KOMPOZYCJA ZAWIERAJACA MIESZANINE EKSTRAKTOW ROSLINNYCH DO
WSPOMAGANIA AKTYWNOSCI MONOCYTOW ORAZ KOMOREK NATURALNIE
CYTOTOKSYCZNYCH (NK)

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja zawierajgca mieszanine ekstraktow
roslinnych, do wspomagania aktywno$ci monocytdw oraz komorek naturalnie
cytotoksycznych (ang. natural killer, NK), w szczegolnosci do stosowania w celu
wspomagania odpornosci organizmu oraz w zakazeniach Helicobacter pylori, jak
réwniez preparat zawierajgcy tg kompozycje.

Helicobacter pylori jest gram-ujemng, oksydazo-dodatniag, katalazo-dodatnig
zakrzywiong lub spiralng bakterig o ksztalcie pateczkowatym. H. pylori kolonizuje
btone sluzowg zotgdka $rednio ponad potowy populacji ludzi na Swiecie. Bakteria ta u
10-15% zakazonych wywotuje przewlekte zapalenie btony $luzowej zotgdka, wrzody
zotgdka i dwunastnicy. Ponadto H. pylori jest czynnikiem etiologicznym raka zotgdka
oraz chtoniaka typu MALT, dlatego Swiatowa Organizacja Zdrowia zakwalifikowata
ten drobnoustrd] na liscie kancerogendw biologicznych. Czestsze wystepowanie
nowotworu zotgdka u oséb z zakazeniem H. pylori byto powigzane z podwyzszonym
poziomem immunoglobulin G przeciwko H. pylori oraz aktywnym zapaleniem btony
Sluzowej zotadka (A. Nomura i in. w ,Helicobacter pylori infection and gastric
carcinoma among japanese americans in Hawaii”). Przewlekte stany zapalne btony
$luzowej zotadka mogg prowadzi¢ do mutagenezy, a co za tym idzie do nasilania
procesu nowotworzenia, analogicznie jak w przypadku stanu zapalnego w
wrzodziejgcym zapaleniu okreznicy, ktére zwieksza ryzyko wystepowania nowotworu
jelita grubego.

Istotne jest zatem leczenie zakazenn H. pylori polegajgce na catkowitym
usunieciu (eradykacji) bakterii obecnych w btonie Sluzowej zotgdka. W przypadku
choréb wrzodowych eradykacja zapobiega nawrotom choroby i prowadzi do jej
trwatego wyleczenia. Niestety, leczenie farmakologiczne zakazen H. pylori jest
diugotrwate | kosztowne, a dodatkowo zwigzane z wystepowaniem skutkow
ubocznych takich jak: biegunka, bdl gtowy, nudnosci, wymioty, bdl brzucha,
nieprzyjemny posmak w ustach, zaparcia, suchos¢ w ustach, zwiekszone pragnienie
itp. Ponadto, w $wietle narastajgcej opornosci H. pylori na antybiotyki (w
szczegolnosci na klarytromycyne, amoksycyline i metroidazol) leczenie staje sie

coraz mniej skuteczne. Celowym zatem jest poszukiwanie kompozycji opartych na



sktadnikach pochodzenia naturalnego takich jak: ekstrakty roslinne Ilub olejki
eteryczne w celu leczenia i zapobiegania wystepowania chorob wywotanych
zakazeniem H. pylori.

Znane sg rozne kompozycje roslinne, w tym ekstrakty roslinne oraz
kompozycje réznych ekstraktow roslinnych majgce zastosowanie medyczne: w
zakazeniach H.Pylori oraz zmniejszajace ryzyko zakazenia H.Pylori organizméw

zywych, w tym w szczegdlnosci ludzi.

Stosowanie roslin i produktow roslinnych dla ich wtasciwo$ci leczniczych, jest
coraz czesciej stosowane w medycynie w postaci tzw. ,terapii niekonwencjonalnej".
Przyktadem takiej terapii alternatywnej jest aromaterapia wykorzystujgca roslinne
olejki eteryczne, przy zatozeniu, ze olejki wykazujg wiele efektow wynikajgcych ze
ztozonego charakteru ich skfadu. Aromaterapia, pomimo tego, ze zyskuje coraz
wiekszg akceptacje spoteczna, a wiele 0sob regularnie stosuje $rodki uzupetniajgce
lub homeopatyczne, nie jest jedynym rodzajem terapii niekonwencjonalnej. W
przemysle farmaceutycznym szerokie zastosowanie znajdujg srodki farmakologiczne
oraz suplementy diety zawierajgce ekstrakty roslinne.

Ekstrakty roslinne sg preparatami o konsystencji ptynnej, potstatej lub statej
otrzymywane z substancji pochodzenia roslinnego, takich jak cate rosliny lub ich
czesci. Proces ekstrakcji jest operacjg polegajgca na wyodrebnianiu sktadnika lub
mieszanin skfadnikéw z wykorzystaniem ich dyfuzji do cieczy
lepiej rozpuszczajacych te wybrane zwigzki chemiczne. Dodatkowo do ekstraktow
opcjonalnie dodaje sie substancje pomocnicze takie jak stabilizatory czy srodki
konserwujgce. Ekstrakty suche sg ekstraktami otrzymanymi przez dodatkowe
odparowanie rozpuszczalnika uzytego do ich wytwarzania.

Ekstrakty roslinne stosowane sg jako substancje aktywne w kompozycjach
leczniczych i suplementach diety. W zaleznosci od rodzaju i zawarto$ci zwigzkow
aktywnych opdzniajg procesy starzenia skory, nawilzajg, dziatajg przeciwbakteryjnie,
mogg petnic funkcje antyoksydantdéw, pochtaniajg promieniowanie UV, moga dziata¢
wybielajgco i wspomagac likwidacje przebarwien, tagodzi¢ podraznienia, czy tez
stymulowacé krgzenie w naczyniach krwionosnych.

Przyjmuje sie, ze do scharakteryzowania czyli szczegdtowego opisu
ekstraktow roslinnych, umozlwiajgcego odtworzenie danego ekstraktu roslinnego,

wystarczajgcym jest wskazanie nastepujgcych parametréw ekstraktu roslinnego:



nazwa facinska oraz czes$¢€ roslinny z ktdrej ekstrakt zostat pozyskany (przyktadowo:
ziele - czyli nadziemna czes¢ rosliny, korzen czy owoc), rozpuszczalnik uzyty do
ekstrakcji, wskaznik DER (z ang. Drug Extract Ratio) oraz ewentualnie iloSciowo:
zawartos¢ substancji aktywnych w tym ekstrakcie. Typowo, przy charakteryzowaniu
ekstraktéw roslinnych nie podaje sie natomiast catkowitego sktadu: iloSciowego i
jakosciowego ekstraktu, ze wzgledu na jego ztozonos¢, a w zwigzku z tym trudnosci
analityczne w tak szczegotowym jego ustaleniu.

Rumianek jest rosling z rodziny astrowatych, ktérej wysuszone koszyczki sg
surowcem zielarskim o wiasciwosciach leczniczych. Rumianek zawiera miedzy
innymi flawonoidy, kumaryny, terpeny, kwasy organiczne, choline i sole mineraine.
Koszyczek rumianku wchodzi w sktad wielu gotowych preparatéw i mieszanek
leczniczych oraz suplementdw diety.

Rumianek pospolity wykazuje miedzy innymi wtasciwosci przeciwzapalne,
rozkurczajace, przyspieszajgce gojenie ran, antybakteryjne. Preparaty wydzielane z
koszyczkow rumianku mozna stosowac zaréwno wewnetrznie w przypadku skurczow
i standw zapalnych zotadka i jelit, jak | zewnetrznie przykladowo w stanach zapalnych
skory i bton $luzowych, bakteryjnych schorzeniach skéry i jamy ustnej, ranach,
owrzodzeniach i alergiach skérnych.

Tymianek wtasciwy jest rosling nalezgca do rodziny jasnotowatych. Olejek
eteryczny tymianku wiasciwego zawiera od 20 do 54% tymolu, ktéry jest
antyseptykiem wykorzystywanym miedzy innymi jako sktadnik aktywny komercyjnych
ptyndw do ptukania ust. Ponadto, w skiad olejku eterycznego tymianku wchodzg takie
zwigzki jak p-cymen, mircen, borneol i linalol. Przed wynalezieniem antybiotykdw
preparaty na bazie tymianku byty wykorzystywane miedzy innymi do zwalczania
zakazen grzybiczych paznokci u stop.

Preparaty na bazie tymianku wykazujg wtasciwosci bakteriobdjcze,
grzybobdjcze oraz wykrztudne. Uzywa sie ich przy dolegliwo$ciach gardta takich jak
kaszel czy chrypka, a takze do pobudzania apetytu i trawienia. Zawarte w lisciach
tymianku substancje wykazujg ponadto dziatanie przeciwutleniajgce.

Lebiodka pospolita jest rosling wieloletnig nalezaca do rodziny jasnotowatych.
Olejek eteryczny Lebiodki pospolitej sktada sie gtdwnie z monoterpenoiddow i
monoterpendw, przy czym wzgledne stezenie kazdego zwigzku w niej zawartego
rézni sie znacznie w zaleznos$ci od pochodzenia geograficznego i innych czynnikow.

Zidentyfikowano ponad 60 réznych zwigzkdw, przy czym podstawowymi sg karwakrol



I tymol. Ponadto jako sktadniki aktywne wystepujg przyktadowo garbniki, p-cymen, y-
terpinen, kariofylen, spatulenol, germakren D, alkohol B-fenchylowy i d- terpineol.
Preparaty z lebiodki pospolitej majg dziatanie wykrztusne, dezynfekujace,
przeciwbiegunkowe, moczopedne, przeciwskurczowe, wiatropedne, i odtruwajgce.
Zewnetrznie olejek tymolowy wykorzystuje sie do pitukania gardta, kapieli
wzmacniajgcych oraz do wspomagania gojenia sie ran skory, a takze $wigdzie.
Napar z mieszanki lebiodki z innymi ziotami dziata wiatropednie, dzieki czemu
stosowany jest przy takich dolegliwosciach jak atonia jelit, nadmierna fermentacja w
jelitach, bebnica, choroba wrzodowa zotadka i dwunastnicy, czy niedoczynnosc
watroby.

Zurawina amerykarska nalezy do rodzaju Vaccinium. Za lecznicze
witasciwosci zurawiny odpowiedzialne sg m.in. zawarte w nigej fruktoza i
proantocyjanidyny, kwas cytrynowy i chinowy, witaminy A, B1, B2 i C, flawonoidy,
antocyjany, flawonole oraz taniny i glikozydy flawonoidowe. Owoce zurawiny
zawierajg zwigzki 0 unikalnej strukturze - nalezgce do flawonoli - ktére nie wystepuja
w innych owocach.

Owoce zurawiny amerykanskiej i ich wiasciwo$ci m.in. bakteriobdjcze oraz
antyadhezyjne, sg szeroko opisywane w literaturze naukowej. Sok z tych owocow
jest tradycyjnie wykorzystywany do zapobiegania i leczenia zakazenn drog
moczowych. Ponadto zawarte w Zurawinie polifenole powodujg dziatanie
przeciwutleniajgce i przeciwzapalne, co moze byC przydatne w zmniejszaniu
procesébw zapalnych, w tym zwigzanych 2z kolonizacjga drobnoustrojow

chorobotwérczych.

Preparaty zawierajgce miedzy innymi sktadniki pochodzenia naturalnego, takie
jak olejki eteryczne czy ekstrakty roslinne wykorzystywane do suplementacji
sktadnikami aktywnymi lub leczenia zakazen bakterig H. pylori znane sg rowniez z
literatury patentowe;.

Z europejskiego zgtoszenia patentowego EP1281403 znana jest kompozycja
suplementu diety zawierajgcego ekstrakty rodlinne oraz mikroorganizmy
probiotyczne. Sposrod bardzo szerokiej gamy roslin, ktérych ekstrakty sg stosowane
wedtug EP1281403, wymienione sg ekstrakty z: rumianku, tymianku oraz oregano.
Wszystkie z wymienionych roslin zawierajg zwiazki chemiczne odpowiednie do

wykorzystania w leczeniu lub odzywianiu. Niemniej jednak w celu intensyfikacji



efektédw wywotanych przez te zwigzki chemiczne konieczne jest ich przetworzenie
(metabolizowanie) przez mikroorganizmy probiotyczne z gatunkéw wymienionych w
EP1281403.

Z amerykanskiego zgtoszenia patentowego US20110159104 znana jest
kompozycja biokompatybilnej mikroemulsji, ktéra dodatkowo zawiera rozpuszczalne
w wodzie | rozpuszczalne w ttuszczach substancie czynne w stabilnej formie.
Poprzez mikroemulsje dostepne biologicznie sktadniki odzywcze zwigzane z
miodem, korzystnie wraz z dodatkowymi substancjami czynnymi, wprowadza sie
przez miejscowg aplikacje na skére, doustnie lub donosowo, gdzie wywotujg
pozytywne efekty. Emulsje te sg tatwe w przygotowaniu i mozna je stosowaé
zardbwno w medycynie/weterynarii, dermatologii, a takze w kosmetologii. Ponadto
mikroemulsje z miodem mozna stosowaé¢ samodzielnie lub z substancjami o
odpowiedniej wartosci odzywczej w artykutach spozywczych, zywnosci funkcjonalne;,
suplementach diety lub produktach dietetycznych.

Z miedzynarodowego zgtoszenia patentowego WQ02016106313 znana jest
kompozycja do pielegnacji jamy ustnej, ktora tagodzi podrazniong btone $luzowg
jamy ustnej, pobudza wydzielanie $liny i/lub odswieza oddech. Kompozycje do
higieny jamy ustnej wedlug WO2016106313 mozna rowniez stosowac do
zapobiegania i leczenia zapalenia bton $luzowych, zapalenia dzigset, zapalenia
ozebnej, suchosci w jamie ustnej (kserostomii), infekcji jamy ustnej, zapalenia jamy
ustnej i cuchngcego oddechu. Kompozycje wedlug W02016106313 sg szczegOlnie
uzyteczne w leczeniu komplikacji wewnatrz jamy ustnej u pacjentéw z nowotworem,
ktorzy przeszli chemioterapie lub radioterapie. Kompozycja zawiera naturalne
sktadniki i moze by¢ bezalkoholowa i/lub pozbawiona sztucznych barwnikéw.
Kompozycja wedlug W0O2016106313 ma forme ptynu, zelu, proszku, pasty, filmu itp.
oraz zawiera sktadniki aktywne pochodzenia naturalnego. Sktadniki naturalne
zawarte w kompozycji wykazujg witasciwosci antybakteryjne, przeciwzapalne,
tagodzace, nawilzajgce itp.

Z miedzynarodowego zgtoszenia patentowego WO02005087244 znane sa
kompozycje zawierajgce co najmniej dwa olejki eteryczne pochodzgce z roslin
wybranych sposrod: Pelargonia; palczatka; Menta; Aniba; Lawenda; Oregano, Litsea;
Cytrusy; Melisa; Brodziec; Sandatowiec; Koztek lekarski; Styrak; Cynamon; i Réza, w

celu leczenia zakazenn drobnoustrojami i grzybami oraz zapobiegania skazeniu



mikrobiologicznemu powierzchni i urzgdzen. Kompozycje mozna wytwarzac jako leki,
produkty konsumenckie lub $rodki czyszczace.

Z miedzynarodowego zgtoszenia patentowego WO02016122889 znane sa
kompozycje zawierajgce glikany oraz jedzenie medyczne je zawierajgce.
Kompozycje te ponadto zawierajg mikroelementy, polifenole, prebiotyki, probiotyki i
inne Srodki. Kompozycje wedtug W02016122889 mogg byc¢ réwniez stosowane
miedzy innymi do modulowania ludzkiej mikroflory zotgdkowo-jelitowej i do leczenia
dysbiozy.

Z polskiego zgiloszenia patentowego P.397719 znana jest kompozycja
zapobiegajgca powstawaniu oraz ograniczajgca skutki istniejacych owrzodzen
zotgdka i dwunastnicy spowodowanych bakterig Helicobacter pylori oraz owrzodzen
pochodzenia bakteryjnego innej etiologii wraz ze stymulacjg odbudowy Sluzowki
zotadka. Kompozycja wedtug P.397719 zawiera nanokrzemionke o0 odpowiednich
wiasciwosciach, opcjonalnie z dodatkiem maslanu sodu i lub bez innych substanciji
aktywnych. Nanokrzemionka poprzez niszczenie $cian komoérek bakterii, doprowadza
do ich obumierania. Zastosowanie maslanu sodu, podstawowego czynnika
energetycznego komoérek Sluzdéwki zotadka | dwunastnicy, elementu silnie
stymulujgcego proliferacje komorek $luzdwki, daje efekt odbudowy Sluzowki zotgdka |
dwunastnicy, co jest istotne w szczegdlnosci w miejscach zmienionych na skutek
dziatania bakterii.

Z europejskiego zgtoszenia patentowego EP2133121 znany jest preparat
odzywczy z ekstraktem zurawinowym zawierajgcym od 500 do 2500 mg proszku
zurawinowego do stosowania profilaktycznego, lub tez leczniczo w nawracajgcych
dolegliwosciach zotgdkowych. Preparat, poza ekstraktem zurawinowym moze
zawieraC: inuline z cykorii, glukonian cynku, laktoze, aromat malinowy. Preparat
mozna stosowac pomocniczo w eliminacji H.Pylori z uktadu trawiennego.

Z polskiego zgtoszenia patentowego PL366161 znana jest natomiast
kompozycja odzywcza zawierajgca olejki eteryczne do stosowania profilaktycznego
oraz leczniczo w infekcjach wywotanych przez organizmy z rodziny Helicobacter.

Z europejskiego zgtoszenia patentowego EP0577481 znane jest natomiast
zastosowanie ekstraktu tymianku (tac. Thymus) oraz jego wodnych roztworow do
hamowania wzrostu bakterii H.Pylori u cztowieka. Ekstrakt moze by¢é podawany

doustnie w formie napoju, kapsutek badz pasty, lub tez wykorzystany do



przygotowania kompozycji farmaceutycznej hamujgcej aktywnos$é enzymu: ureazy
komorek bakterii H. Pylori.

Z europejskiego zgtoszenia patentowego EP2604273 znana jest kompozycja
0 dziataniu leczniczym w réznych infekcjach bakteryjnych, w tym w szczegdlnosci
spowodowanych Staphylococcus aureus, zawierajaca w sktadzie ekstrakt z lebiodki
oraz co najmniej jeden dodatkowy ekstrakt z roslin z rodziny: rozowatych,
baldaszkowatych oraz astrowatych.

Z miedzynarodowego zgtoszenia patentowego WOO0115680 znana jest
natomiast kompozycja do stosowania w leczeniu infekcji u ludzi i zwierzat
zawierajgca sktadnik przeciwbakteryjny: izopropylo-o-krezol, wyekstrahowany =z
rosliny z grupy jasnotowatych lub werbenowatych.

Ponadto, w publikacji Cogo L.L. ,Anti-Helicobacter pylori activity of plant
extracts traditionally used for the treatment of cagstrointestinal disorders” Brazilian
Journal of Microbiology (2010) 41: 304-309, ISSN: 1517-8382 opisano zastosowanie,
ekstraktéw nastepujgcych roslin w leczeniu infekcji H.pylori: arnota wiasciwa,
rumianek pospolity, ostrokrzew paragwajski, babka zwyczajna, $laz le$ny, rabarbar.
Przeprowadzone testy wykazaty najwiekszg aktywnos¢ anty-H.Pylori ekstraktow z
rumianku pospolitego oraz ostrokrzewu paragwajskiego. W przeprowadzonych
testach, nie badano natomiast dziatania powyzszych ekstraktow w Kkierunku
wspomagani aktywnosci monocytdéw oraz komoérek cytotoksycznych organizmow
zywych, w tym cztowieka. .

Znana jest takze mieszanka zidt, dostepna pod nazwg handlowg: Mieszanka
Heli Helicobacter Pylori firmy Zidtko (Lopiennik Gorny, Polska) zawierajaca w
sktadzie: kwiat rumianku pospolitego Chamomilla recutita L., [iSC miety pieprzowej
Mentha piperita L., li§¢ tymianku pospolitego Thymus vulgaris L., ziele jezowki
purpurowej Echinacea purpura L — w postaci wysuszonych rozdrobionych czesci
roslin, do zaparzania. Niemniej jednak dla wskazanej mieszanki brak jest
jakichkolwiek informacji 0 zawartosci poszczegdlnych zidt w mieszance, a takze brak
jest informacji o jej dziataniu wspomagajacym aktywnos¢ monocytdédw oraz komorek
naturalnie cytotoksycznych. Ponadto, na stronie producenta oraz na opakowaniu nie
widnieje informacja jakoby mieszanka ta miata dziatanie medyczne w zwalczaniu
badz profilaktyce zakazen H.pylori, poniewaz wskazana w nazwie produktu, rodzina
bakterii ,Helicobacter Pylori” nie odnosi sie konkretnie do zastosowania leczniczego

tej kompozycji. W zwigzku z tym - wytgcznie na postawie ujawnionych o mieszance



informacji oraz jej dostepnosci, nie bytoby mozliwym jednoczesne stwierdzenie jaki
jest sktad tej mieszanki (procentowa zawartos¢ poszczegolnych jej sktadnikdéw) oraz
czy sktad ten wykazuje dziatanie wspomagajgce aktywno$¢ monocytéw oraz
komoérek naturalnie cytotoksycznych, a w zwigzku z tym wspomagajgce organizm w
zakazeniach oraz profilaktyce zakazen H.Pylori.

Ponadto z publikacji red. M.Habuz ,Alternatywne substancje w leczeniu
eradykacyjnym Helicobacter Pylori” Artykuty - Biotechnologia.pl (redakcja:
06.02.2014) opisano grupy syntetycznych lekdw, ktére mogg by¢ stosowane w
leczeniu zakazenia H.Pylori, w tym: pochodne ksantonu: podstawione atomem chloru
w pozycji 2, oraz 3 i 4, pochodne fenolowe: pochodne kwasu cynamonowego,
pochodne kwasu gallusowego, oleuropeiny, rutyny czy kwercetyny. W publikacji
wskazano takze zwiazki: kwas 1 aldehyd cynamonowy, eugenol, kumaryna
izolowanych z cynamonowca chifnskiego oraz wymieniono ekstrakty roslinne, w tym:
ekstrakt z herbaty chinskiej, a takze ekstrakt wodny z lukrecji gtadkiej do stosowania
w profilaktyce i leczeniu wrzoddw zotgdka i dwunastnicy. W publikacji ponadto
wskazano na mozliwos¢ tgcznego dziatania ekstrakiow z oregano i zurawiny w
zwalczaniu H.Pylori dla kompozycji zawierajgcej 25% ekstraktu oregano oraz 75%
ekstraktu zurawiny, oraz opisano dziatanie czerwonego wina w mechanizmie
unieczynniania cytotoksyny VacA H.pylori. W publikacji tej brak natomiast bardziej
szczegotowych danych na temat sktadu takich kompozyciji.

Natomiast w publikacji H.Sakkas, Ch. Papadopoulou ,Antimicrobial Activity of
Basil, Oregano, and Thyme Essential Oils” J. Microbiol. Biotechnol. (2017), 27(3),
429-438 opisano niezalezne dziatanie poszczegolnych olejkdw eterycznych bazylii,
oregano, tymianku. W publikacji tej wskazano na antybakteryjne oraz
przeciwgrzybicze dziatanie olejkdw eterycznych pozyskanych z powyzszych roslin,
jednakze nie opisano ani nie zasugerowano mozliwosci dziatania tych olejkéw
eterycznych: bazylii, oregano oraz tymianku w odniesieniu do aktywnos$ci monocytow

oraz komorek naturalnie cytotoksycznych uktadu odpornosciowego.

Szczegollnie istotnym aspektem zakazen Helicobacter pylori jest ich aktywnos$c
immunomodulacyjna wzgledem komérek odpornosciowych, takich jak makrofagi,
komorki naturalnie cytotoksyczne (ang. Natural Killer, NK) i limfocyty. Dzieki temu H.
pylori moze przetrwaé w skolonizowanej btonie $luzowej zotgdka i by¢ odporna na je;

zwalczanie przez wiele lat. Szczegdlng uwage nalezy zwrécic na komérki NK, ze



wzgledu na fakt, iz nie wymagajg aktywacji, aby atakowa¢ komorki, ktore sg
pozbawione ekspresji czgsteczek MHC. Jest to szczegdlnie istotne, poniewaz
szkodliwe komorki pozbawione ekspresji czasteczek MHC nie mogg zostac wykryte i
zniszczone przez inne komérki uktadu odpornosciowego, takie jak przyktadowo
limfocyty T. Komorki NK pochodzg ze szpiku, a w przeciwienstwie do limfocytow T i
B, do ich réznicowania oraz funkcji rearanzacja gendw nie jest niezbedna. Komérki
NK petnig wazng role w rozpoczeciu odpowiedzi odpornosciowej, przede wszystkim
przez szybkie wydzielanie interferonu y (IFN-y) oraz innych cytokin niezbednych w
odpowiedzi na zakazenie bakteryjne, wirusowe | parazytologiczne, stanowigc
pierwszg linie obrony wraz z monocytami wobec komérek nowotworowych i zakazen
wirusowych petnigc kluczowg role dla powstrzymania rozwoju infekcji. Nie wykazujg
ekspresji konwencjonalnych receptorow dla antygendw, jak np. powierzchowne
immunoglobuliny czy receptory na limfocytach T wigzagce antygen.

Jak wykazano w publikacji ,Helicobacter pylori-driven modulation of NK cell
expansion, intracellular cytokine expression and cytotoxic activity” (Karolina
Rudnicka, Magdalena Chmiela i in., Innate Immunity 2015, Vol. 21(2) 127-139),
komorki Natural Killer mogg byé zaangazowane w odpowiedz immunologiczng w
zwalczaniu zakazenia Helicobacter pylori. Dodatkowo wykazano, ze we krwi dawcow
zakazonych H. pylori dominowaty komérki NK o nizszej aktywnosci cytotoksycznej w
porownaniu do krwi dawcow z wykluczonym zakazeniem H. pylori. Moze to by¢
uwarunkowane dominacjg komérek NK o fenotypie CD56P"9" charakteryzujgcymi sie
stabymi witasciwosciami cytotoksycznymi u dawcow zainfekowanych H. pylori, a
takze wptywem regulatorowej IL-10. Surowicze stezenie tej cytokiny byto wyzsze u
dawcoéw zainfekowanych H. pylori niz dawcow niezainfekowanych. Wykazano
réwniez, ze odpowiedz komoérek NK na Helicobacter pylori zalezy od typu prowokacji
antygenowej. Moze by¢ modulowany dodatnio przez H. pylori GE poprzez IFN-y i IL-
2 lub negatywnie przez H. pylori LPS poprzez IL-10. Jest mozliwe, ze u o0séb
zakazonych  Helicobacter pylori antygeny o negatywnym  potencjale
immunomodulujgcym, takie jak lipopolisacharyd (LPS), moga hamowac reakcje
odpornosciowe i ostabia¢ eliminacje Helicobacter pylori z btony $luzowej zotadka, co
w konsekwencji sprzyja rozwojowi przewlektej postaci zakazenia.

Kolejnym problemem zwigzanym z zakazeniami H. pylori jest narastajgca
antybiotykoodporno$s¢ tych drobnoustrojéw. Odsetek szczepow Helicobacter pylori

opornych na dziatanie klarytromycyny i niepowodzenie eradykacji pierwszego
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schematu leczenia (inhibitor pompy protonowej, amoksycylina i Kklarytromycyna)
zwiekszyto sie w Japonii, a takze w innych krajach.

Z zwigzku z tym, czynniki takie jak wysoka czesto$¢ wystepowania H. pylori w
populacji, zmienna skutecznos¢ leczenia i jego wysokie koszty oraz fakt, ze
bezobjawowe osoby nie mogg by¢ leczone antybiotykami, czynig istotnym aspektem
badan poszukiwanie alternatywnych rozwigzan zdolnych do zaktdcania dziatania H.
pylori w populacjach wysokiego ryzyka.

Istnieje zatem potrzeba opracowania alternatywnej kompozycji zawierajgce;j
odpowiednie potgczenie ekstrakiow roslinnych w celu wzmocnienia pierwszej linii
obrony odpornosciowej organizmu, czyli monocytéw i komorek Natural Killer (NK), co
mogtoby mieé zastosowanie zwilaszcza do podnoszenia o0goinej odpornosci

organizmu i przy wspomaganiu leczenia zakazen Helicobacter pylori.

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja zawierajgca mieszanine ekstraktow

- tymianku wtasciwego (Thymus vulgaris L.) o wskazniku DER wynoszacym od
5:1 do 15:1 pozyskanego poprzez wodng ekstrakcje nadziemnej czesci tej
rosliny;
- rumianku pospolitego (Matricaria recutita) o wskazniku DER wynoszacym od
3:1 do 7:1 pozyskanego poprzez wodno-alkoholowg ekstrakcje kwiatow tej
rosliny;
- lebiodki pospolitej (Origanum vulgare) o wskazniku DER wynoszgcym od 5:1
do 151 pozyskanego poprzez wodno-alkoholowg ekstrakcje nadziemnej
czesci tej rosliny; oraz
- zurawiny amerykanskiej (Vaccinium) o wskazniku DER nie mnigjszym niz 15:1
pozyskanego poprzez wodg lub wodno-alkoholowg ekstrakcje owocdow tej
rosliny;
charakteryzujgca sie tym, ze stosuje sie jg do pobudzania monocytéw do sekrecji
cytokininy IL-10 oraz do pobudzania komérek naturalnie cytotoksycznych (NK) do
sekrecji cytokininy IL-2.

Korzystnie, kompozycje stosuje sie do wspomagania aktywnos$ci monocytow
oraz komorek naturalnie cytotoksycznych (NK) w zakazeniach bakterig Helicobacter

pylori.
Korzystnie, kompozycje stosuje sie do wspomagania odpornosci organizmu.



11

Korzystnie, kompozycja zawiera mieszanine ekstraktéw w proporcjach:
tymianek wtasciwy : rumianek pospolity : lebiodka pospolita : zurawina amerykanska
réwnych od 14 do20:0d1do5:0d 1do 3: od 15 do 20.

Korzystnie, kompozycja zawiera ekstrakt z tymianku wtasciwego o stezeniu od
6,5 ug/ml do 50 pg/ml.

Korzystnie, kompozycja zawiera ekstrakt z zurawiny amerykanskiej o stezeniu
od 6,5 ug/ml 50 ug/mi.

Korzystnie, ekstrakty sg w postaci ptynnej, poistatej lub statej.

Przedmiotem wynalazku jest ponadto preparat leczniczy charakteryzujgcy sie
tym, ze zawiera kompozycje wedtug wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest ponadto preparat jako suplement diety, zywno$¢
specjalnego przeznaczenia medycznego lub zywnos¢ funkcjonalna charakteryzujgcy
sie tym, ze zawiera kompozycje wedtug wynalazku.

Korzystnie, preparat ma postac tabletek, kapsutek, saszetek, zawiesiny, zelu
lub syropu.

Korzystnie, preparat w jednej dawce zawiera od 88 mg do 2 000 mg ekstraktu
z tymianku wiasciwego, od 6 mg do 63 mg ekstraktu z rumianku pospolitego, od 6
mg do 19 mg ekstraktu z lebiodki pospolitej oraz od 94 mg do 2 000 mg ekstraktu z
zurawiny amerykanskiej.

Korzystnie, preparat zawiera ponadto probiotyki.

Korzystnie, preparat zawiera ponadto betaglukan.

Korzystnie, preparat zawiera ponadto ekstrakt z czystka.

Korzystnie, preparat jest przeznaczony do stosowania poprzez podawanie
pojedyncze] dawki preparatu dwa razy dziennie przed positkiem.

Korzystnie, preparat jest przeznaczony do stosowania poprzez podawanie

podwdjnej dawki preparatu raz dziennie przed positkiem.

Definicje stosowane w niniejszym opisie:

Poprzez okre$lenie ,zastosowanie/stosowanie medyczne” kompozycji wedtug

niniejszego opisu, rozumie sie zastosowanie tej kompozycji w leczeniu i profilaktyce

choroby/choréb, infekcji, schorzenia/schorzen badz dolegliwosci.
Poprzez powyzsze okreSlenie ,leczenie” rozumie sie szereg dziatan

prowadzgcych do usuniecia lub ztagodzenia/ograniczenia, lub tez zatrzymania na
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obecnym etapie lub tez zwolnienia tempa postepowania symptomow, skutkdéw i/lub
objawdw choroby choroby/choréb, schorzenia/schorzen badz dolegliwosci.

Poprzez powyzsze okresSlenie “profilaktyka"” rozumie sie szereg dziatan
majagcych na celu zapobieganie, Iub zmniejszenie ryzyka wystgpienia
choroby/chorob, infekcji, schorzenia/schorzen badz dolegliwosci.

W zwigzku z powyzszym termin: ,zastosowanie/stosowanie medyczne”
kompozycji wedtug niniejszego opisu obejmuje:

- nie dopuszczenie do choroby/chordb, infekcji, schorzenia/schorzen badz

dolegliwosci, oraz

- ograniczenie ryzyka wystgpienia choroby/choréb, infekgji,

schorzenia/schorzen badz dolegliwosci.

Ponadto, wskaznik DER ekstraktu ro$linnego (z ang. Drug Extract Ratio)
rozumie sie jako wskaznik ilosci surowca roslinnego (A) do ilosci otrzymanego
przetworu roslinnego (B); zapisywane jako A:B. Jego podanie ma na celu
umozliwienie pordwnania ekstraktow roslinnych zawierajacych tg sama substancje,
ale otrzymywanych w rézny sposéb (np. ekstrakty o réznym stopniu zageszczenia).
Przyktadowo, wskaznik DER wynoszacy 10:1 oznacza, ze z dziesieciu czesci rosliny

otrzymano jedng czes¢ ekstraktu.

Przedmiotem niniejszego wynalazku jest kompozycja zawierajgca mieszanine
ekstraktow z rumianku pospolitego, tymianku wiasciwego, lebiodki pospolitej i
zurawiny amerykanskiej, potgczonych w odpowiednich proporcjach, stanowigca baze
preparatu wzmacniajgcego pierwszg linie obrony odpornosciowej organizmu, czyli
wspomagajgca aktywnos¢ monocytow i komorek Natural Killer (NK), co jest
szczegOlnie przydatne przy wspomaganiu leczenia oraz profilaktyce zakazen
Helicobacter pylori.

Przedmiot wynalazku przedstawiono na rysunku, na ktérym Fig. 1 przedstawia
pobudzenie monocytdw THP1XBlue™ po 4-godzinnej inkubacji z ekstraktami
roslinnymi lub kontrolnym stymulatorem (LPS E. coli), Fig. 2 przedstawia pobudzenie
monocytow THP1XBlue™ po 24 godzinnej inkubacji z ekstraktami roslinnymi lub
kontrolnym stymulatorem (LPS E. coli), a Fig. 3 przedstawia pobudzenie monocytow
THP1XBlue™ po 72-godzinnej inkubacji z ekstraktami roslinnymi lub kontrolnym

stymulatorem (LPS E. col).
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Najciemniejsze stupki to najwyzsze stezenie, posrednie stupki - posrednie
stezenie, a najjasniejsze stupki to stezenia najnizsze, zgodne z Tabelg 3. Linia
pozioma tzw. wartos¢ odciecia (cut-off) to dwukrotnosé kontroli ujemnej (komérki w
podtozu hodowlanym bez stymulatora).

Kompozycja bazowa wedlug wynalazku jest mieszaning ekstraktow z
rumianku pospolitego, tymianku witasciwego, lebiodki pospolitej oraz zurawiny
amerykanskiej w proporcji ekstrakt z tymianku wtasciwego : rumianku pospolitego :
lebiodki pospolitej : zurawiny amerykanskiej wynoszacej: od 14 do 20: od 1 do 5: od
1do 3:0d15do 20.

Ekstrakty wykorzystane do wytworzenia kompozycji wedlug wynalazku sg
otrzymywane standardowymi sposobami znanymi w stanie techniki, poprzez
ekstrakcje odpowiednio catej rosliny lub jej czesci z wybranym rozpuszczalnikiem
przyktadowo takim jak: woda, alkohol etylowy, glicerol, czy olej. Ekstrakcja nastepuje
w wyniku kontaktu materiatu roslinnego z rozpuszczalnikiem, przy czym im dtuzy
czas tego kontaktu tym wyzsza zawarto$¢ wyekstrahowanych substancji roslinnych w
uzyskanym ekstrakcie, a zatem wyzszy wskaznik DER ekstraktu.

Opracowana selekcja grupy roslin:  rumianku pospolitego, tymianku
witasciwego, lebiodki pospolitej oraz zurawiny amerykanskiej zapewnia efekt
dziatania kompozycji, przejawiajgcy sie pobudzeniem odpowiednich monocytéw oraz
komérek naturalnie cytotoksycznych w organizmie, przy czym najbardziej korzystnym
jest stosowanie w kompozycji wedlug wynalazku nastepujacych ekstraktow
roslinnych, w przypadku ktérych wazna jest okreSlona minimalna zawarto$¢ olejkow
eterycznych i/lub innych podanych ponizej substancji czynnych:

— wodny ekstrakt tymianku (Thymus vulgaris L.), cze$S¢ rosliny uzyta do
ekstrakcji: zioto; korzystnie stosuje sie ekstrakty o wskazniku DER
wynoszacym od 5 : 1 do 15 : 1, przyktadowy ekstrakt moze zawierac oleki
eteryczne w ilo$ci nie mniejszej niz 1% oraz kwas rozmarynowy w ilosci nie
mniejszej niz 0,5%;

— wodno-alkoholowy ekstrakt z oregano (Origanum vulgare) (objetoSciowa
zawartos¢ czesci wody i czesci alkoholu w zakresie od 9:1 do 1:9), czes$é
rosliny uzyta do ekstrakcji: zioto; korzystnie stosuje sie ekstrakty o wskazniku
DER wynoszacym od 5 : 1 do 15, przykladowy ekstrakt moze zawierac olegjki

eteryczne w ilosci nie mniejszej niz: 2%;
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— wodny lub tez wodno-alkoholowy ekstrakt z zurawiny (objetosciowa zawarto$é
czesci wody i czesci alkoholu, dla ekstraktu wodno-alkoholowego w zakresie
od 9:1 do 1:9), czes¢ rosliny uzyta do ekstrakcji: owoce; korzystnie stosuje sie
ekstrakty o wskazniku DER wynoszacym minimum 15 : 1, co oznacza
mozliwo$¢ stosowania ekstraktow o wskazniku DER przykladowo: 15 : 1,
16:1,17:1,18:1,19: 1, czy 20 : 1, lub tez przyktadowo 25: 1, przyktadowy
ekstrakt moze zawiera¢ proantocyjanidyny w ilosci nie mniejszej niz 20%;

— wodno-alkoholowy ekstrakt z rumianku (Matricaria recutita) (objetoSciowa
zawartos¢ czesci wody i czesci alkoholu w zakresie od 9:1 do 1:9), czes$é
rosliny uzyta do ekstrakcji: kwiat; korzystnie stosuje sie ekstrakty o wskazniku
DER wynoszacym od 3 : 1 do 7 : 1, przyktadowy ekstrakt moze zawieraé olejki

eteryczne w ilosci nie mnigjszej niz: 0,4%.

Przyktadowy ekstrakt z tymianku wtasciwego, ktéry mozna wykorzysta¢ do
realizacji wynalazku charakteryzuje sie wskaznikiem DER na poziomie 7:1 oraz
zawartoscig olejkow eterycznych ok. 1,6%wag. Przyktadowy ekstrakt z rumianku
pospolitego, ktéry mozna wykorzystaé do realizacji wynalazku charakteryzuje sie
wskaznikiem DER na poziomie 7:1 oraz zawartoscig olejkdw eterycznych ok.
0,7%wag. Przyktadowy ekstrakt z lebiodki pospolitej, ktéry mozna wykorzysta¢ do
realizacji wynalazku charakteryzuje sie wskaznikiem DER na poziomie 10:1 oraz
zawartoscig olejkdw eterycznych ok. 2%wag. Przykfadowy ekstrakt z Zurawiny
amerykanskiej, ktdéry mozna wykorzysta¢ do realizacji wynalazku charakteryzuje sie
wysokg zawartoscig proantocyjandw, min. 20%. Wykorzystac mozna réwniez inne
ekstrakty pozyskane ze wskazanych powyzej roslin, o rownowaznych zawartosciach
substancji aktywnych, a zatem o wskaznikach DER zawierajgcych sie we
wskazanych powyzej przedziatach.

Potaczenie ekstraktéw roslinnych z: tymianku oregano, zurawiny oraz
rumianku w wyzej wymienionych proporcjach, pozwala na otrzymanie kompozycji
bazowej preparatu charakteryzujgcej sie wiasciwosciami wspomagajacymi
aktywno$¢ monocytdéw oraz komorek natural Killer, poprzez odpowiednie pobudzenie
tych komoérek, przy czym pobudzenie to scharakteryzowano w wynikach badan
ponizej. Przyktad 3, . .

Ponadto, kompozycja  ekstraktéw  rodlinnych  wedlug  wynalazku

charakteryzuje sie dwukrotnie silniejszym dziataniem bakteriobdjczym (MBC), niz w
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przypadku kazdego z wyzej wymienionych ekstraktow uzytych indywidualnie, co
potwierdzity badania, ktérych wyniki zestawiono ponize;.

Ponadto dziatanie bakteriostatyczne (MIC) ekstraktu z tymianku, jest silniejsze
w mieszaninie z ekstraktem z oregano, zurawiny i tymianku, niz gdy ekstrakt z
tymianku jest stosowany pojedynczo - na skutek efektu synergicznego, co
potwierdzity badania ktérych wyniki zestawiono w Tabeli 2 przedstawionej ponizej dla
przyktadu 2.

Jak wykazaty badania przedstawione w przyktadach 3, 4 i 5 opracowana
kompozycja ekstraktéw roslinnych moze byC stosowana takze w prewencji oraz
wspomaganiu odpornosci na kolonizacje btony Sluzowej zotgdka przez bakterie
Helicobacter pylori - poprzez wzmochienie pierwszej linii obrony odpornosciowej
organizmu, czyli monocytow i komérek Natural Killer (NK), poniewaz opracowana
kompozycja ekstraktéw roslinnych jak wskazano powyzej zapewnia odpowiednie
pobudzenie tych komérek w organizmie — a w zwigzku z tym opracowana
kompozycja moze by¢ wykorzystywana do stosowania medycznego — w profilaktyce
zakazen bakterig H.pylori.

Struktury Helicobacter pylori ostabiajg aktywnosé komoérek monocytarnych
oraz aktywno$¢ cytotoksyczng komorek NK w zakresie ich zdolnosci do wydzielania
cytokin, ktére sg mediatorami pobudzajgcymi do dziatania inne komorki
odpornosciowe, hamujg ich zdolnos¢ do pochtaniania |  zabijania
wewnatrzkomorkowego bakterii, a takze hamujg rozpoznawanie przez nie antygenow
Helicobacter pylori.

Kompozycja ekstraktéw roslinnych wedlug wynalazku pobudza monocyty, a
ich pobudzenie jest zwigzane z wydzielaniem cytokin co Swiadczy, ze komorki te
stajg sie bardziej skuteczne w zwalczaniu zakazen, w tym tych wywotanych przez
H.pylori, co dodatkowo potwierdza mozliwo$¢ medycznego stosowania tej
kompozycji zarébwno w leczeniu jak i w profilaktyce zakazen H.pylori, poprzez
wspomaganie aktywnosci monocytéw oraz komdrek naturalnie cytotoksycznych

przejawiajgce sie ich odpowiednim pobudzeniem.

Dodatkowo zawarty w kompozycji wedtug wynalazku ekstrakt z zurawiny
wykazuje dziatanie ktére przejawia sie zwiekszeniem odsetek pobudzonych komérek
NK, wykazujgcych ekspresje receptora CD25, co moze by¢ réwnoznaczne ze

wzrostem ich aktywnosSci cytotoksycznej wzgledem Helicobacter pylori.
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Kompozycja ekstraktéw roslinnych wedtug wynalazku moze ponadto zawieraé
dodatkowe sktadniki, takie jak probiotyki, betaglukan, Kozieradka pospolita, Boréwka
czarna, Mniszek lekarski, Dziegiel litwor, Wakrotka azjatycka, Kasztanowiec
zwyczajny, Czystek laurolistny.

Preparat na bazie kompozycji ekstraktow roslinnych wedtug wynalazku moze
ponadto zawiera¢ szereg substancji technologicznych, przykladowo weglan wapnia;
dwutlenek tytanu; tlenki i wodorotlenki zelaza; glin; sorbitole, mannitol, acesulfam K,
aspartam, cyklaminiany, izomalt, sacharyny, sukraloza, neohesperydyna DC, sdl
aspartamu i acesulfamu, maltitole, laktitol, ksylitol, erytrytol, kwas sorbowy, sorbinian
potasu, kwas benzoesowy, benzoesan sodu, benzoesan potasu, benzoesan wapnia,
p-hydroksybenzoesan etylu, sél sodowa p-hydroksybenzoesanu etylu, p-
hydroksybenzoesan metylu, s6l sodowa p-hydroksybenzoesanu metylu, kwas
octowy, octan potasu, octan wapnia, kwas mlekowy, kwas jabtkowy, kwas
askorbinowy, askorbinian sodu, askorbinian wapnia, mieszanina tokoferoli, alfa-
tokoferol, lecytyny, mleczan sodu, mleczan potasu, mleczan wapnia, kwas
cytrynowy, cytryniany sodu, cytryniany potasu, cytryniany wapnia, kwas winowy
(L(+)-), winiany potasu, kwas fosforowy, jabtczan potasu, winian wapnia, ekstrakty z
rozmarynu (wyciagi z rozmarynu), kwas alginowy, alginian sodu, alginian potasu,
alginian wapnia, przetworzone wodorosty morskie z gatunku Eucheuma, guma guar,
tragakanta, guma arabska (guma akacjowa), guma ksantanowa, guma gellan,
glicerol, konjac, monooleinian polioksyetylenosorbitolu (polisorbat 80), pektyny,
celuloza, metyloceluloza, etyloceluloza, hydroksypropyloceluloza, sél sodowa
karboksymetylocelulozy usieciowana, sole sodowe, potasowe i wapniowe kwasow
ttuszczowych, sole magnezowe kwasdw ttuszczowych, weglany sodu, weglany
potasu, weglany magnezu, kwas chlorowodorowy (kwas solny), wodorotlenek sodu,
wodorotlenek potasu, wodorotlenek wapnia, tlenek wapnia, tlenek magnezu,
dwutlenek krzemu, krzemian wapnia, krzemian magnezu, talk, I-cysteina,
polidekstroza, poliwinylopirolidon, poliwinylopolipirolidon, alkohol poliwinylowy (PVA),
pullulan, skrobia utleniona, dioctan glicerolu (diacetyna), trioctan glicerolu

(triacetyna), propano-1,2-diol (glikol propylenowy), glikol polietylenowy.
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Preparat na bazie ekstraktéw roslinnych wedtug wynalazku jest podawany
doustnie i moze mie¢ dowolng postac, przykladowo tabletek, kapsutek, saszetek,

zawiesiny, zelu, syropu itd.

Preparat na bazie kompozycji ekstraktéw roslinnych wedtug wynalazku ma
zatem zastosowanie medyczne, w tym w szczegolnosci w leczeniu oraz leczeniu
terapeutycznym obejmujgcym nie tylko leczenie oséb chorych — to jest zakazonych
H.pylori, ale takze obejmujgcym profilaktyczne podawanie preparatu na bazie
kompozycji ekstraktow roslinnych wedtug wynalazku osobom zdrowym, celem
wspomagania aktywnos$ci monocytow oraz komorek cytotoksycznych — poprzez
pobudzenie tych komoérek u osoby, ktéra przejeta preparat, zapewniajgc w ten
sposbb ograniczenie ryzyka zakazenia bakterig H.pylori. Nalezy zauwazyC, ze kazda
dawka preparatu zastosowana profilaktycznie — u osoby zdrowej, jest takze
stosowaniem medycznym kompozycji wedlug wynalazku, poniewaz wpltywa
pobudzajgco na monocyty oraz komorki naturalnie cytotoksyczne zmniejszajgc tym
samym ryzyko zakazenia H. pylori — zgodnie z mechanizmem dziatania kompozycji

opisanym powyze;.

Zatem, medyczne stosowanie opracowanej kompozycji ekstraktow roslinnych
u osbéb zdrowych, to jest nie zakazonych H.pylori, polega na zmniejszeniu ryzyka
zakazenia tg bakterig, lub tez tagodniejszym przechodzeniu zakazenia H.pylori — w
przypadku jego wystgpienia, obejmujgce miedzy innymi: ochrone przed
zachorowaniem na rdzne choroby spowodowane zakazeniem H.pylori, a takze
wystepowaniem roznych choréb i/lub dolegliwosci, ktére mogg towarzyszy¢ lub by¢
nastepstwem zakazen H.pylori, przyktadowo: choroby gornego odcinka przewodu
pokarmowego, w tym miedzy innymi: zapalenia btony Sluzowej zotadka, choroby
wrzodowej zotgdka i /lub dwunastnicy, nowotwordow zotgdka czy chioniakdédw. Miedzy
innymi, zakazenie H.pylori moze powodowac zapalenie btony Sluzowej, na poczatku
ostre, potem przechodzgce w przewlekte. U czesci oséb zakazonych moze
dochodzi¢ do wtornego zwickszenia produkcji kwasu zotgdkowego, ktory dziata
bezposrednio wrzodotworczo. Natomiast zarédwno prewencyjne (u osoby nie
zakazone] H.pylori) jak i lecznicze ( u osoby zakazonej H.pylori) zastosowanie
kompozycji wedtug wynalazku, kazdorazowo, zapewni zmniejszenie ryzyka

wystgpienia powyzszych chordb/dolegliwosci.
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Kompozycje ekstraktéw ziotowych wedlug wynalazku mozna ponadto
stosowac w przypadkach zakazenia H.pylori, celem ograniczenia niekorzystnych dla
pacjenta objawow / dolegliwo$ci towarzyszacych zakazeniu H.pylori takich jak:
zaparcia, brak apetytu, bole brzucha, bdole w nadbrzuszu, mdiosci, zgaga, odbijanie

czy wzdecia.

Opracowana kompozycja ekstraktéw roslinnych  wedtug wynalazku
zawierajgca ekstrakty z: rumianku pospolitego, tymianku witasciwego, lebiodki
pospolitej oraz zurawiny amerykanskiej w proporcji ekstrakt z tymianku wtasciwego :
rumianku pospolitego : lebiodki pospolitej : zurawiny amerykanskiej wynoszacej: od
14 do20:0d1do5:0d1do3:od15do 20 wykazuje zatem dziatanie polegajace
na odpowiednim pobudzeniu komérek odpornosciowych organizmu: monocytow oraz
komoérek naturalnie cytotoksycznych, dajgc wynikowo efekt poprawy odpornosci
organizmu w kierunku nie tylko zwalczania, ale takze profilaktyki zakazen bakterig
H.pylori. Jest to zwigzane z tym, Ze organizm z pobudzonymi odpowiednimi
komoérkami ukladu odpornosciowego — jak wskazano powyzej, nie tylko wykazuje
zwiekszong tendencje do zwalczania H.pylori — w przypadku 0sob juz zarazonych,
ale takze wykazuje zmniejszone ryzyko infekcji H.pylori — w przypadku o0sob
zdrowych: to jest oséb ktére nigdy nie byty zakazone oraz osdb ktére w przesztosci
przebyly zakazenie H.pylori i w zwigzku z tym sg bardziej narazone na powtorng
infekcje. Medyczny efekt dziatania powyzszej kompozycji obserwuje sie bez wzgledu
na wartos¢ wskaznikdw DER ekstraktéw roslinnych stosowanych do sporzgdzenia
kompozycji wedlug wynalazku, co moze by¢ spowodowane tym, ze sama
kompozycja powyzszych zidt wykazuje dziatanie w kierunku pobudzania
odpowiednich komérek uktadu odpornosciowego.

Niemniej jednak najkorzystniejsze dziatanie powyzszej kompozycji obserwuje
sie dla nastepujacych ekstraktdw: wodny ekstrakt z tymianku (czesc¢ rosliny: zioto) o
wskazniku DER w zakresie do 5:1 do 15:1, wodno-alkoholowy ekstrakt z oregano
(czesc rosliny: zioto) o wskazniku DER w zakresie od 5:1 do 15:1, wodny lub wodno-
alkoholowy ekstrakt z owocéw zurawiny o wskazniku DER nie mniejszym niz 15:1
oraz wodno-alkoholowy ekstrakt z kwiatow rumianku o wskazniku DER w zakresie od
3:do7:1.
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Celem okreslenia pobudzajacego dziatania kompozycji, badaniom poddano
rézne ekstrakty i ich kompozycje, przy czym najistotniejsze z tych badan omdwiono w

przyktadach ponizej.

PRZYKLAD 1: Dawkowanie kompozyciji

Preparat, w ktorego sktad wchodzi kompozycja ekstraktow roslinnych wedtug

wynalazku, podaje sie dwa razy dziennie pojedynczg dawke przed positkiem lub
jeden raz dziennie rano przed positkiem podwojng dawke w celu uzyskania
pozadanych efektdw.

Pojedyncza dawka kompozycji bazowej zawiera nastepujace ilosci ekstraktdw:

Tabela 1: Zawartosc¢ ekstraktow w jednej dawce kompozycji bazowej

Ekstrakt [mg/dawka]

Tymianek wtasciwy (ekstrakt wodny), DER: 10:1 100
Rumianek pospolity (ekstrakt wodno-alkoholowy viv = 1:1, 12,5
DER: 4:1)

Lebiodka pospolita (nazwa zwyczajowa: oregano) (ekstrakt 6,25
wodno-alkoholowy v:v = 1:1, DER: 5:1

Zurawina amerykanska (ekstrakt wodny, DER: 18:1) 100

PRZYKYAD 2: Wyniki badan preparatu w zakresie aktywnosci

przeciwdrobnoustrojowej wzgledem paleczek Helicobacter pylori

Tabela 2: Aktywnosc¢ przeciwdrobnoustrojowa preparatu wzgledem

Helicobacter pylori
Ekstrakt MIC [pg/ml] MBC [ug/ml] Tolerancja
Rumianek pospolity 3,12 6,25 2
Tymianek wtasciwy 6,25 6,25 1
Lebiodka pospolita 3,12 6,25 2
Mieszanina powyzszych 3,12 3,12 1
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Jak przedstawiono w tabeli 2 ekstrakty rodlinne z rumianku pospolitego,
lebiodki pospolitej oraz tymianku stosowane tgcznie wykazujg dwukrotnie silniejsze
dziatanie bakteriobdjcze (MBC) niz ekstrakty uzyte indywidualnie. Ponadto dziatanie
bakteriostatyczne (MIC) ekstraktu z tymianku, jest silniejsze w mieszaninie niz gdy
jest stosowany pojedynczo. Wynika stad, ze kompozycja bazowa wedtug wynalazku
wykazuje efekt synergiczny. Badanie przeprowadzono dla kompozycji zawierajgcej
mieszanine ekstraktow z tymianku wtasciwego, rumianku pospolitego oraz lebiodki
pospolitej w proporcji od 16:2:1. Synergiczne dziatanie, polegajgce na silniejszym
dziataniu bakteriobdjczym w stosunku do indywidualnych ekstrakiow i silniejszym
dziataniu bakteriostatycznym ekstraktu z tymianku stwierdzono réwniez dla innych

mieszanin, w proporcjach od 14 do20:0d1do5:0d 1 do 3.

PRZYKYAD 3: Badanie aktywnosci ekstraktow roslinnych w zakresie

pobudzania monocytéw linii THP1XBlue™

W pierwszym etapie badania ekstraktéw roslinnych w kierunku ich potencjatu
w zakresie pobudzania monocytow linii THP1XBlue™ wykazano:

- Ekstrakt z tymianku wiasciwego w stezeniu 50 ug/ml istotnie stymulowat
(aktywowat czynnik jgdrowy NFKB) komorki linii THP-1 XBlue™ w poréwnaniu do
komorek niestymulowanych (p=0,002);

- Ekstrakty z rumianku pospolitego i lebiodki pospolitej nie powodowaty aktywacii
komérek linii THP1XBlue™ w poréwnaniu do komérek niestymulowanych;

- Mieszanina ekstraktow wedtug badanego rozwigzania istotnie statystycznie silnie;
pobudza komorki THP1XBlue™ wzgledem komorek stymulowanych ekstraktem z
rumianku pospolitego i lebiodki pospolitej przy p=0,002;

- Mieszanina ekstraktéw tymianku wiasciwego, rumianku pospolitego oraz lebiodki
pospolitej istotnie statystycznie pobudza komérki THP1XBlue™ wzgledem
komoérek niestymulowanych (p=0,001).

Mozna sugerowac, ze efekt pobudzenia komorek THP1XBlue™ w hodowlach
traktowanych mieszaning ekstraktow jest zalezny od zawartego w niej ekstraktu z
tymianku wiasciwego, a zatem badania potwierdzity zasadnos¢ stosowania w
sktadzie kompozycji tego ekstraktu.

W kolejnym etapie zbadano czy mieszanka ekstraktow roslinnych oraz
ekstrakty roslinne uzyte osobno, pobudzajg monocyty krwi obwodowej do

wydzielania cytokin prozapalnych: czynnika martwicy guza TNF-a ( ang. tumor
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necrosis factor) i/lub przeciwzapalnych: interleukiny IL-(10). Badanie ekstraktow

roslinnych w kierunku ich potencjatu do pobudzania monocytéw krwi obwodowej do

wydzielania cytokin wykazato, ze:

- Ekstrakt z tymianku w stezeniu 50 pg/ml istotnie pobudzat monocyty krwi
obwodowe] do wytwarzania cytokiny prozapalnej TNF-a (p=0,05) oraz
przeciwzapalnej IL-10 (p=0,05), w poréwnaniu do hodowli niestymulowanej;

- Mieszanina ekstraktéw wedlug wynalazku istotnie statystycznie nasilata
wydzielanie IL-10 i TNF-a przez monocyty krwi obwodowej, w poréwnaniu do
stezenia tych cytokin w hodowlach traktowanych ekstraktem z rumianku
pospolitego (p=0,05) lub Lebiodki pospolitej (p=0,05) uzytymi osobno;

- Mieszanina ekstraktéw wedlug wynalazku istotnie statystycznie nasilata
wydzielanie TNF-a i IL-10 przez monocyty krwi obwodowej w pordédwnaniu do

stezenia tych cytokin w hodowlach niestymulowanych (p=0,05).

PRZYKLYAD 4: Test immunostymulacji ekstraktami roslinnymi oraz znanymi

stymulatorami bakteryjnymi przez okres 4 qodz., 24 godz. i 72 godz.

Do komorek dodano po 20 ul badanych ekstraktéw roslinnych, w taki sposéb
aby finalnie w studzienkach uzyskac stezenia wybrane na etapach wczesniejszych
(Tabela 3). Zastosowano nastepujgcg metodyke rozpuszczania ekstraktow: (1
mg/ml): ekstrakty z rumianku pospolitego, tymianku wiasciwego oraz czystka
laurolistnego rozpuszczono w samym podtozu cRPMI, ekstrakt z porostu Usnea w
100% DMSO, natomiast reszte ekstraktéw roslinnych w 10% DMSO w cRPMI.
Dalsze rozcienczenia ekstraktdow wykonano w podtozu hodowlanym cRPMI, a
nastepnie filtrowano je przez filtry o Srednicy porow 0,22 um. Ostatecznie w
badaniach uzyto po trzy stezenia dla kazdego z badanych ekstraktéw roslinnych
(Tabela 3), uwzgledniajgc kontrole ujemne; studzienki z samym podiozem
hodowlanym cRPMI: studzienki zawierajgce komérki THP1XBlue™ w podtozu cRPMI
oraz kontrole zastosowanych rozpuszczalnikéw t. komérki THP1XBlue w
odpowiednich stezeniach DMSO, jak réwniez kontrole dodatnig - znany stymulator

monocytow - LPS E. coli w stezeniu 1 pg/ml.
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Tabela 3: Ekstrakty roslinne oraz ich stezenia i rozpuszczalniki

wyselekcjonowane do badan immunomodulacyjnych

Ekstrakt Zastosowany rozpuszczalnik | Stezenia [ug/ml]
Zurawina 10% DMSO w cRPMI 50 6.25 3.125
amerykanska

Rumianek pospolity cRPMI 25 6.25 3.125
Tymianek wtasciwy cRPMI 50 6.25 3.125
Czystek laurolistny cRPMI 50 6.25 3.125
Lukrecja 10% DMSO w cRPMI 50 6.25 3.125
Porost Brodaczka 100% DMSO 6.25 3.125 | 0.025
Lebiodka pospolita 10% DMSO w cRPMI 50 6.25 3.125

Po uptywie 4 godz., 24 godz. lub 72 godzin ptytki 96-studzienkowe z
hodowlami komorkowymi traktowanymi ekstraktami roslinnymi, odwirowano z
predkoscig 1400 obr./min w czasie 10 min. a nastepnie pobrano po 20 ul
supernatantu hodowlanego z kazdej ze studzienek i przeniesiono do osobnej ptytki
zawierajgcej odczynnik do detekcji QuantiBlue (Invivogen). Po uptywie 3 godzin
zmierzono absorbancje przy dlugosci fali 620 nm za pomocg czytnika
ThermoScientific Multiscan Go.

Jak przedstawiono na Fig. 1, 4-godzinna inkubacja monocytow, zaréwno z
wszystkimi typami ekstraktéw roslinnych we wszystkich stezeniach wedtug Tabeli 3,
jak i z preparatem kontrolnym LPS E coli nie prowadzita do aktywacji takich komorek,
a zatem warto$ci absorbancji pozostawaly na poziomie hodowli nietraktowane;.
Czterogodzinna ekspozycja monocytéw na ekstrakty roslinne i stymulator kontrolny
byta niewystarczajgca.

Jak przedstawiono na Fig. 2, 24-godzinna inkubacja monocytéw z preparatem
kontrolnym - LPS E. coli doprowadzita do silnego pobudzenia takich komérek, co
objawito sie wzrostem wartodci absorbancji (ODs2onm) do 1,250. Uwzgledniajac
warto$¢ odciecia, ktéra wyniosta 0,410, ekstrakt z tymianku wifasciwego w
najwyzszym zastosowanym stezeniu (50 pg/ml) istotnie pobudzat monocyty, w
poréwnaniu do hodowli nietraktowanej. Tego efektu nie zaobserwowano dla innych

badanych ekstraktéw roslinnych.
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Jak przedstawiono na Fig. 3, 72-godzinna inkubacja w Srodowisku stymulatora
kontrolnego (LPS E. coli), poziom pobudzenia monocytéw THP1XBlue™ spadt
prawie o potowe do wartosci 0,7. Poziom aktywacji wywotanej ekstraktem z tymianku
wiasciwego w stezeniu 50 pg/ml pozostat ponad poziomem odciecia, jednak obnizyt
sie 0 20% do wartosci 0,450. Przedtuzenie inkubacji do 72 godz. spowodowato
nasilenie pobudzenia monocytow hodowanych w srodowisku rumianku pospolitego
oraz czystka laurolistnego w stezeniu 6,25 pg/ml.

Nastepnie w celu zbadania czy aktywacja monocytow zwigzana jest z
produkcjg cytokin o charakterze pro- czy przeciwzapalnym, za zgodg Lokalnegj
Komisji Etycznej monocyty izolowane z Krwi

obwodowej zdrowych dawcow

stymulowano ekstraktem z tymianku: 50 pg/ml prze 24 godziny, rumianku
pospolitego lub czystka laurolistnego: 6,25 ug/ml przez 72 godziny uwzgledniajgc
kontrole nietraktowang oraz traktowang LPS E. coli, a nastepnie supernatanty
obecno$¢ TNF-a Iub IL-10 w testach

pohodowlane przebadano na

immunoenzymatycznych ELISA.

Tabela 4: Stezenie TNF-a (a) oraz IL-10 (b) po 24 lub 72 godzinnej
stymulacji monocytow obwodowych zdrowych dawcow z wykluczonym

zakazeniem H. pylori ekstraktami roslinnymi

a) TNF-a [pg/ml]
Niestymul. | Tymianek | Rumianek | Czystek DMSO LPS E.coli
wiasciwy | pospolity laurolistny | 10% [1ug/ml]
[50pg/ml] | [6.25ug/ml] | [6.25ug/ml]
24 h 0 0 nb nb nb 23,9
72h 0 0 0 0 0 0
b) IL-10 [pg/ml]
Niestymul. | Tymianek | Rumianek | Czystek DMSO LPS E.coli
wiasciwy | pospolity laurolistny | 10% [1ug/ml]
[50pg/ml] | [6.25ug/ml] | [6.25ug/ml]
24 h 47,7 nb nb nb 91,8
72h 31,7 0 0 0 76,4
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W supernatantach pochodzacych z hodowli nietraktowanych czynnikami
stymulujgcymi, oraz w hodowlach traktowanych rozcienczalnikiem (DMSO/cRPMI)
nie wykryto obecnosci zadnych z badanych cytokin. Zaobserwowano, natomiast, ze
pobudzeniu komdrek THP1XBlue™ przez ekstrakt z tymianku wiasciwego (50 pg/ml)
towarzyszy wydzielanie immunoregulatorowej IL-10 (Tabela 4b). Efekt ten byt
obserwowany zarowno po 24, jak i 72 godz. stymulacji. Ekstrakt z tymianku
wiasciwego nie pobudzat takich komérek do wydzielania prozapalnego czynnika
TNF-a, cytokiny zwigzanej z niekorzystng, nadmierng reakcjg zapalng (Tabela 4a).
Dla poréwnania LPS E. coli - komponenta bakteryjna pobudzajgca monocyty do
patologicznej reakcji zapalnej (obserwowanej np. w przebiegu sepsy) pobudzata
monocyty do wydzielania, zarowno IL-10 jak i czynnika TNF-a. W odpowiedzi na
ekstrakty z rumianku pospolitego oraz czystka laurolisthego monocyty nie wydzielaty
zadnych z badanych cytokin (Tabela 4a, 4b).

Podsumowujgc wyniki badan: ekstraktem roslinnym o najwyzszym potencjale
immunomodulujgcym jest ekstrakt z tymianku witasciwego, ktory w najwyzszym
bezpiecznym in vitro stezeniu po 24 godzinach stymulacji wywotat istotne pobudzenie
monocytow THP1XBlue™ w odniesieniu do hodowli niestymulowanej (p<0.05).
Ekstrakty z rumianku pospolitego oraz czystka laurolistnego pobudzaty aktywnos$é
monocytow linii THP1XBlue™ wytgcznie po 72-godzinnej ekspozycji w stezeniu 6.25
Mg/ml. czyli dawce, okreslonej jako przeciwdrobnoustrojowa wobec pateczek H.
pylori, ale pobudzenie to nie byto zwigzane ze wzrostem aktywnosci cytokinowej
obwodowych monocytdw w zakresie wytwarzania IL-10 lub TNF-a. Istotnym
aspektem jest to ze, dziatanie powyzszych ekstraktéw roslinnych w zakresie
pobudzania monocytéw linii THP1XBlue™, mozna okres$li¢ jako umiarkowanie silne,
gdyz stanowi potowe zakresu wzbudzanego przez czynnik kontrolny - LPS E. coli.
Jest to cechg pozadang w przypadku substancji o potencjale immunoprotekcyjnym,
gdyz nadmierna immunostymulacja mogtaby prowadzi¢ do niepozgdanej reakcji
zapalne;.

Pobudzenie monocytéw do wytwarzania IL-10 przy braku TNF-a jest zaletg
ekstraktu z tymianku witasciwego, poniewaz IL-10 jest czynnikiem hamujgcym
wytwarzanie cytokin prozapalnych takich jak TNF-a, IL-2, czy IFN-y, ktorych nasilong
produkcje obserwuje sie przy przewlektych stanach zapalnych, zapaleniu jelit, czy

chorobach autoimmunologicznych.
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PRZYKLAD 5: Badanie wplywu ekstraktow pochodzenia roslinneqgo na

aktywnos¢é cytotoksyczna, sekrecyjna oraz fenotypowa obwodowych komorek

NK zdrowych dawcow.

Krew obwodowg pobierano za zgodg komisji bioetycznej Uniwersytetu
tédzkiego, od zdrowych dawcow wyselekcjonowanych sposrod pracownikow
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska. Uprzednio dawcy byli poddani badaniu na
obecnosé surowiczych przeciwciat przeciwko H.pylori oraz poddawaniu badaniu
oddechowym testem mocznikowym. U wszystkich dawcdéw objetych badaniami na
podstawie wynikow ujemnych obu testdw wykluczono zakazenie H.pylori.
Kazdorazowo krew obwodowg pobierano w przeznaczonym do tego celu
pomieszczeniu, przez osobe posiadajgcg stosowne uprawnienia. Krew nawarstwiono
na podtoze do izolacji frakcji monocytarno-limfocytarne] w stosunku 1:1, po czym
wirowano przy 1400 obr./min przez 30 minut. Po wirowaniu pozyskano frakcje
limfocytarno-monocytarna, przeptukano jg 2-krotnie podiozem hodowlanym,
policzono gesto$¢ zawiesiny doprowadzajac jg do 2x107 komorek/ml. Tak
przygotowang zawiesine komorek nastepnie naniesiono do studzienek naczynia 24-
dotkowego i poddano 90-minutowej inkubacji. Po uptywie tego czasu odzyskiwano
frakcje nieadherentng - limfocytarng, ktérg poddano 24-godzinnej stymulacji
ekstraktami roslinnymi przedstawionymi w Tabeli 5. Uwzgledniono réwniez kontrole
ujemng (hodowla niestymulowana) oraz kontrole dodatnig (komorki stymulowane
LPS E.coli).

Tabela 5: Ekstrakty roslinne oraz ich stezenia wyselekcjonowane do

badan immunomodulacyjnych w zakresie aktywacji, fenotypowania i

aktywnosci sekrecyjnej obwodowych komoérek NK.

Ekstrakt Stezenia [pug/ml]

Zurawina amerykarnska 50 6,25 3,125
Rumianek pospolity 25 6,25 3,125
Tymianek 50 6,25 3,125
Czystek laurolistny 50 6,25 3,125
Lukrecja 50 6,25 3,125
Oregano 50 6,25 3,125
Porost Usnea 6,25 3,125 0,02
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Po stymulacji, frakcje nieadherentng zawierajgcg limfocyty, w tym komérki NK,
zbierano do osobnych probowek (zabezpieczajgc supernatanty, ktdére postuzyty w
kolejnym etapie do oceny aktywnosci sekrecyjnej w odpowiedzi na ekstrakty
roslinne), i poddano znakowaniu markerdow powierzchniowych komoérek NK
monoklonalnymi przeciwciatami (mADb) sprzezonymi ze znacznikami
fluorescencyjnymi: mAb anty-CD3-FITC; mAb anty-CD56-PE; mAb anty-CD25-APC.
Powyzsze znakowanie markeréw powierzchniowych oraz cytometryczna analiza
wynikow wykonane byly przy uzyciu oprogramowania FlowJo oraz pozwolity na
wyliczenie odsetkdw komorek NK (CD3CD56") oraz aktywowanych komérek NK
(CD3CD56*CD25%).

Tabela 6: Wplyw ekstraktéow roslinnych na liczbe oraz fenotyp
obwodowych komoérek NK okreslany przy pomocy immunofenotypowania

receptoréow powierzchniowych i analizy w cytometrze przepfywowym

Stezenie | NK Istotnos$¢ Aktywowane | Istotnos$¢
[ng/ml] statystyczna komoérki NK | statystyczna
CD3+CD56+ | p w odniesieniu p w odniesieniu
do kontroli %CD25+ do kontroli
niestymulowanej niestymulowanej
Tymianek 50 18,01 p>0,05 0,75 p>0,05
6,25 17,92 p>0,05 1,00 p>0,05
3,125 10,04 p>0,05 1,10 p>0,05
Rumianek 25 35,17 p<0,05 1,23 p<0,05
pospolity
6,25 26,38 p<0,05 1,40 p<0,05
3,125 13,70 p>0,05 0,48 p>0,05
Zurawina 50 25,56 p<0,05 2,24 p<0,05
amerykanska
6,25 27,96 p<0,05 1,78 p<0,05
3,125 11,37 p>0,05 0,85 p>0,05
Czystek 50 30,46 p<0,05 0,86 p>0,05
laurolistny
6,25 20,28 p>0,05 1,10 p>0,05
3,125 13,15 p>0,05 0,98 p>0,05
Lukrecja 50 24,57 p>0,05 0,61 p>0,05
6,25 17,95 p>0,05 0,47 p>0,05
3,125 13,41 p>0,05 1,00 p>0,05
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Oregano 50 24,66 p<0,05 1,06 p>0,05
6,25 18,09 p>0,05 1,28 p>0,05
3,125 11,65 p>0,05 0,91 p>0,05
Porost 3,25 25,62 p>0,05 0,98 p>0,05
Usnea
3,125 19,00 p>0,05 1,11 p>0,05
0,02 12,41 p>0,05 1,03 p>0,05
Kom. RPMI 18,05 - 0,98
Niestym.
LPS E.coli 1pg/ml 25,73 p<0,05 2,90 p<0,05

Jak przedstawiono w tabeli 6, ekstrakt z zurawiny amerykanskiej w stezeniach
50 i 6,25 pg/ml, ekstrakt z rumianku pospolitego w stezeniach 25 1 6,25 ug/ml oraz
ekstrakty z czystka laurolistnego i lebiodki pospolitej w stezeniu 50 pg/ml wywotaty
istotny wzrost odsetka komorek NK o fenotypie (CD3'CD56%), w poréwnaniu do
hodowli niestymulowanej. Obserwowany wzrost liczby takich komoérek moze
$wiadczy¢ o pobudzeniu do proliferacji, czyli wzrostu liczby komérek nalezgcych do
tej populacji. Ponadto w hodowlach limfocytéw traktowanych ekstraktem z zurawiny
amerykanskiej w stezeniach 50 i 6,25 ug/ml lub ekstraktem z rumianku pospolitego w
stezeniach 25 i 6,25 ug/ml odnotowano wzrost odsetka pobudzonych komérek NK|
wykazujacych ekspresje receptora CD25 co moze by¢ rbwnoznaczne ze wzrostem

ich aktywnosci cytotoksycznej (Tabela 7).

Tabela 7: Srednie stezenia IL-2 wydzielanej przez limfocyty obwodowe
traktowane ekstraktem z zurawiny amerykanskiej lub ekstraktem z rumianku

pospolitego, lub komorki niestymulowane

cRPMI| | Zurawina amerykanska [ug/ml] | Rumianek pospolity [ug/mi]
50 6,25 3,125 25 6,25 3,125
IL-2
(pg/ml) | 7,49+2,63 | 18,77+8,30 | 17,05+5,72 | 8,7748,30 | 12,11+£3,42 | 12,43+9,71 | 9,05+9,05
p p>0,05 | p<0,05 p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 p<0,05 | p>0,05

p wyliczone w poréwnaniu do hodowli niestymulowanej testem U-Manna Whitney'a

dla testow nieparametrycznych
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Wozrost odsetka komoérek NK oraz takich komérek z receptorem CD25, w
odpowiedzi na ekstrakt z zurawiny amerykanskiej o stezeniach 50 i 6,25 ug/ml oraz
ekstrakt z rumianku pospolitego o0 stezeniach 25 i 6,25 pg/ml byt zwigzany z
aktywnoscig sekrecyjng takich komérek w zakresie wydzielania IL-2 (wzrost sekrecji
IL-2).

Powyzej przedstawione przyktady wykazuja, iz kompozycja bazowa wedtug
wynalazku, zawierajgca mieszanine ekstraktéw z rumianku pospolitego, tymianku
wiasciwego, lebiodki pospolitej oraz zurawiny amerykanskiej w proporcji ekstrakt z
tymianku witasciwego: rumianku pospolitego : lebiodki pospolitej: zurawiny
amerykanskiej wynoszacej: od 14 do 20 : od 1 do 5: od 1 do 3 : od 15 do 20,
wspomaga aktywnos¢ monocytéw oraz komérek natural killer (NK) poprzez
pobudzenie tych komorek do sekrecji odpowiednich cytokinin, co czyni preparaty
zawierajgce kompozycje bazowg wedlug wynalazku szczegdlnie przydatng w
leczeniu zakazen H. pylori. Istotnym aspektem aktywno$ci ekstraktéw roslinnych
wedtug wynalazku jest to ze, dziatanie powyzszych ekstraktdw roslinnych w zakresie
pobudzania monocytéw linii THP1XBlue™, mozna okres$li¢ jako umiarkowanie silne,
gdyz stanowi potowe zakresu wzbudzanego przez czynnik kontrolny - LPS E. col,
dzieki czemu sg one odpowiednimi substancjami o potencjale immunoprotekcyjnym,
gdyz nie powodujg nadmiernej immunostymulacji mogacej prowadzi¢ do
niepozadanej reakcji zapalne;.

W zwigzku z tym opracowany sktad kompozycji ekstraktéw roslinnych
zapewnia zwiekszenie aktywnosci odpowiednich komorek do poziomu umiarkowanie
silnego, to jest optymalnego w kierunku zwalczania wystepujgcych w organizmie
infekcji, takich jak zakazenie H.pylori, a takze profilaktyki takich infekcji, z
jednoczesnym nie dopuszczeniem do zjawiska nadmiernej aktywnosci uktadu
odpornos$ciowego, co mogtoby powodowac jego dziatanie prozapalne. Z tego
powodu opracowana kompozycja zapewnia stymulacje komorek uktadu
odpornosciowego witasciwg zarobwno w leczeniu jak i profilaktyce zakazen H.pylori —

a zatem przy jej medycznym zastosowaniu.

Przedstawiony tu preparat moze stanowi¢ suplement diety, zywno$c¢

specjalnego przeznaczenia medycznego lub inny rodzaj zywnosci funkcjonalnej.
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Nalezy rozumieC, ze powyzszy opis dotyczy przyktadow wykonania
wynalazku, ktore sg tylko obrazowe, objasniajgce i w zaden sposéb nie ograniczajg
wynalazku. Wszelkie zmiany i modyfikacje mogg by¢é wprowadzone w przyktadach
wykonania, co bedzie oczywiste dla specjalistdw w tej dziedzinie. Takie odmiany
nalezy rozwaza¢ w zakresie wynalazku, jak zdefiniowano w ponizszych

zastrzezeniach.



