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Kosmeticky prostfedek obsahujicia/ 0.001 az
10 % retinoidu, ktery se voli z retinolu, retiny-
lesteru a smési téchto latek, b/ 0,0001 az
50 % kyseliny, ktera se voli z kyseliny oleano-
lové, urosolové a smési téchto latek a c/f
kosmeticky prijatelny nosi¢. Prostiedek je
vhodny na vras¢itou kazi, suchou, drsnou a
olupujici se pokozku. pokoZku po oslunéni,
ale také na zdravou plef k zabrané nebo zpo-
maleni jejiho starnuti.
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Vynédlez se tykéd kosmetického prostiedku, obsahujiciho

kyselinu & retinold.

Dosavadni stav techniky

Retinol (vitamin A), Je endogenni sloucenina, kterd se
phirodné vyskytuje v 1idském organismu a ma zAsadni vyznam
pro normalni Giferenciaci epithelidlnich pundk. Z tohoto da-
vodu byly prirodni 1 syntetické derivaty vitaminu A Ziroce
uFivany k légeni raznych koZnich onemocn®ni a k obnovd po-
ko%ky. Kyselina retinova byla uZivana napriklad k 14%eni akne,
vrasek, lupenky, stafeckych skvrn a odliZné zbarvenych ob-
lasti pokoZky, Jjak pylo popsano napriklad v publikacich
Vahlguist A. & del%i, J. Invest. Dermatol., SV. 94, Holled
B, a Cunliffe W. J., 1990, str. 496 a7 498, Ellis C. N.

2 dal%i, Pharmacology of netinols inSkin, vasel, Karger, SV.

o

3, 1989, str. 249 2% 252, Lowe N. J. 2 dal%i, Pharmacology
of Retinols in Sin, sV. 3, 1989, str. 240 aZ 248 a PCT paten-
tova pfihlééka X, WO 93/18743.

Predpokléadéd se, Ee pou¥iti retinolu nebo estera retino-
1u je vyhodn? j§i nei pouziti kyseliny retinové. Retinol jJe
endogenni latka, estery retinolu se hydrolyzuji in vivo =2
vaniku retinclu a retinol i retinylestery Jsou o uvedeného

sti

[N

4ivodu bezpeindjZi nez kyselina retinova. Vynalez je ¢ g
salofen na zjisténi, ze pri kombinaci retinolu nebo retinyl-
esteru s kyselinou oleanolovou a/nebo ursolovou dochézl k
synergni inhibici diferenciace keratinocytd. Kombinovany ufi-
nek kyseliny oleanolové a/nebo ursolové a retinolu nebo te-
tinylesteru je analogicky ufinku kyseliny retinové. Znamena

to, ze smis kyseliny oleanolové a/nebo ursolové s retinolem




nebo retinylesterem ma obdobny ulinek jako kyselina retinova,

pouziti této smési je viak pezpelns j&i.

Podstata vynalezu

Podstatu vynélezu tvoPi kosmeticky prostPedek pro péci

o plet, ktery obsahuje

a) 0,001 2z 10 % retinoidu, ktery se voli z retinolu,

retinylesteru nebo sm&si t3chto latek,

b) 0,0001 a% 50 % sloufeniny, ktera se voli 2 kyseliny

oleznolové, ursolové a smisi tdéchto latek a

c) kosmeticky prijatelny nosic.

o P - ~ P 1 ol "‘_t_
Uvedeny prostiedek je mozno pou?it k pecl © plel mis
nim nanesenim srostiedku na pokoZku. Timto zplisobem je MAZno

napodobit ainek kyseliny retinové na pokozku.

sod pojmem "péfe O plein se rozumi napiiklad: prevence
a/nebo léfeni suché pokoiky nebo pokoZky, poékozené zA4fenlm,
zv148te sluneinim -spenim, 1éZeni nebo prevence vrasek, sta-
peckych skvrn & jinych projeva starnuti pokoZky, jako Jsou
zvydeni fiexibility stratum corneum nebo ~egvétleni barvy
DOKOZKY dale je mozno pod timto pojmem rozumét také potla-
Zeni tvorby mazu & obecnd zlepdenl stavu pokoZKY -

prvni zakladnl sloikou kosmetickéeého prostredku podle
vynélezu Je sloudenina ce skupiny, cvobené retinolem 2 reti-
nylesteru. Pod pojmem npetinol" se mimo jiné rozumi néasledu-
jici isomery retinolu. alfall-trans-retinol, 13-cis-retinol,
11-cis-retinol, g-cis-retinol, 3,4—didehydroretinol. viyhodny-
mi isomery Jjsou alfall-trans-retinol, 13-cis-retinol, 3,4-
_didenhydroretinol & 9g-cis-retinol. Ne jvyhodn&jsi Jje alfall-

_trans-retinol vzhledem k tomu, Ze J€ p&zné dodavan.




Retinylester Je ester retinolu. Retinylestery, vhodné

’

pro pouziti v Losmetickém prostredka podle vynalezu maji 1

ghliku v estero-

o

2% 30 atomd unhliku, S vyhodou 2 az 20 atom

o

vé skupin#g, nejvyhodnéjéi jsou estery, OLS hujicli 2, 3 2 16

324

atomd uhliku vznledem K tomu, Ze jsou DEIn dostupné. Jako
priklady retinylestert je mozno uvést napriklad: retinylpal-
mitat, retinylformiat, retinylacetat, retinylpropionat, re-
tinylbutyrat, retinylvalerat, retinylisovalerét, retinylhe-
xandt, retinylheptanoat, retinyloktancat, retinylnonanoét,
retinyldekanoét, retinylundekanoét, retinyllaurat, retinyl-
tridekanocat, retinylmyristéat, retinylpentadekanoét, retinyl-
heptadekanoét, retinylstearat, retinylisostearét, retinyl-
nonadekancédt, retinylarachidonét, retinylbehenét, retinyl-

linoledt a retinyloleat.

Vyhodné estery pro pouZiti v kosmetickém prostredku
podle vynélezu S€ voli z retinylpalmitébj,retinylaeetétu a
retinylpropionétu vzhledem kK tomu, Ze tyto latky se€ pEZné
dodavaili a Jjsou proto nejlevndjgi. Retinyllinoledt je rov-

n&y vyhodny vzhledem ke své Géinnosti.

Retinol a/nebo retinylester je Vv prostredku podle Vy-
nilezu obsazen Vv mno¥stvi 0,001 2z 10 %, s vyhodou V mnoz-

stvi 0,01 ez 1 % a -v148t3 0,01 2z 0,5 %.

Druhou zékladni sloikou kosmetického prostiedku podle
vynalezu je kyselina oleanolova, ursolové nebo amés téchto

kyselin, které maji nasledujici strukturu
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kyselina ursolova

v zAvislosti na pH kosmetického prostredki mohou byt
obé kyseliny, kyseliny oleanolové a/nebo ursolova pritomny
ve form® soli, napifiklad s alkalickymi kovy nebo s kovy

alkalickych zemin.

Kyselina oleanolova a/nebo ursolova jsou Vv kosmetickém
prostredku obsajeny v mnoZstvi 0,000l az 50, S vyhodou 0,01

2% 10 a zv1AStE 0,1 2% 5 % nmotnostnich.




Kosmeticky pfijatelny nosil

Kosmeticky prostredek podle vynélezu obsahuje také
kosme ticky pfijatelnj nosic jako fedidlo, disperzni pro-
ctredi nebo nosi& pro retinol z/nebo ~etinylester & N-sub-
stituovany amid mastné kyseliny, nosif nebo nosné prostie-
ai slouZi se jména Ke snadnému nanideni kosmetického pro-

stredku na pokoZku.

Nosnéa prostfedi, 0dli&na od vody nebo uzivana spclelné
s vodou -ahrnuji kapalna nebo pevna -mékgovadla, rozpoudtéd-
1a, zahudtovad:z, 1atky, zadriujici vodu a ruzné praikove
materialy. 7v148té vihodnym nosifem nevodné povany je poly-
dimethylsiloxan a/nebo polydimethylfenylsiloxan. gilikony
pro pouziti Vv kosmetickém prostiedku podle vynélezu majl
s vyhodou viskozitu 10 2% 10 000 Q00 mm2/5 pri teplotd 25 °c.
7v14a3té vhodné Jsou emdsi silikond s nizkou a VysSoKou visko-
‘-itou. TyToO silikony s¢ pEEINE dodavaji pod obchodnimi nazvy
vicasil SE a SF (General Electric Company) @& pod &isly 200
s 550 (Dow Qrning Company ) « MnoZstvi silikont, které Jje Moz -
no pouzit Vv prostledku podle vynalezu Jé 5 a7 @5 %, S vyhodou

o5 2% 90 % nmotnostnich prostiediu.

KosmeTicky pfijateln? nosit bude tvorit obvykle 5 2z
9,9, S vynodou 25 a? 80 % nmotnostnicnh prosthedku & muze v
nepfitomnosti dzlgich kosmeticky pfijatelnych slofek doplnit
kosme ticky prostiadek na poiadované mpoZstvi. S vyhedou tvori
nosné prostfedi nejméné z 50 o & rvladté I 80 % nmotnostnich
voda. V§hodny ovbseh vody je zvladté 60 22 80 9 nmotnostnich,

vztazeno na celkovou hmotnost kosmetickahno prostiedku.




pripadné galdi Gfinné & pomocné sloZky

w ziskéni emulze typu voda V oleji nebo olei Ve vodé,
mize byt Vv Kosmetickem prostiedku podle vynélezu obsaZen ole]
nebo material typu oleje spolu S emulgatorem V -Avislosti na&

hydrofilnélipofilni rovnovéaze HLB nouzitého emulgatory.

Kosmetické prostredky podle vynalezu S vyhodou obsa-
nuji ochranné 14tky proti sluneénimu -4%eni. Jae © materidly,
p&ind uzivané K schran® proti ultrafialovému zareni. Z téch-
+o latek J€ mo¥no uveést derivaty PAEBA, cinnamét 2 salicylat.
Je napfiklad mo¥no pouZit oktylmethoxycinnamét a 2-hydroxy-
_4-me thoxybenzolenon, ~namy tak® Jako oxybenzon. Oktylmethoxy-
cirnamat a 2-hydroxy—4—methoxybenzofenon se bBIn? dodavaji
pod obchodnimi rAzvy Parsol MCX & Benzophenon-2. pfesné mMnoi-
stvi téchto 14tek v emulzl s€ na%e ménit Vv rAvislosti na pPo-

'~

3 adovaném stupni ochrany proti slunednimu zaren

(i)

Dalzi vyhodnou pripadnou slozkou jsou esencié&lni mast-
né kyselliny EFA, TO cnamena rakové mastné kyseliny, které
jsou nezbytné pro fvorbu plasmatické membrany vEech bunék,
napriklad U veratinocytd dochézi pri nedostatku EFA ke zZvy-
Zené proliferaoi. Tento stav € moino 1éZit dodanim ETA.
rFa také podporuji piosyntézu 1ipidd v pokozce 2 ce jména
lipidy pro rvorou bariery. 7 esenci&lnich mastnych kyselin
je mozZno Zv1&5T2 uvést kyselinu 1inolovou, gamma—linoleno-
vOu, homo-gemma—linolenovou, columbinovou, eicosa-(n—6,9,13)—
rrienovou, erachidonovou, +imnodonovou, nexaenovou a2 smési

t&chto kyselin.

DzlEi vyhodnou pPipadnou slozkou monou pyt azoly, D&”
pfiklad climbazol, pifonazol, clotrimazol, ketoconazol, mi-
conazol, econazol, itraconazol, fluconazol, terconazol, bu-
toconazol, sulconazol, lionazcl & smési téchto 14tek. AzOly

mohou byt do kosmetického prostredku podle vynalezu pridava-
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ny v mnodstvi 0,001 aZ 50, s vyhodou C,002 2% 10 a zv

v mnozstvi 0,1 az S % nmotnostnich.

Do kosmetickych prostiedkﬁ podle vynalezu S€ Zasto pri-
davaji zmékiovadia. Mnorstvi zmdkZovadel se mi%e pohybovat
v rozmezi 0,95 a% 50, s vyhodou 5 aZ 30 % nmotnostnich, vota-
zeno na celkovou hmotnost prostredku. zmékiovadla pro toto
pouziti jsou latky 2 riznych chemickych sikupin, jeko estery,

mastné kyseliny & alkoholy, polyoly 2 uhlovediky.

Estery mohou byt monoestery nebo diestery- PPijatel-
njymi priklady diester® mastnych kyselin mohou byt dibutyl-
adipat, diethylsevakét, diisopropyldimerat 2 dioktylsukcinét.
pP7rijatelné estery mastnych kyselin S rozvatvenyn FetZzcem za-—
hrnuji 2:ethylhexylmyristét, isopropylstearat a isostearyl-
palmitat. prijatelné estery trikarboxylovich kyseliny zahrnu-
ji triisopropyltrilinoleét s trilaurylcitrét. prijatelné
estery mastnych kyselin s primym Fetfzcem zanrnuji lauryl-
palmitat, myristyllaktét, oleylerukat a stearyloledt. Vy-
hodnymi estery jsou kokokaprylét/kaprét (smés kokokaprylatu
2 kokokapratu), acetat myristyletheru propylenglykolu, di-

isopropyladipét a cetyloktanat.

7 vhodnych mastnych slkoholl a kyselin je mo¥no uvést
slouleniny, obsahujici 10 aZz 20 atomu unliku. 7v145t3 vyhod-
né Jjsou cetyl-, myristyl-, palmityl- & stearylalkoholy a

pPrislusdné kyseliny.

7 polyoll, pouZitych jako ~mékiovadla Jje morZno uvést
alkylpolyhydroxyslouéeniny s primym nebo rozvitvenym Fetéz-
cem. Vyhodnymi l4tkami z této skupiny Jsou propylenglykol,
corbitol a glycerol. Pouzitelnéd jsou také polymerni polyoly,
jako polypropylenglykol a poly6thylenglykol. Butylenglykol
a propylenglykol jsou zv1&ste v¥hodné Jjako 14tky, ktere

usnadiuji prunik.




7 unhlovodikiy, pouzitych jako -mikdovadia J€ meZno
uvést zejména uhlovodiky, obszhujici 12 2% 30 atoml uhliku.
specifickyml priklady monou byt mineralni oell, vazeline,

squalen & jsoparafiny.

Dalsi kategorii sunk3nich sloZek pro kosmetické pro-
stredky podle vynalezu jsou -znuitovadla. Latky tohoto ty-
pu budou obvykle obsaZeny v mnoZstvi 0,1 a?z 20, s vyhodou
0,5 az 10 9 nmotnostnich 2 celkové nmotnostl rosmetického
prostredku. J=zko pPiklady "ahusuovadel je mozZno uvest zresi-
tEéné polyakryléty, dodavané pod obchodnim nézvem carbopol
(3. F. Goodrich Company). Je také mozno uiit gumy, jako
<anthan, carrageenan, Selatinu, karayu, pektin a gumu 2
pobl. Za urditych okolnosti miZe byt ~anuiiovadlo voleno =
1atek, pouZitych jako silikon nebo jako -mékZovadla. Na-

pfiklad cilikonové pryze S vigkositou vy33i ne? 10 centistoke

o také niékteré estery, napriklad glycerolstearét mohou V

kosmetickém prostiedku splnit dvoji funkei.

Do Kosmetickych prostredku podle vynélezu J€ moZno za-
Zlenit také praskové materidly. Tekovymi slo¥kami jsou na-
priklead yrida, mastek, kaolin, Ekrob, smektit, chemicky mo-
difikovany kiemicitan horecnatoh“;nlty, organicky modifiko-
vana mODtmOTllODluOVa hlinka, hydratoveny kfemiliten hlinity,
vysudeny oxid kremility, oktenylsukcinét gkrobu ve form® hli-

nité soli & smési téchto latek.

Do wosmetickych prosbrej‘ a podle vynalezu mohou byt za-
Pazeny V malém mnozstvi také da13i sloZky, jako Jsou barviva,
parfamy a podoone. MnoZrstvi téchto slozek sé& maze pohybovat

v rozmezi 0,001 az 20 % nmotnostnich.




Pouziti kosmetického prostfedku

Kosmeticky prostfedek podle vynalezu je prlmarne urcen
pro mistn ,i podénl na 1:dskou pokoZku, ze jména K péli o pl et
k prevencl nebo odstranéni yrisek nebo jinych p”ojevu star-

nuti pOKOZKY -

PTi pou31bl se malé mnozstvi prostiedki, napfiklad 1
a% 100 ml, nanese na prlslusne zasti pokOZKy © vhodné néadob-
ky nebo aplikatoru & popfipadé se pak material roztira

a/nebo vetre do pokozky rukou, prsty nebo vhodnymi pomﬁckami.

Vyrobky 2 paleni

prostiedky podle vynéalezu pro mistni podéni mohou byt
napriklad emulze ., krémy nebo gely. Tyto materiély mohou byt
paleny do vhodnych nédobek podle viskozity & pfedpoklédaného
pouiiti. NepPiklad emulze nebo krémy Je€ moino uloZit 4o
lzhvicek, poprlpadg opatfenych ve vistupnim otvoru kulil-
Kou pro snadn® j3i nanadeni, nebo je moezno prostfedek uloZit
do pristroje pro nanafeni aerosolu S hnacim prostredkem ne-
po Ao nadobky S mechanickym nanaZenim pomoci prstd. V pri-
padé kxrému Je mo¥no pouZilt nedeformujici se kelimek neho ta-
ké tubu. prostredek Jé rovné&Z MOZNO ukléadat do kapsli, né-

priklad podle ug 5 063 057.

prakticke provedenl vynalezu bude oavétleno nasleduji-
cimi priklady, které sk nemaji slouZit K omezeni rozsanu
vynalezu. V pﬂlkWadove z4sti prPinléaBky budou Wity ruzné ma-

terialy a budod také provadény razné typy zkousek.




Materidly 2 metody
Bundinéa kultura

1idské keratinocyty, izolované = predkoZky novorozen-
ce pusobenim trypsinu se péstuji v Taglove prostfedi Vv Dul-
peccove modifikaci DME Hams F12 (1 : 1) s 10 o, fetalniho te-
leciho séra Vv pritomnostl cateni my3ich ribroblastl 3T3 Pro
zzhajeni d%leni kolonil reratinocytd. Bunky byly péstovany
2% do druhé paséZe 2 pak byly udrzovany ve -mrazeném stavu
pro pristi pouZiti. Pak pyly keratinocyty opit rozmrazeny Ve
cyrchu uvedeném prostfedi a p&stovény 5 anti, nateZz bylo pro-
stredi vyménéno na prostfedi na bazi MCBD 1953, prosté séra
o vhodné pro péstovani keratinocyta, KGM (Clonetic Corpora-
tion, San Diego, cA), prostfedi obsahuje 0,15 mM vapniku,
nebo je také mo¥no uzit prostfedi KSFM, prosté séra @ vhodné

pro péstovéni keratinocytl (GIBCO), které obsahuje 0,08 mM

vipniku. Ve dni 7 vytvoril punsdny materidl vrstvu, souvislou

ha 80 af 90 %, vrsiva pyla zpracovana trypsinem & nanesens

na plotny Vv prostiedi, prostém sére, DPro rzné zkoudky.

7kouika na transglutaminézu
zkouska na transglutaminézu = diferencilace keratinocytﬁ

v prubehu wonedné diferenciace epidermis s& yytvaPi na
yritPnim povrchu periferie bunfk vrstva bilkoviny S tloust-
kou 15 nm, oznadované jako obalova vrstva cE, Tato vrstva CE
je tvofena #adou bilkovin, které byly spolu cesitény za tVOr-
by Neta~(gamma—glutamyl)1ysinisodipeptidov§ch vazeb, tato
tvorba Jje katalyzaovana phsopenim ne jméné dvou riznych trans-

glutaminaz TG, k jejichZ expresi dochazi v epidermis. K ex-
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presi transglutaminédzy I TG I dochézi ve velkém mnozstvi v
diferencovanych vrstvacn epidermis, Zv1a3téd v granulérni
vrstvd, avsak nedochézi k ni v nediferencované bazéalni vrst-
vi3. To znamenéd, Ze uvedeny enzym je vlastnd prakacem diferen-
ciace reratinocyta, pritemz vyEsi mnofstvi enzymu je vzdy uke-
zatelem diferencovan?® jsiho stavu. Pri prikazu tohoto enzymu
~koudkou ELISA pri pouziti protilatky proti uvedenému enzymu
je mo¥no prokazat stav diferenciace vypéstovanych keratino-

cyt, jak bude uvedeno Vv nasledujicich prikladech.

pfikladu 1 bylo pouzito nasledujiciho postupt:

Dt

Vv pripad

Keratinocyty, vypéstované svrchu uvedenym zpusobem,
pyly naneseny na plotnu s 96 vyhhloubenimi v mrozstvi 3000
punék na vyhloubeni ve 200 mikrolitrech Zivného prostfedi.
Po inkubaci 4 dny bylo prostiedi vyménino za prostfedi, ob-
sahujici zkoumané 14tky, kazdéd létke byla usita v dané kon-
centraci vidy v Sesti opakovéanich. Pak byly puiiky péstovany
delZich 72 hodin a pak po odsati Zivného prostredi byly plot-
ny uloZeny pii teplote -70 “c. Pro pouziti byly plotny vyJmu-
ty z mraziciho mapizeni a bundény nmateri4al byl promyt PBS.
Bylo pridéno 100 mikrolitri sterilni vody 2 pundény materiél
se rozrudi smrazenim na -70 °c s naslednym rozmrazenim. Bun-
ky se inkubuji 1 hodinu pii teplot? nistnosti v PBS se 3 %
BSA, Jjde o promyvaci pufr se sérovym albuminem ckotu, pak se
bundiny materiél promyje Zerstvym podilem promyvaciho pufru.
Buriky se€ ippubuii spolu s 50 mikrolitry primérni my31 mono-
klonalni protilatky oroti lidské transglutaminise, 1gG (Bilo-
medical Tndustries) Vv fedsni 1 : 2000 v promyvacim pufru 1
hodinu pfi teplot? 37 °c a peak se promy ji dvakrat po sobe
promyvacim pufrem. pak se bunéiny material inkubuje 150 mik-
rolitry sekundéarni protiléatky (fragment Fab, protilatka IgG
proti mySim tkéanim, konjugované s peroxidéazou, Amersham} V

v w )
feddni 1 @ 4000 V promyvacim pufru 1 hodinu pri teplotd 37 "C,




naZe’ se dvakrat promyje promyvacim pufrem. Bufiky se inkubu-
ji s roztokem substratu, Jjde o roztok 4 mg o-fenylendiaminu

a 3,3 mikrolitru 30% peroxidu vodiky v 10 ml 0,1 M citratového
pufru o pH 5,0 celkem O minut pri teploté mistnostl ve tmé

pod hliinikevou £6111. Reakce se zastavi pridanim 50 mikrolitrd
A N kyseliny sirové. Absorbance vzorku se odedité pfisluénym
pristrojem pri 492 nm. Ze Sesti vzorkd byly ke &tyfem vzorkum
pridéany ob® protilatky, ke dvéma byla pridéna pouze sekundar-
ni protilatka ke stanoveni vazby protil&tky, konjugované S
enzymen. Koncentrace transglutaminazy pyly stanoveny odette-
nim takto zji8tEného pozadi = koncentrace, z3i&tEné v jednot-
livych vzorcich 2 stanovenim smirodatné odchylky PTro vzorky,

¥ nimZ byly pridéany ob2& protilatky.

y pripad® prikladu 2 bylo pouZito nisledujiciho postupu:

Keratinocyty, vyp&stované svrehu uvedenym zpusobem DY-
1y naneseny nRa plotnu s 98 vyhloubenimi v mnoZstvi 3000 bunék
na vyhloubeni ve 200 yuliivného prostfedi. PO inkubaci 4 dny
bylo prostiedi nanrazeno prostfedim s obsahem skoumanych 1&-
tek, zKoOusky byly provadeny Vv Zesti opakovénich. pak byl bu-
naény material péstovan jedté 72 hodin, nalde? byly po odsati
zivného prostfedi plotny ulozeny pri -70 Oc. pPo vyjmuti 2
mraziciho zapizeni byl pun&ény materidl znovu smrazen & rog-
mrazen a pak +pikrat promyt PBS. Pak byly bunky jnkubovany
1 hodinu pri teplot® mistnosti v pufru TBS s 5 % BSA. Pak
byly bufiky inkubovany se 100 mikrolitry primarni protilatky,
monoklonélni myEi protilétky IpG proti 1idské transgluteml-
nase (Biomedical Technologies Tnc.) v red®ni 1 2000 v puf-
~u TBS s 1 % BSA 2 hodiny oPi teplotd 37 Oc. nade? byly 6x
promyty promyvacim pufrem TBS s 1 % BSA a s 0,00 9% Tween-20.

pPak byl pundény material inkubovéan se 100 mikrolitry fragmen-




tu Fab sekundarni protilatky, protilatky IgG proti mySim tka-
nim, konjugované s peroxidazou (Amersham) Vv fedEni 1 @ 4000
v promyvacim pufru celken 2 hodiny pri teploté 37 °c, nale?
pyl materidl 3% promy ¢ promyvacim pufrem 2 pak jests 3x PES.
Bufiky pak byly inkubovény s roztokem substratu, 4 mg o-feny-
lendiaminu a 3,3 mikrolitr 30% peroxidu vodiku v 10 ml 0,1M
citratového puiru © pHE 5,0 celkem 5 minut pri teploté mist-
nosti a ve tm& pod nlinikovou folii. Reakce pyla zastavena
pridanim 50 mikrolitrt 4 N kyseliny sirové. Absorbance VIoI-
k3 byla odefiténa prisludnym pFistrojem pri 492 nm. Ze 5estl
opakovéani byly ke Ctyrem ymorkam pPidany ob3 protilatky & ke
dvdme z nich pouze sekundérni protilétka ke stanoveni pozadi
vazby enzymu konjugovanou protilatkou. Koncentrace trans-
glutaminézy I byly stanoveny odedtenim tohoto pozadi od vy -
sledku pro kaidy ze vzorki za soufasného stanoveni smérodat-

né odchylky.

gtanoveni DNA

MnoZstvi transglutaminazy I, zjisténa po spracovani bu-
n&k maZze byt ovlivndna poltem punék, to cnamené, ze Cim vet-
z{ pude pocet punék, tim vys3i bude koncentrace enzymu. Kon-
centrace enzymu byla tedy normalizovana na onsah DNA V buri-

-

kach téhoZ vyhloubeni, zim# byly vylouleny variace, zplsobené

rozdilem v poltu bungk. Kvantitativni stanoveni DNA Je€ zv1&a3-
t2 vhodnjym ukazatelem poftu bunsk vEetné reratinocytl vehle-
dem k tomu, Ze kaZdd = bunik mé stejny genom & tim 1 stejné
mnozstvi DNA. celkové mnoZstvi DNA ve yyhioubeni je tedy piti-
mo Gmérné poltu punék v tomto vyhloubeni. Pak je moino stéh-

nout udaje © koncentraci enzymu nRa zji3téné mnoZzstvi DNA.
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Keratinocyty byly naneseny na plotny S 96 vyhloubenimi
v mnorstvi 3000 punék na vyhloubeni ve 500 mikrolitrech Ziv-
ného prostfedi. Fo inkubaci 4 dny bylo prostredi nahrazeno
prostfedim s obszhem ~koumanych léatek, kazda zkouska byla pro-
vedena v Sestl opakovanich. Pak byly bDunky péstovany jeste
75 nodin, nate? bylo ¥ivné prostredi odstranéno odsétim a
plotny byly uloZeny fejménd na 1,5 hodiny pFi teplotd =70 °c.
Pak byly plotiny vy jmuty 2 mraziciho sapizeni a na 30 minut
rozmrazeny, do kardéno vyhloubeni pylo pridéno 100 mikreolitrd
parviva Hoechst (kone&né koncentrace 1 mikrogram/ml) a2 plotny
byly ipiubovany 15 minut, prekryty & visledek byl odeditan
fluorimetrem (exciteace 360 nm, emise 460 am). Pak byl roztok
parviva odstranin a vyhloubeni byla promyta FBS & tak pripra-

vena na stanoveni transglutaminazy.

priklady provedeni vynalezu

F¢

priklad 1
Kyselina retinova Je 4%innd j&i neZz retinol pFi zmén® stadiz

diferenciace veratinocytu

Byl sledovéan ulinek transglutaminazy, normalizované na
obsah DNA V buikach po pridani kyseliny retinové RA 2 retino-

14 ROH, vysledky jsou shrnuty Vv nasledujici tapulce 1@
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vEechny zkoudené koncentrace kyseliny retinové, to zna-
mena 2,5 X 10‘7 M, 2,5 X 10_8 Ma?2,b x 10—9 M snizovaly di-
ferenciaci keratinocytu ve vyznamnd vy33im rozsahu neZ reti-
nol ve stejnych roncentracich. SniZeni mnorstvi transglutami-
nazy bylo zavislé na dévce jak Vv pripadé kyseliny retinové,
£ak v pripad?® retinolu. To je v souladu se& skutednosti, ze
kyselina retinova m& na diferenciaci epithelu vESI nZinnost

ne? retinocl.

PPriklad 2

synergni 0Zinek kyseliny oleanolové a retinolu pti inhibici

diferenciace Keratinocytl

Byl sledovéan GZinek zkoumanych latek po dobu 72 hodin
na koncentraci transglutamindzy I, normalizovanou na obsah
DNA v bundfném materidlu. Ziskané vysledky jsou shrnuty Vv

Tabulce 2.
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Kyselina retinovéA v koncentraci 2,5 x 1077 byla velmi
G3inna pri sniZovéni koncentrace trensflutamindzy I v kerati-
nocytech, af na 44 % kontrolni hodnoty. Retinol v téZe kon-
centraci byl méng 0finny ne? kyselina retinova a kyselina
oleanolova v koncentracl 1074 M mEla jen maly inhibiZni GZi-
nek na koncentraci transglutamindzy I Vv keratinocytech. Kom-
binace 2,5 X 1077 M retinolu a 107% M kyseliny oleanolové
viak snifila koncentracl enzymua Vv keratinocytech aZ na 66 %
vontrolni hodnoty. To znamené, Ze xyselina oleanolova a reti-
nol maji synergni Gfinek na potlafeni diferenciace keratino-

cyta, ktery Je srovnatelny s Gdinkem kyseliny retinové.

Vv pPikladech ! a 2 byla kyselina retinova uzita jako
pozitivni kontrola a referenini sloufenina, s jejimZ ucinkem
byl srovnAvan ulinek ostatnich latek. Kyselina retinova sni-
fuje koncentraci transglutaminazy v keratinocytech pokozky

-Avislosti na pouzité davece. Jinak vy jadieno, snizuje ky-
selina retinova diferenciacl keratinocytl. Retinol m& na tu-
to diferenciaci statisticky vyznamng ni#si vliv nez kyseli-

na retinova,

Bylo v8ak zcela neofekivan®d cjistdno, Ze Glinek retino-
lu na keratinocyty, péstovane v Kultube je moFno zvySit aZ
na Grovef, srovnatelnou s UZinkem kyseliny retinové tak, 7e
se retinol kombimije s kyselinou oleanglovou. Jde o synerg-
ni 0finek, ktery Je srovnatelny s Gfinkem kyseliny retinové

na diferenciaci keratinocytd.

v ppikladech 3 az 8 Jsou uvedeny prostiedky podle vyna-
lezu pro mistni podéani, které je moZno vyrobit p&¥nymi postu-
py & které jsou uréeny pro péci o plet, zejména phi tvorb#
vrasek, u drsné a suché pletl, starnouci pokoifky nebo po oslu-
n&ni. Prostiedky jsou vhodné i pro zdravou plet k zébrangé nebo

zpomaleni jejiho starnuti.




priklad 3

Kosmeticky prostredek pro mistni podani

% hmotnostni

retincl 0,5

plné hydrogenovany Kokosovy ole] 3,9
kyselina ursalova 5

brij 92” 5

bentone 38 a,5

NgSO, . 7H,0 0,3

buty Llovany nydroxytoluen 0,01
parfém podle potreby

voda do T00

X Brij 92 je polyoxyethylen (2) oleylether.

Priklad 4

L
()

Krém typu olej ve VO«

% hmotnostni

kyselina retinova 0,15
mineralni ole] 4
kyselina oleanolova 1
arij 567 4

X
Alfol 16RD 4

triethanolamin 0,79
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butan-1,3-diol 3
xanthanova guma 0,3
parfém podle potreby
butylovany hydroxytoluen 0,0L
voda do 100

X Brij 56 je cetylalkohol POE (10)

Alfol L6RD je cetylakohol.

Priklad 5
Alkoholovy lotion

% hmotnostni

retinylpalmitat 0,15
kyselina oleanolova 0,1
ethanol 40

parfém podle potreby
butylovany hydroxytoluen 0,01
voda do 100

Priklad &

Alkoholovy lotion




retincl

kyselina ursolova
cthanol

antioxidaéni Cinidlo
parfém

voda do

Priklad 7

Opalovaci krém

retinol

kyselina ursolova

silikonovy olej 200 cts
glycerylmonostearét
cetostearylalkohol
polyoxyethylen (20) cetylalkohol
xanthanova guma

Parsol 1789

oktylmethoxycinnit (Parscl MCX)
parfeém

barvivo

voda do

podle potreby

100

% hmotnostni

podle potreby
podle potfeby

100
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Priklad 8
pPletovy krém nevodné povahy
9% hmotnostni
kyselina retinova 0,15
kyselina oleanclova 1
silikonova pryZ SE—BOl 10
vapalny silikon 3452 20
. . 3
kapalny silikon 344 55,79
squalen 10
kyselina linolova Cc,0l
cholestercl 0,03
kyselina 2—hydroxy—n—oktanové 0,7
linoleédt vitaminu E 0,5
kvEtinovy ole] 0,5
ethanol 2

p—

Dimethylsilikonovy polymer s molekulovou hmotnosti
nejméné 50 000 a Jiskositou nejménd 10 000 cts pPhi

teplotd 25 °C (GFC),

(e

cyklicky pentamer dimethylsiloxanu (Dow Corning Corp. ),

)

tetramer dimethylsiloxanu (Dow Corning Corp.) -

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

1. Kosmeticky prostiedek pro pé&i o plet, vy zn a -

Fujici se tim, Ze obsahuje

a) 0,001 a% 10 % retinoidu, ktery se voli z retinolu,

retinylesteru a sm&si té&chto latek,

b) 0,000l a? 50 % kyseliny, kterd se voli z kyseliny

oleanclové, ursolové a smési téchto latek a

<) kosmeticky piijatelny nosiZ.

2. Kosmeticky prostfedek podle néroku 1, vy z n a -

(el

ujici se t©tim, Ze se retinylester voll ze sku-
piny retinylpalmitat, retinylacetat, retinylpropionat, re-

tinyllinoledt a smési téchto latek.

3. Kosmeticky prostPfedek podle naroku 1, vy o n a-

Eujici se tim Ze jako slozku a) obsahuje retinol.

4. Kosmeticky prostiedek podle naroku 1, vy 2 n a -
m

-

dujici se t1i , ze jako sloZku a) obsahuje reti-

nylester,

5. Zpasob péfe oplet, vyznadujici se

1)
t im , e se na plef nana3i kosmeticky prostredek podle né-

kterého z naroka 1 aZ 4.
6. Zplsob napodobeni (finku kyseliny retinove, vy -
cnadujici se tim, zZe se nanadl na plet kosme-

ticky prostbedek podle nfkterého = narokd 1 aZ 4.

Zastupuje:
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