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1. UVOD

Ochrana a podpora zdravi populace je prioritnim cilem politiky Evropského
spoleCenstvi. Prostfedky aplikované na kizi ¢lovéka predstavuji UCinny nastroj
v ochrané pfed nepfiznivymi vlivy Zivotniho a pracovniho prostfedi. Klimatické vlivy
a zejmeéna slunecni zafeni, latky chemické i biologické povahy mohou zplsobovat
poSkozeni kozni bariéry, které usnadruje pranik iritantd, alergent, mikrobl a jinych
penetraci nox vnéjSiho prostfedi do organismu.

Formulace kosmetickych prostfedkl obsahuji peclivé vybrané ingredience na
zakladé predpokladanych vlastnosti a u€inku finalniho vyrobku. Jednou
z nejsledovanéjSich skupin ingredienci pouzivanych v kosmetickych prostfedcich
jsou parfémové kompozice. V souc¢asné dobé je jako slozka parfému pouzivano vice
nez 6000 latek jak prFirodniho (éterické oleje) tak syntetického puavodu. Iritani
i alergicka kontaktni dermatitida navozena slozkami parfému je €asty problém, ktery
nemusi byt zplsobeny pouze pouzivanim kosmetickych prostfedkl, nebot fada
téchto latek je pouzivana jako slozky parfému i v prostfedcich domaci a bytové
chemie. Soucasti vyhodnoceni bezpecnosti téchto latek v kosmetickych prostifedcich
jsou i udaje o jejich koncentraci ve vyrobku, udaje o penetraci a fototoxickém /
fotoalergickém potencialu.

Na ochranu proti Skodlivym uc€inkim sluneéniho zareni na kdzi jsou
pouzivany filtry ultrafialového zareni. Sou¢asnym trendem je prfechod od pouzivani
filtrd UV zafeni, které filtruji bud UVA nebo UVB slozku zafeni k fotostabilnim
Sirokopasmovym UV filtrdm snizujicim celkovou zatéz organismu. Jako UV filtry Ize
pouzit pouze latky uvedené na pozitivnim seznamu povolenych UV filtrG pro
kosmetické prostredky, ktery v souCasné dobé obsahuje 27 latek. Zafazeni nové
vyvinutych UV filtrd na seznam povolenych latek pfedchazi posouzeni jejich
kompletniho toxikologického profilu Védeckym vyborem pro bezpecnost spotfebitele.

Aktivni  slozky rostlinného pavodu jsou béznou soucasti receptur
kosmetickych prostfedkl uréenych pro osoby s citlivou nebo suchou kuzi, za ucelem
zlepSeni stavu a vzhledu kize a minimalizace nezadoucich ucinkd. Ve formulacich
tenzidovych kosmetickych prostfedkl jsou pouzivany z dlvodu sniZeni jejich
pfipadného potencialu iritace. DalSi z vyznamnych uc€inkd nékterych rostlinnych

ingredienci, zejména na bazi aloe vera, je jejich ucinek hydrataéni. Dobfe



Veigvivs

funkci, a to ochranu organismu pred vlivy zevniho prostifedi. Sou¢asné vyzkumy
ukazuji, Zze bariéra branici pruniku latek do kiZe neni na koznim povrchu, ale je
lokalizovana v rohové vrstveé.

Kosmetické prostiedky s obsahem antioxidantl, lapacu radikall a latek
omezujicich, pfipadné zabranujicich podrazdéni kize vlivem fyzikalnich,
chemickych a biologickych faktord vnéjSiho prostfedi, jsou vyznamnou soucasti

kazdodenni péce o pokozku.
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2. KUZE

Kdze jako zevni pokryvka téla je dulezity hraniéni organ, ktery organismu
zajistuje ochranu pfed vlivy vnéjSiho prostiedi, a to jak fyzikalnimi, tak chemickymi.

Klze je nejvétSim organem lidského téla. Kozni povrch predstavuje plochu az
2 m?, u dospélého ¢&lovéka vazi okolo 15 kg, coZ odpovida pfiblizné jedné pétiné

jedné pétiné télesné hmotnosti.
2.1. Stavba kuze

Klze se sklada ze tfi zakladnich &asti: epidermis, dermis a tela subcutanea.
epidermis. Jde o vrstevnaty dlaZzdicovy epitel tvofeny pfevazné epitelovymi burikami
- keratinocyty. Sklada se z péti vrstev, nejhloubéji ulozené stratum basale, nasleduje
stratum spinosum, na né navazuje stratum granulosum, dale stratum lucidum

a nejsvrchnéjsi vrstva je stratum corneum (obr. €.1) (De Polo, 1998).

| Mezibun&éné = <
lamely tratum
i = corneum
| Keratinova Lipidova
| filamenta » dvojvrstva
| Lamely = ; Hydrofilni
| Keratohyalingva oblast
| granula
| Stratum Lamely
i granulosum
| Keratinovéa t
[ filamenta 1 Stratum spinosum
[Desmosomy
[ Nepolarni

¢ast ’

Stratum basale
Polarni
&Ast Cholesterol
Hemidesmosomy Sfingolipidy
- Lamina basalis

Obrazek €.1: Schéma epidermis (pfevzato z De Polo, 1998)
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Stratum basale je zakladni vrstva epidermis, ktera se sklada z jedné fady
palisadovité uspofadanych cylindrickych keratinocytd s velkymi jadry a relativné
malym mnozstvim cytoplasmy, které jsou pfisedlé k lamina basalis. Ta tvofi rozhrani
mezi epidermis a koriem. Keratinocyty jsou spojeny mezi sebou i s lamina basalis
prostfednictvim desmosom(, ke kterym se v cytoplasmé upinaji tonofilamenta.
Z lamina basalis se keratinocyty uvolnuji, postupné se méni a posouvaji ke koznimu
povrchu, kde jiz jako bezjaderné korneocyty vytvareji rohovou vrstvu. Dale jsou ve
stratum basale pfitomny melanocyty, Merkelovy buriky a Langerhansovy bunky.

Stratum spinosum je tvofeno vice vrstvami keratinocytd nepravidelného
tvaru, které maji ve vysSich vrstvach oplostély tvar.

Statum granulosum je tvofeno jednou az vice vrstvami oplostélych
keratinocytu, jejichz cytoplasma obsahuje keratohyalinova granula jako prekurzor
keratinu.

Stratum lucidum je tvofeno keratinocyty, které ztraceji jadro i organely,
keratohyalinova granula se méni na keratin.

Stratum corneum je nejsvrchnéjsi vrstva epidermis. Je tvofena pfiblizné 20
vrstvami bezjadernych, extrémné plochych a hust¢é na sebe kladenych
keratinizovanych bunék - korneocytl. Keratin je chemicky i mechanicky odolna
bilkovina s disulfidovymi vazbami, diky kterym je keratin pevny a pruzny. Korneocyty
se na povrchu odlupuji v podobé jemnych Supinek.

Stratum corneum je vrstva epidermis zodpovédna za bariérovou funkci kize.
Korneocyty a mezibunécna hmota tvofi strukturu nazyvanou "cihly a malta", pficemz
korneocyty predstavuji "cihly" a lipidova matrix v mezibunécnych prostorech
predstavuje "maltu”. Chemické slozeni stratum corneum ma vliv na jeho fyzikalné-
chemickeé vlastnosti, a tim i na kvalitu kozni bariéry.

Stratum corneum je slozeno ze 75 - 80% proteind, 5 - 15% lipidd, rovnéz jsou
zde pfitomny dalSi organické slouCeniny a voda. Mezibunéény prostor stratum
corneum je vyplnén smési specifickych lipidd s malym mnoZstvim vody. Lipidy jsou
uspofadany do nékolika dvojvrstev tak, Ze jejich hydrofobni ¢ast sméfuje dovniti a
hydrofilni ¢ast vné, do vodného prostfedi. Lamely jsou tvofeny pfiblizné z 50%
ceramidy, 25% cholesterolem, 10% volnymi mastnymi kyselinami, zbytek je tvofen
organickymi estery cholesterolu, cholesterol sulfatem a glukosylceramidy (Hrabalek
a Vavrova, 2005). Obména epidermis je jednou ze zakladnich biologickych funkci

kize, probiha kontinualné a trva pfiblizné 28 dni.
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2.2. Fyziologie kuze

Fyziologické funkce kize souvisi s jeji anatomickou strukturou a postavenim
kize jako hrani¢niho organu mezi organismem a vné&jSim prostfedim. Z toho
hlediska se jevi jako nejdllezitéjSi bariérova (ochranna) funkce kuze. Ochranna
funkce spociva jak v omezeni vstupu latek do hlubSich vrstev pokozky, tak v regulaci

ztrat vody, elektrolytt a dalSich latek z organismu pry¢ (obr.¢.2) (De Polo, 1998).

BARIERA
Vnitrni prostredi Vnéjsi prostredi
ztraty vody > +— necistoty
ztraty elektrolytd > <+— chemické latky

ztraty endogenniho materialu __y, +— mikroorgasnismy
«— voda

OCHRANNY PLAST
Kozni reakce Podnét

metabolické transformace ——» <4—  chemické latky, svétlo
imunologicka obrana —> patogeny a alegreny
produkce melaninu E— «— UV zareni

v . - T y . .
pfirozené vnitfni zvlih€eni <4—— vétrné a suché

prostredi
izolace a termoregulace —— <4—  teplo nebo chlad
pruznost > — mechanické

namahani

KOMUNIKACNI A SENZORICKA FUNKCE
zdravotni hledisko
socialni a sexualni chovani

prenos podnétl z vnéjsku

Obrazek €.2: Bariérova funkce kuze (pfevzato z De Polo, 1998)
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Vrstvou klze, ktera predevSim odpovida za bariérovou funkci, je epidermis
prichazejici jako prvni do pfimého kontaktu s klimatickymi faktory vnéjSiho prostredi,
s latkami chemickeé i biologické povahy. Naruseni epidermalni bariéry mize usnadnit
prunik iritantd, alergend, mikrobu a jinych nox vnéjSiho prostfedi do epidermis. Jde
o systém tvofeny korneocyty a extracelularni lipidovou matrix. Korneocyty jsou mezi
sebou spojeny pomoci korneodesmosomu, které poskytuji stratum corneum pevnost

a schopnost odolavat posuvnym silam (Litvik, 2008).

Ochrannou funkci kiize Ize rozdélit na fyzikalni, chemickou a biologickou
bariéru.

Fyzikalni bariéra - mechanickou ochranu ve smyslu pevnosti a pruznosti zajistuje
dobfe hydratovana a promasténa rohova vrstva (stratum corneum) spolu
s desmosomy keratinocytd, siti kolagenovych viaken a podkozni tukovou tkani. Na
fotoprotektivni funkci (ochrana pfed ultrafialovym zafenim) se podili rohova vrstva,
keratohyalinové struktury stratum granulosum, obsah melaninu, aminokyselin,
nukleovych kyselin, beta-karotenu a hemoglobinu.

Chemicka bariéra - je zajiStovana ochrannym filmem, ktery svym slozenim
a kyselou reakci vytvari ucinnou bariéru proti chemickym latkam.

Biologicka bariéra - neporuSena rohova vrstva spolu s kyselym pH ochranného
kozniho filmu a rezidentni kozni flérou je pfekazkou proti nezadouci mikrobialni
kolonizaci kozniho povrchu.

Pfehnané pouzivani kosmetickych a G isticich prostfedki s obsahem
detergentll vede k poruseni vlastniho kozniho filmu, naru$eni rohové vrstvy a ztraté
ochranné funkce kize.

Mezi dalSi, neméné dulezité funkce, patfi funkce sekreCni. V kazi je
produkovan keratin, melanin, ekrinnimi zlazami pot a mazovymi zlazami maz. Kize
se jako semipermeabilni membrana podili na termoregulaci zménami prokrveni,
pocenim a odparovanim vody. V epidermis rovnéz dochazi k pfeméné provitaminu
na vitamin D vlivem UV zafeni. Velmi dullezita je imunologicka funkce, kize je
nejsnaze senzibilizovatelnym organem, nachazeji se zde napfiklad Langerhansovy
buriky, které se podileji na procesu senzibilizace u kontaktniho alergického ekzému
(Novotny et al., 1989). Neméné vyznamna je i depotni funkce. Kuze je vyznamnym
rezervoarem vody vazané na kolagenni vlakna a jsou zde zasoby podkozniho tuku.

Klze zprostfedkovava organismu informace o zevnim i vnitfnim prostredi
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prostfednictvim receptoru, které registruji teplo, chlad, dotyk, tlak, bolest a dalsi.
Klze se rovnéz ucastni nonverbalni komunikace. Vzhled jedince souvisi s aktualnim
stavem klze, jeji fyziologické zmény ve smyslu starnuti pfipadné pfi vyskytu
patofyziologickych koznich projevu, je dllezitym faktorem ovliviiujicim chovani
jedince a uzce souvisi s profesnim a spoleCenskym uspéchem (Arenberger a
Obstova, 2001).

2.3. Penetrace latek kuzi

Mg vwrv s

prostiedi do organismu. Prinik vétSiny latek aplikovanych pfimo na kizi je
zanedbatelny, pfipadné velmi maly. Sou¢asné vyzkumy ukazuji, Ze bariéra branici

priniku latek do kize neni na koZnim povrchu, ale je lokalizovana v rohové vrstvé.
2.3.1. Makro cesty penetrace

Vlasové folikuly (spolu s mazovymi a apokrinnimi Zlazami) a ekrinni zlazy

predstavuji "makro cesty" pro prunik latek kdzi (obr.¢. 3).

Vias
Cesty penetrace
. L 2 3 Stratum
Por potni Zlazy corneum
Epidermis
Kapilara
Ekrinni potni 3
kanalek g:z::va
Ekrinni potni
Zlaza
Viasovy
Cévni svazek folikul Y
Dermalni
papila
Dermis

Obrazek €. 3: Makro cesty penetrace (pfevzato z De Polo, 1998):

1) pfes potni zZlazy; 2) pfes neporusenou rohovou vrstvu; 3) pres vlasovy folikul
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vvvvvv

dlané a chodila, které obsahuji velké mnozstvi potnich Zlaz, jsou pomérové velmi
malou c¢asti lidského téla. Pfes moznost resorpce latek vlasovymi folikuly
v oblastech s vysokym vyskytem vlast / chlupl na téle, jsou makro cesty penetrace

zanedbatelné vzhledem k tzv. "mikro" cestam priniku.
2.3.2. Mikro cesty penetrace

Bariérou pro perkutanni absorpci je cela rohova vrstva. Stripovani vrstev
epidermis adhesivni paskou vede k progresivhimu zvySeni propustnosti klze.
|zolovana epidermis je stejné nepropustnda jako cela kuze, zatimco samotna dermis

je kompletné propustna. Mezibunééné a bunéfné cesty pruniku jsou nazyvany

"mikro" cestami penetrace (obr.C. 4).

Intercelularni cesta Transcelularni cesta

Plazmaticka h
membrana | Cytoplazma kyseliny voda

Mezibunéény| |
prostor

Lipidy Voda Cholesterol Ceramidy  Lipidy Keratin

Glukosylceramidy

Obrazek €. 4: Mikro cesty penetrace (pfevzato z De Polo, 1998)

Penetrace kompaktnimi, keratinem vyplnénymi kornenocyty v neporusené
rohové vrstvé, je malo pravdépodobna, zatimco prinik latek mezibuné&nou cestou
je mozny. Kosmetické prostfedky slouzi k pé€i o pokozku a kozni povrch je cilovym
mistem pro jejich aplikaci a ucinnost. Kozni penetrace nékterych ingredienci (napf.
UV filtrd) je nezadouci (De Polo, 1998).
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3. FYZIKALNi FAKTORY VNEJSIHO PROSTREDI

Fyzikalni faktory ovliviujici organismus prostfednictvim kiZze jsou teplo, chlad,
vlhkost prostredi, vitr, voda a zejména sluneéni zafeni. Vlivy vnéjsSiho prostiedi se
samostatné uplatiuji pouze zfidka, zpravidla jde o kumulativni expozici jednomu

nebo vice klimatickym iritantiim, které maji ¢asto synergicky ucinek.

3.2. Teplo, chlad, vihkost prostredi, vitr, voda

Kombinace nizké vlhkosti ovzdusi, vysoké teploty a rychlého pohybu vzduchu
zpusobuji zmény ve struktufe stratum corneum. Nizka vlhkost zplsobuje
dehydrataci a zarover vede ke snizeni obsahu aminokyselin a ke zméné biosyntézy
lipidd. Prodlouzeny a opakovany kontakt s vodou ma za nasledek pokles korneocytd,
rozstépeni mezibunécnych lamelarnich dvojvrstev. Teplota mezi 37 - 40°C ma vliv
na strukturalni zmény epidermalnich lamelarnich lipidi - ceramidd. Toto vSe jsou
faktory, které vedou ke snizeni funkce ochranné bariéry a zvySujici prostupnost
stratum corenum pro iritanty, alergeny a dalSi noxy zevniho prostfedi (Schliemann a
Elsner, 2007).

3.3 Slunecni zareni

vvvvvv

v pozitivnim, tak v negativnim smyslu, je sluneCni zafeni. Zarfeni slunce, které
dopada na zemsky povrch, je druhem elektromagnetické radiace. Muze byt tedy
absorbovano, rozptylovano, odrazeno nebo lamano. Slunecni spektrum

v ultrafialové a viditelné oblasti je uvedeno v obr. €. 5.

uvC uvB UVA viditelné infraGervené

zareni zarené

100 - 290 nm | 290 - 320 nm | 320 - 400 nm 400 - 700 nad 700 nm

nm

Obrazek €. 5: Slunecni spektrum v ultrafialové a viditelné oblasti

17



Zareni kratSich vinovych délek nez 290 nm (nékteré zdroje uvadéji 280 nm)
oznacované jako UVC zareni a €ast UVB zafeni je odfiltrovano ozonovou vrstvou
v dolni ¢asti atmosféry a na zem nepronika. Ozonova vrstva je soucasti stratosfery,
ve vySce pfiblizné 20 - 30 km nad zemskym povrchem. Novou skutec¢nosti s velkymi
disledky pro celou oblast fotobiologie jsou zmény klimatu doprovazené redukci
ozonové vrstvy. Od poloviny 70. let dochazi v jarnich a podzimnich mésicich
k vyraznému poklesu celkového ozonu nad Antarktidou. Oblast poklesu dosahuje az
20 milioni km?.

VétSinu biologickych u€inkd vykazuje ¢ast zafeni v oblasti vinovych délek 290
- 800 nm. Jako UVB, tedy stfednévinné ultrafialové zareni, je oznacovana oblast
mezi 290 - 320 nm. Jde o energeticky bohaté zafeni zpusobujici kratkodobé
i dlouhodobé posSkozeni kuze.

Oblast mezi 320 - 400 nm je definovana jako UVA - dlouhovinné ultrafialové
zareni. Je to energeticky méné bohaté zafeni a jeho fotobiologicky efekt je
dlouhodoby, kumulativni. UVA slozka zafeni je zodpovédna za fototoxické /
fotoalergicke reakce.

Pasmo mezi 400 - 700 nm je oznacCovano jako viditelné svétlo. Zareni
v pasmu nad 700 nm je oznaCovano jako infraervené a ma vyrazné tepelné ucinky
(De Polo, 1998).

Slunec¢ni radiace dopadajici na zemsky povrch se sklada z pfiblizné 50%
viditeIného spektra, 5% ultrafialového zafeni a zbytek pfipada na infracervené
pasmo. Na dopad slune¢niho zafeni na zemsky povrch véetné poméra UV zafeni,
viditelIného svétla a infraterveného zareni ma vliv fada faktor(d. Mezi hlavni faktory
patfi denni doba, ro¢ni obdobi, zemépisna Sitka, pfitomnost mrakl, znecisténi
ovzdusi a nadmorska vySka. Velky vyznam ma odraz UVB radiace od rdznych
povrcha.

Vzhledem k tomu, Ze svételné zafeni je elektromagneticka radiace, dochazi

i pfi prichodu kuzi k jeho lomeni, odrazu a absorpci (obr. €.6) (Malina, 1999).
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piima
refiexe

odraz ze

stratum odraz odraz
f corneum z epidermis 7 koria
Pl 7
il
4 il
;/ str. corneum
N 7 {10-20 p)
i \ /’
o absorpce epidermis
\ v epidermis {40-150 )

absorpce v koriu

Obrazek &.6: Siteni svétla v kiizi (pfevzato z Malina, 1999)

Zareni prochazi kizi, pfiCemz hloubka penetrace je pfimo umérna jeho
vinové délce. Stfednévinné UVB zareni prochazi maximalné do dermalnich papil,
dlouhovinné UVA zafeni se dostava na rozhrani koria a podkozi a viditelna slozka

slunecniho zafeni prochazi az do podkozi (obr.€.7) (Malina, 1999).

200 320 320 400 400 800 A (nm)

—

str. corneum

str. germinativum

dermis

subcutis

Obrazek €.7: Zavislost hloubky priniku svétla do kize na vinové délce (prevzato
z Malina, 1999)
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Chemické zmeény vyvolané pusobenim molekul aktivovanych zarenim
postihuji v kiizi zejména nukleové kyseliny, bilkoviny, steroidy a jejich prekurzory,
dale melanin, urokanovou kyselinu, porfyriny a v menSi mife i nékteré dalSi

endogenné vznikajici sloueniny, napf. vitaminy.

3.4. Uginky ultrafialového zareni na kiizi

Uginky na kazi vyvolané UV zafenim Ize rozdélit na dva druhy, a to asné
a pozdni. Mezi prvni patfi radiacné podminény zanét, opaleni, imunologické zmény,
hyperplazie a syntéza vitaminu D. K pozdnim u&inkim se fadi starnuti kize

a fotokarcinogeneze.

3.4.1. Casny typ uéinka

Radiaéné podminény zanét

RadiaCné podminény zanét je navozen prevazné UVB slozkou zareni
s vinovou délkou okolo 300 nm. Absorpci UV zafeni bilkovinami a DNA koznich
bunék vznikd molekularni a bunécné poskozeni spojené s poruchou tkanovych
funkci a je manifestovano zanétem. Pfiznaky zanétu jsou erytém, edém, paleni
a bolest a objevuji se v pribé&hu nékolika hodin, nejvySe dni. Toxicka reakce mulze
byt zvySena i fototoxickym mechanizmem, tj. zvySenim citlivosti kGze v pfitomnosti
UV zéfeni. Léky podavanymi peroralné (napf. tetracyklin, chlorpromazin, nesteroidni
antirevmatika) nebo aplikované lokalné mohou zpUsobovat fototoxické/fotoalergické
reakce. DalSi skupinou latek umocriujici fototoxickou reakci jsou chemické latky
(dehet, ropné latky), pfipadné nékteré ingredience pouzivané v kosmetickych
prostfedcich (napf. bergamotovy olej, nékteré rostlinné extrakty, p-phenylendiamin)
(Ettler, 2007).
Opaleni

Casny typ opaleni se objevuje zejména po expozici UVA sloZce zafeni. Jde
o fotooxidativné zprostfedkované ztmavnuti preformovaného melaninu a jeho
pfenos z melanocytu do keratinocytd. Pozdni typ opaleni je trvalejSi, dostavuje se az
po nékolika dnech, pfipadné tydnech, po expozici UVB i UVA slozce zareni.
Podstatou je vytvofeni nového melaninu v melanocyech a jeho transferu do

keratinocytu.
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Imunologické zmény

Ultrafialové zareni vyvolava jiz pfi nizkych davkach poskozeni a ovlivnéni
funkce Langerhansovych bunék. Indukuji se misto nich jiné buriky kiZe prezentujici
antigen a cirkulujici antigen-specifické supresorové T-lymfocyty, coz ma za nasledek
zmeénu charakteru procesl prezentace antigenl a zvySeni miry imunosuprese.
Hyperplazie kaze

Vlivem UVB slozky zafeni dochazi k urychleni syntézy DNA, RNA a bilkovin
a k mnohonasobnému zvySeni mitotické aktivity keratinocytt. Epidermis a korium se
ztlustuji az d&tyfnasobné, ¢imz dochazi k vyznamném rastu fotoprotektivni
schopnosti kiize. Hyperplastické zmény trvaji i nékolik mésicu a vyrazné se uplatfiuji
zejména u osob se svétlou pleti.
Syntéza vitaminu D

V epidermis dochazi ke zméné 7-dehydrocholesterolu na provitamin D3, ktery
je nasledné transportovan do obéhu a navazan na specifické proteiny. Za syntézu
vitaminu D odpovida UVB zareni o vinové délce 295 - 315 nm, které je rovnéz
zodpovédné za vyvolani radiané podminéného zanétu. Pro syntézu vitaminu D
staci v letnich mésicich expozice sluneCnimu zafeni na oblast obliCeje a rukou 15

minut tfikrat tydné (Giacomoni, 2007).

3.4.2. Pozdni typ ucink

Starnuti kGize - photoageing

Vlivem kumulujicino se poskozeni DNA vyvolavaného opakovanou expozici
jak slunci, tak umélym zafic¢im, dochazi k postupnému vzniku vrasek, suchosti
a zhrubnuti kOze, Zloutnuti, hyperpigmentaci a ochabovani kozniho turgoru.
Epidermis je poSkozovana prevazné UVB sloZzkou zafeni a poSkozeni dermis
nastava jak po UVB, tak po UVA radiaci.
Fotokarcinogeneze

Na vzniku aktinickych kerat6z a nemelanomovych zhoubnych koznich nadorq,
bazaliomu a spinaliomu se podili pfedevS§im UVB slozka zafeni. Zodpovidaji za to
patrné zmény DNA spocivajici v chybné opravé jejiho poskozeni vlivem zafeni,

spolu s poruchou imunitnich funkci (Malina, 1999).
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3.4.3. Fototoxicita

UV zafeni miaze v kombinaci s ur€itymi latkami aplikovanymi jak peroralné,
tak lokalné, vyvolavat fotoalergickou / fototoxickou / fotogenotoxickou reakci. Podle
mechanizmu zplsobujicich po§kozeni organismu je definovan pfislusny typ reakce.

Fotosenzibilizace je proces, pfi némz jsou vyvolany nezadouci reakce kluze
na jinak bézné neucinné davky zareni vlivem pfitomnosti specifické latky -
fotosenzitizéru, absorbujiciho zafeni specifické vinové délky. Fotosenzibilizace mize
byt vyvolana fadou latek, které pfichazeji do kontaktu s organismem pfi peroralni
aplikaci, inhalaci, pfipadné topické aplikaci. Mezi latky zpusobujici fotosenzibilizaci
patfi 1éCiva, latky rostlinného pivodu a chemickeé latky, které jsou soucasti pfedméta
bézného uzivani (napf. kosmetickych prostiedkl), pfipadné vyrobkd spotifebni
a domaci chemie (Spielmann et al., 1994).

Fototoxicita je proces, pfi némz dochazi k toxické odezvé klUze na latku
aplikovanou topicky po expozici svétlu nebo vyvolanou ozafenim kize po
systémovem podani latky (ES, 2008). Vznik fototoxické reakce zavisi na dostate¢né
absorpci a distribuci latky v tkanich, pfiCemz fungujici detoxifikace a vylouceni latky
organismem snizuje fototoxicky potencial piislusné latky. Uginek vétsiny
fotosensitizérd je spustén vlivem UVA zafeni, existuje vSak i fada latek se
specifickou reakci na UVB zafeni nebo zareni z oblasti viditeIného spektra v pfipadé
barviv (Marzulli a Maibach, 1987).

Pro proces fotosenzibilizace je nezbytna absoprce fotonu UV/vis zafeni
fotoaktivni molekulou. To vede ke vzniku nestabilniho excitovaného stavu, tj.
singletu nebo prevaZzujicimu tripletu.

Fotochemické reakce jsou rozdélovany do dvou skupin, a to na
fotochemickou reakci | typu, kdy senzitizér v tripletovém stavu pfedava svoji energii
pfimo biologickému substratu a zaroveni dochazi k produkci volnych radikall
reagujicich s kyslikem za vzniku superoxidovaného radikalu (O,"), (peroxidu vodiku
(H202), hydroxylového radikalu (OH') a dalSich reaktivnich forem kysliku (ROS).
Fotochemicka reakce typu Il spoCiva v energetickému transferu ze sensitizéru
v tripletovém stavu na Kyslik v zakladnim stavu. Vznika singletovy kyslik, ktery je
vysoce reaktivni a jeho oxidacni uc€inek poSkozuje membranové struktury

a makromolekuly véetné nukleovych kyselin, lipidu €i proteind.
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Typ fotochemické reakce zavisi na typu fotoaktivni latky, biologického
substratu (napf. nukleova kyselina, protein, ¢ast membrany) a na reakcnich
podminkach (napf. pH, obsah kysliku) (Spielmann et al., 1994).

Erytém, edém, vesikulace (tvorba puchyrkl), svédéni, zvySena teplota kuze
a pretrvavajici hyperpigmentace jsou typické klinické projevy dermalni fotoiritace.
V prabéhu zanétlivého procesu jsou uvolhovany histamin, kinin a derivaty kyseliny
arachidonové, napf. prostaglandiny (Marzulli a Maibach, 2004). Prvni pfiznaky se
objevuiji jiz béhem nékolika minut aZz hodin po ozafeni a jsou doprvazeny naslednym
olupovanim a trvalejSimi skvrnitymi hyperpigmentacemi (Ditrichova, 2008).

Fototoxické reakce se objevuji Castéji nez reakce fotoalergické. Fotoalergické
reakce jsou obvykle vysledkem imunitni reakce IV. typu (pozdni bunécny typ)
zprostfedkované T-lymfocyty (Dubakiene a Kupriene, 2006). Fotoalergické rekace
vznikaji jen u predisponovanych osob po pfedchozi fazi senzibilizace (nejméné 1-2
tydny). Prakticky kazda fototoxicka latka mize zapfricinit také fotoalergickou reakci.
Mezi latky zpasobujici fotoalergické reakce se radi topicky aplikovana IéCiva (napfr.
lokalni antiflogistika), vonné substance (parfémy obsahuijici éterické oleje), pfipadné
organické filtry na ochranu proti sluneénimu zafeni (napf. benzofenony). Klinicky
jsou fotoalergické reakce demonstrovany ekzémovymi projevy s papulovezikuléznim
vysevem, Casté je neostré ohraniCeni vyrazky a jeji Sifeni i za hranice ozareni
(Ditrichova, 2008).

Pfi naruSeni DNA nebo jinych bunécnych struktur se objevi mutace
a chromozomalni aberace, které mohou vést ke vzniku nadorll (Loveday, 1996).
Fotogenotoxicita a fotokarcinogenita nékterych latek souvisi se vznikem
singletového kysliku, volnych radikald a dal$ich reaktivnich forem kysliku. Rada
latek pouzivanych v kosmetickém a farmaceutickém prumyslu ma fotogenotoxicky
potencial. Jedna se napf. o psoraleny, fenothiaziny, fluorochinolony a dalsi
substance (Stern, 1998).

3.4.4. Hodnoceni potencialu fototoxicity

Soucasti hodnoceni bezpecnosti chemickych latek a finalnich vyrobkd,
napfiklad kosmetickych prostfedkl a IéCiv pfed jejich uvedenim na trh, je provedeni
toxikologickych testl potvrzujicich nepfitomnost nebezpeénych vlastnosti véetné

fototoxicity. Zkousky fototoxicity jsou provadény u latek, které absorbuji energii
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v oblasti slunecniho zafeni. Vzdy pfed zahajenim vilastniho testu je nezbytné
stanovit UV/vis absorpéni spektrum zkouSené latky podle metodického pokynu
OECD. Pokud latka absorpci nevykazuje, zkouseni se neprovadi (OECD, 1981).

Pro zkou$eni potencialu fototoxicity byly vyuzivany klasické metodické
postupy na zvifatech nebo ve skupiné dobrovolnikll (Marzulli a Maibach, 2004;
Kligman a Breit, 1968). V ramci téchto postupu byla navozena fototoxicka reakce
hodnocena na zakladé klinickych symptomu. Zkousky akutni fototoxicity in vivo na
zviratech nebyly védecky potvrzeny ani validovany (Lovell a Sanders, 1992; Nilsson
et al., 1993). V 90. letech minulého stoleti Evropska komise reprezentovana
Generalnim feditelstvim (Directorate General Xl) a pozdéji Evropskym centrem pro
validaci alternativnich metod (ECVAM) spole¢né s Asociaci vyrobcl kosmetiky
(COLIPA) zorganizovala rozsahlou studii pro vyvoj a validaci zkouSek fototoxicity in

vitro.

Uspésnou validaci prosla zkouska fototoxicity vyuZivajici bun&éné linie
mySich fibroblastd Balb/c 3T3 (Spielmann et al., 1994; 1998). V roce 2000 se
v Clenskych statech EU stala tato zkouSka jakozto prvni alternativni metoda
soucasti pravniho fadu (ES, 2008) a v roce 2004 byla pfijata jako metodicky pokyn
OECD (OECD, 2004).

Principem zkousky je vyhodnoceni fototoxicity z relativniho snizeni
zivotaschopnosti bunék, mysSich fibroblasti linie Balb/c, exponovanych zkou$ené
latce v pfitomnosti svétla oproti burfikdm, které nebyly radiaci vystaveny.
Cytotoxicita je vyjadifena jako koncentracné zavislé snizeni pfijmu vitalniho barviva
(neutralni Cervené, NR) 24 hodin po puUsobeni zkouSené latky a ozareni (Babich a
Borenfreund, 1990). NR je slabé kationické barvivo, které nedifuzné pronika
bunécnymi membranami a akumuluje se v bunécnych lysosomech. Zmény povrchu
citlivych lysosomalnich membran, vyvolané plsobenim xenobiotik, zplUsobuji ztratu
pevnosti lysosomu a dalSi nevratné zmény, které vedou ke snizeni pfijmu a vazby
neutralni Cervené. Je proto mozné rozliSovat mezi zivotaschopnymi, poskozenymi
nebo mrtvymi bufkami (ES, 2008; OECD, 2004).

Tato zkouska je vysoce citliva, je tedy povazovana za spolehlivou zakladni
metodu pro identifikaci akutnich fototoxickych ucinku u ¢lovéka. Pokud je dosazeny
vysledek zkouSky negativni, dalSi zkouSeni neni provadéno. Nevyhody a omezeni

této metody jsou v posledni dobé Casto diskutovany (Spielmann et al., 2000).
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Zkous$ka fototoxicity in vitro provadéna na monolayeru mysSich fibroblastu je
velmi jednoduchy a citlivy biologicky systém ve srovnani s trojrozmérnou stavbou
lidské klze, ktera zahrnuje spojeni a interakce ruznych typl bunék a ma ochrannou
bariéru ve formé stratum corneum. Omezeni zkousky 3T3 NRU jsou pomérné velka.
Touto metodou nelze testovat smési Ci latky ve vodé nerozpustné &i s extrémni
hodnotou pH. Rovnéz citlivost bunék v monolayeru je navic vysoka a vede k fadé
faleSné pozitivnich vysledkl predevSim ve vysSich koncentracich latek. Je
prokazano, Ze prestoze je vysledek zkousky 3T3 NRU PT pozitivni, zkouSena latka
muze byt v nékterych pfipadech aplikovana bezpecné na kuzi. Pfedpokladem je, ze
latka neni vyznamné absorbovana a nepenetruje do hlubSich vrstev epidermis
(Jones et al., 2003; Kandarova, 2006).

Doplfikovou metodou zavedenou pro zkou$eni latek aplikovanych na kuzi
a podrobenou prevalidacnimu procesu je zkouSka fototoxicity vyuZivajici modely
rekonstruované lidské epidermis (Liebsch et al., 1999). Narozdil od zkousky
fototoxicity 3T3 NRU umozriuje tato metoda, ktera je zalozena na trojrozmérnych
koznich modelech s funkéni rohovou vrstvou, odhadnout riziko dle absorpce /
penetrace latky a tudiz jeji biologickou dostupnost v hlubSich vrstvach kize
(Spielmann et al., 2000). Modely rekonstruované lidské kGze umoznuji zkouSeni
pfipravkl a latek, aplikovanych topicky, a to bez fedéni, v€etné latek s extrémnim
pH ¢i zapracované ve formulacich v nizkych koncentracich jako v koneCném

spotfebitelském vyrobku (Liebsch et al., 2005).

Zkouska fototoxicity na trojzormérnych modelech kize byla zafazena mezi
validni alternativni metody do databaze ECVAM jako INVITTOX protokol €. 121.
(http://lecvam-dbalm.jrc.ec.europa.eu).
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4. CHEMICKE FAKTORY VNEJSIHO PROSTREDI

Zatéz organismu chemickymi faktory vnéjSiho prostfedi pochazi z rdznych
zdroju. Jednim z téchto zdroju je znecisténé Zivotni prostiedi v€etné ovzdusi. Toto
znecisténi se uplatiiuje zejména v kombinaci s fyzikalnimi faktory, jako je chlad,
teplo, vitr, vihkost vzduchu. Vyznamnym zdrojem chemickych latek, které pfichazeji
do pfimého kontaktu s organismem prostfednictvim klze, jsou prostiedky domaci a
bytové chemie a kosmetické prostiedky. Rada latek pouzivanych v té&chto typech
vyrobkl je klasifikovana jako iritanty. Do vyrobk( jsou vSak zapracovavany

v koncentracich, které nebezpeci iritacniho potencialu nemaiji.

4.1. Povrchové aktivni latky

Povrchové aktivni latky (PAL) - tenzidy - je skupina ingredienci, které se
pouzivaji témér ve vSech typech kosmetickych prostfedkl. PAL je skupinové
oznaceni latek, které vyrazné ovliviiuji energetické poméry na rozhrani dvou fazi. To
se projevuje snizenim mezifazového napéti. Tyto specifické vlastnosti jsou dany
chemickou a fyzikalni strukturou jejich molekul. Molekula se sklada z ohraniCené
hydrofilni a hydrofobni €asti. Chovani PAL v roztoku zavisi na velikosti obou &asti.
V polarnim rozpoustédle (voda) se hydrofobni €ast snazi zaujmout takové uskupeni,
které co nejvice omezuje jeho styk s rozpoustédlem. Dochazi k tvorbé
nekovalentnich interakci. Hydrofilni ¢ast ma naopak vysokou afinitu k vodé, coz
napomaha orientaci molekul PAL v rozpoustédle. Povrchové napéti je vytvareno
pritazlivymi silami mezi molekulami.

Detergent je smés tenzidl a dalSich latek, ktera ma detergencni vlastnosti,
coz je schopnost prevadét necistoty z pevného povrchu do objemové faze roztoku.

Podle ionicity délime tenzidy do skupin podle nasledujiciho schématu (obr.
¢.8)
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Obrazek €. 8: Déleni tenzidu (pfevzato z http:// utb.cepac.cz/)

Neionové tenzidy

Hydrofilni ¢ast téchto tenzidl neni schopna disociace. Na jeji polarité zavisi,
je-li dany tenzid rozpustny ve vodé nebo olejové fazi. Patfi sem alkyl
polyoxyetylenetery, estery mastnych kyselin, monoacylglyceroly a jejich derivaty,
substituované etery sacharida.
lonové tenzidy

Polarni skupiny t&chto tenzidil jsou disociovatelné. Uginnou slozkou je budto
aniont nebo kationt. Amfoterni tenzidy se mohou chovat jako anionické nebo
kationické v zavislosti na podminkach.
Anionické tenzidy

Jsou klasifikovany podle druhu disociovatelné skupiny. Hydrofilni casti
molekuly jsou nejCastéji nasycené alkyly s 8-18 atomy uhliku. Do této skupiny patfi
mydla, alkylfosfaty, alkylsulfaty, alkylsulfonaty, dialkyljantaraty. Tento typ tenzidi se
pouziva pro vyrobu kapalnych i praskovych mycich, pracich prostfedkl a smacecich

prostiedk.
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Kationické tenzidy

Mezi kationické tenzidy patfi primarni, sekundarni, terciarni a kvarterni aminy.
Kvartérni aminy s délkou fetézce 8-18 uhlikld jsou nejrozSifenéjSi. Tyto tenzidy jsou
pouzivany v avivazich a ve vlasovych kondicionérech.
Amfoterické tenzidy

Amfoterické tenzidy obsahji v nedisociovatelné €asti molekuly jak anion, tak
kation. Tim je dana jejich unikatni vlastnost, a to moznost kombinovat je
v recepturach s kationickymi i anionickymi tenzidy. Jednim z nejpouzivanéjSich
amfoterickych tentidd je betain. V kombinaci s alkylpolyglykolsulfatem tvofi zaklad
témérf veSkerych kosmetickych mycich prostifedkd, tj. vlasovych Sampond,
sprchovych  mycich  prostfedk(, tekutych mydel i koupelovych  pén.
(http://utb.cepac.cz/; Smidrkal, 1999).

Komeréné dostupnych jsou stovky surfaktant(, ale jen mala ¢ast je vyrabéna
ve velkém mnozstvi. VétSina tenzidu je komeréné dostupna jako smés chemickych
latek, ne jako Cisté substance. Vyrobci tenzidl pfipravuji ramcové receptury na své
smési PAL pro rGzné ucely pouziti v zavislosti za druhu vyrobku, zplisobu a ucelu
pouziti vyvijené formulace (Porter, 1994).

Plsobenim povrchové aktivnich latek na biologické membrany se zvySuje
jejich  propustnost. Je to pravdépodobné zplUsobeno interakci tenzidu
s mezibunéCnymi lipidovymi dvojvrstvami, coz vede k zvySenému naruseni
v usporadani lipidd. Surfaktanty mohou rovnéz snizit teplotu celé vrstvy stratum
corneum (Dunitz, 1992).

Jednim z nejbéznéjSich tenzidl je Laurylsiran sodny (SLS), ktery se pouziva
jako modelovy iritant pro jeho schopnost ovlivnit bariérovou funkci kiize a vyvolat
zanétlivou reakci (Charbonnier et al., 1998). PoSkozeni bariérové vrstvy je
doprovazeno transepidermalni ztratou vody projevujici se snizenim hydratace kuze
(Treffel a Gabard, 1996). SLS (20% vodny roztok) je v fadé studii doporucovan
a pouzivan jako pozitivni kontrola vyvolavajici reverzibilni iritatni reakce (Basketter
et al., 1997).
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4.2. Esencialni oleje

Aromatické rostliny a nalevy z nich pfipravené jsou v Iékarstvi a kosmetice
pouzivany tisice let. Pouzivani destilovanych esencialnich oleju je datovano do roku
1000 n.l., kdy byl vynalezen postup destilace v podobé, jak jej zname nyni. Pokud
jsou oleje z rostlin destilovany, jejich koncentrace je i 100 krat vétsi, a proto jsou
nékteré jejich vlastnosti zvyraznény. Pfirodni puvod esencialnich oleju nezaruCuje
jejich bezpec€nost. "Pfirodni" neni synonymum pro "bezpecny". Rizikovymi oleji
pouzivanymi jak v aromaterapii, tak v topicky aplikovanych vyrobcich jsou napfiklad
esencialni oleje z bazalky, z kury skoficovniku a bergamotovy olej. Riziko
opakovaného pouzivani téchto esencialnich oleju je v moznosti rozvoje alergické,
pripadné fototoxické / fotoalergické reakce. Pfi aplikaci rizikovych oleju je tfeba brat
v Uvahu, Ze nesmi byt aplikovany na poskozenou klzi nebo na mista s projevy
podrazdéni. Dermatitida mize byt signalem, Ze kize je nachylna k nezadoucim
reakcim na esencialni oleje.

Esencialni oleje jsou tékave, organické slozky rostliny, které specificky
ovliviuji jeji chut a vuni, ale nejsou pfitomny v celé rostliné. Jsou ziskavany
z riznych casti rostliny, a to z kvétl (raze), listd (peprmint), plodda (citron), semen
(fenykl), kofent a oddenku (kien, puSkvorec), dfevnich €asti (cedr), klry (skofice),
suSenych kvétnich pupend (hfebiek), kvétld stromd (ylang-ylang) a cibuli rostlin
(Cesnek) (Tisserand a Balacs, 1995).

Esencialni oleje jsou zpravidla kapaliny, ale nékteré existuji pfi pokojové
teploté ve formé& pevné nebo polotuhé latky.

VétSina esencialnich oleju je z rostlin ziskavana parni destilaci. Rostlinnym
materialem v Cerstvém nebo suSeném stavu je prohanéna para, esencialni olej
a voda jsou z rostliny uvolnény, nasledné jsou pak jimany a chlazeny. Tato metoda
je vhodna pro rostlinné materialy obsahujici slozky silic s vysokym bodem varu.
Vysledkem je esencialni olej - smés vonnych sloZzek. ObcCas je zbarveny a jsou
v ném pfitomny biologicky aktivni latky.

Dalsi metodou pouzivanou pfi vyrobé esencialnich oleji je vodni destilace.
Rostlinny material je ponofen do vody a podroben varu. Olejova para je
kondenzovana a olej je od vody separovan. Tato metoda se pouziva pfi vyrobé
éterickych oleju ziskavanych z kvétd, pfipadné z rostlinného materialu ve formé

prasku.
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Esencialni oleje mohou byt rovnéz extrahovany pomoci riznych typl
rozpoustédel. Tato metoda je pouzivana v pfipadé, pokud by vonné vilastnosti rostlin
mohly byt zménény nebo zni€eny parni nebo vodni destilaci, pfipadné tehdy, kdyz
rostlina, napfiklad rdze nebo jasmin, obsahuje velmi malo oleju. Extrakci
rozpoustédlem jsou ziskavany extrakty "concrete" a "absolut". Extrakt "concrete"
obsahuje kromé esencialniho oleje i mastné kyseliny a vosky, tedy balastni latky. Po
vyCisténi od balastnich latek druhou destilaci je ziskany Cisty extrakt oznaCovany
jako "absolut".

Pro extrakci esencialnich olejl pomoci superkritické CO, extrakce je pouzivan
extrémné vysoky tlak, jehoz vlivem se CO, méni na kapalinu a extrahuje esencialni
olej z rostliny. Kdyz je tlak opét snizen, CO, se vraci do plynného stavu. Mnoho
extraktl ziskanych pomoci superkritické CO, extrakce ma CerstvéjSi, CistéjSi a
Zivych rostlin. Rada studii uvadi, Ze extrakci CO, jsou ziskavany esencialni oleje,
které jsou velmi ucinné a maji znacné terapeutické ucCinky. Tento postup pouziva

nizsi teplotu nez parni destilace a je proto Setrn&jsi (Wilson, 1995).

4.3. Fototoxicita rostlinnych substanci

V rostlinnych extraktech mohou byt obsazeny substance vyvolavajici kozni
reakce tzv. fytofotodermatézy. Témito substancemi jsou zejména pfirodni
heterocyklické slou€eniny furokumariny (psoraleny), které maji kumarinovou
strukturu navazanou na furanové jadro (Tisserand a Balacs, 1995). Mezi
nejrozsifenéjsi furokumariny patfi psoralen, bergapten, xantotoxin nebo angelicin
(Zhai a Maibach, 2004).

Typickym zastupcem rostlin obsahujicich furokumariny jsou napf. rostliny
Celedi Umbelliferae (bolSevnik, andélika, karotka, celer, petrzel a dalSi) a Celedi
Rutaceae (citrusy, bergamot, routa a dalSi), které kazi zcitlivuji na zafeni nejen po
kontaktu, ale i po peroralnim pouziti. Velka pozornost je vénovana esencialnim
olejim, které maji vyrazny fotosenzibilizaéni potencial. Rada téchto olejd
(bergamotovy, levandulovy, skoficovy, citronovy nebo pomerancovy) je soucasti
receptur kosmetickych prostfedkd jako slozky parfémovych kompozic. Pfi topické
aplikaci se mohou vlivem ozafeni objevit kosmeticky rusivé, dlouhotrvajici a k 1é¢bé

rezistentni pfesuny pigmentu (Ditrichova, 2008).
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Furokumariny se vyskytuji s molekulou uspofadanou linearné (napf.
psoraleny, isopimpinelin, citropten, oxypeucedin) nebo angularné (napf. angelicin,
pimpinelin) a absorbuji zafeni v rozsahu 300 - 335 nm.

Po ozafeni molekula furokumarinu absorbuje foton a tim je nastartovana
fotodynamicka reakce typu Il. PoSkozeni bunéénych membran, jader a enzymu je
zpusobeno singletovym kyslikem vytvofenym fotodynamickou reakci (Joshi a Pathak,
1983; Morliere et al., 1990). V pfipadé bergaptenu bylo potvrzeno, Zze ma
fotogenotoxické i fotokarcinogenni ucinky. V fadé studii je publikovano, Ze po
opakované dermalni aplikaci vyvolava u mysi zvySeny vyskyt karcinomu kuze
(Averbeck et al., 1990; Young et al., 1990).

Rada rostlin a extrakt(i z rostlin s obsahem furokumarind je v kosmetickych
prostfedcich zakazana. Pakmin vétSi (Ammi majus) je zakazan jako rostlina v€etné
jejich galenickych forem, fikovnik smokvon (Ficus caria) je zakazan jako extrakt
"absolut" z listd pfi pouziti jako slozka parfém(, u verbeny citrénové (Lippia
citriodora) je zakazan esencialni olej z ni, kromé "absolut" extraktu, ktery je
v kosmetickych prostfedcich povolen do 0,2% ve finalnim vyrobku (vyhl. €. 448/2009
Sb.).

4 4. Irita¢ni kontaktni dermatitida

Iritacni kontaktni dermatitida je povrchové neinfekéni zanétlivé onemocnéni,
u kterého se prevazna vétSina zmén odehrava v epidermis (Machovcova, 2006).

Pokud je expozice latkam, kterymi mohou byt i latky silné kyselé nebo
zasadité povahy, dostateCna, objevi se klasické symptomy akutni kozni iritace.
Kontakt se silnym koznim iritantem je Casto nahodny. Akutni iritaéni dermatitida
muze byt vyvolana témér u kazdého jedince v zavislosti na pfirozené vnimavosti. Po
dosazeni vrcholu iritacni reakce a bezprostifedné po ukoncCeni kontaktu s iritantem
zacina proces hojeni. Pouze v neobvyklych pfipadech iritacni dermatitida muaze
pretrvavat fadu meésicu po expozici.

Nastup a rozvoj iritaCni kontaktni dermatitidy zavisi na charakteristice
molekuly, dobé expozice, pfipadné na kumulativnim efektu s dalSimi iritanty.
Soucasné se uplatiuji i podminky vnéjSiho prostiedi. V pfipadé dostateéné vysoké
expozi¢ni davky se mnoho chemickych latek chova jako iritanty. Faktory dllezité pro

kozni penetraci, a tudiz i pro vznik kozni iritace, jsou velikost molekuly, ionizace,
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polarizace, rozpustnost v tucich a dalSi. Mnozstvi absorbované davky se muze
meénit v zavislosti na pouzitém rozpoustédle. Vliv na reakci ma nejen rozpustnost
iritantt v rozpoustédle, ale i potencial iritace vlastniho rozpoustédla. Uginna davka
zavisi na koncentraci, objemu a aplikacni dobé. Dlouhy expozi¢ni ¢as a velky objem
latky zvySuje penetraci a mize byt tudiz o¢ekavana i vétSi expozice iritantu. Pokud
expozice probiha opakované, regenerace z predchozi expozice a/nebo expozic
ovliviiuje nasledujici odezvu. Kratka opakujici se expozice vede k prodlouzeni doby
uzdraveni (Zhai a Maibach, 2004).

Bylo popsano nékolik cest patogeneze vzniku iritaCni dermatitidy. Iritacni
kontaktni dermatitida je reakce, ktera neni podminéna imunologickou reakci,
dochazi pfi ni k uvolnéni a aktivaci mediatord zénétu a cytokinl, aniz by byly
aktivovany T lymfocyty. Vznika po vyCerpani pfirozené obranyschopnosti kiize vici
chemickym latkam nebo poté, co se iritacni latky vstfebaji a vyvolaji zanét. Iritacni
kontaktni dermatitida je lokalizovana vyhradné na misto expozice iritantu, mize
vzniknout po jediném kontaktu a projevuje se ostfe ohraniCenym erytémem
kopirujicim oblast expozice, ktery mize byt doprovazeny edémem, jasné Cervenymi
papulkami, pfipadné subjektivné palenim a bolestivosti.

Chemické latky zpusobuji drazdivost nejméné dvéma riznymi cestami. Prvni
cestou je poskozeni bariérové funkce stratum corneum, druhou je Ucinek iritantl na
kozni buriky.

Iritanty, které prostupuji vrstvou stratum corneum mohou zpUlsobovat
denaturaci a delipidaci protein(, ¢imz dochazi k poruSeni rovnovahy poméru lipida
a ztraté bariérové funkce. S timto procesem souvisi zvySeni ztraty vody kizi a vede
ke zvySeni praniku dalSich iritantd do hlubSich vrstev epidermis k Zivym
keratinocytam.

Druhou cestou je drazdivy mechanizmus spustény povrchové aktivnimi
latkami (PAL) napfiklad laurylsiranem sodnym (SLS). Po poruseni bunécné
membrany vlivem PAL, dochazi k penetraci a vyliti cytoplazmy z burky. Cytoplazma
keratinocytu v8ech vrstev epidermis obsahuje interleukin IL-1a, coz je hlavni cytokin
indukujici zanétlivou reakci. Uvolnény IL-1a spousti aktivaci dalSich interleukinu.
Dale je aktivovana fosfolipaza A, coz je enzym hrajici kliCovou roli pfi pfeméné
kyseliny arachidonové na dalSi protizanétlivé cytokiny (prostaglandiny, thromboxany

a leukotreiny).
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Spusténi zanétlivé odpovédi nemusi byt aktivovano pouze uvolnénim IL-1q,
ale i jinym mechanizmem nez je poSkozeni bunéfné membrany. Iritanty mohou
vyvolat i zmény na buné&tné urovni uvniti keratinocytd. Jednou z téchto zmén je
spusténi oxidativniho stresu po podrazdéni. Keratinocyty kontinualné produkuji
reaktivni formy kysliku (ROS), které funguji jako sekundarni prenasec, reguluji
aktivitu fosforylanich proteind a proteinkinaz. Vysoké koncentrace ROS mohou
rovnéz zpUsobovat poSkozeni nukleovych kyselin, proteini a membranovych lipidu.
ROS ovliviuji genovou expresi, coz mlze vést az k cytotoxickym efektum
a apoptoze bunék.

Kazda latka, se kterou se setkavame, muze byt za ur€itych podminek
iritantem. Mezi latky Casto vyvolavajici iritaCni reakce patfi napfiklad mydia,
detergenty, primyslové distici prostfedky, oleje, emulgatory, silikaty, rizné aminy,
kyseliny octova, salicylova, konzervacni latky a v neposledni fadé i povrchové
aktivni latky, éterické oleje a pfi dlouhodobé expozici muze byt iritantem i voda.

Mezi rizikové profese, které jsou nachylngjSi k vyskytu iritacni kontaktni
dermatitidy, patfi tzv. "mokré profese" jako jsou kadefnici, uklizeCky, ale i personal

ve zdravotnictvi (Machovcova, 2008; Bruckova a Bilkova, 2008).

4.5. Zkouseni kozni drazdivosti

Pavodni metodou pouzivanou pro zkouSeni potencialu iritace u latek byl jiz od
40. let minulého stoleti tzv. Draiziv test vyuzivajici laboratorni zvifata, a to
albinotické kraliky. Tato zkouska je i nyni soucCasti metod hodnoceni potencialu
drazdivosti in vivo u chemickych latek (Nafizeni Komise 440/2008, metoda B.4)
a zdravotnickych prostfedk(i (CSN EN ISO 10993-10) (ES, 2008a; CEN, 2002).

Pfrestoze je tato zkouSka stale soucasti nékterych prfedepsanych metod, je
dlouhodobé kritizovana pro nizkou prediktivitu a omezenou relevanci vysledkd pro
Clovéka (Phillips et al., 1972; Nixon et al., 1975).

Tato zkouSka poskytuje relevantni vysledky pfi klasifikaci silné drazdivych
latek. V pfipadé latek klasifikovanych jako lehce drazdivé jich fada nevyvolava u lidi
zadné reakce. V nékterych studiich je uvadéno, Zze az 40% latek, které pro Clovéka
nejsou drazdivé, jsou jako drazdivé Kklasifikovany testem in vivo na kralicich
(Basketter et al., 2004).
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Spolecenské i ekonomické divody vedly v posledni dobé k rozvoji a zavadéni
alternativnich metod jako nahrad zkouSek na zvifatech. Velka pozornost byla
soustfedéna zejména na latky, které jsou primarné urleny pro kosmeticky pramysl.
Zasady zavedeni alternativnich metod pro zkouSeni drazdivosti u ingredienci
kosmetickych prostfedkd byly zahrnuty do tzv. 7. dodatku smérnice pro kosmetiku
(EC, 2003). Pozdéji byly pozadavky zkouSeni potencialu iritace vélenény i do
legislativy chemickych latek REACH, tedy do Nafizeni tykajici se registrace,
hodnoceni a autorizace chemickych latek (EC, 2006).

Pro zkouSeni potencialu drazdivosti, leptavosti, penetrace a fototoxicity jsou
v souCasné dobé vyuzivany modely rekonstruované lidské kize, které maji obdobné
biochemické a fyziologické vlastnosti jako epidermis Clovéka. V souCasné dobé je
dostupna fada koznich modelti od r(iznych vyrobctd, napfiklad EPISKIN™ a
SkinEthic (LOreal, Francie), EpiDerm™ (MatTek, USA), ESR-1000™ (Cell Systems
GmbH, Némecko) a Phenion™ (Phenion GmbH, Némecko).

Na zakladé validacnich studii pro zkousku kozni leptavosti bylo prokazano, ze
trojrozmérné modely kize poskytuji rovnocenné vysledky k vysledkim ziskanym
pokusem na kralicich (Fentem et al., 1998; Liebsch et al., 2000). Na zakladé téchto
studii jsou v pokynu OECD TG 431 definovana kriteria kvality koZzniho modelu, aby
mohl byt pfedmétem validace (OECD, 2004a).

Jako dalSi krok zahajil ECVAM v roce 2003 validacni proces pro zkousku
kozni drazdivosti in vitro. Validace zahrnovala metodu funkéni integrity kize - SIFT-
Skin Integrity Function Test (Heylings et al., 2003) a metody vyuZivajici
rekonstruované kozni modely (model EpiDerm od firmy MatTek, USA, a model
EPISKIN od firmy L'Oreéal, Francie). Jako referenCni udaje byly pouzity vysledky
ziskané Draizovym testem, nebot aZz dosud byl tento test jedinou zavaznou
metodikou pro klasifikaci a znaCeni chemickych latek. Vzhledem ke skutenosti, Ze
pfi planovani validacni studie a vybéru sady chemickych latek nebyla zohlednéna
data z humanni praxe, nebyly metodami in vitro nékteré vybrané latky klasifikovany
shodné s udaji ziskanymi v Draizové testu. Tim byla sniZzena i senzitivita a
prediktivita, tj. vypovidaci schopnost modelu (Spielmann et al., 2007).

U finalnich vyrobkl, jako jsou i napf. kosmetické prostfedky, se ovéfuje
nepfitomnost potencialu drazdivosti zejména metodou in vivo ve skupiné
dobrovolnikd. Prfedpokladem pro provadéni zkousek ve skupiné dobrovolnikd je

schvaleni postupll etickou komisi testovaciho zafizeni a podpis individualniho
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informovaného souhlasu vSemi probandy. Pro rutinni testovani potencialu iritace je
doporu€ovan 4 hodinovy jednorazovy test. ZkouSené materialy jsou aplikovany
zpravidla v okluzi, tékavé latky by mély byt vzdy testovany za pouziti neokluzivnich
testovacich naplasti. Pro hodnoceni novych receptur pfed uvedenim vyrobkl na trh
je pouzivan kumulativni iritacni test trvajici 21 dni. Testovany material je aplikovan
na horni ¢ast zad, pfripadné vnéjsSi horni Cast paze, v okluzi na 24 hodin, testovaci
naplast je odstranéna, reakce je vyhodnocena a na stejné misto je opét aplikovana
zkousSena latka (Zhai a Maibach, 2004).

Hodnoceni potencialu iritace latek a materiald ve skupiné dobrovolnikl je
jednou z predepsanych metod pro zkouSeni zdravotnickych prostfedki a je
provadéno jako zakladni metoda pfi hodnoceni bezpelnosti prototypu i finalnich
kosmetickych prostfedkd (CEN, 2002; COLIPA, 1997).
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5. AKTIVNi LATKY V KOSMETICKYCH PROSTREDCICH

Do kosmetickych prostiedkl jsou pfidavany aktivni latky, které slouzi
k ochrané organismu, podili se na zlepSeni stavu kize v€etné& obnovy a ochrany
kozni bariéry a maji ochranny ucinek proti dalSim, potencialné nepfiznivym,

ingrediencim v recepture.

Prvni skupinou ingredienci jsou latky pouzivané na ochranu pfed Skodlivymi
ucinky ultrafialového zareni - UV filtry. Pouzivani UV filtr0 do kosmetickych
prostifedkl je v zemich Evropského spoleCenstvi requlovano. Evropska smérnice pro
kosmetické prostfedky je transponovana do Ceského praniho fadu (vyhl.¢. 448/2009,
Sb., Pfiloha VII) a v sou¢asné dobé povoluje pouziti 27 latek jako UV filtrd. Latky
uvedené na seznamu povolenych UV filtrd jsou pfedmétem aplikace pfisnych
toxikologickych  kritérii a vyhodnoceni bezpecnosti (SCCNFP/0690/03). V
prostfedcich ke slunéni jsou pfitomny i jiné substance, které omezuji vznik erytému
(zarudnuti), napf. extrakty nékterych rostlin. Ochranny mechanizmus je vysvétlovan
protizanétlivym uc€inkem s inhibici navozeni erytému v Casné fazi solarniho zanétu
nebo inaktivaci volnych radikalt a inhibici vzniku fototoxické reakce manifestujici se

na kuzi erytémem (Sayre, 1993).

DalSi skupinou aktivnich latek pouzivanych v kosmetickych prostfedcich jsou
ingredience s hydratacnimi Gcinky. Do receptur kosmetickych prostfedkd jsou
nejCastéji zapracovavany ingredience syntetické (chemické), napf. glycerin,
cyklomethikon, kyselina mlécna, propylen glykol, kyselina hyauronova, atd.
uz ve formé extraktu z listd, juice z listu, prasku ziskaného ze suSenych listli anebo

vodného roztoku ziskaného parni destilaci lista.

Latky pfidavané do receptur kosmetickych prostfedkl za ucelem snizeni
mozného potencialu iritace a protizanétlivych Gc€inkd jsou zejména rostlinného
puvodu. Ingredience na bazi extraktl z aloe barbadensis, camellia sinensis,
chamomilla recutita a dalSich rostlin snizuji iritani potencial tenzidid a jsou
pridavany do receptur vyrobkll na bazi tenzidu, napf. sprchovych gell, tekutych

mydel, pén do koupele a podobné. RUzné typy extraktll z aloe barbadensis jsou
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pridavany do emulznich vyrobku pouzivanych zejména jako prostfedky k péci o kizi

po slunéni.

5.1. Filtry ultrafialového zareni

Filtry ultrafialového zafeni jsou ingredience pfidavané nejen do prostredku ke
slunéni, ale i do vyrobkl pro bézné denni pouziti, jako jsou make-upy, denni pletové

krémy, rténky, pfipadné balzamy na rty.

5.1.1. Vlastnosti UV filtra

SoucCasné prostiedky ke slunéni poskytuji Sirokospektralni UV ochranu
a v receptufe obsahuji kombinaci vice UV filtrd. Moderni UV filtry by mély byt
fotostabilni, vodéodolné, netoxické a snadno zapracovatelné do formulaci

kosmetickych prostfedkd (Nohynek a Schaefer, 2001).

vvvvvv

informaci o bezpecnosti nového UV flitru musi zahrnovat nasledujici informace
o provedenych zkouskach:

1. akutni toxicita

iritace

senzibilizace

perkutanni penetrace/absorpce

fototoxicita

fotosenzibilizace

subchronicka a chronicka toxicita

toxicita pro reprodukci

© ©®© N o gk~ b

karcinogenita
Pouze ingredience s bezpelnym toxikologickym profilem a vypocitanou

hranici bezpe¢nosti nad hodnotu 100 jsou vhodné pro pouziti v kosmetické praxi.

U UV filtrd jsou poZadovany nasledujici viastnosti:
1. absorp¢ni maxima v UVB a/nebo UVA oblasti

2. vysoka ucinnost pfi nizké davce
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© N o gk~ w

chemicka i fyzikalni stabilita v€etné fotostability
netékavost

kompatibilita s dalSimi ingrediencemi ve slozeni
dostateCna rozpustnost v olejovych a vodnych emulzich
nepfitomnost dermato-toxikologickych reakci

minimalni penetrace kuzi

9. odolnost vuci potu

10.  nevytvareni skvrn na kizi

11.  bezbarvost, bez zapachu, bez chuti,

12.  kompatibilita s ekosystémem
(De Polo, 1998).

Zadny prostfedek na ochranu proti UV zafeni nemizZe odfiltrovat veskeré

zafeni a neposkytuje tedy 100% ochranu pfed zdravotnimi riziky zplisobenymi UV

zatenim (EK, 2006).

Vztah mezi % absorbance a ochrannym slune¢nim faktorem (SPF) je uveden

v obrazku ¢&. 9

100

80
80
70
80
50
40
30
20

% ABSORBANCE re
I "SPF 40« 97.6%

1 | 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Jd 1

S T T S
0O 2 4 8 B8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 86 38 40

SPF

Obrazek €. 9: Vztah mezi % absorbance a SPF (pfevzato z De Polo, 1998)
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Ze vztahu % absorbance a vySky SPF vyplyva, Ze prostiedky ke slunéni
s deklarovanym SPF = 15 absorbuji 93,3% zafeni a vyrobky s deklarovanym
SPF = 40 absorbuji 97,6% zareni. Stanoveni ochranného faktoru s vyssi hodnotou
nez SPF 30 je zatizeno velkou chybou a prostfedky s SPF = 30 a vyS$Sim ochranu
pfed UV zafenim vyznamné& nenavySuji a maji vice méné komeréni vyznam.
Pouzivani ochrannych prostfedkd ke slunéni s vysokych stupném ochrany muze
paradoxné u uzivatele navodit faleSny pocit bezpeci, ktery jej podnécuje k delSimu
pobytu na slunci a inaparetnimu pfijmu vysokych davek UV zafeni bez varovného
zarudnuti kize.

Filtry ultrafialového zareni mizeme podle jejich u€inku rozdélit do tfi skupin.
UV filtry u€inné pro UVB oblast zareni, pro UVA oblast zareni a Sirokopasmové UV
flitry, které pokryvaji UVB i UVA oblast sluneCniho spektra. VétSina UV filtrl na
pozitivnim seznamu vyhl. €. 448/2009 Sb., pokryva UVB oblast zafeni, filtri pro UVA
oblast zafeni a Sirokopasmovych filtr(l je menSina.

Podle mechanizmu ucinku délime UV filtry do dvou skupin, a to na chemické

a fyzikalni filtry.

5.1.2. Chemické UV filtry

Obecné jsou chemické UV filtry aromatické latky, jejichz funkce je zalozena
na schopnosti benzenového jadra transformovat vysokoenergetické UV zafeni na
neskodné dlouhovinné zareni o vinové délce nad 380 nm. Tato preména probiha na
resonancnim principu. Transormované UV zafeni je vyzafovano kuzi ve formé tepla.
(Draelos,1995).

5.1.3. Fyzikalni UV filtry

Fyzikalni filtry jsou nerozpustné latky anorganické povahy. Jejich funkce je
zaloZena na rozptylu, odrazu a/nebo absorpci UV zafeni. Maximalni u€innost maji
v pfipadé, kdy velikost ¢astic je rovna poloviné vinové délky dopadajiciho zareni,
t.j. velikost ¢astic 200 - 385 nm pro viditelné svétlo a 140-200 nm pro UV (De Polo,
1998).

Rada kosmetickych ingredienci, zejména pigment(, funguje na principu

fyzikalnich UV filtrd. Jedna se napfiklad o oxidy Zeleza s riznym obsahem Fe;0O3
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nebo Fe;04, oxid zineCnaty, mastek nebo kaolin. Zapracovanim téchto slozek do
receptur prostiedkl ke slunéni lze ziskat nejen ochranu proti UV zafeni, ale
i viditelnému svétlu a zareni infraervenému. Tyto ingredience vSak nelze deklarovat
jako UV filtry, nebot’ nefiguruji na seznamu povolenych UV filtr( v platnych pravnich
predpisech (vyhl. €. 448/2009 Sb., Priloha VII). Nedostatkem fyzikalnich UV filtrd je
nezadouci bélavy vzhled pokozky po aplikaci vyrobkl s obsahem anorganickych
filtrd. V nedavné dobé byly na trh uvedeny rGzné typy mikronizovaného oxidu
titaniCitého s velikosti €astic blizicich se nanopartikulim, které jsou transparentni a

bélavy vzhled pokozky po jejich aplikaci neni patrny.

5.1.4. Znac¢eni SPF a UVA-PF u prostiedkl na ochranu proti sluneénimu zareni

Prostfedky na ochranu proti sluneCnimu zafeni jsou kosmetické prostredky.
O kosmetickém prostfedku musi byt uchovavany uchovavany udaje tykajici se
dikazu o u€inku, které jsou u kosmetického prostfedku deklarovany a musi byt
snadno dostupné prisluSnému organu dozoru ve Clenském staté, kde jsou uvadény
na trh (vyhl. €. 448/2009 Sb.).

Prostfedky na ochranu proti slune¢nimu zafeni by meély poskytovat ochranu
nejen proti UVB slozce zareni, ktera navozuje akutni solarni zanét ve formé tzv.
"spaleni kize", ale i proti UVA radiaci. Pfi expozici UVA slozce zareni obdobny
varovny signal v podobé zanétu (zarudnuti) kize chybi. Tato skute€nost vyvolava
nékdy diskuse, Ze aplikace ochrannych prostfedkl s prevazujicim obsahem UVB
filtr(, ale nedostateCnym obsahem UVA filtri muze k rakoviné klze spiSe pfispivat,
nez pfed rakovinou chranit (Haywood et al., 2003).

Prostfedky na ochranu proti slune¢nimu zafeni by mély poskytovat ochranu
proti UVB radiaci minimalné s ochrannym slune¢nim faktorem (SPF) 6. Zaroven by
mély poskytovat ochranu proti UVA slozce zafeni s ochrannym faktorem proti UVA
(UVA-PF) rovnajici se 1/3 ochranného slunecniho faktoru - SPF.

Pouzivani raznych ¢&iselnych udaju uvadénych na etiketach k oznacdovani
ochrannych sluneénich faktord by mélo byt zamezeno, aby se vyrobky snadnéji
srovnavaly. Pro jednotlivé kategorie a jejich pfislusné oznacCeni se doporucuji
nasledujici ochranné slunecni faktory (tab.¢.1). Stanoveni SPF a UVA-PF by mélo

byt provedeno mezinarodné uznavanou metodou pro SPF a UVA-PF in vivo,
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pfipadné metodami in vitro, které poskytuji rovhocenné vysledky s metodami in vivo

(EK, 2006).
Kategorie Ochranny Naméreny Doporu¢eny | Doporucena
uvedena sluneéni ochranny minimalni minimalni
na vyrobku faktor sluneéni ochranny kriticka
uvedeny faktor faktor proti | vinova délka
na vyrobku UVA
"Nizka "6" 6-99
ochrana" "10" 10-14,9 § %
o "15" 15-19,9 >§ §
"Stredn "20" 20 - 24,9 5 ¢
ochrana" S5 25-29.9 § % £
"Vysoka "30" 30-49,9 % % E
ochrana" "50" 50 - 59,9 § E
"Velmi vysoka o S
ochrana" "51 +" 60< T E’

Tabulka €.1: Kategorie prostfedk na ochranu proti sluneénimu zafeni vcetné

ochrannych slunecnich faktort (pfevzato z EK, 2006)

5.1.5. Stanoveni SPF in vivo a UVA-PF in vivo a in vitro

Pro stanoveni SPF a UVA-PF u prostiedki ke slunéni je v zemich
Evropského spoleCenstvi provadéno podle oborovych norem, které byly vydany
sdruzenim COLIPA (COLIPA, 2006; COLIPA, 2007).

Evropska komise ve snaze sjednotit metodiku a ustanovit evropsky standard
pro testovani vySky ochranného faktoru u prostfedkl ke slunéni povéfila organizaci
CEN pfipravou pfislusnych ISO norem. Jednim z podkladd pro pfipravované normy
ISO jsou postupy stanoveni SPF in vivo a UVA-PF in vivo a in vitro vychazejici ze
sou€asnych pokynu Colipy (COLIPA, 2006; COLIPA, 2007).

probandl jsou vyvijeny i metody stanoveni SPF a UVA-PF in vitro vyuzivajici

V zajmu ochrany
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spektrofotometrické méfeni (Diffey a Robson, 1989; Pissavini et al., 2003; Heinrich
et al., 2004; Bendova et al., 2006; Akrmann et al., 2008).

Norma pro stanoveni SPF ve skupiné dobrovolniki ISO/DIS 24444
Cosmetics - Sun protection test methods - in vivo determination of SPF (Sun
Protection Factor) prosla vSemi procesy validace a je v tisku.

Metoda pro stanoveni UVA-PF in vitro ISO/CD 24443: Deretmination of
sunscreen UVA photoprotection in vitro prochazi mezinarodnimi laboratornimi

kruhovymi testy, je pfipominkovana a jeji vydani se ocekava v blizké dobé.

Stanoveni SPF in vivo

Uginnost ochrany pred UV zafenim se vyjadiuje pomoci tzv. SPF,
ochranného slunecniho faktoru (Sun Protection Factor). SPF je definovan podilem
tzv. minimalni erytémové davky (MED) pro k0zi chranénou fotoprotektivnim
prostfedkem a MED pro kuzi neoSetfenou. Minimalni erytémova davka (MED) je
v misté expozice 16 - 24 hodin po ozareni. ZjednoduSené to znamena, ze
u pripravku s ochrannym faktorem 6 mdze exponovana osoba prodlouzit ¢as slunéni
do vzniku erytému Sestkrat. V pfipadé, Zze MED je u dané osoby navozen pfi
expozici UV zareni v délce 30 minut, nemél by pobyt na slunci po oSetieni kuze
ochrannym prostfedkem s SPF = 6 prekrocit dobu 180 minut (COLIPA, 2006).

Stanoveni UVA-PF in vivo

Uginnost ochrany pfed UVA slozkou zafeni se vyjadiuje pomoci tzv. UVA-PF
ochranného faktoru proti UVA slozce zareni. UVA ochranny faktor (UVA-PF) je
definovan jako pomér minimalni davky zpuasobujici pigmentaci kize oSetiené
ochrannym prostfedkem (MPD) a minimalni davky zpusobujici pigmentaci
neosSetfené kiize. Minimalni davka zpusobuijici pigmentaci (MPD) je definovana jako

v v

2 - 4 hodiny po ozafeni (COLIPA, 2006).
Stanoveni UVA-PF in vitro

Méfeni se provadi na standardnim substratu - polymethylmetakrylatovych
destitkach o ploSe 16 cm? které jsou zdrsnéné na standardni hrubost 2 pm.
Desticky jsou transparentni pro UV, material nesmi byt fluorescencni, musi byt

fotostabilni a inertni k testovanému vzorku. Testovany vyrobek je nanesen na
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desticku v mnozstvi 0,75 mg/cm?, dobfe rozetfen a 15 minut ponechan ve tmé za
pokojové teploty. Spektrofotometrické méfeni stanovi % propustnosti zkouSeného
vzorku pro UV zareni. DestiCka se vzorkem je nasledné ozafena UVA radiaci a je
opétovné provedeno spektrofotometrické méfeni. Vysledkem je hodnota pro UVA
ochranu pfed ozafenim UVA radiaci a hodnota pro UVA ochranu po UVA radiaci,
coz dokladuje nejen hodnotu ochrany proti UVA slozce slunecniho zareni, ale
i fotostabilitu vyrobku (COLIPA, 2007).

K dosazeni hodnoty SPF 20 a vyS8Si se obvykle pouzZiva kombinace
chemickych a fyzikalnich UV filtrd. Smési UV filtrG maiji ¢asto synergicky efekt, to
znamena, ze smés poskytuje vétsi hodnotu SPF nez je soucet pfispévkl samotnych

slozek smési.

Pouzivani Sirokopasmovych, fotostabilnich filtr zapracovanych do receptur
vodéodolnych prostfedkl ke slunéni, vede ke snizeni expozice osob chemickym
latkdam. Dobfe stanovena vySe ochrany prostfedku ke slunéni chrani spotiebitele

pfed nezadoucimi uc€inky slunecniho zareni.

5.2. Rostlinné ingredience

Pfirodni latky jsou pouzivany po staleti pro péci o kuzi a oSetfovani rliznych
koznich onemocnéni (Aburjai et al., 2003). Bylo prokazano, ze rostlinné extrakty
podporuji fyziologické funkce kiize a mohou poskytovat fadu zdravi prospésnych
ucinkd jako je zvihéeni kiize, vychytavani volnych radikall a zlepSeni kozni elasticity.
Dale maji zklidAujici a protizanétlivé ucinky, plsobi proti starnuti kize, napomahaji
hojeni podrazdéné kuze navozené sluneCnim zafenim nebo chemickymi latkami.
Tyto u€inky jsou pfisuzovany aktivnim sloZzkam, které dodavaji energii a vyzivu
organismu jak pfi peroralnim podani, tak pfi aplikaci na kizi (Leung a Foster, 2003).
Aktivni slozky rostlinného puvodu se stavaji nedilnou soucasti kosmetickych
prostfedku, zvlasté v recepturach vyrobkd uréenych pro osoby s citlivou nebo
suchou kizi, za ucelem zlepSeni stavu a vzhledu kize a minimalizace nezadoucich

ucinkd, zejména drazdéni klize (Weltriend et al., 2004).
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5.2.1. Aloe vera - Aloe barbadensis

Jednou z nejpopularnéjsSich rostlin, jejichz extrakty jsou pouzivany
v recepturach kosmetickych prostfedkd, je aloe vera (obr. €.10). Jde o sukulentni kef
50 - 80 cm vysoky se silné duznatymi listy z rodu Aloe, plvodem pravdépodobné ze
severni Afriky nebo Kanarskych ostrova ¢i Kapverd. Sukulenty jsou rostliny, které ve
svém stonku nebo listech shromazduji vodu, a ta jim umoznuje preziti i za velmi

dlouhych obdobi sucha v poustnich a polopoustnich podminkach.

Listy aloe vera obsahuji vice nez 75 Zivin a 200 aktivnich latek vCetné

20 mineralt (napf. hofcik, zinek, vapnik, chrom, méd, draslik, sodik, selen),

18 aminokyselin a 12 vitamina (napf. A, C, nékteré vitaminy skupiny B a kyselinu

listovou).

L ES S

Obrazek ¢.10: Aloe vera Obrazek ¢.11: Prurez listem aloe vera

Listy aloe vera jsou sloZzené ze silné epidermis s kutikulou obklopujici
asimilacni pletivo mesofyl, které je diferencovano na burnky chlorenchymu a
tenkosténné parenchymové burky. Parenchymové buriky obsahuji transparentni

slizovity rosol, ktery je nazyvan jako Aloe vera gel (obr.¢.11).

Zpracovani aloe vera zahrnuje drceni, rozmélfiovani a lisovani. Témito
postupy se ziskava aloe vera juice, ktery je nasledné zpracovan riznymi postupy. Je
filtrovan, susen a podobné. Tyto postupy mohou zplUsobovat ireverzibilni modifikace
polysacharidd a tim ménit jejich fyziologické a farmaceutické vlastnosti. Aloe vera gel
na vzduchu velmi rychle oxiduje, rozklada se a zacina ztracet svoji biologickou

aktivitu jiz po 6 hodinach od sklizné. Je tedy nezbytné vénovat velkou pozornost
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zpusobu zpracovani aloe vera a je vhodné zpracovat listy aloe vera bezprostfedné

po sklizni (Ramachandra et al., 2008).

Z lista alo vera jsou ziskavany dva hlavni produkty, a to zluty horky juice ze
specializovanych bunék pod epidermis a slizovity rosol (gel) z bunék parenchymu.
Aloe vera obsahuje anthraglykosidy, ve vétSiné pfipadd C-glukosidy, zejména
barbaloin, kterého muaze byt az 30%, dale aleosin a aloeson, antrachinony (napf.
aloe-emodin) a resin. Slozeni aloe vera gelu neni jesté detailné popsano. Podle
nékterych studii se gel sklada z vice nez jednoho typu polysacharidu, rizné studie
specifikuji nejméné Ctyfi rizné CasteCné acetylované linearni glukomannany s 1 - 4
glykosidovymi vazbami. V dalSich studiich je uvadéna pfitomnost galactanu,
mannanu, glukomannanu, arabinanu a/nebo glucogalactomannanu (Leung a Foster,
2003).

Gel ma predevsim lokalni efekt na kizi a sliznice pfi pfimém kontaktu, protoze
vytvari bariéru, ktera chrani proti mechanické a chemické iritaci. Tato vlastnost je
velmi vyuzivana pfi oSetfovani Spatné se hojicich poranéni, pfipadné spaleni.
Aplikace gelu na popaleniny tiSi bolest, redukuje zavaznost spaleni, podporuje hojeni
a omezuje vznik jizev. Je dokumentovano, ze Cerstvy juice / gel z Cerstvé sklizenych
listd vykazuje lokalni protizanétlivy a hojici u€inek na kuzi poSkozenou slunecni
expozici. Pfitomnost barbaloinu ma antisepticky ucinek, ktery sniZuje riziko infekce
(Juneby, 2009).

5.2.2. Zeleny €aj (Green Tea) - Camellia sinensis

Cajovnik je stale zeleny kef (obr.&. 12) pGvodem z jihovychodni Asie
péstovany v subtropickych a tropickych oblastech v riznych nadmorskych vySkach
(az nad 2000 m.n.m.). Tuhé, kozovité, kopinaté, v mladi na rubu svétlé listy (obr.¢.13)
jsou priblizng 5 - 10 cm dlouhé a 2 - 4 cm Siroké. Cajové listy se sklizi vétsinou
ruéné vzdy spolu s pfilehlymi dvéma az péti listky az Ctyfikrat rocné.

Caje délime do dvou zakladnich skupin, a to na &erny a zeleny ¢&aj. Hlavni
rozdil mezi zelenym a Cernym Cajem spociva ve zpUsobu zpracovani. Pfi vyrobé
Cerného Caje se Cajové listky nechavaji zavadnout, poté probiha fermentace, aby

dosSlo k naruSeni bunécné stény a uvolnéni obsahu bunék, tzv. "Cajové vody".
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Fermantace je proces, pfi némz enzymy (polyfenoloxidaza, peptidaza,
alkoholdehydrogenaza a dalSi) méni nékteré latky pfitomné v Eajové vodé (proteiny,
aminokyseliny, polyfenoly, atd.) na slouceniny, které jsou odpovédné za
charakteristické aroma a chut cerného cCaje. Pfi vyrobé zeleného Caje

k fermentacnimu procesu nedochazi, oxidacni proces je zastaven suchym zahfatim

(Cinsky postup) nebo spafenim (japonsky postup), ¢imz dochazi k deaktivaci enzymu
(Leung a Foster, 2003).

Obrazek €. 12: Green Tea - kef Obrazek €. 13: Green Tea - listy

Chemické slozeni €aju je velmi komplikované. V €aji jsou obsazeny rGzné
latky s biologickymi a farmakologickymi vlastnostmi, které jsou prokazany v raznych
studiich in vivo i in vitro. Udava se, Ze tyto latky maji antioxidacni, protizanétlive,
antibakterialni, antimutagenni a protirakovinné ucinky, které jsou pfipisovany
zejména katechinim. Oba druhy Caje, Cerny i zeleny, obsahuji kafein, teobromin a
teofylin, ale v rdznych mnozZstvich. Dale obsahuji aromatické oleje, vitaminy,
mineraly. Z aktivnich latek jsou v €ajich zastoupeny polyfenoly, zejména katechiny,
kyselina gallova a flavonoidy. Zeleny €aj obsahuje rovnéz velké mnozstvi fluoridd
(Ferrara et al., 2001; Katiyar et al., 2007).

NejvétsSi benefit €aju je pfisuzovan pfitomnosti antioxidanti. Pouziti rostlin

pusobicich jako pfirodni antioxidanty a poskytujicich ochranu kizi proti poskozeni
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UV zafenim je pfijimano se zvySujici se pozornosti. Expozice UVB sloZce zareni
zpusobuje vytvareni volnych radikall, které pfispivaji ke karcinogenezi pfimym
posSkozenim buné&nych makromolekul véetné DNA. Green tea obsahuje vysoké
mnozstvi polyfenoll, coz jsou pfirodni antioxidanty. Polyfenol (-)epigallocatechin-3-
gallate vykazuje nékolikrat vétsi antioxidacni aktivitu nez vitamin C nebo a-tokoferol
(Katiyar et.al., 2001).

Mezi dllezité aromatické slozky zeleného Caje patfi dimethyl sulfid spolu
s benzaldehydem, benzylalkoholem, linaloolem, hexenyl hexanoatem

a fenylethanolem (Leung a Foster, 2003).

5.2.3. Jeémen a vytazky z jeémenného sladu - Hordeum vulgare

JeCmen patfi k hospodarsky nejvyuzivan€jSim rostlinam. Je popsano 25
druht planého jeCmene a jen jeden druh kulturni, a to jeCmen sety (obr. &. 14, 15).
Plané druhy mohou byt viceleté, kulturni druh je€mene je pouze jednolety. K vyrobé

sladu slouzi jeCmen jarni, ktery pfedstavuje nejkvalitn&jSi ¢ast produkce.

Obrazek €. 14: Je€men sety Obrazek €. 15: Je€men sety - zrna

Je€men je Siroce pouzivan diky svym pozitivnim vlivim na organismus.
V mladém jeCmeni je obsazeny chlorofyl, ktery vyrazné ovliviiuje imunitu lidského
organismu. Dale se zde nachazi vitaminy skupiny B, vitamin C, mineraly a dalSi latky.

Mlady jeCmen obsahuje 18 aminokyselin, v€etné 8 esencialnich. Slad je tvofen
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zejména celulosou, hemicelulosou, dextriny, Skroby a sacharidy. Hemicelulosa je
slozka bunécné stény endospermu - vnitiniho pletiva zrn, ktera obsahuje zejména

B-glukan.

Z jeCmene s vyrabi slad a proces vyroby je rozdélen do tfi ¢asti. Prvni Cast
procesu je maceni. Cilem je zvysit obsah vody v zrné a nastartovat enzymatické
reakce. Druha c¢ast se nazyva kliceni a spociva v aktivaci a syntéze enzymu
(napf. amylazy, glukanazy, proteazy a fosfatazy), které rozstépi vysokomolekularni
latky v zrné na latky nizkomolekularni. Dochazi k rozruSeni bunécnych stén
tvofenych hemicelulézou a bilkovinami, nasledné k rozstépeni Skrobovych zrn
a bilkovinnych fetézcu. Zavérecnou ¢asti vyroby sladu je hvozdéni. Cilem hvozdéni
je zastavit enzymatickou aktivitu a preveést zeleny slad s vysokym obsahem vody do

skladovatelného a stabilniho stavu (Prokes, 2006).

V jeCmeni a sladu jsou obsazeny polyfenoly ve volné i vazané formé. Fenoly
vykazuji silnou antioxidac¢ni aktivitu zpusobenou jejich schopnosti vychytavat volné
radikaly (Bonoli et al.,, 2004). Jsou zde pfitomny zejména flavan-3-oly, flavonoly,
fenolické kyseliny a nepolarni estery. Flavan-3-oly jsou pfitomny jako monomery, a
to (+)-katechin a (-)-epikatechin, a jako polymery slozené zejména z (+)-katechinu,
(+)-gallokatechinu. DalSi antioxidanty pfitomné v je€meni i sladu jsou karotenoidy
(lutein, zexanthin) a a-tokoferol, B- tokoferol a y- tokoferol (Goupy et.al., 1999). Dale
jsou zde zastoupeny prokyanidiny B3 a C2, kyselina p-kumarova, kyselina ferulova
a kyselina vanilinova. Je prokazano, Ze antioxidacni aktivita sladu je vétSi nez
vlastniho jeCmene. Obsah fenolickych slouc€enin je ve sladu vyS$Si nez v jeCmeni,
pficemz pomér jednotlivych latek je téméF identicky. Tyto vysledky podporuji
hypotézu, Ze lepSi extrakce flavonoidu a fenolickych kyselin je dosazeno po procesu
hvozdéni (Maillard et. al. 1996).

5.2.4. PSenice obecna - Triticum vulgare

PSenice - Celed lipnicovité - (obr. 16, 17) pochazi z jihozapadni Asie, kam
patfi pfiblizné 20 druhd, a to jak Slechténych, tak plané rostoucich. PSenice je jedna

z nejpouzivangjsSich plodin, ktera je zpracovavana témeér cela. Zrna pSenice se
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pouzivaji jako potraviny, krmivo a rovnéz jako surovina zejména pro vyrobu Skrobu

a lihu, dale jsou rovnéz vyuzivana stébla (slama) a otruby (semenné slupky).

Zrna pSenice obsahuji vyznamné mnozstvi pfFirodnich antioxidantu.
Antioxodanty obsazené v zrnech pSenice jsou ze skupiny nizkomolekularnich latek

a zahrnuji karoteniody, tokoferoly, lignany a fenolické kyseliny.

Obrazek ¢. 16: PSenice obecna Obrazek ¢. 17: PSenice obecna - zrno

Tyto latky mohou chranit Zivotné dulezité molekuly jako DNA a enzymy od
oxidativniho poSkozeni zplsobeného riznymi mechanismy. Antioxidanty pSenice
mohou napfiklad reagovat pfimo s reaktivnimi formami kysliku (ROS) jako jsou
hydroxylové radikaly nebo singletové molekuly kysliku a ukongit tak jejich pusobeni
na biologické molekuly. Mohou rovnéz tvofit chelatacni komplexy s kovy a redukovat

tak jejich schopnost pusobit jako katalyzator tvorby volnych radikalu.

Antioxidanty pfitomné v psSeniénych zrnech jsou latky velmi riznorodé jak
z hlediska jejich molekulové hmotnosti, tak z hlediska jejich struktury. V pSenicnych
zrnech a otrubach jsou pfitomny dalSi bioaktivni latky oznaCované obecné jako
fytochemikalie. Mezi né patfi napfiklad fytosteroly a fytostanoly, fenolické kyseliny,
flavonoidy, karotenoidy a tocoferoly. Tyto latky vykazuji silnou antioxidaéni aktivitu
(Liangli, 2008).

Kromé& extraktd z pSeniénych zrn jsou pouzivany i extrakty z klickd. Ty

obsahuji rovnéz fadu latek pfiznivych pro organismus. Hlavni latkou obsaZenou
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v tomto extraktu je oktakosanol, vitamin E (znamy antioxidant) a dale kyselina
linoleova (omega-6), palmitova, oleova a linolenova (omega-3). Ve vytazcich z
klickl jsou jako hlavni slozky pfitomné steroly, a to 4-methyl steroly, B-sitosterol
a kampesterol. Také je prokazana pfitomnost flavonoidd xantofylu a estert xantofylu
(Barnes, 2006).

5.2.5. Bazalka posvatna - Ocimum sanctum

Bazalka (obr €. 18, 19) je rod rostlin zahrnujici témér 60 druhd, ale hojné jich
je vyuzivano pouze 7. VétSina druhu je rozSifena v Africe a Jizni Americe, nékolik
jich je péstovano po celém svété. Bazalka je jednoletd bylina, primérné 30 cm
vysoka, kvetouci v Cervnu az zafi. Nat se pouziva hojné v lidovém IéCitelstvi a listy

v suSeném, pfipadné Cerstvém stavu jako kofeni.

Obrazek €. 18: Bazalka prava Obrazek €. 19: Bazalka posvatna

RuUzné druhy bazalky se lisi ve slozeni a uplatfiuje se vliv pfirodnich faktort

jako je teplota, geograficka poloha, slozeni plidy a mnozstvi srazek.
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Esencialni olej z bazalky je ziskavan parni destilaci. Bézné komercné
dostupné jsou dva typy esencialnich oleju, a to tzv. "sweet", ktery je vyrabény
v Evropé a USA a "exotic" pfipravovany na Komorskych ostrovech, Scheychelach a
Madagaskaru. Oleje ziskavané riznymi zpUsoby destilace se li§i v obsahu d-kafru,
linalolu a estragolu. Pro esencialni olej "sweet" je charakteristicka vysoka
koncentrace linaloolu a methyl chavikolu v poméru 2 nebo 3 : 1. Esencialni ole;
"exotic" obsahuje methyl chavikol s kafrem a jen malo nebo Zadny linalool, a-pinen,

eugenol nebo 1,8-cineol (Leung a Foster, 2003; Simon, 1998).

Esencialni oleje z bazalky jako hlavni slozku obsahuji fenylpropanoidy,
zejména eugenol a methyl eugenol. V esencialnim oleji z bazalky jsou obsazeny
monoterpeny (napfiklad kamfen, sabinen, limonen), oxidované monoterpeny
(linalool a borneol) a sesquiterpeny (napfiklad selinen, murolen). Dale jsou zde d-
linalool a estragol, methyl cinamat, eugenol, borneol, geraniol, B-karyofylen, a-
terpineol, kafr, limonen, ocimen, methyleugenol, safrol a dalsi latky (Suanarunsawat
et al., 2009).

Bazalce jsou pfipisovany rtzné |écivé vlastnosti. Pro jednotlivé Casti bazalky
(listy, stonek, kvéty, semena, atd.) se udavaji terapeutické vlastnosti a jsou
pouzivany v tradiénim lidovém |éCitelstvi pro zlepSeni vyka$lavani, jako
analgetikum, antihistaminikum, antiemetikum a dalSi. U esencialniho oleje z listu je
metodami in vitro prokazana antibakterialni a antivirova aktivita a eugenol obsazeny

v esencialnich olejich vykazuje protizanétlivé ucinky (Prakash et al., 2005).

5.2.6. Ostropestiec mariansky - Silybum marianum

Ostropestifec (obr. €. 20, 21) je jednoleta az dvouleta bylina plvodem ze
Stfedozemi, severozapadni Afriky a Malé Asie. Dorlsta vysky 30 - 200 cm
v zavislosti na pudnich a klimatickych podminkach. Pouziva se v lidovém léCitelstvi
vice jak 2000 let, sbiraji se hlavné plody, nékdy i list a kofen. Pouziva se zejména
pro své hepatoprotektivni a antioxidacni u€inky (Leung a Foster, 2003).

Aktivni slozkou v ostropestici je silymarin. Standardizovany extrakt ziskany
ze semen ostropefce obsahuje pfiblizné 70 - 80% flavonolignant a pfiblizné 20 -

30% chemicky nedefinovanych frakci zahrnujicich polyfenoly. Hlavni slozkou
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silymarinového komplexu je silybin a dalSimi slozkami jsou zejména isosilybin,
dehydrosilybin, silychristin, silydianin, taxifolin a quercetin.

Fotoprotektivni kozni mechanismy spusténé silymarinem a silybinem
dokumentuji jejich schopnost redukovat Skodlivé ucinky UV zareni jako je oxidativni
stres, zanét, imunitni odpovéd a poskozeni DNA stejné jako rozvoj apoptozy.
Uginek silybinu na apoptézu vyvolanou UVB radiaci byl zaznamenan v fadé studii in
vitro (Kfen et al., 2005). Bylo prokazano, Ze aplikace silybinu pfed zafenim

zpusobuje narust apoptézy, zatimco aplikace silybinu po ozareni pfed apoptézou

chrani.

Obrazek €. 20: Ostropestrec mariansky Obrazek €. 21: Ostropestrec - kvét

Obsah silymarinu v rostliné zavisi na druhu ostropefce, na geografickych

a klimatickych podminkach.
5.2.7. Hefmanek pravy - Matricaria recutita

Hefmanek pravy (obr.¢. 22) je jednoleta bylina okolo 50 cm vysoka, puvodem
z Evropy, severni a zapadni Asie, intenzivné péstovana v zemich stfedni Evropy,

Egypté a Argentiné. Kvete od €ervna do srpna a duté kvétni I0Zko je poznavaci znak,

kterym ho Ize odlisit od hefmankovce nevonného, se kterym je Casto zaménovan.
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Z hefmanku je pro dalSi zpracovani pouzivan kvét, ze kterého je esencialni olej

ziskavan parni destilaci. Cerstvy olej ma modrou barvu diky obsahu azulenu.
Hefmanek pravy je znamy také pod nazvem hefmanek némecky. Druhym

typem hefmanku, ktery je Casto pouzivan, je silné aromaticky hefmanek Fimsky

(rmen sli¢ny).

Hefmanek pravy obsahuje rGzné mnozstvi tékavého oleje (0,24 - 1,9%)
modré barvy - azulen. Mezi flavonoidy, v ném obsazené, patfi apigenin, apigetrin,
apiin, rutin, luteolin a quercimetritin. Dale jsou zde pfitomny kumariny, a to
umbelliferon a jeho methyl éter herniarin. Z dalSich latek jsou zde pfitomny
proazuleny, polysacharidy, aminokyseliny, cholin a dalSi. Tékavé oleje obsahuji
chamazulen, farnesen, o-bisabolol. Jako dvé hlavni slozky jsou oznaCovan

a-bisabolol a chamazulen, jichZ je v oleji mezi 50 - 65%.

Obrazek €. 22: Hefmanek pravy

Hefmanek pravy ma fadu farmakologickych vlastnosti. U esencialniho oleje
jsou prokazany antibakterialni a fungicidni ucinky. Zejména je ucinny proti gram-
pozitivnim bakteriim (napf. Staphylococcus aureus) a proti Candida albicans.
U chamazulenu se udavaji ucinky proti bolesti, hojici, protizanétlivé a antimikrobialni
vlastnosti. U a-bisabololu se udavaji u€inky protizanétlivé a antimikrobialni. Oba
druhy hefmanku, pravy i fimsky, mohou zpUsobovat kontaktni dermatitidu u lidi.
Oleje z obou druhtd hefmanku jsou obecné povazovany za netoxické pfi externi
aplikaci (Leung a Foster, 2003; Presibella et al., 2006).
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6. EXPERIMENTALNI CAST

VSechny studie provedené ve skupiné dobrovolnikd v ramci této prace byly
schvaleny Etickou komisi Statniho zdravotniho uUstavu Praha. Vybér dobrovolniku
a metody testovani byly provedeny v souladu s etickymi principy testovani
zakotvenymi v Helsinské deklaraci a v Mezinarodnich etickych pfedpisech pro
biomedicinsky vyzkum (CIOMS, 2002). Pfedpokladem pro zafazeni probandu do
studii bylo vyplnéni dotazniku o zdravotnim stavu, splnéni zdravotnich kritérii pro
Ucast ve studii a podpis individualniho informovaného souhlasu. V prabéhu testd

byla zajiSténa péce dermatologa.

6.1. Cile prace

6.1.1. Penetrace / absorpce a u€¢innost Cosolu E

Cilem této Casti prace bylo stanoveni penetrace/absorpce nové vyvinutého
UV filtru pro doplnéni jeho toxikologického profilu. Penetrace byla provedena pro
33%ni vodnou disperzi s prumeérnou velikosti ¢astic 80 nm, pro 33%ni vodnou
disperzi s priimérnou velikosti ¢asti 200 nm a pro fotoprotektivni emulzi, ve které
byla zapracovana disperze s primérnou velikosti ¢astic 200 nm.

Po vyhodnoceni vSech provedenych toxikologickych zkousek bylo provedeno
stanoveni vysky ochranného faktoru ve skupiné dobrovolnikll pro &tyfi emulze
s riznym obsahem Cosolu E s pfedpokladanym SFP 10, SPF 25, SPF 30 a SPF 40.

6.1.2. Penetrace / absorpce a fototoxicita éterickych oleju

Cilem této Casti prace bylo hodnoceni potencialu fototoxicity ve skupiné
dobrovolnikl u komercné dostupnych éterickych oleji - bergamot, Litsea cubeba,
pomerang a citron od rlznych dodavatelu.

Zkouska penetrace byla provedena pro bergamotovy olej (Schupp, Némecko)

se standardnim pfidavkem bergaptenu a pro citral (Aroma, Ceska republika).

6.1.3. Hydratacni ucinky aloe vera
Cilem této casti prace bylo vyhodnoceni ucinku aktivnich ingredienci
ziskanych z aloe vera na zvySeni hydratace kize. Prvni skupina vyrobku

obsahovala jako aktivni latku prasek - Aloe Barbadensis Leaf Juice Powder
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v mnozstvi 0,5% a druha skupina obsahovala jako aktivni latku pfirodni Stavu z listu
- Aloe Barbadensis Leaf Juice v koncentracich 11%, 23% a 36% ve finalnim
vyrobku. Hydrataéni ucinky pfipravkll se zapracovanymi aktivnimi ingrediencemi
byly porovnany oproti pfipravkim bez pfitomnosti aktivni latky, a to jako po

jednorazove, tak po opakované aplikaci.

6.1.4. Ochranné ucinky rostlinnych ingredienci

Cilem této casti prace bylo vyhodnoceni vyznamu zaclenéni vybranych
rostlinnych ingredienci pouzivanych v kosmetickych prostfedcich do formulaci
Cisticich kosmetickych prostfedkl za ucelem minimalizovat mozné nezadouci ucinky
tenzidl, napf. laurylsiranu sodného (SLS). Protektivni uc€inek proti SLS pro
ingredience Green Tea, Aloe Vera, Pronalen Sunlife, Pronalen Cereal, Pronalen
Sensitive Skin a Chamomile byl testovan metodami in vitro v bunécné kultufe 3T3
fibroblastt a na rekonstruovaném modelu lidské kize (EpiDerm™). Vysledky byly

ovéfeny in vivo koznim testem ve skupiné dobrovolnikua.

6.2. Material a metodika

6.2.1. Penetrace / absorpce

Eterické oleje

ZkousSka penetrace byla provedena pro bergamotovy olej Schupp se
standardnim pfidavkem bergaptenu (5-methoxypsoralen, CAS 484-20-8, Sigma-
Aldrich Chemie, Némecko) a pro citral (CAS 5392-40-5, Aroma, Ceska republika).

Filtry ultrafialového zareni

Zkouska penetrace byla provedena pro UV filtr Cosol E (obr.¢.23) o velikosti
Castic pfiblizné 200 nm (3% vodna disperze), pro UV filtr Cosol E o velikosti ¢astic
pfiblizné 80 nm (33% vodna disperze) a pro fotoprotektivni emulzi s obsahem
Cosolu E 9% s velikosti ¢astic 200 nm.
Slozeni fotoprotektivni emulze (INCI): Aqua, Cosol E (Castice 200 nm), Paraffinum
liquidum, Caprylic/Capric Triglyceride, Polyglyceryl-3 Methylglucose Distearate,
Glycerin, C12-15 Alkyl Benzoate, Cera Alba, Dimethicone, Tocopheryl Acetate,
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Polyacrylamide, C13-14 Isoparaffin, Laureth-7, 2-Bromo-2-Nitropropane-1,3-Diol,
Methylchloroisothiazolinone, Methylisothiazolinone, Parfum.

CHj3

e

c
o/ \o—H20—0H2

OH

Obrazek €. 23: Struktura Cosolu E
6.2.1.1. Penetrace / absorpce kizi - metodika

Zkouska byla provedena dle nafizeni Komise (ES) €.440/2008, kterym se
stanovi zkuSebni metody podle nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
€.1907/2006 o registraci, hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych latek
(Metoda B.45. Absorpce klzi: metoda in vitro). a podle metodiky OECD (OECD,
2004b).

Priprava kuze

Pro zkousky penetrace byla pouzita praseci kiize ze samice, stafi 100 - 150
dni, bez spareni. Z hibetni ¢asti kize byly oddéleny 2 pasy klze o velikosti 20 x 70
cm cca 10 cm nalevo i napravo od patefe. Kuze byla zbavena podkozniho tuku,
Stétin a byly z ni vyseknuty terCiky o priméru 5 cm (obr.€.24). Po zpracovani byly
terCiky kuze zmrazeny na -18°C. Pfed vlastnim pokusem byly rozmrazeny na

vzduchu pfi pokojové teploté (2-3 hodiny).

Penetrace postup
Na magnetické michaCce nastavené na 310 otacek/min. (Variomag Poly,
Labortechnik AG, Némecko) byla sestavena aparatura z Franzovych difuznich

komdurek, vzajemné propojenych silikonovymi hadi¢kami (obr.¢.25). Cely systém byl
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napojen na lazenn s termostatem a pumpou (Julabo MB, Labortechnik GmbH,
Némecko), vodni lazefi byla nastavena na 34°C.

Do vnitini &asti Franzovy komdurky bylo vioZzeno michadlo a spodni &ast
komurky byla naplnéna recep¢ni tekutinou (0,9% chlorid sodny MERCK, 1% bovinni
albumin Sigma A9647-50G, 0,05% gentamycin Fluka 48760).

Vzorky byly aplikovany v mnozstvi 20 pl doprostfed teriku kize, ktery byl
prekryty sklenénou CepiCkou. V pfipadé penetrace tékavych latek (éterické oleje) byl
vrSek CepiCky uzavien parafiimem. Doba expozice byla pro éterické oleje 1 a 24
hodin, pro UV filtry a fotoprotektivni emulzi 24 hodin.

Po ukonceni expozice bylo provedeno stripovani svrchnich vrstev epidermis
(stratum corneum) isolepou Tesa, Sife 2,5 cm. Pfi kazdém stripu byla kize
pootoCena, paska byla na kuzi pfitlaCena pficnym pohybem nlzek a nasledné byla
z kGize odtrzena (obr.¢.26, 27).

Pro kone¢né oddéleni oddéleni epidermis od dermis byla kuze stranou
epidermis pfitlaCena na horkou plotnu (cca 80°C) na 15 - 20 vtefin a kulatou Spachtli
byla oddélena epidermis od dermis (obr.¢.28). Zbyla dermis byla rozstfihana na
kousky (obr.¢.29).

Obrazek €. 24: Terciky praseci klize Obrazek 25: Franzovy komurky
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Obrazek €. 26: stripovani kuze Obrazek €. 27: Stripy statum

corneum na Tesa pasce

Obrazek ¢€.28: Oddéleni epidermis Obrazek €.29: Rozstrihana

od dermis epidermis

6.2.1.2. Zpusob aplikace a analyza éterickych olejt

Bergamotovy olej Schupp byl obohaceny bergaptenem na koncentraci 6,76
mg bergaptenu / 1 g bergamotového oleje. Citral byl aplikovan bez Gpravy. Eterické
oleje byly aplikovany v kazdém testu na dva terCiky kize, pro kazdou latku byla
zkou$ka opakovana ve dvou nezavislych pokusech. Stripy ze stratum corneum byly
umistény do plastovych nadobek vzdy v parech. Uspofadani frakci je uvedeno

v tabulce &. 2.
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¢.frakce | popis ¢.frakce | popis
1 oplach Cepicky 8 strip 11-12
2 latka setfena z povrchu klze 9 strip 13-14
3 strip 1-2 10 strip 15-16
4 strip 3-4 11 epidermis
5 strip 5-6 12 dermis
6 strip 7-8 13 receptor fluid - recepéni tekutina
7 strip 9-10

Tabulka €.2: Uspofadani frakci pfi testovani éterickych oleju

K jednotlivym frakcim bylo pfidano extrakéni €inidlo isopropanol (CAS 67-63-0,
Merck Némecko) / voda, v poméru 50 : 50. Frakce byly extrahovany po dobu 24
hodin, nasledné byly prefiltrovany pres mikrofiltry (Spartan 30/0,2RC , Schleicher &
Schuell, Némecko) a analyzovany.

Analyza jednotlivych frakci byla provedena pomoci tandemu plynového
chromatografu Agilent 7890A a hmotnostniho detektoru Agilent 5975C (GC/MS).
Detaily chromatografické analyzy jsou uvedeny v metodice fototoxicita. Kvantifikace

byla provedena metodou standardniho pfidavku.

6.2.1.3. Zpusob aplikace a nalyza Cosolu E

a) Aplikace na 3 paralelni teréiky ktze

Filtr ultrafialového zareni Cosol E ve formé vodné disperze o velikosti ¢astic
80 nm (33%ni), ve form& vodné disperze o velikosti Castic 200 nm (33%ni)
a fotoprotektivni emulze se zapracovanym Cosolem E o velikosti ¢astic 200 nm byly
aplikovany v kazdém testu na 3 terCiky kize. V pfipadé Cosolu E byl test opakovan
ve dvou nezavislych pokusech a v pfipadé fotoprotektivni emulze byla zkouska
opakovana ve tfech nezavislych pokusech. Vzhledem Kk nizkému obsahu
analyzované latky byly jednotlivé frakce poolovany vzdy ze tfi terCiku kuazi.

Usporadani frakci je uvedeno v tabulce €. 3.
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€.frakce | popis ¢.frakce | popis
1 oplach ¢epicek z kizi 1-3 12 strip 9 z kuzi 1-3
2 latka setfena z povrchu kizi 1-3 13 strip 10 z kazi 1-3
3 strip 1 z kGizi 1-3 14 strip 11 z kGzi 1-3
4 receptor fluid-recepéni tekutina 15 strip 12 z kazi 1-3
5 strip 2 z kGzi 1-3 16 strip 13 z k4zi 1-3
6 strip 3 z kazi 1-3 17 strip 14 z kazi 1-3
7 strip 4 z kGizi 1-3 18 strip 15 z kzi 1-3
8 strip 5 z kGzi 1-3 19 strip 16 z kGzi 1-3
9 strip 6 z kazi 1-3 20 epidermis
10 strip 7 z kazi 1-3 21 dermis
11 strip 8 z kGizi 1-3

Tabulka ¢€.3: Uspofadani frakci pfi testovani éterickych oleju

b) Aplikace na 2 paralelni terciky kuze

Filtr ultrafialového zareni Cosol E ve formé vodné disperze o velikosti ¢astic

80 nm (33%ni) a ve formé& vodné disperze o velikosti ¢astic 200 nm (33%ni) byl

aplikovan v kazdém testu na dva terCiky kuze, test byl opakovan ve dvou

nezavislych pokusech. Stripy ze stratum corneum byly umistény do plastovych

nadobek vzdy v parech. Uspofadani frakci je uvedeno v tabulce €. 4.

¢.frakce popis ¢.frakce popis
1 oplach Cepicky 8 strip 11-12
2 latka setfena z povrchu kuze 9 strip 13-14
3 strip 1-2 10 strip 15-16
4 strip 3-4 11 epidermis
5 strip 5-6 12 dermis
6 strip 7-8 13 receptor fluid-recepéni tekutina
7 strip 9-10

Tabulka ¢€.4: Usporadani frakci pfi testovani éterickych oleju

K jednotlivym frakcim bylo pfidano extrakéni €inidlo 1,4-Dioxane (CAS 123-

91-1), frakce byly extrahovany po dobu 24 hodin, nasledné byly prefiltrovany pres

mikrofiltry (Spartan 30/0,2RC , Schleicher & Schuell, Némecko) a analyzovany.
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Analyza jednotlivych  frakci byla  provedena  spektrofotometricky
(spektrofotometr Unicam, Helios Beta). Metoda je zalozena na stanoveni molarniho
absorpcniho koeficientu standardu Cosolu E pfi vinové délce 340 nm, coz odpovida
jeho absorpénimu maximu. U jednotlivych vzorkd pak byla zméfena jejich absorpéni
spektra proti absrop&nim spektrim pfislusného pozadi. Pozadi bylo stanoveno ze
vzorkl penetrace bez pfidavku Cosolu E. Po odedteni absorpce pfi absorpénim

maximu 340 nm, byla vypoctena koncentrace pfipravku v daném vzorku.
6.2.2. Fototoxicita
Eterické oleje

Ve studii fototoxicity provedené ve skupiné dobrovolnikd byly pouzity

komercné dostupné éterické oleje uvedené v tabulce €. 5.

Etericky olej | CAS éislo Oznaceni podle dodavatele

bergamot 8007-75-8 Aroma (Praha)

Biomedica (Praha)

SIGMA AG (Némecko)

Schupp GmbH (Freudenstadt, Némecko)

Litsea cubeba | 68855-99-2 Aroma (Praha)

Biomedica (Praha)

pomeranc¢ 8008-57-9 Aroma (Praha)

Eoné (Krasna Lipa)

pomeranc¢ Cosmetic Karl Hadek International (Usti nad Labem)

bez terpenu

citron 8008-56-0-8 Aroma (Praha)

Eoné (Krasna Lipa)

citron Cosmetic Karl Hadek International (Usti nad Labem)

bez terpenu

Tabulka €. 5: Seznam a oznaceni éterickych olej
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6.2.2.1. Chromatograficka analyza éterickych oleju
Slozeni éterickych oleju bylo stanoveno pomoci tandemu plynového
chromatografu Agilent 7890A a hmotnostniho detektoru Agilent 5975C (GC/MS).

Detaily chromatografické analyzy jsou uvedeny v tabulce €. 6.

Kolona HP-5ms

Délka 30m

Vnitini pramér 0,25 mm
Tloustka stacionarni faze 0,25 um

Teplotni rezim 60 do 250°C
Nastrik Split 20:1

Nosny plyn Helium

Typ ionizace elektronova 70 eV

Tabulka €.6: Parametry chromatografické analyzy

Vzorky éterickych oleji byly fedény acetonitriiem v poméru 1:10. Interpretace
retenCnich Casl a spekter byla provadéna porovnanim naméfenych vysledku

s komeréné dostupnymi udaji (Adams, 1995).

6.2.2.2. Test fototoxicity ve skupiné dobrovolniku
Epikutanni testy fototoxicity ve skupiné dobrovolnikl byly provedeny dle

postupu popsaného Neumannem (Neumann et al., 2000).

Postup zkousky

Studie zahrnovala jednorazovy uzavieny kozni test (patch-test v okluzi na
spodni Casti zad) a nasledné ozareni solarnim simulatorem UV-Sun Simulator, typ
SOL-500, ktery byl doplnén filtrem typu H1 s ucelem odfiltrovat pfevaznou cast
zareni UVB, od firmy Dr. Honle. Intenzita zafeni byla kontrolovana pomoci UVA

radiometru, typ No.37 (Dr. Honle, Planegg, Némecko).

Testované vzorky byly fedény ve vodé pro tkanové kultury nebo
v sezamoveém oleji (Sesami oleum, raffinatum, Henry Lamotte GmbH, Bremen). Na

spodni Casti zad dobrovolniki 10 cm od patefe, nalevo i napravo, byly aplikovany
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v okluzi testované vzorky pomoci saturovanych terc¢ikl filtracniho papiru o priméru
0,8 cm. Doba expozice byla 1 hodina. Zbytky testované latky byly odstranény
jemnym setfenim. Ihned po sejmuti patch testu byla leva ¢ast zad ozarena solarnim
simulatorem v celkové davce UVA 5 J/icm?. Intenzita zafeni byla 5 mW/cm?
vzdalenost zafiCe od ozafované plochy cca 35 cm, doba zafeni 15 - 20 minut.
Prava Cast zad bez ozarfeni slouzila jako kontrola. Odecet reakci ve smyslu erytému
a edému byl provadén ihned po ozareni a v intervalech 24, 48 a 72 hodin po ozafeni.
Pro vypoCet a vyhodnoceni potencialu fototoxicity (pocCet pozitivnich reakci/poCet

subjektl) byly pouzity hodnoty zaznamenané v intervalech odectu 24, 48 a 72 hodin.

Okluzivni naplasti: Finn Chamber (Finn Chamber on Scanpor, Epitest Ltd Oy,
Finsko).

6.2.3. Stanoveni SPF u fofoprotektivnich emulzi

Stanoveni SPF ve skupiné dobrovolniki bylo provedeno pro fotoprotektivni
prostfedky s predpokladanym SPF 10, SPF 25, SPF 30, a SPF 40. SlozZeni

jednotlivych emulzi je uvedeno v tabulce €. 7.

Fotoprotektivni prostiredky

Ingredience (INCI) SPF 10 SPF 25 SPF 30 SPF 40
Polyglyceryl-3 Methylglucose Distearate 3-5% 3-5% 3-5% 3-5%
Diethylhexyl Carbonate 4-6% 4-6% 4-6% 4-6%
Caprylic/Capric Triglyceride 2-4% 2-4% 2-4% 2-4%
C12-15 Alkyl Benzoate 2-3% 2-3% 2-3% 2-3%
Cetearyl Alcohol 1-2% 1-2% 1-2% 1-2%
Paraffinum Liquidum 3-10% 3-10% 3-10% 3-10%
Dimethicone 1-2% 1-2% 1-2% 1-2%
Glycerin 3-5% 3-5% 3-5% 3-5%
Polyperfluoroethoxymethoxy
Diflluoromethyl Distearamide 0,4-1% 0,4-1% 04-1% 0,4-1%
Polyacrylamide, C13-14 Isoparaffin,
Laureth-7 0,5-1% 0,5-1% 0,5-1% 0,5-1%
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Xanthan Gum 0,1-0,4% 0,1-0,4% 0,1-0,4% 0,1-0,4%
Cera Alba 0% 0% 1-2% 1-2%
2-Bromo-2-Nitropropane-1,3-Diol,

Methylchloroisothiazolinone, 0,15% 0,15% 0,15% 0,15%
Methylisothiazolinone

Parfum 0,2% 0,2% 0,2% 0,2%
Tocopheryl Acetate 0,3-0,6% 0,3-0,6% 0,3-0,6% 0,3-0,6%
Cosol E (velikost ¢astic 200 nm) 9% 10% 13,5% 18%
Octocrylene 0% 10% 10% 10%
Butyl Methoxydibenzoylmethane 0% 2% 2% 2%
Ethylhexyl Methoxycinnamate 1% 0% 0% 0%
Aqua ad 100% ad 100% ad 100% ad 100%

Tabulka €.7: Slozeni fotoprotektivnich emulzi

6.2.3.1. Spektralni kfivka Cosolu E

Nové vyvinuty Sirokospektralni UV filtr COSOL E rozpustény v dioxanu ma

dvé charakteristické absorp&ni viny s maximy pfi 300 nm a 340 nm (graf ¢.1).
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Graf €. 1: Spektralni kfivka Coslou E v dioxanu
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6.2.3.2. Stanoveni SPF in vivo - metodika

Zkouska stabnoveni SPF in vivo byla provedena dle International Sun
Protection Factor (SPF) Test Method (COLIPA - The European Cosmetic Toiletry
and Perfumery Association; CTFA-SA - Cosmetic, Toiletry & Fragrance Association

of South Africa; JCIA - Japan Cosmetic Industry Association, 2006).

Princip metody

Ochranny faktor (SPF) je definovan jako pomér minimalni erytémové davky na
kazi oSetfené ochrannym prostfedkem (MED,) a minimalni erytémové davky na
neoSetiené kuzi (MED,) u jednoho subjektu.

v v,

zareni, ktera zplUsobuje zfetelny, viditelny erytém v misté expozice 16 - 24 hodin po

ozareni.

MED, - oSetfena kuze

SPF =

MED, - neoSetfena kiaze

Ochranny faktor SPF u ochranného prostiedku je aritmetickym primérem
individualnich hodnot SPF vSech probandl v testu.
Zdroj zareni

UV simulator Model 601-300 (Solar Light Co., USA), kontinualni emisni spektrum
290 - 400 nm, simulujici slunecni zafeni. Simulator ozafuje plochu 5 x 6 cm v Sesti

bodech o priméru 1 cm, sérii davek rostoucich geometrickou fadou (faktor 1,25,

resp. faktor 1,12 pro vyrobky s SPF vy$Sim nez 25).

Pro méfeni davky a automatické davkovani zareni je pouzivan radiometr PMA
2100-DCS (Dose Control System Solar Light, USA).
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Standard

Pro test byl pouzit standard P2 s nasledujicimi parametry:

Standard Prumérna Rozsah hodnot (+ 2 SD)
(dle metodiky Colipa) | hodnota SPF dolni limit horni limit
P2 16.6 142 19.0

Dobrovolnici

Pro stanoveni SPF byli vybrani dobrovolnici s fototypem kuze | - llI
(klasifikace podle Fitzpatricka) (Fitzpatrick, 1988). Klasifikace je uvedena v tabulce
¢. 8.

Kozni fototyp Popis

fototyp | vzdy se snadno spali, nikdy se neopali
fototyp Il vzdy se snadno spali, opali se minimalné
fototyp Il spali se mirné, opali se pozvolné

fototyp IV spali se minimalné, vzdy se dobfe opali
fototyp V spali se zfidka, opali se znacné

fototyp VI nikdy se nespali, dokonale pigmentovany

Tabulka €.8: Klasifikace koznich fototypU podle Fitzpatricka

Aplikace vzorku

Na horni ¢asti zad bylo vyznaceno 6 ploch o rozmérech 5 x 6 cm. Prvni byla
uréena pro stanoveni MED,, druha plocha byla ur€ena pro kontrolni stanoveni SPF
u standardniho vzorku P», plochy tfeti az Sesta byly ur€eny pro testované vzorky.
Vzorky a standard P» byly aplikovany v mnozZstvi 2 mg/cmz. Navazené mnozstvi
vzorku i standardu bylo naneseno na vyznacCenou plochou a rozetfeno do
homogenni vrstvy vertikalnimi i horizontalnimi tahy prstem (cca 30 sekund). Aplikace

probéhla 15 minut pred zarenim.
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UV expozice

U vSech probadnl byla stanovena minimalni erytémova davka (MED) pro
neoSetfenou plochu (MED,); plocha byla exponovana zakladni sérii davek (11 - 33
mJ/cm? pro faktor 1,25; 15 - 26 mJ/cm? pro faktor 1,12).

Pro standard P2 byla stanovena minimalni erytémova davka (MEDp;) pfi
navyseni expozice 16 krat. Pro vzorek s SPF 10 byla stanovena minimalni
erytémova davka (MEDspr 10) pfi navySeni, expozice 10 krat. Pro vzorek s SPF 25
byla stanovena minimalni erytémova davka (MEDspr 25) pfi navySeni expozice 25
krat. Pro vzorek s SPF 30 byla stanovena minimalni erytémova davka (MEDspr 30);
expozice byla navySena 30 krat. Pro vzorek s SPF 40 byla stanovena minimalni

erytémova davka (MEDspr 40); expozice byla navySena 40 krat.
Odecet reakci

Odecet reakci (zfetelny, viditelny erytém) probihal v intervalu 16 - 24 hodin po
skonCeni zafeni. U kazdého probanda byla zaznamenana minimalni erytémova
davka odpovidajici zifetelnému, viditelnému erytému na neoSetfené kuizi, na kUzi

oSetfené standardem a kuZzi oSetfené testovanymi vzorky.
Kalkulace vysledku

Ochranny faktor SPF je vyjadfen jako aritmeticky pramér individualnich hodnot

SPF; ziskanych u jednotlivych probandu.

Ze statistického hodnoceni byly vylou€eny hodnoty individualnich SPF;, pokud
u probandl série davek nevyvolala erytémovou reakci v zadném misté expozice
pfislusné plochy, série davek vyvolala erytémovou reakci v nahodnych mistech
expozice prislusné plochy nebo série davek vyvolala erytémovou reakci ve vSech

mistech expozice pfislusné plochy.

Pfi vypoCtu SPF z individualnich hodnot SPF; byla stanovena smérodatna
odchylka a interval spolehlivosti. Stanovena hodnota SPF plati v pfipadé, pokud

interval spolehlivosti je mensi nebo roven 17%.
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6.2.4. Stanoveni hydratace

Hydratacni studie byla provedena ve 2 skupinach vyrobkld s riznou formou
aktivni latky aloe vera.

Prvni skupina vyrobk( byla pfipravena firmou ttz Bremerhaven (Némecko)
a obsahovala jako aktivni latku Aloe Barbadensis Leaf Juice Powder v mnozstvi
0,5% precipitatu z Aloe Vera. Byly pfipraveny 2 formulace, AMAY Cream s
pridavkem aktivni latky a AMAY Placebo bez pfidavku aktivni latky.
Slozeni AMAY Cream (INCI):
Aqua, Paraffinum Liquidum, Trilaureth-4 Phosphate, Ammonium
Acryloidmethyltaurate/VP ~ Polymer, Propylene Glycol, Diazolidinyl Urea,
Methylparaben, Propylparaben, Aloe Barbadensis Leaf Juice Powder (0,5%).

Druha skupina vyrobk( byla pfipravena firmou Gradiens (Madarsko)
a obsahovala jako aktivni latku Aloe Barbadensis Leaf Juice v koncentracich 11%,
23% a 36% ve finalnim vyrobku. Rovnéz v této skupiné vyrobkl byla pfipravena
receptura bez pfitomnosti aktivni latky - Aloe Vita placebo.
Slozeni Aloe Vita gel (INCI):
Aqua, Alcohol, Glycerin, Propylene Glycol, Polysorbate 60, Cetyl Alcohol, Carbomer,
Triethanolamine, Lavandula Angustifolia Extract, Methylparaben, Aloe Barbadensis
Leaf Juice v koncentracich 11%, 23% a 36%.

6.2.4.1. Stanoveni hydratace - metodika
Zkouska stanoveni hydratace byla provedena podle principl uvedenych
v postupech COLIPA (COLIPA, 2008).

Aplikace vzorku a intervaly méreni - jednorazova aplikace

Testovany vzorek AMAY Cream byl aplikovan na volarni pfedlokti pravé ruky,
ve vzdalenosti 5 cm distalné od loketni jamky v mnoZstvi 2 mg/cm? a vzorek AMAY
Placebo byl aplikovan na volarni pfedlokti levé ruky, ve vzdalenosti 5 cm distalné od
loketni jamky v mnoZstvi 2 mg/cm?

Testované vzorky Aloe Vita Cream 11% aloe juice a Aloe Vita Cream 23%
aloe juice byly aplikovany na volarni predlokti pravé ruky, ve vzdalenosti 5 cm,

respektive 10 cm distalné od loketni jamky v mnoZstvi 2 mg/cm? a vzorky Aloe Vita
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Cream 36% aloe juice a Aloe Vita Placebo byly aplikovany na volarni pfedlokti levé
ruky, ve vzdalenosti 5 cm, respektive 10 cm distalné od loketni jamky v mnozstvi 2
mg/cm?.

Méreni byla provadéna 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h a 6 h po aplikaci testovanych

vzorkU.

Aplikace vzorku a intervaly méreni - opakovana aplikace

Mista aplikace a aplikované mnozstvi bylo shodné jako v pfipadé jednorazové
aplikace.

Méfeni a opakovana aplikace byla provadéna podle nasledujiciho schématu:
Den 1: aplikace vzorkl, méfeni hydratace 1 h a 5 h po aplikaci
Den 2: méfeni hydratace pred aplikaci vzork(; aplikace vzork(; méfeni hydratace
5 h po aplikaci; aplikace vzorkd;
Den 3: méfeni hydratace pred aplikaci vzork(; aplikace vzork(; méfeni hydratace
5 h po aplikaci; aplikace vzorkd;
Den 4: méfeni hydratace pfed aplikaci vzork(; aplikace vzork(; méfeni hydratace
5 h po aplikaci; aplikace vzorkd;
Den 5: méfeni hydratace pred aplikaci vzork(; aplikace vzork(; méfeni hydratace

5 h po aplikaci.

Instrumentalni vyhodnoceni stupné hydratace

Stupen hydratace byl méfen pomoci pfistroje Corneometer CM 820 (Courage
+ Khazaka). Hydratace pokozky byla hodnocena korneometricky na bazi zmén
hodnot dielektrické konstanty v zavislosti na obsahu vody ve stratum corneum.
MérFeni byla provadéna v souboru 30 osob, v klimatizované mistnosti pfi standardni

teploté 21°C, relativni vihkosti 45-50%, aklimatizace osob 15 minut pfed méfenim.

Vyhodnoceni vysledku
Stupen hydratace byl klasifikovan v procentech jako odchylka hodnoty

aktualniho méfeni vzorku od aktualni hodnoty placeba, které slouZilo jako kontrola.

Porovnani pramérnych hodnot hydratace v jednotlivych intervalech odectu

mezi jednotlivymi misty aplikace a jednotlivymi testovanymi vzorky bylo provedeno
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metodou analyzy rozptylu ANOVA. Statisticky vyznamné rozdily byly porovnany

testy mnohonasobného porovnani metodou LSD (Least Significant Difference).
6.2.5. Ochranné ucinky rostlinnych extraktt
Komercné dostupné ingredience pro kosmetické prostfedky Aloe Vera, Green

Tea, Pronalen Sunlife, Pronalen Cereal, Pronalen Sensitive Skin, Chamomile byly

dodany firmou Provital Francie (tab. €.9)

Nazev v seznamu
Komeréni nazev Specifikace prisad podle spole¢né Cislo CAS
nomenklatury
Aloe Vera Vytazek z listd aloe ALOE BARBADENSIS 85507-69-3 /
pravé LEAF EXTRACT 94349-62-9
Green Tea Vytazek z listd CAMELLIA SINENSIS 84650-60-2
zeleného Caje LEAF EXTRACT
Pronalen Sunlife | Sladovy vytazek MALT EXTRACT 8002-48-0
Pronalen Cereal | Vytazek z kli¢ku TRITICUM VULGARE 84012-44-2
pSenice obecné GERM EXTRACT
Pronalen Vytazek z listh OCIMUM SANCTUM 91845-35-1
Sensitive Skin bazalky posvatné LEAF EXTRACT
(a) (and)
vytazek z plodu SILYBUM MARIANUM
ostropestice FRUIT EXTRACT 84604-20-6
marianského
Chamomile Vytazek z kvétl CHAMOMILLA 84082-60-0
hefmanku pravého RECUTITA FLOWER
EXTRACT

Tabulka €.9: Specifikace testovanych vzork( rostlinnych extraktt

6.2.5.1. Metody in vitro

6.2.5.1.1. Zkouska cytotoxicity 3T3 NRU

Zkouska cytotoxicity byla provedena dle standardniho protokolu INVITTOX
€.64 (http://ecvam-dbalm.jrc.ec.europa.eu). Fibroblasty Balb/c 3T3 byly kultivovany
v DMEM s bovinnim sérem (10%), nasazeny do 96-ti jamkovych destiCek a
exponovany po dobu 24 hodin SLS (SIGMA-ALDRICH Co., USA) rozpusténému
v DMEM bez séra (koncentrace 1, 5, 10, 15, 20 ug/ml), a to jednak samotnému a
dale v kombinaci s testovanymi vzorky v jejich nejvySSi necytotoxické koncentraci.

PFijem neutralni ¢ervené, odpovidajici zivotnosti bunék, byl detekovan fluorimetricky
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(Denley-Wellfluor reader, Velka Britanie). Zivotnost bun&&nych kultur ovlivnénych
experimentalnimi vzorky byla vyjadfena jako procento Zivotnosti kontrolni bunécné
kultury (ovlivnéné kultivanim mediem bez séra).

Ochranné ucinky testovanych rostlinnych ingredienci byly definovany jako
pomér Zzivotnosti: (SLS s testovanou latkou) / (SLS bez testované latky). Pro
statistické hodnoceni vyznamnosti rozdilu zivotnosti kultury ovlivnéné SLS a SLS
v kombinaci se $esti testovanymi vzorky byla pouzita analyza rozptylu se Sidakovou

korekci pro mnohonasobné srovnavani (hladina vyznamnosti 0,05) (Hsu, 1996).

6.2.5.1.2. Modifikovana zkouska drazdivosti na rekonstruovaném modelu
lidské kaze

Ochranny ucinek zkouSenych aktivnich ingredienci proti SLS byl testovan
s vyuzitim modifikované zkousky drazdéni kuze in vitro, zkouSka pomoci modelu
rekonstruované lidské epidermis (ES, 2008b) na kozZnich modelech EPI-200
(MatTek, USA).

Po pre-inkubaci tkani po dobu 1 hodiny (37°C, 5% CO,), bylo na povrch tkani
aplikovano 25 ul SLS (0,75% vodny roztok) nebo SLS v kombinaci s pfedem
zjisténymi nejvysSimi netoxickymi koncentracemi testovanych aktivnich ingredienci.
Po ukonceni expozice (15 min.) byly tkané jemné oplachnuty pufrovanym roztokem
(PBS), aby se odstranila rezidua testovanych vzorkl(. Tkané byly poté inkubovany
v Cerstvém mediu dalSich 42 hodin, oplachnuty PBS a pfeneseny do desticky
obsahujici roztok MTT. Cytotoxicita, ve smyslu snizeni zivotnosti tkani, byla
vyjadiena jako redukce aktivity mitochondrialni dehydrogenasy, ktera byla méfena
kvantitativné jakozto produkce formazanu z MTT dle protokolu INVITTOX ¢&. 17

(http://lecvam-dbalm.jrc.ec.europa.eu).

6.2.5.2. Metoda in vivo

Zkouska kozni iritace ve skupiné dobrovolnikt

Ochranny ucinek zkousenych vzork( proti SLS byl testovan nasledujicim
zpusobem:
roztok SLS (2%, 5% vodny roztok) a SLS v kombinaci s testovanymi aktivnimi
ingrediencemi (v koncentracich doporu¢enych vyrobcem pro kosmetické prostfedky)

byl aplikovan pomoci semiokluzni naplasti (Curatest, Lohmann/Rauscher, Némecko)
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na horni ¢ast zad 15 zdravych dobrovolniki. Expoziéni ¢as byl 4 hodiny (Nicholson
a Willis, 1999). Vizualni odecet koznich reakci byl proveden 30 min., 24 h a 48 h po
odstranéni testu. Kozni erytém byl hodnocen podle nasledujici stupnice: 0 - Zadny
viditelny erytém, 0,5 - minimalni nebo nejednoznacny erytém, 1 - slabé zarudnuti,
teCkované a difuzni, 2 - mirné, homogenni zarudnuti, 3 - silné, homogenni zarudnuti,
4 - ohnivé zarudnuti (COLIPA, 1997). Skore vSech dobrovolniku v kazdém intervalu
odectu bylo se¢teno a vysledek byl vydélen poétem dobrovolnikd (Index kozni iritace,
IKI).

Ochranny uc¢inek byl vypodten jako rozdil indext kozni iritace: IKI (SLS
a testovana latka) - IKI (SLS). Vyznamnost rozdill mezi indexy kozni iritace byla
statisticky zhodnocena pomoci analyzy rozptylu s naslednym Dunnettovym testem

pro porovnani vauci kontrole (SLS) (Hsu, 1996).
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6.3. Vysledky

6.3.1. Eterické oleje

6.3.1.1. Chromatograficka analyza éterickych oleju

Chromatografickou analyzou byla prokazana pfitomnost fotoaktivnich latek,
jejichz zastoupeni a hmotnostni koncentrace je uvedena v tabulce ¢. 10. Pfehled

identifikovanych aktivnich slozek éterickych olejl je uveden v tabulce ¢. 11.

Bergamotové oleje dodavatell Aroma a Biomedica neobsahovaly Zadné
fotoaktivni latky. U bergamotovych oleji dodavatel Sigma a Schupp byla zjisténa
pfitomnost neralu, geranialu a zejména bergaptenu, bergamotinu a bergaptolu.

Eterické oleje Litsea cubeba, pomerané a citron od vSech dodavatel(
obsahovaly neral a geranial v rizném mnozstvi, a to od koncentraci neralu 0,101%
u pomerance Aroma, po 29,689% u oleje Litsea cubeba Biomedica. Koncentrace
geranialu byly zjistény v koncentracich od 0,27% u pomerance Aroma po 39,962%
u éterického oleje Litsea cubeba Biomedica.

Dal$i fotoaktivni latky, napf. isopimpinelin a oxypeucedanin byly zjistény ve

stopovych mnozstvich.

73



YepeH ey

€90°0 6eL'LC aad nuadia} zaqg uo.o
+ 9ez'e G¥6°L 9uo3 uoMD
090t 96.°L BUWOJY UOID
YepeH ey

G/80 Y0 nuadis) zeq Quelowod
£62°0 GLLO 9u03 QuEssWOd
-—- - -—- --- - - 020 1010 BWOJY Quelswod
eolpawolg

- 296'6€ 689'62 BQagnO BS9S]
G..°0€ 1€8°'lC BWOJY Bgaqnd ess)
6L°0 €8°0 + 8L°0 €¥'0 ddnyog jowebieg
€L'o + 980 €0 €L0 ¥0°0 8¥'0 ewbis jowebiog
- eolpawolg jowebiag
- - - - - --- - - ewoly Joweblag
ujuepaosnadAxQ | uaydosy | ulpuidwidos| | upowebiag | |oydebiag | usydebiag | |eluesan |eJaN [ojeAepop / A9zeu

nez

v

- hmotnostni koncentrace (%); méné

éterickych oleju

s

zeni

Tabulka ¢.10: Slo
0,01% - "+".

74



Nazev / synonyma

Nazev podle IUPAC

Struktura

Bergapten
5-methoxypsoralen
5-methoxy-6,7-
furokumarin

4-methoxy-7H-furo[3,2-g]chro-
men-7-on

Bergamotin
5-geranoxypsoralen
Bergaptin

4-{[(2E)-3,7-dimethylokta-2,6-
dien-1-ylJoxy}-7H-furo[3,2-
glchro-

men-7-on

Bergaptol
5-hydroxypsoralen
5-
hydroxyfurokumarin

4-hydroxy-7H-furo[3,2-g]chro-
men-7-on

Isopimpinelin

4,9-dimethoxy-7H-furo[3,2-

5,8- glchro-men-7-on o
dimethoxypsoralen O, \
5,8-dimethoxy-6,7- 7
furokumarin oS
-
Oxypeucedanin 4-{[(2S)-3,3-dimethyloxiran-2-
5-(Isoamyloxy-2,3- yl]- methoxy}-7H-furo[3,2-
epoxide)psoralen glchro- /\Zﬁ
men-7-on o %

/ S
Citropten 5,7-dimethoxy-2H-chromen-2-
5,7- on N o
dimethoxykumarin \i
Qltrapten S
Limetin

.
Citral 3,7-dimethylokta-2,6-dienal
cis,trans-citral o
geranial/neral ‘ K)\
P N PN

Tabulka €. 11: Slozky éterickych oleju
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6.3.1.2. Test fototoxicity ve skupiné dobrovolniku

NejvysSi nefototoxické / necytotoxické koncentrace jednotlivych oleju zjisténé

ve zkousce fototoxicity s vyuzitim trojrozmérnych rekonstruovanych modell lidské

kize EpiDerm™ byly zvoleny pro zkousku fototoxicity in vivo ve skupiné

dobrovolniku (Kejlova et al., 2007).

Vysledky fototoxicity bergamotovych oleji v limitované skupiné dobrovolniku

jsou uvedeny v tabulce €. 12.

Etericky olej / koncentrace

Intervaly odectu

pocet pozitivnich reakci

24 h 48 h 72 h
Bergamot Aroma (1% ve vodé) 0/5 0/5 0/5
Bergamot Biomedica (1% ve vodé) 0/5 0/5 0/5
Bergamot Sigma (0,1% ve vodé) 5/5 5/5 5/5
Bergamot Schupp (0,0316% ve vodé) 5/5 5/5 5/5
Bergamot Aroma (1% v oleji) 0/5 0/5 0/5
Bergamot Biomedica (10% v oleji) 0/5 0/5 0/5
Bergamot Sigma (0,316% v oleji) 0/5 0/5 0/5
Bergamot Schupp (0,1% v oleji) 0/5 0/5 0/5

Tabulka €. 12: Fototoxicita bergamotovych oleji ve skupiné dobrovolnikud

Fototoxické reakce byly zaznamenany v pfipadé bergamotovych oleji Sigma

a Schupp, a to pouze v pfipadé fedéni téchto oleji ve vodé (obr.¢.30).

Obrazek ¢&. 30: Fototoxické reakce bergamotovych oleji Sigma (0,1%) a Schupp
(0,0316%), interval odectu 24 h po ozareni
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Vysledky fototoxicity citrusovych éterickych oleju v limitované skupiné

dobrovolnikd jsou uvedeny v tabulce €. 13.

Intervaly odectu

Etericky olej poéet pozitivnich reakci
koncentrace (fedéno ve vodé) 24 h 48 h 72 h
Litsea cubeba Aroma (0,1%) 0/10 0/10 0/10
Litsea cubeba Biomedica (0,1%) 0/10 0/10 0/10
Pomerané Aroma (1%) 6/10 6/10 4/10
Pomerané Eoné (0,1%) 110 0/10 0/10
Pomeran¢ bez terpenu Karl Hadek (0,1%) 0/10 0/10 110
Citron Aroma (1%) 6/10 5/10 5/10
drazdi 5/10 | drazdi 3/10 | drazdi 3/10
Citron Eoné (0,1%) 2/10 310 2/10
drazdi 1/10
Citron bez terpenu Karl Hadek (0,1%) 110 0/10 0/10
drazdi 1/10

Tabulka €. 13: Fototoxicita citrusovych oleju ve skupiné dobrovolniku

Fototoxické reakce nebyly zaznamenany pouze u oleju Litsea cubeba od

obou dodavatell. V pfipadé ostatnich éterickych oleju byly zaznamenany fototoxické

reakce alespon v jednom intervalu odectu. U oleju citron Aroma, citron Eoné a citron

bez terpenu Karl Hadek byly zjiStény i drazdivé reakce, tedy reakce v misté aplikace

oleju bez pfitomnosti UV zareni.

V nasledujici &asti studie byl

pro éterické oleje se zaznamenanymi

fototoxickymi / drazdivymi reakcemi pouzit bezpe&nostni faktor 10, coz znamena, ze

oleje byly aplikovany v koncentracich 10 krat nizSich nez jsou koncentrace

zpusobuijici fototoxické / drazdivé reakce.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce €. 14.
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Intervaly odectu
Etericky olej pocet pozitivnich reakci
koncentrace (fredéno ve vodé) 24 h 48 h 72 h
Pomeran¢ Aroma (0,1%) 0/10 0/10 0/10
Pomeran¢ Eoné (0,01%) 0/10 0/10 0/10
Pomeranc bez terpenu Karl Hadek (0,01%) 0/10 0/10 0/10
Citron Aroma (0,1%) 0/10 0/10 0/10
Citron Eoné (0,01%) 0/10 0/10 0/10
Citron bez terpenu Karl Hadek (0,01%) 0/10 0/10 0/10

Tabulka €. 14: Fototoxicita citrusovych oleji ve skupiné dobrovolnik( - bezpeénostni
faktor 10

V pfipadé zarazeni bezpecnostniho faktoru 10, tedy pouziti koncentraci 10
krat nizSich nez jsou nejvy$Si nefototoxické / necytotoxické koncentrace ziskané
metodami in vitro s vyuzitim trojrozmérnych rekonstruovanych modelu lidské kize

EpiDerm™, nebyly zaznamenany adné reakce.
6.3.1.3. Penetrace éterickych oleju

Zkouska penetrace byla provedena pro bergamotovy olej (Schupp, Némecko)

se standardnim pfidavkem bergaptenu a pro citral (Aroma, Ceska republika).

Vysledky jsou vyjadfeny v procentech jako pomér mnozstvi stanovené latky
v jednotlivych vrstvach k celkovému stanovenému mnozZstvi. Eterické oleje jsou
vysoce tékavé latky, které, pokud nepenetruji do kize, bud kondenzuji na Cepitce
nebo zUstavaji na povrchu kuze. Z tohoto divodu byly hodnoty bergaptenu / citralu
stanovené na povrchu CepiCky a kuze secteny a v grafu byly vyjadreny jako hodnota

pro "surface".
a) Penetrace bergamotového oleje - aplikace 1 hodina

Vysledky penetrace bergamotového oleje Schupp se standardnim pfidavkem

bergaptenu jsou uvedeny v grafu €. 2.
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Graf €.2: Penetrace bergamotového oleje - aplikace 1 hodina

Po 1 hodinové aplikaci zlstava bergapten zejména na Cepi€ce a povrchu
kiize, a to v mnozstvi 58 - 79 %.

Ve stripech sejmutych z rohové vrstvy stratum corneum byl stanoven
bergapten ve stripech 1-2 v mnozstvi 7 - 19 %, ve stripech 3-4 v mnozstvi 2 - 4 %,
ve stripech 5-6 v mnozstvi 1 - 2 %, ve stripech 7-8 v mnozstvi 1 - 6 % ve stripech 9-
10 v mnozstvi 1 -3 %, v epidermis v mnozstvi 2 - 7 % a v dermis v mnozstvi 2 - 5
% bergaptenu. V ostatnich stripech byla stanovena pouze stopova mnoZzZstvi
bergaptenu.

V recepcni tekutiné bergapten stanoven nebyl.
b) Penetrace bergamotového oleje - aplikace 24 hodin

Vysledky penetrace bergamotového oleje Schupp se standardnim pfidavkem

bergaptenu jsou uvedeny v grafu ¢. 3.

79



B Pokus 1 kuze |
O Pokus 1 ktize I
70% m Pokus 2 kuze |
m Pokus 2 kuze I

80%

60% -

50% -

40% -

30%

20%

% ze stanoveného mnozstvi

10%

0 % T T T T T T T T T

Graf €. 3: Penetrace bergamotového oleje - aplikace 24 hodin

Po 24 hodinové aplikaci zlUstava bergapten na CepiCce a povrchu klze
v mnozstvi 13 - 28 %.

Ve stripech sejmutych z rohové vrstvy stratum corneum byl stanoven
bergapten ve stripech 1-2 v mnozstvi 5 - 10 %, ve stripech 3-4 v mnozstvi 2 - 5 %,
ve stripech 5-6 v mnozstvi 1 - 3 %, ve stripech 7-8 v mnozstvi 1 - 3 % ve stripech 9-
10 v mnozstvi 1 %, v epidermis v mnozstvi 6 - 15 % a v dermis v mnozstvi 36 - 55
% bergaptenu, V ostatnich stripech byla stanovena pouze stopova mnoZzZstvi
bergaptenu.

V recepCni tekutiné bylo stanoveno 3 - 7 % z celkového stanoveného

mnozstvi bergaptenu.

c) Penetrace citralu - aplikace 1 hodina

Vysledky penetrace citralu jsou uvedeny v grafu €. 4.
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Graf €.4: Penetrace citralu - aplikace 1 hodina

Po 1 hodinové aplikaci zlstava citral na Eepi€ce a povrchu kize v mnozstvi
80 - 96 %.

Ve stripech sejmutych z rohové vrstvy stratum corneum byl stanoven citral ve
stripech 1-2 v mnozstvi 3 - 14 %, ve stripech 3-4 v mnozstvi 0 - 3 %. V ostatnich
stripech byla stanovena pouze stopova mnozstvi citralu.

V recepcni tekutiné citral stanoven nebyl.

b) Penetrace citralu - aplikace 24 hodin

Vysledky penetrace citralu jsou uvedeny v grafu €. 5.
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Graf €.5: Penetrace citralu - aplikace 24 hodin

Po 24 hodinové aplikaci zUstava citral na ¢epicce a povrchu kiize v mnozstvi
70 - 96 % z cekového stanoveného obsahu citralu.

Ve stripech sejmutych z rohové vrstvy stratum corneum byl stanoven citral ve
stripech 1-2 v mnozstvi 2 - 10 %. V ostatnich stripech byla stanovena pouze stopova
mnozstvi citralu. V epidermis bylo stanoveno 0 - 4 % citralu a v dermis 2 - 12%
citralu z celkového stanoveného mnoZzstvi.

V recepcni tekutiné citral stanoven nebyl.

6.3.1.4. Diskuse

V literatufre se uvadi, ze nékteré latky klasifikované jako fototoxické ve
zkousce 3T3 NRU, nejsou fototoxické pfi aplikaci na kizi v nizkych koncentracich
(Jones et al., 2003; Kandarova, 2006). Tato skuteCnost je davana do souvislosti
s jejich omezenou biologickou dostupnosti v kizi, tedy s jejich schopnosti
penetrace/absorpce do klUze. Biologicka dostupnost fofotaktivni latky je
pravdépodobné kliCovy faktor pro rozvoj kozni reakce po ozareni (Jones et al., 2003;
Liebsch et al., 2005). Rekonstruované trojrozmérné modely lidské kGze obsahuijici
rohovou vrstvu disponuji kozni bariérou stejnou jako lidska epidermis. Proto jsou
navrzeny jako doplinkova metoda pro potvrzeni pozitivnich, pfipadné

nejednoznacnych vysledkd ziskanych zkouSkou 3T3 NRU PT. Slouzi rovnéz pro
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zkousSeni latek, které v bunééné kultufe, z rlznych ddvodl, zkouSet nelze.
Trojrozmérné modely rekonstruované lidské kiize jsou vhodné pro testovani latek a
pripravku, které jsou aplikovany nefedéné, s extrémnim pH, pfipadné jsou
zapracované do formulaci finalnich vyrobkud v nizkych koncentracich (Liebsch et al.,
2005).

Bergamotové éterické oleje obsahujici fotoaktivni latky neral, geranial,
bergapten, bergaptol bergamotin a citropten jsou fototoxické v testu in vivo ve
skupiné dobrovolnikd i v pfipadé, kdy je pouzita nejvySSi nefototoxicka /
necytotoxickd koncentrace (fedéno ve vodé) zjisténa ve zkouSce fototoxicity
s vyuzitim trojrozmérnych modelu kize.

U citrusovych oleju byly zaznamenany fototoxické / iritaéni reakce u oleju
obsahujicich fototaktivni laky neral a geranial, v pfipadé pouzitych nejvysSich
nefototoxickych / necytotoxickych koncentraci zjiSténych ve zkouSce fototoxicity
s vyuzitim trojrozmérnych modeld kize.

V pfipadé pouziti bezpe&nostniho faktoru 10, tedy aplikace olejl
v koncentracich 10 krat nizSich nez je nejvySSi nefototoxicka / necytotoxicka
koncentrace ziskané ze zkousek s vyuzitim trojrozmérnych modelu kGze, zadné ze
zkousenych éterickych oleju fototoxické nejsou.

Vyjimku tvofi oleje ziskané z rostliny Litsea cubeba od vyrobcli Aroma
a Biomedica s vysokym obsahem neralu a geranialu, které jsou klasifikovany jako
fototoxické ve zkouSce fototoxicity 3T3 NRU PT. Ve zkouSce fototoxicity s vyuzitim
trojrozmérného modelu kiize a ve zkouSce fototoxicity ve skupiné dobrovolniku jejich
fototoxicita nebyla potvrzena. Je pravdépodobné, Ze diky slozeni oleju nedochazi
k penetraci fofotaktivnich slozek a tudiz nejsou biologicky dostupné pro rozvoj
fototoxické reakce.

Pokud zkous$ka fototoxicity 3T3 NRU poskytuje nejednoznacné nebo hranicni
vysledky, méla by byt hodnocena latka zkouSena na trojrozmérnych modelech lidské
kiize a vysledky by mély byt ovéfeny v klinické studii s pouzitim bezpecnostniho
faktoru 10, tedy =zkouSeni koncentraci 10 krat nizSich nez je nejvysSi
fototoxicka/cytotoxicka koncentrace hodnocené latky metodami in vitro.

Pfi zkouSce penetrace bergamotoveho oleje obohaceného bergaptenem bylo
po 1 hodinové aplikaci zjist€no nejvys$si mnozZstvi bergaptenu na povrchu kize a
Cepicky, a to v mnozstvi 58 - 79 %. Bergapten byl stanoven nejen ve stripech ze

stratum corneum, ale v mnozstvi 2 - 5 % i v dermis, ¢imz je splnén pfedpoklad
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biologické dostupnosti fotoaktivni latky nezbytné pro rozvoj fototoxické reakce. Pfi
24 hodinové aplikaci penetruje bergapten do dermis v mnozstvi 36 - 55 % a do
recepcni tekutiny v mnozstvi 3 - 7%

Citral pfi 1 hodinové aplikaci zlistava v 80 - 96 % stanoveného mnozstvi na
povrchu kize a v penetruje do urovné stripu 1-2 ze stratum corneum v mnozstvi 3 -
14 % a do urovné stripu 3-4 ve stopovych mnozstvich. Po 24 hodinové aplikaci na
povrchu kuze zustava 70 - 96 % z celkového stanoveného mnozstvi, do dermis
penetruje 0 - 4 % citralu a v recepCni tekutiné citral stanoven nebyl.

PFi zkousSce fototoxicity in vivo ve skupiné dobrovolnikl(l je zkouSena latka
aplikovana na 1 hodinu, proto vysledky kozni penetrace/absorpce po 1 hodinové
aplikaci poskytuji dalezitou informaci pro odhad potencialu fototoxicity zkouSené
latky.

Jiz v roce 1940 byla studovana kinetika esencialnich oleju a bylo prokazano,
Ze ve vydechovaném vzduchu se slozky éterickych oleju objevuji v rlznych
Casovych intervalech od aplikace esencialnich oleju na kizi. Nékteré se objevuji ve
vydechovaném vzduchu jiz po 20 minutach po aplikaci, napf. terpentyn, a-pinen; po
20 - 40 minutach linalool a eugenol. Bergamot, anyz a citron jsou ve vydechovaném
vzduchu po 40 - 60 minutach, citronela, levandule a geranium po 60-80 minutach a
citral, peppermint a geraniol az po 100 - 120 minutach po aplikaci na kizi.

Penetrace / absorce esencialni oleju a celkovy absorbovany obsah zavisi na
mnoha faktorech. ProtoZe se jedna o vysoce tékavé latky, odpafuji se bezprostfedné
po aplikaci na kuzi. Mnozstvi, které penetruje do kize je tedy podstatné mensi nez
mnozstvi aplikované. DalSim faktorem, ktery se uplatfiuje pfi penetraci latek, je jejich
viskozita, latky s vySSi viskozitou penetruji pomaleji (Tisserand a Balacs, 1995).

Experimenty provedené v ramci této disertaéni prace potvrdily dynamickou
penetraci fotoaktivnich slozek éterickych olejd, zejména bergaptenu, v zavislosti na
Case expozice az do dermis a recepcCni tekutiny. Tato skuteCnost dokumentuje
biologickou dostupnost fotoaktivnich latek a moznou systémovou expozici, ktera je
dikazem pro pfitomnost potencialu fototoxicity / fotosenzibilizace.

Vysledky ziskané pfi zkouSce fofotoxicity 3T3 NRU PT jsou nezbytné pro
hodnoceni latek pfed jejich zapracovanim do finalnich formulaci spotfebnich
vyrobkl. V pfipadé nejednoznacnych vysledkl je nezbytné provést zkouSku
fofotoxicity s vyuzitim trojrozmérnych modelt kize a potvrdit negativni vysledky

zkous$kou fofotoxicity ve skupiné dobrovolniku.
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6.3.2. UV filtr Cosol E
6.3.2.1. Penetrace / absorpce Cosolu E

1) Aplikace na 3 paralelni ktize
a) Cosol E - 33%ni vodna disperze s primérnou velikosti ¢astic 80 nm a 200
nm

Vysledky penetrace Cosolu E s primérnou velikosti ¢astic 80 nm a 200 nm
aplikovaného jako 33%ni vodna disperze na 3 paralelni kiize provedené ve dvou
nezavislych pokusech jsou uvedeny v grafu ¢. 6. Vysledky jsou vyjadfeny jako

prumeér z hodnot stanovenych ve dvou pokusech.
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Graf €. 6: Penetrace Cosolu E s primérnou velikosti ¢astic 80 nm a 200 nm

V obou pokusech bylo zjisténo, ze vétSina UV absorbéru zlUstava na koznim
povrchu, pouze Cast disperze s primérnou velikosti ¢astic 200 nm penetruje do

urovné stript 1 a 2.
V epidermis, dermis a recepcni tekutiné nebyla pfitomnost UV absorbéru

zjisténa. Tyto vysledky plati pro disperzi s primérnou velikosti ¢astic 80 nm i 200 nm.
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b) fotoprotektivni emulze s Cosolem E s primérnou velikosti ¢astic 200 nm
Vysledky penetrace fotoprotektivni emulze s primérnou velikosti ¢astic

Cosolu E 200 nm jsou uvedeny v grafu €. 7.
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Graf €. 7: Penetrace fotoprotektivni emulze s primérnou velikosti ¢astic 200 nm.

Po zapracovani Cosolu E s primérnou velikosti ¢astic 200 nm do receptury
fotoprotektivni emulze zistava Cosol E na povrchu kiize v mnozstvi 63 - 69 %, ve
stripech 1-4 bylo analyzovano 1,3 - 11 % Cosolu E. V ostatnich stripech byla
zjisténa stopova mnozstvi Cosolu E. Cosol E ve fotoprotektivni emulzi penetruje az
do epidermis, a to v mnozstvi 2,2 - 8 %. V dermis a recepcni tekutiné Cosole E

stanoven nebyl.

2) Aplikace na 2 paralelni kiize

a) Cosol E - 33%ni vodna disperze s primérnou velikosti ¢astic 80 nm
Vysledky penetrace Cosolu E s prumérnou velikosti ¢astic 80 nm

aplikovaného jako 33%ni vodna disperze provedené ve dvou nezavislych pokusech

v kazdém na 2 kuazich jsou uvedeny v grafu €. 8. Vysledky jsou vyjadieny jako

primér z hodnot stanovenych ve dvou pokusech.
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Graf €. 8: Penetrace Cosolu E s primérnou velikosti ¢astic 80 nm

Disperze Cosolu E s pramérnou velikosti ¢astic 80 nm zlstava na povrchu
kGize. Ve stripech 1-2 a 3-4 byla zjiSténa pouze stopova mnozstvi. V epidermis,

dermis a recepCni tekutiné Cosol E analyzovan nebyl.

b) Cosol E - 33%ni vodna disperze s prumérnou velikosti ¢astic 200 nm
Vysledky penetrace Cosolu E s primérnou velikosti &astic 200 nm

aplikovaného jako 33%ni vodna disperze provedené ve dvou nezavislych pokusech

v kazdém na 2 kuazich jsou uvedeny v grafu €. 9. Vysledky jsou vyjadieny jako

primér z hodnot stanovenych ve dvou pokusech.
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Graf €. 9: Penetrace Cosolu E s primérnou velikosti ¢astic 200 nm

Disperze Cosolu E s primérnou velikosti ¢astic 200 nm zUstava prevazné na
povrchu kize, a to v mnozstvi 73 - 78 %. Tato disperze penetruje do stratum
corneum do urovné stripl 1-2 v mnozstvi 6,7 - 7,1 % a stripl 3-4 v mnozstvi 2,7 -

2,9 %. V epidermis a dermis byla zjisténa mnozstvi Cosolu E v hodnotach 0,1 - 0,6

%.

Stanovené hodnoty Cosolu E vysSi nez 100 % z nasady mohou byt
zpusobeny nedostateénym fedénim vzork( pfi analyze. Pfi vysokych absorbancich
poskytuje spektrofotometr vy$si udaje. U stanovené koncentrace 0,1% z nasady je
méfeni na hranici pfesnosti a zjisténé hodnoty mohou byt hodnoceny jako

experimentalni chyba.
6.3.2.2. Stanoveni SPF u fotoprotektivnich emulzi

Zaznamenané hodnoty individualnich SPF pro jednotlivé fotoprotektivni

emulze a standard P2 jsou uvedeny v tabulkach ¢ 15 - 19.
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SPF TEST Result Table

Measured Data Results
n MEDui MEDpi SPFi
[-] [mJ/em”2] | [mJd/ecm”2] | [-]
1 33 328 9,9 SPF[-] = 11,0
2 26 263 10,1 Sn [] = 1,3
3 26 263 10,1 Cn [] = 0,73
4 21 263 12,5 Cl [%] = 6,6
5 33 328 9,9 n [1-= 14
6 26 263 10,1
7 21 263 12,5 Valuable for n>=4
8 26 328 12,6
9 21 210 10,0
10 26 328 12,6
11 26 263 10,1
12 26 263 10,1
13 26 328 12,6
14 21 210 10,0
Tabulka €. 15: Fotoprotektivni emulzni prostfedek s SPF 10 - Raw Data
SPF TEST Result Table
Measured Data Results
n MEDui MEDpi SPFi
[ [mJ/em?2] [[mJ/icm”2] |[-]
1 26 711 27,3 SPF[-] = 29,0
2 24 635 26,5 Sn [] = 1,4
3 24 711 29,6 Cn [] = 0,83
4 21 635 30,2 Cl [%] = 29
5 26 711 27,3 n [[]-= 14
6 24 711 29,6
7 21 635 30,2 Valuable for n>=4
8 24 711 29,6
9 21 635 30,2
10 24 711 29,6
11 24 635 26,5
12 24 711 29,6
13 24 711 29,6
14 21 635 30,2

Tabulka €. 16: Fotoprotektivni emulzni prostfedek s SPF 25 - Raw Data
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SPF TEST Result Table

Measured Data Results
n MEDui MEDpi SPFi
[-] [mJ/ecm?2] | [mJd/em?2] | [-]
1 26 843 32,4 SPF[-] = 34,4
2 24 843 35,1 Sn [] = 1,7
3 24 753 31,4 Cn [] = 0,98
4 21 753 35,9 Cl [%] = 2,9
5 26 843 324 n []= 14
6 24 843 35,1
7 21 753 35,9 Valuable for n>=4
8 24 843 35,1
9 21 753 35,9
10 24 843 35,1
11 24 843 35,1
12 24 753 31,4
13 24 843 35,1
14 21 753 35,9

Tabulka €. 17: Fotoprotektivni emulzni prostfedek s SPF 30 - Raw Data

SPF TEST Result Table

Measured Data Results
n MEDui MEDpi SPFi
[ [mJ/em?2] | [mJ/lem?2] | [-]
1 26 1106 42,5 SPF[] = 441
2 24 1106 46,1 Sn [] = 3,4
3 24 988 41,2 Cn [] = 1,93
4 21 988 47,0 Cl [%] = 44
5 26 1106 42,5 n []= 14
6 24 988 41,2
7 21 882 42,0 Valuable for n>=4
8 24 1106 46,1
9 21 882 42,0
10 24 1106 46,1
1 24 988 41,2
12 24 1106 46,1
13 24 988 41,2
14 21 1106 52,7

Tabulka &. 18: Fotoprotektivni emulzni prostfedek s SPF 40 - Raw Data
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SPF TEST Result Table
Measured Data Results
n MEDui MEDpi SPFi
[ [mJ/lecm”2] | [mJd/cmA2] | [-]
1 33 525 15,9 SPF[-] = 16,1
2 26 420 16,2 Sn [] = 1,4
3 26 420 16,2 Cn [] = 0,81
4 21 336 16,0 Cl [%] = 5,0
5 33 525 15,9 n []= 14
6 26 336 12,9
7 21 336 16,0 Valuable for n>=4
8 26 420 16,2
9 21 336 16,0
10 26 420 16,2
1 26 420 16,2
12 26 420 16,2
13 26 420 16,2
14 21 420 20,0

Tabulka ¢. 19: Standard P2 - Raw Data

Priklad erytémovych reakci pro neosetienou plochu ozafenou sérii davek 11 -
33 mJ/cm? a pro plochu o$etfenou fotoprotektivni emulzi s predpokladanych SPF =
10 je uveden v obrazku €. 31.

Obrazek €.31: Minimalni erytémova davka pro neoSetfenou kizi a kUzi oSetfenou

fotoprotektivni emulzi SPF 10
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Minimalni erytémova davka (MED) zpUsobujici viditelny erytém v misté
expozice v intervalu odectu 24 hodin po ozafeni ma pro neosetienou kuzi hodnotu
26 mJ/icm? a pro kizi oSetfenou fotoprotektivni emulzi SPF 10 ma hodnotu 263

mJ/cm?.

Vysledky stanoveni SPF u fotoprotektivnich emulzi ve skupiné dobrovolniku

jsou uvedeny v tabulce €. 20.

smérodatna interval
vzorek /| SPF predpokladané | SPF stanovené odchylka spolehlivosti
Emulze SPF 10 11,0 1,3 10,3 -11,7
Emulze SPF 25 25,0 1,4 28,2 -29,8
Emulze SPF 30 34,4 1,7 33,4-354
Emulze SPF 40 441 3,4 42,2 - 46,0
Standard P2 SPF 16,6 16,1 1,4 15,3-16,9

Tabulka €. 20: Vysledky stanoveni SPF

6.3.2.3. Diskuse

Posuzovani bezpecnosti novych ingredienci pfed jejich zafazenim do
pfislusnych pfiloh Smérnice pro kosmetiku 76/768/EHS provadi na zakladé
predlozenych toxikologickych studii Védecky vybor pro bezpecnost spotiebitele.
Soucasti toxikologickych studii jsou i udaje o penetraci/absorpci latek (Rogiers a
Pauwels, 2008).

PFi zkouSce penetrace disperze Cosolu E s primérnou velikosti ¢astic 200 nm
aplikované na 3 paralelni kiize dochazi k penetraci disperze do stratum corneum do
urovné stripll 1 a 2. Cosol E s primérnou velikosti ¢astic 200 nm penetruje do
stratum corneum do urovné stripl 3-4. Disperze Cosolu E s priumérnou velikosti
¢astic 80 nm zustava na povrchu kuze v pfipadé obou pouzitych postupu.

ZkousSka penetrace disperze Cosolu E s primérnou velikosti ¢astic 200 nm
zapracované do fotoprotektivni emulze prokazala penetraci filtru do epidermis ve
vSech tfech nezavislych pokusech.

SloZeni emulze ovlivhuje penetraci jednotlivych latek v zavislosti na jejich

chemickych vlastnostech. PFitomnost lipidovych slozek napomaha k pruniku latek
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obsazenych v receptufe vyrobku, v€etné UV filtru, do epidermis. Dermalni
penetrace/absorpce chemickych latek, tedy i ingredienci pouzivanych
v kosmetickych prostfedcich, by neméla byt provadéna pro jednotlivé latky, ale pro
modelovou recepturu finalniho vyrobku (Zhai a Maibach, 2004).

Stanoveni SPF u fotoprotektivnich emulzi se zapracovanym Cosolem E
prokazalo vysokou uc€innost nové vyvinutého UV filtru proti UVB slozce slunec¢niho
zareni. Na ucinnost proti UVA slozce zafeni Ize usuzovat z absorpéniho spektra,
které ma dvé charakteristické absorp¢ni viny s maximy pfi 300 nm a 340 nm. Vlastni
stanoveni vy8e ochrany proti UVA slozce slune¢niho zafeni nebylo doposud
provedeno.

Zvysujici se znalosti o Skodlivych ucincich slune€niho zareni, zejména jeho
ultrafialové slozky, vedou k pozadavku zvySeni ucinku topicky aplikovanych
prostiedku ke slunéni. Zjisténi, ze UVA slozka zafeni muze zvySovat Skodlivy ucinek
UVB slozky zafeni, vede k pozadavku zajisténi ochrany proti UVA ve vysi 1/3
celkového ochranného slunecniho faktoru (SPF) (EK, 2006).

V recepturach kosmetickych prostfedkd mohou byt pouzity jako filtry
ultrafialového zarfeni pouze latky uvedené ve vyhlasce €. 448/2009, Pfiloha €. VII.
Vétsina latek zde uvedenych chrani pfed UVB, jen €ast pfed UVA slozkou zarfeni.
Pro zajisténi predpokladané ochrany pfed UVA i UVB zafenim se pouziva
kombinace obou typu filtrd. Pouzivani fotostabilnich Sirokopasmovych filtrd
pusobicich v oblasti vinovych délek 290 - 400 nm vede ke snizeni zatéze organismu

chemickymi latkami.
6.3.3. Stanoveni hydratace
6.3.3.1. Stanoveni hydratace vyrobkii Amay
6.3.3.1.1. AMAY Cream - jednorazova aplikace
Graf €.10 ukazuje hodnoty hydratace po jednorazové aplikaci vyrobku
s obsahem 0,5% Aloe Barbadensis Leaf Juice Powder. Hodnoty hydratace

testovaného vzorku s aktivni latkou byly porovnany s hodnotami kontrolniho vzorku -

placeba a byly vyjadieny v %.
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Graf ¢. 10: Hydratace kize po jednorazové alikaci AMAY Cream

Statistické vyhodnoceni neprokazalo vyznamné zvySeni hydratace po
jednorazové aplikaci AMAY Cream s pfidavkem aktivni latky ve formé prasku oproti

AMAY placebu v Zzadném intervalu méfeni.

6.3.3.1.2. AMAY Cream - opakovana aplikace
Graf ¢€.11 ukazuje hodnoty hydratace po opakované aplikaci vyrobku

s obsahem 0,5% Aloe Barbadensis Leaf Juice Powder. Hodnoty hydratace

testovaného vzorku s aktivni latkou byly porovnany s hodnotami kontrolniho vzorku -

placeba a byly vyjadfeny v %.
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Graf ¢. 11: Hydratace kize po opakované aplikaci AMAY Cream

Statistické vyhodnoceni neprokazalo vyznamné zvySeni hydratace ani po
opakované aplikaci AMAY Cream s pridavkem aktivni latky ve formé oproti AMAY

placebu v Zzadném intervalu méfeni.
6.3.3.2. Stanoveni hydratace vyrobkt Aloe Vita
6.3.3.2.1. ALOE VITA Cream - jednorazova aplikace

Graf ¢.12 ukazuje hodnoty hydratace po jednorazové aplikaci vyrobk
s ruznym obsahem pfirodni Stavy z list(, tj. Aloe Barbadensis Leaf Juice
(koncentrace 11%, 23% a 36%) ve finalnim vyrobku. Hodnoty hydratace

testovanych vzorkd s aktivni latkou (pfirodni Stava z listl) byly porovnany s

hodnotami kontrolniho vzorku - ALOE VITA placeba a byly vyjadfeny v %.
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Graf ¢. 12: Hydratace kize po jednorazové aplikaci ALOE VITA Cream.

V1 - obsah aloe juice 11%, V2 - obsah aloe juice 23%, V3 - obsah aloe juice 36%

Statistické vyhodnoceni neprokazalo vyznamné zvySeni hydratace v pfipadé
jednorazove aplikace ALOE VITA Cream s obsahem aloe juice 11% v zadném
intervalu méfeni. V pfipadé ALOE VITA Cream s obsahem aloe juice 23% statistické
vyhodnoceni prokazalo vyznamné zvySeni hydratace v intervalu méfeni 1 h, 3 h a
5 h po jednorazové aplikaci. Po aplikaci ALOE VITA Cream s obsahem aloe juice
36% prokazalo statistické vyhodnoceni vyznamné zvySeni hydratace v intervalu
méfeni 1 h, 2h, 3 h,5h a6 h po aplikaci.

6.3.3.2.2. ALOE VITA Cream - opakovana aplikace

Graf ¢€.13 ukazuje hodnoty hydratace po opakované aplikaci vyrobka s
riznym obsahem Aloe Barbadensis Leaf Juice (koncentrace 11%, 23% a 36%) ve
finalnim vyrobku. Hodnoty hydratace testovanych vzorkGl s aktivni latkou byly
porovnany s hodnotami kontrolniho vzorku - ALOE VITA placeba a byly

vyjadieny v %.
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Graf ¢. 13: Hydratace kiize po opakované aplikaci ALOE VITA Cream.

V1 - obsah aloe juice 11%, V2 - obsah aloe juice 23%, V3 - obsah aloe juice 36%

Statistické vyhodnoceni prokazalo vyznamné zvySeni hydratace kize po
opakované aplikaci ALOE VITA Cream s obsahem aloe juice 11% v intervalu méfeni
5 hodin po pfedposledni a 5 hodin po posledni aplikaci. Pro ALOE VITA Cream bylo
statisticky vyznamné zvySeni hydratace kize navozeno ve vétSiné intervall méfeni.
Statisticky vyznamné zvySeni hydratace kize po opakované aplikaci ALOE VITA

Cream s 36% aloe juice bylo prokazano ve vSech intervalech méreni.

6.3.3.3. Diskuse
Zdrava kize obsahuje ze své celkové hmotnosti pfiblizné 70% vody. Ve

stratum corenum je obsazeno 10 - 15 % vody a za dehydrataci se povazuje stav,
kdy obsah vody ve stratum corneum poklesne pod 10% (Batt a Fairhurst, 1986).
Hydratace zavisi na rovnovaze mezi pfisunem a ztratou vody. Jakékoli poruseni
rovnovahy mezi pfisunem vody a jeji ztratou se bezprostifedné projevi v epidermis.

Pokud je vrstva stratum corneum dehydratovana, kize zhrubne a ztvrdne a tento
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proces je doprovazen tvorbou drobnych vrasek. Tento proces je doprovazen

svédénim a Supinaténim (Brod, 1991).

Pouzivani vhodnych kosmetickych prostfedkd s obsahem zvlh&ujicich latek
vede k obnoveni obsahu vody ve stratum corneum. NejCastéji pouzivanymi
zvihéujicimi latkami v kosmetickych prostfedcich jsou napfiklad glycerin, urea,
propylen glykol, kyselina hyaluronova a latky rostlinného pUvodu. Jednou z
nejCastéji pouzivanych rostlin v kosmetickych prostfedcich je aloe vera, zejména pro

své hydratacni uc€inky.

Hydrata¢ni ucinek ingredienci na bazi aloe vera zavisi na zpusobu jejich
vyroby, na typu emulze, do které jsou zapracovany a v neposledni fadé i na

zapracované koncentraci.

Ingredience ve formé prasku - Aloe Barbadensis Leaf Juice Powder - byla
zapracovana do receptury kosmetického prostfedku pouzité pro stanoveni jejiho
hydrataéniho u€inku v maximalni mozné koncentraci, a to 0,5%. Vy3Si koncentraci
této slozky nebylo mozné z technologickych duvodl zapracovat, nebot podle
zkuSenosti vyrobce (ttz Bremerhaven, Némecko) dochazelo k rozpadu takto
pfipravené emulze jiz do 2 dnu od vyroby. Pfi pouzité koncentraci 0,5% Aloe
Barbadensis Leaf Juice Powder nebylo prokazano statisticky vyznamné zvySeni
hydratace klize oproti emulzi bez pfitomnosti aktivni slozky, a to ani po opakované
aplikaci. Aloe Barbadensis Leaf Juice Powder je ingredience ziskana z aloe vera ve
formé prasku, ktera nema v recepturach kosmetickych prostfedkud zasadni vyznam

z hlediska hydratacnich ucinka.

Ingredience Aloe Barbadensis Leaf Juice, tj. pfirodni Stava z lista, byla
zapracovana do receptur kosmetickych prostfedkd ve 3 rlznych koncentracich, a to
11%, 23% a 36% ve finalnim vyrobku. V koncentraci 11% ve finalnim vyrobku
nebylo prokazano statistiky vyznamné zvySeni hydratace po jednorazové aplikaci,
po opakované aplikaci doSlo ke statisticky vyznamnému zvySeni hydratace kize az
po nékolikanasobné aplikaci. Pouze koncentrace 36% Aloe Barbadensis Leaf Juice
ve finalnim vyrobku vedla ke statisticky vyznamnému zvySeni hydratace oproti
emulzi bez pfitomnosti aktivni latky po jednorazové i opakované aplikaci ve vSech

intervalech méreni.
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Prikaz ac&inkG deklarovanych u kosmetickych prostiedkd je jednim
z predepsanych podkladi pro hodnoceni bezpecnosti kosmetickych prostredkl a je
nedilnou soucasti povinné dokumentace (vyhl. €. 448/2009 Sb.). Vyrobce, dovozce
ani distributor nesmi pfi nabizeni kosmetickych prostfedk( k prodeji pouzit texty,
nazvy, obchodni znacky, vyobrazeni a symboly, které by vyrobkim pfisuzovaly

vlastnosti, jez tyto vyrobky nemaiji (z.€. 258/2000 Sb.).

Mg vrivos

ochranu lidského organismu pfed vlivy zevniho prostfedi.

6.3.4. Stanoveni ochrannych u¢inkt rostlinnych extrakta

6.3.4.1. Cytotoxicita 3T3 NRU pro SLS

Graf ¢. 14 ukazuje hodnoty cytotoxicity SLS ve stoupajici koncentraci, které
byly ziskany z nezavislych opakovani zkousky cytotoxicity 3T3 NRU. Bylo ureno
rozmezi necytotoxickych az silné cytotoxickych koncentraci a prahova, t.j. nejvyssi

necytotoxicka koncentrace, 5 mg/ml.
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Graf €. 14: Cytotoxicita SLS (zkouska cytotoxicity 3T3 NRU) - kazdy bod
reprezentuje praimérnou hodnotu Zivotnosti ziskanou ve 14 nezavislych

experimentech + SD.
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6.3.4.2. Cytotoxicita 3T3 NRU ucinnost aktivnich latek

Uginky 6 rostlinnych ingredienci uréenych pro pouziti v kosmetickych
prostfedcich jakozZzto ochranné latky byly nejprve zkouSeny v bunécné kultufe
fibroblastd Balb/c 3T3. V ur€itych koncentracich vSech testovanych latek bylo
prokazano statisticky vyznamné zvySeni Zivotnosti bunécné kultury po pfidani
rostlinnych ingredienci nad Zivotnost bunécné kultury ovlivnéné samotnym SLS
(100%). Vysledky jsou shrnuty v grafu €.15. Stupefi zvySeni Zivotnosti bunécné
kultury po pfidani aktivnich latek nebyl u vSech ingredienci shodny. Ochranny uc€inek
byl nejvyraznéjSi v rozsahu koncentraci SLS navozujicich slabé az mirné

cytotoxické ucinky.
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Graf ¢€.15: Ochranné ucinky aktivnich latek proti cytotoxicité SLS (zkouska
cytotoxicity 3T3 NRU). Kazdy bod reprezentuje pomér Zivotnosti bunécné kultury
ovlivnéné SLS v kombinaci s aktivni latkou ku zivotnosti bunééné kultury ovlivnéné

pouze SLS (3 nezavislé experimenty).
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6.3.4.3. Modifikovana zkouska drazdivosti na rekonstruovaném modelu lidské
kaze - uc¢innost aktivnich latek

Ochranné ucinky aktivnich latek proti toxicité vyvolané 0,75% SLS byly
nasledné hodnoceny s vyuzitim trojrozmérnych rekonstruovanych modell lidské
kize EpiDerm. Vysledky uvedené v grafu €.16 ukazuji zvySeni zivotnosti po aplikaci
vSech zkouSenych latek, nejvyraznéjSi zvySeni bylo zaznamenano v pripadé
Pronalen Sunlife 5% a Chamomile 5%.

300
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T
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£ |
% 150 I |
£
o
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N 100
50 -
0 T T T T T
P.Sunlife Chamomile Aloe Vera P. GreenTea P.Cereal
5% 5% 5% Sens.Skin 5% 2,5%
0,5%

Graf €.16: Ochranné ucinky rostlinnych ingredienci proti toxicité vyvolané 0,75%
SLS (rekonstruovany model lidské kuze EpiDerm). Kazdy sloupec reprezentuje

vysledek 2 nezavislych experimentl (prdmér + SD).
6.3.4.4. Zkouska ve skupiné dobrovolnikt - u¢innost aktivnich latek

Pro potvrzeni biologickych G¢inkl aktivnich ingredienci ziskanych metodami
in vitro byly provedeny 2 nezavislé zkouSky kozni iritace ve skupiné dobrovolniku.

Rozvoj iritace kiize navozené aplikaci SLS v koncentraci 2% resp. 5% byl ovlivnén

pfidanim zkouSenych latek a hodnocen v jednorazovym epikutannim testu.
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Protektivni ucinek aktivnich ingredienci se liSil v zavislosti na koncentraci SLS i na
koncentraci zkouSené latky. Signifikantni protektivni u€inek proti iritaci navozené 2%
SLS (graf ¢€.17) ve vSech intervalech odecCtu byl prokazan u Green Tea 6%,
Chamomile 5% a Pronalen Sensitive Skin 5%. V pfipadé iritace navozené 5% SLS
(graf €.18) byl statisticky vyznamny ochranny ucinek prokazan pro Green Tea 6%
a Chamomile 5%. Ingredience Aloe Vera 5%, Green Tea 5%, Pronalen Sunlife 5% a
Pronalen Cereal 5% navozovaly signifikantni ochranny ucinek nepravidelné, byl
identifikovan pouze v nékterych intervalech odectu. U nizSich koncentraci Pronalen
Sensitive Skin (0,5%), Pronalen Cereal (2,5%) a Pronalen Sunlife (2%) nebylo
prokdzano vyznamné snizeni kozni iritace vyvolané 2% SLS resp. 5% SLS ve

skupiné dobrovolnika.

07 ——5SLS 2%
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Graf €.17: Ochranné ucinky rostlinnych ingredienci proti kozni iritaci vyvolané 2%
SLS (uzavieny epikutanni test ve skupiné dobrovolnikl). Kazdy bod reprezentuje

Index kozni iritace pro kombinaci ¢asu latky (primérné skoére u 15 dobrovolniku).
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Graf €.18: Ochranné ucinky rostlinnych ingredienci proti kozni iritaci vyvolané 5%
SLS (uzavieny epikutanni test ve skupiné dobrovolnikll). Kazdy bod reprezentuje

Index koZzni iritace pro kombinaci €asu a latky (praimérné skére u 15 dobrovolniku).

6.3.4.5. Diskuse

ZkousSeni kozni drazdivosti kosmetickych ingredienci na zvifatech je dle
7. dodatku Kosmetické smérnice 76/768/EHS (5) od 11.3.2009 jiz zakdzano. Metody
in vitro se v soucCasnosti stavaji jedinym zdrojem informace o mozném riziku kozni
iritace vyvolané novymi ingrediencemi nebo finalnimi vyrobky. V roce 2007 byla
dokonCena validaCni studie organizovana Evropskym centrem pro validaci
alternativnich metod (ECVAM), zaméfena na zkouSky kozni iritace vyuzivajici
modely rekonstruované lidské kuze (Spielmann et al., 2007). Dnes jsou tyto modely
pfedepsanym testem pro zkouseni kozni drazdivosti (ES, 2009).

Zkouska cytotoxicity v buné&tné kultufe fibroblastd 3T3 Balb/c je rychla a
vyhodna metoda pro uc€ely screeningu umoznujici nejenom zkoumat cytotoxické
ucinky na burnky a tkané, ale také mozné ochranné vlastnosti riznych ingredienci
pro kosmetiku. Vyznamné zvySeni zivotnosti bunék ovlivnénych SLS diky pfidani
testovanych rostlinnych ingredienci bylo prokdzano u vSech rostlinnych extraktu

alespon u jedné z pouZzitych koncentraci SLS. Tento vysledek byl potvrzen v pfipadé
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vSech testovanych latek i v testu kozni iritace na modelu rekonstruované lidské kaze
EpiDerm. Vzhledem k tomu, Ze tato metoda vyzaduje vySSi pocet tkani EpiDerm pro
prokazani vyznamnych ucinkt (Faller a Bracher, 2002) a je podstatné nakladnéjsi
nez test na bunécné kulture, je vyhodné ji vyuzit jako nasledny test pro latky, jejichz
mozné pozitivni uc€inky byly screeningové detekovany zkous$kou cytotoxicity 3T3
NRU (Benassi et al., 1999).

Velmi presvédCivé vysledky byly ziskany epikutannim testem ve skupiné
dobrovolnikd. VétSina testovanych latek vyznamné snizila rozvoj erytému
navozeného standardnim tenzidem SLS. Extrakty Green Tea 6%, Chamomile 5%
a Pronalen Sensitive Skin 5% prokazaly stabilni sniZzeni kozni iritace ve vSech
intervalech vizualniho hodnoceni. Ochranny ucCinek proti rozvoji erytému pfi
podrazdéni kize SLS je pravdépodobné zpusoben stabilizaci fyziologickych
parametrd kozni tkané, antioxidaénim uc€inkem spolu s vychytavanim toxickych
radikall a podporou hydratace a regenerace (Zhai a Maibach, 1998; Zhai et al.,
2000). P¥idavani ochrannych rostlinnych pfisad do tenzidovych kosmetickych
prostfedkl nebo Cisticich pFipravkl pro domacnost muze vyznamné pfispét ke
snizeni potencialu iritace u spotfebitele.

Vyhody a omezeni zkousSky cytotoxicity 3T3 NRU jakozto screeningové
biologické metody prvni linie ve strategii zkouSeni a hodnoceni dermotropnich
materiall byly diskutovany jiz v pfedchazejicich publikacich (Jirova et al., 2003).
Tato prace byla zaméfena na pfinos vysledkd zkouSek na trojrozmérnych modelech
lidské kuze a jejich schopnost predikovat Uc€inky latek na lidské kuzi in vivo. Dobra
shoda mezi vysledky ziskanymi na trojrozmérmném modelu kiize a ve studii na
lidskych dobrovolnicich potvrzuje vhodnost vyuZiti koZznich modelt pro relevantni
predikci reakci kuze u lidi. Vhodné vybrané metody in vitro jsou nedilnou soucasti
zkouseni bezpecnosti a uUcinnosti kosmetickych prostfedkl (SCCP, 2006) jako

predstupen konfirmacnich testld ve skupiné dobrovolniku.
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7. ZAVER

V Casti prace zamérené na éterické oleje bylo prokazano, Ze pritomnost
fotoaktivnich slozek v esencialnich olejich neni jedinym pfedpokladem pro vznik
fototoxické / fotoalergické reakce po jejich topické aplikaci na kuzi. Esencialni oleje
klasifikované jako fototoxické ve zkousce 3T3 NRU PT nemusi byt fototoxické pfi
aplikaci na kuizi, zejména v nizkych koncentracich. Pro rozvoj fototoxické /
fotoalergické reakce je nezbytna biologicka dostupnost latky souvisejici s jeji
schopnosti penetrovat do kize. Rekonstruované trojrozmérné modely lidské kuze
obsahuji rohovou vrstvu a jsou pouzivany jako dopliikova metoda pro potvrzeni
pozitivnich, pfipadné nejednoznacénych vysledkl ziskanych zkouSkou 3T3 NRU PT.
Vysledky zkousky fototoxicity vybranych bergamotovych, citrusovych oleju a oleje
z Litsey Cubeby ziskané zkouSkou 3T3 NRU PT a zkouSkou na rekonstruovanych
trojrozmérnych modelech lidské kize byly ovéfeny klinickou studii. Ve zkouSce
fototoxicity in vivo ve skupiné dobrovolnik byly aplikovany nejvy$si necytotoxické /
nefototoxické koncentrace éterickych oleju ziskané zkouskou na rekonstruovanych
trojrozmérnych modelech lidské kiOze. Citrusové oleje se zaznamenanymi
fototoxickymi reakcemi byly aplikovany v dal8i studii s vyuZitim bezpecnostniho
faktoru 10, byly tedy aplikovany v koncentracich 10 krat nizSich. Pfi zarazeni
bezpecnostniho faktoru 10 nebyly zaznamenany zadné reakce. ZkouSka penetrace /
absorpce byla provedena pro bergamotovy olej, u kterého byl jako fotoaktivni sloZka
detekovan bergapten a pro citral. Po 1 hodinové aplikaci byla zjisténa pfitomnost
bergaptenu i v dermis, ¢imz je splnén prfedpoklad biologické dostupnosti fotoaktivni
latky nezbytné pro rozvoj fototoxické / fotoalergické reakce. Citral pfi 1 hodinové
aplikaci penetruje pouze do urovné stripl 1-2 ze stratum corneum a jeho biologicka
dostupnost pro rozvoj fototoxické / fotoalergické reakce neni dostatecna.

DalSi ¢ast prace byla zamérena na penetraci nové vyvinutého UV filtru Cosolu
E a stanoveni SPF u fotoprotektivnich emulzi se zapracovanym Cosolem E.
ZkouSka penetrace / absorpce byla provedena pro UV filtr Cosol E s primérnou
velikosti ¢astic 80 a 200 mn a pro fotoprotektivni emulzi se zapracovanym filtrem s
prumérnou velikosti €astic 200 nm. Bylo prokazano, ze Cosol E s priamérnou
velikosti ¢astic 80 nm zUstava na povrchu kize. Do urovné stripl 1-2 ze stratum
corneum penetruji pouze stopova mnozstvi. Cosol E s pramérnou velikosti ¢astic

200 nm penetruje do Urovné stripll 3-4 ze stratum corneum a po zapracovani do
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fotoprotektivni emulze penetruje az do hlubSich vrstev epidermis. Jako vhodnéjsi z
hlediska penetrace / absorpce se jevi pro dalSi pouziti Cosol E, s pramérnou
velikosti Castic 80 nm. Stanoveni ochranného faktoru proti slunecnimu zafeni u
fotoprotektivnich emulzi prokazalo vysokou ucinnost ochrany proti slune¢nimu
zareni ve vSech recepturach s rlznou vySkou ochranného faktoru a s rdznym
obsahem Cosolu E.

V ramci této ¢asti prace byly hodnoceny hydratacni ucinky aktivni ingredience
na bazi aloe vera, a to jak ve formé prasku z gelu obsazeném v listech aloe vera, tak
ve formé pfirodni Stavy. V pfipadé zapracovani prasku z gelu nebylo prokazano
statisticky vyznamné zvySeni hydratace po jednorazove ani po opakované aplikaci
vyrobku se zapracovanou ingredienci v mnozstvi 0,5% prasku. Po zapracovani
prirodni Stavy ziskané z listd aloe vera v koncentraci 11% nebylo prokazano
statisticky vyznamné zvySeni hydratace po jednorazové aplikaci, ale az po
nékolikanasobné aplikaci vyrobku s obsahem 11% aloe vera juice. Koncentrace
23% aloe juice v receptufe vyrobku je hraniéni, nebot vyrobek s koncentraci aloe
juice 23% statisticky vyznamné zvySuje hydrataci klUze pouze v nékterych
intervalech méfeni, a to jak po jednorazové, tak po opakované aplikaci. Statisticky
vyznamné zvyseni hydratace bylo prokazano ve vSech intervalech méfeni jako po
jednorazoveé, tak po opakované aplikaci vyrobku s obsahem 36% aloe juice. P¥i
vytvareni receptury kosmetického prostfedku, u kterého je deklarovano vyznamné
zvySeni hydratace kuze, je nezbytné pouzit vhodnou ingredienci s prokazanymi
hydrataCnimi uc€inky. Rovnéz u finalni receptury je, pfed uvedenim vyrobku do
obéhu, nezbytné potvrdit deklarovany hydratacni ucinek.

DalSi Cast prace byla zaméfena na prukaz ochrannych u&inkd rostlinnych
ingredienci v tenzidovych vyrobcich. Potvrzeni ochrannych ucinkd aktivnich slozek
bylo prokazano zkouskou cytotoxicity 3T3 NRU u vSech rostlinnych extrakt( alespon
u jedné z pouzitych koncentraci SLD a tento vysledek byl potvrzen i v testu kozni
iritace na modelu rekonstruované lidské kize. Epikutanni testy ve skupiné
dobrovolnikd potvrdily statisticky vyznamné snizeni kozni iritace navozeného
modelovym iritantem, a to 2% a 5% SLS, pro extrakty Green Tea 6%, Chamomile
5% a Pronalen Sensitive Skin 5% ve vSech intervalech hodnoceni. Pfidavani
ochrannych rostlinnych pfisad do tenzidovych kosmetickych prostfedkd muze

vyznamné pfispét ke snizeni potencialu iritace u spotiebitele.
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8. SOUHRN

Kosmetické prostfedky uvadéné na trh Evropského spoleCenstvi musi mit
zhodnoceni bezpecnosti vyrobku pro zdravi Cclovéka. Soucasti vyhodnoceni
bezpecnosti ingredienci je posouzeni toxikologickych udaji véetné penetrace latek.
U finalniho vyrobku je rovnéz nezbytné posoudit deklarovany u€inek na zakladé
provedenych klinickych testa.

U dvou bergamotovych oleju byl prokazan potencial fototoxicity zkouskami in
vitro a potvrzen testem ve skupiné dobrovolnik(. Pfi zkouSce penetrace byl
bergapten, jako fotoaktivni slozka, detekovan i v dermis jiz po 1 hodinové aplikaci,
¢imz je splnén predpoklad biologické dostupnosti fotoaktivni latky pro rozvoj
fototoxické/fotoalergické reakce. U citrusovych éterickych oleji byl prokazan
potencial fototoxicity in vivo pro nejvyssi necytotoxické/nefototoxické koncentrace
zjisténé metodami in vitro. PFi pouZiti bezpecCnostniho faktoru 10 nebyly
zaznamenany zadné reakce. ZkousSka penetrace byla provedena pro citral, ktery byl
detekovan na urovni stripu 1-2 ze stratum corneum a jeho biologicka dostupnost pro
rozvoj fototoxické reakce je minimaini.

ZkousSka penetrace/absorpce byla provedena pro UV filtr Cosol E s
prumérnou velikosti ¢astic 80 nm, 200 nm a pro fotoprotektivni emulzi Cosolem E
200 nm. Cosol E 200 nm penetruje do urovné stripti 3-4, fotoprotektivni emulze do
epidermis a Cosol E 80 nm zuUstava na povrchu kuze. Stanoveni SPF in vivo
prokazalo dobrou ucinnost UV filtru proti UVB slozce sluneéniho zafeni.

Hydrata¢ni ucinky aloe vera zavisi na formé ingredience a zapracované
koncentraci do receptury kosmetického prostfedku. V pfipadé pouziti Cerstvé Stavy
z listd bylo prokazano statisticky vyznamné zvySeni hydratace pro vyrobek
s obsahem 36% Stavy z aloe, a to jak po jednorazové, tak po opakované aplikaci.

Ochranné ucinky rostlinnych ingredienci proti rozvoji erytému pfi podrazdéni
kize SLS byly hodnoceny metodami in vitro a potvrzeny zkouskou ve skupiné
dobrovolnikd. Extrakty Green Tea 6%, Chamomile 5 % a Pronalen Sensitive Skin
5% prokazaly statisticky vyznamné snizeni kozni iritace ve v8ech intervalech

hodnoceni.

Klicova slova: fototoxicita, penetrace, SPF, hydratace, rostlinné extrakty
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SUMMARY

Cosmetic products introduced to the market of the European Community have
to evaluated regarding their safety for human health. Safety assessment of
ingrediens comprises of evaluation of all toxicological data including skin penetration.
The claimed effects of the final product have to be confirmed by clinical studies.

Phototoxic potential of two bergamot oils was determined by methods in vitro
and confirmed in vivo in a group of human volunteers. In a penetration study,
bergapten was detected in dermis following 1 h application, confirming the
bioavailability of this photoactive component responsible for phototoxic/photoallergic
reactions. Citrus essential oils were found to be phototoxic in vivo when the first non-
phototoxic concentrations obtained by methods in vitro were used. No adverse skin
reactions were recorded if safety factor of 10 was applied. The skin penetration
study on citral revealed its limited presence in stratum corneum (strips 1-2) and its
bioavailability for phototoxic potential was negligible.

Another skin penetration/absorption study involved UV filter Cosol E (particle
size 80 nm and 200 nm) and photoprotective emulsion contaning Cosol E (200 nm).
Cosol E 200 nm penetrates to the level of strips 3-4, photoprotective emulsion
penetrates into epidermis and Cosol E 80 nm remains on the skin surface. The
determination of SPF in vivo demonstrated high efficacy of this UV filter in
protection against UVB.

The hydration effect of aloe vera depends on the ingredient form and
concentration used in the cosmetic formulation. In case of fresh aloe leaf juice,
a significant increase in hydration after single and repeated application was
confirmed for a product containing 36% of aloe juice.

Protective effects of herbal extracts against skin irritation induced by SLS
were evaluated by methods in vitro and confirmed in a clinical study. Extracts Green
Tea 6%, Chamomile 5% and Pronalen Sensitive Skin 5% significantly decreased

development of skin irritation in all intervals of skin erythema scoring.

Keywords: phototoxicity, penetration, SPF, hydration, herbal extracts
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