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Zastosowanie preparatu fosfolipidowego z zéttka jaj

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie preparatu
fosfolipidowego z Zzbttka jaj — super lecytyny, ujawnionego w opisie
patentowym P.399338.

Reakcje utleniania i redukcji odgrywajg niezwykle istotng role
wregulacji proceséw takich jak reakcje enzymatyczne, procesy
metaboliczne oraz sygnalizacja miedzykomérkowa. Obecno$é utleniaczy
i biologicznych reduktoréw w systemach wewnagtrzkomoérkowych jest
niezbedna do zachowania nie tylko réwnowagi oksydoredukcyjnej, ale
réwniez zapewnienia prawidiowego funkcjonowania komorki. Zaburzenie
tej rbwnowagi z przewagg wystepowania czynnikéw silnie utleniajgcych
powoduje tzw. stres oksydacyjny. Efektem stresu oksydacyjnego jest
narazenie komérek na dziatanie reaktywnych form tlenu (ROS; reactive
oxygen species) (Bartosz G. Druga twarz tlenu. Wydawnictwo Naukowe
PWN Warszawa 1995).

Liczne badania kliniczne i doswiadczalne nad stresem
oksydacyjnym dowodza, ze nadprodukcja ROS towarzyszy wielu zmianom
patologicznym takim jak nadciSnienie tetnicze, miazdzyca, choroba

wieficowa, choroba Alzheimera, stwardnienie rozsiane, cukrzyca typu |l
oraz choroby nowotworowe. Szacuje sie, Ze stres oksydacyjny jest
nieodtagcznym elementem ponad stu choréb (Kotodziejczyk J. 3-

nitrotyrozyna - marker stresu oksydacyjnego in vitro i in vivo; Diagnostyka
Laboratoryjna 2010; 46(2):141-145). Stres oksydacyjny w komérkach
powoduje miedzy innymi zaburzenie organizacji cytoszkieletu,
zahamowanie syntezy NAD+ , NADP+, uszkodzenie DNA, peroksydacje
lipidébw oraz zaburzenie funkcji fizjologicznej niektérych biatek, w tym
uposledzenie zdolnosci katalitycznej enzyméw lub ich inaktywacje.
Peroksydacja ttuszczu w sScianach naczyn przyczynia sie do zmiany
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morfologii bfon, ktére stajg sie sztywne, przepuszczalne dia jonéw oraz
bardziej wrazliwe na uszkodzenia (Karasek M., Lewirnski A., Reiter R.J.
Melatonina:  znaczenie  kliniczne izastosowanie terapeutyczne.
Endokrynologia Polska. 2001; 52:81-100). Aktywne rodniki w ukfadzie
krazenia uposledzajg funkcje $rédbtonka, wzmagajg stan zapalny,
zaburzajg hemostaze, wplywajg na aktywno$é enzyméw, zaburzajg
rébwnowage miedzy procesami prokoagulacyjnymi oraz
antykoagulacyjnymi.

Stres oksydacyjny odgrywa bardzo wazng role w chorobach uktadu
krgzenia. Podstawowym mechanizmem w patologii nadci$nienia
tetniczego oraz zaburzenia funkcji $rédbtonka przez ROS jest
ograniczenie biodostepnosci tlenku azotu (NO) jednego z najwazniejszych
czynnikéw naczynio-rozkurczajgcych. NO z udziatem ROS przeksztatcany
jest do anionu nadtlenoazotynowego (ONOO7), wykazujgcego dziatanie
naczyniokurczgce iprozakrzepowe (Rubanyi G.M., Vanhoutte P.M.
Superoxide anions and hyperoxia inactivate endothelium-derived relaxing
factor. Am. J. Physiol. 1986; 250: 822-827). Réwnie istotne w patologii
wielu choréb w tym choréb ukfadu krazenia jest nitrowanie reszt
tyrozynowych w tafncuchu polipeptydowym biatek. Nitrowanie tyrozyny
powoduje zmiane struktury biatka, czego konsekwencjg jest uposledzenie
lub utrata funkcji fizjologicznej peptydu. Proces nitrowania tyrozyny
zwigzany jest ze wzrostem stezenia nadtlenoazotynéw (ONOO"),
w obecnosci  ktérych reszty tyrozyny przyjmujg posta¢ rodnika
tyrozylowego, ktéry reagujagc z dwutlenkiem azotu (NO;) tworzy
3-nitrotyrozyne. Rodnik tyrozylowy moze réowniez ulec dimeryzacji tworzac
3,3'-dwutyrozyne, czego konsekwencjag jest powstanie wigzan krzyzowych
modyfikujacych strukture biatek. Nitrotyrozyne powszechnie uznaje sie za
marker zmian zachodzgcych w wyniku dziatania reaktywnych form tlenu
(Bian K., Ke Y., Kamisaki Y., Murad F. Proteomic Modification by Nitric
Oxide. J. Pharmacol. Sci. 2006; 101:271-279; Radi R. Nitric oxide,
oxidants, and protein tyrosine nitration. Proc. Natl. Acad. Sci USA. 2004;
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101(12):4003-4008; Kotodziejczyk J. 3-nitrotyrozyna - marker stresu
oksydacyjnego in vitro i in vivo; Diagnostyka Laboratoryjna 2010;
46(2):141-145).

Istotng role wredukcji stresu oksydacyjnego odgrywajg tzw.
antyoksydanty - czynniki, ktére w wyniku reakcji z ROS neutralizujg je
catkowicie lub czesciowo (do formy mniej reaktywnej). W ostatnich latach
podkresla sie znaczenie produktdw o charakterze przeciwutleniajgcym w
diecie. Dieta bogata w antyoksydanty moze znalezé zastosowanie
zaréwno w profilaktyce wielu choréb, jak réwniez stanowi¢ uzupetnienie
standardowych terapii medycznych. Naturainymi przeciwutleniaczami
zawartymi w wielu produktach spozywczych sg witaminy (A, B, C, D, E),
selen, polifenole oraz fosfolipidy, w tym wielonienasycone kwasy
ttuszczowe PUFA (polyunsaturated fatty acids) (Myung Seung-Kwon.
Efficacy of vitamin and antioxidant supplements in prevention of
cardiovascular disease. systematic review and meta-analysis of
randomised controlled trials. BMJ 2013; 18:346). Jednak PUFA przypisuje
sie takze niekorzystny udziat w peroksydacji lipidow w patologii stresu
oksydacyjnego. Zwigzane jest to z obecno$cig nienasyconych wigzan
podwéjnych miedzy atomami wegla w taricuchach fosfolipidéw, ktére
z chemicznego punktu widzenia sg reaktywne i tatwo ulegajg reakcji z
ROS, tworzac niestabilne, rodnikowe formy lipidowe. Efekt ten jest
niezwykle znamienny dla centralnego ukfadu nerwowego, ktérego budowa
opiera sie gtbwnie na DHA (kwas dokozaheksaenowy) (Nowak J.Z.
Oxidative stress, polyunsaturated fatty acids-derived oxidation products
and bisretinoids as potential inducers of CNS diseases: focus on age-
related macular degeneration. Pharmacol. Rep. 2013; 65(2):288-304). Z
kolei inne doniesienia wskazujg na korzystng role PUFA z grupy omega-3
w redukciji stresu oksydacyjnego (Mori T.A., Puddey 1.B., Burke V., Croft
K.D., Dunstan D.W., Rivera J.H., Beilin L.J. Effect of omega 3 fatty acids
on oxidative stress in humans: GC-MS measurement of urinary F2-
isoprostane excretion. Redox Rep. 2000; 5(1):45-46; Mori T.A., Woodman
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RJ., Burke V., Puddey {B., Croft KD. Beilin LJ. Effect of
eicosapentaenoic acid and docosahexaenoic acid on oxidative stress and
inflammatory markers in treated-hypertensive type 2 diabetic subjects.
Free Radic. Biol. Med. 2003; 35(7):772-781). Badania na gryzoniach
dowodzg, ze PUFA pochodzgce z ryb wptywajg na wzrost aktywnosci
takich enzyméw antyoksydacyjnych jak: katalaza (CAT), dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD) oraz peroksydaza glutationowa (GPX). Mozna
zatem przypuszczaé, ze przeciwutleniajgce dziatanie PUFA jest zwigzane
z regulacjg aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych (Jahangiri A., Leifert
W.R,, Kind K.L., McMurchie E.J. Dietary fish oil alters cardiomyocyte Ca2+
dynamics and antioxidant status. Free Radic. Biol. Med. 2006; 40(9):1592-
16602; Rahman M., Halade G.V., Bhattacharya A., Fernandes G. The fat-
1 transgene in mice increases antioxidant potential, reduces pro-
inflammatory cytokine levels, and enhances PPAR-gamma and SIRT-1
expression on a calorie restricted diet. Oxid. Med. Cell Longev. 2009;
2(5):307-316; Chandrasekar B., Fernandes G. Decreased pro-
inflammatory cytokines and increased antioxidant enzyme gene
expression by w-3 lipids in murine lupus nephritis. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 1994; 200:893-898; Venkatraman J.T., Chandrasekar B., Kim
J.D. Fernandes, G. Effects of n-3 and n-6 fatty acids on the activities and
expression of hepatic antioxidant enzymes in autoimmune-prone NZB x
NZW F1 mice. Lipids. 1994, 29:561-568).

Wiadomo réwniez, ze DHA (kwas dokozaheksaenowy) i EPA (kwas
eikozapentaenowy) redukuje stres oksydacyjny przez zahamowanie
ekspresji oksydazy NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate-oxidase) — enzymu odpowiedzialnego za produkcje ROS
(Depner C.M., Philbrick K.A., Jump D.B. Docosahexaenoic acid attenuates
hepatic inflammation, oxidative stress, and fibrosis without decreasing
hepatosteatosis in a Ldir(-/-) mouse model of western diet-induced
nonalcoholic steatohepatitis. J. Nutr. 2013; 143(3):315-323; Massaro M.,
Habib A., Lubrano L., Del Turco S., Lazzerini G., Bourcier T., Weksler
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B.B., De Caterina R. The omega-3 fatty acid docosahexaenoate
attenuates endothelial cyclooxygenase-2 induction through both NADP(H)
oxidase and PKC epsilon inhibition. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2006;
103(41):15184-156189). U szczurdw ze spontanicznym nadci$nieniem -
SHR - dieta wzbogacona w polifenole (przez dodanie 1% fasoli azuki -
czerwona soja) obniza poziom stresu oksydacyjnego w aorcie (Mukai Y.,
Sato S. Polyphenol-containing azuki bean (Vigna angularis) seed coats
attenuate vascular oxidative stress and inflammation in spontaneously
hypertensive rats. J. Nutr. Biochem. 2011; 22(1):16-21). Znane jest
réwniez dziatanie antyoksydacyjne fosfatydylocholiny w przebiegu
nadci$nienia (Eshiginia S., Gapparov M.M., Soto Kh. Influence of
phospholipids on efficiency of dietary therapy and parameters of lipids
metabolism in patients with hypertension]. Vopr. Pitan. 2005;74(5):28-31)

Istota wynalazku jest zastosowanie preparatu fosfolipidowego
otrzymanego sposobem ujawnionym w opisie wynalazku zgtoszonego do
UPRP izarejestrowanego pod numerem P.399338, zwanego super
lecytyna, do wytwarzania leku lub jako substancja czynna leku o dziataniu
przeciwutleniajgcym, do stosowania przy leczeniu choréb i/lub
wspomagajaco w terapii choréb o podtozu zapalnym, zwtaszcza chordb
nowotworowych (ICD10: C.00.0 do D.48), otytosci (ICD10: E.66.0),
cukrzycy (ICD10 E.10.0 do E.14.9), nadcisnienia tetniczego (ICD10 1.10
do 1.13.2), miazdzycy (ICD10 1.70.9).

Istotg wynalazku jest takze zastosowanie tego preparatu jako
srodek farmaceutyczny, suplement diety, dodatek zywieniowy lub jako
sktadnik preparatéw ztozonych, do stosowania przeciw wolnym rodnikom
lub jako przeciwutleniacz.

Przedstawione ponizej wyniki wskazujg na wyrazne dziatanie
przeciwutieniajgce preparatu fosfolipidowego z jaj kurzych, przejawiajgce
sie obnizeniem poziomu nitrotyrozyny w surowicy krwi badanych zwierzat.
Dziatanie antyoksydacyjne badanego preparatu jest niezalezne od efektu
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hipotensyjnego, bowiem obnizenie poziomu nitrotyrozyny obserwowane
jest zarowno u szczuréw z nadcisnieniem (SHR- Spontanously
Hypertensive Rats), jak i zdrowych (WKY - Wistar Kyoto Rats).

Przyktad. W doswiadczeniu wykorzystano siedmiotygodniowe samce
szczurdw z nadcisnieniem SHR/NCrl (Spontanously Hypertensive Rats;
Charles River), oraz samce zdrowych szczuréw WKY/NCrl (Wistar Kyoto
Rats; szczep referencyjny dla SHR). Na realizacje badan uzyskano zgode
Lokalnej Komisji Bioetycznej we Wroctawiu w dniu 15.12.2010 r., numer
61/2010. W doswiadczeniu uzyto pasze ubogg w wielonienasycone kwasy
ttuszczowe (Labofeed B uboga w PUFA, Kcynia, Polska), wykluczajgc tym
samym wplyw PUFA pochodzacych z paszy. Dostep szczuréw do paszy
i wody byt nieograniczony. Zwierzeta podzielono na cztery grupy: dwie
doswiadczalne i dwie kontrolne.

Grupy doswiadczalne (LP) stanowity:

e grupa SHR otrzymujgca preparat fosfolipidowy z zéttek jaj, zwany
super lecytyng, opisany w zgtoszeniu patentowym P.399338,
razem z paszg ubogg (SHR/LP; ny=15),

e grupa WKY otrzymujgca tenze preparat razem z paszg uboga
(WKY/LP; np=11).

Grupy kontroine (K) stanowity:

e grupa SHR otrzymujgca tylko pasze ubogg w PUFA (SHRI/K;
nz=15),
e grupa WKY otrzymujgca tylko pasze ubogg w PUFA (WKY/K;
ns=11),
przy czym n; to liczba osobnikbw w danej grupie.

Srednie dzienne spozycie preparatu w grupach do$wiadczalnych
wynosito 1,5 g/osobnika. Tym samym dieta grup wzbogaconych
preparatem fosfolipidowym z jaj zawierata 5% fosfatydylocholiny; 0,65%
kwasow omega-3 oraz 0,95% omega-6. W Tabeli 1 przedstawiono sktad

preparatu.
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Tabela 1. Procentowy skifad kwasoéw tluszczowych we frakciji fosfolipidowej
z zébttka jaja kurzego.

Frake Ja e e
Czystosé Jako substanc;a merozpuszczalna w

acetonie 73,00
Fosfatydylocholina [PC] 81,72
Fosfatydyloetanoloamma [PE] 18,27
C14.00 0,40
C14.01 0,16
C16:00 26,36
C16:01 2,52
C17:00 0,24
C18:00 14,05
C18:01 29,66
C18:02 13,08
C18:03 3,12
C20:02 0,18
C20:03 0,12
C20:04 2,41
C20:05 0,58
C22:06 7,12
-3 10,82
w-6 15,79
wb/w3 1,46
Nasycone 41,05
Nienasycone 58,95
MUFA 32,34
PUFA 26,61

Fosfolipidy z jaj podawano przez dwanascie tygodni, po tym czasie
wykonano badanie sekcyjne i zabezpieczono materiat do dalszych badan.
W surowicy krwi oznaczono poziom nitrotyrozyny przy uzyciu testu
immunoenzymatycznego ELISA (zestaw Nitrotyrosine ELISA; nr 17-376,
Merck, MA, USA). Analize wykonano zgodnie z instrukcjg dotgczonymi do
zestawu. Wyniki dla wszystkich grup szczuréw SHR i WKY podsumowano

w tabeli 2 oraz na wykresie 1.
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Tabela 2. Poziom nitrotyrozyny [pg/mi] w surowicy krwi dla kazdego
osobnika z grup: SHR/K, SHR/LP oraz wartosci $rednie i odchylenie
standardowe dla kazdej grup

Nitrotyrozyna [ug/ml]

SHR/LP| SHR/K |WKY/LP| WKY/K
0,33 | 0,77 0,19 0,29
031 | 071 0,20 0,42
0,31 | 042 0,20 0,50
0,30 | 0,39 0,20 0,21
0,29 | 0,39 0,21 0,61
0,29 | 0,37 0,22 0,45
0,28 | 0,35 0,23 0,16
023 | 034 0,34 0,30
0,23 | 0,26 0,36 0,46
0,22 | 0,26 0,40 0,49
0,20 | 0,24 0,47 0,41
0,17 | 0,23
0,13 | 0,23
0,11 { 0,22
15| 0,11 | 0,16
$rednia | 0,23 0,36 0,28 0,39
SEM 0,02 | 0,04 0,03 0,04

o

O o0 NGOV A~ WN R

Pl
B W NERO

0,50
0,45
0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

Nitrotyrozyna
[ug/ml]

Wykres 1. Srednie stezenie nitrotyrozyny [ug/mi] w surowicy krwi
szczuréw SHR oraz WKY z grup kontrolnych (K) i doswiadczalnych (LP).
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Preparat fosfolipidowy z nowej generacji jaj wykazuje dziatanie
antyoksydacyjne obnizajgc poziom nitrotyrozyny w surowicy krwi zaréwno
u szczurdw z nadcisnieniem (SHR), jak i zdrowych (WKY). Poziom
nitrotyrozyny w surowicy krwi grupy SHR otrzymujgcej preparat (SHR/LP)
jest 0 34% nizszy niz w grupie SHR kontrolnej (SHR/K). U szczuréw WKY
natomiast, fosfolipidy z nowej generaciji jaj, obnizajg stezenie nitrotyrozyny
0 30% w poréwnaniu do grupy kontrolnej (WKY/LP vs. WKY/K).

W grupach doswiadczalnych (LP) obu badanych szczepéw
szczuréw obserwuje sie podobny procentowy spadek poziomu badanego
markera stresu oksydacyjnego (nitrotyrozyny) w surowicy krwi (Test
U Manna-Whitneya, p<0,05).

Powyzsze wyniki dowodza, Zze preparat fosfolipidowy, pochodzacy
od kur projektowanych a ujawniony w opisie patentowym P.399338,
obniza poziom stresu oksydacyjnego. Dziatanie przeciwutleniajgce
powszechnie uznaje sie za korzystne w prewencji oraz terapii wielu
chordb. Biorgc pod uwage stan techniki mozna przypuszczaé, ze potencjat
antyoksydacyjny preparatu moze by¢ zwigzany z obecnoscia
fosfatydylocholiny oraz PUFA z grupy omega-3 (w tym DHA i EPA). Nie
mozna ponadto wykluczy¢ wptywu innych skfadnikéw preparatu takich jak
niska warto$¢ proporcji kwaséw omega-6 do omega-3. Z pewnoscig
korzystny wplyw preparatu fosfolipidlowego w patologii stresu
oksydacyjnego warunkuje jego ztozono$¢ i kazdy z elementéw sktadowych

moze odgrywac czesciowa role w ogolnym efekcie przeciwutleniajgcym.
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