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Vyhodnotenie rastu vliasov a retencnej aktivity NANOGEN®

dvoch roztokov na explantaty Fudskych viasov

Nezavislé laboratorne vyhodnotenie a experimentalna sprava

Abstrakt

Vypadavanie vlasov je ¢asto spdsobené netypickym cyklom viasovych folikulov a zmenami v morfolgii viasového
folikulu. Postupne poznadvame molekuly a biochemické drahy, ktoré kontroluju normalny vznik viasového folikulu, rast
a stratu vlasov. Napriek pokroku vo vyskume vlasov maju bezné pripravky na trhu, ako minoxidil a finasterid urcité
obmedzenia. Obidva roztoky ucinkuju velmi pomaly a najmé finasterid ma urcité negativne vedrajSie Ucinky.
ZnaSanlivost tychto pripravkov u pacientov je velmi mala. Alternativa alebo doplnkové lieCenie k topickému roztoku
minoxidilu st nevyhnutné. Vaskularny endotelialny rastovy faktor (Vascular Endothelial Growth Factor — VEGF)
cytokin, prirodzene produkovany v ludskom tele, bol charakterizovany a identifikovany ako kltucovy sprostredkovatel
rastu vlasov. Pomocou rekombinantnej DNA technoldgie mézu byt bezpeéné identické kopie VEGF biosyntetizované
a vyuzité pri lieCbe.

Cielom tejto Studie bolo posudit a vyhodnotit efektivnost VEGF Nanogen alebo ,Vlasového rastového faktora“ a 5%
roztoku minoxidilu samostatne a vo vzajomnej kombin&cii. Experimentalny model ex vivo vyuzivajuci fudskeé vlasy bol
navrhnuty s ciefom porovnat ucinky tychto dvoch druhov liecby.

Vlasovy rastovy faktor Nanogen prekonal minoxidil az o 237 % a vykézal doplfiujuci ucinok voci lieCbe
minoxidilom, ked st pouZivané v kombinacii. VSetky vysledky boli $tatisticky vyznamné.

Uvod V oblasti vyskumu vlasov bol Vaskularny endotelialny

rastovy faktor (Vascular Endothelial Growth Factor —
V' priebehu historie mediciny bolo obrovské mnozstvo  VEGF) identifikovany ako kligovy mediator rastu viasov
Casu venované objavovaniu externych chemickych  (Obrazok &. 1). Méze ovplyvnit véetky fazy rastu viasov,
molekul alebo prvkov a ich aplikécii na telo na vyvolanie od bunkovej proliferacie a migracie az po angiogenézu a
fyziologickej reakcie. prevenciu apoptézy. Predpokladalo sa, Ze cytokinéza a
hlavne VEGF mdZe podporit rast viasov a zvysit ich
Zivotnost, ¢im sa zniZi vypadavanie vlasov. Ak by tomu
bolo tak, VEGF by mohol byt vyuzity ako alternativa
dobre znamych pripravkov ako minoxidil. TieZ sa
predpokladalo, Ze VEGF méZe zlepsit reakciu na lieCbu
minoxidilom, ak by boli pouZivané spolu.

Len nedavno pokroky v molekulovej biologii a najma v
proteomike do velkej hibky popisali mechanizmy
medzibunkovych signalov. Teraz vieme, Ze mnohé
bunkové funkcie, od mitézy a diferenciacie az po
apoptdzu, su riadené radom biologickych molekul
(proteinov) zndmych ako cytokiny. Mozu riadit vSetky
aspekty bunkovej proliferacie a diferenciacie. Tkaniva v
tele neustale komunikuju privalmi tychto signélov.

Ich existencia pre vedecku komunitu nie je prekvapenim,
avsak intenzita a rozsah ich uéinkov neboli dodnes uplne
pochopené a ocenené. Uginky cytokinov alebo
srastovych faktorov’, ako su beZzne zname, su také
vyznamné, Zze by mohli mat UzasnU vyuzitelnost, ak by
mohli byt sprévne charakterizované, izolované a
aplikované ako terapeutické latky.

Obrazok €. 1: Terciarna Struktura (3D) Vaskularneho
endotelidlneho rastového faktora
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Experimentalny plan a metédy

Na otestovanie tychto hypotéz bol navrhnuty experiment
na porovnanie ucinkov VEGF Nanogen s 5% minoxidilom
pomocou experimentalneho modelu ex vivo pouzitim
[udskych vlasov. Cielom tejto $tidie bolo odmerat a
porovnat:

Rychlosti rastu vlasov po lokélnej aplikacii
Vlasového rastového faktora Nanogen a
minoxidilu.

Zivotnost vlasového folikulu po lokalnej aplikacii
Vlasového rastového faktora Nanogen a
minoxidilu.

Uginky kombinovanej liegby s Vlasovym
rastovym faktorom Nanogen a minoxidilom.

Bio-EC — nezdvislé Klinické skusobné laboratorium so
sidlom vo Franclzsku dostalo za dlohu vykonat' Studiu
skumajucu Vlasové rastové faktory Nanogen pouZzitim
minoxidilu ako pozitivnej kontroly. Studia vyuZila
nestranné meracie techniky a bola slepa, kedZe nadoby s

rastovym faktorom a minoxidilom boli oznagené
anonymne.
Testované
produkty
Vzorka |dentita Vizualna MnoZstvo
Oznadenie stranka
A Minoxidil Priehladna 10 ml
tekutina
B VEGF Priehladna 10 ml
Nanogen tekutina
C VEGF Priehladna 10 ml
Nanogen + tekutina
Minoxidil

© 2012 Copyright Nanogen Hair

Priprava

Plastika koze od [udského darcu bola mikroskopicky
rozdelena na 80 jednotlivych vlasov a ich cibuliek. Kazdy
vlas bol odrezany priblizne 1 mm nad infundibulom.
(Obrazok ¢. 2.1, 2.2).

Obrézok €. 2.2 Mikroskopické rozdelenie

vlasovej plastiky.
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Obrazok ¢. 2.1 Anatdémia ludského vlasu
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Skrining

Vlasy boli nasledne ulozené do 48-jamkovych platniCiek a
uchované v klasickych podmienkach na preZitie
bunkovych kultdr (Philpott medium, pri teplote 37 °C
v5% atmosfére CO2 ). Tieto vlasy boli opatovne
odmerané na Stvrty defi (4 dni po mikroskopickom
rozdeleni). Tie, ktoré vykazovali zdravy rast celkom 54 —
1 641 um boli vybrané nahodne a rozdelené do réznych
skupin po 7 vlasov na testovanie produktov.

Skupina vlasov s lieCbou | Priemerny rast od D-4 do DO
Minoxidil 1063 um
Nanogen VEGF 999 um
Nanogen VEGF + 1172 ym
Minoxidil

Liecba a vzorkovanie

Po vySetreni bolo kultivatné médium doplnené v def 0,
2,4, 7 a 8. Bol pridany aj novy lie¢ebny roztok do kazdej
jamky v kazdom &asovom bode.

LieCebny roztok I(MTtO’iStVO pridané do
5% Minoxidil 15 pl
VEGF Nanogen 15 pl
VEGFNanogen + 15 ul+15
Minoxidil

Vizorky vlasov boli odobraté a odmerané v den 0, 4, 8 a
11. Rast kazdého vlasu bol sledovany jednotlivo.

Obrazok €. 2.3 Individualna vlasova plastika
v kultivaénom médiu.

Meranie

Dizka kazdého jedného viasu bola odmerana od cibulky
az ku konéeku pouzitim balicka Olympus CellD software
package (Obrazok ¢&. 2.4).

Obrazok 2.4 Nastroje na mikroskopické oddelenie tkaniva
a mikroskopické fotografovanie.
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Vysledky

V porovnani s minoxidilom boli Vlasové rastové faktory
Nanogen vyrazne ucinnejSie pri stimulacii rastu vlasov.
AZ 0237 % vySSia rychlost rastu bola doké&zana v
skupine rastového faktoru v porovnani s pozitivnou
kontrolou minoxidilu (Obrazok ¢. 3.1). T-test Studentov
dokazal Statisticky vyznamny rozdiel medzi dvoma
skupinami lieCby (p-hodnota = 0,04).

Na konci viasového cyklu, predtym ako vlas vypadne, sa
moze vyskytnut nekréza (smrt) niektorych buniek pri
korienku. Toto je zodpovedné za drobné zmenenie dizky
vlasov. LieCenie Vlasovymi rastovymi faktormi Nanogen
pombZe vlasom aj nadalej rast zdravym tempom. V
porovnani s monoterapiou minoxidilom sa dizka vlasov
zacina znizovat od 9. dfia, ¢o znamena, Ze pred zacatim
vypadavania vlasov nastala nekréza. To dokazuje, Ze
Vlasové rastové faktory Nanogen prediZili Zivotnost
vlasov efektivnejSie ako minoxidil.

Minoxidil vs Nanogen rastové faktory
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© © © © ©

Narast 0 237%

e NN
w o uw o wu
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Obrazok 3.1 Graf porovnavajuci priemernu rychlost rastu
vlasov s minoxidilom a s Vlasovym rastovym faktorom
Nanogen.

Po dosiahnuti tychto vysledkov bol test zopakovany s
ciefom preskumat kombinaciu Vlasovych rastovych
faktorov Nanogen s minoxidilom v porovnani so
samostatnym minoxidilom. Pri kombinovanej lieCbe bola
pozorovana o 133 % vysSia rychlost rastu vlasov ako pri
samostatnom pouzivani lieCby minoxidilom (Obrazok
&islo 3.2). Studentsky t-test zistil Statisticky vyznamny
rozdiel v rychlosti rastu vlasov medzi dvoma skupinami
lie€by (p-hodnota = 0,007).

Komplementarny G¢inok Vlasovych

spdsobenym pridanim oboch lie¢ebnych roztokov.

Minoxidil vs Nanogen rastové faktory + Minoxidil
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Minoxidil Nanogen rastové faktory + Minoxidil

Obrazok 3.2 Graf porovnévajlci priemernu rychlost rastu
vlasov s minoxidilom a s kombinovanou lie€bou minodixilom a
Vlasovym rastovym faktorom Nanogen.

Zaver
Na zaver mozno konStatovat, Ze:

* Liecba Vlasovym rastovym faktorom Nanogen mbze
vyrazne zvysit rychlost rastu vlasov az o 237 % viac,
nez monoterapia minoxidilom.

* Liecba Vlasovym rastovym faktorom Nanogen
prediZuje Zivotnost vlasov, a preto méze predist
vypadavaniu vlasov.

* Vlasovy rastovy faktor Nanogen v kombin&cii s
minoxidilom moZze vyrazne zvysit rychlost rastu
vlasov az 0 133 % viac nez monoterapia minoxidilom.
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rastovych faktorov
Nanogen na liecbu minoxidilom je evidentny. Avsak ich
kombinacia nezvysila dizku preZitia tak, ako sa o¢akavalo.
Teoreticky nie je podlozené, Ze by sa tieto dve lieCby mali
ovplyviiovat, méZe to byt z dévodu mensieho po¢tu vzoriek v
druhom teste alebo vacSim zriedenim média Philpott,
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VYHLASENIE KONTROLY KVALITY

Tato Studia bola vykonana v sulade so spravnou laboratornou praxou (Arrété du 10 Aodt 2004), rovnako ako aj v
stlade s overenymi postupmi a SOP Laboratoire BIO-EC.

Vykonané audity zaistuju, ze vSetky kroky Studie boli kontrolované.
Udaije a kroky skimané pogas réznych auditov st uvedené v tabulke nizsie:

Typ auditu | Datum Kontrolovany krok Datumy spravy vedicemu | Datumy spravy veducemu
studie

Externe 07/2006 Laboratérna histolégia 27/07/2006 27/07/2006

Externe 22/06/2010 | Laboratdrna histolégia 22/06/2010 22/06/2010

Externe 24/08/2010 | Laboratdrna histolégia 24/08/2010 24/08/2010

Tato sprava bola skumana manazérom kvality a potvrdzuje, Ze metddy, Standardné operacné postupy a pozorovania
su presne a Uplne popisané a Ze oznamené vysledky presne odraZaju nespracované Udaje tudie.

Manazeér kvality
M. Daniel
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Priloha: Vybrané obrazky vlasovej biopsie v jamkach v réznych Stadiach.

Nazov zaznamu: Jo_27

Nézov zznamu: Js_27 Nazovzdznamu:  J11_27

Nazov zaznamu: J0_28 Nézov zéznamu: J4_28

Nézov zéznamu: Jg_28 Nazov zaznamu: J11_28
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Nazovzaznamu:  JO_21 Nazov zéznamu: Ja_21

Nézov zéznamu:  Jg 21 Nézov zdznamu: J11_21
Nézov zéznamu:

Nézov zaznamu: J0_30 Nézov zaznamu: J4_30

Nézov zéznamu: J8_30 Nézov zdznamu: J11_30

© 2012 Copyright Nanogen Hair Research. VSetky prava vyhradené.
Tato nezavisla sprava o $tudii je urCena iba pre vnutorné a odborné pouZitie a nemali by sa podla nej spravat’ ani sa o riu delit’ so
spotrebitelmi. 10



Vyhodnotenie rastu vlasov a retenénej aktivity NANOGEN®

dvoch roztokov na explantaty lf'udskych viasov

Nezavislé laboratérne vyhodnotenie a experimentalna spréva

Nézov zaznamu: Jo_18 Nézov zéznamu: J4_18

Nazov zdznamu: Js_18 Nézov zdznamu: J11_18

Nézov zaznamu: Jo 36 Nazov zéznamu: J4 36

Nézov zéznamu: J8_36 Nézov zéznamu: J11_36
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