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Kosmeticky prostredek

Oblast techniky

Piedkladany vyndlez se tykd pouziti kyseliny petroselinove v
kosmetickém prostfedku a ve zpisobu ke sniZeni nebo odstranéni podrazdéni

pokozky nebo péaleni, indukovanych alfa hydroxykyselinami.

Dosavadni stav techniky

Bylo ovéieno, Ze alfa hydroxykyseliny (tzv. AHA) poskytuji kosmeticky
ptinos, jako je zlep3eni vzhledu svételnym zafenim poSkozené nebo pfirozené
zestarlé pokozky, vylehleni pokozky, ﬁprava'stafecky’/ch skvrn a podobné.
Bohuzel jejich pouziti ve vysokych koncentracich muZe byt prilezitostné
spojeno s podrazd&nim pokozky, napf. zarudnutim kiZe a pocitem paleni po
naneseni. Viz napt. A. M. Kligman: J. Geriatr. Dermatol. 5(3), 128-131, 1997,
Podrazdéni maZe byt zlepSeno sniZenim mnoZstvi aktivni pfisady v prostiedku,
anebo snizenim préstupu aktivni latky pokozkou. Vaznou nevyhodou obou
pFistupt je to, ze dochazi k oslabeni G¢innosti. Podrazdéni plisobené AHA mize
byt omezeno zvylenim pH prostfedku, aviak tento zpusob poskytuje mensi
G&innost vzhledem ke sniZenému pronikani AHA pokozkou. Zadouci je snizit
nebo odstranit schopnost AHA vyvolavat podrazdéni za soulasného zachovani

jejich uéinnosti.

Evropska patentova prihlaska ¢ 0 631 722 (Johnson & Johnson)
piedklada pouziti kyseliny glykolové ke sniZeni podrazdéni pokozky retinolem.
Patent US 5 516 793 (Duffy) predklada pouziti kyseliny askorbové pro zlepSeni

podrazdéni, vyvolaného rliznymi mistné nanasenymi piisadami, v&etné AHA.

Pouziti olejli, bohatych na petroselinovou kyselinu, napiiklad oleje ze
semen koriandru, v kosmetickych prostfedcich uréenych pro pokozku, bylo jiz

dfive uvedeno (EP 0709084 A2). EP 0709084 predklada pouziti oleje z




koriandrovych semen jako zvlhéujiciho. ¢inidla, ale neobjevuje schopnost
kyseliny petroselinové sniZovat podrazdéni. Navic je zmifiovana volitelna
piitomnost ridznych  pfisad, napiiklad keratolytickych  Cinidel jako
hydroxykyselin (kyseliny n-oktanoyl-5-salicylové). Kyselina salicylova je beta
hydroxykyselinou, o niZ je znidmo, Ze ulinkuje jinym zpGsobem neZz alfa

hydroxykyseliny a pfedpoklada se, ze je méné drazdiva.

Vyse diskutovany stav techniky nepfedklada kombinace AHA s olejem z
koriandrovych semen nebo kyselinou petroselinovou v  kosmetickych
prostfedcich a nezda se navrhovat pouziti kyseliny petroselinové pro snizeni

podrazdéni nebo paleni, spojenych s pouZitim alfa hydroxykyselin.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez zahrnuje, z jedné &asti, prostfedek obsahujici alfa

hydroxykyselinu (AHA) a obsahujici dale kyselinu petroselinovou.

Vynalez rovné zahrnuje zpisob kosmetického snizeni podrazdéni nebo
paleni, indukovaného mistnim nanesenim prostiedku obsahujiciho AHA,
pii¢emz tento zplsob zahrnuje mistni naneseni kyseliny petroselinové ke snizeni
podrazdéni, indukovaného prostfedkem. V souladu s vynalezenym zplsobem

miZe byt kyselina petroselinova piitomna spole¢né s AHA ve stejném

prostfedku, anebo miZze byt nanasena z oddéleného prostfedku.

Podle piedkladaného vynalezu je diky mistnimu naneseni kyseliny
petroselinové snizeno nebo odstranéno podrazdéni & paleni, indukované
mistnim nanesenim AHA. Bylo zji§téno, jako soudast pfedkladaného vynalezu,
e ne viechna znamé &inidla, pisobici proti podrazdéni, zlepSuji podrazdéni

indukované psobenim AHA.

Vynalez tedy rovnéz zahrnuje pouZiti kyseliny petroselinové v
kosmetickém prostfedku pro snizeni podrazdéni nebo paleni, indukovaného

pusobenim AHA.
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Pokud neni uvedeno jinak, jsou veSkerd mnoZstvi uvadéna hmotnostné

vzhledem k prostfedku.

Kyselina petroselinova /CH3(CH2)10CH=CH(CH2)4COOH/ je nezbytnou

piisadou prostfedkt podle vynalezu.

MnoZstvi kyseliny petroselinové v prostfedcich podle vynalezu se obecné
pohybuje od 0,05 % do 20 % hmotnosti prostfedku, lépe od 0,1 % do 10 % a
nejlépe od 0,5 do 5 % hmotnosti prostfedku.

AHA zesiluji proliferaci a zvy3uji biosyntézu ceramid v keratinocytech,
zvy$uji tloustku epidermu a zvy$uji olupovani a uvolfiovani bunék normalni

pokozky, vysledkem ¢ehoz je hladsi, mladé&ji vyhlizejici pokozka.
Alfa hydroxykyselina miize byt kombinaci stereoisomerdt (DL, D nebo L).

Alfa hydroxykyseliny (AHA) maji obecnou strukturu (1):

OH

|

MCHCOOH (1)

kde M je vodik nebo nasyceny &i nenasyceny, rovny nebo vétveny uhlovodikovy

fetézc, obsahujici od 1 do 27 atomi uhliku.

Jesté lépe je hydroxykyselina zvolena z kyseliny mlé¢né, kyseliny
2-hydroxyoktanové, kyseliny hydroxylaurové, kyseliny glykolové a jejich smési.

Pokud existuji stereoisomery téchto kyselin, pfednost se dava L-isomeru.

Rozumi se, ¥e v zavislosti na pH prostiedku maze byt hydroxykyselina

piitomna jako stl, napfikiad amonna, draselna nebo sodna sil.




Agkoli prostfedky podle vynalezu mohou mit jakékoli pH v obecném
rozmezi od 2,5 do 10, jsou prostiedky podle vynalezu zvlasté vyhodné, pokud
maji kyselé pH (zejména pokud obsahuji hydroxykyselinu), nejlépe pH 3 azZ 4,
nebot takové prostiedky jsou zvlast& uginné. Bohuzel, pfi tomto pH prostfedky

rovnéZ vyvolavaji podrazdéni.

Zvlastni vyhodou prostfedkd podle vynalezu je moZnost pouZiti vysSich
mnoZstvi hydroxykyselin nebo retinoidd, aniz by zpisobily podrazdéni pokozky.
Mnozstvi hydroxykyselinové slozky piitomné v prostfedku podle vynélezu s
vyhodou g&ini 0,01 aZ 20 %, lépe 0,1 az 12 % a nejlépe 2 aZ 12 % hmotnosti

prostfedku.

Prosttedky podle vynalezu, jimZz se dava nejvétSi pfednost a které
obsahuji jako ¢inidlo pusobici proti podrazdéni kyselinu petroselinovou,
zahrnuji kyselinu glykolovou a/nebo kyselinu mlénou, nebot bylo zji§téno, Ze
tyto prisady vyvolavaji podrazdéni, nicméné bylo ovéfeno, Zze jsou zvlasté

G&inné pti poskytovani kosmetickych vyhod.

Prostiedky pro pééi o pokozku podle vynalezu také zahrnuji kosmeticky
pfijatelné vehikulum (pojidlo) nebo nosié, které je inertni, obvykle pfisadu
pfitomnou v nejvét§im mnozstvi a slouZici k dodani aktivnich nebo vykonnych

piisad.

Vehikula jina nez voda mohou zahrnovat kapalna nebo pevna
zmék&ovadla, rozpoustédla, zvlhéujici ¢inidla, zahu§tovadla a prasky. Zvlasté
upfednostiiovanym nevodnym nosi¢em je polydimethylsiloxan a/nebo
polydimethylfenylsiloxan. Silikony podle tohoto vynalezu mohou byt ty, jejichz
viskozita se pohybuje kdekoli mezi pfiblizng 1x10” m?/s (10 cSt) az 10 m?/s
(10 000 000 ¢St) pfi 25°C. Zvlasté zadouci jsou smési silikonli o nizké a vysoké
viskozité. Tyto silikony jsou dostupné od firmy General Electric Company pod
zapsanymi znackami Vicasil, SE a SF a od firmy Dow Corning Company jako

200 a 550 Serie. Mnostvi silikon{l, ktera mohou byt pouZita v prostfedcich
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podle piedkladaného vynalezu, se pohybuji kdekol: v rozmezi od 5 do 95 % a
lépe od 25 do 90 % hmotnosti prostfedku. Mnozstvi vehikula se maze
pohybovat v rozmezi pfiblizn&€ od 2 do 99 %, lépe pfiblizné. od 50 do 99 % a
nejlépe piiblizn& od 80 do 99 % hmotnosti celého prostiedku.

Podle ptredkladaného vynalezu je vehikulum s vyhodou pfedstavovano
alespoti z 60 % hmotn. vodou, vzhledem k hmotnosti vehikula. Prostfedky podle
vynalezu jsou s vyhodou emulzemi oleje ve vodé pro zlep3eni dodavani
hydroxykyselin do pokoZky. (Viz A. Sah: An in-vitro study of the effect of
formulation variables and product structure on the delivery of alpha-hydroxy
acid (Lactic acid) to skin, MS Thesis, Departement of Pharmaceutical Sciences
of the College of Pharmacy, University of Cincinnai, OH, Cervenec 1996).
Takové zlepsené dodavani je Casto doprovazeno zvySenym podrazdénim nebo
palenim, coz ¢&ini pouZiti kyseliny petroselinové v takoV;’zch emulzich zvlasté
kritickym. 'V  uptednostiovanych emulzich typu olej ve vodé podle
predkladaného vynalezu voda tvofi alespoi 50 % hmotn, emulze podle vynalezu

a nejlépe 50 az 70 % hmotn. vzhledem ke hmotnosti prostfedku.

Volitelné latky prospivajici pokozce a kosmetické dopliky

V kosmetickych prostiedcich podle pfedkladaného vynalezu mohou byt
piitomné rGzné typy aktivnich pfisad. Aktivni latky jsou definovany jako
pokoZce prospé&3na ¢inidla, liSici se od zmé&k&ovadel, a jina nez pfisady, které
jen zlep3uji fyzikalni charakteristiky prostfedku. Ackoli se neomezuji na tuto
kategorii, obecné ptiklady zahrnuji sloudeniny plsobici proti vraskam, ochranna

ginidla proti slune&nimu zafeni a samoopalovaci ¢inidla.

Ochranna ¢&inidla proti slunednimu zafeni zahrnuji materialy, béZné
pouzivané k blokovani ultrafialového zafeni. Ilustrativnimi sloueninami jsou
oxid titanitity, derivaty PABA (kyseliny para-aminobenzoové), kyseliny
skoticové a salicylové. Pouzit Ize napiiklad oktylmethoxyskofi¢nan (cinnamat) a

2-hydroxy-4-methoxybenzofenon (znamy také jako oxybenzon).




Oktylmethoxyskofi¢nan a “2-hydroxy-4-methoxybenzofenon jsou obchodné
- dostupné pod zapsanymi znafkami Parsol MCX a Benzophenone-3. Pfesné
mno¥stvi ochranného &inidla proti sluneénimu zéteni, pouzitého v emulzich, se

maZe lidit v zavislosti na stupni pozadované ochrany pted UV zafenim.

Jinou kategorii funk&nich pfisad v kosmetickych prostfedcich podle
predkladaného vynalezu jsou zahu§fovadla. Zahustfovadlo bude obvykle
ptitomno v mnozstvich kdekoli mezi 0,1 a 20 % hmotn. a s vyhodou pfiblizné
mezi 0,5 % a 10 % hmotnosti prostfedku. Pfikladnymi zahu§tovadly jsou
zesitované polyakrylatové materialy, dostupné pod zapsanou znalkou Carbopol

od B.F. Goodrich Company. Mohou byt pouZity také gumy, jako xanthanova

guma, karagen, Zelatina, karaya, pektin a karubova guma. Za ur&itych okolnosti

maze byt zahusfovaci funkce zajiSfovana materidlem, ktery rovnéZ slouzi jako
silikon nebo zmék&ovadlo. Naptiklad silikonové gumy v pfebytku 1.107 m?*/s

(10 cSt) a estery jako stearat glycerolu maji dvoji funk&nost.

Do kosmetického prostiedku podle vyndlezu  mohou byt zaclenény
prasky. Tyto prasky zahrnuji talek, kiidu, Fullersovu hlinku, kaolin, Skrob,
smektitové jily, chemicky modifikovany kfemiéitan hotelnato-hlinity, organicky
modifikovany montmorillonitovy jil, hydratovany kiemiditan hlinity, koufovou

siliku, hlinity §krobovy oktenylsukcinat a smési téchto latek.

Daldi doplikové mendi slozky mohou byt rovnéz zallenény do
kosmetickych prostfedkd. Takové pfisady mohou zahrnovat barvici Cinidla,
zneprihlediiujici ginidla a parfemalni Cinidla. MnoZstvi téchto jinych slozek se

mohou pohybovat kdekoli v rozmezi od 0,001 % do 20 % hmotnosti prostfedku.

Pouziti prostfedku

Prostiedek podle vynalezu je prvotné zamyslen jako vyrobek pro mistni
nanadeni na lidskou pokozku, zvla§té jako &inidlo pro zjemnéni pokozky a jako

kondicionér a pro prevenci nebo snizeni vrascitosti €i vzhledu zestarlé kize.




P¥i pouzivani se malé mnozstvi prosttedku, napfiklad 1 az 10 ml, nanese
na vystavené plochy pokozky z vhodného zdsobniku nebo aplikatoru a pokud je
to nezbytné, je potom rozetfeno a/nebo vmasirovano do pokozky za pouziti

ruky, prstl nebo vhodného zafizeni.

Podle ptedkladaného zpusobu dle tohoto vynilezu je podrazdéni
pokozky, indukované aktivni pfisadou, sniZzeno nebo odstranéno mistnim
nanesenim petroselinové kyseliny. Kyselina petroselinova muaZze byt spolecné
piitomna s aktivni pfisadou, nebo miZze byt na pokoZku nanasena oddélené od

aktivni pfisady.

Forma vvrobku a baleni

Prostiedek k mistnimu oSetfeni pokoZky podle vynalezu muize byt
formulovan jako plefova voda, tekuty krém, krém nebo gel. Prostfedek muze
byt balen ve vhodném zasobniku, vyhdvujicim jeho viskozit®¢ a zamySlenému
pouziti zakaznikem. Napfiklad plefova voda nebo tekuty krém mohou byt
baleny do lahve nebo aplikatoru s oto¢nou kuli¢kou, nebo do kapsle ¢1 hnacim
plynem pohané&ného aerosolového zafizeni, anebo do zasobniku vybav‘en_ého
pumpiékou, vhodnou pro ovladani prsty. Pokud je prostiedek ve formé& krému,
maze byt jednodule skladovan v nedeformovatelné lahviéce nebo ve

vytlagovacim zasobniku, jako je tuba nebo zavi¢kované nadobka.

Vynalez rovnéz poskytuje uzavieny zasobnik, obsahujici kosmeticky

ptijatelny prostfedek, jak je zde definovan.

Kyselina petroselinova mize byt balena oddélene od prostiedku,

obsahujiciho alfa hydroxykyseliny.

Nasledujici specifické ptiklady dale ozfejmi vynalez, oviem vynélez se na

né neomezuje.
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Priklady provedeni vynalezu
Srovnavaci priklad 1
Byl ptipraven emulzni zdklad, majici nasledujici sloZeni.
plny chem. nazev &i nazev dle CFT A firemni ndzev a % aktivni sloZky| % hmotnostni
jak je ziskdna

voda, deionizovana 46,54
dvojsodna sil EDTA Sequesterene Na2 0,05
kiemiditan hote¢nato-hlinity Veegum Ultra 0,6
methylparaben Methyl Paraben 0,15
dimethicon DC Antifoam Emulsion 0,01
butylenglykol 1,3 Butylene Glycol 1,3 3,0
hydroxyethylceluloza Natrosol 250HHR 0,5
glycerin, podle US I€kopisu Glycerine USP 2,0
xanthanova guma Keltrol 1000 0,2
triethanolamin Triethanolamine 99 (%) 1,2
kyselina stearova Pristerene 4911 3,0
propylparaben, nehoflavy Propylparaben NF 0,1
glycerylhydrostearat Naturechem GMHS 1,5
stearylalkohol Lanette 18DEO 1,5
isostearylpalmitat Protachem ISP 6,0
oktanoat C,,-C, ; alkoholu Hetester FAO 3,0
dimethicon Silicone Fluid 200 (50 %) 1,0
cholesterol, nehoilavy Cholesterol NF 0,5
stearat sorbitanu Sorbitanstearat 1,0
butylovany hydroxytoluen Embanox BHT 0,05
tokoferylacetat Acetat vitaminu E 0,1
stearat PEG-100 MYRIJ 59 2,0
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solium stearoyllaktylat Pationic SSL 0,5

retinylpalmitat Palmitat vitaminu A 84% 0,06

kyselina hydroxykaprylova kyselina hvdroxykaprylova 0,01

voda, deionizovana dle potieby do
99,80

alfa-bisabolol alfa-bisabolol 0,2

pH 7-8

EDTA = kyselina ethylendiamintetraoctova
Dimethicone = protipéniva emulse na bazi dimethylpolysiloxanu, vyrabi firma
Dow Corning jako Dow Corning24S5 Fluid
PEG = polyethylenglykol
Pridavné pfisady uvadéné nize v Tabulce 1 byly pfidavany namisto vody.

Subjekty byly testovany metodou testu podrazdéni, popsanou nize.

Metoda testu podrazdéni

Test &tyfnasobného pouziti néplasti: Cilem bylo srovnat uroven
podrazdéni vyvolaného riznymi testovanymi materialy po opakovanych pouziti
naplasti. Testované materialy byly uvedeny do styku s pokozkou v uzavienych
podminkach. Zevni horni &ast paze hodnoticiho byla urlena jako oblast
nanaieni. Paskovy obvaz (paska Scanpor®) byl pouzit k upevnéni polstatkovych
naplasti (25 mm Hill Top® Chamber, doplnéno kotoucem vycpavky Webril® o
priméru 18 mm) na misto. PouZity byly obé paze hodnoticiho. Naplasti byly

upeviiovany v symetrickém néhodném pofadi.

Naplasti byly upevnény v 9,00 hodin v pond¢li rano a odstranény v 9,00
hodin v utery rano (24 hodin vystaveni ucinkiim). Nova sada naplasti byla
upevnéna v 15, 00 hodin v utery odpoledne a odstranéna ve stfedu rano v 9,00

hodin (18 hodin vystaveni u&ink{im). Tteti sada naplasti byla upevnéna v 15
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hodin ve stfedu odpoledne a odstranéna v 9,00 hodin ve &tvrtek rano (18 hodin
vystaveni G&inkam). Kone&na sada naplasti byla upevnéna v 15,00 hodin ve
Stvrtek odpoledne a odstranéna v 9,00 hodin v patek rano (18 hodin vystaveni

uéinkim).

P¥ kardém odstranéni naplasti byla mista omyta teplou vodou a
poklepavanim vysuSena. Poté byla testovana mista oznaCena chirurgickou
tuzkou pro oznadovani kGZe k zajijténi polohy pro hodnoceni a nasledné
upevnéni naplasti. Testovand mista byla hodnocena v 15,00 hodin v utery,

stiedu, &tvrtek a patek v prib&hu studie, pied dal§im upevnénim néplasti.

Podrazdéni kOze jako mirné zarudnuti, vysuenost a/nebo svédéni
testovacich mist se olekava. Otok testovacich mist je mozny. Pokud né&které
testovaci misto vykazovalo mirné zarudnuti nebo jakykoli otok pfi jakémkoli

vyhodnoceni, nebylo toto urité misto znovu prelepovano naplasti.

Testovaci mista na obou rukou byla vizudln& hodnocena dvéma
zkuSenymi posuzovateli pfi odpovidajicim osvétleni. Testovaci mista byla
rozdélena podle zavaznosti pfiznakd. Posuzovatel hodnotici odpovédi v prvni

gasti stanoven{ pokratoval v posuzovani i po viechny dalsi dny pribéhu studie.

V hodnoceni reakci ziskala mista s nejzavazn&j§i odpovédi nejniZsi
bodové hodnoceni (skére). Mista s druhou nejzavazng&ji odpovédi ziskala
druhé nejniz3i skore a tak dale. Nebylo pouZzivano zadné povinné hodnoceni.
Pokud dvé& & vice mist nevykazovala odpovéd nebo méla stejnou odpovéd
(mista se neli§ila), byl uren primér umisténi (skoére). Pokud misto nebylo
vzhledem ke stupni podrazdéni dale hodnoceno, misto si podrzelo umisténi

(skore), které ziskalo v dob& pFeruseni davkovani.
Statistickd analyza

Vysledky hodnoceni nalepeni naplasti byly statisticky srovnany

soeese

e
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neparametrickymi statistickymi metodami. Testované materialy, obsahujici latky
pisobici proti podrazdéni, byly srovnany s odpovidajicimi kontrolnimi latkami,
obsahujicimi pouze hydroxykyselinu a/nebo retinoid. Pouzita byla Friedmanova
suma umisténi. Pisobeni byla srovnavana se sloZenim 2 (kontrola) v kazdém
bodu stanoveni za pouZiti Friedmanovy analyzy, pfi€emz testujici osoba
pisobila jako seskupeni (tj. kazda testovand osoba byla testovana vzhledem ke

kazdému sledovanému pisobeni). Hodnota "p" mensi nez 0,1 byla brana jako

statisticky vyznamna.

Prostiedky, obsahujici slozky, jak jsou uvedeny v tabulce 1, byly
testovany za pouZiti metody testu podrazdéni. Testovano bylo 20 subjektl. Cim
vy$si je soucet umisténi (skore), tim mensi je podrazdéni.

Tabulka 1

Vysledky z testu podrazdéni

prostiedek | pfisady | suma umisténi (den 4)
1 zékladni slozeni 68,5%*
2 kontrola:zakl. slozeni + 8% kys. glykolova a 0,075% 46,5
retinol
3 prostiedek &. 2 + 3% olej ze semen Cerného rybizu 58,0
4 prostiedek &. 2 + 1% sambucus 445

*yyznamné méné drazdici nez prostfedek ¢. 2

Sambucus canadensis = bezinka

Z vysledkl v tabulce 1 je zfejmé, Ze po &tyfech pfelepenich byla 8%
kyselina glykolova spolu s 0,075% retinolem (¢.2) vyznamné drazdivé;si nez
zakladni slozeni & 1. 1% bezinky nebo 3% olej ze semen &erného rybizu

podrazdéni vyznamné nesnizily. Nicméné podrazdéni vyvolavané alfa
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hydroxykyselinou je problémem, ktery nelze fedit nanesenim ani tak dobfe

znamych protidrazdivych &inidel, jako je bezinka a Cerny rybiz.

Srovnavaci piiklad 2

Prostfedky 1, 5 a 11 az 14, obsahujici pfisady uvedené v Tabulce 2, byly
testovany za pouZiti metody testu podrazdéni, popsané v Pfikladu 1. Testovano
bylo sedmnact jedincd. Ziskané vysledky jsou shrnuty v Tabulce 2. Cim vyssi je
soudet umisténi (skore), tim mensi je podrazdéni.

Tabulka 2

Vysledky testu podrazdéni

prostiedek &. | piisady soudet umisténi (den 4)

1 zakladni sloZeni 74,5%

5 zakl. slozeni + 8% kys. glykolova + 0,075% 61,5
retinol

11 prostiedek ¢. 5 + 1% zeleny Caj 51,0

12 prostiedek ¢. 5 +0,1% K, kyselina 54,5
glycyrrhetinova

13 prostiedek ¢. 5 + 3% Quench T* 58,5

14 prostiedek &. 5 + 3% Polyolovy prepolymer-2** 57,0

* statisticky méné drazdivy nez prostfedek &. 5

* ginidlo pasobici proti podrazdéni od firmy Centerchem (obsahujici vodu,
butylenglykol, extrakt z kokovych zrn, guaranovy extrakt, extrakt z maté).

** ginidlo psobici proti podrazdéni od firmy Penederm, Inc. (nazev podle

CFTA je polypropylenglykol-12/SMDI kopolymer).
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Jak je zfejmé z vyslekd uvedenych v Tabulce 2, zadné ze znamych
testovanych &inidel pisobicich proti podrazdéni nebylo schopno vyznamné sniZit
podrazdéni, indukované prostfedkem ¢. 5 (obsahujicim 8% kyselinu glykolovou

a 0,075% retinol).
Priklad 3

Tento piiklad ukazuje, Ze mistni naneseni alfa hydroxykyselin uvoliuje

interleukin 1-alfa (IL-1at) ze stratum corneum, rohovité vrstvy pokozky.

Je znémd, Ze stratum corneum jé "skladem" prozanétlivého cytokinu
IL-1o. (L. Wood, P. Elias, C. Calhoun, J. Tsai, C. Grunfeld, K. Feingold: .
Barrier Disruption Stimulates Interleukin - lo Expression and Release from
Pre-Formed Pool in Murine Epidermis. J. Invest. Dermatol. 106, 397-403,
1996). Nasledujici pfiklad dokresluje, ze mistni naneseni alfa hydroxykyselin

indukuje uvolnéni IL-1c v lidské pokozce.
Ex vivo imupohistochemické barveni IL-1la:

Pokozka zemielého byla po dobu 30 minut v ledu ovliviiovana
prosttedkem o zakladnim sloZzeni (viz srovnavaci ptiklad 1), ktery dale
obsahoval 8% kyselinu glykolovou (GA) o pH3,8; nebo krém vehikula (zakladni
slozeni), nebo vodny roztok 8% kyseliny mlééné (LA) o pH 3,8; nebo pufr Tris
(pH 7,6). Biopsie o priméru otvoru 8 mm byly odebrany a fixovany ve
formaldehydu. Rezy Su byly inkubovany spolu s polyklonalnim anti-lidskym
[L-1o. (R&D Systems, ziedéni 1/50) a rozvijeny za pouZziti komplexniho postupu
s avidinem-biotinem-kfenovou peroxiddzou podle instrukci vyrobce (Vector
Labs) a 3-amino-9-ethylkarbazolem jako chromogenem. Intenzita pozitivniho
oznadeni (% nabarvené plochy) IL-1a byla kvantifikovana za pouziti zafizeni
ImagePro Plus, verse 3 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD). Ziskané

vysledky jsou shrnuty v Tabulce 3.
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Tabulka 3

8% kys. mléCna | pufr Tris | 8% glykolovy krém | krém vehikula

% zabarvené plochy | 42,7 £ 12* 142+ 10,4| 48,4 £ 15,4** 2,0+ 1,7

* vyyznamné ve srovnani s pufrem Tris v t-testu, p<0,01

** yyznamné ve srovnéani s vehikulem v t-testu, p<0,03

Z vysledkl uvedenych v Tabulce 3 je zfejmé, Ze pusobeni 8% kyselinou
mlé&nou zvysilo barveni IL-1a ve srovnani s kontrolou, pufrem Tris. Nadto 8%
krém kyseliny glykolové vyvolal vyznamny narGst barveni IL-lo ve srovnani s
vehikulem. Mistni naneseni alfa hydroxykyselin (kyseliny glykolové a kyseliny
mlééné) se zdalo stimulovat okamzité uvolnéni IL-loe v pokozce (epidermu).
Rohovita vrstva, stratum corneum, se zda byt nejpochopitelnéj§im zdrojem,
nebof je znamo, e velka mnozstvi IL-la jsou uchovavana v korneocytech

a/nebo v jejich okoli.

IL-1a, uvolnény po ovlivnéni alfa hydroxykyselinou, je schopen spustit
kaskadu kyseliny arachidonové, kterd preméfiuje kyselinu arachidonovou na
mnoZstvi metabolitd zanétu, jako je prostaglandin E2 (PGE2). Prostaglandiny
hraji centralni roli v zané&tu a tykaji se proto pathogenese a ovlivnéni podrazdéni
(T. Kupper v Immunology: The Role of Cells and Cytokines in immunity and
Inflammation, J.J. Oppenheim a E.J. Schevach, editofi, Oxford University Press,

New York, 1990, str. 283-305).
Priklad 4

Nasledujici ptiklad ukazuje, Ze kyselina petroselinova miiZze uinné
inhibovat indukci PGE2, vyvolanou IL-la, ktery je naopak uvoliiovan alfa
hydroxykyselinami. Kyselina petroselinova by tedy mohla byt uginna pri

snizovani podrazdéni, vyvolaného alfa hydroxykyselinami.
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Neonatalni (novorozenecké) lidské kozni fibroblasty (5 az 9 pasazi) byly
nasazeny pro péstovani pii hustoté 7 500 bunék na jamku do 96-jamkovych
desti¢ek pro tkafové kultury (Corning-Costar, Corning, NY). Pouzitym médiem
bylo podle Dulbecca modifikované Eaglovo médium (DMEM) s vysokym
obsahem glukézy (dodava firma Gibco/Life Technologies, Gaithersburg, MD),
doplnéné 2 mmol.I"  L-glutaminem, 10% fetdlnim hovézim sérem,
antimykotickym roztokem a roztokem antibiotik (vie rovnéz od Life
Technologies). Po 48 hodinach byla kazda jamka dvakrat promyta 200 pl
DMEM bez obsahu séra a bufikdm byly v DMEM s L-glutaminem pfidany v
objemu 200 pl IL-1ac v koncentraci 1 ng/ml a/nebo aktivni latka. Po 6 hodinach

byly buiiky mikroskopicky testovany vzhledem ke kvalitativni Zivotnosti a

médium bylo sebrano a zamrazeno az do provedeni analyzy. Kazdé ovlivnéni se

provadélo ve ¢tverném spofadani.

Enzymové imunostanoveni (imunoassay) se provadélo za pouZiti
obchodni sady PGE2 (Amersham, Buckinghamshire, Anglie). Specifickymi
protilatkami v(&¢i PGE2 se pfedem povlee sada mikrotitranich jamek.
Stanoveni spoé&iva v kompetici (soutézi) mezi neoznatenym PGE2 (standard
nebo vzorek) a uréenym pevnym mnoZstvim peroxiddzou oznageného PGE2 o

omezené mnozstvi specifickych protilatek vagi PGE2, vazanych na jamky.

Standardy s obsahem 0, 1, 2, 4, 8, 16 a 32 pg/jamku nebo 50 ul média/jamku

byly aplikovany s 50 ul/jamku 0.1 mol 1" fosfatového pufru o pH 7,5 a
ponechany 3 hodiny pii 4°C. Po skonceni této inkubace bylo do kazdé jamky
ptidano 50 ul kienové peroxidizy, konjugované s PGE2 a desti¢ka byla
inkubovana 1 hodinu pifi 4°C. Pak byla desti¢ky &tyfnasobné promyty 0,01
mol "1 fosfatovym pufrem o pH 7,5, obsahujicim 0,5% Tween 20, v mnoZstvi
300 pl na jamku. Poté byl pfidan substrat 3,3,5,5-tetramethylbenzidin/peroxid
vodiku ve 20% dimethylformamidu v mnoZstvi 150ul na jamku a desti¢ky byly
inkubovany pfesné 30 minut pifi teploté mistnosti. Reakce byla zastavena
pfidanim 1 mol.I"! kyseliny sirové v objemu 100 pl na jamku. Ke kvantifikovani

barvy v jamkach ode&tenim absorbance pfi 450 nm byl pouZit spektrofotometr
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pro mikrotitradni desti¢ky Dynatech MR7000 (Dynatech, Chantilly, VA). Byla

vynesena standardni kfivka a z ni extrapolovano mnoZstvi PGE2 ve vzorcich.

Protizanétlivy potencial testovanych sloucenin byl hodnocen schopnosti
sloudeniny inhibovat PGE2, indukovany pusobenim IL-lc. Statisticka
vyznamnost byla stanovena za pouziti Studentova t-testu. Ziskané vysledky jsou

shrnuty v Tabulce 4.

Tabulka 4
ovlivnéni PGE 2 (pg/ml) | % sniZeni vzhledem k IL-1a
kontrola 267,6 +48.6
IL-1a 598,2+118,3
IL-1o + 0,01% kys. petroselinova | 201,2 40,1 120% *
IL-1ct + 0,001% kys. petroselinova | 308,3 £ 97,2 80%

* statisticky vyznamné pii p<0,05 ve srovnani s hodnotou pro IL-la samothy

Z vysledkd v Tabulce 4 je ziejmé, ze kyselina petroselinova mize ucinné
inhibovat indukci PGE2, vyvolanou uéinkem IL-1a, ktery je naopak uvoliiovan
pisobenim alfa hydroxykyselin. Kyselina petroselinova by tedy mohla byt Ginna

pfi sniZzeni podrazdéni, pisobeného alfa hydroxykyselinami.

Priklady 5 az 8 ozfejmuji mistné nanaSené prostiedky podle
ptedkladaného vynalezu. Prostfedky mohou byt zpracovavany béZnym
zpGsobem a jsou vhodné pro kosmetické pouZiti. Zvlasté se tyto prostiedky hodi
pro nanaSeni na vras¢itou, drsnou, suchou, Supinkovatou, zestarlou a/nebo UV
zafenim po§kozenou pokozku ke zlepeni vzhledu a pocitu v pokoZce, stejné
jako pro nanaSeni na zdravou pokozku k prevenci nebo zpoZzdéni ndstupu

takovych poskozeni.
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Priklad 5
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Typicka emulze typu olej ve vodé, patfici do rozsahu vynélezu, je

nasledovna:

chemicky nazev % hmotn.
propylenglykol 1
glycerin 1

- hydroxyethylceluldza 0,5
kfemi&itan hofefnato-hlinity 0,5
imidazolidinylmocovina | 0,5
Styfsodna sil EDTA 0,05
vazelina 2
isopropylpalmaitat S
dimethicon 0,5
cholesterol 0,5
cetylalkohol 0,5
kyselina isostearova 3
retinylpalmitat 0,1
PEG-40 stearat 1
PEG-100 stearéf 1
sorbitanstearat 1
kyselina petroselinova 0,5
kyselina glykolova 7
hydroxid amonny do pH 4,0
voda deionizovana dle potteby do 100 %

PEG = polyethylenglykol

Priklad 6
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Jinou typickou emulzi typu olej ve vodé, patfici do rozsahu vynalezu, je

nasledovna:

chemicky ndzev

propylenglykol
hydroxyethylceluléza
kifemidéitan hofe¢nato-hlinity
imidazolidinylmoc¢ovina
vazelina
isopropylpalmitat
dimethicon

cholesterol

kyselina stearova
kyselina isostearova
glycerolstearat
PEG-40 stearét
PEG-100 stearat
sorbitanstearat
cetylalkohol

kyselina petroselinova
kyselina glykolova
hydroxid amonny

voda deionizovana

Priklad 7

% hmotn.

1
0,5
0,5
0,2
2

5

0,5
0,5
3

1,5

2

(S8

10
do pH 3,8
dle potieby do 100 %

Typickou emulzi typu voda v oleji, patfici do rozsahu vynalezu, je

nasledovna:

chemicky nazev

isostearylneopentanoat

PEG-8 kaprylové/kaprinové glyceridy

% hmotn.

20
6
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cetyloktanoat
polyglyceryl-6-dioleat
cyklomethicon

glycerylisostearat

kyselina isostearova

ceramid III

PPG-5-ceteth-20

kyselina L-mlé¢nd/mlécnan draselny
kyselina hydroxykaprylova

voda deionizovana

kyselina petroselinova

17
15
20
0,5

2

0,5

3

0,1
3

6

0,1
1,3
0,5

cyklomethicon = zmékcovadlo na bazi tetrameru &i pentameru tékavych silikoni

ceteth = cetostearylalkohol C,H,,0

Piiklad 8

Ptipravena byla néasledovnéa emulze typu olej ve vodé, patfici do rozsahu

vynalezu:

chemicky nazev

xanthanova guma
dvojsodna sal EDTA
sodna sul kys. chloristé
diazodinylmoc¢ovina
oxid titanility

kyselina stearova
cyklomethicon
cetylalkohol
glycerylstearat
PEG-100 stearat

steareth-2

% hmotn.
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lecithin

tokoferol
oktylmethoxyskori¢nan
kyselina petroselinova
kyselina glykolova
kyselina jable¢na
kyselina mlé€na
extrakt zeleného Caje
triethanolamin

voda deionizovana

steareth-2 = polyoxyethylen-2-stearylether

1

do pH 3,8
dle potifeby do 100 %

Rozumi se, ze specifické formy vynalezu, které jsou zde ozfejmeny a

popsany, jsou zamysleny pouze jako representativni ptiklady.

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

1. Prostfedek, vyznadcujici se tim, Ze obsahuje:

(i)  hydroxykyselinu v mnozstvi od 0,01 % do 20 % hmotnosti
prostifedku; |

(i1) kyselinu petroselinovou v mnozstvi od 0,05 % do 20 % hmotnosti
prostifedku; a

(1i1) kosmeticky pfijatelné vehikulum.

2. Prostiedek podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze

mnozstvi hydroxykyseliny ¢ini 0,1 % az 12 % hmotnosti prostfedku.

3. Prostfedek podle ndroku 1, vyznaddujici se tim, ze
hydroxykyselina je zvolena ze skupiny, sestavajici z kyseliny glykolové, kyseliny

mlééné a smési téchio stoucenin.

4. Zpusob kosmetického snizeni paleni nebo podrazdéni, indukovaného
mistnim nanesenim prostfedku, obsahujiciho alfa hydroxykyselinu, vy zn a ¢ u-
jici se tim, ze zahrnuje mistni naneseni kyseliny petroselinové v

mnozstvi, které je uéinné ke zmirnéni podrazdéni, indukovaného prostfedkem.

Zastupuje:
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