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SAZETAK

Cilj istrazivanja

Starenjem dolazi do strukturnih promjena koze koje utjecu na izgled i fizioloske funkcije koze. Dolazi do
dezorganizacije kolagenih vlakana te razgradnje i smanjene proizvodnje kolagena, najvaznije komponente
dermisa. Gubitku kolagena pridonose okoli$ni ¢cimbenici (UV zracenje) i zivotni stil (nedovoljna prehrana,
pusenje, alkohol i manjak sna). Da bismo usporili starenje koZze mozemo djelovati na kolagen oralnim
unosom kolagenih peptida. Oni se kao oralni dodatak prehrani koriste za prevenciju starenja koze jer
povecéavaju sadrZzaj kolagena i hijaluronske kiseline u dermisu. Na trzi$tu su dostupni oralni pripravci
kolagena koji se razlikuju po veli¢ini, izvoru te koli¢ini kolagenih peptida. Cilj ovog specijalisti¢kog rada
je napraviti sveobuhvatan pregled studija u kojima je ispitan uinak oralnih kolagenih pripravaka na
starenje koze kako bi se stekao uvid u znanstvena saznanja vezana za njihovu ucinkovitost i sigurnost

primjene.

Materijal i metode

Za potrebe pisanja specijalistiCkog rada pretrazene su elektronicke baze podataka Pubmed, ACS Journal,
National Center for Biotechnology Information i Google Scholar. Radovi su obradeni neovisno o datumu
njihove objave ukoliko su odgovarali odabranim kriterijima. To su u¢inak na hidrataciju i elasti¢nost koze,

bore, morfolosku strukturu koze te sintezu kolagena i elastina.

Rezultati

Oralno primijenjeni kolageni peptidi bili su lako probavljivi, dobro su se apsorbirali te su dolazili do
sistemske cirkulacije otkuda su dostupni za pohranu u kozi. U klini¢kim studijama na ljudima oralni unos
kolagenih peptida smanjio je transepidermalni gubitak vode, broj koznih pora te dubinu i podrucje bora.
Povecani su elasti¢nost koze, vlaznost i gustoca, sadrzaj elastina i fibrilina te prosje¢ni rast noktiju. Kako
bi se ostvarili navedeni rezultati potrebni dnevni unos koji su ispitanici uzimali je 10 g peptida prosjecne
molekulske mase 3-6 kDa tijekom najmanje 8 tjedana.
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Zakljucak

Oralnim unosom kolagenih peptida kod ljudi dolazi do smanjenja znakova kronoloskog i ekstrinzi¢nog
starenja koze. U¢inak je ovisan o izvoru, dozi, trajanju primjene, veli¢ini molekule i kemijskom sastavu

kolagenih peptida.



SUMMARY

Obijectives

Aging brings structural changes in skin that affect the appearance and physiological function of the skin.
Collagen fibers, the most important component of the dermis, become degraded and disorganized, while
collagen production reduces. Environmental factors, such as-UV radiation, as well as lifestyle factors such
as insufficient nutrition, smoking, alcohol and lack of sleep, contribute to collagen loss. In order to reduce
skin aging and collagen loss, collagen peptides can be orraly ingested. They are used as an oral dietary
supplements to prevent skin aging because they increase content of collagen and hyaluronic acid in the
dermis. Oral preparations of collagen available on the market differ in the size, the source and the amount
of collagen peptides. The aim of this postgraduate thesis is to make a comprehensive overview of studies
examining the effect of oral collagen preparations on skin aging in order to gain insight into scientific

knowledge related to their effectiveness and safety of application.

Material and Methods

For the purposes of writing this thesis, the electronic databases Pubmed, ACS Journal, National Center for
Biotechnology Information and Google Scholar were searched. The papers have been processed regardless
of the date of their publication if they corresponded to the selected criteria. Those are the effect on
hydration and elasticity of the skin, wrinkles, morphological structure of the skin and synthesis of collagen

and elastin.
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Results

Collagen peptides are easily digestible and absorbed to the circulatory system from where they are
available to store in the skin. In clinical studies in humans, oral intake of collagen peptides has reduced
transepidermal water loss, the number of skin pores, and the depth and area of wrinkles. Skin elasticity,
humidity and density have increased, as well as elastin and fibrilin content and average nail growth. These
effects can be achieved by the oral ingestion of dietary supplements containing collagen peptides. In order
for these changes to appear, subjects were taking 10 g collagen peptides of average molecular weight of

3-6 kDa daily for a minimum of 8 weeks.

Conclusion

Oral intake of collagen peptides in human reduces the signs of chronological and extrinsic skin aging. The
effect depends on source, dosage, duration of application, size and chemical composition of collagen

peptides.
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1. UVOD I PREGLED PODRUCIJA ISTRAZIVANJA

1.1. KOZA 1 PROCES STARENJA KOZE

Koza je najveéi organ ljudskog tijela, djeluje kao barijera te $titi tijelo od vanjskih
ostecCenja. Sastoji se od 3 sloja, epidermisa, dermisa i hipodermisa. Vezivno tkivo dermisa sadrzi proteine
kolagen i elastin, vazne komponente za odrzavanje mladog izgleda koZe. Kolagena vlakna pridonose vecini
mase koZe i najvecem dijelu njene vlaéne ¢vrstoce, dok vlakna elastina osiguravaju elasti¢nost i otpornost
(1). Kolagen ¢ini 30 % proteina ljudskog tijela te je glavni protein vezivnog tkiva. Zajedno sa elastinom,
hijaluronskom kiselinom (engl. hyaluronic acid, HA) i drugim glikozaminoglikanima (engl.
glycosaminoglycans, GAG) cini ekstracelularni matriks koji omogucuje funkcioniranje i stabilizaciju
stanica. Proteini ekstracelularnog matriksa se razgraduju tokom starenja i nakupljaju se proizvodi
glikozilacije te se time pogorSava struktura koze. Stara koza je karakterizirana borama, poveéanom
opustenosti, smedim pjegama, zadebljanjima i pove¢anom suho¢om. Starenje koze dodatno poti¢u
oksidativni stres i reaktivni kisikovi spojevi uzrokovani UV zracenjem (2). UV zragenje potice i aktivaciju
matriksnih metaloproteinaza (engl. matrix metalloproteinases, MMP), enzima koji razgraduju kolagen i
smanjuju njegovu sintezu (3). Postepeno se stanjuju svi slojevi koze te se smanjuju sadrzaj lipida i vode u
kozi. S godinama povezane promjene u sastavu aminokiselina smanjuju koli¢inu prirodnih faktora vlazenja
koZe pa se time smanjuje i sposobnost koze da veze vodu. Smanjenje sadrzaja dermalnog kolagena i elastina
¢ini ve¢inu smanjenja debljine koze. Permeabilna barijera koze postaje osjetljivija te je proces oporavka
koZe nakon ozljede usporeniji (1). Koza je jedini organ ljudskog tijela stalno izloZen okolisu. PovrSinski
sloj koze, epidermis, se sastoji ve¢inom od keratinocita i melanocita. Srednji sloj, dermis, je gust i

nepravilan sloj vezivnog tkiva koji obuhvaca vecinu debljine koze. Sadrzi strukturne proteine elastin i



kolagen, krvne Zile, zivéana vlakna, senzorne receptore te komponente koje vezu vodu, GAG-ove, od kojih

je najces¢a HA. Tredi sloj je potkozno masno tkivo ili hipodermis.

Funkcije koze su zastita od vanjskih Stetnih ¢imbenika okolisa, regulacija temperature tijela, spre¢avanje
gubitka tekucine, elektrolita i proteina te osjetilna funkcija. FizioloSke promjene ostarjele koze ukljucuju
promjene u biokemiji, permeabilnosti, vaskularizaciji i termoregulaciji. Promijenjen je odgovor na iritanse,
imunoloski odgovor, kapacitet obnavljanja, odgovor na ozljede, neurosenzorna percepcija te su prisutne

promjene na razini genoma (1).

Starenje koZe je kontrolirano geneti¢kim nasljedem i okoli§nim ¢imbenicima. Zivotni stil- pusenje, alkohol,
stres, manjak sna i dermatoloski poremecaji pridonose starenju koze. Kroni¢ni stres dovodi do disregulacije
cirkadijanog kortizol/kortikosteron ritma pri ¢emu se viSak glukokortikoida otpusta iz adrenalnog korteksa.
To utjee na gotovo sva tkiva te ubrzava proces starenja. UV zraCenje i stani¢ni metabolizam proizvode
slobodne radikale koji dovode do strukturnih promjena u koznim stanicama. One su takoder jedan od

pokazatelja starenja koze (4).

Debljina koze raste do 20-e godine Zivota, a nakon toga se pocCinje progresivno stanjivati. Smanjuje se
povrsina dodirivanja epidermisa i dermisa kao posljedica smanjenja sadrzaja kolagena i elastinskih vlakana.
Smanjenje povrsine epidermis-dermis doprinosi povecéanju fragilnosti koze te takoder uzrokuje smanjenu
izmjenu nutrijenata izmedu dermalnog i epidermalnog sloja. Gubitak dermalnog kolagena i elastina ¢ini
vecéinu smanjenja debljine koZe kod starijih osoba. Sadrzaj vode i HA u kozi se takoder smanjuje starenjem.
Smanjuje se i broj melanocita §to rezultira nejednakom pigmentacijom ostarjele koze (1). Dermis i
hipodermis atrofiraju starenjem te se smanjuje sadrzaj odredenih GAG-ova i adipoznog tkiva u
hipodermisu. Navedena smanjenja vode ka stvaranju bora. S druge strane, hipertrofija elasti¢nog tkiva vodi
ka nakupljanju velikih koli¢ina elasti¢nog tkiva. Atrofija dermalnog kolagena koja je jos vise izrazena ispod
bora, zajedno sa abnormalnim elastozama u dermisu povecavaju veli¢inu i dubinu bora. Formiranje bora
pojavljuje se istovremeno s brojnim modifikacijama u razli¢itim strukturama koZe te se one mogu

medusobno pojacavati (5).



U epidermisu se smanjuje ekspresija filagrina, transglutaminaze | i dezmoplakina te diferencijacija
keratinocita. Promijenjen je proces ljustenja koze, a vanjski dio epidermisa, roznati sloj, je Cesto zadebljao
kao rezultat akumulacije korneocita (6). Elastin postaje kalcifiraniji, a elastinska vlakna razgradena.

Smanjen je promjer kolagenih vlakana te snopovi kolagenih vlakana postaju neorganiziraniji (1).

Izlaganjem UV zrafenju povecava se aktivnost aktivator proteina-1 (engl. activator protein-1, AP-1). AP-
1 aktivira gene MMP-ova koji potic¢u produkciju kolagenaza i Zelatinaza. UV zraenje aktivira receptore
citokina i faktora rasta na povrsini stanica te ve¢ nekoliko sati nakon izlaganja UV zracenju dolazi do
poveéane proizvodnje MMP-ova. Ponavljano izlaganje UV zracenju kroz godine ili desetljeca utjeCe na
regulaciju rada MMP-ova i uzrokuje znacajno o$tecenje matriksa koze. U fotoostecenoj kozi je puno veéa
koli¢ina fragmenata kolagena nego u kozi koja je bila zastiCena od sunca. Fotoostarjela koza za razliku od
kronoloski ostarjele koze ima jace izraZzene bore, vecu suhoc¢u koze i nepravilne pigmentacije (7). Takoder

se pojavljuju i teleangiektazije, sitne proSirene vene i premaligne lezije kao Sto su aktinicke keratoze (8).

Prirodni proces razgradnje kolagena tipa I putem enzima je u zdravoj mladoj kozi vrlo spor jer je vrlo
niska razina MMP-ova. Stoga je kolagen tipa I vrlo stabilan te mu treba otprilike 30 godina da prode
zamjenu. Starenjem MMP-ovi uzrokuju fragmentaciju dermalnog kolagenog matriksa i time ostecuju
strukturni integritet dermisa. Nakupljeni kolageni fragmenti ne mogu biti popravljeni niti ukorporirani u
novonastala kolagena vlakna i zato uzrokuju greske u trodimenzionalnoj mrezi kolagenskog matriksa. Na
takav fragmentirani kolagen fibroblasti se ne mogu vezati. Time fibroblasti ne dobivaju mehanicku
napetost od kolagena te im je narusena funkcija. Takvi fibroblasti proizvode manje koli¢ine kolagena, a

vece koli¢ine kolagenaza. Ta neravnoteza potiCe proces starenja te je to beskrajni Stetni krug (9).



1.2. OSNOVNE ZNACAJKE KOLAGENA

Kolagen je glavni strukturni protein razli¢itih vezivnih tkiva te je rasprostranjen po cijelom tijelu.
Nalazi se u vlaknastim tkivima kao $to su tetive i ligamenti te u roznici, hrskavici, kostima, krvnim zilama,
crijevima i meduprsljenskim diskovima. Glavni je netopljivi, vlaknasti protein ekstracelularnog matriksa

koze zajedno s elastinom i HA (4).

Molekulu kolagena tvore tri polipeptida nazvana alfa lanci. Ti lanci mogu biti identi¢ni ili mogu biti dva ili
viSe razli¢itih lanaca. Oni ¢ine trostruku uzvojnicu nazvanu prokolagen. Kolagen ve¢inom Sintetiziraju
fibroblasti, stanice vezivnog tkiva u dermisu koje su odgovorne za stvaranje i organiziranje kolagenog
matriksa. Takoder razli¢ite epitelne stanice tvore razliCite tipove kolagena. Na svakoj trecoj poziciji
polipeptidnog lanca nalazi se glicin (Gly), §to daje ponovljenu strukturu Gly-X-Y. Alfa lanci su sastavljeni
oko centralne osovine tako da je Gly uvijek pozicioniran u centru trostruke uzvojnice. X i Y pozicije ¢esto
zauzimaju prolin (Pro) i hidroksiprolin (Hyp). Sadrzaj 4-Hyp-a je nuZzan za stvaranje intramolekulskih
vodikovih veza i doprinosi stabilnosti trostruke uzvojnice (10). Trostruka uzvojnica ¢ini kolagen
rezistentnim prema vecini proteaza kao $to su pepsin, tripsin i1 kimotripsin. Medutim, moze biti razgradena
matriks metaloproteinazama. Duljina trostruke uzvojnice ovisi o tipu kolagena, a identificirano je 28 tipova
kolagena. S obzirom na strukturu, obitelj kolagena ¢ine kolageni koji ¢ine vlakna, s vlaknima povezani
kolageni, kolageni koji stvaraju mreZe, vlakna za sidrenje, transmembranski kolageni, kolageni bazalnih

membrana i ostali sa jedinstvenim funkcijama (4).

Razlicite vrste kolagena karakterizira izrazita slozenost i raznolikost u njihovoj strukturi, njihove varijante
spajanja, prisutnost dodatnih, ne-helikalnih domena, njihov sastav i funkcija. Kolagen u kozi se uglavnom
sastoji od kolagena tipa I i tipa I11. Proizvodnja kolagena i omjer kolagena tipa | prema tipu Il smanjuju se
postupno s godinama. Kolagen tipa I je glavni i najzastupljeniji protein koZe te kozi daje potporu i ¢vrstocu.
To je najobilniji tip kolagena. Tvori 90 % organske mase kosti i glavni je kolagen ligamenata, tetiva, roznice

te mnogih vezivnih tkiva. Obi¢no se sastoji od dva identi¢na al lanca i jednog a2 lanca. Kolagen tipa I ¢ini



80 %, a tip 111 15 % dermalnog kolagena u kozi mladih ljudi. Kolagen tipa Il je drugi vlaknasti kolagen

prisutan u kozi te je najvise zastupljen u tkivu fetusa (10).

Kolagena vlakna tvore gustu mrezu u dermisu i time daju strukturalni integritet kozi. Glavna funkcija mreze
kolagena je pruziti strukturnu podrS8ku epidermisu. Ta je mreZa organizirana i odrZzavana pomocu
dinamickih mehanickih tenzija koje osiguravaju fibroblasti. Fibroblasti su osjetljvi na kemijske i fizicke
stimulacije koje mogu potaknuti njihovu proliferaciju i aktivaciju. Aktivacijom fibroblasta se poveéava
produkcija kolagena (4). Napetost koju osiguravaju fibroblasti ima kljuénu ulogu u odrzavanju kolagenskog
matriksa. Vezanjem fibroblasta na kolagen dolazi do rastezanja koje odrzava ravnotezu izmedu sinteze
kolagena i sinteze enzima koji razgraduju kolagen, kolagenaza. Povecane mehanicke tenzije razvlace

fibroblaste koji onda povecavaju proizvodnju kolagena a smanjuju proizvodnju kolagenaza (9).

Biosinteza kolagena je regulirana transformirajué¢im faktorima rasta-beta (engl. transforming growth factor-
B, TGF-B) kroz Smad signalizirajuci put. TGF-p su obitelj citokina koji imaju sposobnost stimulatornog
ucinka na sintezu kolagena, akumulaciju ekstracelularnog matriksa i proliferaciju fibroblasta kroz stani¢ni
Smad signaliziraju¢i put. Smad su serija proteina koji obavljaju funkcije preko receptora serin/treonin
kinaze u obitelji TGF-B, ¢ime se signali Sire u jezgru. TGF-B/Smad signalizirajuci put direktno potice

MRNA ekspresiju tip | prokolagen gena (COL1AZ2) i tip 11l prokolagen gena (COL3A1) (11).

U interakciji sa kolagenima posreduju specifiéni receptori kao $to su integrini, glikoproteini i
proteoglikanski receptori. Signalizacijom putem tih receptora dolazi do adhezije, diferencijacije, rasta,
stani¢ne reaktivnosti te prezivljavanja stanica. Kolagen doprinosi isporuci faktora rasta ¢ime sudjeluje u
razvoju organa te zarastanju i obnovi tkiva. Takoder je zasluzan za pohranu i otpustanje stani¢nih

medijatora kao $to su faktori rasta (10).

U proslosti su govedi i svinjski kolagen bili najdostupniji izvor kolagena. Zadnjih nekoliko desetljeca
koristenje kolagena iz tih izvora je ograni¢eno zbog razli¢itih rezima prehrane i vjerskih ograniCenja.

Koristenje govedeg kolagena postala je briga Siroke populacije za vrijeme govede spongioformne



encefalopatije, a svinjskog zbog svinjske gripe. S obzirom na to, morski organizmi su postali sve ¢es¢i izvor
kolagena jer nemaju ogranicenja. Visoki sadrzaj kolagena imaju koza i kosti riba i morskih pasa te otpad
morskog jezinca, meduze i zvjezdace. Prehrambena vrijednost kolagena je niska jer je bogat neesencijalnim

aminokiselinama (12).

Ljudski organizam ima sposobnost sinteze kolagena, koji je stalno potreban zbog rasta i zamjene istroSenih
tkiva te zacjeljivanja i obnove ozlijedenog tkiva. Kapacitet sinteze kolagena se smanjuje zbog procesa
starenja, trajnog opterecenja organizma (fizicka aktivnost) i autoimunih bolesti. U mladosti se gubitak
kolagena brzo nadomjesta, ali se s godinama sposobnost obnove kolagena smanjuje za 1,5 % godisnje (4).
Takoder dolazi do oste¢enja kolagena koje je uzrokovano razgradnjom MMP-ovima. Ti enzimi razgraduju
proteine matriksa, a otpustaju ih epidermalni keratinociti i dermalni fibroblasti (13). Nakon razgradnje
kolagena kolagenazama, razmotani lanac dalje razgraduju matriks metaloproteinaze. Njihova razina u kozi
raste starenjem te kao odgovor na UV zracenje. S obzirom da UV zraenje poti¢e aktivnost MMP-0va, a
smanjuje produkciju kolagena, fotostarenje zapravo predstavlja ubrzano kronolosko starenje. U koZi se
takoder stvaraju prirodni inhibitori MMP-ova, tkivni inhibitori matriksnih metaloproteinaza (engl. tissue

inhibitor of matrix metalloproteinases, TIMP-1), koji usporavaju razgradnju kolagena (9).

1.3. KOLAGENI HIDROLIZATI

Kolageni hidrolizati (engl. collagen hydrolysates, CH) se sastoje od malih peptida veli¢ine 0,3-8
kDa. Termalnom hidrolizom i denaturacijom kolagena dobiva se prvi derivat, Zelatina, koja je veli¢ine 100
kDa. Pri tome se djelomi¢no razdvajaju lanci unistavanjem medusobnih poprecnih veza. Zatim slijedi
ekstrakcija uporabom odgovarajuéeg otapala, temperature, vremena i pH vrijednosti. To ima vazan utjecaj
na duzinu polipeptidnih lanaca, a tako i na funkcionalna svojstva Zelatine. Potom se Zelatina podvrgava
enzimskoj hidrolizi pri ¢emu nastaju CH-ovi, odnosno kolageni peptidi (engl. collagen peptides, CP).

Koriste se enzimi koji imaju aktivnost cijepanja, proteinaze.



Hidrolizirani kolagen je obogacen specificnim aminokiselinama Gly, Pro i Hyp. Distribucija molekulske
mase, struktura i sastav, kao i posljedi¢no funkcionalna svojstva, ovise o uvjetima obrade kao i o sirovini i

posebnosti enzima koji se rabi.

Nakon oralne primjene, CP-ovi se hidroliziraju u gastrointestinalnom (engl. gastrointestinal, GI) traktu do
di i tri peptida i slobodnih aminokiselina. Zatim se probavljaju u crijevima, prelaze crijevnu barijeru te
ulaze u cirkulaciju. Tada su raspolozivi za metabolicke procese u ciljnim tkivima, a ve¢inom dolaze u
dermis gdje je dokazano da mogu ostati do 14 dana. U dermisu CH-ovi imaju dva mehanizma djelovanja.
Slobodne aminokiseline se koriste za formiranje kolagenih i elastinskih vlakana, a kolageni oligopeptidi
djeluju kao ligandi koji se vezu za receptore koji su na membranama fibroblasta i stimuliraju proizvodnju

novog kolagena, elastina i HA.

Tri su mehanizma transporta peptida kroz crijeva. Dipeptidi i tripeptidi se prenose pomocu transportera
PEPT1 koji omogucuje transport kroz stanicu. Makromolekule kao $to su proteini se prenose kroz citosol,
a peptidi se jo§ mogu apsorbirati intracelularnim pasivnim transportom. Zbog razli¢itih mehanizama
crijevnog transporta molekula razliite veli¢ine, crijevna propustljivost je drugaija za Cestice male

molekulske mase od one za velike molekule (4).

Ukoliko se CP-ovi unose zajedno sa hranom, hrana moze utjecati na apsorpciju peptida. PEPT1 ima
odredeni kapacitet transporta te prenosi i hranu. Stoga ako se hrana unosi zajedno sa peptidima, dolazi do
kompeticije za transportere. Neke prehrambene aminokiseline i proteini mogu promijeniti ekspresiju
transportera na nacin da povecaju kapacitet intestinalne apsorpcije transporterima i olaksaju apsorpciju
peptida. Medutim flavini, polimerni katehini, negativno reguliraju ekspresiju PEPT1 te na taj nacin
ograni¢avaju transport dipeptida. Ugljikohidrati povecavaju sintezu crijevnog tkiva time $to omoguc¢uju da
se vise peptida ugradi u crijevne stanice a manje se ispusta u cirkulaciju. Nasuprot tome, unosom vlakana
se povecava sistemska dostupnost dipeptida i tripeptida. Osim hrane, na apsorpciju malih peptida takoder

moze utjecati zdravlje pojedinca tako Sto povecava ili smanjuje ekspresiju PEPT1 (14).



~~~~~

rast fibroblasta te stimulira stani¢nu proliferaciju vise od drugih peptida (4). Pro-Hyp je jako otporan na

hidrolizu i ne moze se probaviti pomocu proteaza u ljudskoj krvi (15).

Svjetska zdravstvena organizacija i europska komisija za zastitu potrosaca su potvrdile da je hidrolizirani
kolagen sigurna supstanca. Rijetko moze do¢i do manjih nuspojava kao $to su muénina, nadutost ili
dispepsija nakon oralne primjene CP-ova kod ljudi (4). Kolagen je molekula slabe imunogenosti, §to
smanjuje mogucnost odbacivanja nakon §to je uneSen u razli¢ite organizme (12). S obzirom na malu
molekulsku masu, prednosti hidroliziranog naspram prirodnom kolagenu su visoka razgradivost te laka

apsorpcija i distribucija po ljudskom tijelu (1).

1.4. ORALNI PRIPRAVCI KOLAGENA

U Hrvatskoj dostupni pripravci CP-ova koji se mogu kupiti u ljekarnama vecinom sadrze
hidrolizirani morski kolagen u dnevnim dozama 5 g ili 10 g. Dnevnim unosom takvog pripravka unosi se
100 ili 200 mg/kg tjelesne tezine za osobu koja ima 50 kg. U sastavu tih pripravaka nije navedena veli¢ina
hidrolizata. Na trzistu su dostupni oralni dodaci prehrani koji uz kolagen sadrze i HA, resveratrol, vitamine,
minerale, koenzim Q10 i MSM. Ti sastojci povecavaju sintezu i apsorpciju kolagena u tijelu, djeluju kao
hidratacijske tvari, antioksidansi te pridonose o¢uvanju zdrave koze, kose i noktiju. Na pripravku koji sadrzi
dnevnu dozu od 5 g CH-ova je tvrdnja da je nakon 8 tjedana svakodnevnog unosa pripravka manja vidljivost
bora te je veca zategnutost koze. Na pripravku koji sadrzi dnevnu dozu od 10 g CH-ova, tvrdnja je da se

isti rezultati postizu nakon 6 tjedana svakodnevnog unosa.



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Okolisnim ¢imbenicima, kronoloskim starenjem, te na¢inom Zivota uzrokovana sve veca razgradnja i
manja proizvodnja kolagena u dermisu, dovode do starenja koze. Na trZistu prisutni razni pripravci koji
preveniraju starenje koze, dovode njihove korisnike u pitanje $to izabrati. Medu tim pripravcima je i sve
veci broj dodataka prehrani koji sadrzavaju CH-ove, a koji se promoviraju kao sredstva koja smanjuju
starenje koze te odrzavaju zdrav izgled koze. Cilj rada je napraviti sveobuhvatan pregled studija u kojima
je ispitan u¢inak oralnih kolagenih pripravaka na starenje koze kako bi se stekao uvid u znanstvena saznanja

vezana za njihovu ucinkovitost i sigurnost primjene.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. PRETRAZIVANIJE BAZA PODATAKA

Pretrazivanje literature obavljeno je elektronickim putem, a pretrazene su baze podataka Pubmed, ACS
Journal, National Center for Biotechnology Information i Google Scholar. Kljuéne rijeci za pronalazak
znanstvenih studija na temu starenja koze i oralnih kolagenih dodataka prehrani bile su kolagen (engl.
collagen), peptid kolagena (engl. collagen peptide), dodatak prehrani (engl. supplement), koza (engl. skin)
i starenje koZe (engl. skin aging). Radovi su obradeni neovisno o datumu njihove objave ukoliko odgovaraju
odabranim Kriterijima. To su u¢inak na hidrataciju i elasti¢nost koze, bore, morfolosku strukturu koze te
sintezu kolagena i elastina. Na temelju proucavanih znanstvenih radova izvedena su vlastita razmatranja

proucavane problematike.

3.2. SUSTAVNI PREGLED SAZNANJA O TEMI

3.2.1. Bioraspolozivost kolagenih hidrolizata

U studiji na 6 mjeseci starim Stakorima usporedivana je bioraspolozivost Hyp i kolagena nakon
oralnog unosa. Stakori su podijeljeni u 5 grupa, pri ¢emu je prva grupa dobivala oralno kolagen koji sadrzi
10 % Hyp (4000 mg/kg), a druga grupa je dobivala Hyp (400 mg/kg). Te grupe su dobivale jednake koli¢ine
Hyp. Treca grupa je dobivala Hyp intravenozno (i.v.) (400 mg/kg), Cetvrta grupa je dobivala fiziolosku
otopinu oralno te peta grupa fiziolo§ku otopinu i.v.. Kolagen je dobiven iz koZe nilske tilapije (Oreochromis
niloticus L., Cichlidae). Nakon oralnog unosa kolagena, sadrzaj Hyp je porastao i dosegnuo maksimum
koncentracije nakon 2 sata. Zatim slijedi blagi pad koncentracije te je nakon 24 sata ostalo 14,7 % Hyp u
plazmi. Nakon oralnog unosa samog Hyp, maksimum koncentracije je dosegnut prije i bio je visi, ali je i
poluvrijeme eliminacije bilo krace. Kod intravenozno unesenog Hyp poluvrijeme eliminacije je bilo
najkrace. Nakon oralnog unosa kolagena svim se slobodnim i peptidno vezanim aminokiselinama povisila
koncentracija. Vise od 63,4 % aminokiselina je apsorbirano u obliku peptida. Apsorbirana koli¢ina
aminokiselina je ovisila o njihovom sadrzaju u kolagenu. Hyp je bio najblizi korelacijskoj krivulji koja je

usporedivala sadrzaj aminokiselina u kolagenu sa sadrzajem aminokiselina u plazmi nakon oralne ingestije.
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Zbog toga se bioraspolozivost kolagena odredivala prema bioraspolozivosti Hyp. Relativna i apsolutna
bioraspolozivost kolagena su bile 57,8 % i1 49,6 % Sto je nize od bioraspolozivosti Zivotinjskih proteina
(kazeina, proteina mlijeka, jaja, goveda, proteina sirutke) te je slicnije bioraspolozivosti proteina Zitarica
(pSenice, kukuruza, riZe, zobi). CP-ovi u plazmi su identificirani te podijeljeni u 3 frakcije prema njihovoj
veli¢ini (F1, F2, F3). F1 je sadrzavala visoko molekularne peptide (>500 Da), F2 male peptide i F3 su bile
slobodne aminokiseline. Poluzivoti peptida Ala-Tyr, Gly-Tyr, Ala-GIn, Gly-GlIn, N-acetyl-Ser-Asp-Lys-
Pro, i Pyr-His-Pro-NH2 u krvi su bili manji od 10 minuta. To potvrduje ¢injenicu da su oligopeptidi nekad
razgradeni putem peptidaza u krvi. S druge strane, visoki postotak (63,4 %) CP-ova u plazmi 2 sata nakon
oralnog unosa pokazuje da odredeni peptidi imaju visoku rezistenciju prema razgradnji putem enzima u

plazmi i Gl traktu (16).

Bioraspolozivost CP-ova je ispitana i na ljudima. 5 zdravih muskaraca je oralno unosilo Zelatinske
hidrolizate iz tri razli¢ita izvora, riblje ljuske, riblje koze i svinjske koze (0,385 g/kg ). Koristen je zelatinski
hidrolizat tipa 1. Prije unosa hidrolizata neznatne koli¢ine slobodnog Hyp su bile detektirane u plazmi
muskaraca. Nakon oralnog unosa porasla je razina slobodnog Hyp kod svih te je maksimalna koncentracija
postignuta nakon 1-2 sata od ingestije. Koli¢ina slobodnog Hyp je bila znafajno visa nakon unosa
hidrolizata iz riblje ljuske nego iz riblje koze 2 i 7 sati nakon ingestije. Iz svinjske koze je bilo vise
slobodnog Hyp nego iz riblje koze 2, 4 1 7 sati nakon unosa. Koli¢ina peptida koji sadrze Hyp je takoder
prije pocCetka ispitivanja bila prisutna u neznatnim koli¢inama u plazmi, a nakon unosa hidrolizata
maksimum koncentracije je dostignut nakon 2 sata. Najvisa koli¢ina peptida koji sadrze Hyp u plazmi je
bila nakon unosa hidrolizata iz riblje ljuske. Kod svih sudionika je razina peptida koji sadrze Hyp do$la na
pocetnu vrijednost 7 sati nakon oralne ingestije. U svim je skupinama Hyp u peptidima koji sadrze Hyp
¢inio 20-30 % ukupnog Hyp. Ostatak je bio u obliku slobodne aminokiseline. Provedena je identifikacija
niskomolekularnih (200-500 Da) i visokomolekularnih (>500 Da) peptida. U grupi koja je dobila hidrolizate

iz riblje ljuske, Pro-Hyp je bio glavna komponenta te je ¢inio 39 % svih peptida. U grupi riblje koze Pro-
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Hyp je ¢inio 42 % svih peptida te je u grupi svinjske koze Pro-Hyp ¢inio 95 % svih peptida. U

visokomolekularnoj frakciji peptida nije bilo peptida koji su sadrzavali sekvencu kolagena (17).

U sljedecoj studiji su koristeni CP-ovi iz razli¢itih izvora i razli¢itog tipa kolagena. Koristen je Zelatinski
hidrolizat iz svinjske koZze i pile¢ih nogu koji su ve¢inom sadrzavali kolagen tipa |. KoriSten je i zelatinski
hidrolizat iz pile¢e hrskavice gdje je veéinu ¢inio kolagen tipa Il. U prvom su eksperimentu 5 zdravih
volontera 21 do 39 godina oralno unosili zelatinski hidrolizat iz svinjskog izvora, 9,3 g dnevno. Nakon
ingestije je porasla razina slobodnog i peptidno vezanog Hyp-a te je maksimum koncentracije dosegnut
nakon 30-60 minuta. Omjer peptidno vezanog naspram slobodnom Hyp je bio 1:3, sli¢no kao i u prethodnoj
studiji. U drugom eksperimentu je 7 zdravih volontera dobi 25 do 37 godina oralno unosilo pile¢i kolagen
tipa I, 23 g dnevno ili tipa Il, 11 g dnevno. Nakon oralne ingestije povisila se razina slobodnog i peptidno
vezanog Hyp-a sa maksimumom koncentracije nakon 60 odnosno 120 minuta. Omjer peptidno vezanog
naprema slobodnom Hyp je opet bio 1:3. 12 sati nakon ingestije razina peptidno vezanog Hyp se smanjila
na pocetnu vrijednost. Kolagen iz svinjskog izvora je sadrzavao peptide veli¢ine 1-2 kDa te samo neznatne
koli¢ine manjih od 500 Da. Prije ispitivanja u serumu ispitanika pronadeni su visokomolekularni peptidi
>5 kDa i slobodne aminokiseline. 1 sat nakon ingestije nije bilo razlike u frakciji visokomolekularnih
peptida, a Hyp je bio prisutan u obliku niskomolekularnih peptida i slobodnih frakcija aminokiselina.
Ispitanici koji su unosili tip I CH-ova su sadrzavali Pro-Hyp kao glavni peptid te je ostalih peptida bilo
svega par %. Ispitanici koji su dobili tip 11 CH-ova su u serumu imali 70 % Pro-Hyp te 19 % Pro-Hyp-Gly.
Peptidi ve¢i od Pro-Hyp-Gly nisu bili detektirani u nijednom slucaju iako su CH-ovi koriSteni u studiji
sadrzavali samo neznatne koli¢ine CP-ova manjih od 500 Da. To dokazuje da su veliki CP-ovi iz zelatinskih
hidrolizata razgradeni do di i tripeptida te slobodnih aminokiselina u probavnom sustavu i drugim organima.

Struktura i koli¢ina peptida su ovisile o tipu i izvoru kolagena (15).

U studiji na Stakorima usporedivano je vrijeme koje se CP-ovi zadrze u plazmi i u kozi nakon oralne
ingestije. Wistar Stakori su dobivali **C oznaceni CH te je mjerena radioaktivnost u razli¢itim tkivima.

Povecanje radioaktivnosti je brzo detektirano u plazmi, a doseglo je maksimalnu koncentraciju 6 sati nakon
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primjene. Nakon toga se radioaktivnost smanjivala. U roku od 24 sata nakon pocetka eksperimenta vise od
85% radioaktivnosti u plazmi je nestalo, a nakon 3 dana radioaktivnost je pala do razina blizu limita
detekcije. Radioaktivnost u kozi je najvise razine dosegnula 12 sati nakon primjene **C oznacenog CH-a te
je, nasuprot plazmi, *C aktivnost ostala relativno visoka 96 sati. 192 sata nakon, radioaktivnost je pala na
58% vrsne vrijednosti. CP-ovi veli¢ine 1-10 kDa su detektirani na seroznoj strani crijeva $to pokazuje da

CH-ovi mogu biti apsorbirani u visoko molekularnoj formi a ne samo u formi aminokiselina (18).

U jos jednoj studiji na stakorima je ispitan u¢inak zdravstvenog stanja na apsorpciju CP-ova. Kod 40 tjedana
starih $takora koji su imali hipertenziju, apsorpcija dipeptida je bila poveéana u usporedbi sa 8 tjedana
starim $takorima koji su takoder imali hipertenziju. Ekspresija intestinalnog PEPT1 transportera je bila
znacajno veca kod starijih Stakora. Iako mehanizam povecane ekspresije intestinalnih transportera nije
jasan, pretpostavlja se da kroni¢na upala i hipertenzija kod starijih pojedinaca mogu biti ukljuéeni u njihovu

regulaciju (14).

U studiji u kojoj su proucavane koncentracije CH-ova u plazmi i kozi nakon oralnog unosa CH-ova,
koristene su dvije vrste CH-ova iz svinjske koze. Studija je provedena na ljudima i miSevima. Koristen je
CH koji je sadrzavao veliku koli¢inu tripeptida Gly-x-y (engl. high tripeptide containing collagen
hydrolysate, HTC-col). Prosje¢na molekulska masa im je bila 1500-1800 Da. Drugom CH koji je koriten
je prosjecna molekulska masa bila 4500-5500 Da te je sadrzavao malu koli¢inu tripeptida (engl. low
tripeptide containing collagen hydrolysate, LTC-col). Ispitinici, 4 muskaraca i 8 Zena prosje¢ne dobi 31
godine, je dnevno unosilo 300 mg/kg CH-ova. Ala-Hyp je postigao najve¢u maksimalnu koncentraciju te
je bio u najvecoj koli¢ini prisutan u krvi nakon unosa oba CH-a. Gly-Pro-Hyp je postigao drugu po redu
maksimalnu koncentraciju nakon unosa HTC-col. Koli¢ina Gly-Pro-Hyp detektiranog u plazmi nakon
unosa HTC-col je bila 10 puta ve¢a od pocCetne, a nakon unosa LTC-col je bila 8 puta veéa od pocetne. U
studiji na miSevima, miSevi stari 5 tjedana su podijeljeni u 2 grupe. Prva je dobivala nisku dozu (900 mg/kg)
HTC-col, a druga visoku (1800 mg/kg). Na kraju studije, sadrzaj 17 prou¢avanih peptida u plazmi i kozi

miseva je bio povisen. To povisenje je bilo ovisno o dozi. Gly-Pro-Hyp je bio prisutan u najvecoj koli¢ini
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dok je Ala-Hyp, koji je u ljudskoj krvi bio u najvecoj koli¢ini, kod miSeva bio na drugom mijestu.
Koncentracija Ala-Hyp u kozi je bila vrlo niska, vjerojatno zato jer su peptidi u krvi bili hidrolizirani.
Koncentracije peptida u kozi nisu bile u korelaciji s koncentracijama u plazmi zbog njihove razgradnje u
krvi. Maksimalna koncentracija Gly-Pro-Hyp u plazmi je bila 1,78 puta vi$a od Pro-Hyp, a u kozi 0,31 puta
niza od koncentracije Pro-Hyp. Maksimalna vremena (vrijeme u kojem se postigne maksimalna
koncentracija) za Gly-Pro-Hyp i Pro-Hyp su u krvi bila 15 minuta, a u kozi 30 i 45 minuta. U drugoj studiji
na misevima, dobili su Gly-Pro-Hyp ili Pro-Hyp 0,2 mmol/kg. U svakoj skupini je bilo 5 miSeva. Nakon
unosa Gly-Pro-Hyp, povisila se koli¢ina Gly-Pro-Hyp i Pro-Hyp u plazmi i u koZi s time da je koli¢ina Pro-
Hyp u kozi bila znatno vec¢a. Nakon unosa Pro-Hyp, koncentracija tog peptida je povisena i u plazmi i u

kozi, a koncentracija Gly-Pro-Hyp se nije povisila (19).

U studiji u kojoj je 5 muskaraca oralno unosilo 0,385 g/kg zelatinskih hidrolizata iz riblje ljuske, Pro-Hyp
je bio glavni CP detektiran u krvi. Manje komponente su bili Ala-Hyp-Gly, Ser-Hyp-Gly, Ala-Hyp, Phe-
Hyp, Leu-Hyp, lle-Hyp, Gly-Pro-Hyp i Pro-Hyp-Gly. Maksimalnu koncentraciju je Pro-Hyp dosegao 2
sata nakon oralne ingestije, a Ala-Hyp i Ala-Hyp-Gly nakon 1 sata. U usporedbi sa studijama koje su pratile
koncentracije drugih peptida u krvi, Hyp sadrzavajuéi peptidi postizu znatno viSe koncentracije u plazmi

nakon oralne ingestije CP-ova (20).

3.2.2. In vitro studije ucinkovitosti

U studijama na kulturi stanica ispitan je u¢inak CP-ova na stanicama ljudskih fibroblasta i
keratinocita. Stanice su proucavane sa molekularnog i stani¢nog gledista. Stanice su tretirane 0,125 %, 0,25
% 10,5 % napitkom CP-ova ribljeg porijekla 48 sati. Kontrolna skupina je tretirana napitkom bez kolagena.
Stanice fibroblasta su prethodno UVA ozracene. Koristeno je UVA zracenje jer ono ulazi dublje u dermis
od UVB zra¢enja. UVA zraéenje je smanjilo produkciju kolagena i elastina. U sve tri skupine stanica
tretiranih kolagenim napitkom poboljSana je stani¢na proliferacija te proizvodnja kolagena i elastina u

usporedbi sa kontrolnom skupinom. Poboljsanje je bilo ovisno 0 dozi. Takoder je poboljsana aktivnost
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mitohondrija u fibroblastima. Tretiranje 0,25 % i 0,5 % napitcima kolagena je povecéalo ekspresiju gena
komponenata ekstracelularnog matriksa kolagena, elastina i HA. Smanjeno je stvaranje reaktivnih kisikovih
spojeva te je povecana razina superoksid dismutaze (engl. superoxide dismutase, SOD) i katalaze (engl.
catalase, CAT), enzima koji sudjeluju u antioksidativnoj zastiti fibroblasta. Povecana je ekspresija gena za
chaperon proteinske podjedinice (engl. chaperonin containing TCP1 complex, CCT) ¢ija je uloga ispravno

preklapanje proteina (2).

U drugoj biokemijskoj studiji su takoder koristeni CH-ovi ribljeg izvora. Dobiveni su iz koZe plavog
morskog psa (Prionace glauca L., Carcharhinidae), PGLA. Usporedivan je njihov u¢inak na sintezu
kolagena tipa I u ljudskim fibroblastima sa ucinkom komercijalnog CH (C-CH). CH su najprije
ultrafiltrirani te su dobivene propustena i zadrzana frakcija. Kod CH-ova iz plavog morskog psa (PGLA-
CH) u zadrzanoj frakciji pik sa najve¢om molekulskom masom je iznosio 1,45 kDa, a u propustenoj frakciji
0,57 kDa. Kod C-CH-ova najvisi pik zadrzane frakcije je iznosio 5,02 kDa, a najvisi pik propustene frakcije
0,77 kDa. Aminokiselinski sastav tih Cetiriju frakcija je bio vrlo slican. Najvec¢i je bio sadrzaj Gly s time da
ga je vise bilo u propustenoj frakciji. Nakon Gly sljedeci po sadrzaju su alanin (Ala) i Pro te zatim Hyp
kojega je viSe bilo u zadrzanim frakcijama. 24 sata nakon tretiranja fibroblasta PGLA-CH-ovima nije bilo
znacajnog ucinka na ekspresiju kolagena. Nakon 48 sati postignut je znacajni u¢inak na sintezu mRNA
kolagena pri ¢emu je zadrzana frakcija imala ve¢i u¢inak od propustene frakcije. Nije bilo razlike u u¢inku
s obzirom na koncentraciju CH-ova (50, 100, 500 pg/mL). Tretiranjem stanica C-CH-ovima ucinak
fibroblasta na sintezu mRNA kolagena je postignut nakon 24 sata tretiranja stanica te takoder nije bilo
znacajne razlike u ucinku s obzirom na razli¢ite koncentracije frakcija. U obje zadrzane frakcije, PGLA-
CH i C-CH, sadrzaj Pro-Hyp je bio visi te su te frakcije nakon 48 sati tretiranja postigle visi sadrzaj mRNA

kolagena tipa I u usporedbi sa propustenim frakcijama (21).

U studiji koja je provedena na ljudskim fibroblastima i keratinocitima koristen je morski kolagen koji je
sadrzavao CP-ove veli¢ine 3-7 kDa. Aktivnost proliferacije stanica je mjerena nakon 24, 36, 48 i 72 sata

tretiranja stanica CP-ovima. Vijabilnost stanica fibroblasta je ovisila o koncentraciji kolagena. Izmedu
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koncentracija 3,05 i 48,8 ug/mL je vijabilnost stanice rasla, a pri koncentracijama ve¢im od 97,7 ug/mL je
padala. Takoder izmedu 24 i 48 sati tretiranja stanica kolagenom je vijabilnost stanice rasla, a nakon 48
sati tretiranja je pocela padati. Vijabilnost stanice keratinocita je izmedu koncentracija 0,19 1 0,76 pg/mL
rasla, aiznad 0,76 pg/mL je padala. Kao i u sluéaju sa fibroblastima, izmedu 24 i 48 sati tretiranja
kolagenom vijabilnost stanice je rasla, a nakon 48 sati je padala. Ekspresija mRNA kolagena tipa | je
ovisila o koncentraciji kolagena na isti nacin kao i vijabilnost stanice. Rast vijabilnosti stanice i ekspresije
mRNA kolagena tipa I izmedu koncentracija 3,05 i 48,8 pug/mL je zbog toga Sto su fibroblasti razgradili
kolagen pri ¢emu su produkti razgradnje omoguéili povecanje proliferacije stanice. Pad vijabilnosti
stanice pri viSim koncentracijama kolagena moze biti posljedica stresa u okolini stanice kojeg je
uzrokovao viSak koncentracije te toksi¢nost metabolickog otpada. Sli¢na situacija je bila i sa
keratinocitima. Kolagenaze i prokolagenaze keratinocita su razgradile kolagen te tako omogucile

nutrijente potrebne za proliferaciju stanica (22).

U sljede¢oj studiji ljudski dermalni fibroblasti su kultivirani u prisustvu Hyp-sadrzavajucih peptida
dobivenih iz kolagena. Sest dana su fibroblasti kultivirani peptidima u koncentraciji 200 nmol/mL.
Proliferacija fibroblasta je znafajno povecana u prisustvu Pro-Hyp, Ala-Hyp i Ala-Hyp-Gly peptida.
Maksimalno povecéanje proliferacije fibroblasta, za 1,5 puta, je postignuto nakon tretmana Pro-Hyp-om.
Takoder je povecan sadrzaj mRNA hijaluronan sintaze 2 (engl. hyaluronan synthase, HAS2) nakon
tretmana Pro-Hyp-om, ali ne i nakon tretmana drugim Hyp sadrzavaju¢im peptidima. Geni HAS1-3
reguliraju sintezu hijaluronana, pri ¢emu je samo HAS2 odgovoran za sintezu hijaluronana u koznim
fibroblastima. Sadrzaji mRNA HAS1 i HAS3 nisu promijenjeni nakon tretmana fibroblasta Pro-Hyp-om.
Maksimalna razina mRNA HAS2 je postignuta nakon 24 sata kultiviranja fibroblasta Pro-Hyp-om te je bila
2,3 puta veca od kontrole. Povecanje proliferacije i razine mRNA HAS2 je bilo o dozi ovisno pri
koncentracijama 0-200 nmol/mL, ali se smanjilo pri koncentraciji 400 nmol/mL. Nakon 24 sata tretmana
Pro-Hyp-om pri koncentraciji 200 nmol/mL je povecana sinteza HA 3,8 puta Sto je usporedivo sa

poveéanjem razine mRNA HAS2. Doza od 200 nmol/mL peptida je sli¢na fizioloSkim koncentracijama
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peptida nakon oralnog unosa CP-ova. Koli¢ina Hyp sadrZavajuc¢ih peptida u plazmi, 2 sata nakon oralnog

unosa CP-ova iz riblje ljuske, otprilike iznosi 140 nmol/mL (23).

3.2.3. In vivo studije u¢inkovitosti

genetski vrlo sli¢ni ljudima. Prema smjernicama za razliCite vrste miSeva smatraju se srednjom dobi kada
imaju 12-18 mjeseci, a stariji od toga se smatraju starima. Starost miSeva ekvivalentna starosti ljudi je da
su misevi stari 1 mjesec kao ljudi starosti 12 godina. Dakle, miSevi starosti 6 mjeseci imaju pribliznu dob
¢ovjeka starosti 30 godina, dok je 13 mjeseci zivota miSa kao 45 godina, a 24 mjeseca kao 70 godina.
Studije u kojima su postignuti uspjesni rezultati na miSevima, ne garantiraju uspjeh kod ljudi zbog razlike
u digestiji, enzimskoj aktivnosti i metabolizmu, ali dodatno poja$njavaju mehanizme ucinka kolagena. Za

razliku od miseva, kod ljudi je razvojni ciklus za intervencije protiv starenja dugotrajan (24).

U studiji na misevima ispitan je uc¢inak CP-ova iz govede kosti. Misevi su podijeljeni u 6 grupa medu
kojima se 5 grupa sastojalo od miSeva koji su bili stari 13 mjeseci dok se peta skupina, mlada kontrola
sastojala od 2 mjeseca starih miSeva. Stara kontrolna grupa dobivala je fiziolosku otopinu, a ostale grupe
su dobivale CP-ove dobivene alkalazom (ACP) u dozama od 200, 400 i 800 mg/kg te CP-ove dobivene
kolagenazom (CCP) u dozi od 400 mg/kg. Jedna grupa je dobivala Pro 400 mg/kg. Te napitke su dobivali
oralno jednom dnevno kroz 8 tjedana. Koristeni pripravci CP-ova dobiveni alkalazom i kolagenazom su
imali sli¢nu distribuciju molekulskih masa te su se ve¢inom sastojali od peptida molekulske mase manje od
500 Da (vise od 50 %) te manje od 1000 Da (70 %). Sastav aminokiselina je takoder bio sli¢an te je Gly
bio dominantna aminokiselina u oba tipa CP-ova. Kao jedna od karakteristika koZe koje se mijenjaju
starenjem, mjeren je stupanj opustenosti koze. Kod mlade kontrolne grupe stupanj opustenosti koze je s
vremenom rastao, ali nije dosegnuo razinu stare kontrolne grupe. Kod skupina koje su dobivale CP-ove
stupanj opustenosti koze se nakon 8 tjedana smanjio u usporedbi sa poéetkom studije. Znacajna razlika je
postignuta kod grupe koja je dobivala ACP-ove 400 mg/kg nakon 6 tjedana. Stupanj opustenosti koze svih

skupina koje su dobivale ACP-ove i Pro je nakon 8 tjedana doSao na razinu mlade kontrolne grupe. Nije
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doslo do znacajne promjene tjelesne tezine skupina koje su dobivale CP-ove i Pro u usporedbi sa modelnom
grupom. Indeksi slezene i timusa se takoder nisu znacajno promijenili. To pokazuje da unos CP-ova iz
govede kosti u dozama 200-800 mg/kg ili Pro 400 mg/kg kroz 8 tjedana nema toksi¢nih uéinaka. Sto se
tice morfoloskog ispitivanja, stara kontrolna grupa je imala tanji dermis i manje lojnih Zlijezda nego mlada
kontrolna grupa. Nakon unosa CP-ova prostor u dermisu se smanjio a vlakna su postala guscéa i
organiziranija. Broj lojnih Zlijezda je povecan u skupini koja je dobivala ACP-ove nakon 8 tjedana. Najveci
ucinak je imala ACP grupa koja je dobivala 800 mg/kg. Fragmentirana i neorganizirana vlakna su takoder
poboljsana te je broj lojnih Zlijezda porastao nakon unosa Pro 400 mg/kg kroz 8 tjedana. Unos CP-ova i
Pro nije imao znacajan uéinak na vlaznost koze i sadrzaj HA. Na poviSenje sadrzaja kolagena u¢inak CP-
ova je bio znacajan i 0 dozi ovisan, dok unos Pro nije imao taj u¢inak. Unos ACP-ova i Pro je imao ucinak
na omjer kolagena tipa I i tipa 111, dok unos CCP-ova 400 mg/kg nije imao taj uc¢inak. Sadrzaj SOD-a i
CAT-a je povecan, a sadrzaj malondialdehida (engl. malondialdehyde, MDA) smanjen nakon unosa CP-
ova. MDA je jedan od toksi¢nih produkata lipidne peroksidacije. Mjerenjem koncentracije MDA moze se
odrediti stupanj oksidativnog oSte¢enja u stanici. Unos Pro nije imao ucinak na ta tri antioksidativna
indikatora. Sveukupno razmatrano ACP-ovi su imali bolje u¢inke od CCP-ova pa je zbog toga alkalaza

korisniji enzim za pripremu CP-ova sa povoljnijim u¢inkom na starenje koze (25).

U studiji koja je ispitivala u¢inak CP-ova na starenje i hidrataciju koZe nakon oste¢enja koze uzrokovanog
UVB zragenjem Koristen je CH dobiven iz ljuske tilapije. Studija je provedena na 6 tjedana starim misevima
koji su izlozeni UVB zracenju tri puta tjedno kroz 9 tjedana, a doza je bila malo ispod doze koja uzrokuje
eritem. Za potrebe istrazivanja misevi su podijeljeni u sljedeée skupine: kontrolna grupa, grupa koja je UVB
ozracena, grupa koja je UVB ozracena te je dobivala 500 mg/kg CP-ova, te grupa koja je UVB ozracena te
je dobivala 1000 mg/kg CP-ova. U svakoj grupi je bilo 8 miSeva. Nakon 5 tjedana je transepidermalni
gubitak vode (engl. transepidermal water loss, TEWL) u grupi koja je dobivala 1000 mg/kg CP-ova bio
relativno nizak. Sadrzaj HA, koji se nakon UVB zracenja smanjio, 9 tjedana nakon oralne ingestije CP-ova

je povecan U obje grupe. Sli¢ni rezultati su i za razinu mRNA HAS1 i HAS2. Nakon UVB zracenja njihova
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razina je pala, a nakon 9 tjedana unosa CP-ova razina se povisila, a povisenje je bilo ovisno o dozi. Razine
mMRNA hijaluronidaza (engl. Hyaluronidase, HYAL1 i HYAL2) su nakon UVB zracenja porasle, a nakon
unosa CP-ova su smanjene. Ponavljano izlaganje UVB zracenju kroz 9 tjedana je smanjilo produkciju HA
u dermisu. Nedostatak HA vodi do stvaranja tankih linija i bora pa je UVB zracenje uzrokovalo bore na
kozi. Unos CP-ova je oporavio gubitak HA kroz regulaciju hijaluronidaza i sintaza HA pa su i bore
smanjene. UVB zracenje je smanjilo i barijernu funkciju koZe tako §to je smanjilo razinu filagrina i
involukrina, strukturnih proteina roznatog sloja koze. Ekspresija tih proteina je znacajno porasla nakon

unosa CP-ova (26).

U studiji na pra$¢i¢ima je ispitan uc¢inak CP-ova na morfologiju dermisa i sadrzaj proteina ECM-a. 9
praséica starosti 66 dana su podijeljeni u 3 skupine. Kontrolna grupa je dobivala hranu Superpork 80 koja
sadrzi 15 % proteina zitarica. Druga grupa je dobivala hranu koja sadrzi CP-ove svinjskog izvora dnevno
0,2 g/kg tjelesne teZine. Treca grupa je dobivala hranu koja sadrzi laktalbumin 0,23 g/kg. Studija je trajala
62 dana. Nakon oralne ingestije pripravaka nije bilo znacajne razlike u debljini dermisa (mm) izmedu grupa.
Gustoca fibroblasta (broj stanica //mm?) je bila znacajno veca u grupi koja je unosila CP-ove. Promjer (nm)
i gustoca (vlakna/um?) kolagenih vlakana su takoder bili zna¢ajno veéi u grupi koja je unosila CP-ove.
Omjer kolagena prema ne kolagenu u ECM-u se znacajno povecao u CP grupi. Nije bilo znacajnih razlika
u omjeru HA i dermatan sulfata medu grupama. Dugotrajnim unosom CP-ova pobolj$ana su mehanicka
svojstva dermisa te je dermis postao otporniji na vanjska mehanicka ostecenja tako $to je pospjeseno

stvaranje kolagenih vlakana (27).

U sljedecoj studiji na Stakorima je ispitan ucinak CH-ova na debljinu i morfologiju dermisa, sintezu
kolagena, ekspresiju enzima koji reguliraju razgradnju kolagena i aktivnost antioksidativnih enzima. Muski
Sprague-Dawley Stakori stari 4 tjedna tezine 80-90 g su podijeljeni u 3 skupine po 20 jedinki: kontrolha
grupa, grupa koja je dobivala 2,25 % morski CH (MCH) iz lososa i grupa koja je dobivala 4,5 % MCH.
Takoder su vr§ena mjerenja na staroj kontrolnoj grupi (>18 mjeseci) i srednje staroj kontrolnoj grupi (12-

18 mijeseci stari). Studija je trajala 24 mjeseca. 86,5 % peptida je bilo veli¢ine 130-1000 Da. MCH je bio
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bogat Gly > Glu > Pro > Hyp > Asp > Ala > Arg. Dugotrajni unos MCH-a nije osobito utjecao na apetit
niti uzrokovao malnutriciju. Debljina dermisa kontrolne grupe srednje starih Stakora (6501.10 pum) je bila
puno veca od kontrolne grupe starih Stakora (3340,52 um). Debljina je odredena mjerenjem udaljenosti
izmedu veze epidermis-dermis i dermis-masno tkivo te je znacajno povecana u grupi koja je unosila 4,5 %
MCH u usporedbi sa starom kontrolnom grupom. Za mjerenje ukupnog kolagena odredivan je sadrzaj Hyp-
a. Sadrzaj Hyp-a je bio znacajno smanjen U ovisnosti o0 dobi. Srednje stare kontrole su sadrzavale 17,98
ug/mg, a stare kontrole 12,02 pg/mg. Sadrzaj Hyp-a u 4,5 % MCH tretiranoj grupi je bio 1,26 puta veci
nego u kontrolnoj grupi. Sveukupno povecani dermalna debljina i sadrzaj kolagena pokazuju pozitivni
uc¢inak MCH-a na akumulaciju kolagena. Kolagena vlakna u dermisu stare kontrolne grupe su bila rijetka,
fragmentirana i disorganizirana u usporedbi sa srednje starom kontrolnom grupom. Nakon oralne ingestije
MCH-a, kolagena vlakna su postala guséa i sistematski slozenija. To pokazuje da MCH ima inhibitorni
ucinak na fragmentaciju kolagena. mRNA razina prokolagena tipa I i tipa III u kronoloski staroj kozi se
smanjila na 41 % i 47,8 % od srednje starih kontrola. Dugotrajna ingestija MCH-a je povecala ekspresiju
kolagena tipa I i tipa III u kronoloski staroj kozi. Razina ekspresije MMP-1 stare kontrolne grupe je bila
povecana 2 puta u usporedbi sa srednje starom kontrolnom grupom. Dugotrajna ingestija 4,5 % MCH je
znacajno inhibirala razinu ekspresije MMP-1. Razina TIMP-1 se nije znacajno promijenila starenjem, ali
nakon dugotrajne ingestije MCH-a se povecala razina ekspresije TIMP-1 u kronoloski staroj kozi.
Oksidativni stres u kronoloski staroj kozi je posljedica smanjene aktivnosti SOD-a i poviSene razine
produkata lipidne peroksidacije (engl. Thiobarbituric acid reactive substances, TBARS). Ingestijom MCH-
arazina TBARS-a se u ovisnosti o dozi smanjila, znac¢ajno u 4,5 % MCH grupi. Povecala se aktivnost SOD-
a, ali ne statisticki znacajno. S obzirom da se razina TPRII proteina koji sudjeluje u aktivaciji Smad
signaliziraju¢eg puta S godinama smanjuje, smanjena je i sinteza prokolagena u koznim fibroblastima.
Ingestijom MCH-a je doslo do povecanja ekspresije TBRII proteina te je rezultat toga bio veéi TGF-p

odgovor i povecanje tipa I i tipa I1I prokolagena u kronoloski staroj kozi (11).
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U sljedecoj studiji na miSevima ispitani su vlaznost i elasti¢nost koze, sadrZzaj kolagena, karakteristike dlake
te aktivnost antioksidativnih enzima. MisSevi starosti 9 mjeseci su dobivali CH-ove iz koze nilske tilapije
kroz 6 mjeseci. Podijeljeni su u 5 grupa po 20. Prva grupa je bila kontrolna, druga je dobivala 10 %
hidrolizate proteina sirutke, treca grupa nisko dozne CH (2,5 %), ¢etvrta CH srednje doze (5 %) te peta
grupa visoko dozne CH (10 %). Nije doslo do znacajnih promjena u vlaznosti koze izmedu grupa, ali najvisi
% vlaznosti je postignut u grupi koja je unosila 10 % CH. Sadrzaj kolagena je znacajno povisen u 5 % CH
i 10 % CH grupama. Usporedujuéi sa kontrolnom grupom sadrzaj ne-kolagenih proteina nije porastao nakon
unosa CH-ova. U5 % CH i 10 % CH grupama je poboljsana boja, sjaj i debljina dlake te je smanjen gubitak
dlake. U tim grupama je takoder znacajno porasla elasti¢nost koze 33,38 % i 22,71 % te debljina dermisa.
Kolagena vlakna grupa koje su dobivale CH-ove su bila gusc¢a i sistemski sloZenija. Omjer kolagena tipa
IIT prema tipu I je bio nizi u 5 % i 10 % CH grupama nego u kontrolnoj grupi. To pokazuje protektivni
u¢inak CH-ova na homeostazu kolagenog matriksa u kronoloski ostarjeloj kozi. Aktivnost CAT-a, SOD-a
i glutation peroksidaze (engl. glutathione peroxidase, GSH-PX) je povecana u svim grupama koje su

dobivale CH-ove te u skupini koja je dobila proteine sirutke (28).

U studiji na 13 mjeseci starim miSevima koji su oralnom ingestijom unosili CP-ove iz koZe srebrnog Sarana
kroz 2 mjeseca (ekvivalentno 4,5 godina ljudskog Zivota) analizirani su citokini koze. Kontrolna grupa
miseva starih 13 mjeseci i mlada kontrolna grupa miSeva starih 8 tjedana su unosili 0,2 mL fizioloSke
otopine. U grupi koja je dobivala 0,2 mL pripravka koji sadrzi 400 mg/kg CP-ova razina faktora rasta
placente (PIGF-2) se smanjila za 20 %. TGF-B1 faktor rasta koji regulira sintezu kolagena je znacajno
porastao. PF4 kemokin ¢ija je uloga inhibicija kolagenaze je zna¢ajno porastao kao i aktivnost serpin-E1
citokina. Taj citokin kontrolira aktivnost MMP-1, MMP-2 i MMP-3. Aktivnosti IGFBP-2 i IGFBP-3 su
znacajno smanjene. IGFBP-2 inhibira ekspresiju gena za kolagen tako $to blokira aktivnost inzulinu slicnog
faktora rasta 1 (engl. insulin-like growth factor, IGF-1). Sadrzaj kolagena tipa I i razina mRNA je znacajno
porasla. Biopsijom koze i morfoloskim pregledom je utvrdeno da je nakon unosa CP-ova smanjen prostor

u dermisu tkiva, a vlakna su gusca (29).
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U sljedec¢oj studiji je usporedivan ucinak CP-ova i proteina kazeina. Misevi stari 4 tjedna su oralnom
ingestijom unosili 12 % CP-ove iz govede kosti kroz 4 tjedna. Druga skupina je unosila preparat koji je
sadrzavao 12 % proteina kazeina. Treca je bila kontrolna grupa. Molekulska masa CP-ova je bila izmedu 1
i 3 kDa. Kazein je sadrzavao sve aminokiseline dok CH nije sadrZzavao esencijalne aminokiseline te
triptofan. U skupini koja je dobivala CP-ove poviSena je razina kolagena tipa | i tipa IV. Smanjena je
aktivnost MMP-2 koja razgraduje kolagen tipa IV, a nije bilo ucinka na aktivnost MMP-9 koja razgraduje
kolagene fragmente dobivene od kolagena tipa I. lako CP-ovi imaju smanjeni nutritivni profil, ipak su
povecali ekspresiju najvaznijeg proteina ekstracelularnog matriksa, kolagena tipa I. U¢inak CP-ova je
kolagen specifican jer preparat koji je sadrZzavao kazein nije imao ucinka na ekspresiju kolagena iako je

sadrzavao sve aminokiseline (30).

U studiji na 6 tjedana starim misevima je usporeden ucinak kolagena i CP-ova meduze na kozu miseva.
Misevi su podijeljeni u 6 grupa. Normalna grupa (NC) i modelna grupa (MC) su oralnom ingestijom unosile
fiziolosku otopinu. 2 grupe su unosile kolagen meduze (engl. jellyfish collagen, JC1) 50 mg/kg i (JC2) 200
mg/kg te 2 grupe CH iz zvona meduze (jellyfish collagen hydrolysate, JCH1) 50 mg/kg i (JCH2) 200 mg/kg.
Sve grupe su UV ozracene, osim NC. Studija je trajala 10 tjedana. Kolagen meduze se uglavnom sastojao
od ol lanaca veli¢ine 105 kDa, a molekulska masa CH-ova je bila manja od 5 kDa. Aminokiselinski sastav
JC-a i JCH-a je bio vrlo sli¢an. SadrZzaj vode NC grupe je bio 72,93 % a MC grupe 63,38 %. U JC1 grupi
je za 26,6 % te u JCH1 za 41,15 % povisen sadrzaj vode u odnosu na modelnu UV ozra¢enu grupu. U¢inak
je bio ovisan o dozi te je unos CH-ova imao veéi u¢inak od unosa kolagena. U JC i JCH grupama je
smanjeno osteenje koze i formiranje bora uzrokovano UV zralenjem te je povecana antioksidativna
aktivnost. Tkivo koze JCH2 grupe je bilo u gotovo istom stanju kao kod NC grupe. U JC i JCH grupama
se povecala koli¢ina kolagena tipa I. Kod NC grupe elasti¢na vlakna su bila izduZena, uska i homogeno
rasporedena, a nakon UV zracenja su bila nakupljena, kratka, zgusnuta i uvijena. U JC i JCH grupama je

doslo do poboljsanja elasti¢nih vlakana, pogotovo u JCH2 grupi gdje nije bilo znacajne razlike s NC
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grupom. Indeksi timusa i slezene, koji se koriste kao indeksi imunosti, su smanjeni u MC grupi zbog UV

zraenja, a u JC i JCH grupama su ti indeksi poviseni (31).

U jos jednoj studiji je ispitan uc¢inak ingestije CP-ova na UV ozrac¢enu kozu miSeva. 2 frakcije CP-ova
dobivene su iz koze bakalara, CP1 veli¢ine 2-6 kDa te CP2 <2 kDa. 6 grupa je oralnom ingestijom unosilo
CP-ove kroz 10 tjedana. A normalna grupa i B modelna grupa su unosile fiziolosku otopinu, C grupa je
unosila 50 mg/kg CP1, D grupa je unosila 200 mg/kg CP1, E grupa je unosila 50 mg/kg CP2 te F grupa 200
mg/kg CP2. Sve grupe su UV ozra¢ene osim normalne grupe tokom svih 10 tjedana. CP1 i CP2 su
sadrzavali velike koli¢ine Gly, Glu, Arg, Hyp i Pro. Nakon UV zracenja u modelnoj grupi je doslo do
poremecaja teksture koZe. Brazde na kozi su se prosirile, a koZne bore su se produbile. Na kozi su se vidjele
i bore kojih kod normalne grupe nije bilo. Nakon unosa CP-ova, pogotovo CP1 200 mg/kg znacajno se
smanjilo stvaranje bora. Indeks slezene i timusa se znacajno smanjio UV zracenjem, a nakon ingestije CP-
ova su ti indeksi povecani. UV zracenje je u dermisu uzrokovalo zamjenu normalnih vlakana, abnormalnim,
zapletenim, razgradenim i nefunkcionalnim vlaknima. Gubitak punoce koze je doveo do stvaranja bora i
ostarjelog izgleda koZe. Nakon ingestije CP-ova znacajno se smanjilo o$tecenje kozne strukture. Aktivnost
SOD-a je povecana nakon unosa CP-ova te je ucinak bio o dozi ovisan. Razina MDA je UV zrafenjem
znacajno povisena a nakon ingestije CP-ova je smanjena. Nije bilo razlike u antioksidativnoj aktivnosti
izmedu grupa koje su unosile CP1 i CP2. UV zracenjem se razina vode u kozi znac¢ajno smanjila. Nakon
ingestije CP2 200 mg/kg znacajno je porastao sadrzaj vode, dok nakon uzimanja 50 mg/kg CP1 i CP2 nije
bilo razlike u sadrzaju vode sa modelnom grupom. Sadrzaj lipida je porastao nakon unosa CP-ova, pri ¢emu
je CP1 grupa imala ve¢i u¢inak od CP2 grupe. UV zraCenje je potaknulo otpusStanje ceramida, klju¢nih
signalnih molekula koje sudjeluju u mnogim bioloskim funkcijama kao $to su stani¢ni rast, diferencijacija,
senescencija i apoptoza. Ingestija CP-ova nije utjecala na razinu ceramida. Vlakna elastina su nakon UV

zracenja bila kraca, zadebljana i uvijena, a unosom CP-ova su poboljsana (32).
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3.2.4. Klinicke studije

Provedeno je i nekoliko klinickih studija u kojima se ispitivao ucinak oralno primijenjenih derivata
Nisu smjeli unositi dodatke prehrani niti izlagati UV zracenju podrucje koze ispitivano u studiji osim ako
to nije bilo dio studije. Sminka te sredstva za skidanje §minke su bili zabranjeni za kori$tenje na ispitivanim
podru¢jima koze. Nisu smjeli i¢i u saune i bazene niti se baviti intenzivnim sportovima za vrijeme i prije
izvodenja ispitivanja. Takoder nisu smjeli mijenjati svoje Zivotne i prehrambene navike (33). Ispitanici su

bili Zene i muskarci dobi 18 do 74 godine.

U jednoj studiji je ispitan uéinak pripravka koji sadrzi CP-ove u kombinaciji s ornitinom. Ispitanici (ukupno
21) bili su dobi 31 do 48 godina od kojih su 18 Zena te 3 muskarca, a za potrebe ispitivanja podijeljeni su u
2 grupe: placebo grupu, te grupu koja je oralno unosila napitak koji je sadrzavao 10 g CP-ova iz ljuske
tilapije i 400 mg ornitina. Prosje¢na molekulska masa CP-ova je bila 2-3 kDa te je jedan napitak sadrzavao
1100 mg Hyp. Studija je trajala 8 tjedana. TEWL i broj koznih pora su zna¢ajno smanjeni nakon 8 tjedana.
Elasti¢nost je povec¢ana u CP grupi dok je u placebo grupi smanjena. Nije bilo zna¢ajnog u¢inka na vlaznost
koZe nakon 8 tjedana. S obzirom da su sa starenjem povezane promjene dijelom uzrokovane smanjenjem
razine hormona rasta, analizirana je razina hormona rasta prije i nakon unosa CP-ova. Nije doslo do
znacajnih promjena u razini hormona rasta. Takoder je analizirana razina IGF-1, jer ona odrazava razinu
hormona rasta. Doslo je do malog poveéanja razine IGF-1 u grupi koja je unosila CP-ove. S obzirom da u
ovoj studiji nije procjenjivan ucinak samih CP-ova, ne moze se zakljuciti da su poboljSanja karakteristika

koze urokovana samim CP-ovima, samim ornitinom ili tim komponentama u kombinaciji (34).

U sljede¢oj studiji je ispitan uc¢inak CP-ova na bore oko ociju kod 114 Zena starosti 45 do 65 godina.
Podijeljene su u 2 grupe, placebo i grupu koja je unosila 2,5 g bioaktivnih kolagenih peptida (engl. bioactive
collagen peptides, BCP) svinjskog izvora jednom dnevno kroz 8 tjedana. Prosjeéna molekulska masa CP-
ova je bila 2 kDa. Na pocetku studije nije bilo znacajnih promjena u volumenu bora 0ko o€iju izmedu

placebo i BCP grupe. Nakon 4 tjedna unosa u BCP grupi je znacajno smanjen volumen bora 0ko ociju tj.
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dubina bora, to¢nije za 7,2 % u usporedbi sa placebo grupom. Nakon 8 tjedana smanjenje volumena bora
je bilo 20,1 %. Maksimalno smanjenje bora koje je postignuto bilo je za 49,9 %. Smanjenje bora u BCP
grupi 4 tjedna nakon prestanka uzimanja preparata bilo je 11,5 %. Nakon 8 tjedana unosa BCP-a sadrzaj
prokolagena tipa I je povecan za 65 % u usporedbi s placebo skupinom. Sadrzaj elastina je porastao za 18

%, a sadrzaj fibrilina, vazne komponente mikrofibrila nuzne za integritet elasti¢nih vlakana, za 6 %. (33).

U sljedecoj studiji je usporedivan u¢inak CP-ova koji sadrze niski i visoki omjer slobodnih formi dipeptida
na karakteristike koZe. 85 Zena 35 do 55 godina je podijeljeno u 3 grupe. Placebo, grupa koja je unosila CP-
ove iz ribljeg izvora koji su sadrzavali niski omjer slobodnih formi dipeptida Pro-Hyp i Hyp-Gly prema
ostalom sadrzaju pripravka, 0,1 g/kg od pripravka (L-CP) te grupa koja je unosila CP-ove koji sadrze visoKi
omjer dipeptida prema ostalom sadrzaju, 2 g/kg od pripravka (H-CP). Dobivali su 5 g uzorka jednom
dnevno kroz 8 tjedana. Vlaznost je znacajno povisena i na podrucju obraza i uglova ociju. Povisenje je bilo
ovisno o dozi. Povisenje vlaznosti na obrazima je nakon 4 tjedna u L-CP grupi bilo 19,27 %, a nakon 8
tjedana 23,14 % te u H-CP grupi nakon 4 tjedna 25,67 %, a nakon 8 tjedana 30,99 %. Povisenje vlaznosti
u kutevima ociju je u L-CP grupi nakon 4 tjedna iznosilo 7,77 % te nakon 8 tjedana 10,60 % te u H-CP
grupi nakon 4 tjedna 13,76 %, a nakon 8 tjedana 20,87 %. Elasti¢nost je smanjena u placebo i u grupi L-
CP. U H-CP grupi elasti¢nost je povecana. Na obrazima je nakon 4 tjedna povecana za 3,59 % te za 5,79
% nakon 8 tjedana. U kutevima o¢iju nakon 4 tjedna je povecana za 2,22 % te nakon 8 tjedana za 8,88 %.
Broj bora nije smanjen ali je smanjeno podruéje i dubina bora kod Zena koje su unosile CP-ove. Takoder je
smanjena hrapavost koze. Analiza krvi je pokazala da su svi parametri bili unutar standardnih vrijednosti

Sto znacdi da nije bilo Stetnih ucinaka (35).

U sljedecoj studiji je ispitan u¢inak CP-ova na sindrom lomljivih noktiju. To je poremecaj karakteriziran
povecanom krhkos§¢u nokatne ploCe, hrapavom povrSinom nokta te listanjem noktiju. Pogada 20 %
populacije, vise zene nego muskarce. Koristen je svinjski kolagen tipa I, prosjecne molekulske mase CP-
ova 2 kDa. Studija je provedena na 25 Zena starosti 18 do 50 godina koje su imale barem jedan pokazatelj

lomljivih noktiju. Jednom dnevno su unosile 2,5 g CP-ova kroz 6 mjeseci. Mjerenja su provedena na
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pocetku studije, 3 mjeseca od pocetka, 6 mjeseci od pocetka studije te 4 tjedna nakon zadnjeg unosa CP-
ova. Nakon 3 mjeseca broj Zena koje su imale vrlo jako i umjereno listanje noktiju se prepolovio a onih
koje su imale blago se udvostrucio. Nakon 3 mjeseca kod 54 % zena su nokti poboljsani, nakon 6 mjeseci
64 %, a 4 tjedna nakon prestanka uzimanja CP-ova kod 88 % Zena su nokti pobolj$ani. Prije pocetka studije
ucestalost lomljenja noktiju bila je 10 puta mjese¢no, a nakon 6 mjeseci unosa CP-ova se smanjila na 6 puta
mjese¢no. Prosjeéni rast noktiju je na pocetku bio 2,65 mm mjesecno, a nakon 3 mjeseca unosa CP-ova je
porastao na 2,9 mm mjesecno §to je rast za 10 %. Nakon 6 mjeseci je porastao na 12 % te 4 tjedna nakon
prestanka unosa CP-ova na 15 %. 80 % sudionika se slozilo da je oralni unos CP-ova poboljsao njihov

izgled noktiju. Prema ocjeni sudionika ukupno poboljsanje noktiju je bilo 7,3 boda na skali 0-10 (36).

U sljedecoj studiji je 71 zena starosti 30-60 godina oralno unosila 3 g CP-ova iz riblje ljuske. Sve Zene su
imale bore na podruéju oko o¢iju. Prosje¢na molekulska masa CP-ova je bila 3 kDa. Veli¢ina bora na
podrucju oko o€iju je smanjena nakon 12 tjedana unosa CP-ova u usporedbi sa placebo grupom. Znacajno
je povecana hidratacija i elasti¢nost koze na podrucju obraza, takoder nakon 12 tjedana. CP-ovi iz ribljih
ljusaka imaju specifi¢an aminokiselinski sastav, bogati su Gly, Pro, Hyp. Ovi pozitivni ucinci na zdravlje

koze vjerojatno su rezultat visokih koncentracija navedenih aminokiselina (39).

U studiji na 40 do 60 godina starim Zenama koje su imale fotoosSte¢enu kozu ispitan je uc¢inak napitka koji
sadrzi CP-ove niske molekulske mase (engl. low molecular weight collagen peptides, LMWCP). Dnevno
su unosile 1 g CP-ova kroz 12 tjedana. 53 Zene su oralno unosile CP-ove dobivene iz riblje koze koji su
sadrzavali viSe od 15 % tripeptida ukljucujuci 3 % Gly-Pro-Hyp. Placebo grupa je unosila isti napitak kao
i ispitivana grupa, samo su LMWCP zamijenjeni vodom. Hidratacija koZe je mjerena na podrucju obraza.
Do poboljsanja hidratacije je do§lo ve¢ nakon 6 tjedana unosa LMWCP. Nakon 6 tjedana je poboljSanje
bilo 7,23 puta vece nego u placebo grupi, a nakon 12 tjedana 2,9 puta. Znacajno poboljsanje u izgledu bora
je postignuto nakon 12 tjedana te je bilo 10,5 puta vece od placebo grupe. Elasti¢nost koze je takoder nakon

12 tjedana znacajno poboljsana (38).
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U sljedecoj studiji je koristen CH iz svinjskog kolagena tipa I, prosje¢ne molekulske mase CP-ova 2 kDa.
Ispitivan je u¢inak CH-ova na elasti¢nost koze, hidrataciju, TEWL i hrapavost koze nakon 8 tjedana
svakodnevnog oralnog unosa. Studija je provedena na 69 Zena starosti 35 do 55 godina podijeljeno u 3
skupine po 23. Prva skupina je unosila 2,3 g CH-ova, druga 5 g te tre¢a 2,5 g placeba (maltodekstrina).
Unosile su CH-ove u obliku pudera koji su otopile u vodi ili nekoj drugoj tekucini. Unutarnji dio podlaktice
povrsine 5x5 cm je koristen kao podrucje testiranja. Mjerenja su provedena prije unosa CH-ova, nakon 4 i
8 tjedana unosa te 4 tjedna nakon unosa zadnje doze CH-ova. Elasti¢nost kozZe je na pocetku bila sli¢na kod
svih grupa. 4 i 8 tjedana nakon unosa CH-ova elasti¢nost se povisila u obje grupe koje su unosile CH-ove
te nije bilo znacajne razlike u ucinku s obzirom na koli¢inu unesenih CH-ova. Pozitivni ucinak na
elasti¢nost je bio izrazeniji kod Zena starijih od 50 godina. 4 tjedna nakon unosa zadnje doze CH-ova, grupa
starijih Zena je i dalje pokazivala znacajno poboljsanje elasti¢nosti u usporedbi sa placebo grupom. Nije
bilo statisticki znacajne razlike u hidrataciji koze 4 i 8 tjedana nakon unosa CH-ova izmedu placebo i testnih
skupina. Kod Zena starijih od 50 godina je doslo do poveéanja hidratacije za 11-14 % nakon 8 tjedana, ali
ti podaci nisu bili statisticki znacajni. TEWL je na pocetku studije bio jednak medu grupama. 4 i 8§ tjedana
nakon unosa CH-ova nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu grupa. Kod Zena starijih od 50 godina
isparavanje je smanjeno za 6-7 %. Nije bilo zna¢ajne razlike u hidratantnom ucinku niti glatkoé¢i koze

izmedu placebo i grupa koje su unosile CH-ove (39).

U sljedecoj studiji je ispitivan u¢inak CP-ova sa i bez vitamina C na 32 zdravih volontera, Zena i muskaraca.
Ispitan je u¢inak na hidrataciju, TEWL i elasti¢nost koze. Podijeljeni su u 4 grupe, grupa A nije unosila
nista, grupa B je unosila 3 g CP-ova, grupa C 3 g CP-ova i 500 mg vitamina C te grupa D 500 mg vitamina
C kroz 12 tjedana. Hidratacija je povecana u B, C i D grupama. Razlike u hidrataciji su bile znacajne izmedu
grupa A i B te A i C. Elasti¢nost je takoder pove¢ana u B, C i D grupama. Znacajna razlika u elasti¢nosti
je bila izmedu grupa A i B te A i C. Nije bilo znacajnih razlika u te dvije karakteristike izmedu grupa B i
C, odnosno vitamin C nije znacajno poboljsao hidrataciju niti elasticnost koze. TEWL je smanjen u

grupama B, C i D. Najveée promjene TEWL su bile u grupi B, te nakon nje u grupi C (40).
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Isto kao i u prethodnoj studiji i u sljedecoj je ispitan uc¢inak oralnog pripravka koji sadrzi CP-ove u
kombinaciji sa drugim sastojcima. Pripravak je jo§ sadrzavao vitamine A, C, E i cink te je ispitan u¢inak
na hidrataciju roZnatog sloja i elasti¢nost koze. Ispitanici su se sastojali od 39 hospitaliziranih osoba starijih
od 65 godina koji su podijeljeni u placebo i kontrolnu skupinu. Jednom dnevno su unosili 10 g CP-ova kroz
8 tjedana. Mjerenja su provedena na podrucju podlaktice zato $to je to najceSce podrucje oStecenja koze
uslijed malnutricije i suhoée koze. Do znacajnog poboljSanja hidratacije je doslo nakon 8 tjedana, a

poboljsanja elasti¢nosti nakon 6 tjedana unosenja pripravka (41).

Sljedeca studija je usporedila topikalnu primjenu peptida rize sa oralnom primjenom CH-ova na hidrataciju
i elasti¢nost koze. Studija je provedena na 60 Zena starosti 40 do 50 godina. Topikalni preparat koji je
sadrzavao peptide rize apliciran je 2 puta dnevno. Placebo (maltodekstrin) ili oralni preparat, koji je
sadrzavao 9 g CH-ova, vitamine A, C i E u niskim dozama i cink, unosili su se jednom dnevno. Mjerenja
su provedena na periorbitalnoj, frontalnoj i nazolabijalnoj regiji lica. Nakon 28 dana tretmana topikalnim
preparatom doslo je do znaCajnog poviSenja sadrzaja vode u roznatom sloju. Do znacajnog poboljSanja
hidratacije koze je doslo tek 90 dana nakon oralnog unosa CH-ova. Elasti¢nost koze je znacajno poviSena
nakon 90 dana primjene topikalnog pripravka u periorbitalnoj regiji. Takoder je nakon 90 dana unosa
oralnog pripravka pobolj$ana elastiCnost i periorbitalne i nazolabijalne regije. Morfologija dermisa je
poboljsana nakon 90 dana primjene topikalnog pripravka. Kod unosa oralnog pripravka je povecana nakon
90 dana u nazolabijalnoj regiji i podrudju ¢ela. U¢inak na smanjenje bora nakon 90 dana primjene su imala

oba pripravka (42).

U jo$ jednoj studiji je ispitan u¢inak CP-ova zajedno sa drugim komponentama na karakteristike koze.
Studija je provedena na 5 musSkaraca i 36 zena dobi 37-72 godine. Ispitanici su morali imati vidljive
simptome ostarjele koZe lica. Unosili su preparat u obliku kapsule koji je sadrzavao morske CP-ove 570
mg, ekstrakt iz kore grozda, koenzim Q10, luteolin i selen dva puta dnevno kroz 2 mjeseca. CP-ovi su bili
veli¢ine 10-60 Da te su obogacéeni Gly, Glu, Pro, Hyp, Asp, Ala i Arg. Ispitivane su epidermalna i dermalna

debljina koje su indirektni pokazatelji sinteze i zadrzavanja kolagena (dermis) i lipida (epidermis). Takoder
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su ispitivane epidermalna i dermalna ultrazvu¢na gustoca koje karakteriziraju svojstva i red u epidermalnim
i dermalnim strukturama. Dermalna debljina je povecana te je doSlo do homogene distribucije kolagenih
vlakana u dermisu kod 23 % ispitanika, a svojstva epidermisa su ostala nepromijenjena. Postignuto je
vidljivo poboljsanje koze lica, koZa je zategnuta i ovjesSeni dijelovi su uzdignuti. Povecani su elasti¢nost
koZe i produkcija sebuma, ali ne i vlaznost koze. Bioloska dob mjerena na temelju ultrazvuka i mjerenja
kozne fiziologije se smanjivala, ali statisticki nedovoljno zna¢ajno. Unos pripravka nije imao u¢inka na
pokazatelje metabolizma antioksidansa glutationa kao $to su ukupna razina glutationa, te aktivnost
glutation-S-transferaze i glutation peroksidaze. Sa druge strane nitriti/nitrati i razina MDA u plazmi su
znacajno porasli ali su i dalje bili unutar fizioloskih razina. Ekstracelularna aktivnost Cu, Zn-superoksid
dismutaze 3 je blago potisnuta ali ne ispod normalnih vrijednosti. Sadrzaj Hyp-a u plazmi je povisen kao i
sadrzaj ATP-a u eritrocitima, dok se sadrzaj koenzima Q10 nije promijenio. Povisene plazmatske razine
Hyp-a bile su usporedive sa rezultatima studije u kojoj su jednako povisene razine Hyp-a, ali je koristen
sami morski CH u puno vi§im dozama bez prisutnosti antioksidansa. Antiage u¢inak pripravka je bio vidljiv
i iz povecane produkcije sebuma, jer produkcija lipida ovisi o godinama. Niska je u predpubertetnom
periodu, raste sa seksualnim sazrijevanjem te pada starenjem (pocev$i izmedu 46-55 godina) i UV

zraenjem potaknutim starenjem koze (43).

U sljedecoj studiji ispitani su vlaznost koze i sadrzaj kolagena u dermisu. Unosili su kolagen ribljeg izvora,
Peptan F i svinjskog izvora, Peptan P, veli¢ine peptida 2-5 kDa. Vlaznost koZe je ispitana na Zenama starosti
40-59 godina koje su imale niski sadrzaj vode u kozi. Ispitano je 33 Zene koje su unosile 10 g placeba ili
pripavka kolagena kroz 8 tjedana. Vlaznost koze je povisena za 12 % nakon 8 tjedana unosa Peptana F, za
16% nakon 4 tjedna unosa Peptana P te za 28 % nakon 8 tjedana unosa Peptana P. U placebo grupi se
vlaznost nije promijenila. Nije bilo razlike u TEWL izmedu placebo grupe i grupa koje su unosile kolagen.
Gustoca kolagena u dermisu je ispitana na 101 Zeni starosti 40-65 godina. Unosile su 10 g placeba ili
pripravka kolagena kroz 12 tjedana. Nakon 4 tjedna unosa Peptana gusto¢a dermalnog kolagena je povisena

znacajno te nakon 12 tjedana jo$ vise, za 8,83 %. U placebo grupi gustoca kolagena nije promijenjena, a 12
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tjedana nakon unosa placeba epidermis je sadrzavao manje strukture kolagena nego na pocetku studije.
Nasuprot tome, nakon 12 tjedana unosa Peptana, kolagena vlakna su bila manje fragmentirana u odnosu na
placebo. Unos Peptana je smanjio fragmentaciju kolagena za 17,8 % nakon 4 tjedna te za 31,2 % nakon 12
tjedana. Za bolje razumijevanje kako je unos Peptana poboljSao hidrataciju koze te kvantitetu i kvalitetu
dermalne kolagene mreze analizirana je morfologija te sadrzaj GAG-ova i kolagena u ljudskim stanicama
koze kao odgovor na razliCite koncentracije Peptana. Sadrzaj GAG-ova U epidermisu je poviSen
inkubacijom Peptanom pri koncentracijama 0,01-0,1 mg/mL. Pri koncentraciji 1 mg/mL postignuto je
zasi¢enje. Sadrzaj dermalnog kolagena je povisen za 3 % pri koncentraciji 0,01 mg/mL te za 9 % pri

koncentraciji 0,1 mg/mL Peptana. Pri koncentraciji 1 mg/mL postignuto je zasi¢enje i tog uéinka (44).
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4. RASPRAVA

Iz studija o bioraspolozivosti CH-ova je vidljivo da nakon oralnog unosa CH-ova dolazi do njihova
probavljanja u GI traktu i krvi te se apsorbiraju u obliku slobodnih aminokiselina i peptida. Apsolutna
bioraspolozivost je iznosila 49,6 %. Maksimum koncentracije u krvi dosezu nakon 1 do 2 sata od oralnog
unosa. Do pada koncentracije na pocetnu vrijednost dolazi nakon 12 do 24 sata. Sadrzaj aminokiselina i
peptida u plazmi ovisi o njihovu sadrzaju u kolagenu (16, 18). Neovisno o izvoru i tipu kolagena, Pro-Hyp
je peptid koji je u najvecoj koli¢ini u plazmi nakon oralne ingestije CH-ova. Vrlo je otporan na razgradnju
u Gl traktu i krvi te se nalazi u velikim koli¢inama u kolagenu. Prisutan je u obliku dipeptida ali i u obliku
oligopeptida ¢ijom daljnjom razgradnjom nastaje Pro-Hyp. Koli¢ina Pro-Hyp u plazmi je ovisila o izvoru
CH-ova. U svim studijama Hyp je u plazmi bio u vec¢oj koli¢ini u obliku slobodne aminokiseline nego u
obliku peptida, §to potvrduje ¢injenicu da se peptidi razgraduju u GI traktu i krvi. S obzirom da se CP-ovi
razgrade u GI traktu, u plazmi su prisutni u veli¢ini <500 Da (15). CP-ovi se aporbiraju i u veli¢ini 1-10
kDa, odnosno mogu biti apsorbirani i u visoko molekularnoj formi do odredenog opsega. Nakon apsorpcije,
CP-ovi se dulje zadrzavaju u koZi nego u plazmi. U plazmi su se zadrzali maksimalno 3 dana, a u kozi 8
dana (18). S obzirom da je jedan od nacina apsorpcije CP-ova putem intestinalnog PEPT1 transportera, na
njihov transport moZe utjecati zdravstveno stanje pojedinca te oralni unos CP-ova zajedno sa hranom (14,
45). Nakon oralnog unosa CH-ova koji sadrzi velike koli¢ine tripeptida Gly-Pro-Hyp, dolazi do povisenja
razine tog tripeptida u krvi ljudi i miseva. Ovisno o sadrzaju tripeptida u CH-ovima, proporcionalan ée biti
porast tripeptida u plazmi, a u kozi dolazi do porasta razine i Gly-Pro-Hyp i Pro-Hyp. Pri tome je Gly-Pro-

Hyp u krvi hidroliziran do Pro-Hyp u odredenoj koli¢ini (19).

Rezultati in vitro studija na stanicama fibroblasta i keratinocita dokazuju da tretiranje stanica napitkom CP-
ova ribljeg izvora utjece na proces starenja koze. Smanjen je u¢inak oksidativnog stresa koje uzrokuje UVA
zradenje, olakSana je sinteza proteina izvanstani¢nog matriksa, povec¢ane su aktivnost mitohondrija i
ekspresija gena komponenata ekstracelularnog matriksa kolagena, elastina i HA te je poboljsano ispravno

preklapanje proteina (2). U¢inak CP-ova je u nekim studijama ovisio o primjenjenoj dozi, dok u drugima
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nije bilo razlike u u¢inku primjenom razli¢itih doza CP-ova. Veli¢ina CP-ova i njihov aminokiselinski
sastav su utjecali na u¢inak CP-ova. Peptidi vece molekulske mase potaknuli su vecu sintezu mRNA
kolagena tipa | i za to im je bilo potrebno manje vremena. Duljina tretiranja stanica napitkom CP-ova je
takoder imala ucinka na ekspresiju kolagena. U jednoj studiji 24 sata nije bilo dovoljno, ali nakon 48 sati
je povecana ekspresija kolagena. CP-ovi koji su sadrzavali veéi udio Hyp i Pro su imali veci ucinak na
sintezu mMRNA kolagena tipa | (21). Vitalnost stanica, ekspresija mRNA kolagena tipa I te stani¢na
proliferacija fibroblasta su rasle do odredene koncentracije CP-ova 3,05-48,8 pg/mL kojoj su stanice
izlozene, a pri vis§im koncentracijama >97,7 ug/mL su pocele padati. Isto tako pri tretiranju stanica kroz 24
do 48 sati navedene vrijednosti rastu, a nakon 48 sati po¢inju padati. Kao $to je i autor studije naveo, pad
vrijednosti je posljedica stresa u okolini stanice kojeg je uzrokovao viSak koncentracije kolagena te
toksi¢nost metabolickog otpada (22). Primjena samo Hyp-sadrzavajuéih peptida dobivenih iz kolagena
potice fibroblaste na povecanje proliferacije stanica i sintezu HA. Najveca stimulacija stani¢ne proliferacije
je postignuta nakon primjene Pro-Hyp. Pro-Hyp je peptid sa boljim u¢inkom na stani¢nu proliferaciju i
sintezu hijaluronana od drugih peptida, jer je samo taj peptid povecao sintezu mRNA HAS?2 (23). lako se
rezultati in vitro studija dobiveni na stani¢nim modelima ne mogu potpuno replicirati na ljude zbog
njihovog probavnog sustava, pozitivni u¢inak moze dati vise detalja o u¢inku CP-ova na znakove starenja

koze.

Oralnom ingestijom CP-ova veli¢ine manje od 500 Da u dozi 400 mg/kg tjelesne teZine kroz 6 tjedana je
smanjen stupanj opustenosti koze miseva, odnosno koza je bila viSe zategnuta $to je karakteristika mlade
koze. PoboljSana je morfologija koze tj prostor u dermisu je smanjen, a vlakna su postala gusca i
organiziranija. Povecan je i broj lojnih zlijezda nakon 8 tjedana unosa CP-ova. Svi navedeni u¢inci su bili
ovisni o dozi. Unos CP-ova je povisio sadrzaj kolagena, omjer kolagena tipa I i tipa I, aktivnosti SOD-a i
CAT-a te smanjio aktivnost MDA. Razlog izostanka u¢inka CP-ova na vlaznost koze i sadrzaj HA u nekim

studijama, moze biti unos nedovoljne kolic¢ine CP-ova ili nedovoljno dug period unosa. CP-ovi pripremljeni
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enzimskom hidrolizom pomoc¢u alkalaze imali su bolji uc¢inak na starenje koze nego CP-ovi pripremljeni

pomocu kolagenaze. Unos CP-ova nije imao toksi¢nih uéinaka te nije bilo promjene tjelesne tezine (25).

U studiji u kojoj su misevi oralno unosili CP-ove 1000 mg/kg tjelesne tezine, znacajno je pobolj$ana
hidratacija koze. Ve¢ nakon 5 tjedana je znacajno smanjen TEWL. Pri primjeni manje doze, 500 mg/kg
tjelesne tezine, nije postignut u¢inak na TEWL §to pokazuje da je doza CP-ova vrlo bitna za njihov u¢inak.
Sadrzaj HA je nakon 9 tjedana unosa CP-ova poveéan. U prilog tome ide i rezultat da su razine mRNA
hijaluronidaza snizene, a mMRNA sintaza HA povisene. Izgled bora je poboljsan tj bore su smanjene sto je
posljedica povecanja hidratacije koze. Ozra¢ivanjem koze UV zrakama dolazi do poremecaja epidermalne
barijere i hidratacije koze, a nakon oralnog unosa CP-ova te karakteristike koze su poboljsane. Unosom
CP-ova dolazi do povecane ekspresije proteina filagrina i involukrina ¢ime je pobolj$ana barijerna funkcija
koZe (26). Dugotrajnim (24 mjeseca) unosom 2,25 % i 4,5 % MCH-a veli¢ine peptida 130-1000 Da, kod
Stakora je povecana ekspresija kolagena tipa | i tipa Il te sinteza prokolagena tipa | i tipa I11. Dugotrajnim
unosom CP-ova je smanjena razina MMP-1 za 67,4 % te je poviSena razina TIMP-1. Time je usporeno
starenje koze jer starenjem uzrokovano poviSenje razine MMP-1 dovodi do smanjenja razine kolagena.
Oralnom ingestijom CP-ova povecana su antioksidativna svojstva koze. Smanjena je razina TBARS-a u
ovisnosti 0 dozi te je povecana aktivnost SOD-a. Ingestija CP-ova je potaknula sintezu kolagena tipa I i
tipa III kroz aktivaciju Smad signalizirajueg puta i pozitivnu regulaciju razine TPRII proteina (11). Sadrzaj
ne kolagenih proteina se unosom CP-ova nije povisio. To pokazuje specifiénost CH-ova prema povisenju
sadrzaja samo proteina kolagena. Oralnim unosom CP-ova su poboljsani boja, sjaj i debljina dlake miseva.
Takoder su porasli elasti¢nost koze i debljina dermisa. To je vrlo vazno jer dermis ljudske koze svakim
desetljecem gubi debljinu za 7 % zbog smanjene sinteze fibroblasta te povecane sinteze enzima koji
razgraduju matriks. U nekim studijama nije pobolj$ana vlaznost koze nakon oralnog unosa CP-ova, iako je
studija trajala cak 6 mjeseci. S obzirom da doza primijenjenih CP-ova nije bila navedena, ne moze se na
temelju doze zakljuciti uzrok izostanka povecanja vlaznosti. Nakon oralnog unosa 2,5 %, 5 % i 10 % CP-

ova kroz 6 mjeseci je povecana aktivnost antioksidativnih enzima SOD-a, CAT-a i GSH-Px-a (28).
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S obzirom da je starenje koze usko povezano s citokinima ukljucujuci faktore rasta, kemokine, upalne
citokine, MMP-ove i njihove inhibitore, analizirani su citokini koze nakon oralnog unosa CP-ova. Nakon 2
mjeseca unosa 0,2 mL pripravka koji sadrzi 400 mg/kg CP-ova kod miSeva je znacajno regulirano 6 od 54
citokina. Razina PIGF-2 faktora rasta koji potice angiogenezu se smanjila za 20 %, a TGF- 31 faktor rasta,
PF4 kemokina i serpin-E1 koji utjeCu na sintezu i razgradnju kolagena su porasli. Aktivnost IGFBP-2 i

IGFBP-3, koji smanjuju sintezu kolagena, je smanjena (29).

Oralni unos 12 % CP-ova velicine 1-3 kDa kroz 4 tjedna je povecao ekspresiju kolagena tipa I, dok unos
proteina kazeina koji je sastavom aminokiselina bogatiji, nije utjecao na ekspresiju kolagena. To potvrduje
kolagen specifi¢an u¢inak CH-ova. Nakon samo 4 tjedna unosa CH-ova poviSena je razina kolagena tipa I
i tipa IV te je smanjena aktivnost MMP-2 (30). Oralni unos kolagena i CH-ova veli¢ine <5 kDa u dozama
50 mg/kg i 200 mg/kg kroz 10 tjedana je popravio oste¢enja uzrokovana UV zracenjem. Taj je uéinak bio
0 dozi ovisan te su CH-ovi pokazali ve¢u bioaktivnost od kolagena. Doslo je do pobolj$anja imunosti,
smanjenja gubitka vlaznosti, popravljanja elastinskih i kolagenih vlakana, povecana je antioksidativna
aktivnost, smanjeno formiranje bora i poveéana koli¢ina kolagena tipa I. S obzirom na te rezultate vrlo je

bitno da se u oralnim pripravcima koriste CH-ovi, a ne nehidrolizirani oblik kolagena (31).

UV zracenjem dolazi do mnogih promjena u kozi miseva. Uzrokovana je imunotoksi¢nost, oksidativno
oStecenje, smanjenje razine vlaznosti i sadrzaja lipida te promjene elasti¢nih i kolagenih vlakana. Bez
lipidne barijere koza je suha, gruba i naborana. Ingestija CP-ova u dozama 50 mg/kg i 200 mg/kg kroz 10
tjedana pri ¢emu su peptidi veli¢ine <2 kDa te 2-6 kDa je uzrokovala povecanje imunosti, smanjen gubitak
vlaznosti i lipida te su popravljena vlakna kolagena i elastina. Unosom CP-ova u dozi od 200 mg/kg je
povisen sadrzaj vode u kozi dok unosom CP-ova u dozi od 50 mg/kg nije povisen. Pri tome su bolji uéinak
imali CP-ovi veli¢ine 2-6 kDa od CP-ova veli¢ine do 2 kDa. Na temelju povecanja indeksa timusa i slezene

nakon unosa CP-ova, moze se zakljuciti da unos CP-ova povecava imunolosku aktivnost kod miseva (31).

Ucinci CP-ova na starenje koze u studijama na ljudima su sli¢ni u€incima iz studija na misevima. TEWL
je smanjen, elasti¢nost koze povecana, smanjen je broj koznih pora te je povecana razina IGF-1 nakon 8
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tjedana oralnog unosa pripravka koji sadrzi 10 g CP-ova veli¢ine 2-3 kDa i ornitin (34). Nakon 4 tjedna
unosa CP-ova prosjeéne veli¢ine 2 kDa smanjena je dubina bora oko o¢iju, a nakon 8 tjedana smanjenje
dubine bora je bilo puno veée. SadrZaj prokolagena tipa I je povecan. Porastao je i sadrZaj elastina i fibrilina.
Zarazliku od vecine topikalno apliciranih pripravaka ovaj pozitivni u¢inak na kozu je uzrokovan direktnim
ucinkom na dermalni ekstracelularni matriks jer je doslo do znacajnog povecanja sinteze kolagena i elastina.
Taj direktni uc¢inak na dermalni matriks moze objasniti dugodjelujuce poboljsanje bora koZe koje je trajalo

4 tjedna nakon zadnjeg unosa CP-ova (33).

Znacajna je razlika izmedu konvencionalnih CH-ova i CH-ova koji imaju visi sadrzaj specifiénih
bioaktivnih dipeptida kao §to su Pro-Hyp i Hyp-Gly. CH koji je sadrzavao veéi omjer dipeptida Pro-Hyp i
Hyp-Gly prema ostalom sadrzaju pripravka (2 g/kg od pripravka) vise je povisio vlaznost na podrucju
obraza i uglova ociju nego onaj koji je sadrzavao manji omjer (0,1 g/kg od pripravka). U¢inak je postignut
nakon 4 tjedna unosa CH-ova, a jo§ ve¢i ucinak nakon 8 tjedana. Elasti¢nost je povetana samo unosom
CH-ova sa veéim omjerom dipeptida. Podruéje i dubina bora su smanjeni, ali ne i broj bora. Stetnih u¢inaka

nakon oralnog unosa CH-ova nije bilo (35).

Uc¢inak CP-ova na sindrom lomljivih noktiju je vjerojatno rezultat povecanog kapaciteta vezanja vode
oSte¢enih noktiju §to je potaknuto suplementacijom CP-ovima. Lomljivost noktiju je odredena sadrzajem
vode u nokatnoj plo¢i. Unos CP-ova prosjec¢ne veli¢ine 2 kDa u dozi od 2,5 g dnevno kroz 6 mjeseci je
potaknuo sintezu proteina koji su vazni za epidermalnu barijeru i vlaznost te smanjio u¢estalost lomljenja

noktiju. Porastao je prosjeéni rast noktiju te je pobolj$an izgled noktiju (36).

Dnevnim unosom 3 g CP-ova iz riblje ljuske prosjecne veli¢ine 3 kDa kroz 12 tjedana je smanjena veli¢ina
bora oko o€iju te su povecani hidratacija i elasti¢nost koZze na podru¢ju obraza. CP-ovi su bili bogati ak
Gly, Pro i Hyp (37). Elasti¢nost koze je povecana kod ljudi nakon 4 i 8 tjedana unosa CH-ova prosjecne
veli¢ine peptida 2 kDa u dnevnoj dozi 5 g i 2,3 ¢g. Pri tome nije bilo zna¢ajne razlike u uéinku unosom
razlic¢ite koli¢ine CH-ova. Najve¢i ucinak je bio kod Zena starijih od 50 godina. U¢inak na hidrataciju i
TEWL nije bio znac¢ajan, a najveéi je bio ponovno kod Zena starijih od 50 godina. Takoder nije doslo do
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poboljsanja Sto se ti¢e hrapavosti koze. S obzirom da studija nije dugo trajala, moguce je da bi nakon duljeg
unosa CH-ova doslo do znacajnih, pozitivnih uc¢inaka i na ostale analizirane karakteristike koze (39).
Uzimanje malih doza vitamina C (500 mg) uz CP-ove kroz 12 tjedana nije pojacalo pozitivne u¢inke CP-

ova na kozu (40).

Topikalna formulacija peptida rize u kra¢em je vremenu postigla hidratantni u¢inak na kozu od oralnog
pripravka CH-ova. Elasti¢nost koze je topikalnim pripravkom pobolj$ana u periorbitalnoj regiji koze jer je
u tom podrucju koza tanja i lakSe ju je tretirati topikalno. S druge strane, oralni pripravak je elasti¢nost
poboljsao u periorbitalnoj ali i nazolabijalnoj regiji koja zahtjeva drugadiji, invazivniji tip tretmana. Oba
tretmana su imala dobar u¢inak na morfologiju dermisa, ali je u€inak oralnog pripravka bio izrazeniji jer
djeluje na kozu iz dubljih slojeva. Topikalni pripravak je poboljSao sve ispitivane parametre koze s kra¢im

ucinkom, dok je oralni pripravak poboljSao sve parametre te je uCinak bio dugodjeluju¢i. Poboljsanje

elasti¢nosti, hidratacije i smanjenje bora je postignuto nakon 90 dana unosa oralnog pripravka (42).

Dodatkom antioksidansa u pripravak dolazi do jednakog uéinka na povisenje razine Hyp-a, a uz manju
dozu CP-ova. Bioloska dob je nakon unosa CP-ova blago smanjena, a produkcija sebuma poveéana.
Prisutnost antioksidansa u pripravku nije narusila uc¢inak CP-ova na sintezu kolagena, a odrzana je
sistemska endogena antioksidativna obrana te je zasticeno skladiStenje energije. Umjereno poviSene
plazmatske razine NO-a i MDA nakon unosa CP-ova bi mogle imati pozitivhu ulogu kao medijatori u CP-
ovima induciranoj sintezi kolagena i ATP-a, kao i u produkciji sebuma. Samo su prekomjerne koli¢ine NO-
a i MDA stetne jer pokrecu senescenciju stanica i smrt, a u ovoj studiji su ostale unutar normalnih raspona
vrijednosti (43). Unos CP-ova tokom 8 tjedana u dozi od 10 g pri ¢emu su peptidi veli¢ine 2-5 kDa je
poboljsalo hidrataciju koZe. PoviSenje hidratacije je posljedica povecanja sadrzaja GAG-ova u epidermisu,

Sto je dokazano nakon inkubacije stanica koze CP-ovima (44).
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5. ZAKLJUCAK

Oralnim unosom CP-ova kod ljudi dolazi do smanjenja znakova kronoloS§kog i ekstrinzi¢nog starenja
koze. Smanjeni su TEWL, broj koznih pora, dubina i podru¢je bora te bioloska dob. Povecani su elasti¢nost
koze, vlaznost i gustocéa te sadrzaj elastina i fibrilina. Smanjena je ucestalost lomljenja noktiju, a porastao
je prosjecni rast noktiju te je poboljsan izgled noktiju. Kod miSeva su postignuti isti u€inci kao i kod ljudi
te je dodatno smanjen stupanj opustenosti koze, aktivnost MDA i razina mRNA hijaluronidaza. Poboljsana
je morfologija koZe, tj. vlakna su postala gusca i organiziranija. Povecan je broj lojnih Zlijezda, sadrZaj
kolagena i HA, omjer kolagena tipa I i tipa I11, aktivnosti SOD-a i CAT-a te mRNA sintaze HA. Povecana
je debljina dermisa. Ekspresija kolagena tipa I i tipa I11, sinteza prokolagena tipa I i tipa Ill te razina TIMP-
1 su poveéane, a razina MMP-1 je smanjena. Boja, sjaj i debljina dlake miSeva su poboljsani. TGF- 1
faktor rasta, PF4 kemokin i serpin-E1, koji utjeu na sintezu i razgradnju kolagena, su poviseni. Povecani
su indeksi timusa i slezene odnosno imunoloska aktivnost kod miSeva. Za postizanje navedenih u¢inaka
potrebno je oralno unositi CP-ove svakodnevno minimalno 8 tjedna u dozi od 10 g. Pri tome prosjecna
molekulska masa peptida treba iznositi 3-6 kDa. Nakon oralnog unosa, CP-ovi postizu maksimalne
koncentracije u plazmi nakon 1-2 sata od unosa te se u plazmi zadrzavaju do 3, a u kozi do 14 dana. CP-
ovi pripremljeni enzimskom hidrolizom pomocu alkalaze imaju bolji u¢inak na starenje koze, nego CP-ovi
pripremljeni pomoc¢u kolagenaze. Takoder, $to je veci udio Pro, Hyp i Gly u kolagenu, postize se bolji
uc¢inak na sintezu mRNA kolagena tipa I i stani¢nu proliferaciju fibroblasta. Peptidi Pro-Hyp i Pro-Hyp-
Gly su otporniji na razgradnju GI enzimima i enzimima u krvi od ostalih peptida koji su u sastavu kolagena.

Unos CP-ova nema toksi¢nih ucinaka te ne utjee na promjenu tjelesne teZine.
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