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Abstrakt

Cilem této diplomové prace bylo zkoumani vlivu tenzidii a kosmetickych polysacharidli na
parametry pleti a jeji mikrobiom. V rdmci stanoveni ucinku tenzidl byly testovany 3 povrchové
aktivni latky: Dodecyl Sulfat Sodny (SDS), Kokamidopropyl betain (CAPB), Decylglucosid
(DG). Pro porovnani byla pouzita i destilovand voda. Pro dalsi ¢ast experimentalni prace bylo
vybrano 6 surovin: vysokomolekuldrni Hyaluronic Acid (HMW HA), nizkomolekularni
Hyaluronic Acid (LMW HA), Sodium Caproyl Hyaluronate (CaproylHA), Sodium
Carboxymethyl B-Glucan (NaCMG), Schizophyllan a Glucomannan. Pro porovnani byly
zafazeny do testl také placebo a neosetfend kontrola (pokozka oSetiend pouze CAPB). Prvni
¢ast prace je literarni resersi na zadané téma, ktera obsahuje nésledujici ¢asti: anatomie kize a
jeji biofyzikalni vlastnosti, kozni mikrobiom a jeho funkce, popsani pouzitych tenzidi a
polysacharidt. Experimentélni ¢ast je pfedev§im zamétena na bioinZenyrské metody hodnoceni
koznich parametru a qRT-PCR pro stanoveni relativniho zastoupeni hlavnich bakteridlnich
druhii kozniho mikrobiomu. Nejprve byl analyzovan efekt na CT genu 16S rDNA a pro dalsi
analyzu byly zvolené kmeny Propionibacterium acnes a Staphylococcus epidermidis. Na zavér
je uveden prehled vSech vlastnosti vybranych latek a zhodnoceni z ohledu na jejich aplikace v
kosmetice.

Klicova slova

Kozni mikrobiom, Propionibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis polysacharidy,
tenzidy, qRT-PCR, hydratace, sebum, TEWL, kozni textura.

Abstract

The aim of this diploma thesis was to investigate the effect of surfactants and cosmetic
polysaccharides on skin parameters and its microbiome. Three surfactants were tested to
determine their effect: Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), Cocamidopropyl Betaine (CAPB),
Decylglucoside (DG). Distilled water was also used for comparison. For the next part of the
experimental work were selected 6 polysaccharides: high molecular weight Hyaluronic Acid
(HMW HA), very low molecular weight Hyaluronic Acid (VLMW HA), Sodium Caproyl
Hyaluronate (CaproylHA), Sodium Carboxymethyl B-Glucan (NaCMG), Schizophyllan and
Glucomannan. For comparison, placebo and untreated control (only CAPB treatment) were also
included in the tests. The first part of the work is a literature search on the assigned topic, which
contains the following parts: skin anatomy and its biophysical properties, skin microbiome and
its functions, description of used surfactants and polysaccharides. The experimental part is
mainly focused on bioengineering methods for evaluation of skin parameters and gRT-PCR to
determine the relative proportion of main bacterial species of skin microbiome. First, the effect
on the CT gene of 16S rDNA was analysed, and Propionibacterium acnes and Staphylococcus
epidermidis strains were selected for further analysis. In conclusion are presented an overview
of all properties of selected substances and assessment of their application in cosmetics.

Keywords

Skin microbiome, Propionibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis polysaccharides,
surfactants, qRT-PCR, hydration, sebum, TEWL, skin texture.
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1 UvoD

Cisténi pleti je slozita fyzikalni a chemicka interakce mezi vodou, detergentem a pokozkou.
Hlavni funkci Cisticich pfipravka a tenzidd, které jsou v nich pfitomné, je odstranéni produktti
ktze, jako je sebum, zaschlé zbytky potu a odumielych bun¢k Stratum corneum. Soucasné jsou
odstrafiovany necistoty a ¢ast mikroorganismii sidlicich na povrchu pokozky.

Cistici prostfedky jsou u¢inné pii udrzovani hygieny pokozky, ale mohou zptisobit poikozeni
kozni bariéry. To nastava, protoze povrchové aktivni latky nemohou rozliSovat mezi lipofilnimi
zbytky klze vyzadujicimi odstranéni a lipofilnimi intercelularnimi lipidy potfebnymi pro
udrzovani bariéry.

Cisténi kiize se stalo soucasti 1é¢ivého myti v 19. stoleti a pozd&ji bylo zaglenéno do kazdodenni
péce o télo. Dopad ptipravkil na odliceni na kiizi byl pfedmétem tady klinickych studii a
vyzkum stale pokracuje. Moderni vyzkumy prokazaly dileZitost zdravého mikrobiomu. Jeho
poruchy mohou vést ke koznim onemocnénim, jako je akné, ekzém, ¢i dermatitida. Proto pro
odliceni a cisténi pleti je dilezité pouzivat vhodné ptipravky, které jsou k tomuto ucelu
specialn¢ ur¢eny [1].

Hlavnim zaméfenim kosmetiky je zlepSovani koznich parametrii, jako je hydratace, hladkost a
lesk. Vyraznym modernim trendem kosmetiky je v soucasnosti také mikrobiom kize,
jmenovité latky, které se mohou chovat jako prebiotika a podporovat rist nutnych
mikroorganismil.

V soucasnosti je k dispozici velké mnozstvi metod pro piimé nebo nepiimé vyhodnoceni vlivu
kosmetickych ptipravki na vlastnosti kiize. Mezi zdkladni metody fadime naptiklad méteni
hydratace SC, transepidermalni ztraty vody (TEWL), produkce seba (obsah lipidli na povrchu
SC), ¢i textury povrchu kiiZe.

Pfi analyze bakterialni ¢asti mikrobiomu se ¢asto pouziva metoda amplifikace prokaryotického
genu pro malou ribozomalni podjednotku (16S rDNA) polymerazovou fetézovou reakci (PCR)
pfimo ze vzorki ziskanych z povrchu kiize. Ptistup k sekvenovani genu 16S rDNA se spoléha
na sekvenovani genu 16S rDNA jako genetického markéru ke studiu bakteridlni fylogeneze a
taxonomie [2].

Cilem teoretické ¢asti prace je studium literatury a vypracovani literarniho piehledu na téma
kozni mikrobiom a jeho struktura a funkce. Cilem experimentalni ¢asti prace je sledovani vlivu
vybranych tenzidli na vybrané parametry pleti a kozni mikrobiom. Dal§im zaméfenim je
sledovani tcinku nékterych kosmetickych polysacharidii na obnovu parametri klize a urceni
jejich vlivu na hlavni druhy mikrobiomu kuze.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kiize

Lidska ktize je nejvétsim multifunkénim organem téla, ktery tvofi bariéru mezi vnéjSim a
vnitinim prostiedim organismu. U dospélého ¢lovéka ma plochu cca 1,8 m? a jeji hmotnost
tvoti pfiblizné 15 % z celkové hmotnosti téla. Z chemického hlediska klize obsahuje 64 % vody,
22 % bilkovin, 13 % lipidi, 0,5 % polysacharidi a dalsi latky organické i anorganické povahy.
Ma tadu funkci jak fyzikalnich a biochemickych, tak imunologickych. Vzhledem k tomu, Ze
pokozka je v kontaktu s prostfedim, hraje dilezitou roli pfi ochrané téla pted patogeny a zaroven
predstavuje prostiedi pro komensalni mikroorganismy, které ovliviiuji lidské zdravi a nemoci.
Kuze také predstavuje bariéru proti nadmérnym ztratdam vody a mezi jeji dalsi funkce patii
syntéza vitaminu D a ochrana vitaminu B9, uskladfiovani tuku a ostatni (viz Obrazek 1) [3],[4].

ochranna

(bariéra)

termoregulacni

psychosocialni

S (odparovani
(vnimani sebe
. vody,
sama, vliv na . .
mikrocirkulace

sebevédomi) krve)

smyslova vylu€ovaci

(receptory) (pot, maz)

Obrazek 1 Funkce kiize (Upraveno z [1]).

2.1.1 Anatomie kuze

Tloustka klize zavisi na lokalizaci na téle a na v€ku clovéka a pohybuje se primérné od 1 do 4
mm. Nejtenci je na o¢nich vickach (cca 0,1 mm), naopak je zvlasté silna na chodidlech a dlanich
rukou, kde je pfiblizn€¢ 1 mm silna. Anatomicky je mozné rozlisit dvé vrstvy: epidermis a dermis
(Obrazek 2). Pod dermis lezi jesté subcutis [4],[5].

e Epidermis (pokozka) tvoii vnéjsi vrstvu. Tato vrstva je tvofena zejména keratinocyty.
Kromé téchto bunék, kterych je az 90 %, pokozka taky obsahuje dalsi typy bunck —
melanocyty tvofici 8 % bunék, Langerhansovy buiiky, které jsou soucasti imunitniho
systému a Merkelovy bunky, které jsou ¢idla hmatu. Na bazalni membrané této vrstvy

8



se bunky nepietrzit¢ déli pomoci mitdzy, kdy se vytvaii dvé dcetfiné bunky. Jedna
zustava v bazalni vrstveé, zatimco druhd migruje smérem k povrchu pokozky. Béhem
tohoto procesu dochazi k diferenciaci keratinocyti. Nakonec se mrtvé buiiky,
korneocyty, v nejsvrchnéjsi vrstvé odlupuji [3],[5].

e Dermis (8kara) - tvofi vrstvu pod epidermis a je silnéj$i nez epidermis. Dermis je tvofena
hlavn¢ kolagenovymi a elastinovymi vlakny. Obsahuje také krevni cévy, nervy,
smyslové organy, mazové zlazy, potni zlazy a vlasové folikuly. Obsahuje tfi hlavni typy
bungk: fibroblasty, makrofagy a mastocyty [5].

e Subcutis (podkozni vazivo) - tato vrstva lezi pod dermis a sklada se z tukovych bunék

[5].

Keratinova vrstva

Eptdemis

Demis

Subcutis

Obrazek 2 Anatomické slozeni kiize. (Upraveno z [5]).

2.1.1.1 Pokozka — epidermis

Epidermis je vné&jsi vrstva kiize, tvorend piiblizné 15 az 20 vrstvami bunék, které formuji
vodotésny ochranny obal kolem povrchu tél. Jedna se o tenky vrstevnaty epitel z dlazdicovych
bun¢k a bazdlni membranu. V epidermis je mozné rozliSit n€kolik vrstev: Stratum Corneum
(SC), Stratum Lucidum, Stratum Granulosum, Stratum Spinosum a Stratum basale (viz Obrazek

3) [51.[6].



Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Obrdazek 3 Vrstvy edidermis [6].

Bariérova funkce SC je zajisténa lipidovymi lamelami lokalizovanymi v extraceluldrnich
prostorech mezi korneocyty a hydrolipidovym filmem. Tato lamelova struktura se pribézné
obnovuje a po poSkozeni se okamzité opravi. Pfi nizké vlhkosti se zvétSuje tloustka SC, zvySuje
se obsah lipidii v ném a zvySuje se jeho nepropustnost pro vodu. Vodotésnost této vrstvy je
1000krat vyssi nez u jinych membran zivych organismt. Kozni film na jeho povrchu pak také
zabranuje odpafovani vody. Tato vrstva zdroven umoznuje mechanickou ochranu (pevnost,
pruznost a soudrznost). Spodni epidermalni vrstvy jsou také vyznamné v bariérové funkci,
takze po SC piedstavuji druhou linii epidermalni bariéry [7],[8].

Chemickd a biochemicka bariéra sestdva z lipidi, kyselin, hydrolytickych enzymu,
antimikrobidlnich peptidi a makrofagli. Imunologicka bariéra je slozena z humoralnich a
bunéénych slozek imunitniho systému. KdyZ je bariérova funkce kiize poskozena fyzikalné
nebo chemicky, série homeostatickych procesii v bariérové funkci je okamzité urychlena a
zrychleni exocytozy lamelarnich télisek. Langerhansovy buiiky zachycuji latky, které pronikly
do epidermis, a vyvolaji imunologické reakce [7],[8].

2.1.1.2 Skdra — dermis

Dermis lezi pod epidermis. Tvoii 70-90 % celkové tloustky kuze. Dermis je jako dobie
hydratovany a perfundovany mukopolysacharidovy gel s elastickymi vlastnostmi diky siti
propletenych elastinovych a kolagenovych vlaken [9].

Dermis obsahuje tfi hlavni typy bunék: fibroblasty, makrofagy a zirné bunky (mastocyty).
Kromé téchto bunék je dermis také slozena z matricovych slozek, jako je kolagen, ktery
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poskytuje pevnost, elastin, ktery poskytuje elasticitu, a extrafibrilarni matrix, extracelularni
gelovité latky primarné slozené z glykosaminoglykantli (zejména hyaluronanu), proteoglykanti
a glykoproteiny. V této vrstvé jsou ulozeny také kapilary, krevni cévy, mazové zlazy, vlasové
folikuly, nehty potni zlazy, nervy a nervové receptory [9].

V piicném fezu Skary jsou patrné 2 vrstvy: papilarni a retikularni. Papilarni vrstva je horni a je
charakteristickd jemné¢jSimi kolagennimi vlakny a vétSim poctem bunck a cév ve srovnani
se spodni retikularni vrstvou. Proti pokozce vysila tzv. papily, coz jsou vybézky, ve kterych
jsou kapilarni sit€¢ a nervova zakonceni. Tento systém zvétSuje vyzivnou plochu pokozky a
zvySuje pevnost spojeni epidermis a dermis [9].

2.1.1.3 Podkozni vazivo — subcutis

Podkozni tkan neni soucasti ktize a lezi pod dermis. Jejim ucelem je propojeni kize k
podkladové kosti nebo svalu a jeji zdsobeni krevnimi cévami a nervy. Sklada se z volné
pojivové tkan¢ a elastinu. Hlavnimi typy bunék jsou fibroblasty, makrofagy a adipocyty
(subkutanni tkan obsahuje 50 % télesného tuku). Obsahuje také Vater-Paciniova téliska —
receptory tahu a tlaku, dale tukové lalicky a fidké podkozni vazivo, které umoziuje zna¢nou
pohyblivost kiize na nékterych ¢astech téla (na krku, ¢ele atd.) [5].

Tato vrstva tuku pod dermis funguje jako tlumici vrstva k ochrané Zivotné dulezitych vnitinich
organti pfed mechanickym traumatem a také jako izolacni vrstva chranici pted chladem. Kromé
toho je tuk dilezitym zdrojem energie pro t¢lo a rozpousti se v ném vitaminy A, D, E, K.
MnozZstvi a distribuce tuku zavisi do velké miry na dédi€nych faktorech, stravé a fyzické
aktivité. Skupiny tukovych bunék jsou oddéleny tuhymi oddily tvofenymi hlavné kolagennimi
vlakny, jak je znazornéno na obrazku 4 [5].

~

x{‘& ~— b3

Obrazek 4 Skupiny tukovych bunék oddélené kolagennimi viakny[5].

2.1.2 Biofyzikalni parametry kiiZe

V soucasnosti je k dispozici velké mnoZstvi metod pro pfimé nebo nepiimé vyhodnoceni
vlastnosti kiize. Mezi zakladni metody fadime naptiklad méfeni hydratace SC, transepidermalni
ztraty vody (TEWL), produkce seba (obsah lipidii na povrchu SC), ¢i textury povrchu kiize
[10].
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Dalsi metody slouZzi ke zndzornéni kiize nebo jeji struktury. Délime je na pfimé, kde ziskavame
obraz podobny tomu, co vidi nase oko (lupa, mikroskop, fotografie) a nepiimé zalozené na
vyuziti riznych fyzikalnich jevl (teplota, ultrazvuk, lasery, elektrony). Jen vzajemna
kombinace téchto ptistupti vyhovuje pozadavkiim vyzkumu a klinické praxi, protoze se jejich
moznosti a vlastnosti navzajem dopliuji [10].

2.1.2.1 Hydratace kiiZe

Voda tvoii za normélnich podminek az 70 % hmotnosti kiize. AvSak vné&jsi vrstva klize tvofena
odumfelymi koznimi buitkami ma vyrazné¢ niz8i obsah vody, ptiblizné 10 % az 30 % (Obrazek
5). Kdyz obsah vody v SC klesne pod 10 %, SC se stane nefunk¢éni a kiehkym. Optimalni
hydratace SC je nezbytné pro fungovani enzymatickych reakci, které usnadnuji maturaci SC,
korneodesmolyzu a deskvamaci. Stupen hydratace SC je ovlivnén nékolika faktory: pfitomnost
tak zvanych natural moisturizing factor (NMF) v SC; transepidermalni ztratou vody;
ptitomnosti pln€ ceramidovych hydrofobnich korneocytii, které ovliviiuji difuzi a odparovani
vody z SC urcené klimatickymi faktory. Zména hydratace SC pak ovliviiuje vzhled kize,
mechanické vlastnosti a procesy signalizace bunék [5],[11].

Obsah vody v keratinové vrstveé: ————
10-30%

Obsah vody v pokoZce a Skife; ——>
80%

Obrazek 5 Obsah vody v jednotlivych vrstvach kiize (Upraveno z [5]).

Kromé keratinu, ktery muize véazat znatné mnozstvi vody, obsahuje Stratum corneum tadu
dalSich hydrofilnich ¢inidel (volné aminokyseliny, pyrrolidonkarboxylova kyselina, laktat,
mocovina) souhrnné¢ oznaCovanych jako NMF. Protoze NMF jsou u¢inné humektanty
(zvlhCujici latky), maji pozitivni dopad na biochemické a mechanické vlastnosti SC. Také
lipidy SC hraji diillezitou roli pti udrzovani hydratace pokozky. Tyto mezibunécné lipidy jsou
usporddany ve vysoce organizovaném lamelarnim uspotfadani s pfitomnosti pouze velmi
malého mnozstvi vody, pravdépodobné interagujici s lipidovymi polarnimi hlavovymi
skupinami. Tato kompaktni lamelarni struktura je velmi G€¢innou bariérou proti nadmérnému
odparu vody z ktize. K hydrataci ptispiva také hydrofobni kozni film, ktery zabraiuje
vysychani, ¢imz se udrzuje potiebné mnozstvi vody v ktzi [12].

Mg¢éfteni hydratace SC v in vivo podminkach je zaloZzeno na nasledujicim principu. Voda
pfitomna v této vrstvé v bezprostfednim okoli sondy korneometru ovlivituje kapacitanci
detektoru. Jedna se o dvé kovové desky elektricky izolované tzv. dielektrikem (napt. vakuem,
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vzduchem, sklem ¢i plastem), které vytvareji mezi sebou elektrické pole se stfidavou
pritazlivosti a funguji jako kondenzator. Méfeni je na zdkladé¢ zmén hodnot dielektrické
konstanty v zavislosti na obsahu vody ve SC. Hydratace je uvedena v korneometrickych
jednotkach [12],[13].

Primérné hodnoty pro jednotlivé typy kiize jsou uvedené v tabulce 1. Je velmi dilezité, aby
vlastni méfeni bylo provadéno za standardizovanych podminek (vlhkost a teplota okolniho
vzduchu) aby nedochazelo ke zkresleni vysledku [13].

Tabulka 1 Typy pleti souvisejici s vihkosti a odpovidajici jednotky Corneometer CM 825 [13].

Typ kiize Korneometrické jednotky [c.j.]
velmi sucha <30

sucha 30-40

normalni >40

2.1.2.2 Transepidermadlni odpar vody

Parametr TEWL popisuje ztratu vody skrz epidermis (Obrazek 6). Bariéra SC neni dokonala.
Mnozstvi vodnich par se pohybuje mezi 20-50 pg/m?/h. Hodnoty zavisi na bariérové funkci
SC, ktera zase do zna¢né miry zavisi na integrité¢ lipidovych dvojvrstev, které obklopuji
korneocyty. Kdyz je bariérova funkce kize poskozena, odpar vody se zvySuje. Celistvost
bariéry mize byt narusena mechanickym ¢i chemickym poskozenim, nebo vystavenim ktize
prostiedi s nizkou relativni vlhkosti ¢i pusobenim UV zéfeni [11],[12].

Obrazek 6 Tok vody skrz SC (Upraveno z [11]).

Me¢teni TEWL muzZe byt uzitecné pro identifikaci poskozeni kize zpiisobeného urcitymi
chemikaliemi, mechanickym poSkozenim nebo patologickymi podminkami, jako je atopicka
dermatitida. Hodnota TEWL se zvySuje tmérné s urovni poskozeni. Naopak pokud se obsah
intercelularnich lipida v SC zvysuje, TEWL klesa [7],[8].

Transepidermalni ztrata vody se méfi na zdklad¢ detekce koncentrace pary nad pokozkou.
Sonda pfistroje je slozena ze sady dvou termistord a dvou hygrosenzort. Tyto senzory jsou
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umisténé v urcité vzdalenosti od povrchu kize, kde je poté méfen gradient odpafovani vody
pies SC. Rovnovazna hodnota rychlosti uniku vody z epidermis je vyjadfena v pg/m?/h [13].

2.1.2.3 Sebum

Mazova zlaza (glandula sebacea) je mikroskopicka exokrinni zlaza v kazi, ktera se otevira do
vlasového folikulu a vylucuje mastnou nebo voskovou hmotu zvanou sebum (kozni maz)
(Obrazek 7). Ten ma primarni roli pfi promastovani pokozky, ¢imz zabrainuje mechanickému
tfeni a pomaha udrzovat hydrataci. Nedavné studie odhalily, ze maz také hraje roli pti dodavani
antimikrobialnich lipidi a antioxidantti ve formé skvalenu, koenzymu Q10 a vitaminu E [14].

chlup

povrch kiize

Obrazek 7 Viasovy folikul a mazova zldza (Upraveno z [15]).

Mazové lipidy jsou nejcastéji triglyceridy a volné mastné kyseliny (57 %), voskové estery (26
%), skvalen (12 %) a cholesterol (2 %). Triglyceridy jsou hydrolyzovany na volné mastné
kyseliny (FFA) bakterialnimi a kvasinkovymi lipdzami poté, co jsou vylouceny na povrch kiiZe.
Dysfunkce produkce seba mulZe vést k abnormalni hydrolipidové folii a dysfunkci kozni
bariéry. Povrchové lipidy tvoii emulzi s vodou a hraji roli pfi udrZzovani povrchové hydratace
(1 kdyZ netvofi bariéru pro vodni paru). ZvySend tvorba mazu mlize také ptispét ke zménam v
mikrobioté kiize. Vysoky obsah seba na pokoZce mé& piimou korelaci se seboroickou
dermatitidou a akné a inverzni vztah s atopickou dermatitidou [14],[16].

Mnozstvi lipida ptitomnych na povrchu SC in vivo se méfi napiiklad sebumetrem. Béhem
méfeni jsou lipidy na povrchu klize obtisknuty na sebumetrickou pasku, ¢imz se méni jeji
transparentnost. Paska je nésledné analyzovana spektrofotometricky. Systém pak urcuje
mnozstvi kozniho mazu v pg / cm?. Hodnoty mnozZstvi seba se nejéastéji pohybuji v rozsahu
50-350 g/cm? [17].

2.1.2.4 Textura kiiZe
Koeficient tfeni klize ukazuje odpor povrchu kiize proti pohybu pfedméth na ném a popisuje
dalsi parametr biofyzikalnich vlastnosti kize. Vlastnosti textury kiize zavisi na mnoha
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proménnych, jako jsou riizné anatomické oblasti a parametry subjektu (v€k / pohlavi / zdravi).
Dulezitymi faktory jsou napiiklad také ohebnost vrstvy SC, pro kterou je nezbytna
mezibunééna dvouvrstva lipidova membrana. Pak je dilezita produkce potu, které zmekcuje
vrstvu SC. Piedchozi studie ukdzaly, Ze koeficient tfeni klize pozitivné koreluje s hydrataci SC
s aplikaci humektantu, ale negativné koreluje s mastnotou pokozky. Odpor kiize je méfen
napiiklad frictiometerem a souvisi s jeji elasticitou a plasticitou. V' dermatologii lze stanoveni
textury povrchu kize pouzit k vyvoji metod pro asistovanou diagnostiku koznich poruch.
Kvantifikace je uzitecna, naptiklad pii métfeni pokroku hojeni. Takova méfeni 1ze pouzit pro
diagnostiku ktize a vyhodnoceni terapeutickych nebo kosmetickych oSetieni [18],[19].

Spi¢ka sondy piistroje je vyrobena z teflonu. Povrch kiize dotykajici se povrchu hrotu je 2 cm?.
Sonda ptisobi silou rovnobézné s koznim povrchem a tieci hlava se otaci. Béhem méfeni se
zaznamenava tfeci odpor povrchu, kdy se tienim sniZuje nastavend konstantni rychlost tfeci
hlavy. Koeficient tfeni je uvedeny ve frikciometrickych jednotkéch. Zjist'uje se rozdil v tfeni
kize ve vztahu k vlastnostem pokozky nebo ptipravkim aplikovanym na kiazi [19].

2.2  Mikrobiom kiize

Termin ,,mikrobiom* (nebo ,mikrobiota®) oznacuje celkovou populaci mikroorganismui
(bakterie, houby, viry, rozto¢i) v konkrétnim prostiedi (Obrazek 8). Celkové je teplota povrchu
pokozky nizsi nez télesna teplota, obsah vody na povrchu kiize je niz$i neZ u vnitinich tkani,
pH je mirné kyselé (pH: 4,1-5,8) a diky neustalému procesu deskvamace jsou z povrchu kiize
nepretrzit¢ odstraiovany Supiny. Tyto podminky vyrazné ovliviiuji druhové sloZzeni kozniho
mikrobiomu, ktery je proto druhové velmi odlisny od napftiklad stfevniho mikrobiomu. Vztah
mikroorganismu a hostitele miize byt s ohledem na celkovy fyzicky a imunitni stav hostitele
komenzalni, symbioticky nebo parazitarni. Ve zdravém stavu ma naSe pokoZzka synergisticky
vztah s komenzalnimi mikroorganismy, ktefi zaroven eliminuji potencidlné nebezpecné
patogeny [12],[20],[21],[22].

Mikrobiota kiize zahrnuje dv€ skupiny: (i) Rezidentni mikroorganismy, které stabilné osidluji
kazi a jejich populace se po naruseni obnovi. Tyto mikroorganismy jsou komenzalni, coz
znamena, Ze tyto mikroorganismy jsou obvykle neSkodné, a nékteré i1 symbiotické, tedy
poskytuji hostiteli néjaky ptinos. (ii) Pfechodné mikroorganismy, které pochéazeji z vnéjsiho
prostedi a na kiizi pretrvavaji hodiny az dny, nez zmizi [16].
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Microbiota

Epidermis

Obrdazek 8 Prehled kozni mikrobioty (Upraveno z [5]).

Analyzy mikrobiomu jak zdravych jedinct, tak pacientl ukézala, Ze ,,zdravy mikrobiom kaze*
je charakterizovan vysokou rozmanitosti druhti a rovnovahou v kvantitativnich pomérech mezi
jednotlivymi druhy. Bakterie jsou nejrozsifenéj$Sim skupinou mikroorganismi, a naopak houby
jsou méné¢ cCasté. Ackoli je o dalSich rezidentnich mikroorganismech, jako jsou viry, a roztoci,
méné znamo, pravdépodobné interaguji s SirSim ekosystémem a ovliviiuji kozni imunitu
[21],[22].

2.2.1 Bakterie

VétSina bakterii patii k symbiotickym druhiim a ptfedstavuji nejstabilngjsi prvek mikrobiomu
ktze. Bakterie hraji zasadni roli pfi udrZovani rovnovahy v kvantitativnim a kvalitativnim
slozeni mikrobiomu tim, Ze ovliviiuji rust jinych mikroorganismu. Kize je obyvana pfedevsim
¢tyfmi skupinami bakterii: Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes a Proteobacteria
(Obrazek 9). V komplexni studii, ktera se zabyvala kultivaci za aerobnich i anaerobnich
podminek, se kolonizace klize bakteriemi liSila mezi anatomickymi misty a nejvyssi bakterialni
zatéZ byla pozorovana v mistech s vys$si produkci mazu [23].

Actinobakteria Firmicutes Proteobacteria Bacteroidetes

« Janthinobacteriu

Corynebacteria

« Spaphylococcus

« Comamonas

« Sphingobacteriu

« Propionobacteria * Closridium m m
« Microbacterium « Streptococcus - Serratia » Chryseobacteriu
 Micrococcus » Enterococcus » Halomonas m

« Delfia

Obrazek 9 Hlavni druhy bakterii Zijicich na kiizi (Upraveno z [23]).
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Na ktzi se vyskytuji:

aerobni bakterie — Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium sp., Staphylococcus
aureus, Streptococcus sp., Mycobakterium sp., Bacillus sp., Acinetobacter, Pseudonomas sp.,
Enterobacteriaceae, atd.;

anaerobni bakterie — Propionibacterium acnes, Peptococcus sp. [24].

Odhaduje se, ze 50 % vsech bakterii rezidentnich na ktzi patfi do druhu Staphylococcus
epidermidis obyvajiciho mimo jiné i horni ¢ast vlasového folikulu. Mezi dal$i bakterialni druhy
zijici na povrchu ktize patii S. saprophyticus, S. hominis, S. warneri, S. haemolyticus a S.
capitis. Dominantni bakterialni druhy rodt Corynebacterium a Propionibacterium jsou C.
jeikeium a P. acnes. Mezi ¢leny bakterialniho rodu Micrococcus patii M. luteus a, méné Casto,

M. vars, M. lylae, M. sedentarius, M. roseus, M. kristinae a M. nishinomiyaensisb [21],[25].

2.2.2 Houby

Dominantnimi houbovymi druhy Zijicimi na kizi jsou lipofilni kvasinky rodu Malassezia, které
tvoti 1-22 % lidského mikrobiomu. Rod Malassezia zahrnuje 14 druhti, z nichz 9 je schopno
kolonizovat lidskou ktzi. Dominantni druhy jsou M. globosa a M. stricta. Jiné druhy
Malassezia se nachazeji na kidzi v mensim mnozstvi. Za pfiznivych podminek maji kvasinky
Malassezia (zejména M. globosa a M. sympodialis) sklon zpusobovat kozni onemocnéni
(seboroidni dermatitidu, lupy, psoridzy, atopické dermatitidy) a v ptipad¢ vyrazné imunitni
nedostate¢nosti mohou — podobné jako bakterie — hrat roli v systémovych infekcich. Mezi

nejcastéj$i choroby zpuisobené kvasinkami rodu Malassezia patii pityriasis versicolor a
folikulitida [21].

Lidska kuze je také kolonizovana houbami rodi Penicillum (P. chrysogenum, P. lanosum),
Aspergillus (A. kandidus, A. terreus, A. versicolor) a v mensi mite Alternaria, Candida (C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. orthopsilosis), Chaetomium, Chrysosporium, Cladosporium,
Mucor, Debaryomyces, Cryptococcus (C. flavus, C. dimmennae, C. diffluent), Trichophyton a
Rhodotorul. Kvasinky C. albicans a houby rodu Cryptococcus jsou schopné kolonizovat
pokozku za urcitych podminek (poSkozeny povrch epidermis, zvySena vlhkost a teplota,
okluze) a zplisobuji kandidozu a kryptokokoézu. Patogenni houby s potencidlem vyvolat kozni
onemocnéni zahrnuji dermatofyty (Microsporum, Epidermophyton, Trichophyton) [21][23].

2.2.3 Roztoci

Kromé bakterii a hub mikrobiota kiize mize obsahovat také roztoce Demodex — paraziticky
pavoukovec fadu Acari, ktery obyva vlasové folikuly a mazové zlazy. Tento rozto¢ byl
identifikovan 1 na zdravé kizi. Mezi zastupce fyziologické mikroflory kaze patii D.
folliculorum zijici ve vlasovych folikulech a D. brevis obyvajici mazové a meibomové zlazy.
Nadmérny rust rozto¢e Demodex a piidruzenych bakterii (Demodex microbiota) je pfi¢inou

demodikozy a pravdépodobné hraje roli v etiologii a pribéhu rizovky (Rosacea) [21],[26].

2.2.4 Viry
Dosud jsou viry nejméné znamymi ¢leny kozni mikrofléry, protoze izolace a identifikace vira
nalezenych na povrchu kize je obtiznd. Tyto nebunécné organismy se li$i svym genetickym
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materidlem (DNA a RNA viry) a podléhaji rychlému vyvoji, coz ztézuje vytvareni
genomickych knihoven. Viry také nemaji konzervované oblasti genomu srovnatelné s oblastmi,
které jsou pfitomny v genomech bakterii a hub (16S rDNA u bakterii, respektive ITS ¢i 18S
rDNA). Viry jsou povazovany jak za patogenni pivodce, tak také za faktory pfispivajici k
udrzeni homeostazy ktize. O virech je zndmo, Ze jsou nestabilni, byt nezbytnou soucasti
kozniho mikrobiomu, zejména viry obsahujici dvouvlaknovou DNA (dsDNA), jako jsou
Polyomaviridae a Papillomaviridae [21],[26].

2.2.5 Faktory ovliviiujici mikrobiom kiiZe

Kuze a jeji mikrobiom funguji jako Stit, ktery chrani télo pred vnéjSimi agresemi. Mezi
hostitelskou rezidentni a / nebo piechodnou bakteridlni populaci existuje vyvazena rovnovaha,
kterd je neptetrzité ovliviiovana vnitinimi (hostitelskymi) a vn&jSimi (environmentalnimi)
faktory, které méni sloZzeni komunit koznich mikroorganismu a funkci hostitelské kozni bariéry.
Naruseni této rovnovahy se nazyva dysbidza [26].

Mikrobiom se vyviji a méni v zavislosti na lokalit¢ na téle, véku, pohlavi, etnické skuping,
klimatu, UV zéfeni, pracovnim a Zivotnim prostfedi, zivotnim stylu (stravovaci, hygienické a
kosmetické navyky), druhu obleceni, sportovnich aktivitach, konzumaci alkoholu a jinych
stimulantti atd. Variace v kozni mikrobioté lze definovat pomoci nckolika parametri:
topograficka, interpersonalni a ¢asova diverzita (Obrazek 10)[21],[22].

Hygienické a
o kosmetické oSetieni )
Genetické Léky nebo

predispozice antibiotika

Pohlavi Zivotni styl

Vek Stres

Mikrobiom kuize

Environmentalni

Etnicka skupina faktory

Obrazek 10 Faktory ovlivijici mikrobiom kiize (Upraveno z [21]).

2.2.5.1 Topograficka rozmanitost mikrobiomu lidské kiiZe

Kazda mikrobidlni komunita je adaptovana svym druhovym sloZenim i relativnim zastoupenim
téchto druhti na specifické mikroprostiedi na kiizi (Obrazek 11). Mezi hlavni faktory ovliviiujici
rust mikroorganismi na povrchu kiize patii mnozstvi a sloZzeni mazu a potu. Pii pouziti
sekven¢niho pfistupu 16S rDNA u zdravych dospélych bylo zjisténo, ze mastnéjsi oblasti,
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napiiklad: glabella (¢elo mezi obo¢im), horni polovina zad, jsou piednostné kolonizovany rody
Propionibacterium a Staphylococcus; vlhka mista, napiiklad: nare (uvniti nosni dirky), axilarni
klenba (podpazi), umbilicus (oblast spodni poloviny bficha) jsou pievazné osidlena rody
Corynebacterium a Staphylococcus; a sucha mista, naptiklad:, hyzd¢, jsou i pies obecné vyssi
variabilitu osidleny nejcastéjsimi zastupci b-Proteobakterie a Flavobacteriales. DalSimi
faktory ovliviiujicimi mikrobiélni rtist jsou teplota (v rozmezi od 29,5 ° C na prstech do 36,6 °
C v podpazi) a pH (od 4,2 na tvatich do 7,9 v podpazi) [21],[25].

Bakterie nejsou pfitomny pouze na povrchu kiize, ale nachazeji se také v hlubSich vrstvach
epidermis, a dokonce i v dermis a dermalni tukové tkani. Tyto vrstvy maji specifické profily
mikrobiomu a také obsahuji mnoho specializovanych typt bunék, jako jsou dendritické bunky,
melanocyty a Langerhansovy buiky, které aktivné reaguji na slozky mikroorganismi.
Sebacedzni folikuly piedstavuji anaerobni prostiedi bohaté na lipidy, na které je rod
Propionibacterium zvlasté ptizptisoben [16].

Mikroorganismy dominujici v i
oblastech s vysokou vihkost: | 4 |
sdctinobacteria o= v
iMicrococcus spp., IT\ L
Corynebacterium spp.) " T
« Firmicutes ,’/ M\\
(Staplhyvlococcus spp.) | |
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@ Mikroorganismy dominujici v S |I"‘w(" ) _ﬁ\lfjlI -\
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Obrazek 11 Mikrobidlni druhy na povrchu kiize (Upraveno z [21]).

2.2.5.2 Vek

Béhem prenatalniho stadia zlistdva kaze sterilni, ale uz béhem porodu ¢i okamzité po ném je
kolonizovana mikroorganismy. Jejich druhové slozeni je velmi dynamické jiz v raném véku.
Tyto komunity se stabilizuji, kdyz se blizime k dospé¢losti, ale nadale se vyvijeji v reakci na
ruzné hostitelské a environmentalni faktory [12],[22].
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Kuze novorozenct je kolonizovana matetskou mikroflorou (Lactobacillus spp., Prevotella spp.,
Sneathia spp.) pii prichodu vaginalnim kanalem. V piipadé porodu cisarskym fezem je kiize
novorozence od samého pocatku vystavena mikroorganismim na pokozce matky a
zdravotnického personalu a mikroflote pritomné v nemocni¢nim prostiedi. Proto kiize je pak
kolonizovana zcela odlisnymi bakterialnimi druhy (Staphylococcus, Corynebacterium,
Propionibacterium). Houby rodu Malassezia jsou detekovatelné na povrchu ktize jiz v prvni
den zivota u 89—100 % novorozencl. Nejvetsi zmeény v zastoupenych druzich se déji do véku
3 let. BEhem tohoto obdobi se mikrobiota vyviji v reakci na zmény ve fyziologii kiize a stravé

[21].

Uginek hormonalniho systému na kozni mikrobiotu je pak nejvyrazngjsi béhem puberty (u Zen
také béhem t¢hotenstvi, kojeni a menopauzy). Zvyseni androgenni aktivity u dospivajicich vede
ke zvySené aktivité mazovych zlaz, které jsou stanovistém pro P. acnes. Nadmérny rust P. acnes
byva spojovan s rozvojem acne vulgaris [21].

U dospélych jedinci je ,,zakladni* slozeni kozniho mikrobiomu uréeno hlavné anatomickymi a
fyziologickymi faktory, proto existuji rozdily v mikrobiomu kiize mezi Zenami a muzi [21].

U star$i populace prochdzi kozni mikrobiom zménami ovliviiujicimi, jak pocet
mikroorganismi, tak jejich druhovou rozmanitost. Z diivodu pomalej$i obnovy epidermis, a tim

kiaze starSich lidi ¢astéji obyvana kvasinkami a dermatofyty nez ktize mladych lidi [21].

2.2.5.3 Hygienické a kosmetické oSetieni

Kosmetické vyrobky méni mikrobialni rozmanitost, jakoZ 1 dynamiku a strukturu molekul na
povrchu klize. Variabilita ve sloZzeni mikrobiomu je specifickd pro produkt, misto a osobu a
zmeny jsou pozorovany od prvniho tydne pouzivani kosmetickych prostiedkli. Bylo prokézéano
ze eliminace pouziti zdkladni kosmetiky, jako je Sampon a deodorant, zvySuje rozmanitost
mikrobiomu pokozky béhem kratké doby (nekolik dni) [21].

Mezi hlavni faktory neptiznivé ovliviiujici rozmanitost mikroorganismi na povrchu kiize patii
také nékterd hygienicka oSetfeni provadéné pomoci chemickych latek. Takova ¢inidla neustéle
odstranuji mikrofloru kiize. Nasledné zmény fyzikalné-chemickych podminek na povrchu kize
znesnadiiuji komenzalni mikroflofe rekolonizaci pokozky a soucasné vytvareji piiznivé
podminky pro kolonizaci kiize patogeny. Napiiklad bylo prokazano, Ze ¢asté myti a odstranéni
lipidového filmu narusuje kozni bariéru, coz vede k podrazdéni kiize a ke zménam mikrobiomu
[21].

Kosmetické pfipravky jako jsou krémy ¢i t€lova mléka jsou vsak také potencialnimi faktory
pfispivajici k narlstu mikroflory pokoZzky. Naptiklad lipidové slozky piipravkli mohou
poskytovat ziviny a podporovat rist lipofilnich bakterii, jako je Staphylococcus a
Propionibacterium [28].

2.25.4pH
Kysely charakter povrchu pokozky poprvé zminil Heuss a pozd¢ji Schade a Marchionini, ktefi
pro kyselé¢ pH vnéjSiho povrchu pokozky predstavili termin ,kysely plast®. Kysela povaha
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pokozky hraje klicovou roli v bariérové homeostdze a imunitni funkci. Dale se ukazalo, ze
pokozka casteCn¢ odolava kysel¢ / alkalické agresi. Hodnota pH ma velky vliv na rast a
mnozeni mikroorganismi. Extrémné vysokd nebo nizkd hodnota pH mulze zplsobit smrt
mikroorganismu [12].

Ke snizeni pH povrchu kize pfispivaji také FFA produkované bakteriemi. Napiiklad S.
epidermidis, P. acnes, Pityrosporum ovale a Corynebacteria produkuji lipazy a esterazy, které
rozbijeji triglyceridy na volné mastné kyseliny, coz vede k niz§imu pH povrchu kiize, a tim
vytvaii nepfiznivé prostfedi pro nékteré kozni patogeny. Napiiklad, oblasti s vysSimi
koncentracemi rezidentniho mikroorganismu S. epidermidis jsou o néco kyselejsi (pH 4,7),
zatimco jeho rist je inhibovan za alkalickych podminek (pH 8,5). Naopak neutrdlni pH
nevyhovuje patogennimu S. aureus, ktery pro svij rist vyzaduje mirné zvysené pH [1],[12].

Zmény pH kize a dalSich parametri kize hraji roli v n€kterych patologiich kiize a v jejich
prevenci a 1é¢bé. P. acnes je klasickym ptikladem toho, jak mirné zvySeni pH kize muze
pomoci komenzalnim bakteriim stat se patogennimi. Pii pH 5,5 je rast P. acnes kontrolovany;

avsak mirny posun smérem k vy$§imu pH by mél za nasledek zvySeny rist tohoto organismu
[12].

2.2.6 Funkce mikrobiomu

Lidské symbioticka mikrofléra se podili na metabolickych procesech, ma vliv na proces zrani
tkani pfi ontogenezi a predstavuje zakladni prvek obranného systému téla proti patogennim
mikroorganismiim. Tento proces se oznaCuje jako koloniza¢ni rezistence. Kromé& toho
mikrobiota klUze (zejména S. epidermidis) inhibuje rist patogend vylucovanim
antimikrobialnich peptidi (AMP) a zaroven stimuluje 1 jejich produkci v keratinocytech. Je
znamo, ze bakterie rezidentni na kiiZi maji vyznamny vliv na udrZeni imunitni homeostazy.
Moduluji vrozenou imunitni odpoveéd’ a ovliviiuji vyvoj ziskané imunitni odpovédi. Jedna se o
komensalni a ¢asto i symbioticky vztah mezi mikroorganismy a hostitelem. Kiize umoznuje
kolonizaci a riist mikroorganismil, které chrani hostitele pfed patogennimi bakteriemi pfimo 1
nepiimo. Tyto bakterie mohou pusobit tak, Ze produkuji antibakteridlni peptidy (napf.
bakteriocin), toxické metabolity, indukuji nizky oxidacni potencidl, vyCerpavaji zékladni
Ziviny, zabranuji pfilnuti konkurenénich bakterii, inhibuji translokaci, degraduji toxiny, apod
[12],[21],[22].

Vyzkumy v posledni dob¢ prokazuji také velky vyznam probiotik a prebiotik. Probiotika jsou
pfinos*, zatimco prebiotika jsou ,,nezivotaschopné slozky, které piinasi hostiteli zdravotni
pfinos spojeny s modulaci mikrobioty* [27].

Ukazuje se, Ze lokalni dodéni specifickych zivych mikroorganismil, mikrobialnich lyzat a /
nebo prebiotickych substratii miize selektivné podpofit rist pozadovanych mikroorganismi.
Ptestoze vyzkum podporujici takové aplikace ziistavd omezeny, existuji ditkazy, ze lokalni
aplikace probiotik mliZe zlepsit bariérovou funkci kiize a imunitni odpovéd’ v misté aplikace.
Vyzkum in vitro naznacuje, ze prebiotika mohou selektivné inhibovat patogenni bakterie [27].
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2.3 Tenzidy

Cisténi pleti paii mezi zakladni kosmetické procedury a pfispiva k estetickému vzhledu kize.
Hlavni funkeci Cisticich ptipravkil je odstranéni produktt kiize, jako je sebum, zaschlé zbytky
potu a odumielych buné¢k SC. Soucasné jsou odstraiiovany necistoty, ¢ast mikroorganismil
sidlicich na povrchu pokozky a zejména u Zen také make-up [5].

ProtoZe jsou necistoty navazany nejcastéji v mastném filmu na povrchu pokozky, neni myti
¢istou vodou dostatecné. Aby bylo mozné u¢inn¢€ odstranit necistoty je proto tieba pouzit tenzid.
V soucasné dobé¢ existuje Siroka Skala ptipravki na €isténi a odliCeni pleti, tyto piipravky se lisi
nejen slozenim, ale i formou [5].

Tenzidy jsou organické povrchové aktivni latky (PAL), které jsou schopny se hromadit na
fazovém rozhrani jiz pfi velmi nizké koncentraci. Na zaklad¢ toho snizuji mezifazovou energii
soustavy. Pod pojmem detergenéni rozumime schopnost odstranit necistotu z pevného povrchu

[1].[29].

2.3.1 Laurylsulfat sodny

Laurylsulfat sodny (SDS) je ¢lenem skupiny soli sulfatovanych ethoxylovanych alkoholii
(Obrazek 12) jejichz bezpecnost byla hodnocena panelem odbornikii pro kontrolu
kosmetickych ptisad (The Cosmetic Ingredient Review Expert Panel, CIR). SDS je aniontova
PAL, u které bylo prokazano, ze je drazdiva pro pokozku a oci. Problémy vsSak zpiisobuje
zejména u jedincid s citlivou pokozkou (ekzematickd a suchd pokozka) a pti dlouhodobém
kontaktu s vysokou koncentraci této latky. Jeho dlouhodobé uZivani zplsobuje vysouSeni
pokozky a vlasti. SDS neni fazena mezi karcinogenni latky ani latky, které by zpusobovaly
organovou toxicitu, Je biologicky rozloZitelny za aerobnich i1 anaerobnich podminek. SDS se
pouziva primarné jako cistici PAL v Sirokém rozmezi koncentraci od 0,008 % do 50,0 %.
Nedéavno bylo objasnéno, ze SDS poskozuje epidermalni bariéru a nabité povrchové aktivni
latky mohou byt zaclenény do lipidové dvojvrstvé struktury, coz zplisobuje destabilizaci této
dvojvrstvy a zvySenou permeabilitu SC [1],[30].

o)
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Obrazek 12 Struktura laurylsulfatu sodného [30].

2.3.2 Decylglukosid

Obecna struktura decylglukosidu (DG) je znazornéna na obrazku 13. Jednd se o mirné
neionogenni PAL, kterd muze byt monomerni nebo polymerni. Néazev International
Nomenclature of Cosmetic Ingredients (INCI) bude stile decylglukosid pro oba typy. Tyto
slouceniny jsou Casto dostupné v kapalném ¢i pevném stavu. DG se vyrabi reakci glukozy z
kukufi¢ného Skrobu s mastnym alkoholem dekanolem a v pfirodni kosmetice slouzi jako
nahrada za chemickeé sulfaty (napt. SDS). Je Setrny k détské, suché, citlivé i precitlivélé pokozce
a je biodegradabilni. DG je povolen v kosmetice do 33 %. CIR vyhodnotil bezpecnost
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decylglukosidii pouzivanych v kosmetice a dospél k zavéru, ze tyto slozky jsou bezpecné v
soucasnych aplikacich a koncentracich, proto jsou formulovany jako nedrazdivé [31],[32].

Do Os e sy g iy ot

HO

HOY" “"OH

OH

Obrazek 13 Struktura decylglukosidu [32].

2.3.3 Kokamidopropyl betain

Kokamidopropyl betain (CAPB) je amfoterni amoniova sloucenina obsahujici ¢ast nasycené
nebo nenasycené mastné kyseliny v délce od 6 do 18 uhlikdl v amidové vazbé s aminopropyl
betainem (Obrazek 14). Zdrojem téchto mastnych kyselin, zejména kyseliny laurové, je
kokosovy olej. Pouziva se predevsim jako pseudoamfoterni PAL v Samponech, kondicionérech
a dalSich Ccisticich ptipravcich. Je to prirodni tenzid, ktery nahrazuje funkci sulfata (SDS,
laurethsulfat sodny, SLES), je ale Setrné&j$i a nevysusSuje. Bakteriostaticka aktivita byla
detekovana v kulturach Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes a Bacillus subtilis.
Fungicidni aktivita byla pozorovana v kulturach Candida albicans, Trichophyton
rnentagrophytes a Pityrosporurn ovale. Koncentrace CAPB se ve vyrobcich se pohybuji od
0,01 do 50 %. Na zéklad¢ dostupnych udaji je pouziti CAPB v kosmetickych produktech
povazovano za bezpecné [33].

O

/\/\/\/\/\/“\ ’CHB i
HyC NH/\/\/N*\)L ]
0]
H,C
Obrdazek 14 Struktura kokamidopropyl betainu [33].
2.4 Polysacharidy pouzivané v kosmetice

2.4.1 Sodium hyaluronate

Sodium Hyaluronate je vysokomolekularni (HMW) kyselina hyaluronova (HA) (Obrazek 15)
je prirodni glykosaminoglykan vytvofeny vazbou N-acetyl-glukosaminu s glukuronovou
kyselinou. Molekula HA muze dosahnout 10 000 nebo vice pard disacharidi, s molekulovou
hmotnosti az 4 MDa. Podle Mezindrodniho slovniku kosmetickych pfisad a pfirucky je HA
znama také jako hyaluronan. HA se v kosmetice pouziva v koncentracich do 1 % [34].

HA je télu vlastni latka, pfirozené se vyskytuje v lidském téle, naptiklad v synovialni tekuting
¢i sklivcl. Ziskava se primarné pomoci fermentace nehemolytického mikrobialniho kmene
Streptocossus equi. HA nebyla ve studiich na zvitatech imunogenni ani nepisobila jako
senzibilizator a neni genotoxicka. Siroce rozsifené klinické pouziti HA, zejména ve formé
injekci, nemd vyznamné nezadouci ucinky. HA a jeji sodné soli jsou povazovany za bezpecné
pro pouziti v kosmetice. [34].
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HA v kosmetice piisobi jako zmékcujici a hydrataéni latka. HA se pouziva v kosmetickych
piipravcich proti starnuti pleti. Bylo prokazano, ze nizkomolekularni (LMW) HA zvysSuje
hladinu hydratace poskozené pokozky a wurychluje opravu poSkozeni. Roztoky
vysokomolekularni (HMW) HA, pokud jsou aplikovany na povrch kize, tvofi hydratovany
viskoelasticky film. Poskytuje hydrataci SC a vytvafi optimélni podminky pro proteazy
zajiStujici spravné deskvamace. HA ma hojivy ucinek a dokaze si udrzet velké mnozstvi vody,
proto dodava pleti pruznost [34].

g OH

Obrazek 15 Struktura hyaluronové kyseliny [34].

2.4.2 Hydrolyzed Sodium Hyaluronate

Hydrolyzed Sodium Hyaluronate je smés oligosacharidi kyseliny hyaluronové s M; <5 kDa,
nebo-li moc nizkomolekularni (VLWH) HA. Je vysoce biologicky aktivni a 1épe pronika do
pokozky nez HMW HA. Ziskava se hydrolytickym $tépenim HA s vysokou molekulovou
hmotnosti. ZmensSuje hloubku vrasek a zvySuje elasticitu kiize. Zabranuje degradaci
extracelularni matrix. Snizuje prozanétlivé cytokiny, podporuje angiogenezi, stimuluje
mikrocirkulaci krve v pokozce a snizuje erytém. Udrzuje hydrataéni ucinky, protoze je
hydrofilni molekulou. Stimuluje produkei kyseliny hyaluronové koznimi bunikami. VLMW HA
se v kosmetice pouziva v koncentracich do 0,25 % [35],[36].

2.4.3 Sodium Caproyl Hyaluronate

Sodium caproyl hyaluronate (CaproylHA) (Obrazek 16) je tedy HA substituovana hexanovou
(kaproovou) kyselinou acylaci HA se stupném substituce 50-80 %. Stimuluje proliferaci,
migraci, diferenciaci keratinocytl a fibroblastd. Snizuje tvorbu mazu a lesku kiize snizenim
aktivity mazovych zlaz a velikosti port kiize. Podporuje angiogenezi, obnovuje funkci bariéry
kize, hydrataci a zlepSuje elasticitu. Snizuje erytém a rozsah pigmentovych skvrn [37].
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Obrdzek 16 Struktura caproylu hyalurondtu sodného, kde R'= -CO-(CH,)s-CH; [37].
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2.4.4 Schizophyllan

Jedna se o extracelularni polysacharid (Obrazek 17) z bunééné stény hub Schizophyllum
comunne. Je to beta-glukan (rozvétveny polysacharid D-glukézovych monomert). Jeho
molekulova hmotnost je snizena specifickym $tépenim. Je plné rozpustny ve vod¢ a vytvari
stabilni trojitou strukturu Sroubovice ve vodnych roztocich. Vyznamné zlepsuje funkce bariéry
ktze a hydrataci. Podili se na zvySovani metabolismu a zlepSovani imunitniho systému.
Zvysuje produkci kolagenu a snizuje jeho degradaci. M4 uklidiiujici vlastnosti a zmenSuje
hloubku vrasek [38],[39].
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Obrdzek 17 Struktura schizophyllanu [38].

245 Sodium Carboxymethyl g-Glucan

Sodium Carboxymethyl B-glucan (NaCMG) je chemicky modifikovany B-glukan izolovany ze
Saccharomyces cerevisiae (pekatské kvasnice). Ve vodé rozpustny derivat polysacharidu -
(1,3), (1,6) -D-glukan (Obrazek 18), ve kterém jsou urcité hydroxylové skupiny
glukopyranozylovych jednotek substituovany karboxymethylovou skupinou. Stimuluje
antioxidacni kapacitu pokozky, chrani proteiny a lipidy pfed poSkozenim, kontroluje imunitni

H OH 0
OH OCH,COONA"
H 0
\k| H
HO H
b OH - OH

Obrazek 18 Struktura karboxymethylu beta-glukanu sodného[40].
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24.6  Glucomannan

Glucomannan (Obrazek 19) je extracelularni polysacharid z kvasinek Candida utilis.
Rozvétveny polysacharid (patef z mandzovych jednotek s pfipojenymi molekulami glukozy)
tvoti ve vodé rozpustna vlakna. Vyrabi se alkalickou extrakci z bunééné stény kvasinek. Chrani
pted UV zafenim. Podporuje procesy oprav DNA. Reguluje zanétlivé procesy v kazi [41].
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Obrdzek 19 Struktura glucomannanu [41].

25 PCR

Tato metoda je revoluc¢ni pro cely obor molekuldrni biologie. Kary Mullis pfisel s myslenkou
PCR v roce 1983 a prvni ¢lanek popisujici tuto metodu se objevil v roce 1985 v Casopise
Science. V roce 1993 obdrzel Kary Mullis Nobelovu cenu za objev techniky PCR [42].

Metoda je zalozend na amplifikaci poZadovanych sekvenci nukleovych kyselin (pfedev§im
DNA), za pouziti oligonukleotidt specifickych pro tyto sekvence (takzvané primery), tepelné
stabilni DNA polymerazy a tepelného cyklovani. V tradicni PCR se detekce a kvantifikace
amplifikované sekvence provadi na konci reakce po poslednim cyklu PCR a zahrnuje post-PCR
analyzu, jako je gelova elektroforéza a analyza obrazu. V kvantitativni PCR v redlném case
(Casto zkracené na real time PCR nebo RT qPCR) se produkt PCR méfi v kazdém cyklu [42].

PCR teoreticky amplifikuje DNA exponencialné, a tedy zdvojnasobuje pocet cilovych molekul
v kazdém amplifikacnim cyklu. Kdyz je molekula DNA dostate¢né zahtata, jsou vodikové
vazby, které drzi pohromadé dvojitou spirdlu, pferuseny a molekula se rozd¢li neboli denaturuje
na jednotlivé fetézce. Pokud se roztok DNA zchladne, mohou se komplementarni pary bazi
reformovat a obnovit ptivodni dvojitou spirdlu. Aby bylo mozné pouzit PCR, musi byt zndma
presnd sekvence nukleotidil, které lemuji (leZi na obou stranach) oblasti zajmu (cilové oblast,
ktera musi byt amplifikovana). Toto jsou absolutni minimalni data nezbytna pted pouzitim
typické reakce PCR [42].

2.5.1 Zakladni princip PCR
Existuji tf1 hlavni kroky, které tvoti kazdy cyklus PCR.

1. Denaturace — inkubace pii vysoké teploté se pouziva k ,roztaveni“ dsDNA do
jednotlivych fetézcl a uvolnéni sekundarni struktury v jednotetézcové DNA (ssDNA)
(Obrazek 20). Kdyz se molekula dSDNA zahteje na 94 ° C, parové fetézce se oddéli
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(denaturuji). To umoznuje primertim piistup k SSDNA templatim. Obvykle se pouziva
nejvyssi teplota, kterou DNA polymeraza vydrzi (obvykle 92-96 © C). Denaturacni ¢as
1ze zvysit, pokud je obsah GC bazi vysoky. Zahtati byva pred prvnim krokem casto
prodlouzené, aby se dosdhlo Uplné denaturace celého vldkna, protoze pluvodni
templatova DNA je mnohonasobné delsi nez cilovy amplikon [42].

5’ — KN
ATGC AACAC
TACG TTGT G
3 — I Y
0
947 C
5’ — I
AT GC AACAC
TACG TTGTG
3’_ _5’

Obrazek 20 Pribéh denaturace[42].

Hybridizace primerii (annealing) - dosahne se ji ochlazenim reakéni smési na teplotu
okolo 50-60 ° C, v zavislosti na délce a nukleotidové slozeni pouzitych primert
(Obrazek 21). Béhem annealingu maji komplementarni sekvence primerQ pfilezitost
navazat se (hybridizovat) na teplatovou DNA, takZe se pouzije vhodna teplota, ktera je
zaloZena na vypocétené teploté tani (Tm) primerd (obvykle 5 © C pod Tm primeru) [42].
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Obrazek 21 Priibeh hybridizace primerii (Upraveno z [42]).

Syntéza DNA (elongace) vyzaduje opét zahtati (Obrazek 22) a to na optimalni teplotu
zvolené polymerazy (v ptipadé Taq polymerazy je to 70-72 ° C). V ptitomnosti tepelné
stabilni polymerazy, PCR pufru, deoxynukleosid trifosfaty (AINTP) a hofecnatych iontd,
zacina replikacni proces. Pfi této teploté polymerdza vykazuje nejvyssi enzymatickou
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aktivitu a prodluzovani primert probihd ve sméru 5'— 3' na zdkladé komplementarity
bazi podle templatovych vlaken DNA s nasednutymi primery s rychlosti az 100 bazi za
sekundu (Obrazek 23) [42].

ATGC AA

ATGC I o
TACG TTeT

Obrazek 22 Prvni PCR cyklus pri 72 °C [42].

5 3
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Obrazek 23 Amplifikace [42].

Druhy cyklus PCR reakce (Obrazek 24): dvé dvouvlaknové DNA vzniklé v prvnim cyklu
(amplikony) jsou denaturovany, aby se ziskaly 4 jednotlivé fetézce. Pfidani primerti, enzymu a
bazi umoziuje jejich kopirovani jako v prvnim cyklu, ¢imZz se ziskaji 4 dvoufetézcové
amplikony [42].
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Druhy cyklus PCR
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Obrazek 24 Pribéh druhého cyklu PCR reakce (Upraveno z [42].

Zvyseni DNA se zvySenym poc¢tem cykli PCR (denaturace, nasedéni a prodlouzeni). Graficky
1ze vidét z obrazku 25, Ze pocet molekul v kratkém case rychle roste. Ve 40 cyklech PCR je
jedna cilova molekula DNA zvys$ena na miliardy kopii (2%°) [42].
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Obrazek 25 Zvyseni DNA se zvysenym poctem cyklii PCR (Upraveno z [42]).

2.5.2 Real time RCR

Polymerazova tetézova reakce v redlném cCase (QRT-PCR) monitoruje amplifikaci cilené
molekuly DNA béhem PCR (tj. v redlném case), nikoli az na jejim konci, jako klasicka PCR.
Pokud je ve vzorku casta urcita sekvence (DNA nebo RNA), je pozorovan jeji signal v
diivéjsich cyklech; pokud je sekvence vzacnd, je amplifikace pozorovana v pozdéjSich cyklech.
Kvantifikace amplifikovaného produktu je zalozena za pouZiti fluorescen¢nich sond a PCR
pristrojti, které méfi fluorescenci pii provadéni tepelného cyklovani pro PCR. Pro RT qPCR je
optimalni pocet cykli 25-35 protoze pti prili§ vysokém poctu cykli se také zvySuje pocet
nespecifickych produktia PCR [42].

Zaznam amplifikace je zaloZen na principu fluorescence, kdy se pouZivaji sondy (fluorescenéni
latky), které se vazi specificky nebo nespecificky na amplifikované DNA. V kvantitativni
analyze genové exprese nejcastéji pouzivaji dvé metody SYBR Green a TagMan [43].

SYBR Green I je fluorescencni barvivo, které se vaZe na mensi drazku dvoutetézcové kyseliny
deoxyribonukleové (dsDNA). Jeho fluorescence je tisickrat vétsi, v piipad€ navazani na DNA
nez kdyz je volné€ v roztoku. ZvySujici se mnozstvi dsDNA piitomné v reakéni zkumavce tedy
vede k vétSimu mnozstvi vazanych barviv a ke zvyseni fluorescencniho signalu ze SYBR Green
I. Tato metoda je relativné levna a snadno se pouZziva. Specificnost je nejdilezitéjSim
problémem s pouzitim jakychkoli nespecifickych dsDNA véazajicich barviv, jako je SYBR
Green [43].

TagMan metoda vyuziva hydrolytické sondy, Jednd se 0 sekvencné specifické dudlné
fluoroférem znacené DNA oligonukleotidy. K 5’ konci teto sondy je pfipojen ,,reportér, coz je
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fluorescencni barvivo, jehoz fluorescence signalizuje amplifikaci produktu. Na 3’ konci sondy
je takzvany zhasec, ktery potlacuje fluorescenci z reportéru v intaktnich sondach. Zhéasec také
blokuje 3’ konec sondy, takZe ji nelze prodlouzit termostabilni DNA polymerazou. V pfipade¢,
ze se zahdji transkripce templatové DNA, dojde postupné k odbouravani (hydrolyze) na templat
nasednuté sondy, tim se uvolni reportér od zhaSeCe a dojde k emitaci fluorescence.
Hydrolytické sondy jsou vice specifické, protoze se méfi pouze sekvencné specifické
amplifikace [43],[44].

gRT-PCR Ize provadét v jednom kroku nebo ve dvou krocich (Obrazek 26). Jednostupiiové
testy kombinuji reverzni transkripci RNA na cDNA a PCR v jediné zkumavce a pufru, za
pouziti reverzni transkriptdzy spolu s DNA polymerazou. Jednostupiiovy RT-qPCR pouziva
pouze primery specifické pro sekvenci. Ve dvoukrokovych testech jsou kroky reverzni
transkripce a PCR provadény v oddélenych zkumavkéch, s riznymi optimalizovanymi pufry,
reakénimi podminkami a strategiemi aktivace [44],[45].

MANA Wi
« Oligo(dT)
RT « Néhodné primery .
+ Primery se specifickymi selcvencemi DNA Pol

onaral @, - )

- e
Ea < pufr + = < puft +
dNTP dNTP
Primery specifické
ro sekvenci 7 I
P o] ~
cDNA g
Primery specifické
pro sekvenci
RT-gPCR RT gPCR
VS. Dvoustupiiova

Obrazek 26 Rozdily mezi jednostupniovym a dvoustupriovym priibéhem RT-qPCR (Upraveno z [46]).

2.5.2.1 Dvoustupiiova qRT-PCR

Dvoustupiiovd qRT-PCR zacina reverzni transkripci bud’ celkové RNA nebo poly (A) RNA do
cDNA pomoci reverzni transkriptazy. Tato reakce syntézy cDNA miiZe byt aktivovana pomoci
nahodnych primerd, napf. oligo(dT) (jednovladknova sekvence deoxythymidinu) nebo genové
specifickych primert. Mnoho védcii pouziva ndhodné primery nebo smeés oligo(dT) a
nahodnych primerd, aby poskytly stejnou reprezentaci vsech cili v PCR aplikacich v redlném
Case a aby se zabranilo pfednostni replikaci z oligo(dT) primert. Teplota pouzitd pro syntézu
cDNA zavisi na zvolené reverzni transkriptdze. Po reverzni transkripci je cDNA prenesena do
samostatné zkumavky pro QRT PCR [44].

2.5.2.2 Jednostupiiova gRT-PCR

Jednokrokovéa qRT-PCR kombinuje syntézu cDNA a qRT PCR reakci ve stejné zkumavce, coz
zjednoduSuje nastaveni reakce a snizuje moznost kontaminace. Jsou vyzadovany genové
specifické primery. Je to proto, ze pouziti oligo (dT) nebo nahodnych primerti bude generovat
nespecifické produkty v jednostupiiovém postupu a snizovat mnozstvi pozadovaného produktu
[44].
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2.5.3 SlozZeni PCR smési

Ke katalyzovani amplifikace se pouziva tepeln¢ stabilni DNA polymeraza a tento enzym musi
byt doddn s vhodnym pufrem, kofaktorem (kovovymi ionty) a stavebnimi bloky dNTP
(Obrazek 27). Pro piipad specifickych aplikaci (tj. ke stabilizaci enzymu, manipulaci s
denatura¢nimi teplotami atd.) lze ptidat dalsi volitelné slozky [42].

Primery DNA polymeraza
5 s 3 4 )
ATGC "
TTGTG
3 5’

| DNA pro amplifikace |

Obrazek 27 Zakladnimi komponentami PCR smesi jsou: 1. dva oligonukleotidové primery (kazdy
priblizne 20 oligonukleotidit) 2. DNA-polymeraza 3. ANTP (smés vSech nukleotidii) 4. templatova DNA
5. pufr obsahujici Mg** ionty 6. znaceni — sondy (pouze u gPCR) / ethidium bromid 7. ddH,O (Upraveno
z [42]).

Templatova DNA

Templatova DNA pro replikaci miize byt z jakéhokoli zdroje DNA, jako je genomickd DNA
(gDNA), komplementarni DNA (cDNA) a plazmidovd DNA. Je vSak dllezité, aby vzorek
nebyl kontaminovan zadnou jinou DNA. Optimalni mnozstvi templatu se také muze lisit v
zavislosti na typu pouzité DNA polymerazy. Optimalizace mnozstvi vstupni DNA je dulezita,
protoze vys$$i mnozstvi zvySuje riziko nespecifické amplifikace, zatimco pfili§ niz$i mnozstvi
snizuje vytézky [44],[47].

Primery

Primery PCR jsou syntetické oligonukleotidy DNA s pfiblizné 15-30 bazemi. PCR primery
jsou navrzeny tak, aby se navazaly (prostfednictvim sekvenc¢ni komplementarity) na sekvence,
které lemuji oblast zdjmu v templatové DNA. Béhem PCR prodluzuje DNA polymerdza
primery z jejich 3 'konctll. Vazebna mista primerti musi byt jedine¢nd, s minimalni homologii s
jinymi sekvencemi vstupni DNA, aby se zajistila specifickd amplifikace zamysleného cile.
Kromé sekvencni homologie musi byt primery navrzeny peclivé, aby se specifi¢nost
amplifikace PCR zvysila. Sekvence primerti by mély mit teploty tani (Tm) v rozmezi 55-70 °
C, s Tm obou primera v rozmezi 5 ° C. Kromé toho by obsah GC v primeru mél byt v idedlnim
piipadé 40—60 %, s rovnomérnym rozloZenim bazi C a G, aby se zabranilo formovani riznych
smycek. Podobné by nemély byt na 3'-koncich primera pfitomny vice nez tii baze G nebo C,
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aby se minimalizovala nespecificka aktivace. Na druhé strang, jeden C nebo G nukleotid na 3
'konci primeru miiZze podporovat prospésné ukotveni a prodlouzeni primeru [47]

Sonda

Sonda je fragment DNA nebo RNA s proménnou délkou (obvykle 100-10000 bazi dlouhy),
ktery lze radioaktivné nebo fluorescenéné znacit. Poté mize byt pouzit ve vzorcich DNA nebo
RNA pro detekci ptitomnosti nukleotidovych latek, které jsou komplementarni k sekvenci
sondy. Ptiklady sond: Scorpion sondy, Molecular Beacon sondy, TagMan sondy, LNA (Locked
Nucleic Acid) sondy, Cycling Probe Technology (CPT) [44].

DNA polymeraza

Vykonnost PCR casto souvisi s termostabilni DNA polymerazou. NejcastéjSi pouZivanou
DNA-polymerazou je Taq DNA-polymeraza izolovana z bakterie Thermus aquaticus. Taq
DNA polymeraza ma relativné€ vysokou termostabilitu, s poloasem piiblizné 40 minut pii 95°
C. Integruje nukleotidy rychlosti asi 60 bazi za sekundu pii 70 © C a mlze amplifikovat délky
asi 5 kb, takze je vhodny pro standardni PCR bez zvlastnich pozadavki. Jednim z hlavnich
faktordi negativné ovlivnujicich specificitu PCR je skutec¢nost, ze Taqg DNA polymerdza ma
zbytkovou aktivitu (residual activity) pifi nizkych teplotdch. Primery mohou nespecificky
nasedat na DNA béhem nastaveni reakce, coz umoziuje polymeraze syntetizovat nespecificky
produkt. Problém nespecifickych produktt vyplyvajicich z chybného primingovani lze
minimalizovat pouZitim enzymu ,,hot-start* tedy takové DNA polymerazy, ktera neni aktivni
béhem ptipravy reakéni smési a pocatecniho kroku denaturace DNA. Pro specializovangjsi
aplikace, jako je klonovani, PCR, dlouhd amplifikace a PCR bohata na GC, jsou preferovany
DNA polymerazy s vy§§im vykonem. Tyto enzymy jsou schopné vytvatet produkty PCR s nizsi
chybou z dlouhych templat, v kratSim case s lepSimi vytézky a vyssi odolnosti vici
inhibitorum [44],[47].

Deoxynukleosid trifosfaty (ANTP)

dNTP se skladaji ze ¢tyt zakladnich nukleotidi — deoxyadenosin trifosfat (dATP), deoxycytidin
trifosfat (dCTP), deoxyguanosin trifosfat (dGTP), deoxythymidin trifosfat (dTTP) -jako
stavebnich blokli novych fetézci DNA. Tyto dANTP jsou pfitomny v reakéni smési ve forme
sodnych nebo lithnych soli. Tyto ¢tyfi nukleotidy jsou typicky pfiddvany do PCR reakce v
ekvimolarnich mnozstvich pro optimalni zaclenéni baze. AvSak v urcitych situacich, jako je
nahodna mutageneze pomoci PCR, jsou zamérn¢€ doddvany nevyvazené koncentrace ANTP, aby
se podpofil vyssi stupen nespravné inkorporace nekorigujici DNA polymerazou [47].

M92+

Hoteénaty iont (Mg?") funguje jako kofaktor pro aktivitu DNA polymeraz tim, Ze umoziuje
inkorporaci dNTP béhem polymerace. Ionty Mg?* se bézné dodavaji jako roztok MgClz do
smési PCR. Nekteré polymerazy, jako je Pfu DNA polymeraza, v§ak davaji prednost MgSOg,
protoze siran za urcitych okolnosti zajiStuje robustnéjsi a reprodukovatelnéjsi vykon. Ionty
hoi¢iku v aktivnim misté enzymu katalyzuji tvorbu fosfodiesterové vazby mezi 3'-OH primeru
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a fosfatovou skupinou dNTP. Kromé toho Mg?* usnadiiuje tvorbu komplexu mezi primery a
templaty DNA stabilizaci negativnich naboji na jejich fosfatovych fetézcich. Nizké
koncentrace Mg?* maji za nasledek snizenou aktivitu polymerazy, a tudiz maly nebo zadny
produkt PCR. Na druhé stran&, vysoké koncentrace Mg?* ¢asto produkuji nespecifické PCR
produkty ze zvySené stability komplexti primer-templat, jakoz 1 zvySeni replikac¢nich chyb z
nespravné inkorporace dNTP [44],[47].

Pufrovaci roztok

PCR se provadi v pufru, ktery poskytuje vhodné chemické prostiedi pro aktivitu DNA
polymerazy. Hodnota pH pufru je obvykle mezi 8,0 a 9,5 a je Casto stabilizovana pomoci Tris-
HCI. Pro Taq DNA polymerazu je b&znou soucasti v pufru draselny iont (K*) z KCl, ktery
podporuje annealing primert. KCI v pufru mizZe obcas nahradit siran amonny (NH4)2SOa.
Amoniovy iont (NH4") ma destabilizaéni u¢inek, zejména na slabé vodikové vazby mezi
neshodnym parovanim bazi a templatd, ¢imz se zvySuje specificita reakce [44],[47].
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3.2

EXPERIMENTALNI CAST

Pouzité chemikalie

Benzylalcohol-DHA, CAS:520-45-6, Making Cosmetics, USA
Carboxymethylglucan (CMG), ¢.5. 190514, Contipro, CZ
Cetylalkohol, CAS: 36653-82-4, Making Cosmetics, USA
Cocamidopropyl Betaine (CAPB), ¢.5. 20104003, Acetrade, CZ
Decylglucoside (DG), ¢.5.20104003, Contipro, CZ

DePC Voda, Contipro, CZ

DNeasy Blood & Tissue Kits, LOT: 163031593, Qiagen
Ethanol 96 %, CAS: 36653-82-4, Penta, CZ

Ethylenediaminetetraacetic Acid Disodium Salt (EDTA), CAS: 6381-92-6, Sigma-

Aldrich, USA

Glyceryl Stearate Citrate, ¢. 112350, Ekokoza, CZ

Hydroxid Sodny, CAS: 1310-73-2, Lach-ner, CZ

Chlorid Sodny, CAS: 7647-14-5, Lach-Ner, CZ

Kyselina Citronova, CAS: 77-92-9, Making Cosmetics, USA
Kyselina Hyaluronova (HA), ¢.8.190520-E1, Contipro, CZ
Lysozyme From Chicken Egg White, CAS: 12650-88-3, Sigma-Aldrich, USA
Oligohyaferre, ¢.s. OH-190506, Contipro, CZ

Schizophyllan, ¢.8. 191114-E1, Contipro, CZ

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), ¢.8. STBH6852, Sigma-Aldrich, CZ
TanActine, ¢.8.140217-E1, Contipro, Cz

Tenneliderm, ¢.8. 090418, Contipro, CZ

Capric Triglyceride, CAS: 20099088, Acetrade, CZ

Triton X-100, CAS: 9002-93-1, Lach-Ner, Cz

Trizma Base, CAS: 77-86-1, Sigma-Aldrich, USA

Tween 20, CAS: 9005-64-5, Sigma-Aldrich, USA

Komponenty pro gPCR

INJ Voda, Contipro, CZ

Sonda 16S, Elisabeth Pharmacon, CZ
Sonda PA, Elisabeth Pharmacon, CZ

Sonda SE, Elisabeth Pharmacon, CZ

Tagman Fast PCR Universal Master Mix, LOT: 00764857, Thermo Fisher Scientific,

USA

Pristroje a pomiicky

Analytické Vahy ME204 Mettler Toledo

Automatické Pipety v riizném rozsahu Objemu, Eppendorf Research Plus
Laminarni Box Class I, Microbiological Safety Cabinet, Thermo Scientific
Magneticka Michacka, IKA RCT Basic, Thermo Scientific

MPA 580 Firmy Courage & Khazaka

Corneometer CM 825, Courage & Khazaka
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+  Tewameter TM300, Courage & Khazaka
»  Sebumeter SM 815, Courage & Khazaka
»  Frictiometer FR 700, Courage & Khazaka
e Multifunkéni Centrifuga Thermo-Juan IEC CL31R, Thermo Scientific

+ Real-Time PCR Equipment, Quant Studio 3, Thermo Scientific

»  Sterilni Vahy XP205 Delta Range Mettler Toledo
« Termostat IKA Dry Block Heater 4, Thermo Scientific

3.4  Priprava detergentu

Roztoky detergentu byly vzdy Cerstvé pfipravené v den méfeni. Bylo pfipraveno 10 ml 10 %
roztoku daného tenzidu. Pro porovnani byla pouzita destilovana voda. V tabulce 2 je uveden
seznam pouzitych detergentl v praci.

Tabulka 2 Pouzité detergenty.

Pracovni niazev suroviny

Popis

SDS 10 % Laurylsulfat sodny v destilované vodé
CAPB 10 % Kokamidopropyl betain v destilované vodé
DG 10 % Decylglucosid v destilované vodé

3.5  Priprava kosmetickych emulzi
Byly pfipravené emulze typu olej ve vodé. Slozeni viz Tabulka 3 Slozeni emulze O/V

Tabulka 3 Slozeni emulze O/V.

Faze Obchodni nazev % INCI Funkce
Triglycerid 25 Caprilyc/Capric triglyceride | Okluze
A- :
olejovi Glyceryl stearat-citrat 5 Glyceryl stearate citrate Emulgator
Cetylalkohol 2 Cetyl alcohol Emulgator
B - stedl
i Destilovana voda 56,2 Agua rozpouste
vodna 0
HMW HA Sodium Hyaluronate
C - Hydrolyzed Sodi
_T|vLMw HA yorolyze OFUM | A ktivni
aktivni 1 Hyaluronate latka
latka™ Sodi c I
odium aprooy
royl[HA
Caproy Hyaluronate
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ium r methyl
NaCMG Sodiu Carboxymethy
Beta-Glucan
Schizophyllan Schizophyllann
Glucomannan Glucomannan
stédl
Destilovana voda 10 Agua gozpous &d
D B Benzylalcohol
konzerv |Benzylalcohol-DHA 0,8 y N Konzervant
dehydroacetic acid
ant
E- Kys. - . .
, ‘y , . Mnozstvi pro | Citric acid/sodium | _,
uprava |citronovd/hydroxid , . Uprava pH
, upravu pH | hydroxide
pH sodny

* pro pripravu emulze byla pouzita vidy jedna z uvedenych aktivnich latek. Bylo pripraveno 6
emulzi obsahujicich aktivni latku.

Pro ptipravu olejové faze byly do kadinky navazeny latky dle tabulky 3. Vznikld smés byla za
stalého michani zahrata na teplotu 75 °C. Faze B byla zahtata na 75°C. Jakmile mély ob¢ faze
stejnou teplotu, byla vodna faze za stdlého michani postupné ptidana do olejové faze. Po
emulgaci byla vznikla smés intenzivné michdna aZ do vychladnuti. Do emulze o teploté 40 °C
byla poté pfiddna faze C za stdlého michdni. Poté byl ptfiddn konzervant (faze D) a sm¢s se
fadné promichala. Bylo zméteno pH vzniklé emulze a ptipadné bylo upraveno 10 % roztokem
NaOH na hodnoty 5-5,2.

Placebo bylo ptipraveno stejnym zptisobem jen bez ptidani aktivni latky. Pfesné navazky slozek
emulze jsou uvedeny v ptiloze.

3.6 Vliv tenzidi na parametry a mikrobiom kuzZe

Obé¢ provedené in vivo studie byly schvaleny interni etickou komisi spole¢nosti Contipro a.s..
Studie se zucastnilo 10 Zen ve vékovém rozmezi 23-41 let (primér 31 let), bez akutnich ¢i
chronickych dermatologickych potizi, bez akutniho UV ozéafeni v oblasti méfeni, které
neuzivaly antibiotika nebo antimykotika (systémové nebo lokalni podani v misté aplikace)
alespoiit 6 mésict pred odbdrem. Utastnice neaplikovaly 8 hodin pied méfenim zadné
kosmetické prostfedky ani vodu na zkoumanou oblast, tzn. ¢elo.

Jedna polovina cela byla otfena dvéma tampony bunicité vaty napuSténymi 1 ml roztoku
testovaného detergentu ptipadné destilovanou vodou (schéma aplikace detergentu viz Obrazek
28). Parametry kiize jako hydratace, obsah seba, TEWL a textura byly méteny v Casech: To
(ptivodni stav — pied otfenim pokozky), 15 min, 2, 4 a 24 hod po otfeni. Ve vSech ¢asovych
bodech byl zaroven odebirdn i vzorek mikrobiomu. Odbér vzorku mikrobiomu byl provadén
stérem pomoci sterilni vatové ty¢inky napusténé sterilnim roztokem 0,15 M NaCl a 0,1 %
Tween 20. Odbér vzorku byl ziskan z plochy kiize cca 4 cm?. Stér tyéinkou byl provadén
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opakované cca 50 x po dobu 30 s aplikaci stalé¢ho tlaku. Pro kazdé misto byla pouzita 1 vatova
ty¢inka. Hlavicka vatové ty¢inky byla potom vloZena do 1,5ml zkumavky, vzorky byly pak
ulozeny do -80 °C. Stér z ¢ela byl proveden dezinfikovanymi rukavicemi, aby se zamezila
nezadouci kontaminace. Po 2 dnech byl experiment opakovan se zbyvajicimi dvéma detergenty.

Obrdazek 28 Aplikace detergentu na tampon.

3.7  Vliv kosmetickych surovin na obnovu parametru kiiZe a mikrobiomu

Studie se zacastnilo 10 Zen ve vékovém rozmezi 23-41 (primér 31 let). Aplikace tenzidu CAPB
probéhla stejné jako v pfedchozim experimentu a parametry kiize byly méfeny Vv Casech To
(pred aplikaci tenzidu), 15 min, 2 a 24 hod po aplikaci tenzidu. Ve stejnych casech byly také
odebirany vzorky mikrobiomu vyse popsanym zptisobem. V ¢ase 15 min byla na oblast otfenou
tenzidem poprvé aplikovana emulze s obsahem sledovanych aktivnich latek, ptipadné placebo
(1 aktivni latka na 1 polovinu obliceje). Dalsi aplikaci emulze provedli dobrovolnici tentyz den
vecer po umyti sledované plochy vodou (minimaln¢ 8 hodin pied odbérem nésledujici den).
Opét experimenty byly opakovany ve 2dennich rozestupech do té doby, nez byly provedeny
experimenty se vSemi testovanymi aktivnimi latkami.

3.8  Méreni parametri kiize

Ptfed métfenim byli dobrovolnici aklimatizovani 10 minut v kondicionované mistnosti. Studie
probihala vzdy ve stejné mistnosti, s vlhkosti vzduchu v priméru 40 % a primérnou teplotou
23°C. Pomoci ptistroje MPA 580 firmy Courage & Khazaka bylo provadéno méfeni hydratace
pokozky (Corneometer CM825), transepidermalni ztraty vody (Tewameter TM 300), obsah
seba (Sebumeter SM 815) a textury pokozky (Frictiometer FR 700). VSechny sondy byly béhem
meéfeni temperovany na 37°C.

3.9  lzolace DNA

Izolace DNA byla provedena pomoci komer¢niho setu QIAGEN DNeasy Blood & Tissue Kits
podle navodu vyrobce s modifikaci postupu pro Gram-pozitivni bakterie. V prvnim kroku bylo
do zkumavky se vzorkem ptidano 180 ul lyzaéniho pufru (20 mM Tris.Cl pH=8; 2 mM EDTA;
1,2 % Triton X-100; lysozym (20 mg/ml, byl ptidan té€sné pied pouzitim pufru)). Poté byl roztok
se vzorkem mirné vortexovan po dobu 30 s. S lyza¢nim pufrem byl inkubovan alespon 30 minut
v 37 °C. Po tomto kroku byly odstranény vatové ty¢inky a k roztoku bylo ptidano 25 ul
proteinazy K a 200 ul pufru AL. Vznikla smés byla vortexovana. Vzorky byly inkubovany 30
minut v 56 °C. Pak bylo ptidano 200 ul ethanolu a znovu byly vzorky dikladné vortexovany.
Takto ptipraveny roztok byl ptenesen do kolonky umisténé do 2 ml sbérné zkumavce. Poté byly
zkumavky centrifugovany 1 minutu pii 6000 g. Vznikly eluat byl vyhozen. Bylo ptidano 500 ul
AW1 pufru a kolonky se znovu odstiedily (1 min pii alespont 6000 g). Eluat byl opét vyhozen.
Bylo ptfidano 500 ul AW2 pufru a kolonky se odstiedily 3 min pfi alespoii 20000 g, aby se
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vysu$ila membrana. Po tomto kroku byl eluat vyhozen (kolonku je nutné vyndavat opatrng, aby
se kolonka nedostala do kontaktu s eluatem, pokud doslo ke kontaktu, posledni krok
centrifugace byl zopakovan). Kolonky byly umistény do ¢isté 1,5 ml nebo 2 ml eppendorfky.
Pak bylo napipetovano 100 ul pufru AE pfimo na DNasy membranu, Kolonky byly inkubovany
1 min pfi RT a centrifugovany 1min pfi alespon 6000 g. Eluce byla opakovana (kolonka byla
promyta znovu jen vzorkem). Vzorky od jednoho dobrovolnika byly vzdy izolované spolu.
Vzorky DNA byly uchovany pfi teploté - 20 °C.

3.10 gRT-PCR
V tabulce 4 jsou uvedeny sekvence pouzitych primerd a sond.
Tabulka 4 Sekvence pouzitych primerii a sond.

Mikroorganismus | gen primer | Sekvence konc.
/ sonda primer
(P) , sonda
(nM)
Propionibacteriu | 16S F GCGTGAGTGACGGTAATGGGTA 100
m acnes [48] rDN
A R TTCCGACGCGATCAACCA
P AGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCG
Staphylococcus femA | F CAACTCGATGCAAATCAGCAA 200
epidermidis [49]
R GAACCGCATAGCTCCCTGC
P TACTACGCTGGTGGAACTTCAAATCGTTAT
CG
16S rDNA gene | 16S F TCCTACGGGAGGCAGCAGT 500
(endogenni rDN
kontrola) [50] A R GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
P CGTATTACCGCGGCTGCTGGCACS

Vsechny komponenty byly pfed pouzitim rozmrazeny, promichany a kratce centrifugovany.
Sondy a primery byly natedény na koncentraci uvedenou v tabulce 4.

Poté byla pfipravena smés o objemu 10 ul podle postupu uvedeném v tabulce 5.
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Tabulka 5 Rozpis slozek smési na 1 reakci.

Slozka Objem (ul)
TagMan Fast PCR Universal Master Mix 5

TagMan Gene expression Assay 0,5

Vzorek DNA 4,5

Poté byly stripy zavickovany, promichany a stoéeny 2 min pii 4000 rpm. Vzorky byly
pfipraveny v dubletech. Stejnym postupem byla pfipravena negativni kontrola, pouze
matricova DNA byla nahrazena stejnym objemem vody pro PCR. Pro analyzu byl pouzit PCR
systém QuantStudio 3. Amplifikace vyizolované DNA byla provedena pti takto nastaveném
teplotnim programu:

1. krok (denaturace) 21 vtefin pii 95 °C
2. krok (elongace) 20 vtefin pii 60 °C
Opakovani: 40 cykla

3.11 Statistické zpracovani dat

Vsechny namétené hodnoty byly matematicky, statisticky a graficky zpracovany pomoci MS
Excel. VSechna data, pokud neni uvedeno jinak, byla normalizovana na hodnoty ziskané v ¢ase
To a normalizace dat probihala pro kazdého uc¢astnika samostatné. Data vyjadiena jako prameér
+ SEM. Pro stanoveni statistické vyznamnosti byl pouzit parovy Studenttv test (T-test).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1  Vliv tenzidi na parametry kiize

Ptestoze cisténi pleti patii ke kazdodenni ruting, v literatuie je popsany negativni efekt
nékterych Cisticich prostfedkil. Proto jsme se zaméfili experimentalni ¢ast na bézné pouzivané
tenzidy v kosmetice a jejich vliv jak na parametry kiize, tak i na jeji mikrobiom [51].

V ramci stanoveni vlivu tenzidl na parametry kiize byly testovany 3 latky: dodecyl sulfat (SDS)
jako aniontova PAL, decylglukosid (DG) jako neionogenni PAL a kokamidopropyl betain
(CAPB) jako amfoterni PAL. Pro porovnani byla pouzita i destilovana voda. Veskeré pouzité
suroviny byly jiz v minulosti pfedmétem testii dermalni drazdivosti a kosmetickych studii, kdy
nevykazovaly znamky cytotoxicity a fototoxicity. Veskeré pouzité latky jsou latky bézné
pouzivané v kosmetickém primyslu a spliuji patficné bezpecnostni standardy.

4.1.1 Sebum
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Graf 1 Viiv tenzidii na obsah seba. Polovina cela 10 zZen (24-40 let) byla otrena kosmetickym tamponem
napusténym Iml 10 % roztoku tenzidu nebo destilované vody jako negativni kontrola. Obsah seba byl
méien v case To (pired aplikaci tenzidu), 15 minut, 2, 4 a 24 h po aplikaci tenzidu Cervend ¢dra ukazuje
100 %, tzn. To. *= p<0,05; ** =p<0,01, ***=p<0,001.

Utelem tohoto experimentu bylo stanovit Gi¢innost pii kratkodobé aplikaci tenzidii na sebum.
Z grafu 1 lze vidét, Ze odliCeni vyrazné snizuji mnozstvi lipidi na SC. Pokles seba je pozorovan
po 15 minutach u vSech testovanych detergenti i destilované vody, i kdyz jeji efekt je mensi
nez efekt tenzida. Efekt tenzidu je statisticky signifikantni jesté 2 hodiny po aplikaci, naopak v
ptipad€ vody doslo o tiplnému obnoveni mnozstvi seba na pokozce. Po 4 hodinach uz snizeni
obsahu seba neni vyznamné u zadného z testovanych tenzidii a po 24 hodinach se sebum
obnovilo na ptivodni hodnoty, v ptipadé SDS naopak mirné narostlo.

M¢étenim jsme potvrdili skutecnost, ze tenzidy odstranuji lipidy z povrchu kuze, coz je jev
znamy jako delipidace neboli odmasténi. Dopad povrchové aktivnich latek na epidermdlni
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lipidy je charakterizovan naruSenim, solubilizaci a dezorganizaci lipidii SC. Soucasny vyzkum
ukazal, ze myti pokozky tekutym cisticim zédkladem (roztok PAL bez jakychkoli zvlh¢ujicich
prisad) mize snizit hladinu mastnych kyselin v pokozce i po jediném omyti. Nejvétsi vliv mél
SDS, ale po 24. hodinéach se hodnoty postupné vratily na ptivodni stav nebo mirn¢ ho ptekrocily.
Kromé svého ucinku na hladiny seba SDS vyvolava zmény v organizaci lipidovych lamel, coz
je v souladu s vyznamnym narastem TEWL, jak bylo také zjisténo v této praci. Pii dlouhodobé
aplikace tohoto detergentu mize dochazet k negativnimu efektu, nabité povrchove aktivni latky
mohou byt zaclenény do lipidové dvojvrstvy, ¢imz zptisobovat destabilizaci ochranné vrstvy a
zvySenou permeabilitu SC. Je zfejmé, Ze neiontové povrchove aktivni latky maji vétsi tendenci
K rozpusténi mastnych kyselin nez aniontové povrchové aktivni latky, coz mize prevést k
vétSimu odmasténi kiize. Tato hypotéza je v souladu se soucasnym méfenim, kde je patrné, Ze
roztok na bazi neiontovych PAL SDS méni lipidovou oblast ve vétsi mife nez mirné cistici
detergenty jako amfoterni CAPB nebo aniontovy DG [1],[52],[53].

4.1.2 Textura
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Graf 2 Vliv tenzidit na texturu. Polovina cela 10 Zen (24-40 let) byla otfena kosmetickym tamponem
napustenym Iml 10 % roztoku tenzidu nebo destilované vody jako negativni kontrola. Textura byla
méiena v case Ty (pred aplikaci tenzidu), 15 minut, 2, 4 a 24 h po aplikaci tenzidu. Cervend édara ukazuje
100 %, tzn. To. *= p<0,05; ** =p<0,01; ***=p<0,001.

V této Casti byl zkouman také vliv tenzidi na texturu kiize. Na grafu 2 mizeme pozorovat, ze
po 15 minutach po aplikaci tenzid nejvétsi narist v hrubosti pokozky ukazoval SDS (125,5
%), nasledovany CAPB (115,8 %). Destilovana voda ukazovala opacny jev, u tohoto zplisobu
odli¢eni bylo snizeni o 17 %. Po 2 hodinach hodnoty klesaji u vSech latek a tato tendence
pokracuje po celé dobé méfeni. V tuto dobu byly ucinky destilované vody, SDS a DG
srovnatelné, hodnoty CAPB byly mirné vyssi. Predchozi studie ukéazaly, Ze koeficient tieni ktize
pozitivng koreluje s hydrataci SC, ale negativné koreluje s mastnotou pokozky. I zde je patrna
souvislost koeficientu tfeni kiize s mnozstvim seba na SC. SDS, ktery nejsilnéji odmastoval
kize ukazoval také nejvétsi odpor 15 minut po aplikaci tenzidu [19].
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Graf 3 Viiv riznych tenzidii na TEWL. Polovina cela 10 zen (24-40 let) byla otiena kosmetickym
tamponem napustenym 1ml 10 % roztoku tenzidu nebo destilované vody jako negativni kontrola. TEWL
byl méren v case Ty (pied aplikaci tenzidu), 15 minut, 2, 4 a 24 h po aplikaci tenzidu. Cervend cara
ukazuje 100 %, tzn. To. *= p<0,05; ** =p<0,01; ***=p<0,001.

Mezi TEWL a stupném naruseni kozni bariéry existuje obecné pfijimany vztah. V disledku
toho se méfeni TEWL jevi jako velmi uZiteny parametr k vyhodnoceni kosmetickych
pripravki. Na grafu 3 je mozné pozorovat, ze po pouziti DG a SDS vedlo ke zvyseni
transepidermdlniho odparu vody. Pocatecni naruseni kozni bariery témito detergenty bylo
patrné i v dalSich ¢asovych intervalech po pocatecni aplikaci. Po 15 minutdich DG mé¢l nejvétsi
nartist TEWL, coz bylo o 15 % vyssi oproti po¢ate¢nimu stavu a tento trend pokracoval i po 2
hodinach, poté se hodnoty vrétily na plivodni stav. SDS zvySoval TEWL ve vSech bodech
méteni. Po 24 hodinach SDS mél nejvyraznéjsi efekt ve srovnani s ostatnimi detergenty, 15 %
oproti To. Nartist TEWL u DG a SDS je pravdépodobné spojeny s odstranénim seba, ale Ze je
piekvapivé, ze u CAPB neni pozorovany stejny efekt. Nicméné nase vysledky potvrzuji i dalsi
studie. Literarni data ukazuji, ze PAL jako SDS mitiZze ovlivnit jak proteinové, tak lipidové
struktury SC, ¢im zptisobit zvysenou propustnost lidské ktize odstranénim ochranné povrchové
vrstvy lipidd. Tato vrstva pomdha regulovat a udrzovat TEWL a jeji odstranéni okamzité
ovlivituje hodnoty TEWL. ZvySseny TEWL mize byt zpisoben piimymi zménami v
mezibunéénych lipidovych membranach a / nebo narusenim struktury keratinu. Nartst ztraty
vody z kize po aplikaci SDS byl popsan jako sekundarni jev v dusledku spongidzy
(mezibunéény edém v epidermis), vyvolanou denaturaci a-helikalnich keratinovych proteini v
dasledku konformaéni interakce s PAL. Destilovana voda TEWL neménila a v ptipadé CAPB
je mozné pozorovat mirny trend v poklesu TEWL az do 4 hodin. Po 24 hodinach hodnota
TEWL u téchto vzorku se vratila na pocatecni stav. V rtiznych studiich byl zkoumén CAPB,
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ktery by mohl ve vétsi ¢i mensi mife zpusobit podrazdéni kiize a vysledky jsou shrnuty
nasledovné: CAPB snizuje hodnotu TEWL, ale vykazuje drazdivé vlastnosti ve srovnani s
neoSetienou pokozkou [53],[54],[55],[56].

4.1.4 Hydratace
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Graf 4 Viiv riiznych tenzidii na hydrataci kiize. Polovina cela 10 Zen (24-40 let) byla otfena kosmetickym
tamponem napustenym Iml 10 % roztoku tenzidu nebo destilované vody jako negativni kontrola.
Hydratace byla mérena v case To (pred aplikaci tenzidu), 15 minut, 2, 4 a 24 h po aplikaci tenzidu.
Cervend cdra ukazuje 100 %, tzn. To. *= p<0,05; ** =p<0,01,; ***=p<0,001

DalSim parametrem kiiZe, na ktery jsme se zaméfili pfi hodnoceni vlivu tenzidl na pokozku
byla hydratace SC. JiZ na prvni pohled na grafu 4 je patrné, ze v hydrataci dochazelo béhem
testovani pouze k minimalnim zménam. Celkové byla pokozka stabiln¢ hydratovana v prubéhu
celého méfeni. CAPB mél nejlepsi vysledky po 15 minutach od aplikace a tyto Gcinky se
postupné snizovaly, po 24 hodinach se hodnoty vratily do ptivodniho stavu. Tento jev je taky
popsan v literatufe a potvrdili jsme, Ze tento detergent nema negativni vliv na hydrataci a
nevysusuje kiize (viz 2.3.3). Naopak SDS sniZoval hydrataci 24 hodin po aplikaci, kdy hodnoty
klesly o 6 % oproti pocatecnimu stavu. Tento jev byl taky pozorovan v jinych studii. Dle naSeho
méfeni ma nejhorsi ucinky SDS, coz miiZze souviset s tim, ze tento tenzid patii k potencialné
zdravi $kodlivym chemickym latkam (viz 2.3.1) [55].

4.2  Vliv detergentii na mikrobiom kuZe

Mezi hlavni kosmetické procedury neptiznivé ovlivitujici kozni mikrobiom patii ¢iSténi pleti
za pouziti detergentll. Tenzidy napomahaji pti celkové hygiené téla fyzickym odstrafiovanim
necistot a mazu ulpivajicich na pokozce, ale s tim odstranuji i symbiotické mikroorganismy
z povrchu kuze. Sebacedzni mista, jako je ¢elo, vykazuji nejnizsi bakteridlni diverzitu, coz
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naznacuje, Ze pouze maléd podskupina organismti mize tento stav tolerovat. Cilem predkladané
studie bylo popsat efekt jednotlivych detergentti na mikrobiom kuze [21].

421 16S rDNA

Nejprve byl analyzovan efekt tenzidii na celkové zastoupeni bakterii na kiizi, coz jsme sledovali
pomoci zmén Ct genu 16S rDNA, ktery jsme zvolili protoze tento gen je konzervovany ve
vSech bakteriich. Muze tedy slouzit jednak jako endogenni kontrola pro bakteridlni druhy, ale
také jako ukazatel relativniho zastoupeni bakterii.
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Graf 5 Efekt tenzidii na Cr hodnotu genu 16S rDNA. Polovina ¢ela 10 Zen (24-40 let) byla otiena
kosmetickym tamponem napusténym Iml 10 % roztoku tenzidu nebo destilované vody jako negativni
kontrola. Stér mikrobiomu probihal v case Ty (pred aplikaci tenzidu), 15 minut, 2, 4 a 24 h po aplikaci
tenzidu. *= p<0,05; ** =p<0,01; ***=p<0,001

Z grafu 5 lze pozorovat, ze hodnoty Ct byly vyznamné vyssi po aplikaci vSech tenzidd, coz
znaci ubytek bakterii, nebot’ bylo potfeba vice cykli PCR reakce pro to, aby bylo dosazeno
prahové hodnoty. Vychozi mnozstvi bakteridlni DNA ve vzorcich bylo tedy mensi nez
Vv piipad€ To. Tento jev naznacuje, Ze myti pokozky tekutym cCisticim zakladem (roztok PAL
bez jakychkoli zvlhcujicich ptisad) snizuje pocet bakterii na pokozce 1 po jediném omuyti.
Ptredchozi studie ukazaly, Ze takova cCinidla neustdle odstranuji mikrofléru klize a pfi
dlouhodobé aplikaci znesnadniuji komenzalni mikrofléfe rekolonizaci pokozky. Také je
pozorovana souvislost mezi obsahem lipidl a celkovym mnozstvim bakterii na pokoZzce. Latky,
které nejvic odmastovaly kizi v minulém experimentu mély nejvétsi vliv na mikrobiom. Na§
experiment potvrdil, ze pro bakterie osidlujici Celo, sebum je dalezitou slozkou pro jejich
mnozeni. Po 2 hodinach hodnoty se vratily na po¢ate¢ni stav s vyjimkou CAPB, kde Ct hodnota
zustaly jesté signifikantné zvysené [21].
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4.2.2 Propionibacterium acnes

Z literatury je znamo, ze u zdravych dospélych jsou mastné oblasti, jako celo, piednostné
kolonizovany piedev§im P. acnes a S. epidermidis. Proto pro nasi analyzu byly vybrany tyto
druhy.

2,5

15 -

2-AACT

1,0 =

0,5 -

0 hod 0.25 hod 2 hod 4 hod 24 hod
Cas méieni
B Destilovana voda m®10% DG m10% CAPB 10 % SDS

Graf 6 Viiv riznych tenzidii na relativni zastoupeni P. acnes. Polovina cela 10 Zen (24-40 let) byla
otrena kosmetickym tamponem napustenym Iml 10 % roztoku tenzidu nebo destilované vody jako
negativni kontrola. Stér mikrobiomu probihal v ¢ase Ty (pied aplikaci tenzidu), 15 minut, 2, 4 a 24 h po
aplikaci tenzidu. Cervend c¢dra ukazuje 100 %, tzn. To. *= p<0,05; ** =p<0,01,; ***=p<0,001.

Na grafu 6 je shrnuty efekt testovanych tenzidd na relativni mnozstvi P. acnes. Je ziejmé, ze
po 15 minutach tenzidy nemaji vliv na relativni zastoupeni P. acnes, zatimco u destilované
vody je viditelny vyrazny narlst zastoupeni P. acnes. Tato tendence je pozorovana i po 4
hodinach, nicméné tento nartst uz neni statisticky vyznamny. Po 24. hodinach na konci
experimentu hodnoty vSech latek pohybovaly kolem To. Relativni zastoupeni P. acnes koreluje
s celkovym mnozZstvim lipidli na kiizi. Vylu€ovany maz vyuziva P. acnes jako zdroj Zivin. Proto
po aplikaci destilované vody je pozorovan narist P. acnes, ktery souvisi s vysledky seba (4.1.1).
Tento experiment ukazal, Ze tenzidy nemaji vliv na relativni mnozstvi P. acnes. [57], [58].
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4.2.3 Staphylococcus epidermidis
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Graf 7 Viiv riiznych tenzidii na relativni zastoupeni S. epidermidis. Polovina cela 10 Zen (24-40 let) byla
otrena kosmetickym tamponem napustenym Iml 10 % roztoku tenzidu nebo destilované vody jako
negativni kontrola. Stér mikrobiomu probihal v ¢ase To (pred aplikaci tenzidu), 15 minut, 2, 4 a 24 h po
aplikaci tenzidu. Cervend c¢dra ukazuje 100 %, tzn. To. *= p<0,05; ** =p<0,01,; ***=p<0,001

Na grafu 7 je shrnuty efekt testovanych tenzidl na relativni zastoupeni S. epidermidis. Z grafu
je patrny vyrazny pokles S. epidermidis jiz po 15 minutach u vSech testovanych latek. nejvetsi
negativni efekt na mél CAPB, tato latka snizila relativni zastoupeni o 50 %. Ostatni detergenty,
ale i voda snizuji populaci o 35 % oproti ptivodnimu stavu. Po 2 hodinach 1ze pozorovat navrat
k ptivodnimu stavu jak u DG, tak u SDS. Naopak na mistech oSetfenych CAPB se populace S.
epidermidis obnovovala pomalu a k pivodnimu stavu se nevratila ani po 24 h. Tento vysledek
je ptekvapujici, protoZze CAPB je nej€astéjsSim povrchové aktivnim ¢inidlem, ktery nahrazuje
funkci sulfati (SDS, SLES), pficemz je povazovan za Setrnéjsi. S. epidermidis je hlavnim
rezidentem zdravé klize, zabranuje tvorbé akné, protoze vykazuje antimikrobidlni aktivitu proti
S. aureus a P. acnes a jeho pokles miiZze ovlivnit zdravi pokozky. Proto jsme pro dalsi
experiment zaméfeny na efekt kosmetickych polysacharidi vybrali tento detergent [57],[59].

4.3  Vliv kosmetickych polysacharidi na parametry kiuze

Polysacharidy, zejména z ptirodnich zdroji, se v kosmetické oblasti Siroce pouzivaji diky
multifunkénim vlastnostem. Kosmetické ptipravky s témito slozkami, jako je kyselina
hyaluronova, schizophyllan a dalsi latky ziskané biotechnologickym procesem, mohou zlepsit
ucinnost piipravkl a udrzet kizi v dobrych podminkéch.
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Cilem této experimentalni ¢asti je zjistit vliv vybranych polysacharidi na parametry kiize po
odli¢eni pomoci CAPB a jejich schopnost obnovit nebo zlepSit stav mikrobioty. Pro nas
experiment bylo vybrano 6 surovin: 3 chemikalie na bazi kyseliny hyaluronové (HMW HA,
VLMW HA, CaproyHA) a 3 dalsi pfirodni polysacharidy (Schizophyllan, NaCMG,
Glucomannan). Pro porovnani byly zafazeny do testll také placebo a neoSetfena kontrola
(pokozka oSetiena pouze CAPB).

4.3.1 Sebum
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Graf 8 Vliv odliceni a nasledné aplikace kosmetickych polysacharidii na obsah seba. Polovina cela 10
zen (24-40 let) byla otfena kosmetickym tamponem napustenym Iml 10 % roztoku CAPB a nasledné
probéhla aplikace emulze s obsahem sledovanych aktivnich latek, pripadné placebo jako negativni
kontrola. Obsah seba byl méren v case Ty (pred aplikaci tenzidu), 15 minut, 2 a 24 h po aplikaci emulze.
Cervend éara ukazuje 100 %, tzn. To. *= p<0,05; ** =p<0,01; ***=p<0,001.

Graf 8 ukazuje pokles obsahu seba po aplikaci CAPB, coZ potvrzuje odstranéni lipidi aplikaci
tenzidu. Po 2 hodinéch je patrny velky nartist obsahu seba u placeba a srovnatelné vysledky
byly ziskany 1 po aplikaci emulzi s testovanymi aktivnimi latkami, coz naznacuje, ze k obnovée
seba prispiva zejména olejova faze pouzité emulze. U normalni pokozky je to dilezity fakt:
nadmérné odstranéni seba miize neptizniveé ovlivnit stav klize, protoze sebum pomaha udrzovat
hydrataci a hraje roli pfi doddvani FFA. Naopak neoSetfena kontrola ukazovala 79 %, coZ se
koreluje s vysledkem minulého experimentu. Po 24 hodinach hodnoty se vratily na pocatecni
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stav u neosetiené kontrole. V tuto dobu vétsina polysacharidt ukazovala stejnou u¢innost jako
placebo, jen u Schizophyllanu hodnoty byly signifikantné odlisné [58].

Z toho experimentu Ize usoudit, ze aplikace krému po ocisténi pokozky CAPB miize obnovit
mnozstvi lipidd na pokoZce. Zajimavé je, Ze na rozdil od ostatnich latek NaCMG a
Schizophyllan, nevracely hodnoty k ptivodnim. CaproylHA naznacil nejvétsi ucinek po 24
hodinach a tenhle jev byl pozorovan i v minulych experimentech [35],[60].

4.3.2 Textura
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Graf 9 Vliv odliceni a nasledné aplikace kosmetickych polysacharidit na texturu kiize. Polovina ¢ela 10
zen (24-40 let) byla otfena kosmetickym tamponem napustenym Iml 10 % roztoku CAPB a nasledné
probéhla aplikace emulze s obsahem sledovanych aktivnich latek, pripadné placebo jako negativni
kontrola. Textura byla mérena v case To (pred aplikaci tenzidu), 15 minut 2 a 24 h po aplikaci emulze.
Cervend éara ukazuje 100 %, tzn. To. *= p<0,05; ** =p<0,01; ***=p<0,001.

Na grafu 9 je patrné, ze 15 minut po aplikaci CAPB narista hrubost pokozky. V kapitole 2.1.2.4
je uveden vztah mezi texturou a mastnou pokozkou, ktery zde byl také detekovan. Po 2
hodinach pozorované hodnoty klesaji u vSech latek a tato tendence pokracuje po celé dobé
méfeni. Po dvou hodindch je zajimavy efekt VLMW HA, kde byl pozorovan vyznamné
nejmensi odpor (71 %). Je znamo, Ze tento polysacharid zvySuje elasticitu klize a méteni textury
souvisi s timto parametrem, coz lze taky pozorovat v tomhle experimentu. Po 24 hodinach je
pozorovano, ze vSechny polysacharidy kromé Schizophyllanu mirné zlepsily texturu kuze,
tenhle polysacharid mél neutralni vliv na texturu.
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433 TEWL
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Graf 10 Vliv odlic¢eni a nasledné aplikace kosmetickych polysacharidit na na TEWL. Polovina cela 10
zen (24-40 let) byla otfena kosmetickym tamponem napustenym Iml 10 % roztoku CAPB a ndsledné
probéhla aplikace emulze s obsahem sledovanych aktivnich latek, pripadné placebo jako negativni
kontrola. TEWL byl méren v case Ty (pred aplikaci tenzidu), 15 minut 2 a 24h po aplikaci emulze.
Cervend ara ukazuje 100 %, tzn. To. *= p<0,05; ** =p<0,01; ***=p<0,001.

Na grafu 10 Ize vidét, Ze po o€isténi pokoZzky pomoci CAPB dochézelo pouze k malym zménam
v transepidermalnim odparu vody u vSech méfeni. Dvé hodiny po aplikaci emulze byl
pozorovan narist TEWL nicméné vSechny testované latky kromé¢ HMW HA a Glucomannanu,
ktery signifikantné zvysil TEWL v tomto bodé (p=0,017), mély srovnatelny ucinek jako
placebo a neostfena kontrola. ZvySeny TEWL u téchto dvou latek je piekvapivy, protoze
nesouhlasi s vysledky ptedchozich experimentii. Kazdopadn€ to mize byt zplisobeno
porovnavanim kratkodobych a dlouhodobych efekti. Ostatni emulze neprokazovaly zadny
vyrazny efekt na tento parametr. Po 24 hodinach nejmensi ztrata vody z kiize byla detekovana
u Schizophyllanu, zatimco vSechny ostatni testované latky se stejn¢ jako placebo pohybovaly
kolem hodnot bodu To. V tomto experimentu byl odhalen mimé pozitivni
ucinek Schizophyllanu na transepidermalni ztratu vody po 24 hodinach. Tato latka byla
schopna podporovat bariérovou funkci kiize a vysledek je v souladu s pfedchozimi experimenty
[60].

Je zajimavé, ze predchozi klinické studie ukazaly, ze kosmetické prostiedky na bazi
polysacharidii podporuji snizeni transepidermalni ztraty vody, ¢imz chrani funkci kozni bariéry.
Zatim v naSem experimentu je pozorovan spi§ opa¢ny trend. Tento jev mulze souviset
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s pfedchozim oSetfenim CAPB. Také minulé studie probihaly dlouhodobé. V nasem
experimentu lze pozorovat snizeni hodnot po 24 hodinach oproti 2 hodindm, coz by mohlo déle
pokracovat po nasledujici aplikaci emulze [60][61].

4.3.4 Hydratace
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Graf 11 Vliv odliceni a nasledné aplikace kosmetickych polysacharidii na hydrataci kiizi. Polovina cela
10 Zen (24-40 let) byla otiena kosmetickym tamponem napusténym 1ml 10 % roztoku CAPB a ndsledné
probéhla aplikace emulze s obsahem sledovanych aktivnich latek, pripadné placebo jako negativni
kontrola. Hydratace byla mérena v case To (pied aplikaci tenzidu), 15 minut 2 a 24 h po aplikaci emulze.
Cervend ara ukazuje 100 %, tzn. To. *= p<0,05; ** =p<0,01; ***=p<0,001

Z grafu 11 je mozné vycist, Ze po pouziti detergentu CAPB se hydratace vyrazné¢ nezmenila,
stejné jako u predchozi ¢asti studie (viz 4.1.4). Navic vSechny testované latky mély téméf stejny
ucinek jako placebo. Po 24 hodinach u glucomannanu je pozorovan vyznamny pokles (p=0,03),
zatimco se u ostatnich hydratace pohybuje kolem pivodnich hodnot. V minulych
experimentech glucomannan taky neukazoval vyznamné hydrataéni vlastnosti. Z toho
experimentt Ize usoudit, ze aplikace tenzidi a polysacharidi vyrazné neméni hydrataci [60].

4.4  Vliv kosmetickych polysacharidi na mikrobiom kiiZe po aplikaci tenzidu

S rostouci popularitou prebiotik, probiotik, postbiotik, symbiotik a dalSich terapii se zkoumaji
alternativni vliv jinych latek na mikrobiom kiize. Protoze uc¢inek pouzitych kosmetickych
polysacharidii neni dobfe prostudovan z hlediska jejich efektu na mikrobiom ktze, zkoumali
jsme také jejich vliv na rust P. acnes a S. epidermidis po aplikaci CAPB v in vivo podminkach.
V této Casti byly vybrany jen 4 polysacharidy: HMW HA, VLMW HA, Schizophyllan a
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Glucomannan. Pro porovnani byly zafazeny do testl také placebo a neoSetfend kontrola
(pokozka osetfena pouze CAPB).
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Graf 12 Vliv odliceni a nasledné aplikace kosmetickych polysacharidii na Ct hodnotu genu 16S rDNA.
Polovina cela 10 Zen (24-40 let) byla otiena kosmetickym tamponem napusténym Iml 10 % roztoku
CAPB a nasledné probéhla aplikace emulze s obsahem sledovanych aktivnich latek, pripadné placebo
Jjako negativni kontrola. Stér mikrobiomu probihal v case Ty (pred aplikaci tenzidu), 15 minut 2 po
aplikaci emulze. Cervend &ara ukazuje 100 %, tzn. To. *= p<0,05; ** =p<0,01; ***=p<0,001.

Na grafu 12 1ze pozorovat, Ze se Ct hodnoty genu 16S rDNA po aplikaci CAPB signifikantné
zvysily, coZ potvrdilo ubytek bakterii po aplikaci tenzidu stejné jako v minulém experimentu.
Po 2 hodinach je zajimavy pokles hodnot u vSech latek kromé neoSetiené pokozky. Tento
vysledek nam ukazuje, Ze olejova faze emulze poskytla dostate¢né zdroje pro obnovu
bakterialni populace na pokozce. Glucomannan v tuto dobu ukazoval statisticky vyznamné
zvyseni CT (p=0,006) oproti To.
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4.4.2 Propionibacterium acnes
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Graf 13 Vliv odliceni a ndsledné aplikace kosmetickych polysacharidii na relativni zastoupeni P. acnes.
Polovina cela 10 Zen (24-40 let) byla otFena kosmetickym tamponem napustenym 1ml 10 % roztoku
CAPB a nasledné probéhla aplikace emulze s obsahem sledovanych aktivnich latek, pripadné placebo
Jjako negativni kontrola. Stér mikrobiomu probihal v case Ty (pred aplikaci tenzidu), 15 minut 2 po
aplikaci emulze. Cervend cdara ukazuje 100 %, tzn. To. *= p<0,05; ** =p<0,01,; ***=p<0,001.

Graf 13 ukazuje, ze aplikace CAPB nema zadny vliv na relativni zastoupeni P. acnes. Tahle
tendence je pozorovana i po 2 hodinach. Toto se nam tika Ze ani aplikace CAPB ani nasledna
aplikace emulzi s testovanymi polysacharidy neovlivnily relativni zastoupeni P. asnes na
pokozZce. V piedchozich studiich bylo zjisténo, Ze vétvici b-1,3-glukany, jako je Schizophyllan,
nejsou Gcinné proti P.acnes, coz jsme potvrdili v tomhle experimentu [62].

4.4.3 Staphylococcus epidermidis

Na grafu 14 je patrny vyrazny pokles S. epidermidis 15 minut po aplikaci CAPB stejné jako v
minulém experimentu (viz 4.2.3). Po 2 hodinach lze pozorovat navrat k plivodnimu stavu u
placeba (97 %), neosetiené kontroly, VLMW HA a schizophyllanu. V tuto dobu HMW HA
podpotila nardst populace S. epidermidis 0 18 % oproti To. Glucomannan zlepsil relativni
zastoupeni této bakterie o 12 %. Tento jev koresponduje s faktem, ze Glucomannan funguje
jako stimulator prospésné stfevni mikroflory podobné probiotikiim (bifidobakterie a

-----

polysacharid muze pasobit jako prebiotikum pro S. epidermidis a podporovat jeho narist [63].
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Graf 14 Vliv odliceni a ndsledné aplikace kosmetickych polysacharidii na relativni zastoupeni S.
epidermidis. Polovina cela 10 zen (24-40 let) byla otena kosmetickym tamponem napusténym Iml 10
% roztoku CAPB a nasledné probéhla aplikace emulze s obsahem sledovanych aktivnich latek, pripadné
placebo jako negativni kontrola. Stér mikrobiomu probihal v c¢ase To (pred aplikaci tenzidu), 15 minut
2 po aplikaci emulze. Cervend cdra ukazuje 100 %, tzn. To. *= p<0,05, ** =p<0,01,; ***=p<0,001

V tomto experimentu lze také pozorovat zajimavy fenomén rozdilného efektu nizko a
vysokomolekularni kyseliny hyaluronové. MoZznym vysvétlenim muize byt fakt, ze VLMW HA
penetruje 1épe do kize a ma tedy mensi vliv na vnéj$i mikroorganismy. Naopak HMW LA
zUstava na povrchu, kde aktivné interaguji s bakteriemi. Proto plisobi jako prebiotikum. Rozdil
ucinku na bakterie kyselinou hyaluronovou s nizkou a vysokou molekulovou hmotnosti byl
také zaznamenan v jinych pracich [64].
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5  ZAVER

Vystupem diplomové prace je predevsim posouzeni vlivu tenzidi a kosmetickych
polysacharidii na parametry pleti a jeji mikrobiom. Soucasti prace bylo také vypracovani
literarni reSerSe, kterd se zabyvala feSenim nasledujicich ukoll: anatomie kiize a jeji
biofyzikalni vlastnosti, kozni mikrobiom a jeho funkce, popsani pouzitych tenzidi a
polysacharidu.

V ramci stanoveni vlivu tenzidl na parametry kiize byly testovany 3 tenzidy: Dodecyl Sulfat
Sodny, Kokamidopropyl betain, Decylglucosid. Pro porovnani byla pouzita i destilovana voda.
Pro dalsi ¢ast experimentdlni prace bylo vybrano 6 surovin. HMW HA, VLMW HA,
CaproylHA, NaCMG, Schizophyllann a Glucomannan. Pro porovnani byly zafazeny do testi
také placebo a neoSetiena kontrola (pokozka oSetfena pouze CAPB).

Tento experiment ukdzal, ze tenzidy maji vliv na stav kGze a jeji mikrobiotu. Z naseho
experimentu je patrné, Ze odli¢eni vyrazné snizuji mnozstvi lipidd na SC. Na druhou stranu po
analyze lze usoudit, Ze aplikace tenzidd a polysacharidii vyrazné neméni hydrataci. V nasem
experimentu SDS vykazoval nejvyraznéjsi vliv na parametry ktize a nejvétsi efekt na snizeni
celkového mnozstvi mikroorganismut hned po aplikaci. Pak bylo pozorovano, Ze nejmensi vliv
na koZni parametry mélo odlicovani pomoci destilované vody a DG. Destilovana voda vSak
nevykazovala dobré odmastujici vlastnosti. Bylo potvrzeno, ze CAPB mé mirny trend
v poklesu TEWL a dobfe snizuje sebum. Na druhou stranu piekvapivé mél horsi efekt nez SDS
na S.epidermidis. Proto pro dalsi experimenty jsme vybrali CAPB.

Dale bylo zkouman vliv polysacharidi na parametry kiize po aplikaci CAPB. Bylo pozorovano,
ze aplikace krému muze obnovit mnoZstvi lipidii na pokoZce a zlepsit texturu kiiZze po ocisténi
pokozky pomoci CAPB. Taky je zajimavy vliv Schizophyllanu. Tato latka signifikantné snizila
sebum na rozdil od placeba. Na opacné strané¢ byl odhalen mirn€ pozitivni vliv této
latky na TEWL na rozdil od ostatnich polysacharidi, coz je v souladu s vysledky pfedchozich
studii. Po analyze Ct hodnoty genu 16S rDNA bylo zjisténo, ze olejova faze emulze poskytla
dostatecné zdroje pro obnovu bakteridlni populace na pokoZce po aplikaci tenzidd.
Z experimentil je patrné, Ze ani aplikace tenzidl ani nésledna aplikace emulzi s testovanymi
polysacharidy neovlivnila relativni zastoupeni P. asnes na pokozce. Zatimco vliv na S.
epidermidis je moc zajimavy. HMW HA a Glucomann podpofily jeji narGst po osetieni CAPB,
tzn. se projevovaly jako prebiotikum.

Mizeme tedy shrnout, ze v této diplomové praci bylo potvrzeno, ze odli¢eni kiize pomoci
tenzidt mize hodné ovlivnit kozni parametry: vyrazn¢ snizuje mnozstvi seba a ma negativni
vliv na TEWL. Pficemz nékteré z téchto latek mohou snizit relativni zastoupeni bakterii a
zvlastné negativné ovlivnit nartst S. epidermidis. Dale je pozorovano, ze dalsi aplikace krému
muze obnovit sebum a ma dostatecné zdroje pro obnovu mikrobiomu. Je tieba taky podotknout,
ze HMW HA a Glucomannan se mohou chovat jako prebiotika pro S. epidermidis.

Uz z této prace je zfejmé, ze polysacharidy maji budoucnost v jejich vyuziti jako prebiotika v
kosmetice. Pro dalsi vyzkum doporucuji zvolit jiny kosmeticky zéklad a provést zjisténi jejich
dlouhodobych ucinkt pro jasnéjsi pochopeni vlivu.
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7 ZKRATKY
AMP — antimikrobidlnich peptida

CAPB — Cocamidopropyl betaine

CaproylHA — Sodium Caproyl Hyaluronate

CIR — The Cosmetic Ingredient Review Expert Panel
ddH20 — double-distilled water

DG — Decylglucoside

dNTP — deoxynukleosid trifosfaty

dsDNA — dvouvlaknova DNA

FFA — volné mastné kyseliny

gDNA — genomickd DNA

HMW HA — High Molecular Weight Hyaluronic Acid
INCI — International Nomenclature of Cosmetic Ingredients
NaCMG — Sodium Carboxymethyl f-Glucan

NMF — natural moisturizing factor

P. acnes — Propionibactecterium acnes

PAL — povrchové aktivni latky

gRT-PCR — Kvantitativni polymerazova fetézova reakce
rDNA — ribozomalni DNA

S. epidermidis — Staphylococcus epidermidis

SC — Stratum corneum

SDS — Sodium lauryl sulfate

SLES — laurethsulfat sodny

SSDNA — jednofetézcové DNA

TEWL — transepidermalni ztrata vody

Tm — teplota tani

VLMW HA - Very Low Molecular Weight Hyaluronic Acid



8 PRILOHA

Tabulka 6 Prehled navazek pro pripravu placeba.

Faze Obchodni nazev 100 g navazka
A-olejova Triglyceride 25 25,03
Glyceryl stearate citrate 5 5,06
Cetylalkohol 2 2,01
B — vodna Water 67,2 67,2
C — konzervant Benzylalcohol-DHA 0,8 0,8
D-uprava pH 10 % hydroxid sodny Mnozstvi pro upravu pH 200 pl
Tabulka 7 Prehled navazek pro pripravu emulze s HMW HA.
Faze Obchodni nazev 100 g navazka
Triglyceride 25 25,16
A-olejova Glyceryl stearate citrate 5 4,99
Cetylalkohol 2 2
B dni Water 67,1 10+57,1
—vodana
v HA (kosmet.) 0,1 0,1054
C — konzervant Benzylalcohol-DHA 0,8 0,8
D-aprava pH 10 % hydroxid sodny Mnozstvi pro Gpravu pH 200 pl
Tabulka 8 Prehled navazek pro pripravu emulze s NaCMG.
Faze Obchodni nazev 100 g navazka
Triglyceride 25 24,98
A-olejova Glyceryl stearate citrate 5 5,09
Cetylalkohol 2 2
B dni Water 67,1 10+57,1
- na
Yo NaCMG 0,1 0,1028
C — konzervant Benzylalcohol-DHA 0,8 0,8
D-uprava pH 10 % hydroxid sodny Mnozstvi pro tpravu pH 200 pl
Tabulka 9 Prehled navazek pro pripravu emulze se Schizophyllanem.
Faze Obchodni nazev 100 g navazka
Triglyceride 25 25,16
A-olejova Glyceryl stearate citrate 5 5,03
Cetylalkohol 2 2,01
B — vodn Water 67,1 10+57,1
- na
Vo Schizophyllan 0,1 0,1052
C — konzervant Benzylalcohol-DHA 0,8 0,8
D-uprava pH 10 % hydroxid sodny MnozZstvi pro tpravu pH 200 ul
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Tabulka 10 Prehled navazek pro pripravu emulze s LMW HA

Faze Obchodni nazev 100 g navazka
Triglyceride 25 25,1
A-olejova Glyceryl stearate citrate 5 4,99
Cetylalkohol 2 2,01
5 dns Water 67,1 10+57,1
—voana _
Oligohyaferre 0,1 0,1023
C — konzervant Benzylalcohol-DHA 0,8 0,8
D-tprava pH 10 % hydroxid sodny Mnozstvi pro tpravu pH 200 ul
Tabulka 11 Prehled navazek pro pripravu emulze s CaproylHA.
Faze Obchodni nazev 100 g navazka
Triglyceride 25 25,21
A-olejova Glyceryl stearate citrate 5 5,02
Cetylalkohol 2 2,03
5 dn Water 67,1 10+57,15
—voana .
v Tenneliderm 0,1 0,1009
C — konzervant Benzylalcohol-DHA 0,8 0,8
D-tuprava pH 10 % hydroxid sodny Mnozstvi pro tpravu pH 200ul
Tabulka 12 Prehled navaizek pro pripravu emulze s Glucomannanem.
Faze Obchodni nazev 100 g navazka
Triglyceride 25 25,04
A-olejova Glyceryl stearate citrate 5 5,01
Cetylalkohol 2 1,99
B — vodns Water 67,1 10+57,1
- na .
Vo Tanactine 0,1 0,1015
C — konzervant Benzylalcohol-DHA 0,8 0,8
D-uprava pH 10 % hydroxid sodny Mnozstvi pro upravu pH 200 pl
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