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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie liofilizowanego ekstraktu wodnego z raka pregowa-
tego jako $rodka stymulujgcego wzrost ludzkich komoérek skory, fibroblastdw.

Fibroblasty to tzw. komorki twdrcze tkankitgcznej, ktére sg zlokalizowane miedzy innymiw skérze
wiasciwej. Produkujg kolagen i elastyne, ktére nadajg skdrze stabilno$é, elastycznos$c¢ i chronig jg przed
zbytnim rozcigganiem. Fibroblasty odgrywajg kluczowa role w procesie gojenia ran, biorgc udziat w two-
rzeniu wiékien kolagenowych oraz biatek macierzy pozakomaérkowej, ktérych odktadanie jest konieczne,
aby skutecznie zamkng¢ rane. Jednak w przypadkach zaawansowanych uszkodzen tkanki (martwica,
choroby nowotworowe skdéry) nastepuje czesto bezpowrotna utrata funkcji fibroblastéw lub zmiana ich
dziatania. W takiej sytuacji stosuje sie przeszczepy, w ktérych wykorzystuje sie komorki fibroblastow
uzyskane in vitro. Wykorzystanie autologicznych fibroblastéw, namnozonych w warunkach pozaustro-
jowych, stwarza ogromne mozliwosci skutecznej regeneraciji skory bez ryzyka powaznych powikian.
Opisane zostaty metody otrzymania i wykorzystywania fibroblastéw w leczeniu przetok (US200501476),
blizn potradzikowych (WO/2011/140323), ran pooparzeniowych (US20050147596, US20050271633),
zmarszczek (US8097581, US8314065, CA2423301).

Fibroblasty sg wykorzystywane takze w kosmetologii, w celu badania wptywu substancji kosme-
tycznych na ekspresje gendw, synteze biatek i aktywnosci wielu enzyméw. Hodowle komérkowe po-
zwalajg na obserwacje wptywu réznych czynnikow na zachowanie sie komoérek skéry zdrowej oraz
w warunkach patologicznych, takich jak bielactwo, czerniak lub fuszczyca. W ostatnich latach hodowle
komérkowe prowadzone w wyspecjalizowanych centrach badawczych staty sie powszechnie wykorzy-
stywanym narzedziem w badaniach nad nowoczesnymi kosmetykami. W poréwnaniu z badaniami na
zwierzetach, prowadzenie wstepnych badan z wykorzystaniem hodowli komérkowych znacznie ograni-
cza czas i koszty, co jest ich niewatpliwg zalets.

W zwigzku z szerokim spektrum zastosowan fibroblastéw poszukuje sie réznych metod przy$pie-
szania proliferacji tych komoérek.

W opisie zgtoszenia patentowego US20050271633 zostata opisana metoda hodowli ludzkich fi-
broblastéw, z zastosowaniem pozywki Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementowane;j
dodatkiem ptodowej surowicy bydlecej (Fetal Bovine Serum, FBS) i wiasng surowicg pacjenta w iloSci
5-20%. Medium hodowlane zawierato ponadto L-glutamine, dwuweglan sodu, chlorowodorek pirydok-
syny, glukoze i siarczan gentamycyny. Odnotowano, ze znaczgce obnizenie udziatu surowicy zwierze-
cej powoduje spadek zywotnosci komérek.

W opisie patentu europejskiego EP2110123 przedstawiono medium przeznaczone do hodowli
fibroblastéw, w ktérym jako dodatek do znanej pozywki DMEM z FBS zastosowano ekstrakt z drozdzy
i ekstrakt z krokosza barwierskiego. tgczne dziatanie tych dwoch sktadnikéw zwieksza zdolnos$é proli-
feraciji fibroblastéw, ktére majg potencjat obnizony ze wzgledu na wiek. Tak przygotowane fibroblasty
zostaty nastepnie wykorzystane w preparatach dermatologicznych.

Kolejng metodg stymulowania i/lub przyspieszania proliferacji fibroblastéw in vivo i ex vivo jest
stosowanie w tym celu kopolimeru soli kwasu 2-metylo-2-[(1-0kso-2-propenylo)amino]-1-propanosulfo-
nowego i estru 2-hydroksyetylowego kwasu propenowego (EP2148686).

Z opisu polskiego zgtoszenia patentowego nr P.420319 znane jest medium do hodowli ludzkich
autologicznych fibroblastéw, ktére stanowi podstawowa pozywka hodowlana z dodatkiem kwasu kofei-
nowego (kwasu 3,4-dihydroksycynamonowego) lub jego farmaceutycznie dopuszczalnych pochodnych,
i N-acetylocysteiny i jej farmaceutycznie dopuszczalnych pochodnych. Podstawowg pozywkg hodow-
lang jest DMEM, RMPI 1640, IMDM, BME, CnT-05 medium.

W opisie zgtoszenia patentowego JP2002068933A opisana jest stymulacja wzrostu fibroblastéw
ludzkich poprzez podanie in vitro ekstraktu lub soku z roslin z rodzaju opuncji. W opisie zgtoszenia
patentowego JPH1045615A opisana jest indukcja wzrostu fibroblastow w badaniach in vitro pod wpty-
wem wielu czynnikdédw pochodzenia ro$linnego, takich jak: sezam indyjski, pochrzyn japonski, papryka
roczna, dziegiel (Angelica acutobia), pstrolista sercowata.

Obecny wynalazek wpisuje sie w nurt poszukiwania naturalnych i skutecznych substancji przy-
spieszajgcych proces proliferacii fibroblastow w hodowli in vitro.

Istotg wynalazku jest zastosowanie liofilizowanego ekstraktu wodnego z catego raka pregowatego
(Orconectes limosus), ewentualnie z dodatkiem nanoczgstek ziota, jako $rodka stymulujgcego wzrost
komorek fibroblastéw w hodowli in vitro. Zgodnie z wynalazkiem stosuje sie wodny roztwor ekstraktu
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z raka pregowatego zawierajacy liofilizowany ekstrakt w ilosci od 100 mg do 1000 mg w 1 dm3 wody, do
ktorego ewentualnie dodaje sie koloid zawierajgcy od 10 do 100 mg nanoczgstek ztota w 1 dm3 wodly.

Korzystnie ekstrakt wodny z catego raka pregowatego dodaje sie do hodowli komérek fibrobla-
stow po 12—48 godzinach od rozpoczecia hodowli w pozywce podstawowej, przez zastgpienie 5 do
20% wag., korzystnie 10% wag., pozywki podstawowej ekstraktem z raka pregowatego, ewentualnie
z dodatkiem nanoczastek ztota. Korzystnie pozywkg podstawowg jest DMEM (Dulbecco’s Modified Ea-
gle Medium), z dodatkiem ptodowej surowicy bydlecej i antybiotykow.

Korzystnie stosuje sie nanoczastki ztota wielkosci od 15—-150 nm. Korzystnie co najmniej 50%
nanoczastek ztota jest mniejsza od 40 nm.

Korzystnie stosuje sie liofilizowany wodny ekstrakt z catego raka pregowatego, otrzymany poprzez
maceracje homogenizatu z catych rakéw pregowatych z dejonizowang woda, przesgczenie ekstraktu,
mrozenie w temperaturze od -20 do -80, korzystnie -80°C, a nastepnie usuniecie wody. Korzystnie eks-
trakt przesgcza sie przez filtr o wielkosci poréw od 0,20 um do 0,25 um, korzystnie okoto 0,22 um.

Srodek zawierajacy ekstrakt z catego raka pregowatego, jak rowniez $rodek zawierajacy biokom-
pleks nanoczastek i ekstraktu z catego raka pregowatego powoduje zwiekszenie proliferacji komorek
fibroblastéw, zwieksza przezywalno$¢ komoérek i zwieksza potencjat migracji komorek fibroblastow ludz-
kich. Badania prowadzono na linii komérek HS-5.

Na rysunku przedstawiono:

Fig. 1 — Test rysy przeprowadzony na komérkach fibroblastéw linii HS-5 (A — kontrola, B — ekstrakt z raka
pregowatego, C — nanoczgstki zfota, D — kompleks nanoczastek ztota i ekstraktu z raka pregowatego).
Fig. 2 — Test XTT dla komérek fibroblastéw linii HS-5 traktowanych kompleksem nanoczastek ztota
(5 ug/ml) i ekstraktu z raka pregowatego w réznych stezeniach (* — wynik istotny statystycznie przy
p <0,05).

Fig. 3 — Test XTT dla komérek fibroblastéw linii HS-5 traktowanych ekstraktem z raka pregowatego.

Wynalazek zostat blizej przedstawiony w przykfadach.

Przyktad 1.

Catego raka pregowatego homogenizuje sie, a nastepnie homogenizat maceruje sie z dejonizo-
wang wodg. Do 1 grama homogenizatu dodaje sie 1 dm3 wody, mieszanine umieszcza sie na 30 minut
w pluczce ultradzwiekowej, a nastepnie ekstrakt przesgcza sie pompkag wodng przez filtr o wielkosci poréw
0,22 ym. W celu uzyskania suchego proszku ekstrakt jest mrozony w -80°C i liofilizowany. Po liofilizacji
ekstrakt moze byé przechowywany w szczelnie zamknietym opakowaniu bez dostepu do $wiatfa.

Bezposrednio przed do$wiadczeniem ekstrakt jest rozpuszczany w wodzie dejonizowanej w pro-
porcji 1 g ekstraktu na 1 dm3 wody.

Komorki linii HS-5 hodowano w butelkach o pojemnosci 75 cm3. Stosowano sie pozywke DMEM,
z dodatkiem 10% wag. ptodowej surowicy bydleceji 1% wag. antybiotykdw (streptomycyna i penicylina).
Komorki hodowano w inkubatorze w temp. 37°C, w atmosferze 95% powietrza i 5% CO>. Po 24 godzi-
nach pozywke hodowlang wymieniano na nowg, z tym ze 10% wag. pozywki zastepowano ekstraktem
z raka pregowatego, otrzymanym w wyzej opisany sposéb. Grupa kontrolna otrzymywata podtoze ho-
dowlane w takim samym sktadzie, jak przed rozpoczeciem doswiadczenia. Komorki byty utrzymywane
z dodatkiem ekstraktu przez 24 godziny.

Przyktad 2.

W celu wytworzenia kompleksu ekstraktu z raka pregowatego i nanoczastek ztota wytworzono
100 cm? koloidu zawierajgcego 100 mg nanoczgstek ztota w 1 dm3 wody. Stosowano nanoczgstki ztota
o wielkosci od 15 nm do 150 nm, z czego 65% nanoczgstek byto mniejszych od 40 nm. Koloid nano-
czastek ztota poddano 30 minut sonifikacji w tazni ultradzwiekowej w temperaturze pokojowej. Nastep-
nie dodano 100 cm? roztworu zawierajgcego 1 g ekstraktu z raka w 1 dm3, przygotowanego jak opisano
w przyktadzie 1, wymieszano z uzyciem worteksu i ponownie sonifikowano mieszanine przez 30 minut
w tazni ultradzwiekowej w temperaturze pokojowej. Tworzenie kompleksu przebiegato w wyniku tzw.
samoorganizacji nanoczgstek.

Komorki linii HS-5 hodowano w butelkach o pojemnosci 75 cm3. Stosowano pozywke DMEM,
z dodatkiem 10% wag. ptodowej surowicy bydlecej i 1% wag. antybiotykdw (streptomycyna i penicylina).
Komorki hodowano w inkubatorze w temp. 37°C, w atmosferze 95% powietrza i 5% CO>. Po 24 godzi-
nach pozywke hodowlang wymieniano na nowg, z tym ze 10% wag. pozywki zastgpiono takg samg
iloScig kompleksu ekstraktu z raka z nanoczastkami ztota. Grupa kontrolna otrzymywata podtoze ho-
dowlane w takim samym sktadzie, jak przed rozpoczeciem doswiadczenia. Komérki byly utrzymywane
z dodatkiem ekstraktu przez 24 godziny.



4 PL 237 977 B1

Przyktad 3.

Zbadano zdolno$¢ do indukciji proliferacji komérek fibroblastéw w podtozu hodowlanym z dodatkiem
Srodkéw opisanych w przyktadzie 1 i w przyktadzie 2 oraz koloidu nanoczgstek ztota, za pomocg testu
rysy. Test ten pozwala okresli¢ wptyw badanej substancji na zdolno$¢ komérek do migracii i proliferacii.

W tym celu koricowkg pipety automatycznej wykonano ryse w jednolitej warstwie komorek, a od-
klejone komérki usuwano przez 2-krotne ptukanie roztworem PBS. Do tak przygotowanych hodowli do-
dawano ekstrakt z raka bgdz kompleks ekstraktu z raka z nanoczgstkami ztota. Plytki inkubowano
w temp. 37°C, w wilgotnej atmosferze 95% powietrza i 5% COz, przez 24 godziny. Po tym czasie ho-
dowle zabarwiono metodg May-Griinwalda-Giemzy i obserwowano pod mikroskopem optycznym. Sto-
pien migracji komorek okre$lano poprzez ocene zageszczenia komorek, ktére zasiedlity ryse wykonang
uprzednio w warstwie komérek. Wyniki testu przedstawiono na Fig. 1.

Wyniki testu rysy wskazujg, ze ekstrakt z raka pregowatego oraz nanoczgstki ztota w potgczeniu
z ekstraktem z raka pregowatego wzmagajg procesy proliferacji, wzrostu oraz migracji komoérek.

Przyktad 4.

Zbadano wiasciwosci cytotoksyczne Srodka wedtug wynalazku celem ustalenia $miertelnos$ci ko-
morek po traktowaniu $Srodkiem, w odniesieniu do nietraktowanej grupy kontrolnej. Badania przeprowa-
dzono przy wykorzystaniu testu XTT — testu kolorymetrycznego bazujgcego na aktywnosci mitochon-
dridw i ich zdoIno$ci do rozktadu soli tetrazolowej. Wyniki dla ekstraktu z raka pregowatego i kompleksu
nanoczastek ztota i ekstraktu z raka pregowatego przedstawiono na Fig. 2 i Fig. 3.

Komorki fibroblastéw linii HS-5 utrzymywane w warunkach opisanych wczesniej przeniesiono na
96-dotkowe ptytki hodowlane. 100 pl komorek, zawieszonych w trypsynie (ilo$¢ komoérek 105/ml), pokry-
wano 100 ul ptynu hodowlanego z 10% wag. dodatkiem ptodowej surowicy bydleceji 1% wag. dodatkiem
antybiotykdw. Po 24 godzinnej hodowli w warunkach jak w przyktadzie 4 ptyn hodowlany wymieniono na
nowy. W grupie do$wiadczalnej 10% wag. ptynu hodowlanego zastgpiono ekstraktem z raka lub kom-
pleksem ekstraktu z raka z nanoczgstkami ztota. Grupa kontrolna otrzymata 100% pozywki bez dodat-
kéw. W celu szerszej oceny cytotoksycznosci zbadano rézne stezenia czynnikéw doswiadczalnych.

Test XTT wykazat, ze ekstrakt z rakédw oraz kompleks ekstraktu z raka i nanoczastek ztota nie
wykazujg cytotoksycznosci wobec normalnych komorek ludzkich linii HS-5. Przeciwnie, dodatek do po-
zywki obu ww. ekstraktéw wzmaga zywotno$é oraz proliferacje komérek tkankifgcznej, z tym ze ekstrakt
z dodatkiem nanoczastek ztota robi to efektywnie;j.

Zastrzezenia patentowe

1. Zastosowanie liofilizowanego ekstraktu wodnego z catego raka pregowatego (Faxonius limo-
sus) jako $rodka stymulujgcego wzrost komorek fibroblastéw w hodowli in vitro, przy czym
w roztworze wodnym stosuje sie ekstrakt w ilosci od 100 mg do 1000 mg w 1 dm?3 wody.
Zastosowanie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze do ekstraktu dodaje sie nanoczgstki ztota.
Zastosowanie wedtug zastrz. 2, znamienne tym, ze do ekstraktu dodaje sie koloid nanocza-
stek ztota zawierajacy od 10 do 100 mg nanoczgstek ztota w 1 dm3 wodly.

4. Zastosowanie wedtug zastrz. 2, znamienne tym, ze stosuje sie nanoczgstki ztota wielkosci
od 15-150 nm.

5. Zastosowanie wedtug zastrz. 4, znamienne tym, ze co najmniej 50% nanoczastek zfota jest
mniejsza od 40 nm.

6. Zastosowanie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze ekstrakt dodaje sie do hodowli komdrek
fibroblastow po 12 do 48 godzinach od rozpoczecia hodowli w pozywce podstawowej, przez
zastgpienie od 5 do 20% wag. pozywki podstawowej ekstraktem.

7. Zastosowanie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze pozywkg podstawowg jest DMEM z do-
datkiem ptodowej surowicy bydlecej i antybiotykéw.

8. Zastosowanie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze stosuje sie ekstrakt otrzymany poprzez
maceracje homogenizatu z catych rakdéw pregowatych z dejonizowang wodg, przesgczenie
ekstraktu, mrozenie mieszaniny w temperaturze od -20 do -80, a nastepnie usuniecie wody.
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Rysunki

Fig. 1
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