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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie naryngeniny i preparatu zawierajgcego naryngenine
oraz sposdb spowalniania, przeciwdziatania i zapobiegania procesowi powstawania plam bielaczych
skory.

Bielactwo jest przewlektg chorobg polegajacg na zniszczeniu, bgdz uszkodzeniu naskérkowych
komérek barwnikowych — melanocytéw, w skorze i mieszkach wiosowych. Znane sg dwa gtéwne typy
schorzenia: bielactwo nabyte (vitiligo) i wrodzone (albinizm). Ocenia sie, ze na bielactwo zapada 1-4%
populacji. Objawem choroby jest pojawienie sie plam bielaczych rozmieszczonych w obrebie skoéry kon-
czyn, tutowia i twarzy. Doktadne przyczyny powstawania bielactwa nie sg do kohAca poznane. Istnieje
kilka teorii dotyczacych etiologii bielactwa. Przypuszcza sie, ze moze by¢ ono efektem zespotu czynni-
kéw genetycznych, srodowiskowych i reakcji autoimmunologicznych.

Teoria autoimmunologiczna jest najpowszechniejszg i najlepiej udokumentowang (ok. 30%
wszystkich przypadkéw) tezg dotyczaca etiopatogenezy bielactwa. Teoria ta zaklada, ze do uszkodze-
nia melanocytéw dochodzi na drodze immunologicznej, za czym przemawia czeste wspofistnienie bie-
lactwa z innymi chorobami autoimmunologicznymi np. chorobami tarczycy, niedokrwistoscig zto$liwag,
toczniem rumieniowatym, twardzing, cukrzycg, czy tysieniem plackowatym.

Wiele badan naukowych, wskazuje, ze jednym z mechanizméw patogenezy bielactwa na pozio-
mie komoérkowym jest zaburzona rownowaga stanu redoks komorek i tkanek. Niemniej jednak pomimo
wielu prac na temat roli stresu oksydacyjnego, brakuje informacji na temat zaleznego od stresu oksy-
dacyjnego zaniku lub uszkodzenia melanocytow w warstwie naskorka (Zhang Y, Liu L, Jin L, Yi X, Dang
E, Yang Y, Li C, Gao T. Oxidative stress-induced calreticulin expression and translocation: new insights
into the destruction of melanocytes. J. Invest Dermatol. 2014 Jan; 134 (1): 183-91; Bellei B, Pitisci A,
Ottaviani M, Ludovici M, Cota C, Luzi F, DelllAnna ML, Picardo M. Vitiligo: a possible model of degen-
erative diseases. PLoS One. 2013; 8 (3): €59782).

Istniejg badania, ktére dowodzg, ze melanocyty izolowane od 0s6b chorych na bielactwo nabyte
wykazujg zmiany w przekazywaniu sygnatéw komoérkowych, charakterystyczne dla niektérych choréb
neurodegradacyjnych: zaburzenia w metabolizmie lipidow, nadaktywacje kinaz MAP, czy zalezng od
biatka p53 kaskade sygnatowa, mogacg prowadzi¢ do programowanej Smierci komérki. Dodatkowo me-
lanocyty pobrane od pacjentéw produkujg wiele biatek pre-apoptotycznych (senescence-associated se-
cretory phenotype SAPS), takich jak interleukina-6 (IL-6), metaloproteinaza-3 (MMP3), cyklooksyge-
naza-2 (Cox-2) czy TNFa (tumor necrosis factor) (Bellei B, Pitisci A, Ottaviani M, Ludovici M, Cota C,
Luzi F, DelllAnna ML, Picardo M. Vitiligo: a possible model of degenerative diseases. PLoS One. 2013;
8 (3): €59782).

Innym czynnikiem majgcym wptyw na dysfunkcje melanocytéw sg zaburzenia w obrebie komorek
naskérka, ktére wptywajg negatywnie na funkcjonowanie komérek barwnikowych (Moretti S, Fabbri P,
Baroni G, Berti S, Bani D, Berti E, Nassini R, Lotti T, Massi D. Keratinocyte dysfunction in vitiligo epi-
dermis: cytokine microenvironment and correlation to keratinocyte apoptosis. Histol Histopathol. 2009
Jul; 24 (7): 849-57; Moretti S, Spallanzani A, Amato L, Hautmann G, Gallerani I, Fabiani M, Fabbri P.
New insights into the pathogenesis of vitiligo: imbalance of epidermal cytokines at sites of lesions. Pig-
ment Cell Res. 2002 Apr; 15 (2): 87-92; Moretti S, Spallanzani A, Amato L, Hautmann G, Gallerani I,
Fabbri P. Vitiligo and Epidermal Microenvironment: Possible Involvement of Keratinocyte-Derived Cyto-
kines. Arch Dermatol. 2002; 138 (2): 273-274).

W przyczynach degradacji melanocytéw i rozwoju bielactwa nabytego upatruje sie zaburzenia
w funkcjonowaniu mitochondriéw. Zaburzong rownowage w ilosci antyoksydantéw (np. katalazy czy dy-
smutazy ponadtlenkowej) zwigzang z nadmierng produkcjg reaktywnych form tlenu, zaburzenia w po-
tencjale transbtonowym oraz wzrost ilosci komérek apoptycznych zaobserwowano u pacjentéw z bie-
lactwem. Sugeruje sie, ze mitochondria mogg by¢ celem dla ROS, cytokin, katecholaminy, zaburzen
w metabolizmie Ca?*, ktére to czynniki sg zdolne do zaindukowania degradacji melanocytéw (Dell’Anna
ML, Maresca V, Briganti S, Camera E, Falchi M, Picardo M. Mitochondrial impairment in peripheral blood
mononuclear cells during the active phase of vitiligo. J Invest Dermatol. 2001 Oct; 117 (4): 908-13).

Istnieje wiele metod leczenia lub tagodzenia objawéw bielactwa, jednak zadna nie daje petne;j
gwarancji powodzenia. Wybér najefektywniejszej terapii zalezy od wielu czynnikéw, w tym od wieku
pacjenta, typu klinicznego bielactwa, rozlegto$ci zmian i dynamiki procesu chorobowego. W leczeniu
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miejscowym stosuje sie: kortykosteroidy, inhibitory kalcyneuryny, filtry stoneczne, maskowanie, tj. ko-
smetyki do makijazu korygujgcego. Stosuje sie takze fototerapie bgdz laseroterapie. W leczeniu ogdl-
nym stosowana bywa, jako terapia wspomagajgca, suplementacja antyoksydantami.

Jakkolwiek znanych jest kilka srodkéw przeznaczonych do profilaktyki, leczenia i fagodzenia ob-
jawow bielactwa, to nadal istniata potrzeba opracowania skutecznych srodkéw mogacych poprawiaé
kondycje skory pacjentdw.

Naryngenina (5,7,4'-trihydroksyflawanon) jest aglikonem — pochodng uwodornionego flawonu,
nie zawierajgcego podwoéjnego wigzania miedzy atomami wegli C-2 i C-3 (flawanon). W przyrodzie bo-
gatym zrédtem flawanonéw sg owoce cytrusowe, przede wszystkim pomarancze (Citrus sinensis) i man-
darynki (Citrus reticulata). Naryngenina, nadajgca gorzki smak owocom, jest obecna w grejpfrutach (Cit-
rus paradisi) w 70%. Niewielkie jej stezenia wykryto takze w pomidorach i ich przetworach.

Do kierunkéw aktywnosci farmakologicznej naryngeniny i jej pochodnych nalezg: dziatanie estro-
genne (Le Bail J.C. i in.: Chalcones are potent inhibitors of aromatase and 17b-hydroxysteroid dehydro-
genase activities. Life Sci. 2001, 68, 751; Miksicek R.J.: Commonly occuring plant flavonoids have es-
trogenic activity. Mol. Pharmacol. 1993, 44, 37), obnizajgce poziom cholesterolu (Borradaile N.M. i in.:
Inhibition of hepatocyte apoB secretion by naringenin: Enhanced rapid intracellular degradation inde-
pendent of reduced microsomal cholesteryl esters. J. Lipid Res. 2002, 43, 1544), przeciwzapalne (Er-
lund I.: Review of the flavonoids quercetin, hesperetin, and naringenin. Dietary sources, bioactivities,
bioavailability and epidemiology. Nutr. Res. 2004, 24, 851), przeciwwrzodowe (Martin M.J., Motilva V.,
De la Lastra A.: Quercetin and naringenin: effects on ulcer formation and gastric secretion in rats. Phy-
tother. Res. 1993, 7, 150), rozkurczowe (18, 19), ochronne na skoére (Bonina F. i in.: Flavonoids as
potential protective agents against photo-oxidative skin damage. Int. J. Pharm. 1996, 145, 87; Saija A.
i in.: Influence of different penetration enhancers on in vitro skin permeation and in vivo photoprotective
effect of flavonoids. Int. J. Pharm. 1998, 175, 85) i przeciwnowotoworowe (Totta P. i in.: Mechanisms of
naringenin-induced apoptotic cascade in cancer cells: Involvement of estrogen receptor a and b sig-
nailing. IUBMB Life 2004, 56, 491).

Bonina i in. udowodnili w warunkach in vitro ochronne dziatanie na skére naryngeniny przed pro-
mieniowaniem UV. Mechanizm procesu obejmuje hamowanie utleniania fosfatydylocholiny w btonach
liposoméw i zmniejszenie produkcji dialdehydu malonowego (MDA). Naryngenina obnizata ilos¢ MDA
w zaleznosci od zastosowanego stezenia. Naryngenina wykazuje stabsze dziatanie antyrodnikowe, lecz
ze wzgledu na lepszg absorpcje i wtasciwos¢ penetracji do gtebszych warstw skory stanowi bardziej
korzystny sktadnik preparatéw ochronnych.

Istnieje doniesienie méwigce o tym, Ze naryngenina wspomaga proces melanogenezy w modelu
dos$wiadczalnym tego procesu w komérkach nowotworowych mysich B16 poprzez stymulacje aktywno-
§ci enzymu tyrozynazy, gtdbwnego enzymu w szlaku powstawania pigmentu (Ohguchi i. in. Stimulation
of Melanogenesis by the Citrus Flavonoid Naringenin in Mouse B16 Melanoma Cells. Biosci. Biotechnol.
Biochem., 70 (6), 1499-1501, 2006).

Jednak nie jest oczywiste, Ze to dziatanie moze mie¢ miejsce w przypadku bielactwa, gdyz ko-
morki barwnikowe sg albo dysfunkcyjne, albo ich nie ma w tkance.

Istniata zatem potrzeba opracowania skutecznych srodkéw mogacych poprawia¢ kondycje skory
pacjentéw cierpigcych na bielactwo.

Nieoczekiwanie stwierdzono, ze naryngenina znaczaco poprawia wyglad i kondycje skéry oséb
cierpigcych na bielactwo.

Wynalazek dotyczy zastosowania naryngeniny w skutecznej iloéci do spowalniania, przeciwdzia-
tania i zapobiegania procesowi powstawania plam bielaczych skory.

Korzystne jest zastosowanie, w ktérym stosuje sie naryngenine w ilodci od 0,0001% do 1%, ko-
rzystnie od 0,001% do 0,01%, najkorzystniej od 0,01% do 0,1%.

Wynalazek dotyczy takze preparatu zawierajgcego jako substancje czynng naryngenine w sku-
tecznej ilosci oraz kosmetycznie dopuszczalne zardbki, nosniki i substancje dodatkowe, do stosowania
do spowalniania, przeciwdziatania i zapobiegania procesowi powstawania plam bielaczych skéry.

Korzystne jest stosowanie preparatu, ktéry zawiera naryngenine w iloéci od 0,0001% do 1% wa-
gowych, korzystnie od 0,001% do 0,01% wagowych, najkorzystniej od 0,01% do 0,1% wagowych
w przeliczeniu na cato$¢ preparatu.

Korzystne jest stosowanie preparatu w postaci kremu, balsamu, lotionu, aerozolu, zelu, fluidu,
korektora, emulsji O/W i W/O, toniku, zeli myjgcych, szampondw, pianek, a takze mleczek, galaretek,
past, masci, plastréw i systemow transdermalnych.
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Wynalazek dotyczy rowniez sposobu spowalniania, przeciwdziatania i zapobiegania procesowi
powstawania plam bielaczych skory polegajacego na tym, ze skore traktuje sie skuteczng iloscig naryn-
geniny zdefiniowanej powyzej i/lub preparatu zdefiniowanego powyze;.

Kompozycja zawierajgca naryngenine znajduje zastosowanie w pielegnacji skory z bielactwem,
w przypadku ktérej pod wptywem réznych czynnikow stresogennych zewnatrz- badz wewnatrzkomor-
kowych, dochodzi do dysfunkcji komoérek barwnikowych — melanocytéw, co w konsekwencji prowadzi
do zahamowania produkcji barwnika i powstania plam bielaczych.

Kompozycje naryngeniny mozna podawacé w potgczeniu z kosmetycznie dopuszczalnymi nosni-
kami lub rozcienczalnikami w wielu roznych postaciach dawkowanych do stosowania miejscowo. Mozna
je fgczy¢ z wieloma réznymi kosmetycznie dopuszczalnymi, chemicznie obojetnymi nosnikami, w postaé
kremu, balsamu, lotionu, zelu, emulsji O/W i W/O, zeli myjacych, itp., zgodnie ze standardowg praktykg
kosmetyczna.

Kremy i zele mozna np. formutowaé¢ z wodnym lub oleistym podiozem, z dodatkiem odpowiednich
srodkéw zageszczajgcych i/lub zelujgcych i/lub rozpuszczalnikéw. Takie podioza mogg zawieraé np.
wode i/lub olej, taki jak ciekla parafina lub dowolny olej roslinny, albo rozpuszczalnik, taki jak glikol
polietylenowy. Do srodkéw zageszczajgcych i srodkéw zelujgcych, ktére mozna stosowac w zaleznosci
od charakteru podtoza, nalezg miekka parafina, stearynian glinu, alkohol cetostearylowy, glikole polie-
tylenowe, ttuszcz z wetny, wosk pszczeli, karboksypolimetylen i pochodne celulozy i/lub monostearynian
glicerylu i/lub niejonowe $rodki emulgujgce.

Emulsje W/O i O/W zawierajg faze wodna, faze tluszczowsg i Srodek powierzchniowo czynny lub
mieszanine $rodkéw powierzchniowo czynnych (emulgatoréw), ktére umozliwiajg powstanie emulsiji.
Stosunek ilosciowy zalezy od wymaganej konsystencji, od wiasciwosci sktadnikéw fazy tluszczowej
i whasciwosci emulgatora. Mozna je formutowaé poprzez potgczenie fazy wodnej z fazg olejowg z odpo-
wiednimi emulgatorami. Faza wodna moze zawiera¢ ekstrakty roslinne wodne lub/i alkoholowe, faza
olejowa — oleje roslinne naturalne (oleinowy, linolowy, linolenowy), parafinowe (wazelinowe, biate, mi-
neralne, ptynne parafiny), masta, oleje syntetyczne.

Lotiony mozna formutowa¢ z uzyciem wodnego lub olejowego podtoza, np. etanolu lub alkoholu
oleilowego.

W razie potrzeby srodki kosmetyczne do stosowania zgodnie z wynalazkiem mozna buforowaé
przez dodanie odpowiednich srodkéw buforujgcych.

Zazwyczaj preparaty zawierajg rowniez jeden lub wieksza liczbe srodkéw emulgujgcych, stabili-
zatorow, srodkow dyspergujgcych, srodkéw zageszczajgcych, srodkéw barwigcych, substanciji zapa-
chowych, srodkéw konserwujgcych srodkéw nawilzajgcych, itp.

Nosniki odpowiednie do stosowania zgodnie z wynalazkiem obejmujg state rozciehczalniki lub
wypetniacze, osrodki wodne i rézne nietoksyczne rozpuszczalniki organiczne i nieorganiczne.

Ponizej przedstawiono przyktadowe ramowe receptury $rodkéw kosmetycznych oraz preparatow
do stosowania zgodnie z wynalazkiem.

Receptura ramowa kremu na noc do twarzy i ciala

Nazwa skladnika Maksymalnie %
emolienty (oleje roslinne, mineralne, silikonowe), woski 20
srodki emulgujace 10
srodki wigzace wilgoc 30

(np. gliceryna, glikol propylenowy, glikol butylenowy)

sktadniki zageszczajace (np. karbomer, eter celulozy, estry poliolo
kwasu thuszczowego, kopolimery kwasu akrylowego i alkilometakry- 5
lanu, galactoarabinian, polyacrylamid)

srodki konserwujace 2

naryngenina (skladnik czynny) 1
woda do 100
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Receptura ramowa kremu na dzien do twarzy i ciata

Nazwa sktadnika Maksymalnie %
emolienty (oleje rolinne, mineralne, silikonowe), woski 10
srodki emulgujace 5

$rodki wigzace wilgo¢ (np. gliceryna, glikol propylenowy) 7
sktadniki zageszczajace

(np. karbomer, eter celulozy, estry poliolo kwasu thuszczowego, kopo- 12
limery kwasu akrylowego i alkilometakrylanu )

srodki konserwujace 1,6

filtry UV (oktokrylen, 2,2'-metyleno-bis(6(2H-benzotriazol-2-ilo)-4-
(1,1,3,3-tetrametylo-butylo)fenol (nano), 2,4,6 trianilino-(p-karbo-

2'etyloheksylo-1'oksy)-1,3,5-triazyna, dwutlenek tytanu, dwutlenek 25
tytanu(nano))

naryngenina (sktadnik czynny) 1
woda do 100

Ponizej przedstawiono przyktady ilustrujgce przedmiot wynalazku. W tabelach podano sktady
preparatéw do stosowania zgodnie z wynalazkiem zawierajgcych naryngenine.
Przyktady

Przyktad 1 — Receptura szczegdtowa brgzujgcego kremu na noc do twarzy i ciata:

Nazwa Skladnika (INCI) Funkcja Tloé¢ [%o]
Dimetikon/dimetikon winylowy absorbent 0,925
krzemionka wypetniacz 0,075
cyklopentasiloksan emolient 1,63
PEG/PPG-18/18 Dimetikon $rodek emulgujacy 0,07
Poliakrylan sodu $rodek zapewniajacy konsystencje 1,82
Tridecet-6 §rodek powierzchniowo czynny 0,42
gliceryna $rodek wiazacy wilgod 23,4
Naryngenina skladnik czynny 0,098
Glikol butylenowy §rodek wiazacy wilgoé 0,18
Metylparaben, fenoksyetanol $rodek konserwujacy 0,46
woda rozpuszczalnik do 100

Przyktad 2 — Receptura szczegdtowa kremu na dzien do twarzy i ciata:

Nazwa Skiadnika (INCI) Funkcja Tlo$¢ [%]
Hydrogen dimetikonu érodek przeciwzbrylajacy 0,072
naryngenina sktadnik czynny 0,098
Lauret-7 $rodek powierzchniowo czynny 0,31
hydroksyacetofenon srodek konserwujacy 0,5
1,2-Hexanediol rozpuszczalnik 1,5
Dwutlenek tytanu (nano) filtr UV 1,512
Cetyl potasowo-fosforowy $rodek emulgujacy 2
Alkohol cetylowy $rodek zapewniajacy konsystencje 2,5
Cetiol CC emolient 4
Oktokrylen filtr UV 5
woda rozpuszczalnik do 100
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Produkty zgodne z niniejszym wynalazkiem zawierajgce naryngenine dziatajg ochronnie, spowal-
niajgc i przeciwdziatajgc pojawianiu sie plam bielaczych.

Nie wigzac sie z zadng teorig wydaje sie, ze zaburzenia w funkcjonowaniu mitochondriéw mogg
powodowacé dysfunkcje i uszkodzenia melanocytéw i w konsekwencji prowadzi¢ do zahamowania pro-
dukcji barwnika.

Wyniki badan dokumentujgcych dziatanie naryngeniny przedstawiono na zatgczonych figurach,
przy czym:

na Fig. 1. przedstawiono wptyw naryngeniny na aktywnos$¢ kanatu mitoBKca obecnego w mito-
chondriach ludzkich fibroblastéw. Rejestracje zmian przeptywu prgdu jonowego w czasie przez kanat
mitoBKca przy réznych potencjatach w uktadzie symetrycznego roztworu (150 mM KCI) w warunkach
kontrolnych (200 uM Ca?*), po obnizeniu poziomu wapnia (1 yM Ca?*) oraz po dodaniu naryngeniny
(10 uM). Sygnat filtrowano z czestotliwoscig 1 kHz;

na Fig. 2. przedstawiono wyniki analizy prgdowo-napieciowej wykonanej na podstawie rejestraciji
zmian przeptywu jonéw przez kanat mitoBKca w warunkach kontrolnych (200 uM Ca?*) (,m") oraz po
podaniu 10 uM naryngeniny (, ¥”);

na Fig. 3. przedstawiono wyniki analizy prawdopodobienstwa otwaré kanatu mitoBKca przy roz-
nych potencjatach w uktadzie symetrycznego roztworu (150 mM KCI) w warunkach kontrolnych (200
UM Ca?*) (,m”), po obnizeniu poziomu wapnia (1 uM Ca2*) (,A”) oraz po dodaniu naryngeniny (10 uM)
G.Y");

na Fig. 4. przedstawiono wptyw naryngeniny na aktywnos$¢ kanatu mitoKarp obecnego w we-
wnetrznej btonie mitochondrialnej ludzkich fibroblastow. Rejestracje zmian przeptywu pradu jonowego
w czasie przez kanat przy potencjale -60 mV w symetrycznym ukfadzie stezen (150 mM KCI) w warun-
kach kontrolnych oraz po dodaniu 30 yM naryngeniny. Sygnat filtrowano z czestotliwoscig 1 kHz;

na Fig. 5. przedstawiono prawdopodobienstwa otwaré kanatu mitoKarpa przy statym napieciu wy-
noszacym -60 mV w warunkach kontrolnych oraz po podaniu 30 yM naryngeniny;

na Fig. 6. przedstawiono wptyw naryngeniny na poziom mitochondrialnej dysmutazy ponadtlen-
kowej — SOD2 w komadrkach nie naswietlanych i po naswietlaniu UVA. Wykonano 3 niezalezne doswiad-
czenia;

na Fig. 7. przedstawiono przyktadowy obraz rozdziatu elektroforetycznego SOD2 i aktyny (we-
wnetrzna kontrola — iloéciowe natozenie préb);

na Fig. 8. podano sekwencje starteréw, a takze wykazano na wykresach, ze oba geny Perl i Bmall
w obu powtérzeniach doswiadczenia majg obnizong ekspresje po naryngeninie wzgledem kontroli.

Badania biologiczne

Przygotowanie komoérek do do$wiadczen

W niniejszym badaniu wykorzystano linie komorkows fibroblastow pierwotnych (ATCC, PCS-201-
012, USA). Model doswiadczalny wybrano na podstawie wiedzy, ze komoérki skoéry jak fibroblasty, me-
lanocyty i keratynocyty wplywajg na swoje wzajemne funkcjonowanie (Gasque P, Jaffar-Bandjee MC.
The immunology and inflammatory responses of human melanocytes in infectious diseases. J Infect.
2015 Oct; 71 (4): 413-21). Réwniez mitochondria w roznych typach komaérek skory funkcjonujg w ten
sam sposob. Wysokocukrowa pozywka hodowlana DMEM (Lonza, Szwajcaria) zawierata dodatkowo:
10% FBS (ang. fetal bovine serum, Lonza), 100 j/ml penicyliny i streptomycyny (Lonza), 1 g/l pirogro-
nianu sodu (Lonza) oraz 2 mM/ml L-glutaminy (Lonza). Komérki po 24 h inkubacji z 0,01% naryngening
(DKSH, Szwaijcaria), naswietlano w PBS promieniami UVA 8 J/cm? (komorki kontrolne bez naswietlania
byly w tym czasie inkubowane takze w PBS), usuwano PBS i inkubowano 15 minut we wlasciwym
medium. Nastepnie komérki byty poddawane testom.

Protokét izolacji mitochondriéw z fibroblastéw

Zebrane komorki odwirowano w 800 g/10 min, po czym przeprowadzono w zawiesing w 2 ml
roztworu do izolacji mitochondriéw (250 mM sacharoza, 5 mM HEPES, pH = 7,2), i homogenizowano
uzywajgc szklanego homogenizatora. Homogenat nastepnie odwirowano w 9200 g przez 10 min. Zde-
kantowano supernatant, a grudke przeprowadzono w zawiesine w 1 ml roztworu do izolacji mitochon-
driow. Zawiesine wirowano ponownie w 770 g przez 10 min. Supernatant umieszczono w nowej pro-
béwce i wirowano w 9200 g przez 10 min. Odwirowane mitochondria przeprowadzono w zawiesing
w buforze 150 mM KCI, 10 mM HEPES, p = 7,2 i wirowano w 9200 g przez 10 min. Po koncowym
wirowaniu mitochondria przeprowadzono w zawiesine w 0,3 ml 150 mM KCI, 10 mM HEPES, p = 7,2
i stosowano w dalszych doswiadczeniach.
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Eksperymenty patch-clamp i analiza danych

Mitoplasty (pecherzyki wewnetrznej btony mitochondrialnej) przygotowano z uprzednio wyizolowa-
nych mitochondriéw przez dodanie do mitochondriéw roztwory hypotonicznego (5 mM HEPES, 100 mM
CaClz, pH = 7,2) przez 45 sek. w celu rozbicia zewnetrznej btony mitochondrialnej. Nastepnie dodano
roztwor hypertoniczny (750 mM KCI, 30 mM HEPES, 100 mM CacCl, p = 7,2), w celu utrzymania $ro-
dowiska izotonicznego. Do testéw patch-clamp uzywa sie pipety ze szkta borosilikonowego potgczo-
nego z pullerem Flaming/Brown. Pipete wypetniono roztworem izotonicznym (150 mM KCI, 10 mM HE-
PES, 100 mM CacClz, p = 7,2). Roztwor ten tez uzyto jako kontrole do wszystkich prezentowanych wy-
nikdw. Modulatory kanatéw dodano jako rozcienczenia od roztworu izotonicznego. Roztwoér gradientowy
sktada sie z 450 mM KCI, 10 mM HEPES i 100 mM CacClz, pH = 7,2. Obieg byt monitorowany przy
uzyciu wzmacniacza (Axopatch 200B, Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA). Badanie aktyw-
nosci kanatdéw mitochondrialnych zgodnie z metodg Toczytowska-Maminska i in. 2014 (Toczytowska-
Maminska R, Olszewska A, Laskowski M, Bednarczyk P, Skowronek K, Szewczyk A.: Potassium chan-
nel in the mitochondria of human keratinocytes. J. Invest. Dermatol. 2014 Mar; 134 (3): 764—72).

Metodyka badawcza

Technika Western Blot

Komorki wysiano na szalki o srednicy 150 mm. W czesci szalek komorki traktowano przez 24 h
naryngening (0,01%), pozostate hodowano w warunkach kontrolnych. Po 24 h medium hodowlane za-
stgpiono roztworem PBS (37°C). Nastepnie szalki podzielono na dwie grupy, z ktérych jedng poddano
naswietlaniu promieniami UV A (8 J/cm?). W tym samym czasie komorki na szalkach z grupy kontrolne;j
inkubowano w roztworze PBS z jonami Ca?*, Mg2* w temperaturze pokojowej przez czas naswietlania.
Nastepnie we wszystkich szalkach wymieniono roztwér PBS na medium hodowlane i odstawiano do
inkubatora na 15 minut. Po tym czasie komorki poddano trypsynizacji, przeptukano zimnym roztworem
PBS, a nastepnie poddano wirowaniu (250 x g/3 min). Po usunieciu supernatantu, osad komoérek prze-
prowadzono w zawiesing w buforze lizujgcym RIPA zawierajgcym inhibitory proteaz i fosfataz (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) w temperaturze 4°C i inkubowano przez 20 min. Nastepnie komorki pod-
dano wirowaniu (8600 x g/30 min/ 4°C) i w supernatancie oznaczono stezenie biatka metodg Bradford
(Bradford MM (1976) Anal. Biochem. 72: 248-54). Do lizatéw dodano buforu obcigzajgcego (Tris-HCI
(0,5 M), SDS (2,3%), merkaptoetanol (5%) (obj.), glicerol (12,5%) (obj.); pH 6,8).

Do badania poziomu dysmutazy ponadtlenkowej SOD2 w mitochondriach wykorzystano metode
Western Blot. Odpowiednie objetosci probek zawierajgce okreslong ilos¢ biatka poddano elektroforezie
SDS-PAGE, a nastepnie przeprowadzono transfer na bfone nitrocelulozowa. Btone te inkubowano w bu-
forze blokujgcym (Li-Cor Biosciences, Lincoln, Ne, USA). Nastepnie btone nitrocelulozowg poddano
inkubacji z przeciwciatami pierwszorzedowymi w w/w roztworze z dodatkiem 0,01% Tween 20, przeptu-
kano trzykrotnie roztworem TBST i inkubowano z przeciwciatami drugorzedowymi sprzezonymi z barw-
nikiem IRDye. Po ponownym przeptukaniu btony nitrocelulozowej roztworem TBST dokonano wizuali-
zacji sygnatu za pomocg Odyssey Infrared Imaging System (Li-Cor Biosciences, Lincoln, NE, USA).

Badanie ekspresji genéw hPerl i hBmall

Zbadano rowniez ekspresje dwoch gendw, tzw. gendw zegara Perl i Bmall i genu referencyjnego
EF2 w fibroblastach S38 (linia pierwotna ze skérnej biopsji od osoby w wieku lat 38). Udokumentowano,
ze wyciszenie ekspresji obu tych genéw wptywa na rozpoczecie produkcji barwnika w mieszkach wtoso-
wych i keratynocytach (J. A. Hardman, D. J. Tobin, I. S. Haslam, Y. Al-Nuaimi, B. Grimaldi, Ralf Paus.:
A novel chronobiological control of pigmentation: Molecular clock proteins regulate melanogenesis and
melanocyte functions in human hair follicles and epidermis. ESDR, wrzesien 2014, Kopenhaga).

Fibroblasty wysiewano na 6-studzienkowe ptytki, po uzyskaniu kofluencji traktowano komorki
0,001% naryngening przez 24 godziny. Po tym czasie komérki zbierano w celu wyizolowania RNA. RNA
izolowano przy uzyciu Trizol Reagent (Ambion — cat nb: 15596—018) metodg Chomczyskiego (Masuda
N., Ohnishi T., Kawamoto S., Monden M., Okubo K., 1999. Analysis of chemical modification of RNA
from formalin-fixed samples and optimization of molecular biology applications for such samples. Nu-
cleic Acids Research, 1999. Vol. 27, No. 22, 4436-4443). Do zbadania aktywnosci genéw postuzyt mo-
del urzgdzenia do gPCR — CFX96 Touch C1000 Real Time PCR Detection System, Biorad.

Na Fig. 8. podano sekwencje starteréw. Ponadto, przedstawiono wykresy, z ktérych wynika, ze
oba geny Perl i Bmall w obu powtérzeniach doswiadczenia majg obnizong ekspresje po naryngeninie
wzgledem kontroli (K — komérki w samym medium, K-N — komorki w rozpuszczalniku stuzgcym do roz-
puszczania naryngeniny).
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Badania z udziatem ludzi

Do badania zakwalifikowano 38 os6b chorujgcych na bielactwo w wieku od 10 do 72 lat (Srednia
wieku 39 lata), 34 kobiety i 4 mezczyzn. Badanie ukonczyto 28 oséb. Prébki produktu wedtug wynalazku
do badan (krem na noc z Przyktadu 2) dostarczono w opakowaniach z tworzywa sztucznego (typu tuba
Z kaniulg) opatrzonych etykietami informacyjnymi zawierajgcymi nazwe i numer wyrobu.

Przed natozeniem testowanego produktu (badanie wstepne) wyznaczono 3 obszary badawcze,
tji. 3 plamy bielacze. Testy prowadzono z wypetnieniem nastepujgcych warunkéw:

» naswietlanie NB-UVB — wykonane u 31 pacjentow;

» badany preparat — wykorzystany w przypadku 38 pacjentéw;

* badany preparat + naswietlanie NB-UVB — wykonane u 36 pacjentéw.

W dniu badania wstepnego oraz po 84 dniach (wizyta IV konczgca 3-miesieczng sesje stosowa-
nia badanego preparatu i naswietlania) dokonano oceny klinicznej stanu skéry pacjentéw na obszarze
badanym ze szczegdlnym uwzglednieniem: tolerancji stosowania produktu i stopnia repigmentacji wg.
skali VASI (Vitiligo Area Scoring Index) zamieszczonej w karcie pacjenta, stopnia suchosci i elastycz-
nosci skéry w 10-punktowej skali analogowej oraz wykonano dokumentacje fotograficzng wyznaczo-
nych obszaréw.

Procedura naswietlania

Naswietlanie wykonywane byto lampg NB-UVB 311 nm (prototyp wykonany w firmie InPhoTech)
zgodnie ze schematem:

Dawka poczatkowa | Kontynuacja leczenia Uwagi
70% MED Zwiekszana o 100 mJ/cm” Zalecana czestos¢ naswietlan 3
(minimalna dawka | (lub 0 20-30%) co dwa tygodnie | razy na tydzien (dopuszczalne:
rumienia) 2-4 razy na tydzien)
200 mJ/cm? (przy pojawieniu si¢ niebolesnego| w przypadku naswietlaf
(111 fototyg) rumienia dawki nie nalezy koniecznos¢ 3 wizyt w
300 mJ/cm zwigkszac, bolesny rumien tygodniu, co oznacza do 36
(III-1V fototyp) powoduje koniecznos¢ naswietlan w ciggu 3
przerwania terapii do czasu miesiecy badania.
ustgpienia dolegliwosci, ponowne
leczenie nalezy rozpocza¢ od
maks. 50% ostatniej dawki)

Wyniki badan

Badanie aktywaciji kanatéw mitochondrialnych

Mitochondrialny kanat potasowy o duzym przewodnictwie regulowany przez Ca?* (kanat mitoBKca).

W badaniach wykorzystywano technike patch-clamp. Przedstawione ponizej wyniki zostaty otrzy-
mane z wykorzystaniem techniki elektrofizjologicznej, pozwalajgcej na rejestracje pradow jonowych pty-
nacych przez pojedyncze biatka kanatowe obecne w wewnetrznej btonie mitochondrialnej — metode
patch-clamp w konfiguracji oderwanej tatki. Mitoplasty (pecherzyki wewnetrznej btony mitochondrialnej)
otrzymywane byty z wyizolowanych, aktywnych biologicznie, mitochondriéw ludzkich fibroblastéw. Mi-
tochondria uzyskiwane byly na podstawie opracowanego protokotu wykorzystujgcego wirowania rézni-
cowe. Na schemacie 1 ponizej przedstawiono uproszczong procedure postepowania.

preparatyka szok pgtch-clamp
mitochondriéw osmotyczny  mitoplastow

komorki )
ludzkich - @%% LB - O

fibroblastow mitoplast

Schemat 1. Uproszczony schemat metodyki stosowanej w badaniach kanatéw jonowych obec-
nych w wewnetrznej btonie mitochondrialnej fibroblastow.
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W wyniku przeprowadzonych badan okreslajgcych wptyw naryngeniny (NAR) na aktywnos$é mito-
chondrialnego kanatu potasowego o duzym przewodnictwie regulowanego przez wapn (kanat mitoBKca)
stwierdzono, ze naryngenina jest aktywatorem kanatu mitoBKca w warunkach niskiego stezenia jonéw
wapnia (Fig. 1).

Aktywnos$c¢ kanatu mitoBKca po stronie napie¢ dodatnich wzrasta po podaniu 10 uM naryngeniny.
Prawdopodobienstwo otwar¢ kanatu mitoBKca w warunkach niskiego stezenia jonéw wapnia (1 uM Ca?*)
wzrasta z poziomu okoto 10% do okoto 75% (fig. 3).

Dodatkowo, przewodnictwo kanatu zmienia sie z wartosci 280 pS do 255 pS (fig. 2).

Mitochondrialny kanat potasowy o duzym przewodnictwie regulowany przez ATP (kanat mitoB-
Katp). W wyniku przeprowadzonych badan okreslajgcych wptyw naryngeniny na aktywnos¢ mitochon-
drialnego kanatu potasowego regulowanego przez ATP (kanat mitoKatr) stwierdzono, ze naryngenina
jest aktywatorem kanatu mitoKatp (fig. 4).

Aktywnos$c¢ kanatu mitoKartp wzrasta po podaniu 30 uM naryngeniny. Prawdopodobienstwo otwaré
kanatu wzrasta z poziomu okoto 25% do okoto 75% (fig. 5).

Pomiary bioenergetycznych parametréw komorki

Poziom SOD2

Zarowno w warunkach kontrolnych, jak i po naswietlaniu promieniowaniem UVA poziom SOD2
w komorkach traktowanych naryngening wzrasta odpowiednio o 99% (+ 36%, P < 0,001) i 127% (x
47%, P < 0,01) odpowiednio w odniesieniu do komoérek kontrolnych (fig. 6 i fig. 7).

Badania z udziatem ludzi

Ocena kliniczna stanu skéry pacjenta

Klinicznej oceny stanu skory pacjenta dokonano w dniu rozpoczecia badania (DO) dla 38 pacjen-
tow i w dniu 84 badania (D84) dla 28 pacjentow. Ponizej przedstawiono wyniki badania:

Kliniczna ocena stanu skory pacjenta DO D84 Roéznica
(tylko w obrebie stosowania produktu, bez na§wietlania) | (n=38) {(n=28)| (% zmiany)
-1,56
Sucho$¢ skory 7,13 | 5,57 (redukcja
suchosci o0 22%0)
0,9
(wzrost

elastycznosei
o 14%)

Elastycznosé skory 6,29 | 7,18

Stopien repigmentacji

Oznaczenia dotyczgce stopnia repigmentacji skéry pacjenta od 0 do 100 (%) wedtug skali VASI
(Vitiligo Area Scoring Index):

» Catkowita repigmentacja (100%),

« Bardzo duzy stopien repigmentacji (76%—99%),

* Duzy stopien repigmentaciji (51%—75%),

« Sredni stopien repigmentacji (26%—-50%),

* Minimalny stopien repigmentacji (1%—25%),

* Brak repigmentac;ji (0%),

* (-) brak oceny w danym obszarze,

* sumien” — stadium poprzedzajgce repigmentacje.
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Oznaczenie NB-UVB Krem na noc l Krem na noc + NB-UVB
pacjenta Dzien 84
V-21 0% 0% rumien
V-22 0% 0% rumien
v-27 0% rumien rumien
V-30 - 0% 10%
V-31 0% 0% rumien
V-32 0% 0% rumien
V-36 0% 0% rumien
V-02 0% 0% 30%
V-04 0% 0% 10%
V-05 10% 0% 30%
V-07 15% 0% 60%
V-10 0% 0% 50%
V-12 10% 20% 40%
V-13 10% 5% 10%
V-18 10% 0% 30%
5 pacjentéw na 18 3 pacjentéw na 28 15 pacjentdw na 28
pacjentéw stosujacych | pacjentéw stosujacych pacjentéw stosujacych
, naswietlanie krem krem w potaczniu z
Podsumowanie naswietlaniem
(28% badanych) (11% badanych) (53% badanych)
Srednia repig. 11% Srednia repig. 12,5% Srednia repig. 30%

Podsumowanie i wnioski

W badaniach biologicznych wykazano, ze naryngenina wptywa na poprawe kondycji skéry oséb
cierpigcych na bielactwo.

Nie wigzac sie z zadng teorig, w przyczynach degradacji melanocytéw i rozwoju bielactwa naby-
tego upatruje sie zaburzenia w funkcjonowaniu mitochondriéw. U pacjentéw z bielactwem zaobserwo-
wano zaburzong rownowage w ilosci antyoksydantéw (np. katalazy czy dysmutazy ponadtlenkowej)
zwigzang z nadmierng produkcjg reaktywnych form tlenu, zaburzenia w potencjale transbtonowym oraz
wzrost ilodci komérek apoptycznych. Dysfunkcje wskazujg na zaburzenia w funkcjonowaniu energe-
tycznego metabolizmu mitochondrialnego, co wywotuje pre-apoptotyczny profil komorek.

Protekcyjne dziatanie naryngeniny wydaje sie polega¢ na obnizeniu poziomu RTF, prawdopo-
dobnie przez wzrost poziomu mitochondrialnego enzymu antyoksydacyjnego — dysmutazy ponadtlen-
kowej — MNnSOD (SODZ2). Enzym ten jest jednym z enzymow tzw. ,pierwszej linii obrony” i przeksztatca
anionorodnik ponadtlenkowy do nadtlenku wodoru.

Naryngenina aktywuje takze kanaty potasowe w mitochondriach mitoBKca oraz mitoKarp. Kanaty
te utrzymujg homeostaze jonowg w mitochondriach, odpowiedzialne sg za zmiany objetosci mitochon-
dridw, a takze biorg udziat w regulacji potencjatu btonowego oraz gradientu pH miedzy macierzg mito-
chondrialng a cytoplazmag komorki.

Naryngenina hamuje réwniez ekspresje genéw zegara Bmall i Perl, ktérych aktywacja zwigzana
jest z obnizeniem produkcji melaniny.

W badaniach z udziatem ludzi, stosujgcych krem wedtug receptury kremu na noc, réwniez wyka-
zano repigmentacje u 50% badanych w ciagu 84 dni, w miejscu stosowania kremu w potaczeniu z na-
Swietlaniem NB-UVB. Wykazano, ze naryngenina znaczgco poprawia wyglad i kondycje skéry oséb
cierpigcych na bielactwo.

Zastrzezenia patentowe

1. Zastosowanie naryngeniny w skutecznej ilosci do spowalniania, przeciwdziatania i zapobiega-
nia procesowi powstawania plam bielaczych skory.
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. Zastosowanie wedtug zastrz. 1, w ktérym stosuje sie naryngenine w ilosci od 0,0001% do 1%,
korzystnie od 0,001% do 0,01%, najkorzystniej od 0,01% do 0,1%.

. Preparat zawierajgcy jako substancje czynng naryngenine w skutecznej ilosci oraz kosme-
tycznie dopuszczalne zarobki, nosniki i substancje dodatkowe, do stosowania do spowalnia-
nia, przeciwdziatania i zapobiegania procesowi powstawania plam bielaczych skéry.

. Preparat wedlug zastrz. 3, przy czym preparat zawiera naryngenine w ilosci od 0,0001% do
1% wagowych, korzystnie od 0,001% do 0,01% wagowych, najkorzystniej od 0,01% do 0,1%
wagowych w przeliczeniu na catos¢ preparatu.

. Preparat wedtug zastrz. 3, przy czym stosuje sie ten preparat w postaci kremu, balsamu, lo-
tionu, aerozolu, zelu, fluidu, korektora, emulsji O/W i W/O, toniku, zeli myjgcych, szampondw,
pianek, a takze mleczek, galaretek, past, masci, plastrow i systemow transdermainych.

. Sposoéb spowalniania, przeciwdziatania i zapobiegania procesowi powstawania plam biela-
czych skéry, znamienny tym, ze skore traktuje sie skuteczng iloscig naryngeniny zdefiniowa-
nej w zastrz. 1 i/lub preparatu zdefiniowanego w zastrz. 3.
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Rysunki
Kontrola
200 uM Ca” 1 uM Ca” 10 uM NAR
e TR ST -
! | .‘ | f 1 1 %\, I +40 mV
i ’ II A M, jil ‘ Wil

LR__P w20 mv

0mV

"~ ML 2o
MURITTTTRI, -

05s
- stan zamknigty kanatu l 10 pA

Fig. 1. Wplyw naryngeniny na aktywnos¢ kanatu mitoBKc, obecnego w mitochondriach
ludzkich fibroblastow. Rejestracje zmian przeptywu pradu jonowego w czasie przez kanat
mitoBK¢, przy réznych potencjatach w ukladzie symetrycznego roztworu (150 mM KCI)
w warunkach kontrolnych (200 pM Ca2+), po obnizeniu poziomu wapnia (1 uM Ca®") oraz
po dodaniu naryngeniny (10 pM).

,— oznacza stan zamkniety kanalu.

Sygnat filtrowano z czgstotliwoscia 1 kHz.

20 40 60 B8O

Napiecie [mV]

- 280 +/-2pS

154 X
- 255 +/-3pS

204

Fig 2. Analiza pradowo-napieciowa wykonana na podstawie rejestracji zmian przeptywu
jonéw przez kanal mitoBKc, w warunkach kontrolnych (200 uM Ca’*") (,,m”) oraz po po-
daniu 10 pM naryngeniny (,, ¥7)
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. kontrola
® 200 uM Ca*

v 10 uM NAR

075 +
a5 4

0,26 4

Prawdopodobienstwo otwar¢ kanatu

S S S T
80 40 40 20 0 20 40 80 80

Napigcie [mV]

0

Fig. 3. Analiza prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu mitoBKca przy réznych potencjatach
w ukladzie symetrycznego roztworu (150 mM KCl) w warunkach kontrolnych (200 uM
Ca*") (,,w”), po obnizeniu poziomu wapnia (1 pM Ca®") (,, A”) oraz po dodaniu naryngeni-
ny (10 uM) (, ¥'7).

kontrola 30 UM NAR

prTTITTn” A
0,
— stan zamkniety kanatu 5
110 pA

Fig 4. Wplyw naryngeniny na aktywno$¢ kanatu mitoKre obecnego w wewnetrznej bio-
nie mitochondrialnej ludzkich fibroblastéw. Rejestracje zmian przeptywu pradu jonowego
w czasie przez kanat przy potencjale -60 mV w symetrycznym ukladzie stezen (150 mM
KCl) w warunkach kontrolnych oraz po dodaniu 30 uM naryngeniny. ,— oznacza stan
zamkniety kanatu. Sygnat filtrowano z czg¢stotliwoécia 1 kHz.

-
J

o
2]
1

:

Prawdopodobienstwo otwar¢ kanatu

kontrola 30 M NAR

Fig. 5. Prawdopodobienistwa otwar¢ kanatu mitoKatpa przy stalym napigciu wynoszacym
-60 mV w warunkach kontrolnych oraz po podaniu 30 uM naryngeniny.

o
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SOD2 w komorkach:

sS0oD2 SOD2

% kontroli

1

nie naswietlanych po naswietlaniu UVA

Fig. 6. Wplyw naryngeniny na poziom mitochondrialnej dysmutazy ponadtlenkowej —
SOD2 w komorkach nie naswietlanych i po naswietlaniu UVA. Wykonano 3 niezalezne
doswiadczenia.

Warunki kontrolne Naswietlanie 8J/cm’

Fig. 7. Przykladowy obraz rozdziatu elektroforetycznego SOD2 i aktyny (wewngtrzna
kontrola - ilosciowe natozenie prob).
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Fig. 8

Sekwencije starterow:

Perl:
F: 5-AGGAAGGAGACAGCCACTGA-¥
R: 5-TATACCCTGGAGGAGCTGGA-3’

Bmall
F: 5-CCAGAGGCCCCTAACTCCTC-3
R: 5-TGGTCTGCCATTGGATGATCT-3

EF2:
F: 5-GACATCACCAAGGGTGTGCAG-3
R: 5-TTCAGCACACTGGCATAGAGGC-3
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kontrolo czynniki

Oba geny Perl i Bmall w obu powtdrzeniach do§wiadczenia majg obnizona ekspresje po

naryngeninie wzgledem kontroli.

K — komoérki w samym medium,

K-N — komorki w rozpuszczalniku stuzacym do rozpuszczania naryngeniny
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