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PouZitie extraktov =z ginkga biloba pre pripravu farmaceutickych
kompozicil a spdsob kozmetického oZetrenia pri pouZitl extraktu

2z ginkga biloba

Oblast techniky

Vvndlez sa tyka pouZitia extraktov, ktoré je moZné ziskat z
ginkga bhiloba, v dimunomoduladne] oblasti. Tieto extrakty s
pouZitelné predovietkym pri liefeni symptdmov imunitnych pordch

na koZi alebo pri prevencii, pripadne moduldcii tychto chordb.

Dotera 81 stav techniky

Kinkgo biloba je dvojdomy strom, ktordého domovom Je daleky
vychod a ktorého listy sa pouZivajd pri priprave lekdrskych

produktov.

Extrakty sa pouziva_ji pri lLiecent intelektudlne
deficiencie, intermitentne j krivkavosti, obliteradnych
arteriopatif a Raynaudovej choroby starych pacientou. Extrakty
z kinkga sa takisto cdoporuduje pouZit v  pripade retindlne.
deficiencie, kde by mohli byt 2zloZky ginkgolidove) skupiny

predovietkym pouZité pre dosiahnutie poZadovane aktivity.

Teraz sa neofakdvane zistilo, 3e extrakty ziskané z ginkga
biloba vykazujui imunomodulaZnd aktivitu. Cielom vyndlezu e teda
pouzZit aspon Jednd A&hinnd  zloZku, ktord Je moZzZné ziskat
extrakciou z ginkga biloba, pri priprave kompozicie, ktorsd ak sa

poddva topickou cestou, vykazuje imunomodula®nd aktivitu.

Imunitné reakcie sd regulované komplexnym systémom a sd
stcastou udrZiavania vieobecne dobrého telesného stavu.
Majd uZast na obrane organizmu pred cudzorodymi l1d8tkami o
artikuldrnych patogénnych Sinidldch alebo pred hostitelskymi

bunkami, ktoré podstipili neoplastickd transformiciu.

SuZastou tejto obrany je rozpoznanie cudzej povahy antigénu
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a aktivdcia bunkovych alebo hormondlnych medidtorov, o zduist ocl
genetickych faktorowu, cez gény hlavného histokompatibilného

komplexu.

AvSak tento mechanizmus mdZe byt o niektorych pripadoch
neZiaddici, ak wsa prejavuje prilis intenzivme, alebo proti
okolitym antigénom, ktoré nie sd vnidtorne Skodlive, o je takisto
pripad transplanticie orgdnu alebo tkaniva. Okrem toho urdite
dysfunkcie vedd k chybnému rozpoznaniu hostitelskych buniek,

ktoré sd potom znidené svojim vlastnym imunitnym systémom a md3u

spOsobit mnohdé patologickeé zmeny C(napriklad roztriseny lupus
ervthematodes, dermatomyozitidu, kibovy reumatizmus alebho

urcité typy fulminantne]j hepatitfdy).

Takisto sa zistilo, Z2e pokial idide o alergické sub_jekty,
vyskytujd sa Xudia s takzvanou "citlivou" ko2ou. U tychto
Jedincov sa citlivost koZe prejavuje zuySenou mierou. Napriek
tomu, Ze si jej pridtiny komplexnd, zdd sa, Ze Casto sd sdZastou

tychto pri&in faktory alergickej a zdpalovej pavahy.

Podem "citlivost koZe" pokryva 3Siroké spektrum pre_javov,
zahrnujdcich reaktivnu ko2u a intolerantnd ko3u. Aktivadnymi
faktormi mGZe byt samotné Zivotné prostredie, napriklad vietor,
znetistenie, teplotné zmeny, extrémne turdd voda alebo nevhodné
hygienické mndvyky, nevhodnég kozmetické alebo ochranng produkty.
Tento jav e moZné takisto spojovat so stresom a emdciami, ktoré
pocituje objekt a do idistej wmiery mbdZe sudvisiet takisto so
stravovanim alebo pri_jmom mecikamentov. Takisto existu_jud
individudlne predispozi&né Ffaktory (predovSetkym neurologicky
alebo hormonilny faktor) alebo raodinné predispozi®né faktory,
ktoré tieto reakcie efte posiliu_d.

Subjektivne pocity koZného diskomfortu sa moZu  beZne
prejavovat subjektivnymi aZalebo  objektivnymi priznakmi. KoZa Je
Tahkym cielom pre popdlenie, poleptanie alebo pichnutie; koZa
moZe vnimat pocit zahrievania, Uderu alebo pdlenia. Na koZi mo>e

dbjst k sEervenaniu alebo deskvamdcii (odlupovaniu buniek).



Nepravidelne _je wmoZné takisto pozorovat xerdzu, seboroickud

dermatitidu, telangiektdziu, vezikuly alebo dokonca edém.

Tento stav sa mbéZe prejavovat na drovni koZe, mukdznych
membrian alebo skalpu. V poslednom uvedenom pripade wmoZ2e tento

stav suvisiet s vyskytom lupin aZalebo pledivosti.

Ako uZ  bolo naznacdend vy3Sie, _jednou 2z pridtin tohoto stavu
Je Casto alergicky komponent. Navy3e 2z tohoto stavu sa moZe
vyvindt dermatologickd choroba dimunoalergického typu, napriklad

atopia, ekzém alebo neurodermatitida.

Alergickeé stavy, ktoré U vysledkom imunologického
mechanizmu zdpalu, boli na zdklade povahy imunologickej reakcie

rozdeleng do Styroch typou.

Pocdstata vynilezu

Teraz sa zistilo, Ze extrakty ginkga majd dimunomoduldrnu
aktivitu. To je wmoZ2nég demonStrovat na zmesi lymfoepidermdlnych
kultdr.

KoZe a predovEetkym epicderma, v ktorej sa nachddzajud
Langerhansove bunky, hrd ddlezitd dlohu pri dimunitnej obrane
tela. Stanovenie funkcie Langerhansovych buniek (LC), ako buniek
predkladajdcich antigén, a skutonost, Ze keratinocyty moZu
generovat faktory, ktoré sd sdCastou imunitne]j obrany, stdli pri
zrode BO_jmu "koZny imunitny systém”. Periférna pozicia
Langerhansovych buniek im prideluje vyznamnd dlobhu pri preberanit,
priprave a predkladant antigénu T lymfocytom. Predkladanie
antigénu zahrnuje interakciu medzi molekulami triedy IT hlavného
histokompatibilného komplexu (HLA-DR) exprimovanymi
Langerhansovymi bunkami a T receptorom CD4+ lymfocytov. Potas
ranej fdzy senzibilizdcie sd antigény v epiderme preberané
Langerhansovymi bunkami a prevedengé na imunogénne peptidy. K
antigénnemu predaniu T lymfocytov dochddza ganglidne,

prostrednictvom dinterakcie medzi komplexom HLA-DR-imunogénnymi



peptidmi na povrchu Langerhansovych buniek a T receptorom CD4+

lymfocytov.

MLEC tvoril model, ktory umoZiuje stanovit imunomodula®né
vlastnosti latky, ktoré sd schopné modifikovat koZnd imunologicktd
rovnovahu meranim proliferdcie lymfocytov, indukovane alogérnnymi
epidermdlnymi bunkam:i, poskytu_jicimi. antigén pri  oSetreni touto

1latkou alebo bez tohoto oSetrenia.

Antialergickd aktivita sa poturdzuje na keratinocytoch a
bunkdch makrofdgu. Makrofdgy sd mimoriadne vyhodné bunky, pretoZe
predstavujd  bunky, ktoré sa nachddzajuiu na drovni koZe a ktoreé
regulujd nielen lokdlne zdpalové reakcie, ale vdaka svojej
schopnosti poskytovat antigén a produkovat velké mnoZstvo
cytokinowv, ktoré regulujd lokdlnu imunitu, takisto aj imunitné
adpovede. Tieto makrofdgy sa takisto zdcasthujd komunikdcie s
obehovym systémom, ktory méZe, ak je to vhodné, mobilizovat rézne
bunkové typy C(monocyty, neutrofily, eozinofily a T lymfocyty) a
tym  zuySujd neSpecifickd a Specifickd obrannd silu uvaZovaného

tkaniva.

Usinnost uacinnej 1ldatky, extrahovanej z ginkga biloba, bola
teda hodnotend na kultdrach Yudskych keratinocytov a makrofigou
stimulovanych IlL.-4, ktory dindukuje CD23 receptor na povrchu
buniek a ndsledne dimunitnymi komplexmi obsabujdcimi IgE, alebo
nestimulovanych kultudrach. Tento typ stimuldcie vyvoldva
alergicky zdpal (IgkE); wvddza bunky do kontextu prooxidadne.j
odpovede (generovanie superoxidového anidnu  alebo NO voXnych
radikdlov, ktoré e moZné stanovit meranim produkcie dusikovych
derivdtov) a imunozdpalove j odpovede (produkcia cytokinow,
napriklad TNF-«).

Tdto imunomodulaénd dZinnost takisto zuySuje skutottnost, e
ucZinné latky extrahovang z ginkga sd  takisto GSinné pri liefent

zdpalu, ktory je nedpecificky a objavuje sa lokidlne.

U%innd 1latka (1latky>, pouZitelnéd o rdmci vyndlezu, e



pritomnd v kompozicii vo forme extraktu, ziskaného z ginkga
biloba. Pre realizdciu vyndlezu sd vhodné rédzne varianty extraktu
ginkga biloba; vyhadné extrakty, ktoré obsahuiji menej ako

pribliZne 7 % hmn./hm. terpénu.

Ginkgo biloba md komplexné chemické zloZenie, ktordého
sitastou su alifatickeé alkoholy a uhlovodiky, steroidy,
aminokyseliny, polyfenoly, napriklad luteolin, kvercetol a
Specificke iBie biflavdny, odvodeng od amentaflavénu (bilobettn,
ginkgetind. Ginkgo biloba dalej obsahuje kyselinu ginkgolouvd a
anakardové derivaty obsahujice seskviterpénovy retazec, terpény
odvadeng od limonérnu a terpény s terc.-butylovymi skupinami

(bilaobalidy a ginkgolidy).

Extrakty, vhodné pre realizdciu vyndlezu, mdZu obsahovat
menej ako pribliZ2ne 3 hm. 2 terpénovych derivdtov, vztiahnuté na
hmotnost  susiny, vyhadne menej ako pribliZne 1 hm. % a

vwhodne_Sie menej ako pribliZ2ne (L% hm. Z.

Z pouzZitého extraktu ie vyhodne o  podstate odstréneny

chlorofyl, lipidy, vosky a lektiny.

Tomuto extraktu takisto v podstate chybaju 1latky, akymi sd

kyselina ginkgolovd, biflavonoidy alebo volné aglykdny.

Koncentracia proantokyanidinov e vvhodne niZ%ia ako 5 hm.

Z, vztiahnuteé na hmotnost suchého extraktu.

Extrakty, ktoré je moZné pouZit v rdmci vyndlezu, obsahujid
vyhodne viac ako 24 hm. 2% flavdnovych heterozidov, vztiahnuté na
hmotnost suSiny, vyhodne viac ako 28 hm. *% a vuyvhodnej%ie
pribliZ2ne 29 aZ 35 hm. %.

Flavénoveé heterozidy st zldteniny, ktorych aglykdénom je
flavonol, napriklad kvercetin, kaempferol alebo izoramnetin.
Existuju mono—, tri- a predovsetkym diglukozidy, ktorych

zdkladnymi karbohydritovymi stavebnymi zloZkami sd glukdza a
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ramnédza. Ich podstatnd <Cast je pritomnd vo forme kumarinovych

esterov kvercetinu a kaempferolového glukoramnozidu.

Extrakt ginkga, ktory e velmi vhodny pre realizdciu
vyndlezu, obsahuje, pri obsahu vody niZ%om ako 3 Z hm./bm., 32 +
3 A hm./hm. flavénovych heterozidov, wmenej ako 10 ppm kyseliny
ginkgalovej, menej ako 5 Z hm./hm. proantokyanidinu a mene_j ako

0,59 Z hm./h. terpénu.

Vyndlez sa teda takisto tyka pouZitia aspol jednej d&inne,
latky, ktord Jje mo2né ziskat 2z ginkga biloba, pri priprave
kompozicie, ktord umoZMuje zabrianit, lieit aZalebo modulovat

vyESie definované reakcie citlivej koZe.

Vyndlez sa dalej tyka pouZitia d@innych latok extrahovanych
z 9inkga, ako boli definované vy%iie, pri priprave kompozicit,
ktoré su urceng na lietenie alebo ktoreé je moZné pouZit pri
prevencii stavu zvoleného zo skupiny  zahrnujdcej: vitiligo,
psoridzu, multiformny eryteém, neurodermatitidu, xerodermu,
ruzienkuy, ZihlTavku, pewfigus, lupus erythematodes, dermatitfdu,
benignu letnd fotodermatézu a ekzém.

Extrakty ginkga biloba je moZ2né podla vyndlezu pouZit

prispdsobenim ich cdavky pri  moduldcii uréitvcech dimunitnyvch
systémov.
Tieto extrakty maZu byt teda navrhnuté pre moduldciu

urditych dermatologickych stavov spojenych s AIDS; napriklad
stiCasné chdpanie Kaposiho choroby, ktord beZne vykazuje Styri
klinické formy (a pre ktord _e navrhnutym kauzatfvnym Sinidlom
virus herpetickej skupiny) spo&iva v tom, Z2e hyperpldzia obsahuje

v poadstate zdpalovée bunky.

Kompozicie podla vyndlezu obsahujd pribliZne 0, 0001l a2 10 %
hm./hm. extraktu ginkga biloba, uvvhodne 0,0L a2 2 £ hm./hm..

Extrakty e moZné vo formuldcidch pouZit ako také, alebo _e



mozZné ich dopredu 2zld¢it s Fosfolipidmi, ktoré zuySujd ich
biologickd dostupnost vo vehikuldch lipozémového typu, alebo s

produktom Phytosome.

Predmetom vyndlezu je takisto spdsob kozmetického o3etrenia
hyperreaktivnej koZe, pri ktorom sa aspof jedna d®inngd latka,

ktord e moZné ziskat =z ginkga biloba extrakciou, aplikuje

topickou cestou.
Kompozicia podla vyndlezu budd formulované o kozmeticky
a/alebo dermatologicky Ginnymi vehikulami, ktoré sd odbornfkom v

danom odbore zndme.

Strucny popis obrizkov

Obr. 1 zndzorfuje proliferdciu lymfoepidermdlnych buniek v
pritomnosti alebo nepritomnosti. réznych koncentrdcift extraktu

ginkga biloba.

Na abrizku sid pouZ2ité nasledujice symbaoly:

PBMC : T lymfocyty samotné
EC : kompletné epidermdlne bunky samotné
Alogeénne PBMC + EC : kompletné epidermilne bunky v pri-—

tomnosti T lymfocytou.

Nasledu jlice priklady maji len ilustratfivny charakter a
nijako neobmnedzu jlid  rozsah vyndlezu, ktory Je _Jjednoznatne
vymedzeny priloZenymi patentovvmi ndrokmi.

Priklady realizdcie vyndlezu
Priklad 1

1. Materidly a metddy

Produkty



PoZas #tddie sa pou2ili nasledujice produkty: IL-4 sa ziskal
od spoloZnosti Immunogenex (Los Angeles, CA) a pouZil sa v
koncentrdcii 10 ng/ml; monoklondlne IgE’'s sa ziskali od
spolocnosti Stallergene (Fresnes, Francdzska) a protildtky

anti-IgE’ s od spolo®nostl Nordic (Tilburg, Folandsko) .

Kultira keratinocytouv

Primdrne kultidry keratinocytov sa ziskajd z neonatdlnych
predkoZiek a udrZuji sa v proliferdcii ex vive v médiu, ktoré
neobsahovalo telacie sérum. SudbeZ2né kultdry keratinocytov sa
trypsinizujd a v Cerstvom médiu prevedd do dvadsatstyri_jamkaovych
platni, pri hustote buniek 10® buniek/ml/_jamku. Pritomnost Igk

receptora (CD23) na povrchu buniek sa kontroluie imunoznadentm.

Kultidra makrofdgov

Bunky makrofdgu sa ziskajd z periférne krvi normdlnych
(nealergickych) darcov. Mononukledrne bunky sa izolujd na
gradiente fikol a kruh lymfoidnych buniek sa izoluje, trikré&t
premy je  a potom sa bumky kultivuju tak, aby do3lo k prilnutiu
makrofigovych buniek. Tieto bunky sa izolujd po prilnutf, ktoré
trvalo Jjednu hodinu a kultivujd 10® buniek/ml/_jamka). Pred
stimuldciou, uskutofMovanou pomocou IL-4, sa pPomocou
imunoznatenia skontrolovala pritomnost IgE receptora  (CD23) na

povrchu buniek.

Aktivacia buniek

Burky sa najprv aktivuji pomocou IL-4 tak, aby indukovali
CD23 a potom sa potas troch a2 piatich dnf pred izolovanim
roznych supernatantov kultivujd a stimulujd pomocou imunitnych
komplexov obsahu jucich IgE. Dusikové derivdty sa hodnotia
pouZzitim wmetddy podla Griessa a TNF hladina sa meria pouZitim

testovacich sdd od spoloZnosti Medgénix (Fleurus, Belgicko).



2. Vysledky

ﬂﬁinky extraktu ginkga biloba na keratinocyty a makrofdgy,

stimulovang pomocou IL-4

Suché listy ginkga biloba sa podrobia kontinudlne extrakcii
zmesou acetdnu a vody, uskutotfovane j pri vdkuu, pricom niekolko
krokav, v ktorych sa uskuto®ni odstrinenie rozpiuitadla a rovnako
tak aj chlorofylu, lipidov, voskov, lektinov a urditvch 1latok,

vedie k ziskaniu extraktu, ktory _je tu oznatteny aka H37.

Tento extrakt existu je va forme Jdemného pradku

zodpoveda juceho nasledu_jticim aplikdcidm:

- rezidudlne rozpldstadls

* etanal < 3 y 4
* acetdn < 0,1 %
* butanol <0,1%
*» etylacetdt <0,1 %
- sulfitavy popal < 1,5 %
- obsah vody < 3 z
- proantokyanicdy <5 p4
- terpény 0,5 %
- kyselina ginkgolovd < 10 ppm
- taZkeé kovy < 20 ppm
- flavdnoveé heterozidy 32 + 3 %

Tento extrakt _je rozpustny pri koncentradcii 6 ¥ (hm./hm.) v
PEG 400 a pri koncentracii 4 Z (hm./obj.) v 90% etanole.

Bunky sa stimulujd 48 hodin v pritomnosti IL-4 (10 ng/ml)
tak, aby indukovali na svojom povrchu receptor s nizkou afinitou
k IgE's (CD23). Na konci tejto kultiva®nej periddy 30 a2 80 %
keratinocytov a makrofdgov exprimovalo CD23. Jednotlivé varianty
nie si v Ziadnom pripade odrazom rozdielnej alergicke) situdcie
medzi _Jjednotlivymi Jedincami. Nech je situdcia akdkolvek,

testované produkty v tejto induk®nej fdze nemodifiku_ju indukciu
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CD23; v skutoZnosti e zniZenie wmendie ako 5% a nemdZe byt

pozarovang (n = 8).

Tabulka 1: Indukcia expresie CD23 roznymi bunkami, stimulovanymi

IL-4 v pritomnosti alebo pri absencii 10 mg/ml H37

Bunky Médium + TlL-4
Makrofagy <5 % 45 + 4
+ H37 < 5 2 41 + 2
Keratinocyty ND B + 7
+ H37 ND 5L £ 4

* Bunky sa stimulovali 48 hodin v pritomnosti 10 na/ml IL-4 alebo
pri absencii IL-4 a v pritomnosti alebo pri  absencii réznych

produktov, ND = nie e detegovatelné.

Po zachyteni CD23 imunitnymi komplexmi, obsahujdcimi IgE, sa
induku je produkcia velkého poltu medidtorov a cytokinov
(predovietkym TNF) a procduktov odvodenych od oxida®ného
metabolizmu, napriklad dusikovych derivdtov. Tédto stimuldcia

redefinuje im vitro zdpalovd reakciu alergického typu.

Ziskang vysledky sd zbhrnuté v nasledujdcich dvoch tabulkach.

Tabulka 2A: Produkcia nitroderivatov (NOL~ oM po stimuldcii

imunitnymi komplexmi obsahujticimi IgE + 10 wmg/ml

H37
Bunky Expt-1 Expt-2 Expt-3 Expt—-4
Makrofdgy 25(5)* 30C2 55C11L) 15C2)
+H37 152 17¢75) 21¢5M 6G(2)
Keratinocyty Qi Rc) 13C3D 2312 13¢5
+H37 121D 82 101 8(5)

* Hadnoty v z4dtvorkdch sd hodnoty pre bunky, ktoré neboli
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stimulovanég imunitnymi komplexmi obsahujdcimi IgE

H37 produkt vykazuje inhibiZ¢nd d&innost pri  produkecii
nitroderivitow, makrofdgmi a keratinacytmi stimulovanymi

imunitnymi komplexmi, ktoré obsahujui IgE.

Tabulka 2B: Produkcia TNF (pg/mwl) po stimuldcii  [Gimunitnsho
komplexu obsahu jiceha IgE + 10 mg/ml H37

Bunky Expt-1 Expt-2 Expt-3 Expt-4
Makrofdgy A75C1L05) * 275(35) 455C4D 31089
+H37 850C105) 215(25) 365(35) 275087
Keratinocyty 185CNDD 158CNDD 315(35) 308CNDD
+H37 155CND)D 120CNDD 245C30 276CNDD

* Hodnoty o zdtvorkdch sd  hodnoty pre  bunky, ktoré nie su
stimulovang imunitnymi komplexmi obsahujuicimi IgE, ND = nie e

detegovatelné.

H37 produkt mierne zniZuje produkciu TNF  makrofdgmi a
keratinocytmi stimulovanymi dimunditnymi komplexmi obsahu_jdcimi
IgE.

TakZe sa zds8, Ze H37 produkt md d%innost proti alergickym
zdpalom. Tato charakteristika Je  velmi dolezitd, pretozZe
zdvaznost zdpalovvch odpovedl, predovietkym alergickéha pduvodu,
spisobuje nerovnovdhu oxida®ného metabolizmu tyvchto buniek. Je to
precovietkym tdto nerovnovdha, ktord je zodpovednd, aspoi
Clastone za reguldciu imunologického fenoménu, sdvisiaceho s
tymito reakciami: o je pripad Specifickych alergickych reakcif a

produkcie cytokinov.
Priklad 2

Stddie ud&inku H37 na alogénne zmesoveé lymfoepidermidlne kultidry

(MLEC) (poskytnutie antigénu T bunkam)
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Zaklad zmieSanych lymfoepidermdlnych kultdr (MLEC) tvari
zdklad zmieSanych lymfocytovych kultidr, priZom jediny rozdiel
spoiva v tom, Z2e stimuladnou populdciou je suspenzia kompletnych
epidermdlnych buniek (keratinocyty, Langerhansove burnky a pod.).
PretoZe tato ko-kultivdcia umoZiiu_je hodnotit schopnost
Langerhansovych buniek poskytovat T lymfocytom antigén, Je
predovietkym velmi vhodnd pre testovanie molekdl Calebo stresu),

schopnych modifikovat imunitné odpovede koZe.

Davky kontrolnych kompletnych epidermdlnych buniek a takisto
ddvky epidermdlnych buniek sa kultivovali spolu s T lymfocytmi.
Osetrenie exogénnou molekulou sa uskuto®hu je stiCasne s
ko-kultivdciou. Potom sa meria proliferdcia lymfocytu, indukovand
gpidermdlnymi bunkami. Tento spdsob umoZMuje monitorovat imunitné
funkcie Langerhansovych buniek pocas lymfoepidermdlne j
ko—-kultivicie a ich modifikaciu, spsobend exogénnymi

oSetreniami.

Stddie sa uskuto®Movali v alogénnej situdcii (rézny darcovia
epidermdlnych buniek a T lymfocytov) s Cerstyvo odobranymi
kompletnymi epidermdlnymi bunkami, ziskanymi pri plasticke,

operdcii prsnika.
Postup

Pre Stddiu sa pouZ2ili epidermdlne bunky, ziskané od cdvoch

aleba troch rdznych darcov.

Epidermilne bunky sa ko-kultivuji alogénnymi T lymfocytmi na
devidtdesiatsest jamkovych platniach: potet kompletnvch
epidermilnych buniek e zhodny s pottom lymfocytov 103

epidermdlnych buniek -~ 10% T lymfocytov na _jamku).

Celkovd ko-kultivatna coba trvala 6 dnrni, zabudovanie
tritiovaného tymidinu sa uskutoXfiuje 18 hodin pred ukonZentm
ko-kultivdcie (piaty deM).
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Proliferdcia lymfocytov sa urila meranim zabudovaného
tritiovaného tymidinu (poZet rddicaktivmne znadenvch _jedincov po

"premiefSani” platni).

V Case ko-kultivdcie epidermdlnych buniek a alogénnych T

lymfocytov sa pridali molekuly (H37 extrakt alebo cyklosporin).
Vzorky oSetrené testovanymi molekulami

Predmetom 3tudif bola ko-kultivdcia epidermdlnych buniek a
alogénnych T lymfocytov s molekulou vo zuvienyveh koncentriciich,
ktoré sa dosiahli pridanim malého ob_jemu koncentrovaného roztoku
molekuly (4 findlna koncentrdciad. Pre H37, ktory je rozpustny vo
vode, sa pripravi zdsobny roztok vo vode a potom v mé&diu. Pre
cvklosporin, ktory e rozpustny v DMSO, sa zdsobny roztok

pripravi v DMSO a potom dcérske roztoky v médiu.

Male Casti koneného DMSO sa pouZ2ili v _jamkdch (0, 1% findlne

pre kontrolng DMSO a pre cyklosporin)d.

Ako negativne kontrolng vzorky sa pouZili:
- neoSetreng epidermdlne bunky samotné (kontrola EC)

- neasetreng T lymfoocyty samotné (kontrolné PBMC) ;

dalsie kontroly: epidermdlne bunky samotné, oSetrené DMSO
(rozpdStadlo pouZité pre cyklosporin);:; T lymfocyvity samotné,
oSetrengd DMSO (rozpdstadlo pouzité pre cyklosporin); epidermdlne
bunky samotné, oSetrené wmolekulou pri najuydsej koncentrdcii; a T

lymfocyty samotné, oSetrend molekulou pri na_juvySsej koncentrdcii.

Ako pozitivne kontrolné vzorky sa pouZili:
- epidermdlne bunky + alogénne T lymfocyty (EC = kontrolné PBMC)
- epidermdlne bunky + T lymfocyty ofetreng 0,1 % C(obj./obj.) DMSQ
(rozpuStadlo pouZité pre cyklosporin).

Standardom Je Cyklospoarin (Cyclo) 10 M.
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Produkt H37 sa pouZil v nasledujicich koncentricisch:

1 : 0, 03 %
2 : 0, 01 p 3
3 : 0,001 %
4 s 0, 0001 %

Vysledky

PredbeZné experimenty ukdzali, Ze H37 produkt, az do
koncentricie 0,03 ¥, nevykazuje Ziadnu cytotoxickud aktivitu ako v

pripade lymfocytov, tak v pripade epidermdlnych buniek.

MLEC vysledky sd zndzornené na priloZenom obrizku.

Vysledky sd vy jadreng ako percentné zabudovanie tritiovaného
tymidinu (%) . 100% hodnota zoadpoveds drovni zabudovania tymidinu
pre EC+PBMC systém (kompletné epidermdlne bunky v pritomnosti
alogénnych kruvnych T 1lymfocytov) o nepritomnosti akéhokolvek

produktu (kontrolad.

Experimenty ukazuijd, Ze k proliferdcii T lymfocytov dochadza
v pritomnosti kompletnych epidermdlnych buniek (zvySenie
zabudovania tritiovaného tymidinud. Amplifikdcia lymfocytove j
proliferdcie sa viaZe na kmeM epidermilnych buniek, ktory bol v
Jednotlivych experimentoch vZdy diny. To dindukuje proliferdciu,
zadpoveda jucu  poskytnutiu antigénu T lymfocytom Langerhansovymi

bunkami pripravku kompletnvech epidermdlnych buniek.

Cvklosporin, zndmy imunomoclulitor, inhibuje proliferdciu
lymfocytov v MLEC (70% inhibicia).

Produkt H37 md& znatny dinhibitny vplyyv na proliferdciu
lymfocytov v MLEC pri koncentrdcii 1 (0,03 %) a 2 (0,01 .

Tieto wvysledky ukazu_d, 2e produkt H37 md imunomoduladné

vlastnosti, ktoré sa prejavuji potas MLEC "Zn viéroe".
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PATENTOVE NAROKY

1. PouZitie aspoM Jjednej G&innej 14&tky, ktord _je moZné
ziskat extrakciou z ginkga biloba, pre pripravua kompozicie s

o

imunomodulaZnou aZinnostou pri topickom spdsobhe aplikdcie.

2. PouZzitie podla naroku 1, vy znadcujdce s a
tym Ze uvedend kompozicia je urZend pre terapeutické alebo

proliferatné oSetrenie imunodependentnych koZnych reakeitf.

3. PouZitie pod¥a ndroku 1 a 2, vvyznatujdce s a

tywm Ze aspof jedna UCinnd zloZka je pritomnd v kompozicii vo

forme extraktu, ziskaného z listov ginkga biloba.

4. PouZitie podla ndroku 3, vyznadtu jldce s a
t vm, Z2e  koncentrdcia terpénu v extrakte ginkga bilaoba tvorit

mene_j ako 3 hm. 2, vztiahnuté na hmotnost suZiny.

5. Pouzitie podla niektorého z ndrokov 3 a 4, vy zna -

b
[

Uujuce sa tym Ze flavinové heterozidy su pritomng v
extrakte ginkga biloba o koncentrdcii vyZS%ej ako 24 hm. z,

vztiahnuté na hmotnost suliny.

6. PouZitie podla niektorého z ndrokov 1 a2 4, vy zn a -

. ”,

Zujildce sa tym Z2e kompozicia _Jje urdend na oletrenie
alebo prevenciu intolerancie aZalebo alergickych reakcif koZe a

mukdznych membrin.

7. PouZitie podla niektorého z ndrokov 1 a2 6, v vV zna -

ctu judce sa tym 2e uvedend kompozicia _je urtend na

terapeutické alebo prolifera®ng ofetrenie stavu, zvoleného zo

skupiny zahrnujdce]j atopiu, vitiligo, Psoridzu, multiformny
erytém, neurodermatitidu, xXerodermu, ZihXavku, pemfigus,
ruzienku, lupus erythematodes, dermatitidu, benfanu letnd

fotodermatdzu, ekzém a dermatologické priznaky spojené s ALDS.



16

8. Pouzitie podla ndroku 7, vvyvyznadcéujldece s a
t vy m 2Z2e extrakt ginkga biloba je pritomny v kompozicii v kon~

centrdcii 0, 0001 aZ 10 hm. %, vztiahnuté na hmotnost kompozicie.

9. PouZitle podla niektorého z ndrokov 3 a2 8, vy zna -
Cujdce sa tym extrakt ginkga biloba je pritomny v kom-
pozicii v koncentrdcii 0,01 a2 2 bhm. #, vztiahnuté na hmotnost

kompozicie.

10. SpHsaob kozmetického oSZetrenia hyperaktivnej koZe,
Z

- 4

vyznacu jdcid sa tym Ze zahrnuje aplikdciu aspoiti
Jednej ucinmnej l4tky, ktord _Jje woZné ziskat z ginkga biloba

extrakciou, topickou cestou.

11. Sposob podla naroku 10, vyvyzna®tujudci s a
tym Ze sa dermatokozmetickd kompozicia, obsahujuica extrakt
z ginkga biloba v kombindcii s dermatologicky prijate¥Xnymi

vehikulami, aplikuje topickym spdsobom.



~ 8

1/1

=

Obr.

]

H

0

Lo~

ST NS
S NN
0Mmmm >
YxrxtxxO
EOHEBEAO

1lllll’]]’jfl]’!‘][lli]’rrTTll"

v

L I

|

SR R A0 E
—— REORRE ALY

experiment C

)
I
lllllll(llllll_LlllllllllLll

O O O O O O O o
NN O 0o wuw ¢ N

A AO0OZ~ M DDUTO Ao > =20

EC EC + PBMC

PBMC

W 4118



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

