Nova-Genina VLASOVY AKTIVATOR

Kontext

Giuliani je farmaceuticka spoloc¢nost so 100 % talianskym vlastnictvom, ktord sa vyznacuje inovaciami,
kvalitou, vyskumom a integritou.

Nasa sila spociva vo vede, nasou zbrarnou st inovacie, ktoré nas vedu aj pri nasich najddlezitejsich krokoch
Neustaly rozvoj zabezpecCujeme investiciami do zakladného vyskumu s cielom prispiet vlastnymi
vysledkami nielen k obchodnym cielom, ale predovsetkym v zdujme pacientov k rozvoju a rozsirovaniu
narodnej a medzinarodnej lekarskej znalostnej databazy, vratane publikacii v narodnych a
medzinarodnych vedeckych casopisoch.

Ludsky vlas, podobne ako mazové zlazy, potné zlazy a nechty, patri k pokozke a spolu s fiou plni ochrannt
funkciu. Z hladiska jeho vyznamu v spolocenskych interakciach predstavuje vypadavanie vlasov pre
mnohych udi vyznamny problém. R6zne faktory — vratane stresu, nedostatku zivin a starnutia — negativne
ovplyviiuju Zzivotny cyklus vlasovych cibuliek, vedi k stenceniu vlasov a zniZovaniu ich poctu.
Vypadavanie vlasov sa tak stalo vyznamnou vyzvou a na trhu je dostupnych mnozstvo produktov na jeho
prevenciu a liecbu.

Mnohé studie preukazali, Ze alternativne pristupy, ako st vyzivové doplnky a rozne lokalne aplikovatelné
produkty, podporuju rast vlasov a ich zdravie. Rovnako bolo preukazané, Ze lokalne pripravky zalozené
na kombinacii modernych a tradi¢nych farmaceutickych zloZiek prinasaju klinické vyhody pri rieSeni
problémov s vypadavanim vlasov.

Pouzitie syntetickych produktov, ktoré sa dodnes ukazuju ako obzvlast G¢inné rieSenie vypadavania
vlasov, vsak nie je bez nevyhod. Iné produkty, hoci st zaloZené na prirodnych zlozkach, byvaju vzhfadom
na zlozity vyrobni proces mimoriadne nakladné.

Z toho dovodu existuje v stcasnosti znac¢na potreba lokalne aplikovatelnych produktov, ktorych zlozky
aktivne podporuju fyziologicky rast vlasov bez vyznamnych vedlajsich tc¢inkov.

AKTIVNE ZLOZKY

1. molekula iSFRP1
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Molekula iSFRP1, chemicky nazov metyl 2-[[2-(2-imino-4-oxo-thiazolidin-5-yl)acetyllamino] -4,5 -
dimethyl -thiophene - 3 -carboxylate) je derivat iminooxothiazolinu s cyklosporinovou aktivitou!.




2. Pozadie vyskumu

Wnt signalizacia je jednou z najzakladnejsich molekularnych drah modulujtcich I'udsky vlasovy cyklus a
je nevyhnutna aj pre udrziavanie rastu vlasov.2 Hawkshaw a kol. identifikovali, Ze ex vivo vo vlasovych
cibulkach ludskej pokozky hlavy (SZT) narezanych pod mikroskopom, inhibitor Wnt — sekretovany
frizzled-related protein 1 (SFRP1) — predcasne spusta katagénnu fazu.?

Inhibicia SFRP1 brani spontannemu spusteniu katagénnej fazy, a to ¢i uz prostrednictvom silného
hypertrichézu vyvolavajuceho imunosupresiva cyklosporinu A (CsA)*3, alebo Specifického antagonistu
SFRP1, WAY-316606.3

Na zaklade tychto dokazov spolocnost Giuliani hl'adala molekuly, ktoré by mohli bezpecne posobit ako
blokatory tcinku CsA a byt pouzité na kozmetické tcely.

Molekula iSFRP1 bola patentovana spolo¢nostou Giuliani SpA na prevenciu a liecbu vypadavania vlasov
6

Our iSFRP-1 is new, unique and with no side effects
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POPIS : iSFRP-1 je jedine¢nd, nova a bez vedlajsich Gcinkov

Molekula iSFRP-1

A: iSFRP-1 ,,Rychly aktivator”

»Spiace” bunky koZnych papil

B: ,Prebldza” bunky koZnych papil, predlzuje ANAGENNU fazu (rast)

Funguje ako cyklosporin alebo WAY 316606

Ziadne vedlajie G&inky

Nase tvrdenie: Novy a jedine¢ny (patentovany spolo¢nostou Giuliani) mechanizmus na stimulaciu rastu

vlasov
*Cyklosporin A (CSA) je prirodna latka extrahovana z hub, ktora sa pouZiva na potlacenie imunitného systému a prevenciu
odmietnutia organu po transplantécii organov (nie transplantacii vlasov); jednym z jej vedlajsich ucinkov je hypertrichdza.




VEDECKE DOKAZY I: Ex-vivo $tidia inhibi¢ného ti¢inku molekuly iSFRP1 na katagénnu
fazu I'udskvch vlasovych folikulov

CIEL: Stidium tcinku molekuly iSFRP1 predlzujticeho anagénnu fazu.

METODA: Experiment sme uskuto¢nili na Tudskych vlasovych folikuloch (HF), ktoré boli
mikroskopicky narezané a nasledne pocas 5-6 dni kultivované v séra-mentdlnom médiu.?3
Molekulu iSFRP1 (C1 na grafe; 15 pM) sme porovnali z hladiska jej tcinku na predizenie
anagénnej (rastovej) fazy s inym silnym inhibitorom SFRP1, zla¢eninou WAY-316606 (2 uM).

Hodnotili sa nasledujtice parametre: predizenie dizky vlasového vldkna, ako aj makroskopické a
mikroskopické vlasové cykly, uréené pomocou Standardizovanej kvantitativnej (imuno-

)histomorfometrie.?

Na overenie tucinku predlZzujiceho anagénnu fazu bola dalej uskuto¢nena kvantifikacia
proliferacie a apoptozy keratinocytov vlasového matrixu (HMK) pomocou kvantitativnej Ki-
67/TUNEL** imuno-histomorfometrie.2,?

Inhibi¢ny tcinok molekuly iSFRP1 na aktivitu SFRP1, a tym na Wnt signalizaciu, bol merany
pomocou qRT-PCR.***

VYSLEDKY:

Kvantitativna (imuno-)histomorfometria preukazala, Ze po liecbe molekulou iSFRP1 (C1) alebo
WAY-316606 ostal vyssi podiel folikulov v anagéne VI v porovnani s kontrolnou skupinou s
nosi¢om (obr. 1a). Molekula iSFRP1 navyse znizila skoére vlasového cyklu (obr. 1b).

Percentudlny podiel Ki-67 pozitivnych keratinocytov (oznacenych ruzovou farbou) po aplikacii
molekuly iSFRP1 v porovnani s kontrolou s nosi¢om mal tendenciu k narastu, podobne ako pri
latke WAY-316606 (obr. 2a). Naproti tomu percento TUNEL+ buniek vo vlasovom matrixe (HM)
sa po aplikdcii vyznamne nezmenilo (obr. 2b), o potvrdzuje, Ze inhibicia SFRP1 neovplyviiuje
apoptozu.

Na zéaklade hodnotenia qRT-PCR sa zistilo, Ze molekula iSFRP1 stimuluje Wnt aktivitu v
Tudskych vlasovych folikuloch inhibiciou SFRP1 a podporou expresie Wnt cielového génu LEF1
(obr. 3).

Poznamky k metodike

** Ki-67/TUNEL je imunofluorescencné vysetrenie, ktoré umoznuje sledovat proliferaciu a apoptdzu keratinocytov vlasovych
folikulov (HF) pri réznych sposoboch liecby. Protilatka Ki-67 deteguje bunkovu proliferaciu (oznacenu ruzovou farbou), zatial ¢o
protildtka TUNEL indikuje apoptdzu (oznacenu zelenou farbou).

**¥ Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR (qRT-PCR) predstavuje pokrocilejsiu verziu PCR technoldgie, ktora
umoznuje spolahlivi detekciu a kvantifikdciu produktov amplifikacie pocas kazdého cyklu PCR reakcie. Tato technika sa stala
mozZnou zavedenim oligonukleotidovej sondy, navrhnutej na hybridizaciu v rdmci cielovej sekvencie. Stiepenie sondy pocas PCR,
sprostredkované 5' nukledzovou aktivitou Tag polymerazy, sa vyuziva na detekciu amplifikacie cielovo Specifického produktu.




(a) Hair cycle staging (b) Hair cycle score
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(a) Rozdelenie faz vlasového cyklu
Percentualne zastupenie vlasovych folikulov (HF) v jednotlivych fazach vlasového cyklu:

®  anagén
e  skory katagén
e  stredny katagén
(b) Skére viasového cyklu
Vyjadrené v zvolenych jednotkach (skére vlasového cyklu).

Obr. 1: Aktivita predlzujtica anagénnu fazu

(a) Rozdelenie faz vlasového cyklu a (b) skére vlasového cyklu (na zaklade arbitarne zvolenych
hodnét: HF v anagéne = 100, HF v skorom katagéne = 200, HF v strednom katagéne = 300),
spolu s mikroskopickou kvantifikdciou Ki-67/TUNEL.

Hodnoty st uvadzané ako priemer + SEM, N = 27 HF/skupina z 3 nezavislych experimentov
(donori). Statistické analyza: Kruskal-Wallis test a Dunnov post-hoc test alebo One-Way
ANOVA a Tukey post-hoc test, ###p < 0,001, Mann-Whitney test alebo Studentov t-test, *p <
0,05, **p <0,01.

Skratky: DP = dermdlna papila, HM = vlasovy matrix, C1 = molekula iSFRP1, WAY = WAY-

316606.
Meradlo: 50 pm.




(c) % of proliferative and apoptotic
hair matrix keratinocytes
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(a) Percentualny podiel proliferujtcich a apoptotickych keratinocytov vlasového matrixu
e  Proliferujtce keratinocyty vlasového matrixu (Ki-67+) [%]

e  Apoptotické keratinocyty vlasového matrixu (TUNEL+) [%]

(d) Ki-67/TUNEL/DAPI

(b)
Obr. 2: Kvantifikacia Ki-67+ a TUNEL+ buniek vo vlasovom matrixe

Percentualny podiel proliferujucich (Ki-67+) a apoptotickych (TUNEL+) keratinocytov vlasového matrixu.
Hodnoty st uvadzané ako priemer + SEM. Statisticka analyza: Kruskal-Wallis test a Dunnov post-hoc test
alebo One-Way ANOVA a Tukey post-hoc test, ###p < 0,001, Mann-Whitney test alebo Studentov t-test, *p
<0,05, *p <0,01.

Skratky: HM = vlasovy matrix, C1 = molekula iSFRP1, WAY = WAY-316606.
Meradlo: 50 pm.

(e) Lefl mRNA expression
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Expresia LEF1 mRNA

Relativna expresia LEF1 mRNA (normalizovand na GAPDH, kontrola/nosic = 1)




Obr. 3: Kvantitativna analyza LEF1 mRNA pomocou reverznej transkripcie a PCR v realnom case (qRT-PCR)
Hodnoty vyjadruju troven expresie LEF1 v I'udskych vlasovych folikuloch po liecbe molekulou iSFRP1 alebo WAY-
316606. Vysledky sti uvddzané ako priemer + SEM. Statisticka analyza: Kruskal-Wallis test a Dunnov post-hoc test
alebo One-Way ANOVA a Tukey post-hoc test, ###p < 0,001; Mann-Whitney test alebo Studentov t-test, *p < 0,05, **p
<0,01.

Skratky: DP = dermalna papila, HM = vlasovy matrix, C1 = molekula iSFRP1, WAY = WAY-316606.

ZAVERY:

Molekula iSFRP1 preukazala schopnost predizit anagénnu fazu Tudskych vlasovych folikulov
ex-vivo. Liecba iSFRP1 zvysila podiel folikulov v anagéne, znizila skére vlasového cyklu a
podporila proliferdciu keratinocytov vlasového matrixu (Ki-67+) bez vyznamného vplyvu na
apoptozu (TUNEL+).

Okrem toho inhibicia SFRP1 molekulou iSFRP1 stimulovala Wnt signalizaciu, ¢o sa prejavilo
zvysenou expresiou cielového génu LEF1, potvrdzujuc mechanisticky zaklad jej tc¢inku.

Tieto vysledky podporuji potencial molekuly iSFRP1 ako prostriedku modulujiceho vlasovy
cyklus a predlZujuceho anagénnu fazu, ¢o moze byt relevantné pre vyvoj novych terapeutickych
pristupov v oblasti liecby vypadavania vlasov.

KLINICKE DOKAZY TYKAJUCE SA PRODUKTU

1. KLINICKA STUDIA”

CIEL: Hodnotit Gc¢innost BIOSCALIN® VLASOVEHO AKTIVATORA prié podporu rastu
vlasov u subjektov s prejavmi pripominajucimi telogénne efluvium.”

METODA: Do otvorenej $tiidie bolo zaradenych celkovo 22 subjektov. Stidie sa ztastnili zdravi
muzi a Zeny vo veku 18-65 rokov s androgenetickou alopéciou + telogénnym efluviom, ktorych
anagénna miera na zaciatku stadie bola nizsia ako 75 %. Subjekty suihlasili, Ze pocas studie
nebudu pouzivat lieky alebo kozmetické pripravky, ktoré by mohli ovplyvnit vysledky Stadie, a
Ze sa ani pocas studie, ani v predchadzajticich 6 mesiacoch nezucastnili inej podobnej Studie.

Ucastnici boli poziadani, aby produkt aplikovali raz tyzdenne.
Sttidia zahftiala nasledujtice navitevy:

e pociatocné vysetrenie (TO)

e posledné vySetrenie po 15-dnovej liecbe (T1)

Primérne koncové body boli:




e zvySenie percentudlneho podielu vlasov v anagénnej faze (aktivna rastova faza)
e priemer priemeru priemeru vlasov (v mm)

VYSLEDKY:

V porovnani s pociatoénym vysetrenim (T0), kedy bolo 58,20 % vlasovych folikulov (HF) v
anagénnej faze, 15-dtiova liecba produktom BIOSCALIN® VLASOVY AKTIVATOR vyznamne
zvysila podiel folikulov v anagénnej faze na 80 % (obr. 4). Okrem toho bolo zaznamenané aj
vyznamné zvySenie priemeru priemeru vlasov (obr. 5).

AFTER 1 MONTH 80% of hair is in the anagen phase of growth.
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PO 1 MESIACI: 80 % vlasov v anagénnej faze rastu
Po mesaénej prediZenej anagénnej faze st vlasy: silnejsie, pevnejsie, hustejsie a zdravsie.

Obr. 4: Percentualny podiel vlasovych folikulov (HF) v anagénnej faze merany pomocou Tricoscanu

Merania boli vykonané na podiatoénom vysetreni (T0) a po 15 drioch kury (T1). Statistick4 analyza: Studentov t-test,
HA K
p <0,001.
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Obr. 5: Priemer vlasového vldkna (mm) merany pomocou Tricoscanu

Merania boli vykonané na podiatoénom vysetreni (T0) a po 15 diioch kiry (T1). Statisticka analyza: Studentov t-test,
A4
p <0,001.




ZAVERY:
Kdra so sérom obsahujicim molekulu iSFRP1:
e vyznamne zvysila podiel vlasov v anagénnej faze (G¢innost proti vypadavaniu vlasov);

e vyznamne zvysila priemer vlasového vlakna (posiliiujuci ac¢inok).

2. KLINICKA STUDIAS

CIEL: Hodnotenie t¢innosti BIOSCALIN® VLASOVEHO AKTIVATORA pri podpore rastu
vlasov u subjektov s androgénnou alopéciou + telogénnym efluviom.”

METODIKA: Do monocentrickej, randomizovanej, dvojito zaslepenej, placebom kontrolovanej
$tudie bolo celkovo zaradenych 54 subjektov (18-65 rokov, 22 muzov a 32 Zien). Studia
pozostavala z dvoch paralelnych casti, kazda pozostavajiica z dvoch skupin (pomery 1:1/1:1).

Do studie boli zaradeni zdravi muzi a Zeny vo veku 18-65 rokov s androgenetickou alopéciou +
telogénnym efluviom, ktorych anagénny podiel pri zaciatku Stidie bol niZsi ako 75 %. Subjekty
suhlasili, Ze pocas Studie nebudu pouzivat ziadne lieky alebo kozmetické pripravky, ktoré by
mohli ovplyvnit vysledky, a Ze sa ani pocas Studie, ani v predchadzajtcich 6 mesiacoch
nezucastnili inej podobnej stadie.

Ucastnici boli poziadani, aby produkt aplikovali raz tyzdenne.
Sttidia zahfiiala nasledujtice navitevy:

e pociatocné vysetrenie (T0)

e medzivysledok po 90 dnoch kuary (T1)

¢ kontrolné vysetrenie jeden mesiac po ukonceni kury (T2)
Primarne koncové body:

e priemer vlasového vldkna (mm)

e pocet termindlnych vlasov (n/cm?)

e hustota , vellus” vlasov (n/cm?)

e celkova hustota vlasov (n/cm?)
Sekundarne koncové body:

e sebahodnotiaci dotaznik subjektov




VYSLEDKY:

Po 90-dtiovej ktre (T1) BIOSCALIN® VLASOVY AKTIVATOR vyznamne zvysil vietky
analyzované parametre v porovnani s placebom aj s pociatoénym stavom (TO) (obr. 6).

Tento ucinok pretrvéval aj jeden mesiac po ukonceni kury (T2) (obr. 7). V placebo skupine sa v
porovnani s TO pri navstevach T1 a T2 nepreukazali ziadne vyznamné zmeny (obr. 6 a 7).

V skupine, ktor pouzivala BIOSCALIN® VLASOVY AKTIVATOR ukézal sebahodnotiaci
dotaznik subjektov pozitivne hodnotenie aj pri navstevach T1 aj T2. Celkovo bolo hodnotenie v
aktivnej skupine priaznivejsie ako v placebo skupine (obr. 8).
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Obr. 6: Primarne koncové body merané pomocou Tricoscanu pri T1 (po 90 diioch kury)
Percentudlny narast v aktivnej skupine v porovnani s pociatocnym stavom (T0).
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o T1_Tricoscan — priemer vlasového vlakna (mm)

o T1_Tricoscan — pocet terminalnych vlasov (n/cm?)
o T1_Tricoscan — hustota vellus vlasov (n/cm?)

o T1_Tricoscan — celkova hustota vlasov (n/cm?)

m Placebo m BIOSCALIN® VLASOVY AKTIVATOR

Obr. 7: Primarne koncové body merané pomocou Tricoscanu jeden mesiac po ukonceni kary
(T2) Percentudlny ndrast v aktivnej skupine v porovnani s poc¢iato¢nym stavom (TO).

SELF-EVALUATION OF ENROLLED SUBJECTS
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Vysledky sebahodnotiacich dotaznikov ucastnikov studie

Spokojnost s kurou:

e Spokojnost s kiirou samotnou

e Spokojnost so znizenim vypadavania vlasov

e Spokojnost s tendenciou k vypadavaniu vlasov

e Spokojnost s vlastnostami séra (konzistencia, rozotieratelnost, vona)

e Spokojnost s aplikaciou produktu

e Spokojnost s aktualnou kirou v porovnani s predchadzajacimi
Vnimané ucinky na vlasy:

e ZniZenie vypadavania vlasov

e Hrubsie vlasy

e Hustejsie vlasy

e Vicsi objem vlasov

e Zvysené pokrytie vlasovej pokozky

o Lesklejsie vlasy

e Pevnejsie vlasy

Obr. 8: Vysledky sebahodnotiacich dotaznikov ticastnikov stadie po 90-driovej ktre (T1) a jeden mesiac po ukonceni
kary (T2) v aktivnej skupine.




ZAVERY: BIOSCALIN® VLASOVY AKTIVATOR
Ktra s BIOSCALIN® VLASOVYM AKTIVATOROM obsahujticim molekulu iSFRP1:

e pri T1 a T2 vyznamne zvysila priemer vlasového vlakna, pocet terminalnych vlasov,
hustotu vellus vlasov a celkovt hustotu vlasov v porovnani s placebom;

e sebahodnotiace dotazniky uicastnikov skupiny, ktora absolvovala karu, ukazali pri
oboch c¢asovych bodoch (T1 aj T2) celkovo pozitivne hodnotenie.

iON Technologia

BIOSCALIN® VLASOVY AKTIVATOR dodava do organizmu molekulu iSFRP1
prostrednictvom jedine¢ného systému uvolfiovania u¢innej latky — technoldgie iON.

Tato technologia transportuje molekulu iSFRP1 cez idnové vazby, ktoré zvySuju jej rozpustnost;
molekula tak dosahuje cielovy organ — vlasovu cibulku — bez straty svojich vlastnosti a
dlhodobo aktivuje rast vlasov.
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