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Zastosowanie kompozycji farmaceutycznej zawierajacej

kwas elagowy i/lub kwas galusowy

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie kompozycji farmaceutycznej zawierajacej kwas
elagowy i/lub kwas galusowy w leczeniu choréb zwloknieniowych.

Szacuje sie, ze choroby o podlozu zwtoknieniowym dotykaja corocznie przeszto milion
osOb 1 sg przyczyna ponad 40% naturalnych zgonow w Europie i Stanach Zjednoczonych
Ameryki Polnocnej [1]. Patologiczne zwloknienie to efekt przedtuzajacego sie stanu zapalnego,
ktéry w wyniku ztozonych wieloetapowych proceséw zwigzanych z rekrutacja miofibroblastow
1 reorganizacja macierzy zewnatrzkomorkowej prowadzi czesto w zmienionych chorobowo
narzagdach do nieodwracalnych zmian, skutkujgc ich niewydolnoscig [2]. W skrajnych
przypadkach jedyng metoda leczenia zwtoknienia jest przeszczep zaatakowanego narzadu [3].
Kluczowym procesem molekularnym lezagcym u podloza chorob zwloknieniowych jest
przemiana komorek §rodbtonka mikronaczyn do miofibroblastow, zwana przemiang
srédbtonkowo-mezenchymalng (EndMT).

EndMT jest ztozonym procesem biologicznym, w ktorym komorki §rodblonka traca biatka
potaczen miedzykomorkowych, jak klaudyna czy okludyna, 1 zaczynaja przejawiac fenotyp
mezenchymalny charakteryzujacy sie zwiekszona ekspresja specyficznych markerow, N-
kadheryny i wimentyny, oraz zapewniajacej skurcz komorki a-aktyny miesni gtadkich (o-
SMA) [4]. Utracie integralnosci srodbtonka towarzyszy zanik zdolnosci komoérek do tworzenia
nowych naczyn krwiono$nych. Jednoczesnie dochodzi do silnego wydtuzenia komorek i
nabycia przez nie zdolnosci migracji, niezbednych miofibroblastom do szybkiego
przemieszczania si¢. Przejawem EndMT jest takze przerwanie ciagglosci blony podstawnej
komorek s$rodblonka [S]. Glownym czynnikiem odpowiedzialnym za zajscie EndMT sa
cytokiny nalezace do nadrodziny TGF-B (transformujacy czynnik wzrostu-beta), ktore
oddziatujac z receptorem TGF-BR typu II powoduja jego oddziatywanie z receptorem TGF-fR
typu I. W efekcie dochodzi do internalizacji kompleksu receptora TGF-P 1 aktywacji sciezek
SMAD-zaleznych i -niezaleznych skutkujacych zmiang ksztattu i ruchliwosci komorki a takze
ekspresji wymienionych uprzednio markerow biatkowych [6].

Konsekwencja ostatniej pandemii koronawirusem SARS-CoV-2 jest znaczny wzrost zmian
zwloknieniowych u pacjentéw z rozpoznaniem Covid-19 [7]. Ten ostonkowy RNA wirus,
podobnie jak inne koronawirusy, ma cztery biatka strukturalne: w tym biatko S (ang. spike),

odpowiedzialne za interakcje z receptorem na powierzchni komorek oraz biatko nukleokapsydu
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N (ang. nucleocapsid) pelniace funkcje ochronng dla czasteczki RNA oraz uczestniczace w
modyfikacji procesow komorkowych i replikacji wirusa [8]. Na podstawie analizy post mortem
tkanki ptuc od pacjentéw z Covid-19, Huertas 1 wspotaut. zaobserwowali charakterystyczne dla
EndMT zmiany w morfologii komdrek srédbtonka, w  tym utrate potaczen
miedzykomdrkowych, zmiane ksztaltu komorek 1 przerwanie lezacej ponizej btony podstawnej
[9].

W stanie techniki istniejag dowody na przeciwzwloknieniowe dziatanie oleju z wytlokow
wiesiotka (EPO), bogatego w niezbedne kwasy tluszczowe z grupy omega-6, szczegolnie w
kwasy linolowy (LA) oraz gamma-linolenowy (y-GLA). Wykazano, ze EPO wspomaga
regeneracje serca u szczuréw z hipercholesterolemia z zawatem miesnia sercowego [10].
Leczenie EPO zapobieglo rozwojowi deficytow relaksacji zaleznej od $rodbtonka u szczurow
z cukrzyca, ktorej podstawa sa procesy zwiagzane ze zwtoknieniem naczyn krwiono$nych [11].
Zaproponowano, ze preparat EPO moze poprawi¢ wyniki leczenia serca z zawatem miesnia
sercowego (MI) w obecnosci hiperagregacji wywotanej dieta. Podawanie EPO poprawito obraz
elektrokardiograficzny, profil lipidowy surowicy, biomarkery sercowe, a takze procent
agregacji ptytek krwi. Ponadto badania histopatologiczne wykazaly znaczne zmniejszenie
obszarow zmienionych zwloknieniowo w tkance serca szczurow. Publikacja ta dostarczyta,
takze dowodoéw, ze EPO poprawia regeneracje serca u szczurow z hipercholesterolemia z
zawalem mig$nia sercowego. Opisane wlasciwosci przypisano zwigzkom frakcji olejowe;.

W stanie techniki ujawniono, ze kilka lekow syntetycznych wykazuje potencjalng zdolnos¢
do hamowania patologicznego zwtoknienia, bedacego efektem EndMT. Wszystkie one, jak
dotychczas pozostaja obecnie w fazie testéw klinicznych. Nintedanib, ktory zostal dopuszczony
do leczenia zwtoknienia ptuc, wykazal dziatanie przeciw przebudowie naczyn w nadcisnieniu
plucnym [faza III] [12]. Macitentan zostal zatwierdzony do leczenia zwltdknienia ptuc i
hamowat EndMT posredniczone przez TGF-B 1 ET-1 w $rédbtonku izolowanym od pacjentow
z twardzing ukltadowa [faza II] [13]. Wildagliptyna, lek stosowany w leczeniu cukrzycy,
reguluje EndMT zalezne od DPP-4 i wykazuje dziatanie przeciwzwtoknieniowe w mysim
modelu sepsy [faza IV] [14]. Liraglutyd, linagliptyna i losartan, ktore zostaly zatwierdzone do
leczenia cukrzycy 1 jej powiktan, hamowaly EndMT u myszy z cukrzycg i powiktania
cukrzycowe w modelach mysich [faza II]. Ponadto wykazano, ze inhibitor kinazy syntazy
glikogenu (GSK), CHIR99021, hamuje EndMT wywotane promieniowaniem w komorkach
HUVEC [15-17]. Imatinib, antagonista receptora PDGF, reguluje natomiast EndMT w

przebudowie srodbtonka tetnicy ptucnej w nadcisnienia ptucnym u szczurow [18].
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Celem wynalazku jest wiec opracowanie alternatywnego preparatu skutecznego w leczeniu
chor6b zwidknieniowych, w tym choréb zwldknieniowych spowodowanych infekcja
koronawirusem SARS-CoV-2.

W stanie techniki istnieje kilka metod pozwalajacych uzyska¢ ekstrakt z wiesiotka
dziwnego (Oenothera paradoxa). Wigkszos¢ z nich bazuje na klasycznej ekstrakcji polegajace;j
na kilkukrotnym zalaniu odpowiednim rozpuszczalnikiem materiatu roslinnego i1 prowadzeniu
ekstrakcji w temperaturze pokojowej [19]. Cze$¢ z tych metod uzyskata patent (PL 215886
B1; PL 169082 B1).

W patencie PL 215886 B1 ujawniono warunki ekstrakcji etanolowej, prowadzone] w
ekstraktorze, gdzie nasiona wiesiotka zalewa sie¢ 60% etanolem w temperaturze 25-30°C, w
ilosci 2-2,5 objetosci nasion. Po 1 h z ekstraktora usuwa sie ekstrakt alkoholowy a wlewa si¢ 1
objetos¢ wody o temperaturze 25-30°C. Po kolejnej godzinie usuwa si¢ z ekstraktora ekstrakt
wodny. Ekstrakcje wodng powtarza si¢ czterokrotnie. Ekstrakty wodne taczy sie (co daje razem
ok. 4 objetosci ekstraktéw wodnych oraz 1 objetos¢ ekstraktu alkoholowego) a nastepnie
ekstrakty te zateza si¢ przy uzyciu wyparki prozniowej, oddzielnie ekstrakt alkoholowy
(poprzez dwukrotne zatezanie) 1 ekstrakt wodny (poprzez 3-4 krotne zatgzanie). W celu
przygotowania wyciggow 1 frakcji pozyskany surowy preparat polifenolowy ekstrahowano
ponownie z wykorzystaniem a) wody (2x100 mL), b) 60% etanolu (v/v 2x100 mL), ¢)
izopropanolu (2x100 mL) d) 30% izopropanolu (v/v 2x100 mL), a takze przeprowadzono
frakcjonowanie uzyskanego 30% izopropanolowego preparatu octanem etylu [20].
Przedmiotem wynalazku wspomnianego patentu jest zastosowanie ekstraktu z odttuszczonych
nasion wiesiotka do wytwarzania $rodka do zapobiegania uszkodzeniu lub ograniczenia
uszkodzenia mies$nia sercowego 1 naczyn wiencowych. Na podstawie opisanych w niniejszym
patencie sposobow otrzymywania ekstraktow polifenolowych z odtluszczonych nasion
wiesiotka ukazaly sie jawne publikacje z ich wykorzystania w kontekscie wihasciwosci

przeciwnowotworowych. Prace te dotycza tylko czerniaka skory [21, 22].

Do innych jawnych informacji naleza prace naukowe, ktére omawiaja klasyczny rodzaj
ekstrakcji surowych wytloczyn z wiesiotka dziwnego w temperaturze pokojowe] z
wykorzystaniem 70% wodnego etanolu oraz sposob jego frakcjonowania octanem etylu
(EPFP). Ekstrakcja polegata na zalewaniu wyttoczyn rozpuszczalnikiem i ekstrahowaniu
ekstraktu w trzech transzach (dwie ekstrakcje po 30 minut w stosunku 1:10 (w/v) masy
materiatu do porcji objetosciowej rozpuszczalnika, trzecia 15 minutowa w stosunku 1:5 (w/v).

Peten ekstrakt EPE (70% etanolowy) byl badany w raku jelita grubego [23] w kontekscie
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analizy cyklu komorkowego 1 apoptozy, natomiast jego wilasciwosci przeciwinwazyjne

analizowano tylko w raku piersi i1 raku prostaty [24].

W publikacji Katarzyna Owczarek et al. [25] ujawniono, ze preparat flawanolowy (EPFP)
z poprodukcyjnych wytlokéw z nasion wiesiotka dziwnego otrzymany zgodnie ze sposobem
wedlug patentu PL 169082 B1, polegajacym na dwukrotnej ekstrakcji 90% wodnym roztworem
acetonu w temperaturze pokojowej, kazda po 30 minut, wykazuje dziatanie cytotoksyczne oraz

antymetastatyczne w stosunku do komérek ludzkiego raka jelita grubego.

W przedmiotowym zgloszeniu przedstawiony zostal innowacyjny sposob pozyskiwania
ekstraktu, rézniacy sie od dotychczasowych. Opiera si¢ on na wykorzystaniu aparatu Soxhleta,
ktory sktada sie z kolby okragtodennej, dziatajacego na zasadzie przelewowego ekstraktora
oraz kolumny chtodniczej, ktora zwrotnie skrapla parujacy rozpuszczalnik. Metoda stuzy do
ekstrakcji trudno rozpuszczalnych zwiazkéw i z powodzeniem jest stosowna w przypadku
materialu pochodzenia roslinnego [26]. Material roslinny pochodzi z firmy Agrofarm S.A w
Tuszynie i jest odpadem poprodukcyjnym pozostajacym po tloczeniu oleju z nasion wiesiotka

dziwnego.

Zastosowanie EPE pozwala na wykorzystanie naturalnego ekstraktu roslinnego
stanowiacego odpad przemystowy otrzymywany w procesie ttoczenia oleju jadalnego. Proces
ekstrakcyjny umozliwia wtorne wykorzystanie bio-odpadu, a obecne w nim zwiazki
(szczegolnie z grupy polifenoli) odpowiadajg za jego cenne whasciwosci czynigc go niezwykle
atrakcyjnym z terapeutycznego punktu widzenia.

Warunkiem pozyskania ekstraktu roslinnego zawierajacego pojedynczy sktadnik - kwas
galusowy (GA) lub kwas elagowy (EA), jest naturalna zawarto§¢ w przewazajacej ilosci
pochodnych tych kwasow, odpowiednio galotanin 1 elagotanin. Galotaniny to estryfikowane
kwasem galusowych reszty glukozy. Z kolei najprostsze elagotaniny to estry poliolu i kwasu
heksahydroksydifenowego, ktory w warunkach wodnych ulega laktonizacji wtasnie do kwasu
elagowego. Podczas hydrolizy elagotanin dochodzi do uwolnienia glukozy 1 kwasu elagowego.

Dotychczasowe metody pozyskiwania kwasu galusowego (GA) z materiatu roslinnego
bogatego w pochodne galusowe tanin opieraly si¢ na zastosowaniu tanazy, enzymu
odpowiedzialnego za enzymatyczng hydroliz¢ galotanin. Materiat roslinny poddawany jest
fermentacji ze szczepami drobnoustrojow, ktére produkuja enzym tanazy [27]. Wspotczesne
metody izolowania kwaséw fenolowych (zaréwno GA jaki i EA) opieraja si¢ na zastosowaniu
odpowiednich procesow ekstrakcyjnych z wykorzystaniem rozpuszczalnikow organicznych,

ktérych dziatanie wspomagane jest m.in. ultradzwigkami badz falami mikro o czestotliwosci
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30-300 MHz [28,29]. Procedura ekstrakcyjna obejmuje ekstrakcje z materialu roslinnego w
odpowiednio dobranych warunkach temperaturowych, z zastosowaniem odpowiedniego
rozpuszczalnika oraz jego ilosci w stosunku do masy wyjsciowej materiatu [30]. Optymalne
warunki ekstrakcyjne kwasu elagowego przedstawiono na przyktad dla tusek z owocu granatu
(odpad poprodukcyjny pozyskiwany podczas produkcji soku) to 2-godzinna ekstrakcja 60%
etanolem. Kolejnym etapem jest kwasna hydroliza przeprowadzona z zastosowaniem kwasu
siarkowego (H2SO4), w statych warunkach temperaturowych w tazni olejowej w temperaturze
105°C. Warunkiem krytycznym procesu hydrolizy jest odpowiednie stezenie HoSO4 (5% v/v)
oraz czas prowadzone] hydrolizy (5 godzin). Uzyskany preparat poddaje si¢ nastepnie
rekrystalizacji w metanolu (30 mL/g), przez 2 godziny w temperaturze 45°C co wpltywa na
skuteczne oczyszczenie preparatu kwasu elagowego (czystos¢ substancji na poziomie 90%).
Wydajnos¢ procesu ekstrakcyjnego to uzyskanie 3,5 g kwasu elagowego ze 100 g masy
wyjsciowej tusek [31].

Przyktadem pozyskania kwasu elagowego jest ekstrakcja przeprowadzona m.in. z tusek z
owocu granatu [31] za$ kwasu galusowego z lisci drzewa eukaliptusowego [32], czy sodoéwki
(Suaeda gauca Bge) [33].

Jedng z metod oczyszczania preparatu ekstrakcyjnego jest stosowanie 95% wodnego
etanolu, w celu wymycia nierozpuszczalnych w alkoholu zwiazkéw. Wykazano, ze
zastosowanie kolumienek adsorpcyjnych typu Sephadex LH-20, sprzyja procesowi
frakcjonowania i skutecznie rozdziela taniny od niskoczasteczkowych fenoli. Ztoze Sephadex
LH-20 wiaze taniny rozpuszczone w alkoholu i uwalnia je w momencie przemywania wodnym
roztworem acetonu (50-70% v/v) (metoda Hagermana, 2002) [32,34]. W procesie wyzej
opisanego frakcjonowania uzyskuje si¢ frakcje kwasow fenolowych oraz kolejne elucje
zwiazkdéw taninowych.

Otrzymywanie ekstraktu z poprodukcyjnych wyttoczyn z wiesiotka dziwnego metoda
Soxhleta korzystnie wplywa na izolacj¢ prostych kwaséw fenolowych (w tym mieszaniny
kwasu galusowego 1 elagowego) ze zwiazkow taninowych. Wysokoczasteczkowe taniny
(zaro6wno galotaniny jak i elagotaniny) uznawane sg za zwiazki antyzywieniowe ze wzgledu na
zdolno$¢ tworzenia makrokompleksow z biatkami, ktére nie sa tatwostrawne 1 nie nadajg sie
do spozycia. Ponadto, taniny wplywaja na kompleksowanie witamin m.in. witaminy A i B12
oraz soli mineralnych, wplywajac na ich przyswajalnos¢ w organizmie. W zwiazku z
powyzszym, ekstrakcja fenoli niskoczasteczkowych jako produktow hydrolizy (rozpadu) tanin

korzystnie wptywa na sklad mieszaniny ekstrakcyjnej, ktéra ze wzgledu na obecnosc
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wartosciowych kwasoéw fenolowych (GA 1 EA) z powodzeniem moze by¢ stosowana jako

suplement diety.

W stanie techniki ujawniono sposoby wytwarzania kompozycji farmaceutycznych
zawierajacych zwiazki polifenolowe. Przyktadowo w publikacji Bel$¢ak-Cvitanovi¢ A,
Stojanovi¢ R, Manojlovi¢ V, et al.: ,,Encapsulation of polyphenolic antioxidants from medicinal
plant extracts in alginate—chitosan system enhanced with ascorbic acid by electrostatic
extrusion”; Food Research International (Ottawa, Ont.); 2011 May; 44(4):1094-1101; DOL:
10.1016/j.foodres.2011.03.030, ujawniono sposob enkapsulacji ekstraktu z lisci maliny
wlasciwej, gtogu dwuszyjkowego, bluszczyka kurdybanka, krwawnika pospolitego, pokrzywy
zwyczajnej 1 oliwki europejskiej.

Dotychczas nie pojawily sie doniesienia wskazujace, ze ekstrakty z odttuszczonych nasion
wiesiotka dziwnego wykazuja dziatanie przeciwzwloknieniowe. Badania przeprowadzone w
warunkach in vitro pozwolily zaobserwowac potencjalne wiasciwosci polifenolowego
ekstraktu z wiesiotka dziwnego (Oenothera paradoxa) w zwrotnej transformacji efektow
EndMT.

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna zawierajaca kwas elagowy i/lub
kwas galusowy do zastosowania w leczeniu chorob zwtoknieniowych.

Korzystnie kompozycja farmaceutyczna jest w postaci proszku, granulatu, tabletki,
pastylki, kapsulki, roztworu, zawiesiny, emulsji lub ekstraktu.

Korzystnie ekstraktem jest polifenolowy ekstrakt z poprodukcyjnych wyttokoéw z nasion
wiesiotka.

Korzystnie ekstrakt pozyskuje si¢ z wiesiotka dziwnego (Oenothera paradoxa).

Korzystnie ekstrakt jest ekstraktem ptynnym, gestym lub suchym.

Korzystnie zawartos¢ kwasu elagowego w ekstrakcie suchym wynosi co najmniej 7% wag.

Korzystnie zawarto$¢ kwasu galusowego w ekstrakcie suchym wynosi co najmniej 5% wag.

Korzystnie ekstrakt suchy zawiera co najmniej 20% wag. zwigzkow polifenolowych, w
przeliczeniu na kwas galusowy.

Korzystnie choroba zwtoknieniowa jest choroba wybrana z grupy obejmujacej przewlekta
obturacyjng chorobe pluc, zwloknienie pluc, zwloknienie nerek, zwloknienie serca,
nadci$nienie wrotne, twardzina uktadowa, cukrzycowe $rodmiazszowe zwloknienie nerek i
miazdzyca tetnic.

Korzystnie choroba zwloknieniowa jest spowodowana infekcja koronawirusem SARS-

CoV-2.
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Kratki opis figur

Fig. 1 przedstawia chromatogram profilu wybranych polifenoli w badanym ekstrakcie EPE
oznaczonych metoda LC-TripleTOF 5600+ MS w jonizacji pozytywne] (A) i w jonizacji
negatywnej (B). 1. kwas kawowy, 2. katechina, 3. kwercetyna, 4. kwas elagowy, 5. galusan
epikatechiny 6. procjanidyna B2, 7. kwas galusowy, 8. penta-O-galoilo--D-glukoza.

Fig. 2 przedstawia stymulujacy wptyw EPE na tworzenie kapilar przez linie komoérkowe
srédbtonka (A. HUVEC, B. HMEC-1) oraz hamujacy wplyw EPE na zdolnosci migracyjne linii
srédbtonka (C. HUVEC, D. HMEC-1) indukowanych do przemiany EndMT.

Istotnos$¢ statystyczna pomiedzy grupami zostata potwierdzona w oparciu o analiz¢ Anova
z testowaniem post hoc Tukeya, gdzie ***p<0,005, **p<0,001, *p<0,05.

Fig. 3 przedstawia stymulujacy wplyw kwasu galusowego (GA) na tworzenie kapilar przez
linie komérkowe §$rodbtonka (A. HUVEC, B. HMEC-1) oraz hamujacy wplyw EPE na
zdolnosci migracyjne linii srodblonka (C. HUVEC, D. HMEC-1) indukowanych do przemiany
EndMT.

Istotnos$¢ statystyczna pomiedzy grupami zostala potwierdzona w oparciu o analiz¢ Anova
z testowaniem post hoc Tukeya, gdzie ***p<0,005, **p<0,001, *p<0,05.

Fig. 4 przedstawia stymulujacy wptyw kwasu elagowego (EA) na tworzenie kapilar przez
linie komérkowe §$rodbtonka (A. HUVEC, B. HMEC-1) oraz hamujacy wplyw EPE na
zdolnosci migracyjne linii srodblonka (C. HUVEC, D. HMEC-1) indukowanych do przemiany
EndMT.

Istotnos$¢ statystyczna pomiedzy grupami zostala potwierdzona w oparciu o analiz¢ Anova
z testowaniem post hoc Tukeya, gdzie ***p<0,005, **p<0,001, *p<0,05.

Wynalazek zostal doktadniej wyjasniony na przyktadach, ktére jednak nie ograniczaja jego
zakresu.

Przyklady wykonania
Przyklad 1

Sposob otrzymywania ekstraktu polifenolowego

Warunki ekstrakcji zostaty zoptymalizowane pod katem temperatury, w ktorej prowadzony jest
proces, uzytego rozpuszczalnika (60% wodny roztwoér izopropanolu) oraz czasu ekstrakeji.
Wyttoki przed ekstrakcja poddawane byly dwukrotnemu mieleniu, odwazane w ilosci 50 g i
wsypywane do specjalnej gilzy, ktérg nastepnie umieszczano w aparacie Soxhleta. Tak
przygotowane wytloki ekstrahowano 60% izopropanolem (stosunek wyttokow do

rozpuszczalnika 1:6 w/v) wprowadzanym do kolby, ktorg nastepnie podgrzewano do
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temperatury wrzenia rozpuszczalnika (105°C). Zasada dziatania tego typu ekstrakcji polega na
tym, ze opary wrzacego w kolbie rozpuszczalnika sa schtadzane w aparacie Soxhleta dzieki
kolumnie chtodniczej 1 przechodzac przez gilze ekstrahuja materiat zawarty w gilzie.
Ekstrahowany odpowiednig objetoscia rozpuszczalnika ekstrakt zawracany jest do kolby i
ponownie podgrzewany celem ciaglej ekstrakcji. W przypadku ekstraktu badanego pod katem
wlasciwosci przeciwinwazyjnych ekstrakcja prowadzona bylta przez 24 godziny. Tak uzyskany
ekstrakt zatezany byt porcjami w rotacyjnej wyparce prozniowe] w temperaturze 65°C, w celu
pozbycia si¢ rozpuszczalnika. Tak zatezony preparat byl rozpuszczany w wodzie miliQ (150
mL), poddawany wymrazaniu na szalkach Petriego przez 24 godziny w temperaturze -80°C i
przeprowadzany dwustopniowo do formy liofilizatu pod zmniejszonym ci$nieniem w ciagu
kolejnych 24 godzin. Otrzymana forma sucha i sypka, zamknigta szczelnie w postaci proszku,
umozliwia jego przechowywanie w warunkach chtodniczych tj. w temperaturze 4°C. Catkowita
ilos¢ polifenoli w badanym ekstrakcie wyniosta 208,24 + 8,92 mg/g suchego ekstraktu, w
przeliczeniu na kwas galusowy (wg. metody Folin-Ciocalteu opisanej ponizej), co odpowiada

zawartosci polifenoli wynoszacej 20,82 %.
Przyklad 2
Sposob oznaczenia calkowitej zawartosci polifenoli w badanym ekstrakcie

Oznaczenia zwigzkow polifenolowych w analizowanym ekstrakcie wykonano metodg Folina-
Ciocalteu wg Maurya S. [18] z drobnymi modyfikacjami [19]. 2,5 mL odczynnika Folina-
Ciocalteu (10-ciokrotnie rozcienczonego w wodzie destylowanej) dodano do 0,5 mL badanego
ekstraktu o stezeniach 100 1 50 pg/mL w dwoch powtdrzeniach. Nastepnie dodano 2 mL 7,5%
roztworu weglanu sodu (w/v) 1 cato$¢ inkubowano przez 2 godziny w temperaturze pokojowe;j.
Krzywa wzorcowa przygotowano na podstawie szeregu stezen kwasu galusowego (12,5-200
ug/mL) uzywanego jako standardu 1 przeprowadzono analogiczne oznaczenie z
wykorzystaniem odczynnika Folina-Ciocalteu. Kolorymetryczny pomiar produktu reakcji
zostal wykonany spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 765 nm. Nastepnie na podstawie
absorbancji wyznaczono krzywa wzorcowa kwasu galusowego w zaleznosci od stezen (A=f(C),
gdzie A-absorbancja. C-stezenie ug/mL) i odczytano wartosci stezenia polifenoli w badanych
probach ekstraktu. W wyniku przeliczen stezen na 1 g suchego ekstraktu uzyskano stosowne

wyniki ilosciowe polifenoli w badanych probach.
Przyklad 3

Sposob analizy jakosciowej i ilosciowej ekstraktu polifenolowego
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Otrzymany ekstrakt zostal poddany analizie jakoSciowe] oraz ilosciowej z wykorzystaniem
chromatografii cieczowe] sprzezone] ze spektrometrig mas (LC-MS; microLC-200, Eksigent,
USA; TripleTOF 4600 oraz 5600+, AB SCIEX, USA) wg. metody [20] z modyfikacjami.
Ekstrakt do oznaczenia odwazono w ilosci 1 mg i rozpuszczono w 1 mL 20% metanolu z
dodatkiem 0,1% kwasu mréwkowego. Rozcienczony 1 przefiltrowany przez filtr membranowy
(0,2 um) ekstrakt nastrzyknieto w ilosci 2 ul. na kolumne HALO C18 (2,7 um srednica czastek;
0,5 x 50 mm Eksigent, USA).

Rozdzialu zwigzkéw na poszczegdlne polifenole wykonano w systemie gradientowym
wykorzystujac fazy mobilne A 1 B, odpowiednio wodg i acetonitryl, zawierajace 0,9% kwasu
mréwkowego. Przeplyw ustawiono na 15 mL/min przez 5 minut w nastgpujacym gradiencie:
5% B przez 0,5 min, 5-90% B w 2,5 min, 90% B przez 0,8 min, 90-5% B w 0,2 min oraz 5%
B przez 1,0 min. Do detekcji wykorzystano spektrometr masowy wyposazony w detektor
kwadrupolowy czasu przelotu (QTOF) zjonizowanych czastek zarowno w jonizacji negatywnej
jak 1 pozytywnej elektrospreyu (ESI). Napiecie na jonizatorze wynosito +/-4.5 kV, temperatura
zrédia jonow 1 kolumny wynosily odpowiednio 350 1 45°C. Doktadno$¢ mas zostata ustalona
do czwartego miejsca po przecinku i weryfikowana z wykorzystaniem wewnetrznego systemu
kalibracji (CDS) wykorzystujacego standardowe zwiazki kalibracyjne do systemu MS APCI,

Bioanalytic.

Skanowanie MS oraz zbieranie danych zostalo ustalone w zakresie 100-1250 m/z, natomiast
fragmentacji jonéw MS/MS dokonano z wykorzystaniem energii kolizyjne; +/-30 eV. Do
oznaczenia jakosciowego 1 ilosciowego wykorzystano zwigzki wzorcowe, a na podstawie
wyznaczonych krzywych kalibracyjnych oznaczono stezenie wybranych polifenoli. Dane
zebrano w programie Analyst® TF 1.6 Software (AB SCIEX). Analiz¢ danych
przeprowadzono z zastosowaniem program PeakView 2.0 (AB SCIEX), a analize ilosciowa
przeprowadzono w programie MultiQuant 3.0. Przykladowy chromatogram obrazujacy
rozdzial badanego ekstraktu jak réwniez jakosciowy i iloSciowy jego sktad przedstawiono
odpowiednio na Fig. 1 oraz w Tabelach 11 2.

Tabela 1. Analiza jakosciowa EPE z zastosowaniecm metody LC-TripleTOF 4600+ MS. [oznaczenia: a Liczba
porzadkowa; b Czas retencji; ¢ Przypisana nazwa;, d Masa czasteczkowa; ¢ Dokladnos¢ masy detekcji

jonizowanych czastek; f Przypisanie do grupy chemicznej polifenoli; g Jony fragmentacyjne uzyskane w widmach
skanowania MS/MS].



49647/2021 2021-10-08

10
Np. tr Nazwa zwiazku® Mwd [M-H]" Grupa Jony
a (min) (m/z)¢ chemiczna fragmentacyjn
b e MS/MS

(m/z)s
1. 052 Kwas galusowy 170,12 169,0134 Kwas fenolowy 125,0235;
107,0136
2. 052 Kwas kawowy 180,16 179,0546 Kwas fenolowy — 161,0432;
89,0238
3. 053 Digaloilloglukoza 48437  483,0782 Hydrolizowaln — 331,0660;
e taniny 313,0562;
169,0136
4 038 Dimer procyjanidiny 578,52 577,1369 Flawan-3-ol 451,1028;
425,0867;
289,0706
5 091 Katechina 290,26 289,0708 Flawan-3-ol 245,0805;
109,0292
6. 098 Pentozyd kwercetyny 43409 433,120 Flawonole 343,0803;
181,0496
7. 1,06 Kuwas protokatechowy 15412 1529175 Kwas fenolowy 1359133;
122,0367;
109,0291
8 1,10 Tetramer procyjanidyny 115436  1153,269 Flawon-3-ol 863,1865;
2 575,1145;
287,0532
9 1,16 Trimer procyjanidyny 866,21 865,1989 Flawan-3-ol 695,1420;
577,1371;
287,0514
10 1,20 Galusan trimerd 101834 1017,218 Flawan-3-ol 865,2041;
procyjanidyny 4 287,0569
1. 121 Kwercetyna/kwas elagowy ~ 30224/3022 300,980 Kwas fenolowy ~ 286,0818;
0 257,0354
12, 1,28 Penta-O-galloilo-g-D-glukoz 940,68 939,1179 Hydrolizowaln ~ 787,1009;
a e taniny 769,0939;
617,0820
1B, 132 Galusan dimeru 730,15 729,1476 Flawan-3-ol 577,1382;
procyjanidyny 559,1232;
407,0792;
287,0707
4. 164 Tetragalloiloglukoza 788,60 787,1025 Hydrolizowaln ~ 617,0801;
e taniny 465,0645;

295,0421
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Tabela 2. Analiza ilosciowa EPE. Oznaczenic TPC metoda kolorymetryczng Folin-Ciocalteua® oraz iloSciowe

oznaczenie poszczegblnych polifenoli metoda LC-Triple TOF 5600+ MSP.

Analiza spektrofotometryczna (n=3)*

Catkowita zawartosc
‘ ‘ 208,2448,92
polifenoli [mg/g]

Analiza mikroLC-QTOF-MS (n=3)"

Zwigzek tr m/z mg/g
kwas galusowy 0,97 169,0250 51,4040,13
Katechina 2,03 289,0898 23,23+0,09
procjanidyna B2 2,05 577,1700 0,98+0,28
kwas kawowy 2,19 179,0675 1,31£0,02
penta-O-galloylo-p-D- 2.23 939,1704 3,70+0,06

glukoza

galusan epigalokatechiny 2,29 441,1094 3,96+0,01
kwas elagowy 2.3 301,0181 77.67+0,48

W ponizszych przyktadach przeprowadzono analize¢ w oparciu o zastosowanie komoérek
srédbtonka indukowanych do przemiany EndMT.

Uzyto komoérek HUVEC izolowanych z zyly pepowinowej i HMEC-1 — komercyjnie
dostepnej linii komorek izolowanych ze s$rdédbtonka mikronaczyn. W komdrkach tych
indukowano przemiang EndMT za pomoca stymulowania ich czynnikiem TGF-B (inkubacja z
SuM przez 48h) lub za pomoca biatka wirusa SARS-CoV-2 (biatka otoczki (biatka S) lub
nukleokapsydu (biatko N), inkubacja z 1 pg/mL przez 48 h). Nastepnie komorki z
wyindukowang przemianag EndMT hodowano przez 48 godzin w obecnosci EPE 1
przeprowadzono szereg testow okreslajacych zdolnos¢ EPE (jak 1 jego pojedynczych
sktadnikéw) do odwroécenia przemiany EndMT.

W pierwszym etapie badan oznaczono poziom markeréw srodblonkowych (klaudyna,
okludyna) i mezenchymalnych (N-kadheryna, wimentyna) oraz charakterystycznego dla
miofibroblastow biatka kurczliwego a-SMA (a-aktyny miesni gltadkich). W tym celu zebrane
komoérki poddano lizie buforem M-PER (Thermo Scientific, USA), uzyskujac mieszanine
biatek, ktorag analizowano metoda Western blot, wykorzystujac system Bolt Bis-Tris Plus
system (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Uszczegotowiajac, biatka rozdzielono w
gradientowym zelu poliakrylamidowym (4-20%), po czym transferowano na membrang

nitrocelulozowa (Amersham™ Protran™ 0,45 pum, GE Healthcare, Niemcy). Nastepnie
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membrang inkubowano w buforze blokujacym zawierajacym 2% albumine wotowa zawieszona
w roztworze soli fizjologicznej buforowanej fosforanem (2% BSA w PBS) przez 2 godziny w
temperaturze pokojowej. Po tym czasie membrang przeniesiono do roztworu zawierajacego
specyficzne przeciwciatla pierwszorzedowe rozpoznajace odpowiednio badane biatka
(rozcienczone wedtug danych producenta w 2% BSA w PBS) i pozostawiono na noc w
temperaturze 4°C. Kolejnego dnia po odptukaniu niezwigzanych przeciwciat w buforze 2%
BSA w PBS z 0,05% Tween-20, membrany umieszczono w roztworze przeciwciat
drugorzedowych zwigzanych z peroksydaza chrzanowg (Dako, Wielka Brytania) w 2% BSA w
PBS i pozostawiono na 1 godzing w temperaturze pokojowej. Detekcje biatek prowadzono z
zastosowaniem zestawu do chemiluminescencji SuperSignal West Pico Plus (Thermo
Scientific, Rockford, IL, USA). Sygnal rejestrowano na kliszy fotograficznej (Agfa HealthCare,
Belgia), ktora nastepnie skanowano w skanerze HP Scanjet G4050 scanner (Hewlett Packard,
Palo Alto, CA, USA). Intensywnos$¢ zaczernienia powstatych na kliszach prazkow analizowano
w programie ImageJ (wersja 1.53). Uzyskane wyniki normalizowano wzgledem biatka
referencyjnego — dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH).

W kolejnej czesci badan okreslono zdolnos¢ tworzenia kapilar przez hodowane w obecnosci
EPE komorki srodbtonka linii HMEC-1 lub HUVEC indukowane do przemiany EndMT w
warunkach jak wyzej. Zebrane komorki wysiano na Matrigel (Corning, NY, USA, komercyjnie
dostepna mieszanine biatek macierzy zewnatrzkomorkowych) 1 inkubowano przez 6 godzin w
inkubatorze o statych parametrach stezenia CO> (5%) oraz temperatury (37°C). Analize
wykonano w oparciu o pomiar catkowitej dtugosci tworzonych kapilar komoérek w programie
Imagel (wersja 1.53), na zdjeciach uzyskanych w trakcie przyzyciowe] obserwacji komoérek za
pomoca systemu EVOS FLoid Cell Imaging Station (Thermo Fisher Scientific, Bothell, WA,
USA). Jednoczesnie oznaczono szybkos¢ migracji tychze komorek. W tym celu komérki
srodbtonka linii HMEC-1 lub HUVEC indukowane do przemiany EndMT hodowano w
obecnosci EPE do uzyskania 90-100% konfluencji po czym za pomoca koncoéwki (20-200 pL)
do pipety wykonano ryse 1 odmyto oderwane komorki §wiezym medium hodowlanym. Zmiany
szerokosci rysy obserwowano w mikroskopie EVOS FLoid Cell Imaging Station (Thermo
Fisher Scientific, Bothell, WA, USA) co 2 godziny w czasie 12 godzin, a obserwowane obrazy
utrwalano na zdjeciach. Stopien zarastania rysy analizowano za pomocg programu Image]

wyliczajac szybkos¢ migracji frontu rysy (wersja 1.53).
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Przyklad 4

Testowanie wplywu ekstraktu EPE na poziom markerow srodblonkowych i mezenchymalnych

w analizowanych komdrkach srodblonka poddanych przemianie EndMT.

Komorki HUVEC lub HMEC-1 zostaly wysiane na ptytke 6-dotkowa 1 po indukcji EndMT
(S5uM TGF-B lub 1 pg/mL biatka S lub 1 pg/mL biatka N wirusa SARS-CoV-2 przez 48 godzin)
hodowane w obecnosci 20ug/mL EPE przez 48 godzin. Po tym czasie z kom&rek przygotowano
lizaty, ktore poddano analizie metoda Western blot. Zaobserwowano, ze inkubacja komorek
srédbtonka w obecnosci EPE (2 mL w stezeniu koncowym 20 pg/mL) skutkuje spadkiem
poziomu markerow mezenchymalnych. W komoérkach HUVEC najsilniej zaznaczone zmiany
obserwowano dla N-kadheryny - 3,5 krotny spadek poziomu biatka w kazdym badanym
modelu. Natomiast spadki poziomu wimentyny wynioslty od 1,8-krotnego dla modelu
stymulacji EndMT za pomoca biatka S lub N wirusa SARS-CoV-2 do 2,5-krotnego w
przypadku stymulacji TGF-B. Spadek poziomu markera miofibroblastow a-SMA byt okoto 3,0-
krotny we wszystkich analizowanych modelach badawczych EndMT. W komorkach linii
HMEC-1 wplyw EPE byt nieznacznie stabszy. W przypadku N-kadheryny wahal si¢ od 2,8-
krotnego spadku poziomu biatka dla modelu indukowanego TGF-B przez 2,5-krotny spadek
poziomu dla modelu indukowanym biatkiem S po 1,9 spadek poziomu dla modelu
indukowanym biatkiem N. Najwiekszy 2,3-krotny spadek poziomu wimentyny zanotowano w
modelu stymulacji za pomoca TGF-B. Natomiast w przypadku modeli indukowanych biatkami
wirusa SARS-CoV-2 spadek poziomu wimentyny byt okoto 1,5-krotny. Zmiany poziomu a-
SMA ksztattowat od 2,6-krotnego spadku dla modelu indukowanego TGF-p, przez okoto 2,0-
krotny spadek w modelu indukowanym biatkiem S do 1,5-krotnego spadku w modelu
indukowanym biatkiem N (Tabela 3). W przypadku markeréw $rédbtonka zaobserwowano
znaczacy wzrost wybranych biomarkerow w hodowlach komorek w obecnosci EPE, a zmiany
byly podobne w obu modelach komdérkowych HUVEC i liniit HMEC-1. Uszczegdtowiajac, w
przypadku klaudyny obserwowalismy przeszto 1,8-krotny wzrost poziomu biatka w komoérkach
w ktorych EndMT indukowano za pomoca TGF-f 1 okoto 1,5-krotny wzrost poziomu biatka,
gdy EndMT indukowata obecno$¢ w medium biatko wirusa N lub w przypadku okludyny
wzrosty dla obu typéw komodrek wynosity okoto 1,6 przy stymulacji EndMT TGF- lub
biatkiem S 1 okoto 1,3 przy stymulacji EndMT biatkiem N (Tabela 3).

Tabela 3 przedstawia modulujacy wplyw EPE na poziom markerow $rddblonkowych i mezenchymalnych w
komérkach HUVEC i HMEC-1 indukowanych do przemiany EndMT. Istotnos¢ statystyczna pomi¢dzy grupami
zostala potwierdzona w oparciu o analiz¢ Anova z testowaniem post hoc Tukeya, gdzie ***p<0,005, **p<0,001,
*p<0,05.
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Markery Srodblonkowe

Linia
HUVEC HMEC-1
komorkowa
Stymulacja
TGF-B Bialko N Bialko S TGF-B Bialko N Bialko S
EndMT
Traktowanie - EPE - EPE - EPE - EPE - EPE - EPE
321 [ 091 [303] 085 [285 ] 082 [299 [ 106235 1.24 [ 269 1,08
N-kadheryna sk sk *kk sk ok sk
. 243 097 [ 226 128 [ 215|123 [ 279 | 124 [ 229 [ 0,84 | 2,03 | 1.37
Wlment_yna sk sk *kk sk sk ok
271 090 | 1,86 | 061 | 284|092 [ 284 ] 108237159291 1.48
a-SAM sk sk *kk sk ok ok
Markery mezenchymalne
Linia
HUVEC HMEC-1
komorkowa
Stymulacja
TGF-B Bialko N Bialko S TGF-B Bialko N Bialko S
EndMT
Traktowanie - EPE - EPE - EPE - EPE - EPE - EPE
051 091 | 061 ] 092 [077 ] 1,16 [ 021036047 062]037] 0,56
Klaudyna *kk *k *kk * ok ok
081 129 [ 1.08] 140 [098 | 123 [ 086 | 1.37 | 1.21 | 1.54 | 0,99 | 1,27
Okludy na ok *k * ok ok ok
Przyklad 5

Testowanie wplywu ekstraktu EPE na zdolnos¢ tworzenia kapilar przez komorki srodblonka
poddanych przemianie EndMT.

Sprawdzono czy ekstrakt EPE bedzie regulowal zdolno$¢ komorek do tworzenia kapilar —
cechy charakterystycznej dla komorek srdédbtonka, ktorg zatracaja w procesie przejscia EndMT.
Tworzenie kapilar oznaczono w oparciu o pomiar catkowitej dlugosci tworzonych potaczen
miedzykomdrkowych, tzw. kapilar. Komorki HUVEC lub linii HMEC-1 zostaly wysiane na
plytke 6-dotkowa 1 po indukcji przemiany EndMT (5uM TGF-$, 1 pg/mL biatka S lub 1 ug/mL
N wirusa SARS-CoV-2 przez 48 godzin) hodowane w obecnosci EPE (2 ml w stezeniu
koncowym 20 ug/mL) przez 48 godzin. Po tym czasie zebrano komorki 1 przesiano na plytke
12-dotkowa pokryta Matrigel. Zaobserwowano, ze w przypadku komorek srédbtonka

zastosowanie wskazanej dawki EPE powodowato prawie 2,5-krotny wzrost catkowitej dtugosci
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kapilar (tj. Srednio z 6,57 um do 16,25 pm w przypadku linit HMEC-11 8,4 pm do 20,4 pm w

HUVEC) w przypadku stymulacji EndMT pomoca TGF-B oraz okoto 2-krotny wzrost w

przypadku komérek stymulowanych biatkami N (tj. srednio z 7,5 um do 15,11 pm w przypadku

linit HMEC-1 1 10,1 um do 20,3 um w HUVEC) lub S (. $rednio z 7,99 um do 15,97 um w

przypadku linii HMEC-1 1 8,4 pm do 20,51 pm w HUVEC). Wyniki dla HUVEC

przedstawiono na Fig. 2A dla linit HMEC-1 Fig. 2B.

Przyklad 6

Testowanie wphwu ekstraktu EPE na szybkos¢ migracji komdrek srodblonka poddanych

przemianie EndMT.

Analizowano czy ekstrakt EPE wptywata na szybkos¢ migracji komorek srodblonka.
Komérki HUVEC lub linii HMEC-1 zostalty wysiane na ptytce 12-dotkowej 1 po indukeji
przemiany EndMT (SuM TGF-, 1 pg/mL biatka S Iub 1 pg/mL N wirusa SARS-CoV-2 przez
48 godzin) hodowane w obecnosci EPE przez 48 godzin do pelnej konfluencji. Po tym czasie
wykonano ryse za pomoca koncéwki (20-200 pl) do pipety automatycznej. Szybkos¢
zarastania rysy obserwowano co 2 godziny w czasie 12 godzin, a obserwowane obrazy
utrwalano na zdjeciach w mikroskopie i utrwalajac uzyskane obrazy na zdjeciach. Wykonana
analiza obrazow pozwolita na stwierdzenie, ze zastosowanie EPE (1 mL w st¢zeniu koncowym
20 pg/mL) na komorki $rodblonka powodowato spadek szybkosci migracji o przeszto 31% w
stosunku do kontroli (komoérek nie traktowanych EPE) w przypadku stymulacji EndMT za
pomoca TGF-B. W linii HUVEC (). z 16,01 do 11,20 um/godzing) i o prawie 40% w
przypadku linit HMEC-1 (4j. z 10,30 do 6,22). Dla komérek stymulowanych biatkiem S zmiany
zahamowania predkosci migracji wynosity okoto 25 % (1. z 14,53 do 10,91 dla HUVEC 1 9,19
do 6,88 dla linit HMEC-1) a dla biatka N okoto 28% (tj. z 13,50 do 9,69 dla HUVEC i1 8 91 do
6,43 dla liniit HMEC-1). Wyniki dla HUVEC przedstawiono na Fig. 2C dla linit HMEC-1 Fig
2D.

Przyklad 7
Testowanie wplywu kwasu galusowego (GA) na poziom markerow Ssrodblonkowych i
mezenchymalnych w analizowanych komorkach srodblonka poddanych przemianie EndMT.

Komérki HUVEC lub linit HMEC-1 zostaly wysiane na ptytke 6-dotkowsa i1 po indukcji
EndMT (SuM TGF-f lub 1 pg/mL biatka S lub 1 pg/mL biatka N wirusa SARS-CoV-2 przez
48 godzin) hodowane w obecnosci GA (czysty zwiazek w dawce 7,5 ng/mL) przez 48 godzin.
Po tym czasie z komorek przygotowano lizaty, ktore poddano analizie metoda Western blot.

Zaobserwowano, ze inkubacja komorek $rodbtonka w obecnosci GA skutkuje spadkiem
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poziomu markeréw mezenchymalnych (Tabela 4). W komorkach HUVEC najsilniej
zaznaczone zmiany obserwowano dla N-kadheryny 3,7-krotny spadek poziomu biatka w
kazdym badanym modelu. Natomiast spadki poziomu wimentyny wyniosty od 1,89-krotnego
dla modelu stymulacji EndMT za pomoca biatka S lub TGF-B do 1,5-krotnego w przypadku
stymulacji biatkiem N wirusa SARS-CoV-2. Spadek poziomu markera miofibroblastow a-
SMA byt okoto 3,2 krotny we wszystkich analizowanych modelach badawczych EndMT. W
komorkach linit HMEC-1 w przypadku N-kadheryny spadek we wszystkich modelach byty 3,0-
krotny. Najwiekszy 2-krotny spadek poziomu wimentyny zanotowano w modelu stymulacji za
pomoca TGF-p i biatka S. Natomiast w przypadku modelu indukowanego biatkiem N spadek
poziomu wimentyny byt okoto 1,55-krotny. Zmiany poziomu a-SMA ksztaltowat na poziomie
2,6-krotnego spadku we wszystkich badanych modelach EndMT. W przypadku markerow
srodbtonka zaobserwowano, ze hodowla komorek w obecnosci GA skutkowata wzrostem
poziomu tych markeréw (Tabela 4). W komoérkach HUVEC zaobserwowano przeszto 0,8-
krotny wzrost poziomu klaudyny w komorkach, w ktérych EndMT indukowano za pomoca
TGF-B 1 okoto 0,6-krotny wzrost poziomu tego biatka, gdy EndMT indukowata obecnos¢ w
medium obydwu biatek wirusa SARS-CoV-2 N lub S. W przypadku okludyny wzrosty dla obu
typéw komorek wynosity okoto 0,9 w kazdym modelu stymulacji EndMT. Z kolei w
komorkach HMEC-1 wzrost poziomu klaudyny byt okoto 0,65-krotny we wszystkich badanych
modelach a okludyny wahat si¢ nieznacznie od 0,7-wzrostu w modelu indukowanym biatkiem

N do 0,64 krotnego dla dwdch pozostatych modeli EndMT.

Tabela 4 przedstawia modulujacy wplyw kwasu galusowego (GA) na poziom markerdéw $rodblonkowych i
mezenchymalnych w komoérkach HUVEC i HMEC-1 indukowanych do przemiany EndMT. Istotnos¢ statystyczna
pomiedzy grupami zostala potwicrdzona w oparciu o analize¢ Anova z testowaniem post hoc Tukeya, gdzie
#4#p<(,0053, #+p<0,001, *p<0,05.

Markery Srodblonkowe

Linia
HUVEC HMEC-1

komorkowa
Stymulacja

TGF-p Bialko N Bialko S TGF-p Bialko N Bialko S
EndMT
Traktowanie - GA - GA - GA - GA - GA - GA

367 1099336 ] 080 [299 081 [351] 1.17]3.29] 1.09 | 3.06 | 1.03
N-kadheryna sk sk *kk sk sk sk
. 270 | 143 [ 244 | 155 [ 245 ] 130 [ 254 | 124 [ 220 | 1.41 | 233 | 1,15
Wlment_yna sk *k *kk sk sk sk
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Markery mezenchymalne
Linia
HUVEC HMEC-1
komorkowa
Stymulacja
TGF-B Bialko N Bialko S TGF-B Bialko N Bialko S
EndMT
Traktowanie | - GA - GA - GA - GA - GA - GA
046 | 057 [ 054 ] 083 [073] 1,11 [ 057 [ 0,90 [ 0,65 099 [ 0,82 [ 1,26
Klaudy na * * ok ok ok ok
077 086 | 083 ] 091 [097 | 108 087 [ 135] 1,05 1.48 [ 0,92 | 1,44
Okludyna * sk sk sk
Przyklad 8

Testowanie wplywu GA na zdolnos¢ tworzenia kapilar przez komorki srodblonka poddanych
przemianie EndMT

Sprawdzono czy GA bedzie regulowal zdolnos¢ komorek do tworzenia kapilar — cechy
charakterystycznej] dla komodrek srodbtonka, ktora zatracaja w procesie przejscia EndMT.
Tworzenie kapilar oznaczono w oparciu o pomiar catkowitej dlugosci tworzonych potaczen
miedzykomdrkowych, tzw. kapilar. Komorki HUVEC lub linii HMEC-1 zostaly wysiane na
plytke 6-dotkowa 1 po indukcji przemiany EndMT (5uM TGF-$, 1 pg/mL biatka S lub 1 ug/mL
N wirusa SARS-CoV-2 przez 48 godzin) hodowane w obecnosci 7,5 pg/mL GA przez 48
godzin. Po tym czasie zebrano komorki 1 przesiano na plytke 12-dotkowa pokryta Matrigelem.
Zaobserwowano, ze w przypadku komorek §rodbtonka zastosowanie GA powodowato prawie
2,1-krotny wzrost catkowitej dlugosci kapilar (tj. $rednio z 6,52 um do 13,71 um w przypadku
linit HMEC-11 8,4 um do 20,4 um w linit HUVEC) w przypadku stymulacji EndMT za pomoca
TGF-B oraz okoto 1,6-krotny wzrost w przypadku komorek stymulowanych biatkami N (.
srednio z 6,94 pm do 11,11 um w przypadku liniit HMEC-1 1 9,5 pum do 15,2 pm w linii
HUVEC) lub S (4. srednio z 7,86 pm do 12,66 pm w przypadku liniit HMEC-1 1 8,42 um do
13,44 pm w liniit HUVEC). Wyniki dla HUVEC przedstawiono na Fig. 3A, dla linit HMEC-1
Fig 3B.
Przyklad 9
Testowanie wplywu GA na szybkos¢ migracji komorek srodblonka poddanych przemianie

EndMT.
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Analizowano, czy GA wplywal na szybko$¢ migracji komorek $rédbtonka. Komorki
HUVEC lub linit HMEC-1 zostalty wysiane na ptytce 12-dotkowej 1 po indukcji przemiany
EndMT (5uM TGF-B, 1 pg/mL biatka S lub 1 ug/mL N wirusa SARS-CoV-2 przez 48 godzin)
hodowane w obecnosci 7,5 pg/mL GA przez 48 godzin do pelnej konfluencji. Po tym czasie
wykonano ryse za pomoca koncéwki (20-200 pl) do pipety automatycznej. Szybkos¢
zarastania rysy obserwowano co 2 godziny w czasie 12 godzin, a obserwowane obrazy
utrwalano na zdjeciach mikroskopowych. Wykonana analiza obrazéw pozwolita na
stwierdzenie, ze zastosowanie GA na komérki srodblonka powodowato spadek szybkosci
migracji o przeszto 35% w stosunku do kontroli komorek nie traktowanych GA w przypadku
stymulacji EndMT za pomoca TGF- w liniit HUVEC (4j. z 16,21 do 10,54 um/godzing) i
prawie 37% w przypadku linii HMEC-1 (tj. z 10,30 do 6,51 pm/godzing). Dla komorek
stymulowanych biatkami wirusa SARS-CoV-2 zmiany zahamowania predkosci migracji
wynosity okoto 25 % (tj. z 14,40 do 10,78 dla linit HUVEC 1 9,61 do 7,18 dla linit HMEC-1dla
biatka S oraz tj. z 12,50 do 9,35 dla liniit HUVEC 1 8,77 do 6,67 dla linit HMEC-1 dla biatka
N). Wyniki dla HUVEC przedstawiono na Fig. 3C, dla linit HMEC-1 Fig 3D.
Przyklad 10
Testowanie wplhywu kwasu elagowego (FEA) na poziom markerdow srodblonkowych i
mezenchymalnych w analizowanych komorkach srodblonka poddanych przemianie EndMT.

Komorki HUVEC lub liniit HMEC-1 zostaly wysiane na ptytke 6-dotkowa i po indukcji
EndMT (SuM TGF-f lub 1 pg/mL biatka S lub 1 pg/mL biatka N wirusa SARS-CoV-2 przez
48 godzin) hodowane w obecnosci 5,0 ug/mL EA przez 48 godzin. Po tym czasie z komorek
przygotowano lizaty, ktére poddano analizie metoda Western blot. Zaobserwowano, ze
inkubacja komorek srédbtonka w obecnosci EA skutkuje spadkiem poziomu markerow
mezenchymalnych (Tabela 5). W komorkach HUVEC najsilniej zaznaczone zmiany
obserwowano dla N-kadheryny — 2,6-2,7 krotny spadek poziomu biatka w kazdym badanym
modelu. Natomiast spadki poziomu wimentyny wyniosty od okoto 1,63-krotnego dla modelu
stymulacji EndMT za pomocg biatka TGF-B przez 1,37-krotny spadek dla modelu
indukowanego biatkiem S do 1,25-krotnego w przypadku stymulacji biatkiem N. Spadek
poziomu markera miofibroblastéw o-SMA byt okoto 2,2-krotny w modelu indukowanym
biatkiem S natomiast 2,3- krotny w pozostatych analizowanych modelach badawczych EndMT.
W komérkach linit HMEC-1 w przypadku N-kadheryny poziom jej spadat okoto 2,8-krotnego
spadku poziomu biatka dla modelu indukowanego TGF-B przez 2,5-krotny we wszystkich

modelach EndMT. Najwiekszy 1,7-krotny spadek poziomu wimentyny zanotowano w modelu
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stymulacji za pomoca TGF-B. Natomiast w przypadku modeli indukowanych biatkami wirusa
SARS-CoV-2 spadek poziomu wimentyny byt okoto 1,3-1,4-krotny. Zmiany poziomu a-SMA
ksztaltowal od 2,3-krotnego spadku dla modelu indukowanego TGF-p, przez okoto 2,0-krotny
spadek w modelach indukowanych biatkami N i S wirusa SARS-CoV-2 do 2,1-krotnego spadku
w modelu indukowanym TGF-B. W przypadku markeréw srédbtonka zaobserwowano, ze
hodowla komorek w obecnosci EA skutkowata wzrostem poziomu tych markeréw (Tabela 5).
Uszczegotowiajac, w komorkach HUVEC w przypadku klaudyny obserwowano przeszto 0,7-
krotny wzrost poziomu biatka we wszystkich modelach 1 nieznacznie nizsza bo 0,65-krotna
zmiang¢ poziomu okludyny. W komorkach liniit HMEC-1 zmiany poziomu klaudyny byly
nieznaczne 1 wahaly sie od 0,33 dla modelu indukowanego TGF-§ do 0,4 w pozostatych
modelach. Z kolei dla okludyny wyniosty od 0,5 dla modeli indukowanych TGF- 1 biatkiem
S do 0,6-krotnej zmiany dla modelu EndMT indukowanego biatkiem N.

Tabela 5 przedstawia modulujacy wplyw kwasu elagowego (EA) na poziom markerow s$rddblonkowych i
mezenchymalnych w komérkach HUVEC i HMEC-1 indukowanych do przemiany EndMT. Istotnos¢ statystyczna
pomiedzy grupami zostala potwicrdzona w oparciu o analize¢ Anova z testowaniem post hoc Tukeya, gdzie
*x%0<0,005, **p<0,001, *p<0,05.

Markery Srodblonkowe

Linia
HUVEC HMEC-1
komorkowa
Stymulacja
TGF-p Bialko N Bialko S TGF-p Bialko N Bialko S
EndMT
Traktowanie - EA - EA - EA - EA - EA - EA
332 [ 122308 115 [ 279 [ 1.06 [ 3.40 [ 122 [ 330 | 1.30 [ 3,15 | 1.25
N-kadheryna sk sk *kk sk sk sk
. 245 [ 150 [ 224 | 163 [ 218 | 1,74 [ 240 [ 142 [ 193 [ 1.36 | 1.85 | 1.42
Wlment_yna sk sk *kk sk sk sk
286 | 126 | 1,83 083 [ 279 | 120 [ 283 [ 134 [ 232 [ 1,15 2,95 | 1.29
a-SAM sk sk *kk sk sk sk
Markery mezenchymalne
Linia
HUVEC HMEC-1
komorkowa
Stymulacja
TGF-p Bialko N Bialko S TGF-p Bialko N Bialko S
EndMT
Traktowanie | - EA - EA - EA - EA - EA - EA
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Przyklad 11
Testowanie wplywu EA na zdolnos¢ tworzenia kapilar przez komorki srodblonka poddanych
przemianie EndMT

Sprawdzono, czy EA bedzie regulowat zdolnos¢ komorek do tworzenia kapilar — cechy
charakterystycznej dla komorek srodblonka, ktora zatracaja w procesie przejscia EndMT.
Tworzenie kapilar oznaczono w oparciu o pomiar catkowitej dlugosci tworzonych potaczen
miedzykomdrkowych, tzw. kapilar. Komorki HUVEC lub linii HMEC-1 zostaly wysiane na
plytke 6-dotkowa 1 po indukcji przemiany EndMT (5uM TGF-$, 1 pg/mL biatka S lub 1 pg/mL
N wirusa SARS-CoV-2 przez 48 godzin) hodowane w obecnosci 5,0 pg/mL EA przez 48
godzin. Po tym czasie zebrano komorki 1 przesiano na plytke 12-dotkowa pokryta Matrigel.
Zaobserwowano, ze w przypadku komorek srdédbtonka zastosowanie EA powodowato prawie
1,9-krotny wzrost catkowitej dtugosci kapilar (). $rednio z 6,57 um do 12,35 um w przypadku
liniit HMEC-1 1 8,31 um do 15,99 um w liniit HUVEC) w przypadku stymulacji EndMT za
pomoca TGF- oraz okoto 1,3-1,4- krotny wzrost w przypadku komorek stymulowanych
biatkami N (1j. $rednio z 7,74 pm do 10,22 um w przypadku linit HMEC-11 10,48 um do 14,66
um w linit HUVEC ) lub S (f. érednio z 9,54 pm do 12,41 pm w przypadku linit HMEC-1 i
8,41 um do 11,45 um w linit HUVEC). Wyniki dla HUVEC przedstawiono na Fig. 4A, dla linii
HMEC-1 Fig 4B.

Przyklad 12
Testowanie wphywu EA na szybkos¢ migracji komdrek srodblonka poddanych przemianie
EndMT.

Analizowano, czy EA wplywata na szybkos¢ migracji komérek sroédbtonka. Komorki
HUVEC lub linit HMEC-1 zostalty wysiane na ptytce 12-dotkowej 1 po indukcji przemiany
EndMT (5uM TGF-B, 1 pg/mL biatka S lub 1 ug/mL N wirusa SARS-CoV-2 przez 48 godzin)
hodowane w obecnosci 5,50 ug/mL EA przez 48 godzin do pelnej konfluencji. Po tym czasie
wykonano ryse za pomoca koncéwki (20-200 pl) do pipety automatycznej. Szybkos¢
zarastania rysy obserwowano co 2 godziny w czasie 12 godzin, a obserwowane obrazy
utrwalano na zdjgciach. Wykonana analiza obrazéw pozwolita na stwierdzenie, ze w przypadku

komorek srodblonka zastosowanie EA powodowato spadek szybkosci migracji o przeszto 31%
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w stosunku do komorek nie traktowanych w przypadku stymulacji EndMT za pomocg TGF-3
w linit HUVEC (4. z 16,01 do 11,20 pm/godzing) i o prawie 20% w przypadku liniit HMEC-1
(. z 10,30 do 8,52 um/godzing). Dla komérek stymulowanych biatkiem S zmiany
zahamowania predkosci migracji wynosity okoto 18 % (tj. z 14,41 do 11,82 dla HUVEC i 9,55
do 7,84 dla linit HMEC-1) a dla biatka N okoto 15% (tj. z 12,11 do 10,32 dla HUVEC i 8,74
do 7,44 dla linit HMEC-1). Wyniki dla HUVEC przedstawiono na Fig. 4C, dla linit HMEC-1
Fig 4D.

Whioski

Badania wykazaty, ze polifenolowy ekstrakt z poprodukcyjnych wyttokéw z nasion
wiesiotka dziwnego (EPE) powoduje zahamowanie przemiany S$rédbtonkowo-
mezenchymalnej, ktora lezy u podstawy indukowania zmian zwldknieniowych wywotanych
zarowno przez cytokiny i czynniki wzrostu nalezace do nadrodziny TGF-f, jak 1 biatka wirusa
SARS-CoV-2.

Badania in vitro wykazaly, ze podanie EPE skutkuje wzrostem zdolnosci komorek o
charakterze miofibroblastow do tworzenia kapilar. Ponadto zaobserwowano, ze dodanie
ekstraktu do hodowli komorek s$rédbtonka, indukowanych do przemiany EndMT hamuje
wzrost poziomu markerow mezenchymalnych oraz obniza zdolnosci migracyjne komorek, a
wiec procesOw majacych krytyczne znaczenie dla patologicznych zmian zwloknieniowych
wywodzacych si¢ ze §rodbtonka naczyn.

Zaobserwowano takze, ze dwa gtowne sktadniki EPE - kwas galusowy (GA) i1 elagowy
(EA), stosowane osobno dzialaja analogicznie.

Z powyzszego wynika, ze zaréwno polifenolowy ekstrakt z poprodukcyjnych wytlokow z
nasion wiesiotka dziwnego (Oenothera paradoxa) zawierajacy kwas elagowy i kwas galusowy,
jak 1 kwas elagowy 1 kwas galusowy stosowane osobno maja zastosowanie w leczeniu chorob

o podtozu zwtdknieniowym.
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