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(57)  Anotace:
Reseni se tyka pentapeptidu odvozeného od kaseinu jako
zesilovace koznich bunék s obecnym vzorcem I
X-Asn-Pro-Trp-Asp-Gln-Z (I),
kde:
X je -NHX' skupina asparaginu na N-konci pentapeptidu,
kde X! je vybrano ze skupiny zahrnujici H, acetyl,
oktanoyl, dekanoyl, lauroyl, myristoyl, palmitoyl,
stearoyl, elaidoyl, biotinoyl nebo lipoyl,
Z je -COZ! skupina glutaminu na C-konci pentapeptidu,
kde Z! je vybrano ze skupiny zahrnujici OH, OCH3,
OCH2CH3 nebo NHz;
a topické kompozice, ktera ho zahrnuje, a jejiho
povrchového pouziti.
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Pentapeptid odvozeny od kaseinu a kompozice, ktera jej zahrnuje a jejich topické pouziti

Oblast techniky

Stavajici vynalez se tyka pentapeptidu X-Asn-Pro-Trp-Asp-Gln-Z odvozené¢ho od kaseinu,
kompozice, ktera jej zahmuje, a jejich topického pouziti. Tyka se zeyména pouziti peptidi
odvozenych od kaseinu pro osetfeni kiize u lidi nebo zvirat pro kosmetické a dermo-farmaceutické
ucely.

Dosavadni stav techniky

Kiuze chrani jako bariéra t€lo pred biologickymi a chemickymi faktory, reguluje prichod molekul
a chrani proti fyzikalnim vlivim, jako je UV zafeni. Tyto vnéjsi vlivy Casto poskozuji kiizi a
vyvolavaji prislusné bunécné odpovédi, které nakonec zptisobuji staruti kuze [1, 2].

Stara kize ma porusenou funkci bariéry se zménénou propustnosti pro rizné latky [3,4], vétSinou
kvuli snizeni obsahu lipida ve stratum comeum. Predpoklada se, Zze starSi kiize ztraci pfiblizné
30 % ceramidu (molekul voskovych lipida) [5]. U nékterych nemoci, jako je atopicka dermatitida,
je kozni bariéra také poskozena, coz umoziuje pronikani mikrobu a alergenu [6]. Z toho divodu
je zlepSeni kozni bariéry jednim zhlavnich trendd nejenom v kosmetologii, ale také
v dermatologii.

Lidska epidermis sestava ze Ctyt hlavnich vrstev: stratum basale (SB), stratum spinosum (SS),
stratum granulosum (SG) a stratum comeum (SC). Keratinocyty po proliferaci v SB diferencuji a
migruji vzharu pres SS do SC. V riznych vrstvach jsou exprimovany odlisné sady keratinovych
intermedialnich filament. Keratiny jsou elastické fibrozni proteiny a tvofi heterodimery mezi
kyselymi (typ I) a zasaditymi (typ II) proteiny. Keratiny tvofi filamenta a utvareji trojrozmémy
cytoskelet v cytoplazmé a kolem jadra. Tato filamenta jsou ukotvena v desmozomech, coZ jsou
spojovaci komplexy pouzivané pro adhezi bunka-bunka [7, 8]. V posledni vrstvé SG bunky
podstupuji programovanou buné¢nou smrt, ktera neni klasickou ,.apoptézou®, ale je klasifikovana
jako ,,rohovaténi*. Rohovaténi (keratinizace) je podobné bunécné smrti epitelovych bunék Cocek
a Cervenych krvinek, v tom ohledu, Ze nejsou aktivovany typické proteiny spojené s apoptoézou
(napft. kaspaza-3). [9, 10]. SC je nejsvrchnéjsi vrstva a je slozena z keratinocyti s kompletni
keratinizaci. [11, 12].

Jednim z hlavnich faktort, které prispivaji k funkci kozni bariéry, jsou tésné spoje (TJ) [13, 14].
Tésné spoje jsou velmi komplexni struktury, které tvofi parabunéfnou bariéru, aby tésné
regulovaly pruchod molekul vysoce selektivnim zpisobem pres epitel [15]. Tésné spoje sestavaji
z klaudind, occludini, tricellulinu, zonula occludens a molekul adhesivnich spoju [16].

Vypnuti nebo snizeni syntézy vétSiny TJ proteind bylo spojeno s dysfunkei bariéry [17].
V souvislosti s tim bylo ukazano, ze TJ maji schopnost kompenzovat poskozenou nebo dokonce
zcela chybgjici SC. Tento jev se projevil zvySenim exprese TJ proteinu, jako je ZO-1 nebo
occludin, které vedou k blokovani molekul na TJ pozitivnich mistech [18, 19].

Nekolik studii bun¢k tenkého stfeva ukazalo, Ze peptid Asn-Pro-Trp-Asp-Gln (NPWDQ) ma
specificky ucinek na funkci epitelové bariéry. Tanabe a kol. studoval alergie na jidlo a ukazal
inhibici prostupovani ovalbuminu (znamého potravinového alergenu) NPWDQ peptidem
v bunkach stfeva [20]. Pro demonstraci tohoto uéinku pouzili Caco-2 buriky odvozené od
adenokarcinomu tlust¢ho stfeva, ve kterych pozorovali pronikani FITC-oznacen¢ho albuminu.
Isobe a kol. dale pozorovali stejny ucinek u krys. Poskozena funkce mukosalni bariéry u tenkého
stieva byla uvedena do puvodniho stavu po podani NPWDQ peptidu [21]. Tyto vlastnosti uvedené
vySse jsou popsany v patentu: Intestinal permeation inhibitor allergens (JP 5058169 B2). Detailng;si
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zkoumani dale ukazalo, ze NPWDQ peptid zabranil pronikani alergenu u bunék tenkého stfeva
zvySenim exprese proteinu tésného spojeni [22]. Pouzitim metody mikroarray a nasledné¢ RT-PCR
a western blotové analyzy autofi ukazali zvyseni exprese occludinu u Caco-2 bun¢k ovlivnénych
NPWDQ, které bylo velmi specifické. Occludin je transmembranovy protein a hraje duleZitou roli
pii udrzovani tésnych spojeni [23].

Podstata vynalezu

Prekvapivé byly nalezeny nové ucinky Asp-Pro-Trp-Asp-Gln pentapeptidu na bunky kuze a
zlepSeni stavu kize.

Predmétem stavajiciho vynalezu je pentapeptid odvozeny od kaseinu, jako latky zlepsSujici kozni
buriky, majici obecny vzorec [

X-Asn-Pro-Trp-Asp-Gln-Z D,
kde:

X je -NHX! skupina asparaginu na N-konci pentapeptidu, kde X' je vybrany ze skupiny
zahmujici H, acetyl, oktanoyl, dekanoyl, lauroyl, myristoyl, palmitoyl, stearoyl, elaidoyl,
oleoyl, biotinoyl nebo lipoyl;

Zje -COZ! skupina glutaminu na C-konci pentapeptidu, kde Z' je vybrany ze skupiny
zahmujici OH, OCHs, OCH,CHs nebo NHa. S vyhodou je X! H nebo acetyl a Z! je OH nebo
NH..

Pentapeptid obecného vzorce I podle stavajiciho vynalezu mize byt opticky Cisty nebo slozeny
z L- nebo D-izomert nebo jejich smési. L-izomery, které se také nachazi v pfirod€, jsou vyhodné.

Na zaklad¢ vybrané kyselé mobilni faze béhem purifikace muze byt pentapeptid podle stavajiciho
vynalezu ve form¢ soli, zejména soli kyseliny chlorovodikové nebo kyseliny octové nebo
jakychkoli soli bézn¢ pouzivanych v kosmetice.

Stavajici vynalez také zahmuje derivaty pentapeptidu podle stavajiciho vynalezu a jejich komplexy
s jinymi slouc¢eninami jako je kovovy ion (napf. méd’, zinek, mangan, hoi¢ik a jin¢).

Dalsim provedenim podle stavajiciho vynalezu je topicka kompozice zahrnujici alespon jeden
pentapeptid obecného vzorce I, jak je definovan vyse.

Podle vyhodného provedeni topické kompozice podle stavajiciho vynalezu je koncentrace
pentapeptidu obecného vzorce I, jak je uveden vyse, v rozsahu od 0,001 do 70 % (hmotn./hmotn.),
s vyhodou v rozsahu od 0,001 do 0,5 % (hmotn./hmotn.), vyhodnéji od 0,001 do 0,05 %
(hmotn./hmotn.). Mnozstvi pentapeptidu zavisi na ucelu kompozice a na pozadovaném konecném
ucinku.

Stavajici vynalez také zahmuje topickou kompozici, ktera obsahuje alesponl jeden pentapeptid
podle stavajiciho vynalezu v médiu vhodném pro povrchovou kozni aplikaci, ktery muze byt
vybran ze skupiny zahmujici krém (emulzi voda-v-oleji nebo olej-ve-vod¢€, mikro- nebo nano-
emulzi), sérum (vodny nebo hydro-alkoholicky roztok nebo gel, sterilni nebo nesterilni), bezvody
gel, pastu, disperzi vacka, prasek, nanovlakna, makro-, mikro- nebo nano-kapsle, makro-, mikro-
nebo nano-sféry, lipozomy, oleosomy, nebo chylomikrony, makro-, mikro-, nebo nanocastice nebo
makro-, mikro- nebo nano-houby (nano-sponges), kter¢ mohou byt adsorbovany na organické
polymemi prasky, mastky, bentonity a jiné¢ anorganické nebo organické nosice.
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Podle jin¢ho vyhodného provedeni topické kompozice podle stavajiciho vynalezu je kompozice ve
form¢ vybrané ze skupiny zahmujici krém, sérum nebo nanovlakna.

V ptipad¢ topické kompozice podle stavajiciho vynalezu je tato kompozice ve formé krému,
koncentrace pentapeptidu obecného vzorce I, jak je uveden vyse, je v rozsahu od 0,001 do 1 %
(hmotn./hmotn.), s vyhodou 0,001 % az 0,05 % (hmotn./hmotn.).

Topicka kompozice podle stavajiciho vynalezu obsahujici alespori jeden pentapeptid v kombinaci
s jinymi béZznymi slozkami pouzivanymi v kosmetice nebo dermo-farmaceutickych produktech.

S vyhodou kompozice ve form¢ krému dale zahmuje alespon jednu kosmetickou nebo dermo-
farmaceutickou pomocnou slozku vybranou ze skupiny zahrnujici olej, vosk, maslo, emulgator,
pomocnou aktivni latku a ochranny prostredek.

S vyhodou je mnozstvi oleje, vosku, masla nebo jejich smési v kompozici podle stavajiciho
vynalezu v rozsahu od 20 do 55 % (hmotn./hmotn.). S vyhodou je mnoZstvi emulgatoru
v kompozici podle stavajiciho vynalezu v rozsahu od 2 do 7 % (hmotn./hmotn.). S vyhodou je
mnozstvi pomocné aktivni latky v kompozici podle stavajiciho vynalezu v rozsahu od 0,001 do
10 % (hmotn./hmotn.). S vyhodou je mnozstvi ochranné¢ho prostiedku v kompozici podle
stavajiciho vynalezu v rozsahu od 0,8 do 1,2 % (hmotn./hmotn.).

S vyhodou je olej vybrany ze skupiny zahmujici arganovy, kokosovy, avokadovy, mandlovy,
sezamovy, olivovy, slune¢nicovy, konopny, jojobovy, makadamovy, ricinovy olej; maslo je
vybrano ze skupiny zahmujici kokosové maslo, bambucké maslo, avokadové maslo; a vosk je
vybrany ze skupiny zahmujici lanolin, véeli vosk, karnaubu, kandelilovy vosk a vazelinu.

Dale je emulgator s vyhodou vybrany ze skupiny zahmujici glyceryl stearat, lecithin, steryl
alkohol, sorbitan oleat, polysorbat, stearovou kyselinu, cetyl alkohol a cetearyl alkohol, akrylat
sodny, akryloyldimethyl taurat sodny kopolymer, izohexadekan, polysorbat 80.

Topicka kompozice podle stavajiciho vynalezu obsahujici alespon jeden pentapeptid podle
stavajiciho vynalezu mize byt také kombinovana s dal§imi pomocnymi aktivnimi latkami, které
mohou mit synergicky nebo aditivni udinek pro zvyseni nebo rozSifeni pozadované aktivity
popsané ve vynalezu. To mize zahmovat nasledujici latky: latky proti-stamuti, proti jemnym
linkam a proti vraskam, zesvétlujici, bélici, proti skvrnam, pro pigmentaci, hydrata¢ni, zvlh¢ujici,
vychytavade radikala, projasnujici plet, proti glykaci, zvétSujici objem, restrukturalizaéni,
omlazujici, regeneryjici, proti karbonylaci, dermo-relaxacéni, zlepSujici stratum comeum, dermo-
epidermalni spojeni, produkujici HSP protein, pevnost, elasticnost a ton pokozky, posilovace
kolagenu, o¢ni kontury (tmav¢ kruhy a podoc¢ni vaky), podporujici cirkulaci krve, atd.

Vyse zminéné pomocn¢ aktivni latky mohou byt syntetické nebo ziskané z rostlin, bakterii, hub,
bunéénych kultur nebo produkty jejich fermentace.

S vyhodou je pomocna aktivni latka vybrana ze skupiny zahmujici vitaminy, A, D, E, K, C, B-
skupinu vitamini, koenzym Q10, alantoin, bisabolol, kyselinu mlé¢nou, aminokyseliny, peptidy, s
vvhodou Acetyl Hexapeptid-8, Palmitoyl Trpeptid-1, médnaty tripeptid-1, peptidy
Saccharomyces, Hexapeptid-1 a proteiny s vyhodou protein ryzovy, s6jovy protein, quinoa protein
nebo pseniény; polysacharidy, hyaluronovou kyselinu nebo jeji farmaceuticky a kosmeticky
pfijatelnou sul, karboxymethylglukan, schizofylan, glukomanan; panthenol; mocovinu; glycerin;
rostlinné extrakty, ovesné extrakty, konopné extrakty, brusinkovy extrakt; baktenie, s vyhodou
Lactobacilus, Thalassospira, Bifidobacterium, Halobacterium nebo houbové extrakty z Agaricus
subrufescens, Choiromyces maeandriformis, Cordyceps sinensis, Ganoderma lucidum, Grifola
frondosa, Hypsizygus ulmarium, Inonotus obliquus, Lentinula edodes, Polyporus poddr., Trametes
versicolor, Tremella fuciformis, Tuber poddy., Schizophyllum commune.
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Dale s vyhodou je ochranny prostiedek vybrany ze skupiny zahrmujici aromatické kyseliny a jejich
derivaty, s vvhodou benzoovou kyselinu, salicylovou kyselinu, dehydrooctovou kyselinu,
parabeny; alkoholy s vyhodou etanol, isopropanol, benzylalkohol, fenoxyetanol, fenethylalkohol;
imidazol derivaty, s vyhodou hydantoin, imidazolidinyl moc¢ovinu; kationtové povrchové aktivni
¢inidla, s vvhodou benzalkoniumchlorid.

Podle dalsiho vyhodného provedeni topické kompozice podle stavajiciho vynalezu je topicka
kompozice ve form¢ séra zahmujiciho pentapeptid obecn¢ho vzorce I podle stavajiciho vynalezu
v koncentraci od 0,001 do 1 % (hmotn./hmotn.), s vyhodou od 0,01 do 0,5 % (hmotn./hmotn.).

Dale topicka kompozice podle stavajiciho vynalezu miuze s vyhodou obsahovat alespon jednu ve
vod¢ rozpustnou pomocnou aktivni latku v rozsahu od 0,001 do 10 % (hmotn./hmotn.) a alespon
jeden ochranny prostiedek, jak je definovano vyse.

Dale je s vyhodou ve vodé rozpustna pomocna aktivni latka vybrana ze skupiny zahrnujici vitamin
C; skupinu B vitaminii; aminokyseliny, peptidy s vyhodou acetyl hexapeptid-8 argilin, palmitoyl
tripeptid, méd’naty tripeptid-1, peptidy Saccharomyces, hexapeptid-1, a proteiny s vvhodou ryzovy
protein, sojovy protein, quinoa nebo pSeniény protein; dale ve vodé rozpustné polysacharidy s
vyhodou hyaluronovou kyselinu nebo jeji farmaceuticky a kosmeticky pfijatelnou sul,
karboxymethyl glukan, schizofylan, glukomannan; panthenol; mocdovinu; glycerin; rostlinné
extrakty s vvhodou extrakt aloe vera, hefmankovy extrakt, extrakt z akacie, extrakt ze zeleného
Caje, extrakt z fas, ovesny extrakt, konopny extrakt, brusinkovy extrakt; bakterie s vyhodou
Lactobacillus, Thalassospira, Bifidobacterium, Halobacterium nebo extrakt z hub z Agaricus
subrufescens, Choiromyces meandriformis, Cordyceps sinensis, Ganoderma lucidum, Grifola
frondosa, Hypsizygus ulmarium, Inonotus obliquus, Lentinula edodes, Polyporus poddr., Trametes
versicolor, Tremella fuciformis, Tuber poddr., Schizofyllum commune.

Mnozstvi vody v kompozici podle stavajiciho vynalezu ve formé krému nebo séra obecné odpovida
mnozstvi vody pfidané do 100 % (hmotn./hmotn.) kompozice.

Podle jiného vyhodného provedeni topické kompozice je tato kompozice ve form¢ nanovlaken
zahmujicich pentapeptid obecného vzorce I, jak je definovan vyse, a jeho koncentrace je v rozsahu
0,07 az 70 % (hmotn./hmotn.), s vyhodou 0,07 az 7 % (hmotn./hmotn.) a alespon jeden pomocny

polymer.

Nanovlakna mohou s vyhodou dale obsahovat kyselinu hyaluronovou nebo jeji farmaceuticky a
kosmeticky prijatelnou siil. Jeji koncentrace v nanovlaknech v topické kompozici podle stavajiciho
vynalezu je v rozsahu 5 az 80 % (hmotn./hmotn.) a koncentrace pomocného polymeru je v rozsahu
10 az 94 % (hmotn./hmotn.).

Dale je s vyhodou pomocny polymer vybran ze skupiny zahmujici polyethylenoxid,
polyvinylalkohol nebo jejich smés.

Podle jin¢ho vyhodného provedeni topické kompozice tato kompozice dale zahruje alespori jednu
pomocnou aktivni latku, jak je definovano vyse.

Podle dalsiho vyhodného provedeni topické kompozice jsou nanovldkna ve formé ve vod¢
rozpustné suché vrstvy.

Nové je pouziti pentapeptidu obecné¢ho vzorce I podle stavajiciho vynalezu nebo pouziti
kosmetickych nebo dermo-farmaceutickych kompozic obsahujicich uvedeny pentapeptid pro
zlepSeni stavu kize a jejiho vzhledu. Konkrétnéji pentapeptid podle stavajiciho vynalezu vykazuje
aktivitu antioxidantu, zlepSuje funkci kozni bariéry stimulaci produkce adhese, té€sného spojeni a
proteinii rohovaténi a zvySuje také hydrataci pokozky indukci filaggrinu, jehoz degradacni
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produkty jsou ¢asti piirozen¢ho zvlh¢ujiciho faktoru kiize. Uvedeny pentapeptid podle stavajiciho
vynalezu je zlepSovac stavu koznich bunék zejména dal§im ucinkem, tedy zvySenim keratinizace
— procesu, ktery nastava pouze v burikach kuze. Dale je uvedeny pentapeptid podle stavajiciho
vynalezu také uzitecny pro obnoveni funkce kozni bari€ry in vivo u epidermis ¢lovéka a pro zvyseni
genoveé exprese proteini zahrnutych ve funkci kozni banéry a hydratace in vivo v epidermis
cloveka.

Uvedeny pentapeptid topické kompozice podle stavajiciho vynalezu je uréen pro normalni kizi a
také pro kiiZi s porusenou funkci bariéry spojenou s riznymi koznimi nemocemi.

Podle dalsiho vyhodného provedeni jsou pentapeptid obecného vzorce I podle stavajiciho vynalezu
a topicka kompozice podle stavajiciho vynalezu vhodné pro pouziti pri 1¢¢bé kaze. S vyhodou pro
pouziti pro lékarské oSetfeni koznich nemoci vybranych ze skupiny zahmujici atopickou
dermatitidu, psoriazu, nemoc odlupovani kiize, ichtyézu. Nebo s vyhodou pro pouziti pro
kosmetické oSetfeni kiize.

Je znamo, Ze kosmeticky a farmaceuticky pfijatelné soli kyseliny hyaluronové jsou takové, které
vznikaji z kyselin, které tvofi netoxické kyselé anionty vybrané ze skupiny zahmujici sodik,
draslik, vapnik, hoi¢ik, zinek.

Vsechna % uvedena nize jsou, pokud neni uvedeno jinak, % hmotnostni (hmotn./hmotn.). U

topické kompozice podle stavajiciho vynalezu znamenaji celkovou hmotnost kompozice.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1. Cytotoxicita NPWDQ a acetyl-Asn-Pro-Trp-Asp-Gln (ac-NPWDQ). Data predstavuji
prumér+SEM z alesponi 3 nezavislych experimentu.

Obr. 2. Antioxidacni aktivita NPWDQ a ac-NPWDQ. Data predstavuji primér+SEM z alespon 3
nezavislych experimentd. Pro statistickou analyzu byl pouzit Studentiv T-test (*p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001).

Obr. 3. Primami kozni drazdivy index (PDII) pro NPWDQ. NPWDQ peptid byl aplikovan v okluzi
na volarni stranu pfedlokti u 15 dobrovolniku po 18 h. Osetfena kiize byla potom ohodnocena a
skorovana na znamky podrazdéni a byl spocitan PDIL. U testovanych koncentraci NPWDQ
peptidu: 200 a 100 pg/ml nebyly zadné znamky kozniho podrazdéni a PDII byl pod 0,5 (limit pro
nedrazdivé latky).

Obr. 4. Obnoveni TEWL (Transdermalni ztrata vody) v lidské kuzi in vivo po odlepeni naplasti a
aplikaci NPWDQ. NPWDQ peptid (200 pg/ml v PBS) byl aplikovan na kuzi, ze které byla
odlepena naplast na volarni strané predlokti u 10 dobrovolnikii. TEWL bylo méfeno bezprostiedné
po odlepeni naplasti a po 48 h oSetfeni NPWDQ. Peptid NPWDQ prispél k rychlej§imu obnoveni
TEWL v porovnani s kontrolou (PBS). Pro statistickou analyzu byl pouzit Studentiv T-test
(*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Obr. 5. Snizeni TEWL v lidské kazi po oSetfeni acetylovanym NPWDQ (ac-NPWDQ). Split-face
studie na 16 dobrovolnicich ukazala, Ze 6 tydnu aplikace ac-NPWDQ (0,001%) zpusobuje sniZeni
TEWL o 15 %. Pro statistickou analyzu byl pouzit Studentiav T-test (¥*p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001).

Obr. 6. Zvyseni hydratace pokozky po oSetfeni acetylovanym NPWDQ (ac-NPWDQ). Split-face
studic na 16 dobrovolnicich ukazala, ze 6 tydenni aplikace ac-NPWDQ (0,001%) zpusobila
zvySeni hydratace pokozky o 8 %. Pro statistickou analyzu byl pouzit Studentiv T-test (¥*p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001).
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Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1 Cytotoxicita NPWDQ a ac-NPWDQ peptidi.

Cytotoxicita NPWDQ a ac-NPWDQ (acetylovanych) peptida, které byly syntetizovany (viz
priklady 8 a 9) byla testovana na NIH-3T3 mysich embryonalnich fibroblastech. Buiiky byly
nasazeny na 96-jamkové desticky a kultivovany 24 hodin. Buné¢na viabilita byla méfena 24 hodin
po  osetfeni  peptidy  pouZitim  postupus  3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2, 5-difenyl-
tetrazoliumbromidem (MTT). MTT zasobni roztok (20 ul; koncentrace 5 mg/ml) byl pfidan do
bunécného kultivaéniho média (200 pl) do kazdé jamky. Desti¢ky byly inkubovany 2.5 h pii 37 °C.
Potom, po odstranéni roztoku MTT, byl pfidan lyzac¢ni roztok 220 ul (45% isopropanol, 45%
DMSO, 10% Triton-X, 0,3M HCl) a byla provedena buné¢na lyze a rozpusténi formazanu 30 min
pii teploté mistnosti. Absorbance byla méfena na VERSAmax mikrodestickovém readeru pri
570 nm. Vysledky jsou ukazany na obr. 1. MTT test ukazal, ze 24-h oSetfeni NPWDQ a ac-
NPWDQ peptidem nema zadny negativni uéinek na viabilitu 3T3 bundk. Zadné vyznamné
negativni ucinky na bunéénou viabilitu nebyly pozorovany v celém testovaném koncentracnim
rozsahu pro oba peptidy.

Priklad 2 Antioxidaéni aktivita NPWDQ a ac-NPWDQ peptidi.

Antioxidacni aktivita NPWDQ a ac-NPWDQ, které byly syntetizovany (viz priklady 8 a 9) byla
stanovena pouzitim 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH; Sigma-Aldrich) jako volného radikalu,
ktery v pfitomnosti antioxidantu méni barvu z fialové na zlutou. PDDH postup byl proveden, jak
bylo popsano dfive (Brand-Williams a kol., 1995), s menSimi modifikacemi. Stru¢né, 100 pl
0,01% DPPH nafedéného v metanolu bylo pfidano k 100 ul testované latky nafedéné v 50mM Tris
pH 7.1 v 96-jamkové desticce. Po 15 min byla absorbance méfena pfi 515 nm pouzitim VersaMax
mikrodestickového readeru (Molecular Devices). V DPPH postupu ukazaly peptidy NPWDQ a ac-
NPWDQ vyznamnou pfimou antioxidacni aktivitu. Ukazaly schopnost pfimého vychytavani
volnych radikali v testovanych koncentracich (obr. 2). Pro statistickou analyzu byl pouzit
Studentuv T-test (*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Priklad 3

Zvyseni syntézy proteinu tésnych spoju a adhesivnich molekul v HaCaT keratinocytech NPWDQ
a ac-NPWDQ oSetfenim.

HaCaT keratinocyty byly nasazeny na 6-jamkovou desticku a kultivovany 24 h. Potom byly
oSetfeny 100 pg/ml NPWDQ nebo ac-NPWDQ), které byly syntetizovany (viz priklady 8 a 9) a
inkubovany 48 h. Celkova RNA byla izolovana ze vzorkii pouzitim RNAse mini kit (Qiagen) podle
instrukci poskytnutych dodavatelem. Koncentrace a Cistota izolované RNA byla stanovena
pouzitim NanoDrop™ One/OneC Mikroobjemového UV-Vis spektrofotometru pouzitim 260/280
absorp¢niho poméru. 1 pg izolované RNA byl pouzit pro reverzni transkripcni reakci provedenou
se soupravou High Capacity RNA to cDNA Kit (Invitrogen) v GenePro termalnim cykleru (Bioer
Technology) podle instrukci vyrobce. Nasledné bylo provedeno kvantitativni real-time PCR (qRT-
PCR) s TagMan postupem pro genovou expresi (TJP1, TJIP2, CDH1, OCLN) a TagMan Fast
Advanced Mastermix (Applied Biosystems) podle doporuceni dodavatele v StepOne real time PCR
cykleru (Applied Biosystems). RPL13A byl pouzit jako referencni gen. Data byla analyzovana
pouzitim 244 metody.

Analyza ukazala zvySenou genovou expresi adhesivnich proteint a proteinu tésnych spoju (viz tab.
1 atab. 2).
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Tabulka 1. Exprese genu kodujicich proteiny tésnych spoju TIP1, TJP2, OCLN a adhesivnich
molekul CDHI1, DSG1 v HaCaT keratinocytech po osetfeni NPWDQ (100 pg/ml) 48 h. Genova
exprese byla stanovena qRT-PCR. Data predstavuji praimér£SEM z alespoi 3 nezavislych
experimentu. Pro statistickou analyzu byl pouzit Studentav T-test (¥*p<0,05; ** p<0,01;, ***
p<0,001).

Tabulka 1
NPWDQ
Gen Nasobna zména/kontrola SEM p-hodnota (Studentuv test)
TJPI 4,68 0,20 0,003
TJP2 3,25 0,22 0,010
CDHI 1,92 0,16 0,027
OCLN 2,55 0,19 0,015

Tabulka 2. Exprese genu kodujicich proteiny tésnych spoju TIP1, TJP2, OCLN a adhesivnich
molekul CDHI1, DSG1 v HaCaT keratinocytech po oSetreni ac-NPWDQ (100 pg/ml) 48 h. Genova
exprese byla stanovena qRT-PCR. Data predstavuji prumér£SEM z alespori 3 nezavislych
experimentu. Pro statistickou analyzu byl pouzit Studentiv T-test (¥*p<0,05; ** p<0,01, ***
p<0,001).

Tabulka 2
Ac-NPWDQ
Gen Nasobna zména/kontrola SEM p-hodnota (Studentuv test)
TJPI 3.93 0,52 0,030
TJP2 2,63 0,14 0,007
CDHI 1,71 0,14 0,036
OCLN 1,53 0,28 0,202

Priklad 4 Index kozni drazdivosti pro NPWDQ.

Test s naplasti pro kozni drazdivost byl proveden s NPWDQ), ktery byl syntetizovan (viz priklad
8), aplikovan v okluzi na volami stranu predlokti u 15 dobrovolniku. Peptid byl aplikovan v solném
roztoku pufrovaném fosfatem (PBS) v koncentracich 100 a 200 pg/ml 18 h, PBS bylo aplikovano
jako negativni kontrola. Po aplikaci bylo provedeno subjektivni ohodnoceni a skérovani osetifené
kiaze (erytém, edém) v riznych ¢asovych bodech: 0, 2, 24, 48, 72 h po odstranéni naplasti. Byl
vypocitan primarni index kozni drazdivosti. NPWDQ peptid nema zadny drazdivy ucinek na
lidskou kuzi (obr. 3).

Priklad 5 Obnoveni funkce kozni bariéry in vivo u lidské epidermis oSetfenim NPWDQ.

KoZni bariéra na dvou 1,5 cm? plochach vzdalenych 2 ¢cm od sebe na volarni strané predlokti 10
dobrovolniku byla narusena odtrhnutim naplasti (15 D-Squamoéznich diski na kazd¢é misto,
CuDerm) homich vrstev SC. Dale TEWL bylo méfeno na obou mistech pouzitim TM 30 tewametru
(CK Electronics) a potom bylo aplikovano 0,2 mg/ml NPWDQ peptidu syntetizovaného (viz
pfiklad 8) v PBS nebo samotné PBS Sestkrat béhem 48 h, ato v 8 h, ve 14 h a ve 20 h kazdy den
na dvou testovanych oblastech. Po 48 h jsme méfili TEWL znovu a pozorovali jeho vétsi snizeni
na misté, kde byl aplikovan peptid. To ukazuje rychlejsi obnoveni funkce kozni bariéry NPWDQ
peptidem (obr. 4). Pro statistickou analyzu byl pouzit Studentiv T-test (¥*p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001).
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Priklad 6 ZvySeni genové exprese proteinti zahmutych ve funkci kozni bariéry a hydratace in vivo
u lidské epidermis osetfenim NPWDQ.

Epidermis po odtrzeni naplasti u deseti dobrovolniki osetfenych NPWDQ), ktery byl syntetizovan
(viz priklad 8), byla po TEWL m¢érfeni, jak je popsano v piikladu 5, vzorkovana pouzitim metody
saciho puchyfe. Potom byla epidermis homogenizovana a RNA byla izolovana ze vzorku guanidin
thiokyanat-fenolovou extrakéni metodou pouzitim RNAzol Reagent (Molecular Research Center)
a soupravou RNAse mini kit (Qiagen) podle instrukci poskytnutych dodavateli. Dale byla
provedena procedura (RT-PCR a real-time qPCR), jak je popsano v prikladu 3.

Bylo pozorovano zvyseni exprese genu (viz tabulka 3 nize) kédujicich protein tésnych spoji 1
(TJP1) a také adhezni molekuly jako kadherin 1 (CDH1) a desmoglein 1 (DSG1) a také proteiny
rohovaténi jako involukrin (IVL) a filagrin (FLG) (tab. 3). Krom¢ jeho role pfi rohovaténi filagrin
také podstupuje degradaci na volné¢ aminokyseliny a derivaty, jako je urokanova kyselina (UCA)
a pyrolidon karboxylova kyselina (PCA), které jsou souborné oznaCovany jako piirozeny
zvlhcujici faktor (NMF) zvySujici SC hydrataci [24]. Pro statistickou analyzu byl pouzit Studentuv
T-test (¥*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Tabulka 3. Exprese genu kddujicich protein tésnych spoju 1 (TJP1), adhesivni molekuly kadherin
1 (CDH1), desmoglein 1 (DSG1) a proteiny rohovaténi involukrin (IVL) a filagrin (FLG) u lidské
epidermis in vivo po odtrzeni naplasti a aplikaci NPWDQ. NPWDQ peptid (200 pg/ml v PBS) byl
aplikovan Sestkrat bchem 48 h na kuZzi po odtrzeni naplasti na volamich stranach predlokti 10
dobrovolniki. Exprese CDH1, DSGI, TJPI, IVL a FLG byla stanovena pouzitim qRT-PCR u
vzorku epidermis ziskanych technikou saciho puchyre. Osetfeni NPWDQ zvysilo expresi u vech
vyhodnocenych gend. Pro statistickou analyzu byl pouzit Studentuv T-test (*p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001).

Tabulka 3

Lidska epidermis

Gen Nasobna zména/kontrola SEM p-hodnota (Studentuv test)
VL 13,44 3,97 0,056

FLG 18,93 4,04 0,004

CDHI 1,68 0,34 0,071

TJPI 10,18 3,00 0,022

DSG1 9.85 2,50 0,016

Priklad 7 Zlepseni funkce kozni bariéry in vivo acetylovanym NPWDQ.

16 dobrovolnikim byl aplikovan acetylovany NPWDQ (ac-NPWDQ) syntetizovany (viz priklad
9) v krému (0,001%) na jednu polovinu tvare 6 tydni dvakrat denn¢. Na druhou polovinu bylo
aplikovano placebo. Bylo méfeno TEWL pouzitim TM 30 tewametru (CK Electronics) na zac¢atku
studie a potom po 2, 4 a 6 tydnech. Po 6 tydnech ac-NPWDQ aplikace jsme pozorovali sniZeni
TEWL o 15 % v porovnani s placebem (obr. 5). Dale vedla aplikace peptidu ke zvysSeni kozni
hydratace o 8 % (obr. 6).

Priklad 8 Syntéza NPWDQ

NPWDQ peptid a jeho denvaty byly syntetizovany standardnim postupem pro syntézu peptidi na
pevné fazi pouzitim Fmoc/tBu strategiec na Wang pryskyfice [2S, 26]. Vysledné peptidy byly
odstépeny od pryskyfice a chranici skupiny z vedlejSich fetézcu byly odstranény pouzitim smési
TFA/H,0O/CH,Cl,/anisol/TIS (85:5:5:2,5:2.5)
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Surové peptidy byly purifikovany na Shimadzu preparativnim HPLC (série Prominence). XBridge
OBD Preparativni kolona Reversni faze 5 um Sféricky Hybrid, 50 mm x 50 mm byl pouzit pro
separaci s prutokem 30 ml/min. Mobilni faze sestavala z A 0,1% HCOOH ve vod¢ a B acetonitril
a gradient od 10 do 16 % B 14 min byl pouzit pro eluci. Cistota peptidu byla ovéfena na PDA a
MS detektoru.

Priklad 9 Syntéza acetylovaného NPWDQ (ac-NPWDQ)

Prvni ¢ast syntézy byla provedena, jak je popsano v prikladu 8. Po odstranéni chranicich skupin
Fmoc a promyti byla pfidana do reaktoru smés acetanhydridu a pyridinu (1/1, obj./obj.) v DMF,
N-koncova acetylace byla provadéna 30 minut. Vysledny peptid byl odstépen od pryskyfice a
zvedlejSich  fetézci  byly  odstranény  chranici  skupiny  pouzitim  koktejlu
TFA/H,O/CHCl,/anisol/TIS (85:5:5:2.5:2.5).

Surové peptidy byly rozpustény v 50% acetonitrilu a purifikovany na Shimadzu preparativnim
HPLC (séric Prominence). XBridge OBD Preparativni kolona Reversni faze 5 um Sféricky Hybrid,
50 mm x 50 mm byl pouZit pro rozdéleni s pritokem 30 ml/min. Mobilni faze byla A 0,1%
HCOOH ve vod¢ a B acetonitril a gradient od 10 do 30 % B po dobu 21 min byl pouZit pro eluci.
Cistota peptidu byla ovéiena PDA a MS detektorem.

Priklad 10 Syntéza lauroyl-NPWDQ (Ci»-laur-NPWDQ)

Prvni ¢ast syntézy byla provedena, jak je popsano v prikladu 8. Po odstranéni Fmoc-chranicich
skupin a promyti byla pfidana laurova kyselina a DIC k pryskyfici pro N-koncovou lauroylaci.
Reakce byla provadéna 24 hodin. Vysledny peptid byl odstépen z pryskyfice a chranici skupiny
z vedlejsiho  fet€zce byly odstranény pouzitim  koktejlu  TFA/H,O/CH»Cly/anisol/TIS
(85:5:5:2,5:2.5).

Surové peptidy byly rozpustény ve 100% acetonitrilu a purifikovany na Shimadzu preparativnim
HPLC (séric Prominence). XBridge OBD Preparativni kolona Reversni faze 5 um Sféricky Hybrid,
50 mm x 50 mm byla pouzita pro separaci s prutokem 30 ml/min. Mobilni faze byla A 0,1%
HCOOH ve vodé a B acetonitril a gradient od 10 do 76 % B 19 min byl pouzit pro eluci. Cistota
peptidu byla ovéfena PDA a MS detektorem.

Priklad 11 Kompozice zahmujici pentapeptidy podle stavajiciho vynalezu: krém s NPWDQ nebo
ac-NPWDQ.

Priklad krému (emulze olej ve vod€) obsahujici pentapeptid podle stavajiciho vynalezu NPWDQ
ajeho denvaty.

Tabulka 4
Slozka | INCI | % (hmotn./hmotn.)
Olejova faze
Krémovy zaklad CA-20 Cetearyl alcohol, ceteareth-20 6
Makadamovy olej Macadamia Integrifolia Seedoil 7
Olivovy olej Olea Europaca Fruit oil 7
Jojobovy olej Simmondsia Chinensis (Jojoba) Seed Oil 6
Cetylalkohol Cetyl alcohol 4
Vitamin E Tocopheryl Acetate 1
Vodna faze
Voda Aqua 54
Glycerin Glycerin- 4
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Sodium acrylate / sodium
Gelovy zaklad EMU acryloyldimethyl taurate copolymer, 0,5
1sohexadecane, polysorbate 80
Mocovina Urea 3
Vitamin B3 Niacinamide 1,5
Faze aktivni slozky
Voda Aqua 5,19
NPWDQ - 0,01
Ochranny prostiredek
Benzylalkohol-DHA | Benzylalcohol, dehydroacetic acid | 0,8
Tabulka 5
Slozka INCI | % (hmotn./hmotn.)

Olejova faze

Emulzifika¢ni vosk N200 Cetearyl Alcohol, PEG20 stearate 2
Makadamovy olej Macadamia Integrifolia Seed oil 6
Olivovy olej Olea Europaca Fruit oil 10
Jojobovy olej Simmondsia Chinensis Seed Oil 8
Cetyl alkohol Cetyl alcohol 4
Vodna faze
Voda Aqua 54,5
Glycerin Glycerin 4
Sodium acrylate / sodium
Gelovy zaklad EMU acryloyldimethyl taurate copolymer, 0,5
isohexadecane, polysorbate 80
Mocovina Urea 3
Vitamin B3 Niacinamide 1,5
Faze aktivni slozky
Voda Aqua 5,19
NPWDQ - 0,01
Ochranny prostiredek
Fenoxyetanol Phenoxyetanol 0,8
s Tabulka 6
Slozka | INCI | % (hmotn./hmotn.)
Olejova faze
N200 Cetearyl Alcohol, PEG20 stearate 2
Makadamovy olej Macadamia Integrifolia Seed oil 6
Olivovy olej Olea Europaea Fruit oil 10
Jojobovy olej Simmondsia Chinensis Seed Oil 8
Cetyl alkohol Cetyl alcohol 4
Vodna faze
Voda Aqua 54,5
Glycerin Glycerin 4
Sodium acrylate / sodium
Gelovy zaklad EMU acryloyldimethyl taurate copolymer, 0,5
isohexadecane, polysorbate 80
Mocovina Urea 3
Vitamin B3 Niacinamide 1,5
Faze aktivni slozky
Voda | Aqua 5,189

-10 -
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NPWDQ - 0,01

Inspira SEA Thalassospira xiamenensis lysate extract 0,001

Ochranny prostiredek

Fenoxyetanol | Phenoxyetanol 0,8
Tabulka 7

Slozka | INCI | % (hmotn./hmotn.)

Olejova faze

Krémovy zaklad CA-20 Cetearyl alcohol, ceteareth-20 5,5
Makadamovy olej Macadamia Integrifolia Seedoil 8
Olivovy olej Olea Europaca Fruit oil 8
Jojobovy olej Ricinus communis seed oil 4
Cetyl alkohol Cetyl alcohol 1
Vitamin E Tocopheryl Acetate 1
Vodna faze
Voda Aqua 61,509
Sodium acrylate / sodium
Gelovy zaklad EMU acryloyldimethyl taurate copolymer, 0,5
1sohexadecane, polysorbate 80
Mocovina Urea 3
Vitamin B3 Niacinamide 1,5
Faze aktivni slozky
Voda Aqua 5,19
lauroyl-NPWDQ - 0,001
Ochranny prostiredek
Benzylalkohol-DHA | Benzylalcohol, dehydroacetic acid | 0,8
Tabulka 8
Slozka | INCI | % (hmotn./hmotn.)

Olejova faze

Krémovy zaklad CA-20 Cetearyl alcohol, ceteareth-20 5,5

Arganovy olgj Argania spinosa Kemel Oil 7

Bambucké¢ maslo Butyrospermum parkii butter 7

Jojobovy olej Simmondsia Chinensis Seed Oil 6

Vitamin E Tocopheryl Acetate 1

Vodna faze

Voda Aqua 58,01

Glycerin Glycerin 4

Sodium acrylate / sodium

Gelovy zaklad EMU acryloyldimethyl taurate copolymer, 0,5
isohexadecane, polysorbate 80

Mocovina Urea 3

Vitamin B3 Niacinamide 1.5

Faze aktivni slozka

Voda Aqua 5,19

oktanoyl-NPWDQ - 0.5

Ochranny prostredek

Benzylalkohol-DHA | Benzylalcohol, dehydroacetic acid | 0,8

11 -
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Tabulka 9
Slozka | INCI | % (hmotn./hmotn.)
Olejova faze
Mandlovy olej Prunus amygdalus dulcis oil 16
Bambucké maslo Butyrospermum parkii butter 5
Cetyl alkohol Cetyl alcohol 4
Vodna faze
Voda Aqua 52,9
Glycerin Glycerin 4
Faze aktivni slozky
Voda Aqua 10
Panthenol Panthenol 2
Tanaktin Glucomannan 0,2
Schizophyllan Schizophyllan 0,1
Mocovina Urea 4
ac-NPWDQ - 1
Ochranny prostiredek
Benzylalkohol-DHA | Benzylalcohol, dehydroacetic acid | 0,8
Tabulka 10
Slozka | INCI | % (hmotn./hmotn.)

Olejova faze

Krémovy zaklad CA-20 Cetearyl alcohol, ceteareth-20 6
Makadamovy olej Macadamia Integrifolia Seed) oil 8
Olivovy olej Olea Europaea Fruit oil 8
Ricinovy olej Ricinus communis seed oil 4
Cetyl alkohol Cetyl alcohol 4
Vitamin E Tocopheryl Acetate 4.5
Vodna faze
Voda Aqua 53,509
Sodium acrylate / sodium
Gelovy zaklad EMU acryloyldimethyl taurate copolymer, 0,5
isohexadecane, polysorbate 80
Mocovina Urea 3
Vitamin B3 Niacinamide 1,5
Vitamin C sodium ascorbyl phosphate 1
Faze aktivni slozky
Voda Aqua 5,19
lauroyl-NPWDQ - 0,001
Ochranny prostiredek
Benzylalkohol-DHA | Benzylalcohol, dehydroacetic acid | 0,8
Tabulka 11
Slozka | INCI | % (hmotn./hmotn.)

Olejova faze

Krémovy zaklad CA-20 Cetearyl alcohol, ceteareth-20 6
Arganovy olgj Argania spinosa Kemnel Oil 5
Bambucké¢ maslo Butyrospermum parkii butter 10
Jojobovy olej Simmondsia Chinensis Seed Oil 5

12 -
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Vitamin E Tocopheryl Acetate 1

Vodna faze

Voda Aqua 57,11

Glycerin Glycerin 4

Sodium acrylate / sodium

Gelovy zaklad EMU acryloyldimethyl taurate copolymer, 0,5
isohexadecane, polysorbate 80

Mocovina Urea 3

Vitamin B3 Niacinamide 1,5

Faze aktivni slozky

Voda Aqua 5,19

oktanoyl-NPWDQ - 0,5

Ochranny prostredek

Benzylalkohol-DHA Benzylalcohol, dehydroacetic acid 0,8

2-fenoxyetanol Phenoxyetanol 0,4

Po pripravé olejové a vodné faze byly tyto zahraty na 70 °C. Potom byly obé faze smichany
dohromady a emulgovany za michani (290 ot./min). Po michani je emulze ochlazena na 40 °C a je
pfidana aktivni slozka a ochranny prostfedek. pH je kontrolovano a v pfipad¢, ze neni mezi 5,2 az
6,5, je upraveno 1 az 50% kyselinou citronovou nebo 1 az 50% KOH nebo NaOH.

Priklad 12 Kompozice s peptidy podle stavajiciho vynalezu: sérum s NPWDQ nebo jeho denvaty.

Priklad séra obsahujiciho pentapeptid podle stavajiciho vynalezu NPWDQ.

Tabulka 12
INCI % (hmotn./hmotn.)
Voda Aqua 98,199
Hyaluronat sodny Sodium hyaluronate 1
NPWDQ - 0,001
2-fenoxyetanol Phenoxyetanol 0,8
Tabulka 13
Slozka INCI % (hmotn./hmotn.)
Voda Aqua 97,36
Hyaluronat sodny Sodium hyaluronate 1,50
NaCl Sodium chloride 0,80
Na,HPO, - 12 H,0 Disodium phosphate dodecahydrate 0,29
KH:PO, Potassium dihydrogen phosphate 0,02
KCl Potassium chloride 0,02
oleoyl-NPWDQ - 0,0055
Benzylalkohol-DHA Benzylalcohol, dehydroacetic acid 0,8
Tabulka 14
Slozka INCI % (hmotn./hmotn.)
Voda Aqua 95
Hyaluronat sodny Sodium hyaluronate 1,5
Vitamin B3 Niacinamide 1,5
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Tanaktin Glucomannan 0,2
ac-NPWDQ - 1
2-fenoxyetanol Phenoxyetanol 0,8
Tabulka 15
Slozka INCI % (hmotn./hmotn.)
Voda Aqua 90
Hyaluronat sodny Sodium hyaluronate 1,5
Vitamin B3 Niacinamide 1,5
Vitamin C sodium ascorbyl phosphate 5
Tanaktin Glucomannan 0,2
ac-NPWDQ - 1
2-fenoxyetanol Fenoxyetanol 0,8
Tabulka 16

Slozka INCI % (hmotn./hmotn.)
Voda Aqua 92,8
Hyaluronat sodny Sodium hyaluronate 1,5
Vitamin B3 Niacinamide 1,5
Vitamin C sodium ascorbyl phosphate 1,8
Tanaktin Glucomannan 0,2
ac-NPWDQ - 1
Benzoova kyselina Benzoic acid 0,5
2-fenoxyetanol Fenoxyetanol 0,7

Nejdrive je peptid NPWDQ pfidan do vody a michan, dokud se zcela nerozpusti. Potom je

fenoxyetanol a hyaluronat sodny michan s vodou, dokud se zcela nerozpusti.

Priklad 13 Kompozice s peptidy podle stavajiciho vynalezu: nanovlakenna vrstva s NPWDQ nebo

jeho derivaty.

Priklad nanovlakenna vrstvy obsahujici peptid podle stavajiciho vynalezu NPWDQ.

Tabulka 17
Slozka INCI % (hmotn./hmotn.)
Hyaluronat sodny Sodium hyaluronate 79,9
Polyetylenoxid PEG-9M 20
NPWDQ nebo ac-NPWDQ - 0.1
Tabulka 18
Slozka INCI % (hmotn./hmotn.)
Hyaluronat sodny Sodium hyaluronate 5
Polyetylenoxid PEG-9M 25
ac-NPWDQ - 70
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Tabulka 19
Slozka INCI % (hmotn./hmotn.)
Hyaluronat sodny Sodium hyaluronate 4
Polyetylenoxid PEG-9M 94
lauroyl-NPWDQ - 2

Tabulka 1
Slozka INCI % (hmotn./hmotn.)
Hyaluronat sodny Sodium hyaluronate 43
Polyetylenoxid PEG-9M 50
myristoyl-NPWDQ - 7

Tabulka 2
Slozka INCI % (hmotn./hmotn.)
Hyaluronat sodny Sodium hyaluronate 50
Polyetylenoxid PEG-9M 15
oktanoyl-NPWDQ - 35

Po rozpusténi vSech slozek ve vodé jsou nanovlakna generovana elektrostatickym zvlakiovanim
(4 SPIN, Contipro). Pfesny protokol pripravy je popsan v Ceské piihlasce vynalezu PV 2013-820.

Bibliografie

l.
2.
3.

10.

11.

12.

13.

Gilchrest, B.A., Photoaging. J Invest Dermatol, 2013. 133(E1): str. E2-6.

Kohl, E., a kol., Skin ageing. J Eur Acad Dermatol Venereol, 2011. 25(8): str. 873-84.
Farage, M.A ., a kol., Functional and physiological characteristics of the aging skin. Aging
Clin Exp Res, 2008. 20(3): str. 195-200.

Hung, C.F., akol., Evaluation of drug and sunscreen permeation via skin irradiated with UVA
and UVB: comparisons of normal skin and chronologically aged skin. J Dermatol Sci, 2012.
68(3): str. 135-48.

Coderch, L., a kol., Ceramides and skin function. Am J Clin Dermatol, 2003. 4(2): str. 107-
29.

Agrawal, R. a J.A. Woodfolk, Skin barrier defects in atopic dermatitis. Curr Allergy Asthma
Rep, 2014. 14(5): str. 433,

Eckert, R.L., Structure, function, and differentiation of the keratinocyte. Physiol Rev, 1989.
69(4): str. 1316-46.

Watt, F.M., Terminal differentiation of epidermal keratinocytes. Curr Opin Cell Biol, 1989.
1(6): str. 1107-15.

Kroemer, G., a kol., Classification of cell death: recommendations of the Nomenclature
Committee on Cell Death 2009. Cell Death Differ, 2009. 16(1): str. 3-11.

Eckhart, L., a kol., Cell death by cornification. Biochim Biophys Acta, 2013. 1833(12): str.
3471-3480.

Elias, P.M., Epidermal lipids, barrier function, and desquamation. J Invest Dermatol, 1983.
80 Suppl: str. 44s-49s.

Nemes, Z. a P.M. Steinert, Bricks and mortar of the epidermal barrier. Exp Mol Med, 1999.
31(1): str. 5-19.

Kirschner, N, a kol., Contribution of tight junction proteins to ion, macromolecule, and water
barrier in keratinocytes. J Invest Dermatol, 2013, 133(5): str. 1161-9.

-15-



10

15

20

25

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

CZ 308812 B6

Yuki, T., a kol., Tight junction proteins in keratinocytes: localization and contribution to
barrier function. Exp Dermatol, 2007. 16(4): str. 324-30.

Niessen, C.M., Tight junctions/adherens junctions: basic structure and function. J Invest
Dermatol, 2007. 127(11): str. 2525-32.

Kirschner, N. a J. M. Brandner, Barriers and more: functions of tight junction proteins in the
skin. Ann N'Y Acad Sci, 2012. 1257: str. 158-66.

Svoboda, M., Z. Bilkova, a T. Muthny, Could tight junctions regulate the barrier function of
the aged skin? J Dermatol Sci, 2016. 81(3): str. 147-52.

Celli, A., a kol., Tight junction properties change during epidermis development. Exp
Dermatol, 2012. 21(10): str. 798-801.

Malminen, M., a kol., Immunohistological distribution of the tight junction components ZO-
1 and occludin in regenerating human epidermis. Br J Dermatol, 2003. 149(2): str. 255-60.
Tanabe, S., a kol., Identification of a peptide in enzymatic hydrolyzate of cheese that inhibits
ovalbumin permeation in Caco-2 cells. J Agric Food Chem, 2006. 54(18): str. 6904-8.

Isobe, N., a kol., Enzyme-modified cheese exerts inhibitory effects on allergen permeation in
rats suffering from indomethacin-induced intestinal inflammation. Biosci Biotechnol
Biochem, 2008. 72(7): str. 1740-5.

Yasumatsu, H. a S. Tanabe, The casein peptide Asn-Pro-Trp-Asp-Gln enforces the intestinal
tight junction partly by increasing occludin expression in Caco-2 cells. Br J Nutr, 2010.
104(7): str. 951-6.

Rao, R., Occludin phosphorylation in regulation of epithelial tight junctions. Ann N Y Acad
Sci, 2009. 1165: str. 62-8.

Sandilands, A., a kol., Filaggrn in the frontline: role in skin barrier function and disease. J
Cell Sci, 2009. 122(Pt 9): str. 1285-94.

Amblard, M., a kol., Methods and protocols of modem solid phase Peptide synthesis. Mol
Biotechnol, 2006. 33(3): str. 239-54.

Fields, G.B., Solid-phase peptide synthesis.: Acad. Press: San Diego, Calif., 1997 str. 780.

-16 -



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 308812 B6

PATENTOVE NAROKY

1. Pentapeptid odvozeny od kaseinu jako zlepSova¢ stavu koznich bunék obecného vzorce I
X-Asn-Pro-Trp-Asp-GIn-Z D,
kde:

X je -NHX' skupina asparaginu na N-konci pentapeptidu, kde X' je vybrano ze skupiny zahmujici
H, acetyl, oktanoyl, dekanoyl, lauroyl, mynstoyl, palmitoyl, stearoyl, elaidoyl, oleoyl, biotinoyl
nebo lipoyl;

Z je -COZ! skupina glutaminu na C-konci pentapeptidu, kde Z' je vybrany ze skupiny zahrnujici
OH, OCH3, OCH,CHs nebo NHa.

2. Pentapeptid podle naroku 1, kde X! je s vyhodou H nebo acetyl a Z! je s vyhodou OH nebo
NHo..

3. Topicka kompozice vyznacujici se tim, Zze zahrnuje alespon jeden pentapeptid, jak je
definovan v naroku 1 nebo v naroku 2.

4. Topicka kompozice podle naroku 3, vyznacujici se tim, Ze koncentrace pentapeptidu
obecného vzorce I je v rozsahu od 0,001 do 70 % (hmotn./hmotn.), s vvhodou v rozsahu od 0,001
do 0,5 % (hmotn./hmotn.), vvhodnéji od 0,001 do 0,05 % (hmotn./hmotn.).

5. Topicka kompozice podle naroku 3 nebo naroku 4, vyznacujici se tim, Ze je ve form¢ vybrané
ze skupiny zahmujici krém, sérum nebo nanovlakna.

6. Topicka kompozice podle naroku 5, vyznacujici se tim, ze je ve formé krému, kde
koncentrace pentapeptidu obecného vzorce I je v rozsahu od 0,001 do 1 % (hmotn./hmotn.), s
vyhodou 0,001 % do 0,05 % (hmotn./hmotn.).

7. Topicka kompozice podle naroku 6, vyznacujici se tim, ze dale zahmuje alespon jednu
kosmetickou nebo dermo-farmaceutickou pomocnou slozku vybranou ze skupiny zahrujici ole;j,
vosk, maslo, emulgator, pomocnou aktivni latku a ochranny prostfedek.

8. Topicka kompozice podle naroku 7, vyznacujici se tim, Zze olej je vybran ze skupiny
zahmujici arganovy, kokosovy, avokadovy, mandlovy, sezamovy, olivovy, slunecnicovy,
konopny, jojobovy, makadamovy, ricinovy olej; maslo je vybrano ze skupiny zahmujici kokosové
maslo, bambucké maslo, avokadové maslo; a vosk je vybrany ze skupiny zahmujici lanolin, véeli
vosk, karnaubsky, kandelilovy vosk a vazelinu.

9. Topicka kompozice podle naroku 7, vyznacujici se tim, ze emulgator je vybrany ze skupiny
zahmujici glyceryl stearat, lecitin, sterylalkohol, sorbintan oleat, polysorbat, kyselinu stearovou,
cetyl alkohol a cetearyl alkohol, akrylat sodny, akryloyldimetyltaurat sodny kopolymer,
1zohexadekan, polysorbat 80.

10. Topicka kompozice podle naroku 7, vyznacujici se tim, ze pomocna aktivni latka je vybrana
ze skupiny zahmujici vitaminy A, D, E, K, C, B-skupinY, koenzym Q10, alantoin, bisabolol,
kyselinu mléénou, aminokyseliny, peptidy, s vvhodou acetyl hexapeptid-8, palmitoyl tripeptid-1,
médnaty tripeptid-1, peptidy Saccharomyces, hexapeptid-1 a proteiny s vvhodou ryZovy, sdjovy
protein, quinoa protein nebo psenicny protein; polysacharidy, kyselinu hyaluronovou nebo jeji
farmaceuticky a kosmeticky pfijatelnou sul, karboxymetyl glukan, schizofylan, glukomanan;
panthenol; mocovinu; glycerin; rostlinné extrakty, s vvhodou extrakt z aloe vera, hefmankovy
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extrakt, extrakt z akacie, extrakt ze zeleného Caje, extrakt z ras, ovesny extrakt, kanabis extrakt,
brusinkovy extrakt; bakterie s vyvhodou Lactobacillus, Thalassospira, Bifidobacterium,
Halobacterium nebo extrakty zhub z Agaricus subrufescens, Choiromyces meandriformis,
Cordyceps sinensis, Ganoderma lucidum, Grifola frondosa, Hypsizygus ulmarium, lononotus
obliquus, Lentinula edodes, Polyporus poddr. Trametes versicolor, Tremella fuciformis, Tuber
poddr., Schizophyllum commune.

11. Topicka kompozice podle naroku 7, vyzna€ujici se tim, ze ochranny prostredek je vybrany
ze skupiny zahmujici aromatické kyseliny a jejich derivaty, s vyhodou benzoovou kyselinu,
salicylovou kyselinu, dehydrooctovou kyselinu, parabeny; alkoholy s vyhodou etanol, isopropanol,
benzylalkohol, fenoxyetanol, fenethylalkohol; imidazolové derivaty s vyhodou hydantoin,
imidazolidinyl mocovinu; kationtova povrchové aktivni ¢inidla s vyhodou benzalkonium chlorid.

12. Topicka kompozice podle naroku 5, vyznacujici se tim, Ze je ve formé séra zahmujiciho
pentapeptid obecného vzorce I, jak je definovano v naroku 1, v koncentraci od 0,001 do 1 %
(hmotn./hmotn.), a s vyhodou alespon jednu ve vodé rozpustnou pomocnou aktivni latku a alespori
jeden ochranny prostiedek podle naroku 11.

13. Topicka kompozice podle naroku 12, vyznacujici se tim, Ze koncentrace pentapeptidu
obecného vzorce I je s vyhodou od 0,01 do 0,5 % (hmotn./hmotn.).

14. Topicka kompozice podle naroku 12, vyznacujici se tim, Zze ve vod¢ rozpustna pomocna
aktivni latka je vybrana ze skupiny zahmujici vitamin C; vitaminy skupiny B; aminokyseliny,
peptidy s vyhodou acetyl hexapeptid-8 Argilin, palmitoyl tripeptid, méd’naty tripeptid-1, peptidy
Saccharomyces, hexapeptid-1, a proteiny s vyhodou ryzovy protein, sdjovy protein, quinoa protein
nebo pseniény protein; dale ve vod€ rozpustné polysacharidy s vyhodou kyselinu hyaluronovou
nebo jeji farmaceuticky a kosmeticky pfijatelnou sul, karboxymetyl glukan, schizofylan,
glukomanan, extrakt z akacie, extrakt ze zeleného Caje, extrakt z ras, ovesny extrakt, kanabis
extrakt, brusinkovy extrakt; bakterie s vvhodou Lactobacillus, Thalassospira, Bifidobacterium,
Halobacterium nebo houbové extrakty z Agaricus subrufescens, Choiromyces maeandriformis,
Cordyceps sinensis, Ganoderma Ilucidum, Grifola frondosa, Hypsizygus ulmarium, Inonotus
obliquus, Lentinula edodes, Polyporus poddr, Trametes versicolor, Tremella fuciformis, Tuber
poddyr., Schizophyllum commune.

15. Topicka kompozice podle naroku 5, vyznacujici se tim, Ze je ve formé nanovlaken
zahmujicich pentapeptid obecného vzorce 1, jak je definovano v naroku 1 nebo naroku 2, a jeho
koncentrace je v rozsahu od 0,07 % do 70 % (hmotn./hmotn.), s vvhodou od 0,07 do 7 %
(hmotn./hmotn.), a alesponi jeden pomocny polymer.

16. Topicka kompozice podle naroku 15, vyznacujici se tim, z¢ dale obsahuje hyaluronovou
kyselinu nebo jeji farmaceuticky a kosmeticky pfijatelnou sul a jeji koncentrace je v rozsahu 5 az
80 % (hmotn/hmotn.) a koncentrace pomocného polymeru je vrozsahu 10 az 94 %
(hmotn./hmotn.).

17. Topicka kompozice podle naroku 15 nebo naroku 16, vyznacujici se tim, Zze pomocny
polymer je vybrany ze skupiny zahmujici polyetylenoxid, polyvinylalkohol nebo jejich smés.

18. Topicka kompozice podle které¢hokoliv z naroki 15 az 17, vyznacujici se tim, Ze dale
zahmuje alespon jednu pomocnou aktivni latku podle naroku 10.

19. Topicka kompozice podle které¢hokoliv z naroku 15 az 18, vyznaé€ujici se tim, Ze nanovlakna
Jsou ve formé ve vod¢€ rozpustné suché vrstvy.

20. Pentapeptid podle naroku 1 nebo naroku 2 nebo topicka kompozice podle kteréhokoliv
z naroku 3 az 19 pro pouziti pro oSetfeni kiize.
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21. Pentapeptid nebo topicka kompozice podle naroku 20 pro pouZiti pro medicinské oSetfeni
koznich chorob vybranych ze skupiny zahrnujici atopickou dermatitidu, psoridzu, nemoc
odlupovani kize, ichtyozu.

22. Pentapeptid nebo topicka kompozice podle naroku 20 pro pouZiti pro kosmetické oSetfeni
kuze.

3 vykresy
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