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ABSTRAKT

Kiize, nejvétsi organ lidskeého téla, hraje klicovou roli pti ochrané organismu pred vnéjSimi
vlivy a pii regulaci hydratace a teploty. Tato bakalaiska prace se zamétuje na analyzu
iritaniho potencidlu povrchové aktivnich latek (PAL), které jsou béznou soucasti
kosmetickych ptipravkld, a na pochopeni mechanismii jejich plsobeni na pokozku.
Pozornost je vénovana latkam s niz§im iritacnim potencialem, jako jsou neiontové a
amfoterni tenzidy, a jejich pifinosu pro formulaci Setrn€jSich kosmetickych produkti.
Poukazuje na dilezitost modernich metod hodnoceni drazdivosti, které vyuzivaji in vitro
testy na bunécnych kulturdch nebo rekonstituované lidské epidermis. Tyto metody nejen
zlepsuji pfesnost hodnoceni, ale zaroven minimalizuji nutnost testovani na zvifatech. Cilem
prace bylo navrhnout strategie ke sniZeni iritacniho potencidlu latek, jako je kombinace

Setrnych tenzidl nebo snizovani koncentrace agresivnich slozek.

Prace pfinasi dilezité poznatky pro vyvoj kosmetickych produktt, které zajisti vyssi
bezpecnost a snaSenlivost u uzivatelil. Tyto poznatky mohou ptispét k lepsi ochrané pokozky
a k rozvoji inovativnich formulaci, které budou respektovat nejen zdravi uzivatell, ale i

environmentalni a etické aspekty vyroby kosmetiky.

Kli¢ova slova: kozni bariéra, povrchovée aktivni latky, iritace

ABSTRACT

The skin, the largest organ of the human body, plays a key role in protecting the body from
external influences and in regulating hydration and temperature. This bachelor thesis focuses
on the analysis of the irritation potential of surfactants (PALs), which are common
ingredients in cosmetic products, and on understanding their mechanisms of action on the
skin. Attention is given to substances with lower irritation potential, such as non-ionic and
amphoteric tensides, and their contribution to the formulation of more environmentally
friendly cosmetic products. It highlights the importance of modern methods of irritancy
assessment using in vitro assays on cell cultures or reconstituted human epidermis. These
methods not only improve the accuracy of the assessment but also minimise the need for
animal testing. The aim of this work was to propose strategies to reduce the irritant potential
of substances, such as combining gentle tensides or reducing the concentration of aggressive

ingredients.



The work provides important insights for the development of cosmetic products that will
ensure greater safety and tolerability for users. This knowledge can contribute to better skin
protection and to the development of innovative formulations that respect not only the health

of users but also the environmental and ethical aspects of cosmetic production.

Keywords: skin barrier, surfactants, irritation
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UvVOD

Lidska kiize je slozity a vysoce adaptabilni organ, ktery chrani organismus pied vnéjSimi
vlivy, zajistuje udrzeni vnitini homeostdzy a umoznuje kontakt se zevnim prostfedim.
Jeji stav a integrita jsou ovliviiovany fadou faktori — nejen fyziologickych, ale také
chemickych a environmentdlnich. V dne$ni dobé¢, kdy kosmetické produkty ptedstavuji
béznou soucast kazdodenni hygieny i péce o vzhled, se zvySuje vyznam hodnoceni jejich
bezpecnosti.

I kdyz vétSina kosmetickych piipravkd ma za cil podporovat zdravi a vzhled pokozky,
nékteré jejich slozky mohou vyvolavat nezddouci kozni reakce, mezi které patii zejména

iritace.

Iritace klize je reverzibilni zanétlivd odpovéd’ vyvolana pfimym kontaktem s chemickou
latkou, kterda miize narusit ochrannou bariéru epidermis, zptisobit zarudnuti, otok ¢i svédéni.
V horsich pripadech mize opakovana expozice vést k rozvoji chronickych dermatitid, ¢imz
se kosmetika stdva nejen estetickym, ale 1 zdravotnim tématem. Vzhledem k rozmanitosti
pouzivanych latek a individudlni citlivosti uzivatell je nezbytné znat mechanismy pulsobeni

téchto latek a umét predikovat jejich potencialni riziko.

Tato bakalafska prace se zaméfuje na hodnoceni iritacniho potencidlu latek bézné
vyuzivanych v kosmetice a na piehled metod, kterymi lze tento potencidl urcit.
Prace zahrnuje jak tradi¢ni pfistupy, naptiklad epikutanni testy, tak moderni in vitro metody
vyuzivajici lidské bunécné kultury ¢i modely rekonstituované epidermis. Soucasti je také
diskuse o etickych, legislativnich a praktickych aspektech nahrazovani testovani na zvitatech

alternativnimi pfistupy.

Cilem prace je shrnout dostupné poznatky o testovani iritace, poukdzat na rozdily mezi
jednotlivymi metodami a piedstavit moZznosti, jak snizit riziko podrazdéni kiize u kone¢nych
produktii. Prace tak piispiva k hlubSimu porozuméni bezpecnosti kosmetickych ptipravki

a podporuje vyvoj SetrnéjSich a védecky ovétenych postupti pii jejich formulaci i testovani.
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1 KUZE
Kize predstavuje komplexni multifunkéni orgén, ktery plni roli primarni bariéry mezi
organismem a okolnim prostiedim. Zajistuje ochranu téla pied fyzikalnimi,
chemickymi a biologickymi hrozbami, jako jsou mikroorganismy nebo Skodlivé zafeni, coz
umoznuje preziti i v meénicich se podminkdch. Kromé¢ toho hraje kli¢ovou roli
v termoregulaci, homeostaze télesnych tekutin a senzorickych procesech, které jsou zasadni

pro orientaci a interakci organismu s okolim [1].

Kromé fyziologickych funkci se kiize vyznacuje slozitym mikroprostfedim, kde diilezitou
roli hraje hladina kysliku. Standardni kultivaéni postupy pro kozni builky vyuzivaji
atmosférické hladiny kysliku, které vSak neodpovidaji skutecnym fyziologickym
podminkam v rtiznych vrstvach kiize. Takové nastaveni miize vést ke zvySené produkci
volnych radikali, coz negativné ovliviiuje bunééné procesy a mize urychlovat starnuti kize.
Fyziologické modely, které 1épe napodobuji ptirozené hladiny kysliku, umoznuji detailng;si
studium metabolickych funkci koznich buné€k a mohou pfispét k vyvoji efektivnéjsSich

terapeutickych postupti [2].

Vyznamnou soucasti kiize je jeji mikrobiom — rozmanitd komunita mikroorganismil
zahrnujici bakterie, viry, houby a roztoCe. Tito mikrobi hraji zasadni roli pfi udrzovani
homeostazy klize, kde pomahaji vytvaret rovnovazné prostfedi a podporuji jeji imunitni
obranu proti patogenim. Moderni vyzkumy, zejména ty zaloZené na in vitro studiich,
odhaluji komplexitu interakci mezi hostitelem a jeho mikrobidlnim prostiedim,
coz naznacuje moznosti pro vyvoj novych terapeutickych strategii zalozenych na modulaci

mikrobiomu [3].

1.1 ANATOMIE KUZE

KiZe je nejvétsi organ lidského téla s plochou dosahujici 1,5 —2 m?, ktery tvori 5-9 % t&lesné
hmotnosti [4]. Predstavuje bariéru mezi vné&jSim a vnitinim prostiedim. TlouStka kiize
se pohybuje v rozmezi od 0,1 do 4 mm. Je ovlivnéna mnoha faktory, mezi které patii pohlavi,
vek, vyziva a konkrétni umisténi na lidském téle. Barva ktlize je zavisla na jeji tloustce,
mife prokrveni a obsahu pigmentu (melaninu) [5].

Kuze se sklada ze tii zakladnich vrstev, které se dale déli na dalsi dil¢i celky. Nejsvrchnéjsi

vrstva se nazyva epidermis, pod ni se nachdzi dermis a podkoZni vazivo [4]. Stavbu kiize

1ze vidét na obrazku ¢islo 1.
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Obrazek 1 Pricny prufez ktize s jednotlivymi vrstvami: Pokozka, Skara a podkozni vazivo
,upraveno z [6]“

Kuze, jakozto jeden z nejvyznamnéjSich orgént téla, ma sviyj piivod jiz v ranych stadiich
vyvoje organismu. Jeji zarodecné vrstvy se formuji b&hem procesu embryogeneze,
kdy dochazi k postupnému vyvoji struktury téla. Samotné zarodecné vrstvy jsou bunééné
utvary, jez vznikaji v pribéhu ontogeneze, tedy procesu individualniho vyvoje organismu
od oplozeni az po dospé€lost, a vznikaji v disledku ryhovani zygoty, coZ je rané dé€leni
oplozeného vajicka na mensi buiiky (obrazek 2) [7]. Zarodecna vrstva zahrnuje tfi hlavni
skupiny bun€k oznacované jako entoderm, ektoderm a mezoderm. Vnitini zarodecny list,
nazyvany entoderm, je mistem, kde se vytvareji organy vnitinich soustav, jako je travici
systém vcetné travicich zlaz, dychaci systém a ¢asti mocového systému. Tento zarodecny
list vznika migraci bun€k do vnitiniho prostoru gastruly, coZ je rané stadium embryonalniho
vyvoje charakteristické vytvofenim zarodecnych vrstev [5]. Zpocatku se entoderm sklada
ze zplostélych bunek, ty se vSak nasledn€ fadi do sloupct. Z vnéjSiho zarodecného listu
se vyvijeji struktury vnéjSiho povrchu téla, jako je klize, nervovy systém (v€etné mozku
a michy) a smyslové organy. VSechny zbylé tkané, v€etné kosti, svall, cév a reprodukéniho

systému, se vyviji z mezodermu [7, 8].
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Obrazek 2 Vznik gastruly ,,upraveno z [9]*
1.1.1 Epidermis

Epidermis, neboli pokozka, je svrchni vrstvou kiize. Je tvofena tenkym vicevrstevnym
epitelem dlazdicovitych bunck, které jsou uspofadany tésné¢ nad sebou [4, 10].
Pokozka se sklada z nékolika vrstev, coz miizeme vidét na obrazku ¢islo 3. Spodni vrstva
bazalni, stratum basale, je slozena z koznich bunék, keratinocytl. Ta pfechazi do vrstvy
ostnité, stratum spinosum, a vrstva zrnitych bunék, stratum granulosum. Nasleduje stratum
lucidum, tenkd, skoro prlsvitnd vrstva, kterd se vyskytuje jen v mistech, kde je kize
zrohovatéla. Vrchni vrstvou ktize je stratum corneum, jinak také zndmé pod nazvem vrstva

rohova. Tu tvofi vrstvy zplostélych odumftelych bunék tzv. korneocyti [4, 7].
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Obrazek 3 Stavba pokozky ,,upraveno z [6]*

Pokozka je vrstvou kiize, kterd neni protkdna cévami, nicméné v hlubSich vrstvach
se nachazeji nervova zakonceni slouzici k vnimani bolesti [11]. Hlubsi bunécné vrstvy maji
ponechanou d¢lici schopnost a mohou tak dopliiovat odumielé buiiky, které se postupné

odlucuji z povrchu pokozky [7].

Epidermis kromé& keratinocytli obsahuje i1 dal$i bunécné elementy, které plni specifické
funkce [12, 13]. Keratinocyty jsou primarni buniky epidermis specializované na syntézu
a uklddani keratinu, coZz je sekundarni bilkovina poskytujici mechanickou odolnost
a impermeabilitu. Jejich aktivita je kli¢ova pro vytvareni a udrZzovani funkéni integrity

kozniho povrchu [7, 13, 14].

Melanocyty jsou builkky s vybézky obsahujici melanin. Ten se syntetizuje a uklada
v melanosomech, coz jsou organely v melanocytech [4]. Melanocyty maji za tkol
vychytavani volnych kyslikovych radikall, ¢imz chrani koZni buiiky pted jejich skodlivymi
ucinky. Tento proces je klicovy pro udrzeni zdravého stavu klze, prevenci koznich
onemocnéni a predcasného starnuti kize. Melanin rovnéZ absorbuje ultrafialové (UV)
zéateni, ¢imz snizuje jeho dopad na DNA koznich bun¢k a pomaha piedchéazet jejich
poskozeni. Intenzita opaleni je tak ovlivnéna mnozstvim a aktivitou melanocyti, které
se geneticky li§i mezi jednotlivci. U nékterych jedincii vSak melanocyty nestaci neutralizovat

vSechny volné radikaly vytvotfené pisobenim UV zafeni. To mize vést k poSkozeni bunék,
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zanétlivym reakcim a spaleni klze, coz se projevuje zarudnutim, podrézdénim
a bolestivosti [15]. Nejveétsi mnozstvi melanocytd lze najit ve stratum basale [12, 13].
Tyto buniky obsahuji enzym tyrozinazu, ktery je zasadni pro tvorbu cernohnédého pigmentu,

ovliviiujiciho vyslednou barvu ktze [4, 13, 14].

Langerhansovy buiiky, nachazejici se v ostnité vrstvé, maji hvézdicovity tvar. Buiky
zaujimaji 2—4 % celkového mnozstvi v epidermis. Tento typ bun€k se uplatiiuje pfi

imunitnich dé&jich v kazi [16].
1.1.2  Dermis

Skara, odborné nazyvana dermis nebo corium, je tvofena dvéma vrstvami— papilarni
a retikuldrni. Povrchova vrstva Skary se sklada zjemnych elastickych vldken s velkym
mnozstvim vazivovych bunék. Do pokozky vybihd papilami, proto se ji fik4 papilarni vrstva
— stratum papilare. Papily jsou drobné vybézky, které v riznych tkanich plni specifické
funkce, naptiklad na jazyku jsou soucasti povrchu odpovédného za vnimani chuti a rozlisuji
se podle tvaru a rozmisténi [17]. V oblasti kiize papily vytvareji jemné vybézky skary, které
zvySuji pevnost spojeni mezi Skarou a pokozkou a umoziuji lepsi vyzivu epidermis diky
prokrveni [18]. Pod touto vrstvou se diferencuje stratum reticulare. Zatimco v papilarni
vrstveé se kolagenova vldkna orientuji volnéji, ve vrstveé retikularni jsou kolagenova vlakna
usporddana do husté sit€, coz poskytuje kiizi pevnou strukturu a mechanickou podporu
[4, 12]. Rozdily v usporddani vldken a sitovani pfispivaji k celkové pevnosti, elasticité
a funk¢ni rozmanitosti kize, kterd zahrnuje ochrannou bariéru proti vnéjSim vliviim,
termoregulaci, smyslové vnimani, udrZzovani vodni rovnovahy, imunitni obranu a syntézu
vitaminu D. Ob¢ vrstvy klize maji vliv na vnimani senzorickych podnétii. Papilarni vrstva
obsahuje senzitivni nervovd zakonCeni adrobné kapilary. Mechanoreceptory,
termoreceptory a receptory bolesti jsou lokalizovany v obou vrstvach kiize, coz umoziuje

komplexni vniméni podnéth z okolniho prostiedi [4, 14].

1.1.3 Hypodermis

Podkozni tkan, ¢asto oznacovana jako hypodermis nebo tella subcutenea, se nachazi pod
dermis a ptredstavuje nejhlubsi vrstvu kiize. Je sloZena z vazivovych a tukovych bunék
usporadanych v siti pevnych kolagennich vldken [4]. Nachazeji se zde také mazové a potni
zlazy. Mnozstvi tukovych bunék se li§i v rtiznych oblastech téla i mezi jednotlivymi
pohlavimi. Tukové buiiky slouzi primarné jako zasobarna energie a jsou v nich rozpustény

vitaminy A, D, E a K. V podkoZni tkani se nachazeji rovnéz Vater-Paciniho téliska — ovalné
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receptory ulozené v hlubokych vrstvach kize a ve sténdch slouzici k vniméani tlaku, tahu

a vibraci [7, 19].

1.1.4 Kozni adnexa

Mezi kozni adnexa (pfidatné kozni organy) fadime zrohovatélé derivaty pokozky
(vlasy, chlupy a nehty) a kozni zlazy (potni a mazové) [19]. Vlasy a chlupy, hromadné
nazyvany jako ochlupeni, se upinaji na drobn¢ svalstvo. Podle lidské rasy anebo také starim
Clovéka se barva vlasi méni. Tato zména je zplisobena zménami v aktivité¢ melanocyta
v kofincich vlasii, konkrétné v jejich schopnosti produkovat melanin, ktery je zodpovédny
za pigmentaci. S postupujicim vékem melanocyty ztraceji svou aktivitu, coz vede ke snizeni
produkce melaninu, a vlasy tak postupné sedivi nebo bélavi [20]. U nékterych jedinct tento
proces zacina dfive, coz je ¢asto dano genetickou predispozici. Podobné zmény pigmentace
lze pozorovat i u dal$ich zrohovatélych derivati pokozky, naptiklad u chlupti a obo¢i, i kdyz
v mensi mife. Naopak zména pigmentace nehtll neni béZznou soucasti ptirozené¢ho procesu
starnuti a maze byt spisSe indikatorem zdravotnich potizi [21, 22]. Ochlupeni se déli dle doby
rustu na primarni, sekundarni a tercidlni. Primarni ochlupeni vznika v sedmém meésici
nitrodéloZniho vyvoje. Sekundarni ochlupeni téla se objevuje jesté pred narozenim ditcte,
nicméné probiha hlavné po ném. Mizeme zde zaradit riist fas, oboci a vlasi. Jako posledni
stadium je tercialni ochlupeni. Tercidlni ochlupeni se poprvé objevuje vlivem hormonil

béhem pubertalniho obdobi a pokracuje 1 v dospélosti [4, 19].
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2 FUNKCE KUZE

Kize plni fadu dulezitych funkci. Zejména se jednd o ochranu pied Skodlivymi vlivy
okolniho prostiedi, jako jsou mechanické, chemicka a biologicka rizika a zafeni. Funkci kiize

muzeme také rozdélit na dva typy, ochrannou a senzorickou [4].

Mezi ochranné funkce fadime mechanickou a chemickou bariéru. Mechanickd ochrana
je zprostiedkovana pevnosti a pruznosti kiize, které jsou ¢astecné dany jeji strukturou, vcetné
kolagennich a elastickych vldken v dermis, které po piisobeni tahu umoziuji navrat kiize
do ptivodni podoby a omezené tak brani trvalé deformaci. V nékterych oblastech téla,
jako jsou dlan¢ a plosky nohou, je rohova vrstva kiize tlustsi, coz poskytuje jesté vétsi
mechanickou ochranu a odolnost viici tlaktim a tfeni [4, 7]. Naopak nejten¢i rohova vrstva
se nachazi na vickach a v oblasti genitalii, kde jeji minimalni tloustka podporuje vyssi
senzorickou citlivost a adaptaci na specifické funkce, jako je ochrana oci nebo zvysena

citlivost na dotykové podnéty [23].

Mezi senzorické funkce, fadime vnimani bolesti, jemného 1 hrubého dotyku a tlaku, tepla
a chladu a fadime zde pohybovy, polohovy a silovy smysl. Dotyk zahrnuje vniméni
mechanickych podnéti prostfednictvim mechanoreceptord, jako jsou Meissnerova
a Merkelova téliska pro jemné podnéty a Paciniho téliska pro hlubsi tlak [24, 25].
Tyto funkce jsou umoznény specifickymi receptory v kiizi, které prenasSeji podnéty
nervovymi vlakny do centrélni nervové soustavy k analyze [26, 27]. Mlzeme zde zatadit

1 metabolické, termoregulacni, resorp¢ni, regeneracni a komunikacni funkce [4, 7].

2.1 Bariérova funkce pokozky

Fyzicka bariéra kiiZze je slozena z mrtvych, keratinizovanych bunék zvanych korneocyty,
které jsou ulozeny v lipidové matrici. Tato matrice lipidi je vysoce organizovana,
coz znamena, ze lipidy jsou usporddany do struktury, kterd zajiStuje efektivni ochranu
pokozky. Tento uspofadany systém lipidi plisobi jako nepropustna ,.cihla a malta®,
kde keratinizované buniky funguji jako cihly a lipidy jako malta, kterd je spojuje [28]. Tato
organizace tvofi souvislou dréhu, skrze kterou mohou vnéjsi latky nebo patogeny projit
do ktze, a to bud transepidermdlni, transfolikuldrni nebo transglandulédrni cestou.
V disledku toho musi chemické latky vzdy proniknout skrz mezibunécné oblasti lipidi.
Diky tomu je lipidovd matrice kliCovym faktorem pro spravnou obrannou funkci kozni

bariéry [29].
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Kozni bariéra ma taktéz schopnost udrzet vodu uvniti stratum corneum. Porucha této funkce
Casto vede k zvySeni trans epidermalni ztraty vody (TEWL). Méfeni TEWL se ukazalo jako
spolehlivy indikator funkc¢nosti kozni bariéry a zdravi pokozky. Krom¢ TEWL
se pro hodnoceni vyuzivaji i dalsi parametry, jako je hladina hydratace pokozky, melaninovy

index, erytémovy index a teplota ktize [30].

2.2 Tvorba koZni bariéry

Tvorba kozni bariéry je uzce spjata s procesem keratinizace, coz je biologicky proces,
ktery ptredstavuje zasadni aspekt vyvoje a struktury epidermis. Tento proces
je charakterizovan postupnou diferenciaci a transformaci bazalnich keratinocyti
na termindlné¢ diferencované rohové burky, které tvoii ochrannou rohovou vrstvu kiize.
Zacind proliferaci a diferenciaci keratinocytl v bazalni vrstvé epidermis, néaslednou
postupnou migraci téchto bunék smérem k povrchu kiize. Béhem tohoto procesu dochazi
k nahromadéni keratinu, fibrildrniho proteinu, ktery poskytuje pevnost a odolnost buitkam.
Diferencované keratinocyty posupné ztraceji bunééné jadro a organely, coz je nezbytné pro
vytvofeni pevné a odolné rohové vrstvy. Keratinizace je klicova pro mechanickou ochranu
téla pred vnéjsimi skodlivymi vlivy a udrzeni citlivosti ktize.

Bunééné organely jsou degradovany a keratinova vlakna se spojuji do svazkd, ty vypliuji
vnitiek korneocytu. Korneocyty, které jsou keratinizované a mrtvé buiiky pokozky, tvofi
hlavni strukturu rohové vrstvy (stratum corneum) a hraji klicovou roli v tvorbé kozni bariéry
[31]. Na vnitini stran¢ jejich buné¢né membrany se ukladda silnd proteinova vrstva, ktera
je nasledné obohacena specifickymi lipidy, zeyména ceramidy [32]. Tyto lipidy se vazou
na vnéjsi stranu membrany a umoziuji orientaci lipidl v buné€né matrici. Tento proces
orientace lipidli je prostorové organizovan, coZ znamena, ze lipidy se uspotfadavaji
v konkrétnich smérech, aby vytvoftily stabilni a funkéni bariéru [33]. Spravna orientace
lipidil je zasadni pro zajisténi integrity koZni bariéry, protoZe umoznuje efektivni ochranu
proti transepidermdlni ztrat€¢ vody a zaroven zabranuje pronikdni Skodlivych latek

a patogent do pokozky [7, 34].

Na povrchu klize, ve vlasovych folikululech a v mazovych zlazadch se nachéazeji takzvané
rezidentni bakterie, které zde ziji trvale. Maji klicovou ulohu v ochrané proti Skodlivym
patogeniim, mezi které patii bakterie jako koaguldza—negativni stafylokoky, koryneformni
mikroorganismy (jako je Propionibacterium acres, diive znamy jako Cutibacterium acnes,

a Corynebateriaceae). Tato rezidentni bakteridlni flora produkuje enzymy nazyvané lipazy,
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které rozkladaji kozni maz na mastné kyseliny. Tyto mastné kyseliny pifimo poméhaji
odstranit Skodlivé stafylokoky a streptokoky. Navic na kizi vytvareji kyselé prostiedi,
které podporuje rist propionibakterii. Tyto bakterie produkuji kyselinu propionovou,

ktera ma vysokou antimikrobialni aktivitu [34].

Kysely kozni plast obsahuje maz, odumfelé keratinocyty a dal§i produkty metabolismu
epidermis. Jeho hlavni funkci je udrzovat kyselé pH. Bariérové lipidy, tvotené z vice nez 50
spinosum do malych utvari zvanych ,,membrane rafts". Tyto granule postupné putuji
k vrstvé granolosum, kde jsou formovany do lamelarnich télisek. T¢liska se postupné
priblizuji k bunééné membrané, kde se jejich membrany spoji a dojde k uvolnéni obsahu
téliska do mezibunééného prostoru. Timto zplsobem vznika permeabilni epidermalni
bariéra, primarni ochranny prvek téla. Ochranny kozni plast’ se tedy skladd z mazu, potu

a odumfelych bunék pokozky [35].
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3 IRITACE KUZE

Iritace kiize je charakterizovana jako stav, ve kterém dochazi k reverzibilnim zménam [36].
Ptimy kontakt kiize s riznymi chemikaliemi miize vést k podrazdéni a poleptani. Podrazdéni
zpusobuje docCasné poskozeni tkdni, coz vyvoldva lokalni zanétlivou reakci
charakterizovanou uvoliiovanim cytokint, erytémem (zarudnuti) a edémem (otok) [37].
Poleptani ktize je trvalé poSkozeni kuze, viditelné v podobé nekrdzy postihujici epidermis
a pronikajici do dermis [38]. V celé populaci bez rozdilu véku se muze vyskytovat
onemocnéni kozni dermatitidy. Kozni onemocnéni se nejCastéji objevuji v disledku
kontaktu s okolnimi latkami, které mohou vyvolat iritacni nebo alergickou reakci na kuzi
[39]. Dle doby projevu muzeme tyto projevy rozdélit na akutni, subakutni ¢i chronické.
Akutni faze trva obvykle méné nez 6 tydnl a je charakterizovana intenzivnimi piiznaky,
jako je zarudnuti, otok a puchyie. Subakutni faze, kterd trvd od 6 tydni do 3 mésict,
vykazuje ¢ervené (erytematozni) skvrny, pficemz ptiznaky se postupné zmiriuji a jsou méné
vyrazné. Chronicka dermatitida, kterd trva déle nez 3 mésice, se projevuje Cervenymi
skvrnami, které mohou vyskytovat ¢asto opakujicimi se zachvaty a dlouhodobymi zménami

kaze [40]. Pro vSechny projevy je typické svédéni, otok a paleni [7].

3.1 Metody sniZovani iritaniho potenciilu

Existuje fada zpusobt, jak sniZit negativni dopad tenzidli na pokoZku lidského téla. Jednou
z moznosti je naptiklad snizeni koncentrace monomert. Monomery absorbované na povrchu
kize mohou vyvolat nepfiznivé reakce, naptiklad podrazdéni pokozky nebo alergickou
reakci, pfipadn€ mohou interagovat s keratinovym proteinem stratum corneum, coz zpisobi
jeho denaturaci a vede k naslednému odhaleni mist, pfes kterd pokozka ztraci nadmérné
mnozstvi vody. Tento proces vede k zdufeni rohové vrstvy kiize a zménam v jeji struktuie
[8, 41]. Dalsim zplisobem snizeni iritacniho potencidlu je zvétSeni velikosti micel tenzidu
a jejich stabilizace v roztoku, ptipadné také piidavek hydrofobnich substanci, polymert

a biopolymert a pouziti mirnéjsich anionickych tenzidi [8, 42].
3.1.1 PouZziti primarnich tenzidi s mirnéj$im iritaénim uéinkem
Zasadnim faktorem je vybrani sprdvného a vhodného tenzidu pro zajisténi parametrii

kosmetického ptipravku, ten by mél mit nizky iritacni potencidl. Za tenzidy s mirnéj$im

iritanim ucinkem lze povaZovat napiiklad neonické tenzidy. Neonické tenzidy se bézné
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vyuzivaji v kosmetice, a to zejména v kosmetice pro kojence a déti. Také se vyuzivaji

v pecujici kosmetice pro citlivou pokozku.

Obrazek 4 Priklad vyrobku détské kosmetiky obsahujiciho neionické PAL (Glyceryl
Stearate SE, Glyceryl Stearate Citrate)

Dalsim typem tenzidd s niz§im iritacnim potencidlem jsou amfoterni tenzidy, které
se VvétSinou pouzivaji v kombinaci s dalSimi tenzidy, jako sekundarni PAL.
Pro své antibakterialni vlastnosti se nejvice vyuzivaji v kosmetickych ptipravcich kationické

tenzidy [8, 43].

Vliv povrchové aktivnich latek (PAL) na podrazdéni kize ve své studii zkoumali napiiklad
Mehling et al. (2007), a to pomoci dvou hlavnich metod: epikutanniho naplastového testu
(ECT) a testu v mydlové komote (SCT). Celkem bylo testovano na skupiné dobrovolnikli
18 riznych PAL. V ramci epikutanniho testu byly 2% roztoky latek aplikovany na zada
20 subjekt po dobu 24 hodin pod okluzi (naplasti), pticemz reakce (erytém, edém, ...) byly
hodnoceny ve stanovenych intervalech jest¢ dalSich 72 hodin po odstranéni néplasti.
Test SCT zahrnoval opakovanou aplikaci 1% roztokt na predlokti 21 subjekti po dobu péti
dni, s métenim transepidermalni ztraty vody (TEWL) a vizualnim hodnocenim podrazdéni,

jako je zarudnuti a nebo praskani kize [44].

Vysledky potvrdily vyrazné rozdily v iritanim potencidlu mezi jednotlivymi PAL. Latky
jako neionicky Coco glucoside (obchodni nazev Plantacare 818) a anionicky Sodium cocoyl
hydrolyzed wheat protein (Gluadin WK)) mély nizky drazdivy Gc¢inek, naopak nejvyssi miru
podrazdéni vyvolaval zastupce skupiny anionickych latek Ammonium lauryl sulfate
(Texapon ALS). Vyznamnou roli sehravala i opakovana expozice, kterd zvySovala vysledny
stupen iritace, coz se odrazilo na hodnotdich TEWL. Srovnani vysledkii ukézalo, Ze volba
spravného typu PAL je klicova pro minimalizaci iritace pokozky. Neionické a nékteré
amfoterni latky se jevi jako nejvhodnéjsi pro pouziti v produktech zamétenych na citlivou

pokozku. Lze tedy konstatovat, Ze vybér vhodnych povrchové aktivnich latek ma zasadni
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vyznam pro dermatologickou snasenlivost kosmetickych a hygienickych ptipravka, pti¢emz

neiontové latky poskytuji nejlepsi vysledky z hlediska nizkého drazdivého potencialu [44].

3.1.2 Aplikace smési povrchové aktivnich latek

Diky riznym typtim tenzidl v kosmetickych produktech miizeme vyuzit jejich synergického
ucinku pro snizeni iritacniho potencidlu. Aplikace smési obsahujicich rizné typy PAL
je jedna z nejjednodussich metod pro zvétSeni velikosti micel v anionickych PAL. Stabilitu

pén zvysuje pridavek amfoternich tenzidi, vytvaiena v roztoku anionickych PAL [8, 43].

Byly provadény rozsahlé studie od Barandesca a Distante z roku 1994 [45] s cilem zkoumat
potencial a drazdit pokozku pfi Sirokém pouzivani smesi riznych PAL. Vyzkum Mehlinga
a kolektivu z roku 2007 [44] také naznacuje, ze pouziti smési obsahujicich povrchové aktivni
latky riznych typl je jednou znejjednodusSich metod, jak zvySit velikost micel
v aniontovych PAL a zajistit tak jejich stabilitu. Krom¢ toho smési riznych povrchové
aktivnich latek ovlivituji sniZeni kritické micelarni koncentrace (CMC), coz mé za nasledek
sniZzeni koncentrace monomert v objemové fazi. Vyzkum Mehlinga a kolektivu z roku 2007

[44] naznacuje, Ze uvedeny Ucinek ptispiva ke snizeni potencialu iritace kiize [8].
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4 TESTY

Testovani kozni drazdivosti a leptavosti kosmetickych ptipravkl tvofi nedilnou ¢ast procesu
vyvoje novych produkti v kosmetickém primyslu. Zajisténi bezpecnosti a vhodnosti
kosmetiky pro aplikaci na lidskou klizi je nezbytné z hlediska ochrany spottebitelti a souladu
s pfisnymi regulacnimi pozadavky a normami. V rdmci testovani se uplatiiuji t¥i hlavni
metody, a to in vitro, coz znamend testovani v laboratornich podminkach, in vivo,

kdy se testuje na zivych subjektech, a umélé metody.

Dftive bylo bézné provadét testy na kozni drazdivost na zvitatech, coz vSak dnes piinasi
otazky tykajici se etiky. Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2010/63/EU o ochran¢
zvitat pouZzivanych pro vé€decké ucely a zdkon €. 246/1992 Sb. o ochrané zvifat proti tyrani
stanovuji pfisné podminky a omezeni pro pouzivani zvifat ve vyzkumu a také vyzaduji
minimalizaci utrpeni zvifat a maximalizaci jejich pohody. Klicovym pravnim ptedpisem
v oblasti kosmetiky je Natfizeni Evropského parlamentu a Rady ¢. 1223/2009 o kosmetickych
ptipravcich, které mimo jiné zakazuje uvadéni kosmetickych produktt na trh, pokud byly
testovany na zvitatech. V této souvislosti ziskavaji alternativni metody stale vétsi dalezitost.
Cilem zdkona je ochrana zivych tvort, ktefi jsou schopni pocitovat bolest a utrpeni,
pred zneuzivanim, poskozovanim jejich zdravi a neopodstatnénym usmrcenim,
at’ uz zptisobenym zamérné, anebo z nedbalosti. Tento pravni piedpis je navrzen s cilem
zaClenit do svého ramce relevantni smérnice a nafizeni Evropské unie, pficemz

se ptizptisobuje a upravuje v souladu s piimé aplikovanymi pravnimi piedpisy [46].

V roce 1959 publikovali Russell a Burch knihu nazvanou Principles of Humane
Experimental Technique, ¢imZ pfedstavili novy obor aplikované v&dy s cilem zdokonalit
zachazeni s vyzkumnymi zvifaty a zaroven zvysit kvalitu védeckého a 1ékatského vyzkumu
a testovani. Tyto principy nebyly prezentovany jako definitivni standardy, ale spisSe jako
zaklad pro budouci rozvoj védy. Koncept 3R (Redukce, ZlepsSeni, Nahrazeni), jako ho védci
poprvé pojmenovali, nebyl navrzen pouze k usnadnéni identifikace a vyuzivani aktualnich
technik, ale také jako podpora implementace novy nastroji a metodologii, které reflektuji
zakladni cile této nové discipliny [47]. Princip 3R zGstava v praxi od svého puvodniho
zavedeni v podstaté nezménén, 1 kdyz se drobné upravil diiraz a definice. Diive byl diraz
kladen na sniZeni variability zplisobené genotypickymi rozdily a interakcemi s proménlivym
prostiedim. V soucasnosti je zdravotni stav zvifat ve vyzkumu obvykle 1épe definovan
a udrzovan v kontrolovanych podminkach. Diiraz se také kladl na péci o zvitata, coz muze

zahrnovat volbu SetrnéjSich vyzkumnych protokolu nebo pouziti vhodné€js$i anestezie.
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Manipulace se zvifaty vSak miize pfinést utrpeni, pokud neodpovidd jejich potiebam,
coz zdiraziuji védci ve svém dile, kdyz uvadéji, ze ,,nemtizeme oddélit chov od samotného

provedeni experimentu* [48].

Za védecky validované alternativni metody testovani kosmetickych piipravka podle
Evropského tstavu pro validaci alternativnich metod (EURL ECVAM) a Organizace pro
hospodatskou spolupraci a rozvoj (OECD) patii in vitro testy s lidskymi tkanémi a bunikami,
pocitacové modely a rekonstituované lidské tkdn€. Tyto metody nejen minimalizuji potfebu

testovani na zviratech, ale také poskytuji presnéjsi a relevantnéjsi informace o drazdivosti

a leptavosti kosmetickych ptipravkl na lidské kuzi.

OECD je mezivladni instituce zfizena v roce 1960, jejimz hlavnim tikolem je spolupracovat
s vladami k pochopeni faktori, které ovliviiuji ekonomické, socidlni a environmentalni
zmény, a hledat spolecné feSeni pro sdilené problémy. Jednou z hlavnich oblasti zajmt
OECD je chemicka bezpecnost, kterou fesi v ramci svého programu pro zivotni prostiedi,
zdravi a bezpecnost pesticidi a spole¢né stanovuji mezinarodni standardy, véetné systému
vzéjemného uznavani tdaji (MAD) [49]. Smérnice OECD tykajici se testovani chemickych
latek pravidelné prochézeji revizemi, aby reflektovaly nejnovéjsi védecké poznatky.
Pti revizi téchto smérnic se zvlastni pozornost vénovala moznostem vylepseni péce o zivotni
podminky zvifat a vyhodnoceni vSech dostupnych informaci o testované chemické latce,

s cilem minimalizovat nepotfebné testy na laboratorni zvitatech [50].

Vyvoj in vitro metod pro hodnoceni kozni drazdivosti je v souladu s trendem ke snizovéani
zavislosti na testech na laboratornich zvifatech a odpovida tsili OECD o minimalizaci
nepotiebnych testd na zvitatech. Provadi se hodnoceni genotoxického nebo estrogenniho
potencialu jednotlivych latek nebo vzorkl Zivotni prostfedi. Pro zkoumani specifickych
ucinki na rovni danych mechanismi se bézné vyuzivaji standardizované bunééné metody
in vitro [51]. Ptestoze in vivo testy dlouhou dobu piedstavovaly jedinou mozZnost,
v soucasnosti existuje né€kolik spolehlivych in vifro metod, které poskytuji vysledky
srovnatelné s ucinky pozorovanymi ve studiich in vivo. Jedna znej€astéji pouzivanych
smérnic OECD (OECD TG) pro testovani ziravych vlastnosti kiize in vitro je OECD TG
431, kterd vyuziva 3D rekonstituované modely lidské epidermis [52]. Tyto metody vSak
¢asto zahrnuji sloZky zivocisného piivodu, jako je naptiklad fetalni hovézi sérum (FBS) nebo
frakce jaterniho homogenitu ziskané z potkanli, coZz miiZze vést k variabilité vysledki,

snizené reprodukovatelnosti testu a vzniku etickych problémii [51].
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Referen¢ni laboratofr EU pro alternativy k testovani na zvifatech (EURL ECVAM),
je klicovou soucésti Spole¢enského vyzkumného stfediska, coz je védeckd znalostni
instituce Evropské komise. Sidli v italském mésté Ispra a slouzi jako centrum pro sdileni
informaci o vyvoji alternativnich metod [53]. ECVAM byl vytvofen v roce 1991 na zaklad¢
oznameni komise, které se tykalo smérnice 86/609/EHS. Jeho tkolem bylo koordinovat
validaci metod, které nepouzivaji zvitata, na irovni evropské unie a podporovat dialog mezi
riznymi zainteresovanymi stranami, vcetné zakonodarcl, primyslovych odvétvi, védct
v oblasti biomediciny, spotiebitelskych organizaci a ochrannych skupin pro zvirata [54].
Cilem bylo vyvinout, validovat a mezinarodné uznavat alternativni testovaci metody.
V roce 2011 byly tyto povinnosti potvrzeny smérnici 2010/63/EU, ktera formaln¢ ustanovila
ECVAM jako referen¢ni laboratore EU. Béhem devadesatych let se ECVAM zaméfoval
pfedev§im na potteby legislativy EU v oblasti kosmetiky. Od svého vzniku také sehrava
dilezitou tlohu v prosazovani principu 3R v oblasti biomediciny. Aktivity ECVAM zahrnuji
Skoleni, Sifeni informaci a zapojeni zucastnénych stran, coz napomaha propagaci

pokrocilych védeckych znalosti a regulace pomoci alternativ k testovani na zvitatech [55].

4.1 Epikutanni testy (ET)

Jednd se o standartni vysetfovaci metodou k prikazu kontaktni senzibilizace u déti
1 dospélych. Slouzi k zjiStovani kontaktni alergické dermatitidy, kterd je 4. typem
imunologické reakce. Testovaci materidl obsahuje deset kruhovych papirovych nebo
hlinikovych ter¢ikii na hypoalergenni naplasti a je pripravovan pramyslové. Spociva
v aplikaci testované latky na kizi zad na 48 hodin, odecitani probiha dalSich 24 a 48 hodin

v

[34]. Maji dlouhodobou historii a dosud nebyly nahrazeny spolehlivéjsi laboratorni metodou
[8].

Pouzivanymi alergeny jsou pyly stromu, plevelt, trav, roztoci a srst zvifat. Alergeny jsou
dodavany nejCastéji ve stiikaCkach, rozpustény jsou ve vazeling, poté se aplikuji

do hlinikovych terc¢iki. Interpretace vysledkl byva velmi obtizna [8, 34].

4.1.1 Indikace a kontraindikace k epikutannim

Indikace oznacuje divod, kdy je urcité testovani doporuceno nebo vyzadovano. Tyto testy
se provadéji pi1 podezieni na precitlivélost viici latkdm z prostiedi (PAL, konzervanty,

parfemace), u pacientll s ekzémy anebo pii ndhlém zhorSeni zdravotniho stavu pokozky [8].
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Naopak kontraindikace je diivod, pro¢ nelze urcity vykon provést, protoze by testy nebyly
prikazné a ptipadné by mohlo dojit i k pozkozeni zdravi testované¢ho. Mezi tyto stavy
se fadi akutni dermatitida, dlouhodobé¢ Spatny stav pokozky, reakce s medikaci pacienta nebo

tteba t¢hotenstvi [34].

4.1.2 Testovaci material

Material je pripravovan primysloveé. Obsahuje celkem deset kruhovych papirovych,
plstovych, hlinikovych terciki (komiirkové testy) vnitinim praméru 8 mm na hypoalergenni

naplasti. Obvykly pocet v jednom testovacim setu je deset testovacich poli [34].

Existuji dva druhy ET, uzaviené a oteviené. Uzaviené ET délime na klasicky uzavieny,
skarifikacni a fotosenzibilizacni testy. Poté oteviené ET délime na oteviené iontoforeticky

test [34].

4.1.3 Uzavieny ET

Nejcastéji pouzivanymi testy jsou uzaviené ET. Jedna se o test, pii kterém je zkoumana latka
o dané koncentraci, aplikovana na kizi. Testy jsou pfikladany na zada, jak mizeme vidét
na obrazku 11, a to pfesnéji 10 centimetrt pod posledni kréni obratel. Testy jsou ponechany
na kiizi 48 hodin. Poté se test vyhodnoti poprvé a za dalSich 24 hodin se test vyhodnoti
podruhé, to uz se bude jednat o zavéreéné vyhodnoceni. Miize se vytvorit alergicka anebo
iritacni reakce. U alergické reakce pii kontaktni dermatitidé se vyskytuje nejcastéji svédéni
auiritaéni reakce pii toxické dermatitidé se vyskytuje spiSe paleni. Iritatni reakce

je disledkem vysoké koncentrace testované latky [8, 34].
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Obrazek 5 Epikutanni test aplikovan na zadech [53]
4.2 Zeiniyv test

Utinek tenzid lze napiiklad vyhodnotit pomoci Zeinova testu. U tohoto typu testu
se pouziva rostlinny protein zein, ktery se vyskytuje v semenech obilovin, a to zejména
v kukufici [56]. Zein je biokompatibilni a nerozpustny ve vodé diky obsahu uhlovodikovych
fetézcu ve struktufe, ale maze byt v§ak rozpustén ve smési vody a alifatickych alkoholt [57].
Tento test je jednou z nejrozsifenéjsich screeningovych metod pro hodnoceni smacivosti
povrchove aktivnich latek [56]. Kromé toho, zein vykazuje unikatni filmotvorné vlastnosti.
Silné disulfidové a hydrofobni interakce mezi proteinovymi molekulami tvoii zaklad
pro vytvareni tenkych filmd. Zein miiZze samovoln¢ agregovat monomery v zavislosti na pH,
teploté, iontové sile a elektrickém poli. Také mize zein interagovat s polysacharidy,

biologickymi latkami a jinymi proteiny [42].

Zeiniv test stanovuje tzv. zeinovo Cislo. Jednd se o solubilizaci daného mnozstvi
nerozpustného proteinu povrchove aktivnimi latkami ve vodé. Poté je méfeno mnozstvi
uvolnéného dusiku z roztoku proteinu. Vys§i mnozstvi dusiku pfedstavuje vétsi iritacni

potencial [8, 56].
Hodnota zeinového Cisla je ziskana podle vzorce [8]:
ZEIN =A — B [mg N/ 100 ml roztoku]

Kde A ptedstavuje koncentraci latky ve vzorku a B-referen¢ni hodnota, ktera musi byt

odectena od hodnoty A pro vypocet rozdilu.
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Zeinlv test poskytuje spiSe kvalitativni nez kvantitativni vysledky a pln€ nemusi simulovat
slozité¢ interakce, k nimz dochézi v realnych aplikacich. Proto mize byt k vyhodnoceni
ucinnosti povrchové aktivnich latek v konkrétnich formulacich nebo podminkach nutné

provést dalsi zkousky a analyzy.

4.3 Testovani iritace na modelech rekonstituované lidské epidermis

V soucasné dobé¢ se pouziva nékolik komercéné dostupnych modela rekonstituované lidské

epidermis (RhE). V této kapitole budou popsany nékteré z nich.

Cannon a spol. poprvé predstavili model Epiderm v roce 1994. Podle datového listu
od spolecnosti MatTek Corporation je kozni model EpiDerm popsany jako ,,normalni lidské
epidermdlni keratinocyty, které byly kultivovany za u¢elem vytvoteni vicevrstvého, silné
diferencované¢ho modelu lidské epidermis* [58]. Produkt EpiDerm byl uveden na trh v roce
1993. Spolecnost poskytuje Sirokou Skalu dalsich modeld, v¢etné rekonstituované epidermis
s obsahem melanocytt, rekonstituovaného epitelu rohovky a dalSich [59]. V roce 1998 byly
zkousky EpiSkin a TER in vitro GspéSné ovéfeny pro jejich schopnost testovat korozni
agresivitu a splnily stanovend kritéria pfijatelnosti, kterd pfedtim stanovil fidici tym
mezinarodni valida¢ni studie ECVAM. V roce 2002 nové navrzené testovaci smérnice
TG 430 (TER) a TG 431(model lidské kiize) pro in vitro testy korozivity na kuzi byly
schvaleny néarodnimi koordinatory programu zkuSenych smérnic OECD (WNT).

Tyto smérnice byly nakonec pfijaty v roce 2004 [58].

Model EpiSkin je trojrozmérna rekonstituovana lidska epidermis, coz vidime na obrazku 5,
ktera ma strukturu podobnou skutecné kazi [60]. Je uméle vytvotrena a vznika z lidskych
keratinocytll péstovanych na kolagenové podloZce na hranici mezi vzduchem a kapalinou.
Tento model existuje v né¢kolika riznych stadiich zrani [61]. Obsahuje vrstvy jako je bazalni,
suprabazalni, spinalni a granula¢ni, a funkéni stratum corneum, coz je vnéjs$i ochranna vrstva
ktze. Oproti béZnym vzorklim ma rohovéa vrstva v EpiSkinu vétsi pocet bunécnych vrstev,
coz ji ¢ini siln&jsi [45]. Je vyuZivana v kosmetickém a védeckém primyslu jako alternativa
k testovani na zvifatech. Pro hodnoceni iritaéniho potencidlu chemickych latek

aplikovanych na kiizi je mozné vyuZit specializované testovaci metody [60].
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Obréazek 6 Model EpiSkin trojrozmérna rekonstituovana lidska epidermis [61].

Metoda EpiDermTM Skin Irritation Test (SIT) byla ovéfena Evropskym centrem pro
validaci alternativnich metod (ECVAM) a je zaclenéna do technickych smérnic OECD 439
a smérnice EU B.46. Tato metoda prokazala svou spolehlivost pii testovani Cistych
primyslovych chemikalii za Gcelem klasifikace a oznacovani. Nov€ upraveny protokol
EpiDermTM Skin Irritation Assay se pouziva k identifikaci moZného podrazdéni
zpiisobeného ptitomnosti drazdivych latek v extraktech ze zdravotnickych prosttedkd, i kdyz

jsou tyto latky pritomny ve velmi nizkych koncentracich [62].

Tkénové modely EpiDerm TM a SkinEthic TM (obrazek 13) jsou schopny spolehlivé
identifikovat témét vSechny vzorky drdzdivych polymert, at’ uz jsou ve fyziologickém
roztoku, sezamovém oleji nebo v extraktech obou rozpoustédel. Modely tkani RhE jsou
schopny detekovat pfitomnost vysoko drazdivych latek pro kiizi v nizkych koncentracich
ve zfedénych extraktech polymerti. Modely tedy mohou byt efektivni alternativou
k testovani drazdivosti kize na krélicich pfi posuzovani biologického ucinku zdravotnickych

prostiedki [63].
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Obrazek 7 Rekonstituovana lidska epidermis, v horni ¢asti je model MatTek EpiDerm TM,
zatimco v dolni ¢asti je model EpiSkin SkinEthic TM RhE [63].

OECD TG 439 popisuje metodu testovani podrazdéni kize pomoci modelu RhE. Tyto
modely, které jsou vytvoieny s lidskymi buitkami, napodobuji morfologii a vlastnosti lidské
epidermis. Na obrazku jsou zobrazeny dva modely RhE, na kterych lze jasné¢ identifikovat
vSechny rizné vrstvy normalni klze, od bazilni bunééné vrstvy (stratum basale)

az po zrohovatélou vnéjsi vrstvu kiize (stratum corneum) [63].

Akutni podrazdéni kize je lokalni zanétliva reakce u normalni ktize, kdyZ je vystavena
chemické latce s drazdivymi vlastnostmi. Pouziti modelu pro kozni drazdivost zahrnuje
aplikaci zkouSené chemické latky. Poté nasleduje posouzeni Zivotaschopnosti bunék
a cytotoxicity [60]. To métime podle testu MTT, ktery zobrazuje obrazek 8. Princip spociva
v pfeméné Zluté tetrazoliové soli MTT na modré formazanové barvivo prostfednictvim
dyhydrogenazovych enzymu v aktivnich mitochondriich [63]. Metoda vyuziva zmrazené
tkang, které jsou deaktivovany mrazem a nemaji Zadnou metabolickou aktivitu, avSak stale
schopné absorbovat a vazat testovanou latku podobné jako Zivé tkdné. Zmrazené tkané
lze zakoupit samostatné od spole¢nosti MatTek Corporation (USA) nebo MatTek In Vitro

Life Science Laboratories (Slovensko) a uchovéavat v mrazni¢ce (-20 + 5 °C) po neomezenou
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dobu [58]. Testovani v praxi probiha uz od prvniho dne, kdy jsou tkan¢ EpiDerm
inkubovany, aby se uvolnily slouceniny a zbytky spojeny s transportnim stresem.
Pted procesem vystaveni tkani chemickym latkdm, musi byt proveden test, zda chemicka
latka pisobi spolu se sitkou, coz mizeme vidét na obrazku 9. Po pfedbézné inkubaci jsou
tkané vystaveny testovanym chemickym latkdm po dobu 60 minut (obrazek 10), poté se
tkan¢ dukladné oplachnou, odstrani se testované latky a ptenesou se do nového media
(obrazek 11). Kdyz je ukoncena 24hodinova inkubace, odeberou se vzorky pro analyzu
cytokinil a nasledovné jsou tkané opét inkubovany dalSich 18 hodin. Poté se provede test
MTT, kde se tkan¢ ptenesou na desticky obsahujici MTT médium [60]. Po 3 hodinach
inkubace se extrahuje modra formazanova stl, vytvofend bunéénymi mitochondriemi,
pomoci isopropanolu. Dale se pomoci spektrometrie uréi optickd hustota extrahovaného
formazanu pfi vlnové délce 570 nm, nasledné se vypocte relativni zivotaschopnost bunék
jako procentualni hodnota vzhledem k priméru negativnich kontrolnich tkani. Pokud je tato
relativni zivotaschopnost bun¢k nizsi nez 50 %, predpokladd se potencial drazdivosti

testovaného materialu pro kizi [58, 62].

Obrazek 8 Test MTT [64]
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Obrazek 9 Test kompatibility sité, A) Sitovina bez jakékoliv reakce se zkuSebnim
materialem B) Sit’ poSkozena, reagovala se zkusebnim materidlem [63]

Obrazek 11 Postup myti [62]
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ZAVER

Bakalatska prace se vénuje analyze iritacniho potencialu latek pouzivanych v kosmetickém
pramyslu, zejména povrchové aktivnich latek (PAL), a jejich vlivu na pokozku.
Kuze je klicovym organem lidského téla, ktery plni jak ochrannou, tak senzorickou funkci.
Vzhledem k tomu, Zze je neustidle vystavovdna chemickym latkdim obsazenym
v kosmetickych ptipravcich, je nutné pochopit mechanismy, kterymi tyto latky ovliviuji jeji
stav. Prace poskytuje detailni analyzu iritace PAL a nabizi praktické navrhy, jak

minimalizovat jejich negativni vliv na pokozku.

Jednim z hlavnich cild této prace bylo zhodnotit metody snizovani iritacniho potencialu
latek. Bylo zjisténo, Ze jednim z nejefektivnéjSich zpiisobli je snizeni koncentrace
agresivnich monomerti, coz vyznamné piispiva k ochran¢ pokozky pted podrédzdénim.
Dalsim doporucenim je pouziti kombinaci méné drazdivych latek nebo preferovani PAL
s niz§im iritanim potencidlem, naptiklad neiontovych nebo amfoternich latek. Tyto latky
jsou Setrnéjsi k pokozce a jsou vhodné zejména pro citlivé skupiny, jako jsou déti nebo osoby

s dermatologickymi problémy.

Prace rovnéZ upozoriiuje na vyznam modernich testovacich metod pro hodnoceni
drazdivosti latek. In vitro testy na bunéénych kulturach a testy na rekonstituované lidské
kazi se ukézaly jako uZite¢né a piesné nastroje pro predikci iritace. Tyto metody nejenze
poskytuji spolehlivé vysledky, ale také eliminuji nutnost pouzivani zvifecich modeld,
coz piinasi etické 1 praktické vyhody.

Tato prace vyznamné ptispiva k teoretickému pochopeni problematiky iritace kiize. Krome
analyzy mechanisml podrazdéni se zaméfuje na praktickd doporuceni pro kosmeticky
primysl. Ziskané poznatky mohou byt vyuzity pfi vyvoji novych produktl s niz§im iritacnim
potencidlem, coz povede ke zlepSeni kvality produktd a zvySeni komfortu uzivateld.

Soucasné tato prace zdiiraziiuje pottebu dalSiho vyzkumu v oblasti vyvoje SetrnéjSich

24
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SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1 Pri¢ny prafez kize s jednotlivymi vrstvami: Pokozka, Skara a podkozni vazivo
SUPTAVENIO Z [0]% ittt ettt e st s e e st e e s bt e e s nb e e et eeeeabeeeenbeeenreas 14
Obrazek 2 Vznik gastruly ,,upraveno Z [9] ..o 15
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Obrazek 4 Piiklad vyrobku détské kosmetiky obsahujiciho neionické PAL (Glyceryl
Stearate SE, Glyceryl Stearate Citrate)........ccueevueeriieriieeniienieeieeeieeieeeie et e 23
Obrazek 5 Epikutanni test aplikovan na zadech [53] ..ccccvveeiiiieiiiieeeee e, 29
Obrazek 6 Model EpiSkin trojrozmérnd rekonstituovana lidské epidermis [61]. ............... 31
Obrazek 7 Rekonstituovana lidska epidermis, v horni ¢asti je model MatTek EpiDerm TM,
zatimco v dolni ¢asti je model EpiSkin SkinEthic TM RhE [63]......ccccooiviiiiiiiiiiiee 32
ODbIAZEK 8 TSt MTT [04] ettt et ettt e e 33
Obrazek 9 Test kompatibility sité, A) Sitovina bez jakékoliv reakce se zkuSebnim
materidlem B) Sit’ poSkozend, reagovala se zkuSebnim materidlem [63]...........cccceevieennen. 34
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CMC Kiritickd micelarni koncentrace

ET  Epikutanni testy

PAL Povrchové aktivni latky

RhE Rekonstituovana lidska epidermis

EURL EVCAM Referencni laboratot Unie pro validaci alternativnich metod
EVCAM Evropské centrum pro validaci alternativnich metod

OECD Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj

TEWL Transepidermalni ztrata vody
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