Proti-vraskova terapie : vyznamna, nova zjisténi
v neinvazivni kosmetickeé 1é¢bé koznich vrasek
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Ovesny beta-glukan je ve vodé rozpustny linearni polymer glukozy obsahujici

1,4 (70%) a 1,3 (30%) vazby s pramérnou molekularni hmotnosti 1x10° Da. Védecké studie oznacuji
beta-glukan jako film tvotici zvlh¢ujici latku, modifikator biologickych reakci a latku podporujici
hojeni ran. NaSim ukolem bylo studovat pronikani ovesného (1,4; 1,3) beta-glukanu modelem lidské
kuze a zhodnotit klinicky jeho u¢innost pti redukci jemnych linek a vrasek na kuzi.

Studie pronikani provedena na lidské kaZi odebrané z oblasti bticha pouZzila aplikaci

0,5%-niho roztoku beta-glukanu v davce 5 mg na cm?. Vysledky ukyzaly, Ze beta-glukan, i pes svou
velkou molekularni hmotnost, hluboce pronikl kiaZi do vrstev epidermis a dermis.

Klinicka studie, které se zlcastnilo 27 subjekti byla provadéna za G¢elem vyhodnoceni uginkt beta-
glukanu na jemné linky a vrasky na obliceji. Po 8 tydenni 1é¢bé ukazala analyza digitalnich obrazku
silikonovych replik vyznamné snizeni hloubky a vy3ky vrasek i celkové hrubosti kuze.

Tato préce je prvni ex vivo a in vivo demonstraci fyziologickych efektu beta-glukanu v jeho pronikani
a reorganizaci lidské tk&nég. Studie podporuje pouzivani ovesného beta-glukanu v péci a udrzovani
zdravé pokoZzky a v kosmetické 1é¢bé projeva starnuti.

UvoD

Oves ma dlouhou historii
bezpe¢ného pouzivani za (celem
rychlé, docasné dlevy od pociti
svédéni , zcéervenani a bolesti
spojenych ~ smnoha  pEicinami
podréZzdeéni pokozky, jako reakce na
styk s né&kterymi  druhy rostlin
(Skumpa jedovatd apod.), kousnuti
hmyzem a alergie [1] .
V kosmetickych aplikacich beta-
glukanu popisuji  jeho uZivatelé
rtzné prinosy veetné vynikajicich,
trvalych zvlh¢ujicich Geinka spolu
se zlepSenym, jemné&jSim vzhledem
pokoZzky. Nedavno byly rovnéz
uplatnény nové produkty z beta-
glukanu ur¢ené k hojeni ran, jako
popékenin, odienin ¢ ran po
oSetieni  laserem [2,3]. Bylo
prokdzéno, Ze lokalni podavani

glukanu podporuje hojeni ran
zvySenym pronikanim makrofaga
do prostiedi rany, stumulovanim
granulace tk&n¢, ukladani kolagenu
a re-epitalizace, spolu se zvysenim
tazné sily hojené rany.

Laboratorni experimenty
pouzivajici beta-glukan z obilnin
1,4 ; 1,3 linearni glukézovy
polymer) a zhub ( 1,3 ; 16
rozvétveny glukézovy polymer)
nazangcily, Ze vSechny beta-glukany
jsou modifikatory biologickych
reakci, s tim, Ze ovesny beta-glukan
vytvaii nejvétsi indukeéni aktivitu
cytokinu v makrofazich [6.7].
Mechanismus, kterym glukan nebo
glukanem indukovany
imunomodulator  zvySuje hojeni
rany zastava tézko pochopitelnym.
My vime, Ze receptory beta-
glukanu existuji na makrofazich a

fibroblastech savcu [4.8]; spekuluje
se, Ze glukan ptisobi na hojeni rany
tak, Ze dochazi  k uvolnéni
makrofaga rastovymi faktory rany
spolu sdalsi primou i nepfimou
modulaci  aktivity  fibroblastd,
véetné biosyntézy kolagenu.

V ptipadé ran, poskytuje narudeni
dermalni bariéry otevieny a piimy
pristup makrofagtt a fibroblasta
lokaIn¢ apikovanému beta-glukanu.
K zodpovézeni  tudiz  zistava
otdzka, zda-li 1ze  doséhnou
bunéného efektu také  skrz
normalni, neporuSenou kuzi a zda-li
struktura starnouci pokozky muZze
byt pozitivné ovlivnéna
kosmetickou aplikaci beta-glukanu.



Obr. 1 Fluoreskujici zbarvené
castecky ovesného zrna. Beta
glukan  pritomny v bunécnych
stendch ovsa sviti jasné modrou
barvou poté co byl obarven
Calcofluorem White

EXPERIMENT

Ovesny (1,4; 1.3) beta-glukan

Beta-glukan je rozpustna vlaknina,
kterd se nachdzi v bunéenych
sténach ovesného zrna (obr.1).
Strukturéln¢ je ovesny beta-glukan
line&rni polymer glukdzy
obsahujici 1,4 (70%) a 1,3 (30%)
glykosidické vazby (obr. 2).

Beta-glukan ~ pouZity v téchto
studiich byl extrahovan z ovsa a byl
dodan jako ¢iry, viskdzni 1%
roztok (Symrise Inc., New Jersey).
Struéng, extrakéni metoda sestava
z vodné, mirnég alkalické (pH 9,2)
extrakce beta-glukanu z ovesnych
otrub, poté je odstranéna bilkovina
a nasleduje mikrofiltrace ptes
filtraéni systém o velikosti 0,1
mikronu. Vysledny roztok byl
dvakrat vysrazen ethanolem a
resuspendovan na  kone¢nou
koncentraci  1%.  Ultrafiltraci
roztoku beta-glukanu vznikl &iry
roztok snizkym zakalem (<40
jednotek NT). Molekularni
hmotnost beta-glukanu se
pohybovala mezi 0,5x10° a 1,0x10°
Da, méteno Woodovou metodou
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Studie pronikikani kiiZi

Voprvni studii  jsme zkoumali
dermalni penetraci (1,4;1,3) beta-
glukanu do ¢&asti  chirurgicky
odstranéné lidské kaze z biisni
oblasti. Toto pronikani  bylo
vizualizovano pomoci Calcofluoru
White, specidlniho fluoreskujiciho
barviva. PouZiti Calcofluoru White

také umoznilo gastecné
kvantitativni méreni pronikani beta-
glukanu fluorescenénim
densitometrem  [10,11]. Caésti
btisni  tkané byly odstranény
chirurgicky bez podkoZniho tuku.
KiZe byla nafezdna na platky,
vhodné k penetraci. Césti kaZe
byly nejdiive hluboce zmrazeny
tekutym vodikem a sterilizovany
gamma-zaienim, které zlikvidovalo
vSechny kvasinky a plisng, jez by
mohly ovlivnit sledované soubory.
Po ozafeni byly ¢&asti  kazZe
rozmrazeny a vzroky byly pied
tlakovym testem zkoumany
z hlediska integrity. Dale byly
vzorky  podrobeny  zkoumani
zhlediska teploty a obsahu
vihkosti. Této podminky bylo
dosazeno predehiatim  tekutého
média vtestovaci komote a
Upravou pratoku vzduchu
ventilacnim  kandlem  komory.
Makroskopické a fyzikalni
zkoumani vzorka kaze bylo
provedeno pied timto testem, aby
byla zajisténa jejich vhodnost a
plocha testovanych vzorka byla
stanovena na 10 cm?. Bshem testu
bylo vzorkim dodavano jednotné
cirkulujici nutriéni médium, které
oplachovalo jejich povrch.
Testovaci procedura zahrnovala
jednu aplikaci 0,5% (w/w) roztoku
beta-glukanu s pouzitim
mikrodavkovaciho aplikatoru
vdévce 5 mg na cm? kize. Po 8
hodin&ch inkubace byla kozni tkan
hluboce zmrazena. Poté byla
nakrajena na platky od niz8i k vyssi
moZné koncentraci, tzn. od hlubsi
dermis k rohovité vrstve.

Vzorky byly umistény na podlozni
sklicka aby mohly schnout.
K obarveni se pouzila jedna kapka
Calcofluoru White po dobu 30
sekund. Nadmérné zabarveni bylo

odstranéno vymyvanim
deionizovanou vodou. Vzorky byly
poté zkoumany S pouzitim
fluorescenc¢niho mikroskopu

s budici vinovou délkou 400-500
nm a vrcholem 440 nm. NeoSetiena
kaZe byla pouZita ke kontrole.
Testy byly provadény spole¢né
sdvéma vzorky a  jednim
kontrolnim pro kazdy vzorek kuze
dobrovolnika. VSechny testy byly
opakovany na kazi péti
dobrovolnika.

Studie o starnuti

V druhé studii jsme provedli
klinické zhodnoceni kapacity beta-
glukanu zmirnit wvedlejSi projevy
starnuti. Studie byla provadéna
v Coloradu v zimnim obdobi, které
poskytuje suché prostiedi spolu
svysokou mirou expozice UV
zareni.

Tento test byl provadén na vzorku
27 subjekta se dvéma vzorky
karbomerového gelu; jeden
obsahoval 0,1% (w/w) (1,4;1.3)
beta-glukanu a druhy byl placebo.
Subjekty is  aplikovaly oba
produkty ndhodné vybrané dvakrat
denné stim, Ze kazdy nanaSely na
jednu pulku obliceje. Kazdy ze
subjekti mél 3 dny na piipravu
pred provadénim meteni. Vech 27
ucdastniku testu oSetrovalo levou a
pravou tvar svého obliceje dvakrat
denng, po dobu 8 tydna. Po 8
tydnech oSetfrovani byly zmény
kaze  vyhodnoceny  vzhledem
k vychozimu  stavu v nékolika
parametrech véetné jemnych linek,
vrasek v oblic¢eji a hrubosti ktize.
Klinicka studie zahrnovala
subjektivni a objektivni hodnoceni,
které byly zaznamenavany ve
vychozim stavu, po 2,4 a 8 tydnech.
Pro hodnoceni jemnych linek a
vrasek byly silikonové repliky
vngjSich  o¢nich  koutka  (oéni
vrasky) podrobeny analyze
digitalnich obrazka, kterou
provadéli experti. K vyhodnoceni
zmén jemnych linek a vrasek byla
také pouzita makrofotografie.

Vysledky a diskuze

Vysledky studie pronikani kuzi
ukazaly, Ze (1,4;1.3) beta-glukan
pronikl kazi do casti epidermis a
dermis ( obr. 1 a obr. 5).
V kontrolni skuping, kterd nebyla
oSetiena beta-glukanem se
neobjevilo  zadné fluorescenéni
zabrveni ( obr. 4) . Kvantitavni
hodnoceni fluorescen¢niho
zabarveni ukazélo, Ze vyznamna
dast produktu (28,5% aplikovaného
beta-glukanu) pronikla kuzi (obr.6).
Vysledky klinickych studii ukazuji
vysoky vyskyt zlepSeni s beta-
glukanem neZ s placebem. Obr. 7
ukazuje pramérné procento zmény
vybranych parametrii od vychoziho
stavu v porovnani s placebem.
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Obr. 2 Chemické struktura ovesného beta-glukanu ukazujici strukturu beta 1,4 a beta 1,3 glykosidikalni vazby

Obr. 3 Fotografie vzorku kozni
dermis oSet/ené 0,05% roztokem
beta glukanu (zvetSeno 125x)

Obr. 4  Fotografie kontrolniho
vzorku kozni dermis (zvétSeno
125x)

Obr. 5 Velmi zvetSend fotografie
vzorku epidermis oSetieného 0,05%
roztokem beta-glukanu. Za zminku
stoji, Ze oberveny beta-glukan je
spojeny S mezi bunécnou
strukturou, coZ naznacuje, Ze beta-
glukan pronikd kuazi  tak, Ze
postupuje  mezi  buskami a
neprochazi nimi primo (zvétSeno
250x)
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Obr. 6 Graficka anylyza fluorometrickych Gdaju ziskanych ze studie pronikéni
kiizi. Modry sloupec znazorsiuje kizi oSet/enou beta-glukanem, zeleny sloupec
znazornuje kiizi z kontrolniho vzorku. Vysledky ukazuji, Ze beta-glukan je
schopen proniknout do niZSich vrtev kiZe a je tudiZz schopen se vzajemné
ovlivriiovat s fibroblasty a ostatnimi strukturalnimi prvky.
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Obr. 7 Graficka analyza vysledks: studie oblicejové kiize, ziskané anylyzou
digitélnich obrazk: po 8 tydnech. Modry sloupec znézorsiuje kiZi oSetenou
beta-glukanem, zeleny sloupec znazorsiuje kiiZi z kontrolniho vzorku.



Silikonové repliky po testovacim
obdobi  vykazovaly  zjemnéni
o¢nich koutki po 8 tydnech
oSetrovani beta-glukanem.
Makrofotografie levé a pravé casti
obliceje také ukazaly redukci linek
a vrasek.

Tyto vysledky piedstavuji
pozoruhodnd, nova zjisténi, kterd
prispivaji  knaSemu poroumneéni
vzdjemnych vztahtt mezi kaZi a
beta-glukanem a schopnosti beta-
glukanu pronikat hluboko do kaZe a
tak vyvolat bun&tné zmeny.

V minulosti  byla potencionalni
schopnost beta-glukanu pronikat do
kiaZze zpochybnovéana diky jeho
pomérné  vysoké  molekularni
hmotnosti (>  0,5x10°  Da),
nemoznosti  proniknout do &asti
epidermis a dermis a tudiz
neschopnosti se vzajemné
ovliviiovat s bunkami fibroblasta a
makrofaga. Beta-glukan je schopen
se prizpasobit mnoZstvi struktur a
typicky je extrahovan ve formé
agregovanych ¢&astic >1um, které
jsou  zietelné¢  viditelné  pod
svételnym mikroskopem. Je
pochopitelné, Ze tak veliké castice
mohou velmi téZko proniknout kazi
a Ucinek takového beta-glukanu se
bude omezovat pouze na povrch
pokozky.

Nicméng, beta-glukan  pouzity
v této studii proSel submikronovou
filtraci, jejiz vysledkem je roztok
snizkym zédkalem a s ¢asticemi,
které nejsou pozorovatelné pod
svételnym mikroskopem.
Zkoumani mikrograft z obrazku 5
ukazuje, Ze beta-gluka pouZity
v nasi studii nevstupuje do kuze
tak, Ze by prochézel pifimo buiikami
epidermis a dermis, ale hleda si
svoji cestu mezi témito burikami.
Tento proces muze byt usnadnén
difdznim gradientem a interakci
lipida a fosfolipidt. Interakce beta-
glukana a lipida jsou zndmy a jsou
zédkladem zdravi podporujicich,
lipidy kontrolovanych vlastnosti,
které uzndva i Gfad FDA [12].

Tim, Ze beta-glukan pronika skrz
kaZzi az do vrsty dermis, je schopen
interakce se specifickymi butikami,
jmenovité makrofagy a fibroblasty.
Vysledky in vitro experimentt
ukazuji, Ze interakce bata-glukani
smakrofagy  indukuje  tvorbu
interleukinu 1L-1, ktery neptimo
podporuje  tvorbu  prokolagenu
fibroblasty. Navic, beta-glukan se
vzajemn¢ ovliviiuje s receptory
fibroblastu, pfimym vysledkem této
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Obr. 8 Predpokladany mechanismus pronikani beta-glukanu kiZi. Na vrchni
vrstve zrohovateélé kuZe a epidermis vytvari beta-glukan tenky film, ktery
podporuje jeji zvlhcovani. Uvnit/ kozni dermis je pak beta-glukan schopen
produkovat kolagenovou syntézu primou interakci s fibroblasty a nepsimou,
cytokinem zprost/edkovanou, interakci s makrofagy. Kolagenovad syntéza je
jeden mozny mechnismus, kterym dochdzi ke zvySeni elasticity kiize.

interakce je tvorba prokolagenu [13.14]. Pteména prokolagenu na kolagen a jeho
vélenéni do kolagenovych svazki by meéla za nésledek druh efektu
pozorovaného v nasi studii, specialné posileni kize na obliceji vedouci k redukci
jemnych linek a vrasek.

Dotazniky a dalSi sledovani ukazaly, ze efekt beta-glukanu na jemné linky a
vrasky je dlouhodoby, ale nikoliv permanentni. Vzhledem k normalnimu
buné&enému vyvoji, byly pozorovany opét jemné linky. Lze ovSem spekulovat o
tom, Ze dalSim pouZzivanim beta-glukanu by mohlo dojit k trvalejSimu zlepSeni
vzhledu. Vysledky prezentované v této studii nabizi kosmetické alternativy
jinym invazivngjSim zpasobam oSetieni zamérenym na redukci jemnych linek a
vrasek u starnouci populace. Injikovatelné plnidla jako kolagen - at uz
z lidského, ¢i zviteciho zdroje ( hovézi , praseéi) — jsou bé&Zzné& pouZivané a
nedavno byla do praxe rovnéZ uvedena kyselina hyaluronova. Tato plnidla
poskytuji docasnou, méekkou tkén sefektem pretrvavajicim 3 aZ 4 mésice.
Podobného efektu lze dosahnout s pouzitim Botulotoxinu typu A [15].
K oSetiovani vrasek se pouziva také kyselina retinova a koenzym Q10.
Pravidelné a casté pouzivani kosmetickych pripravka sobsahjem ovesného
(1,4;1.3) beta-glukanu je novym a vzruSujicim nastrojem v boji proti projevim
starnuti.

ZAVER

Ovesny (1,4;1,3) beta-glukan je piirodni, aktivni ingredience nabizejici
vyznamné vlastnosti v oblasti péce o télo. Nade studie ukézaly, Ze molekuly, i
pres svou vétsi molekuléarni hmotnost, jsou schopny prostoupit zrohovatélou
gasti kize a koznim epidermem a proniknout hluboko do ¢&asti dermis.
Pozorované efekty beta-glukanu na reorganizaci tkané a redukce vrasek jsou
s nejvétsi  pravdépodobnosti efekty zprostiedkované stimulaci fibroblastti a
ukladanim kolagenu v dermis. Tyto vyjimecné vlastnosti délaji z ovesného beta-
glukanu slibnou a G¢innou ingredienci pro kosmetické ucely.
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