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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest wodny ekstrakt alantoiny z porostéw z rodzaju Physcia i Pha-
eophyscia, w szczegdlnosci gatunkéw: Physcia dubia, Physcia adscendens i Phaeophyscia orbicularis,
przedstawionych na rysunku w postaci zdje¢ odpowiednio jako fig. 1, fig. 2 i fig. 3, do zastosowania
w leczeniu ran skory réznej etiologii, zwtaszcza po oparzeniach, zakazeniach bakteryjnych czy grzybi-
czych, a takze pielegnacji skéry w tuszczycy, tradziku czy tez skoéry podraznionej, wysuszonej oraz
skfonnej do stanéw zapalnych.

Znane jest z opisu patentowego PL 233572 zastosowanie alantoiny jako substancji czynne;j
w réznego rodzaju preparatach dermatologicznych i pielegnacyjnych w postaci masci lub zasypek stu-
zacych do pielegnacji zaréwno skoéry dorostych jak i dzieci, jednakze w tym przypadku, istnieje po-
wazne ograniczenie w dostepnosci surowcow roslinnych bedacych zrodtem pozyskiwania alantoiny.
Alantoina stosowana jest rowniez w kosmetyce, przyktadowo do produkcji nawilzajacych i zmiekcza-
jacych skére emulsji ptynnych, kremoéw, Zeli pod prysznic, antyperspirantéw, a takze kosmetykow pie-
legnacyjnych dla dzieci. Jak podaje Fedoreyev i wsp. w artykule ,Production of alantoin, rabdosiin and
rosmarinic acid in callus cultures of the seacoastal plant Mertensia maritima (Boraginaceae)” (Plant
Cell Tiss. Organ. Cult., 2012, 110:183—-188) alantoina znalazta zastosowanie w ponad 1300 prepara-
tach kosmetycznych.

Znanym dotychczas, innym zrédtem pozyskiwania naturalnej alantoiny stosowanej w dostepnych
na rynku preparatach, sa rosliny z rodziny Boraginaceae takie jak, zywokost lekarski, farbownik lekarski
czy rézne gatunki Zmijowca, ktére obok aktywnej substancji alantoiny, wykazuja réwniez obecnos$¢ tok-
sycznych alkaloidéw pirolizydynowych, ktére jak podaje Wang i in. w artykule ,Metabolic activation of
pyrrolizidine alkaloids leading to phototoxicity and photogenotoxicity in myman HaCaT keratinocytes”
(J. Environ. Sci. Health Environ Carcinog. Ecotoxicol. Rev.,2014,32) obok dziatania heptotoksycznego
moga wykazywac dziatanie kancerogenne skory.

Celem wynalazku byto pozyskanie biologicznie aktywnej substancji — alantoiny z naturalnego,
ekologicznego i tatwo dostepnego surowca.

Istota wynalazku jest wodny ekstrakt alantoiny o wysokiej zawartoéci alantoiny wraz z miesza-
nina polifenoli, otrzymywany z porostéw z rodzaju Physcia i Phaeophyscia do zastosowania w leczeniu
ran skory réznej etiologii, zwtaszcza po oparzeniach, zakazeniach bakteryjnych czy grzybiczych.

Wynalazek rozwiazuje problem techniczny w postaci pozyskania naturalnej, biologicznie aktyw-
nej substancji znajdujacej zastosowanie jako sktadnik réznych preparatéw masci, mazidet czy emulsji
majacych zastosowanie w leczeniu schorzen skory réznej etiologii, jej regeneracji i pielegnacji.

Stosunkowo duza zawartos¢ alantoiny wraz z mieszaning polifenoli w tak pozyskanym ekstrak-
cie, w znacznym stopniu powoduje usuwanie tkanki martwiczej skory, oczyszcza rany, a takze pobudza
regeneracje naskorka i wszelkie procesy naskérkowania.

Zaréwno wynalazek jak i jego skutki dziatania w leczeniu dermatologicznym przedstawiono
w ponizszych przyktadach wykonania.

Przyktad 1.

Sposdéb otrzymywania ekstraktéw wedtug wynalazku.

Piechy porostéw z poszczegdlinych gatunkéw Physcia dubia, Physcia adscendens i Pha-
eophyscia orbicularis, oczyszczono, oddzielono od kory drzew, wysuszono, zmielono i przesiano
przez sito o $rednicy oczek 1,6 mm. Poszczegdlne prébki o wadze 10 g zwilzono alkoholem etylo-
wym, a po odparowaniu alkoholu zalano 50 ml wody destylowanej i homogenizowano w porcelano-
wym mozdzierzu. Po procesie kawitacji z uzyciem fazni ultradzwiekowej o mocy ultradZzwiekow
240 W oraz czestotliwosci 35 kHz, przeprowadzano ekstrakcje kazdej z probek w ciggu ok. 30 minut,
w temperaturze 50°C. Nastepnie, czesci state homogenatu oddzielano od roztworu poprzez wirowa-
nie i przesaczenie przez filtr strzykawkowy o $rednicy porow 0,45 um. Metoda elektroforezy kapilar-
nej okredlano zawarto$¢ alantoiny na poziomie 0,148 g; 0,280 g; oraz 0,160 g w 100 g wodnego
ekstraktu odpowiednio w Phaeophyscia orbicularis, Physcia dubia oraz Physcia adscendens, w od-
niesieniu do wzorca alantoiny o czystosci >98%. Wyliczong srednia z trzech pomiaréw zawarto$é
alantoiny w wybranych gatunkach porostéw z rodzaju Physcia i Phaeophyscia przedstawiono w po-
nizszej tabeli 1.
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Tabela 1.
Garunek | Zawartos¢ alantoiny (% s.m.)
Phaeophyscia orbicularis 0,74%
Physcia dubia 1,40%
Physcia adscendens 0,80%
Przyktad 2.

Wptyw ekstraktow wedtug wynalazku na zywotnos¢ komérek skory.

Wodne ekstrakty otrzymane w przyktadzie 1. Physcia dubia, Physcia adscendens i Pha-
eophyscia orbicularis o réznych, stezeniach alantoiny zawierajacych sie w granicach 25-250 ug/ml
wykorzystano do eksperymentéw opartych o analizy toksycznosci wyrazonych jako stabilno$é bton
komérkowych (metoda Neutral Red uptake) i wptywu na aktywnos¢ enzymu dehydrogenazy burszty-
nianowej zwiazanej z metabolizmem komoérkowych (metoda MTT). Badania przeprowadzono z wyko-
rzystaniem ludzkich fibroblastéw skéry wrasciwej. Komorki hodowano w ptynie RPMI 1640 z dodatkiem
10% surowicy cielecej. Inkubacje komérek a nastepnie badanie prowadzono w temperaturze 37°C
w atmosferze zawierajacej 5% przeptyw CO2. Zasadniczg analize przeprowadzono w sterylnych ptyt-
kach 96-dotkowych, stosujac gesto$¢ komoérek wynoszacyg 1 x 105 komoérek/ml (1 x 10* komorek/dotek).
Inkubacje komodrek z badanymi ekstraktami prowadzono przez 24 godziny.

Wptyw réznych stezen ekstraktu na aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynianowej zywych komérek
oraz stabilnos¢ bton komdrkowych ludzkich fibroblastéw skéry wtasciwej, przeanalizowano z uzyciem
metod spektrofotometrycznych — MTT opartej na ocenie aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowe;
zywych komoérek oraz NR oceniajacej stabilnos¢ bton komdrkowych.

Wyniki w postaci % zywotnosci komérek zadawanych ekstraktami wedtug wynalazku (oznaczone
metoda NR) i % metabolizmu komdrkowego (oznaczony metoda MTT), w poréwnaniu z préba kon-
trolng — czyste komorki skory, przedstawiono w tabelach 2, 3 i 4. Otrzymane wyniki zywotnosci oparte
o metode MTT wskazuja, ze badane ekstrakty nie ograniczaja metabolizmu mitochondrialnego, a nawet
przy zastosowaniu stezen powyzej 200 ng/ml aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowe] wzrastata
w poréwnaniu do kontroli. Przeprowadzona obserwacja wskazuje, ze komorki poddane dziataniu bada-
nych ekstraktéw utrzymuja lub zwiekszaja swoj metabolizm, co moze sugerowac pozytywny wptyw ba-
danych ekstraktéw na ewentualne ich wykorzystanie nie tylko jako czynniki uzyteczne kosmetycznie
lecz réwniez lecznicze. Wynik taki jest odzwierciedleniem pozytywnego wptywu preparatu na zwieksze-
nie zywotnosci komaérek badanych fibroblastéw, co posrednio $wiadczy o terapeutycznych wiasciwo-
Sciach preparatu w zakresie regeneracji uszkodzonej skéry. Wyniki testu NR nie wykazuja istotnego
wptywu preparatu na stabilno$é bton komérkowych, co potwierdza fakt braku toksycznych wtasciwosci
preparatu. Ponadto, ekstrakt z Physcia adscendens pobudza podziaty komoérkowe, o czym swiadczy
wzrost uzyskanych wynikéw, a tym samym ilosci komoérek do wartosci przekraczajacych 6% w stosunku
do kontroli przy zastosowaniu stezenia ekstraktu wynoszacym 225 ng/ml. Wynik ten wskazuje na pozy-
tywny wptyw badanego ekstraktu na potencjalne pobudzenie wtasnosci regeneracyjnych skéry, ktorej
istotnym sktadnikiem sa fibroblasty tkanki taczne;j.

Dodatkowo, wykonano obserwacje komoérek ludzkich fibroblastéw potraktowanych ekstraktem
Physcia dubia pod mikroskopem z wykorzystaniem metody May-Grinwald-Giemsa. Zdjecia mikrosko-
powe, oznaczone na rysunku jako fig. 4 — obraz kontrolny — bez zastosowania preparatu wedtug wy-
nalazku, fig. 5 — komérki ludzkich fibroblastéw potraktowane roztworem ekstraktu Physcia dubia o ste-
zeniu — 25 ug/ml, fig. 6 — komdrki ludzkich fibroblastéw potraktowane roztworem ekstraktu Physcia
dubia o stezeniu — 125 ng/ml, a fig. 7 — komorki ludzkich fibroblastéw potraktowane roztworem eks-
traktu Physcia dubia o stezeniu 225 pg/ml, uwidaczniajg jadra komoérkowe jako najciemniejsze ob-
szary, zas$ jasniejsze wokot nich to cytoplazma.

Wizualizacja efektu dziatania preparatu na zdrowe komdérki ludzkich fibroblastow nie wykazata
istotnych réznic w morfologii tych komérek w stosunku do kontroli.
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Zastrzezenie patentowe

Wodny ekstrakt alantoiny z porostéw z rodzaju Physcia i Phaeophyscia do zastosowania w le-
czeniu ran skory réznej etiologii, zwlaszcza po oparzeniach, zakazeniach bakteryjnych czy
grzybiczych.

Rysunki

fig.1

fig. 2



PL 242781 B1




PL 242781 B1




PL 242781 B1

Tabela 2.

Stezenie % zywotnosci % zywotnosci
Phekf“_'?imb_ metabolizm komérkowy stabilnosé blon
pcas o (metoda MTT) komérkowych (metoda
(ng/ml)
NR)
25 101,83+0,72% 95,33£3,50%
50 100,37+0,73% 97,67+1,50%
75 100,73+1,82% 00,0+£2,96%
100 102,20+£2.51% 99,33+2,24%
125 104,03£2,11% 97,3322,29%
150 101,10+1,75% 96,0+2,33%
175 101,10+0,72% 94,0+3,55%
200 104,40+,46% 98,67+2,13%
225 108,42+2.03% 101,0£2,96%
250 105,1313,14% 102+2,0%
Kontrola
100+0,97% 100£3,29%

0
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Tabela 3.

Stezenie % zywotnosci % zywotnosci
351"‘_*14“ metabolizm komorkowy stabilnosé bion
e (metoda MTT) komorkowych (metoda
(ug/ml) NR)
25 102,9342,53% 101,09+1,79%
50 100,37+1,09% 98,90+0,36%
75 104,03+3.82% 99.27+3.27%
100 105,13+3,85% 97,80+2,54%
125 107.3244,15% 98,1712, 82%
150 103,30+2.85% 98,90+2,55%
175 103,6611,11% 99,631+0,36%
200 106,23£2,51% 104,02+2,11%
275 112,8242.06% 106,59+2,51%
750 110,99+5,57% 104,40+4,56%
Kontrola
100+1,83% 100+2,56%

0




PL 242781 B1

Tabela 4.
Stezenie %o Zywotnosci % zywotnosci
P}eks“ikﬁl‘_ metabolizm komorkowy stabilnosé blon
i i (metoda MTT) komorkowych (metoda
(ng/ml) NR)
25 100,1+2.0% 96,67+3.55%
50 98,67+2,22% 98,33+1,46%
75 97.33+2.24% 99,3342 ,92%
100 07,33+2,96% 97.67+2,26%
125 101,0+3,81% 99,3312,34%
150 96,67+1,53% 97,3312,29%
175 99,331+2,13% 96,67+3,62%
200 104,33+2.24% 102,0+1,50%
275 102,33+2,17% 98,0+3.0%
150 106,33+2,34% 99,67+1,57%
Kontrola
100+2,0% 100+3,33%

0




