Preparat polifenolowy o dzialaniu przeciwptytkowym, sposéb jego
wytwarzania, sSrodek farmaceutyczny, dodatek zywieniowy oraz

zastosowanie preparatu polifenolowego o dziataniu przeciwptytkowym.

Przedmiotem  wynalazku jest preparat polifenolowy o  dziataniu
przeciwptytkowym, sposob jego wytwarzania, srodek farmaceutyczny, dodatek
zywieniowy oraz zastosowanie preparatu polifenolowego o dziataniu

przeciwptytkowym.

Pozytywny wptyw zwigzkow polifenolowych pochodzenia roslinnego na uktad
krgzenia opisywany jest w licznych pracach przegladowych (Janeczko, 2004;
Peluso, 2006; Rimbach i wsp., 2007; Stangl i wsp., 2007). Réznorodne
wlasciwosci chemiczne, fizyczne i biologiczne oraz ich wielokierunkowa
aktywnos¢ biologiczna jest wynikiem bardzo zréznicowanej struktury zwigzkow
polifenolowych. Zwigzki te  wykazuja  aktywnos¢  antyoksydacyjna,
przeciwzapalng, przeciwalergiczng, antyhepatotoksyczng, antymutagenng,
przeciwnowotworowg i przeciwmiazdzycowg (Williamson i Manach, 2005;
Manach i wsp., 2005). Ze wzgledu na wielokierunkowe ochronne dziatanie
polifenoli wobec uktadu krazenia, coraz czesciej rozpatrywane jest opracowanie
nowej profilaktyki i strategii leczenia w chorobach sercowo-naczyniowych z
zastosowaniem polifenoli roslinnych (Peluso, 2006). Flawonoidy sa =z
powodzeniem wykorzystywane w chorobach uktadu krazenia, powszechnie
znane sg wielosktadnikowe preparaty, takie jak rutinoskorbin czy detralex
(Janeczko, 2004).

Wsrod polifenoli wykazujacych bioaktywnos¢ wymienia sie prenyloflawonoidy,
obecne w ekstraktach z szyszek chmielu, a w szczegodlnosci chalkony, np.
ksantohumol i desmetyloksantohumol. Desmetyloksantohumol jest prekursorem
8-prenylonaringeniny, wykazujacej dziatanie estrogenne silniejsze od innych
znanych fitoestrogenow (Milligen et al., 1999). Ksantohumol jest natomiast

prekursorem izoksantohumolu, ktory wykazuje dziatanie antyproliferacyjne o
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niezwykle szerokim spektrum mechanizmow inhibicji na etapie inicjacji, promoc;i i

progresji karcenogenezy (Gerhauser et al. 2002).

Wykorzystanie aktywnosci biologicznej chalkonow zawartych w szyszkach
chmielu stato sie przedmiotem badan, przy czym badania te nakierowane sg na
pozyskanie sposobow umozliwiajgcych zwiekszenie ilosci prenyloflawonoidow
zawartych w ekstraktach z chmielu lub opracowanie metod pozwalajgcych na
uzyskiwanie  okreslonych  kompozycji  okreslonych  prenyloflawonoidow

wykazujgcych pozgdane wtasciwosci.

Zgtoszenie patentowe EP1543834 ujawnia sposob wytwarzania ekstraktow z
chmielu o zwiekszonej ilosci prenyloflawonoidow Iub ich pochodnych
posiadajgcych aktywnosC estrogenng oraz antyproliferacyjng. W ujawnionym
sposobie, produkt z chmielu poddaje sie reakcji izomeryzacji w obecnosci
zasady, co sprzyja zwiekszeniu ilosci 8-prenylonaringeniny w produkcie,
zapewniajac wielokrotne zwiekszenie aktywnosci estrogennej preparatu w ten
Sposob otrzymanego. Jednoczesnie, ze wzgledu na proliferacyjne wtasciwosci 8-
prenyloargeniny, zgtaszajacy podkreslili znaczenie odpowiedniego nadmiaru

ksantohumolu w kompozycji uzyskanej ujawnionym sposobem.

Amerykanskie zgtoszenie patentowe US2005/0042318 ujawnia ekstrakt z
chmielu zawierajgcy zwiekszong ilos¢  prenylochalkondw, znajdujacy
zastosowanie w leczeniu lub profilaktyce choréb zwigzanych z deficytem

estrogenu.

Sposob uzyskiwania zwigzkoéw aktywnych o wilasciwosciach estrogennych z
szyszek chmielu zostat ujawniony w WO83.00701 A1. Ekstrakt z uzyciem
dwutlenku wegla z szyszek chmielu traktuje sie wodg jako czynnikiem
azeotropujacym, a nastepnie estrogenne zwigzki aktywne uzyskuje sie poprzez
ekstrakcje z uzyciem eteru lub metod chromatograficznych.

Niemieckie zgtoszenie patentowe EP 199 39 350 A1 ujawnia ekstrakt z chmielu

cechujacy sie zwiekszong zawartoscig ksantohumolu, ilos¢ w ekstrakcie
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prenylonaringeniny jest nieokreslona. Wskazane zastosowanie ujawnionego

ekstraktu to dodatek do piwa i sokow owocowych.

Chociaz ujawnienia ze stanu techniki wskazuja na korzystne wtasciwosci
prenyloflawonoidéw zawartych w ekstraktach z chmielu, to jednoczesnie ze
stanu techniki wynika, iz znane ekstrakty z chmielu, ze wzgledu na proliferacyjne
wtasciwosci  8-prenylonaringeniny, muszg posiada¢ odpowiedni skfadnik
antyproliferacyjny, np. nadmiar ksantohumolu. Jednoczesnie zawartos¢ w

ekstrakcie zwigzkow lipofilnych utrudnia liofilizacje preparatéw tego typu.

Celem wynalazku jest opracowanie preparatu polifenolowego o0 nowych
wiasciwosciach  znajdujgcego  zastosowanie w  wytwarzaniu  srodkow
farmaceutycznych majacych zastosowanie do leczenia i profilaktyki chorob
sercowo-naczyniowych oraz dodatkéw zywieniowych o dziataniu ochronnym na
uktad sercowo-naczyniowy. Celem wynalazku jest réwniez opracowanie sposobu

otrzymywania takiego preparatu.

W wyniku badan, tworcy wynalazku stwierdzili, iz odtluszczony ekstrakt z
wychmielin, tj. odpadow chmielowych, wykazuje nieoczekiwane dziatanie

przeciwptytkowe.

Przedmiotem wynalazku jest preparat polifenolowy o dziataniu przeciwptytkowym
charakteryzujacy sie tym, ze zawiera odttuszczony ekstrakt z wychmielin.

Przedmiotem wynalazku jest réwniez sposob otrzymywania preparatu
polifenolowego o dziataniu przeciwptytkowym charakteryzujacy sie tym, ze
rozdrobnione wychmieliny poddaje sie co najmniej jednokrotnej ekstrakgcji
rozpuszczalnikiem organicznym, korzystnie w temperaturze pokojowej, uzyskany
ekstrakt sgczy sie, a nastepnie usuwa rozpuszczalnik organiczny, po czym z
otrzymanego wodnego ekstraktu usuwa sie zwigzki lipofiine i ewentualnie

uzyskany ekstrakt nastepnie zateza sie i liofilizuje.

Korzystnie w sposobie wedtug wynalazku, jako rozpuszczalnik organiczny

stosuje sie aceton, korzystnie 70% wodny roztwér acetonu.
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Réwniez korzystnie w sposobie wedtug wynalazku, wspomniane zwigzki lipofilne
usuwa sie poprzez ekstrakcje chloroformem, korzystnie w stosunku

objetosciowym 1:1.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez srodek farmaceutyczny o dziataniu
przeciwptytkowym zawierajacy substancje czynng oraz ewentualnie srodki
pomocnicze charakteryzujacy sie tym, Zze jako substancje czynng zawiera

odttuszczony ekstrakt z wychmielin.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez dodatek zywieniowy dla ludzi lub zwierzat,

znamienny tym, ze zawiera odttuszczony ekstrakt z wychmielin.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez zastosowanie odtluszczonego ekstraktu z
wychmielin do wytwarzania leku do leczenia Ilub profilaktyki chorob uktadu
krgzenia u ludzi lub zwierzat, przy czym leczenie i/lub profilaktyka wspomnianych
chorob zwigzana jest z agregacja ptytek krwi.

Korzystnie w zastosowaniu wedtug wynalazku wymienionymi chorobami sa:
miazdzyca, choroba niedokrwienna serca, choroby aorty i naczyn obwodowych,

choroby zyt obwodowych, zylna choroba zakrzepowo-zatorowa.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez zastosowanie odtluszczonego ekstraktu z
wychmielin do wytwarzania dodatku zywieniowego o przeznaczeniu dla ludzi lub

zwierzat.

Przez wychmieliny rozumie sie staty odpad poprodukcyjny, powstajacy podczas
produkcji olejku chmielowego uzywanego w piwowarstwie w wyniku ekstrakgji
szyszek chmielowych. Wychmieliny sg ucigzliwym, pylistym odpadem, ktorego
utylizacja jest waznym problemem ze wzgledu na zanieczyszczenie srodowiska.
Sa to odpady, ktore nie mogg by¢ odprowadzane do systemow kanalizacyjnych
jako scieki, poniewaz powodujg ich blokowanie.

Przez odttuszczony ekstrakt z wychmielin rozumie sie ekstrakt z ktdrego usuniete
zostaty zwiagzki lipofilne, w tym prenyloflawonoidy.

Preparat o dziataniu przeciwptytkowym oznacza preparat hamujgcy reaktywnosc¢
ptytek krwi. Znane w stanie techniki metody pozwalajace na okreslenie
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aktywnosci przeciwptytkowej preparatu to metoda agregacji turbidymetrycznej
lub agregacji impedancyjne;.

Sposob otrzymywania preparatu zgodnie z wynalazkiem polega na ekstrakcji
polifenoli z wychmielin poprzez co najmniej jednokrotng ekstrakcje przy uzyciu
rozpuszczalnika organicznego. Odpowiedni rozpuszczalnik wybiera sie z grupy
alkoholi oraz ich wodnych roztwordw, ketonow oraz ich wodnych roztworow bez
lub z dodatkiem kwasu nieorganicznego lub organicznego, oraz mieszanin
wymienionych rozpuszczalnikdw. Rozpuszczalnikiem korzystnym w sposobie
wedtug wynalazku jest rozpuszczalnik o $redniej polarnosci, jakim jest np.
aceton. W przypadku ekstrakcji wychmielin, korzystne z punktu widzenia
wydajnosci procesu okazato sie zastosowanie trzykrotnej ekstrakcji 70% wodnym
roztworem acetonu w temperaturze pokojowej, przy zastosowaniu 10-krotnego
nadmiaru ekstrahenta w stosunku do ilosci substratu. Ekstrakcje prowadzono z
zastosowaniem mieszania, po czym ekstrakty odsgaczano oraz zatezano az do
usuniecia rozpuszczalnika organicznego. Z tak uzyskanego ekstraktu usuwa sie
zwigzki lipofiine. Mozna to osiggna¢ na przyktad poprzez ekstrakcje
rozpuszczalnikiem takim jak chloroform, przy czym odttuszczony ekstrakt wodny
zateza sie nastepnie w celu usuniecia pozostatosci chloroformu. Dobre efekty
osiggng¢ mozna rowniez stosujgc w miejsce chloroformu inne rozpuszczalniki
niepolarne, takie jak heksan. Tak otrzymany preparat ewentualnie poddaje sie
liofilizacji i przechowuje bez dostepu Swiatta w temperaturze 4°C, w szczelnych
opakowaniach. Zawartos¢ polifenoli ogotem wynosi srednio 240 mg/g preparatu
w przeliczeniu na kwas galusowy. Przez zawartosC polifenoli ogdtem w
przeliczeniu na kwas galusowy rozumie sie zawartoS¢ oznaczong zgodnie z
metodg oznaczania zawartosci zwigzkow polifenolowych Folina-Ciocalteu
(Bordonaba i Terry 2008).

Badania agregacji ptytek metoda impedancyjng oraz metodg agregometrii
optycznej wodnych  roztworow  liofilizatu  preparatu  polifenolowego,
przeprowadzone zaréwno u zdrowych ochotnikow, jak i u pacjentow
przyjmujacych profilaktycznie kwas acetylosalicylowy (ASA), wykazaty wysokg
aktywnos¢ przeciwptytkowg preparatu w obu badanych grupach, przy czym
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wiekszg aktywnosc¢ stwierdzono u pacjentow przyjmujacych ASA. Preparat moze
wiec znalez¢ zastosowania w leczeniu i profilaktyce schorzen, ktérych leczenie i
profilaktyka zwigzana jest z oddziatywaniem na agregacje ptytek krwi. Wykazana
aktywnos¢ przeciwptytkowa preparatu wedtug wynalazku w odniesieniu do
agregacji indukowanej dwufosforanem adenozyny (ADP) stanowi bardzo
korzystng wtasciwos¢ preparatu. Taki profil aktywnosci umozliwia bowiem
zastosowanie preparatu jako srodka wspomagajgcego klasyczne leczenie
przeciwptytkowe matymi dawkami kwasu acetylosalicylowego u pacjentow z
chorobg niedokrwienng serca.

Wieloparametrowe badania cytotoksycznosci wskazaty jednoczesnie, iz preparat
wedtug wynalazku nie jest substancjg cytotoksyczna.

Preparat wedtug wynalazku mozna stosowac jako substancje czynnag z grupy
srodkoéw farmaceutycznych o dziataniu przeciwptytkowym w potaczeniu z
konwencjonalnie stosowanymi w praktyce farmaceutycznej dopuszczalnymi
dodatkami znanymi ze stanu techniki, przy czym preparat mozna poddawac
znanym sposobom pozwalajagcym na nadanie postaci statych lub ptynnych
kompozycji farmaceutycznych, ktore mozna podawaC droggq doustng Ilub
pozajelitowg. Stezenie preparatu we krwi/osoczu wykazujgce pozadane
wlasciwosci przeciwptytkowe to 7,5 — 15 ug/ml w przeliczeniu na kwas galusowy.
W poszczegolnych przypadkach dawka moze byC odpowiednio dostosowana
przez fachowca w dziedzinie do wielkosci odpowiadajacej szczegolnemu
zastosowaniu, przy czym wykonane badania cytotoksycznosci preparatu
wskazujg, iz preparaty wedtug wynalazku zawierajace ilos¢ polifenoli ogotem
mniejszg niz 30 pg/ml przygotowanego roztworu nie wykazujg cytotoksycznosci.
Ze wzgledu na swoje dziatanie przeciwptytkowe, preparat moze rowniez znalez¢
zastosowanie przy wytwarzaniu dodatkow zywieniowych (suplementow diety), w
szczegolnosci wskazanych do podawania u osob z ryzykiem choréb sercowo-
naczyniowych wg SCORE (Systemic Coronary Risc Evalualtion) >5% (chorzy
podwyzszonego ryzyka) i < 10% (chorzy podwyzszonego ryzyka ze wskazaniami
do zastosowania ASA w ramach prewencji pierwotnej). Przez SCORE rozumie
sie skale ryzyka SCORE. Jest to narzedzie stuzace do oceny indywidualnego
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ryzyka zgonu z powodu chordb uktadu krgzenia w ciggu nastepnych 10 lat na
podstawie czynnikow ryzyka wystepujacych u danej osoby. Skala zostata
opracowana przez Europejskie Towarzystwo Kardiologiczne.

W przypadku zastosowania preparatu wedtug wynalazku do wytwarzania
dodatku zywieniowego, mozliwy jest dodatek znanych w przemysle spozywczym
materiatbw pomocniczych, a ich witasciwosci i ewentualny dobor w celu
wytworzenia odpowiedniej kompozycji jest dobrze opisany w literaturze i nie
wykracza poza rutynowe dziatanie fachowca w danej dziedzinie.

Obok korzystnych witasciwosci jakie wykazuje preparat, dodatkowo dzieki
odttuszczeniu pozbawiony wykazujgcej proliferacyjne i estrogenne witasciwosci
prenyloargeniny, zaletg rozwigzan wedlug wynalazku jest rowniez prostota
procesu otrzymywania preparatu, tatwa dostepnos¢ oraz niski koszt surowca
podstawowego, stanowigcego w istocie ucigzliwy materiat odpadowy.

Ponizej przedstawiono opis zataczonych figur:

Fig 1. przedstawia krzywa kalibracyjng do oznaczania polifenoli metodg Folina—
Ciocalteu

Fig. 2 przedstawia krzywa kalibracyjng do oznaczania zawartosci katechiny
Rozwigzanie wedtug wynalazku zostato przedstawione w sposob bardzie
szczegotowy w przyktadach realizacji wynalazku zamieszczonych ponize;.

Ponizsze przyktady w Zaden sposob nie ograniczajg zakresu wynalazku.

Przyktady

Przyktad 1

1. Otrzymywanie preparatu polifenolowego z wychmielin

Nawazke rozdrobnionych wychmielin, poddano procesowi trzykrotnej ekstrakcji
70% roztworem acetonu w temperaturze pokojowej w czasie 30 minut (I
ekstrakcja) oraz 15 minut (Il i lll ekstrakcja). Stosowano kazdorazowo 10-cio
krotny nadmiar ekstrahenta w stosunku do masy surowca (v/w). Ekstrakcje
prowadzono z zastosowaniem mieszadta magnetycznego. Uzyskane ekstrakty
saczono. W kolejnym etapie, potagczone ekstrakty, zatezono 6-krotnie na

wyparce prozniowej w temperaturze <40 °C w celu usuniecia rozpuszczalnika
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organicznego. Uzyskany wodny ekstrakt nastepnie 4-krotnie ekstrahowano
chloroformem (1:1, v/v) celem usuniecia zwigzkéw lipofilnych. Odttuszczony
ekstrakt wodny nastepnie okoto 2-krotnie zatezano w celu usuniecia pozostatosci
chloroformu i liofilizowano. Rozdrobniony staty preparat polifenolowy do czasu
analizy przechowywano w zamknietych szklanych naczyniach w temperaturze

4°C bez dostepu swiatta

2. Przygotowanie roztworu podstawowego

W celu dokonania analizy otrzymanego preparatu polifenolowego, roztwor
podstawowy do analizy przygotowano w nastepujacy sposob: odwazono 20 mg
preparatu polifenolowego i rozpuszczono w 10 cm® 10% wodnego roztworu
dimetylosulfotlenku (DMSO), a nastepnie probki wstawiano na 5 minut do tazni
ultradzwiekowej. Tak przygotowany roztwor poddano analizie na oznaczenie

zawartosci zwigzkéw polifenolowych,

3. Oznaczanie zawartosci zwigzkéw polifenolowych metoda Folina—
Ciocalteu’a [Bordonaba i Terry, 2008]

Metoda ta oparta jest na wtasciwosciach redukujgcych zwigzkéw polifenolowych.
Odczynnik Folina—Ciocalteu’a zawiera kompleks zwigzkow wolframowo—
molibdenowych (H3PW12040 i H3PMo012040), ktére przy utlenianiu polifenoli
przechodzg w niebiesko zabarwione formy tlenowe (WgO2 i Mo0gOas),
posiadajace maksimum absorbancji przy 760 nm.

Intensywnos¢ barwy jest proporcjonalna do ilosci wystepujacych w roztworze
substancji fenolowych.

NazWO./Na;MoO4 — ((polifenol) — MoW1Oa0)™
Mo(VI) (zotty) + & — Mo(V) (niebieski)

Oznaczenie wykonano w nastepujacy sposob:

Proba wlasciwa: 10 cm® wody destylowanej,
0,2 — 2 cm® roztworu préby badane;j,
0,5 cm® odczynnika Folina—Ciocalteu’a,
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5 cm® 20% Na,COs.
Calo$¢ uzupetniano wodg do 50 cm?®.
Préba odniesienia nie zawierata proby badanej. Po 20 min mierzono absorbancje
proby wtasciwej wobec proby odniesienia przy dtugosci fali 760 nm. Zawartosc
polifenoli wyznaczono na podstawie krzywej wzorcowej przedstawionej na Fig. 1,
do sporzadzenia ktorej uzyto metanolowego roztworu kwasu galusowego

o stezeniu 0,2 mg/cm®.

4. Oznaczanie zawartosci flawanoli metoda wanilinowa [Swain-Hillis, 1959]

Preparat podstawowy otrzymany zgodnie z pkt. 2 Przyktadu 1 przebadano na
zawartosc¢ flawanoli zgodnie z ponizej przedstawiona metodyka.

Metoda wanilinowa oparta jest na reakcji waniliny z monomerami i polimerami
katechin. Charakterystyczna czerwona barwa jest stabilna w $rodowisku 70%
H2SO4 i posiada maksimum absorpcji przy A = 500 nm.

Wykonanie oznaczenia:

Przygotowano nastepujace proby:

a - 0,2-0,4 cm® badanego roztworu podstawowego rozcieficzonego 5 razy
dopetniano wodg destylowang do 2 cm® i dodawano 4 cm?® odczynnika
wanilinowego (1 g waniliny w 100 cm® 70% H2S0s4),

b -0,2-0,4 cm® badanego roztworu podstawowego rozcieficzonego 5 razy
dopetniano woda destylowang do 2 cm?® i dodawano 4 cm® 70% H2SOs,

¢ - do 2 cm® wody destylowanej dodawano 4 cm® odczynnika wanilinowego,

d - do 2 cm® wody destylowanej dodawano 4 cm® 70% H,SO,,

Préby umieszczano w zimnej tazni wodnej, aby ich temperatura nie przekroczyta
35 °C. Po 15 minutach mierzono absorbancje préb a, b, ¢ wzgledem proby d przy
A=500 nm. Z krzywej wzorcowe] odczytywano stezenie katechiny w probce,
odpowiadajace absorbancji A = Aa - (AptAc).

Do sporzadzenia krzywej wzorcowej uzyto wodnego roztworu (+)katechiny
o stezeniu 0,05 mg/cm®. Krzywa zaleznosci absorbancji A = As - (A,+Al) W

funkcji stezenia (+) katechiny przedstawiono na Fig 2.
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5. Oznaczenie proantocyjanidyn [Résch et al., 2003]

Preparat podstawowy otrzymany zgodnie z pkt. 2 Przyktadu 1 przebadano na
obecnos¢ proantocyjanidyn zgodnie z ponizej przedstawiong metoda.
Procyjanidyny ogrzewane w temperaturze 100°C w srodowisku zakwaszonego
kwasem solnym butanolu ulegajg depolimeryzacji i utlenieniu do odpowiednich
barwnych antocyjanidyn.
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Wykonanie oznaczenia:

Do 0,2-0,4 cm® roztworu podstawowego uzupetionego do 0,4 cm® 10% DMSO
dodano 9,6 cm® mieszaniny zawierajacej butanol i stezony kwas solny (9:1, v/v).
Nastepnie proby ogrzewano 90 min we wrzacej tazni wodnej. Po oziebieniu
proby przesaczono, uzupetniono do objetosci 10 cm® i zmierzono absorbancje
(A) przy dtugosci fali A =550 nm wobec mieszaniny butanol/HCI. Zawartos¢
proantocyjanidyn przeliczono na cyjanidyne stosujgc molowy wspotczynnik
absorpcji ¢ = 17360 dm*/mol*cm.

Stezenie cyjanidyny w mieszaninie reakcyjnej obliczono z zaleznosci:

Coyjanidyny = 0,0165 A [mg/cm?]

6. Charakterystyka polifenoli w otrzymanych preparatach z wychmielin

Ponizej przedstawiona tablica 1 zawiera dane pochodzace z oznaczen
zawartosci 9 preparatow otrzymanych z wychmielin sposobem wedtug
wynalazku. W tablicy przedstawiono zawartos¢ polifenoli ogotem (oznaczong

zgodnie z pkt. 3 niniejszego przyktadu), flawanoli (oznaczonych zgodnie z pkt. 4
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niniejszego przyktadu) oraz proantocyjanidyn oznaczonych zgodnie z pkt. 5

niniejszego przyktadu).

Tablica 1. Zawartos¢ polifenoli w preparacie wychmielin

Nr Zawartosé (mg/g preparatu)
preparatu Polifenole ogotem Flawanole Proantocyjanidyny
1 232,99 £ 21,62 119,83 £ 5,78 93,40 + 4,37
2 244,83 + 15,34 121,41 £ 2,64 87,82 £ 4,17
3 247,24 + 14,63 126,10 £ 5,25 98,47 + 3,04
4 198,50 + 10,33 85,18 + 3,20 81,09 + 3,19
5 229,55 + 5,67 100,10 3,67 96,64 + 7,16
6 242,59 + 13,38 123,01 £ 7,06 95,91 £ 6,73
7 258,07 + 11,03 134,85 + 3,42 99,23 + 8,07
8 252,82 + 17,26 121,01 £ 5,85 87,11 £2,20
9 248,41 £ 2,94 127,09 + 5,08 106,03 £ 3,45
$rednia 239,44 £ 17,75 117,62 £ 15,32 93,97 £ 7,54
Przyktad 2

1. Przygotowanie badanych preparatéw polifenolowych.
Do badania wtaczono ekstrakty otrzymane z dwoch niezaleznych preparatyk
przeprowadzonych zgodnie ze sposobem opisanym w pkt. 1 przyktadu 1.
Badane preparaty z wychmielin oznaczone zostaty w niniejszym przyktadzie jako
EO4(1) oraz EO4(2). Do kazdego cyklu badan przygotowano roztwor roboczy
preparatu polifenolowego EO4 o stezeniu w przeliczeniu na kwas galusowy 1,5
mg/ml w 10% DMSO. Roztwér sporzadzono zgodnie z ponizej przedstawionym
schematem:
e 7,5 mg liofilizowanego ekstraktu polifenolowego rozpuszczano w 1000 ul
uprzednio sporzgadzonego roztworu (PBS bez Ca i Mg z dodatkiem DMSO
do korncowego stezenia 10%). Tak sporzadzony roztwér stanowit roztwor

wyjsciowy.
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e roztwor wyjsciowy nastepnie wytrzgsano 1 min. (850 rpm, 37°C) i 15 min.
(500 rpm, 37°C)

e roztwor nastepnie odwirowano (5 min., 9200 g)

e w przypadku obecnosci osadu do dalszych testow $ciggano supernatant

e roztwory, w ktorych nie wystgpit osad oraz supernatanty rozciericzano tak,
aby ostateczne stezenie kwasu galusowego w roztworach wynosito 1,5

mg/ml

2. Badana populacja

Badania wpltywu preparatow polifenolowych na funkcje ptytek byty prowadzone
na zdrowych ochotnikach (Zespét 1) oraz chorych na choroby sercowo-
naczyniowe, po zabiegu chirurgicznego leczenia choroby niedokrwiennej serca,
przyjmujacych przewlekle kwas acetylosalicylowy (ASA) w dawce 150 lub 75 mg
ASA na dobe (Zespot 2). Zastosowanie takiego podejscia i podziatu pracy
pomiedzy Zespotami ma uzasadnienie merytoryczne (potencjalne roznice w
odpowiedzi pomiedzy zdrowymi dawcami i pacjentami na terapii ASA). Zatozono
stosowanie takich samych procedur i protokotow przez oba Zespoty (z wyjatkiem
badania wptywu polifenoli na agregacje wywotywang przez kwas arachidonowy
(AA) u pacjentow przyjmujacych ASA.

Krew pobierana byta z zastosowaniem zestawow firmy Sarstedt. Antykoagulant
dobierano w zaleznosci od metody analizy funkcji ptytek krwi. Do badania
agregacji metodg optyczng zastosowano 3,2% buforowany cytrynian sodowy. Do
badania agregacji metodg impedancyjng - hirudyne Refludan® (25 ug/ml). W obu
przypadkach zachowano proporcje krew: antykoagulant wynoszacg 9:1.
Pobieranie krwi byto poprzedzone wyrazeniem pisemnej zgody osoby na badania
(po wyjasnieniu celu i charakteru badania). Na przeprowadzenie eksperymentu
zostata wydana zgoda Komisji Bioetyki Uniwersytetu Medycznego w todzi numer
RNN/13/07/KB z dnia 16.01.2007 r.

3. Schemat badania
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Badaniu dziatania preparatu polifenolowego poddawane byty préobki krwi od
zdrowych dawcow i pacjentdow po interwencjach wiencowych przyjmujacych
dtugotrwale ASA. Zastosowana metodyka badania to badania sparowane z
randomizacjg ze stratyfikacjg (losowanie pozycji probowek w agregometrze dla z
gory zatozonego panelu stezen).

Zarowno dla metody impedancyjnej jak i metody turbidymetrycznej jako
jednostke obserwacyjng zastosowano parametr okreslony jako wynik agregac;i
(Aggregation Score — AS)

AS = maksymalna agregacja (Amax) x pole pod krzywg (AUC)

Szacowanie wielkosci proby wykonano na podstawie parametru agregacji
maksymalnej (Amax), przyjmujac:

Poziom istotnosci = 0,05

Moc testu = 0,8
Zastosowano test t-Studenta dla prob zaleznych.
Oznaczenia wykonywano w uktadzie sparowanym (pomiary przed i po podaniu
testowanego zwigzku). Skutecznos¢ inhibicyjna flawonoidow jest niska i
oszacowano jg na 10%. Przyjeto 10% zmienno$¢ pomiarowa. Po przyjeciu takich
warunkéw minimalna liczba powtorzen wynosi 16 osob dla kazdego badanego

preparatu (16 zdrowych dawcow i 16 chorych na choroby sercowo-naczyniowe).

4. Metody badania agregacji ptytek krwi

A/ Badanie agregacji pltytek krwi metoda agregometrii optycznej (LTA)
Agregacja optyczna uznawana jest za tak zwany ztoty standard wsréd metod
badajgcych reaktywnos¢ ptytek krwi. Opiera sie na monitorowaniu i rejestrowaniu
zmian w transmitancji Swiatta padajgcego na probke osocza bogatoptytkowego,
ktore zachodzg w trakcie agregaciji ptytek krwi w odpowiedzi na agoniste.

Osocze bogatoptytkowe (PRP) otrzymano przez odwirowanie petnej krwi
pobranej na cytrynian sodu (250xg, 6 min). Supernatant sciggnieto i pozostatosc
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wirowano ponownie (2000xg, 10 min). Do badan wykorzystano PRP o mianie
ptytek 200x107/L.

Stezenia preparatu EO4 w probie wynosity 7,5 i 15 ug/ml w przeliczeniu na kwas
galusowy, zas jako agoniste zastosowano 5 i 10 ymol/L ADP. Czas inkubacji
osocza z preparatem wynosit 10 min (w temperaturze 37°C). Pomiary
prowadzono w uktadzie sparowanym. Probe kontrolng stanowito osocze
bogatoptytkowe z odpowiednia iloscig 10% DMSO. Agregacje ptytek krwi
monitorowano przez 15 minut, za pomocg optycznego agregometru Chrono-Log
490-2D (Chrono-Log, Havertown, PA USA)

B/ Badanie agregacji ptytek krwi metoda impedancyjng (MEA)

Aparat Multiplate (Dynabyte Medical) pozwala na ocene funkcji ptytek krwi we
krwi petnej w oparciu o zasady agregometrii impedancyjnej. Metoda ta opiera sie
na monitorowaniu zmian w impedancji, ktdre zwigzane sg z adhezjg agregatow
ptytkowych na powierzchni elektrod. Urzadzenie pozwala na jednoczesne
prowadzenie pomiaroOw w pieciu niezaleznych probach.

Stezenia preparatu EO4 w prébach badanych wynosity 7,5 i 15 pg/ml w
przeliczeniu na kwas galusowy. Krew z ekstraktem inkubowano przed pomiarem
15 min w temperaturze pokojowej. Pomiar agregacji prowadzono jednoczesnie w
3 probach, z czego jedna stanowita kontrole zas dwie — proby badane
zawierajgce rozng ilos¢ preparatu polifenolowego. Zgodnie z zaleceniem
producenta, jako agoniste uzyto 6,4 uymol/L ADP, kolagen o stezeniu 3,2 pg/ml
oraz kwas arachidonowy o stezeniu 0,5 pmol/L. Czas pomiaru wynosit 15 min.
Statystyczna analiza danych

Dane przedstawiono jako srednie £ btad standardowy lub jako mediany i zakresy
kwartylowe. W celu weryfikacji normalnosci rozktadu danych zastosowano test
Shapiro-Wilka. Pordéwnujac dane nieodbiegajagce od rozktadu normalnego
zastosowano jednostronny test t-Studenta dla danych sparowanych o rozktadzie
normalnym, stosowano poprawke Bonferroniego. Do opracowania danych o
rozktadzie odbiegajacym od normalnego stosowano test Wilcoxona. Wyniki

zestawiono w ponizszych tablicach, gdzie podano wyniki agregacji (AS) dla
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poszczegolnych stezen preparatow (Stez. EO4) jak rowniez procent hamowania

(% inh.) oraz poziom istotnosci (p).

Tablica 2. Wyniki hamowania agregacji we krwi petnej (agonista kolagen)

Zespot 1 (zdrowi ochotnicy)

Agonista AS (kolagen 3,2/pg/ml)

Stez. o o ¢

EO4 0 7,5 % inh. | p 15 % inh p
1155,7 | 1022,5 | 5,6 920,0 15,0

EO4(1)  |i18100 |+1066 | 9,8 | 2140 |:761 [+e1 |00
1155,7 | 974,0 10,1 998,8 4,7

EO4(2) 111810 |+1019|t102|90%2 |i678 |+116 |0166

Zespot 2 (pacjenci z chorobami kragzenia)

610,1 4475 |[19,0 380,9 30,0

EQA(1) |i975 |+57.8 |+91 [90182 |i577 |+10e |0003
634,9 |570,8 |0,3 429,6 15,1

EO4(2) |i049|x748 |tos [93988 |ig1g |+171 |O179

Tablica 3. Wyniki hamowania agregacji ptytek we krwi petnej (agonista ADP)

Zespot 1 (zdrowi ochotnicy)
Ago
-nista AS (ADP 6,4 pM)
Stez. . .
E§4 0 75 |%inh |p 15 |%inh |p
558,2 571,7
< 1532,8 (47 13,1
EO4(1) |+ SO 0,3588 |+ L 10,4149
sgo |861 [#12.9 7aa |£112
558,2 626,0
EO4(2) |+ 2488é81 1’(1)51 04531 |+ ;1?’176 0,1548
480 [T |19 639 |*'"
Zespot 2 (pacjenci)
328,0 177 4
Y 1181,7 [28,0 * 10,6
EO4(1) |z ’ Y 10,0185 |+ 2 10,076
f076 |£514 147 573 |£233
337,0 120,0
EO4(2) |+ 17561’92 fgg 0,0185 |+ ‘+‘41’g3 0,0071
110,2 | *°" ’ 383 |7
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Tablica 4. Wyniki hamowania agregacji we krwi petnej (agonista kwas
arachidonowy (AA) - W przypadku Zespotu 2 nie stosowano AA, gdyz bytoby to
bezzasadne: pacjenci przyjmuja ASA co skutkuje hamowaniem agregacji
indukowanej kwasem arachidonowym.

Zespdt 1 (zdrowi ochotnicy)
Agonista |AS (AA 0,5 mM)
5 o)
Sk o f7s |E b 15 |%inh |p
652,5|708,1
’ " 1-9,5 733,5 [-9,9
EO4(1) 261 236 £6.5 0,1049 £118.3 |+ 8.9 0,19
652,5|694,8
’ "~1-6,8 609,9 |5,3
EO4(2) 261 237 +48 0,1165 +412 |£3.9 0,08

Tablica 5 Wyniki hamowania agregacji w osoczu bogatoptytkowym (agonista
ADP)

Zespét 1 (zdrowi ochotnicy)
Ago
-nista AS (ADP 5 pM)
Stez. . .
E§4 0 75 |%inh |p 0 15 %inh |p
EO4(1 37,8 |324 |174 487 [359 |27.6
) £59 |+107 |+19,0 [22188 14903 |+ 145 |+325 |02176
EO4(2 503 |312 |414 487 |278 46,1
) +98 |+103 |+20,8 [20992 14103 |+97 |+175 |2083
Zespét 2 (pacjenci)
EO4(1 |22.2 |64 |719 157 |78 49,3
) +41 |+21 |+54 [00008 1,35 |i36 |+253 0069
EO4(2 [198 |88 |63 171 |82 |54.1
) £39 [+35 [+112 (0092|155 |+27 [+175 |00113

Tablica 6 Wyniki hamowania agregacji w osoczu bogatoptytkowym (agonista
ADP)

Zespét 1 (zdrowi ochotnicy)
Ago
-nista AS (ADP 10 pM)
Stez. . .
Eg4 0 | 75 | %inh | p 0 15 | % inh p
EO4(1 | 51,8 | 28,5 | 50,8 51,1 | 38,7 | 27,8
) |66]+93|+136| 2902|173 132 2209| 01704
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EO4(2 |52.7 |33,6 |39.1 511 |33.7 |36.9

) +66 296 [+156 |20% 1731100 |2 191 [0:057
Zespot 2 (pacjenci)

EO4(1 |405 12,0 |70.7 260 1202 |163

) £70 |49 |x81 |[0003 | 54 li46 |+158|02272

EO4(2 405 |12,1 |69.8 283 |94 593

) £79 (£33 274 [0003 | g8 s19 |rg7 |0019

Oba oceniane preparaty EO4(1) o EO4(2) posiadajg zblizong, wysoka aktywnosc¢
przeciwptytkowg oraz podobny profil dziatania - przeciwptytkowa aktywnosc
dotyczy gtownie agregacji indukowanej ADP. Hamujacy efekt preparatu na
agregacje indukowang ADP jest nieznacznie wyzszy u pacjentow pozostajgcych

na leczeniu ASA w porownaniu z grupa zdrowych dawcow.

Przyktad 3

Oznaczenie cytotoksycznosci

Oznaczenie cytotoksycznosci dla preparatu otrzymanego zgodnie ze sposobem
opisanym w przyktadzie 1 i oznaczanego w niniejszym przyktadzie jako EO4
zostato wykonane w oparciu o wieloparametryczne zautomatyzowane badanie
cytotoksycznosci HCS ,Cell health assay”, przy uzyciu aparatu Thermo Scientific
Cellomics® ArrayScan umozliwiajgcym automatyczng analize mikroskopows, co
pozwala na zbadanie uszkodzen struktur komoérkowych wywotanych przez
analizowany preparat. Dzieki uzyciu 3 barwnikow fluorescencyjnych (MitoTracker
- Invitrogen, YO-PRO 1 — Invitrogen, Hoechst 33342 — Sigma) przeprowadzono
ocene wptywu badanych ekstraktéw na rozmiar i morfologie jadra, integralnos¢
btony cytoplazmatycznej oraz aktywnos¢ mitochondriow. Testy przeprowadzono
na ptytkach 96-dotkowych przy uzyciu 5 linii komoérkowych (HepG2, HMEC-1,
A549, Caco-2, 3T3). Pomiary przeprowadzono przy uzyciu automatycznej stacji
pipetujacej JANUS firmy Perkin Elmer. Preparat zbadano w 5 stezeniach,
pomiary wykonano w duplikatach w 5 niezaleznych powtorzeniach.

Na podstawie nieprzetworzonych danych eksperymentalnych przeprowadzono
analize statystyczng znamiennosci zaobserwowanych roznic w wartosciach

Srednich dla trzech wybranych parametréw pomiarowych, mierzacych natezenie
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fluorescencji i powierzchnie wybarwiong w komoérkach za pomocag barwnikow

fluorescencyjnych. Wybrane parametry obrazuja:

1. Powierzchnie jadra komorkowego (Hoechst (Sigma)

2. Akumulacje barwnika YO-PRO1 (Invitrogen) wskazujgcg na uszkodzenie
btony cytoplazmatycznej

3. Potencjat mitochondrialny (MitoTracker — Invitrogen)

Nastepnie statystycznie znamiennym réznicom dla kazdego testowanego
stezenia kazdej substancji, ktore wskazujg na zmiany morfologiczne i
funkcjonalne w komorkach obrazujace dziatanie cytotoksyczne, przypisano
wartosci punktowe zgodnie z przedstawionym ponizej schematem oceny

obserwowanych efektow.

Roéznice podlegajgce punktacji :

1. Zmniejszenie lub zwiekszenie powierzchni jadra
2. Wazrost akumulacji YO-PRO1
3. Spadek potencjatu mitochondrialnego

Ponizsza tablica 7 ilustruje przypisane wartosci punktowe przyznawane badanym

preparatom w tescie ,Cell health assay” .

Tablica 7. Wartosci punktowe przyjete w tescie ,Cell health assay”.

Zdarzenie Punkty Maksymalna
liczba pkt.

Istotna  roznica w  jednej linii | 0.2 za kazde | 3
komorkowej zdarzenie
Ta sama réznica w wiecej niz jednej | 1 za kazdq kolejng | 12
linii komorkowe;j linie
Wiecej niz jedna roznica w jednej linii 1 za kazdg kolejng | 10

roznice
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Ponizej przestawiona tablica 8 ilustruje dziatanie cytotoksyczne preparatu
polifenolowego (EO4) w oparciu o kumulatywny indeks cytotoksycznosci
obliczany dla kazdej z badanych substancji na podstawie wynikow uzyskanych w
wieloparametrycznym pomiarze ,cell health assay”

Tablica 8. Pomiar cytotoksycznosci preparatu polifenolowego z zastosowaniem
naringiny jako kontroli negatywnej oraz kaempferolu jako kontroli pozytywne;.

5 ug/ml 10 30 40 50 Suma
Hg/ml Hg/mi Hg/ml Hg/ml
Naringina 0,0 0,0 0,2 1.4 0,2 1,8
EO4 0,0 0,0 0,2 2,6 5,0 7.8
Kaempferol 2,6 1.4 8,4 8,4 6.2 27,0

Uzyskane wyniki wskazujg, Ze badany preparat polifenolowy nie jest
cytotoksyczny w stezeniach ponizej niz 30 ug/ml .



