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Zastosowanie oleaceiny, zwlaszcza z Ligustrum vulgare L.

Przedmiotem wynalazku jest nowe zastosowanie oleaceiny do wytwarzania preparatu
do stabilizowania blaszki miazdzycowej. Preparat wedlug wynalazku moze by¢
stosowany w szczegolnoSci w zapobieganiu i1 leczeniu chorob bedacych nastepstwem
rozpadu blaszki miazdzycowej, zwlaszcza niedokrwiennego udaru mézgu 1 zawalu serca.
Oleaceina jest zwiagzkiem o wzorze 1, okreslanym w piSmiennictwie réwniez jako 3,4-
DHPEA-EDA, stanowiacy 3,4-dihydroksyfenyloetanol (hydroksytyrozol) zestryfikowany

dialdehydowa pochodng kwasu enolowego.
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Blaszka miazdzycowa jest zmiang wystepujaca w Scianie tetnic (btona wewnetrzna)
powstajacg w przebiegu miazdzycy. Blaszka sktada sie¢ z masy lipidowej (gtownie LDL),
komorek oraz widknika. Uwypukla si¢ do $wiatta naczynia i zmniejsza jego Srednice.
Moze to powodowac niedokrwienie narzadow zaopatrywanych przez dang tetnice.

Niekontrolowany rozpad blaszki miazdzycowe] gromadzace] sie wraz z postepem
miazdzycy w tetnicach, gtownie w aorcie, tetnicach wiencowych 1 mozgowych, rzadziej w
tetnicach konczyn, moze by¢ bezposrednig przyczyna powaznych nastepstw, takich jak
niedokrwienny udar mozgu lub zawal serca. Blaszka miazdzycowa moze pekac,

aktywujac osoczowe czynniki krzepnigcia, co z kolei prowadzi do wytworzenia skrzepu.
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Moze to zmniejszy¢ przepustowos¢ naczynia, a w skrajnym przypadku spowodowac
catkowite zamkniecie swiatta tetnicy. W ten sposéb dochodzi najczescie) do zamkniecia
tetnicy wiencowe] i w konsekwencji zawatu serca. W podobny sposéb, zamknigcia
tetnicy mozgowe], w nastepstwie rozpadu blaszki miazdzycowej, prowadzi do
niedokrwiennego udaru mézgu. W podobny sposob moze dojs¢ do niedokrwienne]
choroby konczyn.

Blaszka miazdzycowa uszkadza rowniez glebsze warstwy $ciany tetnicy,
przyczyniajac si¢ w ten sposéb do rozwoju tetniakow.

Dlatego u pacjentéw cierpigcych na miazdzyce pozadane jest stabilizowanie blaszki
miazdzycowej. Pozadane jest rowniez stabilizowane uszkodzonej blaszki miazdzycowe] w
celu obnizenia szybkosci jej rozpadu, a w nastepstwie ztagodzenie przebiegu zawatu serca
lub udaru mozgu.

Przyjmuje sie, ze kluczowa role w rozpadzie blaszki miazdzycowe] odgrywaja
zewnatrzkomorkowe metaloproteinazy uwalniane przez makrofagi. Ws$rod nich,
metaloproteinaza 9 (MMP 9) odpowiada za degradacje zelatyny, kolagenu typu IV 1 V, co
prowadzi do ostabienia ostony wioknistej blaszki miazdzycowej 1 przyczynia sie do jej
rozpadu (Fatar M, Stroick M, Griebe M, Hennerici M. Matrixmetalloproteinases in
cerebrovascular diseases. Cerebrovasc Dis 2005;20:141-51).

Celem wynalazku jest dostarczenie preparatu, ktéry moéglby by¢ wykorzystany do
stabilizacji blaszki miazdzycowe] poprzez skuteczne hamowanie procesu jej rozpadu
nastepujacego z udzialem metaloproteinazy-9. Preparat taki mogtby by¢ wykorzystany do
leczenia i zapobiegania chorob powstajacych w wyniku rozpadu blaszki miazdzycowej, w
szczegdlnosci zawalu serca, choroby niedokrwiennej serca, niedokrwiennego udaru
mobzgu oraz niedokrwienia konczyn.

Nieoczekiwanie tak okreslony cel udato si¢ zrealizowa¢ w przedmiotowym
wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie oleaceiny do wytwarzania preparatu do
leczenia 1 zapobiegania chorob bedacych nastepstwem rozpadu blaszki miazdzycowej, w
szczegOlnosci wybranych z grupy obejmujacej: niedokrwienny udar mozgu, zawat serca
oraz chorobe niedokrwienng serca.

Przedmiotem wynalazku jest réwniez zastosowanie oleaceiny do hamowania
produkcji MMP-9 przez komorki zawarte w blaszce miazdzycowej.

Korzystnie, wytwarzany preparat stosuje si¢ do stabilizowania blaszki miazdzycowe;.

Korzystnie, oleaceine uzyskuje si¢ z Ligustrum vulgare L.
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Przedmiotem wynalazku jest réwniez zastosowanie Ligustrum vulgare L. do
wytwarzania preparatu zawierajacego oleaceine do stabilizowania blaszki miazdzycowe;,
zwlaszcza do leczenia 1 zapobiegania chorob bedacych nastepstwem rozpadu blaszki
miazdzycowej, w szczegdlnosci wybranych z grupy obejmujacej: niedokrwienny udar

mozgu, zawal serca oraz chorobe niedokrwienng serca.

Przyktad. 1. Uzyskiwanie oleaceiny z lisci ligustra pospolitego (Ligustrum vulgare L.)
Ligustr pospolity (Ligustrum vulgare L.) jest roslina ozdobng powszechnie wystepujaca
w Europie, wykorzystywana czesto do sadzenia zywoptotéw. Izolacji oleaceiny zawartej
w lisciach ligustra pospolitego dokonano sposobem uzyskanym poprzez zmodyfikowanie
metody opracowanej przez Kiss 1 wsp. (Journal of Ethnopharmacology 120 (2008) 220—
225) w Katedrze Farmakognozji i Molekularnych Podstaw Fitoterapii Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego.

Do izolacji uzyto 400g rozdrobnionego surowca. W pierwszym etapie liscie ligustra
czterokrotnie ekstrahowano woda destylowang w temperaturze 30°C w pluczce
ultradzwiekowe] kazdorazowo przez 30 minut. Ekstrakcje przeprowadzono w stosunku
1:10 surowca do rozpuszczalnika. Wyciagi wodne przesagczono przez wate 1 potaczono.
Uzyskany wyciag wodny zatezono na drodze liofilizacji do objetosci ok. 11. W celu
uzyskania mniej zanieczyszczonego wyciagu oraz zwiekszenia wydajnosci procesu
izolacji pozadanego zwigzku uzyto eteru dietylowego zamiast octanu etylu. Wczesniejsze
analizy wykazaly bowiem, ze wyciag octanu etylu zawiera wigce] zwiazkow
chemicznych, co tym samym utrudnia proces izolacji oleaceiny. W zwigzku z tym
zageszczony wyciag wodny poddano nastepnie S-krotnej ekstrakeji eterem dietylowym w
stosunku 1:1 rozpuszczalnika do ekstraktu. Wyciag eterowy zageszczono na wyparce
rotacyjnej pod zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze 35°C. Uzyskano ok. 5g wyciagu
eterowego. Kolejna modyfikacja polegala na uzyciu aparatury oraz rozpuszczalnikoéw w
uktadzie izokratycznym. Wg publikacji Kiss 1 wsp. (2008) oczyszczanie wyciagu octanu
etylu polegato na zastosowaniu kolumny wypelnionej zelem krzemionkowym (0.125-
0.25mm; 5.5cm*10 cm) przy uzyciu gradientu rozpuszczalnikow chloroform- octan etylu
(100-0%) oraz octan etylu-metanol (100-0%). W zmodyfikowane] metodzie wyciag
eterowy poddawano rozdziatlowi przy uzyciu chromatografii typu Flash na kolumnie
wypetnione] zelem krzemionkowym (PF- 30 SIHP/80G PuriFlash) przy uzyciu
mieszaniny chloroformu 1 octanu etylu (85:15) w uktadzie izokratycznym przez 60 minut

(20 ml/min). Uzyskano 9 frakcji, z ktérych do dalszego rozdziatu wybrano frakcje 3 1 4.
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Frakcje te poddano dalszemu rozdzialowi na kolumnie wypelnionej zelem
krzemionkowym (PF- 30 SIHP/80G PuriFlash) przy uzyciu mieszaniny toluenu, octanu
metylu 1 metanolu (84:11:5) w uktadzie izokratycznym przez 60 minut (20 ml/min).
Uzyskano 5 frakcji. Z frakcji 3 naniesione] na kolumne wypelniona sephadexem
wyizolowano oleaceing przy uzyciu mieszaniny chloroformu i metanolu (9:1), podobnie

jak w pierwotne] metodzie. Uzyskano 1,289g zwigzku. Tozsamo$¢ zwigzku potwierdzono

metodami NMR (patrz fig. 1) oraz HPLC-DAD-MS/MS (patrz fig. 2).

Etap izolacji

Metoda pierwotna

Metoda zmodyfikowana

I ekstrakcja

4xwoda;

faznia ultradzwiekowa; 30 min

4xwoda;

faznia ultradzwiekowa; 30 min

IT ekstrakcja

5x octan etylu (1:1)

5x eter dietylowy (1:1)

I rozdziat

Zel krzemionkowy; kolumna
szklana (0.125-0.25mm; 5.5cmx10
cm); gradient chloroform-octan
etylu (100-0%) 1 octan etylu-
metanol (100-0%)

Zel krzemionkowy (PF- 30
SIHP/80G PuriFlash),
chromatografia typu Flash; uktad
izokratyczny chloroformu i octanu

etylu (85:15)

II rozdziat

Zel krzemionkowy (PF- 30
SIHP/80G PuriFlash),
chromatografia typu Flash; uktad
izokratyczny chloroformu i octanu

etylu (85:15)

doczyszczanie

Sephadex; kolumna szklana (2x25
cm); uktad izokratyczny

chloroform- metanol (9:1)

Sephadex; kolumna szklana (2x45
cm); uktad izokratyczny

chloroform- metanol (9:1)

Przyktad 2. Stabilizacja blaszki miazdzycowej izolowanej z tetnicy szyjnej.

Blaszki miazdzycowe (n=15) byly uzyskiwane od pacjentéw poddawanych zabiegowi

wyciecia blony wewnetrznej tetnicy szyjnej (endarterektomia). Uzyskane blaszki dzielono na

dwie czesci, ktore inkubowano w zbuforowanym roztworze soli fizjologicznej (kontrola) lub

w zbuforowanym roztworze soli fizjologiczne] w obecnosci oleaceiny w stezeniach 5,10 1 20

UM przez 24 godziny w temperaturze 37°C po uprzedniej

stymulacji roztworem

lipopolisacharydu o stezeniu 1 pg/ml. Kontrole niestymulowang stanowit roztwor soli
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fizjologicznej, w ktorej blaszke inkubowano 2 godziny. Wplyw oleaceiny na produkcje
metaloproteinazy-9 (MMP-9) zostal okreslony przy uzyciu metody immunochemicznej
ELISA (R&D System). llos¢ MMP-9 (ng/ml) przeliczano na mase blaszki miazdzycowej, a
nastgpnie okreslono w % w porownaniu do kontroli stymulowanej. Wartos¢ 1Csy, czyli
stezenie zwigzku, przy ktorym reakcja zostaje zahamowana w 50%, okreslono na poziomie
9.07+1.2 uM (Srednia + blad standardowy).

Zaprezentowany na fig. 3 wykres przedstawia zalezno$¢ produkcja MMP-9 [%] od stezenia
oleaceiny (5,10,20 uM).

Wyniki eksperymentu wykazujg na zdolno$¢ oleaceiny do hamowania produkcji MMP-9
przez komorki zawarte w blaszce miazdzycowej. Obnizenie produkcji MMP-9 stabilizuje
blaszke miazdzycowa 1 hamuje jej rozpad. W zwiazku z uzyskanym efektem oleaceina nadaje
si¢ do stosowania w leczeniu i1 profilaktyce choréb bedacych nastgpstwem rozpadu blaszki

miazdzycowej, w szczegolnosci



