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