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Koniugat kwasu jasmonowego 1 tetrapeptydu

Przedmiotem wynalazku jest koniugat kwasu jasmonowego i tetrapeptydu.

Kwas jasmonowy nalezy do jasmonidoéw - klasy hormonow roslinnych. Jest pochodna kwasu
linolenowego. Glowna funkcja kwasu jasmonowego 1 jego metabolitow jest regulacja odpowiedzi
roslin na stresy abiotyczne 1 biotyczne, jak rowniez wzrostu i rozwoju roslinnego. Kwas
Jjasmonowy 1 jego pochodne sa stosowane w kosmetykach.

Michelet J. F 1 wspdlpracownicy (1) przeprowadzili badania nad zastosowaniem pochodnych
kwasu jasmonowego w kosmetykach do pielggnacji skory. Pochodna kwasu jasmonowego, sol
sodowa kwasu tetrahydrojasmonowego (nazwa handlowa LR2412) zostala opracowana w celu
zmniejszenia widocznych oznak starzenia si¢ skory. Badania in vivo potwierdzajace skutecznose
dzialania LR2412 przeprowadzono na zrekonstruowanym modelu skéry- Episkin™.
Zaobserwowano wzrost procentu keratynocytow posiadajacych antygen Ki67 (bialko jadrowe
bedace markerem komdrkowej proliferacji) w warstwie podstawnej naskérka. Stwierdzono rowniez
wzrost grubosci naskoérka. Ponadto, wyniki badan RTQPCR dowiodly wzrostu ekspresji syntezy
hialuronianu 2 (HAS2) oraz syntezy hialuronianu 3 (HAS3). Ponadto stwierdzono ilos¢ zawartosci
kwasu hialuronowego w podstawnej 1 ponadpodstawnej warstwie naskorka.

Tran, C., wraz z wspdlpracownikami (2) badali in vitro skutecznos¢ dzialania
przeciwstarzeniowego LR2412.  Oceng zdolnosci penetracyjnych LR2412 oceniono z
wykorzystaniem wycinka ludzkiej skory z powlok brzusznych oraz komory dyfuzyjnej Franza oraz
wycinka ludzkiej skory. Zaaplikowano 2 mg LR2412 na 1 cm’ skéry (4% roztwor, niestety brak
informagji, jaki to rozpuszczalnik). Badania te wykazaly, ze LR2412 penetruje naskorek oraz gorne

warstwy skory wlasciwej, ktore sa celem dzialania aktywnych substancji przeciwstarzeniowych. Po
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24 godzinach umyto wycinki skoéry i zbadano zawartos¢ procentowa substancji LR2412 w
poszczegdlnych warstwach skory. Stwierdzono zawartos¢ 0,93% zaaplikowanej ilosci w warstwie
rogowej, 0,74% glebszych warstwach naskorka oraz 0,27% w gdrnych warstwach skory wlasciwej.
W wyniku badan stwierdzono, ze z formulacji uwolnilo si¢ ok 5,53% LR2412. Oceniono, ze
wlasciwosci zluszczajace czasteczki LR2412 oraz jej zdolno$¢ do interakcji z warstwa rogowa,
naskorka zbadano metoda mikroskopii elektronowej 1 dyfrakcji rentgenowskiej (eksperymenty
przeprowadzono na modelu skéry ludzkiej). Na podstawie wynikow badan stwierdzono, ze
LR2412 przyspiesza zluszczanie goémych warstw strafum corneum oraz poprawia wlasciwosci
mechaniczne naskorka. Ponadto, badania in vivo wykorzystujace testy platkowe na skorze
pacjentow z objawami fotostarzenia dowiodly, ze LR2412 ma wplyw na odkladanie si¢ w warstwie
brodawkowatej skory wlasciwej wldkien mikrofibrylowych bogatych w fibryling.

Pochodna kwasu jasmonowego w postaci soli sodowej kwasu tetrahydrojasmonowego
(LR2412) wykazuje niewielki procent uwolnienia z aplikowanej formulacji co sugeruje staba
efektywnos¢ dzialania formulacji zawierajacych te pochodna, ze wzglgdu na niewielki procent
uwalniania z formulacji ja zawierajacych.

Celem wynalazku bylo opracowanie/ zwiazku bedacego pochodng kwasu jasmonowego,
ktora charakteryzuje si¢ lepszym uwalnianiem z formulacji kosmetyczne;j.

Przedmiotem wynalazku jest koniugat kwasu jasmonowego i tetrapeptydu o wzorze 1

(1
Koniugat o wzorze 1 otrzymuje si¢ m. in. w wyniku nastgpujacej reakcji:
Peptydy zostaly zsyntezowane manualnie metoda Fmoc/tBu na fazie stalej. Fazg stala
stanowila zywica Wanga [(4-hydroksymetylo)-fenoksymetylo-kopoli(styren-1% diwinylobenzen)]
o stopniu osadzenia 0,6 mmol/g. Syntezg wykonywano w skali 0.3 mmol, a do jej przeprowadzenia

stosowano pieciokrotny nadmiar Fmoc-pochodnych aminokwasow. DIC i HOBt uzyte zostaly jako
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odczynniki podczas sprzegania, ktore kazdorazowo prowadzone bylo przez 60 minut w
temperaturze pokojowej z wytrzasaniem naczynia reakcyjnego. Stosunek molowy poszczegdlnych
substratow — Fmoc-AA-OH:DIC:HOBt odpowiada stosunkowi 1:1:1. Uzyto nast¢pujacych
pochodnych aminokwaséw:  Fmoc-L-Phe-OH, Fmoc¢-L-Pro-OH, Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH.
Przylaczanie kwasu jasmonowego do N-konca tetrapeptydu odbywalo si¢ na zywicy analogicznie
jak w przypadku pochodnych aminokwasow.

Surowy peptyd byl odszczepiany od zywicy za pomoca mieszaniny TFA:H,O:TIS w
proporcji objgtosciowe) 92,5:2,5:5 przez okres 1,5 godziny w temperaturze pokojowej, zas calosc
mieszana byla za pomoca mieszadla magnetycznego przy 500 rpm. Na 100mg zywicy przypadal 1
ml mieszaniny. Nastepnie otrzymany roztwdr poddano filtracji w celu oddzielenia ziaren zywicy.
Za pomocg schlodzonego eteru dietylowego z przesaczu wytracono surowy peptyd, ktory przed
oczyszczaniem zliofilizowano.

Szczegdlowy opis syntezy podano w ponizszym przykladzie wykonania.

W syntezie stosowano kwas jasmonowy (JA) pochodzil z firmy TCI (TOKYO CHEMICAL
INDUSTRY CO., LTD.; mieszanina izomerow, czystos¢ >85,0%, CAS 221682-41-3), zas
pozostale odczynniki z firmy Sigma-Aldrich, Polska.

Synteza JA-YPFF w skali 0,3 mmol na zywicy Wanga (1% DVB, 200-400 mesh). Przed
przystapieniem do syntezy zywic¢ (1 g) umieszczono w mieszaninic DCM/DMF (v/v, 9:1; 15 ml
mieszaniny na 1 g zywicy) na okres jednej godziny w temperaturze pokojowej w zamknigte]
szklangj fiolce z weiskang zatyczka w celu napgceznienia jej ziaren. Przylaczenie pierwszego
aminokwasu - Fmoc-L-Phe-OH do polimeru zywicy odbywalo si¢ z uzyciem 2,5 nadmiaru
pochodnej aminokwasu wzglgdem zakladanego stopnia osadzenia Zywicy (0,6 mmol/g). W
zwiazku z tym na 1 gram zywicy wykorzystano 1,5 mmol pochodnej aminokwasu. Ilos¢
wykorzystanej pochodnej Fmoc-L-Phe-OH (MW = 387.4 g/mol) wynosila 585,1 mg. Zastosowana
procedura przylaczania pierwszego aminokwasu do zywicy Wanga wymagala takze uzycia 1,5
mmol HOBt (HOBt monohydrat; MW = 153,1 g/mol), czyli 229,7 mg. Zywice przeniesiono do
naczynia reakcyjnego o pojemnosci 14 ml. Nast¢gpnie usunig¢to rozpuszczalniki poprzez saczenie

pod zmnigjszonym ci$nieniem. Do zywicy dodano Fmoc-L-Phe-OH 1 HOBt uprzednio catkowicie
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rozpuszczone w 10 mL mieszaniny DCM/DMF (v/v, 9:1). W osobnym naczyniu rozpuszczono
0,06 mmol DMAP (MW = 122.2 g/mol), czyli 7,3 mg w 0,2 ml DMF. W pierwszej kolejnosci do
zywicy dodano mieszaning pochodnej aminokwasu 1 HOBt, a nastgpnie 1,5 mmol DIC, a wigc
2323 ul (MW = 126,2 g/mol, p™° = 0.815 g/ml). Kolejnym etapem bylo dodanie roztworu
DMAP. Reakcj¢ prowadzono przez trzy godziny w temperaturze pokojowej z jednoczesnym
wytrzasaniem naczynia reakcyjnego na wytrzasarce laboratoryjnej. Po tym czasie do mieszaniny
dodano 1,2 mmol bezwodnika octowego oraz 1,2 mmol DIPEA - odpowiednio 113.4 pl oraz 204.0
il (Ac;0, MW = 102.1 g/mol, p*>“=1,08 g/ml; DIPEA, MW = 129.2 g/mol, p**“ = 0,76 g/ml); w
celu zabezpieczenia nieprzereagowanych grup hydroksylowych obecnych na zywicy. Reakcje
prowadzono przez 30 minut w temperaturze pokojowe] wytrzasajac naczynie reakcyjne. Nastepnie
zywice przeplukano seria rozpuszczalnikow (kazde plukanie trwalo 1 minute, a obj¢tosc
rozpuszczalnika wynosita 10 ml), kolejno: dwukrotne plukanie DMF, dwukrotne przemywanie
mieszaning DMF/DCM (v/v, 1:1), dwukrotne przemywaniec DCM, trzykrotne przemywanie eterem
dietylowym. Rozpuszczalniki saczone byly pod zmniejszonym cisnieniem. Po wykonaniu serii
plukan zywica poddana byla suszeniu w cksykatorze proézniowym przez dobg. Po tym czasie
Zywicg zwazono 1 na podstawie przyrostu masy okreslono stopien osadzenia zywicy. Dodatkowo
dokonano okreslenia stopnia osadzenia za pomoca metody spektrofotometrycznej, ktora opiera sig
na pomiarze absorbancji roztworu zawierajacego uwolniony chromofor w postaci adduktu
piperydyna-dibenzofulwen, przy dlugosci fali réwnej 290 nm. Dokonuje si¢ tego poprzez
traktowanie zywicy 20% roztworem piperydyny w DMF (w tym przypadku 2 mg na 3 ml roztworu
w trzech powtorzeniach) przez 10 minut z wytrzasaniem. Jako odniesienie stuzy absorbancja
zmierzona dla 20% roztworu wyjsciowego piperydyny w DMF. Wzér pozwalajacy okresli¢
osadzenie - Osadzeniec [mmol/g]= Absorbancjazonm/(masa zywicy [mg] x 1,75). Wykorzystujac
metode wagowa okreslono stopien obsadzenia na 0,75 mmol/g, za$ wartos¢ wyznaczona za
pomoca metody spektrofotometrycznej to 0,65 mmol/g. Wartosci te usredniono traktujac metody
jako réwnowazne, w zwigzku z czym uzyskano wartos¢ osadzenia 0,70 mmol/g. Jako, ze dalsza
synteza odbywala si¢ w skali ok. 0,3 mmol, do kolejnych etapow wykorzystano 430 mg Zywicy.

Wysuszong zywicg nalezalo ponownie poddaé procesowi pgcznienia poprzez umieszczenie jej w
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mieszaninie DCM/DMF (v/v, 9:1) na jedna godzing w naczyniu reakcyjnym. Po tym czasie
dokonano deprotekcji grupy a-aminowe]j, odszczepiajac ugrupowanie Fmoc (9-
fluorenylometoksykarbonylowe) za pomocg 20% roztworu piperydyny w DMF (8 ml), w czasie 10
minut przy jednoczesnym wytrzasaniu. Po etapie deprotekcji zywice przemywanie tak jak opisano
uprzednio z pominigciem przemywania eterem dietylowym (sumarycznie szes¢ przemywan,
ostatnie za pomoca DCM). Pobrano kilka ziaren zywicy za pomoca szklanej kapilary 1
umieszczono w roztworze do testu chloranilowego na 10 minut po czym dokonywano obserwacji
zabarwienia ziaren (150 ul; 1% acetaldehyd, 1% p-chloranil, w DMF). Identyczny co do procedury
test oraz przemywania mialy migjsce po kazdym etapie deprotekcji 1 sprzggania, w tym z kwasem
jasmonowym. Pozytywny wynik testu chloranilowego (ziarna przybieraja barwg od zielonej do
granatowej; obecne sa wolne grupy aminowe) po etapie deprotekeji byl rezultatem pozadanym i
pozwalal na przejscie do etapu sprzegania, zas w przypadku wyniku negatywnego (ziarna
transparentne) etap deprotekeji nalezaloby powtdrzy¢ (nie zaobserwowano). Reakceja sprzegania z
kolejnymi aminokwasami oraz z kwasem jasmonowym przebiegala z pigciokrotnym nadmiarem
kazdego z nich w stosunku do skali syntezy (skala 0,3 mmol, pigciokrotny nadmiar - 1,5 mmol). W
zwiazku ze stechiometria reakcji do kazdej z reakcji kondensacji wykorzystano 1,5 mmol HOBt
(229,7 mg) oraz 1,5 mmol DIC (232,3 ul). Do Fmoc- pochodnej aminokwasu (takze kwasu
jasmonowego) oraz HOBt wprowadzano 8 ml mieszaniny DMF/DCM (v/v, 1:1), a nastepnie
dodano DIC. Po calkowitym rozpuszczeniu skladnikdéw mieszaning przenoszono do naczynia
reakcyjnego zawierajacego zywicg. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez godzing
umieszczajac naczynie na wytrzasarce laboratoryjnej. Po reakcji sprzggania oczekiwano
negatywnego wyniku testu chloranilowego, zas w przypadku uzyskania potwierdzenia obecnosci
wolnych grup aminowych etap sprzggania powtarzano w tych samych warunkach. Dokladne ilosci
wykorzystanych pochodnych aminokwasow i kwasu jasmonowego w kolejnych etapach: 5851 mg
Fmoc-L-Phe-OH (MW = 387 4 g/mol), 506,1 mg Fmoc-L-Pro-OH (MW=337.37 g/mol), 689,3 mg
Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH, 371,1 mg kwasu jasmonowego (MW = 210,3 g/mol, uwzglgdniono czystosc¢

>85,0%).
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Po zakonczone] syntezie i1 serii plukan zywice wysuszono w eksykatorze prozniowym, a
nastepnie koniugat odszczepiano od zZywicy poprzez zastosowanie mieszaniny TFA:H,O:TIS w
proporcji objetosciowej 92,5:2,5:5 (1 ml na 100g) przez okres 1,5 godziny w temperaturze
pokojowej, w efekcie otrzymujac surowy peptyd, tak jak opisano to w punkcie 1.2. Teoretyczna
masa produktu przy 100% wydajnosci powinna wynosi¢ 226,5 mg (0,7 mmol/g x 430 mg x 752 4
g/mol). Otrzymano 211,5 mg surowego koniugatu. Po jego oczyszczeniu uzyskano 168.6 mg
(wydajnos¢ 74,4%) produktu o czystosci >97%.

Zsyntezowany koniugat kwasu jasmonowego i peptydu oczyszczono za pomoca
wysokosprawnego chromatografu cieczowego w ukladzie faz odwrdéconych (RP-HPLC), przy
wykorzystaniu kolumny Phenomenex Luna, 5 um, C18(2), 100 A, 10x250mm. Jako eluenty
zastosowano wodg 1 acetonitryl zawierajace 0,1% TFA. Oczyszczanie prowadzono w gradiencie
rozpuszczalnikoéw przy wzrastajacym udziale acetonitrylu (10-60%), w czasie 40 min, oraz przy
objgtosciowym natgzeniu przeplywu 5 ml/min. Analizy czystosci produktu dokonano w
analogicznym ukladzie RP-HPLC, przy wykorzystaniu kolumny Phenomenex Luna, 5 um, C18(2),

100 A, 4,6x150mm. Czystos¢ produktu koncowego koniugatu okreslono na >97%.

Koniugat JA-YPFF-NH, wedlug wynalazku, charakteryzuje si¢ nastepujacymi
wlasciwosciami:

Masa zwigzku: 764 Da.

Posta¢: bialy proszek

Rozpuszczalnosé: zwigzek dobrze rozpuszezalny w metanolu, etanolu; stabo rozpuszczalny
w wodzie

Stabilno$¢ zwiazku: zwiazek stabilny, na podstawie analizy widma ESI-MS zwiazku
stwierdzono, ze struktura koniugatu nie ulegla zmianie przez okres roku przechowywania zardéwno
w temperaturze 4 jak i 25°C. Stabilnos¢ zwiazku w warunkach badania kinetyki uwalniania
rowniez zostala potwierdzona w oparciu o analiz¢ widma spektrometrii mas ( figura 6), gdzie

zidentyfikowano pik o masie molekulamnej 765,6 [JA-YPFF-NH,+H]".



Na rysunku na figurze 1 przedstawiono widmo mas zwiazku JA-YPFF-NH2 wykonane
technikg ESI-MS, ktore potwierdza masg czasteczkowa koniugatu.
160 Na figurze 2 przedstawiono widmo IR koniugatu JA-YPFFNH,. W tabeli 1 podano analize¢
widma IR. Analiza widma IR potwierdza strukture koniugatu.

Tabela 1. Analiza wigzan chemicznych wystgpujacych w koniugacie.

Liczba falowa [cm™] Rodzaj wigzania
1738 C=0 (amidowe)
2964 C-H (alkany)

1653 C-N (aminowe)
3028 =C-H (alkeny)
1518 C=C (aromatyczne)
3302 O-H (alkoholowe)
3070 N-H (aminowe)
708 C-H (aromatyczne)

W celu wykazania wlasciwosci koniugatu przygotowano i przebadano serie emulsji oraz zeli
165  zawierajacych koniugat w celu okreslenia, ktdra z formulacji gwarantuje wigksza biodostgpnosé
substancji czynnej, tj. z ktorej formulacji uwalnia si¢ najwigcej substancji aktywne;.
Przygotowanie formulacji kosmetycznych zawierajacych koniugat JA-YPFF.
Przygotowano cztery rézne formulacje kosmetyczne:

e Emulsja 1 (typu o/w, przygotowana na cieplo),

170 e Emulsja 2 (typu w/o, przygotowana na cieplo),
e Emulsja 3 (typu o/w, przygotowana na zimno)
o Zel

Kazda z przygotowanych formulacji zawierala 0,5 % wagowych substancji aktywnej. W
175  Tabeli 2 przedstawiono uogolniony sklad formulacji zawierajacych substancje aktywna.
Do badan eksperymentalnych przygotowano formulacje kosmetyczne (Tabela 3); kazda z

przygotowanych formulacji zawierala 0,5% substancji aktywne;j.
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Tabela 2

Skladnik Zawarto$¢ [%, £0.01]
olej stonecznikowy 12,50
monostearynian glicerolu 4,00
Emulsja typu o/w alkohol ce’Fylowy 6,00
woda demineralizowana 76,050
kwas cytrynowy 0,50
koniugat JA-YPFF-NH, 0,50
karbomer kwasu akrylowego 0,50
10 % roztwér wodorotlenku sodu 1,00
2-propanol 25,00
Zel woda demineralizowana 73,00
koniugat JA-YPFF-NH, 0,50

Preparatyka Emulsji 1 (typu o/w, przygotowana w temperaturze 70°C)

Skladniki tworzace faz¢ tluszczowa emulsji (olej stonecznikowy, monostearynian glicerolu oraz
alkohol cetylowy) odwazono w temperaturze pokojowej, a nastgpnie wprowadzono do
umieszczone] na mieszadle magnetycznym zlewki, ktorej zawartos¢ ogrzano do temperatury 70 °C.
W tym samym czasie do kolejnej zlewki wprowadzono wod¢ demineralizowang i kwas cytrynowy
( w temperaturze pokojowej), skladniki mieszano az do calkowitego rozpuszczenia kwasu a
nastepnie ogrzewano do uzyskania temperatury 75 °C. Po calkowitym roztopieniu sktadnikow fazy
thuszczowej, dodano do nich wode¢ demineralizowana 1 rozpuszczony w niej kwas cytrynowy, caly
czas mieszajac uklad na mieszadle magnetycznym az do calkowitego polaczenia sig fazy
tluszczowej 1 wodnej (predkos¢ mieszania 1200 obrotéw/minuta- maksymalna predkos¢ mieszadla;
predkosé ta jest kluczowa w tworzeniu emulsji ze wzgledu na lepsza dyspersj¢ skladnikow fazy
tluszczowe] w fazie wodnej). Po schltodzeniu otrzymanej emulsji do temperatury 30 °C dodano do
niej substancj¢ aktywna w procencie wagowym 0,50 1 wstepnie wymieszano. Gotowa emulsjg
zawierajaca substancj¢ aktywna homogenizowano 5 minut w celu zwigkszenia jednorodnosci
uzyskanej formulacji (homogenizator YellowLine by IKA).

Preparatyka Emulsji 2 (typu w/o, przygotowana w temperaturze 70°C)

Skladniki tluszczowe (alkohol cetearylowy, parafina ciekla, palmitynian izopropylu,

wazelina biala) odwazono w temperaturze pokojowej, a nastgpnic wprowadzono do zlewki



200

205

210

215

220

225

umieszczonej na mieszadle magnetycznym. Zawartos¢ zlewki ogrzano do temperatury 70 °C.
Jednoczesnie w drugiej zlewce rozpuszczono odmierzong ilos¢ kwasu cytrynowego w wodzie
demineralizowanej w temperaturze pokojowej (faza wodna), ktdra nastgpnie ogrzano do uzyskania
tej samej temperatury, co dla skladnikéw fazy tluszczowej. Po catkowitym roztopieniu skladnikow
fazy tluszczowej, dodano do nich ogrzana fazg wodna, uklad caly czas mieszano intensywnie na
mieszadle magnetycznym (pr¢dkos¢ mieszania 1200 obrotéw/minuta- maksymalna predkosé
mieszadla; predkos¢ ta jest kluczowa w tworzeniu emulsji ze wzglgdu na lepsza dyspersjg
skladnikow fazy wodnej w fazie tluszczowej). Po otrzymaniu emulsji o jednolitej konsystencji i
schlodzeniu jej do 30 °C, dodano do niej substancje aktywna w procencie wagowym 0,50 i
wstegpnie wymieszano. Gotowa emulsje zawierajaca substancjg aktywna homogenizowano przez 5
minut w celu zwigkszenia jednorodnosci uzyskanej formulacji (homogenizator YellowLine by
IKA).
Preparatyka Emulsji 3 (typu o/w, przygotowana w temperaturze 25°C)

Do zlewki umieszczonej na mieszadle magnetycznym wprowadzono skladniki Creagel EZ7
(polakrylamid, uwodorniony polidecen, eter laurylowy polioksyetylenu- Laureth-7) oraz Alphaflow
20 (uwodorniony polidecen), stopniowo dodawano do nich wodg, caly czas intensywnie mieszajac
(predkosc mieszania 1200 obrotow/minuta- maksymalna predko$¢ mieszadla; predkosc ta jest
kluczowa w tworzeniu emulsji ze wzgledu na lepsza dyspersj¢ sktadnikow Creagel EZ7 oraz
Alphaflow 20 w fazie wodnej). Po calkowitym wymieszaniu sktadnikow dodano substancjg
aktywna w ilosciach wagowych 0,50 i wstgpnie wymieszano, a nastgpnic homogenizowano
otrzymang emulsj¢ przez 5 minut (homogenizator YellowLine by IKA).

Preparatyka zelu (przygotowano w temperaturze 25°C)

Karbomer kwasu akrylowego dyspergowano w wodzie w temperaturze pokojowej za
pomoca mieszadla magnetycznego przez dwie godziny (pr¢dkos¢ mieszania 1200 obrotow/minuta -
maksymalna predkos¢ mieszadla; predkos¢ ta jest kluczowa w tworzeniu tej kompozycji ze
wzgledu na lepsza dyspersj¢ karbomeru w wodzie). Po uplywie tego czasu dodano 2— propanol, a
nastgpnie intensywnie mieszajac, wprowadzano porcjami roztwor wodorotlenku sodu do

osiagnigcia wartosci pH rownej 6,5. Po uzyskaniu zelowej konsystencji produktu, dodano do niego



substancj¢ aktywna w procencie wagowym 0,50 Po dodaniu substancji aktywnej uklad wstepnie
wymieszano, a nastgpnie poddano homogenizacji (czas homogenizacji 5 minut) w celu zwigkszenia
jednorodnosci uzyskanej formulacji (homogenizator YellowLine by IKA).

230 W tabeli 3 podano szczegolowy sklad poszczegolnych emulsji.
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Tabela 3.

. Zawarto$¢
Nazwa Skladnik Producent (%, £0.01]
olej stonecznikowy Sigma-Aldrich (47123) 12,50
monostearynian glicerolu Sigma-Aldrich (M2015) 4,00
Emulsja 1 alkohol cetylowy Sigma-Aldrich (68824) 6,00
woda demineralizowana - 76,050
kwas cytrynowy Sigma-Aldrich (251275) 0,50
koniugat JA-YPFF-NH; lub kwas
jasmonowy JA - 0,50
Evonik
alkohol cetearylowy 10,00
parafina cickla Sigma-Aldrich (76234) 15,00
Emulsja 2 palmitynian izopropylu Sigma-Aldrich (W515604) 5,00
wazelina biala Sigma-Aldrich (16415) 49,00
kwas cytrynowy Sigma-Aldrich (251275) 0,50
woda demineralizowana - 20,00
koniugat JA-YPFF-NH; lub kwas
jasmonowy JA - 0,50
Creagel EZ7 (polakrylamid,
uwodorniony pohdec.en, cter Créations Couleurs 10,00
laurylowy polioksyetylenu-
Emulsja 3 Laureth-7)
Alphaﬂow 20 (uwodomiony Créations Couleurs 17,00
polidecen
woda demineralizowana - 72.50
koniugat JA-YPFF-NH; lub kwas i 0.50
jasmonowy JA ’
karbomer kwasu akrylowego .
Tego Carbomer 140127} : Evonik 0.50
Zel 10 % roztwor wodorotlenku sodu | Chempur (168109336) 1,00
2-propanol Sigma- Aldrich (278475) 25,00
woda demineralizowana - 73,00
koniugat JA-YPFF-NH; lub kwas
jasmonowy JA - 0,50

>

Badanie lepkosci przygotowanych formulacji kosmetycznych

Zbadano lepkos¢ formulacji kosmetycznych (bazy). Badania wykonano na wiskozymetrze

rotacyjnym RCO2 firmy Rheotec z nastawianym momentem scinajacym. Do zmierzenia lepkosci

przygotowanych formulacji wykorzystano wrzeciono R6.

Na figurze 3 przedstawiono wykres lepkos¢ poszezegdlnych preparatéw zawierajacych

koniugat JA-YPFF-NH2 lub kwas jasmonowy JA. Najwickszg lepkoscia charakteryzuje sig
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Emulsja 2, natomiast najmnigjsza- zel. Nastgpnie po dodaniu skladnikow aktywnych (JA Iub
koniugat JA-YPFF-NH; ) i1 schlodzeniu preparatow do temperatury pokojowej ponownie zbadano
lepkos¢. Nie zaobserwowano wplywu dodatku substancji czynnych na lepkos¢ przygotowanych

formulagji.

Badanie kinetyki uwalniania substancji czynnej z formulacji kosmetycznych

Badania uwalniania in vifro przeprowadzono z wykorzystaniem aparatury USP Apparatus 2
(Vankel 7010, Varian, USA), polaczonej ze spektrofotometrem UV-Vis Cary 50 Bio (Varian,
USA). Kazda formulacja kosmetyczna zostala umieszczona w komorze ekstrakcyjnej. Nastepnie
nalozono membrang dializacyjna o ksztalcie dopasowanym do komory ekstrakcyjnej. W badaniach
wykorzystano membrang celulozowa (Cuprophan, Agilent Technologies Inc., USA, nr kat. 12-
1370), ktora zostala uprzednio inkubowana w roztworze akceptorowym przez godzing przed jej
uzyciem. Calos¢ zabezpieczono nakre¢tka w celu unieruchomienia preparatu i membrany. Do badan
wykorzystano roztwor akceptorowy (medium), ktory stanowil mieszaning etanolu oraz buforu
fosforanowego (K;HPO, + KOH) (pH 5,8) w stosunku objgtosciowym 35:65. Pomiary uwalniania
koniugatu z otrzymanych preparatow kosmetycznych prowadzono temperaturze 32,3+0,5°C z
predkoscia, mieszania 100 rpm. Czas kazdego pomiaru trwal lacznie 24 godziny, a probki byly
pobierane co 30 min. Stgzenie substancji aktywnej uwolnionej z formulacji kosmetycznych do
medium bylo monitorowane za pomoca spektrofotometru UV-Vis przy dlugosci fali 279 nm (dla
AcYPFF-NH,), przy 277 nm (dla JA-YPFF-NH,) oraz przy 290 nm (dla JA).

Obserwacja zjawiska uwalniania badanej substancji z podloza kosmetycznego do medium
jest mozliwa dzigki badaniu zmian absorbancji w czasie. Do obliczenia ilosci uwolnionej substancji

w czasie skorzystano ze wzoru:

% uwoelnienia = |

gdzie:
A,- absorbancja probki [-],
Ay~ absorbancja wzorca [-],

my- masa wzorca [mg],
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V- objetos¢ roztworu wzorcowego [ml],

Cy- czystos¢ wzorca,

D.,- rozcienczenie wzorca,

mp- masa substancji oznaczanej zawarte] w probee [mg],

V- objetos¢ medium [ml].

Na figurze 4 przedstawiono profil uwalniania koniugatu JA-YPFF-NH, z r6znych formulacji
kosmetycznych w czasie - Emulsja 1, Emulsja 3, Emulsja 3 oraz Zel.

Zaobserwowano, z¢ najwigksza ilo$¢ koniugatu uwalnia si¢ z Zelu, natomiast najmnigjsza- z
Emulsji 2. Sposréd przygotowanych formulacji Zel charakteryzuje si¢ najnizsza (7500 mPa s™)
lepkoscia, natomiast Emulsja 2 ma najwicksza lepko$¢ (107300 mPa s™ ) (Rys. 4). Wnioskowaé
mozna wigc, ze lepkos¢ podloza kosmetycznego ma znaczacy wplyw na ilos¢ uwolniongj z niego
substancji; im mniejsza lepkos¢ podloza, tym wigkszy procent uwolnionej substancji. Na tej
podstawie mozna stwierdzi¢, ze najlepszym podlozem kosmetycznym dla koniugatu JA-YPFF-NH,
jest zel.

Ze¢ wzgledu na to, Zze najwigcej substancji aktywnej uwolnilo si¢ z zelu, to podtoze
kosmetyczne wykorzystano w kolejnych badaniach.

Analizowano korelacjg pomigdzy obecnoscig grup chemicznych modyfikujacych czasteczke
kwasu jasmonowego a iloscia uwolnionej substancji aktywnej z podloza kosmetycznego.
Poréwnano szybkos¢ uwalniania kwasu jasmonowego, tetrapeptydu oraz koniugatu kwasu
Jjasmonowego i tetrapeptydu z zelu. Na figurze 5 przedstawiono profil uwalniania JA, Ac-YPFF-
NH; oraz JA-YPFF-NH; z zelu w czasie.

Na podstawie wynikow badan stwierdzono, ze modyfikacja czasteczki kwasu jasmonowego
(JA) przy uzyciu tetrapeptydu (koniugat JA-YPFF-NH;) znacznie zwigksza jego procent
uwolnienia z formulacji kosmetyczne;j.

Potwierdzenie stabilno$ci substancji czynnej po jej uwolnieniu z formulacji kosmetycznych

Po zakonczeniu badan uwalniania JA-YPFF-NH, =z formulacji kosmetycznych
przeprowadzono analize¢ stabilnosci koniugatu JA-YPFF-NH, w warunkach badania uwalniania
(temperatura 32,0°C £+ 0,5°C, czas badania 24 godziny, roztwor akceptorowy: mieszanina buforu

fosforanowego K;HPO, + NaOH oraz c¢tanolu w stosunku objg¢tosciowym 65:35). W tym celu
13
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dokladnie wymieszano zawartos¢ komory dyfuzyjnej, a nastepnie pobrano 5 ml roztworu
akceptorowego zawierajacego uwolniony koniugatu. Probke t¢ poddano analizie z wykorzystaniem
spektrometrii mas ESI-MS. Na figurze 6 przedstawiono Widmo ESI-MS roztworu akceptorowego
zawierajacego uwolniony z formulacji kosmetycznej JA-YPFF-NH,. Na widmie zidentyfikowano
pik o masie molekularnej 763 [JA-YPFF-NH, - HJ', a takze pik 803 [JA-YPFF+K]", co $wiadczy o
obecnosci czasteczki koniugatu w badanej probee a co za tym idzie, jego stabilnosci w warunkach

badania kinetyki uwalniania.

Ocena potencjalnego niekorzystnego dzialania koniugatu JA-YPFF-NH, na ludzka skore

Za pomoca programu Toxtree v.2.5.0 (http://toxtree.sourceforge.net/) oszacowano
potencjalne nickorzystne dzialanie koniugatu JA-YPFF-NH,. Na podstawie wprowadzonych do
programu danych o strukturze uzyskano informacj¢ ze zwiazek ten nie jest kancerogenny 1 nie
dziala negatywnie oraz niszczaco na skore.

Ponadto, przeprowadzono analizg toksycznosci i alergennosci koniugatu. Probanci, ktérzy
aplikowali Emulsje 3 zawierajaca 5% wagowvych koniugatu Ja-YPFF-NH, przez okres 30 dni nie
zaobserwowali niepozadanych reakcji skoérnych.

Otrzymany koniugat jest zbudowany z a-L-aminokwaséw, begdacych naturalnie
wystepujacymi w organizmie aminokwasami biogennymi, dlatego sa one dobrze tolerowane. D-
aminokwasy wystgpuja w stanic wolnym, scianie komoérkowej bakterii oraz w antybiotykach

peptydowych 1 sa nieprzyswajalne przez zwierzeta 1 czlowieka.

Jak wykazaly przeprowadzone badania koniugat JA-YPFF-NH, jest zwiazkiem chemicznym
ktory moze znalez¢ zastosowanie w kosmetykach wspomagajacych wygladzanie naskoérka i jego
zluszczanie 1/ lub stymulujacych odnowe naskorka. Przeprowadzone badania in vivo na grupie
probantéw cechujacych si¢ skora wrazliwa dowiodly, na podstawie subicktywnej ocenie
probantow, ze zwigzek ten wykazuje dzialanie redukujace wrazliwos¢ skory poprzez (zmnigjszenie
migjscowego podraznienia i zaczerwienienia skory po zastosowaniu preparatu zawierajacego

koniugat. Badania in vifro uwalniania udowodnily, Ze taka modyfikacja czasteczki kwasu
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jasmonowego ma pozytywny wplyw na ilo$¢ uwolnione] substancji z preparatu kosmetycznego.
Zwiazek ten jest stabilny, w zwigzku z czym moze by¢ stosowany jako aktywna substancja
kosmetyczna.

Ponadto JA-YPFF-NH, jest zwiazkiem chemicznym, ktdéry moze wykazywaé wlasciwosci
zardwno kwasu jasmonowego jak i peptydu Ac-YPFF-NH,.

Biorac pod uwage wszystkie te aspekty, koniugat JA-YPFF-NH, jest innowacyjna
substancja, ktora moze by¢ stosowana w terapii skory wrazliwej, poniewaz zmnigjsza
nadwrazliwos¢ skory, co potwierdzily testy przeprowadzone na probantach.

Ze wzgledu na przewidywang aktywnos¢ prosebogeniczna, JA-YPFF-NH; moze by¢ takze
substancja czynna w preparatach kosmetycznych przeznaczonych do suchej skory z zaburzeniami
prawidlowego funkcjonowania gruczolow lojowych.

Ze wzgledu na wielofunkcyjnos¢ koniugatu JA-YPFF-NH,, istnieje wicle mozliwosci

zastosowania tego zwiazku w przemysle kosmetycznym.
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