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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva vyuzitim hadiho jedu v kosmetickém primyslu, se zaméfenim na
synteticky peptid Syn-Ake, ktery napodobuje u€inek Waglerinu 1, pochézejici ze druhu hada
Tropidolaemus wagleri a pusobi jako reverzibilni antagonista nikotinovych
acetylcholinovych receptord. Tento mechanismus umoziuje inhibici svalovych kontrakci,
coz vede k redukci mimickych vrasek a zlepSeni elasticity pokozky. Prace analyzuje
chemické slozeni hadiho jedu, mechanismy ucinku a jeho interakce s matrixovymi
metaloproteinazami a sirtuin deacetylazou 1. Vysledky ukazuji, Ze Syn-Ake mé antioxidacni
vlastnosti a pfispiva k regeneraci pokozky, ¢imz zpomaluje proces starnuti. Syn-Ake tak
pfedstavuje inovativni a bezpecnou alternativu k botulotoxinu v oblasti anti-aging

kosmetiky.

Kli¢ova slova: hadi jed, Syn-Ake, anti-aging, kosmetika.

ABSTRACT

This thesis is focused on the use of snake venom in the cosmetic industry, focusing on the
synthetic peptide Syn-Ake. Syn-Ake mimics the action of Waglerin 1 from the viper
Tropidolaemus wagleri and acts as a reversible antagonist of nicotinic acetylcholine
receptors (mnAChR). This mechanism allows inhibition of muscle contractions, leading to
areduction of mimic wrinkles and improved skin elasticity. This work analyzes the chemical
composition of snake venom, its mechanisms of action and its interactions with matrix
metalloproteinases (MMPs) and sirtuin deacetylase 1 (SIRT1). The results show that
Syn-Ake has antioxidant properties and contributes to skin regeneration, thereby slowing the
aging process. Syn-Ake thus represents an innovative and safe alternative to botulinum toxin

in the field of anti-aging cosmetics.

Keywords: snake venom, syn-ake, anti-aging, cosmetic.
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UvVOD

Hadi jed je jednim z nejzajimavéjSich biologickych materialt, ktery lidstvo zna a po staleti
vyuzivad. Od starovékého Egypta, pies tradicni indickou medicinu az po moderni
farmaceuticky a kosmeticky pramysl, ptedstavuje hadi jed cenny zdroj biologicky aktivnich
latek s Sirokym spektrem ucinkti. Hadi jed obsahuje komplexni smés proteind, peptidi,
enzymtu a dalSich bioaktivnich molekul, které ovliviiuji nervovy, kardiovaskularni a imunitni
systém. V poslednich desetiletich védecky vyzkum ukazal, Ze nékteré slozky hadiho jedu
maji schopnost inhibovat svalové kontrakce, stimulovat bunéfnou regeneraci, pusobit

kosmetickém primyslu, zejména v oblasti anti-aging.

SynAke, synteticky peptid inspirovany hadim jedem Waglerin 1 ze zmije druhu
Tropidolaemus wagleri, je jednim z nejznamé;jsich ptikladii vyuziti hadiho jedu v kosmetice.
Tento tripeptid plisobi jako reverzibilni antagonista nikotinovych acetylcholinovych
receptorll (mnAChR), ¢imz do€asné inhibuje svalové kontrakce a vede ke snizeni vyskytu
mimickych vrasek. Mechanismus G¢inku Syn-Ake je podobny u¢inku botulotoxinu, avsak s
nizsi toxicitou a lepsi snasenlivosti pro pokozku. Kromé inhibice svalovych kontrakci
Syn-Ake také podporuje regeneraci koznich buné€k, chrani pokozku pied oxida¢nim stresem

a pomaha zlepSovat jeji celkovou elasticitu.

Védecké studie prokazaly, Ze Syn-Ake UCinn€ interaguje s matrixovymi
metaloproteindzami (MMP) a sirtuin deacetylazou 1 (SIRT1), které hraji klicovou roli v
procesech starnuti a obnovy kozni tkdné. Syn-Ake inhibuje degradaci kolagenu a podporuje
syntézu novych strukturalnich proteinti, coZ ptispiva k lep$i pevnosti a pruZznosti pokoZzky.
Kromé& toho mé Syn-Ake antioxida¢ni vlastnosti, které chrani pokozku ptfed poskozenim

zpisobenym volnymi radikaly a UV zafenim.

Tato prace se zaméfuje na detailni analyzu chemického slozeni hadiho jedu,
mechanismu jeho plsobeni a moZnosti jeho vyuziti v kosmetickych produktech. Hlavnim
cilem je, na zdklad¢ dostupnych védeckych studii a experimentalnich dat, zhodnotit u¢innost
Syn-Ake v boji proti vraskdm a starnuti pleti. Prace poskytuje uceleny piehled o slozeni

hadiho jedu, jeho biologickych ucincich a potencialu pro dalsi inovace v oblasti kosmetiky.
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1. HISTORIE VYUZITI HADIHO JEDU

Hadi (Serpentes) piedstavuji skupinu plaz, kterd se vyvinula v réamci slozitého
ekologického a evolu¢niho procesu. Nékteii jedinci z této skupiny maji ke své obrané ¢i pro
lov potravy ve svém téle obsazen i jed. Je zajimavé, ze i ptes dlouhy evolu¢ni vyvoj existuje
jedovatych hadii pouze piiblizné 270 z celkového poctu zhruba 2500 popsanych druhd.
Tento maly podil ukazuje na diverzitu evolucnich strategii v ramci hadich populaci, kde si
vétSina druhti vyvinula alternativni mechanismy pfeziti, jako jsou napt. kamuflaz nebo
rychlé reflexy. V Ceské republice se napf. vyskytuje pouze jeden z jedovatych druhd, a to

zmije obecna [2],[3].

Co se ty¢e hadiho jedu, rozliSuji se tfi typy jeho pisobeni, a to pfedevSim z pohledu
neurotoxicity, hemotoxicity a cytotoxicity. Svymi hemotoxickymi a cytotoxickymi G¢inky
je znama predevsim celed” zmijovitych (Viperidae), kde se fadi chiestySi, médénci a
vakovlci. Celed” Elapidae, kde patii i kobry, koralovky, koralovi hadi, krabi a mamby, je
zase znamd svymi neurotoxickymi uc€inky, které ve vétsiné ptipadd zplsobuji paralyzu
pfevazné nervového systému. Podle Caswellovy studie [1] vedou patologické ucinky
neurotoxicity k respiraénimu selhani a nervosvalové paralyze tim, ze blokuji nervosvalovy
pfenos a tim dojde k méné lokalizovanému poskozeni tkani. Patologicky ucinek
hemotoxicity zase ovliviluje krevni cévy a slozky kaskady sraZeni krve, coz zplsobuje
problémy s krvacenim, jako je hypotenze nebo systémové krvaceni, poskozeni tkani a cév v

misté kousnuti, lyzu ¢ervenych krvinek a poruchy srazlivosti krve [2],[3].

Od starovéku se lidé hadii nejen bali a uctivali je, ale také se snazili najit vyuziti pro
latku, ktera se z hadich Zlaz vylucuje [4]. Védci se domnivaji, ze stafi Egyptané byli jedni z
prvnich, ktefi systematizovali znalosti o jedovatych hadich uStknutich a jejich 1écbeé.
Pomérné podrobné informace o jedovatych hadech, jejich uStknutich a zptsobech 1écby
otravy lidi hadim jedem jsou obsazeny v tzv. brooklynskych papyrech, datovanych do let
664-332 pt. n. 1. [5]. Starov€k4 Indie byla zase centrem studia bylin a jedl a tamni
hinduistické komunity jako prvni zacaly pouzivat hadi jed v medicin€. Bylo znamo, ze hadi
jed je ve velmi nizké davce silnym stimulantem. Z hadich jedl se ptipravovaly dalezité 1éky

ucinné pii moru, horecce, kdmatu nebo tuberkuloze [4].

Ve stfedoveéku se zacaly formovat moderni piedstavy o toxinologii, tj. véde studujici
rostlinné a Zivo€i$né toxiny. Zaklady moderni toxikologie polozil Paracelsus (Philip Aureol

Theophrastus Bombast von Hohenheim; 1493—1541), ktery dokazal, ze jed je chemicka
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latka s ur€itou strukturou, na niz zavisi jeji toxicita. Paracelsus pouzival ve své 1ékarské praxi
vytazky z hadiho jedu, popsal metody jeho extrakce a dirazné doporucoval pouzivat hadi
Supiny pii ptipravé 1éCivych ptipravkl. Zaroven byl schopen hadi jed ziskékat v jeho Cisté

formé [4].

Intenzivni védecké studium biochemie hadiho jedu zacalo az ve 30. letech 20. stoleti
[6]. Podle databdze PubMed, do dneSniho dne bylo na téma hadich jedi publikovéno
priblizn¢ 500 védeckych praci ro¢né [4].

S tim, jak se zaCalo formovat studium jedu, zacalo se formovat i védecké zdiivodnéni
1é¢ebného vyuziti hadich jedii. Pokusy o vytvoreni 1€Civych pripravkl na bazi hadich jedu,

které zacaly jiz ve staroveéku, byly korunovany uspéchem az ve 20. stoleti [4].

Moderni medicina disponuje velmi Sirokou Skéalou 1€kt vyrobenych pravé na bazi
hadiho jedu. V tradi¢nim pojeti jsou léky z hadiho jedu rizné a k dostani jako analgetické
masti na klouby a dalsi zevni aplikace, ale také i jako kosmetické piipravky (napt. krémy na

obli¢ej s hadim jedem, masky apod.) [7], [8].

Hadi jedy jsou pfirodnimi zdroji biologicky aktivnich molekul schopnych selektivné a
specificky ptisobit na riizné bunééné cile a modulovat jejich fyziologické funkce. Tyto smési
latek, které se skladaji predevs$im z proteinti a peptidd, poskytuji Siroké a naroéné moznosti
a rozmanité¢ molekuldrni architektury pro navrh a vyvoj nastrojii a latek védeckého a
terapeutického z4jmu. Mezi témito slozkami hraji peptidy a malé proteiny v mnoha
fyziologickych procesech riiznorodou roli a uplatiiuji Sirokou Skéalu svych farmakologickych
ucinki, jako jsou Ucinky antimikrobialni, antihypertenzni, analgetické, protinadorové a
dalsi. Farmaceuticky a kosmeticky pramysl rozpoznal obrovsky potencial téchto
privilegovanych struktur a povazuje je za slibnou alternativu modernich 1é¢iv. Rada
pfirodnich nebo syntetickych peptidii z hadich jedl jiZ naSla preklinické nebo klinické
vyuziti pfi 1écbé bolesti, hypertenze, kardiovaskularnich onemocnéni a starnuti ktze.
Znamym piikladem je kaptopril, jehoZ ptirodni peptidovy prekurzor byl izolovan z jedu hada
Bothrops jararaca. Jedna se o 1€k na bazi peptidu, ktery inhibuje angiotenzin, tj. konvertujici

enzym, coz vyvolava antihypertenzni ucinek [7],[9],[10].

Také jedna ze slozek hadiho jedu, konkrétné jeho synteticky analog, se pouziva v

kosmetologii k minimalizaci svalovych kontrakci, a tim padem k redukci vrasek [10], [11].
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1.1 Aktivni slozky hadiho jedu

Aktivni slozky hadiho jedu mohou mit na lidsky organismus rtizné ucinky. Jedna se
piredevsim o ucinky neurotoxické, hemotoxické a cytotoxické. Tyto slozky nejsou jenom
klicové pro obranu samotného hada, ale v posledni dobé¢ se stavaji predmétem intenzivniho

védeckého vyzkumu, ktery miize vést k novym aplikacim, pfedevSim v oblasti mediciny.

1.1.1 Krotamin

Krotamin je neenzymaticky myotoxin, ktery se nachézi v jedech hadii rodu Crotalus. Poprvé
byl izolovéan v roce 1947 u druhu Crotalus durissus terrificus, tedy brazilského chiestyse, a
nasledné byl identifikovan u dal$ich druht, jako jsou C. adamanteus, C. durissus, C. d.
cumanensis, C. d. ruruima, C. horridus, C. oreganus concolor, C. o. helleri a C. viridis vir
idis. Krotamin je tedy kratky bazicky polypeptidovy myotoxin (SBPM - Small Basic
Polypeptide Myotoxins) o molekulové hmotnosti 4800 Da, sklada se ze 42 aminokyselin
(YKQCHKKKGGHCFPKEKICLPPSPSSDFGKMDCRWRWKCCKKKGSGK) [12],
které tvoii ve stfedu peptidového fetézce konzervativni sekvenci. Trojrozmérna struktura,
ktera byla urena pomoci nukle4drni magnetické resonance (NMR), se sklad4 z 11 bazickych
zbytkl (9 lysinti a 2 arginintl). Diky tomu ma tento protein kladny naboj. Také v krotaminu
je 6 cysteinovych zbytkd spojenych 3 disulfidickymi mustky, a to v polohach C4—C36,
C11-C30 a C18—C37, coz ptipomina strukturu lidskych B-defensin Existuji 2 izoformy

krotaminu, jejich rozdil je zpisoben zaménou leucinu 19 za isoleucinovy zbytek [13], [14].

Krotamin mé Siroké spektrum ucinku a vykazuje rizné farmakologické aktivity.
Stimuluje naptiklad uvoliiovani acetylcholinu a dopaminu v tkdni pfi¢né pruhovaného
svalstva, vyvolava uvolfiovani histaminu v mastocytech (Zirnych buikach), stimuluje
sekreci inzulinu v B-butikach slinivky bfi$ni, mé analgetické a protinadorové Gcinky, mize
pronikat membranou a ireverzibiln€ depolarizovat membranové proteiny interakci s Na*
kanaly. Vzhledem k velkému potencialu krotaminu, byla provedena fada studii s cilem 1épe
pochopit mechanismy interakce mezi touto slozkou a jejimi receptory a vztah mezi jeho
strukturou a aktivitou. Nedavno byl také prok4zan antimikrobidlni a antimykoticky G¢inek
krotaminu. Bylo zjis$téno, Ze vykazuje antimikrobidlni aktivitu proti Bacillus subtilis na
povrchu epitelu nebo sliznic, a pronikéd do buiiky Staphylococcus aureus [15]. Kromé toho
plusobi na bakterie mechanismem oxidacniho stresu. Krotamin ma také vlastnost dobte
pronikat dovniti buiiky. Tyto dva faktory, tj. schopnost penetrace a antimikrobialni ucinek,

vyvolaly v posledni dobé zdjem fady vyzkumnikd, a to predevS§im u peptidit s kratkym
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fetézcem a kationtovym charakterem, coz znamend, ze siln¢ interaguji s lipidovymi
membranami. Studie ukdzaly, Ze kladn¢ nabity krotamin elektrostaticky interaguje s
negativné nabitymi povrchy membran a muiZze zpisobit vznik otvord, kterymi mohou
difundovat ionty a malé molekuly [16]. Dalsi studie zase popisovaly, ze tento peptid
neinteraguje s neutralnimi membranami, na rozdil od membran zdporné nabitych [17].
Protinadorova u¢innost krotaminu byla prokdzana proti nékolika agresivnim onkogennim
bunécnym liniim, zatimco proti normalnim bunikdm krotamin nevykazoval Zadnou aktivitu.
Skupina védct také poukdzala na to, ze krotamin miize byt nosicem 1é¢iv s nukleovymi
kyselinami zamétenych na aktivné se mnozici nddorové buiiky. Pro vyvoj antimikrobidlnich
1é¢iv a protinddorovych latek ¢ini tyto schopnosti z krotaminu zajimavou molekulu [13],

[14].

Byly provedeny studie na zvifatech [18], které prokéazaly pozitivni vliv krotaminu na
prostorovou pamét’ mysi, pti¢emz latka neovliviiovala takové nuance, jako je jejich nalada,
uzkost a motorickd aktivita. Dale bylo zjisténo, ze krotamin ma kladny néaboj, ktery mu
pomahé navazat se na zaporn¢ nabitou DNA. Oznacenim tohoto toxinu fluorescenéni sondou

se vytvoii zfetelny pasovy vzor [13],[14].

Predpoklada se, ze krotamin mtize puisobit jako blokator draslikovych kanald, vychazi
to z podobnosti trojrozmérné struktury krotaminu s lidskymi B-defensiny. Je vSak tieba

provést dalsi studie [13],[14].

1.1.2 Sarafotoxiny

Sarafotoxiny jsou vazoaktivni, vysoce toxické slozky, které mohou ovliviiovat cévni systém
a kontrakci srde¢niho a hladkého svalstva. Byly nalezeny v jedu hadi Atractaspis en
gaddensis, Atractaspis microlepidota a Atractaspis irregularis. Saraphotoxiny se skladaji z
21-25 aminokyselin s konzervativni sekvenci
CXCXXXXXXXXXXDXECXXFCXXXXXXXXXXIW a maji dva disulfidické mistky
mezi cysteiny 1-15 a 3—11, bylo identifikovano 6 jeho izoforem. Jedna z nich je ozna¢ovéana
jako sarafotoxin m (SRTX-m) a zpisobuje toxicitu u mysi v disledku vazokonstrikce, ale
ma mensi toxicitu nez sarafotoxin b (SRTX b). Kardiovaskuldrni uc¢inky vyvolané s-SRTX
(short-sarafotoxins) a I-SRTX (long-sarafotoxins) byly pozorovany v in vivo studiich [14].
Bylo navrzeno nékolik hypotéz vysvétlujicich mechanismy, které jsou zakladem biologické
aktivity sarafatoxin. Po expozici témito toxiny bylo v kardiovaskuldrnich a jinych

systémech pozorovéano zvyseni aktivity fosfolipazy C, ktera zvySuje intracelularni hladinu
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vapniku [Ca?*] a aktivuje proteinkinazu C. Zvyseny obsah vapenatych ionti je jednim z
hlavnich signalnich mediatorti kontraktilniho G¢inku peptidiic SRTX v hladkém svalstvu,
inotropniho uc¢inku v srdecnim svalu a aktivity mozeCkovych astrocyt. Vyzkum ve sméru
studia strukturnich vztahli mezi receptory a sarafotoxiny je tedy dilezity, protoze tyto
peptidy mohou byt antagonistickymi peptidy a také sondami pro rozpoznani mechanismil

onemocnéni [ 14].

1.1.3 Natriuretické peptidy

Natriuretické peptidy (NP) jsou neenzymatické peptidy slozené z 25-30 aminokyselin o
molekulové hmotnosti 2-3 kDa, jejichz struktura je stabilizovana disulfidickymi vazbami.
Lidské natriuretické peptidy (NP) se déli na ANP (atrialni natriureticky peptid), BNP
(mozkovy natriureticky peptid) a CNP (srde¢ni natriureticky peptid nebo natriureticky
peptid typu c). Tyto peptidy interaguji se svymi receptory (NPR), které se nachdzeji na
povrchu bunék. Po navazani spoustéji intracelularni signaliza¢ni kaskadu zahrnujici
cyklicky guanosinmonofosfat (¢cGMP). Natriureticky peptid ma fadu ucinkl, napf.
diureticky, natriureticky, hypotenzni a vazodilataéni. Ministerstvo zdravotnictvi USA
schvdlilo rekombinantni formu NP nesiritid, komeréné zndmou jako Natrecor, ktery je se
pouziva pro 1écbu akutniho méstnavého srde¢niho selhani. Studie vSak ukazaly
[64],[65],[66], Ze vysoké davky nesiritidu zhorSuji funkci ledvin, zatimco nizké davky
nesiritidu takovy uc¢inek nemaji. Natriureticky peptid sniZuji reabsorpci vody v téle, ¢imzZ
zvySuji jeji vyluovani, coz vede ke sniZeni cirkulujiciho objemu krve, srde¢niho vydeje a
krevniho  tlaku. Natriureticky peptid muize také pasobit proti systému
renin-angiotenzin-aldosteron. Vzhledem k vySe popsanym t¢inkiim NP, bylo vyvinuto usili
o izolaci téchto peptidl z hadich jedd, které byly nalezeny u celedi Elapidae (Koralovcoviti),
Colubridae (Uzovkoviti), Dipsadidae, Hydrophiidae, Lamprophiidae a Viperidae
(Zmijoviti). Nedavno byl z jedu z Crotalus oreganus abyssus izolovan novy peptid podobny
NP (Coa_NP2), ktery vykazoval hypotenzni Gc¢inek zavisly na davce. Z jedu Dendroaspis
angusticeps (mamba zelend) byl izolovéan silny natriureticky a hypotenzni peptid (DNP)
sestavajici z 38 aminokyselinovych zbytkil. Natriuretické peptidy izolované z hadich jeda
mohou byt také pouzity 1 pro vyrobu diuretik, jelikoz maji potencialné¢ vysokou
terapeutickou hodnotu. To vysvétluje skutecnost, pro¢ se nékteré z téchto hadich jedt jiz po

n¢kolik staleti pouzivaji v tradi¢ni ¢inské mediciné [7], [13], [14], [19], [20].
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1.1.4 Peptidy zesilujici u¢inek bradykininu

Bradykinin je proteolyticky produkt endogenniho proteinkininogenu. M4 hypotenzni uc¢inek
tim, Ze zvySuje kapilarni permeabilitu a vazodilataci. Mlze byt blokovan enzymy, jako je
metaloprotedza, angiotenzin konvertujici enzym (ACE). Faktor (pozdéji peptid), ktery
zesiluje ucinek bradykininu, byl izolovan z brazilské zmije (Bothrops jararaca) [14]. Tyto
peptidy maji kratkou délku, tj. 5 az 14 aminokyselin a dé€li se do 2 skupin: 1) ty, které
obsahuji pyroglutamylovy zbytek na N konci a sekvenci bohatou na prolin ve srovnani s
ostatnimi aminokyselinami a za 2) ty, které maji prodlouzeny C konec za sekvenci bohatou
na prolin. Prolinové zbytky proptjc¢uji odolnost vici degradaci proteazami.
Bradykinin-potentiating peptides (BPP) inhibuji ACE (angiotenzin konvertujici enzym),
angiotenzin 1 na angiotenzin 2, ktery je zase silnym vazokonstriktorem. Inhibici ACE tedy
BPP zesiluje ptisobeni bradykininu, to vede k vazodilataci a hypotenzi. V soucasné dob¢ je
k dispozici peptidomimetikum této latky, které se nazyva kaptopril (captopril) (Obrazek 1)
nebo kapoten. Tento 1€k se pouziva k 1écbeé hypertenze, méstnavého srde¢niho selhéni,
infarktu myokardu a diabetické neuropatie. Kaptopril navic nemusi pfimo snizovat produkci
aldosteronu tim, ze snizuje hladiny ATII (angiotensin II). Aldosteron, hormon zodpovédny
za zadrzovani sodiku a vody v ledvinach, pfispiva ke zvySeni cirkulujiciho objemu krve a
krevniho tlaku. Zdrojem kaptoprilu je aktivni aminokyselinovéa sloucenina Phe-Ala-Pro,
identifikovana sekvenovanim BPP. Pozdé¢;ji byla vyvinuta dalsi 1é¢iva analogicka kaptoprilu,
jako jsou napf. enalapril, lisinopril, ramipril, fosinopril (Monopril®) atd. UZivany jsou jako
proléciva (latka, kterd je po podani metabolizovdna na farmakologicky aktivni 1é¢ivo [21])

a v téle se pfeménuji na aktivni formu [7], [14], [19], [20].
Oy OH

HS N

-

Obrazek 1 Molekula captoprilu

(zdroj:[20])
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1.1.5 Dezintegriny

Integriny jsou obecné transmembranové receptory na povrchu buiky, které zajistuji
interakci bunky s matrixem. Jsou to glykoproteiny a zajist'uji adhezi bun¢k k proteiniim
ECM (extracelularni matrix), pficemz maji raznou specifitu vici riznym typtim proteint.
Existuje mnoho riiznych integrind, ale vétSina z nich ma spole¢ny rys, a to pritomnost
aminokyselinovych  zbytki  arginin-glycin-glycin-aspartditového ~ motivu ~ RGD
(Arg-Gly-Asp) ve vazebnych mistech integrini. Bylo také prokazano, ze integriny hraji
dualezitou roli pii progresi rakoviny a metastazovani [7], [10], [13], [14], [19], [20], [22].

Dezintegriny jsou malé neenzymatické proteiny, které jsou antagonisty integrinovych
receptort. Napodobuji sekvenci RGD a soutéZzi o vazbu s integriny, narusuji signalni drahy,
¢imz zasahuji do jejich funkce, a podileji se na procesech, jako je migrace a proliferace
bun¢k. Tyto proteiny inhibuji agregaci krevnich desticek, indukci apoptozy nebo nekrozy
tkané. Disintegriny maji vysokou hustotu disulfidovych vazeb a lze je rozdélit do 5-ti skupin
podle poctu téchto vazeb a délky polypeptidu. Naptiklad skupina s nejmensi velikosti, ktera
zahrnuje dezintegriny sestavajici ze 49—51 aminokyselin a majici 4 disulfidové vazby, jako
jsou echistatin, eristokofin, eristostatin a ocellatusin. Tyto polypeptidy byly nalezeny v
jedech hadt z ¢eledi Viperinae (zmije) a Crotalinae (chiestys). Na zéklad¢ dezintegrint z
hadich jedl bylo vyvinuto nékolik 1é¢iv, kterd zabranuji vzniku destickového trombu, jedna

se o Integrilin® a Aggrastat® [7], [10], [13], [14], [19], [20], [22].

Integrilin neboli eptifibatid (Obrazek 2),
N6-(aminoiminomethyl)-N2-(3-merkapto-1-oxopropyl-L-lysylglycyl-L-aspartyl-L-tryptofy
|-L-prollyl-L cysteinamid, cyklicky (1-(6)-disulfid) je inhibitor glykoproteinu IIb/Illa a
blokuje jeho vazbu na fibrinogen a tzv. Willebrandlv faktor, indikovany ke sniZeni vyskytu
trombotickych kardiovaskularnich komplikaci. Tento 1é¢ivy piipravek byl vyvinut na
zakladé barburinového dezintegrinu, izolovaného z jedu Sisturus miliarus barbouri. Barburin
je schopen vézat se na integrin allbp3 se sekvenci KGD (Lys-Gly-Asp), neblokuje funkci
jinych RGD-dependentnich integrint, ¢imz specificky ovliviiuje tvorbu tromba adhezi

trombocytt [7], [10], [13], [14], [19], [20], [22].
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Obrazek 2 Molekula eptifibatidu

(zdroj:[10])

Aggrastat neboli tirofiban (Obrazek 3), [N-(butylsulfonyl)-O-[4-(4-piperidinyl)
butyl]-L-tyrosin monohydrochlorid monohydrat]) je inhibitor GPIIb/Illa (Glykoprotein
[Ib/IMa (integrin aiibB3) je membranovy protein, integrin. Hraje diileZitou roli v agregaci
krevnich desticek). Jednd se o peptidomimetikum na bdzi echistatinu, dezintegrinu s
motivem RGD, ktery se sklada ze 49 AMK a 4 cysteinovych mustki. Echistatin (5,4 kDa,
49 zbytkl) se ziskava z jedu zmije Supinaté Echis carinatus. Tento protein se vaze na
integriny allbB3 a avf3, které se nachdzeji vyhradné na krevnich destickach, a inhibuje
agregaci desticek zavislou na fibrinogenu, trombinu a kolagenu. Tento 1€k byl schvalen
ufadem FDA (Food and Drug Administration) jiz v roce 1998. Aggrasat je anticoagulant,
zabranuje tvorbé krevnich sraZzenin a muize zabranit srdecnimu infarktu nebo jinym
problémtim s prutokem krve, pouziva se k 1écbé refrakterni ischemie a infarktu myokardu
[71, [10], [13], [14], [19], [20], [22].
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Obrazek 3 Molekula tirofibanu

(zdroj:[10])
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Triflavin, ktery je izolovany z jedu z druhu Trimeresurus flavoviridis, ma molekulovou
hmotnost 7,5 kDa. M4 silny inhibi¢ni u¢inek na angiogenezi, coz bylo prokézano studiemi
in vitro 1 in vivo. Protein piimo ovliviiuje interakci fibrinogenu s jeho receptory spojenymi
s glykoproteinovym komplexem l1lb/llla. Bylo prokazano, ze triflavin inhibuje interakci
extracelularni matrix s ur¢itymi receptory (a5p1 a avp3) na bunkach lidského karcinomu

d&lozniho hrdla [7], [10], [13], [14], [19], [20], [22].

Jarastatin je 6kDa dezintegrin obsazeny v jedu z druhu Botrytis jararaca, ma silny
inhibi¢ni G¢inek na agregaci krevnich desti¢ek. Interakce tohoto polypeptidu s neutrofilnimi
integriny muze vyvolat bunéénou aktivaci a dynamické zmény v systému aktinovych vlaken.

[71, [10], [13], [14], [19], [20], [22].

Salmosin, ktery je purifikovany z jedu hada korejského (Agkistrodon halys
brevicaudus) ma molekulovou hmotnost 6 kDa. Byla prokdzana jeho schopnost inhibovat
nador a metastazovani melanomovych bunék. In vivo je tato latka schopna inhibovat
nadorovou angiogenezi, ale neblokuje normalni fyziologické procesy [7], [10], [13], [14],

[19], [20], [22].

V preklinickych studiich se nachazi dezintegrin kontortrostatin. Tento md molekulovou
hmotnost 13,5 kDa (64 zbytkli v kazdém fetézci) a byl izolovan z jedu hada Agkistrodon
contortrix. In vivo testovanim bylo zjisténo, ze tato molekula inhibuje riist a metastazovani

rakoviny prsu a melanomu [7], [10], [13], [14], [19], [20], [22].

Mechanismus u¢inku dezintegrinovych slou€enin, zejména jejich schopnost inhibovat
bunécnou adhezi, z nich ¢ini kandidaty na inhibitory proliferace nadorovych bunék. Proto
byla jedna z prvnich studii provedena na eristostatinu (purifikovaném z rodu Eristocophis
macmahoni). Byl studovan jeho G¢inek na stadia metastdzovani a bunééné migrace. Bylo
zjisténo, Ze tato molekula inhibuje mobilitu melanomovych buné¢k. Eristostatin byl schopen
ovlivnit adhezi bunék Trimeresurus flavoviridis occ MV3 (Lidska melanomova bunécna
linie) i CHOa4 (z angl. Chinese hamster ovary cells a4.; bunky vajecnikti ¢inského kiecka)
k 4PBl-ligandu  VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule 1), zatimco adheze
prostfednictvim jinych integrind nebyla inhibovéna [7], [10], [13], [14], [19], [20], [22].

1.1.6 Three-finger toxin

Ttiprstové toxiny (three-finger toxin) jsou neenzymatické proteiny sestavajici z 60—75
aminokyselin a majici molekulovou hmotnost 6—8 kDa. Three-finger toxin (3FTx) vypadaji

jako zahyb skladajici se z B-skladanych listli vychéazejicich ze stfedu, jsou stabilizovany
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disulfidovymi mistky. Tato trojnasobnd konformace dava t€émto toxiniim pii interakci s
cilovymi bunikami specifi¢nost. Rodina proteint three-finger toxin se sklada z neurotoxint
(kuraremimetickych a muskarinovych) a kardiotoxinti. Tyto toxiny jsou pfitomny v jedech
vetsiny hadi elapidl, zmiji, hydrofida, krotalida a kolubridt. VSechny molekuly patfici do
této skupiny, ackoli maji podobnou strukturu, maji Sirokou Skalu biologickych ucinki [8],

[91, [13], [14].

Peptidy patiici mezi neurotoxiny se v nervosvalovych spojich kompetitivné vazou na
acetylcholinové receptory (ACHR), blokuji jejich otevirani a zabranuji acetylcholinu
vytvaret pory, kterymi prochazeji vapnikové a sodikové kationty, ¢imz toxiny naruSuji
vyménu signalli mezi bunikami a tim narusuji fyziologické funkce. Neurotoxiny se dé€li na
kuraremimetika neboli a-neurotoxiny a kneurotoxiny neboli muskarinové toxiny, a to podle
jejich selektivity pro receptory na acetylcholinové receptory (nAChRs), muskarinové

acetylcholinové receptory (mAChRs) a vapnikové kanaly) [8], [9], [13], [14].

Jednim ze zastupcl neurotoxini je cobrotoxin (Cbtx). Jednd se o postsynopticky
a-neurotoxin a mé vysokou afinitu k nAChRs (nicotinic acetylcholine receptors), zvySuje
hladinu acetylcholinu, v dasledku ¢ehoz muize dojit k inhibici signali bolesti a snizeni
vnimani bolesti. Tento toxin je purifikovan z jedu hada Naja naja kaouthia (kobra
monoklova) a Naja atra (kobra ¢inskd). Jeho molekulova hmotnost je 7,8 kDa a sklada se ze
71 AMK a obsahuje 5 disulfovych mustkd. Studie ukazuji [23], Ze kobratoxin miiZze zmirnit
stitedné silnou aZ silnou bolest, coz z néj ¢ini G€inné analgetikum. Chemickou modifikaci
detoxikaci cobratoxinu vznikly l1éky jako RPI-MN a RPI-78M (patentované proteiny,
odvozené od a-kobratoxinu.). Ty maji potencidl v antivirovém a analgetickém sméru. Tato
1é¢iva jsou pro Clovéka bezpetna a bez zjisténych vedlejSich G¢inkh [23]. V roce 2005
spole¢nost Nutra Pharma oznamila [24], Ze podle preklinickych studii je RPI-MN (pepteron)
velmi ucinny proti kmeniim HIV (Human Immunodeficiency Virus, virus lidské imunitni
nedostatecnosti), rezistentnim k Iékim. Od roku 2023 se 1ék zkoumé pro 1écbu infekci
zpusobenych virem herpes simplex. Miize tedy byt potencionalné antivirovym lé¢ivem pro
1écbu HIV a dalsich vira [8], [9], [13], [14].

a-kobrotoxin je v Ciné schvélen k pouziti jako analgetikum pii stfedné silné aZ silné
bolesti. Jeho vysoka biologicka aktivita v§ak mlzZe vést k nezddoucim u€inkiim, jako je napf.
zastava dychani. [8], [9], [13], [14].

Z jedu D. Russelii byl rovnéz izolovan neurotoxicky peptid, ktery zplsobuje inhibici

zaSkubt lytkového svalu sedaciho nervu Rana hexadactyla. [8], [9], [13], [14].
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Mezi tiiprsté toxiny patii i peptid Waglerin 1, o némz bude vice pojednéno nize. Tento

toxin miize inhibovat svalové kontrakce, a tim zmenSovat i vrasky [8], [9], [13], [14].

Neurotoxické tiiprsté proteiny lze pouzit také jako farmakologické nastroje ke studiu
receptort, jejich funkce a specifity. Kuraremimetické toxiny byly nezbytné pro izolaci a
charakterizaci svalovych (a-1) AChR, zatimco k-toxiny a muskarinové toxiny poskytly
molekularni informace, které umoznily 1épe pochopit rizné podtypy muskarinovych a

neuronalnich AChR a jejich tlohu v neurotransmisi [8], [9], [13], [14].

Dalsim typem tfiprstych toxinl jsou kardiotoxiny obsazené v jedu kobry. Maji u¢inky

typu hemolyza, cytotoxicita a depolarizace srde¢nich a nervovych buné¢k [8], [9], [13], [14].

Kardiotoxiny interaguji s fosfolipidy [25], pronikaji bunéfnou membranou,
destabilizuji ji, a tim umoziiuji toxinu proniknout do buiiky a interagovat s jejimi organelami,
coz zpusobuje smrt. Tyto toxiny zapojuji nekrotické 1 apaptotické mechanismy [25]. Védci
objevili [26] antiproliferativni G¢inek kardiotoxinu III (CTX III), izolovaného z jedu Naja
atra (Cinska kobra) na buiiky jater a karcinomu dutiny Gstni. Zastavuje bundény cyklus a
iniciuje kaspazou indukovanou apoptdzu. Toxin rovnéZ inhibuje migraci bunék karcinomu
prsu. Kromé toho byly prokazany antibakteridlni Gi¢inky kardiotoxinil. NaruSeni bakterialni
membrany a destabilizace lipopolysacharidii byly testovany na kulturach Escherichia coli.
Dalsi kardiotoxin, B-kardiotoxin, izolovany z jedu z druhu Hanna ophiophagus, snizoval u
anestezovanych zvitat srdecni frekvenci. Studie kardiotoxinu 1 ukazala, Ze jeho podavani
vede ke stimulaci produkce inzulinu linii B-bunék slinivky bfi$ni a nema skodlivy vliv na

zivotaschopnost bunék [8], [9], [13], [14], [26].

1.1.7 Fosfolipaza A2

Fosfolipdiza A2 (PLA2) je enzym, ktery katalyzuje hydrolyzu esterové vazby v
glycerofosfolipidech, coz vede ke Stépeni na mastné kyseliny a lysofosfolipidy, které
narusuji biologické membrany a vedou k lyze. Tento enzym ma konzervovanou AMK
sekvenci s molekulovou hmotnosti 13—19 kDa a ma 5-8 disulfovych miistkti. Mechanismus
ucinku fosfolipazy vSak zavisi také na konkrétni skupiné a typu receptort, na které se tento
enzym vaze. Skupiny PLA2 1 a 2 interaguji se svalovymi receptory, coz zplsobuje
myotoxicitu a antikoagulacni aktivitu s lokdlnim poSkozenim tkan€. Enzymy skupiny 3
interaguji s neurologickymi receptory. Fosfolipaiza A2 skupiny 3 plsobi post- 1
presynopticky tim, Ze interaguje s acetylcholinovymi receptory a blokuje jeho vazbu na

receptory. Studie ukazuje [27], Ze jedna z izoforem PLA2 izolovand z jedu B. jararacussu
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ma protinddorové a antimetastatické u€inky, to mize ovlivnit jeji vyuziti pfi 1é¢bé rakoviny
prsu. Dalsi studie [28] tykajici se PLA2 z jedu N. nigricollis ukazaly jeho ucinnost pti 1écbé
cukrovky. Enzym mé hypoglykemicky ucinek, tzn. Zze snizuje hladinu cukru v krvi, a také
zvysuje sekreci inzulinu. Fosfolipdza z jedu stejného druhu hada byla studovana také z
hlediska inhibice agregace krevnich desticek. To naznacuje, Ze enzym by mohl 1é¢it
ischemickou cévni mozkovou pithodu tim, Zze inhibuje srazeni krve inhibici

protrombindzového komplexu a komplexu vnéjsi tenazy (TF-FVIIa) [9], [13], [29].

1.1.8 L-aminooxidaza

L-aminooxiddza (LAO) je enzym, ktery katalyzuje stereospecifickou oxidaci I-AMK jeho
pfeménou na odpovidajici a-ketokyseliny za vzniku peroxidu vodiku a amoniaku. Oxiddza
patii do tfidy flavoproteintl, strukturou jde o homodimerni proteiny s molekulovou
hmotnosti 60—70 kDa, nekovalentné jsou vazany na flavinadenindinukleotid (FAD), ktery
pusobi jako prostetickd skupina. V dusledku tvorby peroxidu vodiku méa LAO cytotoxicky
ucinek. Zajimavé je, ze LAO vykazuje selektivni cytotoxicitu vii¢i nddorovym bunikam, coz
z ngj ¢ini kandidata na vyvoj protinadorovych 1é€iv. MiiZe byt také spojen s antiparazitarni,
mikrobidlni a virovou aktivitou. Jed pro vyzkum byl ziskdn z jihoamerickych chiestysii

Crotalus durissus terrificus a Ophiophagus hannah, znamych jako kobra kralovska [9].

1.1.9 Metaloproteaza

Metaloproteaza je enzym, ktery vyuziva jako kofaktor ionty kovi, obvykle Zn2+. Tato
proteaza se purifikuje z jedt hada z ¢eledi zmijovitych Crotalinae. Z nazvu je zfejmé, Ze se
jedna o proteazu, tj. enzym, ktery miize hydrolyzovat proteiny, obvykle extracelularniho
matrixu jako je kolagen a laminin, ale mtize ptisobit i na samotné bunky. To vede k poskozeni
tkané, krvaceni, nekroze. Metaloproteazy se déli do 3 tiid (P-I, P-II a P-III) Ttida PI se
vyznaCuje nejmensi molekulovou velikosti, pfiblizn€é 20 kDa a ma pouze jednu
metaloprotedzovou doménu. Lokalné poskozuje tkané, coz vede ke krvaceni. Ttida PII
obsahuje krom¢ metaloproteazové domény také dezintegrinovou doménu, kterd zase
interaguje s integrinovymi receptory, ¢imZ inhibuje agregaci destiCek, coz vede k
antikoagulacnimu U¢inku. Posledni tfidou je tiida PIII, kterd obsahuje kromé 2 vyse
uvedenych domén jes$t€ doménu bohatou na cystein. Tato tfida se vyznacuje nejvétsi
molekulovou hmotnosti, a to 60 az 100 kDa. Jeji u€inky jsou pomérné rozmanité, kromé
vySe uvedenych funkci mize tento enzym zasahovat do imunitniho systému a iniciovat

zanét. Do tiidy PIII patii protein jararhagin purifikovany z B. Jararaca, ktery pfi testovani in
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vivo byl schopen snizovat tvorbu uzlli, metastaz a byl schopen je inhibovat antiproliferaci,
¢ehoz lze vyuzit jako protinddorového prostiedku. Dalsi latka Alfimerase je rekombinantni,
piimo pusobici fibrinolytikum, analog fibrolazy izolovany z hadiho jedu médénce jizniho
(Agkistrodon contortrix contortrix) Pouziva se k prevenci vzniku krevnich srazenin a k

terapii ischemické cévni mozkové ptihody [9].

1.1.10 Serinové proteazy

Serinové protedzy tvoii tiidu enzymii s vysoce konzervativni sekvenci
histidin-aspartat-serin. Maji molarni hmotnost 20-35 kDa, skladaji se ze 180-240 AMK a
maji globularni tvar. Serin v sekvenci Glycin-Alanin-Serin je nukleofil; napada karbonylovy
uhlik peptidové vazby a tento fragment $tépi. Serinové proteazy hydrolyzuji proteiny, které
na sob€ maji specifické cile, takové proteiny se obvykle podileji na srdzeni krve, agregaci

krevnich destic¢ek a fibrinogenezi [7], [8], [9], [13].

4

Nejznamé;jsi latkou ptibuznou serinovym proteazam je batroxobin, purifikovany z jedu
Bothrops atrox a Bothrops moojeni. Tento enzym katalyzuje $tépeni fetézce fibrinogenu,
hlavniho proteinu zodpovédného za srazeni krve. Vysledkem §té€peni je tvorba fibrinovych
monomerd, které mohou spontanné polymerizovat za vzniku fibrinové srazeniny, coz miize
podpofit hemostazu. Tyto srazeniny jsou vSak volné a kiechké a snadno se rozpoustéji.
Batroxobin ma tedy defibrinogenni a antikoagula¢ni ucinek a pouziva se k lécbé
trombotickych onemocnéni. Na zaklad¢ tohoto enzymu si spole¢nost Pentapharm nechala
patentovat dva léky Defibrase® a Reptilase®, které maji t€inky na snizeni viskozity krve a
plazmy, dale zlepSeni hemoreologie a mikrocirkulace a pouzivaji se pii lécbé akutniho

infarktu a ischemie [7], [8], [9], [13].
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2. HADIi JED V KOSMETICE

V soucasné dob¢ se v kosmetice pouziva pouze jedna latka izolovand z hadiho jedu rodu
Tropidolaemus wagleri (zmije templaiskd), a to Waglerin 1, respektive jeho synteticky
analog, prodavany pod obchodni znackou Syn-Ake (Obrazek 4). Skutecny nazev této latky
je dipeptid diaminobutyroylbenzylamid diacetat (DABBA). Navzdory nazvu se jedna o
pomérné malou molekulu, ktera je tripeptidem (3 AMK) s molekulovou hmotnosti 500 Da.
Ostatni  nazvy, pod  kterymi se  Syn-Ake mulze  vyskytovat jsou:
(25)-B-alanyl-L-prolyl-2,4-diamino-N-(fenylmethyl)-butanamid,
H-B-Ala-Pro-Dab-NH-benzyl, H-B-Ala-Pro-DabNHBz, Snake peptide, Dipeptide
diaminobutyroyl benzylamide, Snake trippetide ¢i vySe zminény Syn-Ake [10], [11], [30],
[31].

Tento peptid ma AMK sekvenci H-bAla-Pro-Dab-NHBn a je to bily prasek. Lze jej
objednat ve specializovanych internetovych obchodech. Poprvé byl Syn-Ake syntetizovan v
roce 2004 a v roce 2006 byl patentovan spole¢nosti Pentapharm Ltd (Svycarsko). V sou¢asné
dobé je spolecnost soucasti DSM Nutritional Products Corporation. Nasledné byl synteticky
vzorec zdokonalen ve spolecnosti Pharm-Sintez (Moskva). K dnesnimu dni je pouziti
Syn-Ake v kosmetice chranéno mnoha patenty (vice nez 160), platnymi jak v USA, tak v

zemich EU 1 asijském regionu [10], [11], [30], [31].
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Obrazek 4 Molekula Syn-Ake

(zdroj: vlastni)
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2.1 Mechanismus pisobeni Syn-Aku

Syn-ake, krom¢ hlavniho u¢inku, ma i u¢inky vedlejsi, napf. interaguje s enzymy tak, Ze se
na n¢j vaze a tim zpomaluje proces starnuti. Navic, studovany peptid ma také antioxidacni

vlastnosti.

2.1.1 Analog botoxu

Spolec¢nost Dsm uvadi, ze Syn-Ake piisobi podobné jako botox, tj. Zze doCasné paralyzuje
oblicejové svaly, zastavuje svalové kontrakce, zabraiuje tvorbé a prohlubovani mimickych
vrasek. Zékladni mechanismus ucinku je takovy, ze peptidova slozka je povazovana za
antagonistu svalového nikotinového acetylcholinového receptoru (mnAChR). Jelikoz jsou
mnAChR reverzibilné blokovany, ziistava iontovy kanal uzavien. Nedochazi k vychytavani
Na' a svalové bufiky ziistavaji uvolnéné. Pfenos nervovych impulzi do svald je inhibovan a

oblicejové svaly se uvolni [32].

Samotny Waglerin 1 je polypeptid obsahujici 22 AMK a jednu disulfidovou vazbu.
Syn-Ake napodobuje pouze malou ¢ast ve Waglerinu 1, a proto snadno proniké ochrannou
bariérou kiZe. Je také reverzibilnim antagonistou mnAChR, coZ miZe inhibovat svalové
kontrakce, uvoliiovat svaly a mit i€inky proti vraskam. Piisobi na postsynaptické membrané
tak, Zze vaze podjednotku al-g svalového nAChR a zaujima pozici acetylcholinu, takze se
acetylcholin nemiize navédzat na receptor, coz vede k tomu, Ze receptor zistava v
inaktivovaném stavu. Kromé toho zlistava uzavien sodikovy iontovy kandl, coz brani vtoku
sodikovych iontil a nasledné blokuje depolarizaci a pfenos nervového vzruchu (Obréazek 5).
Proto nemohou byt signaly nervového vzruchu pienaseny do svalii a svalové bunky se

nemohou stahovat, coz vede k tomu, Ze zlistavaji v uvolnéném stavu [10], [11], [20], [31].
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(zdroj:[32])
2.1.2 Interakce Syn-Aku

Matrixové metaloproteinazy (MMP) jsou rodinou extracelularnich endopeptidaz zavislych
na zinku. Tyto enzymy katalyzuji rozklad proteinti hydrolyzaci jejich peptidovych vazeb. V
poslednich desetiletich bylo zjiSténo, Ze se protedzy podileji na fizeni klicovych
fyziologickych procest, jako je proliferace buné¢k, proces bunééného cyklu, replikace DNA,
apoptdza, hojeni ran, a dokonce maji vliv i na vyvoj rakovinového bujeni. Z pohledu
kosmetiky je vSak nejvice zajimavé zapojeni MMP do procesu starnuti. Matrixové
metaloproteinazy se podileji na udrZzovani homeostdzy ECM a reguluji mnoho
fyziologickych procesi prostfednictvim degradacnich a syntetickych cest. Matrixové
metaloproteindzy se d€li do 5 hlavnich skupin: kolagenazy (MMP-1, MMP-8 a MMP-13),
gelatinazy (MMP-2 a MMP-9); stromelysiny (MMP-3, MMP-10 a MMP-11); matrilysiny
(MMP-7 a MMP-26) a (5) MMP membranového typu (MT) (MMP-14, MMP-15 a
MMP-16). Zejména degradace kolagennich vlaken, ktera se skladaji prevazné€ z kolagent
skupin 1 a 3 je regulovina MMP-1. Po Stépeni MMP-1 miiZze kolagen dale degradovat
pomoci MMP-3 a MMP-9. Matrixové metaloproteinazy v kuzi produkuji epidermalni
keratinocyty a dermdlni fibroblasty. Matrixové metaloproteindzy jsou regulovany
tkanovymi inhibitory metaloproteinaz (TIMP) [33]. Nedavné studie [34], [35] ukazaly, ze
hladiny MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-10, MMP-11, MMP-13, MMP-17,
MMP-26 a MMP-27 jsou u starSich osob zvySené. Za normalnich okolnosti jsou MMP a
TIMP MMP-27 zvysené u starSich osob a jsou regulovany koordinovanym zptisobem, ktery
fidi nadmérnou aktivitu MMP. MnoZzstvi TIMP-1 v kiizi, ktera prosla starnutim, vSak miize

byt snizeno. Tato nerovnovaha urychluje fragmentaci kolagenu v dermis, coz vede ke
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klinickym zméndm, jako je napf. ztrata elasticity kiize nebo tvorba vrasek. Hlavnim
spoustécem zvysené syntézy MMP je UV zateni, které iniciuje tvorbu reaktivnich forem
kysliku (ROS), jako je superoxidovy aniont (0?7) nebo peroxid vodiku (H,0,). Reaktivni
formy kysliku ptisobi nepiimo aktivaci mitogen-aktivované proteinkindzy (MAPK), ktera
zahrnuje kindzu regulovanou extracelularnim signalem (ERK), p38 a c-Jun NH2-terminalni
kinazu (JNK). Tato aktivace indukuje transkripcni faktor, aktivatorovy protein 1 (AP-1),
ktery hraje dualezitou roli v regulaci transkripce MMP-1, MMP-3, MMP-9 a MMP-12.
Reaktivni formy kysliku aktivuje dalsi transkripéni faktor, nuklearni faktor-kB (NF-«xB)
[33].

Dulezité je, ze NF-kB zprosttedkovava odpovéd na UV zafeni a fotostarnuti. Aktivita
NF-kB je zodpovédna za zvySeni regulace MMP, jako jsou MMP-1 a MMP-3, v dermalnich
fibroblastech. Pfi pfirozeném starnuti jsou hlavnim zdrojem zvySené koncentrace MMP
dermalni fibroblasty, zatimco pfi fotostarnuti produkuji MMP také epidermalni keratinocyty

[33], [36], [37].

Sirtuin deacetyldza 1 (SIRT1) je NAD-dependentni enzym, ktery se nachazi predev§im
v bun&cném jadie. Sirtuiny, stejné jako metaloproteindzy, se podileji na regulaci celé fady
bunécnych procest, hraji dilezitou roli v fizeni metabolismu, oprav DNA, apoptozy, zanétu,
antioxida¢ni rovnovahy a, coz je z kosmetologického pohledu nejzajimavé;si, starnuti. A
také chrani nase t€lo pfed riznymi chorobami, v€etn€ neurodegenerativnich onemocnéni,
kardiovaskularnich chorob, metabolickych syndromi a onkogeneze. Sirtuin deacetylaza 1
navic katalyzuje deacetylaci acetyllysinovych zbytkl histonovych proteintt HI, H3 a H4 a
je uzce spjat s mnoha dulezitymi signdlnimi drahami, jako jsou NF-kB (Nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), FOXO (Forkhead box O), p53 (Nadorovy
supresor - jaderny protein o velikosti 53 kD), AMPK (AMP activated protein kinase), mTOR
(mammalian target of rapamycin) a PGC-la (Peroxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator 1-alpha), které zase souviseji s vyskytem starnuti a chorob souvisejicich
se starnutim. Sirtuin deacetyldza 1 se Siroce podili na regulaci bunécné senescence a délky
Zivota organismu prostfednictvim acetylace a deacetylace téchto substratii, ¢imZ méni jejich
transkripéni a enzymatické aktivity [37]. V roce 1999 byl prokézan ucinek Sir2 (silent
information regulator 2) proti starnuti, kdyz se ukazalo, Ze integrace dalSich kopii SIRT1
zvySuje délku zivota u Saccharomyces cerevisiae [38]. Dalsi studie ukazaly [39], ze
nadmérnd exprese genli SIRT1 je spojena se zvySenou dlouhovékosti. Exprese téchto gent

s vékem klesa a nedostatek SIRT1 urychluje procesy starnuti. ZvySena exprese SIRT1 hraje
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dalezitou roli pti potlacovani bunécné senescence tim, ze podporuje bunécnou proliferaci a
inhibuje apoptézu. Sirtuin deacetylaza 1 lze aktivovat fadou malych molekul, jako je
resveratrol nebo jiné slouCeniny aktivujici sirtuin. Aktivace SIRT1 nizkomolekularni
agonistou se tak zd4 byt t¢innym prostredkem ke zvyseni délky Zivota a boji proti nemocem

souvisejicim se starnutim [33], [36], [37].

Inhibice exprese MMP tak muze snizit degradaci kolagenu a zvySenim hladiny SIRT1
muze zvysit pocet fibroblastl, a tim zabranit vzniku vrasek (Obrazek 6). Kromé toho jsou
pro zastaveni procesu starnuti velmi dualezit¢ také latky s antioxidacni aktivitou, které
opravuji molekuly poSkozené volnymi radikdly tak, ze je neutralizuji (snizuji Groven tzv.
oxida¢niho stresu). Podle volnoradikdlové hypotézy starnuti je hromadéni oxidacnich
poskozeni zpisobenych ROS dilezitym faktorem procesu starnuti. Z tohoto ditvodu SIRT1
ma zdsadni vyznam pro udrzeni dynamické rovnovdhy volnych radikald v Zivych

organismech, prodlouzeni délky zivota a zpomaleni starnuti organismu [33], [36], [37], [40].
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Ve studii [40] byl pouzit 98% roztok peptidu Syn-Ake od spolenosti Cayman
Chemical Company. Vazebna energie tripeptidu na receptory MMP a SIRT1 byla
vyhodnocena pomoci molekuldrni dokovaci analyzy metodou in silico. Bylo zjisténo, Ze
potfebnd k tomu, aby se téleso dostalo do urcité konfigurace) mezi receptory MMP a
nejstabilngjsi vazba probiha pti 8,50 kcal/mol. Nasledné stabilni slouc¢eniny tvotily MMP-8
nejstabilngjsi vazby na receptor SIRT1 dosahl peptid Syn-Ake (-9,32 kcal/mol). Peptid
Syn-Ake vytvarel s receptorem MMP-1 tii vodikové vazby. Sedm interakci vodikové vazby
mezi peptidem Syn-Ake a receptorem MMP-8 ptispélo k silnéjsi interakci. I ptes tvorbu Ctyt
vodikovych vazeb mezi peptidem Syn-Ake a receptorem MMP-13 se jednalo o receptor s
receptorem SIRT1 nez s jakymkoli jinym receptorem s dokovaci energii 9,32 kcal/mol. Tato
stabilni vazba se uskutecnovala pomoci tii vodikovych vazeb. Peptid Syn-Ake ma
molekulovou hmotnost 375 470, donorové Cislo 4,25 a akceptorové €islo 8,25, logaritmickou
hodnotu poméru oktanol/voda 0,521 a 0,593, vypocteny pomér mozek/krev 0,935 a 0,933 a
vypoctené hodnoty PSA 142,05. resp. 139,50, coz odpovida Lipinského pravidlu 5 [41].
Byla vypoctena permeabilita kize (Kp), kterd popisuje podil chemickych latek pronikajicich
pfes rohovou vrstvu kiize a kterda se pouziva ke kvantifikaci transportu molekul v
nejsvrchnéjsi vrstvé kiize a jejiho vyznamu pro absorpci [42]. Vypoctené hodnoty Kp byly
pro sekvencni receptory uvedeny jako 6,845 a 6,928 cm/h a pohybovaly se v ramci

doporucenych hodnot 8,0 az 1,0 cm/h [40], [43].

2.1.3 Antioxida¢ni aktivita

K testovani peptidi na antioxidaéni aktivitu se hojné vyuzivda test DPPH
(1,1-difenyl-2-picrylhydrazyl). Radikdlovd metoda DPPH je oblibena pro svou rychlost a
citlivost. Analog Waglerinu 1 v deviti koncentracich (0,25, 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 5, 7a 10 mg /ml)
byl studovéano na aktivitu DPPH k odstranéni radikalt ze syntetizovaného peptidu. BEhem
experimentu byl vzorek DABBA (100 ml) homogenn¢ smichan se 100 ml roztoku DPPH
radikélu (25 mg/ml rozpusténého v etanolu) v desticce s 96 jamkami. Michany roztok byl
poté inkubovan pii pokojové teploté a ve tmé po dobu 30 minut. Po inkubaci byla méfena
optickd hustota roztoku pii vinové délce 517 nm [40]. Procento aktivity DPPH pii

odstraiiovani volnych radikali bylo vypocitdno pomoci rovnice (1):
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DPP aktivita vychytavani radikalt = (A, — A1) /Ao (1)
kde:

Ao — absorpce roztoku DPPH radikélu pfi vinové délce 517 nm

A1 — absorpce vzorku roztokem DPPH radikéalu.

Test provedeny na peptidu Syn-Ake ukazal, ze volné radikaly DPPH byly v zavislosti
na koncentraci vyrazné¢ odstranény (Obrazek 7). Tripeptid ma tedy antioxidaéni aktivitu a

minimalné v tomto pfipadé mize byt u€¢innym omlazujicim prosttedkem [40].
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Obrazek 7 Zavislost DPPH na koncentraci Syn-Aku
(zdroj:[40])
2.2 Testy u¢inku Syn-Ake

K potvrzeni t¢inku Syn-Ake byla provedena tada testii na dobrovolnicich, a to jak tzv.
Mothers & Daughters in vivo test, tak tzv. Immediate and Long-term Clinical Benefits of a
Topical Treatment for Facial Lines and Wrinkles. Vysledky testli potvrdily pfiznivy ucinek

peptidu na stav pokozky.

2.2.1 Invivo test

Spolecnost DSM provedla v obdobi od 07-09/2019 in vivo studii nazvanou jako Mothers &
Daughters, jejiz cilem bylo poskytnout nové dikazy o ucinnosti peptidu DABBA pfi
vyhlazovani vrasek a poskytnout pro klasifikaci vrasek tzv. barevnou mapu obliceje.
Utastnily se ji dvé skupiny dobrovolnikil, 57 starich dospé&lych ve véku 50 az 65 let

(dobrovolnicemi byly Zeny, a to 54 bé&losek, 2 asiatky a 1 zastupkyné smiSené rasy) a 8
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mlad$ich dospé€lych ve véku 21 az 35 let, které byly dcerami 8 dobrovolnic z 1. zminéné
skupiny dobrovolnikli. VSechny dobrovolnice byly fotografovany ve stavu uvolnéni, pii
usmeévu a ve stavu rozzlobeni. Jejich vyrazové linie byly porovnany v systému VISIA CR
(Canfeld Imaging Systems, Fairfeld, NJ, USA). Kromé toho byly star§i dobrovolnice
rozdé€leny do dalSich dvou podskupin, a to na skupinu aktivnich a placebo, tzn. ze si bud’
aplikovaly 4% diaminobutyroylbenzylamid diacetait (DABBA) Syn-Ake nebo ne. Jejich
vrasky byly hodnoceny pomoci obrazové analyzy Primoslite. U 8 dcer ve véku 21-35 let
byly vrasky v obli¢eji hodnoceny od 0 do 3 bodii na modifikované Griffithsové stupnici (kde
0 = zadné a 9 = vyrazné vrasky). Dobrovolnice ve vékové skupiné 50-65 let mély vrasky
mirné az stiedné vyrazné (skore 3—6) v nasledujicich oblastech: ¢elo, vé&jitkovité vrasky,
nosoretni vrasky (od nosu ke koutkim ust), marioneta (od koutki st dolti k bradg). Kazda
z dobrovolnic méla za kol dvakrat denné (rano a vecer), po o€isténi obliceje, nanést malé
mnoZstvi testovaného piipravku (2 mg/cm?) na cely oblicej a nechat jej vstfebat. Na zacatku
experimentu a ve 4. tydnu byly u dobrovolnic hodnoceny vrasky podle modifikované
Grifthsovy $kély [44]. Pro studium vyvoje vrasek v €ase, byly vrasky pro zpracovani obrazu
segmentovany pomoci specidlnich algoritmt. Vrasky pak byly charakterizovany vypoctem
jejich povrchu, délky a objemu [45]. Pro vizualizaci u¢innosti piipravku bylo nasledné
vytvoteno n¢kolik ilustraci. Nejprve bylo provedeno vizudlni vylepSeni pro zvyraznéni
vrasek pomoci predbézné ipravy obrazu. Poté byly, pomoci riizové barevné mapy obliceje,
hodnoty rozdilu v hodnoceni odbornikii mezi vychozim stavem a 4. tydnem vykresleny na
3D obraz obliceje. Po 2 tydnech bylo zaznamenéno sniZeni délky vrasek o -3,48 mm a po 4
tydnech o -3,38 mm. Kromé toho bylo zaznamenano sniZeni plochy vrasek o -0,66 mm? po
2 tydnech a -2,1 mm? po 4 tydnech. Viditelné u¢inky ukazuji plochu Crow's Feet na pocatku
a ve 4. tydnu testovani (Obrazek 8) [46].

#52

Obrazek 8 Piiklad zmény vrasek u dobrovolniku €. 8 a 52

(zdroj:[46])
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U skupiny pouzivajici piipravek DABBA byla zjisténa zména oproti vychozimu stavu
-0,26 jednotky (p<0,01) u vrasek na cele, -0,21 jednotky (p<0,01) u Crow's Feet, -0,16
jednotky (p<0,01) u nosoretni ryhy a -0,12 jednotky (p<0,05) u marionetovych linii. Byla
nakreslena barevna mapa s ohledem na hodnoty delta pro u¢innou latku (Obrazek 9). Cim
tmavsi byla rizova barva, tim vétsi byl rozdil, vzhledem k vychozi hodnoté, a tedy vyssi
ucinnost pripravku. To ukazuje, ze hlavni u€inek ptfipravku sméfoval do oblasti ¢ela. Kromé

vrasek se snizila také hyperpigmentace [46].

delta units

Obrazek 9 Barevna mapa obliceje

(zdroj:[46])

Ve skuping, ktera dostavala k uzivani ptipravek DABBA, bylo prokazano vyznamné

sniZeni tvorby mimickych vréasek na Cele, a to ve srovnani se skupinou, ktera dostala placebo
vzorky. Konkrétné se plocha vrasek snizila o 13,52 % (p<0,05 oproti placebu), délka vrasek
se snizila o 14 % (p<0,05 oproti placebu) a objem vrasek se snizil o 13,59 % (p=0,076 oproti
placebu). Na rozdil od cela nebyl zjistén vyrazny rozdil ve snizeni tvorby vrasek u
marionetovych linii (linii ismévu) v koutcich ust. U nékterych dobrovolnikli bylo toto
sniZeni jen nepatrné viditelné. Kromé toho doslo také ke snizeni vniméni véku a viditelné
hyperpigmentace. Ve skupiné uzivajici DABBA se hyperpigmentace skutecné¢ snizila na
polovinu, s to ve srovnani se skupinou uzivajici placebo. V kosmetickych klinickych studiich
je mozné se Casto setkat s tim, ze placebo 1€ky maji pozitivni vliv na hydrataci pleti, ptipadné

ovliviluji jeji vzhled, tj. od jemnych linek, vrasek az po zativost a ton pleti. V tomto piipadé
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byl dokonce vyhodnocen vyznamny tc¢inek placeba na nékteré oblasti oblieje. Peptidova
kompozice vsak ve vétSing parametra stale vykazovala lepsi vysledky, coz spolu s dal$imi
vyse uvedenymi vysledky naznacuje, ze peptid dale pfispiva k ucinnosi ptipravku. Nebylo
vSak zjisténo zadné zretelné snizeni marionetovych linii. Predpokladem bylo, Ze to mtze byt
zptisobeno silngjsi kizi v okoli st ve srovnani s celem a ze silné€jsi kiize maskuje v této
oblasti ucinek peptidu. To by mohlo byt i diikazem toho, ze peptid je schopen modulovat

oblicejovy oval [46].

2.2.2 Prinosy lokalni péce v oblasti obli¢ejovych linii a vrasek

Studie publikovana v ¢asopise Journal of Clinical and Aesthetic Dermatology v bieznu 2009
uvadi [47], ze Syn-Ake prokazateln¢ rychle vyhlazuje jemné linky a vrasky, zatimco velké
vrasky se vyhlazuji ¢asem. Studie se zii¢astnilo 37 Zen ve v€ku 33 az 45 let s L—III. typem
pleti [48], [49], s vraskami od mirnych po hrubé. Testovany pfipravek se skladal z
antioxidanti, rdstovych faktord, kyseliny hyaluronové a peptidi, jako je
palmitoyltripeptid-5, dipalmitoylhydroxyprolin a dipeptid diaminobutyrol diacetat
benzylamid (Syn-Ake). Cilem této tfimési¢ni oteviené studie bylo zhodnotit G¢innost a
snasenlivost této fady ptipravkil pro 1écbu periokuldrnich a periordlnich vrasek. Vrasky byly
hodnoceny na desetibodové stupnici, kde 0 = zadné, 0,5 az 3,5 = mirné, 4 az 6,5 = stiedn¢
zavazné a 7 az 9 = zavazné. Dale byla zkoumdana snaSenlivost pfipravku z hlediska
objektivnich a subjektivnich ukazateli podrazdéni, konkrétné otoku, olupovani, erytému,
paleni, svédéni a brnéni, tyto byly hodnoceny na ¢tytbodové stupnici, kde 0 = Zadné, 1 =
mirné, 2 = stiedné silné a 3 =silné. Vysledky studie ukazaly viditelné zlepSeni, a to Ze jemné
a hrubé perioralni vrasky se vyrazné vyhladily a dobrovolnice zaznamenaly, Ze jejich plet’
je pevnéjsi a vypnutéjsi. Celkoveé hodnotily oSetieni vysoce pozitivng, 83 % z nich hodnotilo
svou celkovou spokojenost po 3. mésici testovani jako dobrou nebo vybornou, Déle, nebyly
zaznamenany Zadné vedlej$i ucinky. Primérmé skore erytému se ve 3. mésici, oproti
vychozimu stavu, sniZilo. Tato studie sice neprokazovala piimy ucinek Syn-Ake na

pokozku, ale prokazala, Ze tato slozka ptisobi pozitivné na stav kize [47].

2.3 Toxicita Syn-Aku

Z vysledkt testll genotoxicity a cytotoxicity peptidu Syn-Ake byla stanovena jeho bezpecna

koncentrace na 2 g/ml [40].
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2.3.1 Cytotoxicita

K posouzeni cytotoxicity peptidu Syn-Ake byla pouzita MTT
(3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid) analyza. Tento test zavisi na
mitochondrialni aktivité zivych buné€k, které pfeménuji MTT na krystaly formazanu.
Analyza MTT je Siroce pouzivana k posouzeni cytotoxického ucinku in vitro 1€k na
bunécné linie nebo primarni bunky pacienta. V e studii byly pouzity koncentrace peptidu
0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 a 3 mg/ml a bylo nasledn¢ dokazano, ze koncentrace
peptidu Syn-Ake 3 mg/ml vedla k vyznamnému snizeni Zivotaschopnosti bun¢k (79,22 +
6,36%), ve srovnani s kontrolni skupinou (p < 0,05) (Obrazek 10). Podle normy ISO
10993-5:2009 [50] to znamen4, Ze takova koncentrace peptidu zplsobuje slabou toxicitu.
Pti jinych koncentracich vSak byla Zivotaschopnost bun¢k vyssi nez 80 %, coz dle ISO
10993-5:2009 znamen4, ze latka neni cytotoxicka. Naptiklad koncentrace peptidu v buiice
2,5 mg/ml odpovida Zzivotaschopnosti 88,08 + 0,99 %, coz naznacuje, ze bezpecna

maximalni koncentrace peptidu Syn-Ake je 2,5 mg/ml [40].
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Obrazek 10 Zavislost
zivotaschopnosti bun€k na koncentraci Syn-Ake

(zdroj:[40])
2.3.2 Genotoxicita

Genotoxicita Syn-Ake byla urCena tzv. Amesovym testem. Jedné se o kratkodoby postup
bakteriologického testovani, ktery vyuziva mutantni kmeny S. Typhimurium (TA100,
TA98, TA97, TA102, TA1535, TA 1537 a TA1538). Konkrétn¢ v této studii byly odebrany
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kmeny TA98 a TA100, protoze jsou to kmeny nejcitlivéjsi na detekci genotoxicity
chemikalii. Mutantni kmen S. Typhimurium TA98 detekuje latky, které zptisobuji mutace s
posunem repetice (tzv. frameshift mutation), zatimco mutantni kmen S. Typhimurium
TA100 detekuje mutagenni latky, které zplsobuji vymeénu part bazi. Byly zkoumany
koncentrace peptidu Syn-Ake 1, 1,5, 2 a 2,5 mg/ml. Vysledek experimentu ukazal, ze
koncentrace 2,5 mg/ml mutantniho kmene S. Typhimurium TA100 byla nahrazena dvojici
bazi (p <0,05). To naznacovalo, ze peptid Syn-Ake v koncentraci 2,5 mg/ml nebyl bezpecny.
Bylo vsak zjisténo, ze tripeptid v koncentraci nizsi nez 2,5 mg/ml (1, 1,5 a 2 mg/ml) Gspésné

prosel testem, coZ naznacuje, Zze nema genotoxické ucinky (Obrazek 11) [40].

Number of revertant colony/plate

TA98 TA100

Treatment Concentrations (mg/mL) Mean +SD Mean +SD
Syn-Ake peptide 1.0 26.3+£251 193.0+3.00

15 23.0+2.00 1953+ 2.51

20 20.0+2.00 204.0+4.00

25 26.0+1.00 41335137
Positive control (NPD) 0.005 767.0 £8.54*
Positive control (NaNs) 0.0005 859.0+4.007
Negative control 243 +3.05 194.6 +3.51
Spontaneous control 263 +251 1926+ 1.52

Asterisks (*) show differences in mean revertant colony numbers between the application and negative control groups
that are significant at the level of p < 0.05 (Tukey test).

Obrazek 11 Vysledky genotoxicity peptidu Syn-Ake
(zdroj:[40])
2.4 Syntéza peptidu Syn-Ake
Vzhledem k fatku, Ze Syn-Ake neboli dipeptid diaminobutyroylbenzylamid diacetat se

skladd ze 3 AMK, a to lysinu (K), alaninu (A) a prolinu (P), lze analog Waglerinu 1

syntetizovat dvéma hlavnimi cestami, a to v kapalném 1 pevném stavu.

2.4.1 Syntéza peptidi na pevné fazi

Syntéza peptidi v pevné fazi (SPPS) poskytuje ptesnou kontrolu nad syntézou samotnou a

vysledkem je peptid vysoke Cistoty [51].

Samotna syntéza probiha tak, Ze je tato zah4jena ukotvenim prvni aminokyseliny (napf.
Fmoc-glycinu (Fluorenylmethyloxykarbonyl)) na pevny nosi¢, ¢asto pomoci pryskyfice,
jako je Wangova pryskyfice nebo Rinkova amidova pryskyfice. Dale je aminokyselina
chranéna vhodnou ochrannou skupinou, jako je nebo Boc(terc-butyloxykarbonyl) nebo

Fmoc(9-fluorenylmethoxykarbonyl) tak, aby se zabranilo nezddoucim vedlej$Sim reakcim.
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Nasledné aminokyseliny se ptidavaji krok za krokem pomoci spojovani ¢inidel, jako je DIC
(diisopropylkarbodiimid) nebo HBTU
(2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium  hexafluorofosfat). Po kazdém
spojovacim kroku se N-koncova skupina Fmoc odstrani pomoci deprotek¢niho ¢inidla, jako
je piperidin, ¢imz se odhali aminoskupina pro dal$i spojovaci reakci. Prodluzovani
peptidového fetézce pokracuje, dokud se na pevném nosici nesestavi pozadovana sekvence.
Jakmile je syntéza peptidu dokoncena, peptid se odstépi od pryskyfice pomoci St€pného
koktejlu obsahujiciho TFA (kyselina trifluoroctova) a scavengeru, jako je thioanisol a voda.
Surovy peptid se poté vysrazi a precisti pomoci technik, napt. reverzni faze HPLC (vysoce
ucinna kapalinova chromatografie), aby se izoloval pozadovany produkt. Pieistény

Syn-Ake peptid se charakterizuje pomoci analytickych metod, napf. hmotnostni

spektrometrii a NMR spektroskopii, aby se potvrdila jeho struktura a Cistota [51].

2.4.2 Syntéza peptida v kapalné fazi

Kromé syntézy v pevné fazi, existuje také metoda syntézy peptida v kapalné fazi, pti niz se
Syn-Ake syntetizuje v roztokové fazi, nikoli na pevném nosici. Syntéza v kapalné fazi nabizi
vyhody ptfedevsim z hlediska Skalovatelnosti a automatizace, takze je predevSim vhodna pro

velkovyrobu [52].

Jiné zdroje vSak uvadeji [53], Ze tato metoda vyroby tripeptidii vyzaduje oSetieni silnym
alkalickym LiOH, coz nejen zvySuje pocet kroki, ale mtize také vést ke vzniku racemickych
necistot. Kromé toho kyselina trifluoroctova zptisobuje silnou korozi zatizeni. Po odstranéni
ochranné skupiny Boc se ziska trifluoroacetat Syn-Ake a acetat Syn-Ake se uz ziskava
¢iSténim a pfevodem na sl na pfipravné chromatografické koloné, takze kroky se
komplikuji a naklady se zvySuji. K pfekonani téchto nevyhod byla navrZena jind metoda
syntézy tripeptidu, kterd neovliviiuje Zivotni prostfedi, umoziuje piimo ziskat formu
syntetického acetatu bez ptipravy chromatografické kolony pro ¢iSté€ni a konverzi na stl a

zaroven je prekvapive vyrobné jednoducha (Obrazek 12) [53].
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Obrazek 12 Syntéza peptidu Syn-Ake
(zdroj:[53])

V roce 2014 rusti chemici publikovali ¢lanek [54] popisujici jednodussi a kratsi metodu
syntézy peptidu Syn-Ake, ktera vyuZiva snadno dostupné a levné reaktanty (Obrazek 13).

Metoda je zaloZena na pteskupeni Hofmannova typu jako poslednim kroku, jak je

znazornéno na schématu nize (Obrazek 13) [54].
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Obrazek 13 Metoda syntézy molekuly Syn-Ake, zaloZena na preskupeni Hofmannova typu

(zdroj:[54])



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

2.4.3 DalSi metody pripravy Syn-Ake

Kromé technologie pevné a kapalné faze se pro tvorbu peptidu Syn-Ake pouziva dalsi
zajimava metoda, a to technologie rekombinantni DNA. Tato metoda spo¢iva ve vneseni
genu kodujiciho podobny peptid do hostitelského organismu za tcelem jeho vyroby. Gen
kédujici Syn-Ake peptid se nejprve izoluje a klonuje do vhodného vektoru, naptiklad
plazmidu. Rekombinantni vektor je poté zaveden do hostitelského organismu jako je
bakterie nebo kvasinka, a to pomoci technik jako je transformace nebo transfekce.
Hostitelsky organismus pak rekombinantni DNA replikuje a syntetizuje podobny peptid
pomoci svého bunééného aparatu. Syntetizovany peptid lze ziskat a precistit z hostitelského
organismu pomoci riznych metod, jako je bunécnd lyza a chromatografie. Purifikovany
synteticky peptid se nasledné charakterizuje, aby se potvrdila jeho identita a Cistota [55],

[56].

2.5 Praktické uplatnéni Syn-Ake v kosmetice

Ackoli to nemusi byt na prvni pohled ziejmé, Syn-Ake je v kosmetickych kruzich dobfie
zndmou slozkou. Nejen kosmetika z Jizni Koreje, predni zemé kosmetického primyslu, ale
1 evropsti vyrobci maji tento peptid ve svych formulacich. Nékteti z vyrobcei a jejich vyrobky

obsahujici pravé peptid Syn-Ake jsou uvedeny nize.

2.5.1 Vivaco

Vivaco je ¢esky vyrobce pifirodni kosmetiky, existujici na trhu od roku 2001. VSechny svoje
produkty vyrabi v Ceské republice, zejména v Olomouci. Zabyva se predeviim piirodni

kosmetikou, neobsahujici parabeny a s minimem konzervacnich latek [57].

Ve své nabidce mé4 dohromady 7 produktii s hadim jedem, 5 z nich je vyrabéno pod
znackou SERPENSDERM, konkrétné se jedna o Pletovy krém proti vraskam (Obrazek 14),
Omlazujici krém na o€ni okoli (Obrazek 15), Liftingové sérum proti vraskdm na plet’ a o¢ni
okoli (Obrazek 16), Liftingoveé sérum proti vraskam (Obrazek 17) a Téloveé mléko (Obrazek
18). Také je tviircem 2 produktli od znacky Vivaderm (coz je luxusni kosmetika od Vivaco),
a to Zpeviujici krém proti vraskdm SYN-AKE peptide BACK IN TIME (Obrazek 19) a
Zpevnujici sérum SYN-AKE peptide + squalene BACK IN TIME (Obrazek 20) [57].
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Obrazek 14 Pletovy krém proti vraskdm s hadim jedem SERPENSDERM

(zdroj:[57])

Obrazek 15 Omlazujici krém na o¢ni okoli s hadim jedem SERPENSDERM

(zdroj:[57])
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Obrazek 16 Liftingové sérum proti vraskdm s hadim jedem na plet’ a o¢ni okoli
SERPENSDERM

(zdroj:[57])
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Obrazek 17 Liftingové sérum proti vraskdm s hadim jedem SERPENSDERM

(zdroj:[57])
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Obrazek 18T¢€lové mléko s hadim jedem SERPENSDERM

(zdroj:[57])
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Obrazek 19 Zpevnujici krém proti vraskam SYN-AKE peptide BACK IN TIME

(zdroj:[57])
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Obrazek 20 Zpeviujici sérum SYN-AKE peptide + squalene BACK IN TIME

(zdroj:[57])
Vyrobce uvadi [57], ze jeho vyrobky jsou u¢inné, jak proti existujicim vraskam, tak i
zpomaluje tvorbu novych vrasek, dale Ze maji relaxacni a regeneracni Uc€inky, ulevuji od

bolesti svald a kloubli a uvoliuji svalovou tenzi.

U Pletového krému znacky SERPENSDERM se napt. DABBA ve slozeni ptipravku
nachazi na 6. mist¢ z celkovych 18 slozek. Vyrobce doporucuje pouzivat tento pripravek
rano 1 vecer na ocisténou plet. Jemné jej rozetfit na oblicej, krk a dekolt. Dale uvadi, ze

rychly nastup U¢inku zaruc€uje viditelné zlepSeni pleti jiz v pritbéhu 4 tydnii [57].

U séra se zase doporucuje vmasirovat nékolik kapek rano nebo vecer do vyc¢isténé pleti.
Sérum je dle vyrobce také vhodné jako podkladova baze pod pletovy krém. Diky jemnému
sloZeni je navic vhodné pro kazdodenni péci o vSechny druhy pleti, pfedev§im pro plet
suchou a unavenou Kromé peptidu Syn-Ake je ve sloZeni 1 Skvalen a Hyaluronat Sodny

[57].

V krému série BACK IN TIME znacky Vivaderm se DABBA ve sloZeni nachézi aZ na
15. misté. Je tedy zifejmé, ze ve srovnani s produktem SERPENSDERM, obsahuje mensi
mnozstvi U€inné latky, coZ vSak nemusi ukazovat na jeho mensi u€innost, protoze skute¢na
mnoZstvi jednotlivych latek v ptipravku zjistit pouze kontaktovanim s vyrobcem. Dale ma
ve svém slozeni také Meruiikovy olej, Kolagen a jednu z forem vitaminu E. Mezi ucinky,

které jsou vyrobcem popsany patii zpevnéni, vyhlazeni a rozjasnéni pokozky [57].

Sérum SYN-AKE peptide + squalene méa podle INCI stejné sloZzeni jako sérum od
zna¢ky SERPENSDERM, rozdil miiZze byt pouze v procentudlnim zastoupeni jednotlivych
slozek [57].
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2.5.2 Diet Esthetic Laboratory

Diet Esthetic Laboratory je Spanclska spolecnost specializujici se na design, vyrobu a
marketing kosmetickych produkti. Funguje od roku 1985. Tento vyrobce je manufaktura s
vlastni tovarnou a zavedenou vyrobou, kterd nabizi jinym spole¢nostem prodej jejich
vyrobki pod vlastni znackou nebo vyrobu vyrobkil podle receptury zdkaznika ¢i pomoc pii

realizaci receptur zakaznika [58].

Ve své nabidce ma jedem krém s hadim jedem, a to ANTIWRINKLE CREAM 50 ML
SKINCARE SNAKE ACTIVE. Popis vyrobku uvadi [58], Ze pfipravek revitalizuje a

regeneruje pokozku, dodava ji mladsi a zativy vzhled, rozjasnuje a vyrovnava ton pleti, ¢imz

vvvvvvv

schopnostem poskytuje tento krém komplexni denni 1 no¢ni pé¢i, vhodnou pro vSechny typy

pleti [58].

Ve svém slozeni, ma velkou miru dalSich u¢innych latek, jako jsou kyselina
hyaluronova, retinol, koenzym Q-10, kolagen, elastin, vitamin B a E. Ale na druhou stranu
obsahuje 1 docela drazdivé konzervacni latky jako jsou Diazolidinyl Urea a

Methylsothiazolinone, které mohou pokozku iritovat [58].

il
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Obrazek 21 ANTIWRINKLE CREAM 50 ML SKINCARE SNAKE ACTIVE

(zdroj:[58])
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2.5.3 Rodial

Rodial je Hi-Tech inovativni znacka péce o plet’, kterou v roce 1999 zalozila podnikatelka a

byvala kosmeticka redaktorka Maria Hatzistefanis [59].

V nabidce mé 2 produkty s obsahem hadiho jedu, a to konkrétné¢ Snake Oil Drops
(Obrazek 22) a Snake Serum O, , ale také patche a masky. Snake Oil Drops, krom¢ hadiho
peptidu obsahuje navic smés olejii z mandli, broskovych jader a babassu, které jsou
podpofené vitaminem E [59]. Vyrobce uvadi [59], Ze ptipravek poméaha vyhladit

nerovnomeérny ton pleti a zlepsit pruznost pokozky.

Obrazek 22 Snake Oil Drops

(zdroj:[59])
Sérum, podle vyrobce, obsahuje pfenaSeC kysliku, o kterém je znamo, Zze dodava
vitalitu, a zanechava pokozku vyplnénou se zdravé vypadajicim orosenym povrchem,

pomaha vyhladit vzhled pleti, omlazovat pokoZku a vyrovnat vzhled jemnych linek a vrasek

[59].
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Obrazek 23 Snake Serum O,

(zdroj:[59])

2.5.4 Limoni

Limoni je ruské kosmeticka znacka, kterd vyrabi dekorativni kosmetiku, vyrobky pro péci
o plet, profesionalni Stétce na make-up a parfémy. Znacka Limoni se objevila v roce 2005
jako vysledek spoluprace mezi italskym a ruskym tymem. Prvnimi produkty byla
dekorativni kosmetika. VSechno toto zbozi bylo vyrobeno v Italii. Postupem casu se zacala
roz§ifovat geografie vyroby (k Italii bylo pfipojeno Némecko a Francie). Od roku 2014
produkty Limoni v oblasti Skin Care se zacaly vyrabét v Korei [60].

Tato znacka zaujima celou fadu produktt s obsahem hadiho jedu jako jsou rizné krémy
(Obrazek 24), toner, tz. essence (Obrazek 26) a emulze (Obrazek 25), masky noc¢ni a tkanové
nebo patche. Navic ma samostatnou produktovou fadu Gold Premium Syn-Ake, s koloidnim
zlatem, které¢ ma antioxidacni a antibakterialmi vlastnosti (Obrazek 27) [61]. Tato kosmetika
je zaméfena na intenzivni boj proti vraskam, obnovuje pfirozenou ochrannou bariéru,
vyzivuje a chrani pfed negativnimi vlivy prostiedi. Kromé peptidu Syn-Ake obsahuje i
nékolik dalSich ingredienci, naptiklad extrakt z vlastov¢iho hnizda, extrakt z plodl cocky,
niacinamid, hydrolyzat kolagenu, tokoferol acetat, betain, panthenol, extrakt z kminu,
hydrolyzat kolagenu, vodni extrakt z motskych fas, aminokyseliny, vitaminy skupiny B,

které by mély v boji proti vraskam pomoci [60].
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LIMON | @ Premium SieAKe 7

ANTI-WRINKLE CREAM

Obrazek 24 Premium Syn-Ake Anti-Wrinkle Cream

(zdroj:[60])

£l MO NI

PREMIUM
SYN-AKE

Obrazek 25 Premium Syn-Ake Anti-Wrinkle Emulsion

(zdroj:[60])

LIM O NI

PREMIUM
SYN-AKE

Obrazek 26 Premium Syn-Ake Anti-Wrinkle Essence

(zdroj:[60])



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 47

Obrazek 27 Gold Premium Syn-Ake Anti-Wrinkle Cream

(zdroj:[60])
2.5.5 Farm Stay

Znacka Farm Stay vznikla v roce 2007 a je to velmi rychle rostouci znacka, ktera si ziskala
velkou oblibu jak v Koreji, tak i v Evrop¢ a Americe. Jedna se o znaCku spole¢nosti Myungin

Cosmetics, ktera vyrabi kosmetiku sloZzenou z riznych ptirodnich vytazki [62].

Vyrabi krém s hadim jedem, ktery se nazyva Farmstay Syn-Ake Revitalizing Cream
(Obrazek 28). Vyrobcee tvrdi, Ze piipravek zepSuje vzhled vrasek, pruznost pokozky, posiluje

kozni bariéru. Obsahuje taky niacinamid, ktery pokozku rozjasiiuje [63].

Obrazek 28 Farmstay Syn-Ake Revitalizing Cream

(zdroj:[63])
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ZAVER
Svoji bakalaiskou praci jsem zaméfila na vyskyt a vyuziti hadiho jedu, jeho syntézu a
zpracovani védeckych studii potvrzujicich jeho aktivitu a pouzitelnost v kosmetice. Kromé

toho se tato prace zabyva historii pouzivani hadiho jedu a piehledem jeho slozek, které se

dosud v kosmetice nevyuzivaji.

Vysledky této prace potvrzuji, ze hadi jed ma vyznamny potencial v kosmetickém
prumyslu, zejména v oblasti anti-aging ptipravkii. Syn-Ake se ukazal jako t€inny prostfedek
v boji proti mimickym vraskam, a to pfedevsim diky své schopnosti inhibovat svalové
kontrakce. Reverzibilni blokace nikotinovych acetylcholinovych receptord (mnAChR)
zabranuje prenosu nervovych impulstt do svall, coz vede k jejich uvolnéni a vyhlazeni

pokozky. Tento mechanismus U¢inku je obdobny jako u botulotoxinu, av§ak Syn-Ake ma

wev

Kromé redukce vrasek ma Syn-Ake také pozitivni vliv na bunéénou regeneraci a
ochranu pokozky pied oxidacnim stresem. Studie ukézaly, Ze peptid interaguje s
matrixovymi metaloproteindzami (MMP) a sirtuin deacetyldzou 1 (SIRT1), které hraji
klicovou roli v procesech starnuti a obnovy kozni tkan€. Syn-Ake navic inhibuje degradaci
kolagenu a podporuje syntézu novych strukturdlnich proteinii, coz pftispiva ke zlepSeni

elasticity a pevnosti pokozky.

Vysledky studii rozveéz potvrdily, Ze Syn-Ake ma 1 vyznamné antioxidacni vlastnosti,
které chrani pokozku pted Skodlivymi ucinky volnych radikdli a UV zéafenim. Testy
prokézaly, Ze peptid u¢inné redukuje oxidacni stres, ¢imz zpomaluje proces starnuti pleti.
Syn-Ake tak pfedstavuje inovativni a bezpe€nou alternativu k botulotoxinu v kosmetickém
primyslu. Vyznamnym piinosem této prace je zhodnoceni dostupnych védeckych poznatkli
a identifikace potencidlnich oblasti pro dalsi vyzkum a vyvoj v oblasti kosmetiky na bazi

hadiho jedu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1] ALBULESCU, Laura-Oana; KAZANDIIAN, Taline; SLAGBOOM, Julien;
BRUYNEEL, Ben; AINSWORTH, Stuart et al. A Decoy-Receptor Approach Using
Nicotinic Acetylcholine Receptor Mimics Reveals Their Potential as Novel
Therapeutics Against Neurotoxic Snakebite. Online. Frontiers in Pharmacology.
2019, roc. 10. ISSN 1663-9812. Dostupné
z: https://doi.org/10.3389/fphar.2019.00848. [cit. 2025-04-09].

[2] SLAGBOOM, Julien, KOOL, Jeroen;, HARRISON, Robert A. a CASEWELL,
Nicholas R. Haemotoxic snake venoms: their functional activity, impact on snakebite
victims and pharmaceutical promise. Online. British Journal of Haematology. 2017,
roC. 177, ¢. 6, S. 947-959. ISSN 0007-1048. Dostupné
z: https://doi.org/10.1111/bjh.14591. [cit. 2025-04-09].

[3] CASEWELL, Nicholas R.; JACKSON, Timothy N.W.; LAUSTSEN, Andreas H. a
SUNAGAR, Kartik. Causes and Consequences of Snake Venom Variation.
Online. Trends in Pharmacological Sciences. 2020, ro€. 41, €. 8, s. 570-581. ISSN
01656147. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/].tips.2020.05.006. [cit. 2025-04-09].

[4] KOPYLOVA, N.V.; UTKIN, Y.N. Snake poisons - from ancient times to our days.
Nature, 2018, ¢. 3, s. 3-11. ISSN 0032-874X. Dostupné¢ z: Elementy,
https://elementy.ru/nauchno-populyarnaya biblioteka. [cit. 2025-04-02]

[5] NUNN, John F. Ancient Egyptian medicine. London: British Museum Press, [1996].
ISBN 0-7141-0981-9.

[6] UTKIN, Yuri N. Animal venom studies: Current benefits and future developments.
Online. World Journal of Biological Chemistry. 2015, ro€. 6, €. 2. ISSN 1949-8454.
Dostupné z: https://doi.org/10.4331/wijbc.v6.12.28. [cit. 2025-04-09].

[7] WAHEED, Humera; MOIN, Syed F. a CHOUDHARY, M. 1. Snake Venom: From
Deadly Toxins to Life-saving Therapeutics. Online. Current Medicinal Chemistry.
2017, roc. 24, C. 17. ISSN 09298673. Dostupné
z: https://doi.org/10.2174/0929867324666170605091546. [cit. 2025-04-09].

[8] FERRAZ, Camila R.; ARRAHMAN, Arif; XIE, Chunfang; CASEWELL, Nicholas
R.; LEWIS, Richard J. et al. Multifunctional Toxins in Snake Venoms and

Therapeutic Implications: From Pain to Hemorrhage and Necrosis. Online. Frontiers


https://doi.org/10.3389/fphar.2019.00848
https://doi.org/10.1111/bjh.14591
https://doi.org/10.1016/j.tips.2020.05.006
https://doi.org/10.4331/wjbc.v6.i2.28
https://doi.org/10.2174/0929867324666170605091546

50

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

in Ecology and Evolution. 2019, ro¢. 7. ISSN 2296-701X. Dostupné
z: https://doi.org/10.3389/fev0.2019.00218. [cit. 2025-04-09].

[9] BEDRAOUI, Anas; SUNTRAVAT, Montamas; EL MEJJAD, Salim; ENEZARI,
Salwa; OUKKACHE, Naoual et al. Therapeutic potential of snake venom: Toxin
distribution and opportunities in deep learning for novel drug discovery.
Online. Medicine in Drug Discovery. 2024, ro¢. 21. ISSN 25900986. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.medidd.2023.100175. [cit. 2025-04-09].

[10] CHAUHARI, B.G. Toxin as a Medicine. Journal of Current Pharmaceutical
Research, 2012, vol. 9, no. 1, s. 7. ISSN 11-18. Dostupné z: Journal of Current
Pharmaceutical Research, https://www .jcpronline.com. [cit. 2025-04-02].

[11] THAKRE, A.D. Snake Venom Peptides Use In Anti-Ageing Products.
International Journal of Science and Research (IJSR), 2018, vol. 7, no. 1, s. 6.
Dostupné z: IJSR, https://www.ijsr.net/archive/v7il/ART20191445.pdf.

[cit. 2025-04-02].

[12] PEIGNEUR, Steve; ORTS, Diego J.B.; PRIETO DA SILVA, Alvaro R.;
OGUIURA, Nancy; BONI-MITAKE, Malvina et al. Crotamine Pharmacology
Revisited: Novel Insights Based on the Inhibition of KV Channels.
Online. Molecular Pharmacology. 2012, ro¢. 82, €. 1, s. 90-96. ISSN 0026895X.
Dostupné z: https://doi.org/10.1124/mol.112.078188. [cit. 2025-04-09].

[13] ALSHAMMARI, Altaf K.; ABD EL-AZIZ, Tarck Mohamed a AL-SABI,
Ahmed. Snake Venom: A Promising Source of Neurotoxins Targeting
Voltage-Gated Potassium Channels. Online. Toxins. 2024, ro¢. 16, ¢. 1. ISSN
2072-6651. Dostupné z: https://doi.org/10.3390/toxins16010012. [cit. 2025-04-09].

[14] ALMEIDA, J.R.; RESENDE, L.M.; WATANABE, R.K.; CARREGARI,
V.C.; HUANCAHUIRE-VEGA, S. et al. Snake Venom Peptides and Low Mass
Proteins: Molecular Tools and Therapeutic Agents. Online. Current Medicinal
Chemistry. 2017, ro¢. 24, ¢ 30. ISSN  09298673. Dostupné
z: https://doi.org/10.2174/0929867323666161028155611. [cit. 2025-04-09].

[15] YOUNT, Nannette Y.; KUPFERWASSER, Deborah; SPISNI, Alberto;
DUTZ, Stephen M.; RAMIJAN, Zachary H. et al. Selective reciprocity in

antimicrobial activity versus cytotoxicity of hBD-2 and crotamine.


https://doi.org/10.3389/fevo.2019.00218
https://doi.org/10.1016/j.medidd.2023.100175
https://www.jcpronline.com/
https://www.ijsr.net/archive/v7i1/ART20191445.pdf
https://doi.org/10.1124/mol.112.078188
https://doi.org/10.3390/toxins16010012
https://doi.org/10.2174/0929867323666161028155611

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

Online. Proceedings of the National Academy of Sciences. 2009, ro¢. 106, €. 35, s.
14972-14977. ISSN 0027-8424. Dostupné
z: https://doi.org/10.1073/pnas.0904465106. [cit. 2025-04-09].

[16] CORONADO, Monika A.; GABDULKHAKOV, Azat; GEORGIEVA,
Dessislava; SANKARAN, Banumathi; MURAKAMI, Mario T. et al. Structure of
the polypeptide crotamine from the Brazilian rattlesnake Crotalus durissus terrificus.
Online. Acta Crystallographica Section D Biological Crystallography. 2013, roc. 69,
¢. 10, S. 1958-1964. ISSN 0907-4449. Dostupné
z: https://doi.org/10.1107/S0907444913018003. [cit. 2025-04-09].

[17] COSTA, Bruno A.; SANCHES, Leonardo; GOMIDE, Andreza Barbosa;
BIZERRA, Fernando; DAL MAS, Caroline et al. Interaction of the Rattlesnake
Toxin Crotamine with Model Membranes. Online. The Journal of Physical
Chemistry B. 2014, ro¢. 118, ¢. 20, s. 5471-5479. ISSN 1520-6106. Dostupné
z: https://doi.org/10.1021/jp411886u. [cit. 2025-04-09].

[18] VARGAS, Liane S.; LARA, Marcus V.S.; GONCALVES, Rithicle;
MANDREDINI, Vanusa; PONCE-SOTO, Luis Alberto et al. The intrahippocampal
infusion of crotamine from Crotalus durissus terrificus venom enhances memory
persistence in rats. Online. Toxicon. 2014, ro¢. 85, s. 52-58. ISSN 00410101.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2014.04.017. [cit. 2025-04-09].

[19] BEDRAOUI, Anas; SUNTRAVAT, Montamas; EL MEJJAD, Salim;
ENEZARI, Salwa; OUKKACHE, Naoual et al. Therapeutic potential of snake

venom: Toxin distribution and opportunities in deep learning for novel drug
discovery. Online. Medicine in Drug Discovery. 2024, ro¢. 21. ISSN 25900986.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.medidd.2023.100175. [cit. 2025-04-09].

[20] PENNINGTON, Michael W.; CZERWINSKI, Andrzej a NORTON,

Raymond S. Peptide therapeutics from venom: Current status and potential.
Online. Bioorganic & Medicinal Chemistry. 2018, ro€. 26, €. 10, s. 2738-2758. ISSN
09680896. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.bmc.2017.09.029. [cit.
2025-04-09].

[21] NARODNI{ ZDRAVOTNICKY INFORMACNI PORTAL. [online]. Praha:

Ministerstvo zdravotnictvi CR a Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR,

2024. ISSN 2695-0340. Dostupné z: https://www.nzip.cz. [cit. 2024-11-19].


https://doi.org/10.1073/pnas.0904465106
https://doi.org/10.1107/S0907444913018003
https://doi.org/10.1021/jp411886u
https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2014.04.017
https://doi.org/10.1016/j.medidd.2023.100175
https://doi.org/10.1016/j.bmc.2017.09.029
https://www.nzip.cz/

52

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

[22] GOLUBKOV, V.; HAWES, D.; MARKLAND, F.S. Anti-angiogenic activity
of contortrostatin, a disintegrin from Agkistrodon contortrix contortrix snake venom.
Angiogenesis. 2003, vol. 6, pp- 213-224.
DOI: 10.1023/B:AGEN.0000021396.47009.b0 ISSN 1387-224X. Dostupné z:
https://link.springer.com/article/10.1023/B: AGEN.0000021396.47009.b0. [cit.
2025-04-02].

[23] REID, P.F; QIN, Z.H. (54) USE OF COBRATOXINAS AS AN
ANALGESIC. US Patent. 2021. [cit. 2025-04-02].

[24] Nutra Pharma announces RPI-MN shows positive effects against
drug-resistant strains of HIV. Available at:
http://www.nutrapharma.com/newsroom/display.php?newsi d=52. [cit.
2025-04-02].

[25] OWNBY, Charlotte L.; FLETCHER, Jeffrey E. a COLBERG, Terry R.

Cardiotoxin 1 from cobra (Naja naja atra) venom causes necrosis of skeletal muscle
in vivo. Online. Toxicon. 1993, ro€. 31, €. 6, s. 697-709. ISSN 00410101. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/0041-0101(93)90376-T. [cit. 2025-04-09].

[26] SU, S.-H.; SU, S.-J.; LIN, S.-R.; CHANG, K.-L. Cardiotoxin-III Selectively

Enhances Activation-Induced Apoptosis of Human CD8+ T Lymphocytes. Toxicol.
Appl. Pharmacol. 2003, vol. 193, no. 1, pp- 97-105.
DOI: 10.1016/S0041-008X(03)00327-2.  ISSN  0041-008X.  Dostupné z:

ScienceDirect,
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041008X03003272. [cit.
2025-04-02].

[27] DE VASCONCELOS AZEVEDO, Fernanda Van Petten; ZOIA, Mariana

Alves Pereira; LOPES, Daiana Silva; GIMENES, Sarah Natalie; VECCHI, Lara et
al. Antitumor and antimetastatic effects of PLA2-BthTX-II from Bothrops
jararacussu venom on human breast cancer cells. Online. International Journal of
Biological Macromolecules. 2019, ro€. 135, s. 261-273. ISSN 01418130. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.05.164. [cit. 2025-04-09].

[28] SARMIENTO, Beatriz Elena; SANTOS MENEZES, Luis Felipe a
SCHWARTZ, Elisabeth F. Insulin Release Mechanism Modulated by Toxins

Isolated from Animal Venoms: From Basic Research to Drug Development
Prospects. Online. Molecules. 2019, ro€. 24, ¢. 10. ISSN 1420-3049. Dostupné
z: https://doi.org/10.3390/molecules24101846. [cit. 2025-04-09].



http://dx.doi.org/10.1023/B:AGEN.0000021396.47009.b0
http://www.nutrapharma.com/newsroom/display.php?newsi
https://doi.org/10.1016/0041-0101(93)90376-T
http://dx.doi.org/10.1016/S0041-008X(03)00327-2
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.05.164
https://doi.org/10.3390/molecules24101846

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

[29] DAL, Jingfei. The potential benefits of snake venom. Online. Highlights in
Science, Engineering and Technology. 2022, ro€. 19, s. 223-230. ISSN 2791-0210.
Dostupné z: https://doi.org/10.54097/hset.v191.2855. [cit. 2025-04-09].

[30] EMMETSBERGER, J.; MAMMONE, T. Dipeptide diaminobutyroyl

benzylamide diacetate postsynaptically inhibits muscle contraction. Journal of
Investigative Dermatology. 2021, vol. 141. ISSN 0022-202X. Dostupné z:
https://www.sciencedirect.com/journal/journal-of-
investigativedermatology/vol/141/issue/9. [cit. 2025-04-02].

[31] DEBONO, Jordan; XIE, Bing; VIOLETTE, Aude; FOURMY, Rudy;
JAEGER, Marc et al. Viper Venom Botox: The Molecular Origin and Evolution of
the Waglerin Peptides Used in Anti-Wrinkle Skin Cream. Online. Journal of
Molecular Evolution. 2017, ro¢. 84, ¢. 1, s. 8-11. ISSN 0022-2844. Dostupné
z: https://doi.org/10.1007/s00239-016-9764-6. [cit. 2025-04-09].

[32] DSM. Online. Dostupné z: DSM, https://www.dsm-firmenich.com/. [cit.
2024-09-27].
[33] SHIN, Jung-Won; KWON, Soon-Hyo; CHOL, Ji-Young; NA, Jung-Im; HUH,

Chang-Hun et al. Molecular Mechanisms of Dermal Aging and Antiaging
Approaches. Online. International Journal of Molecular Sciences. 2019, ro¢. 20, €.
9. ISSN 1422-0067. Dostupné z: https://doi.org/10.3390/ijms20092126. |[cit.
2025-04-09].

[34] QUAN, Taihao; LITTLE, Emily; QUAN, Hehui; QIN, Zhaoping;
VOORHEES, John J. et al. Elevated Matrix Metalloproteinases and Collagen

Fragmentation in Photodamaged Human Skin: Impact of Altered Extracellular
Matrix Microenvironment on Dermal Fibroblast Function. Online. Journal of
Investigative Dermatology. 2013, ro¢. 133, €. 5, s. 1362-1366. ISSN 0022202X.
Dostupné z: https://doi.org/10.1038/jid.2012.509. [cit. 2025-04-09].

[35] QIN, Z.; BALIMUNKWE, R.M. a QUAN, T. Age-related reduction of

dermal fibroblast size upregulates multiple matrix metalloproteinases as observed in
aged human skin in vivo. Online. British Journal of Dermatology. 2017, ro¢. 177, €.
5, s. 1337-1348. ISSN 0007-0963. Dostupné z: https://doi.org/10.1111/bjd.15379.
[cit. 2025-04-09].

[36] FREITAS-RODRIGUEZ, Sandra; FOLGUERAS, Alicia R. a LOPEZ-OTIN,

Carlos. The role of matrix metalloproteinases in aging: Tissue remodeling and

beyond. Online. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research.


https://doi.org/10.54097/hset.v19i.2855
https://doi.org/10.1007/s00239-016-9764-6
https://www.dsm-firmenich.com/
https://doi.org/10.3390/ijms20092126
https://doi.org/10.1038/jid.2012.509
https://doi.org/10.1111/bjd.15379

54

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

2017, roc. 1864, ¢. 11, s. 2015-2025. ISSN 01674889. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2017.05.007. [cit. 2025-04-09].
[37] CHEN, Cui; ZHOU, Min; GE, Yuchen a WANG, Xiaobo. SIRT1 and aging

related signaling pathways. Online. Mechanisms of Ageing and Development. 2020,
ro¢. 187. ISSN 00476374. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.mad.2020.111215.
[cit. 2025-04-09].

[38] KAEBERLEIN, M.; MCVEY, M. a GUARENTE, L. The SIR2/3/4 complex

and SIR2 alone promote longevity in Saccharomyces cerevisiae by two different
mechanisms. Online. Genes & Development. 1999, ro¢. 13, ¢. 19, s. 2570-2580.
ISSN  0890-9369. Dostupné z: https://doi.org/10.1101/gad.13.19.2570. [cit.
2025-04-09].

[39] BITTERMAN, Kevin J.; ANDERSON, Rozalyn M.; COHEN, Haim Y.;
LATORRE-ESTEVES, Magda a SINCLAIR, David A. Inhibition of Silencing and

Accelerated Aging by Nicotinamide, a Putative Negative Regulator of Yeast Sir2 and
Human SIRT]1. Online. Journal of Biological Chemistry. 2002, ro¢. 277, ¢. 47, s.

45099-45107. ISSN 00219258. Dostupné Z:
https://doi.org/10.1074/jbc.M205670200. [cit. 2025-04-09].
[40] GOK, Bahar; BUDAMA-KILINC, Yasemin a KECEL-GUNDUZ, Serda.

Anti-aging activity of Syn-Ake peptide by in silico approaches and in vitro tests.

Online. Journal of Biomolecular Structure and Dynamics. 2024, ro¢. 42, ¢. 10, s.

5015-5029. ISSN 0739-1102. Dostupné
z: https://doi.org/10.1080/07391102.2023.2223681. [cit. 2025-04-09].
[41] LIPINSKI, Christopher A. Lead- and drug-like compounds: the rule-of-five

revolution. Online. Drug Discovery Today: Technologies. 2004, ro¢. 1, €. 4, s.
337-341. ISSN 17406749. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.ddtec.2004.11.007.
[cit. 2025-04-09].

[42] CHEN, Chen-Peng; CHEN, Chan-Cheng; HUANG, Chia-Wen a CHANG,

Yen-Ching. Evaluating Molecular Properties Involved in Transport of Small
Molecules in Stratum Corneum: A Quantitative Structure-Activity Relationship for
Skin Permeability. Online. Molecules. 2018, ro¢. 23, ¢. 4. ISSN 1420-3049.
Dostupné z: https://doi.org/10.3390/molecules23040911. [cit. 2025-04-09].

[43] POTTS, R.O.; GUY, R.H. A predictive algorithm for skin permeability: The

effects of molecular size and hydrogen bond activity. Pharmaceutical Research.


https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2017.05.007
https://doi.org/10.1016/j.mad.2020.111215
https://doi.org/10.1101/gad.13.19.2570
https://doi.org/10.1080/07391102.2023.2223681
https://doi.org/10.1016/j.ddtec.2004.11.007
https://doi.org/10.3390/molecules23040911

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

1995, vol. 12, no. 11, pp. 1628-1633. ISSN 0724-8741. Dostupné z: Springer,
https://doi.org/10.1023/A:1016236932339. [cit. 2025-04-02].

[44] AYER, J.; AHMED, A.; DUNCAN-PARRY, E.; BECK, P.; GRIFFITHS,
T.W. et al. A photonumeric scale for the assessment of atrophic facial photodamage.
Online. British Journal of Dermatology. 2018, ro¢. 178, ¢. 5, s. 1190-1195. ISSN
00070963. Dostupné z: https://doi.org/10.1111/bjd.16331. [cit. 2025-04-09].

[45] CAMPICHE, Remo; TREVISAN, Soléne; SEROUL, Pierre; RAWLINGS,
Anthony V.; ADNET, Cyprien et al. Appearance of aging signs in differently
pigmented facial skin by a novel imaging system. Online. Journal of Cosmetic
Dermatology. 2019, ro¢. 18, ¢. 2, s. 614-627. ISSN 1473-2130. Dostupné
z: https://doi.org/10.1111/j0cd.12806. [cit. 2025-04-09].

[46] CAMPICHE, Remo; PASCUCCI, Francesca; JIANG, Lily; VERGNE,
Thibault; CHEREL, Marie et al. Facial Expression Wrinkles and Their Relaxation

by a Synthetic Peptide. Online. International Journal of Peptide Research and
Therapeutics. 2021, ro¢. 27, ¢. 2, s. 1009-1017. ISSN 1573-3149. Dostupné
z: https://doi.org/10.1007/s10989-020-10146-z. [cit. 2025-04-09].

[47] TROOKMAN, N.S.; RIZER, R.L.; FORD, R.; HO, E.; GOTZ, V. Immediate

and Long-term Clinical Benefits of a Topical Treatment for Facial Lines and
Wrinkles. Journal of Clinical and Aesthetic Dermatology. 2009, vol. 3, pp. 7. ISSN
1941-2797. Dostupné z: ResearchGate,
https://www.researchgate.net/publication/45800360. [cit. 2025-04-02].

[48] FITZPATRICK, Richard E a ROSTAN, Elizabeth F. Reversal of
photodamage with topical growth factors: a pilot study. Online. Journal of Cosmetic
and Laser Therapy. 2009, ro¢. 5, ¢. 1, s. 25-34. ISSN 1476-4172. Dostupné
z: https://doi.org/10.1080/14764170310000817. [cit. 2025-04-09].

[49] MEHTA, Rahul C a FITZPATRICK, Richard E. Endogenous growth factors

as cosmeceuticals. Online. Dermatologic Therapy. 2007, ro¢. 20, €. 5, s. 350-359.
ISSN 13960296. Dostupné z: https://doi.org/10.1111/].1529-8019.2007.00149.x.
[cit. 2025-04-09].

[50] 10993-5, 1. Biological evaluation of medical devices—Part 5: Tests for in
vitro cytotoxicity. 1SO 20009. Dostupné zZ: ISO,
https://www.iso.org/standard/42146.html. [cit. 2025-04-02].


https://doi.org/10.1111/bjd.16331
https://doi.org/10.1111/jocd.12806
https://doi.org/10.1007/s10989-020-10146-z
https://doi.org/10.1080/14764170310000817
https://doi.org/10.1111/j.1529-8019.2007.00149.x

56

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

[51] CREATIVE PEPTIDES. Solid Phase Peptide Synthesis. Online. Dostupné z:
https://www.creative-peptides.com/solid-phase-peptide-synthesis.html. [cit.
2024-10-20].

[52] Synthesis of a dipeptide diaminobutyrylbenzylamide (Cina). Piihl.:
2021-11-08. Udel.: 2022-01-11. CN 113912672 A. Dostupné¢ také z:
https://patentimages.storage.googleapis.com/72/¢3/d0/9235b3dc96262d/CN113912
672A.pdf. [cit. 2025-04-02].

[53] A liquid phase synthesis of the snake venom peptide SYN-AKE (Cina).
Prihl.: 2019-12-27. Udél.: 2021-06-29. CN 113045623 A. Dostupné také z:
https://patentimages.storage.googleapis.com/b7/79/a8/97cbbf8162ed35/CN113045
623 A.pdf. [cit. 2025-04-02].

[54] BALAEV, A.N.; OKHMANOVICH, K.A. a OSIPOV, V.N. A shortened,
protecting group free, synthesis of the anti-wrinkle venom analogue Syn-Ake®
exploiting an optimized Hofmann-type rearrangement. Online. Tetrahedron Letters.
2014, ro¢. 55, ¢ 42, s. 5745-5747. ISSN 00404039. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2014.08.117. [cit. 2025-04-09].

[55] STEPHENSON, F. Calculations for Molecular Biology and Biotechnology.
Third Edition. 2016. ISBN 978-0-12-802211-5. Dostupné z: ScienceDirect,

https://www.sciencedirect.com/book/9780128022115/calculations-for-molecular-bi
ology-and-biotechnology. [cit. 2025-04-02].

[56] KUMAR BHATT, A.; KANT BHATIA, R.; CHAND BHALLA, T. Basic
Biotechniques for Bioprocess and Bioentrepreneurship. 2023. ISBN
978-0-12816109-8. Dostupné Z: Elsevier,
https://www.elsevier.com/books/basic-biotechniques-for-bioprocess-and-bioentrepr

eneurship/bhatt/978-0-12-816109-8. [cit. 2025-04-02].

[57] Vivaco Cesky vyrobce pfirodni kosmetiky. Online. C2025. Available at:
https://www.vivaco.cz. [cit. 2025-02-21].

[58] Diet Esthetic. Online. C2023. Available at: https://dietestetic.com/en/. [cit.
2025-02-21].

[59] Rodial. Online. C2025. Available at: https://www.rodial.com. [cit.
2025-02-21].

[60] Limoni. Online. C2015 - 2025. Available at: https:/limoni.ru. [cit.

2025-02-21].


https://www.creative-peptides.com/solid-phase-peptide-synthesis.html
https://patentimages.storage.googleapis.com/72/c3/d0/9235b3dc96262d/CN113912672A.pdf
https://patentimages.storage.googleapis.com/72/c3/d0/9235b3dc96262d/CN113912672A.pdf
https://patentimages.storage.googleapis.com/b7/79/a8/97cbbf8162ed35/CN113045623A.pdf
https://patentimages.storage.googleapis.com/b7/79/a8/97cbbf8162ed35/CN113045623A.pdf
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2014.08.117
https://www.vivaco.cz/
https://dietestetic.com/en/
https://www.rodial.com/
https://limoni.ru/

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

[61] Gold. Online. Dalton. Available at:
https://www.dalton-cosmetics.com/int/explore-dalton/ingredients-library/gold-skin-
care-ingredient?srsltid=AfmBOopMnSrT _Ku5Sm8QOVR7z_4BgahdOwxWPuvA85
zCDUG65FJca9JgP . [cit. 2025-02-21].

[62] Farm Stay. Online. Kocos Beauty. (C2025. Available at:

https://www .kocosbeauty.cz/farm-
stay/#:~:text=Zna%C4%8Dka%?20korejsk%C3%A9%?20kosmetiky%20Farm%20St
ay,1%20v%20Evrop%C4%9B%20%C4%8Di%20Americe.. [cit. 2025-02-21].

[63] Farmstay Syn-Ake Revitalizing Cream. Online. MYUNGIN COSMETICS
CO., LTD. Farm Stay. Available at:
https://en.fscos.com/product/farmstay-syn-ake-revitalizing-cream/236/category/52/
display/1/. [cit. 2025-02-21].

[64] O'CONNOR, C.M.; STARLING, R.C.; HERNANDEZ, AF;
ARMSTRONG, P.W.; DICKSTEIN, K. et al. Effect of Nesiritide in Patients with

Acute Decompensated Heart Failure. Online. New England Journal of Medicine.
2011, ro€. 365, €. 1, s. 32-43. ISSN 0028-4793. Dostupné
z: https://doi.org/10.1056/NEJMoal100171. [cit. 2025-04-09].

[65] SACKNER-BERNSTEIN, Jonathan D.; SKOPICKI, Hal A. a
AARONSON, Keith D. Risk of Worsening Renal Function With Nesiritide in

Patients With Acutely Decompensated Heart Failure. Online. Circulation. 2005,
ro€. 111, €. 12, s. 1487-1491. ISSN 0009-7322. Dostupné
z: https://doi.org/10.1161/01.CIR.0000159340.93220.E4. [cit. 2025-04-09].

[66] MOHAMMED, S.F.; KORENIK, J.; CHEN, H.H.; BURNETT, J.C.;
REDFIELD, M.M. Nesiritide in acute decompensated heart failure: Current status

and future perspectives. Rev. Cardiovasc. Med. 2008, vol. 9, no. 3, pp. 151. ISSN
1558-5535. Dostupné z: Elsevier,
https://mayoclinic.elsevierpure.com/en/publications/nesiritide-in-acute-decompensa

ted-heart-failure-current-status-an. [cit. 2025-04-02].


https://www.daltoncosmetics.com/int/explore­dalton/ingredients­library/gold­skin­care­ingredient?srsltid=AfmBOopMnSrT_Ku5m8QOVR7z_4Bqahd0wxWPuvA85zCDU65FJca9JgP
https://www.daltoncosmetics.com/int/explore­dalton/ingredients­library/gold­skin­care­ingredient?srsltid=AfmBOopMnSrT_Ku5m8QOVR7z_4Bqahd0wxWPuvA85zCDU65FJca9JgP
https://www.daltoncosmetics.com/int/explore­dalton/ingredients­library/gold­skin­care­ingredient?srsltid=AfmBOopMnSrT_Ku5m8QOVR7z_4Bqahd0wxWPuvA85zCDU65FJca9JgP
https://www.kocosbeauty.cz/farm-stay/#:~:text=Zna%C4%8Dka%20korejsk%C3%A9%20kosmetiky%20Farm%20Stay,i%20v%20Evrop%C4%9B%20%C4%8Di%20Americe
https://www.kocosbeauty.cz/farm-stay/#:~:text=Zna%C4%8Dka%20korejsk%C3%A9%20kosmetiky%20Farm%20Stay,i%20v%20Evrop%C4%9B%20%C4%8Di%20Americe
https://www.kocosbeauty.cz/farm-stay/#:~:text=Zna%C4%8Dka%20korejsk%C3%A9%20kosmetiky%20Farm%20Stay,i%20v%20Evrop%C4%9B%20%C4%8Di%20Americe
https://en.fscos.com/product/farmstay­syn­ake­revitalizing­cream/236/category/52/display/1/
https://en.fscos.com/product/farmstay­syn­ake­revitalizing­cream/236/category/52/display/1/
https://doi.org/10.1056/NEJMoa1100171
https://doi.org/10.1161/01.CIR.0000159340.93220.E4

58 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1 Molekula captoprilU.........ccocuiiieiiiiiiiieeciie e e 17
Obrazek 2 Molekula eptifibatidul ........c.cooviiiiieiiieiieie e 19
Obrazek 3 Molekula tirofibanu.............cooiiiiiiiiiiii e 19
Obrazek 4 MoleKula SYN-AKe.........ccccieriiiiiieieeiiesie ettt sae b 25
Obrazek 5 Mechanismus pisobeni SYN-AKe .........cccoeeviieiiiieiiieeieeeee e 27
Obrazek 6 Schematické zndzorn€ni ZmMeEN v ........ccccoceviiieiieiiniiniinineececeeeee e 29
Obrazek 7 Zavislost DPPH na koncentraci Syn-AKu ........c.ccecvvveeviieeiiiecieecee e 31
Obrazek 8 Priklad zmény vrasek u dobrovolniku €. 8 a 52 ....ccoovviiiiiiiiiiiiiieieeeeeee, 32
Obrazek 9 Barevna mapa ObIICEJE ........eerueiriieiiiiiieiie et 33
Obrazek 10 Zavislost zivotaschopnosti bun¢k na koncentraci Syn-Ake ..........cccccecveveenne. 35
Obrazek 11 Vysledky genotoxicity peptidu Syn-AKe........cc.ceceveeviriiniinenienienicnieneeene 36
Obrazek 12 Syntéza peptidul SYN-AKE .......ccciieriiiiiieiieeiieeieeieerte et 38
Obrazek 13 Metoda syntézy molekuly Syn-Ake, zaloZena na preskupeni Hofmannova typu
.............................................................................................................................................. 38
Obrazek 14 Pletovy krém proti vraskam s hadim jedem SERPENSDERM....................... 40
Obrazek 15 Omlazujici krém na o¢ni okoli s hadim jedem SERPENSDERM ................... 40
Obrazek 16 Liftingové sérum proti vraskdm s hadim jedem na plet a oc¢ni okoli
SERPENSDERM .....oiiiiiiiiiiiniitete ettt st sttt ettt st 40
Obrazek 17 Liftingové sérum proti vraskdm s hadim jedem SERPENSDERM ................. 41
Obrazek 18T¢€loveé mléko s hadim jedem SERPENSDERM........ccccoooiiiviiiiiiieiiiece 41
Obrazek 19 Zpeviiujici krém proti vraskdm SYN-AKE peptide BACK IN TIME ............. 41
Obrazek 20 Zpeviiujici sérum SYN-AKE peptide + squalene BACK IN TIME ................ 42
Obrazek 21 ANTIWRINKLE CREAM 50 ML SKINCARE SNAKE ACTIVE................ 43
Obrazek 22 Snake O1l DIOPS ..c.vveeeviieiiieeeiie ettt et te e ere e e sbeeesebeeennseeenene 44
Obrazek 23 Snake Serum 02 ........cocioviiiiiiiiiiteeeeee ettt 45
Obrazek 24 Premium Syn-Ake Anti-Wrinkle Cream..........cccccvveeviieeiieeniieeeiieceee e 46
Obrazek 25 Premium Syn-Ake Anti-Wrinkle Emulsion ..........cccccccovviniiiiniiniincncnennn. 46
Obrazek 26 Premium Syn-Ake Anti-Wrinkle ESSence.........cccoveviiieiciiiiciieeeieeeee e 46
Obrazek 27 Gold Premium Syn-Ake Anti-Wrinkle Cream..........cccoevveveevenienienenieneenene 47

Obrazek 28 Farmstay Syn-Ake Revitalizing Cream..........ccceecvveevieeeciieeeieeeiie e 47



