Preparat roslinny z zurawiny wielkoowocowej (Vaccinium macrocarpon L.), sposob

jego wytwarzania oraz zastosowanie

Przedmiotem wynalazku jest preparat roslinny z zurawiny wielkoowocowej
(Vaccinium macrocarpon L.) posiadajacy zdolno$¢ do rozpuszczania szczawianu wapnia.
Wynalazek dotyczy rowniez sposobu jego otrzymywania oraz zastosowania w leczeniu
schorzen ukladu moczowego, w szczegdlnosci kamicy nerkowej.

Kamica nerkowa jest przewlekla choroba charakteryzujaca si¢ tworzeniem
1 obecnoscia w ukladzie moczowym nieorganicznych zlogdéw, powstalych ze skladnikow
obecnych w prawidlowym lub patologicznie zmienionym moczu. Wigkszos¢ kamieni
moczowych stanowig kamienie nerkowe, w sklad wchodzg nicorganiczne sole glownie
wapniowe w postaci szczawianu wapnia (Moe O.W; Kidney Stones: pathophysiology an
medical management, Lancet, 2006, Vol 367, pp 333-344).

W ostatnich kilkunastu latach ubieglego stulecia nastgpil dynamiczny rozwoj
inwazyjnych metod leczenia kamicy drog moczowych. Obecnie u wigkszosci chorych
stosuje si¢ metody inwazyjne takie jak kruszenie kamieni falami uderzeniowymi ESWL
(Mousavi-Bahar S H., Mehrabi S, Moslemi M K., Int Urol Nephrol, 2011, 43, pp 983-987),
oraz zabiegi endourologiczne PCNL (Roézanski W., Klimek L, Lipinski M, Klis R,
Selected examples of complications after minimally invasive treatment for urolithiasis,
Central European Journal of Urology, 2012, 65/2, pp 80-83). Te nowoczesne metody
powoduja jednak powiklania pooperacyjne oraz charakteryzujg si¢ wysokim procentem
reemisji w ciggu najblizszych 5 lat od chwili zabiegu (Coe F.L, Evan A, Worcester E.,
Kidney stone disease, J Clin Invest., 2005,115(10), pp 2598-608). W zwiazku z tym
pozadane jest znalezienie alternatywnej metody leczenia kamicy nerkowej. W ostatnich
latach szczegdlnie interesujace stajg si¢ poszukiwania zwigzkow chemicznych
pochodzenia naturalnego o wlasciwosciach przeciwkamicowych.

Surowce roslinne odgrywaja duza rolg w profilaktyce chordb ukladu moczowego,
w tym kamicy nerkowej. Na rynku obecne byly dwa preparaty roslinne Rubinex
1 Rubiolizyna, posiadajace w swym skladzie ekstrakt z korzenia marzanny barwierskiej.
Byly one stosowane na szerokg skale w leczeniu kamicy nerkowej, az do momentu
wykrycia mutagennego dziatania jednego ze skladnikow. Zostaly one wowczas calkowicie
wycofane z rynku, a mutagennym zwigzkiem okazala si¢ lucydyna — 1,3-dihydroksy-2-
hydroksymetylo-9,10-antrachinon (Westendorf J., Pfau W, Schulte A., Carcinogenicity
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root, Rubia tinctorum L., Carcinogenesis, 1998, 19 (12), pp 2163-2168). Prowadzone
badania wskazujg, ze za hamowanic procesu tworzenia kamieni nerkowych
odpowiedzialne sg pochodne antrachinonowe, majace zdolno$¢ kompleksowania jonow
wapniowych, dzigki obecnosci grup C=0 1 OH (Yasui Y, Takeda N., Identification of a
mutagenic substance, in Rubia tinctorum L. (madder) root, as lucidin, Mutation Research,
1983, 121 (3-4), pp 185-190). Zrodla literaturowe donosza, iz takze inne zwiazki
zawierajace grupe ketonowg oraz hydroksylowa posiadajg wlasciwosci kompleksujace,
szczegbélnie w odniesieniu do metali dwuwartosciowych 1 moga znalez¢ potencjalne
zastosowanie w leczeniu kamicy nerkowej (Wai C.M., Wang S., Supercritical fluid
extraction: metals as complexes, Journal of Chromatography A, 1997, 785, 369-383).

Przykladem takim jest grupa zwiazkow polifenolowych, sklasyfikowana jako
flawony, gdzie kompleksowanie wapnia w glukozydzie —7-O-luteoliny, jak 1 samej
luteolinie, zachodzi w pozycji 4 (CO) pierscienia C 1 5 (-OH) pierscienia A.

Z drugiej strony wiadomo, ze zwigzki tego typu sa biodostepne i fatwo przenikajg
do krwioobiegu 1 potem sa wydalane z moczem. Zatem ich wlasciwosci zmierzone ex vivo
powinny przeklada¢ si¢ na ich aktywnos¢ in vivo.

Poszukiwanie takich zwigzkow jest bardzo pozadane ze wzgledu na to, iz
wigkszo$¢ obecnych na rynku preparatow, stosowanych w terapii kamicy nerkowej, ma
jedynie dzialanie objawowe (przeciwzapalne, moczopedne) i nie likwiduje przyczyn
schorzenia. W zwigzku z powyzszym waznym jest poszukiwanie i pozyskiwanie z roslin
zwigzkow o charakterze glikozydowych pochodnych hydroksyketonéw, w tym
antrachinonéw, flawonoidow 1 pochodnych cukrowych posiadajacych zdolnos¢ do
kompleksowania jonéw wapnia, a co za tym idzie do rozpuszczania zlogdw wapniowych
obecnych w ukladzie moczowym. W toku przeprowadzonych badan w Zakladzie
Technologii Organicznej 1 Farmaceutycznej nad oceng wlasciwosci kompleksujacych jony
wapnia przez ckstrakty i frakcje roslinne stwierdzono, ze preparaty aktywne zawieraja
znaczne ilosci cukréw, alkoholi cukrowych 1 kwasow. Biorgc pod uwage te wyniki, jak
réwniez fakt, ze glikozydy antrachinonow (odpowiedzialnych za kompleksowanie jonow
Ca2+ w wycofanych preparatach Rubinex i Rubiolizyna) sa mniej toksyczne niz ich
aglikonowe formy (Gebhardt M., Erste vorldufige Ergebnisse einer Studie iiber die
litholytische Wirksamkeit von Urol auf Calcium-Oxalatsteine, Fortschr. Urol. Nephrol.
Suppl, 1979, 14, pp 34-40).

Zurawina wielkoowocowa (Vaccinium macrocarpon L.) jest popularng rosling
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réznych celow, zarowno, jako srodek leczniczy glownie przy schorzeniach ukladu
moczowego, ale takze wykorzystywana jest do celow spozywezych w postaci suszu,
dzemow 1 sokdw.

Owoce zurawiny od setek lat byly cenione, jako naturalne remedium na schorzenia
ukladu moczowego. Dzialanie to wynika z rdznorodnosci skladnikow zawartych
w owocach zurawiny i ich funkcjonalnosci. Naleza do nich: zakwaszanie moczu, obecnosé
kwasu hipuronowego o dzialaniu antybakteryjnym, oraz obecnos¢ skladnikéw
utrudniajgcych przyleganie bakterii Esherichia coli (E.Coli) do $cian ukladu moczowego.

Dzigki braku mozliwosci osiadania bakterii E. Coli na $cianach ukladu moczowego
sg one wyplukiwane wraz z moczem, a ze wzgledu na to, iz migdzy 80 a 90 % infekeji
ukladu moczowego powodowanych jest przez te bakterie, ochrona, jakg daje Zurawina jest
bardzo istotna. Ostatnic badania wykazaly takze, ze substancje zawarte w owocach
zurawiny posiadajg takze pozytywne dzialanie na uklad pokarmowy oraz jame ustng.
Substancje zawarte w zurawinie nie tylko ograniczaja przyleganie do tkanek gospodarza
bakterii E. Coli, ale takze innych, a dodatkowo posiadajg dzialanie probiotyczne, niszczac
szkodliwe bakterie, tworzac jednoczesnie przyjazne srodowisko to rozwoju mikroflory
jelitowej. Wykazano takze, iz owoce zurawiny zapobiegaja powstawaniu plytki nazgbnej i
wspomagaja skutecznos$¢ leczenia zakazeniem Helicobacter pylori. Owoce zurawiny
zawieraja w swoim skladzie kwas chinowy, ktory nadajac kwasny odczyn moczu, hamuje
tworzenie si¢ nieorganicznych nierozpuszczalnych soli wapnia i fosforu, a tym samym
powstawania kamieni nerkowych. Przeprowadzone badania pokazujg takze, iz preparaty
Zurawinowe przyczyniajg si¢ do podniesienia poziomu cholesterolu HDL, ktory posiada
dzialanie ochronne na uklad sercowo-naczyniowy. Zawarte w zurawinie antyoksydanty
zapobiegajg utlenianiu cholesterolu LDL, ktory to odkladajgc si¢ na $cianach tetnic 1 zyt
moze prowadzi¢ do zawalu. Ponadto odnotowano, iz zwigzki zawarte w zurawinie
wiclkoowocowej zwalczaja wirusa opryszczki (typ HSV-2), przyczyniajacego si¢ do
powstania opryszczki narzaddéw plciowych. Mechanizm dzialania w przypadku jest
podobny do tego w przypadku zapobiegania zakazeniom ukladu moczowego poprzez
utrudnienie wirusowi penetracji i przylegania do tkanek. Ponadto sok z zurawiny posiada
dzialanie synergistyczne wzgledem warfaryny — leku o dzialaniu przeciwzakrzepowym|8-
12].

Z polskiego opisu patentowego nr PL216222 Bl znany jest preparat roslinny,
majacy zdolnos¢ rozpuszczania i hamowania powstawania szczawianu wapnia, gldéwnego
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alkoholowa ckstraktu z ziela dziurawca zwyczajnego lub szyszek chmielu,
wyekstrahowang kolejno roztworem NaOH w temperaturze pokojowej, rozpuszczalnikiem
niemieszajgcym si¢ z wodg 1 alkoholem alifatycznym o dlugosci lancucha C1-C3. Sposob
otrzymywania preparatu roslinnego przeciwko kamicy nerkowej polega na tym, ze ziele
dziurawca zwyczajnego lub szyszki chmielu poddaje si¢ ekstrakcji 0,1 - IM roztworem
NaOH, uzytych w stosunku wagowym 1:4-1:8, w czasie 6-24h, w temperaturze pokojowej,
a nastepnie ekstrahuje si¢ rozpuszczalnikiem nie mieszajacym si¢ z woda, reguluje si¢ pH
do wartos$ci 3-6 1 powtornie ekstrahuje si¢ rozpuszczalnikiem niemieszajgcym si¢ z woda.
Otrzymang warstwe wodng po odparowaniu wytrawia si¢ alkoholem alifatycznym
o dlugosci lancucha C1-C3.

Europejski opis patentowy nr EP2858654 (B1) dotyczy skoncentrowanego
ckstraktu z zurawiny (Vaccinium macrocarpon), ktérego zlozona kompozycja umozliwia
zwickszenie jego dzialania przeciwbakteryjnego 1 jest stosowana do profilaktyki lub
leczenia infekeji drog moczowych. W/w wynalazek dotyczy takze sposobu wytwarzania
takiego ekstraktu, jako skladnik zywnosci lub kompozycji farmaceutycznych oraz jego
zastosowania w leczeniu lub profilaktyce infekcji drog moczowych.

Ze zgloszenia patentowego nr LT2011039 (A) znany jest suplement diety
zwickszajacy ochrong nablonka dolnych drég moczowych przed wielokrotnym
wystepowaniem zakazen, zawierajacy nie wigcej niz 99,999975% wag. liofilizowanych
owocow zurawiny amerykanskiej (Vaccinium macrocarpon) i/lub jego soku i/lub ich
liofilizowanego soku 1/lub ich ekstraktow i od 0,0000025 do 0,0694% wag witaminy D
w postaci ergokalcyferolu D2 lub cholekalcyferolu D3 lub ich mieszaniny D2 / D3.

Znane ze stanu techniki preparaty czy ckstrakty z zurawiny amerykanskiej
(Vaccinium macrocarpon) mialy zazwyczaj dzialanie przeciwbakteryjne i1 przeciwzapalne,
zaden z nich jednakze nie wykazal ich wlasciwosci w rozpuszcezaniu kamieni nerkowych.

Zurawina wielkoowocowa (Vaccinium macrocarpon) to pochodzaca z Ameryki
Polnocnej zimoziclona krzewinka bedaca jedng z najpowszechniej uzywanych
1 najdokladniej przebadanych roslin leczniczych. Porasta ona glownie kwasne 1 wilgotne
gleby, przewaznie wystepuje na torfowiskach oraz w borach bagiennych. Zurawina kwitnie
w czerweu 1 lipcu. Jej kwiaty maja rézowo - biale zabarwienie. Owocami Zurawiny
wiclkoowocowe] sg ciemnoczerwone jagody, ktore osiggaja pelni¢ dojrzalosci okolo sto
dni po okresie kwitnienia. Roglina ta jest uprawiana glownie w Ameryce Pélnocnej, w
Holandii 1 Wielkiej Brytaniil536-157. Ze wzgledu na swoj bogaty sklad chemiczny
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przeciwbakteryjne, przeciwnowotworowe, przeciwzakrzepowe oraz antyoksydacyjne158-
161. Zurawina w swym skladzie zawiera gléwnie kwasy organiczne, zwiazki fenolowe,
glikozydy 1 terpeny. W swym skladzie wyroznia si¢ duzg zawartoscia kwasow
cytrynowego 1 jablkowego (nalezacych do hydroksykwasoéw) oraz kwasu benzoesowego
(nalezacego do kwasow aromatycznych), oraz kwasu szkimowego, kwasu chinowego
kwasu  glukuronowego  kwasu-hydroksymaslowego. Z  owocow  Zurawiny
wiclkoowocowe] wyizolowano réwniez szereg polifenoli zaréwno w postaci aglikonow,
jak i form cukrowych. Glowne grupy zwiazkoéw polifenolowych to fenolokwasy, glikozydy
flawonolowe, glikozydy antocyjanowe 1 proantocyjanidyny. Stwierdzono obecnos¢ kwasu
salicylowego, kwasu egalowego, kwasu 2,3-dihydroksybenzoesowego, kwasu 2.,4-
dihydroksybenzoesowego, kwasu felurowego, kwasu synapinowego. Wybrane
flawonoidy, procyjanidy 1 ich glikozydy obecne w Zurawinie to cyjanidina , delfinidina ,
peonidina , pelargonidyna , malwidyna.

Tak duza liczba kwasow obecnych w zurawinie nadaje jej kwasny smak,
powodujac przy duzym spozyciu zakwaszenie moczu, co wykorzystywane jest w terapii
schorzen ukladu moczowego. W zadnym opracowaniu oprocz niniejszego jednakze nie
wykazano, ze najbardziej efektywnym skladnikiem w rozpuszczaniu kamieni nerkowych
sg glikozydy hydroksykwasow alifatycznych.

Istota preparatu roslinnego z Zurawiny wielkoowocowej wedlug wynalazku polega
na tym, ze zawicra frakcj¢ otrzymanag z zurawiny wiclkoowocowe] zawierajaca
w szczegolnosci glikozydy hydroksykwasoéw organicznych.

Korzystnie glikozydy hydroksykwasow organicznych zawierajg 50-80% wag.
hydroksykwasdw wybranych z grupy: kwas chinowy, kwas cytrynowy, kwas askorbinowy,
kwas jablkowy, kwas szikimowy.

Korzystnie glikozydy hydroksykwasow organicznych zawierajg 25-30% wag.
sacharydow, w szczegdlnosci: glukoze, fruktoze, galaktoze, arabinoze, ksyloze.

Sposdb otrzymywania preparatu roslinnego z zurawiny wielkoowocowe]
zawierajacego frakcje zawierajaca  w szczegoOlnosci  glikozydy  hydroksvkwasow
organicznych polega na tym, ze material roslinny z Zurawiny wielkoowocowej poddaje si¢
dwustopniowe] ekstrakcji szeregiem rozpuszczalnikow, kolejno rozpuszczalnikiem
organicznym, alkoholem 1 mieszaning alkoholu i wody.

Korzystnie jako rozpuszczalnik organiczny stosuje si¢ chloroform, chlorek
metylenu lub heksan.

Korzystnie jako alkohol stosuje si¢ metanol, etanol lub propanol.



Korzystnie e¢kstrakcje mieszaning alkoholu i wody wykonuje si¢ trzykrotnie
mieszaninami o0 odpowiednich proporcjach: 95:5, 50:50, 5:95, po czym z polaczonych
ckstraktow odparowuje si¢ alkohol 1 wodg.

Istota wynalazku jest rowniez zastosowanie preparatu roslinnego z zurawiny
wiclkoowocowe] zawierajacego frakcje zawierajacg w szczegélnosci  glikozydy
hydroksykwasow organicznych do leczenia 1 zapobiegania kamicy nerkowej,
w szczegolnosci poprzez rozpuszcezanie oraz hamowanie powstawania szczawianu wapnia.

Glikozydy hydroksykwasow majg wickszg zdolnos¢ wchlaniania si¢ do ukladu
krwionosnego a tym samym transportu do ukladu moczowego. Ponadto ninicjsze
opracowanie wykazuje, ze mechanizm oddzialywania to tworzenie komplekséw a nie jak
do tej pory uwazano zakwaszanie moczu. Takie oddzialywania wzmacnia skutecznosé¢
rozpuszczania zlogéw w ukladzie moczowym. W miar¢ wzrastajacego stezenia jonow
wapniowych roztworu zawierajacego ckstrakt z zurawiny (preparat otrzymany wedlug
sposobu 1) zmiany na widmic w zakresic 1000-1300 cm™ (zakres czestosci dla
ugrupowania C-O-H — cukry), 1500-1800 cm™, ! (zakres czestosci dla ugrupowania C=0
- kwasy), 3000-3600 cm™ (zakres czestosci dla ugrupowania C-O-H — cukry, kwasy)
swiadcza o wzajemnym oddzialywaniu jondw wapniowych i glikozydow na zasadzie
tworzenia rozpuszczalnych kompleksow. Rysunek 1

Niezalezne pomiary dla samych cukréw i1 samych kwasow, a takze stosowanego
dawniej w terapii kamicy nerkowej Rubinexu, wykazywaly mniejsza zdolnos¢ do
kompleksowania. Taka zdolnos¢ glikozydow do kompleksowania zostala potwierdzona
obliczeniami teoretycznymi.

Pozyskiwanie tych frakcji przebiega w dwustopniowej ekstrakcji. Pierwszy etap to
usuwanie  hydrofilowych  skladnikow poprzez ekstrakcje  chloroformem lub
weglowodorami  alifatycznymi a nastgpnie wiclostopniowa ekstrakcje mieszaninami
alkoholu etylowego o réznym stosunku wody do alkoholu (jak przedstawiono
w przykladach). Uzyskane frakcje zawierajg glownie glikozydy hydroksykwasow
organicznych. Nie sa toksyczne, nie s3 mutagenne i majg udokumentowane wlasciwosci
usuwania zlogéw nieorganicznych posiadajg zaréwno zdolno$¢ do rozpuszczania
szczawilanu wapnia, jak i hamowania jego powstawania.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest blizej w przykladach jego realizacji oraz
na rysunku, na ktérym:

fig 1 ilustruje wykres zmiany absorbancji w podczerwieni preparat z zurawiny linia

dolna i w obecnosci jonéw wapnia (CaCl,) linia gorna,



fig. 2 ilustruje widm "H NMR preparatu otrzymanych sposobem wg przykladu 1.1,

fig. 3 ilustruje widm "HNMR preparatu otrzymanych sposobem wg przykladu 1.2,

fig. 4 ilustruje widm '"H NMR preparatu otrzymanych sposobem wg przykladu 1.3,

fig. 5 ilustruje widm "HNMR preparatu otrzymanych sposobem wg przykladu 1.4,

fig. 6 przedstawia widmo '"H NMR preparatu w zakresie sygnalow od glikozyddw

polifenoli,

fig. 7 przedstawia wykres zywotnosci komorek HEK-293 inkubowanych
w obecnosci ZUEW (Z3),

fig. 8 przedstawia wykres zmiany stezen zwigzkéw o charakterze hydroketonow
metoda FC w moczu u szczurdw po podaniu preparatu z zurawiny wiclkoowocowej,

fig. 9 przedstawia Wykres zmiany stezen zwigzkoéw o charakterze hydroketonow
metoda LC w moczu u szczurdéw po podaniu preparatu z zurawiny wiclkoowocowej,

fig. 10 przedstawia mikrofotografi¢ szczawianu wapnia zadanego preparatem
przed (lewa) 1 po inkubagcji (prawa),

fig.11 ilustruje fotografic USG przedstawiajgca wyindukowane zlogi nerkowe
W Nerce u szczura,

fig. 12 ilustruje zdjecia USG szczura po indukeji kamicy,

fig. 13 ilustruje zdjgcia USG szczura po indukcji kamicy oraz po podaniu wody

z dodatkiem preparatu wg wynalazku.

Przvklad 1. Sposéb otrzyvmywania preparatow zawierajacych glikozvdy hydroksvkwasow

1.1. Do kolby okrgglodennej wprowadzono 250g rozdrobnionego materiatu roslinnego
i1dodano 1l chloroformu. Calo$¢ ogrzewano pod refluksem przez 2 godziny.
Rozpuszczalnik przesgczono, a material roslinny ponownie zalano mieszaning
metanol woda (95:5) 1 ekstrahowano przez 2 godzinny po czym ponownie zalano
mieszaning etanol woda (5:5) 1 ekstrahowano przez 2 godzinny po czym ponownie
zalano mieszaning etanol woda (5:95) 1 ckstrahowano przez 2 godzinny.
Rozpuszczalniki usunigto na proézniowej wyparce rotacyjngj, otrzymuja preparat
o pozadanych wlasciwosciach poszukiwanych wlasciwosci.

1.2. Do kolby okraglodennej wprowadzono 250g rozdrobnionego materiatu roslinnego
idodano 11 heksanu. Calos¢ ogrzewano pod refluksem przez 2 godziny.
Rozpuszczalnik przesaczono, a material roslinny ponownie zalano mieszaning
propanol woda (95:5) 1 ekstrahowano przez 2 godzinny poczym ponownie zalano

mieszaning etanol woda (5:5) 1 ekstrahowano przez 2 godzinny poczym ponownie



zalano mieszaning etanol woda (5:95) 1 ckstrahowano przez 2 godzinny.
Rozpuszczalniki usunigto na prézniowej wyparce rotacyjngj, otrzymujg preparat
o pozadanych wlasciwosciach poszukiwanych wlasciwosci.

1.3. Do kolby okrgglodennej wprowadzono 250g rozdrobnionego materialu roslinnego
1 dodano 11 chlorku metylenu. Calo$¢ ogrzewano pod refluksem przez 2 godziny.
Rozpuszczalnik przesaczono, a material ro§linny ponownie zalano mieszaning etanol
woda (95:5) 1 ekstrahowano przez 2 godzinny po czym ponownie zalano mieszaning
ctanol woda (5:5) 1 ekstrahowano przez 2 godzinny po czym ponownie zalano
mieszaning etanol woda (5:95) 1 ekstrahowano przez 2 godzinny. Rozpuszczalniki
usuni¢gto na prozniowe] wyparce rotacyjnej, otrzymujg preparat o pozadanych
wlasciwosciach poszukiwanych wlasciwosci.

1.4.Do kolby okraglodennej wprowadzono 250g rozdrobnionego materialu roslinnego
idodano 11 chlorku metylenu. Calo$¢ ogrzewano pod refluksem przez 2 godziny.
Rozpuszczalnik przesgczono, a material roslinny trzykrotnie ekstrahowano przez 2
godzinny ectanolem po czym rozpuszczalnik usunigto na prézniowej wyparce
rotacyjnej, otrzymuja preparat o pozadanych wlasciwosciach poszukiwanych

wlasciwosci.

Przvklad 2. Badanie inhibicji powstawania nierozpuszczalnvch soli szczawianu wapnia

W fiolce o objetosci 10ml umieszczono 300ul 3% roztworu badanego preparatu
otrzymanego wedlug sposobu 1.1, wnasyconym roztworze CaCl, zawierajacym
0.01M/dm?* NaOH oraz 300 pl nasyconego roztworu CaCl,. Calo$¢ mieszano na mieszadle
magnetycznym. Do roztworu wprowadzono elektrode konduktometryczna 1 calosé
miareczkowano 0.05 M roztworem Na,C,0s; porcjami po 100ul przy wuzyciu
Elektronicznego Miemika Uniwersalnego EMU az do momentu, gdy calkowita objetosc
tritranta wynosila 1200ul. Podobny pomiar wykonano dla proby slepej uzyciem 300 pl
0.01M NaOH gdzie zamiast ekstraktu, uzyto 300ul nasyconego roztworu CaCl,
zawierajagcym 0.01M/dm?® NaOH. Zdolnos¢ do hamowania tworzenia nierozpuszczalnych
soli wapnia oceniano na podstawie zmiany punktu przegigcia krzywej, A PK , w przypadku
uzycia badanego ekstraktu w stosunku do proby slepej. Im wigksza wartos¢ dodatnia tym
silniejsze wlasciwosci badanego ekstraktu w hamowaniu tworzenia nierozpuszczalnych

soli wapnia. Wyniki przedstawiono w Tabeli nr 1.



Tabela nr 1.Wyniki miareczkowania konduktometrycznego

Koncowy punkt Koncowy punkt A PK [ul]
miareczkowania probki miareczkowania
[N krzywej standardowe;j
[ul]
Preparat przyklad 1.1 280-320 3-43
Preparat przyktad 1.2 275-290 277 -2-23
Preparat przyklad 1.3 285-310 8-33
Preparat przyklad 1.4 300-3310 23-33

Przyklad 3. Badanie wlasciwosci rozpuszczania soli wapnia

Prébka testowa: W szklanej fiolce umieszczono 25mg szczawianu wapnia i 10ml
1,5% roztwor ekstraktu w 0.01 M NaOH. Probke poddano inkubacji przez okres 5 dni na
wytrzasarce o szybkosci obrotéw 110 rpm. Po 5 dniach odwirowano supematant
1 zmierzono st¢zenie jonéw wapnia w warunkach nasycenia w nicobecnosci ekstraktu Ca'
Préba slepa: W szklanej fiolce umieszczono 10ml 1,5% roztwor ekstraktu w 0.01M NaOH.
Probke poddano inkubacji przez okres 5 dni na wytrzasarce o szybkosci obrotow 110 rpm.
Po 5 dniach odwirowano supernatant i zmierzono stgzenie wapnia w roztworze po
rozpuszczeniu samego czystego ckstraktu Ca®

Odnosnik: W szklanej fiolce umieszczono 25mg szczawianu wapniai 10ml 0.01M
NaQOH

Prébke poddano inkubacji przez okres 5 dni na wytrzasarce o szybkosci obrotow
110 rpm. Po 5 dniach odwirowano supernatant i zmierzono stgzenic jonow wapnia w
warunkach nasycenia pod nicobecnos¢ ekstraktu Ca®.

Wilasciwos¢ rozpuszezania nierozpuszcezalnych soli wapnia okreslono jako réznice
ACa. wyrazona jako stezenie Ca mg/ml dla Absorpcyjne] Spektroskopii Atomowej. Im
wigksza wartos¢ emisji tym lepsze wlasciwosci rozpuszczania nierozpuszczalnych soli
wapnia

ACa =Ca'- Ca®- Ca°

Tabela 2. Wyniki Absorpcyjnej Spektroskopii Atomowej

Ca'[mg/ml] Ca® [mg/ml] ACa [mg/ml]
Preparat przyklad 1.1 86.76-91.44 25.67-54.62 34.23-58.67
Preparat przyklad 1.2 45.2-67.21 23.4-51.22 21.3-43.12
Preparat przyklad 1.3 18.34-22.43 13.21-14.38 10.11-12.03
Preparat przyklad 1.4 56.3-75.34 23.45-43.11 23.13-50.18

Ca®=0.11 mg/ml
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Przyklad 4. Analiza skladu

Sklad preparatu okreslono w oparciu o analiz¢ GC/MS 1 stwierdzono obecnos¢ glikozydow
kwasdw organicznych a po hydrolizie odpowiednio cukry: glukoza, fruktoza, galaktoza,
arabinoza, ksyloza, ktore razem stanowig 25-30 % masy preparatu oraz hydroksykwasy
kwas chinowy, kwas cytrynowy, kwas askorbinowy, kwas jablkowy, kwas szikimowy
ktore stanowiag 60-80% masy.

Taki sklad preparatu potwicrdza widmo 'H NMR przedstawione na fig. 6.

Wszystkie otrzymane preparaty, charakteryzuja si¢ podobnymi widmami co swiadczy

o podobnym skladzie: fig. 2-fig. 5

Przvklad 5. Analiza cvtotoksycznosci preparatu

Badania cytotoksycznosci otrzymanego preparatu wedlug sposobu 1.1, zostaly
wykonane przez firme¢ Selvita na linii komoérkowej HEK -293 (linia komdérkowa
wyprowadzona z embrionalnych ludzkich komoérek nerek). Komoérki HEK-293 wysiano po
4000 komorek na dolek 1 hodowano przez 24 godziny w 100ul medium EMEM (Eagle's
minimal essential medium). Po calonocnej hodowli dodano 100ul medium EMEM, ktére
zawieralo 9 stezen kazdej z badanych substancji. Najwyzsze stgzenie w hodowli wynioslto
250pg/ml. Seryjne dwukrotne rozcienczenia przygotowano w DMSO.

Komoérki HEK-293 hodowano w obecnosci badanych substancji przez 48 godzin.
Po czasie inkubacji oceniono mikroskopowo zywotnos¢ komoérek a nastgpnie
przeprowadzono test MTS, ktory oparty jest na zdolnosci enzymu dehydrogenazy
mitochondrialnej do przeksztalcania pomaranczowej, soli tetrazolowej MTS do formazanu.
Zdolnos¢ do produkeji formazanu posiadaja tylko zywe komdrki, co pozawala na szybkie
1 dokladne okreslenie procentu funkcjonalnych komorek oraz wplywu badanego czynnika
na zywotno$¢ dowolnej linii komdrkowej. Jako kontrolg odniesienia zastosowano komorki
hodowane w obecnosci 0,5% DMSO/H,0. Wyniki przedstawiono jako % komorek zywych
w odniesieniu do kontroli (100%). Wedlug normy PN-EN ISO 10933-5, za efekt
cytotoksyczny uznaje si¢ spadek liczebnosci komoérek zywych ponizej 70%.

W przeprowadzonym badaniu nie zaobserwowano cytotoksycznego wplywu
ekstraktu (Z3) w badanym zakresie stezen. Zywotno$é komoérek dla kazdego stezenia
badanego preparatu wynosila powyzej 92%. Ocena mikroskopowa hodowli komorek nie

wykazala zmian w morfologii i ilosci komérek w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi.
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Przyklad 6. Przenikalnos¢ sktadnikow aktywnych do krwi i moczu

Waznym aspektem wyboru preparatu byla takze przystepnosé dla zwierzat (chegc
jego spozywania w postaci dodatku do wody). Badania przenikalnosci skladnikow
aktywnych z preparatu do krwioobiegu, a co za tym idzie roéwniez do moczu
przeprowadzono na grupie 14 szczuréw rasy Wistar o masie okolo 300g. Szczurom
podawano preparat z Zzurawiny wielkoowocowej wraz z woda do picia jako 3% wodny
roztwor preparatu przez okres 7 dni. Przyjmujac dzienne zapotrzebowanie szczura na pltyny
w postaci 30ml, mozna przyjaé, ze dzienna dawka preparatu, jakg przyjmowalo zwierzg to
1.2 mg. Probki moczu zbierano kolejno w 0 (probka kontrolna), 1, 3, 51 7 dniu po podaniu
preparatu. Kazdg z prébek analizowano pod katem skladu preparatu niezaleznie metodami
Folina-Ciocalteu (FC), Lamaison-Carnat (LC) oraz ASA (absorpcyjna spektrometria
atomowa) na zawarto$¢ jonow Ca?".

Wyniki zmian stezen poszczegoélnych skladnikéw przedstawiono na wykresach na

fig. 81fig. 9.

Przyklad 7. Analiza mikroskopowa krysztaléw szczawianu wapnia po zadaniu ekstraktami

Krysztaly szczawianu wapnia przesianego przez sito o srednicy oczek 710 um (25
mg) zadano 10 ml 3% preparatu otrzymanego wedlug sposobu 1.1 1 inkubowano przez 5
dni. Roztwoér przesaczono na saczku bibulowym a krysztaly szczawianu wapnia poddano
analizie mikroskopowe] mikroskopem OLYMPUS CX41 przy powigkszeniu 4 krotnym.
Jako odnosnik uzyto krysztalow szczawianu wapnia (25 mg, srednica <710 um) zadanego
10 m] wody. Srednica szczawianu wapnia po 5 dniach inkubacji woda wyniosla 606.8um
irozmiar ten zostal uznany jako standard. PoniZzsze analizy poszczegdlnych metod
zawieraja fotografie aktywnych preparatéw przedstawione na fig. 10.
Tabela 3. Zmiany S$rednicy szczawianu wapnia zadanego uzyskanymi preparatami

(wzorzec= 606.8um).

Probka Srednica krysztatow Zmiana rozmiaru Zmiana rozmiaru
szczawianu wapnia po 5 wzgledem wzorca [%]
dniach inkubacji [m]
[pm]
Preparat przyktad 1.1 257.2 -349.6 -57.6

Przvklad 8. Indukcja kamicy nerkowej

Kamic¢ nerkowa w postaci szczawianu wapnia u szczuréw rasy Wistar

indukowano przez okres 16 dni 0.5% wodnym roztworem glikolu etylenowego
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podawanym wraz z wodg do picia. Dawke dobrano na podstawie badan literaturowych
w celu zminimalizowania efektu cytotoksycznosci. Zmierzono zawartos¢ wolnego wapnia
w moczu po 0, 5, 10 1 16 dniach indukcji metodg absorpcyjne spektrometrii atomowej,
anastepnie zwierzetom wykonano badanie ultrasonograficzne, pod katem obecnosci
zlogéw w ukladzie moczowym.

Zdjecia USG przedstawione na fig. 11-13 wykonane w Katedrze Chorob
Wewnetrznych z Klinikg Koni, Psow i1 Kotow, Uniwersytetu Przyrodniczego we

Wroclawiu prezentuja ztogi wyindukowane wedlug metody opisanej powyzej.

Przvklad 9. Rozpuszczalnosé wyidukowanych zlogdéw moczowyvch

Do terapii szczurow wybrano preparat etanolowy z zurawiny wiclkoowocowe]
otrzymany wedlug sposobu 1.1, ktory wczesniej przebadano pod katem przenikania
skladnikow aktywnych do krwioobiegu. Szczurom podawano preparat wraz z woda do
picia (zawartos¢ preparatu w wodzie wynosila 3% wagowych). Polowa szczurow po
indukgji otrzymala do 3% ekstrakt metanolowy z zurawiny wielkoowocowej (szczury 5-8
oraz 13-16), a grupa kontrolna zamiast ekstraktu zurawiny otrzymala do picia czystg wodg
(szczury 1-4 oraz 9-12). Zwierzgta mialy staly dostep do wody z preparatem, a $rednie
spozycie wody wynosito 40 ml* (1,2 mg preparatu). Probki moczu pobrano po 71 14 dniach
terapii. Po 14 dniach zwierzgta zostaly poddane badaniu ultrasonograficznemu w celu

kontroli obecnosci zZtogdw w ukladzie moczowym.



