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ABSTRAKT

Bakalafska prace je zaméfena na moznost vyuziti botulotoxinu ke korekci vrasek. Jedna se
o literarni resersi, ve které jsou piedlozeny doposud opublikované poznatky na dané téma.
V prvni ¢asti je pojednano o procesu starnuti kiize. Podrobnéji jsou zde také popsany zme-
ny, ke kterym v jednotlivych vrstvach ktze dochazi a jsou ptic¢inou vzniku vrasek. Prevaz-
na Cast prace je pak vénovana charakteristice botulotoxinu, mechanismu t¢inku i samotné
aplikaci. Neni zde zapomenuto ani na pfipadné komplikace, jez S pouzitim botulotoxinu
souvisi. V posledni ¢asti je predlozena problematika, tykajici se vlivu botulotoxinu na lid-

sky organismus i dal$i negativa spojend s jeho dlouhodobou aplikaci.

Kli¢ova slova: starnuti klize, vrasky, botulotoxin, aplikace botulotoxinu

ABSTRACT

This bachelor thesis is dealing with the possibilities of using botulinum toxin for wrinkle
correction. It is a literature search for to date published information on given topic. The
first part is dealing with the process of skin ageing. The changes in each of skin layer caus-
ing the wrinkles are described in details. The biggest part of the work is dedicated to the
botulinum toxin characterization, its mechanisms and the application itself. Also the possi-
ble complications related to botulinum toxin usage are mentioned here. In the last part there
is posed the issue of effects of botulinum toxin on human organism and other possible

negatives connected with its long-lasting application.

Keywords: skin ageing, wrinkles, botulinum toxin, application of botulinum toxin
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UvVOD

Trendem moderni doby je bezpochyby snaha udrzet si co nejdéle mladistvi vzhled. Ten se
vSak vytraci s pribyvajicim vékem z divodu pfirozeného starnuti organismu. Pisobenim
negativnich vlivii okolniho prostiedi je navic cely proces podporovan a urychlovan. Znam-
ky starnuti jsou nejdiive a nejvice patrny na kiizi. Probih4 zde cela fada zmén, které vy-
znamné ovliviwji jeji vzhled, a to predev$im tvorbou vrasek. Z estetického hlediska jsou
vrasky velkym problémem. Vyznamna pozornost je proto soustiedéna na vyvoj metod,
které zajisti jejich eliminaci.

V soucasné dob¢ existuje Siroka Skala moznych oSetieni a zalezi pouze na pacientovi, kte-
ry typ si zvoli. Chirurgické zakroky jsou preferovany v piipadech, kdy je pacientem vyza-
dovano dosazeni trvalého efektu. Stale vice jsou vSak vyuzivany Setrnéj$i metody, ke kte-
rym se fadi i aplikace botulotoxinu. Objasnéni mechanismu tc¢inku tohoto velmi toxického

jedu ptispélo jak k 1é¢b¢ nejriznéjsich onemocnéni, tak i k zminované korekci vrasek.

Kazda aplikace botulotoxinu by méla byt predem peclivé zvazena. Zakrok by pak mél byt
proveden pouze lékafem, ktery je zaroven odbornikem v dané problematice. Pied oSetie-
nim je také klient velmi ditkladn¢ obeznamen s metodou i moznymi komplikacemi. Pro
dosazeni pozadujiciho efektu je dulezitd spoluprace 1ékate s pacientem, ke kterému je vzdy
pfistupovano individudlné.

JelikoZz se vyuziti botulotoxinu v estetické dermatologii t€8i stale vEtSi oblibé a zajem

o toto oSetieni stale stoupa, je prace vénovana prave této problematice.
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1 PROCES STARNUTI KUZE

Starnuti je definovano jako postupné zhorSeni fyziologickych funkei v organismu, které
vede az k smrti [1]. Jedna se o nezastavitelny stale béZici proces vyskytujici se ve vSech
organech lidského téla, avSak nejvice patrny je pravé na kizi [2]. Starnuti kiize 1ze defino-
vat jako evoluc¢ni d¢j, jehoz vysledkem jsou morfologické a funkéni zmény probihajici syn-
chronné v epidermis, dermis a hypodermis [3]. Obecné mizeme fici, Ze primarni starnuti
ktze je ovliviiovano dvéma faktory, vnitinimi a vnéjSimi. V praxi se ujalo déleni procesu
starnuti pravé podle zminénych vlivi, jedna se tedy o intrinsické (vnitini, chronologické)
starnuti a extrinsické (vn&jsi) starnuti [4]. O jednotlivych typech starnuti je pojednano dale

Vv textu.

1.1 Extrinsické starnuti

Extrinsické starnuti vyvolavaji faktory, pochéazejici z okolniho prostiedi. Vystaveni témto
faktoriim do jisté miry zavisi na dobrovolnosti, z ¢ehoz vyplyva, Ze mohou byt jeho nega-
tivni ucinky ovlivnény kazdym jedincem individualng. Jedna se o nadmérnou konzumaci
alkoholu, koufeni, Spatnou vyzivu ¢i chronickou expozici UV zéfeni [5]. Ve vétsin€ piipa-
da jsou projevy tohoto vné&jsiho starnuti omezeny na lokality, kde dochazi k celozivotni
kumulaci UV zéfeni. Jedna se o obli¢ej, hrudnik a ruce [4]. K nejvice diskutovanym fakto-
ram extrinsického starnuti v soucasné dobé patii vliv UV zafeni a vliv koufeni na lidsky

organismus.

1.1.1 Expozice UV zaieni

UV zafeni je jednou ze sloZzek spektra slunecniho zatreni dopadajici na zemsky povrch
o vlnové délce pod 400 nm a je povazovano za nejvyznamnéjsi etiologicky faktor starnuti
ktze. Uvadi se, ze az 80 % starnoucich zmén na kizi obliceje je vyvolano pravé expozici
UV zéfeni [6]. Pro tento proces se ujalo oznaceni photoaging [4]. Biologické ucinky jsou
zalozeny na absorpci svétla chromatofory a nasledné premény energie v chemické reakce.
Utinky UV zafeni na kiizi zavisi na vinovych délkach. Zateni krat$i vinové délky, UVB
zateni, ovliviiuje epidermis, dochéazi zde k poskozeni DNA tvorbou fotokarcinogennich
pyrimidinovych dimerd. Zafeni o delsi vinové délce, UVA zafeni, je absorbovano chroma-

tofory jako je kyselina urokanova, melanin ¢i prekurzory riboflavinu. Tyto slozky jsou
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schopny vlivem UV zafeni generovat reaktivni formy kysliku (ROS- reactive oxygen spe-

cies), které poskozuji DNA bilkovin i lipidt [7]. Vice o této problematice v kapitole 1.1.2.

Expozice UV zafeni na kizi vyvolava zmény v pigmentaci, zanét, potlaceni imunitni od-
povédi ¢i poskozeni pojivové tkané. Pti dlouhodobém vystaveni pak dochazi k chronickym
poskozenim. Kumulace tohoto zafeni vede k naruseni stavby klize vyvolavajici pfedcasné
starnuti. Velké riziko a hrozbu vsak ptedstavuje navozeni rakovinového bujeni. V kuzi
vystavené nadmérnym davkam UV zafeni se zmény projevuji jak v epidermis, tak v der-
mis. V epidermis je naruSena keratinizace a v dermis, kde je také negativni pisobeni nejvi-
ce patrné, zasahuje prevazné elasticka vlakna. Dochazi ke zvySeni fragmentace a k degra-
daci kolagenu. Co se tyce elastickych vlaken, ty reaguji na expozici UV zafeni tzv. hyper-
plazii (slune¢ni elastdza) a ztratou integrity, coz vede ke snizeni pruznosti kiize a nasledné
tvorbé vrasek [4]. Kromé toho UV zéfeni podnécuje rychlejsi tempo zkracovani telomer,
tvorbu enzymu kolagenazy a aktivaci cytokint. Cytokiny jsou buriky, které mohou zahajit
aktivaci jinych bunék imunitniho systému (T — lymfocyt, B — lymfocytd), pfiCemz samy

zapii¢inuji vlivem UV zafeni vznik kozniho zanétu [8], [2].

1.1.2 Vliv koufeni v procesu starnuti

Urychlujicim faktorem starnuti pattici mezi vnéjsi vlivy je i expozice tabdkového koufe
z cigaret. Presny mechanismus piisobeni neni dostatecné objasnén, ale predpoklada se,
ze latky obsazené v tabakovém koufi ovliviuji pfevazné elasticka vlakna [4]. Kromé toho
mohou latky obsazené v tabakovém koufi k procesu starnuti pfispivat i nepfimou cestou
diky jejich pfitomnosti v krevnim fecisti. Ptikladem je naptiklad nikotin, jedna ze slozek
tabdku, kterd vyvolava zvySenou sekreci vazopresinu do krve, ¢imz dochdzi k Cast&jSim
vazokonstrikcim, které zhorSuji vyZivu kiize [9]. Koufenim ubyva také mnozstvi hygro-
skopickych latek v epidermis, které dodavaji keratinovym proteinim vyssi elasticitu, zadr-

zuji vodu a zaroven chrani pted jejim odpatenim [10].

Jak bylo feceno jiz dfive, koufeni a UV zafeni podporuje vznik reaktivnich forem kysliku
(ROS). Volnymi radikaly se védci zabyvali jiz v roce 1950 a jiz tehdy vznikla teorie,
ze mohou byt dal§imi ¢initeli podporujici proces starnuti. Terminem ,,volny radikal® se
Z chemického hlediska rozumi jakdkoli molekula, atom, nebo ion, ktery mé ve své valen¢ni
sféfe neparovy elektron. Ve snaze doplnit si elektronovy par a docilit tak stabilni konfigu-

race, ziskavaji elektrony od jinych molekul, ¢imz vytvareji dalsi a dalsi volné radikaly



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

a poskozuji tak bunécné struktury. Tento d¢j ma tedy sklon pokracovat formou fetézové
reakce. Volné radikéaly vznikaji v organismu pfi fad¢ procesti, mimo jiné i pfi bunééném
metabolismu [11]. V lidském t¢le plni volné radikaly fadu dalezitych fyziologickych funk-
ci, mezi které patii napiiklad signalizace nebo niceni fagocytujicich mikroorganismii.
Na druhou stranu pifitomnost volnych radikald v organismu je také pfi¢inou ¢etnych posko-
zeni [11], [12]. Lidsky organismus je vybaven tzv. antioxida¢ni ochranou, jez zmirnuje
dopady volnych radikala [11]. Starnutim organismu je vSak obrana proti oxida¢nimu po-
Skozeni a obnova télesnych biomolekul omezena. Je porusena rovnovaha mezi produkty
radikalové reakce a tzv. antioxidanty, coz zpusobuje celou fadu problému [12]. Vétsi kon-
centrace ROS negativné ptisobi na lipidy a lipoproteiny v bunéénych membranach, sachari-
dy, bilkoviny vcetné enzymu a také na nukleové kyseliny. Existuje zde redlné nebezpeci
vzniku mutaci a kancerogeneze [11], [12]. Vlivem UV zafeni je iniciovan napiiklad vnik
destruktivnich enzymu, jednd se napf. o proteolytické enzymy matrixmetaloproteinazy
(MMP), které degraduji bilkoviny. Naptiklad enzym kolagenaza (MMP-1) degraduje ko-
lagen, ¢imz také prispiva ke starnuti ktize [2], [8]. Volné radikaly a jejich metabolity, které
jsou obsazeny v tabakovém koufi, maji negativni vliv napf. na produkci metaloproteind

9.

1.2 Intrinsické starnuti

Intrinsické starnuti se vyskytuje ve vSech strukturach lidského organismu na stejné tirovni
a nemuzeme jej ovlivnit. Zavisi na genetické predispozici, vlivu metabolickych onemocné-
ni a hormonalnim statutu [3], [13]. Intrinsické starnuti kiize je pomaly proces, ktery zptiso-
buje zmény ve struktufe tkani [4]. V pfipadé klze jsou tyto zmény diskutovany
Vv nasledujici kapitole. V této casti pojednam o zékladnich pfic¢inach intrinsického starnuti,

a to o postupném zkracovani telomer pii déleni bunék a vlivu hormonalniho statutu kize.

1.2.1 Zkracovani telomer

Telomery jsou specializované struktury nachéazejici se na konci eukaryotnich chromozomii.
[14]. Struktura chromosomu je uvedena na obrazku 1. Samotné telomery se skladaji
z Gsekli hexanukleotidovych sekvenci, které ve spojeni se specifickymi proteiny chrani
pfed degradaci chromozomi. Zajist'uji tak integritu chromozomu a spravny pienos genetic-

ké informace [15].
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Telbmere

Obr. 1. Struktura chromosomu [16].

Telomery tak bunice napomahaji v prodlouzeni jeji zivotnosti. Délka telomer je dana vé-
kem, ¢aste¢né dédi¢nosti i okolnim prostfedim [5], [14]. S piibyvajici vékem se délka te-
lomer zkracuje, coz je zptisobeno opakovanym délenim bunék. S kazdym dal§im d€lenim
tak dojde 1 k dal§imu zkréceni telomer. Jejich délka pak miize byt povazovana za jakési
meéfitko vnitiniho starnuti organismu [5]. Bylo zjisténo, ze zkracovani telomer v somatic-
kych buiikdch dosahuje tzv. ,, Hayflickova®“ limitu, tedy maximalniho poctu déleni.
V okamziku dosazeni tohoto limitu ustrnou buiky v inaktivnim stavu (M1 — mortality
stage 1). V této fazi dochazi k absenci proliferace, pficemz jsou buiky dlouhodobé zivo-
taschopné. Zastavi se bunécny cyklus, a to v G1 fazi, ve které probiha rast bunky intenzivni
tvorbou novych organel, az do pivodni velikosti buitky matetské. Pomoci inaktivace tu-
morsupresorovych proteini se mohou nékteré buniky dale délit, pficemz dochazi k dalsimu
zkracovani telomer, dokud nedosdhnou druhé proliferacni zdbrany neboli M2 faze (morta-
lity stage 2). Bunky v této fazi maji telomery zkracené na kritickou délku, nastava destabi-
lizace chromosomii vedouci k apoptoze (naprogramovana bunéc¢na smrt) [14]. Proces zkra-
covani telomer vSak neni ve vSech buiikach nevratny. V nékterych bunkach existuje enzym
telomerdza, ribonukleoprotein, ktery dokaze ptidavat telomerické sekvence k chromosomu,
¢imz jej prodluzuje a zaroven stabilizuje [14], [17]. Telomeraza je aktivni pfedevsim bé-
hem téhotenstvi. Diferenciaci kmenovych bun¢k ¢innost enzymu klesa. Ziistava jen malo
aktivni v bunkach trvale regeneracnich tkdni, jako naptiklad krvetvorné soustavé, nebo
Vv keratinocytech nachazejicich se v epidermis. V diferenciovanych somatickych buikach je
aktivita telomerazy velmi nizka nebo nulova. ZvySend aktivita tohoto enzymu vSak byla

prokazana téméf u vSech nadorovych bungk. [14], [15].
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Za poznatek o ochrané¢ chromozomii prostiednictvim telomer a enzymu telomerazy byla
v roce 2009 udélena Nobelova cena za fyziologii a Iékarstvi védcim E. H. Blackburnové,

C. W. Greiderovi aj. W. Szostakovi [16].

V soucasné dobé je telomeram vénovana velkd pozornost, jelikoz hraji dulezitou tlohu

V bunééném starnuti [18].

1.2.2 Hormonalni status kaze

V intrinsickém starnuti hraje vyznamnou roli také hormonalni stav. PfedevSim se jedna
o nedostatek sexageni (estrogeny, androgeny), ktery vede ke vzniku vrasek, atrofiim, su-
chosti a bledosti kiize. Dale zpusobuje atonii a snizenou elasticitu kiize se snizenou re-
zistenci k traumatim. Nedostatek sexagent vyvolava snizeni epidermalni obnovy, redukci
mnozstvi a fragmentaci kolagennich i elastickych vldken a negativné se projevuje i na pro-
dukci glykosaminoglykani, zejména kyseliny hyaluronové. Prestoze vliv téchto hormont
na klzi jest¢ neni dokonale objasnén, pii indikaci hormonalni substituce, zvIasté u Zzen

PO menopauze, byl prokazatelné snizen vyskyt vrasek a zlepSen celkovy stav kiize [10].

V ktzi dochazi k mnoha dilezitym zménam, které nasledné ovliviiuji jeji vlastnosti, funkci

a tim jeji celkovy vzhled. Nésledujici kapitola je proto v€novana prave této problematice.
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2 CHARAKTERISTIKA STARNOUCI KUZE

vvvvvv

téla, ¢imz chrani organismus pied vlivy okolniho prostiedi. Kromé ochranné funkce zde
probiha latkova vyména, melanogeneze, syntéza vitaminu D i enzymu. Kuze také pomoci
koznich cév a potnich zZlaz zajistuje termoregulaci lidského téla. Kiize je skladebné i vyvo-
jové slozity organ skladajici se sestupné z: epidermis, dermis a hypodermis [19]. Kozni
funkce jsou zprostfedkovany piedevs§im strukturou epidermalni a dermalni vrstvy. Epider-
mis svym slozenim tvoii bariéru, kterd zamezuje ztrat¢ vody ¢i vstupu patogennich orga-
nismu. V dermis dochazi k syntéze zakladnich slozek extracelularni matrix prostiednictvim
koznich fibroblastii. Mezi hlavni slozky dermis patii kolagen, elastin a glykosaminoglyka-
ny, které spole¢né tvofi strukturu a zajistuji funkci dermis. Tyto dvé vrstvy, epidermis
a dermis, jsou spojeny kompozi¢n¢ slozité zvinénou dermoepidermalni junkci (DEJ). Jedna
se o spojeni, ve kterém jsou bazdlni epidermalni keratinocyty upevnény pomoci kolagenu
IV typu na bazalni membran¢ hemidesmosomu, pfi¢emz dermis je zakotvena kolagenovy-
mi vlakny VII typu a fibrilinem (miofibrilarni svazky) [20]. Pro leps$i ptedstavivost jsou
na obrazku 2 zobrazeny bunécné i extracelularni slozky pleti dle Naylora. Nejhlubsi vrst-

vou kuZze je hypodermis, ktera plni izola¢ni funkci a je také zasobarnou energie [19].
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Obr. 2. Bunécné a extracelularni slozky mladé pleti [20].
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Proces starnuti je spojen s fenotypovymi zménami v koznich bunkéach, které se navenek
projevuji tvorbou vrasek a ztratou pruznosti tkani. Nejvice jsou ovliviiovany proteiny der-
malni extracelularni matrix, u kterych vlivem starnuti dochdzi ke zménam ve struktuie

I kompozici [20]. Nyni konkrétnéji ke zménam v jednotlivych ¢astech kize.

2.1 Zmény v epidermis

Struktura epidermis lidské kize je charakterizovana jako vicevrstevny zrohovatély plochy
epitel. Epidermis je mozno rozdé¢lit také do nékolika vrstev, vzestupné se jedna o stratum
basale, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum a na povrchu pak stratum
corneum. Trvale mitoticky aktivni vrstva bazalnich bun¢k produkuje dcefiné bufiky, kerati-
nocyty, které podléhaji epidermalni diferenciaci, coz trva asi 28 - 30 dni a nazyva se kerati-
nizace. Timto procesem se keratinocyty dostavaji ptes jednotlivé vrstvy az na povrch po-
kozky, pticemz se oplostuji a degeneruji. Zaroven se v bunkdch zvySuje obsah bilkoviny,
keratinu. Zcela oplosténé bunky, korneocyty, na povrchu kiize umiraji a podléhaji deskva-
maci. Zrohovatéld vrstva na povrchu kiize, tvofena keratinem zajist'uje ochrannou bariéru.
Krom¢ keratinu se v epidermis nachdzi melanocyty, Langerhansovy buiiky, které jsou sou-
¢asti imunitniho systému a dale Merkelovy buiiky, které zde slouzi jako mechanoreceptory
[2], [21].

Starnutim dochazi ke zkraceni Zivota epidermalnich keratinocyttl, a tim ke snizeni epider-
malni obnovy az o 50 % [3]. Tato zména se projevuje matnym a drsnym vzhledem kiize
a také pomalej$im hojeni ran [6]. Snizuje se syntéza Langerhansovych bunék, ¢imz se kva-
litativné sniZuji imunitni reakce organismu. Dochazi také ke sniZovani poctu enzymaticky
aktivnich melanocytti o 30-50 % [3]. S klesajicim poétem téchto bunék se méni i rozmis-

téni melanocytt. Jejich nerovnomérnosti vznikaji barevné zmény na pokozce [8].

Proces starnuti ovliviiuje i dermoepidermalni junkci (DEJ), hranici mezi epidermis a der-
mis, ktera je silna 0,5 — 1,0 um [1], [21]. Tato dermoepidermalni hranice se s vékem a pi-
sobenim vngjSich vlivli vyhlazuje. Tento jev je pozorovan ve vétsi mife u klize vystavené
slune¢nimu zateni [21]. Nasledkem je zvySend nachylnost k tvorbé puchyii, snizena meta-

bolicka aktivita i soudrznost kize [3], [10].
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2.2 Zmény v dermis

Stiedni Cast kaze, oznaCovéana i jako Skara, spojuje epidermis s hypodermis. Jedna se
0 pevnou a pruznou vazivovou vrstvu kize, silnou asi 3 mm [21]. Na rozdil od epidermis
se zde nachazi bohata sit’ krevnich a lymfatickych cév, mazové a potni zlazy, vlasové foli-
kuly a mnoho nervovych zakonceni, receptory tlaku, dotyku, chladu i tepla [1], [21]. Der-
mis je rozdélena na papilarni (svrchngjsi) ¢ast a zakladni retikularni (spodnéjsi) ¢ast. Papi-
larni ¢asti je dermis spojena s epidermis. Skldda se z volnych pojivovych tkéni, které tvori
vazby s bazalni membranou epidermis [4]. V retikularni ¢asti se kromé fibroblastt, odpo-
védnych za syntézu hlavnich komponent extracelularni matrix, nachazi také makrofagy
a mastocyty [1]. Jak bylo zminéno vySe, hlavnimi slozkami dermis jsou kolagen, elastin

a glykosaminoglykany, o kterych bude vice pojednano dale v textu.

Zmény, ke kterym béhem starnuti dochazi, jsou nejvice patrny pravé v dermis [8]. Tloust-
ka dermis se ¢asem zmenSuje piiblizné o 20 %, sniZuje se pocet fibroblasti, mastocytii
i pocet krevnich kapilar [6]. Po poskozeni fibroblastti, ke kterému dochazi diky procesu
starnuti nebo stresem, maji tyto buiky jedine¢nou regeneraéni schopnost, stavaji se z nich
tzv. myofibroblasty, ¢imz aktivné prispivaji k obnove kiize [22]. Starnutim je vSak snizen

jejich replikaéni potencial [1].

2.2.1 Kolagen

Kolagen je fazen mezi extracelularni, vlaknité proteiny a diky své velmi unikatni struktufe,
ktera je charakteristickd vysokym stupném vnitini organizace molekul, zajiStuje tkdnim
spravnou funkci, zejména mechanickou pevnost. Kromé toho, Ze je hlavni slozkou extrace-
lularni matrix, zaujima také zasadni postaveni pii formovani kozniho skeletu [22]. Kolagen
v kiizi, kostech, chrupavkéch, Slachach a vazivu. Nachdzi se také jako soucést cévnich stén,
bazalnich membran a rohovek [23]. Rozlisujeme nékolik typt kolagenu, které se od sebe
li$i svou strukturou i slozenim aminokyselin [21]. V kizi se vyskytuje zejména kolagen
typu I, ktery zahrnuje asi 80 % kozniho kolagenu. Dale se v kiizi nachazi ptiblizné 15 %
kolagenu typu Ill, v mensi mife i kolagen typu IV a VII, jenz se podileji pfedevsim na der-
moepidermalnim spojeni [6]. Kolagen se vyznacuje vysokym obsahem prolinu, ktery pied-
stavuje zhruba jednu tietinu z aminokyselin, ze kterych je tento protein tvoten. Je charakte-

risticky svou trojfetézcovou strukturou, vznikajici z prokolagenu. Tti kolagenové polypep-
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tidové makromolekuly, nazyvané a-fetézce se spolecné staceji do pravidelné pravotocivé
supersroubovice [23]. Prostorové usporadani kolagenového vlakna je zavislé také na pii-
tomnosti podptirnych makromolekul znamych jako proteoglykany a glykosaminoglykany
(viz kapitola 2.2.3). Béhem procesu starnuti je snizena syntéza kolagenu, ktery je postupné
nahrazovan slabsimi glykosaminoglykany. Méni se také pomér mezi kolagenem typu I a III,
je také pozorovan ubytek kolagenu typu IV a VII [5]. Soucasné klesa pevnost v tahu i me-
chanicka odolnost kolagennich struktur [10], [8]. Starnuti organismu nevede pouze k tbyt-
ku kolagennich vlaken, dochdzi také k jejich, degradaci, fragmentaci a dezorganizaci sit'o-
vého usporadani. Degradace kolagenovych vlaken je nejCastéji zpiisobena ¢innosti proteo-

lytickych enzym, matrixmetaloproteinaz, které jsou aktivovany ptisobenim UV zafeni [5].

Dalsim vysvétlenim kolagenové degradace je glykace proteint [24], tedy i kolagenu. Gly-
kaci se rozumi neenzymaticka, fetézova radikdlova reakce, zndma také pod oznacenim
Maillardova. Jedna se o reakci mezi redukujicim cukrem a aminokyselinou, stavebni sloz-
kou proteinu. Touto reakci dochazi ke vzniku nestabilni Schiffovy baze, ktera podléha pie-
smyku, vedouci ke vzniku vice stabilniho Amadoriho produktu. V dal§im kroku jsou tyto
produkty bud’ nevratné oxidovany, nebo rozkladany na ptivodni amin a deoxyglukosany.
V posledni fazi reakce dochazi ke vzniku tzv. koncovych produktl glykace (AGEs), které
jsou termodynamicky stabilni, ¢imZ Maillardovu reakci terminuji. Mezi tyto kone¢né pro-
dukty glykace patii napt. pyrralin nebo pentosidin [25]. ZvySena koncentrace AGEs, kon-
krétn¢ pentosidinu byla zaznamenana u starSich a diabetickych pacientt, pficemz
s pfibyvajicim vékem ma obsah AGEs stoupajici tendenci [26]. Je vSak prokazano, ze uz
nizka koncentrace téchto produkt zptsobuje fyzikalni zmény kolagent [25]. Navic bylo
zjisténo, Ze kumulace AGEs ovliviiuje pfesnou agregaci monomerd do kolagennich vldken,
které se navic stavaji kieh¢i a tuzsi. Kromé kolagenu ovlivituje také extracelularni matrix

a matrice buné¢nych interakci [26].

V duisledku téchto zmén dochazi ke vzniku vrasek [6], a proto se kolagen dostal do popiedi

zajmu anti- aging vyzkumi [24].

2.2.2 Elastin

Elastin je extraceluldrni, vlaknitd bilkovina vyskytujici se v pojivovych tkanich, $lachach
a sténach cév [21], [27]. Elasticka vlakna ptedstavuji jednu ze zakladnich soucasti extrace-

lularniho matrix [2]. Zaujimaji 2 % — 4 % z objemu dermis a zaji$t'uji vysokou pruznost
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ktze [24]. Elastin tvoii pruzné sitovité utvary, které¢ jsou schopny prodluzovat nékolikana-
sobné svou délku a zase se zpét vracet do pivodniho stavu [27]. Zraly elastin je extrémné
stabilni a jeho zivotnost se odhaduje pfiblizné na 70 let [4]. Elastin vznika z prekurzoru
tropoelastinu, ktery je tvofen jednim polypeptidovym fetézcem, ktery obsahuje stiidave
hydrofilni a hydrofobni ¢asti [2], [27]. Hydrofobni oblasti, bohaté na aminokyseliny prolin,
valin, glycin jsou zodpovédné za pruznost elastickych vldken. Hydrofilni oblasti, bohaté
na alanin a lysin se uplatiiuji v procesu zesiténi. Proces zesiténi elastinu je nezbytny
pro spravnou funkci a stabilitu tohoto proteinu [2]. Na vzniku zralého elastinu se podili
i v dermis pfitomné mikrofibrily, které slouzi jako tzv. ,leSeni* a napomahaji tak spravné-
mu ukladani elastinu. Mikrofibrily jsou tvofeny pfevazné glykoproteiny, zejména fibrili-
nem. Vlakna elastinu, jsou tedy sloZzena z molekul tohoto proteinu, a mikrofibril, obklopu-
jicich elastinové molekuly. V dermis jsou tyto vldkna pfitomny v rizném stadiu zralosti.
Nejméné zrala vlakna se nazyvaji oxytalan. Jedna se o jemna vlakna ulozena ve vrchni
vrstvé dermis, kterd jsou orientovana kolmo k epidermis. Eulanin jsou zralejsi, silngjsi
vlakna orientovana horizontalné v hlubsi vrstvé dermis [2], [24]. Nejzralejsi vlakna nejsou
pojmenovana a nachazeji se nejhloub&ji v dermis [2]. Zminovana vlakna lze vidét

na obrazku 3.
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Obr. 3: Elasticka vidkna uloZena v kuzi dle stupné

zralosti [2]
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Jak ktize starne, dochazi také ke zménam tohoto proteinu. V kazi vystavené vlivim UV
zateni dochazi k hromadéni elastinovych molekul, coz v misté expozice vyvold zahustova-
ni a staeni elastickych vlaken ve vrchni vrstvé dermis tésné pod dermoepidermalni hrani-
ci. Chronickym ptsobenim UV zafeni mize k témto zménam dochazet i v hlubsi vrstvé
dermis [2]. Nahromadény elastin je vSak Caste¢né znehodnoceny a roztiistény. Dale bylo
zjisténo, ze elastin starych lidi obsahuje velké mnozstvi polarnich aminokyselin a malé
mnozstvi cukra a lipida [5], [22]. I pii absenci slune¢niho zafeni dochazi k poSkozeni elas-
tinu [2]. S ptibyvajicim vékem je degradace elastinu pomalejsi nez syntéza, a proto dochazi
k nahromadéni poSkozenych elastinovych vlaken [24]. Postupné se také ztraci sit’ oxytala-
novych vlaken. Tento jev je tizce spojen se ztratou elasticity kiize. Bylo prokazano, Ze roli
v degradaci elastinu maji proteolytické enzymy, matrixmetaloproteindzy, konkrétné
MMP-2 [5]. Kdegradaci elastinu pfispiva i glykace proteint, kterda je zminéna

Vv predchazejici kapitole [26].

2.2.3 Glykosaminoglykany

Glykosaminoglykany (GAG) se spolu s kolagenem a elastinem podili na vné&j$im vzhledu
pokozky. GAG jsou schopny vazat velké mnozstvi vody, mnohdy az 1000 krat vétsi nez
je jejich ptvodni objem. GAG jsou polysacharidové fetézce, tvofeny opakujicimi se disa-
charidovymi jednotkami [5]. Vazbou na bilkovinu vznikaji proteoglykany. Do skupiny
glykosaminoglykanti, které se v kiizi vyskytuji nejvice, patii zejména kyselina hyaluronova,
kterda ma zasadni vyznam v hydrataci kize. Patii zde také dermatan sulfat a chondroitin
sulfat [24]. Diky témto slouceninam je plet’ mékka a hydratovand. Pomahaji i pfi udrZzovani
spravné bilance soli a vody v kiiZi [5]. GAG jsou schopny navazanim vody vytvofit gely,
ve kterém se vyskytuji ve vod€ rozpustné molekuly, jako hormony, peptidy ¢i ionty.
I kdyz se také podileji na struktufe kiize, nedosahuje vytvoreny skelet takovych kvalit jako
Vv pfipadé€ kolagenu. B&hem starnuti vSak dochézi ke sniZeni obsahu kolagenu a tak je jeho
deficit nahrazen slab$imi GAG. Touto vyménou se kiize stiva méné pruzna a tenéi. Casem
ma gel tvofeny GAG diky jeho slabé struktufe tendenci se prohybat [22]. S ptibyvajicim
veékem vSak klesd 1 obsah glykosaminoglykanii v kazi. K nejvét§Sim zménam dochazi
v piipad¢ kyseliny hyaluronové, kterd je velmi dilezitou soucdsti dermis. V mladé pleti
se nachazi na okrajich kolagenovych a elastinovych vldknech a na jejich rozhrani. Ve star-

nouci kuizi tato spojeni mizi [2].
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2.3 Zmény v hypodermis

Hypodermis (podkozi) je nejspodnéjsi vrstva kiize tvotrena fidkou vazivovou tkani
a tukovymi bunkami. Pfitomnost tukovych bunék zabezpe€uje ochranu ostatnich tkani pied
chladem a tvofi zaroven zasobarnu energie. Jsou zde ulozeny receptory tlaku a tahu [21].
V hypodermis degeneruji tukové vakuoly a cévni struktury a ve vazivovych piepazkach
se ukladaji produkty metabolismu. Ztrata podkozniho tuku se také podili na vzniku vréasek.
V nékterych oblastech dochazi k jeho ztraté, naopak v jinych zase k jeho hromadéni [10],
[28]

2.4 Vznik a Klasifikace vrasek

Dusledkem vsech vyse uvedenych zmén v epidermis, dermis i hypodermis vznikaji vrasky,
které se staly také symbolem procesu starnuti klize. Behem tohoto déje dochézi ke snizeni
svalové hmoty, tloustky ktze, kolagennich a elastickych vladken a k jejich degradaci. Zaro-
ven dochazi k nedostatecné hydrataci kiize. VSechny tyto probihajici zmény vedou ke ztraté

mechanické odolnosti a elasticity kiize [29].

Ke vzniku jemnych vrasek dochazi po dosazeni v€ku 30 let a vrcholu dosahuji ve véku
40 let. Prosazuji se pfitom jak vnitini tak vnéj$i faktory. Jen pro pfipomenuti mezi vnitini
faktory patii napf. zmény v endokrinnim i nervovém systému nebo dédi¢nost. Mezi vnéjsi
faktory nalezi napt. expozice UV zafeni [29]. V soucasné dobé jsou vrasky jednim z nej-
CastéjSich problémi, se kterymi ptichazeji klienti do ordinaci specialistl v estetické derma-
tologii. Moderni doba si jednoduSe Zada mladistvy vzhled. Nejvyssi vyskyt vrasek je
na mistech vystavenych vlivim vné&jSiho prostiedi. Jedna se o tyto lokality: oblicej, krk,
dekolt a hibety rukou. Definice vrasek neni pfesné vymezena. Dalo by se fici, ze se jedna

o rizné hluboké linie, které narusuji kontinuitu hladkého vzhledu kize [28].

Vrasky mohou byt dle Kykalové [28] rozdé€leny dle vzniku na dynamické (mimické), sta-

tické, habitudlni, ztratové a dale kombinované dle hloubky.

Dynamické (mimické) vrasky — vznikaji pohybem mimickych svalll za souc¢asného tahu
ktize. Nejcastéji se tyto vrasky vyskytuji na cele, mezi oboc¢im, v okoli o¢nice a na koteni
nosu. Mohou se vyskytovat ve dvou stupnich. V prvnim stupni jsou patrné pouze pti pohy-

bu svali. V druhém stupni zistavaji viditelné i bez pohybu svalt [10], [28].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

Statické vrasky — vznikaji pfirozené v disledku intrinsického starnuti kiize. Hlavni je ztra-

ta hydratace a elasticity kuze [10], [28].

Habitualni vrasky — vznikaji ptisobenim vné&jSich vliva, predevsim UV zaieni, koufeni

nebo pusobenim opakovaného tlaku (spanek v jedné poloze) [10], [28].
Ztratové vrasky — K jejich vzniku dochazi pii ztraté tukové tkané [28].

Dle hloubky se vrasky mohou dale délit na povrchové, sttedné hluboké, hluboké a hluboké
prechody (zahyby) [28]. Jednotlivé typy jsou uvedeny na obrazku 4.

stiedné hluboka

povrchova ..o hluboka vraska,
vraska zahyb

—— epidermis

&0
e —— dermis
: |
" 4
" — hypodermis

Obr. 4. Vraska — rez kuzi [28].

Pochopeni procesu starnuti ktize, jakozto pfic¢iny vzniku vrasek a znalost zakladniho rozd¢-
leni vrasek slouZzi pro jejich klasifikaci a zvoleni vhodné metody oSetfeni. Existuje fada
metod korekce vrasek. Od aplikace rtiznorodé pletove kosmetiky, pies metody korektivni
a estetické dermatologie, po metody plastické a estetické chirurgie. Metody korektivni
a estetické dermatologie nabizeji v Soucasné dobé Sirokou Skalu oSetfeni, jejichz vysledky
jsou téméf ihned viditelné a nejsou tolik narocné jako metody estetické a plastické chirur-
gie. Mezi nejznaméjsi patii naptiklad aplikace botulotoxinu, chemicky peeling, laserovy
vybrus, aplikace injek¢nich vyplni apod. [28]. Vzhledem k rozsahlé problematice jednotli-
vych metod a omezenému rozsahu prace bude v dalsi kapitole pojednano pouze o korekci

vrasek metodou aplikace botulotoxinu.
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3 CHARAKTERISKTIKA BOTULOTOXINU

Botulotoxin patii do skupiny exotoxint. Je produkovan bakterii Clostridium botuli-
num. Jedna se o grampozitivni sporulujici tyCinku, bézné se vyskytujici v ptirod¢ a patiici
do Celedi Clostridiaceae. Produkce toxinu je vSak prokazana nejen u této bakterie,

ale i u dalSich biologicky odlisnych klostridii [2].

Botulotoxin zpusobuje otravu, zndmou jako botulismus (z latinského slova botulus
= klobasa), ktera je charakterizovana postupnou nervosvalovou paralyzou [2]. Z tohoto
divodu je toxin této bakterie fazen mezi neurotoxiny. V soucasné dob¢ je znamo na 7 anti-
genné odliSnych typl (sérotypll) botulotoxinu, znacenych pismeny A — G, které jsou tvore-
ny raznymi kmeny této bakterie [30]. Nekteré literatury uvadi, ze kmeny této bakterie pro-
dukuji 8 typti botulotoxinu, z nichz 7 je schopno navodit nervosvalovou paralyzu [31]. Bo-
tulotoxiny jsou vysoce toxickymi latkami jak pro ¢lovéka tak i1 zvirata, avSak pro samotné
buiiky nebezpe¢i nepiedstavuji. Jedinym cytotoxickym botulotoxinem je sérotyp C [32],
ktery patii spolu se sérotypem D mezi ptaci patogeny [33]. Sérotypy A, B, E, F a G jsou
patogenni pro ¢lovéka a ostatni savce [32]. U vSech sérotypu botulotoxinu je prokazana
podobna toxicita a je potvrzen i stejny mechanismus G¢inku (viz nize) [34]. Doposud je
vSak nejvice prozkouman a nejvice klinicky vyuZivan botulotoxin typu A, ktery je také

nejtoxictéjsi z uvedenych typa [31].

3.1 Struktura

Jednotlivé sérotypy botulotoxinu se od sebe lisi svymi fyzikalnimi i klinickymi vlastnostmi
[31]. VZdy se vsak jedna o protein s celkovou molekulovou hmotnosti 140 — 170 kilodalto-
nii (kDa), pzi¢emz 1 dalton je cca 1,660539.10%" kg [34]. Sklada ze dvou nestejné velkych
fetézcl, které se od sebe 1isi svou molekulovou hmotnosti. Tzv. tézky fetézec (H-chain) ma
molekulovou hmotnost 100 000 Da a lehky (L-chain) pouze 50 000 Da [35]. T¢zky fetézec
byva né€kdy oznafovan jako farmakokineticka jednotka, jenz zajiSt'uje navigaci a dopravu
molekuly toxinu. Lehky fetézec je uvadén jako farmakodynamicka jednotka, ktera umoznu-
je penetraci pies membrany k cilovym strukturam [33]. Oba fetézce jsou syntetizovany
samostatné uvnitf bufiky a samy o sob¢€ nejsou toxické. Ke vzniku dvouietézcové molekuly
a zaroven jeji aktivaci dochazi béhem sekrece z buiiky pisobenim proteolytickych enzymi,

které fetézce spojuji disulfidickymi vazbami [34], [36]. Proteinova molekula je znazornéna
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na obrazku 5. Tato vazba je pomérné nestabilni a mize byt vlivem vysokych teplot nebo

vysokého pH narusena [33]. Poskozeni této vazby toxin inaktivuje [31].

lehky
retézec

tezky
retézec

Obr. 5. Molekula botulotoxinu [36]

Na zaklad¢ porovnani sekvenci aminokyselin byla vytvofena hypotéza prostorového
uspotadani molekuly botulotoxinu. Jedna se o tii prostorové oddélené a odlisné ¢asti — do-
mény. Prvni, translokaéni doména umozniuje penetraci toxinu pfes bunéénou membranu
do cytosolu tim, ze deformuje jeho strukturu [35]. Druha, vazebna doména obsahuje speci-
fické terminalni C-tfetézce, které zprostfedkovavaji vazbu toxinu na receptory uloZené
V bunééné sténé presynaptického vlakna [35], pficemz kazdy sérotyp ma své vlastni speci-
fické receptory [2]. Posledni, katalyticka doména nema zcela jasnou funkci, ale pfedpokla-
da se jeji role v prilnavosti toxinu k bunécné stén¢, coz vyvola aktivaci transloka¢ni domé-
ny [35]. Botulotoxiny se in vivo ¢asto nachazi v komplexu s netoxickymi proteiny, jejich
piitomnosti je toxin chranén pted rychlou proteolyzou [34]. Pii vstupu botulotoxinu
do organismu oralni cestou zvysuji netoxické proteiny jeho toxicitu. Pii parenterdlnim zpi-
sobu podani obsah proteinu v preparatu zlepsSuje stabilitu toxinu, zpomaluji jeho difuzi

a zvetSuji tak terapeutickou kontrolu [37].

3.2 Historicky piehled

Klinicky obraz otravy u ¢lovéka po poZiti vyuzené, ale neptevaiené klobasy byl popsén jiz
vroce 1817. Pro tuto intoxikaci se ujalo oznaceni botulismus, ze kterého byla nasledné

pojmenovana bakterie i toxin, jenz nese za otravu odpovédnost [33]. Bakterie C. botulinum
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jako puvodce botulismu byla poprvé ziskana belgickym profesorem, ktery se zabyval imr-
tim pacientll po poziti kontaminované potravy [31], [33]. Izolace ¢istého botulotoxinu se
podafila jiz v roce 1920, nicméné mechanismus t¢inku byl popsan az v roce 1945. O prvni
klinické vyuziti botulotoxinu se zaslouzil anglicky oftalmolog v 1écbé strabizmu (Silhavost)
[33]. Od roku 1980 se pouziti této latky vyznamné rozsifilo k 1é¢bé blefarospazmu, hemi-
facialnimu spazmu a cervikalni dystonii. V roce 1987, byl pii 1€cbé blefarospazmu (kieco-
vity stah svalového svérace vicek) injekcemi botulotoxinu typu A pozorOovan u pacientll
vedlejsi kosmeticky efekt [31], [37]. Nékterym pacientim se vyrazné zlepSily dynamické
vrasky v periokularni oblasti [31], coz vedlo Kk podrobnéj$imu zkoumani kosmetického
vyuziti botulotoxinu. V roce 1990 byla zvefejnéna prvni zprava o vyuziti botulotoxinu typu
A pro kosmetické ucely [38], pfi¢emz v roce 2002 bylo jeho pouziti v kosmetické praxi
schvaleno Spravou potravin a 1é¢iv FDA (Food and Drug Administration) pro 1é¢bu glabe-
ralnich vrasek (http://www.fda.gov) [39]. V soucasné dobé botulotoxin nachézi uplatnéni
v mediciné. Velky pfinos znamena pro 1é¢bu celé fady poruch motoriky, v mensi mife i
hladkého svalstva [40], [37]. VyuzZiti botulotoxinu piedstavuje zasadni prilom i v 1é€bé
neurologickych onemocnéni [34]. V dermatologii je uspésné pouzivan k do¢asnému snize-
ni fokalni hyperhidrozy [31] a v poslednim desetileti je jednou z nejpopularnéjsich metod
boje proti koznim pfiznakiim starnuti, zejména pak dynamickych vrasek obliceje [2].
V soucasné dobé je FDA k vySe zminénym ucelim schvéleno pouZivani botulotoxinu typu
A a v 1écbé cervikalni dystonie také botulotoxinu typu B [2]. V bakalafské praci se dale

budu vénovat pouze problematice, tykajici se korekce vrasek pomoci botulotoxinu.

3.3 Mechanismus uc¢inku

Botulotoxin je vyuZivan pro jeho schopnost zpiisobovat doasné ochrnuti hyperaktiv-
nich svalt. Paralyza je zptsobena inhibici uvolfiovani acetylcholinu, neurotransmiteru,
ktery slouZzi k pfenosu vzruchu mezi nervovym zakoncenim a svalem. Blokaci tohoto pre-
nosu je zabranéno vyvolani svalové kontrakce [33], [41]. Nervosvalova ploténka je piitom
modifikovana synapse. Jedna se o spojeni mezi nervovym vldknem (tzv. presynaptickou
¢asti) a svalovou buitkou kosterniho svalu (tzv. postsynaptickou casti). Mezi nervovym
vlaknem a svalovou buiikou se nachazi synapticka Stérbina, ktera je pro ptenos vzruchu

velmi dalezita [42].
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3.3.1 Pribéh nervosvalového pirenosu

Nervosvalovy pfenos je za béznych podminek mozné rozde€lit na nékolik fazi, a to

na syntézu acetylcholinu, jeho ulozeni, nasledné uvolnéni, degradace a recyklace acetylcho-

linu [33].

Nejprve dochazi k transportu cholinu z extracelularni tekutiny do bunééného cytosolu
cholinergnich nervovych zakonceni. Zde enzymatickou reakci cholinu s acetyl-koenzymem
A vznika acetylcholin, ktery je dopraven a uloZen do synaptickych vezikul (transportnich
vackl) v nervové bunce. Ke svalové kontrakci dochazi po splynuti membrany vezikuly
s presynaptickou membranou a po uvolnéni acetylcholinu. Toho spojeni je dosazeno vzni-
kem komplexu mezi specifickymi proteiny, které jsou piirozenou soucasti obou membran.
Na membrané vezikul se jedna o protein VAMP (vesicle associated membrane protein —
diive oznacCovan synaptobrevin) a na presynaptické membrané se nachazi dva proteiny,
SNAP 25 (synaptosomal associated protein) a syntaxin. Jejich vzajemnou vazbu umoziuje
kofaktor NSF (N-ethylmaleimide sensitive fusion protein). Komplex vznikly spojenim
vSech pfitomnych proteint pii splynuti obou membran se nazyva SNARE (termed soluble
NSF-attchment protein receptors). Tvorba komplexu je podminéna drazdénim nervového
vlakna, béhem kterého dochazi ke zvyseni koncentrace vapenatych iontl v intracelularnim
prostoru nervosvalové buriky, coz zplsobuje inaktivaci synaptoagminu, proteinu, ktery této

vazbé zabranuje [33], [43], [44].

Splynutim membrany vezikuly s presynaptickou membranou je z vezikuly uvolnén acetyl-
cholin do synaptické $térbiny. Nasledné je vazan na postsynaptické receptory svalovych
bunék, ¢imz je spustén proces, jehoz vysledkem je svalova kontrakce. Acetylcholin je
po pfenosu impulzu z receptoru uvolilovan a vracen zpét do synaptické Stérbiny, kde je
enzymem acetylcholinesterazou $t€pen na cholin a acetat [33], [44]. Cholin tak muze byt

do tohoto cyklu zapojen znovu [33]. Na obrazku 6 je znazornén nervosvalovy pienos.
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Obr. 6. Schéma normalné probihajiciho nervosvalového

prenosu [44]

3.3.2 Blokace nervosvalového pienosu botulotoxinem

Samotné pusobeni botulotoxinu na nervosvalové ploténce probiha ve tiech fazich: vazbou
na presynaptickou membranu, internalizaci — prinikem toxinu pfes membranu do cytosolu

nervového zakonéeni a blokaci exocytdzy acetylcholinu [33].

V prvnim kroku dochazi k navazani molekuly botulotoxinu na presynaptickou membranu
nervosvalového vlakna prostiednictvim tézkého fetézce. Toxin se vyznacuje vysokou afini-
tou k neuralni tkani, kterou zapficinuje pfitomnost urcitych typl gangliosidl na této tkani.
Na tézkém fetézci byly pro tyto gangliosidy identifikovany specifické receptory. Struktura

receptor se u jednotlivych sérotypt 1isi [33].

Dalsi fazi je internalizace, ktera nastane po vazbé na presynaptickou membranu. Internali-
zace znamena proces, kterym se botulotoxin dostava do nitra nervové buiky. Transport
je zprostiedkovan tzv. stimulovanou endocytoézou, ktera je zavisla na koncentraci vapena-
tych iontii a probihd pouze tehdy, je-1i nervové vldkno drazdéno. Neurotoxin pronikd do
cytosolu nervové bunky, je vSak uloZzen do endosomt, specidlnich vezikularnich utvart
vzniklych endocytézou. Uvniti endosomii se pak vlivem nizkého pH méni prostorové
usporadani molekuly botulotoxinu. Zménou uspotfadani dojde k odhaleni aktivnich vazeb-
nych struktur na lehkém fetézci. Toxin je poté z endosomul uvolnén do cytosolu, kde na n¢j
pusobi neuronalni enzymy tioredoxin-reduktazového systému, které za béznych okolnosti

chrani nervové bunky pred atakem volnych radikéala. Tyto enzymy redukuji disulfidickou
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vazbu mezi obéma fetézci molekuly toxinu, fetézce se oddé€li a toxin je aktivovan [33],

[34], [45]. Na obrazku 7 je uvedena aktivace molekuly toxinu.

O
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Obr. 7. Aktivace molekuly toxinu [45]

®

Vlastni toxick4 aktivita je zaleZitosti pouze samostatného lehkého fetézce, ktery byl
Vv ptedchazejicim procesu izolovan od tézkého fetézce. VSechny sérotypy botulotoxinu jsou
zinek-dependentni proteazy (endopeptidazy), které §tépi ¢asti komplexu SNARE. Stépenim
nékteré z Casti je znemoznéna tvorba komplexu, bez kterého nenastane splynuti vezikuly
S presynaptickou membranou. Z vezikuly se tak neuvolni acetylcholin do synaptické §térbi-
ny, dojde k zablokovani pfenosu vzruchu na nervosvalové ploténce, tudiz nedochazi
ke svalové kontrakci. Jednotlivé typy botulotoxinu §tépi riizné ¢asti SNARE. Botulotoxin
typu A enzymaticky $tépi vazebny protein SNAP 25. Botulotoxiny typu B, D, F a G $tépi
synaptobrevin a botulotoxin typu C jako jediny §té€pi dva z vazebnych proteinti, a to SNAP
25 a syntaxin [33], [34]. V posledni dobé bylo zjisténo, ze botulotoxin krom¢ blokady
uvoliiovani acetylcholinu vyrazné snizuje 1 uvoliiovani jinych neurotransmiterii, noradrena-
linu, dopaminu, serotoninu a y-aminomasekyseliny [46]. Schéma blokace nervosvalového

ptenosu je uvedeno na obrazku 8.
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Obr. 8. Schéma blokace nervosvalového prenosu po intoxika-

ci botulotoxinem [44]

Botulinové toxiny se na presynaptické membrany nervovych bunék vazou rychle a irever-
zibilng. Pfilnuti toxinu na presynaptickou membranu nastava zhruba do hodiny. Svalova
paralyza pak nastava obvykle po 24 hodinach od podani [31]. Jiz 48 hodin po aplikaci neu-
rotoxinu tvofi axon opét nové vybézky (klicky, sprouts), mechanismem zvanym ,,axonal
sprouting®, které riizné¢ obrlstaji a podristaji zablokovanou nervosvalovou ploténku a tim
vytvaii nova spojeni se svalem [33], [34]. Krom¢ axonalni regenerace je moznym faktorem
V obnoveni svalové funkce i do¢asné zvySené mnoZstvi receptort pro acetylcholin na sva-
lové membrané. Uplné obnoveni svalové sily se pak dostavi v zavislosti na davce a typu

botulotoxinu po nékolika tydnech az mésicich [31], [33].
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4 VYUZITi BOTULOTOXINU

V dermatologické praxi se botulotoxin t&si stale vétsi oblibé. Tento fakt dokazuji i udaje,
které byly ziskany mezi lety 2000 az 2008 v USA. Prizkumem bylo zjisténo, ze pocet jeho
aplikaci se zvysil 0 573 %. Jedna se tedy o 5 milionti oSetieni ro¢n€. Vysvétlenim mize byt
skute¢nost, ze aplikace botulotoxinu je fazena mezi minimalné invazivni zakroky, které
jsou v dermatologii uplatiovany nejen ke korekci vrasek, ale i kK do¢asnému snizeni fokalni
hyperhidrézy. Mnoho pacientl tedy upiednostituje botulotoxin jako jednu z omlazovacich
technik pfed estetickymi chirurgickymi procedurami jako je napf. blefaroplastika ¢i face-

lift. V piipadé téchto chirurgickych zakrokl byl zaznamenan pokles az o 32 % [47].

Pouziti botulotoxinu je soustfedéno na eliminaci dynamickych vrasek, které vznikaji akti-
vitou mimickych svall. Pro vrasky statické totiz nema aplikace botulotoxinu takovy vy-
znam, K jejich 1é¢bé vsak mize byt pouzivan v kombinaci s jinymi metodami estetické ko-
rektivni dermatologie. Pfikladem za vSechny mohou byt naptiklad dermalni vyplné. Botu-
lotoxin je vyhledavan i z toho divodu, ze se jedna o pomérné rychly, t€émét bezbolestny

ambulantni zakrok. Nejvhodnéjsi je pro osoby od 18 do 65 let. Vysledny efekt je vSak nej-

vice znatelny u pacientt, u kterych nejsou dynamické vrasky pfilis hluboké [47].

Vlastni aplikace se provadi vsedé intramuskularnimi vpichy velmi tenkou, inzulinovou
jehlou tam, kde je ucelem pierusit svalovou aktivitu [31]. Piesto, ze zakrok neni pfili§ bo-
lestivy, mize byt dané misto oSetfeno lokalnim anestetikem. Paralyticky ucinek svalu
se obvykle dostavi za 3 — 7 dni po aplikaci. Maximalni t¢inek botulotoxinu se dostavi pfi-
blizné za 2 tydny [2]. Po aplikaci je vhodné, aby pacient cca 1,5 hodiny intenzivné pouzival
mimické svaly, ¢imzZ je zabezpeceno spravné a dostateCné vstiebani latky [48]. Dale je do-
poruceno Setrvat po urcitou dobu ve vzptimené poloze a nepredklanét hlavu, aby se zame-
zilo mozné nezadouci migraci toxinu. Alespon ¢tyfi dny po zakroku by pacient nemél ak-
tivn€ sportovat, chodit do sauny a asi tyden po zakroku by se mél vyhybat pfimému slunci
a solariu. VSechny zminéné aspekty by mohli ovlivnit spravnost vstfebani naaplikované
davky [49], [32]. U¢innost botulotoxinu je individualni, zpravidla se uvadi 3 — 4 mésice.
V této dobé dochazi k pomalé regeneraci nervosvalového ptenosu az do tplného obnoveni
svalové aktivity [38]. Po tomto obdobi, kdy je svalova aktivita plné¢ funkéni, mize byt za-
krok znovu zopakovan. Pokud je botulotoxin aplikovan pravidelné, dochazi k prodlouzeni
casového intervalu, kdy je pro zachovani kosmetického efektu potieba dalsi injekce toxinu

[49]. Dlouhodobgéjsi aplikaci mize byt zabranéno v pifeméné vrasek dynamickych na vras-
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Ky statické [2]. Casté pouZiti botulotoxinu viak predstavuje mozna rizika (viz kapitola 4.5)
[50].

4.1 Preparaty botulotoxinu

V dermatologické praxi je pouzivan pouze botulotoxin typu A (déle jen BTX-A), ktery
je také v soucasné dob¢ jedinym schvalenym sérotypem vhodnym k aplikaci [31]. Biolo-
gicka aktivita BTX-A se uvadi v mezinarodnich jednotkach (UI). Jedna jednotka BTX-A
je definovana jako davka, ktera po intraperitonealnim podani (do dutiny biisni) vede do 3
dnti ke smrti 50 % Swiss-Websterovych mysi o hmotnosti 18 — 20 g. Ze ziskanych vysled-
ki experimenti byla stanovena LDsp u ¢loveéka na cca 40 Ul/kg. Pro ¢lovéka vaziciho 70
kg by tedy LDsg botulotoxinu byla pfi intraperitonealnim podani mezi 2500 — 3000 UI.
Tato davka se muze lisit vhledem k druhu makroorganizmu, pohlavi, cesté podani (intrape-
ritonedln¢, peroralné, intramuskularné€), celkové svalové hmoté, rozdilné imunologické
odpovédi organizmu, apod. [33]. BTX-A je komeréné dostupny preparat, nabizeny nékoli-
ka wvyrobci [31]. Celosvétové jsou nejvice rozSifeny a pouzivany dva preparaty
BTX-A. Jedna se o, Botox™ vyrabény firmou Allergan, Inc. Irvine v Kalifornii a Dysport®
vyrabény firmou Ipsen, Ltd. v Maidenheadu v Berkshire v Anglii [34]. Pro kosmetické vy-
uziti je nézev piipravku Botox® doplnén a oznagovén jako Botox®™ Cosmetic [51]. Jednotky
biologické uc¢innosti jednotlivych preparati nelze srovnavat kvili odlisSnym podminkam pti

stanoveni LDsg konkrétniho produktu [52].

Oba preparaty obsahuji ¢istény BTX-A ziskany z kvaSenych kultur bakterie Clostridium
botulinum, ktery je dodavan v komplexu s hemaglutininem [53], [54]. Terapeuticky vyuzi-
vany botulotoxin typu A je in vitro vazan s hemaglutininem v komplex o molekulové vaze
900 kDa [34]. Existuji dohady o vzajemné rozdilnosti mezi preparaty. Pfi porovnavani bio-
ekvivalence obou preparati se uvadi, ze 1 UI Botoxu® odpovida svou biologickou G&innos-
ti 2 — 5 Ul Dysportu®. Obecné je piijat a uznan pomér 1:3, kterému odpovida i pomér dav-
kovani obou preparati v klinickych studiich. Z definice UI ovSem vyplyva, Ze biologicka
ucinnost jedné Ul obou preparatt musi byt stejna. Predpoklada se proto, Ze biologicka ak-
tivita se 1isi kvili rozdilnému obsahu albuminu Vv jednotlivych preparatech [33]. Vice

o vySe zminénych komeréné dostupnych prostiedcich v Piiloze P1.
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4.1.1 Redéni a skladovani

Pfed samotnym pouzitim je potieba dany preparat vhodné nafedit. Standardizace redéni
stale chybi a ndzory odbornikli se ¢asto rozchézeji, pfesto je doporuceno pouzivat 0,9%
fyziologicky roztok bez konzerva¢nich pifisad. Co se tyCe koncentrace botulotoxinu
V preparatu, vychazi se z poznatku, ze tkanova difuze toxinu roste s klesajici koncentraci.
Z toho vyplyva, ze pouzitim prostiedku s nizs$i koncentraci BTX-A je dosaZzeno lepSiho
Sifeni toxinu v misté aplikace, coz se vyuziva napiiklad ke korekci vrasek v oblasti ¢ela.
Obecné se ale pripravuji preparaty o vysSich koncentracich, aby se minimalizovalo riziko
migrace do neplanovanych oblasti [33], [48]. Nékteré moznosti fedéni a vysledné koncent-
race preparatu Botox" jsou uvedeny v tabulce 1. Redéni neboli rekonstituce preparatu se
provadi jemnym nastiikem fyziologického roztoku do lahvicky s BTX-A, jemnymi pohyby
je cely obsah promichan tak, aby se zabranilo tvorbé pény, ktera by mohla vést k denaturaci
proteinu a snizeni u¢innosti prostiedku [55]. Toto je vSak zpochybiiovano v praci Trindade
de Almeida a kol. [56] tim, ze nebyl nalezen zadny rozdil v ¢innosti mezi preparatem,
u kterého pii fedéni doslo ke vzniku pény a preparatem, kde K jeji tvorbé nedoslo.

Jehla, kterou bylo provedeno nafedéni roztoku, by neméla byt pouzita pro aplikaci do sva-
lu. Vymeénou jehly se pfedchazi bolestem, které by mohlo zpusobit jeji otupéni [2].

Z diivodu zajisténi sterility a uc¢innosti BTX-A musi byt prostiedek po nafedéni skladovan
pii teploté 2 — 8 °C a spotiebovan nejpozdéji do 8 hodin [47]. Nicméné Hexsel a kolektiv
[57] nedavnou studii potvrzuji G¢innost BTX-A v fedéném preparatu po dobu az 15 dni.

Kromé toho nebyla zaznamenana ani bakterialni kontaminace [57].

Tab. 1. Redéni a vysledné koncentrace prepardtu Botox® [39]

Rekonstituovany objem v ml Botox™ U1/0,1ml Botox™ U1/0,05m
1,0 10 5
2,0 5 2,5
2,2 4,5 2,25
2,5 4 2
4,0 2,5 1,25
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4.2 Indikace

Mezi nejéastéji indikované vrasky patii vrasky mezi obo¢im (glabelarni oblast), na cele
(frontalni oblast) a vé&jitkovité vrasky u zevniho koutku oka (periorbitalni oblast). V téchto
oblastech se povazuje zakrok za bezpecny s minimalnimi vedlej$imi G¢inky a kosmeticky
velmi uspokojivy [31]. Dale mohou byt BTX-A oSetieny vrasky ve stfedni a dolni oblasti
obliceje. Jednd se o vrasky na kotfeni nosu, na brad¢, krku nebo mandibule (dolni Celist).
Pokud je BTX-A vyuzivan ke korekci radialnich vrasek kolem tst, marionetovych vrasek,
nebo drobnych vrasek pod o€ima, je oSetfeni Spojeno s vyssimi riziky nezadoucich ucinkt
[2], [31]. Lokalizace vrasek vhodnych pro oSetieni jsou zobrazeny na obrazku 9. Obrazek

10 znazoriuje indikované mimické svaly.

1.horizontalni vrasky
cela

2. glabelarni
vrasky
3. vrasky kolem
oci
4. vrasky na
kofeni nosu

6. marionetové
vrasky
: / 7. vrasky na bradé

Yo bt 8. vrasky na krku
I\ / |

Obr. 9. Vrasky vhodné k osetieni botulo-
toxinem [49]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

sval na klenbé
lebni

sval §tihly svrastiovac oboci

kruhovy

sval o¢ni nosni sval

kruhovy sval dstni

stahovad
istniho koutku

mimicky sval

brady tenky sval v

podkozi krku

Obr. 10. Oblicejové svaly [2]

Biologicky ucinek BTX-A zasadné ovliviiuje mnoZstvi aplikované latky. Stejné jako
Vv ptipadé fedéni i standardizace davkovani stale chybi a vétSinou se vychazi ze zkusenosti
[33]. Davka BTX-A se lisi podle pouzitého preparatu, lokality, hloubky a typu vrasek [31].
Vzdy je vSak cilem podat co nejmensi davky, které postaci k navozeni pozadovaného efek-

tu [33]. Vseobecné je preferovan piirozenéjsi a uvolnéngjsi vzhled [48].

Lékat, ktery zakrok provadi, musi dokonale znat anatomii mimickych svali a musi byt
v dané problematice nalezité proSkolen. Pfesna technika vstfikovani je zdsadni. JiZ malé
nepiesnosti mohou mit totiz za nasledek vyznamné asymetrie v obliceji. Existuji rozdily
Vv aplikaci u Zen a u muzd. Je vSeobecné znamo, Zze muzi maji vice svalové hmoty, proto
k dosaZeni stejného tucinku v porovnani se Zenami vyzaduji vétsi pocet vpicht a jednotek
BTX-A (Ul) [48]. Pro vétsi piehlednost, jsou v tabulce 2 uvedeny davky BTX-A
Vv jednotlivych oblastech a soucasné i rozdil v aplikovanych davkach u zen a u muza [58].
Z davodu rozdilnosti vySe zminovanych vyrobkl, budou hodnoty o biologické aktivité

(U1, které jsou dale v textu uvadény, odpovidat u&innosti Botoxu®.
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Tab. 2. Doporucené davky botulotoxinu a pocet vpichit v jednotlivych lokalizacich
uvadenych v jednotkdch prepardtu Botox"™ [58]
Pocet in- Celkovy pocet jedno-
Misto Indikovany )
jekénich tek botulotoxinu (UI)
Lécby Sval _ _
vpichil Zeny Muzi
horizontalni sval na klenb&
) 4-9 6—-15 6-15
vrasky Cela lebni
Horni
oblast sval §tihly, svras-
glabelarni vrasky 5-7 10-30 2040
) tovac oboci
obliceje
véjitkovité vrasky
kruhovy sval o¢ni 2 -5* 10-30 20-30
kolem oc¢i
Stiedni
vrasky na koteni
oblast sval nosni 1* 3-5 3-5
nosu
obliceje
marionetové plochy sval
) 1-2 6-8 6-8
vrasky obliceje
Spodni | perioralni vrasky | kruhovy sval ustni 4 —6* 4-12 4-12
oblast —
mimicky sval na
. vrasky na bradé 1-2 4-8 4-8
obliceje brade
Siroky tenky sval
vrasky na krku 2-12* 20-35 20-35
v podkozi krku

* pocet injekénich vpichll na jedné polovin€ obliceje; u vrasek na krku pocet injekénich

vpichti na kazdém pasmu
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4.2.1 Glabelarni oblast

Lécba glabelarnich vrasek (vrasek mezi oboc¢im) byva velmi uspésna. Za jejich vznik jsou
zodpovédné dva svaly, sval §tihly (musculus procerus) a svrastova¢ oboc¢i (musculus
corrugator supercilii). Pfi zamraceni lze tyto svaly pomérn¢ jednodu$e nahmatat, coz zaru-
¢i dostatecné piesné uréeni mista vpichu. Nejcastéji je aplikovano celkem 20 — 30 Ul
BTX-A v péti mistech. Zeny vyzaduji obvykle 5 x 4 UI (objem jedné injekce 0,1 ml), muzi
5 x 6 UI (0,15 ml). Obvykle je pouzita jedna injekce do §tihlého svalu a ¢tyfi injekce do
svalu svrastovace obo¢i — dvé z nich do stiedni ¢asti svalu a dvé do jeho postranni ¢asti.
Aplikace do svalu svrastovace oboci se provadi ve vzdalenosti minimalné 1 cm od okraje

ocnice [47], [48]. Mista vpichu jsou zobrazeny na obrazku 11.

Obr. 11. Glabeldrni oblast [47]

4.2.2 TFrontalni oblast

Velmi vyraznymi vraskami byvaji také horizontalni vrasky cela, zplsobené svalem
na klenbé lebni (musculus occipitofrontalis). Cilem je ponechani ur¢ité mobility v oblasti
nad oboc¢im pro zachovani né¢kterych mimickych pohybi. Bézné byva vybrano pét az sedm
mist vpichu S trojuhelnikovym rozd€lenim. Jednotlivé vpichy je nutné umistit vV poloviné
vzdalenosti mezi hranici vlasi a obo¢im. Krajni injekce by mély byt aplikovany tak,
aby piili§ neovlivnili béZzné pohyby oboci [47], [48]. Lokalizace vpichd je znazornéna
na obrazku 12. Doporuéené davkovani v této oblasti je uvadéno v rozsahu 6 — 15 Ul
BTX-A. Dilezitym faktorem je velikost ¢ela pacienta. V ptipad¢ nizkého cela mize u pa-
cienta nastat nezadouci pokles oboc¢i. Naopak pacienti s $ir§imi nebo vysokymi ¢ely mohou

vyzadovat vEtsi pocet injekci [58].


http://lekarske.slovniky.cz/pojem/musculus-occipitofrontalis
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Obr. 12. Frontdlni oblast [47]

4.2.3 Periorbitalni oblast

V periorbitalni oblasti dochazi ke vzniku véjitkovitych vrasek u zevniho koutku oka, které
jsou znamy pod oznaéenim ,, crow’s feet* (v piekladu vrani noha). Vznikaji kontrakci Kru-
hového svalu oéniho (musculus orbicularis oculi) a na obli¢eji se za¢nou objevovat uz pii
dovrSeni 20 — 25 let. Z pocatku se jevi jen jako vrasky dynamické, ale postupné se vyviji
ve vrasky statické [47], [48]. Pro usp&$né vyhlazeni se obvykle provadi 2 — 5 bo¢nich vpi-
chti na kazdém oku [58]. V ptipadé, ze budou aplikovany pouze 3 davky BTX-A je pro-
stfedni injekce vpravena ve vzdalenosti minimalné 1 cm od okraje o¢nice, aby se zabranilo
komplikacim, které mohou byt vyvolany $ifenim toxinu celym svalem. Nasledujici injekce
jsou aplikovany ve vzdalenosti 1 — 2 cm pod a nad prostiedni injekci a ve stejné vzdalenos-
ti od okraje o¢nice. Vhodnym vybérem horni injekce pod obo¢im muiize byt dosazeno nad-
zvednuti oboci dle ptani pacienta, ¢imz je zaroven zvySen i esteticky efekt zakroku [47],
[48]. Mista vpichl jsou znazornény na obrazku 13. Doporucené davkovani BTX-A je uva-

déno v rozsahu 5 — 15 Ul na kazdém oku [58].
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Obr. 13. Periorbitdlni oblast [47]

4.2.4 Oblast koFene nosu

Ke vzniku vrasek na kofeni nosu dochazi aktivitou nosniho svalu (musculus nasalis).
Vrasky v této oblasti byvaji oznaCovany také jako ,,Bunny lines* (v ptekladu ,,zajickovy
linky*). Jedna se 0 horizontalni vrasky smétujici od kotfene nosu k vnitinimu koutku oka.
Doporucuje se, aby 1éc¢ba téchto vrasek byla spojena s 1écbou vrasek glabelarnich. Opti-
malni pocet davek BTX-A do nosniho svalu je udavan v rozmezi 3 — 5 Ul na kazdé bo¢ni

stran¢ hibetu nosu [48]. Mista vpichu jsou zobrazeny na obrazku 14.

Obr. 14. Oblast korene nosu [2]
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4.2.5 Spodni oblast obli¢eje

Lécba spodni oblasti obliceje vyzaduje pokrocilejsi znalosti injekéni techniky, ptislusné
anatomie a také vEtsi zkuSenosti se samotnou aplikaci. Svalové skupiny jsou zde méné zie-
telné, coz znesnadiuje presnost pii dodani BTX-A na uréené misto [2]. Nyni konkrétnéji

Kk jednotlivym typim vrasek, vznikajicich ve spodni ¢asti obliceje:

a) Marionetové vrasky (spadlé ustni koutky) zpusobuje plochy sval obliceje
(musculus depressor anguli oris), ktery tahne koutky ust doli. Pro oSetieni téch-
to vrasek se aplikuje davka 3 — 4 Ul BTX-A na kazdé strané ust, ve vzdalenosti
minimaln¢ 1 c¢cm lateralné od ustnich koutku [2], [58]. V soucasnosti se vSak
od aplikace v této oblasti opousti a je nahrazovana vhodné&js§imi metodami, na-

ptiklad kolagenovymi vyplnémi [50].

b) Perioralni vrasky neboli vrasky kolem ust vznikaji v disledku vysoké aktivity
kruhového svalu ustniho (musculus orbicularis oris). Aplikuji se dv¢é injekce
na kazdé strané nad hornim rtem a dvé injekce na kazdé stran¢ pod spodnim
rtem [58]. Aplikace musi byt ve stejné vzdalenosti od stfedu, aby byla zachova-
na spravna symetrie rtt [2]. BéZné je pro vyhlazeni perioralnich vrasek pouzi-
vana davka v rozsahu 4 — 5 Ul. Existuji v8ak vyjimky, pfi kterych je pro dosa-
zeni pozadovaného efektu potieba 10 — 12 Ul BTX-A [58].

€) Vrasky na bradé vznikaji aktivitou mimického svalu (musculus mentalis) [2].
Tyto vrasky mohou byt BTX-A eliminovany pii pouziti davky 4 — 8 U, které
jsou vpraveny do stfedu brady [58].

d) Tzv. ,pasky“ na krku, se za¢inaji objevovat s ptibyvajicim vékem. B&hem star-
nuti totiz dochazi k oddéleni Sirokého tenkého svalu v podkozi krku (musculus
platysma). Maximalni davka pouzivajici se pro oSetfeni vrasek na krku se pohy-
buje v rozmezi 20 — 35 Ul BTX-A [58], pficemz jsou jednotlivé injekce apliko-

vany od sebe vzdy ve vzdalenosti 4 cm [2].

4.3 Kontraindikace

Aplikaci botulotoxinu nemohou podstoupit téhotné a kojici Zeny, déti a pacienti
S poruchami neuromuskularniho pfenosu a neurodegenerativnich chorob. Nemuize byt apli-

kovéan osobam s ptecitlivélosti na BTX — A, nebo lidsky albumin. Nevhodna je aplikace
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toxinu do oblasti s infek¢nim onemocnénim. Problém predstavuje i vyskyt otokul, protoze
je znemoznén odhad difuze toxinu. Existuje riziko zvyseni efektu BTX — A uzivanim anti-
biotik na bazi aminoglykosidt, nebo 1ékti puisobicich na nervosvalové ploténce. Na druhou
stranu nékteré 1éky jako antimalarika a imunosupresiva mohou uéinek BTX — A naopak

snizovat [31], [47].

4.4 Komplikace

Jako u v8ech procedur, i v ptipadé¢ aplikace BTX-A muze dochazet ke komplikacim. Jejich
vyskyt je pozorovan u velmi malého procenta pacientl a z velké ¢asti jsou zpisobeny Spat-
né provedenym zakrokem. Pti vhodné zvolené davce BTX-A, spravné ur¢eném misté apli-
kace i jejim provedenim, spolu s vylou¢enim osob nevhodnych pro zékrok, nehrozi otrava
pacienta. I kdyz BTX-A pouzivany v korektivni dermatologii ani zdaleka nedosahuje letal-
ni davky pro clovéka, snahou zlstava pouzivat co nejmensi mnozstvi tohoto preparatu,
které vSak postaci k navozeni kyzeného efektu. Pro zajimavost, pro ¢lovéka vaziciho
cca 70 kg se smrtelna davka odhaduje pfiblizné na 2800 UI BTX-A. [59]. Obecné plati,
7e vyssi koncentraci BTX-A je umoznéno piesnéjsi umisténi, coz vede k minimalizaci
komplikaci a soucasné k delsi u¢innosti. Stejn¢ jako vyhlazeni vrasek je pouze docasna

zalezitost, i potize spojené s aplikaci BTX-A jsou pouze pfechodné [50].

Nejcastéji hlasenymi nezadoucimi ucinky je vyskyt modiin, bolest v misté vpichu a bolest
hlavy. Modfiny jsou nejvice pozorovany pii aplikaci v periorbitalni oblasti, kde se nachazi
velmi kiehké cévy [60]. Vyskyt modiin se mize snizit u pacienta, ktery se mize vyhnout
minu E po dobu 10-ti dnt pied zakrokem. Bolest v misté¢ vpichu 1ze minimalizovat pfilo-
zenim studeného obkladu na misto pfed a po aplikaci, pouzitim tenké jehly a vyménou jeh-
ly cca po 3 — 4 pouziti [50], [59]. Piedpoklada se, Ze bolesti hlavy stejné jako modfiny
a bolesti v misté vpichu souvisi s provedenim a ne s BTX-A jako takovym [59]. DalSimi
pozorovanymi nezadoucimi G¢inky jSou nevolnost, malatnost, piiznaky podobné chfipce,
unava a vyrazky na mistech, které jsou vzdaleny od mist aplikace. Dochazi k nim pravde-

podobné kviili §iteni malého mnozstvi toxinu do ob&hového systému [50].

Nezadouci ucinky se mohou lisit podle osetfené oblasti. Nejvyznamnéjsi komplikaci, ktera
muze nastat pii 1éCbé glabelarnich vrasek je ptdéza horniho vicka. Ptéza (neboli pokles)

je zpisobena Sifenim toxinu na sval zdviha¢ horniho vicka (musculus levator palpebrae
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superioris). Tento jev se muze projevit v prub¢hu 2 — 10 dni po aplikaci a mtze trvat 2 az 4
tydny. Ptoze vicka lze predejit, pokud se botulotoxinové injekce aplikuji minimaln¢ 1 cm
nad okraj o¢nice, nebo ptisobenim tlaku na dany sval. Pisobenim tlaku se rozumi uchopeni
svalu svrastovace obo¢i pti zamraceni mezi palcem a ukazovackem jedné ruky. Tlak snizu-

je Sifeni toxinu do okolnich svali [60].

V 1é¢b¢ horizontalnich vrasek cela se vyskytuje rovnéz ptéza horniho vicka nebo ptoza
obo¢i. Pro zabranéni této komplikace se doporucuje aplikovat injekce minimalné
2 cm nad obocim. Dilezité je také zvazeni 1écby vrasek v této oblasti u pacientd s nizkymi
dojit i k neumyslnému zvednuti oboc¢i. Kromé toho, pfili§ vysokymi davkami miuze byt

mimika ovlivnéna natolik, Ze pacient ztraci vyraz obli¢eje a vypada neptirozené [60].

V piipadé¢ aplikace BTX-A v periorbitalni oblasti Se mohou komplikace projevovat ochab-
losti dolniho vicka, dvojitym vidénim, nafasenim kiize na spodnim vic¢ku a také ptéozou rta.
Aby se zabranilo témto komplikacim, provadi se aplikace nejméné¢ 1 cm od okraje o¢nice
nebo 1,5 cm od vnégjsiho koutku oka. U starSich pacientil, pacientl s prodélanou operaci

dolnich vicek a pacient s vyssi laxnosti dolniho vicka se zakrok nedoporucuje [50], [60].

Jak jiz bylo zminéno vySe, oSetieni vrasek na spodni oblasti obliceje je spojeno s nizsi
presnosti aplikace BTX-A, coz zvySuje pravdépodobnost komplikaci [2]. Pfi korekci vra-
sek kolem Uist mize byt zaznamenan napiiklad asymetricky usmév, nebo kousani vnitini
tvare, ¢i slintani. Tyto komplikace v$ak byvaji minimalizovany pfii pouziti velmi malych
davek [50]. Pii 1é¢bé vrasek na bradé mize vysoka davka toxinu vést k neschopnosti pevné
pfiblizit spodni ret k zubim. Pokud se tato komplikace projevi, dochazi u pacienta
k nedobrovolnému slintani [2]. Co se tyce oSetfeni vrasek na krku, jsou mozna rizika na-
snad¢, jelikoZ jsou zde pouzity vysoké davky BTX-A. Jedna se o komplikace v podobé
ochabnuti krénich svall, dysfagie (porucha polykani) a ziidka dysfonie (porucha hlasu)
[50].

Prestoze se komplikace Casto nevyskytuji, musi byt o nich pacient vzdy nalezité informo-
van. Mél by byt také dukladné seznamen, jakym zptisobem bude zakrok provadén, s dobou
nastupu ucinku a jeho trvanim. Pacient musi také od Iékatre obdrzet pokyny, které je nutné
bezprostfedné po aplikaci dodrzovat. Na zdklad¢é poskytnutych informaci je povinen pode-

psat informovany souhlas [2], [50].
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4.5 ReSené otazky souvisejici s pouzitim botulotoxinu

S rostoucimi moznostmi uplatnéni BTX-A ke kosmetickym i lékafskym ucelim stoupa

také pocet studii poukazujicich na problematiku spojenou s jeho dlouhodobou aplikaci

[50].

Nejveétsi problém souvisejici s pouzitim BTX-A je pravdépodobné tvorba protilatek, které
blokuji odezvu organismu na BTX-A. Korekce vrasek touto metodou tak prestava mit vy-
znam, jelikoz BTX-A jiz neni u¢innou latkou. Prevalence rezistence je mens$i nez 5 %
a je pravdépodobné spojena s davkovanim a frekvenci 1é¢by, nikoliv vsak s celkovou dél-
kou terapie. Tyto udaje jsou vSak vztazeny ke starSim typiim preparatd, které obsahovaly
vice proteinti v porovnani s novéjSimi druhy [50]. Komplexotvorné proteiny v prostiedku
totiz podle Freverta a kol. [61] patrné stimuluji produkci protilatek proti neurotoxinu, aniz
by jejich pritomnost jinak ovliviiovala stabilitu ¢i omezovala §ifeni BTX-A v misté vpichu.
Z tohoto divodu byl sniZen obsah proteinil v preparatech o vice nez 20 %. Faktory, vedou-
ci u pacienta k predispozici tvorby protilatek, nejsou stale jednoznacné. Zkusenosti vSak

ukazuji, Ze riziko rezistence se zvySuje s opakovanymi davkami BTX-A [50].

Studii, ktera byla provedena doktorem Herzogem a jeho tymem [62] z Fakulty kineziologie
na univerzit¢ v kanadském Calgary bylo zjisténo, Ze dlouhodobé pouzivani botulotoxinu
zpusobuje svalovou ochablost a atrofii. Test byl realizovan na laboratornich mysich, kte-
rym byl injekéné aplikovan neurotoxin bakterie Clostridium botulinum (Botox® od firmy
Allergan, Inc). Po jeho expozici byla u mysi pozorovana ochablost svalstva na celém téle
I mimo mista vpichu. Dale shledala, Ze opakovana davka muze zpusobovat atrofii svalstva
a ztratu kontraktilni tkan¢ i v misté, kde botulotoxin nebyl ptimo aplikovan. V experimentu
bylo k posouzeni svalové ochablosti a vzniku atrofie pouzito vyssich koncentraci botuloto-
xinu. Piesto vSak by mély byt podle autora ziskané vysledky zohlednény pii jakémkoli za-

kroku, ve kterém dochazi k podani tohoto toxinu, tedy i v ptipadé korekce vrasek. [62].

Dalsi, v soucasnosti velmi diskutovanou otazkou, ktera sice s dlouhodobou expozici botu-
lotoxinu nesouvisi, je migrace tohoto toxinu v organismu. Pochopeni této problematiky
je vsak dulezité pro objasnéni moznych nezaddoucich uc¢inkt, které muze opakovand aplika-
ce botulotoxinu pfedstavovat. Skutecnost, Ze botulotoxin dokaze po vpraveni do organis-
mu migrovat okolnimi tkanémi je vé€dcim jiZ zndma, predpokladali vSak, Ze neni schopen

prochazet ptes sténu mozkovych cév a tudiz se dostat do mozku. Tuto domnénku vyvratili
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ve své studii [63] védci z italského institutu National Research Council of Neuroscience
v Pise. Experimentem, bylo zjisténo, ze se botulotoxin mize do mozku $ifit prostfednic-
tvim nervi. Test byl proveden u potkanti, kterym byla aplikovana davka toxinu do svali,
odpovidajicich za pohyb hmatovych vouskt. Po tfech dnech byla zkoumana mozkova tkan
a byly objeveny pozuistatky botulotoxinu v ¢asti, kde jsou zpracovavany signaly
Z hmatovych vouskl. Védci tak dosli k teorii, ze je toxin pfenesen ze svalu do mozku po-
moci axonti (nervovych vybézkl). Kromé moznych komplikaci, souvisejicich s transpor-
tem toxinu nervovou soustavou az do mozku, miiZze byt tento poznatek také predpokladem
k vyvoji novych metod pii 1é¢bé epilepsie. Existuje vSak stale mnoho nezodpovézenych
otazek, tykajicich se migrace a zplsobu Sifeni botulotoxinu. M¢la by proto byt této pro-

blematice i nadale vénovana velka pozornost odbornikti i védeckych tymu [63].
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ZAVER

Cilem prace bylo popsat metodu korekce vrasek aplikaci botulotoxinu. Po prostudovani

dostupnych material na dané téma bylo zjiSténo nasledujici:

Starnutim dochézi v jednotlivych vrstvach kiize k vyraznym zméndm. Kiize se po-
maleji obnovuje, je méné hydratovana, ztraci mechanickou odolnost a elasticitu.
Prvotnim projevem téchto zmén jsou vrasky, coz jsou riizn€ hluboké linie, které na-
rusuji hladkou kontinuitu ktize. Jako prvni se na obliéeji objevuji dynamické (mi-
mické) vrasky, které vznikaji pohybem mimickych svalil za soucasného tahu kutize.
Jak klze starne, neni schopna neustile odolavat opakovanému namahani a dyna-
mické vrasky zacinaji byt viditelné i bez pohybu svall. Stavaji se tak vraskami sta-
tickymi. Z estetického hlediska jsou tyto projevy starnouci kiize nezadouci. Soucas-
nym trendem se proto stava eliminace vrasek dostupnymi metodami, pricemz zajem

o tyto zakroky stale stoupa.

Mezi jednu z nejvyhledavangjsich metod v korekci vrasek patii aplikace botuloto-
xinu. Tato metoda vyuzivé toxin pro navozeni nervosvalové paralyzy, béhem které
je znemoznéna svalova kontrakce. Krom¢ boje s nezddoucimi projevy starnuti a
dermatologie nalezl botulotoxin, po objasnéni jeho mechanismu ucinku uplatnéni

také v jinych oborech mediciny

Po chemické strance je botulotoxin protein, skladajici se ze dvou fetézct, lisicich se
od sebe svou molekulovou hmotnosti. Oba fetézce jsou bakterii syntetizovany sa-
mostatné a samy o sobé& nejsou toxické. K aktivaci dochazi az spojenim obou fetéz-
ct v molekulu botulotoxinu béhem sekrece z bunky. Vlastni toxicka aktivita je pak
zaleZitosti pouze tzv. lehkého fetézce, ktery plsobi jako zinek — dependentni prote-

aza.

Botulotoxin je fazen mezi neurotoxiny. Je produkovan grampozitivni, anaerobni,
sporulujici bakterii Clostridium botulinum. Do souéasné doby je znamo na 8 séro-
typl, z nich 7 je schopno navodit nervosvalovou paralyzu. Jednotlivé sérotypy, zna-
¢ené pismeny A - G jsou produkovany riaznymi kmeny této bakterie. Ke komerénim
ucelim je schvalen a vyuzivan botulotoxin typu A, ktery je z uvedenych sérotypt

vvvvv

botulotoxin typu B.
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» Botulotoxin je pro terapeutické vyuziti vazan v komplexu s netoxickym proteinem
hemaglutininem, ktery pfi parenterdlnim podani zlepsuje jeho stabilitu a zpomaluje
difazi do okolnich tkani. Celosvétove jsou nejvice rozsifeny a vyuzivany preparaty
Botox”™ a Dysport®. Jejich biologicka aktivita je uvadéna v mezinarodnich jednot-
kach (UI).

= Svalové paralyza, zptisobena podanim toxinu je pouze docasny jev, tudiz se vrasky
postupné znovu objevuji. Doba plsobeni zavisi na davce botulotoxinu, typu a
hloubce vrasek. Zpravidla se uvadi 3 — 4 mésice. Standardizace davkovani stale

chybi a vétSinou se vychazi ze zkuSenosti.

* Touto metodou je nejcastéji indikovana oblast glabelarni, frontalni, periorbitalni a
oblast kofene nosu. V mensi mite se provadi i lé¢ba spodni oblasti obliceje, pii kte-

ré je zapotiebi pokrocilejsi znalosti injek¢ni techniky.

» Komplikace spojené s aplikaci botulotoxinu jsou pozorovany u velmi malého pro-
centa pacientll. V souvislosti se samotnou injekei to jsou nejcastéji modfiiny, bolest
Vv misté¢ vpichu a bolest hlavy. V né¢kterych ptipadech mize dojit k Sifeni malého
mnozstvi toxinu do ob&éhového systému, coz se projevuje nevolnosti, malatnosti,
unavou a pfiznaky podobnymi chiipce. Dalsi moZné komplikace jsou ve velké vét-

Sin¢ zpusobené nepiesnosti v injekeéni technice.

* Bylo prokazano, Ze opakovana aplikace botulotoxinu u né€kterych pacientli vede
k rezistenci, tvorbou protilatek. V tomto piipad¢, nedochazi k pozadovanému efek-
tu a zakrok prestdvd mit smysl. DalSim problémem dlouhodobého pouZiti je

V navozeni ochablosti a atrofie svalstva.

= Velmi diskutovanou problematikou souvisejici s aplikaci botulotoxinu je jeho mi-
grace z mista vpichu do okolnich tkani. Nedavnou studii bylo prokazéano, ze diky
nervové soustavé muze byt toxin transportovan az do mozku. Kromé moznych ri-
zik, ktera timto zjisténim vznikaji, mize byt tento poznatek uplatnén pfi vyvoji no-
vych metod pfi 1écbe epilepsie. Existuje vSak jest¢ mnoho otazek, které je v této

souvislosti potifeba zodpoveédet.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

% Procento

°C Stupen Celsia

AGE Kone¢né produkty glykace
apod. A podobné

BTX-A  Botulotoxin typu A

cm Centimetr

C Uhlik

Da Dalton

DEJ Dermoepidermalni junkce

DNA Deoxyribonukleova kyselina
FDA Food and Drugs Administration
g Gram

GAG Glykosaminoglykany

Gly Glycin

H Heavy

Inc. In corporation
kDa Kilodalton

kg Kilogram

kol. Kolektiv

L Light

LDsg Letalni davka
Ltd. Limited company
mi Mililitr

mm Milimetr
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M1

M2
MMP
MMP-1
MMP-2
nm
NSF
Obr.
resp.
ROS
SNAP 25
SNARE
Tab.
tzn.

tzv.

Ul
USA
uv
UVA
uvB
VAMP

pm

Mortality stage 1

Mortality stage 2

Matrixmetalloproteinaza

Kolagenaza

Gelatinaza

Nanometr

N-ethylmaleimide sensitive fusion protein
Obrazek

Respektive

Reaktivni formy kysliku

Synaptosomal associated protein

Termed soluble NSF-attchment protein receptors
Tabulka

To znamena

Takzvany

Mezinarodni jednotka

Spojeni staty americké

Ultrafialové zareni

Ultrafialové zafeni o vinové délce cca. 320 - 400 nm
Ultrafialové zatfeni o vinové délce cca. 280 - 320 nm
Vesicle associated membrane protein

Mikrometr
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SEZNAM PRILOH

Pl Preparaty botulotoxinu typu A



PRILOHA P I: PREPARATY BOTULOTOXINU TYPU A

Botox® Cosmetic

Piipravek Botox” Cosmetic obsahuje &istény botulotoxin typu A  ziskany
z kvaSenych kultur Clostridium botulinum péstovanych v médiu obsahujicim hydrolyzat
kaseinu, glukézu a kvasnicovy extrakt. Tyto kultury jsou podrobeny autolyze, nasledné
uvolnuji toxicky komplex botulotoxinu typu A s hemaglutininem o molekularni hmotnosti
900 kDa. Komplex je rozpustén ve sterilnim fyziologickém roztoku obsahujici lidsky al-
bumin, poté je sterilné filtrovan a vakuové susen. Kazda lahvicka obsahuje 100 UI (nebo
50 Ul) komplexu botulotoxinu typu A, 0,5 mg lidského albuminu a 0,9 mg NaCl ve steril-

ni, vakuov¢ susené form¢ bez konzervantu.

Botox® je dodavan ve formé bilého prasku ve sklenénych lahvickach z bezbarvého
skla uzaviené pertlem a PE flip-off uzavérem fialové barvy s transparentnim povrchem a
popisem Allergan 100. Na stitku lahviéky musi byt vzdy holograficky znak vyrobce, jako
dukaz o bezpec¢nosti a pravosti produktu. Pokud neni holograficky znak pfitomen, uzivatel
tohoto ptipravku by se mél obratit na informacni oddéleni firmy Allergan. Lahvicka musi
byt pod vakuem, které svédci o sterilité produktu, pokud tomu tak neni, nemél by uzivatel

tento produkt pouzit a mél by kontaktovat informacni oddéleni firmy Allergan.
Vice informaci dostupnych zde: http://www.allergan.com/index.htm

http://www.botoxcosmetic.com/home.aspx
Dysport®

Dysport® obsahuje ¢istény botulotoxin typu A ziskany z kvaenych kultur Clostri-
dium botulinum jako komplex botulotoxinu typu A s hemaglutininem a dal$imi netoxicky-
mi proteiny. Jedna lahvi¢ka obsahuje 500 UI (nebo 300 UI) lyofilizovaného botulotoxinu
typu A, 0,125 mg lidského albuminu a 2,5 mg lakt6zy. Pro srovnani, Botox® obsahuje 20x
vy§s$i mnozstvi albuminu (500 pg/100 UT), neZ Dysport® (25 pg/100 UI).

Dysport® je dodavan ve form& bilého prasku ve sklendné lahviéce z bezbarvého
skla s plastovym uzavérem a hlinikovym pertlem. Lahvicka s praskem musi byt uchovana
pod vakuem. Stejné jako Botox® je i Dysport™ opatfen holografickym znakem na §titku
lahvicky, pokud tento znak neni zietelny nebo chybi, nemé&l by uZivatel vyrobek pouzit a

m¢él by se obratit na kontaktni misto vyrobce.


http://www.allergan.com/index.htm
http://www.botoxcosmetic.com/home.aspx

Vice informaci dostupnych zde: http://www.ipsen.ltd.uk/

http://www.dysport.com/


http://www.ipsen.ltd.uk/
http://www.dysport.com/

