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Kombinovany nékolikastuptiovy mikrobidlni pfipravek
pro posileni pfirozené biologicke bariéry a obrany na kuzi
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Kombinované nékolikastupiiové mikrobialni pripravky a zpisob jejich aplikace

Oblast techniky
Vynalez se tyka mikrobialnich bezbunéénych pripravku, které jsou ucinné zejména pro posileni

biologické komponenty kozni bariéry a udrZeni dobré kondice mikrobialnich komunit v kazi.
Mohou byt vyuzity jako pfipravky kosmetické 1 1€Cive.

Dosavadni stav techniky

Koncepce rovnovahy mikrobialnich komunit v riznych c¢astech téla a blahodarného vlivu
majoritnich komensalnich mikroorganismu na zdravi kiize a formovani normalni imunity v této
casti téla pochazi jiz ze 60. a 70. let minul¢ho stoleti, kdy byly zaklady tohoto oboru polozeny
védci badajicimi na pomezi mikrobiologie a imunologie. V tomto raném obdobi byly objeveny
zakladni principy mikrobialnich rovnovah, av§ak jejich pfesna povaha zustala skryta vzhledem k
metodickym omezenim (detekee jednotlivych mikroorganismu pouze na zaklad¢ kultivacnich a
biochemickych metod). K dramatické zméné této situace doslo b&hem prvych dvou desetileti
nového milénia, kdy ziskal védecky vyzkum nové moznosti vyuzivajici kultivaéné nezavislé
analyzy jednotlivych pfitomnych mikroorganismu pomoci PCR amplifikace identifikacnich
sekvenci (nejcastéji ITS sekvenci nachazejicich se v genech pro ribosomalni RNA) v kombinaci s
vyznamnym urychlenim DNA sekvence pomoci zafizeni vyuzivajictho principu DNA
sekvenovani nové generace (NGS, z angl. Next Generation Sequencing). Kromé metodického
pokroku pak k védeckému poznani a upfesnéni mikrobidlnich komunit v ruznych ¢astech
lidského t€la pfispél mezinarodni projekt Human Microbiome Project garantujici zejména
nasazeni dostate¢né védecké a finan¢ni kapacity pro feSeni jednotlivych ukoli. Pocatkem
soucasn¢ dekady tak mohly byt publikovany prvé vysledky popisujici lidsky mikrobiom u
normalnich jedinci a u jedincu trpicich ruiznymi onemocnénimi souvisejicimi s mikrobialni
nerovnovahou (dysbiosou) (Grice a Segre 2011, Human Microbiome Project Consortium 2012,
Sanford a Gallo 2013). Pokud jde o onemocnéni na kuzi a sliznicich, bylo ukazano, Ze oslabeni
dominantniho komensalniho mikroorganismu kuize, bakterie Staphylococcus. epidermidis (dale S.
epidermidis), muze vést k oslabeni biologické komponenty kozni bariéry a kize se pak stava
nachylnou k infekcim obavanym patogenem kuze, bakterii Staphylococcus aureus (dale S.
aureus).

Vzhledem k nakladim a tsili vlozenym do projektu Human Microbiome Project ofekavala
vefejnost fadu praktickych vystupti, zejména vSak uvedeni na trh mnoha riznych prostiedki na
feSeni dysbiotickych stavi a chorob s témito stavy spojenych. Doposud se vSak praktickych
feSeni spojenych s uplatnénim novych poznatku objevilo velmi malo. Smoragiewicz a spol.
(US2011/195057) popisuji inhibi¢ni vliv vybranych kment laktobacilii na methicillin-rezistentni
S. aureus. Gallo a Nakatsuji (US2015/290209) popisuji nové antimikrobialni ¢inidlo pochazejici
z mikroorganismu S. epidermidis oznacené jako firmocidin. Kleinberg a Zhang (US2016/263154)
vyvinuli jednoduchou chemickou kompozici plisobici jako prebiotikum modifikujici lidsky kozni
mikrobiom mechanismem snizeni proliferace dominantniho patogena kuze bakterie S. aureus na
ukor kozni komensalni bakterie S. epidermidis. Park a spol. (KR2017/3478) popisuji vynalez
zaloZzeny na kmenech S. epidermidis rozruSujicich biofilmy tvofené na kuzi patogennimi
mikroorganismy. Takayama a Yuko (CN2018/107922956) popisuji modifikovany kmen 8.
epidermidis produkujici zvy$ena mnozstvi antimikrobialnich peptidu a jeho pouziti pro ochranu
kuze. Podobny je 1 vynalez Nakatsuji a Galo (US2018/289751) navrhujici antimikrobialni terapii
zalozenou na kmenech bakterie S. epidermidis produkujicich hogicidinové peptidy nazyvané SH-
lantibiotika a téZ patent Kazue a spol. (CN2018/107922956).

Vyuziti novych poznatkii o mikrobiotach lidské kuze je dale predmétem nckolika publikaci
uverejnénych béhem poslednich let. Naik a spol. (2012) ukazali, Z¢ kozni mikrobiota maji
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autonomni wlohu pfi tvorb¢é lokalniho imunitniho systému a obranu proti mikrobialnim
patogenum. Skutecnost, ze dysbiosa je spolecné s infekci patogenni bakterii S. aureus hlavnim
hnacim motorem zanétu u atopické dermatitidy byla prokazana Kobayashim a spol (2015) na
modelu ADAMI17-deficientnich mysi. Vztah dysbiosy a riznych problému citlivé kize je ve
studiich opakovan¢ prokazovan - napiiklad Kong a spol. (2012) a Ganju a spol. (2016).

Riizné publikované studie kone¢né predkladaji velké mnozstvi dikaza z hlediska identifikace
konkrétnich skupin a typu latek, jejichZ nepfitomnost se muze podilet na vzniku problematické
pokozky. Vétsinou se jedna o latky produkované dominantnim koZnim komensalnim
mikroorganismem S. epidermidis chyb&jici v pfipad¢ deficience tohoto mikroorganismu na
koznich lezich postizenych dysbiosami. Specificka proteinaza tohoto mikroorganismu $tépici
cilové proteiny za zbytkem kyseliny glutamové podobna V8 proteinaze je oznacCena Esp a byla
prokazana jeji uloha pii eliminaci (inhibici) patogennich biofilmu na kizi a téZ pfi degradaci
specifickych povrchovych proteinti patogena S. aureus (Iwase a spol. 2010, Sugimoto a spol.
2013). Jako typicky protizanétlivy faktor se ukazala byt kyselina lipoteichoova sekretovana
bakterii S. epidermidis (Lai a spol. 2009). Nov¢jsi studie ovS§em prokazaly, Zze fada pfirozenych
komensalnich kmena tohoto mikroorganismu isolovanych z koznich stéri neni dobrym
producentem této latky, na rozdil od netoxického a biofilmy netvoficiho sbirkového kmene S.
epidermidis ATCC_12228 (Garcia-Gomez a spol. 2017). V posledku byla identifikovana kriticka
uloha antimikrobialnich peptidi produkovanych nékterymi kmeny S. epidermidis, z nich potom
zejména y-modulinu a peptidu nalezicich do SH-lantibiotik (Cohen a spol. 2010a, Cohen a spol.
2010b, Nakatsuji a spol, 2017).

Vsechna vyse navrzena feSeni maji fadu vyznamnych omezeni. Mnoha z téchto feseni byla
odzkousena pouze na laboratorni urovni a jejich spolehlivé fungovani tedy neni opfeno o nalezité
praktické testy. Mnoh¢ pfipravky obsahuji Zivé mikrobialni kmeny, coz umoziiuje jejich zafazeni
pouze mezi 1€¢iva. Vzhledem ke slozZitému registraénimu procesu ov§em neni doposud na trhu
jediny pfipravek tohoto druhu, tyto pfipravky jsou pouze ve stadiu klinickych zkousek (a tedy
nedostupné pro vétSinu postizené populace). Pouziti autolognich kment pfenesenych na
postiZena mista autologni transplantaci muze byt téz problematické, protoze kmeny v piirozenych
izolatech nemusi mit ocekavané latky a G¢inky (Garcia-Gomez a spol. 2017).

Podstata vynalezu

Vyse uvedené nedostatky casteCné nebo uplné odstranuje piipravek podle predloZzen¢ho
vynalezu, kdy jsou oproti pfedchazejicim feSenim zejména nové uplatnény poznatky a principy
ziskangé prihlasovateli béhem vyzkumu a praktického ovéfovani vynalezu.

vvvvvv

feSeni problému vyskytujicich se na kizi nachylnych jedinci, kdy je potieba nejdiive kuzi
dikladné ocistit a zbavit ji patogent ukrytych v obtizn¢ dostupnych biofilmech pred tim, nez je
provedena modulace zanétu zpusobeného rozboufenym imunitnim systémem a jeho postupné
uklidnéni spojené s ucinnou eliminaci patogenti uvolnénych z biofilmovych deposit. Teprve po
vycisténi kize, eliminaci patogend, zklidnéni imunitniho systému a zejména t€Z normalizaci
mikrobialni nerovnovahy a nastoleni normalniho sloZeni kozni mikrofléry jsou aplikovany latky
zpusobujici dlouhodobé posileni biologické komponenty kozni bariéry. Latky ve formé
mikrobidlnich extraktu, lyzati nebo Casteéné purifikovanych smési jsou ziskany zejména z
komensalnich koznich a z plidnich mikroorganismi, véetné takovych vyskytujicich se na kiizi
moderniho ¢lovéka pouze sporadicky. Toto mnohastupiiové feseni je mozno si predstavit jako
sérii po sob¢ nasledujicich vin, kdy nasledna aplikace plynule navazuje na predchazejici aplikaci
a timto zplisobem umoziuje potfebné snizeni koncentrace jedné viny Géinnych latek a postupné
zvySeni koncentrace jinych latek viny nasledujici. Pocet a Casovani jednotlivych vin byl
prihlasovatelem neustale zdokonalovan az do podoby systému ¢tyf vin s naslednou aplikaci
dalSich prostredku dlouhodobé stabilizace mikrobiomu kuze s pouzitim vhodnych vyzivnych a
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podpurnych latek a prebiotik.

Kombinovany né¢kolikastupiiovy mikrobialni piipravek podle predlozen¢ho vynalezu tedy
obsahuje Ctyfi stupné pripravku, které se uziji postupné, pfi¢emz prvni stupen piipravku obsahuje
ucinné latky schopné rozrusit biofilmy tvofené patogennimi mikroorganismy na kiizi a potlacit
viabilitu uvolnénych patogennich mikroorganismu, druhy stupen piipravku obsahuje ucinné latky
schopné uklidnit zanét zpisobeny rozboufenym imunitnim systémem a obnovit U¢innou
biologickou bariéru, tieti stupeni piipravku obsahuje ucinné latky schopné dosahnout obnovy
normalni fyziologické mikroflory porusené dysbiosou, a ¢tvrty stupen piipravku obsahuje
alespon jednu ucinnou latku podilejici se na dlouhodobé nespecifické ochrané a pfispivajici k
posileni nalezité fyzikalné-chemické bariéry kuze a jeji vyzive.

Reseni uvadéna ve stavu techniky jsou zaloZena pievazné na aplikaci Zivych (viabilnich)
mikroorganismi véetné jejich kolonizace a nasledného sledovani na jednotlivych mistech
aplikace. Takovy postup je ovSem narocny zejména z pohledu registracnich a regulacnich fizeni:
zivé mikroorganismy samoziejmé ovliviiuji fyziologické a imunologické procesy na kizi a
regulacné se tedy jedna o 1é¢ivé pripravky s Zivymi mikroorganismy. Regulaéné je tato kategorie
piipravek tohoto druhu. Do pozdnich fazi klinickych zkouSek se zatim dostalo jen né&kolik
takovych pfipravki. Z praktického pohledu znamena tento problém vyznamné zpozdéni na cesté
k jednotlivym uZivatelim. Naopak feseni navrhované v predkladaném vynalezu je zaloZené na
pouziti mikrobialnich extrakti bez obsahu Zivych mikroorganismi, které je mozno pouZit jako
komponenty kosmetickych pfipravki pro posileni kozni bariéry bez vyznamnych regulacnich
omezeni (pfislusné extrakty jsou v kosmetické regulativé oznacené nazvem piislusného
puvodového mikroorganismu a piidavkem ‘‘ferment”).

Ucinné latky pro prvni stupeii nékolikastuptiového piipravku obsahuji jako aktivni komponenty
zejména smési hydrolytickych enzymi s proteolytickymi a glykohydrolytickymi aktivitami, kdy
toto slozeni je dano znamym slozenim patogennich biofilmu skladajicich se ze smési
mikroorganismi spojenych vzijemné¢ adhezivnimi proteiny a kryjici se polysacharidovym
filmem podobnym svoji strukturou celofanu (tento film je tvofen zejména B-1,3-glukanem
odpovidajicim svoji strukturou polysacharidu laminarinu, dale celulézou a chitinem). Kozni
komensalni mikroorganismy jsou podle publikovanych literarnich dat schopné do urité miry
rozrusit patogenni biofilmy tvofené koznimi patogeny, pfi¢emz tuto schopnost maji zejména
proteinazy a v mensi mife laminarindzy sekretované témito mikroorganismy. Aktivni latky pro
prvni stupen pfipravku lze ziskat z koZznich komensalnich mikroorganismu, konkrétné z bakterii
rodu Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium, Propionibacterium a Proteobacterium.
Pro predkladany vynalez byly cilové enzymové aktivity ziskany zejména z mikroorganismu S.
epidermidis.

Pro zvySeni ucinnosti bylo spektrum potiebnych enzymovych aktivit doplnéno o hydrolazy
nedostatecné zastoupené u komensalnich mikroorganismii (celulazy, chitinazy). Vhodnym
zdrojem potiebnych enzymi mohou byt pldni bakterie rodu 7richoderma, Pythium,
Nitrosomonas a Mycobacterium, jejichz extrakty jsou komerén€ dostupné. Pro predkladany
vynalez byly cilové enzymové aktivity ziskany zejména z mikroorganismu Pythium nunn (dale P.
nunn), ktery je v literatute popsany spolecné s Trichodermou jako hojny zdroj t€chto enzymu (3).
Pro praktickou aplikaci v kosmetickych pfipravcich se jako kritické jevilo ziskani homogennich
Sarzi enzymovych preparatu a tento ukol byl prihlasovateli uspésné vyfesen, jak je detailnd
uvedeno v piikladu 1. Davkovani enzymovych aktivit ve finalnim pfipravku pro prvni stupen
vychazelo jednak z publikovanych poznatkli v enzymovych terapiich, jednak z nasich vlastnich
laboratornich dat rozrueni biofilmi uvedenych v pfikladu 4. Uginné latky pro prvni stupeit
pripravku tedy jsou bezbunéiné extrakty nebo lyzaty pfipravené z koznich komensalnich
mikroorganismu vybranych z bakterii rodu Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium,
Propionibacterium a Proteobacterium a pidnich mikroorganismi vybranych z mikroorganismu
rodu 7richoderma, Pythium, Nitrosomonas a Mycobacterium, vyhodné z rodu Staphylococcus a
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Pythium, nejvyhodngji z mikroorganismi Staphylococcus epidermidis a Pythium nunn. Uinné
latky pro prvni stupen zahmuji proteinazy, laminarinazy, celulazy a chitinazy.

Pokud jde o u¢inné latky pro druhy stupenl az ¢tvrty stupen, tyto latky byly v poslednich letech
identifikovany bud’ nagim empirickym zkousenim, nebo jsou publikovany ve védeckych studiich
uvedenych ve stavu techniky. Dobra antimikrobidlni aktivita a schopnost rozrusovat biofilmy
byla prokazana laboratornimi testy popsanymi v prikladu 4. Testy byly dulezité pro urceni
fedicich poméra a¢innych latek pro jejich pfidani do finalnich pripravka a pfinesly téz néktere
pfekvapivé poznatky, zejména z hlediska schopnosti snizovat viabilitu mikroorganismu
uvolnénych z biofilmi (kombinovany efekt rozrueni biofilmii a zabiti patogent). Uginné latky
pro druhy stupenn piipravku jsou bezbunééné extrakty nebo lyzaty pfipravené z koznich
komensalnich mikroorganismi vybranych z bakterii rodu Staphylococcus, Streptococcus,
Corynebacterium, Propionibacterium a Proteobacterium, vyhodné rodu Staphylococcus,
nejvyhodngji Staphylococcus epidermidis. Uginné latky pro druhy stupefi zahrnuji kyselinu
lipoteichoovou, antimikrobialni peptidy SH-lantibiotikového typu, antimikrobidlni peptid -
modulin a Esp proteinazu.

Ucinné latky pro tieti stupeii piipravku jsou bezbun&éné extrakty nebo lyzaty pfipravené z
pudnich bakterii vybranych z mikroorganisma rodu 7richoderma, Pythium, Nitrosomonas a
Mycobacterium, vyhodné rodu Nitrosomonas a nejvyhodn&ji Nitrosomonas europea. Uginné
latky pro tfeti stupenn zahrnuji jak nizkomolekularni latky, tak i proteiny, zejména proteiny
obsahujici membranovy komplex oxidujici mocovinu a produkujici oxid dusnaty.

Ucinné latky pro &tvrty stupeii jsou latky, které pfispivaji k hydrataci a regeneraci kaze a
stabilizaci kozni mikroflory a mohou byt vybrany z nasledujicich latek: xylitol, famesol, L-
arginin, svétlicovy olej, pupalkovy olej, konopny olej, fepkovy olej, olej z pSeni¢nych klicki,
laktat, glycin, fruktosa, niacinamid, inositol, aspartat hofe¢naty, glukonat zine¢naty a glukonat
médnaty. Alespon jedna z téchto latek muze byt také pfitomna ve formulacich pro kterykoliv z
prvniho az tfetiho stupné vicestupniového piipravku.

Vyse uvedené ucinné latky je mozné formulovat do pfipravkd, vyhodné ve formé pletového
mléka, krému, gelu nebo pény, a v piipad¢ 1éCivych pripravki ve form¢ kozni emulze, krému,
kozni pény nebo gelu. Vyhodné formy jsou pletové mléko a kozni emulze, které mohou byt
piipadné i ve form¢ spreje.

Vysledny pripravek, resp. kazdy stupenn vicestupiiového pripravku, obsahuje ucinné mnoZzstvi
pfislusnych vy3e uvedenych uginnych latek. Uginné mnozstvi odbornik stanovi na zakladé testi
popsanych v predkladané priihlasce nebo testu, které jsou odbornikum vSeobecné znamé.
Vyhodna u¢inna mnozstvi jsou uvedena v piikladech provedeni vynalezu.

Za standardni aplika¢ni davku kozni emulze nebo pletového mléka lze povaZovat davku o
objemu 1 az 5 ml, vyhodn¢ 3 ml. Aplikacni davka mize byt vyhodné definovana davkovaci
pumpickou, ktera miZe byt soucasti obchodniho baleni.

Obchodni baleni vicestupiiového pripravku muze obsahovat pro kazdy stupen samostatné baleni
o objemu napf. 30 ml, 75 ml, 150 ml, 300 ml, 400 ml nebo 500 ml. Maloobjemova baleni (30 ml,
75 ml, 150 ml) mohou byt vvhodné ve form¢ tuby, velkoobjemova (300 az 500 ml) ve form¢
lahvicky s davkovaci pumpickou. Jinym vyhodnym balenim je rozprasovac (sprej).

Uvedeni pripravenych ucinnych latek do prostiedi piipravku (kosmetického a/nebo 1€Civého) ve
form¢ olejové emulze (kozni emulze, pletového mléka) se ukazalo jako pomérné obtizné.
Pomémeé dlouhy proces zkouseni vedl nakonec k ziskani smési s dostate¢nou kompatibilitou a
dlouhodobou stabilitou vhodné pro kosmetické aplikace. Finalni optimalizovana kompozice
obsahovala vodu jako solvent, tricthylamonium acetat jako pufrujici komponentu poskytujici
optimalni pH kiuZe kolem 4,7 az 4,8, glyceryl stearat jako emulgator a polyakrylat crosspolymer 6
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a xanthanovou gumu jako regulatory viskozity. Stanovena stabilita této kompozice v piftomnosti
aktivnich komponent ¢inila vice nez 12 mésici, z ¢ehoz byla odvozena 1 stabilita prislusného
kosmetického piipravku. Béhem uvadéni ucinnych latek do prostfedi kosmetického piipravku
byla pfekvapivym zplsobem zjisténa vyznamna stabilizace pouzitych enzymovych aktivit v
prostiedi olejové emulze, kdy byly jak hodnoty zméfenych enzymovych aktivit, tak 1 dlouhodobé
stability aZ dvojnasobné.

V pocatecnich experimentech praktického testovani byla ovéfena ucinnost formulovanych
kosmetickych pfipravku na cilovych skupinach uZivateli. Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o
kompozice plénované pro uvedeni na trh zejména jako kosmetické pfipravky, nebylo uplné
odstranéni zdravotniho problému pozadovano (a také k nému vZdy nedoslo). Nicméné, ve vSech
aplikacich byly pfipravky hodnoceny uzivateli pozitivné 1 oproti mnoha alternativnim
pripravkim na trhu, kdy bylo ocefiovano zejména uplné nebo Castecné zlepSeni vizualniho
vzhledu poskozené kuze, zklidnéni situace na mistech aplikace z hlediska svédéni a jinych
nezadoucich jeva a pozitivni ucinek vici nékterym skupindm mikroorganismi (stafylokoky,
plisn¢). Zcela originalnim poznatkem potom je pouZziti u popalenin a mechanickych zranéni kuze,
kde se muze uplatiiovat jak efekt ¢isténi, tak 1 stimulace rustu pii obnové nové kuze.

Pripravek podle predlozeného vynalezu obsahujici ¢tyfi stupné se vyhodné aplikuje tak, Ze
jednotlivé stupné se aplikuji postupné ve Ctyfech obdobich, pfi¢emz v prvnim obdobi se aplikuje
prvni stupen piipravku, ve druhém obdobi se aplikuje druhy stupen piipravku, ve tfetim obdobi
se aplikuje tieti stupen piipravku a ve Ctvrtém obdobi se aplikuje Ctvrty stupeni pripravku,
pricemz kazdé z prvniho, druh¢ho a tretiho obdobi trva jeden az dva tydny a ¢tvrté obdobi trva
jeden az Sest tydnd. Pfitom aplikace je provadéna alespoil jednou denné, vyhodné rano a vecer,
pomoci rozstfiku nebo rozetfenim pfislusného stupné pfipravku na postizena mista a pfipadné i
jejich okoli, nebo v pripadé vyskytu velmi citlivych loZisek se aplikuje pouze do okoli téchto
loZisek.

Objasnéni vvkresu

Vynalez je dale podrobn¢ popsan na prikladnych provedenich a blize osvétlen na pfipojenych
schématickych vykresech:

Obr. 1 Zpusob pripravy a reprodukovatelnost pripravy ucinnych latek pro fazi ¢isténi a disrupce
(prvni stupeti), pficemz podrobnéji ukazuje

obr. 1A analyzu jednotlivych Sarzi proteinu sekretovanych bakterii S. epidermidis kmene
ATCC 12228 po jejich koncentraci a pievedeni do konzerva¢niho pufru pro uvedeni do
kosmetického piipravku, kdy ve drahach 1 a 10 jsou umistény molekulové standardy a ve
drahach 2 aZz 9 potom osm jednotlivych popisovanych Sarzi,

obr. 1B analyzu jednotlivych Sarzi proteinu sekretovanych pidnim mikroorganismem P. nunn
kmene CBS_808.96 po jejich koncentraci a pfevedeni do konzervacniho pufru pro uvedeni do
kosmetického piipravku, kdy ve drahach 1 a 10 jsou umistény molekulové standardy a ve
drahach 2 aZz 9 potom osm jednotlivych Sarzi.

Obr. 2 Zpusob pripravy a prukaz pfitomnosti a koncentrace jednotlivych ucinnych latek pro fazi
zklidnéni imunitniho systému (druhy stuperi), pficemz podrobnéji ukazuje

obr. 2A celkové schéma frakcionace lyzathu bakterii S. epidermidis kmene ATCC 12228
zalozené na vysolovani siranem amonnym, pfi¢emz jsou poté rozpustné latky v supernatantu
po centrifugaci (“sup.”) dale déleny chromatografii na sloupci fenyl-Sepharosy HR, zatimco
latky nachazejici se v sediment po centrifugaci (“sed.”) jsou dale déleny chromatografii na
sloupci octadecylsilikagelu. Jednotlivé frakce ziskané po téchto chromatografiich jsou
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uvedeny zkratkou “F”,

obr. 2B az 2E celektroforetickou a imunochemickou analyzu separovanych latek metodou
elektroforesy ve 20% polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS),
priCemz na obr. 2B a obr. 2C jsou analyzovany latky v supernatantu a na obr. 2C potom
specificky kyselina lipoteichoova (LTA, lipoteichoic acid) a na obr. 2D a 2E latky v
sedimentu, specificky potom na obr. 2E peptidy typu lantibiotik. Pfiblizna molekularni
velikost latek separovanych na gelu je indikovana pomoci molekulového markeru ukazaného
vzdy v pravé casti obrazku. Prosl¢ frakce F1 a F2 z RPLCI8 chromatografie bylo tfeba téz
analyzovat na 12% gelu a zéna odpovidajici Esp proteinaze je vyznacena.

Obr. 3 Laboratorni testy antimikrobidlni G¢innosti piipravenych aktivnich latek vaéi kritickym
patogenum na kuzi a sliznicich s tim, ze podrobnéji ukazuje

obr. 3A diskovy test u€innosti piipravenych antimikrobialnich latek vici patogenni bakterii S.
aureus kmene ATCC 6538, s tim, Ze na disky byly postupné¢ aplikovany nasledujici latky: v
prvé, horni fadé SEF2K1 fedény 10x, 10°x, 10°x a 10%x, ve druhé fad& SELY fedény 10%x,
10°x, 10*x a 10°x, ve tfeti fadé NIE1 fedény 10x, 10°x, 10°x a 10*% a v posledni fadé
tetracyklin o koncentraci 0,5 pg/ml, 1 png/ml, 2 pg/ml a4 pg/ml,

obr. 3B kvantitativni MIC (minimum inhibitory concentration) test provadény pro Ctyfi rizné
sarze SEF2 (vzorky 1 az 4), ¢tyfi ruzné Sarze SELY (vzorky 2 aZz 5) a ¢tyfi ruzné SarZe smési
rozpustnych proteini smési prumyslovych bakterii s obsahem bakterie rodu Nitrosomonas
oznacené NIE1, NIE2, NIE3 a NIE4,

obr. 3C a 3D diskovy test ucinnosti pfipravenych latek vaci patogenni kvasince Candida
albicans kmene ATCC 10231, pficemz Petriho miska na obr. 3C byla inkubovana 24 h pii
30 °C a Petriho miska na obr. 3D byla inkubovana pii této teploté 48 h. Na disky byly
postupné aplikovany nasledujici latky: v prvé, homi fadé SEF2K1 fedény 10x, 10%, 10°x a
10*x, ve druhé fad€ SELY fedény 10%x, 10°x, 10*x a 10°x,ve tieti fadé NIE1 fedény 10x, 10 x,
10 x a 10 x a v posledni fad¢ enilkonazol (chemicka latka potlacujici plisné a kvasinky) v
koncentraci 1 mg/ml, 2 mg/ml, 4 mg/ml a 8 mg/ml.

Obr. 4 Laboratorni test rozruSeni biofilmu tvofenc¢ho patogenni bakterii S. aureus kmene
ATCC 6538 stim, Ze podrobnéji ukazuje

obr. 4A piiklad mikrotitra¢ni desticky po inkubaci s latkami po dobu 24 hodin, promyti a
detekci nerozruseného biofilmu krystalovou violeti s tim, Ze jednotlivé experimenty byly
provadény v kvadruplikatu ve ¢tvercovém usporadani vzdy na ¢tyfech sousednich jamkach,

obr. 4B ukazuje prumémné hodnoty kvadruplikatnich vySetfeni, kdy byla tvorba biofilmu
meéfena pouze v konzerva¢nim pufru (K) nebo v konzerva¢nim pufru obsahujicim PNF1K1
(PN) nebo v konzervacnim pufru obsahujicim SEF2K1 (SE) nebo v konzervaénim pufru
obsahujicim SELY (LY), nebo v konzervaénim pufru obsahujicim rizné indikované
kombinace vyse uvedenych latek (experiment PNSELY a PNSE), pficemz vyse uvedené latky
byly testovany jednak v nefedéné podobé (1x), jednak v podobé roztoku sériové fedénych
médiem pro tvorbu biofilmi (10x, 100x, 1000x),

obr. 4C s identickymi daty jako na obr. 4B, pouze vyjadiené jako % inhibice tvorby biofilmu
vypoctené podle vzorce: % inhibice = (Asos pro neznamy vzorek - Asos pozadi) / (Ases pro
kontrolu - Ases pro pozadi) x 100,

obr. 4D ukazuje viabilitu ve vzorcich bakterie S. aureus kmene ATCC_6538 stanovenou
kultivaéné¢ (CFU, kolonie tvofici jednotky) ve vzorcich supernatantu po inkubaci s
jednotlivymi latkami odebraného pred promyvacim krokem.
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Obr. 5 Priib¢h aplikace u pacienta (muz, 29 let) s celozivotnim atopickym ekzémem v poslednich
letech lokalizovanym do oblasti kotniku. Na fotografiich je znazornén stav pred aplikaci
pripravku (pancly A a B) a po skoncéeni 4 tydnu aplikace se Ctyfstupriovym piipravkem (panely C
a D). Stav po aplikaci byl charakterizovan jako vyznamné zklidnéni.

Obr. 6 Prab¢h aplikace u 22 let star¢ Zzeny s atopickym ekzémem na ruce a predlokti. Na
fotografiich je znazomén stav pred aplikaci pfipravku (panely A a B) a po skonceni 4 tydnu
aplikace se Ctyfstupniovym piipravkem (panely C a D). Stav po aplikaci byl charakterizovan jako
mimé zlepSeni s vyznamnym zklidnénim, pfi¢emz ustalo paleni a svédéni.

Obr. 7 Pribch aplikace u 74 let star¢ Zeny s dlouhodobymi problémy s plisiovymi a
kvasinkovymi infekcemi na chodidlech a nartu. Na fotografiich je znazornén stav pred aplikaci
pripravku (pancly A a B) a po skonéeni dvou tydnu aplikace zahrnujicich prvni a druhy stupen
(panely C a D). Stav po aplikaci byl charakterizovan jako vyznamné zlepseni v situaci, kdy se
dlouhodob¢ nedafilo situaci zlepsit pomoci standardni 1&¢by.

Obr. 8 Prub¢h aplikace samotného piipravku pro prvni stupeii na popaleninu ruky u 58-leté¢ho
muze. Pripravek ve formé pletového mléka byl aplikovan dvakrat denn€ rano a vecer na prstenik
obsahujici rozsahlejsi a hlubsi popaleninu, zatimco sousedni prostiednik s vyznamné mirnéj$im
popalenim byl pouzit jako kontrolni plocha znazoriujici postup hojeni bez jakéhokoliv osetieni.
Fotografie ukazuji stav pfed aplikaci (obr. 8A) a poté 3 dni, 7 dni a 12 dni po zahajeni aplikaci
(obr. 8B, 8C a 8D) s pouzitim jen pfipravku pro prvni stupeni. Stav po aplikaci uvadén jako
dokonalé vyhojeni kiize bez jizev nebo zmény pigmentace.

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Podstata vynalezu je dale demonstrovana pomoci piikladnych feseni popisujicich a ukazujicich
zpusob biotechnologické vyroby potiebnych uéinnych latek, laboratorni testovani jejich
antimikrobialnich u¢inki na kritické patogeny na kizi a sliznicich a kone¢né piiklady
praktickych aplikaci pro feSeni nckterych vybranych problému poskozené kiize. Pomoci
prikladnych provedeni je demonstrovana povaha, podstata a praktické ovéfeni vynalezu, ktery
vSak neni témito prikladnymi provedenimi omezovan. Tato piikladna provedeni jsou uvedena,
aby popis byl dukladny a uplny a pln¢ zprostiedkoval podstatu vynalezu v rozsahu patentovych
naroki.

Provedeni piikladnych feSeni je zaloZeno na metodach béznych v oboru feseni. Pro kultivaci
pouzitych mikroorganismu byla pouzita jednak bézna média doporucend poskytovatelem
jednotlivych mikroorganismi, byla vSak téZz odzkousSena nova originalni média vyhovujici
specifickym poZadavkim né¢kterych kultivaci. Kultivace mikroorganismu slouZzicich jako zdroj
ucinnych latek byla provadéna jak v laboratornich tfepackach, tak 1 za vysoce kontrolovanych
podminek s vyuZitim 2 paralelnich laboratornich fermentort o objemu 5 1. Mikroorganismy byly
separovany od fermenta¢niho média v prutokové centrifuze a biomasa byla pouzita jako zdroj
latek bakterialniho lyzatu. Médium bylo koncentrovano diafiltraci na polyestersulfonatovych
koncentra¢nich membranach s molekularnim vylu¢ovacim limitem 10 kDa. Po zakoncentrovani
byly rozpustné latky sekretované do média stejnym zpusobem prevedeny do konzervacniho pufru
o pH 4,7, ktery obsahoval zejména stabilizatory a konzervanty. Ve smési proteinti sekretovanych
do média byl stanoven protein metodou podle Bradforda, aktivita proteinaz azokaseinovou
metodou a aktivita glykohydrolaz stanovenim mnozstvi redukujicich sacharidii po inkubaci s
pfislusnym polysacharidovym substratem. Jedna enzymova jednotka byla definovana jako
mnozstvi enzymu schopné rozs§tépit 1 nmol substratu za minutu za danych experimentalnich
podminek. Tato enzymova jednotka odpovida jedn€ tisiciné mezinarodni enzymové jednotky (U).
Bakterialni biomasa po kultivaci S. epidermidis byla lyzovana opakovanou sonikaci do
konzervacniho média obsahujiciho detergenty se sacharidovou hydrofilni komponentou a
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vysokou hodnotou kritické micelarni koncentrace: methyl-6-O-(N-heptylkarbamoyl)-a-D-
glukosid, N-oktanoyl-N-methylglukamin a 2-cyklohexylethyl-f-D-maltosid. Extrahované
komponenty byly dale frakcionovany vysolovanim siranem amonnym do 75% koncentrace a
naslednou separaci pomoci hydrofobni chromatografie na fenyl-Sepharose a oktadecylsilikagelu.
Pro stanoveni antimikrobiadlni G¢innosti vici klicovym patogenim na kazi a sliznicich byly
pouzity laboratorni testy jako je diskovy test, test minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC, cit. 8) a
test tvorby biofilmu na mikrotitra¢nich destickach (cit. 16).

Praktické testovani piipravka bylo provedeno u jedincu se symptomy a problémy souvisejicimi s
porusenim kozni bariéry a mikrobialni nerovnovahou. Jednalo se zejména o atopickou
dermatitidu (atopicky ekzém), kozni infekce zpusobené bakterii S. aureus, kozni infekce
zpusobované plisnémi a kvasinkami a téZ jind poskozeni kize bez pfimého napojeni na
mikrobialni rovnovahy, napfiklad popaleniny. Veskeré testy prob&hly na zaklad¢ podepsaného
informovaného souhlasu s tim, Ze ucastnikiim testu byl k dispozici kromé testovaciho pfipravku
téZ navod k pouziti tohoto piipravku a dale aplikacni protokol slouzici pro vedeni pacienta béhem
studie a zapisovani ziskanych vysledkt. Veskeré udaje ziskané béhem studie jsou anonymni,
identita testujicich osob nebyla prihlasovateli vyjevena. Vysledky studie ve formé dotazniku
vyplnénych uZivateli a poskytnuté fotodokumentace jsou uchovana v bezpeéném uloZisti na
pracovisti piihlasovatele a budou pouZzita vyluéné pro potieby prihlasovatele.

Priklad 1

Priprava ucinnych latek potfebnych pro prvni stupen piipravku rozrusujicich biofilmy tvofené
patogennimi mikroorganismy na kuzi a potlaujicimi viabilitu uvolnénych patogennich
mikroorganismu

V piipad¢ mikroorganismu S. epidermidis nebylo bohaté médium tryptone soya broth optimalni
zejména z pohledu nedefinovaného slozeni a pfitomnosti neZzadoucich nespecifickych
enzymovych aktivit. Z tohoto divodu bylo odzkouseno dosti komplexni pln¢ syntetické medium
obsahujici bézné Ziviny spolecné s koktejlem mineralti a vitamini doporucovanym pro tuto
bakterii. V pfipadé mikroorganismu P. nunn byla potom modifikace vynucena zejména
zafazenim  pozadovanych induktori cilovych enzymovych aktivit, tj. peptidi a
oligosacharidovych fragmentl polysacharidi mikrobialnich bunéénych stén. Zatimco laminarin
(induktor laminarinazy, endo-B-1,3-glukosidazy) a methylceluléz (induktor celulazy, endo--1,4-
glukosidaz jsou v literatufe pro tyto ucely b&Zzné zminované a pouzivané, v pfipad¢ induktoru
chitinazy nebylo mozné pouzit bézny polysacharid chitin nerozpustny ve vodé, ale bylo tfeba
provést jeho kyselou hydrolyzu na oligomery N-acetyl-D-glukosaminu. Tento postup pro ucely
fermentace vyhovoval, nebot” material slouZzici jako zdroj chitinu ve form¢ hrubé rozemletych
skorapek krevet obsahoval t€Z pomémé vysoka mnozstvi proteina téhoz puvodu. Smés peptidi a
chitinovych oligomeri po kyselé hydrolyze tohoto materialu proto dobie poslouzila jak pro
indukeci chitinaz a proteinaz, tak jako zdroj dusikatych Zivin. Po skonceni fermentace bylo
vyCefené medium ziskano pritokem fermentacni smési prutokovou centrifugou, zatimco
sedimentované¢ mikroorganismy byly ziskany na folii vlozené do valce pritokoveé centrifugy.
Celkem byly pro komensalni kozni bakterii provedeny ¢tyfi fermentace v 5 | fermentoru, a
nasledné bylo zpracovano 20 1 fermentaéni smési ve formé osmi Sarzi. Ciré medium po
centrifugaci v pratokové centrifuze bylo okysleno na pH 4.7 kyselinou octovou, byly do ngj
pfidany konzervanty a po sterilni filtraci bylo medium zamrazeno. Vzdy 2,5 1 tohoto materialu
bylo po rozmrazeni koncentrovano metodou filtrace v tangencidlnim toku s pouzitim zafizeni
Minimate TFF a kazety s polyestersulfonatovou membranou s vylu¢ovacim limitem 10 kDa
(oboji od firmy PALL Inc.) na celkovy objem cca 100 ml, tj. asi 25x. TéZe metody bylo také
pouzito k pfevedeni do konzerva¢niho pufru pomoci opakovanych cykli nafedéni a zpétného
koncentrovani. Finalni smés proteinii o koncentraci cca 1 mg/ml byla sterilné filtrovana (filtry
Corning s membranou 0,22 mm) a uloZena pfi -20 °C v mrazdku az do dal§iho pouziti.
Reprodukovatelnost slozeni jednotlivych Sarzi sekretovanych proteinti komensalni bakterie S.
epidermidis byla potvrzena metodou SDS elektroforesy s detekei stiibrnym komplexem. Byl
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potvrzen identicky proteinovy profil s vyjimkou Sarze ¢. 4 (SEF2K4) (Obr. 1A), ktera byla z
dalsiho postupu vyfazena. Sekretované proteiny pudniho mikroorganismu P. nunn ve form¢ 8
sarzi (Obr. 1B) byly ziskany identickym postupem. V ziskanych proteinovych extraktech byla
zmétena koncentrace proteinu, a dale byly zméfeny enzymové aktivity hydrolytickych enzymu
proteinaz, laminarinaz, celulaz a chitinaz. Souhmné vysledky ukazaly v téchto sledovanych
parametrech dobrou reprodukovatelnost s relativni odchylkou v intervalu 10 az 20 % pro hodnoty
specifickych enzymovych aktivit a vytézku az 30 % pro hodnoty stanoveni proteinu. Pro prvni
stupenn nékolikastupiiového pfipravku se sleduji hodnoty proteinu a enzymovych aktivit ve
finalnim aplikaénim pfipravku, které dosahuji hodnot: 15 pg/ml proteinu, 0,23 mU/ml proteinaz,
0,56 mU/ml laminarinaz, 0,27 mU/ml celulaz a 0,47 mU/ml chitinaz.

Priklad 2

Priprava GCinnych latek potfebnych pro druhy stupeil pfipravku uklidilgjicich zanét a
obnovujicich ué¢innou biologickou bariéru kiuze

V pocatecnich zkouskach byl do olejové emulze pro druhy stupeii zahrnut hruby detergentovy
extrakt bakteridlnich bunck 8. epidermidis kmene ATCC 12228 a hruby y-modulin
(modifikovany N-terminalni formylaci) z peptidové syntézy. Nicméné tato prva kompozice
zpusobovala nezadouci reakce na jemné kizi jedinct s atopickym ekzémem a bylo Zadouci ji
dale upravit. Purifikace jednotlivych komponent byla provedena podle schématu na Obr. 2A
zahmujiciho srdZeni detergentového extraktu siranem amonnym do koncentrace 3 mol/l (75%
nasyceni) a nasledné zpracovani nevysrazenc¢ho podilu 1 sraZeniny separatnim postupem
zahmujicim kolonovou chromatografii na vhodnych nosicich s obracenou fazi: fenyl-Sepharosou
a oktadecylsilikagelem. Nesrazeny podil byl filtrovan a pfimo v 3 mol/l siranu amonném nanesen
na kolonu fenyl-Sepharosy (1,6 x 11 cm, 22 ml) ekvilibrovanou ve 3 mol/l siranu amonném v
prostfedi 0,05 mol/l sodno acetatového pufru pH 4,7. Po aplikaci vzorku byla kolona timto
pufrem promyta a nasledovala eluce samotnym acetatovym pufrem. Na konci chromatografic
byla kolona promyta 80% cthanolem v acetatovém pufru. SraZenina ze siranového srazeni byla
rozpu$téna v acetatovém pufru a nastavena na koncentraci siranu amonn¢ho 1 mol/l a po
centrifugaci a filtraci byla takto upravena srazenina nanesena na kolonu oktadecylsilikagelu
(velikost ¢astic 60 az 130 um, modifikace oktadecylem v rozsahu 20 az 22 % hmotn., 1,6 x 13
cm, 26 ml) ekvilibrovanou v identickém prostfedi. Po promyti byla kolona v jednom kroku
prevedena do vyse uvedeného acetatoveho pufru a poté nasledovala gradientova eluce ethanolem
v rozsahu 0 az 95 % objemu v tomto pufru. Byly odebirany 10 ml frakce a byla provedena
analyza na obsah G¢innych komponent elektroforézou v prostredi 20% polyakrylamidového gelu
s obsahem dodecylsulfatu sodné¢ho. Gely byly zpracovany duplicitn€ s tim, Ze na jednom gelu
byla provedena detekce latek barvenim stiibrnym komplexem, zatimco latky z druhého gelu byly
elektropfenosem prevedeny na PVDF membranu (0,2 pm), kterd byla po blokovani odtuénénym
mlékem inkubovana se specifickymi protilatkami proti detekovanym komponentdm znacenymi
biotinem a imunologickd reaktivita byla detekovana pomoci streptavidin-peroxidasového
komplexu a 3-methyl-2-benzothiazolinonhydrazonu s 4-chloro-1-naphthol za tvorby
hnédocerveného nerozpustného komplexu (Obr. 2B az 2E). Pro detekci Esp proteinazy byl téz
pouzit 12% polyakrylamidovy gel z davodu velikosti této komponenty. Odhad koncentrace
jednotlivych aktivnich latek byl proveden oproti standardu zpracovanému za identickych
podminek. y-modulin ve form¢ hrubého produktu peptidové syntézy s obsahem cilového peptidu
cca 75 % byl piecistén od meziproduktn syntézy a Cinidel chromatografii na fenyl-Sepharose
podle publikované metodiky (16) a jeho koncentrace byla stanovena spektrofotometricky s
pouzitim teoreticky predpovézeného molarniho absorpéniho koeficientu (nastroj ProtParam na
web.expasy.org). Koncentrace Esp proteinazy byla odhadnuta pfimo z intenzity signalu na gelu.
Pro aplikaci ve druhém stupni byl pfipraven ze 4 ucinnych latek tisicinasobny koncentrat oproti
optimalnim aplika¢nim koncentracim zjisténym z védecké literatury uvedené ve stavu techniky
tohoto vynalezu. Pro druhy stupeil finalni pfipravek obsahoval smés latek obsahujici 10 pg/ml
lipoteichoové kyseliny bakterie S. epidermidis, 5 pg/ml specifické serinové proteinazy Esp
bakterie S. epidermidis, 12 ng/ml SH-lantibiotickych peptidu bakterie S. epidermidis a 38 ng/ml
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y-modulinu bakterie S. epidermidis. Reprodukovatelnost pfipravy jednotlivych SarZzi byla z
hlediska obsahu vyse uvedenych latek dostacujici (s relativni odchylkou do 10 %).

Priklad 3

Priprava ucinnych latek potiebnych pro tieti stupei pripravku ptsobici obnoveni normalni
fyziologické mikrofléry

Vychozi material pro bakterialni extrakt sestaval z mikrobidlni komunity charakteristické pro
Cisticky vod a byl laskavé poskytnut na Centru aplikovaného vyzkumu Dobfis (CAVD) Mgr.
Jakubem Hejnicem PhD a Ing. Pavlem Pichou PhD z Ustavu technologic vody a prostiedi
Vysoké $koly chemicko-technologické (VSCHT) Praha. Obsah bakterii rodu Nitrosomonas
extenzivné odstranénych z mikrobiomu lidské kuze v dasledku pouzivani mydel a detergentu
(www.aobiome.com) byl odhadnut na 25 az 30 %. Membranovy komplex obsahujici asi 50 %
bunééného proteinu a 90 % ubiquinonu a cytochrome ¢ oxidazy byl isolovan popsanym
postupem (8) zahrnujicim opakované zmrazeni a rozmrazeni nasledované centrifugaci pii 20 000
X Za po dobu 20 min. Ciry supernatant byl odlit a membranovy complex nékolikrat promyt,
centrifugovan pii 3000 x g 20 min a resuspendovan na koncentraci 5 mg/ml. Nizkomolekularni
latky obsazené s supernatantu po prvé centrifugaci byly purifikovany na koloné
oktadecylsilikagelu stejné jako v prikladu provedeni ¢. 2. Frakce cluovana z kolony 30%
ethanolem byla opatrné odpaiena a ziskany material byl pfidan do membranové frakce do finalni
koncentrace 15 mg/ml. Postup extrakce byl opakovan celkem ctyfikrat a byly tak ziskany
extrakty NIE1, NIE2, NIE3 a NIE4. Na specializovaném pracoviiti VSCHT Praha byla téz
potvrzena schopnost ziskanych extraktli rozkladat mocovinu vylucovanou lidskou kizi na
amoniak a dale na oxidy dusiku, jmenovité oxid dusnaty. Extrakty byly pfidany do pfipravku pro
tieti stupen po jejich stonasobném nafedéni ve finalni sumarni koncentraci 20 pg/ml.

Priklad 4

Vybér latek zajistujicich vyzivu kuze a dalsi propagaci a stabilizaci normalni mikroflory ve
ctvrtém stupni piipravku

Pfed pripravou finalnich formulaci se jevilo jako vhodné vyzkouset rizné¢ formulace latek
uvadénych v literatufe jako vhodné komponenty pro vyzivu kiize a dalsi propagaci a stabilizaci
normalni mikroflory, respektive potlaceni koznich patogenu. Z tohoto divodu byla provedena
rychla optimalizace riznych kompozic obsahujicich sloudeniny jako je xylitol, farnesol, L-
arginin, svétlicovy olej, pupalkovy olej, konopny olej, fepkovy olej, olej z psSenicnych klicku,
laktat, glycin, fruktosa, niacinamid, inositol, aspartat hofe¢naty, glukonat zine¢naty a glukonat
médnaty. Po provedeni testi antimikrobialni a biofilmy rozrusujici aktivity, jak je uvedeno v
piikladech provedeni ¢. 6 a 7, a za soucasné¢ho zhodnoceni dostupnosti téchto sloucenin v
kosmetické kvalité a jejich ceny bylo rozhodnuto farnesol a svétlicovy olej do zakladu pletového
ml¢ka nepfidavat a ostatni vysSe zminéné slouCeniny potom zahrnout v nasledujicich
koncentracich (uvadéno v poradi snizujiciho se obsahu): xylitol 6 % hmotn., konopny olej 5 %
hmotn., fepkovy olej 5 % hmotn., L-arginin 1 % hmotn., pupalkovy olej 1 % hmotn., olej z
psenicnych klickii 1 % hmotn. U minoritnich komponent, jako je laktat, glycin, fruktosa,
niacinamid, inositol, aspartat hofe¢naty, glukonat zine¢naty a glukonat méd’naty, se jejich pridani
do 0,1 % hmotnosti ukazalo jako dostate¢né.

Priklad 5

Priklady vhodnych kosmetickych kompozic kompatibilnich s u¢innymi latkami a vysledky testi
stability

Pro zajisténi kompatibility a dlouhodobé stability po dobu nejméné jednoho roku byly zkouseny
razn¢ kompozice (olejové emulze) jako zaklad pletového mléka nebo kozni emulze. U
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jednoduchych olejovych emulzi se objevily problémy s mikrobiologickou Cistotou, resp.
kontaminaci i1 pfes pridané konzervanty. U emulze komplexngjsiho sloZeni byla pouZita I vyssi
koncentrace konzervacnich latek. U této emulze se jiz problémy s mikrobialni kontaminaci
neobjevily a po pridani ucinnych latek se smés jevila stabilni po dobu 3 mésica pfi doporucené
teplot¢ skladovani (15 az 25 °C). Pot¢ vsak dochazelo k viditelnému krémovani (separace
nové emulgatory a dal§i pomocné latky. Vysledky s touto kompozici byly jiz velmi dobré a
dlouhodoba stabilita byla az po dobu 9 mésicu, problémem této kompozice vSak byla vysoka
viskozita branici ¢inné aplikaci. Finalni olejova emulze (viz dale) vykazovala vSechny vlastnosti
nutné pro spravnou a uZzivatelsky piijemnou aplikaci a soucasné stabilitu lepsi nez 12 meésica (1
rok) za doporucenych podminek skladovani (15 az 25 °C). Tato kompozice byla tedy pouZita pro
pripravu vSech testovacich pripravki ve vSech stupnich.

Pii pripravé optimalizované testovaci emulze se postupovalo standardnim zptusobem s prudkym
michanim vodné faze obsahujici komponenty rozpustné ve vodé (vCetné detergentll) a olejove
faze (véetné emulgatort) za zvysené teploty a naslednym postupnym ochlazenim za neustalého
prudkého michani (laboratorni, popf. prumyslovy mixer s otackami min. 10 000 ot/min).

Celkové slozeni pfipravené olejové emulze ¢. 4 dle kosmetického vyjadieni tedy je (vSechna
uvadéna Cisla jsou procenta hmotnosti): voda 68,9397, xylitol 5,0; konopny (Cannabis sativa)
olej 5,0; fepkovy (Brassica campestris) olej 5,0; glycerol 4,0; mocovina 4.0; glyceryl stearat
citrat 2,0; olivovy olej 1,0; olej z pSeniénych klicka 1,0; pupalkovy (Oonothera biennis) olej 1,0,
L-arginin 1; fenoxyethanol 0,9; levandulova silice 0,2; L-arginin 0,2; polyakrylatcrosspolymer-6
0,25; ethylhexylglycerin 0,1; Lactil® 0,1; Sepitonic® 0,1; D,L-a-tokoferol 0,01;a barvivo
A12385 (E123) amaranth 0,003.

Praxe obvykla pfi vyrobé kosmetickych nebo 1éCivych piipravka typu pletovych mlék nebo
koznich pripravku vyZadovala, aby komponenty urcené pro ¢tvrty stupen poskytujici vyzivu kazi
a stabilizujici kozni mikrofléru byly pfidany jiz do vy$e uvedené¢ kompozice. Ta tedy
predstavovala finalni slozeni pro Ctvrty stupeil.

Kompozice pro prvni stupeil obsahovala v zakladu tvofeném vySe popsanou kompozici jesté
enzymové¢ aktivity pfitomné po nafedéni pfidanych mikrobialnich extrakti. Pripravek tak
obsahuje v jedné 3 ml aplikacni davce prikladné 0,03 az 0,06 mg proteinu, 0,47 az 0,94 mU
proteinaz, 1,13 az 2,26 mU laminarinaz, 0,53 az 1,06 mU celulaz a 0,93 az 1,86 mU chitinaz (U
je mezinarodni enzymova jednotka definovana jako mnozstvi enzymu schopné rozstépit 1 pmol
substratu za minutu).

Pro druhy stupeii bylo v typické 3 ml aplikacni davce piipravku obsazeno 8,0 az 12,0 pg kyseliny
lipoteichoové (typ 8. epidermidis), 30,0 az 40,0 pg antimikrobialnich peptidi SH-
lantibiotikového typu, 16,0 az 20,0 pg antimikrobialniho peptidu y-modulinu a 13,0 az 21,0 pg
Esp proteinazy z S. epidermidis.

Kone¢né pro treti stupein ve 3 ml aplikacni davce pletového mléka bylo obsazeno 60,0 pug smési
latek z Nitrosomonas, z toho 45,0 pg nizkomolekularnich latek a 15,0 pg proteinového
komplexu.

Priklad 6

Stanoveni antimikrobialnich aktivit v laboratornim testu

Faktické antimikrobialni aktivity a schopnost rozruSovat biofilmy byla pro ziskané mikrobialni
extrakty testovana s pouZitim standardnich laboratornich testli, jmenovité¢ diskového testu na

Petriho miskach (diskovy test), testu minimalni inhibi¢ni koncentrace na mikrotitracnich
destickach (MIC test) a testu rozruSeni biofilmu s detekci zbytkového biofilmu pomoci
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krystalové violeti (biofilmovy test). Vysledky rozruseni biofilmu jsou popisovany v nasledujicim
piikladu provedeni €. 7.

Prvym testem byla zkouska na schopnost inhibovat riist majoritniho kozniho patogena baktérie S.
aureus kmene ATCC 6538. Tento kmen je velmi agresivni a je pouzivany jako standard ve
studiich desinfekei a antiseptickych ¢inidel. Nejvyznamngjsich ucinka bylo dosaZzeno v diskovém
testu pro sekretované proteiny baktérie S. epidermidis fedéné stonasobné, lyzat pfipraveny z
téchto bakterii fedény stonasobné a stonasobn¢ fedény extrakt primyslovych bakterii z Cisticek
rodu Nitrosomonas (Obr. 3A). Tyto vysledky byly potvrzeny v MIC testu pro rizné Sarze téchto
preparati, kdy 3 ze 4 Sarzi sekretovanych proteinu S. epidermidis 1€inn€ inhibovaly riist baktérie
S. aureus jest¢ v koncentraci (stanovené jako celkovy protein) 0,1 ug/ml (a jedna SarZze
inhibovala pfi koncentraci 1 pg/ml). Podobné byl lyzat bakterii S. epidermidis schopen inhibovat
rast patogennich bakterii jesté pfi koncentraci 0,1 pg/ml, ¢tvrta Sarze t€Z inhibovala rast pii
koncentraci 1 ug/ml. Naopak inhibi¢ni uéinky smési prumyslovych bakterii s obsahem bakterii
rodu Nitrosomonas byly asi o dva fady nizsi, kdy tfi SarZe inhibovaly pfi koncentraci 10 pg/ml a
jedna pti koncentraci 100 pug/ml (Obr. 3B). Kone¢né byla antimikrobialni G¢innost testovana na
kvasince Candida albicans, ktera miZe nabyvat u jedinci s problematickou kizi agresivngjsi
podoby, a krom¢ infekce dominantnim patogenem S. aureus predstavuje koinfekce agresivni
formou kvasinky Candida albicans nejcastéjsi komplikujici faktor u téchto jedincu. Byl pouzit
rychle rostouci agresivni kmen ATCC 10231 pouzivany pti kontrolach sterility a pro testovani
protiplisiovych latek. V pfipadé této kvasinky omezily ucinné jeji rust pouze rozpustné
sekretované proteiny a lyzat z bakterie S. epidermidis, (Obr. 3C a 3D).

Priklad 7
Stanoveni biofilmy rozrusujicich aktivit v laboratornim testu

V biofilmovém testu byly zkouseny schopnosti ziskanych u¢innych latek rozrusovat biofilmy
tvofené patogenem S. aureus s cilem ovéfit publikované vysledky a stanovit potenci téchto latek.
Pro tyto experimenty byl pouzit standardni test rozruseni biofilmu s detekei krystalovou violeti a
vyhodnoceni vysledkta spektrofotometricky pfi 595 nm. Z duvodu variability biologickych
stanoveni byl kazdy experiment nasazovan paralelné ve ¢tyfech jamkach (kvadruplikat),
prezentovana data pak byla prumérem téchto ¢ty stanoveni (Obr. 4A). Schopnost testovanych
ucinnych latek rozrusit biofilmy byla zkouSena ve ctyfech riznych koncentracich, kdy
prekvapivé nejlepsi vysledky poskytovaly latky fedéné 10x, a jesté lépe 100x (Obr. 4B). Pri
testovani kombinaci ucinnych latek se jako optimalni v testu rozruseni biofilmu jevila kombinace
rozpustnych sekretovanych proteinu z bakterie S. epidermidis a pudniho mikroorganismu P. nunn
(oznaceno PNSE, Obr. 4B a Obr. 4C). Dalsim vyznamnym laboratornim parametrem je viabilita
patogennich mikroorganismu uvolnénych z biofilmu: pokud zustavaji takto uvolnéné bakterie
viabilni, hrozi na mist¢ aplikace nebezpeci rekolonizace 1 tvorby novych biofilmi po ukonceni
aplikace. Proto byly bakterie po 24hodinové inkubaci pred promytim a detekei destiCky odebrany
a byla kultivaéné testovana jejich viabilita. Tento experiment jasné prokazal, Ze pouzité
mikrobialni extrakty maji schopnost nejen biofilm rozrusit, ale 1 zabit (¢i alespoti vyznamné snizit
viabilitu) uvolnénych patogennich bakterii. NejlepSich ucinkti opét bylo dosaZeno smési
sekretovanych proteinti obou mikroorganismu pii fedéni 100x a 1000x (Obr. 4D).

Priklad 8

Praktické zkousky nékolikastupniovych pripravkua

Po dokonceni vyroby ctyfstupniového pripravku ve formé pletového miléka (kazdy stupen
formulovan do emulze €. 4 z prikladu 5) a ziskani potiebné Zpravy o bezpecnosti kosmetického

piipravku probihaly praktické studie v n€kolika kolech.

V prvém kole testovani byl pfipravek aplikovan v reZzimu ¢tyitydenni aplikace (kazdy stupent po
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dobu jednoho tydne rano a vecer) u 10 zdravych jedinct s normalni neporusenou kuzi. S
vyjimkou velmi mimého svédéni u pfipravku pro prvni stupeil nebyly pozorovany po mésicni
aplikaci zadné vedlej$i ani nezadouci reakce. Tyto vysledky spole¢né s vysledky uvedenymi ve
Zpravé o bezpeCnosti ukazovaly na bezpecnost piipravku pii jeho aplikaci na zdravou kuzi
normalnich jedinca.

Ve druhém kole byla provedena aplikace u rodinnych pfislusnika v okruhu znamych, u nichz se
vyskytly razné problémy kize, at’ jiz na zaklad¢ dlouhodobé pozorované nachylnosti k urcitym
onemocnénim (akné, atopicky ekzém, razovka, lupénka) nebo i1 na zaklad¢ akutniho popaleni. V
tomto kole testovani §lo o zjisténi pocatecni reakce v jednotlivych skupinach stejné jako o zjisténi
mozného rozsahu aplikaci. Pfitom byla uc¢inéna dv¢ duleZita pozorovani: (1) u jedincu s citlivou a
podrazdénou kuzi se objevila reakce na komponentu druhého stupné, tento problém byl fesen
dalsi purifikaci extraktu jak je uvedeno v piikladu 2, (2) pocatecni pocit, Ze pripravek je uéinny 1
pro rychlejsi hojeni béznych mechanickych nebo termickych poskozeni kuze (pofezani, popaleni)
byl potvrzen nestastnym piipadem dé€lnika pracujiciho na pracovisti piihlasovatele s rozsahlou
popaleninou ruky, kdy doslo ke zhorSeni stavu po propusténi z kliniky popalenin spojeném s
lokalni sepsi, kterd nemohla byt vyfesena ani podanim antibiotik a hrozila amputace koncetiny.
Nicméné po dvou tydnech aplikace zahmujici prostfedky pro prvy a druhy stupen doslo k velmi
vyznamnému zlep$eni stavu a odeznéni infekce.

Ve tetim kole doslo na zaklad¢ pocatecnich zkuSenosti, detailniho navodu k pouziti pfipravku,
aplikacniho formulafe (dotazniku) a informovaného souhlasu pacienta k systematickému
testovani, do kter¢ho byl zafazen Ctyifazovy pripravek zahmujici v§echny popsané ucinné latky.

29 let stary muz uvedl problémy s vyskytem atopického ekzému jiz od atlého véku, ktery v
poslednich letech lokalizoval do oblasti kotniku. Problém nemohl byt vyfeSen pomoci velkého
mnoZstvi prostiedkil nabizenych na trhu kosmetiky. Ctyifazovy prostiedek byl aplikovan po dobu
4 tydni dvakrat denné. Po aplikaci uzivatel uvadi vyznamné zlepseni stavu, které bylo mozné
sledovat i1 z fotodokumentace (Obr. 5). Subjektivn€ uZivatel uvadi zklidiiujici plsobeni, 1 kdyz
byla uvedena pomémé dlouha doba na zasychani a vstiebani (kterd je zduvodnéna piitomnosti
hydratujicich komponent v aplika¢nim pfipravku).

22 let stara zena trpéla dlouhodobé atopickym ekzémem na rukou, ktery nemohl byt vyfesen
pomoci béznych prostiedkli nabizenych na trhu kosmetiky. UZivatelce byl nabidnut ¢tyifazovy
prostredek, fakticky vSak doslo k aplikaci pouze pro prvy a druhy stupeii v rozsahu jednoho tydne
pro kazdou kompozici. UZivatelka popisuje po dokonéeni poloviny aplikacniho reZzimu ¢astené
vyfeseni problému spojené s vyznamnym zklidnénim. Casteéné zklidnéni a mensi zmenseni
rozsahu afekce je patrné 1 na poskytnuté fotodokumentaci (Obr. 6).

74 let stard Zena - diabeticka s poskozenim ledvin zavisla na oSetfeni dialyzou tiikrat tydné si
stéZzovala na dlouhodobé problémy s plisnémi na nohou a zrohovaténim a rozpraskanim kuze v
oblasti nartu a plosky. Zena aplikovala &tyistupiiovy piipravek po dobu 4 tydni piesnd podle
navodu na pripravku. Po mési¢ni aplikaci byla uzivatelka velmi spokojend, nebot’ se podafilo
plisiiovou infekei vyznamné omezit a lokalizovat, pacientka uvadi vyfeseni problému na 80 %
puvodn¢ zasazené plochy. Poskytnuty vyzkumny pfipravek se vyznamn¢ odliSoval od fady jinych
pouzitych pripravki a krému, které nemély zadny G¢inek nebo bylo pozorovano pouze docasné
zlepSeni a po nckolika dnech se opét stav zhorsil. Poskytnutda dokumentace (Obr. 7) odpovida
subjektivnim pocitim uvadénym uZivatelkou.

58 let stary muz utrpél popaleninu na ruce v dasledku nehody v laboratofi, ktera zasahla prstenik
levé ruky se vznikem hluboké, mokvajici popaleniny a prostfednik levé ruky s postizenim
mensiho rozsahu (Obr. 8A). Aplikace kosmetického pripravku pouze pro prvni stupei
(monokompozice) byla provadéna po dobu dvou tydnli na hife postizeny prstenik, prostiednik
byl ponechan bez aplikace jako kontrola. Po 12 dnech aplikace byla ob¢é mista zcela zhojena, s
pln¢ zacelenou kuzi a mimym zéervenanim v misté postizeni (Obr. 8D). Béhem dalsich dvou
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tydnu doslo bez jakékoliv dalsi aplikace k Giplné normalizaci na piivodni stav, prsty byly bez jizev
nebo jakychkoliv znamek poskozeni ¢i zmény pigmentace.

V dob¢ podani tohoto vynalezu praktické testovani organizované prihlasovatelem pokracuje ve
form¢ aplikaci u vétSich skupin uzivateli pod dohledem dermatologii. Cilem této casti je
shromazdit dostatecny soubor dat umoziujici statistické vyhodnoceni a ziskat zkuSenosti pro
pripravu klinickych zkousek se zkousenymi 1€€ivymi piipravky.

Prumyslova vyuzitelnost

Kombinovany nékolikastupiiovy mikrobialni pripravek podle predloZzeného vynalezu muze byt
pouzit k vyrob¢ souprav kosmetiky nebo 1 jednotlivych kosmetickych pfipravki vhodnych pro
aplikaci na problematickou kuzi jedinct s atopickou dermatitidou, akné, rtizovkou, lupénkou,
vitiligo a jinych poskozeni kiuze stejné jako pro vyrobu kosmetickych prostfedki proti
popaleninam. Dale mohou byt jednotlivé zde uvadéné kompozice nebo jejich kombinace pouzity
pro prevenci koznich onemocnéni a problému pro posileni biologické slozky ochranné bariéry
kuze. RovnéZz mohou byt smési a komponenty uvadéné v tomto vynalezu pouZity pro vyrobu
1éCivych pripravki, zejména pro pouZiti pii lé€eni atopické dermatitidy, akné, ruzovky, lupénky,
vitiligo, poskozeni kize mechanickym poranénim nebo popalenim.
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PATENTOVE NAROKY

1. Kombinovany n¢kolikastupiiovy mikrobidlni pfipravek, vyznafujici se tim, Ze je
formulovan do 4 stupia pro postupnou aplikaci na kuzi; pficemz

prvni stupei pripravku jako ucinné latky obsahuje latky rozrusujici biofilmy tvofené patogennimi
mikroorganismy na kuZzi a potlacujici viabilitu uvolnénych patogennich mikroorganismi, kterymi
jsou bezbunécné extrakty nebo lyzaty pripravené z koznich komensalnich mikroorganismu
vybranych z bakterii rodu Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium, Propionibacterium
a Proteobacterium a pudnich mikroorganismu vybranych z mikroorganismii rodu 7richoderma,
Pythium, Nitrosomonas a Mycobacterium;

druhy stupen pfipravku jako G¢inné latky obsahuje latky ukliditujici zanét a obnovujici ucinnou
biologickou bariéru kiize, kterymi jsou bezbunééné extrakty nebo lyzaty pfipravené z koznich
komensalnich mikroorganismii vybranych z bakterii rodu Staphylococcus, Streptococcus,
Corynebacterium, Propionibacterium a Proteobacterium;

tieti stupenn pfipravku jako ucinné latky obsahuje latky obnovujici normalni fyziologickou
mikrofloru, kterymi jsou bezbunééné extrakty nebo lyzaty pfipravené z pudnich bakterii rodu
Nitrosomonas nebo Mycobacterium;

a Ctvrty stupen pripravku obsahuje latky poskytujici vyzivu kazi a dale podporujici rozvoj
komensalnich mikroorganismu za soucasného potlaceni rozvoje patogenu, kdy se jako ucinna
latka vyskytuje alespon jedna latka vybrana ze skupiny obsahujici xylitol, farnesol, L-arginin,
svétlicovy olej, pupalkovy olej, konopny olej, fepkovy olej, olej z pSenicnych klicka, laktat,
glycin, fruktdézu, niacinamid, inositol, aspartat hofecnaty, glukonat zinecnaty a glukonat
médnaty.

2. Kombinovany n¢kolikastuptiovy mikrobialni ptipravek podle naroku 1, vyznacujici se tim,
ze bezbunééné extrakty nebo lyzaty koznich komensalnich mikroorganismi jsou pfipraveny z
bakterie Staphylococcus epidermidis a extrakty nebo lyzaty pfipravené 2z pudnich
mikroorganismii jsou pfipraveny z oomycety Pythium nunn a/nebo bakterie Nitrosomonas
europed.

3.  Kombinovany nckolikastupiiovy mikrobialni pfipravek podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici
se tim, Ze prvni stupen pifipravku obsahuje v jedné 3 ml aplika¢ni davce aktivitu proteinaz v
mnozstvi 0,47 az 0,94 mU, laminarinaz v mnozstvi 1,13 az 2,26 mU, celulaz v mnozstvi 0,53 az
1,06 mU a chitinaz v mnozstvi 0,93 az 1,86 mU.

4. Kombinovany nékolikastupiovy mikrobialni pfipravek podle naroku 1 nebo 2 vyznacujici
se tim, Ze druhy stupen pripravku obsahuje v jedné 3 ml aplikacni davee 8,0 az 12,0 pg kyseliny
lipoteichoové, 30,0 az 40,0 pg antimikrobialnich peptidi SH-lantibiotikového typu, 16,0 az
20,0 png antimikrobialniho peptidu y-modulinu a 13,0 az 21,0 pg Esp proteinazy.

5. Kombinovany nckolikastupiiovy mikrobialni pfipravek podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici
se tim, Ze tieti stupen piipravku obsahuje v jedné 3 ml aplikacni davce 60,0 ug smési latek z
Nitrosomonas europea, z toho je 45,0 ng nizkomolekulamich latek a 15,0 pg proteinového
komplexu obsahujiciho membranovy komplex oxidujici mocovinu a produkujici oxid dusnaty.

6. Kombinovany né¢kolikastupriovy mikrobialni piipravek podle kteréhokoliv z pfedchozich
naroku 1 az 5 pro pouziti jako kosmeticky pfipravek.
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7.  Kombinovany né¢kolikastupriovy mikrobialni piipravek podle kteréhokoliv z pfedchozich
narokii 1 az 6 pro pouziti jako kosmeticky pfipravek ke zklidnéni a regeneraci podrazdéné nebo
popalené kuze a/nebo posileni biologické komponenty kozni bariéry a udrzeni dobré kondice
mikrobialnich komunit na kizi.

8. Kombinovany nékolikastupriovy mikrobialni pfipravek podle kteréhokoliv z pfedchozich
naroku 1 az 5 pro pouziti jako 1€Civy piipravek.

9. Kombinovany néckolikastupiiovy mikrobialni pfipravek podle naroku 8 pro pouZiti jako
1éCivy pripravek pii lé¢eni nemoci nebo poranéni kiize.

10. Kombinovany néckolikastuptiovy mikrobialni pfipravek podle naroku 9 pro pouziti jako
1é¢ivy pripravek pfi l€¢eni atopické dermatitidy, akné, ruZzovky, lupénky, vitiliga, poskozeni kuze
zpusobeného mechanickym poranénim nebo popalenim.

11. Kombinovany nckolikastupiiovy mikrobialni pfipravek podle kteréhokoliv z naroki 8 az 10
pro postupnou aplikaci ve ¢tyfech obdobich tak, Ze v prvnim obdobi se aplikuje prvni stupen
pripravku, ve druhém obdobi se aplikuje druhy stupen pfipravku, ve tfetim obdobi se aplikuje
tieti stupen pripravku a ve ¢tvrtém obdobi se aplikuje Ctvrty stupeni pfipravku, pfi¢emz kazdé z
prvniho, druhého a tfetiho obdobi trva jeden az dva tydny a Ctvrté obdobi trva jeden aZz Sest
tydnii.

12. Kombinovany né€kolikastupiiovy mikrobidlni piipravek podle kteréhokoliv z pfedchozich
narokii 1 az 11, vyznacujici se tim, Ze kazdy stupen pfipravku je formulovan do aplikaéni formy
vybran¢ z kozni emulze, krému, masti, gelu, pény, pletového mléka nebo jiné kosmetické nebo
farmaceutické kompozice s olejovou komponentou.

13. Kombinovany n¢kolikastuptiovy mikrobialni pfipravek podle naroku 12, vyznacdujici se tim,
ze kazdy stupenn piipravku obsahuje vodu jako solvent, olivovy olej jako olejovou komponentu,
kyselinu citronovou nebo kyselinu octovou nebo kyselinu mléénou v kombinaci s
triecthanolaminem jako pufrujici slozku, glycerin a moc¢ovinu jako kondicionéry, fenoxyethanol,
tokoferol a ethylhexylglycerin jako konzervanty, amaranth jako barevnou latku, glyceryl stearat a
cetylalkohol jako emulgator, polyakrylat crosspolymer-6 a xanthanovou gumu jako regulatory
viskozity a levandulovy olej jako vonnou komponentu.

14. Zpusob kosmetického osetieni, vyznacujici se tim, Ze s¢ na kuzi nebo sliznici aplikuje
kombinovany né¢kolikastupiiovy mikrobialni pfipravek podle které¢hokoliv z naroki 1 az 7
postupné ve Ctyfech obdobich tak, Ze v prvnim obdobi se aplikuje prvni stupeni pfipravku, ve
druhém obdobi se aplikuje druhy stupen pfipravku, ve tfetim obdobi se aplikuje tieti stupen
pripravku a ve ¢tvrtém obdobi se aplikuje Ctvrty stupen pripravku, pfi¢emz kazd¢ z prvniho,
druhého a tfetiho obdobi trva jeden az dva tydny a Ctvrté obdobi trva jeden az Sest tydnd.

15. Zpusob osetfeni podle naroku 14, vyznadujici se tim, Ze aplikace je provadéna alespori
jednou denné, vyhodné rano a vecer, pomoci rozstiiku nebo rozetfenim pfislusného stupné
pripravku na postiZzena mista a pfipadn¢ 1 jejich okoli, nebo v piipadé vyskytu velmi citlivych
lozisek se aplikuje pouze do okoli téchto lozisek.

8 vykresu
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