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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva ptisobenim kosmetického gelu obsahujiciho kosmeceutikum Ar-
gireline® na pokozku v periorbitalni oblasti a schopnosti této formulace redukovat vrasky.
Studie byla provedena na 25 probandkach v primérném veéku 50 let, kterym byla méfena
hloubka vrasek po 4 tydenni aplikaci (2 x denn¢) formulaci s Argirelinem® o dvou rozdil-
nych koncentracich, a to 12,5 a 5 %. Byl zjiStovan jednak samotny ucinek kosmeceutika
na pokozku, ale také vliv rozdilnych koncentraci na jeji vysledny stav. Studie byla provedena
pomoci piistroje Skin Visiometer® SV 700, ktery pracuje na principu nepiimého fotome-
trického hodnoceni otisku kiize, zhotoveném ve specidlnim modrém silikonu. Z vysledka

studie vyplynulo, ze Argireline® ma pozitivni efekt na zmenSeni hloubky vrasek.

Kli¢ova slova: Kosmeceutika, Argireline (acetyl hexapeptid-3), hloubka vrasek, otisk kiize,

Visiometer

ABSTRACT

The master thesis is dealing with the effect of the cosmetic gel containing cosmeceutical
Argireline® on the skin in the periorbital area, and with the ability of this formulation to
reduce wrinkles. The study was conducted on 25 volunteers at an average age of 50 years
whose wrinkle depth was measured after 4 weeks of administration (twice daily) of Argire-
line® at two different concentrations of 12,5 and 5 %. The study was performed using the
Skin Visiometer® SV 700, which operates on the principle of indirect photometric evalua-
tion of the skin replica in a special blue silicone. The results of the study showed that Ar-

gireline® has a positive effect on reduction of wrinkle depth.

Keywords: Cosmeceuticals, Argireline (acetyl hexapepde-3), wrinkle depth, skin replica,

Visiometer
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UvVOoD

Starnuti je zakladni biologicky proces probihajici u vsech zivych tvori, kterému neni mozné
zabranit. Molekularni, bunééné a morfologické zmény spojené s epidermalnim starnutim
maji pfimy vliv na fyziologické funkce pokozky, zejména na jeji pfirozenou ochrannou ba-
riéru. Starnuti kize je disledkem poskozeni, kterd se hromadi v pritbéhu celého Zivota, a jsou
zpusobena jak vnitinimi faktory (fyziologické vlivy a genetickd predispozice), tak faktory
vnéjSimi (zejména vliv slune¢niho zafeni, ale také obecné faktory Zivotniho stylu). Na po-
kozce se ptisobenim téchto vlivii postupné objevuji negativni jevy, jako jsou suchost, své-
déni, pigmentace, kiehkost, zmény propustnosti, podrazdéni pokozky s vyskytem zarudnuti,
dochazi k zvysené tvorb¢ a prohloubeni vrasek. Kromé diisledkti souvisejicich se zdravim,
mohou epidermalni zmény vést k vyznamnym zméndm vzhledu, coZ ptedstavuje esteticky
a psychosocialni dopad.

Vyvoj kosmetiky v oblasti potlaceni znakti starnuti pokozky poukazuje na pottebu novych
terapeutickych alternativ k prevenci starnuti kiize. Jsou jimi rizné formy ptisobeni G€innych
sloZzek nebo sloucenin, které jsou schopné pomoci obnovit vékem postizené fyziologické
funkce v mife, ktera se pokud mozno blizi idedlnimu stavu. Spravné oSetfeni pokozky ma
také vyznamné estetické dusledky. Hlavnim cilem moderni kosmetologie je tedy vytvorit
funk¢éni kombinace Gi€innych latek v kosmetickych a dermatologickych aplikacich, u kterych
je potieba brat ohled na jejich vysokou uc€innost a to tak, aby nedoslo k poskozeni funkce
a vzhledu pokoZzky.

Dnesni sofistikované kosmetické vyrobky proto pouzivaji vysoce ufinné aktivni slozky,
které vyrazn€ zlepSuji vzhled i funkénost pokozky. V dusledku téchto novych pozadavkl
na kosmetické vyrobky se testovani jejich ucinnosti stalo nepostradatelnym prostiedkem vy-
voje. Jeden ze zplisobll zkoumani nerovnosti na povrchu pokozky je odvozen z profilome-
trickych metod pouzivanych ke klasifikaci kvality kovovych dili v kovoprimyslu. Pro tyto
meftici techniky je spolecnd skutecnost, Zze méteni nelze provadét piimo, ale Ze je tieba vy-
tvortit repliku/otisk (silikonova replika pokozky), protoZe pokozka je Zivy organ a jeji dyna-
mika (puls, svalové kontrakce a dychani) by mohla ovliviiovat méteni.

Aktivity, které¢ vedou ke zméné obli¢ejovych linii, zmenSeni vrasek, hladsi textufe pleti, sni-
zeni zarudnuti a zabarveni pokozky jsou klicovymi cilovymi body ke zjistovani ucinnosti
aktivnich latek v kosmetice, které mé vedly k vypracovani této studie v rdmci diplomové

prace, a které¢ jsou prospésné i pro moji kosmetickou praxi.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KOSMECEUTIKA

Do kategorie kosmeceutik patii produkty kosmetického priimyslu, jejichz cilem je zlepSeni
vzhledu starnouci pleti. Tyto produkty nejsou testovany a schvaleny jako 1é¢iva, ale pro po-
tieby spotiebitelského trhu je vyuzivano teoretickych studii in vitro. Vyrobce potiebuje,
aby ucinna latka byla dorucena k cili ve stabilni form¢, musi byt schopna mit pozadovany
biologicky ucinek in vivo, ale nesmi spadat do kategorie 1éCiv, které ovliviiuji bunécné
funkce pokozky. Pfidavek kosmeceutik do kosmetickych formulaci mtze urychlit viditelné
vysledky kosmetické péce, zvySenou produkci kolagenu dojde k relaxaci mimickych vrasek,
zlepsi se hydratace a bariérové funkce pokozky, kombinaci téchto benefiti mohou kosme-

ceutika vyznamné plsobit pro zlepSeni pocitu a vzhledu pokozky [1].

1.1 Utinnost a bezpe¢nost

Spotrebitelé hledaji produkty, které jsou zejména Uc¢inné, ale také bezpecné. Preferuji vy-
robky, které jsou bez ptidané syntetické¢ vinég, hypoalergenni, bez parabentl, s ptidomkem
prirodni a bio. Chtéji produkty, které nejsou testovany na zviratech a uptednostnuji ty, u kte-
rych probéhlo klinické testovani na ¢loveku.

Nekteti spotiebitelé se s obavou o bezpecnost kosmetickych prostredkl zabyvaji otdzkami
tykajicimi se nanocéstic, potenciondlnich senzibilizatorti a iidajnych karcinogend, hledaji
proto jiné alternativy, kterymi se jevi pfirodni a organické varianty kosmetickych prostiedk.
Ptiklady pfirodnich ingredienci zahrnuji naptiklad aloe-vera, vit. C, soju, kopr, ovesné
vlo¢ky a mnohé dalsi. Neexistuji vSak zadné védecké dikazy, které by potvrdily, ze orga-
produkty.

Vyuzitim modernich systému jako je naptiklad mikroenkapsulace nebo solubiliza¢ni tech-
niky, je optimalizovana Gc¢innost dané latky. Pfikladem mohou byt liposomy, cyklodextriny,

lipidové nanocastice ¢i mikro/nanoemulze [1].

1.2 Védecky vyzkum a testovani kosmetickych pripravkii

Mnoho vyrobcti kosmetiky ma rozsahlé vyzkumné programy vénované identifikaci, testo-
vani a vybéru ucinnych slozek, které pfinaseji Siroké spektrum benefiti pokozce. Peclivy
vybér ucinnych latek je rozhodujici pro celkovy stav vyrobku. Nejen, Ze musi byt stabilni

po stanovenou dobu pouzitelnosti, ale po aplikaci na kizi musi byt aktivni latky uvolnény
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ze zakladu a podle potieby bud’ ziistavaji na povrchu, neb pronikaji do kiize, v zavislosti
na jejich funkeci.

Testovani lidskych dobrovolnikti se provadi k naslednému posouzeni vlivu kosmetického
vyrobku na ki7i, jeji toleranci vzhledem k testovanému produktu po jedné aplikaci a po opa-
kovanych aplikacich. Standardni protokol je provadén tak, ze produkt je aplikovéan na oklu-
zivni latku, nebo semi-okluzivni naplast, ktera se pak obvykle aplikuje na zada. Po stanove-
ném Case se naplast odstrani, misto pokozky je klinicky klasifikovano, hodnoti se objektivni
podrazdéni (erytém, papule, pustule, atd.) za ucelem vyhodnoceni dalSich ukazatell ptijatel-
nosti vyrobku pro obecnou populaci.

Komplexni proces rozvoje kosmeceutik vede k vytvofeni bezpecného, efektivniho produktu,
ktery ptinasi pozadované vyhody. Kone¢ny produkt je vyvrcholenim védeckého vyzkumu,
produktem optimalizace s rozséhlou stabilitou, bezpecnosti, provedenym klinickym testova-
nim, spotiebitelskymi testy kvality, pravnim/regulacnim hodnocenim a marketingovym zdi-

vodnénim [1].

1.3 Faktory a¢innosti kosmeceutik

Penetrace aktivnich slozek do pokozky je kliCovym faktorem pro u¢innost kosmeceutik. Za-
timco nékteré latky patii primarné€ do vrstvy cornea, ostatni musi dosdhnout epidermis nebo
dermis. PoSkozeni ochranné bariéry pokozky je nejlevnéjsi a nejjednodussi metoda k dosa-
zeni zvySené penetrace. Toho 1ze dosdhnout podporou ztraty korneocyttli, prostiednictvim
fyzické nebo chemické degradace interkorneocytové vazby, v oblasti kosmetickych postupii
provadéné formou peelingu, dermabraze aj. Obecné plati, Ze permeacni schopnost zavisi
na riznych faktorech, napf. na fyzikalné-chemickych vlastnostech latek, casovém plisobeni,
integrité a tloust'ce pokozky, koZznim metabolismu, mist¢, oblasti a dobé& aplikace [2].

Novéjsi zplsoby dodéavani aktivnich latek do niz§ich vrstev zahrnuji napf. liposomy, které
jsou zaloZeny na pfirozené struktufe bunééné membrany. Primarné jsou tvofeny z fosfoli-
pidd, ale mohou byt také sloZzeny z povrchové aktivnich latek, jako je naptiklad dioleylfos-
fatidylethanolamin. Liposom je extrémné vSestranna struktura, mize obsahovat v jadru
vodu, jiné latky, nebo zlstat volny. Nanoliposomy mohou byt specidlné navrzeny tak, aby
uvoliiovaly svlij vnitini obsah za urcitych podminek (pH, teplota ve stratum corneum),
jsou ale pomérné nestabilni, v mnoha situacich je tak pravdépodobné, Ze maji vlastnosti tra-
di¢nich liposomtl. Nanoemulze (20 — 100 nm) nabizeji schopnost dodavat vysoce hydrofilni
nebo lipofilni latky do pokozky. V praxi jsou zndmé kosmetické nanoemulze ubichinonu

(koenzym Q10), ¢i kyseliny hyaluronové. Nosné peptidy mohou zvysit a urychlit proces
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propustnosti [3], lokalni pouziti peptidu je potenciondlng ucinné, jejich dodavky ptes kiizi
vSak mohou byt diskutabilni, diky iontové povaze téchto materidlti. Ke zlepSeni propustnosti
téchto latek pies pokozku vede pouziti derivatii mastnych kyselin, zptisobujici zvyseni lipo-
filnich vlastnosti peptidi [4]. Aplikace bioaktivnich peptidd v kosmetickém primyslu
je velmi slibna vzhledem k jejich Sirokému spektru aktivit, vyuziti a a¢inka.

Dal8im mechanismem pro zvySeni penetrace je pouziti fyzikédlnich zatfizeni, kterd poSkozuji
SC (lasery, iontoforézy, sonoforézy). Tato zafizeni mohou ménit rizné atributy SC, jako je
struktura, nebo elektrickd vodivost. VSechny tyto techniky se snazi pfekonat ochranné
funkce SC, tedy piekonat ochrannou kozni bariéru a prostoupit do nizsich vrstev pokozky.
V soucasné kosmetické praxi se vyznamné uplatiuje pravé spojeni fyzikalnich zatizeni
a kosmeceutik.

Siroka kala produkti péée o pokozku a jejich pouziti se staly tak sloZité, Ze spotiebitelé,
kosmeticti pracovnici, ale i dermatologové Casto tapou. Je obtizné porovnavat a kvantifiko-
vat miru u¢inkdl mezi riiznymi materialy, protoze existuje mnoho proménnych: méteni jed-
notlivych ucinnych latek, rizné metody s odliSnou citlivosti a typy formulaci, které mohou
mit vliv na dodavky materidlu do kiize. Obecné ale mizeme fici, ze 1 kdyZ u¢inky mohou

byt malé, pfesto jsou vyznamné a mohou zlepsit pocit a vzhled pokozky [5].
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2 LEGISLATIVNI ASPEKTY POUZiVANI KOSMECEUTIK

Termin ,,cosmeceutical® byl vytvofen Albertem Kligmanem na narodnim védeckém setkani
spolecnosti kosmetickych chemikt (the Society of Cosmetic Chemists) v roce 1984, s odka-
zem na lokalné aplikované ptipravky, které jsou schopné zmeénit stav pokozky, které nejsou
povazovany za léky ani kosmetiku, a které jsou aplikovany na kuzi [5].

Termin kosmeceutika se jiz bézné pouziva v odbornych ¢asopisech, internetovych piispev-
cich a dokonce je definovan ve slovniku. Kosmeceutika jsou novym hybridnim typem pro-
duktt péce o plet, nachdzeji se na pomezi mezi kosmetikou a 1é¢ivy. Tento termin vSak neni
legislativné platny, takze neexistuji zadna konkrétni kritéria stanovena pro produkty, které
maji byt zafazeny do této kategorie. Kosmeceutika jsou definovana jako kosmetické pfi-
pravky s bioaktivnimi slozkami, u nichz se pfedpokladd, Ze maji zdravotni vyhody. Neexis-
tuji pro n¢ zadné pravni normy, které by dokazovaly, Ze tyto produkty spliiuji dané poza-
davky [6].

Termin kosmeceutika dnes pouzivame v Siroké skale produktii, od opalovacich krémt az po
preskripéni retinoidy. Ve skutenosti mohou dokonce byt jednoduché zvlhcovace nazyvany
kosmeceutiky, pro svoje ptiznivé fyziologické ui€inky na kuzi. Ve vétsiné piipadu se vSak
pouziva tento termin pro produkty obsahujici U€inné slozky, které dodavaji pokoZzce dalsi
vyhody.

Dr. Albert Kligman m¢l jasnou vizi tii konkrétnich kritérii, kterd by méla byt stéZejni pro
zhodnoceni navrhovaného ptinosného uc¢inku produktu. Tyka se vyrobkil péce o plet’, které
jsou smésici kosmetiky a 1é¢iv, s dopadem na strukturu ktize a/nebo kozni funkce. Tti z4-
kladni kritéria pro prokazani Gcinnosti kosmetického ptipravku dle Dr. Kligmana jsou:
1) G¢inna latka musi dostatecné proniknout do stratum corneum (SC) k zamyslenému cili
v dostatecné koncentraci, v ¢asovém ramci a v souladu s mechanismem ptisobeni slouce-
niny; 2) slozka by méla mit znamy specificky biochemicky mechanismus t¢inku v cili (klize,
burika, nebo tkai) a 3) musi byt k dispozici statisticky vyznamné udaje z publikovanych,
recenzovanych dvojité zaslepenych a placebem kontrolovanych klinickych studii, které jsou
dostate¢né k potvrzeni vSech narokli na produkt. Prvni kritérium jednoduSe odrazi znamé
fakty o SC, které slouZzi jako G¢inny bariérovy mechanismus pro pokozku, zabraiujici snad-
nému pronikdni nezddoucim latkdm. Timto je pfedstavena moznost piepravy slozek pies
bariéru v biologicky efektivnim mnoZstvi. Druh¢ kritérium fesi potfebu prokazat znamy me-
chanismus ucinku, ktery umoznuje fyziologicky ucinek (aktivace/inhibice genové exprese,

enzymova aktivita, regulace bunécného cyklu, atd.), existuje mnoho oblibenych slozek, které



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

nemaji zcela objasnény mechanismus ucinku. Za tieti, klinické zkousky musi generovat re-
produkovatelné data, kterd jsou statisticky vyznamna jak u velikosti vzorku, tak i pfi pozo-
rovaném ucinku [1].

produkty nachazejici se mezi kosmetikou a 1é¢ivy, poskytuji 1é¢ebné vyhody nad a za hra-
nicemi jednoduché kosmetiky a jsou proto vyhledavany spotiebiteli. Obecné se odkazuji
na vyrobky péce o plet’, které obsahuji aktivni slozky, které jsou prospesné pro zlepSeni
vzhledu kiize a na podporu zdravi pokozky. Jsou pomémné snadno dostupné, coz piedstavuje
vyznamny bonus pro jeden z nejrychleji rostoucich segmentii na trhu s produkty osobni péce.
Spotiebitelé vyhledavaji kosmetické pripravky ke zmirnéni projevi starnuti pokozky a ne-
sCetnych koznich nedostatkii jako jsou akné, melasma, rosacea, hyperpigmentace, ztrata
vlast a strie. Vzhledem k poptavce neni piekvapenim, ze se kosmetické a farmaceutické
spole¢nosti zamétuji na riist kosmetického trhu, vétSina silné€ investuje do rozvoje kosmetic-
kého pramyslu. Mnoho farmaceutickych spole¢nosti se pfipojuje k zakladnimu védeckému
vyzkumu s cilem zlepSeni vzhledu a zdravi klize. Vytvareji inovativni systémy umoziujici
efektivngjsi a cilen&jsi poskytovani aktiv na kazi [1, 5].

Spolecnosti, které vyvijeji a uvadéji na trh kosmeceutika se ptiklanéji k tomuto oznaceni,
protoze pro kosmeceutika je vyzadovan méné dusledny proces predbézného schvalovani
v porovnani s léCivy, a pro spotiebitele je ukazatelem ptitomnosti prokazatelné aktivnich
slozek v produktu. Tato klasifikace navic umoziuje farmaceutickym spole¢nostem vyvoj
a testovani kosmetickych prostiedkil s mnohem niz8§imi naklady nez u 1é€iv, produkt se tak
dostane rychleji a levnéji ke spotiebiteli. Zminéné rozhrani mezi medicinou a masovym

trhem je jedinec¢né pro tuto kategorii vyrobki.
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3 AKTIVNI LATKY POUZIVANE JAKO KOSMECEUTIKA

V soucasné dobé mizeme do kategorie kosmeceutik zahrnout pomérné velké mnozstvi latek,
ale pouze u malého poctu z nich jsou k dispozici klinické udaje, které podporuji deklarovany
ucinek na kazi vedouci ke zlepSeni jejiho vzhledu. Nasledujici ¢ast prace poskytuje strucny

ptehled vybranych latek, které 1ze mezi kosmeceutika zaradit.

3.1 Vitaminy

Vitaminy jsou nizkomolekularni latky nezbytné pro spravné fungovani zivych organismda.

V lidském organismu maji funkci katalyzatorit biochemickych reakci, podileji se na meta-
bolismu bilkovin, tukd a cukrii. Vitaminy jsou nezbytné pro udrZzeni mnohych télesnych
funkci a jsou schopny posilovat a udrzovat imunitni reakce [7]. Lze je rozd¢lit na dvé za-
kladni skupiny, a to na vitaminy rozpustné v tucich a vitaminy rozpustné ve vodé. Také
v kosmetické péci mohou pusobit jako ucinné a efektivni latky, ale zdrovenn mohou mit

1 u€inky pro kiizi drazdivé ¢i exfoliacni.
3.1.1 Vitamin A

Kosmeticky se vyuziva nékolik forem vitaminu A, zejména retinol, retinylestery (acetat,
propionat, palmitat estery retinolu). Prostfednictvim endogennich enzymatickych reakei jsou
v podminkéch in vivo pfevedeny na kyselinu trans-retinovou, funkéni formu vitaminu A
v pokoZce. Retinoidy maji vedle stimulacnich, také u¢inky inhibiéni.

Na zéklade¢ in vitro experimentti bylo zjisténo, Ze interakce trans-retinové kyseliny s proteiny
jadernych receptort vedou k interakci se specifickymi sekvencemi DNA ovlivitujicimi tran-
skripci, coz ma za nésledek bud’ zvyseni, nebo sniZzeni exprese specifickych proteini/en-
zymu [8]. Mezi zmény genové exprese vyvolané retinoidy, které jsou relevantni pro anti-
aging ucinky fadime ty, které vedou k pevnéjsi pokozce, ptispivaji ke zjemnéni vzhledu
jemnych vrasek a linek, coz jsou naptiklad zvySena epidermalni proliferace a diferenciace
(zvySeni tloustky epidermis), zvySena produkce zékladni epidermalni substance, ktera vaze
vodu, ¢imz se zvySuje epidermdlni hydratace a tloustka pokozky, a zvySenou produkci ex-
tracelularnich slozek dermalni matrix, jako je kolagen (narust tloustky dermis) [1, 9].
Obecné plati, ze retinoidy jsou velmi silné latky, takze pro ziskani vyznamnych ucinkt jsou
obvykle dostate¢né koncentrace mensi nez 1 %. Ve dvojité zaslepené, placebem kontrolo-

vané studii, trvajici 12 tydnd, byly retinol a retinyl propionat vyznamné u¢inné pii snizovani
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vyskytu oblicejovych vrasek a hyperpigmenaci dokonce i v nizkych davkach. Prace s reti-
noidy pfedstavuje dva podstatné problémy, jednim z nich je tendence vyvolat podrazdéni
pokozky, coz muze ovlivnit vybér retinoidu. Retinol je pokozkou Iépe tolerovan, nez kyse-
lina trans retinova [9], retinaldehyd ma drazdivost podobnou retinolu [10], estery retinolu
jsou lépe snaseny nez retinol [11]. Podrazdéni mtze byt také do urcité miry snizeno, pokud
jsou ve formulacich pouzity dalsi slozky, jako jsou protizanétliva ¢inidla. Problémem je ne-
stabilita retinoidd, a to zejména v piitomnosti svétla a kysliku.

V kosmetickém primyslu se pouzivaji jako soucast rtének, ptipravki na opalovani, pleto-
vych hydratac¢nich a oSettujicich ptipravkil, podkladovych a hydratacnich krémd, ptipravki

pro zralou plet’, make-upy s ochrannym faktorem, kondicionéry, lesky na rty a korektory.

3.1.2 Vitamin B3

Primarni formy vitaminu B3 pouZivané v produktech péce o plet’ jsou niacinamid (nikotina-
mid), kyselina nikotinova, nikotinat a jeho estery, jako je tokoferol-nikotinat, myristoyl-ni-
kotinat a benzyl nikotinat.

Vitamin B3 patii mezi zakladni vitaminy, je prekurzorem endogennich enzymatickych ko-
faktoril, konkrétné nikotinamidu adenin dinukleotidu (NAD), jeho fosforylovanych derivati
NAD(P) a jejich redukovanych forem NAD(H) a NAD(PH), které maji antioxidacni vlast-
nosti. Tyto kofaktory se ucastni fady enzymatickych reakci a mohou tak potencidlné ovlivnit
fadu koznich procesu [12, 13].

V literature bylo popsano nékolik mechanismi u¢inku niacinamidu, které vychazeji prede-
v§im z in vitro experimentd. Nikotinova kyselina a jeji estery jsou také prekurzory NAD(P),
a tak se ptedpoklada, ze poskytuji stejné ucinky na kiizi jako niacinamid [14].

N¢kolik dvojité zaslepenych, placebem kontrolovanych studii dokumentovalo, ze lokalni
aplikace niacinamidu vedla k vyraznému zlepSeni barvy pleti, v€etn¢ snizeni vyskytu pig-
mentovych skvrn (hyperpigmentaci) a cervenych skvrn. SniZeni vyskytu cervenych skvrn
muZe souviset se zlepSenim stavu kozni bariéry, snizenim citlivosti klize a schopnosti rea-
govat na zmény Zivotniho prostiedi, napt. na slunecni zafeni. K dosazeni pozadovanych
ucinkl byly pouzity pomérné vysoké davky (2 — 5 %) vitaminu B3, Vzhledem k tomu, ze
ktize ma velmi vysokou odolnost vii¢i niacinamidu i pii dlouhodobém uziti, je aplikace vy-
soké davky pftijatelna. Nekteré klinické udaje rovnéz prokazaly podobné Siroké spektrum

ucinki u myristoyl-nikotinatu, pokud byl lokalné pouzit v koncentraci 1 — 5 % [14, 15].
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3.1.3 Vitamin C

Existuje fada forem tohoto vitaminu, z nichz nékteré se bézné pouzivaji. Jsou to napft. kyse-
lina askorbova, askorbyl-fosfat (hot¢ik nebo sodna stl), askorbylpalmitat a askorbyl gluko-
sid.

Vitamin C se pouziva jako prostiedek pro zesvétleni pokozky, pisobi jako inhibitor tyrozi-
nazy s antioxidacni aktivitou. Byla také popsana jeho schopnost sniZovat pooperacni erytém
spojeny s laserovym zakrokem a ptisobi tedy jako protizanétlivé Cinidlo [16]. Kyselina
askorbova navic slouzi jako zékladni kofaktor enzymt lysyl hydroxylazy a prolyl hydroxy-
lazy, které jsou potiebné pro posttransla¢ni zpracovani a biosyntézu kolagenu typu I a III
[14]. Kyselina askorbovda ma tedy potencial zvysit produkci kolagenu a redukovat tim
hloubku vrasek.

V nékolika kosmetickych studiich byly popsany G¢inky askorbétu v prostiedcich proti star-
nuti pokozky. Topické davky se pohybovaly v rozmezi od 3 do 17 % [14]. Tydenni oSetieni
lidské pokozky 3% kyselinou askorbovou mélo za nasledek vyznamné snizeni oxidace in-
dukované ultrafialovym svételnym zatenim (UVA), pfi¢emZ 3% askorbyl fosfore¢nan vy-
kazoval ve snizeni oxidace horsi vysledky [17]. Ve dvojité zaslepené, placebem kontrolo-
vané dvanacti tydenni studii, kdy byla lokdln€ aplikovana 3% kyselina askorbova, doslo
k redukci oblicejovych vrasek bez podrazdéni pokozky [17]. Dalsi studie s vysSimi davkami
5 az 17 % aplikovanymi vzdy po dobu 12 tydnii az 6 mésici dokumentovaly celkové snizeni
starnuti pokozky obli¢eje indukovaného UV zatenim, zlepSeni jeji struktury a zlepSeni stavu
kolagenu a elastinu v pokoZce (posouzeni z histologické biopsie) [14].

Primarnim tikolem derivati vitaminu C je zajisténi stability vlastni kyseliny. To souvisi s jeji
citlivosti na pfitomnost kysliku, kdy v jeho pfitomnosti mize dojit ke ztrat¢ témét poloviny
kyseliny askorbové za mé&sic. To je pak doprovazeno rychlym Zluknutim produktu, coz ma
negativni dopad na spotiebitele. Ke stabilizaci kyseliny askorbové 1ze pfistoupit s riiznou
strategii, jako je tieba vylouceni kysliku béhem vyrobniho procesu a procesu baleni, zapouz-
dfeni, snizeni pH, minimalizace obsahu vody a za¢lenéni dalSich antioxidantti. Pfes vSechny
tyto postupy ziistdva stabilita askorbatu vyzvou, protoze nékteré z téchto ptistupd, jako je
napf. velmi nizké pH miiZe vést k nezddoucim uc¢inkiim na kazi [14].

Skupinou derivatii kyseliny askorbové jsou askorbyl estery fosfatové soli (Mg a Na). Jejich
stabilita je podstatné lepSi nez u kyseliny askorbové, avSak vysledny vysoky obsah soli
v produktu muize dramaticky ovlivnit U¢innost konvencnich zahustovadel pouZivanych

pro kosmetické formulace (karbomery, polyakrylamidové polymery), coz nasledné vyzaduje
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zvysené pouziti zahuStovacich piisad. Derivaty, které nejsou na bazi soli, jako je naptiklad
askorbyl glukosid, maji lepsi stabilitu. Jejich nevyhodou vsak je, ze jsou podstatné drazsi
nez kyselina askorbova. DalSim problémem je nizkd penetrace kyseliny askorbové pokoz-

kou, jelikoZ z topické davky vstupuje do kiize méné nez 1 % [14].

3.1.4 Vitamin E

Kromé bézné pouzivanych forem vitaminu E, zejména tokoferolu a tokoferol acetatu
se v kosmetické praxi pouziva nékolik jeho dalSich esterti, napi. sukcinat, nikotinat, linoleat
a fosfat. Ptirodni tokoferol ma n¢kolik izomert (alfa, beta, gama a delta), které se odlisuji
postrannimi fetézci a uc€innosti. Nejvice ucinny je synteticky alfa-tokoferol [14].

Vitamin E patfi mezi latky, které¢ velmi snadno reaguji s kyslikem a jeho nejvyznamnéjSim
ucinkem je piisobeni jako antioxidant. Tokoferoly mohou diky rozpustnosti v tucich pronikat
bunécnym povrchem, stavaji se soucasti bunééné membrany, kterou chrani pted piisobenim
volnych radikali. Predpoklada se, ze ke starnuti prispivaji volné radikaly, antioxidanty tudiz
poskytuji ochranu pted jejich ptisobenim a poméhaji redukovat poskozeni zptisobené napf.
toxickymi chemikaliemi a Skodlivinami, které jsou pfi¢inou mnoha koznich problémii. Po-
zitivni vliv tohoto vitaminu se projevuje zejména pii poskozeni zplisobeném UV zéafenim,
jako je spaleni sluncem, starnuti pokozky vlivem svétla a hyperpigmentace.

V laboratornich modelovych systémech byly prokdzany antioxidaéni uCinky vitaminu E,
spolu s jeho pozitivnimi u¢inky na lidskou pokozku, zejména pii ochrané proti UV zareni
[18, 19]. Topické uziti vitaminu E je efektivni pfi redukci UV-indukovaného koZniho zarud-
nuti; ve 2% koncentraci tento vitamin snizuje zarudnuti pfiblizn€ o 20 % (chronometr), a to-
picke uziti 5% vitaminu E poskytuje pfirozeny ochranny faktor vyssi nez 3. Rovnéz studie
lokalniho uziti 5% vitaminu E v oblasti obli¢eje, kterou publikovali Moeller a kol. ukazuje
zlepSeni stavu vrasek v oblasti o¢niho okoli a sniZeni zanétu zplisobeného UV-zéafenim po
jeho 4-tydenni aplikaci [20].

Vzhledem k tomu, Ze tokoferol a tokoferol-acetat jsou rozpustné v olejich, miiZe jejich vyssi
koncentrace €init problémy v kosmetickych formulacich, kde je obsah olejli nizky (nemastné

formulace).

3.2 Panthenol

Panthenol (provitamin Bs), také znamy jako pantothenol a pantothenylalkohol, opticky D

izomer panthenolu se nazyva dexpanthenol, prekurzor kyseliny pantothenové (vitamin Bs).
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Kyselina pantothenova je soucasti koenzymu A, ktery je rozhodujici pro bunécny metabo-
lismus a piimo nebo zprosttedkovan¢ ovliviiuje vSechny metabolické procesy v téle, véetne
pienosu acylové supiny v priabéhu biosyntézy mastnych kyselin a glukoneogeneze [21].
Panthenol také podporuje proliferaci fibroblasti a epidermalni re-epitelizaci in vitro, tedy
ucinky podporujici hojeni ran [22]. ZvySenim syntézy lipidi v rohové vrstvé dochazi
ke zlepSeni bariérovych funkci pokozky. Vzhledem k tomu, Ze je panthenol rozpustny
ve vod¢ a hydroskopicky, ma zvlacnujici ucinky na pokozku, a to zejména v kombinaci s Si-
roce pouzivanym glycerolem [23].

Panthenol je velmi dobfe snasen pokozkou a nevyvolava jeji podrazdéni (zarudnuti, suchost,
paleni, svédéni) coz vede k jeho Sirokému vyuziti. Pozitivné plsobi na hydrataci, v¢etné
hydratace stratum corneum, a tim i na zlepSeni drsnosti pokozky a zmény jeji pruznosti v ob-
lasti epidermis. Muze také vést ke zlepSeni kozni bariéry, které pravdépodobné vysvétluje
ucinky. Panthenol také snizuje nezadouci ucinky spojené s 1écbou retinoidy [24]. Hydrata¢ni
ucinek panthenolu se dale vyuziva v péci o vlasy, které po jeho aplikaci vykazuji zlepSeni
pruznosti, jsou mék¢i a snadnéji se roz€esavaji.

Nékteti spotiebitelé jsou citlivi na specifické slozky kosmetickych ptipravki, jako jsou napft.
konzervacni latky, vonné latky a ochranné faktory proti slune€nimu zateni, coz mize vyvo-
lavat drazdivé ucinky, vedouci k zarudnuti, péaleni a svédéni pokoZzky. Zaclenénim
panthenolu do téchto prostfedkll Ize tyto nepfiznivé ucinky snizit. PfestoZe mechanismus
tohoto pozitivniho plsobeni neni zndm, miiZe mit souvislost se zndmymi ukliditujicimi

a protizanétlivymi Gc¢inky panthenolu [25].

3.3 Hydroxykyseliny

Do této skupiny kosmeceutik jsou zahrnuty o-hydroxykyseliny (AHA), jako je kyselina gly-
kolova, jable¢nd, vinnd, kyselina mlé¢na a citrénova; polyhydroxykyseliny jako je glukono-
lakton a kyselina laktobionova; a 3-hydroxykyseliny jako je kyselina salicylova, do skupiny
hydroxykyselin spada také kyselina pyrohroznova (a-keto kyselina).

Mechanismus Uc¢inku téchto kyselin spociva zejména v exfoliaci stratum corneum. Tato
zrychlena exfoliace ma za nasledek vylepSeni textury povrchu pleti a jejiho barevného od-
stinu. AHA maji také vlastnosti zvlhcovaci (napf. kyselina mlécna a jeji soli), proto jsou

uzitecné pii 1é€beé suché pokozky.
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Pokud jde o ucinnost téchto kyselin na pokozku, bylo v tomto sméru publikovano pomérné
velké mnozstvi dat. Napftiklad studie topického pouziti kyseliny salicylové na ptredlokti uka-
zala zvySenou obnovu rohové vrstvy; jednalo se o 1,5% kyselinu salicylovou aplikovanou
po dobu 18,5 dni. Dal$im testem na dobrovolnicich bylo (po pouziti kyseliny salicylové)
stanoveno zlepSeni struktury (hladkosti) pokozky a zlepSeni barvy pleti, bez jejiho vyznam-
ného zarudnuti, nebo zmény transepidermalni ztraty vody (TEWL). Hydroxykyseliny jsou
pokozkou dobie tolerovany, ale jejich vysoké koncentrace pii nizkém pH mohou vést k po-

drazdéni a potencialni precitlivélosti pokozky [26].

3.4 Cukerné aminy

Do kategorie znamych aminocukrii spadaji glukosamin a N-acetylglukosamin (NAG), pre-
kurzory biopolymerni kyseliny hyaluronové. Topické pouziti téchto slouc¢enin mize zvysit
hydrataci pokozky a také zmensSit jemné linky/vrasky pisobenim na strukturni matrix po-
kozky. Glukosamin inhibuje proteinovou glykosylaci (in vitro), inhibuje aktivaci pro-tyro-
sinasy na aktivni enzym tyrosinasu a tim inhibici produkce melaninu [27]. Cukerné aminy
ke snizené produkci melaninu a zvySené produkci hyaluronanu, analyza genomu pak uka-
zala zmény v expresi nékolika genti zodpovédnych za tvorbu melaninu [28, 29].

Dalsi studie prokézaly, Ze perordlnim uzivanim téchto latek jedinci se suchou pokozkou do-
Slo ke zlepSeni hydratace pokoZzky [30]. Zevni piisobeni 2% NAG pak mélo vyznamny U¢i-
nek pii zmenseni jemnych linek/vrasek v oblasti oc¢i [28].

Pti praktickém pouziti glukosaminii mtize byt problémem jejich stabilita, jelikoz snadno
podléhaji Maillardovym reakcim, které zplisobuji hnédnuti produktt. Do jisté miry se tomu
muze zamezit uZitim antioxidantl a kyselym pH. NAG je podstatn¢ stabilngjsi, av§ak oba
tyto materidly mohou, pii vysokych davkach (vyssi nez 2 %) zptsobovat lepivost kosmetic-

kych produktti, coz nemusi byt pro spotiebitele piijatelné.

3.5 Ceramidy

Ceramidy jsou lipidy dilezité pro normalni fungovani stratum corneum, jeji bariérové
funkce. Patii do skupiny lipida sloZzenych ze sfingosinu a mastné kyseliny, vytvatejici v bi-
ologickych systémech lamelarné strukturované, tzv. lipoidni dvojvrstvy. Interakce cerami-
dovych lamelarnich struktur s proteiny v povrchové vrstvé utvaii funkéni, vodu vazajici sys-

tém, tzv. NMF (Natural Moisturizing Factors) schopny v povrchovych epidermalnich vrst-
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vach udrzovat konstantni a optimalni obsah vody, branit vysychdni pokozky. DalSimi klico-
vymi lipidovymi slozkami kozni bariéry jsou cholesterol a mastné kyseliny, vSechny tfi
slozky jsou pro pokozku nepostradatelné, plni vyznamnou biologickou ochrannou funkci
regulujici prunik vody a zevn¢ pusobicich latek, zmirnuji vliv faktort zivotniho prostredi
(napt. UV zafeni) [31].

Extern¢ dodévané ceramidy, zaclenéné mezi lipidy stratum corneum, zlepSuji bariérovou
funkci pokozky, a to ptfedevsim u pleti vykazujici pokrocilé znamky starnuti, at’ uz se jedna

o poskozeni akutni nebo chronické.

3.6 Kovy

V kosmetickych ptipravcich se mohou v malém mnoZzstvi nachézet kovy jako zinek, méd’,
selen, stroncium, hof¢ik a mangan ve formé soli a komplexl s organickymi slou¢eninami
(napf. oxid zinecnaty, Cu-peptid a selenomethionin).

Kovy maji své specifické funkce v klizi, které jsou Casto spojené s jejich roli jako kofaktori
¢innosti metaloenzymi. Urcité organokovové komplexy jsou funk¢ni sami o sobé€, naptiklad
pyrithion-zinek a selen-sulfid funguji jako protiplisnové latky, které jsou ti¢inné proti luptim.
Zinek je také spojen s antioxidacnim proteinem superdismutdazou a metalothioneninem,
takze oxid zine¢naty ma potencidl jako zdroj zinku pro syntézu téchto proteinti. Méd’ je ko-
faktorem mnoha proteint, véetné lysyl oxidazy a prolylhydroxylazy, enzymi, které jsou di-
lezité pro syntézu kolagenu. Selen je kofaktorem antioxida¢nich enzymu glutathion peroxi-
dazy a thioredoxin reduktazy.

Oxid zinecnaty se pouZziva diky svému plisobeni proti podrazdéni pokozky, které se testovalo
formou naplasti aplikovanych na ptedlokti [32]. Toto testovani ukdzalo, Ze oxid zinku vy-
znamn¢ zabraiiuje povrchovému podrazdéni pokozky. Povrchové pouziti Cu-peptidového
komplexu muze vyvolat takové zmény, které vedou k zabranéni starnuti pokozky. Topicka
aplikace selenomethioninu zabraniuje zarudnuti indukovanému UV zafenim a mize efek-

tivné€ plsobit i proti vraskam [19].
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4 PEPTIDY

4.1 Historie

Peptidy byly popsany na pocatku 19. stoleti Emilem Fischerem a Emilem Hofmeisterem
[33]. V dalSich letech pak nasledoval vyzkum, ktery kromée rozsiteni védomosti o ptirodnich
a syntetickych peptidech vedl k vyvoji syntetickych peptidii, napi. Cu-GHK (Cu-peptidu;
glycin-histidin-lysin), pfipravené¢ho v roce 1973 Lorenem Pickardem, ktery byl nasledné
v 80. letech zalenén mezi produkty péce o plet. Vyvoj dalich peptidi pokracoval v po-
mérné pomalém tempu, a to az do roku 2000, kdy byl po pfedchozich testech zaveden do po-
uzivani palmitoyl pentapeptid-4, ktery nyni patii mezi dobfe zndmé a zdokumentované pep-
tidy. Od té doby bylo vyvinuto mnoho kratkych, stabilnich syntetickych peptida, které maji
svoji ulohu v syntéze extracelularni matrice, v regulaci pigmentace a pfirozené imunity po-
kozky. Tyto peptidy se pouzivaji ke stimulaci tvorby kolagenu, hojeni ran, ,,Botox-like*
liftingovému efektu, maji bélici ucinky a uplatiiuji se také jako antioxidacni a antimikrobi-

alni latky [34].

4.2 Peptidy

Peptid je chemicka sloucenina organického pivodu, kterd vznika spojenim aminokyselin
peptidovou vazbou. Peptidy se déli podle poctu aminokyselin (AMK), ze kterych jsou slo-
zeny. Peptidy obsahujici 10 AMK se nazyvaji oligopeptidy, polypeptidy o vysoké moleku-

lové hmotnosti se obecné nazyvaji bilkoviny.

4.3 Pisobeni peptida jako kosmeceutik

Peptidy jsou jednou z nejzajimavé;Sich kategorii kosmeceutik. Tyto kratké sekvence fetézci
aminokyselin mohou byt zac¢lenény do kosmetickych formulaci pro potlaceni pfiznaku star-
nuti pokozky. Velké ¢ast vyzkumi prokazujicich roli aminokyselin a peptidii ve zménéch
koZnich projevil starnuti, byla sekundarnim benefitem vyzkumu zaméfeného primarné
na hojeni ran [35].

V poslednich dvou desetiletich bylo vyvinuto mnoho novych peptidi pro kosmetické
ucely a vyzkum dalSich, specializujicich se na vnitini 1 vnéjsi starnuti pokozky, stale pro-
bih4. Aktudlni kosmeceutické peptidy mohou byt klasifikovany jako peptidy 1) signalni,

2) nosné a 3) inhibitory neurotransmiteri a enzymu se specifickymi vlastnostmi, kterymi
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je mozno dosdhnout dobrych Gc¢inki v oblasti péce o plet. Pivodné vyzkumnici predpokla-
dali, Ze by molekulové véha peptidu, schopného projit kozni bariérou, méla byt mensi nez
500 Da [36]. Nov¢;jsi studie vSak ukazuji, Ze kozni bariérou mohou prochazet i vétsi mole-
kuly, coz je vyhodné¢ zejména v piipadé suché a starnouci pokozky [37]. Vzhledem
k tomu, ze se syntetické peptidy skladaji z aminokyselin, které mohou byt modifikovany, lze
peptidy upravovat pro rizné funkce, jako je zvySené pronikani pokozkou (se zvySenou

zvlastni vazbou na receptor), lepsi stabilitu a rozpustnost.

4.4 Peptidy pouzivané jako kosmeceutika

V Tab. 1 jsou uvedeny nékteré peptidy pouzivané v kosmetickych prostredcich, u kterych
byly provedeny klinické studie, potvrzujici jejich G€innost na pokozku. Od roku 2000 se po-
uziti peptidl v produktech kosmetiky dramaticky zvysilo, coz vyvolava potiebu ziskat hlu-
boké znalosti zejména o fyziologickych principech jejich pouziti. K dispozici je ale bohuzel
dostupné pouze malé mnozstvi udaji ze studii in vivo. Komer¢ni potencial téchto molekul
je vysoky, a to zejména v piipade peptidovych sekvenci, které prokazuji kosmetickou akti-
vitu, zejména proti starnuti.

Pouziti peptidl v kosmetické praxi ovSem vyzaduje, aby byl jejich u€inek dikladné ovéren
potiebnymi testy. Zde vSak Casto vyvstava problém, protoze peptidy jsou aplikovany
ve smési substanci v kosmetickych pfipraveich a jsou testovany tak, Ze v mnoha ptipadech
je skute¢ny ucinek jednotlivych peptidi na kiizi nejasny. Vysledky né€kterych klinickych stu-
dii byly totiz ziskany za pouZiti formulaci obsahujicich jak peptidy, tak 1 dalsi aktivni sloZky
(napfiklad niacinamid a vitaminy C, E), nebo v pfitomnosti krémového zakladu, a proto jsou
tvrzeni o U¢innosti kosmeceutik omezeny na tvrzeni o zlepSeni vzhledu pokozky. Navic kli-
nické studie prokazujici jejich Gc¢inek nejsou €asto publikovany ve védeckych casopisech,
a n¢které studie byly provedeny s malym poctem ucastnikii. Na druhé stran¢ jednoznacny
dikaz o zlepSeni kosmetickych funkci peptidii by mohl vést k jejich preklasifikovani do ka-
tegorie 1€Civ, coz nemusi byt pro spotiebitele ani vyrobce zadouci.

Pozitivni klinické G€inky a principy plsobeni mnoha peptidii nejsou podrobné vysvét-
leny, a stale jest¢ existuji otazky, jako je naptiklad, jak je mozné piekonat kozni bariéru
a umoznit pronikéani téchto sloucenin hloubéji do pokozky, a tim zvysit jejich koncentraci

v cilovém misté v dermis? [38]
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Tab. 1: Prehled peptidii vhodnych pro topické pouziti [39]

Typ peptidu Nézev peptidu

Matrikin peptidy Karnosin, Cu-tripeptid, Trifluoracetyl-tripeptid-2, Tripeptid-10
citruline, Acetyl tetrapeptid-5, Acetyl tetrapeptid-9, Aceteyl tet-
rapeptid-11, Tetrapeptid-21, Hexapeptid, Hexapeptid-11, Palmi-
toyl pentapeptide-4, Palmytoiltripeptide-3/5, Palmitoyl tetrapep-
tide-7, Palmitoyl hexapeptide-12, Palmitoyl oligopeptid, Palmi-
toyl tripeptid-1, Pentapeptid-6

Nosné peptidy Matrixyl® (palmitoyl pentapeptid-3), Cu-tripeptid, Mangantri-
peptid-1

Peptidova  mimetika, | Argireline® (acetyl hexapeptid-3), Pentapeptid-18,
peptidy inhibujici neu- | Pentapeptid-3, Tripeptide-3

rotransmitery

Enzymatické peptidy | S6jovy peptid, hedvabny fibrilarni protein (sericin), ryzové oli-
gopeptidy (Cernd ryze)

Strukturdlni protein Keratin

4.4.1 Signalni peptidy

Signalni peptidy stimuluji produkci proteinové matrice a syntézu kolagenu. Jsou to molekuly
se schopnosti zvysit dermalni remodelaci prosttednictvim piimé stimulace lidskych dermal-
nich fibroblasti, inhibici kolagenazy a produkci zakladni substance. Peptidy stimulujici pro-
dukci proteinové matrice jsou uvolnény z extraceluldrni matrix, a jsou nazyvany matrikiny,
nebo stimulatory kolagenu. V pfitomnosti téchto peptidi dochdzi k proliferaci kolagenu,
elastinu, proteoglykanu, zvySuje se mnozstvi glykosaminoglykanu a fibronectinu. V du-
sledku toho dochazi ke zlepSeni pigmentaci zpisobenych poskozenim pokozky UV zafenim,
dochdzi k redukci vrasek a regeneraci pokozky a zvysuje se 1 jeji pruznost. Do této skupiny

peptidil 1ze zatadit nasledujici latky.

Karnosin a N-Acetylkarnosin

Karnosin (dipeptid -Ala-His) je dobfe zdokumentovany antioxidant s aktivitou podporujici
hojeni ran, ktery se pfirozené vyskytuje ve vysokych koncentracich ve svalovych a mozko-
vych tkanich. Ve formé lipofilniho palmitoyl B-Ala-His peptidu je schopen proniknout

do stratum corneum a nizSich dermalnich koznich vrstev [40].
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Trifluoracetyl-tripeptid-2

Jedna se o tripeptid se sekvenci TFA-Val-Try-Val-OH ktery ptisobi tim, ze brani produkci
progerinu, ktery je povazovan za akcelerator starnuti bun¢k. Jeho hodnoceni je mozné po-
soudit ze dvou in vivo studii. Prvni ze studii zkoumala jeho G¢innost proti vraskam a povislé
pokozce v oblasti dolni ¢elisti na 10 dobrovolnicich (56 dni), kdy byla k hodnoceni stavu
pokozky pouzita profilometrie. Druha studie se cilen¢ zaméfila na sledovani pevnosti, elas-
ticity, pruznosti a viskoelasticity pokozky u 13 zdravych dobrovolnikt (28 dni). Vysledky
studie prokazaly, ze trifluoracetyl-tripeptid-2 ma pozitivni vliv na redukci vrasek a zvySeni

pevnosti a pruznosti pokozky [41].

Tripeptid-10 citrulin

Decorinyl™; Lys a-Asp-Ile-Citrulin cili na strukturu a zpevnéni kolagennich vlaken. V pu-
blikované studii vysledky se 43 zdravymi dobrovolniky (ve véku 40 — 58 let) prokazaly,
ze tripeptid-10 citrulin ovliviluje homogenitu fibrildrniho vldkna, zvétSeni praméru vldkna,

zvyseni pruznosti kiize a zlepsSeni soudrznosti kolagennich vldken [42].

Palmitoyl tripeptid-1

Palmitoyl tripeptid-1 (pal-GHK), charakterizovan sekvenci Palmitoyl-Gly-His-Lys, patii do
skupiny palmitoyloligopeptidili, coz jsou signalni peptidy uréené pro obnovu kolagenu. Je-
jich G¢inky jsou srovnatelné s uCinky kyseliny retinové. Bez nezadoucich projevl podraz-
déni pokozky stimuluji syntézu glykosaminoglykanu a tvorbu kolagenu. Vysledkem je zpev-
néni epidermis a sniZeni hloubky vrasek. V kosmetickém primyslu se pouZzivaji v produk-
tech péce proti vraskam a do make-upu.

Ve studii, kdy byl aplikovan krém obsahujici palmitoyl tripeptid-1 patndcti zenam dvakrat
denné po dobu 4 tydni, bylo zaznamendno vyznamné snizeni hloubky a délky vrasek a sni-
zeni drsnosti pokozky. U dalsi studie na 23 zdravych dobrovolnicich, trvajici po dobu Ctyt
tydnt, byl zaznamenan maly, ale statisticky signifikantni rozdil v sile (tloust’ce) pokozky
v porovnani s pokozkou, ktera byla oSetfena samostatnym nosic¢em [43].

Kombinace pal-GHK tripeptidu a pal-GQPR tetrapeptidu je na trhu uvadéna pod obchodnim
nazvem Matrixyl™3000. Slepa, randomizovana klinick4 studie s 28 dobrovolniky, u kterych
byl aplikovéan krém s placebem a krém s peptidy, prokazala snizeni hloubky vrasek, zvyseni
objemu a hustoty, zlepSeni struktury a drsnosti pokozky, stejn¢ jako zmenseni plochy vy-

skytujicich se hlubokych vrasek a zlepSeni odstinu pleti [44].
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Palmitoyl pentapeptide-4

Matrixyl®; Pal-Lys-Thr-Thr-Lys-Ser-OH; PAL-KTTKS-OH je maly, velmi specificky bio-
logicky aktivni peptid, stimulujici produkci elastinu, fibronektinu, glukosaminogly-
kanu a kolagenu (typu I, III a IV), ktery podporuje tvorbu extracelularni matrice a hojeni
ran. KTTKS je spojen s kyselinou palmitovou, aby se zvysila jeho lipofilita a tim jeho prinik
pies epidermis do dermis.

Hodnocenim Pal-KTTKS ve dvojité zaslepené, placebem kontrolované studii, kdy byl pro-
sttedek aplikovan na pravou perorbitalni krajinu dvakrat denné po dobu 28 dnu [45], byl
optickou profilometrii prokdzan kvantitativni pokles hloubky o 18 %, Sitky vrasky o 37 %
a tuhosti pokozky 0 21 %. Tyto vysledky byly potvrzeny v dalSich dvojité slepych, placebem
kontrolovanych studiich u Zen (42 a 35 probandek), s mirnymi (stfednimi) az vyraznymi
perorbitalnimi vraskami [46].

Dvojitou zaslepenou, placebem kontrolovanou, randomizovanou studii zahrnujici 93 sub-
jektl, bylo definovano zmenseni a zjemnéni linek, které vedlo ke zlepSeni stavu vrasek. Tato
studie byla provedena k posouzeni klinické ti¢innosti PAL-KTTKS [47]. V dalsi ¢tyfi mésice
trvajici dvojité zaslepené studii, pouzivalo 49 zen bud’ PAL-KTTKS, nebo mast'ovy zaklad
dvakrat denné na tvar. Vysledky ukdzaly, Zze PAL-KTTKS vykazoval vyznamné zlepSeni

v charakteristice drsnosti pokozky, objemu a hloubky vrasek, ve srovnani se zdkladem [48].

4.4.2 Nosné peptidy

Nosné peptidy dodéavaji a stabilizuji stopové prvky, jako je méd’ a mangan, které jsou ne-
zbytné pro hojeni ran a syntézu enzymi, potfebnych k udrzovani dobrého stavu dermis. Tyto
peptidy se podileji na transportu médi a manganu do koZnich bunék. Lysyl oxidéaza je dlle-
Zity enzym pro syntézu kolagenu a elastinu, jeji aktivita je zavisla na pisobeni médi, stejné
tak tyrosinasa a cytochrom-c oxidazy vyzaduji pro svoji funkci méd’. Superoxiddismutaza
pusobi jako dulezity antioxidant a vyZaduje méd’ jako kofaktor [49]. Pouziti nosnych peptidii
jako kosmeceutik vede ke zlepsSeni kozni struktury a textury v disledku zvyseni hustoty

a tloustky kiize, zmiriiuje linky, vrasky a hyperpigmentace.

Cu-tripeptid
Cu-GHK; Méd' Gly-L-His-L-Lys je jednim z nejlépe prozkoumanych peptidil, patii mezi
dobfe snasené a ucinné piirodné se vyskytujici slouceniny. Pasobi jako signdlni (GHK)

a nosny peptid (Cu-GHK), podporuje a reguluje syntézu kolagenu, elastinu, proteoglykanu
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metickych aplikacich je Cu-GHK pouzivan v produktech proti starnuti, proti vraskam, po
opalovani, na obnovu pokozky, jako hydrata¢ni slozka a prostfedek stimulujici rast vlast
[50].

Utinnost Cu-GHK byla potvrzena v nékolika studiich, a to v riznych oblastech, mezi n&
patii zvySeni proliferace keratinocytl, zlepSeni vzhledu, pevnosti, pruznosti, tloustky kuze,
hloubky vrasek, hyperpigmentaci, kozniho kolagenu, posileni ochranné kozni bariéry a zlep-
Seni vzhledu pokozky. Rovnéz in vitro experimenty prokazaly, ze Cu-GHK zvySuje a stimu-
luje syntézu kolagenu, glykosaminoglykanii a dalSich molekul extracelularni matrix. Vyse
uvedené ucinky tohoto peptidu byly potvrzeny nékolika placebem kontrolovanymi klinic-
kymi studiemi [51].

Pilotni klinicka studie, provedena na 20 zenach, porovnéavala produkci kolagenu po kazdo-
denni topické aplikaci krémt s obsahem 1) Cu-GHK, 2) vitaminu C a 3) kyseliny retinové
trvajici jeden mésic. Mnozstvi kolagenu bylo stanoveno pomoci vzorki z biopsie ktize s po-
uzitim imunohistologickych technik. Po jednom mésici bylo prokdzano zvySeni mnozstvi
kolagenu u 70 % léc¢enych pacientli, ve srovnani s 50 % pacientl lécenych vitaminem C
a 40% kyselinou retinovou [52].

V dalsi studii byl krém s Cu-GHK aplikovan dvakrat denn¢ po dobu 12 tydnii na 67 zenach.
Cu-GHK zlepsil vzhled pokozky poskozené foto-starnutim. Histologickou analyzou bylo
opét potvrzeno, ze topické pouziti produktii s Cu-GHK zvysilo tloustku kiize v rozsahu epi-

dermis a dermis, a Ze v pokozce byla vyznamné stimulovéana proliferace keratinocitl [53].

4.4.3 Peptidy jako inhibitory neurotransmiteri

Dalsi strategii, s cilem zmirnit znamky pfirozeného starnuti, je zamezeni svalové kontrakce
vedouci k fixovani linek a vrasek ve stratum corneum. U topickych syntetickych peptidd,
které napodobuji aminokyselinovou sekvenci synaptického proteinu SNAP-25 (ktery je ne-
zbytnym proteinem pro uspé€Sné uvolnovani acetylcholinu) bylo prokazano, ze funguji jako
inhibitory specifické neurosekrece, jejich aplikaci dochdzi ke sniZzovani svalové kontrakce
interakci neurotransmiter-ovliviiujiciho peptidu s nervosvalovou ploténkou. Z tohoto di-
vodu jsou tyto peptidy nazyvany inhibitory neurotransmiterti [39].

Peptidy ovliviiujici neurotransmitery, zac¢lenéné do kosmeceutik, byly vyvinuty jako napo-
dobeniny neurotoxinu botulinum. V soucasné¢ dobé¢ je pro podkozni, intradermalni a intra-

muskularni aplikace do oblicejovych vrasek schvalen pouze botulotoxin typu A (BTX-A)
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[54]. Tyto jednotetézcové polypeptidy inhibuji opakované kontrakce vnitinich svalll ovla-

dajicich vyraz obliceje, ¢imz dochazi k redukci vrasek obliceje.

Acetyl hexapeptid-3

Tento peptid s komerénim nazvem Argireline® a sekvenci aminokyselin Acetyl-Glu-Glu-
Met-Gln-Arg-Arg-NH> inhibuje uvoliiovani neurotransmiterd, které nasledné piisobi na vy-
hlazeni vrasek, zménu pevnosti a ténu pleti. Acetyl hexapeptid-3 je kopii synaptosomanné
asociovaného proteinu SNAP-25, ktery inhibuje tvorbu komplexu SNARE a uvolnovani ka-

techolaminu [55]. Teoreticky miiZe tento peptid napodobovat ucinky injekci botulotoxinu.

Pentapeptid-3

VIALOX®; Gly-Pro-Arg-Pro-Ala je odvozen z hadiho jedu (ptisobi obdobné¢ jako tubokura-
rin, hlavni slozka kurare), ktery je antagonistou receptoru acetylcholinu a blokuje nervy
na postsynaptické membranég, coz vede k uvolnéni svala.

Klinické studie prokazaly po jeho 28-dennim pouzivani snizeni vrasek o 49 % a zmenSeni

drsnosti pokozky (47 %) [56].

Pentapeptid-18

Leuphasyl®; Tyrp-Ala-Gly-Phe-Leu napodobuje pifirozeny mechanismus plisobeni enkefa-
linu a inhibuje neurondlni aktivity a uvolilovani katecholaminu. Jeho U¢inky jsou podobné
botoxu — zmenSuje linky a vrasky a zlepSuje pevnost a ton pleti.

V in vivo studii provedené na 43 Zenach, které pouzivaly krém s obsahem 1) pentapeptidu-
18 (0,05 %), 2) acetylhexapeptidu-3 (0,05 %) a 3) jejich kombinace, se sledovaly zmény
na pokoZzce vedouci k redukci vrasek. VSechny krémy vykazovaly dobrou uc¢innost, ktera
¢inila u pentapeptidu-18 zlepSeni o 11,54 %, acetylhexapeptidu-3 o 16,26 % a u jejich vza-
jemné kombinace 24,62 %. Studie tedy prokéazala synergicky efekt uvedenych peptida

a zvyseni ucinnosti krému obsahujiciho jejich kombinaci [36, 57].

4.4.4 Peptidy inhibujici enzymy

Sojové oligopeptidy, fibroin z ptirodniho hedvébi a ryZzové peptidy plisobi na kozni buiky
prostfednictvim neptfimé inhibice enzymil. Tato kategorie peptidli vykazuje kosmeticky
slibné vysledky, ale studii in vivo, které by jednoznacné potvrdily jejich G€inky je jen velmi

malo.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

Sojové peptidy

Sojové oligopeptidy se ziskavaji ze s6jovych proteint. Jsou slozeny ze 3-6 aminokyselin,
a jejich obvykla molekulova vaha se pohybuje v rozmezi 300-700 kDa. Biologicka aktivita
sojovych oligopeptidii je rtiznorodd, pusobi napi. jako antioxidanty, snizuji krevni tlak
a koncentraci krevnich lipidi. Rovnéz se zdé, ze lokdln¢ pouzivané sdjové oligopeptidy
chrani proti foto-poskozeni pokozky, které vyvolava UVB zateni [58].
Pseudo-randomizovana studie u¢inka sdjového peptidu (10 Zen, in vivo/in vitro) potvrdila
signifikantni zvySeni hodnot glykosaminoglykanu vedouci ke zvySené syntéze kolagenu.
Tato studie ukazala potencidl v pouziti sjového proteinu v piipravcich proti starnuti po-

kozky [59].

RyzZové peptidy

Jsou pouzivany specialné zpracované ryzové otruby z ¢erné ryze, které jsou zdrojem peptidi
inhibujicich tyrosinasu. V klinické studii [55] bylo zjisténo, ze formulace obsahujici ni-
osomy s obsahem bioaktivnich latek z ryZovych otrub, vykazuji vlastnosti plisobici proti

starnuti pokozky [60]. Data in vivo pro oligopeptidy z Cerné ryZe nejsou k dispozici.

4.4.5 Peptidy odvozené od strukturnich proteinu

Keratin

U topickych formulaci obsahujicich keratin jsou popsany hydratacni, opravné a potencialné
ochranné vlastnosti proti UV zareni.

Placebem kontrolovana studie in vivo (devét zen se suchym typem pleti) testovala krém ob-
sahujici keratin (molekulova hmotnost < 1000 Da) s koncentraci 3 % a srovnavala jeho u¢in-
nost s placebem, kterym byla deionizovana voda (3 %) pii topické aplikaci krému na ruce.
Vysledky ziskané pomoci biofyzikalnich testd prokazaly, ze krém s keratinem zlepsil stav
pokozky, jeji schopnost zadrZet vodu, hydrataci a pruznost pokozky. Vysledky také ukazaly,
ze oSetteni krémem na bazi keratinu mize zabranit nékterym u¢inkiim spojenym s vystave-
nim pokozky povrchové aktivnim latkdm [61]. Pocet ucCastnikli studie byl velmi maly

a zadné podobné informace o zplisobu plisobeni téchto peptidl nejsou k dispozici [39].
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5 ARGIRELINE

Argireline®, synteticky hexapeptid, ktery byl stru¢né piedstaven v kap. 4.4.3, je jednou
z novych moznosti jak zménit vzhled starnouci pokozky. Jedné se o peptid, ktery zmensuje
jiz vzniklé obli¢ejové vrasky a Gcinné brani rozvoji vrasek novych, a to zejména na cele

a v oblasti kolem o¢i.

5.1 Slozeni

Argireline® (acetyl hexapeptid-3) obsahuje sekvenci nasledujici aminokyselin: Ac-Glu-
Glu-Met-Gln-Arg-Arg-NH, a je fragmentem SNAP-25, vychazejicim z N-konce tohoto
proteinu. Komplex SNAP-25 je soucasti SNARE komplexu nezbytného pro exocytdzu sy-
naptickych vacki, a tedy k uvolnéni neurotransmitert.

Tento peptid predstavuje vysledek usili o nalezeni efektivni, ale méné toxické verze botulo-
toxinu typu A. Ve studiich bylo zjiSténo, Ze Argireline® muze inhibovat ukotveni vezikul
tim, Ze brani vzniku ternarniho rozpustného N-ethylmaleinimidu, citlivého faktoru proteino-
vého receptoru (SNARE) komplexu. Tyto Gc¢inky se Uzce tykaji zékladnich biochemickych

mechanismi tvorby vrasek [62].

5.2 Funkce, vlastnosti

Argireline® inhibuje opakované kontrakce vnitinich vyrazovych svalii obliceje, a tim sni-
zuje hyperkinetické obli¢ejové linky [63]. Svou strukturou napodobuje aminokyselinovou
sekvenci synaptického proteinu SNAP-25, je specifickym inhibitorem neurosekrece v mi-
kromolarnich koncentracich a vykazuje schopnost efektivné pronikat pies kazi [64].
U téchto novych kratkych proteinovych sekvenci byla sledovana membranova permeabilita,
pfi zachovani biologické aktivity. Hexamer odvozeny od N-termindlni domény SNAP-25,
zasahuje do sestavy ternarniho komplexu SNARE a inhibuje Ca 2" ionty zavislé na uvolfio-
vani katecholaminu z chromafinnich bun¢k [65].

Toxikologicka a irita¢ni data vypovidaji, Ze Argireline je dobfe snaSen. Ve srovnani s botu-
lotoxinem vykazuje tento kratky peptid nizkou akutni toxicitu (2000 mg/kg), pro botulotoxin
je to 20 ng/kg. Také nevykazuje primarni podrazdéni pokozky v intrakutannim testu geno-
toxicity (Amesuv test), ¢imz je jeho pouziti velmi bezpecné [66].

Dalsi zajimava data byla ziskana v klinické studii provedené na mysich, kde byly odebrany
histologické vzorky kize ze dvou skupin mysi pied a po ukonceni aplikace Argirelinu®.

Studie byla kontrolovéna placebem (plocha cca 1 cm kiize). Mikroskopicky byl u skupiny
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mys$i oSetfovanych Argirelinem® zjistén pevnéjsi kolagen s vétsim poctem kolagennich vla-
ken, ktera byla hustd a kompaktni. Rozdil se projevil pfedevsim ve zvySeni mnozstvi kola-
genu typu I a naopak snizeném poctu vldken kolagenu typu III. Toto zjisténi prokéazalo vy-
znamnou aktivitu Argirelinu® proti vraskdm [67]. Kolagen typu I je nejrozsifenéjsim kola-
genem v organismu a tvoii silné svazky vlaken, vldkna kolagenu typu III jsou volné&ji a méné
pravideln¢ usporadana, a proto je kolagen typ I efektivnéjsi pfi zpevnéni pokozky a redukci
vrasek.

Jako dals$i 1ze zminit studie, kterymi jsem se zabyvala ve své bakalatské praci [68]. Zde je
mozno jmenovat studii kontrolovanou placebem (60 dobrovolniki od 25 do 60 let, muzi
1 Zeny), ve které byl aplikovan v jedné skupiné krém s acetyl hexapeptidem-3 o koncentraci
10 % a ve skupiné druhé placebo, dvakrat denné po dobu 4 tydnl. Ve skupiné probandi
pouzivajicich acetyl hexapeptid-3 doslo ke zlepSeni u 48,9 % probandt, ve srovnani s 0 %
ve skuping s aplikovanym placebem. U¢innost Argirelinu® byla odstupiiovéna na pétibo-
dové skale od 0 (zadna zména) po 4 (100 % zlepseni). Celkova ucinnost ptipravku se vypo-
¢itala jako procento dobrovolniki, u nichz doslo po 4 tydnech ke zlepSeni na stupni 3 nebo
4. V téze studii bylo pozorovano sniZeni vSech parametrli vedoucich k poklesu drsnosti po-

kozky [62, 69].
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6 CILPRACE

Cilem této prace bylo sledovat plisobeni syntetického hexapeptidu s komer¢nim nazvem Ar-
gireline® a objektivné zhodnotit jeho vliv na pokozku pti bézném uzivani. Argireline® je fa-
zen do kategorie kosmeceutik, které by mély pozitivné ovlivnit stav stdrnouci pokozky, vést
k celkové zméné vzhledu, tj. zmenseni stavajicich obli¢ejovych vrasek a snizeni jejich poctu.
V piipad¢ Argirelinu® spociva jeho tcinnost ve snizeni svalovych kontrakei vedoucich
k tvorb¢ vrasek, a to zejména kolem o¢i.

Pro ziskani potiebnych dat byla pouzita metoda, zaloZena na propustnosti svételného zafeni
silikonovymi replikami pokozky, kterou vyuZziva komeréné dostupny pfistroj Skin-Visiome-
ter®. Dals§im cilem prace bylo ovétit metodiku stanoveni textury kiize pomoci Visiometru
a definovat kritické body, které je tfeba zohlednit, aby tato technika poskytla spolehlivé vy-
sledky.
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

7 MATERIALY A METODIKA

7.1 Materialy

Argireline® (Lipotec SAU,Spanélsko)

Argireline® pro piipravu testovanych formulaci byl laskavé poskytnut firmou Syncare (CR)
ve formé roztoku ptipraveného rozpusténim 1 g peptidu ve 2000 ml deionizované, UV oSet-
fené vody. K tomuto roztoku bylo pro stabilizaci ptfidano 0,5 % Euxylu PE 9010 (2-

Phenoxyethanol). Koncentrace peptidu v roztoku tedy ¢inila 0,05 %.

Carbopolovy gel (Fagron, CR)

Slozeni hydrogelového (karbomerového) zakladu dle INCI: Carbomerum 980, Aqua purifi-
cata, Methylparabenum, Propylparabenum, Trolaminum

Charakteristika: Karbomerovy gel, gel kyseliny poly(akrylové), je bezbarvy a transparentni.
Obsahuje 0,7 % kyseliny polyakrylové, hodnota pH gelu je cca 4,5. Gel je Cisty a ¢asteéné

neutralizovany (slab¢ kysely).

Pouzité chemikalie
- Jarischiiv roztok, slozeni dle INCI: Aqua, Gglycerin, Bboric acid 3 %;
- Dvouslozkovy silikon pro ptipravu koZnich replik (Courage + Khazaka electronic
GmbH, Némecko);
- Odli¢ova¢ Bioderma Sensibio H>O, Laboratoire Dermatologique (FRA), sloZeni dle
INCI: Water (Aqua), PEG-6 Caprylic/Capric glycerides, Propylene glycol, Cucumis
sativus (Cucumber) fruit extract, Mannitol, Xylitol, Rhamnose, Fructooligosaccha-

rides, Disodium EDTA, Cetrimonium bromide.

7.2 Pouzité pristroje a pomiicky

- Skin-Visiometer® SV 700 USB (Courage + Khazaka electronic GmbH, Némecko);

- Software Visiometer SV 700 USB Windows pro zpracovani obrazu a dat pro vypocet
parametrii méfenti;

- Vakuové Cerpadlo (vyvéva) na michani silikonovych komponenti s ru¢nim podtla-
kovym mixérem a pedalem. Tlak: 550 — 650 kPa;

- TFA 30.5041.02 digitalni teplomér s vlhkomérem. Metroservis s.r.o.;

- Digitalni vahy (Kern EW 420-3NM);
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- Laboratorni michadlo Heildorph (VWR, Ceska republika);

- Bé&zné laboratorni sklo a pomiicky z plastu;

- Spotfebni material pro ptipravu silikonovych replik: papirové oboustranné lepici
krouzky, plastova kryci folie, plastové kalisky a tyCinky, papirové ramecky pro uchy-
ceni repliky).

7.3 Priprava modelovych formulaci gelii s obsahem Argirelinu

Pro testovani byly ptipraveny dvé formulace s odliSnym obsahem roztoku Argirelinu. Prvni
formulace obsahovala 5 a druhd 12,5 hm. % pfipravené¢ho roztoku Argirelinu o koncentraci
peptidu 0,05 %. Pro vlastni ptipravu gelt byly ob¢ ingredience, tedy carbomerovy gel a roz-
tok Argirelinu, navaZzeny v mnozstvich uvedenych v Tab. 2, a dikladné¢ homogenizovany
pomoci laboratorniho michadla. Formulace pak byly rozplnény do kelimk, které byly pro
odstranéni mozné mikrobidlni kontaminace oSetieny UV zatenim. Takto pfipravené a ozna-
¢ené vzorky pak byly pfedany probandkam. V této souvislosti je tfeba poznamenat, ze kon-
centrace Argirelinu® uvadéna na komercnich kosmetickych ptipraveich pfedstavuje mnoz-
stvi Argirelinového roztoku, nikoliv faktické mnozstvi Argirelinu® — peptidu. Toto znaceni
bylo proto pouZito 1 v diplomové praci.

Gelova formulace byla zvolena na zakladé konzultace s 1ékafem — dermatologem, ktery po-
uziti doporucil vzhledem k jeji pfedpokladané dermatologické nezavadnosti a toleranci k po-
kozZce v oblasti periorbitalni krajiny. Déle bylo toto vehikulum upfednostnéno pro svoje jed-
noduché sloZenti, jelikoz dalsi aktivni latky by mohly pfipadné ovlivnit pokozku, a tim 1 vy-

sledky méfent.

Tab. 2: Slozeni formulaci Argirelinu ® pouZitych v testu

Koncentrace roztoku Hmotnost carbomeru | Hmotnost roztoku Argirelinu
Argirelinu [%] [g] [g]
5 350 19

12,5 350 51
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7 we

7.4 Metodika stanoveni ucinnosti formulaci proti vraskam

7.4.1 Princip méfreni

Prakticka cast diplomovée prace je rozdélena do dvou oddill, prvni popisuje metodiku testo-
vani pripravenych kosmetickych formulaci s obsahem Argirelinu®. Déle je predstavena me-
toda zalozena na méfeni profilu (topografie) otiski kozniho povrchu, veetné pristrojového
vybaveni, kterd byla pouzita ke zjisténi u€innosti ptipravenych formulaci na kizi. Druha ¢ast
diplomové prace se zabyva vyhodnocenim shromédzdénych dat ziskanych z dotaznikového
Setfeni, které hodnoti vliv Argirelinu na pokoZzku a pusobeni jeho rozdilnych koncentraci
na zlepSeni stavu periorbitalnich vrasek.

Pro méteni byl pouzivan systém Skin-Visiometer® SV 700, ktery pracuje na principu me-
feni intenzity svételného zareni propusténého silikonovou replikou (otiskem) pokozky. Pti-
stroj je kromé zdroje svétla vybaven rovnéz integrovanou CCD kamerou s USB rozhranim

pro piipojeni k PC.

Obr. 1: Sestava Skin-Visiometer ® SV 700 USB, vakuova pumpa a spotrebni material k vy-

robé silikonovych otiskii [70]

Skin-Visiometer® SV 700 USB je zavedenym piistrojem pro vyhodnoceni topografie (mi-

kro-reliéfu) pokozky pomoci méteni transmise svétla. Princip méfeni je zaloZen na prichodu
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svétla velmi tenkou specidlni silikonovou replikou modré barvy. Prisvitny silikon obsahuje
konstantni koncentraci modrého pigmentu schopného absorbovat zareni. Vysledkem jsou
2D ¢i 3D obrazy sledované pokozky, ze kterych jsou na zédkladé nejmenSich a nejhlubsich
vrasek stanoveny charakteristické parametry kozniho povrchu.

Po ptipravé je replika (otisk) kiize, ptipravend z tohoto modrého, dvouslozkového silikonu
vlozena mezi svételny zdroj a paralelné s nim umisténou CCD kameru, kterou se snima pro-
S1é svételné spektrum, jeZ je zpracovano pomoci softwaru. Svétlo je absorbovano v zavislosti
na tloust'ce repliky, sniZeni intenzity svétla po priichodu otiskem zavisi na délce optické
drahy svételného paprsku, tedy na tloust'ce otisku, resp. hloubce vrasky. Replika ptedstavuje
negativni otisk ktize, tj. vrasky jsou v replice vyssi, protoze silikon je v tomto misté silnéjsi.

Mnozstvi absorbovaného svétla je ur¢eno Lambert Beerovym zdkonem (Rov. 1)

Doy = Dy . ™ (1)
Kde:
d = délka optické drahy

k = absorp¢ni konstanta

Obr. 2: Princip méreni pomoci pristroje Skin-Visiometer ® |70, upraveno]

CCD-kamera méfti svétlo, které proniklo do repliky ve stupnich Sedi. Na obrazovce pocitace
je zobrazen digitalni obraz vysek (x, y) a hloubek (z) v odpovidajici klasifikaci/arovné Sedé
(0 = ¢erna, 256 = bila), u kterych jsou zndmy trojrozmérné soutfadnice pro kazdy jednotlivy
pixel. Pomoci Visiometru je mozné stanovit hloubku vrasek od 20 — 300 um. Vyhodnoceni
a vizualizace hloubky kazdého pixelu v obraze je provedeno v kratkém Casovém intervalu
(tddove sekundy). Software umoziuje okamzitou analyzu snimku, zplisob méteni podava
okamzité informace diky zndmym soutadnicim x, y a z. Tato skute¢nost umoznuje vypocitat

nejen standardni parametry drsnosti, ale i1 specidlni parametry povrchu pokozky. V ramci
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studie vlivu Argirelinu® a jeho vlivu jako kosmeceutika na pokozku, byly zejména vyhod-

nocovany parametry drsnosti R1az RS.

7.4.2 Pocet a vybér probandi

Studie se zucastnilo 25 zdravych Zen ve véku 35 - 65 let, pficemz vékovy primér €inil 50 let
(prosty aritmeticky pramér). Nejcastéji zastoupena hodnota (modus) souboru byl 44 let. Vy-
bér probandu a postup testovani se fidil principy zakotvenymi v Mezinarodni etické smérnici
pro biomedicinsky vyzkum zahrnujici lidské ucastniky [71, 72]. VSechny probandky splnily
podminky pro zatazeni do provedené studie. Za timto ucelem jim bylo pfedlozeno prohlaseni
ucastnika studie (Ptiloha P1) a podepsaly informovany souhlas s Gcasti ve studii (Pfiloha
P2). VSechny dobrovolnice daly souhlas k zatazeni do studie a mély pravo v pribéhu studie
kdykoliv odstoupit. Pfed ukoncenim studie neodstoupila ze studie zadna testovana osoba.
Pro dal$i vyhodnoceni byly probandky rozdéleny do dvou skupin, prvni skupinu tvofila vé-
kova skupina star$i a druhou mladsi nez 50 let. Obé skupiny byly, co do poctu, ptfiblizné

stejné zastoupené (12/13 osob).

7.4.3 Organizace méieni — doba pouZzivani gelu

Vyrobené formulace byly poskytnuty probandkdm k dispozici ve formé& gelu, spolu
s Jarischovym roztokem k pravidelnému kaZzdodennimu pouZivani v domacim prostredi.
Pted pouzivanim byly klientky instruovany o zpisobu aplikace jak gelu, tak Jarischova roz-
toku. Ugastnicim studie bylo doporu¢eno nepouzivat v periorbitalni oblasti zadny jiny kos-
meticky pfipravek, nebo podstoupit béhem sledované¢ho obdobi jakykoliv esteticky zakrok.
Gel s koncentraci Argirelinu® 5 % byl urcen k aplikaci na levou periorbitalni oblast, 12,5%
gel na oblast pravou. Jarischiiv roztok (koncentrace 3 %) probandky pouzivaly na doc¢isténi
oc¢niho okoli po odli¢eni. Ve pak bylo doporuc¢eno pouzivat pravidelné dvakrat denné (rano
a vecer) po dobu 4 tydni.

Prvni méfeni koZniho reliéfu pomoci silikonové repliky bylo provedeno pted pouZzivanim
kosmetické formulace. Pro v§echna méteni byly dodrZzovany konstantni podminky okolniho
prostiedi, teplota (21 + 2 °C) a relativni vlhkost vzduchu (50 — 60 %). Probandky nebyly
vystaveny piimému slune¢nimu zareni a méteni probihalo za stejnych svételnych podminek.
Pted sejmutim repliky byly probandky ponechany v klidu minimaln¢ 10 az 20 min, aby pro-

krveni pokoZky a ptipadné zvySené poceni odpovidalo klidovému stavu.
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Druhé méfeni bylo provedeno po ukonceni domaciho pouzivani formulace, které trvalo
po dobu jednoho mésice, tj. 28-30 dnd. Po druhém méteni probandky zhodnotily svoji ti¢ast
ve studii v pfedem pfipraveném dotazniku (Ptiloha P3).

Celkem se uskutecnilo 100 méieni, 25 probandim byla sejmuta replika zvlast z pravé,
zvIast z levé periorbitalni krajiny, a to pied za¢atkem pouZzivéani testovaného piipravku a po

cca 4 tydnech jeho pouzivani.

7.4.4 Uprava pleti pied testem

Pokozka v periorbitalni oblasti byla pfed sejmutim otisku ocisténa od make-upu a dalSich
necistot odliCova¢em, nasledné byl pouzit roztok kyseliny borité na docisténi a sjednoceni
pH pokozky. Po odsati ptebytkli roztoku borové vody papirovymi ubrousky a vysuseni po-
kozky, byla nasledné vymezena oblast métfeni, kam byl nalepen oboustranny lepici krouzek,

ktery urcuje méfenou plochu pokozky pro silikonovy odlitek (Obr. 3 a, b, ¢, d).

7.4.5 Priprava odlitku (repliky)

Pro vyrobu silikonovych replik pokozky je zapotiebi nasledujici ptisluSenstvi:

- Oboustranné¢ lepici papirovy krouzek — vzhledem ke své velikosti (8§ mm v priméru,
350 pm na vysku) vymezuje méfenou plochu pokozky, jeho vyska urcuje tloustku
replik. Otvor spodni €asti tohoto krouzku slouZzi k odtoku pifebyte¢ného silikonu,
¢imz je zabranéno piiliSnému tlaku silikonu na kizi. Ten by mohl zptsobit nezadouci
deformaci repliky (Obr. 3 a).

- Kiryci folie z ¢irého, pruzného plastu, ur€ena k prekryti zadni strany repliky, kterou
chrani pfed necistotami a prachem. Déle usnadiiuje sejmuti formy s replikou z po-
kozky.

- Dvouslozkovy silikon skladajici se z (B) baze a (C) katalyzatoru se stejnou barevnou
intenzitou modrého pigmentu, pouzity v poméru 1:1 (3+3 kapky).

- Maly plastovy poharek a ty€inka. Tento specidlni poharek je potfebny pro smichani
obou slozek v podtlakovém zatizeni. Pfi michani je potieba, aby bylo zamezeno
tvorb& vzduchovych bublin, které mohou ovlivnit nékteré parametry méteni. Ty¢€inka
slouzi pro ptenos silikonu do prostoru lepiciho krouzku vymezujiciho testovanou
plochu pokozky.

- Specialni papirovy ramecek, pomoci n¢hoz je replika nasledné vkladana do pfistroje.
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- Michaci zafizeni — vakuové Cerpadlo slozené z nerezové ty€inky s krytem, ktery
je optimalné fesen pro podtlakové michani pripravené silikonové smési. Michaci za-

fizeni je pohanéno mechanickym pedalem.

7.4.5.1 Postup prdace

- Nejdiive byla ociSténa a vymezena oblast pokozky pro méteni kozniho relié¢fu. Pro
dlouhodobé studie bylo, dle navodu, doporu¢eno pouzit vodéodolné znaceni vidi-
telné pouze pod ultrafialovym svétlem. Tento postup se ale ukazal jako nevhodny.
Diky vysoké c¢istici schopnosti modernich odli€ovacich ptipravkil byla trvanlivost
tohoto znaceni pouze v ramci n¢kolika dni. Proto byla pouzita metoda vymezeni pro-
storu pomoci zachytnych bodl na obliceji probandek (Obr. 3b).

- Do vymezeného prostoru byl nalepen oboustranné lepici papirovy krouzek - forma
(Obr. 3 ¢, d). Nasledné byly pomoci ru¢niho podtlakového michadla smichany obé
slozky modrého silikonu.

- Bezprostifedn¢ po skonceni michani byl pomoci plastové tyCinky pienesen maly ob-
jem silikonu (cca 1 — 2 kapky) do prostoru plastového krouzku formy (Obr. 3 e).
Pfilozenim kryci folie a vytlacenim ptebyvajiciho silikonu ve sméru k otvoru
krouzku, bylo dosaZeno stejné silné silikonové vrstvy u vSech piipravenych replik
(Obr. 3 £, g). Pouzité mnozstvi silikonu bylo malé, a nezpisobilo proto témét zadny
zvyseny tlak na kuzi; odebrand replika tedy predstavuje ptirozeny profil pokozky.

- Po 3 az 5 minutach doslo k vytvrzeni silikonu, béhem kterych u€astnice testu v klidu
odpocivaly na lehatku.

- Forma se silikonovou replikou byla velmi opatrn€ odstranéna z pokozky, aby nedoslo
k protrzeni silikonu a umisténa do pfesn€ oznaceného prostoru na specialnim ctver-
covém papirovém nosici (Obr. 3 h, 1).

-V papirovém nosici byla pozitivni strana repliky (kterd byla v kontaktu s ktzi) umis-
téna tak, aby lezela odkryta na jeho otvoru. Takto pfichystany specialni papirovy
nosic s replikou byl poté vloZzen do snimaciho zatizeni Visiometru tak, aby strana
prekryta kryci folii lezela ve sméru prichodu paprsku ze svételného zdroje.

- Ziskana data byla pienesena do pocitace a obrazek uloZen k dal§imu zpracovani.
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Obr. 3: Postup pripravy silikonové repliky pokozky

7.4.6 Vyhodnoceni méreni

Pro méfteni u€innosti kosmetickych ptipravkl proti vraskdm neni stanovena jednotna meto-
dika. Obdobn¢ ani vyhodnoceni a interpretace dat nejsou standardizovany.

V ramci studie ¢inku Argirelinu® a jeho vlivu jako kosmeceutika na pokozku, byly vyhod-
nocovany zejména parametry drsnosti R1, R2, R3, R4 a RS, coz je v souladu s metodikou
publikovanou ve studiich zabyvajicich se stanovenim drsnosti pokozky. Byly méfeny hod-
noty zmény stavu pokozky pied aplikaci testovanych formulact, které byly srovnavany s vy-
sledky po jejich mési¢nim pouzivani s diirazem na rozdilné koncentrace aktivni latky apli-
kované zvlast’ na pravou a levou periorbitalni krajinu. V ramci studie byly rovnéz srovna-
vany vysledky rozdilnych koncentraci a jejich ucinnosti na pokozku ve vékové skuping pro-

bandek nad 50 let a ve skupiné mladsich padesati let.
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Parametry drsnosti R1 — RS byly piivodné zavedeny pro potieby materidlového inzenyr-
stvi a jsou definovany v normé DIN 4762-4768 jako Ra az Rz. Pro stanoveni drsnosti po-
kozky jsou vyjadreny v odstinech Sedé. Na Obr. 4 jsou znazornény parametry drsnosti po-
kozky. Parametr R1 vymezuje vzdalenost mezi nejvyssim vrcholem a nejnizsi prohlubni (R1
drsnost pokozky) a predstavuje tedy pramér vzdalenosti mezi nejvyssim vrcholem a nejnizsi
prohlubni na métené Casti pokozky vztazené k referencni délce 1. Parametr R2 (maximalni
drsnost), je nejvetsi lokalni drsnost z hodnot drsnosti rtiznych segmentti. R3 (prumérna drs-
nost) je stanovena jako aritmeticky primeér drsnosti, pocitan z péti naslednych méfeni seg-
menti stejné délky. R4 (hloubka drsnosti), hloubka hladkosti (hladkost prohlubni). Tento
parametr popisuje plochu nad referen¢nim profilem uzavienou ptimkou nejvyssiho vystupku
a rozdélenou stfedni pfimkou uréenou primérnou drsnosti. Tato plocha je pak vztazena
k délce vrasky. RS (aritmeticky pramér drsnosti) je stanoven jako primérna odchylka sku-
te¢ného profilu od primérného profilu. Plocha ohranicena referencnim profilem a stfedni

pfimkou uré¢enou primérnou drsnosti.

Drsnost pokozky R1 h m r\\ j\‘\
v norm¢& DIN = Rt

Aritmeticky pramér drsnosti R5

ﬁ‘t Jﬂi .iﬁ v J ﬁ'& {Jh\ |
v normé& DIN = Ra U U U v et

Primeérna drsnost R3 LL
« “ lfr'g Y1 ]

v norme€ DIN = Rz

Maximalni drsnost R2 .
v norm¢ DIN = Rmax /F\,I\/,I ‘\ (\'\, / \'\ (_\

Obr. 4: Parametry drsnosti pokozky RI, R2, R3, R5 [78, upraveno]|
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Vsechny vyse definované parametry jsou vyrazné zavislé na zvolené oblasti vypocti,
pro ziskani porovnatelnych vysledki byla proto na replikach sejmutych pted a po pouzivani
Argirelinu® nastavena shodna vypocCtova oblast. Kvantitativni pomér mezi parametry

jeR1>R2>R3>R4 >R5.

Jak je jiz zminéno vySe, pred zapoetim vyhodnocovani vysledkl je potieba si uvédomit,
ze vysledky stanoveni drsnosti pokozky vyrazné zavisi na velikosti a rozloZeni plochy zvo-
lené pro vypocet. Proto je pfi srovnavani replik sejmutych pied a po aplikaci pripravku vzdy
potieba, zvolit tuto plochu totoznou.

Pti méfeni drsnosti pokozky pak lze pfedem stanovit, zda bude vyhodnoceni vysledki mé-
feni vedeno v oblasti, ktera je stanovena horizontalné, vertikalné, ¢i po kruznici s moznosti
meéfeni az ve 180 ,,fadcich™ (Obr. 5). Pro tuto préci byla primarn¢ zvolena moznost kruho-
vého usporadani, ktera (dle informace dodavatele piistroje) omezuje negativni vlivy vyply-
vajici z moznych nepfesnosti pii odbéru a prenosu vzorki. Dalsi vyhodou pouZiti kruhové
usporadanych car (fadkl) je to, Ze kompenzuji vliv sméru vrasky. Vzhledem ke skutecnosti,
ze tato prace si klade za cil podivat se podrobnéji na metodiku vyhodnocovani, byla pro srov-

nani data zpracovana rovnez pfi horizontalnim prolozeni ,,fadkt‘.

.0

Obr. 5: Moznosti volby oblasti na otisku kiize pro vyhodnoceni drsnosti pokozky [70]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

7.4.7 DalSi moZnosti interpretace vysledki

Visiometer umoziuje i dal§i moznosti vizualizace ziskanych vysledkti. Zhodnoceni ¢asové
zavislych zmén kozni topografie po aplikaci kosmetické formulace je mozné provést napf.
pomoci parametru ,,Histogram®, ktery znazorni v libovoln¢ zvolené oblasti kiivku/peek, jako
vrasky.

Mozné je také okamzité vytvoreni trojrozmérného barevného obrazu (3D Image), které
je vhodné zejména pro marketingové ucely. Tento 3D obraz je sice vytvoien z omezeného
poctu bodd, ale vypocet je rychly a program je schopny poskytnout zobrazeni v redlném

Case.

7.4.8 Statistické zpracovani dat

Parametry drsnosti R1 az RS byly statisticky vyhodnoceny za pouziti programu Microsoft
Office Excel. Pro kazdy z parametra byl stanoven prosty prumér (Rov. 2) a smérodatné od-

chylka (Rov. 3).
1 n
.’B:E'iéligi (2)

Rov.2: Prosty aritmeticky prumeér

Kde:

Pl celkovy pocet prvki statistického souboru (méteni)

Xiteeeenieeaineans hodnota méfeni (prvek statistického souboru)

1 & _ 3)
o= ¥ Zl(% —z)?
Rov. 3: Smerodatna odchylka

Kde:

Neooovooiiiiiin, celkovy pocet prvki statistického souboru (métent)

D hodnota méfeni (prvek statistického souboru)

O aritmeticky primér
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Tyto statistické parametry byly vyhodnoceny pro cely soubor probandi, s vylou¢enim né-
kterych hodnot, kterd mély vzdy realny diivod. Konkrétné se jednalo o znehodnocena data,
jejichz vznik byl podminén chybnym zpracovanim repliky pokozky, a to jiz v jeho pocatku,
tj. pfi ptiprave silikonu k vyrobé€ kozni repliky, kdy vznikaly vzduchové bublinky. Dale byly
nékteré repliky znehodnoceny pii snimani z pokozky, tedy po vytvrzeni silikonu, kdy do-
chéazelo neopatrnou manipulaci k roztazeni silikonu. To se projevilo i pfi zobrazeni na obra-
zovce pocitace, kde byly tyto ,,roztazené ¢asti jasné viditelné jako hladké plochy (viz. ka-

pitola 8.2.1 Rizikové faktory sbéru dat).

Obdobnym zptsobem byly zhodnoceny také vysledky po rozdéleni celé skupiny probandi

do dvou vékovych skupin, a to star§i a mladsi 50 let.
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8 VYHODNOCENI A DISKUSE VYSLEDKU

8.1 Parametry drsnosti

Tato cast prace shrnuje vysledky statistického zpracovani parametrt drsnosti, které¢ odrazi
vliv Argirelinu® na redukci perorbitalnich vrasek. Potencial testované 5% kosmetické for-
mulace Argirelinu® pted zapocetim testovani této formulace (0) a po jejim ctyftydennim
pouzivani (4), je znazornén v Tab. 3 a na Obr. 6. Formulace s vy$§im obsahem aktivni latky
(12,5 %) pted zapocetim testovani a po Ctyitydennim pouZzivani je pak ptedstavena v Tab. 3
ana Obr. 7. Obé& formulace jsou graficky srovnany na Obr. 8.

Z prumérnych hodnot parametrt drsnosti zndzornénych v grafech Ize vyc¢ist, ze v obou pii-
padech doslo pouzivanim tohoto peptidu k redukci vrasek, avsak vysledky piekvapivé uka-
zaly, ze u formulace s nizZ§im mnozstvim aktivni latky bylo dosazeno ztetelnéjSich vysledki,

nez u formulace 12,5 %.

Tab. 3: Prumérné hodnoty parametrii drsnosti a jejich smérodatné odchylky stanovené na

zacatku (0) a po 4 tydnech pouzivani formulaci s Argirelinem ® o dvou riiznych koncentra-

cich (n =25)

Aplikace
) R1 R2 R3 R4 R5
[tydny]
Koncentrace 5 %
0 0,188+0,067 | 0,149+0,057 | 0,101+0,036 | 0,073+0,026 | 0,031+0,013
4 0,139+0,042 | 0,113+0,035 | 0,079+0,021 | 0,053+0,015 | 0,020+0,007
Koncentrace 12,5 %
0 0,165+0,054 | 0,135+0,046 | 0,93+0,031 | 0,063+0,017 | 0,026%0,009
4 0,1504+0,042 | 0,1254+0,036 | 0,083%+0,021 | 0,053+0,013 | 0,022+0,008
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Obr. 6: Primerné hodnoty parametrii drsnosti R1 az RS, 5 % formulace (0) pred aplikaci,

(4) po ctyrtydenni aplikaci
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Obr.7: Priimeérné hodnoty parametrii drsnosti RI1 az R5; 12,5 % formulace (0) pred apli-

kact, (4) po ctyrtydenni aplikaci
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Obr. 8: Srovnani parametrii drsnosti RI — R5 obou formulaci pred pouzivanim a po 4 tyd-

nech aplikace

Z Obr. 6 a 7 rovnéz vyplyva, zZe kvantitativni pomér jednotlivych parametrti drsnosti odpo-
vidé ptedpokladu a jejich hodnoty klesaji v pofadi R1 > R2 > R3 > R4 > R5. Podivame-li se
podrobnéji na predstavené vysledky je mozno dale konstatovat, Ze pfi méfeni parametrti drs-
nosti pokozky R1, tedy vzdalenosti mezi nejvysSim vrcholem a nejniz§i prohlubni na méfené
¢asti pokozky, doslo k redukci drsnosti pokozky o 26 % pii pouZiti 5% Argirelinu® a 0 9 %
po aplikaci vyssi, tedy 12,5% koncentrace. Maximalni drsnost, parametr R2, tj. nejvétsi lo-
kalni drsnost z riznych segmenti métené ¢asti pokozky vykazuje pro zminéné formulace
redukci hloubky vrasky 25 % a 7 %. Aritmeticky pramér drsnosti péti stejné dlouhych seg-
mentl méfené Casti pokozky pak vykazuje zlepSeni 21 % a 10 %. Hladkost prohlubni R4
udavajici plochu nad referen¢nim profilem uzavienou piimkou nejvyssiho vystupku a roz-
délenou stfedni ptimkou urenou primeérnou drsnosti udava zlepseni 26 % a 15 %. U arit-
metického priméru drsnosti R5, tedy plochy ohrani¢ené referencnim profilem a stfedni
pfimkou uréenou primérnou drsnosti doslo k redukci hloubky vrasek v levé periorbitalni
oblasti, kde byla pouzita 5% formulace, o 34 % a v pravé periorbitalni oblasti s aplikaci gelu

o vy$$i koncentraci aktivni latky o 16 % (Tab. 4, Tab. 5, Obr. 9).
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Tab.4: Rozdily pocatecniho a koncového stavu parametrii drsnosti namerené po aplikaci
5 % Argirelinu® v periorbitalni oblasti spolu s % zménou mezi pocatecnim a konecnym

stavem a hodnotou redukce stavu vrasek v %

A pocatecni a kone¢ny stav | Zmeéna parametru vzhle- Redukce vrasek
dem k pocatku [%] [%]
R1 0,050 74 26
R2 0,037 75 25
R3 0,022 79 21
R4 0,019 74 26
R5 0,010 66 34

Tab 5: Rozdily pocatecniho a koncového stavu parametri drsnosti namérené po aplikaci
12,5 % Argirelinu v periorbitalni oblasti spolu s % zménou mezi pocdtecnim a konecnym

stavem a hodnotou redukce stavu vrasek v %

A pocatecni a konecny stav | Zména parametru vzhle- Redukce vrasek
dem k pocatku [%] [%]
R1 0,015 91 9
R2 0,010 93 7
R3 0,010 90 10
R4 0,010 85 15
RS 0,004 84 16
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Obr 9: Rozdily v ucinnosti (redukci vrasek) 5% a 12,5 % Argirelinu ® u jednotlivych para-

Redukce vrasek [%]

metri drsnosti

Pti zhodnoceni celkového priméru vSech stanovenych parametrii drsnosti R1 — RS, vypoci-
tan¢ho podle Rov. 2 je mozné konstatovat, ze pii pouzivani testovaného piipravku s Argire-
linem® byla u 5% formulace toho ptipravku prokézana redukce vrasek o 26,4 % au formu-

lace s obsahem aktivni latky 12,5 % doslo k redukci vrasek o 11,4 %.

Predstavené vysledky studie tedy jednoznacn€ prokazuji pozitivni vliv Argirelinu®
na zmenSeni hloubky vrasek. Test v§ak ne¢ekan¢ ukézal lepSi uc¢innosti niz§i 5% koncen-
trace této aktivni latky ve srovnani s vyssi 12,5% koncentraci. Vysvétleni je mozné hledat
ve vlivu nosného vehikula, v tomto pfipadé€ gelu. Pti transepidermalnim transportu se vstup
latek pies stratum corneum tidi zakony difuze [73]. Mezi determinanty permeace aktivnich
latek ktzi patii rozpustnost téchto latek ve vehikulu, kterd podminuje jeho koncentraci, roz-
délovaci koeficienty mezi vehikulem a ktzi, mezi jednotlivymi vrstvami kize a difuzni ko-
eficient v koznich vrstvach [74]. Co se ty€e rozpustnosti aktivni latky je vyhodné, s ohledem
na koncentracni spad, vytvofit ve vehikulu co nejvyssi (nasycenou) koncentraci. Je-li aktivni
latka ve vehikulu velmi dobfe rozpustnd, mize se tento fakt projevit pfi uvoliiovani a ab-
sorpci negativné. Pfi dobré rozpustnosti a tedy velké afinité vehikulu totiz aktivni latka pie-
stupuje neochotné do prostredi, ke kterému ma mensi afinitu [75].

Skutecnost, ze gel neni vzdy zcela optimalnim nosi¢em aktivnich latek, byla uvedena také

ve studii [77], kde byla srovnavana ucinnost hydratacnich slozek zapracovanych v gelu
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a emulzi. Vysledky této studie prokazaly, ze aktivni latky zaclenéné do emulze hydratovaly
pokozku 1épe nez tytéz latky obsazené v gelu. Obdobny vliv mélo vehikulum i na transepi-
dermaélni ztratu vody. Nizsi u¢innost aktivnich latek v gelu je mozno rovnéz pficitat vzniku
okluzivniho filmu. Ten vznika po zaschnuti karbomeru o némz je znamo, ze ma filmotvorné
vlastnosti [79].

Velmi zajimavou studii tykajici se vlivu vehikula na transdermalni penetraci acetylhexapep-
tidu publikovali Hoppel a kol. [80]. Experiment byl proveden ve Franzovych komurkach
na praseci kiizi. Byly testovany emulze voda v oleji, olej ve vod¢ i nékolikandsobna emulze
voda-olej-voda. Studie prokazala, ze emulze voda-olej-voda vyznamné zvySuje prunik pep-
tidu do kiize ve srovnani s obéma jednoduchymi emulzemi a lze tedy predpokladat, ze bude
kosmeticky u¢innéjsi.

Z vySe uvedenych informaci je zfejmé, Ze i kdyz odborné studie potvrzuji u¢innost Argire-

linu pro vraskam ve vSech vehikulech, vliv samotného vehikula zde nelze opomijet.

8.1.1 Srovnani pisobeni Argirelinu ve vékovych skupinach

I kdyz namétené rozdily s ohledem na v€k probandek nebyly vyrazné, piesto bylo provedeno
zhodnoceni vysledkt test zv1ast’ pro skupinu ucastnic mladSich a star§ich 50 let. Dlivodem
byla skutecnost, Ze u starSich Zen mohou kvalitu a chovani pleti vyrazné ovliviiovat procesy
vedouci ke zméné struktury pokozky zapti¢inéné napf. menopausou. Kosmeticka formulace
s Argirelinem® se projevila u vékoveé kategorie nad padesat let s obdobnym ucinkem jako
u vékove kategorie do padesati let. I kdyZ Ize v n€kterych ptipadech pozorovat mirné roz-
dily, Zadny z nich nebyl statisticky priikazny. Formulace s obsahem 5 % aktivni latky byla
op¢t u obou vékovych kategorii U€inngjsi a snizovala hloubku vréasek v periorbitalni krajiné
vice (Obr. 10), nez formulace s 12,5% (Obr. 11). Zde se projevuje jiz zminéna vEtsi afinita
aktivni latky k vehikulu, ¢imz dochazi v mens$i mite k difuzi ptes stratum corneum, tedy

k mensi 0¢innosti této kosmetické formulace.
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Obr. 10: Srovnani ucinku formulace s 5 % Argirelinu® v kosmetické formulaci u vékové

kategorie do 50 a nad 50 let. Pred pouzivanim (0), po ctyrtydennim pouzivani (4)
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Obr. 11: Srovnani ucinku formulace s 12,5 % Argirelinu ® v kosmetické formulaci u ve-

kové kategorie do 50 a nad 50 let. Pred pouzivanim (0), po ctyrtydennim pouzivani (4)
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8.1.2 Srovnani metod vyhodnoceni

Vysledky uvedené v predchazejici Casti prace byly ziskdny vyhodnocenim dat ziskanych
z ,,kruhového* vymezeni oblasti vypoctu na zaznamu repliky. Tento zpisob, podle infor-
mace dodavatele pfistroje, kompenzuje vliv sméru vrasky ve vymezené oblasti vypoctu,
ktera je casti obrazu pouzitého pro méfeni, a také omezuje negativni vlivy vyplyvajici z moz-
nych nepiesnosti pfi odbéru a pienosu vzorki. Jelikoz jednim z cila prace je i zhodnoceni
pouzivané metodiky zpracovani dat, byly parametry drsnosti stanoveny také na replikach,
kde byla oblast vypoctu zvolena ,,horizontaln¢*. Kromé rozdilného zpiisobu vymezeni plo-
chy vypoctu byly parametry drsnosti R1 az RS vypocitany stejné jako v predchazejici kapi-
tole, stejny byl i postup zhodnoceni redukce vrasek. Vysledky z tohoto vyhodnoceni jsou
uvedeny v Tab. 6 a 7.

Ze srovnani udajii uvedenych v Tab. 4, 5, 6 a 7 je ziejmé, Ze obé metody vyhodnoceni
shodné ukazuji lepsi uc¢innost formulace 5% Argirelinu® ve srovnani s formulaci obsahujici
jeho koncentraci 12,5 %. Pti bliz§im srovnani jednotlivych parametrti jsou patrné mensi roz-
dily. Vysledky ziskané z prolozeni ,,horizontalni“ plochou ukazuji proti vysledkim z ,.kru-
hového* prolozeni mensi celkové zlepSeni, a to celkem 21,2 % (pro 5% koncentraci Argire-
linu®) oproti 26,4 % z , kruhové* oblasti. Pro vyssi koncentraci proteinu ve formulaci pak
zlepSeni stanovené z ,,horizontalni* plochy ¢inilo 13,4 % oproti 11,4 % stanovenym z oblasti
»kruhoveé®. Je tedy zfejmé, Ze i kdyz trendy v chovani formulaci jsou obdobné, bude pii
zpracovani vysledu potieba kriticky zhodnotit metody ,,volby oblasti* a brat v ivahu rtizné.
Vysledné hodnoty drsnosti zavisi také na velikosti oblasti vypoctu, ktera miiZe byt nastavena
dle potieb studie s tim, zZe pro porovnani vSech snimku lze pouZzit pouze piesné vymezenou
¢ast obrazu pouZitého pro meéfteni.

V diplomové praci budou primarné uvazovany vysledky z ,,.kruhového* proloZeni, které jsou
doporucovany vyrobcem pfistroje, a které mohou byt nasledné porovnatelné s dalSimi stu-

diemi.
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Tab.6: Rozdily pocatecniho a koncového stavu parametrii drsnosti namerené po aplikaci
5 % Argirelinu v periorbitalni oblasti spolu s % zménou mezi pocatecnim a konecnym sta-

vem a hodnotou redukce stavu vrdsek v %: oblast vypoctu - horizontalni

A pocatecni a kone¢ny stav | Zména parametru vzhle- Redukce vrasek
dem k pocatku [%] [%]
R1 0,047 81 19
R2 0,036 80 20
R3 0,025 80 20
R4 0,017 81 19
RS 0,010 72 28

Tab 7: Rozdily pocatecniho a koncového stavu parametri drsnosti namérené po aplikaci
12,5 % Argirelinu v periorbitalni oblasti spolu s % zménou mezi pocdtecnim a konecnym

stavem a hodnotou redukce stavu vrasek v %: oblast vypoctu - horizontalni

A pocatecni a konecny stav | Zména parametru vzhle- Redukce vrasek
dem k pocatku [%] [%]
R1 0,027 88 12
R2 0,013 92 8
R3 0,015 91 9
R4 0,010 82 18
RS 0,006 80 20

8.1.3 Srovnani s publikovanymi studiemi

Porovnanim nejc¢astéji uvadénych odbornych studii s vysledky ziskanymi v této diplomové
praci je mozné konstatovat, ze doslo k potvrzeni ucinnosti testovaného hexapeptidu-3 s ko-
merénim nazvem Argireline® pfi redukci vrasek. Formulace s obsahem 5 % Argirelinu®
testovana v této praci vykazala primérné zlepSeni parametra drsnosti 0 26,4 % u 25 testova-
nych Zen, pouZzivajicich tuto formulaci po dobu 4 tydni dvakrat denné na oblast periorbital-
nich vrasek. Srovnatelné vysledky jsou publikovany v oteviené studii provedené u 10 Zen,
kdy byl krém s 5% hexapeptidem-3 aplikovan dvakrat denn€. Po jeho 30-ti dennim uzivani
doslo k 27% zmenSeni hloubky vrasek kolem o¢i, coz bylo méfeno analyzou silikonovych
replik pokozky [76]. Dale popisuje Blanes-Mira studii kontrolovanou placebem, ve které byl

testovan hexapeptid-3 v 10% koncentraci a 10 Zen pouzivalo krém s jeho obsahem po dobu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

30 dni. Plochy ktize oSetfené hexapeptidem ukézaly 30% zlepSeni vrasek v oblasti o¢i [69].
V dalsi, randomizované studii provedené u 60 dobrovolnikl s riznym stupném periorbital-
nich vrasek, byla hloubka vrasek snizena o 48,9 %, pii pouziti 10% hexapeptidu v emulzi
olej-voda. Snimané silikonové repliky kiize byly zpracovany konfokalni laserovou skeno-
vaci mikroskopii a poté byly piislusné parametry drsnosti analyzovany pomoci statistické
analyzy [62]. Nase 12,5% formulace s namétenym primérnym 11,4% zlepSenim, nevyka-
zala ptedpokladany, tj. lepSi ucinek nez koncentrace 5 %, coz bylo ziejmé zplisobeno zvo-
lenym gelovym vehikulem (viz. Kapitola 8.1). Lze ale pfedpokladat, ze kdyby bylo pouzito
vehikulum typu emulze O/V, jako u studie se 60 dobrovolniky [62], bylo by zfejm¢ dosazeno

srovnatelnych vysledki s publikovanymi studiemi.

V souvislosti s pouzitim Argirelinu® v bézné dostupnych komercnich ptipravcich je zaji-
mavé poznamenat, ze jeho koncentrace neni zpravidla uvedena. Jako piiklad mohou slouzit
nasledujici kosmetické ptipravky:
- PeptideAge 45+ Serum, 15 ml (Age Defence), % neuvedeno;
- LeChaton pletové sérum s Argireline 15 g (kosmetika CAPRI), doporuceno pouzivat
pod denni krém, zv1asté okolo oci a rtli; % neuvedeno
- Skin Rescue — Pure Hyaluron Argireline Peptide Creme Instant Fix Lift Gesicht Anti-
Ageing 100 ml, % neuvedeno;

- Mesosystem - MCCM — Argireline 30 (MCCM Medical Cosmetics), % neuvedeno.

Argireline® je ochrannid zndmka spolecnosti Lipotec SAU se sidlem v Barceloné, ktera
mimo jiné produkuje do komer¢ni sit€ Lehké sérum s 10% komplexem Argirelinu® (30 ml)
pod znackou The Ordinary, s doporu¢enim aplikovat nékolik kapek na ¢elo a kolem o¢i dva-
krat denné. Tento pfipravek je na vodné bazi s vylou¢enim olejli, esterii a silikond. V po-
znamce vyrobce udava, ze obsah vody v ptipravcich ovliviiuje uzitnou hodnotu lokélniho
podéani Argirelinu®, a ze vyssi obsah vody ma za nasledek jeho lepsi vyuziti (informace

z ptibalového letdku produktu).

Jako novinka roku 2019 bylo uvedeno na trh Double Active Facial Serum s 10 % Argire-
linu® a 5 % kyseliny hyaluronové distribuované SerumLab Skincare a Cosmetics Internati-

onal LLC (USA). U dalsich bézn¢ dostupnych piipravki, a to napt. od firmy Syncare, Der-
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mabotexin BB denni krém 30 ml vyrobce udava 13% koncentraci Argirelinu®, Dermabo-
texin sérum 18 % (15 ml), coz je ptipravek uréeny pro vstupni intenzivni ktiru proti vraskam
v kosmetickém salonu. Piipravek Advanced Essentials — Premium Anti-aging serum with
Argireline uvadi na svém vyrobku 20% koncentraci Argirelinu®. Hexapeptid-3 se v nejno-
v¢&jsich produktech anti-aging péce o plet’ objevuje spolu s dal§imi vyznamnymi kosmeceu-
tiky, a to spoleéné s kyselinou hyaluronovou ¢ Matrixylem™3000, zejména ve formé kon-

centrovanych sér.

8.2 Vytvoreny obraz z koZni repliky

Studie zdokumentovala vzhled pokozky sniméanim obrazu z repliky kiize, prichodem svétla
silikonovou replikou pokozky (viz. kapitola 7.4.1 Princip méfeni). Vizualizace absorpce
svétla se promitla na monitoru pocitace, struktura povrchu kiize byla zobrazena podle jeho
vysky a hloubky, byly zndzornény vrasky, ryhy a prohlubné kozniho povrchu v odstinech
Sedé. Na pofizenych snimcich (Obr. 12, 13), které srovnadvaji vymezeny usek pokozky
pted a po aplikaci studovanych formulaci 1ze vidét, ze u sledovaného mista kiize probandi
prokazatelné doSlo ke zlepSeni pfi pouZiti obou zkoumanych koncentraci Argirelinu®.
Na snimcich je patrné zmensSeni vrasek, coz je prezentovano snizenim intenzity stinu. Je také
zfejmé, ze doSlo rovnéz k vyhlazeni textury pokozky, coz prezentuje snizeni poctu linek

a zjemnéni prohlubni.
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PRED pouzivanim PO 4 tydnech pouzivani
65 let Argireline 12,5 %

62 let Argireline 5 %

55 let Argireline 5 %

Obr 12: Snimky vymezené plochy kozniho povrchu v oblasti periorbitalnich vrasek ziskané
pred zapocetim pouzivani pripravené kosmetické formulace s Argirelinem ® a po jeho 4

tydennim pouzivani ve vekové skupine 50+
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PRED pouzivanim PO 4 tydnech pouzivani

44 let Argireline 12,5 %

Obr. 13: Snimky vymezené plochy kozniho povrchu v oblasti periorbitalnich vrasek ziskané

44 let Argireline 5 %

40 let Argireline 12,5 %

pred zapocetim pouzivani pripravené kosmetické formulace s Argirelinem a po jeho 4 ty-

dennim pouzivani ve vékové skupiné mladsich 50 let

CCD snima¢ (soucast Skin Visiometru®) vyuziva fyzikalniho jevu znamého jako fotoefekt,
coz Ize jednoduse popsat jako pfeménu ¢asti optického zareni na elektricky signal, tj. schop-
nost prevadeét dopadajici svétlo na velikost néboje. Tato citliva technika umoznuje také sni-
mani 3D obrazl, coz miZzeme vyuzit v rdmci této studie k vizualizaci rozdili méfené
hloubky kozni vrasky a zmén kozniho povrchu pfed pouzivanim zkoumané formulace s Ar-

girelinem® a po jeho ¢tyitydennim pouzivani (Obr. 14).
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PRED pouzivanim PO 4 tydnech pouzivani
65 let Argireline 5 %

46 let Argireline 12,5 %

Obr. 14: 3D snimek repliky kozniho povrchu pred pouzivanim formulace s Argirelinem ®

a po jeho 4 tydennim pouzivani
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8.3 Rizikové faktory sbéru dat

Sbér dat byl diillezitou néaplni této prace, jehoz klicovou a nejnarocnéjsi Casti bylo ziskani
silikonovych replik pokozky. I pii dodrzovani vSech zasad spravného postupu vyroby do-
chézelo v jeho prubchu ke vzniku defektnich replik, a to z vice pficin. Nejproblematicté;si
bylo vytvofeni repliky bez vzniku vzduchovych bublin, které by mohly negativné ovlivnit
vysledky méfeni. Dal§im faktorem byl vznik hladkych ploch na replice, které patrné vzni-
kaly pfi neopatrném, rychlém, ¢i neSetrném snimani (jiz vytvrzeného silikonu umisténého
v papirové form¢) z pokozky. Nedostatecné odli¢eni/ocisténi zkoumané Casti pokozky
se projevilo cernym zabarvenim na vytvoieném snimku pfi jeho projekci na obrazovce po-
CitaCe a replika se musela zhotovit opakovang.

Dalsim faktorem, ktery by nemél byt pti provadéni dalSich studii opomijen je, Ze periorbi-
talni oblasti v podkozi vévodi kruhovy sval o¢ni (Musculus orbicularis oculi), plochy sval
ve vickach a v okoli oci, ktery patii k mimickym svaltim. Funkci tohoto svalu je sevieni
a mrkani vicek, zavird o¢ni §térbinu a patii k svalim, které reaguji na vné&jsi 1 vnitini pod-
néty. Psychicky i fyzicky stav testované osoby miize mit tedy ptimy vliv 1 na kvalitu snimané
repliky pokozky. Toto jsou zékladni limity pouzité metody, které mohou ovlivnit vysledky
méfeni. Z celkového poctu 120 vytvotfenych replik bylo proto moZzno pouzit pro vyhodno-
ceni studie 100 kvalitnich vzorkda.

Po kritickém zhodnoceni kvality replik 1ze konstatovat, Ze absence G€innosti studovaného
stresovymi a environmentalnimi vlivy, jedna probandka podstoupila esteticky zakrok (po-
kozka se olupovala). U dvou probandek méla dobry t¢inek koncentrace 5 %, ale vyssi kon-
centrace aktivni latky nevykazala zadné zlepSeni. Vzhledem k tomu, Ze tato situace nastala
u dvou nejmladsich ucastnic studie (35 a 40 let), je mozné se domnivat, ze vysoké koncen-
trace u€inné latky s vyznamnou afinitou k vehikulu u mladé pleti nema schopnost difuze
do niz8ich vrstev pokozky, coz odpovid4 i primarni bariérové funkci pokozky, které je

u takto mladych zen pln¢ funkéni, tzn. bez poskozeni.
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8.4 Dotaznikové Setreni

Soucasti studie bylo také dotaznikové Setieni. Pomoci dotazniku (Pfiloha P3) bylo zjisto-
vano, jaké problémy s pleti se vyskytuji u dotdzanych Zen, jestli jejich plet’ reaguje negativné
na vnéjsi podnéty, v jaké mife jsou vystaveny stresu a co charakterizuje jejich pracovni pro-
stiedi. Protoze byl testovan ptipravek zarazeny do kategorie kosmeceutik, jez by mohl byt
v ramci kosmetického osSetfeni aplikovan pro podobné tcinky jako botulotoxin, byla zafa-
zena také otazka tykajici se aplikace tohoto toxinu do obli¢ejovych vrasek. Dotaznik poté
obsahoval otazky tykajici se subjektivné pozorovanych ucinkl testované formulace s Ar-
girelinem®. Respondentky byly dotazovany, zda jiz mély zkuSenost s touto latkou, at’ uz
béhem kosmetického oSetfeni, nebo domaci péce a v jaké formé kosmetického vyrobku
se s Argirelinem® setkaly. Mohly také predat zkuSenosti s pfipadnymi negativnimi u¢inky
této testované formulace s vyjadienim, zda by po této studii zaradily do svého denniho ritu-
alu péce o plet’ kosmeticky piipravek s Argirelinem®. Respondenty dotazniku byly dobro-

volnice ucastnici se studie k této diplomové praci.

V ramci zpracovani diplomové prace bylo distribuovano 25 dotaznik, z nichz v§ech 25 bylo
vraceno. Dotaznik vypliovaly vyhradné zeny. Z celkového poctu respondentti byla 4 % Zen
ve veékoveé kategorii 30 — 35 let, ve v€kové skupiné 35 — 40 let také 4 %, ve skupin€ 40 — 45
let 36 %, 45 — 50 let 8 %, 50 — 60 let 32 % a posledni skupinu v rozmezi 60 az 70 let tvofilo
16 % respondentek. Zeny ve véku vice nez 70 let nebyly zastoupeny (Obr. 15). Kli¢ové od-

povédi respondentek jsou v grafické podobé zpracovany a diskutovany dale v textu.
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Obr. 15: Vekové rozmezi oslovenych respondentek v dotaznikovéem Setieni
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Soucasti dotazniku byla otazka, zda respondentka chodi pravidelné na kosmetické oSetieni.
Po vyhodnoceni dotazu bylo zjisténo, ze z celkového mnozstvi 25 respondenti, navstévuje
pravidelné 100 % zZen kosmetické oSetfeni. Z toho 36 % jednou za 4 tydny, 44 % jednou za 6

tydnt, 12 % jedenkrat za 8 tydnl a 8 % méné Casto, ale alespon Ctyfikrat rocné (Obr. 16).
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Obr. 16: Cetnost navstév kosmetického oSetieni (jednou za 4, 6, 8 tydnii, castéji, méné

casto-alespon 4 krat rocne)

V dotazniku byla déle poloZena otazka, jaké problémy v souvislosti s pleti trapi dotazované
nejvice. Dlivodem zatfazeni tohoto dotazu byla snaha o zjiSténi nejvice artikulovanych pro-
blémi s pleti vnimanych respondenty. Ve vysledku 60 % Zen vnima jako svij stézejni pro-
blém vrasky, 20 % akné, 36 % suchou plet’, 8 % plet’ mastnou, 32 % plet’ povadlou, 24 %
citlivou plet’, 16 % hyperpigmentace, 16 % teleangiektazie (trvalé rozsifeni kapilar viditel-
nych v kiizi v podobé cervenych nitek) a 8 % uvadi jiné potize, napt. ¢erné teCky na nose

(Obr. 17).
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Obr. 17: Problémy uvedené v souvislosti s pleti, které trapi oslovené Zeny

Dalsi otazka se tykala odezvy pleti na kosmetické vyrobky. Zde 56 % respondentek uvedlo,
ze jejich plet nereaguje citlivé, plet’ 40% Zen pak reagovala citlivé jen nékdy a 4 % reaguji
vzdy. Na otazku, jakou ma plet’ mikrocirkulaci (stav drobnych krevnich cév v oblasti obli-
¢eje) odpoveédelo 64 % zen, zZe je jejich plet normalni, Zddna respondentka neuvedla, Ze by

jeji plet’ byla bleda a 28 % pocit'uje zacervendni. Za kutacku se oznacilo 12 % Zen.

Pii hodnoceni vniméni stresu v praci ¢i doma, obodované na stupnici 1 = bez stresu
az 5 = vyrazné stresové zatizeni, oznacilo jako stupen 1, tj. bez stresu 12 % Zen, mirn¢ stre-
sovou zatéz uvedlo 12 %, stiedné stresové zatizeni 48 %, zvySeny stres vykazuje 20 %, vy-

razné stresové zatizeni uvedlo 8 % dotazovanych (Obr. 18).
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Obr. 18: Hodnoceni vystaveni respondentii stresu
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U otazky tykajici se charakterizace pracovniho prostfedi bylo mozno oznacit vice variant.
Z celkového poctu odpovédi 58, oznacilo 24 % jako charakteristické pobyt v klimatizova-
ném prostiedi, u 72 % to byla prace s pocitacem, 64 % pak pracuje pod zafivkami, 8 %
uvedlo pobyt ve venkovnim prostiedi, 4 % se pohybuje v prostiedi, kde jsou vypary, 40 %
teplo a 20 % pobyva béhem své pracovni ¢innosti v chladu (Obr. 19)
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Obr. 19: Charakteristika pracovniho prostiedi

Vzhledem ke stalé oblibenosti solérii byla do dotazniku zatazena také otazka, zda respondent
navstévuje solarium, 4 % uvedlo kladnou odpovéd’, tato odpoveéd’ byla zarazena také u Cet-
nosti navstév tohoto zafizeni, a to pravidelné (minimalné 6 x ro¢n¢), stalym zakaznikem

tohoto zafizeni (1 a vicekrat mésicn€) neni Zadny osloveny respondent.

JelikoZ v dnesni dobé trpi stale vice lidi nejriiznéjSimi projevy piecitlivélosti a alergickymi
reakcemi, také na kosmetické prostiedky, byla tato otdzka zafazena do dotaznikového Set-
feni, 12 % respondentek uvedlo, Ze mélo alergickou reakci na nékterou latku vyskytujici
se v kosmetickych vyrobcich, 68 % bylo bez projevii a 20 % uvedlo, ze nevi o konkrétni

latce, ale po nekterych produktech miva reakce na pokozce.

Dalsi klicova otdzka v dotazniku se tykala kosmetického oSetfeni, a to zda dotazované Zen¢
byl jiz nékdy v rdmci profesionalniho oSetfeni aplikovan Argireline®. 36 % ucastnic uvedlo,
ze jim byl Argirelin® jiz aplikovan, 48% aplikovan nebyl a 16 % nevédelo. Pti odpovédi

ano pak byl Argireline® 24% zen aplikovan ve formé masky, 36% ve formé& ampule, zcela
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chybéla aplikace ve formé¢ krému. V domacim prostiedi pak pouzivé kosmetické piipravky

s Argirelinem® 8 % zen oslovenych v tomto dotaznikovém Setfeni.

Botulotoxin si do obli¢ejovych vrasek nechava aplikovat 20 % respondentdl, z toho 4 %
chodi pravideln€ (n€kolikrat do roka), 16 % si nechava botulotoxin aplikovat dle potieby
(alespoii jednou ro¢n¢), nikdo neuvedl, ze by absolvoval injekci botulotoxinu v nedavné

dobé¢ (ne vice nez pred dvéma mésici).
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Obr. 20: Odpovédi na otdzku, zda byla nékdy aplikovana injekce botulotoxinu do

oblicejovych vrasek

Velice zajimavym se ukézalo zjisténi, ze ve v€kové kategorii 40 — 45 let absolvovalo aplikaci
botulotoxinu do obli¢ejovych vrasek 30 % respondentek a ve vékové kategorii 50 — 60 let
pak 25 %. Ostatni vékové skupiny uvedly, Ze botulotoxin u nich nebyl aplikovan (Obr. 20).
Toto zjiSténi miize byt ovlivnéno 1 vyS§im poctem Zen vékove kategorie 40 az 45 let zastou-
penych ve studii, avSak je zde mozné uvazovat rovneéz o psychologickém efektu, kdy si veétsi

mnozstvi Zen v této vékové skupiné snazi udrzet mladistvy vzhled.

V zéavéru dotazniku byly poloZeny otazky tykajici se pripravené kosmetické formulace s Ar-
girelinem®, kterou respondentky pouzivaly Ctyii tydny na vrasky v oblasti periorbitalni kra-
jiny. Na pétistupniové stupnici, kdy 1 = vyborné az 5 = Spatné, oznacilo stupeini jedna, tedy
vyborné ucinky 36 % zen, G€inky chvalitebné (stupen 2) 28 %, stupen 3, tedy dobré ucinky
32 %, stupent 4 (G€inky dostatecné) 8 % a stupeii 5, tedy Spatné ucinky neuvedl Zadny re-
spondent (Obr. 21).
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Obr. 21: Ucinky testované formulace s Argirelinem ® hodnocené v ramci dotaznikového
Setreni respondentkami pouzivajicimi tuto formulaci po dobu 4 tydnu v ramci studie k di-

plomoveé praci v oblasti periorbitalni krajiny

Pocit negativnich vedlejSich ¢ink béhem ctyitydenniho pouzivani ptipraveného ptipravku
s Argirelinem® uvedla 4 % respondentek, bez pocitu negativnich vedlejsich uc¢inkt bylo
96 % zen. Jako negativni byl uveden pocit pnuti, coZ je moZné pficitat piisobeni gelové for-
mulace. Celych 100 % dotazovanych zen by po této studii zatadilo do svého denniho ritualu
protivraskoveé péce o plet’ kosmeticky ptipravek s Argirelinem®.

Z vysledki dotaznikového Setfeni vyplyva, ze i pies to, ze testu se zucastnily zeny riznych
vékovych skupin, s riznou pleti, pracujici v rizném prostiedi a pecujici o plet’ riiznymi zpa-

soby, vSechny hodnotily plisobeni Argirelinu® pozitivné.
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ZAVER

Hlavnim tématem této diplomové prace bylo analyzovat zménu struktury lidské ktize po uzi-
vani pripravené kosmetické formulace s kosmeceutikem Argirelinem®. Teoreticka cast
préce se zaméfila na vymezeni pojmu kosmeceutik, jejich t¢innosti a bezpecnosti spolu s le-
gislativnimi aspekty jejich pouzivani v praxi. Detailnéji se vénovala peptidim jako aktivnim
latkam, jejich plisobeni coby kosmeceutik se zaméfenim na acetyl-hexapeptid-3 s komerc-
nim ndzvem Argireline®, jako netoxické nahradé botulotoxinu pro kosmetickou praxi.
Prakticka ¢ast se vénovala samotnému pisobeni Argirelinu®, ktery byl v ramci pfipravené
kosmetické formulace aplikovan skupiné dobrovolnikii v oblasti periorbitalnich vrasek. For-
mulace obsahujici 5% koncentraci Argirelinu® byla aplikovdna na levou periorbitalni kra-
jinu a 12,5% koncentrace peptidu pak na periorbitalni krajinu pravou. Vliv tohoto proteinu
na redukci vrasek v periorbitalni oblasti byl hodnocen pomoci pfistroje Skin-Visiometer®
SV 700. Jedna se o ptistroj vyuzivajici nepfimou metodu hodnoceni kozniho povrchu, ktera
je zalozena na principu platnosti Lambert-Beerova zdkona. Za timto ucelem byly nejdiive
sejmuty repliky pokoZzky probandi, ze kterych byl ziskdn obraz kiize priichodem svétla té-
mito silikonovymi replikami modré barvy. Analyzou zpracovani obrazu bylo provedeno mé-
feni parametrii drsnosti pokozky. Byl zjistovan jednak samotny uc¢inek kosmeceutika na po-
kozku, ale také vliv rozdilnych koncentraci na vysledny stav pokozky, jednak v celé skupiné
probandt a jednak u skupiny Zen nad 50 let a mladSich. Metodika pouZitd v této studii se ty-
kala vypoctu parametr z koZni repliky, snimanim obrazu vytvofené repliky kize, zpraco-
vanim obrazu a parametra téchto replik. Byla také komentovéna vhodnost metody pro sbér
dat za icelem méfeni vrasek v periorbitalni oblasti.

Obecné plati, Ze permeaéni schopnost latek zavisi na riznych faktorech, jakymi jsou jejich
fyzikalné-chemické vlastnosti, Casovy rozsah permeace, integrita, tloustka a slozky ktize,
kozni metabolismus, misto, oblast a doba aplikace. Analyza G¢inku Argirelinu® na pokozku
ve formulaci vytvofené v laboratoti Ustavu kosmetiky, tukii a detergentii Fakulty technolo-
gické Univerzity Tomase Bati ve Zlin¢ ukazala, ze Argireline® ma vyznamny vliv na zlep-
Seni stavu vrasek v periorbitalni oblasti. Uplatnénim Argirelinu® kolem o¢i po dobu 4 tydnli
byla prokdzana jeho ucinnost na snizeni zdvaznosti vrasek kolem oci, véetné jeho dobré sna-
Senlivosti, u Zen pochdzejicich a zijicich v oblasti Stiedni Evropy, v primérném véku 50 let.

Konkrétné bylo méfeni uskute€néno na 25 zenach, které byly rozdéleny do dvou skupin,
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prvni skupinu tvofily Zeny nad 50 let, druhou skupinu Zeny mladsi padesati let, nejvice za-
stoupenou skupinou byly Zeny ve véku 44 let. Obé vékové skupiny vykazovaly shodné vy-
sledky méfeni parametri drsnosti, nebyly u nich zjistény vyrazné rozdily v u€innosti zkou-
maného acetylhexapeptidu-3. Pii hodnoceni primért parametrti drsnosti pokozky R1 az RS,
u obou vékovych skupin, doslo k redukci vrasek v periorbitalni oblasti v praméru o 24,6 %
pfi aplikaci 5% hexapeptidu-3 ve formulaci a k redukei o 11,4 % pfi aplikaci formulace
s 12,5% acetylhexapeptidu-3. Vyssi ucinnost formulace s nizs§i koncentraci U¢inné latky
je dana pouzitym vehikulem, kdy se dobra rozpustnost aktivni latky ve vehikulu projevila
negativné pii jejim uvolnovani a absorpci. Pii dobré rozpustnosti a tedy velké afinité vehi-
kulu totiz aktivni latka pfestupuje neochotné do prostredi, ke kterému ma mensi afinitu.

V souvislosti s provedenou studii bylo rovnéz zpracovano dotaznikové Setfeni. V ¢asti do-
tazniku tykajici se samotného Argirelinu® uvedlo 36 % Zen, Ze jim tento synteticky hexa-
peptid byl aplikovan v rdmci profesionalniho kosmetického oSetfeni, a to nejcastéji formou
ampuli. Vyborné Uc¢inky pfipravené testované formulace s Argirelinem® pocit'ovalo 36 %
dotazovanych, negativni u¢inky pocitovala 4 % (pocity pnuti). Na zavér 100 % dotazova-
nych zhodnotilo, ze by pfipravek s Argirelinem® zatadilo do svého denniho ritudlu péce
o plet.

Po shrnuti vSech informaci ziskanych pti vypracovani diplomové prace lze konstatovat,
ze acetyl hexapeptid-3 s komer¢nim nazvem Argireline® piisobi jako G€inna aktivni latka
vhodna pro pouziti v protivraskovych formulacich. Zmensuje hloubku vrasek, snizuje ani-
zotropii pleti a ma pozitivni u¢inky na mechanické vlastnosti pokozky. Tento hexapeptid
tedy ptfedstavuje vhodnou netoxickou alternativu botulotoxinu v kosmetice jako latka, ktera
omezuje vznik oblicejovych vrasek, zabranuje predCasnému starnuti a zlepSuje stav po-

kozky.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Ac Acetylcholin

AHA Alfa hydroxykyseliny
Ala Alanin

AMK Aminokyselina

Arg Arginin

Asp Kyselina asparagova
BB Blemish Balm cream

BTX-A Botulotoxin typu A

CCD Charge-coupled device (detektor obrazu)
Cu Med

CR Ceska republika

DA Dalton (atomova hmotnostni jednotka)
EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova

FRA Francie

g Gram

GAG Glykosaminoglykan

Gln Glutamin

Glu Kyselina glutamova

Gly Glycin

His Histidin

H>O Voda

Ile Izoleucin

INCI Nazvoslovi (International nomenclature of cosmetic ingredients)
kDa Kilodalton

kg Kilogram
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kPa
Leu
Lys
Met
Mg
mg
ml
Na
NAD
NAD(P)
NAG
NH>
NMF
ng
OH
Pal
PC
PEG
pH
Phe
Pro
SC
Ser
SNARE
S.I.0.

TEWL

Kilopascal

Leucin

Lysin

Methionin

Hoft¢ik

Miligram

Mililitr

Sodik
Nikotinamidadenindinukleotid
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
N-acetylglukosamin

Amidovy anion

Ptirozeny hydratacni faktor
Nanogram

Hydroxidovy anion

Palmitoyl

Personal computer
Polyethylenglykol

Potential of hydrogen (vodikovy exponent)
Fenylalanin

Prolin

Stratum corneum

Serin

SNAP receptor (oznaceni pro asi 20 proteintl)
Spole¢nost s ru¢enim omezenym

Transepidermal water loss (transepidermalni ztrata vody)
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Thr
Try
Tyr
USA
USB
uv
UVA
UVB
Val

Vit.

=

Threonin

Tryptofan

Tyrosin

Spojené staty americké
Universal Serial Bus (univerzalni sériova sbérnice)
Ultrafialové zateni
Dlouhovinné zaieni
Stiednévinné zareni
Valin

Vitamin

Aritmeticky pramér

Smérodatna odchylka
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PRILOHAPI:

r

Prohlaseni ucastnika

Souhlasim se svou ucasti v hodnoceni kosmetickych piipravki, které mné bylo
popséno a které bude garantovano doc. MUDr. M. Buckem, CSc. Beru na védomi, ze expe-
riment mize zahrnovat riziko nezddoucich Gc¢inki na kizi. Toto riziko mi bylo detailné ob-

jasnéno a mohl(a) jsem se informovat o vSech podrobnostech experimentu.

Vim, Ze mohu kdykoliv odvolat sviij souhlas s tcasti v experimentu a mohu kdykoliv

odstoupit od své ucasti.

Mohu si vyzadat dal$i informace o experimentu a oznadmit nezadouci u€inky u pra-

covnika provadéjiciho hodnoceni.
Souhlasim, Ze data ziskana béhem méteni mohou byt statisticky zpracovana. Veskeré

udaje o pruabéhu a vysledcich méfeni, které mne mohou identifikovat, zistanou ptisné¢ du-

verné.

Prohlasuji, Ze toto pouceni plné chapu a podepisuji ho pri plném védomi.
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Individualni informovany souhlas

V ramci zpracovani diplomové prace budou na Vasi kiizi aplikovany kosmetické ptipravky.
Jedna se o pripravky, které jsou za béznych uzivatelskych podminek zcela bezpecné. U vSech
ptipravkl bylo zhodnoceno slozeni z hlediska jejich bezpecnosti, nebo se jedna o komeréni
pripravky. VSechny znamé informace o zkoumanych ptipravcich dovoluji testovani na dob-
rovolnicich.

Cil prace
Cilem préce je zjistit odezvu Vasi pokozky na aplikovany ptipravek pomoci exaktné zméte-
nych veli¢in.

Podminky ucasti

Pfed zahajenim vlastniho experimentu je nutno vyplnit dotaznik. Soucasti dotazniku jsou
Udaje o Vasem zdravotnim stavu, alergiich, koZnich problémech, o uzivanych lécich a o dfi-
véjsi Ucasti v obdobnych studiich. Na zakladé Vasich pravdivych odpovédi bude rozhodnuto
o Ucasti v daném cviceni. Budete rovnéz podrobné informovani o priibéhu testu.

Metodika testu

Experiment bude provadén pod dohledem kvalifikovanych pracovnikil zaskolenou osobou
pod dohledem Ustavu technologie tuki, tenzidii a kosmetiky. Planovana prace zahrnuje tes-
tovani vlivu kosmetickych ptipravki na vlastnosti pokozky. Na testovanych mistech obliceje
bude provadéno meéteni hydratace pokoZzky korneometrickou metodou, méfeni elasticity,
mnozstvi seba pied a po aplikaci kosmetického ptipravku a bude posuzovana zména stavu
vrasek v blizkosti o¢niho okoli pomoci pfistroje Visioline.

Odstoupeni z testu
Po dohodé€ s pracovnikem provadéjicim testovani je z testu mozno kdykoliv odstoupit pfi
vyskytu jakychkoliv potiZzi.

Rizika a nepFijemnosti

Béhem prace miize dojit k lehkému podrazdéni pokozky. Misto aplikace miiZe zrizovét nebo
zCervenat, doCasné svedit €1 palit. Nejsilngjsi ocekavanou reakci je zrudnuti pokozky. Nejsou
o¢ekavany zadné trvalé nasledky.
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DOTAZNIK
tykajici se diplomové prace na téma Kosmeceutika a jejich vliv na pokozku,
pfi aplikaci formulace s Argirelinem (2 krat denné v oblasti periorbitalnich vrasek)

1. Chodite pravidelné na profesionalni kosmetické oSetreni?

O ANO
O NE

PFi odpovédi ANO:
0 Jednou za 4 tydny
0 Jednou za 6 tydnu
0 Jednou za 8 tydnu
O Castgji
[0 Méné casto (alesponi 4 krat rocné)

2. Jaké problémy v souvislosti s pleti Vas trapi nejvice?
(oznacte vSechny varianty, které se Vas tykaji)

O vrasky

O akné

I sucha plet

0 mastna plet

[ povadla plet

O citliva plet

0 hyperpigmentace

[ teleangiektazie (trvalé rozSiteni kapilar viditelnych v kazi v podobé ¢&ervenych
nitek)

O jiné

3. Reaguje vase plet citlivé na kosmetické vyrobky?

O NE
O nékdy
O vzdy

4. Jakou ma vase plet’ mikrocirkulaci (stav drobnych krevnich cév v oblasti obliceje )?

O normalni
0 bleda plet
O za&ervenani

5. Absolvovala jste nékdy aplikaci injekci botulotoxinu do obli¢ejovych vrasek?

O ANO
O NE



Pfi odpovédi ANO:
O chodim pravidelné (nékolikrat do roka)
O chodim dle potfeby (alespori jednou rocné)
O aplikaci botoxu jsem absolvovala v nedavné dobé (ne vice nez pfed
dvéma mésici)

6. Jste kurak

O ANO
O NE

7. Jste v praci & doma vystavena stresu (na stupnici 1 = bez stresu az 5 = vyrazné stre-
sové
zatizeni)?

1 2 3 4 5
8. Uzivate pravidelné léky (v&etné hormonalni antikoncepce)?

a ANO
a NE

9. Co je charakteristické pro vase pracovni prostfedi? (Oznacte vdechny varianty které se
Vas
tykaji)

O klimatizace

I pocitac

O zafivky

0 venkovni prostredi
0 vypary

1 teplo

O chlad
10. Navstévujete solarium?

O ANO
O NE

Pokud ANO:
[0 pouze pfilezitostné (alesponi 1 x rocné)
O pravidelné& (minimalné 6 x ro¢né)
| jsem staly zakaznik (1 a vicekrat mési¢né)
11. Méla jste alergickou reakci na nékterou latku vyskytujici se v kosmetickych vyrobcich?

O ANO
| NE
O nevim o konkrétni latce, ale po nékterych produktech mivam reakce na po-

kozce



12. Byl Vam uz nékdy aplikovan pfipravek s Argirelinem v ramci profesionalniho kosmetic-
kého
oSetfeni?

O ANO
O NE
O nevim

Pokud ANO, v jaké formé&?
[ maska
1 ampule
O krém
13. Pouzivate v domaci péci o plet kosmetické pfipravky s obsahem Argirelinu?

O ANO
O NE

PFi odpovédi ANO jaké:
J o¢ni krém
O denni krém
0 noéni krém
I pletové sérum
O pletovou masku
O pletové ampule
0 make-up

14. Jaké shledavate na pleti ucinky testovaného pfipravku s Argirelinem
(na stupnici 1 = vyborné az 5 = Spatné)?

1 2 3 4 5

15. Pocitovala jste negativni vedlejSi ucinky pfi aplikaci testovaného pfipravku s Argireli-
nem?

O ANO
O NE

Pokud ANO, jaké?
O pnuti pleti
O svédéni
O zarudnuti
O slzeni
O vysuSena pokozka
0 olupovani
O zvySeny mazotok
O hruba pokozka



16. Zaradila byste po této studii do svého denniho ritualu péce o plet kosmeticky pfipra-
vek s
Argirelinem?

O ANO
O NE

17.Vas vek:

025-30
030-35
035-40
040-45
045-50
0 50-60
0e0-70
O vice jak 70 rokd



	OBSAH
	Úvod 10
	I TEORETICKÁ ČÁST 11
	1 Kosmeceutika 12
	1.1 Účinnost a bezpečnost 12
	1.2 Vědecký výzkum a testování kosmetických přípravků 12
	1.3 Faktory účinnosti kosmeceutik 13

	2 Legislativní aspekty používání kosmeceutik 15
	3 AKTIVNÍ LÁTKY POUŽÍVANÉ JAKO KOSMECEUTIKA 17
	3.1 Vitaminy 17
	3.2 Panthenol 20
	3.3 Hydroxykyseliny 21
	3.4 Cukerné aminy 22
	3.5 Ceramidy 22
	3.6 Kovy 23

	4 PEPTIDY 24
	4.1 Historie 24
	4.2 Peptidy 24
	4.3 Působení peptidů jako kosmeceutik 24
	4.4 Peptidy používané jako kosmeceutika 25

	5 argirelinE 32
	5.1 Složení 32
	5.2 Funkce, vlastnosti 32

	6 CÍL Práce 34
	II Praktická část 35
	7 MATERIÁLY A METODIKA 36
	7.1 Materiály 36
	7.2 Použité přístroje a pomůcky 36
	7.3 Příprava modelových formulací gelů s obsahem Argirelinu 37
	7.4 Metodika stanovení účinnosti formulací proti vráskám 38

	8 vyhodnocení a diskuse výsledků 48
	8.1 Parametry drsnosti 48
	8.2 Vytvořený obraz z kožní repliky 58
	8.3 Rizikové faktory sběru dat 62
	8.4 Dotazníkové šetření 63

	Závěr 69
	9 Seznam použité literatury 71
	Seznam použitých symbolů a zkratek 80
	Seznam obrázků 83
	Seznam tabulek 85
	Seznam Příloh 87
	Úvod
	1 Kosmeceutika
	1.1 Účinnost a bezpečnost
	1.2 Vědecký výzkum a testování kosmetických přípravků
	1.3 Faktory účinnosti kosmeceutik

	2 Legislativní aspekty používání kosmeceutik
	3 AKTIVNÍ LÁTKY POUŽÍVANÉ JAKO KOSMECEUTIKA
	3.1 Vitaminy
	3.1.1 Vitamin A
	3.1.2 Vitamin B3
	3.1.3 Vitamin C
	3.1.4 Vitamin E

	3.2 Panthenol
	3.3 Hydroxykyseliny
	3.4 Cukerné aminy
	3.5 Ceramidy
	3.6 Kovy

	4 PEPTIDY
	4.1 Historie
	4.2 Peptidy
	4.3 Působení peptidů jako kosmeceutik
	4.4 Peptidy používané jako kosmeceutika
	4.4.1 Signální peptidy
	4.4.2 Nosné peptidy
	4.4.3 Peptidy jako inhibitory neurotransmiterů
	4.4.4 Peptidy inhibující enzymy
	4.4.5 Peptidy odvozené od strukturních proteinů


	5 argirelinE
	5.1 Složení
	5.2 Funkce, vlastnosti

	6 CÍL Práce
	7 MATERIÁLY A METODIKA
	7.1 Materiály
	7.2 Použité přístroje a pomůcky
	7.3 Příprava modelových formulací gelů s obsahem Argirelinu
	7.4 Metodika stanovení účinnosti formulací proti vráskám
	7.4.1 Princip měření
	7.4.2 Počet a výběr probandů
	7.4.3 Organizace měření – doba používání gelu
	7.4.4 Úprava pleti před testem
	7.4.5 Příprava odlitku (repliky)
	7.4.5.1 Postup práce

	7.4.6 Vyhodnocení měření
	7.4.7 Další možnosti interpretace výsledků
	7.4.8 Statistické zpracování dat


	8 vyhodnocení a diskuse výsledků
	8.1 Parametry drsnosti
	8.1.1 Srovnání působení Argirelinu ve věkových skupinách
	8.1.2 Srovnání metod vyhodnocení
	8.1.3 Srovnání s publikovanými studiemi

	8.2 Vytvořený obraz z kožní repliky
	8.3 Rizikové faktory sběru dat
	8.4 Dotazníkové šetření

	Závěr
	9 Seznam použité literatury
	Seznam použitých symbolů a zkratek
	Seznam obrázků
	Seznam tabulek
	Seznam Příloh

