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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva u¢innosti kosmetickych formulaci s obsahem Hydrolyzed
Collagen (HC). Teoreticka ¢ast prace shrnuje vlastnosti, zdroje a moznosti vyuziti kolage-
nu, respektive jeho hydrolyzati v oblasti kosmetickych a biomedicinskych aplikaci.
V praktické ¢asti byly pfipraveny gelové a krémové formulace s obsahem 0,5 a 2,0 % HC
a na skupiné 9 zdravych Zen byl poté studovan jejich vliv na transepidermalni ztratu vody
(Transepidermal Water Loss — TEWL), hydrataci a pH kozniho povrchu. Pridavek HC
do formulaci snizoval mnoZzstvi vody unikajici z pokozky. Vys§i U¢innost vykazovaly
v tomto ohledu formulace obsahujici 0,5 % HC. Obsah HC nezvySoval hydrata¢ni u¢innost
formulace ve srovnani s vychozim kosmetickym zakladem. Zadna z piipravenych formula-

ci nenaruSovala ptirozené kyselé prostiedi pokozky.

Kli¢ova slova: Collagen, Hydrolyzed Collagen, TEWL, hydratace, pH

ABSTRACT

This bachelor’s thesis deals with the efficacy of cosmetic formulations with the content
of the Hydrolyzed Collagen (HC). The theoretical part summarizes the characteristics,
sources and possibilities of using collagen or its hydrolysates in the field of cosmetic
and biomedical applications. In the practical part, gel and cream formulations containing
0.5 and 2.0 % HC were prepared and in a group of 9 healthy women the effect of these
formulations on transepidermal water loss (TEWL), hydration and skin surface pH
was studied. The addition of HC to the formulations reduced the amount of water escaping
from the skin. In this respect, formulations containing 0.5 % HC showed higher efficacy.
Content of HC did not increase the hydrating efficiency of the formulation compared
to the initial cosmetic base. None of the prepared formulations disturbed the naturally acid-

ic environment of the skin.

Keywords: Collagen, Hydrolyzed Collagen, TEWL, hydration, pH
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UvVOD

Nenarusena bariérova funkce pokozky a jeji dostatecnd hydratace jsou jedny ze zédkladnich
predpokladti pro udrzeni kvalitni a zdravé kiize. Porucha epidermalni bariéry uzce souvisi
se zvysSenou ztratou vody a je jednou z nejcastéjSich pfic¢in vzniku nadmérné suché kize,
pro kterou je typicka pritomnost Supin, hrubé textury a pocitu paleni ¢i svédeéni. K poruseni
bariéry muze dojit na zaklad€é vrozeném, takovym piikladem mutze byt atopicka dermatiti-
da, nebo ziskaném, kdy jeji poSkozeni souvisi s plisobenim Skodlivych faktorti z vnéjsiho
prostfedi. Dal$i pfi¢inou muze byt i proces stdrnuti organismu, ktery se taktéz promita

do snizené tirovn¢ hydratace klize.

Diky poznatkiim kosmetologti je dnes na trhu k dostani cela fada topickych ptipravkd, je-
jichZ hlavnim cilem je tyto stavy korigovat. Kromé béznych zvlh¢ujicich latek jako je napf.
Glycerin, Propylene Glycol a Urea se v téchto ptipravcich mizeme setkat i s riiznymi for-
mami kolagenu, predevsim jeho hydrolyzaty a peptidy. Pfidavek téchto latek do kosmetic-
kych formulaci vede ke spousténi sledu biochemickych reakei, které zvysSuji obsah vody

v pokozce, anebo naopak k redukci mnozstvi vody z ni unikajici.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KOLAGEN

Kolagen se fadi mezi bilkoviny s mimofadnym technickym potencidlem. Je dominantni
soucasti pojivovych tkani, kterym poskytuje jedinecné mechanické vlastnosti. Tato sku-
te¢nost uzce souvisi s jeho specifickou strukturou, pro kterou je typickd vysoka vnitini
bilkovin v lidském téle. Hraje dtilezitou roli ve struktuie mezibunééné hmoty dermis, kde
predstavuje jednu z hlavnich slozek spolecné s elastinem a kyselinou hyaluronovou

[1,s.371], [2, 5. 291, [3, s. 21], [4, s. 1061].

Kolagen nalezi do skupiny tzv. strukturalnich bilkovin. Obecné vytvaii bilé, nepriihledné
a vlaknité utvary, které jsou strukturné napojeny na velké mnozstvi proteoglykanti a jinych
bilkovin. Tento protein se vyznamné podili na spravném fungovani fyziologickych procesii
v lidském téle. Mezi velké prednosti kolagenu patii fakt, ze se jedna o obnovitelnou suro-

vinu [1, s. 371], [3, s. 21].

1.1 Struktura kolagenu

Nejnizs$i morfologickou jednotkou kolagenu je kolagenni vldkno [5, s. 39]. Struktura vlak-
na je vSak komplexni, sklada se z n€kolika trovni. Samotna molekula kolagenu je tvofena
trojfetézcovou helikalni strukturou, oznacovanou jako tzv. triple helix (Obr. 1). Spojeni
tfi levotocivych polypeptidickych a-fetézct dava vzniknout pravidelné pravotocivé super-

Sroubovici [6, s. 10], [7, s. 94], [8, s. 44], [9, s. 4].

Jednotlivé a—fetézce jsou tvofeny piiblizné tisicem aminokyselin (AMK), délka téchto
fetézcl dosahuje 280 nm, pfi¢emZ samotnd molekula kolagenu je dlouha asi 300 nm a jeji
primér se pohybuje v rozmezi 1,4—1,6 nm [6, s. 10], [7, s. 94], [10, s. 123]. Charakteristic-
ky ryhovany vzhled kolagennich vldken pozorovatelny na snimcich z elektronové mikro-
skopie vychdzi z posunu sousednich molekul o 64-67 nm (tzv. D-perioda) [11,s. 893],
[12, s. 1535]. Tak dochazi ke vzniku mezer o velikosti pfiblizné 35 nm mezi po sob¢ jdou-
cimi molekulami v fad€. Toto uspotfaddani pravdépodobné zajistuje agregatim velkou pev-
nost v tahu. Primérna relativni molekulova hmotnost (M;) kolagenu se pohybuje v rozmezi

265 az300 kDa [1, s. 375], [7, s. 94].
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Kolagen je mozné charakterizovat vysokym obsahem glycinu (Gly) a cyklickych iminoky-
selin — prolinu (Pro) a hydroxyprolinu (Hyp). Primérné zastoupeni jednotlivych AMK
v kolagenu typu I je uvedeno v Tab. 1. Aminokyseliny Hyp a hydroxylysin (Hyl) jsou spe-
cifické pouze pro kolagen [1, s. 372], [5, s. 34].

Hydroxyprolin spole¢né s Pro tvofi cca 25 % vSech AMK kolagenu. Obsah Hyp ma prav-
dépodobné¢ vliv na hydrotermalni stabilitu kolagenu. Motsky kolagen, ktery se ve srovnani
se sav¢im kolagenem vyznacuje niz§im obsahem této AMK, vykazuje niz8i hydrotermalni

stabilitu [5, s. 34-35].

Obr. 1. Triple-helix molekuly kolagenu [3, s. 21]

Obecné¢ molekuly kolagenu obsahuji pouze velmi malé mnozstvi methioninu
a aromatickych AMK — napf. tyrosinu. Tyrosin (Tyr) plni v ramci fyziologie kolagenu
velmi diilezitou roli. Pfi ptisobeni trypsinu na kolagen dochazi k odStépeni ¢asti molekuly
kolagenu, které obsahuji téméf vSechen ptitomny Tyr. Tyto ¢asti molekuly se oznacuji jako
tzv. telopeptidy. Aminokyseliny cystein a tryptofan v molekulach kolagenu zcela absentuji

[5, 5. 34-35].

Polypeptidicky fetézec je vytvoren z opakujicich se jednotek tripeptidl, kdy kazda treti
pozice je obsazena Gly: (Gly-X-Y), a kde jsou pozice X a Y zaplnény riiznymi AMK. Pfi-
blizné 35 % téchto neglycinovych pozic je obsazeno Pro, ktery se téméf vyhradné nachazi

v poloze X, zatimco poloha Y je Casto obsazena Hyp, sekvence Gly-Pro-Hyp je tedy
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pro kolagen velmi typicka. Existence repetitivnich sekvenci je obecnou vlastnosti kolage-
nu, keratinu a také fibroinu, ptedstavuje navic kontrast ke struktute globularnich bilkovin,

kde je pfitomnost té€chto opakujicich se sekvenci vyjimecna [1, s. 372], [7, s. 94], [8, s. 44].

Tab. 1. Priimérné zastoupeni AMK v kolagenu typu I' [13, 5. 336]

AMK Hodnota AMK Hodnota
Hydroxyprolin 173 Prolin 91
Kyselina asparagova 36 Hydroxylysin 16
Serin 29 Tyrosin 6
Kyselina glutamova 61 Valin 20
Histidin 4 Methionin 6
Glycin 333 Lysin 24
Arginin 47 Isoleucin 14
Threonin 20 Leucin 28
Alanin 79 Fenylalanin 17

"Data vyjadiena jako AMK zbytky/1000 zbytk

Glycinové zbytky jsou umistény ve vnitini ¢asti trojité spirdly. Toto usporadani je dano
prostorovymi divody — jejich rozméry jim dovoluji obsadit pravé tuto vnitini cast,
coz vede k tésnéjSimu semknuti a-fetézct ve findlnim kolagennim superhelixu [1, s. 372],
[8, s. 44]. Aminokyselina s bo¢nim fetézcem vétsim nez samotny atom vodiku v piipadé
Gly, by totiZ narusSila konformacni stabilitu trojité Sroubovice [7, s. 95]. Kruhova struktura
Pro vytvafi levoto¢ivou konformaci kazdého a-tetézce se tiemi AMK zbytky na otacku
[1,s. 372], [4, s. 1062]. Prolin taktéZ pfispiva ke zvySeni stability molekuly kolagenu —
jeho inkorporace do polypeptidickych fetézcli omezuje volnou rotaci okolo peptidickych
vazeb, protoze pfitomnost pyrrolidonového kruhu v jeho struktufe mu ud€luje mnohem

mensi flexibilitu [7, s. 94].

Pro stabilitu kolagennich fibril ma velky vyznam existence inter- a intramolekulérnich va-
zeb. Jedna se o van der Waalsovy interakce, hydrofobni interakce mezi nepolarnimi po-

strannimi fetézci a také vodikové vazby rtizného typu [5, s. 39-41].
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Vodikové mustky se vytvareji mezi amidovou skupinou jednoho Gly zbytku a patetni kar-
bonylovou skupinou zbytku X na sousednich fetézcich, k jejich vzniku ale dochézi také
mezi amidovymi skupinami a hydroxylovou skupinou Hyp. Vodikové mustky a van der
Waalsovy interakce ud€luji trojSroubovici kolagenu znacnou stabilitu, hlavnim piedpokla-
dem pro funkci kolagenu jakozto strukturdlniho komponentu je vSak agregace samotnych

molekul za vzniku kolagenniho vlédkna (fibrily) [7, s. 95-96].

Oblasti, které jsou bohaté na nizkomolekularni AMK, miiZzeme charakterizovat jako krysta-
lické useky s vysokym stupném uspotadanosti. Na stran¢ druhé, oblasti s vy$$im zastoupe-
nim polarnich AMK s vyssi M,, napt. kyselina asparagova (Asp) a glutamova (Glu), lysin
(Lys), arginin (Arg), se nevyznacuji uspofddanou strukturou a mohou byt az amorfni. Pra-
v¢ jejich nizsi uspotfaddanost a znacné zastoupeni polarnich skupin ma vliv na jejich reakti-

vitu, proto Ize tyto oblasti povazovat za reaktivni mista molekuly kolagenu [1, s. 372].

Na povrchu kolagennich fibril se vyskytuji i nebilkovinné komponenty, latky z fady gly-
kosaminoglykanii (GAG), vdzané vodikovymi a tzv. solnymi mustky. I ve vysoce rafino-
vaném kolagenu se miZzeme setkat s malym obsahem jednoduchych sacharidi — pentos
a hexos. V kolagenu rozpustném v kyselém prostiedi je obsaZenou hexosou glukosa, za-
timco kolagen nerozpustny v tomto prostiedi obsahuje jak glukosu, tak 1 galaktosu. Kromé
vySe zminénych monosacharidii se miiZzeme setkat taktéZ s manosou, fukosou, rhamnosou

¢iribosou [1, s. 373].

1.2 Funkce kolagenu

Kolagen, spole¢n¢ s dal§imi proteiny, tvoii extracelularni matrici pojivovych tkani (ECM),
kterd je zodpovédnd za mechanické vlastnosti (tj. soudrznost, pruznost, podporu) klize,
Slach, vazl a dal$ich tkani, kromé toho se vSak podili i na celé fad€ fyziologickych funkci.
SloZeni a struktura ECM znaéné zavisi na daném typu pojivové tkané, kde se kolagen,
v kombinaci s elastomernimi molekulami (napt. elastinem), ptirozené vyskytuje. To ji udé-
luje jedine¢né funkce a biologické vlastnosti. Specifické potfeby jednotlivych tkani maji
vliv na uspotadani kolagennich fibril v ECM. V ptipad¢ kiaze kolagen vytvaii v celém ob-
jemu dermis hustou sit’ vldken, jejichz hlavni funkci je poskytovat strukturdlni podporu
pro epidermis. Organizace je zde takova, aby byla vldkna schopna odolavat napéti ve vSech

smérech [2, s. 29-30], [6, s. 11].
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Ve slachach, které umoziuji pienos sil ze svali do kosti, jsou vldkna organizovana
do paralelnich svazkti podél hlavni osy napéti pisobiciho na $lachu, zatimco u pln¢ vyvi-
nuté kosti a rohovky tvofi vrstevnaté, pravidelné se opakujici struktury, jez jsou na sebe
navzajem kolmé, svym vzhledem tedy pfipominaji pieklizku. V ptipad¢€ rohovky je navic
nutné, aby tkan propujcovala ocni bulvé nejen dostateCnou mechanickou stabilitu,
ale 1 transparentnost, coz na ni klade urcitd strukturadlni omezeni. Pro kizi a stény tepen
rovnéz plati, ze museji byt dostateéné pevné, aby odolavaly ptisobeni tlaku, a zaroven by

mély byt i dostate¢né flexibilni [1, s. 373], [6, s. 11].

V kostech a dentinu by samotné organickd matrice nestacila zabezpecit dostate¢nou tuhost,
kterd je u téchto tkani vyzadovana, proto jsou jejich kolagenova vldkna mineralizovana
¢asticemi hydroxyapatitu. Jednim z aspektti obzvlasté dilezitym pro zabezpeceni vSech
téchto mechanickych vlastnosti vldken je pfitomnost kovalentnich vazeb mezi molekulami.
Vznik téchto vazeb je podminén procesem maturace tkani obsahujicich kolagen,
v zavislosti na stupni zesitovani se pak lisi svou odolnosti v tahu — vyssi stupeni zesiténi

jim udéluje vyssi pevnost [1, s. 373], [6, s. 11].
1.3 Fyzikalné-chemické vlastnosti kolagenu

1.3.1 Polyelektrolyticky charakter

Kolagen se tadi, stejn¢ jako 1 jiné proteiny, mezi amfoterni polyelektrolyty. K ionizaci
skupin postrannich fetézcli dochazi v zévislosti na pH prostiedi — Cast se ionizuje
v alkalické oblasti pH, cast v kyselé. Izoelektricky bod, tedy hodnota pH, pfi které amfo-
terni latka vykazuje nulovy celkovy naboj — pocet ionizovanych kyselych skupin se rovna
poctu ionizovanych bazickych skupin, je v pifipadé nativniho kolagenu roven hodnoté
pH 7, nicméné plsobenim dalSich chemickych latek se mize pohybovat v rozmezi
pH 4,5-8,0. V siln¢ kysel¢ oblasti je celkovy naboj molekuly kolagenu kladny, pokud se
molekula nachazi v prostiedi siln¢ zasaditém, celkovy naboj je pak zaporny. K dalsi cha-
rakterizaci se vyuziva tzv. izoiontovy bod. Ten ptedstavuje hodnotu pH, pfi niz je pocet
vodikovych protont pfipojenych na amino skupiny bilkoviny roven poctu protont, které
byly oddisociovany z karboxylovych skupin [1, s. 374], [5, s. 43]. Dle Freudenberga
[14, s. 2108] tato hodnota pro nativni kolagen odpovida pH 7,5, jeho hodnota ale maze byt
ovlivnéna ptitomnosti dalSich chemickych latek, stejné jako je tomu v piipad¢ izoelektric-

kého bodu.
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1.3.2 Hydratace kolagenu

Ve struktufe proteinii mizeme nalézt dva typy hydrofilnich center, ktera jsou schopna va-
zat vodu piisobenim elektrostatickych sil a pomoci vodikovych mustkl. Prvnim typem jsou
polarni skupiny vyskytujici se v postrannich fetézcich nékterych AMK zbytkli, druhym
typem jsou samotné atomy dusiku a kysliku peptidické vazby. Pro zachovani fyzikalnich
vlastnosti kolagenu je nutné pfitomnost urcit¢ého minimalniho mnozstvi vody, jez pfedsta-
vuje cca 20 % jeho hmotnosti. Pokud jsou molekuly kolagenu plné¢ hydratovany, dochazi
k ¢astecnému rozvolnéni fetézct protofibril, vzdalenost mezi sousednimi polypeptidickymi
fetézci se zvétsi z 1 nm (suchy kolagen) na 1,5-1,6 nm. Pfitomnost vody je tedy jeden

z klicovych faktort pro vysledné fyzikalni vlastnosti proteinu [1, s. 374].

1.3.3 Gelaéni vlastnosti a botnani

Kolagen mtizeme charakterizovat jako ptfechodnou koloidni soustavu — gel. Gely vykazuji
zvlastni mechanické a fyzikdln€ mechanické vlastnosti, jsou schopny zabezpecovat pfi-
sluSnym utvarim nalezitou pevnost, pruznost ¢i ohebnost, svymi vlastnostmi jsou vSak
blizké 1 kapalinam, jelikoZ umoznuji pohyb a vzajemnou interakci latek v nich rozpusté-

nych. Mezi vyznamné vlastnosti geld patfi schopnost botnat [1, s. 374], [5, s. 45].

Kozni vazivo je tvofeno az ze 70 % vodou, ¢ast této vody se oznacuje jako tzv. voda volna
(botnaci), jez je v kizi drZena kapilarnimi silami, a druha ¢ast jako voda hydratacni, ktera
je vézana koloidné. Hydrata¢ni voda pfedstavuje integrujici sloZzku vaziva a ma vliv
na samotnou stabilitu struktury kolagenu. Nachazi se podél osy molekuly a je vdzana vodi-
kovymi mitistky na kyslik peptidickych skupin. Hydratacné vazané voda je specifickd tim,
ze nerozpousti elektrolyty. Pokud se vldkno kolagenu dostane do kontaktu s vodou, béhem
procesu botnani se méni objem, délka i samotna pruznost vlakna. Na rozdil od botnaci vo-
dy, kterou je mozno odstranit mechanicky, 1ze vodu hydratac¢ni odstranit pouze susenim

[1,s. 374], [5, s. 45].

Dle mechanismu rozliSujeme botnani osmotické a lyotropni. Osmotické botnani spociva
v pronikani molekul vody sty¢nou plochou mezi pevnou latkou a rozpoustédlem v dusled-
ku existence gradientu osmotického tlaku, ktery je zaloZen na rozdilné koncentraci pohyb-
livych iontl v gelu a rozpoustédle. Gel v tomto piipad¢ predstavuje vnitini fazi, roztok fazi
vnéjsi. Po urcité dobé dojde k ustanoveni rovnovahy (tzv. Donnanova membranova rovno-

vaha), kdy je botnaci tlak vyrovnan rigiditou makromolekularni sité. V ptipadé¢ lyotropniho
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botnani dochazi k rozruseni vazeb stabilizujicich strukturu, ¢imz se snizi odpor pevné faze
proti penetraci vody a posun rovnovahy vede ke zvySeni mnozstvi vody, které je latka

schopna pojmout [1, s. 374], [5, s. 45-46].

1.3.4 Rozpustnost

Fibrilarni bilkoviny jsou obecné mnohem méné rozpustné nez bilkoviny globularni, ¢és-
te¢né se vSak rozpoustéji v koncentrovanéjsich roztocich soli. Jejich molekuly jsou tvofeny
linedrné orientovanymi molekulami. Roztoky rozpusténych vlaknitych bilkovin vykazuji
pomérné vysokou viskozitu, jelikoz pti proudéni si molekuly téchto bilkovin vzijemné
piekazeji. Z tohoto dliivodu tvofi tyto roztoky gely, a to i v ptipadé¢ pomérné nizkych kon-
centraci. U téchto soli mlizeme pozorovat tixotropni chovani, které se projevuje zkapalné-
nim gelu pfi michani a opétovnym zvysSenim viskozity, pokud je ponechan v klidu. Vlivem
michani dochazi k orientaci vlaken ve sméru pohybu, eliminuje se tak efekt vzajemného

spleteni molekul [5, s. 25].

Rozpustnost kolagenu je zadvisla na pH a iontové sile roztoku. Urcité druhy kolagenu
je mozné rozpoustét ve ziedénych roztocich organickych kyselin. Existuji rovnéz typy ko-
lagentl, jeZ je mozné rozpoustét ve studenych, slabé alkalickych roztocich soli, pfipadné
také v roztocich s neutralnim prostfedim a s dostatecnou iontovou, respektive hypertonic-
kou silou. Nativni kolagen je mozné rozpustit pouze v ptipadé, Ze se jedna o jeho agregac-
ni formy, v nichZ se jesté nevyskytuji intermolekularni pticné kovalentni vazby. V ptipadé
nerozpustnych forem kolagenu mizeme jejich rozpustnost zvysit strukturnimi Gpravami,
které vedou k rozs§tépeni téchto vazeb (chemické upravy, ¢astecna ¢i celkova tepelnd dena-
turace). Pro vyuziti kolagenu jako biomateridlu je vhodné&jsi Uiprava alkalickd, ta ma totiz

pozitivni vliv na termalni stabilitu kolagenu a pfispivdA k zamezeni tvorby fibril

v neutralnim prostiedi odpovidajicim fyziologickym podminkam [1, s. 375], [5, s. 48].

Rozpustnost kolagenu je velmi zavisla i na stafi tkané, ze které byl kolagen izolovan. Ko-
lagen dospélych jedincl vykazuje mimoiadnou robustnost a je témef nerozpustny. Za tento
fakt mize znatelné zesiténi kolagennich molekul, které do urcité miry u tkané¢ mladych

jedincti absentuje [1, s. 374], [7, s. 94].
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1.4 Biologické vlastnosti

Kolagen patii mezi latky netoxické, s obecné nizkou mirou imunogenicity. Vyskyt alergic-
kych reakci je v ptipad¢ jeho pouziti relativné nizky, nicméné u nékterych Zivocisnych
zdrojti kolagenu se pieci jen mizeme setkat i s vice ¢i méné vaznymi alergickymi reakce-
mi. Hlavnimi nositeli antigennich vlastnosti jsou ve struktufe kolagent oblasti telopeptida.
K dal$im pfednostem tohoto proteinu patii rovnéz jeho vyborna biologicka rozlozitelnost
a vstiebatelnost, pficemz tyto vlastnosti lze déale korigovat vhodnou upravou struktury,
napft. zesitovanim. Na zaklad¢ téchto vlastnosti mizeme kolagen povazovat za dobry stan-

dard pro vyrobu biomaterialt [3, s. 21], [15, s. 1-4], [16, s. 2].

Biologicka kompatibilita kolagenu je spjata se synergickym piisobenim ve vztahu k nékte-
rym dalSim bioaktivnim latkdm, navic je mozné jej kombinovat i s celou fadou syntetic-
kych latek, nejcastéji dalsich polymera. Kolagen byva n¢kdy oznacovan za latku biologic-
ky plastickou, a to diky jeho vysoké mechanické odolnosti a pevnosti v tahu [15,s. 1-4],

[16, s. 2].

K hlavnim nevyhodam kolagenu patii jeho zna¢na biologické variabilita. Hustota zesit'o-
vani, velikost vlaken a pfitomnost stopovych necistot ma zna¢ny vliv na kvalitu tohoto
skleroproteinu, jedna se tedy o velmi dulezité parametry z pohledu jeho dalsiho biotechno-
logického vyuziti. Hydrofilni charakter molekul kolagenu vede k botnéni a rychlej$imu
procesu uvoliiovani. Ve srovnani s hydrolytickou degradaci je také nutno pocitat s promén-

livou rychlosti enzymatické degradace [15, s. 4].

1.5 Typy kolagenu

V soucasnosti je zndmo piiblizné 28 rtiznych typil tohoto proteinu [2, s. 29]. Whitford
[7,s. 93] dokonce uvadi, Ze bylo dodnes identifikovano minimalné 30 specifickych typi

kolagenu, jez se mirn€ odliSuji v sekvenci AMK v jejich polypeptidickém fetézci.

Na zaklad¢é své struktury a trojrozmémé organizace lze kolagenové proteiny rozdélit
do né€kolika skupin, tzv. kolagennich rodin: kolageny tvofici fibrily (fibrilarni), kolageny
sitotvorné (mikrofibrilarni), kolageny kotvici fibrily, kolageny asociované s fibrilami (Fib-
ril-Associated Collagens with Interrupted Triple Helices — FACIT), kolageny asociované
s membranami (Membrane-Associated Collagens with Interrupted Triple Helices —
MACIT) a ostatni, napt. multiplexinové kolageny. Jednotlivé rodiny véetné typickych za-

stupct a jejich vyskytu jsou uvedeny v Tab. 2 [2, s. 29], [3, s. 21], [16, s. 3].
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Tab. 2. Prehled rodin kolagenui, véetné jejich zastupcu a vyskytu [3, s. 23], [16, s. 3]

Rodina Typ Vyskyt
| Slachy, vazy, kosti, kiize a o¢ni rohovka
II
o Plice, o¢ni rohovka, retikularni vlakna, chrupavka, cévni
Fibrilarni I . .
sténa, meziobratlova ploténka, sklivec a dermis
A%
XI | Sklivec a chrupavka
IV | Bazalni membrana
Sitotvorné
) ] Dermis, placenta, plice, chrupavka, meziobratlova plo-
(Mikrofibrilarni) VI
ténka, svalova tkan
. Sliznice ustni dutiny, délozni hrdlo, mocovy méchyft,
Kotvici Vil . .
dermalni a epidermalni spoje
IX | O¢ni rohovka a sklivec, chrupavka
XII | Slachy, vazy, dermis
FACIT
XIV | Cévni sténa, placenta, jatra, dermis a plice
XVI | Keratinocyty a fibroblasty
- Vlasovy folikul, endotel sttevni sliznice, jatra, dermalni
MACIT a epidermalni spoje, epidermis
XVII | Dermdlni a epidermalni spoje
Ostatni XV | Ledviny, hladké svalovina, fibroblasty a slinivka bfi$ni
(Multiplexiny) XVIII | Jatra a plice

1.5.1 Fibrilarni kolageny

Fibrilarni kolageny ptfedstavuji 80 az 90 % veskerého kolagenu obsazeného v lidském téle

a jedna se tedy o nejhojnéji zastoupenou skupinu. Pro tuto rodinu kolagent je typicka aso-

ciace do vysoce uspoiadanych vlaknitych struktur. Radime mezi né typy I, IL, III, V a XI,

které jsou béznou soucasti ktize, Slach ¢i chrupavek [2, s. 29-30], [12, s. 1534—-1535].
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Kolagen typu I je v lidském téle zastoupen nejhojnéji — tvoii vice nez 90 % kostni organic-
ké hmoty a je hlavnim kolagenem S$lach, vazili, rohovky a mnoha intersticidlnich pojivo-
vych tkéni. Je také hlavni slozkou lidské kiize (80 %), pficemz je zde doprovazen piede-

v§im kolagenem typu III (15 %) [2, s. 30], [6, s. 16], [7, s. 94], [12, s. 1535].

Typ II je charakteristicky ptfedev§im pro chrupavku, kde jeho zastoupeni dosahuje Casto
hodnoty vyssi nez 50 %. Ve srovnani s typem I, obsahuji fetézce typu II vétsi mnozstvi
Hyp, glukosy a galaktosy, které zprostfedkovavaji interakce s proteoglykany, tedy s dalsi-
mi typickymi komponenty vysoce hydratované ECM hyalinni chrupavky [7,s. 94],
[12,s. 1536].

Typ III vyztuzuje stény dutych struktur a je soucasti relativné elastickych tkéani, napft. pli-
cich, krevnich cévach, sttevech a d¢loze. Typ V se vyskytuje velmi ztidka, doprovazi ko-
lagen typu I, jeho relativné vysoké mnozstvi je obsazeno v rohovce. Typ XI miizeme spo-

le¢né s typem Il nalézt v chrupavce [6, s. 16], [7, s. 94], [12, s. 1536].

Molekuly kolagenu mohou byt sloZeny jak ze tii stejnych, tak i rtiznych polypeptidickych
a-fetézel. V prvnim piipadé se bavime o tzv. homotrimerickych molekulach, se kterymi se
muzeme setkat u kolagent typa II a III, v opaéném piipad€ se jedna o molekuly heteroty-
pické, jez obsahuji minimélné jeden odliSny o-fetézec. Kolageny typu V a XI obsahuji
ve své struktuie dokonce tfi zcela odlisné fetézce, které se navic, v zavislosti na konkrétni

formé proteinu, mohou odliSovat 1 v rdmci samotného typu [6, s. 16], [12, s. 1536].

V literatute se Casto mizeme setkat se zavedenou nomenklaturou pro znaceni a-fetézci:
an(N), kde N je oznaceni konkrétniho typu kolagenu fimskou ¢islici a n je pocet a-fetézcu.
Tim padem, sloZeni fetézch napt. pro kolagen typu II mize byt zapsano [ol1(11)]3, jelikoz
jeho trojSroubovice je tvofena tfemi identickymi a-fetézci. Pro kolagen typu I, ktery
je sloZen ze dvou identickych al fetézcl a tietiho odliSného a2 fetézce, mizeme zapsat

jeho strukturni slozeni jako [o1(I)]2a2(]) [6, s. 17], [7, s. 94], [12, s. 1536].

1.5.2 Sitotvorné (mikrofibrilarni) kolageny

Typy IV a VI fadime mezi kolageny sitotvorné (mikrofibrilarni) [16]. Pro tuto podskupinu
je charakteristicka Casta pfitomnost nonhelikalnich domén, kde dochazi k pieruseni motivu
Gly-X-Y [6, s. 19], [15, s. 3]. Nejvyznamng&jSim zastupcem je typ IV, n¢kdy oznaCovany

jako tzv. kolagen bazalni membrany. Bazalni membrany jsou specializované struktury na-
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chazejici se pod epitelidlni a endotelidlni vystelkou, tukovou, svalovou, respektive nervo-
vou tkani. Jedné se o relativné tenké vrstvy (obvykle o tloustce 40—50 nm) slozené nejen
z kolagenu typu IV, ale také lamininti,, proteoglykani a heparin sulfatu [4,s. 1068],
[7,s.94]. Typ IV integruje tyto dalsi komponenty do dvojrozmérné site, ktera je diky spe-
cifické struktute tohoto typu relativné flexibilni [12, s. 1538]. Molekuly kolagenu typu IV
jsou ve srovnani s fibrildarnimi kolageny také delSi a nevytvareji zadné prekurzorové formy.
Na rozdil od fibrilarnich kolageni jsou jeho N- a C-terminalni oblasti aktivné zapojovany

do formovani jeho kone¢né biologické struktury [6, s. 19].

Kolagen typu VI se nachazi pod samotnou bazalni membranou a zabezpecuje spojeni der-
mis a epidermis skrz tzv. kotvici fibrily. Hraje roli v procesu hemostazy a je strukturalni
soucasti plic, svalové tkan¢ a také chrupavek, jedna se tedy o relativné hojné se vyskytujici
typ. Jeho molekuly jsou slozeny ze tfech riznych fetézci, fadi se tedy mezi heterotrimerni
zastupce. Samotna helikalni oblast tvoii méné nez 10 % jeho struktury. Od ostatnich typl
kolagenu se odliSuje samotnym mechanismem asociace molekul, ta totiz zafind uz

v intracelularnim prostoru, tzn. uvnitf bunky [3, s. 23], [6, s. 20-21], [12, s. 1538].

1.5.3 Dalsi typy kolagenu
Kotvici kolageny

Typ VII, fadici se mezi kolageny kotvici, ukotvuje samotné fibrilarni kolageny. Tento typ
kolagenu je esencialni soucéasti dermalnich a epidermalnich spojl, vytvari navic nejdelsi
helikélni oblast mezi kolageny obratlovcii, dosahuje délky az 420 nm [3, s. 23], [6, s. 19],
[15,s. 3].

FACIT

Kolageny s pferuSovanymi helikalnimi oblastmi asociované s fibrilami typu IX, XII a XIV
maji v porovnani s fibrildrnimi kolageny spiSe mensi fetézce. Zakladnim ptedstavitelem
této rodiny kolagenti je typ IX, ktery se spole¢né s kolageny typu Il a XI vyskytuje ve tkani
chrupavek. Molekula typu IX je rovnéz tvotfena tfemi raznymi fetézci, pfiCemz fetézec
o2(IT) miZze byt substituovan fetézcem GAG, je tedy mozné jej fadit mezi proteoglykany.
Typ XIV, vyskytujici se zejména ve fibroblastech a keratinocytech, je mediatorem intrace-
lularnich signali, které ovlivituji proliferaci a bunécnou adhezi. Se zdstupci této rodiny
kolagenti se dale mizeme setkat ve sténach cév, v dermis, placenté ¢i jatrech [3, s. 23],

[6,s.21], [12, s. 1537], [15, s. 3], [16, s. 3].
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MACIT

Kolageny asociované s membranami typu XIII a XVII se podili na struktufe vlasového
folikulu, endotelialni vystelky stfev a spolecné s kolagenem typu VII jsou soucasti dermal-
nich a epidermélnich spoji. Typ XIII ovliviiuje tvorbu kosti a podili se na vaskulogenezi.
Funkce typu XVII v lidském téle neni dodnes zcela jasna, predpoklada se, ze je schopen

stabilizovat adhezi epitelidlnich bun€k k okolni extracelularni matrici [3, s. 23], [9, s. 9].
Multiplexiny

Multiplexiny, kolageny typu XV a XVIII, se sestavaji z n¢kolika nonhelikalnich domén.
Oba typy jsou asociovany s bazalnimi membranami a ve své struktuie obsahuji kovalentné
vazané GAG fetézce, patii tedy zaroven mezi proteoglykany. Kolagen typu XV je souc¢asti
fibroblastd, bun¢k hladké svaloviny, vyskytuje se také ve vystelce ledvin a slinivky bfisni.
Predpoklada se, ze typ XV prispiva k udrzeni porézni sité pod bazalni membranou, jez ma
vyznam pro diftzi extracelularnich signalnich molekul. Typ XVIII se vyskytuje ve tkani

plic a ledvin [3, s. 23], [6, s. 20], [17, s. 1, 6].

1.6 Mechanismus syntézy kolagenu v lidském téle

Proces biosyntézy kolagenu je velmi komplexni, zahrnuje nespocet intra- a extracelular-
nich dil¢ich reakci, jeZ celkové pfispivaji ke vzniku komplexni struktury a zabezpecuji

biomechanické vlastnosti kone¢nych fibril [6, s. 22].

Molekuly kolagenu jsou syntetizovany zejména fibroblasty, coZ jsou buiiky pojivové tkané
dermis, které jsou odpovédné za produkci a organizaci kolagenové matrice. Tyto bunky
jsou vétSinou diferenciovany z pluripotentnich kmenovych bunék nebo z bun€k retikular-

nich [15, s. 2].

Fibroblasty jsou citlivé na fyzikalni a chemické podnéty, které mohou indukovat jak akti-
vaci fibroblasti, tak jejich proliferaci. Chemické podnéty jsou zaloZzeny na mechanismu
»key-lock, kdy se malé ligandy vdZou na receptory umisténé na extraceluldrni membrané
fibroblastii, coz vyvolava jejich aktivaci. Fyzické podnéty pfimo souviseji s interakcemi

mezi kolagenem a fibroblasty [2, s. 30], [18, s. 463].

Syntéza kolagenniho prekursoru ve formé jednotlivych a-fetézcti probihd na membrané
ribozomi, kde dochazi ke kondenzacni reakci jednotlivych AMK za soucasného odStépeni

molekuly vody. V této formé¢ kolagenni prekurzor obsahuje signélni sekvenci, jez fidi jeho
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transport na membranu drsného endoplazmatického retikula (ER) a usnadnuje tak prichod
do jeho vnitiniho prostoru, kde je tento signalni peptid odsStépen plisobenim specifickych

protedz [1, s. 3721, [6, s. 221, [7, s. 971, [12, s. 1540].

Tomuto transportu pfedchazi hydroxylace Pro a Lys zbytki. Jednd se o velmi diilezitou
posttranslacni modifikaci, jelikoz hydroxylace vede k tvorbé vodikovych mistki, které
stabilizuji kolagen a zabezpecuji tak jeho strukturalni rigiditu, kterda mu umoziuje plnéni

role ,,biologického leseni®, respektive kostry [7, s. 289—-290].

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.1, vodikové mustky se tvoii mezi atomem kysliku karbo-
nylové skupiny jedné peptidové vazby a atomem vodiku iminoskupiny druhé peptidové
vazby. Hydroxylové skupiny Hyp vytvéreji vodikové mistky i mimo hlavni fetézec, coz

dale ptispiva ke stabilizaci molekuly [1, s. 372], [7, s. 95], [11, s. 893].

Hydroxylace probiha hlavné na zbytcich Pro v poloze Y tripletu Gly-X-Y, a to prostfednic-
tvim enzymu prolyl-4-hydroxylazy, k hydroxylaci mtize ale dochdzet i v poloze X piisobe-
nim prolyl-3-hydroxyldzy, tato varianta je ale mnohem mén¢ obvykla. Ze stérickych divo-
di dochazi k prolyl-hydroxylaci pfed samotnou asociaci trojhelikalni molekuly prokolage-
nu. Pro tuto reakci je nutna ptitomnost kysliku, askorbatu (vitamin C) a 2-oxoglutaratu.
V ptipadé, Ze se tyto latky nevyskytuji v organismu v dostateném mnozstvi, dochazi

k inhibici tvorby prokolagenu [6, s. 24], [7, s. 289-290], [12, s. 1540].

Zcela analogickym zpiisobem, plisobenim lysyl-5-hydroxylazy, jsou na patém uhliku hyd-
roxylovany 1 Lys zbytky kolagenu. Mira hydroxylace Lys se v riznych tkéanich lisi, rela-
tivné€ vysoké je jeji zastoupeni v kolagenech typu IV a VI. K hydroxylaci Lys zbytkti mize
dochazet pouze v ptipadé, ze se nachazeji v poloze Y repetitivniho tripletu Gly-X-Y. Diky
takto vzniklym hydroxylovym skupindm je moZné nasledné ptipojeni glykosylovych sku-
pin, které vytvareji pticné vazby mezi vlakny, coZz znacné piispiva ke stabilité trojSroubo-

vice [6, s. 24-26], [7, s. 289-290].

Glykosylace prostfednictvim atomu kysliku (tzv. O-glykosylace) Hyl zbytkt je specificka
pro kolagenni proteiny a ptfedstavuje vznik kovalentni vazby mezi molekulou proteinu
a cukernou slozkou — galaktozou, na niZ se vaze dalsi molekula glukozy. Casto jsou tyto
cukry pfipojovany ve form¢ disacharidovych jednotek. V této fazi se modifikované o-
fetézce spojuji za tvorby molekuly tzv. prokolagenu, v N- a C- termindlnich oblastech se

mezi fetézci vytvaieji disulfidické mulstky a centralni regiony se bali do trojité Sroubovice.
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Molekuly prokolagenu putuji pfed samotnou exkreci z ER do Golgiho aparatu (GA), kde
jsou sbaleny do sekre¢nich vezikul [6, s. 26-28], [7, s. 98-99], [8, s. 44].

Po exkreci do extracelularniho prostoru jsou z molekul prokolagenu piisobenim prokolage-
novych N- a C-proteaz odstranény useky bohaté na disulfidické mustky — tzv. propeptidy,
které usmérnuji tvorbu trojSroubovice a zabranuji vzniku velkych kolagennich fibril
ve vnitinim prostoru bunék. Takto modifikované molekuly kolagenu se oznacuji jako tro-
pokolagen. Na jejich koncovych oblastech se vyskytuji odstépitelné nonhelikdlni polypeti-
dické oblasti bohaté na aromatickou AMK tyrosin — telopeptidy. Molekuly tropokolagenu
se sdruzuji a dohromady se podili na tvorbé vyssich strukturnich celki — kolagennich fibril

[1,s.372-373], [7,98-99], [12, s. 1541].

Poslednim krokem biosyntézy kolagenu je tvorba kovalentniho zesiténi, které je v ptipadé
vlaknitych kolagenli vétSinou iniciovano enzymy ze skupiny lysyl-oxiddz. Tato skupina
enzymu je schopna pfeménit Lys nebo Hyl zbytky v N- a C- termindlnich oblastech telo-
peptidl na ptislusné peptidyl aldehydy. Tyto aldehydy poté spontdnné kondenzuji s dal$imi
aldehydy nebo s nepfeménénymi Hyl a Lys zbytky za vzniku intra- a intermolekuldrnich

kovalentnich vazeb [1, s. 373], [6, s. 23, 30-31].
1.7 Zdroje kolagenu

1.7.1 Ptirodni zdroje

K nejbéznéjsim piirodnim zdrojim kolagenu patii hovézi, veptrova ¢i kufeci tkan. Hlavni
piednosti ZivociSného kolagenu je jeho dobra dostupnost a relativné nizka potizovaci cena.
V konkrétnich pifipadech miiZze ale s opakovanou aplikaci zivo¢iSny kolagen provokovat
zanétlivé a alergenni reakce. Moznym feSenim tohoto problému je modifikace struktury
samotnych molekul kolagenu. Mezi dal$i nevyhody patii pfirozend variabilita v jeho kvali-
té¢ a mozné riziko pfenosu nemoci (zoon6z). Dal$im aspektem, ktery brani v piipadé nékte-
rych zemi v pouZivani kolagenti Zivo¢iSného pivodu, je rovnéz kulturni (ndbozenské) hle-

disko [3, s. 22], [10, s. 124-125], [19, s. 1492].

vvvvvv

na mozné riziko nakazy bovinni spongiformni encefalopatii (BSE). I pfes tuto skutecnost
je hovézi tkan stale bézné pouzivanym zdrojem kolagenu. Jednou z hlavnich nevyhod ho-

véziho kolagenu je jeho alergicky potencial, ktery se tyka ptiblizn€ 3 % populace. Hovézi
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Slachy se primyslové vyuzivaji k ziskani kolagenu typu I. Typ IV se ziskava z placentar-

nich klkii a typu II z nosni nebo kloubni chrupavky [10, s. 124-125], [19, s. 1492].

Vepiovy kolagen se fadi mezi druhy nejcastéji pouzivany zivoc¢isny zdroj pro extrakci ko-
lagenu a souvisejicich produktl, pfi¢emz se vyuzivaji hlavné veptové kosti a kiize, které
jsou dobrym zdrojem kolagenu typu 1. Veptfovy kolagen je velmi blizky tomu lidskému,
riziko potencidlni alergické reakce je tedy relativné malé, ale i v jeho pfipadé existuje rizi-

ko pienosu zoonoz [3, s. 24], [10, s. 124—125], [19, s. 1492].

Kuteci béhaky jsou taktéz dominantnim zdrojem kolagenu typu 1. DalSimi zdroji typt [ a 11
jsou kuteci kiize a krky, typy III a V se rovnéZ nachazi v kutecich krcich, typ IV mize byt

extrahovan z kureci svalové tkané [3, s. 22], [20, s. 1].

Vzhledem k obavam z mozného ptfenosu nemoci, provokace zanétlivych reakei a potenci-
alni imunologické odpovédi organismu byly zahajeny vyzkumy alternativnich ptirodnich
zdrojl. V soucasnosti jsou pravdépodobné za ten nejvice bezpecny zdroj povazovani mot-

$ti zivogichové [3, s. 22, 24], [10, s. 124].

Ryby, hvézdice, meduzy, houby, mofisti jezci, chobotnice, sépie, moiské sasanky a krevety
ptredstavuji potencidlni zdroj kolagenu, ktery ma ve srovnani s vyse uvedenymi zdroji ce-
lou fadu pfednosti. Mezi ty hlavni patii vysoky obsah kolagenu v samotnych tkanich mot-
skych zivocicht, lepsi schopnost absorpce v dasledku niz§i M;, témét zanedbatelnéd pii-
tomnost biologickych kontaminantti a toxind, mimo jiné také nizké riziko vzniku zanétlivé
a imunogenni reakce a pfipadného pfenosu nemoci. MliZeme na n& pozitivné nahliZet
1z pohledu enviromentalni pfivétivosti. Rybi hlavy, Supiny, kiZe, ploutve a kosti mohou
tvofit az 75 % hmotnosti téla, ale z hlediska primyslového zpracovani jsou povazovany
za odpadni materidl, nicméné prave tyto €asti ryb jsou vyznamnymi zdroji kolagenu, pie-
devsim typu I. Motské houby a meduzy jsou pak taktéz zdrojem typt I, IV a V [3, s. 22],
(8, s. 45], [10, s. 124].

Pouziti kolagenu v rGznych aplikacich Casto zavisi na tepelné stabilité, jez uzce souvisi
s télesnou teplotou a Zivotnim prostfedim organismi, z nichz je kolagen ziskavan. Tepelna
stabilita motského kolagenu je nizkd, coz omezuje jeho pouziti v konecnych aplikacich.
I pfesto toto omezeni je vSak v poslednich letech moZzno pozorovat znatelny piiklon prave

k motskému kolagenu [3, s. 24], [21, s. 1484].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

1.7.2 Syntetické zdroje

Syntetické materidly maji fadu zadoucich vlastnosti, jako je celkové snadnéjsi kontrola
nad materidlem, konzistentnost samotné syntézy a moznost funkcionalizace. Hlavni nevy-
hodou téchto syntetickych alternativ je vSak Casto in vivo toxicita a Spatna biodegradabilita

[19, s. 1491].

Ptikladem syntetického analogu kolagenu je materiadl komercéné pojmenovany KOD. Jedna
se o synteticky protein skladajici se z 36 aminokyselin, které se samy sestavuji do triplehe-
likalnich nanovldken a hydrogelii. Tato latka napodobujici prirodni kolagen obsahuje
ve své struktuie sekvence peptidu (Pro-Lys-Gly), (Pro-Hyp-Gly) a (Asp-Hyp-Gly). Tento
material je vyuZitelny pfedev§im v oblasti biomediciny. Diky své schopnosti zachycovat
Cervené krvinky se mize uplatiovat jako hemostatikum, dale je také schopen vazat
a aktivovat krevni desticky za vzniku sraZenin, aniz by dochazelo k provokaci zanétu

[21, s. 1484-1487].

Dalsi synteticky zdroj kolagennich bilkovin byl vyvinut pomoci postupu odvozeného
z technologie rekombinantni deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Tato technologie vyuZi-
va poznatkli genového inzenyrstvi k produkci rekombinantni molekuly DNA, jez vznika
kombinaci dvou nebo vice segmenti nepiibuznych molekul DNA. Tyto rekombinantni
molekuly jsou poté vloZeny do hostitelského organismu tak, aby doslo k vytvofeni nové
genetické kombinace s poZzadovanymi vlastnostmi. Stejného principu se vyuziva k produk-
ci raznych typt kolagenu. Syntéza rekombinantniho kolagenu zahrnuje expresi specific-
kych sekvenci DNA kolagenu v hostitelskych buitkach hmyzu, rostlin, kvasinek, ale také
savcil. Vysledkem tohoto postupu je vysoce kvalitni protein odvozeny ze zivoc¢isnych zdro-

ji bez ptipadnych kontaminanti [22, s. 2-3].

Velkou ptednosti kolagenu ziskaného touto technologii je pfitomnost intaktni (netknuté)
trojSroubovice, coz je dulezity znak biologické aktivity kolagenu. V nékterych piipadech
by totiZ tato biologicka aktivita mohla byt ztracena v dasledku chemického oSetfeni béhem

procesu extrakce kolagenu z zivocisné matrice [22, s. 2-3].

Rekombinantni kolagen dale vykazuje nizkou imunogenitu, dobrou biologickou kompati-
bilitu, rozlozitelnost a vybornou zpracovatelnost. Rekombinantni kolageny byly pouzity
v kostnich, o¢nich i koznich aplikacich vétSinou ve formé hub, v posledni dobé ale také

jako vlakna a gely [19, s. 1491-1492], [22, s. 2-3].
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Naptiklad bioaktivni kolagen typu II se stabilni trojsSroubovici specificky pro lidskou chru-
pavku lze ziskat za pouziti hostitelskych bunék larev bource morusového (Bombyx mori).
Takto ziskany kolagen pak muze slouzit k 1é¢bé revmatoidni artritidy a dal§ich onemocné-
ni spojenych s deficitem kolagenu typu II a genetickymi defekty. Ackoliv rekombinantni
technologie umoziiuje produkovat stabilni bioaktivni kolagen, je cenové nakladna
a poskytuje obecné nizky vynos. Dalsi problém spojeny s touto technologii je nedostatek
kofaktorti ¢i enzymt v systémech, které jsou rozhodujici pro stabilni tvorbu biofunkénich
a bioaktivnich kolagenti. Kvili témto nedostatkim zistava kolagen zivoc¢isného ptivodu
nadale standardem pro pouziti jak ve vyzkumu, tak v klinické praxi. Tyto okrajové oblasti
nicmén¢ mohou byt dale vyuZity jako testovaci pole pro zhodnoceni pozitiv rekombinant-
nich kolagent a pfipadné mohou pomoci dostat tyto technologie do poptedi vyzkumu tka-

nového inzenyrstvi [19, s. 1491-1492], [22, s. 2-3].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

2  APLIKACNI POTENCIAL KOLAGENU

Kolagen ma diky svym biologickym vlastnostem (viz kapitola 1.4) velky potencial
pro celou fadu biomedicinskych aplikaci. Kromé jeho fyziologické kompatibility
a vstiebatelnosti, jez je navic ovlivnitelnd samotnym stupném zesiténi, je dalsi pfednosti
kolagenu vysoka absorpéni schopnost, ktera vyplyva zjeho velkého vnitiniho povrchu
(fadové m%.cm™). Biomaterialy na bazi kolagenu jsou Siroce vyuzivany ve tkaflovém inZze-
nyrstvi, nicméné své misto ma tento protein i v kosmetickém a farmaceutickém primyslu

[1,s.378], [10,s. 125], [23, s. 5883].

V roce 2016 byla velikost globalniho trhu s kolagenem odhadnuta na 3,71 miliard USD
a ocekava se, ze do roku 2025 by jeho velikost mohla dosahnout az 6,63 miliard USD, a to
i v disledku stale rostouci poptavky po kosmetickych vyrobcich a zdravotni péci z divodu

zvétsujici se svétové populace [3, s. 25].

2.1 Biomaterialy na bazi kolagenu

Biomaterialy na bazi kolagenu jsou vyuzivany v fad¢ medicinskych obort. Jednotlivé typy
téchto biomaterialt se 1i8i svou funkci, sloZzenim i kone¢nou aplikaci. V oblasti kardiologie
a chirurgie se kolagen uplatiiuje pfi vaskularnich a srde¢nich rekonstrukcich napft. ve formeé
umélych krevnich cév ¢i srdeCnich chlopni. Aplikaéni potencidl kolagenu je ale mnohem
SirSi — nahrady ktze, kryti ran, rekonstrukce vazii, obvazové kontaktni ¢ocky, to je jen
kratky vycet potencidlnich aplikaci tohoto proteinu. Pro vyrobu biomateridlu na bazi kola-
genu jsou nejcastéji vyuzivany fibrilarni kolageny (typy L 1L III, V a XI), pfedevs§im kvili
jejich dostate¢né pevnosti [10, s. 125-126], [24, s. 1871-1872].

Podptirné systémy tkani na bazi kolagenu hraji v moderni mediciné zasadni roli. Své vyu-
ziti nalézaji pii rekonstrukcich chrupavek, kosti a také kiize. Jelikoz jsou tyto podplrné
systémy jen omezen¢ elastické, béhem procesu hojeni dochazi k jejich smr§tovani. Tato
vlastnost je Casto potlaCovana ptitomnosti dalS§iho proteinu — elastinu, ktery pfispiva

ke sniZeni tuhosti a umoziiuje 1épe korigovat smr§t'ovani kolagenu [16, s. 5].

2.1.1 Kolagenové membrany

Kolagenové membrany o tloust’ce 0,01-0,5 mm se vyuzivaji ke kryti ran (pfedev§im popa-
lenin), opravé cév, ale mohou byt vyuzity i jako nosice aktivnich latek a kmenovych bu-

nek. Aktivni latky jsou do kolagenovych membran inkorporovany na zakladé vodikovych
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¢1 kovalentnich vazeb, anebo na zadklad¢ jednoduchého zachyceni samotnou strukturou.
V praxi se nejcastéji vyuzivaji membrany vyrobené z atelokolagenu, jenz je produkovan
odstranénim telopeptidi z molekuly kolagenu pilisobenim protedz (napf. pepsinu)

[1,s.378], [15, s. 4-5, 11].

2.1.2 Kolagenové hydrogely

Kolagenové hydrogely jsou diky jednoduché vyrobé a snadné aplikaci bézné pouzivany
jako podpiirné systémy a nosice aktivnich latek. V minulosti byly napt. vyuzity jako nosice
chondrocytt pro korekci defektd chrupavky [24]. Formulace hydrogeld mohou byt dle po-
zadovanych mechanickych a biologickych vlastnosti tvofeny rtiznou kombinaci kolagenu
a dalSich ptirodnich ¢i syntetickych polymeri. Kolagenové hydrogely v kombinaci s platy
keratinocytll jsou vyuzivany k 1écbé chronickych nebo akutnich typl ran jako tzv. uméla

kize [15,s. 10-11], [16, s. 5].

2.1.3 Kolagenové houby

Kolagenové houby jsou dal§im materidlem vhodnym pro oSetfovani vaznych popalenin
a také pro kryti riznych typt ran, typicky bércovych viedi. Ze strukturniho hlediska se
jedna o houbovité resorbovatelné polymery, zaloZené napt. na bazi kyseliny mlécné a pl-
néné atelokolagenem. Tyto houby maji schopnost velmi snadno ptilnout k mokrému pod-
loZi rany, ze kterého jsou schopné odvést znacnd mnoZzstvi prebyte¢né vlhkosti (tkdnoveého
exsudatu), snizuji tak riziko sekundarni bakterialni infekce. Pro podpofeni téchto vlastnosti

je kolagen v houbéch ¢asto kombinovan s GAG [1, s. 378], [15, s. 9—-10].

2.1.4 Kolagenové Stity

Kolagenové stity ve formé vstiebatelnych obvazovych kontaktnich cocek nachéazeji své
uplatnéni v oftalmologii. Tyto Stity slouzi zaroven jako nosice aktivnich latek a jejich vy-
hodou je jednoducha aplikace na povrch o¢ni bulvy. Kolagenova matrice funguje jako re-
zervoar, aktivni latky jsou zachyceny bud’ v mezerdch matrice ve formé roztoku (pro ak-
tivni latky rozpustné ve vod¢), anebo jsou zaclenény do samotného S§titu (pro aktivni latky
ve vodé nerozpustné). Diky slzdm dochézi k proplachovani S§titu, ten se v disledku toho
rozpousti a poskytuje tak vrstvu biologicky kompatibilniho kolagenu. Vrstva minimalizuje
tteni vicek o rohovku, ¢imz chrani uzdravujici se epitel rohovky, a podporuje tak proces

1écby [3, s. 24], [15, s. 7].
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2.1.5 DalSi biomaterialy na bazi kolagenu

Mezi dalsi medicinské aplikace kolagenu patii Sici vldkna uzivand v chirurgii — tzv. ,cat-
gut“. Na rozdil od syntetickych vldken na bazi polyamidu, jsou tato vldkna vstiebatelna
a doba nutna k jejich vstiebani je zavisla na stupni zesiténi. Kolagenni netkané textilie,
které se ptipravuji bud’ mechanickym rozmélnénim vldkenného pletiva, nebo rekonstituci

z roztoku, jsou vyuzivany zejména v mechanismech pro zastaveni krvaceni [1, s. 378].
2.2 Kosmetické vyuziti

2.2.1 Topické aplikace

Pro kosmetické aplikace se uplatiiuji predevsim kolageny typu I a II [22, s. 9]. V oblasti
kosmetické péce lze tento protein vyuzit pro formulaci topickych kosmetickych ptipravki,
kde se jeho vlastnosti promitaji zejména do vyvoje krémil a gelti pro suchou plet’ [3, s. 24],

[16, s. 6].

Sucha kiize (xerodermie) je bézny stav pokozky, ke kterému dochézi v disledku nedosta-
te€né hydratace kiize a omezené tvorby koZzniho mazu. Tento stav je obvykle zplisoben
klimatickymi zmé&nami, zejména v zimé, kdy je relativni vlhkost vzduchu nizka, ale mtze
statek vitaminu A ¢i D), uZivani nékterych 1€kli nebo vyskyt systémovych onemocnéni.
Ptipravky pro péci o suchou pokozku jsou tvofeny komplexnimi formulacemi kosmetic-
kych ingredienci, mezi hlavni ptisady téchto ptipravkl patii zvlh¢ujici latky — humektanty,
které jsou schopné piimo zvySovat obsah vody v epidermis, a emolienty, jez diky svym

vlastnostem omezuji unik vody z pokozky [22, s. §].

Collagen je Castou piisadou v mnoha kosmetickych formulacich, zejména pletovych kré-
mech a télovych mlécich. Diky jeho pfirozené schopnosti vdzat vodu se uplatiuje jako
pfirodni zvlh¢ujici latka. Na rozdil od humektantt s nizkou molekulovou hmotnosti (napf.
Glycerin a Urea), Collagen spadd mezi latky s relativné velkou molekulou, nepronika tedy
pfimo do pokozky a zlstava na jeji svrchni vrstvé — stratum corneum (SC), kde vytvari
tenky film, ktery redukuje mnoZzstvi vody unikajici z pokozky — snizuje TEWL a zarovenl
vaze vlhkost ze vzduchu, ¢imz dale pfispiva k udrzeni hydratace pokozky [3, s. 24],

[22, s. 8], [25, s. 1-2], [26, . 107].
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Krom¢ ptipravkl pro suchou pokozku se Collagen vyskytuje 1 v kosmetickych ptipravcich
pro korekci projevt starnuti a redukci vrasek. Tvorba vrasek je jednim z typickych ptizna-
ki starnuti klize, nicméné samotny proces starnuti je velmi komplikovany. Zmény souvise-
jici se starnutim kliZze jsou zpisobeny strukturalnimi modifikacemi kozni tkané€, k cemuz
dochazi zejména pusobenim volnych radikala produkovanych vétSinou ultratialovym (UV)
zafenim a do jisté miry bunéénym metabolismem. Dulezitym faktorem je ale i samotny
vék, napt. schopnost doplilovat kolagen ve tkéanich s pfibyvajicim v€kem klesa piiblizné
0 1,5 % rocné. Jak jiz ale bylo zminéno, molekuly kolagenu jsou pfili§ velké na to, aby
byly schopny pronikat rohovinovou vrstvou kiize az k fibroblastim dermdlni vrstvy, nema-
ji tedy pfimy vliv na produkci kolagenu v kizi [2, s. 30-37], [16, s. 6], [22, s. 9],
[27,s. 150-152].

V ptipad€ kolagennich peptidi je ale situace odlisné. Chai a kol. [28] ve své studii zhodno-
tili vlastnosti kolagennich peptidil izolovanych z rybich Supin. Vysledky ukazaly, Ze tyto
peptidy, jejichz primérnd M, se pohybovala v rozmezi 1,3-4,5 kDa, byly s vyuzitim Fran-

cova typu komurek schopny v riizné mite proniknout skrz SC do epidermis a dermis.

Potencialnim vyuZitim motského kolagenu v topickych aplikacich se ve své studii zabyvaji
také Swatschek a kol. [26]. Cilem jejich studie bylo srovnat G¢inek formulaci s obsahem
Collagen izolovaného z motské houby Chondrosia reniformis a komeréné bézné dostup-
ného piipravku s obsahem tohoto proteinu z konvencnich zdroji. Vysledky experimentalni
¢asti studie ukazaly jen velmi nepatrné rozdily ve vlivu testovanych vzorkl na biofyzikalni
parametry kize. Moisky kolagen je tedy moZzné povaZovat za plnohodnotnou alternativu

ke konven¢nim zdrojim.

2.2.2 Perioralni aplikace

Kromé topicky aplikovanych kosmetickych ptipravki se s kolagenem ve formé jeho hyd-
rolyzati miiZzeme setkat i v ramci dopliikli stravy bojujicich proti starnuti kiize. Hydrolyzed
Collagen se obecné sestava z drobnych peptidii o nizké M, kterd se pohybuje v rozmezi
0,3—-8 kDA. Biologicka hodnota kone¢ného HC zavisi na jeho primérné molekulové veli-
kosti, kterd se muze liSit v zavislosti na metodice pouzité k jeho extrakci. Kolagenové mo-
lekuly jsou denaturovany a castecné hydrolyzovany za vzniku zelatiny (M: = 100 kDa).
Zelatina miZze byt poté rozloZena na malé peptidy pomoci specifickych enzymi se §tépnou

aktivitou (proteazy) 2, s. 32-33], [22, s. 9].
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Rada peptidi, které vykazuji aktivitu in vitro, nicméné ztraci svou aktivitu v disledku tra-
veni, jelikoz jsou nachylné k u€inklim hydrolytickych peptidaz v gastrointestinalnim trak-
tu. Urcité skupiny peptidil, zejména ty s C-terminalnimi Pro nebo Hyp zbytky, mohou pro-
chazet stievni bariérou, vstupovat do ob&hu v kvantitativné vyznamnych mnozstvich a byt
tak biologicky aktivni. Pro efektivni biologickou u¢innost musi byt peptidy absorbovany
ze stfeva v neporuSeném stavu a musi tak byt odolné vii¢i degrada¢nimu uc¢inku plazmatic-
kych peptidaz. Jen tak miize byt zabezpecena jejich biologickd aktivita v cilovych orga-

nech [22, s. 9], [29, s. 2315].

Stupen pfestupu pies tuto stfevni bariéru mize ovliviiovat G¢innost peptidi HC v cileném
organu — napt. kizi. Je tedy dilezité brat v potaz, v jaké formé a mnozstvi mohou byt ko-
lagenni peptidy viibec absorbovany. Tuto skute¢nost ndm blize popisuji pojmy biodostup-

nost a biodistribuce [2, s. 34].

Pojem biodostupnost miizeme definovat jako relativni mnozstvi dieteticky bioaktivni latky,
ktera je schopna piekonat intestindlni bariéru, dosahnout krevniho fecisté a je tim padem
k dispozici pro metabolické procesy nebo uloZeni v téle (v tomto kontextu, v kiizi). Biodis-
tribuce je bézné definovana jako proces, kterym latka dosahuje cilené tkané skrze krevni
cirkulaci. Mezi faktory, které mohou ovlivnit stupeni biodistribuce, patii krevni obéh,
ale i chemické vlastnosti dané latky — napf. molekulovd hmotnost a polarita [2, s. 36],

[30, 5. 228].

Watanabe-Kamiyama a kol. [31] studovali distribuci kolagennich peptidi v kiizi a ostat-
nich tkanich potkanti in vivo. Béhem studie byly laboratornim potkaniim podany peptidy
HC oznagené radioizotopem uhliku *C. Radioaktivita byla poté méfena v riiznych tkanich
behem 0. az 6. hodin a po 14 dnech od podani. Vysledky prokdzaly, Ze radioaktivita byla
v kiizi stale pfitomna v relativn€ vysokych hladinach i 14 dni po provedeni experimentu.
To poukazuje na schopnost téchto peptidii dosahnout dermis v kiizi, kde je pozorovan je-

jich hlavni pfinos.

Kolagenové oligopeptidy pilisobi jako signalni molekuly, které se vazou na receptory pii-
tomné na membrané fibroblastli a stimuluji tak produkci kolagenu, elastinu a kyseliny
hyaluronové, kterd dale pfispiva ke zvySeni hydratace klize a omezuje tvorbu vrasek
[22,5. 9], [32, s. 32]. To doklada i studie Ohary a kol. [33], jeZ se zabyva ufinkem peptidl
HC na stimulaci proliferace fibroblast a syntézy kyseliny hyaluronové in vitro. Nejvyssi

efekt byl pozorovan u dipeptidu Pro-Hyp v koncentraci 200 nmol-ml™!, kdy doslo ke zvy-
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Seni proliferace fibroblastli o 150 % a ke zvySeni syntézy kyseliny hyaluronové o 380 %.
Dle Zhanga [34] ma HC schopnost redukovat i zanétlivé procesy v organismu. Tento efekt

je pravdépodobné zaloZen na inhibici produkce prozéanétlivého cytokinu pres chemicky

fizené iontové kanaly.
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3 CIiLE PRACE

Cilem teoretické Casti prace bylo zpracovat literarni reSersi zabyvajici se vlastnostmi, zdro-
ji a moznostmi vyuziti kolagenu a jeho hydrolyzatt v oblasti kosmetickych a biomedicin-

skych aplikaci.

V praktické ¢asti bylo cilem pfipravit modelové formulace s obsahem Hydrolyzed Colla-
gen v riiznych pomérech, a to s vyuzitim gelového a krémového zakladu; pomoci neinva-
zivnich bioinzenyrskych metod na skupiné dobrovolniki sledovat €¢innost téchto formula-
ci na vlastnosti pokozky — TEWL, hydrataci a pH; naméfend data statisticky vyhodnotit

a vhodné diskutovat.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

35

II. PRAKTICKA CAST
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité materialy a chemikalie

Hydrolyzed Collagen

Ptislusné formulace byly pfipraveny s kolagen-elastinovym hydrolyzatem z kratkych §lach,
jenz byl izolovan v neutralnim prostiedi pfi teploté 100 °C. Hydrolyzat o M; = 4,6 kDa byl
vyroben v laboratofi Ustavu inZenyrstvi polymerat Fakulty technologické Univerzity To-
mase Bati ve Zlin¢ v ¢ervnu 2018.

Krémovy a gelovy zéklad

» krémovy zaklad (Fagron a.s., Olomouc); slozeni dle INCI: Aqua, Paraffin, Paraffinum
Liquidum, Cetearyl Alcohol, Laureth 4, Sodium Hydroxide, Carbomer, Methylparaben,
Propylpareben;

» gelovy zdklad (Fagron a.s., Olomouc), slozeni dle INCI: Carbomer, Aqua, Methylpara-
ben, Propylparaben, Sodium Hydroxide.

Chemikalie
» destilovana voda;

= dodecylsulfit sodny (Sigma Aldrich, CR).

4.2 Pouzité pomiicky a zarizeni

Béhem ptipravy formulaci a méfeni jejich ucinnosti byly pouzity tyto laboratorni pomuc-
ky: filtra¢ni papir, pinzeta, naplast, niizky, popisovaci lihovy fix, sklenéné Petriho misky,
odmérné baniky (objem 250 ml), vaZenka, plastové ty¢inky, plastovd odmérna kadinka (ob-
jem 250 ml), laboratorni 1Zi¢ka, plastové kelimky (objem 50 ml) s vickem, 2ml injek¢ni

sttikacky, exsikator.

Dale bylo vyuzito nize uvedenych pftistroju:

= Lednice;

= Laboratorni vahy (KERN & Sohn GmBH, Némecko);
=  Michadlo RZR 2020 (Heidolph, Némecko);

= Stanice MPAS (Courage+Khazaka electronic GmbH, Némecko);
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= Sonda Corneometr CM 825 (Courage+Khazaka electronic GmbH, Némecko);
» Sonda Tewametr TM 300 (Courage+Khazaka electronic GmbH, Némecko);

* pH metr Skin-pH-Meter pH 905 (Courage+Khazaka electronic GmbH, Némecko).

4.2.1 Stanice MPA 5

Stanice MPA 5 (Obr. 2) ptedstavuje adaptérovy systém (Couraget+Khazaka electronic

GmbH, Némecko) vybaveny pro ucely méfeni sondami: tewametr, korneometr a pH metr.

Obr. 2. Stanice MPA 5 (zleva sonda
PpH metru, tewametru a korneometru)

Tewametr TM 300 (Courage+Khazaka electronic GmbH, Némecko) s otevienou konstruk-
ci komtrky slouzi k méfeni TEWL. Sonda ve tvaru vélce je z obou stran oteviena a obsa-
huje senzory relativni vlhkosti (hygrosenzory) spolené s teplotnimi ¢idly (termistory).
Na zakladé téchto snimacl je métfen gradient tlaku vodni pary nad povrchem kiize. Tento
gradient z4visi jak na rychlosti difuze vody ze SC — TEWL [g-m™-h'], tak i na rychlosti
odpatrovani vody z povrchu kize — tzn. na okolnim mikroklimatu. Proto je nutné v ramci
moznosti co nejvice eliminovat ptipadné poceni. NaruSeni bariérové funkce kiize vede
ke zvySeni TEWL, coz je detekovano zvysenim hodnoty naméfené sondou. Samotné zvy-

Seni hodnoty TEWL vSak nemusi pfimo indikovat poskozeni bariérové funkce, vzdy
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je totiz nutné brat v potaz i uroven hydratace kiize a vliv okolni teploty, nicméné méieni

je dobrym ukazatelem funkce kozni bariéry a stavu epidermis [35, s. 64, 99—-100],

[36, s. 85], [37, s. 4].

Stupnice pro interpretaci hodnot tewametru je uvedena v Tab. 3.

Tab. 3. Stupnice pro interpretaci hodnot tewametru [38]

Interpretace Hodnoty TEWL [g-m2-h]
Velmi dobry stav 0-9
Dobry stav 10-14
Normalni stav 15-25
Napjaty stav 26-29
Kriticky stav Nad 30

Ke stanoveni urovné hydratace klize bylo vyuzito korneometrické méfeni. Metoda je zalo-
Zena na monitorovani zmeén elektrické kapacity na povrchu kiize, ptficemz je vyuzivano
relativné vysoké dielektrické konstanty vody. Korneometrickd sonda CM 825 (Cou-
rage+Khazaka electronic GmBh, Némecko) se sklada z keramické desticky, ke které jsou
zapojeny zlaté prouzky plnici charakter desek kondenzatoru. Diky konstrukci méfici hlavy
sondy je po jejim piiloZeni na povrch kiize zabezpecena stejnd hloubka méteni (ptiblizné
prvnich 10 az 20 pum v SC), coz zajistuje reprodukovatelnost méfeni. Nameétené hodnoty

se uvadéji v korneometrickych jednotkach [k. j.] [35, s. 250-252], [39, s. 35].
Stupnice pro vyhodnoceni méfenych hodnot korneometrem je uvedena v Tab. 4.

Tab. 4. Stupnice korneometru [40]

Typ kuze Hydratace [k. j.]
Normalni Nad 45
Sucha 3045

Velmi sucha Pod 30
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K méfeni pH byl vyuzit integrovany pH metr pH 905 (Couraget+Khazaka electronic
GmBh, Némecko) vybaveny plandrni membranovou sondou, kterd umoziuje spolehlivé

potenciometrické uréeni zmén pH kozniho povrchu [41, s. 59-60].
Stupnice pro vyhodnoceni pH je uvedena v Tab. 5.

Tab. 5. Stupnice pH metru [42]

pH Od 38 | 40 | 43 | 45|50 |53 5557|5962/ 65 Nad
3,5 6,5
Zena Kyselé Neutralni Zasadité
Muz Kyselé Neutralni Zasadité

Postup méteni je velmi podobny, vSechny tfi sondy se na dané misto ptikladaji pod pravym
uhlem. V ptipad¢ tewametru se sonda ptilozi na métené misto, tlaitkem na rukojeti zafi-
zeni se aktivuje mefeni a opétovnym stiskem tlacitka se méfeni ukonci. Sonda korneome-
tru po pfiloZeni a zatlaeni automaticky zaznamenava jednu hodnotu. Na rukojeti sondy

pH-metru se rovnéZ nachazi tlacitko, jeho stisk vede k pfimému zaznamenani hodnoty pH.

4.3 Priprava formulaci

V prvni fazi bylo pfipraveno 50 g kosmetickych formulaci s 0,5 a 2 % HC, které byly ho-
mogenizovany na michadle RZR 2020 (Heidolph, Némecko) po dobu 10 minut
pii 1050 ot-min’' do gelového a krémového zakladu (Fagron a.s., Olomouc). Navazky jed-
notlivych slozek uvadi Tab. 6. Formulace byly pifevedeny do plastovych kelimki o objemu

50 ml s vickem a byly skladovany v lednici pii teploté 5 = 1 °C.

Tab. 6. Navazky jednotlivych slozek pro pripravu formulaci

Formulace Navazka HC |g] Navazka zakladu [g]
Krém + 0,5 % HC 0,2489 49,8741
Krém + 2,0 % HC 0,9987 49,0071
Gel +0,5 % HC 0,2501 49,7663
Gel +2,0 % HC 1,0050 49,0331
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4.4 Soubor dobrovolnic

Cilem experimentu bylo zhodnoceni in vivo G€innosti formulaci s obsahem HC. Méfeni se

zucastnilo 9 dobrovolnic ve véku 21-45 let (primérny veék 27,2 £ 8,5).

Dobrovolnice byly pfed zaatkem experimentu seznameny s pribéhem meéfeni, pouceny
0 bezpec€nosti a moznych rizicich spojenych s méfenim. Vyplnily dotaznik o svém zdra-
votnim stavu (pfiloha P I) a podepsaly individudlni informovany souhlas (ptiloha P II).
Dale byly pouceny, aby v prubéhu experimentu nepouzivaly k myti testované oblasti zadné
kosmetické ptipravky, ale pouze vodu, dale aby danad mista osuSily jen mirnym poklepem
meékkého ruéniku. V den realizace bylo dobrovolnicim vzdy pfipomenuto, aby nevykona-
valy pfed vlastnim méfenim naro¢nou fyzickou aktivitu a dostavily se 15 minut pted jeho

zacatkem kvuli aklimatizaci.

4.5 Organizace méreni

Praktické méteni ti¢innosti formulaci s obsahem HC probihalo ve dnech 22. 1. — 8. 2. 2019

za standardnich podminek v klimatizované laboratoii (T = 22,5-23,8 °C, RH = 31-33 %)).

Testované formulace byly nadavkovany do popsanych injek¢nich stiikacek, které byly

ulozeny do exsikatoru (Obr. 3).

Obr. 3. Predpripravené formulace
v exsikatoru
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Pro ptfedipravu (odmasténi) pokozky volarni strany piedlokti dobrovolnic byl pouzit
0,5% roztok dodecylsulfatu sodného (SDS) v 0,9% fyziologickém roztoku. Prouzky fil-
tracniho papiru pro predipravu pokozky byly nastfihany na obdélniky o velikosti 2 x 4 cm.

Naplast pro zafixovani pfipravenych papirka na kiizi byla nastfihdna v délce cca 7 cm.

Predptipravené prouzky filtracniho papiru napusténé 0,5% roztokem SDS byly piikladany
na mista volarni strany pfedlokti dobrovolnic a zafixovany naplasti po dobu 4 hodin.
Po uplynuti této doby byly odstranény a mista jejich lokalizace byla oznacena lihovym

fixem.

Takto ptredptipravena pole (Obr. 4) byla pfed nanesenim formulaci postupné prométrena
jednotlivymi sondami. Sondami byly na levé ruce také zjiStovany parametry ptirozené¢ho

stavu pokozky, dale v textu je toto misto prezentovano jako kontrola.

Obr. 4. Aplikacni schéma (K — kontrola; P — preduprava; 1 —
gel zaklad; 2 — gel 0,5 % HC; 3 —gel 2,0 % HC; 4 — krém za-
klad; 5 —krém 0,5 % HC; 6 —krém 2,0 % HC)

Meéieni probihalo vzdy ve stejném potadi, nejprve bylo nameétfeno celkové 15 hodnot
TEWL pomoci tewametru TM 300, poté 5 hodnot hydratace pokozky pomoci korneometru
CM 825 a nakonec byla zméfena jedna hodnota pH koZzniho povrchu pomoci pH me-

tru 905.
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Po dokonceni tohoto uvodniho méfeni byly na dand mista (Obr. 4) pomoci injek¢éni stii-
kacky naneseny modelové formulace v objemu 0,1 ml a pomoci plastové tyCinky pak byly
rozetteny po celé plose oznaceného pole. Pro srovnavaci ucely bylo kromé kontroly pone-

chano bez aplikované formulace i jedno z odmasténych poli.

U vsech probandt byl dodrzen stejny postup — vSechna méteni byla opakovana po 1., 2.,

3.,4.,24. a48. hodiné.

4.6 Zpracovani namérenych dat

Veskera namétena data byla zpracovana a statisticky vyhodnocena v programu Microsoft
Office Excel (2019). Vyhodnoceni ziskanych hodnot ptislusnych veli¢in v ¢asech 0, 1, 2,

3,4, 24 a 48 hodin bylo provedeno nésledujicim zptisobem:

Hydratace — po vylouc¢eni odlehlych hodnot Dean-Dixonovym testem byl vypocten aritme-

ticky primér a smérodatnd odchylka.

TEWL — z namétenych 15 hodnot bylo prvnich 5 vylouc¢eno z divodu vyssi relevantnosti
dalsich méfeni, eliminace chyb a vyrovnavani teploty uvniti komtrky sondy a teploty po-
vrchu pokoZky vyznaceného mista, ze zbylych 10 hodnot byl vypocitan aritmeticky primér

a smérodatna odchylka.

pH — stejné jako v ptipadé piedeslych veli€in byl ze ziskanych hodnot vypocitan aritmetic-

ky primér a smérodatna odchylka.
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5 VYSLEDKY MERENI]

Kapitola shrnuje vysledky in vivo testovani modelovych formulaci (gel a krém) s 0,5 a 2%
obsahem HC. Ve studii byl sledovan vliv pouzité¢ho vehikula a aktivni latky na bariérovy

a hydratacni ucinek a hodnotu pH.

Utinky formulaci na vlastnosti pokozky stanovené postupy popsanymi v kapitolach 4.5
a 4.6 jsou prezentovany sloupcovymi grafy (Obr. 5-7), které vyjadiuji primérné hodnoty
vcetné odchylek sledovaného parametru (TEWL, hydratace, pH) v pfislusnych ¢asovych
intervalech. Horizontélni linie umisténé v grafu prezentuji primérné hodnoty parametru
monitorovaného ptirozené¢ho stavu pokozky volarni strany ptedlokti (---) a pokozky upra-

vené 0,5% roztokem SLS po 4 hodinach plsobeni tohoto roztoku (—).

Uroven pusobeni studovanych formulaci vii¢i pouzitym zakladim (gel a krém bez HC)
doplnuji Tab. 7-9.

5.1 Vyhodnoceni méreni transepidermalni ztraty vody

Tato cast prace shrnuje vysledky vyhodnoceni vlivu formulaci s obsahem HC na Uroven
TEWL. Vysledné hodnoty TEWL se smérodatnymi odchylkami za sledovany casovy in-
terval shrnuje Obr. 5. Zhodnoceni procentudlnich rozdili sledovanych formulaci

s obsahem HC vi¢i vychozim kosmetickym zakladiim poskytuje Tab. 7.

Tab. 7. Zména bariéroveé ucinnosti formulaci s HC vuci zakladnim formulacim

Rozdil TEWL [%]
Cas [hod] Gel Gel Krém Krém
0,5 % HC 2,0 % HC 0,5 % HC 2,0 % HC
1 3,0 —6,0 —5,4 -1,1
2 —-16,5 —18,9 =713 =3,7
3 —11.4 2.6 —11,9 —59
4 —-10,5 -3, —-11,0 =59
24 —5,5 -3,1 —6,4 —4,8
48 —23,2 —25,4 -12,4 -3,3
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Obr. 5. Vliv formulaci na TEWL (kontrola ---; preduprava —)

Jak je patrné z Obr. 5, preduprava pokozky volarni strany predlokti odmasténim 0,5% roz-
tokem SDS po dobu 4 hodin vedla ke zvySeni hodnoty TEWL. Irita¢ni roztok byl pouZzit
z diivodu eliminovani individudlnich faktordi (pfitomnost kozniho mazu, potu atd.), tedy

pro nastaveni stejnych vychozich podminek.

V 1. hodiné po aplikaci bylo pozorovéano snizeni hodnoty TEWL z pokoZky, které mohlo
byt zpusobeno vytvofenim okluzivniho filmu diky pfitomnosti HC ve formulacich
a nastolenim repara¢nich mechanismti pokozky. Filmotvorny efekt byl nejvice patrny

u gelovych formulaci s ptidavkem HC.

Béhem dalSiho sledovani ucinnosti vSech testovanych formulaci doSlo k nartstu TEWL,
ale v rozsahu hodnot odpovidajicich velmi dobrému ¢i dobrému stavu pokozky dle stupni-
ce uvedené v Tab. 3. Dal§im poznatkem je snizeni hodnot TEWL formulacemi s obsahem

HC oproti formulacim zakladnim, a to béhem trvani celého experimentu.

Nejvyznamnéj$i zmény byly zaznamenany po dvou hodinach pisobeni. Gel s 0,5 % HC
vuci gelovému zakladu upravoval odpatfovani epidermdlni vody o 16,5 % na hodnotu
10,6 gm™2-h!, gel s 2,0 % HC dokonce o 18,9 %, (10,3 g-m™-h!). TaktéZ krémové formu-
lace obsahujici HC snizovaly ztratu vlhkosti pokozky vyraznéji nez krémovy zéklad.
V ramci 3. a 4. hodiny byly pozorovany podobné Gcinky testovanych formulaci na kozni

bariéru.
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Hodnoty ziskané po 24 hodinach od aplikace patfily k t€m nejvySsim, rozdily v ucinnosti

mezi jednotlivymi formulacemi s HC byly nepatrné.

K poslednimu méteni doslo po 48 hodinach. Nejvyssi hodnotu v tomto pripad¢ vykazovala
oblast predlokti oSetfena gelovym zakladem, u niZ byla zjisténa i celkové nejvyssi hodnota
v ramci vech ¢asovych intervaléi experimentu, 13,8 g-m™?-h"!. Velmi dobré vysledky byly

piekvapiveé pozorovany u pokozky s aplikaci gelovych formulaci s obsahem HC.

Celkové je mozZné fici, Ze obsah HC ve formulacich snizuje miru TEWL z pokoZky. Co se
tyce optimalniho ptidavku HC, lepsich vysledkd bylo ve vétsiné ptipadi dosazeno u for-
mulaci s niz§im obsahem HC — 0,5 %. Oproti kosmetickym zakladim bez obsahu HC tyto
formulace snizovaly mnozstvi vody unikajici z pokozky casto o vice nez 10 %. Velmi za-
jimavy je zejména vysledek méteni po 48 hodinach od aplikace, kdy byly u gelovych for-

mulaci s obsahem 0,5 % HC pozorovany oproti zakladiim hodnoty nizsi o vice nez 20 %.

5.2 Vyhodnoceni méreni hydrata¢nich ucinki

Dale budou v praci uvedeny vysledky naméfenych hodnot hydratace, jejich souhrn je
ve form¢ aritmetickych primér a smerodatnych odchylek uveden na Obr. 6. Stejné jako
v ptipadé¢ hodnoceni TEWL byly srovnany rozdily v G¢innosti samotnych kosmetickych

zakladii a formulaci s obsahem HC aplikovanych na pokozku (Tab. 8).

Tab. 8. Zména hydratacni ucinnosti formulaci s HC viici zakladnim formulacim

Rozdil hydratace [%]
Cas [hod] Gel Gel Krém Krém
0,5 % HC 2,0 % HC 0,5 % HC 2,0 % HC
1 -17,7 —44.2 -22,0 —34.4
2 —20,6 —32,5 —-20,8 —-25,8
3 —23,5 —29.,9 —-18,3 -22,0
4 -17,1 25,3 -8,5 —-13,0
24 3,5 4,5 7,1 =17,7
48 0,7 43 -9,1 -10,3
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Obr. 6. Vliv formulaci na hydrataci (kontrola ---; preduprava —)

Hodnota hydratace kontroly v 0. hodiné€ byla stanovena na 30,7 k. j., pfediprava pokozky
roztokem SDS vedla ke snizeni hodnoty hydratace pokoZzky na 22,6 k. j.

Hydratace zjisténa béhem 4 hodin od aplikace testovanych formulaci ukazuje pokles hod-
not oproti pokozce neoSetfené. Vyjimkou byla hydratace naméfend na misté s aplikaci
krémového zékladu. Pridavek HC mél negativni efekt na hydratacni Gc¢inek formulaci
ve srovnani s vychozimi kosmetickymi zéklady, konkrétni zmény jsou uvedeny v Tab. 8.
Po 4. hoding doslo vlivem ptisobeni piedevsim krémovych formulaci s HC ke zvyseni hyd-

ratace pokozky.

Meéieni po 24 hodinach ukézalo nartist hydratace u vSech sledovanych mist na pokozce
volarni strany piedlokti. Nejvyssi hydratace — 33,6 k. j. bylo dosahnuto krémovym zékla-
dem, naopak nejmensi mira hydratace byla pozorovana u gelového zakladu — 28,9 k. j.
V ptipad¢ formulaci s HC byla pokozka hydratovana stejnomérné bez vlivu koncentrace
hydrolyzatu. U pokoZky s aplikaci gelovych formulaci s HC byly monitorovany vyssi hod-

noty hydratace nez u pokozky oSetiené pouhym gelovym zakladem.

Béhem posledniho hodnoceného ¢asového intervalu, tedy po 48. hoding byl zjistén obdob-

ny hydrata¢ni efekt jako po 24 hodinach plisobeni testovanych vzorkiti formulaci.
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Ptidavek HC ve vétSin€ pripadi snizoval hydrataéni ucinek formulaci. Krém a gel
s obsahem 2,0 % HC vykazovaly obecné horsi efektivitu ve vztahu k hydrataci pokozky
nez jejich analogy s obsahem pouze 0,5 % HC.

Vyjimky tvofila méfeni provedend po 24. a 48. hodin¢, kdy gelové formulace s obsahem
HC nejenze vykazovaly vyssi troven hydratace ve srovnani se samotnym gelovym zakla-
dem, ale ptekvapivé byla vyss$i mira hydratace pozorovana u gelové formulace s vysSim
obsahem HC — 2,0 %. Je nutné ovSem podotknout, Ze po 48 hodinach se uroven hydratace
vracela k ptivodnim hodnotdm zjisténych na zacatku experimentu, jinymi slovy plsobeni

aplikovanych formulaci po tomto ¢ase odeznivalo.

5.3 Vyhodnoceni méieni pH

Poslednim hodnocenym parametrem bylo pH kozniho povrchu. Stejné jako v piipadé dvou
ptedchozich veli¢in byly vypocteny aritmetické priméry namétenych hodnot pH 1 jejich
smérodatné odchylky. Grafické vyjadfeni je zobrazeno na Obr. 7. Rozdily mezi pH pokoz-

ky oSetfené zakladni gelovou a krémovou formulaci a formulacemi s HC shrnuje Tab. 9.

Tab. 9. Zména pH pokozky viivem formulaci s HC viici zakladnim formulacim

Rozdil pH [%]
Cas [hod] Gel Gel Krém Krém
0,5 % HC 2,0 % HC 0,5 % HC 2,0 % HC
1 —4,2 —6,3 1,9 1,9
2 -12,2 —-16,3 3,9 2,0
3 —4,3 =8,7 6,0 2,0
4 —-10,6 —-14,9 4,1 2,0
24 2,1 0,0 —4,1 -2,0
48 6,7 2,2 4,3 2,2
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Obr. 7. Vliv formulaci na pH pokozky (kontrola ---; preduprava —)

Vychozi hodnota pH kontrolniho mista byla stanovena na 4,7. Odmasténi pokozky mélo

vliv na zvyseni pH, které dosahlo hodnoty 5,3.

PokoZka oSetfend gelovymi formulacemi uZ béhem 1. hodiny méfeni vykazovala niz$i
hodnoty pH ve srovnani s jejich analogy na krémové bazi. Tento efekt byl pozorovan

1 béhem 2. az 4. hodiny.

U pokozky s krémovymi formulacemi doSlo béhem 1. az 4. hodiny, na rozdil od pokozky
s nanesenymi gelovymi formulacemi, k mirnému naristu pH vici vychozi hodnoté zjisténé
na misté s krémovym zakladem. Nejvyssi rozdil — 6 % byl pozorovan u pokozky oSetiené

krémovou formulaci s 0,5 % HC ve 3. hodiné.

Béhem 24. hodiny byly hodnoty pH na vSech sledovanych mistech pomérné vyrovnané
ana zavér méfeni, tedy po 48 hodinach, byly naméfené hodnoty pH téméf na pfirozené
urovni kyselosti plasté pokozky z pocatku experimentu a odpovidaly fyziologicky neutral-

nim hodnotdm uvedenym v Tab. 5.
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6 DISKUSE

Vyvoj novych kosmetickych formulaci je iniciovan potiebou kosmetologl fesit problémy
predevsim se vznikem suché pokozky a vyvijet tak ptipravky s hydratacnim ¢i okluzivnim
ucinkem. U zvlhc¢uyjicich pifisad — humektanti se velmi Casto setkdvame s nespravnou in-
terpretaci mechanismu jejich ucinku, a to ze dodavaji pokozce piimo potiebnou vlhkost.
Jelikoz humektanty patii mezi latky hygroskopické a tim padem velmi snadno vazou
vzduSnou vlhkost, jejich uUc¢inek tkvi pfedevSim v omezeni mnozstvi vody unikajici

z pokozky, coz vede k podpoteni pfirozené hydratace piimo z kiize [43, s. 492].

K transportu vody dochazi z dermis smérem do epidermis, v disledku jejiho nasledovného
odpafovani dochdzi ke zméné koncentrace vlhkosti. Vyssi obsah vody pozorujeme
na urovni dermis a smérem k povrchu klesa. NeporuSené SC je velmi ucinnou bariérou

proti ztrat¢ nebo naopak nartstu vlhkosti [44, s. 178].

Ze ziskanych hodnot vyplyva, ze obsah HC zvySoval bariérovy ucinek u vSech testovanych
formulaci, pficemZ nejvice patrny byl tento Gc¢inek u ptidavku 0,5 % HC. Na pokoZce byl
po aplikaci gelovych formulaci patrny okluzivni film, ktery branil uniku vody
z epidermdlnich vrstev, coZ zplsobilo pokles hodnot TEWL. Tento vysledek se shoduje se
zaveéry studie Berardesca a kol. [45], béhem které byl na 40 dobrovolnicich s citlivou po-
kozkou testovan krém s HC. Po 4 tydnech lokalni aplikace bylo zaznamenano zlepSeni
TEWL, hydratace a textury kozniho povrchu pravé diky HC. Z krémového zékladu vycha-
zeli 1 Xhauflaire-Uhoda a kol. [46], ktefi ve své studii popisuji pozitivni vliv formulace

s obsahem Collagen a vytaZzku z tas na hydrata¢ni vlastnosti kosmetickych formulaci.

Zlepseni bariérovych vlastnosti a zvySeni hydratace klize byva velmi Casto zmiflovano
ve studiich vénovanych perordlnimu podavani kolagenu. Naptiklad Petersen a kol. [47]
ve své klinické studii provedené na 22 dobrovolnicich zhodnotili u€inek ptijmu kyseliny
ortokfemicité stabilizované moiskym HC. Po 90 dnech bylo zaznamenano zlepSeni me-

chanickych vlastnosti kiize, jeji textury 1 hydratace.

Ohara a kol. [48] se zabyvali u¢inkem denniho pfijmu HC na Groven hydratace pokozky.
Celkem 214 dobrovolnicim bylo denn¢ podavano 2,5-10 g rybiho HC a vysledky byly
porovnany s kontrolni placebo skupinou. Po 4 tydnech byl u Zen nad 30 let pozorovan sta-

ticky vyznamny rozdil v hodnot¢ hydratace vii¢i placebo skupiné.
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Bolke a kol. [49] zkoumali u¢inek tekutého doplitku stravy s obsahem kolagenniho pepti-
du, vitaminu C a E, biotinu, zinku a vytazku z aceroly. Do této studie bylo zahrnuto celko-
veé 72 zen ve véku 35-73 let. Po 12 tydnech bylo zaznamenéno znatelné zvyseni urovné
hydratace a elasticity a doslo také ke zjemnéni celkové textury pokozky. K podobnému
zavéru dospéla i studie Proksche a kol. [50] provedend na 69 Zenach ve véku 35-55 let.

Denni pfijem HC vedl po 8 tydnech ke znaénému zvySeni elasticity pokozky.

Studie Schwartze a Parka [51] zkoumajici efekt denniho pfijmu doplitkku stravy s obsahem
HC, kyseliny hyaluronové a chondroitin sulfatu na 26 Zenach doklada, ze denni piijem
tohoto doplitkku po dobu 12 tydnd pozitivné ovliviiuje mikrovaskularni krevni cirkulaci
v kizi, snizuje mnozstvi vrasek, redukuje suchost pokozky a zvySuje obsah kolagenu
v dermis. Na zakladé nami naméfenych hodnot po 24. a 48. hodin€ vyplyva, ze piidavek
HC do gelového zakladu mél pozitivni vliv na uroven hydratace pokozky, u krémovych

formulacich obsahujicich HC tento efekt pozorovan nebyl.

Pro udrzeni kozni bariéry je dilezitd tiroven kyselosti kozniho povrchu. Individualni pH
pokozky zavisi na mnoha faktorech, jako je endogenni vlhkost pokozky, slozeni apokrin-
niho a ekrinniho potu, pohlavi a vék. Nemalou mérou mohou pfispivat i faktory exogenni,
mezi které patii pouzivani kosmetickych pfipravkii. Zmény pokozky nad 6,5-8 plsobi
drazdivé na ochrannou funkci kozni bariéry ve smyslu zmén v kozni mikroflote a enzyma-

tické aktivité v hornich vrstvach epidermis [52, s. 5].

Ciszek [53] studoval ucinky kolagenovych geld na kazi u skupiny 49 zen. Po 20 a 60 mi-
nutach plsobeni téchto topickych aplikaci byla zjiSténa vyznamnd zména pH pokoZky
ve srovndni s jejimi vychozimi hodnotami (z 5,67 na 5,76). V naSem piipade gelové for-
mulace s obsahem 0,5 1 2,0 % HC sniZzovaly hodnoty pH v porovnani s gelovym zékladem
a vychozim pH pokozky (kontrola) po dobu 4 hodin od aplikace. Naopak po 24. a 48. ho-
ding byl na mistech, které byly oSetfeny gelovymi formulacemi s HC, pozorovan podobny

efekt, ktery zminuje Ciszek.

Negativni pisobeni UV zéfeni na stav pokozky je obecné zndmy fakt. Tanaka a kol. [54]
zhodnotili u¢inek denniho piijmu kolagennich peptidl na stav klize vystavené opakované-
mu pisobeni UVB zateni u lysich mysi in vivo. U suplementované skupiny byla pozorova-
na eliminace degenerativnich zmén klize a rovnéz nedoslo k tak vyznamnému ubytku ko-
lagenu typu I. Peptidy kolagenu by tedy na zakladé téchto vysledkii mohly slouzit

k potlaceni UVB-indukovaného poskozeni klize a photoageingu.
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Poléaskova a kol. [55] se zabyvali vlivem kosmetického vehikula (krém a gel) na hydratacni
ucinek zvlhéujicich latek. Vysledky studie provedené na 20 dobrovolnicich jsou ve shodé
s poznatky nami provedené studie — vyssiho hydrata¢niho uc¢inku bylo dosazeno pii pouziti

krémového vehikula.
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ZAVER
Tato prace se zabyva vlastnostmi, zdroji a moznostmi vyuziti kolagenu a jeho hydrolyzatt

v oblasti kosmetickych a biomedicinskych aplikaci. Pozornost je vénovana zejména jeho

roli v topickych formulacich a biologickym ucinkiim jeho uzivani.

V praktické ¢asti byly s vyuzitim 2 typt kosmetického zékladu — gel a krém pfipraveny
modelové formulace s riznym obsahem HC. Pomoci neinvazivnich bioinzenyrskych me-
tod byla na skupiné dobrovolnikl sledovéana u¢innost téchto formulaci ve vztahu k bariéro-
vym vlastnostem kize — TEWL, hydratace a pH kozniho povrchu. Naméfend data byla

poté zpracovana a statisticky vyhodnocena.

Obsah HC ve formulacich snizoval miru ztraty vody z pokozky ve srovnani s pouzitymi
kosmetickymi zaklady i vic¢i hodnotdm odmaSténi pokozky roztokem SDS. Testované
formulace zamezovaly Uniku vody z pokoZky o vice neZ 10 %. Nejvyssi redukce hodnoty
TEWL byla pozorovana 48 hodin od aplikace u ptipravka s obsahem HC na gelové bazi,
vici gelovému zakladu byly naméfené hodnoty o vice nez 20 % nizsi. Na zaklad¢ ziska-
nych hodnot lze dale konstatovat, ze ve vétSin€ piipadi bylo lepSich vysledkii dosazeno

u formulaci obsahujicich 0,5 % HC.

Ptidavek HC nicméné v drtivé vetsin€ piipadl snizoval hydratacni ucinek vychozich kos-
metickych zakladd, pficemz obecné horSi mira efektivity ve vztahu k hydrataci pokozky
byla pozorovana u formulaci s obsahem 2,0 % HC. Vyjimku tvoii méfeni provedend po 24.
a 48. hodiné, kdy gelové formulace s HC vykazovaly vyssi Groven hydratace ve srovnani
se samotnym gelovym zékladem. Tyto vysledky pravdépodobné souvisely se zna¢nou re-
dukci ztraty vody z pokozky, ktera byla u téchto formulaci béhem 48. hodiny pozorovana.
I kdyz u krémovych formulaci s HC nebylo dosazeno vyssich hodnot hydratace nez u vy-
choziho krémového zékladu, zejména krém 0,5 % HC nezplisoboval tak vyrazné sniZeni

hydratace a zaroven dokézal efektivné zlepsit bariérovou ochranu pokozky.

Zadny z piipravki nenarusoval fyziologicky mirné kyselé prostiedi pokozky. Nizsich hod-
not pH bylo dosazeno u gelovych formulaci, naopak krémové formulace pH pokozky mir-
né zvySovaly. Pfidavek HC mél vSak ve vétSin€ piipadh relativné maly vliv na zménu pH
testované formulace. Vysledky experimentu tedy celkové potvrzuji, ze HC je ucinnou
kosmetickou ingredienci, ktera je vhodna pro zakomponovani do kosmetickych ptipravkl

urcenych pro zlepSeni bariérové ochrany klize souvisejici s redukci ztraty vody z pokozky.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HC
TEWL
pH
AMK
nm

M;
kDa
Gly
Pro
Hyp
Hyl
Tyr
(Gly-X-Y)n
Asp
Glu
Lys
Arg
GAG
ECM
FACIT

MACIT

ER

Hydrolyzed Collagen

Transepidermal water loss (transepidermalni ztrata vody)

Potencial vodiku
Aminokyselina

Nanometr

Relativni molekulovd hmotnost
Kilodalton

Glycin

Prolin

Hydroxyprolin

Hydroxylysin

Tyrosin

Repetetivni tripeptid primarni struktury kolagenu
Kyselina asparagova

Kyselina glutamova

Lysin

Arginin

Glykosaminoglykan
Extracelularni matrice
Kolageny asociované s fibrilami
Kolageny asociované s membranami
Dusik

Uhlik

Endoplazmatické retikulum

Kyslik
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GA
BSE
KOD

DNA

USD

mm

SC

uv
nmol-ml™!
°C

INCI
g.m-Z.h-l
um

k.j.

ot-min

ml

RH
SDS

UVB

Golgiho aparat

Bovinni spongiformni encefalopatie

Komer¢ni oznacdeni syntetického analogu kolagenu
Deoxyribonukleova kyselina

Metr ¢tverecni na centimetr krychlovy
Americky dolar

Milimetr

Stratum corneum

Ultrafialové

Nanomol na mililitr

Stupen Celsia

Mezinarodni nomenklatura kosmetickych ptisad
Gram na metr ¢tverecni za hodinu (jednotka TEWL)
Mikrometr

Korneometricka jednotka (jednotka hydratace)
Gram

Otacek za minutu

Mililitr

Teplota

Relativni vlhkost

Sodium dodecyl sulfat

Stiednévinné zareni
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PRILOHA P I A: DOTAZNIK PRO UCASTNIKA MERENI

Dotaznik pro ucastnika méreni
Jméno:

Piijmeni:

Vek:

Pohlavi:

Kod pokusné osoby (evidencni Cislo):

Soucasny zdravotni stav:

Vyskytuje se u Vas nyni: ano |ne jaké

lupénkka | |e———

ekzém 1 |e——

rakovinakze 1 1 |-————

jiné kozni problémy a onemocnéni

jizvy, matefska znaminka, jiné vady kize vmistétestu | | |-

zarudnuti kiize po slunéni nebo z jiného divodu v misté testu | | | -—--——-—-

astma vyZzadujici denni pifjemék@a | | |-

jiné chronické respiraéni onemocnéni

diabetes vyzadujici 1é¢bu inzulinem | | |-

onemocnéni imunitniho systému

Zdravotni stav v minulosti

Prodélal (a) jste: ano ne

transplantaci organi

1é¢bu maligniho nadoru v poslednich 6 mésicich

UZivani 1ékit

Berete i pouZivate pravidelné: ano |ne ljaké

protizanétlive 1éky (napt. aspirin, ibuprofen, hydrokortizon,
nebo jiné steroidy)

imunosupresivni 1éky (napf. cyklosporin A)

jiné 1éky

Alergologicka 1écba

Probiha u vas v soucasné dobé: ano | ne jaka

alergologicka 1écba (kapky, injekce, apod.)

dostali jste posledni davkn béhem minuléhotydne | | [ seeeeee-

ofekavate dalsi davky v pribéhustude | | [eeeeeee-




PRILOHA P I B: DOTAZNIK PRO UCASTNIKA MERENI

Pouze pro Zeny

Jste:

ano ne

téhotna nebo kojici

Alergie

Projevila se u vas nékdy alergie na:

specifikujte:

detergenty a Cistici prostiedky

kosmetické piipravky a viiné parfémi

piipravky do koupele a na myti (Sampon, mydlo)

pletové krémy a mléka, lotiony

antiperspiranty a deodoranty

1éky

jiné materialy

Dopliiujici udaje

Zdravotni stav:

specifikujte:

powzivate pravidelné jakykoliv piipravek
pro 1écbu kilze

pouzivate pravidelné jakékoliv 1é¢ivo
(na piedpis, ¢i volné prodejné)

navitévujete v soucasné dobé 1ékate kvili:

alergiim

koZnim problémiim

zjiného diivodu

mate néjakeé jiné zdravotni potize

Uc¢ast v dal§ich studiich

Studie:

Typ studie:

Datum posledni
studie:

ucastnil(a) jste se nékdy kozniho testu

Ucastnite se v soucasné dobé jiné studie
jakéhokoliv druhu

podpis ucastnika meéfeni:
datum:

Pouze pro ucely organizatora méieni

Na zakladé zjisténych 1idajl je u€astnik a) piijat
b) nepfijat

Zdivodnéni:

Datum:

Podpis organizatora




PRILOHA P 2: INDIVIDUALNI INFORMOVANY SOUHLAS

Individualni informovany souhlas

V ramci realizace experimentalni casti bakalarske prace budou na Vasi kiizi aplikovany
ruzné testovane vyrobky. U vSech vyrobkil byla posouzena dokumentace z hlediska jejich
bezpecnosti. Vsechny znamé informace o zkoumanych vyrobcich dovoluji testovani
na dobrovolnicich.

Cil studie

Cilem prace je zjistit odezvu Vasi pokozky na aplikovany pripravek pomoci exaktné
zmetenych velicin.

Podminky ucasti

Pied zahajenim vlastniho experimentu je nutno vyplnit dotaznik. Soucasti dotazniku
jsou udaje o Vasem zdravotnim stavu, alergiich, koznich problémech, o uzivanych lécich
a o diivejsi ucastt v obdobnych studiich. Na zakladé Vasich pravdivych odpovedi bude
rozhodnuto o t¢asti v daném experimentu.

Metodika testu

Experiment bude provadeén studentem bakalaiskeho studijniho programu pod dohledem
kvalifikovanych pracovnikii Ustavu technologie tukl, detergenti a kosmetiky. Planovana
prace zahruje jednorazovy otevieny kozni test (epikutanni test na vnitini strané predlokti).

Odstoupeni z laboratorni prace

Z prace je mozno odstoupit pii vyskytu zavaznéjsich potizi po dohodé s vedoucim
bakalaiske prace.

Rizika neprijemnosti
Béhem prace miize dojit k podrazdéni odpovidajici lehkému spaleni sluncem. Misto
aplikace mize ziizovet nebo zéervenat, docasne palit, svédit nebo se vysusit. Nejsilnéjsi

ocekavanou reakci je zrudnuti, ktere mmize byt doprovazeno mirnym otokem. Nejsou
ocekavany zadne trvale nasledky.
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