Matgorzata Wilk — Jedrusik

KWAS HIALURONOWY
W DERMATOLOGII ESTETYCZNEJ | KOSMETOLOGII:
INTRADERMOTERAPIA, SUPLEMENTACJA DOUSTNA

ORAZ APLIKACJA ZEWN ETRZNA.

ROZPRAWA DOKTORSKA

Praca wykonana w Katedrze i Zaktadzie Naturalnyeto®cow Leczniczych i

Kosmetycznych Uniwersytetu Medycznego im. Karoladitskowskiego w Poznaniu

Kierownik: prof. dr hab. n. farm. Gerard Nowak

Promotor

prof. dr hab. n. med. Zygmunt Adamski

Pozna 2013



Sktadam serdeczne poglzowania

promotorowi pracy

prof. dr hab. n. med. Zygmuntowi Adamskiemu
za pomoc, cierplivg i cenne wskazowki, ktére pozwolity mi na realizagjniejszej pracy,

a take zazyczliwos¢ okazywaig mi w trakcie kolejnych etapow mojej drogi zawodgwe

Pragr rowniez podzekowat
kierownikowi Katedry i Zaktadu Naturalnych Surowc&eczniczych i Kosmetycznych
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu
prof. dr hab. n. farm. Gerardowi Nowakowi

za umaliwienie realizacji pracy.

Szczegolnie dzkuje moim Najblizszym za mité¢ i duchowe wsparcie.



Spis tresci

VY] =T o O U OO PSRRI 6
A 411V T3 1= 11U o 0o 1T PR 8
2.1 Wystepowanie kwasu hialurONOWEQO..........cccveiereeeeriiiieierie st ettt sae e ennens 10
2.1.1  Kwas hialuronOWy W SKOIZE........c.ccoueiriiiiiirieiie ettt 11
21.2 Kwas hialuUroNOWY WE KIWi........covirieiieiieeeierie et sttt 16

2.2 Biogeneza kwasu hialuronOwegaQ..........cccoevirerieniiiiininenee e 24
2.2.1  Synteza kwasu hialurONOWEQO...........ccvevveriiiieiierieceeiesie et s esre e sre e eneens 24
2.2.2 Degradacja kwasu hialUrONOWEQO...........ccevueieevieieeieeseeeee e 25
2.2.3 Biatka wigzgce kwas hialUrOnOWY............c.cceviiieiieiiceeeseeeees e 27

2.3 Aktywnosc biologiczna kwasu hialuronowego.............ccccveirenirenienicnieieee e 29

3  Zastosowanie kwasu hialuronowego w medycynie i ldehagii..........ccoceveveeeeeinenencnicieene. 33
3.1  Zastosowanie kwasu hialuronowego W MmedyCynie........cceeeevverrereereerieseereerieesesnennens 33
3.2  Zastosowanie kwasu hialuronowego w dermatologatgszne]..........cccevveeeeereseeevennene. 36
3.3  Zastosowanie kwasu hialuronowego w kosmetolagii..........ccccceveeeevieninienenesie e 37

4  Preparaty zawierage kwas hialuronowy stosowane w dermatologii eszetgj i kosmetologiB9

4.1  Pochodzenie egzogennego kwasu hialuronOWego............cceveeerereesieneneereeeeseeeeee 39
4.2  Preparaty StoSowane W iNiEKCJACK.........ccuriiiriieiieeeeee e 39
4.2.1  Stabilizacja i degradacjal..........cccovveieiieiiiiecee et 43
4.2.2  SKULECZNEC ..ottt ettt 44
4.2.3 BEZPIECZASIWO........eeeeiiiieeieie ettt et s estesre e s e enee e 47
4.2.4 INtraAderMOTEIAPIA. ....c.ceueeieeierteieeee et 52

4.3  Preparaty StOSOWANE OUSTNIE.......cccciiiririerieieieieeriee ettt st 55
4.4  Preparaty StOSOWANE ZEFMENIE..........ccereriereerieeeeriereeeiesieseeeeeeeesseeeeneesseeseeseseeeneensessens 59

SR (072 = T W o= I o] - (oY /SRS 61
6 Materiat i MELOAYKAL.......cceieieiei ettt st ae e re b e re e 63
6.1 MALEIIAE ... e 63
6.1.1 Intradermoterapia kwasem hialurONOWYML...........ccooceeirierenieee e 63
6.1.2  Suplementacja doustna kwasu hialuronowegQ...........ccceceverenenieinenneneeeeen 64
6.1.3  Aplikacja zewrtrzna kwasu hialuronOWego............ccceeririninenienieieeeeneeeeee 66

6.2 MetOdYKa DAGAL........ccoocvieeeiie et reere b 68
6.2.1 Badanie POAMIOIOWE. ........cceiiieieie ettt et ae e 68
6.2.2 Metodyka terapii kwasem hialUrONOWYIM..........cccoveeeierieieeeee e 68
6.2.3 Badanie przedmiOtOWE.........cc.ooieiieeeeeee e e 71



6.2.4  Ocena ankietowa skutecZeopreparatow kwasu hialuronowego przez ochotnikéo

6.2.5 Metody analizy statystycznej wynikOw bada............c.cccoeovevviieceeniiieece e, 80
A A7 A/ 1| RSP 82
7.1  Struktura grup terapeULYCZNYCh.......ccviiiieieceeeeese ettt s 82
7.1.1 Poréwnanie grup terapeutycznych Wtm WIieKU..........ccevvverirenienieieeeeeserenns 82
7.1.2 Poréwnanie grup terapeutycznych watm palenia papieroSQw.............cceveeennee. 83
7.1.3 Poréwnanie grup terapeutycznych wegm ilasci wypijanych ptynéw a dog......... 83
7.2  Ocena nawilenia skory w grupach terapeutyCznycCh...........cceeeeiiieviicececeeeee, 85
7.2.1 Pomiar COrNEOMETIEM.......c..ccuiiiirieiicie et 85
7.2.2  Skala such&i skory — ocena 0ChOtNIKOW...........cccevieuirirerieinieeeeec e 91
7.2.3  Skala such&i skOry — ocena badacza...........cccccevveuerieiniceniiinneee e 96
7.3  Ocena elastyczioi skory w grupach terapeutyCznycCh...........cccoeoeveireeneennencenenens 99
7.3.1  POmiar reVISCOMELIEIML......c.ovuiuirieiirieiirieiine ettt sttt s 99
7.3.2  Skala elastyczrimi skory — ocena 0ChOtNIKAW..........ccceevvevierriecieriesecece e 109
7.3.3  Skala elastyczrimi sk0ry — ocena badacza..........cccoceeveveevineecenesecee e 110
7.4  Ocena korekty zmarszczek w grupach terapeutycznyCh...........ccocevvveevenencecennnne 111
7.4.1 Korekta zmarszczek — ocena 0ChOtNIKAW.............ccecivireniiiniccieee e 111
7.4.2 Korekta zmarszczek - ocena badacza..........c.ccoeoveveenininincnee e 112
7.5 Ocena poprawy estetycznego waayl skéry (GAIS) w grupach terapeutycznych...... 113
7.5.1  GAIS — 0cena 0CNOINIKOW.........ccoiiuiriiiiiiiieiecece e 113
7.5.2  GAIS —0CENA DAAACZA.......ccveiviiiiiic s 114
7.6  Poziom kwasu hialuronowego we krwi w grupach teudypeznych...........cccooevevennneee 116
7.6.1  Zaleznos¢ poziomu kwasu hialuronowego we krwi od WiekLL.............ccccvvenennene 120

7.7  Czas zauwzenia pierwszych efektéw terapii kwasem hialuronowyrgrupach
L0 =T 01T UL 4074 0 )Y/ o o P 122
7.8 Dziatania niepggdane w grupach terapeutyCznyCh..........cccoceeererenenieieeenenenieeeenenne 124
8  OmMOWienie WYNIKOW i AYSKUSJA.......cevverieieieeiriesesiesieteeeese ettt e s seseesaeaeneas 126
O WWIHOSKI ettt bbb bbbttt 143
10 SHTESZCZENIE. ...ttt bbbttt 144
11 YU 0] 0T TS 146
12 (211 0] o o =1 = TSSO 148
13 ZAKACZINIKI ...ttt ettt 172



Indeks skrotow

ECM — macierz pozakomérkowa (extracellular matrix)

GAG - glikozaminoglikany

HA —kwas hialuronowy / hialuronian (hyaluronic a¢idyaluronan)

HABP — biatko wizace kwas hialuronowy (hyaluronic acid / hyaluronamding protein)
HMWHA - wysokoczsteczkowy kwas hialuronowy (high molecular weigialaronic acid)
Hyal -1 — hialuronoglukozoaminidaza 1 (hyaluron@gisaminidase 1)

LMWHA - niskoczsteczkowy kwas hialuronowy (low molecular weighahyonic acid)

NASHA —stabilizowany kwas hialuronowy pochodzenezwierzcego (Non — Animal —
Stabilized — Hyaluronic — Acid)

NMF — naturalny czynnik nawigjacy (natural moisturising factor)

PG — proteoglikany



1 Wstep

Kwas hialuronowy od wielu lat jest przedmiotem taresowania haukowcow. Zostat
wyizolowany z ppowiny cztowieka, jako sktadnik tzw. ,galarety Wtama” (1). Po raz
pierwszy opisali go w 1934 roku Meyer i Palmer {1-QGpisali oni procedgrizolacji kwasu
hialuronowego ze szklistki oka wotu (3). W roku #96syntetyzowano go in vitro (2). Moa
przypuszczé, ze hialuronian stanowi najstagsZorme ewolucyjry glikozaminoglikandw.
Znaleziono go m. in. w niektorych bakteriach: Aexoler aerogenes i Streptococcus

pyogenes (1, 4).

Pocatkowo, w latach czterdziestych, kwas hialuronowgsstvano w weterynarii, w
celu leczenia kontuzji u koni wgigowych. W okulistyce po raz pierwszy zastosowgoov
1961 roku. Podczas operacji odklegaj st siatkdwki stanowit on substytut ciata szklistego
(5). W latach osiemdziegych zaczto go stosowaprzy operacjach wszczepienia soczewki,
w celu zapobiegania klejeniu ¢sisoczewki do podia. Kwas hialuronowy znajduje
zastosowanie w wielu innych dziedzinach medycyny,im w dermatologii, reumatologii,
stomatologii, laryngologii i chirurgii. Mie by¢ réwniez wykorzystywany jako marker choréb
reumatycznych, schorzewatroby oraz namnania komoérek nowotworowych. Poza tym

stosowany jest w farmacji, gdzie przediudziatanie lekdw o krétkim okresie poftrwania.

Badania funkcji kwasu hialuronowego prowadzono oelwlat. Nabraty one jednak
tempa dopiero w latach dziewdziesatych XX wieku. Opisano woéwczas enzymy
syntetyzugce i degradujce kwas hialuronowy, a ta& liczne hialadheryny (6). Pozwolito to
na odkrycie wielu funkgcji, jakie spetnia kwas hiadoowy w organizmie ludzkim .

W dermatologii estetycznej kwas hialuronowy zastasw po raz pierwszy w roku
1992 (5). Juw 1966 roku firma Pharmacia Upjohn zelezpropagowaé hialuronian w terapii
zmarszczek. Cgteczka kwasu jest jednak zbyt zdu aby przenikg z preparatu
kosmetycznego do skoéry. g8t pojawita s¢ idea podawania kwasu hialuronowego
srodskornie. Jednak okres péttrwania, wyrgeyzzaledwie ok. 12 godzin, byt zbyt krétki, aby
stosowé& kwas hialuronowy w terapii zmarszczek. Dlatego datb go stabilizacji,
przedhzajasc jego czas pottrwania do kilku miesy. W tej postaci kwas hialuronowy
wykorzystywany jest z powodzeniem w terapii zmazske wypetnianiu ust czy rewitalizaciji
skory. W celu rewitalizacji skéry szeroko stosuje sdwniez preparaty nieusieciowane.

Usieciowany kwas hialuronowy zostat zaaprobowargepr=DA w grudniu 2007 roku (7).
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Ponadto istniej rozmaite palczenia kwasu hialuronowego m. in. z akrylikiem

hydrazelowym, dextranem i waddestylowan.

Procedury z #yciem kwasu hialuronowego stanawiwysoki odsetek wszystkich
procedur znajdgpych zastosowanie w dermatologii estetycznej. Wh&th Zjednoczonych
na 12 milionéw procedur kosmetycznych rocznie, liomistanowj te z uyciem kwasu
hialuronowego (8). Na rynku dermatologii estety¢gzmgawiap Si¢ coraz to nowe preparaty,
zawierajce w swoim skladzie kwas hialuronowy. R@& si¢ one medzy sola m. in.
stopniem usieciowania, ¢ggeniem kwasu hialuronowego oraz substancjami z kibrs
taczone w preparacie. Wiele z nich wprowadzanych jdet wycia, mimo braku
wystarczajcych danych déwiadczalnych i klinicznych potwierdzgjych ich skuteczrig i
bezpieczastwo. Nasuwa to konieczéid kontroli poszczegolnych preparatow

wykorzystywanych w dermatologii estetycznej.

Dostpne g liczne publikacje na temat skuteczooi bezpieczastwa niektorych
preparatbw kwasu hialuronowego, przede wszystkimiecimvanych. Najlepigj
udokumentowana jest skutecz@ioRestylane’'u. Skutecz®é nowszych preparatow oraz
preparatdbw nieusieciowanych, nie jestz juak szeroko opisywana w literaturze.
Bezpieczéastwo preparatow kwasu hialuronowego oceniane @&t yvysokie. Podkia si
gtéwnie niewielkie wiaciwosci alergizujce kwasu hialuronowego oraz sisvos¢ usungcia

nieprawidtowo podanego preparatu za pogrizaluronidazy.

Sporadycznie pojawiaj si¢ artykuty oceniajce dousta suplementagj kwasu

hialuronowego w terapii suchej, stargagj sk skory (261, 264).

Nie spotyka si jednak publikacji, poréwnagych skuteczni& kwasu hialuronowego
podawanegosrodskérnie, doustnie oraz stosowanego zgrznie. Nie istnigj rowniez
badania ocenigge przenikanie kwasu hialuronowego podanggdskornie oraz doustnie do
krwioobiegu, a tym samym oldlejace maliwos¢ wywotania dziatd ogolnoustrojowych i

ograniczajce zastosowanie kwasu hialuronowego jako markesedbh



2 Kwas hialuronowy

Hialuronian — polianion kwasu hialuronowego - jestturalnym biopolimerem,
ktérego struktura esteczkowa jest bardzo zibna medzygatunkowo (2). Makrogateczka
kwasu hialuronowego jest liniowym polimerem zzéaym z ok. 30 000 powtarzgych sé
jednostek disacharydowych zawie@jch reszty kwasu heksuronowego (kwas D-
glukuronowy) i reszty N — acetylowanej heksozoamifiy-acetylo-D-glukozamig) w
stosunku 1:1 (1, 9). Pgdzone g one wazaniami glikozydowymi, naprzemiennie 1-3 i 1-4
(1). Wz6r casteczkowy kwasu hialuronowego: 1¢82:NO;1)n (wzor strukturalny — ryc. 1).
Wzor czisteczkowy hialuronianu sodu: {§1,0NNaG;)n (10).
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Rycina 1. Wz6r strukturalny kwasu hialuronowegmbdto: opracowanie wtasne

Hialuronian naley do rodziny glikozaminoglikanow, naturalnie wgstijacych we
wszystkich tkankach zwiegzych. Wg. Scotta kwas hialuronowy zostat zakwatbifuany do
czwartej grupy glikozaminoglikanow (11). Glikozaraglikany trzech pierwszych grup w
pofaczeniu z biatkiem tworg proteoglikany. Hialuronian jest jedynym glikozamgikanem,
ktory nie jest zwizany kowalencyjnie z biatkiem (1,12). Mimo to w estrzeni
pozakomorkowej oddziatuje on niekowalencyjnie z lanea r&znymi czsteczkami np. z
albuminami lub biatkami rdzeniowymi niektérych peoglikandéw (przede wszystkim z
agrekanem — biatkiem rdzeniowym proteoglikanow gstila, ktory zawdzjcza swag nazwe
zdolnaici do agregacji z kwasem hialuronowym) (1,13). Tyamym kwas hialuronowy nie
tworzy, jak inne glikozaminoglikany proteoglikanGwatomiast uczestniczy w tworzeniu
agregatow proteoglikanow (13). k@uchy HA g nierozgadzione i nie podlegagjzadnym
modyfikacjom tj. siarczanowaniu i epimeryzacji @)1 Jest to cecha charakterystyczna
hialuronianu, poniewapozostate GAG podlegamodyfikacjom i wystpuja w duzej liczbie
izomeréw (15). Wysipujacy w ustroju hialuronian mi st wiec rézni¢ miedzy sol jedynie



dlugcécig tancucha, ktéra okida wielkos¢ czgsteczki, a take stzeniem i miejscem
wystepowania (15). Masa ggteczkowa HA wynosi, w zataosci od rodzaju tkanki, 178-10/
Da (14). Mae takee osagac znacznie nisze wartéci (od 4 kDa), poniewaw organizmie
dochodzi do depolimeryzacji GAG do znacznie mnighzfragmentow, z oligosacharydami
wigcznie (1,16). Depolimeryzacji dokomujm. in. reaktywne formy tlenu oraz biatka
enzymatyczne takie jak hialuronidazy, 3-glukuromdaheksozaminidazy (17). Do procesu
degradacji hialuronianu dochodzi m. in. w przebiedestrukcji tkankowej, proceséw

zapalnych oraz onkogenezy.

Struktura przestrzenna hialuronianu ma posgairali o przypadkowych siach. W
roztworze wodnym hialuronian przyjmuje pastgpodwojnej, lewoskitnej, sztywnej,
stabilizowanej przez mostki wodorowe helisy (14klish HA pod wplywem czynnikéw
zewrgtrznych mae zmienigé swoje widciwosci fizykochemiczne (1). W obecka soli
wapnia (C&) tworzy pofatldowas, potréjm helis, stabilizowang mostkami COO-
...Ca...COO-. Z kolei w obecrioi jonéw jednododatnich nie tworzy pofatdowan,
poczworn helis, a take stabilizowane biatkami struktury wtbkienkowe @wielkiej masie
czasteczkowej (18). Wzdtu tancucha polisacharydowego eksponowagenaprzemiennie
hydrofobowe i hydrofilowe powierzchnie péereni piranozowych cukréw twogezych HA.
Obecnaé¢ ugrupowa hydrofobowych tworzy sprzyjage warunki do samoagregaciji HA,
czyli do tworzenia agregatow zbudowanych z dwodhvickszej ilgsci czasteczek HA (1).
W wyniku samoagregacji magpowstawa uporzadkowane struktury przestrzenne, przede

wszystkim w ciele szklistym oka (1).

HA jest jedry z najbardziej higroskopijnych ggteczek, wyspujacych w naturze —
ma zdolné¢ wigzania wody w iléci do 1000 razy przekraczagj jej wlasm mas.
Wickszas¢ czsteczek wody jest mechanicznie unieruchomiona wawn helisy
polisacharydowej, podczas gdyeé& czasteczek wize st z glikanem za pomacmostkéw
wodorowych (19). Na uwodnienie HA ma wptyw jego rfa przestrzenna, na co z kolei
wptyw maj pH i rozmaite kationy (1). Cechy te sprawjatie hialuronian posiada wiejk
objetos¢ hydrodynamiczg Cechuje s réwniez bardzo doby osmotycznéciag. Lepka¢ HA
przekracza lepk@ wody 5000 razy. Przyktadowo roztwér @zsniu 1 mg HA/cm buforu
wykazuje wzgdng lepkas¢ 20 (18).



2.1 Woystepowanie kwasu hialuronowego

Kwas hialuronowy wyspuje we wszystkich tkankach i ptynach ustrojowych
kregowcOw. W organizmie dorostego cztowieka jest goXdkg, z czego 5¢ jest zywane w
ciggu doby (12,20,21). Stanowi gtowny eglowodanowy komponent macierzy
pozakomorkowej (ECM) (16,22,23). Zlokalizowany jestrOwno na powierzchni komorek,
jak i wewrgtrzkomorkowo (16,24). Do niedawnadzono,ze kwas hialuronowy, ze wzglu
na ogromne rozmiary ggteczek, polianionowe wdaiwosci i heterodynamiczn struktue,
jest zlokalizowany wwycznie pozakomorkowo (24). Odkryto jednak kwas hiahowy
rowniez wewrgtrz komorek, ale pochodzenie wesptrzkomérkowego HA (16) jest wgi
nieznane. Bierze sipod uwag m. in. receptorow endocytoz pozakomoérkowego HA (za
pomo@ receptorow CD44), w przebiegu procesu jego tkamfosegradaciji. Ponadto do
internalizacji HA mae dochodzi pozareceptoroyy alternatywn drogs, niezwhzary z
katabolizmem HA, a z regulacjfunkcji jadra, chromosomainrearaniacjg lub procesami

komarkowej proliferacji i lokomocji (16).

HA jest najwaniejszym skitadnikiem substancji ¢gdzykomaérkowej tkanki gcznej,
scian naczy wilosowatych i desmosoméw (10). Ponad potowa (56%t)ojowych zasobow
hialuronianu zlokalizowana jest w skérze. Jak pedapf. T. Laurent w skérze jest ok. 400-
600 mg/l kwasu hialuronowego (20). Ponadto kwasulbaowy mana znaleé¢ prawie we
wszystkich organach, a takwe krwi i w moczu. Dia jego ilg¢ znajduje s§ w pepowinie,
migsniach (36%), misniu sercowym i zastawkach wsierdzia (18), cieldisigkn oka, ptynie
okotostawowym, btonigluzowej jamy ustnej oraz w uktadzie limfatycznyn0(12,20). Co
ciekawe w zdrowej wtrobie HA jest niewiele, ale znacznie ¢k$za jego ilé¢ jest w
hodowlach hepatocytow i w girobie po czsciowej hepatekotomii (18). Wysgtuje w
znacznych iléciach w tkankach embrionalnych, gdzie w trakciewom embrionu jest

zastpowany przez rine proteoglikany (18).

Hialuronian jest obecny tak w otoczkachician komorkowych bakterii, natgcych
do patogennych szczepow streptokokéw hemolityczny@treptococcus pyogenes
Aerobacter aerogenes) oraz Pasteurella (16, 25}eNtw sugerowg ze kwas hialuronowy
reprezentuje najstargzforme ewolucyjry glikozaminoglikanoéw (1,4). ldentyczny skiad
polisacharydu bakterii Streptococcus z polisachemydkregowcow, z jednej strony
uniemaliwia uruchomienie przez organizm gospodarza meghaw obronnych tj.

fagocytozy czy aktywacji dopetniacza wobec wirujebakteryjnym hialuronianem (22,26),
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z drugiej jednak strony unitiwia wykorzystanie bakteryjnego hialuronianu w rgeghie,

m.in. w zabiegach dermatologii estetycznej.

2.1.1 Kwas hialuronowy w skorze

Ponad potowa ustrojowych zasobow hialuronianu Zin&aana jest w skorze (27).
Oceniajc procent mokrej masy, skoéra sktada wi 60 — 72 % z wody, kolagen w skérze
stanowi 27 — 39 %, elastyna — 0,2 - 0, 6%, a ghkoinoglikany (w tym kwas hialuronowy) —
0,03 — 0,3 % (21). Laurent and Fraser pgdap skora zawiera 0,5 - 1 mg kwasu
hialuronowego na g masy mokrej tkanki lub okoto 5@¥tkowitej zawartéci kwasu
hialuronowego w danym organizmie (28). Kwas hiahawy syntetyzowany jest w skorze
przez fibroblasty i keratynocyty, a jego szacunkaags pottrwania wynosi u ssakow ok. 12
godzin (29).

Analiza histochemiczna z zyciem biotynylowanej proteiny wkacej kwas
hialuronowy wykazata,ze kwas hialuronowy jest zlokalizowany nie tylko vkoeze
wiasciwej, ale take w naskoérku (30-32). Publikacje opigtg rozmieszczenie kwasu
hialuronowego w naskorku #dig sie jednak miedzy sap W doniesieniach wagj
wymienionych autoréw (28), kwas hialuronowy byt ebhsowany przede wszystkim w
srodkowej czsci warstwy kolczystej, ale nie w warstwie rogowely ziarnistej. Rowni2
Tammi i wsp. przekonywalize w warstwie rogowej i ziarnistej kwasu hialurorege nie
obserwuje si, najwiksz jego ilaé¢ mozna znale¢ w warstwie kolczystej naskérka, a w
warstwie podstawnej naskorka kwasu hialuronowegb n@jmniej (33). Giciara i Wagner
podap z kolei, ze w blonie podstawnej naskorka odnotowuje Siezenie kwasu

hialuronowego przekraczgje 55% (10).

Generalnie, uznawange HA jest nieobecny w prawidlowej warstwie rogowej
naskoérka. Inne badania wykazywaly jednak anormakumulagt kwasu hialuronowego w
migdzykomoérkowej przestrzeni korneocytow parakeratote¢ warstwy rogowej zmian
luszczycowych (34) i warstwy rogowej w hodowlachrikowych skory poddawanych terapii
kwasem retinowym (35). Ponadto Sakai i wsp. (3@dati ekspregj mMRNA gendéw syntaz
hialuranianowych (Hasl, Has2) w skorze myszyywajac in situ hybrydyzacji mRNA, i
odkryli, ze oba rodzaje mRNAgswyraznie obecne w naskdrku, ponadto wyra obecnéé

obu rodzajow mRNA stwierdzili w warstwie ziarnis{@7). Te wyniki sugerdj ze warstwa
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ziarnista mae dostarczakwasu hialuronowego do warstwy rogowej naskorkakabsi wsp.
w badaniach z 2000 roku (36) oklik ponadto ilasciows zawartéé kwasu hialuronowego w
warstwie rogowej zdrowego naskoérka i zbadali preg@nie [3H]-glukozaminy do kwasu
hialuronowego hodowli komorkowej skéry mysiej. Pragykorzystaniu wysokowydajnej
chromatografii cieczowej, okélli ilos¢ kwasu hialuronowego zawartego w warstwie
rogowej, naskorku (wytzapc warstwe rogows) i skérze wiaciwej myszy. Okazato gj ze
ciezar substancji suchej wyniést odpowiednio 22,3+29,1+1,5 i 738,6+31,6 ug na g. Po
trzecim pasau komoérek z hodowli komorkowej, naskérek syntezowaldwojrg ilose
(wyrazong w liczbie rozpadow promieniotworczych na migutdpm - na miligram suchej
masy) [3H] znakowanego kwasu hialuronowego, podgghs warstwa rogowa naskorka i
skora widciwa wykazywata niemal ¢t samy zawarté¢ [3H] znakowanego kwasu
hialuronowego. Masa ggteczkowa [3H] znakowanego kwasu hialuronowego bgjavyzsza
(>1.0x10) w skérze wiéciwej i wyraznie nizsza (<6.0x1) w warstwie rogowej naskoérka.
Bazupc na tych wynikach, Sakai i wsp. (36) zaprzeczyiklw analizom histochemicznym
przy wzyciu specyficznego biatka wigcego kwas hialuronowy HABP (HA binding protein) i
potwierdzili, ze kwas hialuronowy jest dostarczany do warstwy weja lezacych poniej
keratynocytow i wysfpuje w zdrowej warstwie rogowej naskorka. Niezgadna
wczeniejszymi badaniami na temat zawddiokwasu hialuronowego w warstwie rogowej
naskorka mgna wyja&ni¢ aktywndcig wigzaca HABP do kwasu hialuronowego. Zaleona
od masy cgsteczkowej HA: Sakai i wsp. (36) potwierdzite aktywnad¢ wigzaca HABP do
HA o niskiej masie cmsteczkowej (4-6x1%), stanowi 50% aktywri@i wiazacej, HA o
wysokiej masie cgsteczkowej (>1f). Kwas hialuronowy w warstwie rogowej naskoérka
wystepuje w swojej formie o malej masie gsteczkowej, czyli takiej, ktorej wcgemiejsze
badania histochemiczne mogty nie wykrgrzez niskie wjzanie HABP do HA. Ponadto
miejsca wjzania kwasu hialuronowego do HABP molhy¢ maskowane przez sktadowe
warstwy rogowej naskorka. Mopa przypuszcza ze kwas hialuronowy wyspujac w
prawidtowej warstwie rogowej, jest czynnikiem kioym udziat w utrzymaniu jej nawinia,
podobnie jak NMF i lipidy. Ponadto kwas hialuronowgoze regulowa wihasciwosci
mechaniczne warstwy rogowej naskorka, ze wdglna to,ze oddziatuje z fofolipidami ze

struktur lamelarnych warstwy rogowej (38).

W skérze wihaciwej HA zlokalizowany jest w warstwie brodawkowjatew
mikrofibrylach kolagenu, nedzy wtoknami kolagenowymi i sprystymi (12). Armstrong i
wsp. (23) zakladgj ze w skorze znajdgjsie dwie pule kwasu hialuronowego. Giéwna
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frakcja kwasu hialuronowego, odpowiagtzs puli matriksowej, miataby da mas
czasteczkovg. Mniejsza cgs¢ w tkance (ruchoma pula) miatabyzsia mag czasteczkowvy |
rozktad wielk@ci podobny do tego wygbujacego w limfie. Badacze przyzyciu kombinacii
elektroforezyzelowej oraz oznaczeradiometrycznych zmierzyli wielko hialuronianu w
limfie i tkance krolikéw, dzki czemu wykazali,ze masa cgsteczkowa hialuronianu w
tkankach (w tym w skorze) jest znacznie¢kgiza nk masa casteczkowa kwasu

hialuronowego w limfie. Wz6r elektroforetyczny dékory wykazywat szczyt dla kwasu

hialuronowego o diej masie casteczkowej rgdu ~6 x 16" Frakcja hialuronianu o masie

czasteczkowej > 4 x 1stanowita w skérze co najmniej 57%, podczas gdiynfie zaledwie
7% (23). W limfie skory znajdowata ¢siz kolei dua ilos¢ (31%) hialuronianu o masie
czasteczkowej < 0,79 x $0(23). Armstrong i wsp. (23) wymusaaj rozchganiem
objctosciowym tkanek, wzrost przeptywu limfy, wykazaligpiokrotny wzrost przeptywu w
limfie kwasu hialuronowego o niskiej masiegsteczkowej. Poniewachtonka pobierana byta
z naczyn limfatycznych przedeztowych, low-molecular-weight hialuronian nie zdsta
wyprodukowany przez degradacyv weztach chtonnych. Chociapomiary tkankowe nie
wykazaty znacznej ikzi HA o niskiej masie cgsteczkowej, by moze ze wzgidu na zbyt
niska ilos¢ do pomiaru tego hialuronianu w tkance, przeptywlimfie scharakteryzowat
ruchomy pule tkankows. Nie wykazanie znacznych #a kwasu hialuronowego o niskiej
masie czsteczkowej w tkankach, jest zgodne z weozejszymi badaniami na niezlovych
zmianach  tkankowych,  ktére  udowodnity  brak  aktyéeio hialuronidazy
zewngtrzkomoérkowej w fizjologicznym pH (39). Mdiwe wiec, ze tkankowy kwas

hialuronowy nie jest tak polidyspersyjny, jak ddigzas sdzono (23)

Zawartg¢ kwasu hialuronowego w skorze nie jest stata. Padmagny jego poziom
obserwuje s w przebiegu procesow zapalnych tgoxch s¢ w skorze (20). Wzrasta on w
trakcie gwaltowne] proliferacji, regeneracji i w ogesach naprawczych tkanek (12).
Podwyszony poziom HA w tkance otacgegj rare obserwuje g m. in. w procesie gojenia

Sie ran.

Czas poitrwania kwasu hialuronowego w naskorku wy@d godziny, co wykazali
uzywajac hodowli tkankowych, Tammi i wsp. (40). Mechanizdegradacji HA w naskdrku
pozostag jednak niejasne. Do degradacji kwasu hialuronowegare dochodzi pod
wptywem hialuronidazy keratynocytow (41) i/lubasteczki reaktywnych form tlenu (42).

Okazato sj, ze sekrecja hialuronidazy z keratynocytow wzrastatrakcie procesow
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réznicowania. Z kolei immunohistologiczne sygnaty CDg#wnego receptora HA w blonie
komorkowej, zanikaj w warstwie ziarnistej (43). G& HA produkowanego w naskorku
moze nasgpnie by degradowana w trakcie procesunitowania i transportowana z lub bez
udziatlu korneocytéw do warstwy rogowej. Ewentuglrkemorki ziarniste mag posiada
system zaopatrywania warstwy rogowej w kwas hiadavey, jakoze silne sygnaty mRNA

Hasl i Has2 byty zauwane w warstwie ziarnistej (37).

Usuwanie kwasu hialuronowego ze skory wgai 24 godzin udowodniono na
podstawie oceny przeptywu limfy iegenia w niej kwasu hialuronowego (27). Reed i wsp.
mierzyli ilos¢ usuwanego wolnego kwasu hialuronowego ze skorgniagc eliminacg
znakowanego [3H] hialuronianu, podanego podskoérkidlikom (44). Usungcie
radioaktywndci okreslane byto pomiarem 3H w osoczu. Wagii pierwszych 24 h po
wstrzykngciu, 10-87% znacznika przeszto do krwi, mniej w ypadku wstrzykiwa o
wysokim stzeniu kwasu hialuronowego. Okres poéftrwania wyn@si-1 dzi@, gdy stzenie
kwasu hialuronowego wynosito 5 mg / ml lub mniefdyGstzenie hialuronianu wynosito 10
mg / ml lub wecej, usungcie nasgpowato powoli przez okoto 24 godziny, a rgstie
stawato s} podobne do tego w eksperymentach z niskigaestiu kwasu hialuronowego.
Wolny hialuronian w stzeniach fizjologicznych przechodzi ¢a z § samy szybkdcig co
albumina surowicy, podtrzymag koncepg}, ze hialuronian usuwany jest gtdwnie przez

przeptyw limfy i jest degradowany weetach chtonnych i wtrobie.

2.1.1.1 Kwas hialuronowy w skorze starzeiej sk

W przebiegu procesu starzenia chronologicznego zonmacmaleje ilé¢ kwasu
hialuronowego w skérze. W licznych badaniach stideno stopniow, zwigzarg z wiekiem
redukcg catkowitej zawartéci glikozaminoglikanow w skorze (45,46). Proces matzyna
sie juz w wieku 25 lat. Od 25 do 5@ ilos¢ HA zmniejsza s 0 50%. Najwekszy spadek
zawartdci kwasu hialuronowego notujecsiv gornych partiach skory, podczas gdy jegécilo
wzrasta w warstwie podstawnej naskérka (31). Jetinakorze starczej nie obserwuje giz
kwasu hialuronowego w naskérku (47), a obecny yesiyz w warstwie brodawkowatej
skory. Wg Mayera i Sterna zmiany tg¢ zalezne od wzrostu iléciowego form zwizanych i
nie zaleg ani od s¢zenia kwasu ani od wielkoi jego polimeru (31). Obnona ilas¢ kwasu

hialuronowego w skorze a w rezultacie mniejsze ysyodnienie, mge wyjaniat
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dezorganizacje kolagenu i widkien elastylowych arzjcej st skorze (48). Fleishmajer i
wsp. podaj, ze zwhzany z wiekiem spadek #oi HA w skorze, a wic zmniejszenie iléci

zwigzanej przez niego wody, prowadzi do kurczeniatystpodstawowej tkanki oraz
zmniejszenia jej lepkwi, co prowadzi do zmiany egtotliwosci dyfuzji jondw i

makromolekut z krwi do tkanek oraz w kierunku piagtym (49). Procesy te 3s
prawdopodobnie przyczyn wysuszenia i pomarszczenia stagzej sk skory (8),

zmniejszenia jej objosci oraz pogorszenia elastyczobp(50,51).

Charakterystyczny dla procesu starzenia spadedciilawasu hialuronowego w
tkankach, obserwuje i juz w naczyniach ¢powinowych. Charakterystyczna dla
rozwijajacych s¢ tkanek jest akumulacja kwasu hialuronowego wzdkiezek migrupcych
komorek mezenchymatycznych. Podczas dalszegoic@wania nasgpuje ich usuwanie i
zastpowanie przez siarczany GAGOw (52). Wtianie naczig pepowinowych kwas
hialuronowy stanowi okoto 45% catkowitej $ld glikozaminoglikanow, podczas gdy w
tetnicach izylach dorostego cziowieka zaledwie 9%. Odwrotnieglagtajy proporcje dla
siarczanu chondroityny i siarczanu dermatanu. Wzyraach gpowinowych stanowji one
okoto 30% glikozaminoglikanéw, podczas gdy w nadéagh cztowieka dorostegazgonad
80% (52). Romanowicz i wsp. stwierdzile gestoza pna jest powjzana z przedwczesnym
starzeniem si écian ttnic pepowinowych (52). W swoich badaniach wykazale w
tetnicach gpowinowych noworodkow matek zdrowych$rednia zawartd kwasu
hialuronowego przewagzata 40% catkowitej ikei GAG, podczas gdy w gestozie 20@]
ilo$¢ kwasu hialuronowego spadata do ok. 29% wszysi®iaks.

W fotostarzeniu skory dochodzi do zkszenia ildci GAG w skorze. We widknach
elastycznych wzrasta #6 wysokoczsteczkowego proteoglikanu siarczanu chondroityny

(wersikanu), ktory jest zdolny do g@ania kwasu hialuronowego (12).

Zwigzany z wiekiem spadek Hoi kwasu hialuronowego w skoérze, peo by
dodatkowo obriany w wyniku zaburae hormonalnych, szkodliwych czynnikow
atmosferycznych i palenia tytoniu (53). Wplyw homdav na regulagj metabolizmu
glikozaminoglikanow jest niezaprzeczalny. Wptywajone na liczb fibroblastow
syntetyzugcych elementy tkanki gtznej, a take na poszczegollne etapy biosyntezy
sktadnikéw tej tkanki, w tym kwasu hialuronowegaolieraci fibroblastow pobudza m. in.
hormon wzrostu (GH) i czynnik wzrostowy fibroblast&FGF) (54). Badania in vivo
wykazup ponadto, ze hormony gruczotu tarczowego wptywajna zawartéc
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glikozaminoglikanow w tkankach. Pod ich wptywem dodzi do wzrostu poziomu GAG i
wzmazenia ich obrotu (55). W innych badaniach zaobseravawz kolei odktadanie GAG
bez wzrostu ich obrotu (56).

Badacze prébygj odpowiedzié na pytanie, co jeszcze wplywa stymyghg, a co
hamupco na produkej kwasu hialuronowego w skorze. W tym celu do hoddudzkich
keratynocytéw lub fibroblastow dodajsubstancje, ktére mogtyby wplyh na syntez i
degradagj kwasu hialuronowego. Akiyama i wsp. do hodowlidkith keratynocytow dodali
chlorek wapnia, uzyskag wzrost zawartei kwasu hialuronowego w hodowli (57). Z kolei
Tammi i wsp. dodali do podobnej hodowli kwas retiryp zwickszapc w ten sposob syntez
hialuronianu (58). Z badatych wynika,ze wprowadzajc do naskorka wiej wymienione
substancje (chlorek wapnia i kwas retinowy)zm pobudzi epidermalg produkcg kwasu

hialuronowego.

Wykorzystupc podobne zaleenia badano wptyw, aplikowanych do hodowli ludzkich
fibroblastéw substancji, na syntez degradagj kwasu hialuronowego w skorze \étawe;.
Przyspieszenie syntezy glikozaminoglikandéw w hogmhlfibroblastow pobudzajyroksyna
i duze ilosci trojjodotyroniny (56,59). Z kolei Edward i wspzyskali zmniejszenie syntezy
kwasu hialuronowego w skérze po dodaniu do hodbtwdekich fibroblastéw askorbinianiu
(60). Saarni i wsp. identyczny efekt ggicli dodapc do hodowli kortykosteroidy (61).

Potwierdza to zresgiznany od lat negatywny wptyw kortykosteroidow Rarg cztowieka.

2.1.2 Kwas hialuronowy we krwi

W osoczu krwi stwierdza giwysokie sgzenie hialuronianu kdu 10 - 100 ug/l
(10,12). U os6b wsrednim wieku wynosi ondrednio 30 — 40 ug / | (62). &enie kwasu
hialuronowego w osoczu zale od stosunku wielkai naptywu hialuronianu z tkanek
poprzez naczynia limfatyczne do wiedkd usuwania z kgzenia przez komoérki sinusoidalne
watroby (SEC) (62,63). Szacowany okres poOiltrwania $ocau wynosi wg niektorych
badaczy 2 — 5 min (28), wg innych 5 — 6 minut (6@&dyby wstrzykgé zaznaczony
radioaktywnie HA, w kilka minut mina jego obecri@ stwierdz¢ w watrobie, sledzionie,

nerkach i uktadzie limfatycznym (20).

16



Poziom kwasu hialuronowego w osoczu ulega zmiamoaleznosci od procesow
toczcych s¢ w organizmie. Podwszona ilé¢ kwasu hialuronowego we krwi me
wskazyw& na przebieg procesu zapalnego lub chorobowega (®@)jasta ona w trakcie
gwaltownej proliferacji, regeneracji i w procesacaprawczych tkanek (12,31). Znacznie
zwickszone wydzielanie HA z tkanek do krwi i do moczpisano w niezwykle rzadkim
schorzeniu — Werner’'s syndrom (choroba znacznig/spigszajca proces starzeniagsi
organizmu), a tate w przebiegu procesu starzenia(20).

Podwyzszony poziom kwasu hialuronowego w surowicy krwiistdza s¢ rowniez w
takich stanach chorobowych jak: marg&kavatroby, reumatoidalne zapalenie stawow czy

sklerodermia (12).

Wysokie s¢zenia kwasu hialuronowego notowang \8 chorobach wtroby, ktore
prowadz do ostabienia klirensu atrobowego poprzez uszkodzenie komorek sinusoidalnyc
watroby (62). Ocena poziomu kwasu hialuronowego wcesanae w nieinwazyjny sposob
ocent nasilenie zwidknienia wtroby. Avila i wsp. poréwnywali poziom kwasu
hialuronowego ze stopniem zwitoknieniatmby widocznym w badaniu histopatologicznym
u pacjentow z WZWC (65). Poziom kwasu hialuronowdxyb skorelowany z nasileniem
zwtdknienia watroby (w grupie dializowanej z WZWC wynosit 984,8/mL, w grupie z
WZWC 222.3 ng/mL). Podobne wyniki uzyskali Hutcmsowsp. badajc poziom kwasu
hialuronowego w surowicy pacjentéw z WZWC i poroygaugo z bioptatem wiroby (66). U
pacjentow z marskaoig watroby stwierdzili znamiennie wgze s¢zenia HA w poréwnaniu
ze stzeniami HA u pacjentéw bez marskd (382 £ 31 vs 110 = 9 ug/L). Z kolei waéto u
pacjentow ze zwitoknieniem byty istotnie #sgze w poréwnaniu z pacjentami bez zwitoknienia
(179 £ 11 ug/l vs 62 *+ 20 ug/L). Genie kwasu hialuronowego < 60 ug/L wyklucza ob&éno
marskdaci lub znacznego zwtoknienia z wadtty prognostyczg odpowiednio 99 i 93% (66).
Parsian i wsp. u pacjentow z przewleklym zapaleniggiroby uzyskali z koleisrednie
stezenie kwasu hialuronowegogau 113,4 + 59,2 ng / ml) a w w grupie kontrolnep,@ +
10,5 i 46,1 = 10,1 ng/ml , p <0,001) (67). Punktciedia dla kwasu hialuronowego
wykluczapcy zwtoknienie vgtroby wynosit 59,5 ng / ml, natomiast odniajacy tagodne
zwtdknienie od gjzkiego 102.0 ng / ml. Ponadto badacze zaobserwast@tiniowy spadek
stezenia HA po sz&iu miesjcach leczenia, bylo ono jednak nadalzeze nk w grupie
kontrolnej.

Podwyszony poziom kwasu hialuronowego #oby rowniez predyktorem zwioknienia

watroby u dzieci z niealkoholowym stluszczeniemtnoby — najczstsz przewlekh choroly
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watroby u dzieci i mtodzigy (68). Potwierdzaj to réwniez badania innych naukowcow (69-
71). Zbadano rownig ze kwas hialuronowy odzwierciedla toksyczne uszkogzeatroby u
szczurébw (72). George i wsp. podawali szczurom zrZzé kolejnych dni silnie
hepatotoksyczndimetylonitrozoamia (DMN), dzigki czemu uzyskiwali model toksycznego
uszkodzenia gtroby (72). Poziom kwasu hialuronowego w surowicgrastat drugiego dnia,
czwartego dnia osgat maksimum i nagpnie sukcesywnie spadat do poziomu segwego
(choci&z w tkankach wtroby utrzymywat si przez 21 dni). Maksymalny poziom
tradycyjnych wskanikow uszkodzenia giroby - aminotransferaz atrobowych pojawiat si
pézniej, bo dopiero w 7 dniu. W tym czasie pojawiatye ez dopiero zmiany
histopatologiczne wiroby. Kwas hialuronowy jest wt wczesnym markerem toksycznego
uszkodzenia wtroby, jednak jego stenie wzrasta tylko prz&giowo. Gibson i wsp.
udowodnili w swoich badaniactye zmiany sizenia kwasu hialuronowego w surowicy
odzwierciedlag krotkoterminowe polekowe zmiany w perfuzji sindadnej u pacjentow z
alkoholowa chorolp watroby i nadcinieniem wrotnym (63). Seryjny pomiar ¢génia
hialuronianu mee wigc stanowt prostt metod oceny efektow dziatania lekéw wazo

aktywnych na perfugjsinusoidalg.

Coraz weksze znaczenie kwas hialuronowy zyskuje w diagrestylakdw przetyku,
jednego z najestszych powikta alkoholowego zapaleniaatvoby, gdzie pomiarem gtenia

kwasu hialuronowego prébujessdasgpic¢ inwazyjne badania endoskopowe (73).

Kwas hialuronowy mge by rowniez uzupetnieniem markerow biochemicznych u
noworodkow z przediajacs sic zottaczly. Ukarapol i wsp. (74) zbadalte stzenie kwasu
hialuronowego u dzieci z atr@zjirogzétciowych wynositosrednio 514 ng/ml, w poréwnaniu
do 50 ng/ml u dzieci z zapaleniemtwby noworodkow. Stzenie kwasu hialuronowego byto

réwniez znacznie wysze u dzieci z torbielami drégtciowych.

Poziom kwasu hialuronowego w surowicy imoby wykorzystywany zaréwno do
diagnostyki, jak i oceny nasilenia zmian zwyrodmevych w stawach kolanowych (75). W
pracy Inoue i wsp. udowodniono znaca wyzszy poziom kwasu hialuronowego u pacjentéw
z umiarkowanymi i nasilonymi zmianami zwyrodniengwi stawow kolanowych, w
poréwnaniu z grupze zmianami lekkimi (76). W badaniu tym poziom kwaialuronowego
w surowicy skorelowany byt ponadto z bolem odczumanprzez pacjentéw ze stabo i
umiarkowanie nasilonym zwyrodnieniem stawow kolagolw Zbadano rownig ze u

chorych z wysokim wyciowym stzeniem hialuronianu we krwi, cechy progresji choroby
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pojawiap si¢ szybciej (77). Stenie kwasu hialuronowego w surowicy moby tez
potencjalnym markerem zesztywnieggo zapalenia stawowggostupa (45). Durudz i wsp.
wykazali istotr réznice pomiedzy poziomem kwasu hialuronowego w surowicy chorgeh
ZZSK a grup kontrolrg (wynosit on odpowiednio 40,4 (SD = 34,8) ng / n24,9 (SD =
20,2)) (45). Wspotczynnik ten korelowat u tych matpw z ograniczeniem mobilém
rdzenia, stanem zapalnym stawow kiawo — biodrowych oraz wskaikami

laboratoryjnymi stanu zapalnego.

W sklerodermii obserwuje gipodwyzszony poziom kwasu hialuronowego, ktory
koreluje z catzkoscia choroby. Choroba charakteryzuje¢ szaburzeniem odkiadania
sktadnikdw macierzy zewgtrzkomorkowej, ktére odpowiada wczesnym etapom rgjajsk
ran, gdzie dochodzi do odkitadania kwasu hialurorowglagenu, w wyniku czego powstaje
blizna. W badaniach Neudeckera i wsp. (78) poziamadu hialuronowego we wczesnym
stadium twardziny byt znagzo podwyszony, w poréwnaniu ze stadiamizpdejszymi oraz
grupg kontrolrg. Natomiast poziom aktywsoi Hyal-1 byt prawidtowy u pacjentéw we
wczesnym stadium choroby (podobny do aktysenav grupie kontrolnej), z kolei obiat si
w p&niejszych etapach choroby, spadajnawet pordej wartgci w grupie kontrolne;.
Spadek Hyal-1 odzwiercidla prawdopodobnie zmnigjez@®brotéw kwasu hialuronowego.
Yoshizaki i wsp. obserwowali nie tylko podwszony poziom kwasu hialuronowego w
surowicy pacjentow ze sklerodegnale réwnie zwickszona ekspreskwasu hialuronowego

w skorze u tych pacjentéw (79).

Poziom kwasu hialuronowego oeréwnie: wzrasté w trakcie inwazji nowotworu i
tworzenia przerzutéw. Podwsgzony poziom kwasu hialuronowego stwierdzono wei krw
pacjentow z rakiem ptaskonabtonkowym jamy ustn@).(&ing i wsp. wykazali znageo
wyzszy poziom kwasu hialuronowego w surowicy krwi eatpw z rakiem jamy ustnej w
poréwnaniu z pacjentami z guzami tagodnymi lub @aigmi zdrowymi (81). Waszy
poziom byt rownie¢ w stadium 1l i IV choroby w poréwnaniu do stadium II, z kolei
poziom ten obriat sk po leczeniu. Zmiany te jednak nie byty istotneylicprzydatna¢
kwasu hialuronowego jako markera w Kklinicznej oeermaawansowania choroby oraz
monitorowaniu leczenia jest ograniczona. Pozbzpne sizenie kwasu hialuronowego w
surowicy obserwowano rowniew raku endometrium w poréwnaniu do grupy kontrplne
(82). Poziom ten wzrastat wraz ze gzkgzaniem gibokasci inwazji myometrium, stopniem
histopatologicznym oraz zZgjiem naczy limfatycznych. Ponadto w badaniu sprawdzano

immunohistochemicznie ekspregyntaz hialuronianu. §tenie hialuronianu byto wygze w
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grupie HAS-1 dodatniej niujemnej, podczas gdy ekspresja HAS2 i HAS3 nidamigtywu
na stzenie kwasu hialuronowego. Takie nowotwory jak guzinWa i megdzybtoniak,
produkup czynniki, ktore aktywuj syntez hialuronianu i zwgkszap jego stzenie w

surowicy (62).

W kolejnym badaniu udowodniono zwgek podwyszonego poziomu kwasu
hialuronowego w osoczu, z rmavoscig tworzenia kgzenia obocznego u pacjentow z
choroly wiencowy serca (83). Stenie kwasu hialuronowego u pacjentéw z prawidtow
koronorografy, ponad 75% stengz bez rozwingtego kgzenia obocznego oraz z takam
stenoz i dobrze rozwingtym krazeniem obocznym wynosito odpowiednio 43,71 + 2,91,
61,77 + 4,10, a 131,97 = 11,76 ng/ml. Rozwd&jzknia obocznego przy podwuszonym
poziomie kwasu hialuronowego w osoczu, z@dy zwigzany z faktem,ze HA mae

promowd& angiogenegi arteriogeneg

Poziom kwasu hialuronowego w osoczu jest padagny réwnie u oséb z
idiopatycznym nadénieniem ptucnym (84). W badaniach Aytekin i wsp4)&soczowe
stezenie kwasu hialuronowego w tej chorobie wynositd 3% / ml + 80, podczas gdy w
grupie kontrolnej zaledwie 28 ng / ml £ 9. Ponadubowodnili oni, ze komorki mésni
gtadkich ttnicy ptucnej pochodicej z ptuc z idiopatycznym nadoieniem ptucnym
produkup wiecej kwasu hialuronowego w poréwnaniu z grdgntrolrg. Wiagze sk to z
wyzszym tkankowym poziomem kwasu hialuronowego ickazeniem wjzania komorek
zapalnych. Sugeruje to rokwasu hialuronowego w przebudowie i rozwoju staapalnego
w idiopatycznym nadénieniu ptucnym. Koncepg¢jta potwierdzono w kolejnych badaniach,
w ktérych udowodniono zwkszory ekspresj gendéw syntazy hialuronianowej 1 przy
zmniejszonej ekspresji gendw hialuronoglikozamirida, a wec przesungcie metabolizmu
kwasu hialuronowego na korgy akumulacji, co mge regulowa przebudow naczy w

idiopatycznym nadsénieniu ptucnym (85).

Kwas hialuronowy mge by réwniez markerem angiopatii cukrzycowej (86).
Nagromadzenie hialuronianu woko6t komérelesni gtadkich w zmianach miazycowych u
chorych na cukrzyg sugeruje,ze biatko to odgrywa wang role w rozwoju angiopatii
cukrzycowej. W badaniach Mine i wsp. (86}z&nia kwasu hialuronowego w surowicy u
chorych na cukrzyg byly istotnie wysze w porownaniu ze ¢gieniami u 0séb zdrowych
(odpowiednio 83,6 = 5,6 ng/ml i 41,7 £ 12 ng/mlpriadto udowodnilize stzenie kwasu
hialuronowego w surowicy os6b chorych na cukezkorelowato ze gteniem glukozy na
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czczo, hemoglobinglikolizowary (HbAlc), albumig glikolizowary (GA), trojglicerydami,
a take z BMI, hs-CRP i biatkiemdaacym chemoatraktantem monocytow (MCP-1). Mgle
podkreli¢, ze stzenie kwasu hialuronowego byto wgze u pacjentow z cukrzypowiktarg

niz u 0sob bez takich powikia

W sepsie podwiszony poziom kwasu hialuronowego jest markeremaztegowania
(28).

Prowadzone g badania nad rgl kwasu hialuronowego w udarze niedokrwiennym
mozgu. W jego ostrej fazie dochodzi do rozpadu kmi@aluronowego na niskoggteczkowy
kwas hialuronowy (3—10 disacharyddéw) (87). Wzrastdoikcji LMWHA wkrétce po udarze
moze by szkodliwy, ze wzgidu na wzmocnienie reakcji zapalnej. Jednégizeaktywacja
szlakéw sygnalizacyjnych w neuronach oraz stymutoevangiogenezy i rewaskularyzaciji
przez HA i LMWHA, mae mi€ wpltyw na remodeling tkanki oltej udarem. Tak wc
znacace zmiany w ekspresji enzyméw odpowiedzialnych yate: i degradag kwasu
hialuronowego oraz aktywacja receptoréw kwasu hislawego odzwierciedla przebudew
tkanek po udarze.

Stgzenie kwasu hialuronowego oznaczone megtoddiometrycza w surowicy
chorych z fibromialgi, bylo wyranie wyzsze w poréwnaniu z poziomem kwasu
hialuronowego w surowicy oséb zdrowych i chorych reamatoidalne zapalenie stawow
(odpowiednio 420 + 26; 41 + 8,7; 113 + 15,9) (8Badacze stwierdzilize poziom kwasu
hialuronowego w surowicy nmie by laboratoryjnym markerem rozpoznania fibro mialgii
(88). Jednak inni naukowcy obalil teork, nie stwierdzajc korelacji pomgdzy poziomem

kwasu hialuronowego w surowicy a nasileniem objaviibnomialgii (89-91).

Poziom kwasu hialuronowego obaist z kolei podczas procesuzricowania s
komoérek . Dochodzi wéwczas do jego degradacji ptaetironidaz i wydalenia kwasu z
organizmu (31). Obrony poziom kwasu hialuronowego w osoczu obserwow@hniez
Neudecker i wsp. u pacjentow poddawanych laparaskep resekcji jelita grubego w
stosunku do pacjentow u ktérych zastosowano konjealy zabieg operacyjny (wynosit
on odpowiednio 28,6 oraz 17,9 IU/ml) (92). Przy dayskopii interakcje poraizy
hialuronianem a fibrynogenem mpdoy¢ stabsze, przez co dochodzi do zmniejszenia
polimeryzacji fibryny. Zabiegi laparoskopowe mogy ten sposéb prowadzido obnkenia
ryzyka zakrzepicyyt gtebokich.
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W licznych publikacjach wykazano rowaie ze poziom kgzagcego kwasu
hialuronowego wzrasta po spaiu positkbw zaréwno u os6b zdrowych (93), jak i u
pacjentow z przewlektymi chorobamiagtsoby (94,95). W 2005 roku Fraser i wsp. badali
wptyw réznych pokarmow i ptyndw na poziom kwasu hialuronoweg osoczu oraz starali
si¢ okresli¢c mechanizmy ktore nim kierj(96). Po spayciu przez zdrowych ochotnikow
positkdw testowych oraz roztworu glukozy o podobwejrtaici energetycznej, iké kwasu
hialuronowego w osoczu wzrosta 1,7 — 13 razy w woahiu do poziomu na czczo.
Szczytowe wartci obserwowano u wkszaci badanych 45 — 90 minut po sgoiu positku,

a u ponad potowy badanych ggicty one poziom mogey sugerowé zwidknienie lub
marskaé¢ watroby. Poziom kwasu hialuronowego wrécit ughszasci badanych do warfoi
wyjsciowych w przecigu 2 godzin. Akt jedzenia, czyli potykanie i zawana z nim praca
miesni nie miata wptywu na sgkenie kwasu hialuronowego we krwi (poziom kwasu
hialuronowego nie zmieniategiv trakcie pierwszych 15 minut). Nie zmienia¢ sdwniez po

stymulacji motoryki przewodu pokarmowego metoklaopidem.

Fizjologiczne skutkizywienia wynikaj ze wzrostu przeptywu krwi przez ggenie
trzewne i wrotne (96), co mogtoby potencjalnie wydy na obnienie poziomu kwasu
hialuronowego w osoczu. dwe wczéniejszych, niepublikowanych badaniach (Gibson P.
R.) wykazano za pomecpomiaru przeptywow Dopplerowskiclze tluszczowy positek
doprowadza do zwkszenia przeptywu krwi w geniu wrotnym o 140 — 200%. Mechanizm
ten jednak pozostaje w cieniu mobilizacji kwasullr@nowego zesciany jelita, bowiem
przemieszczenie hialuronianu z tkanek przewodu mo&aego jest wiksze ni wzrost
klirensu wynikajcy ze zwekszonego przeptywu krwi wrotnej. Szybki wzrost moru kwasu
hialuronowego w osoczu po speiu positkow wskazuje na pochodzenie HA z wczebnyc
zrédel, prawdopodobnie z przewodu pokarmowego,zguykluzowkowe warstwysciany
zotadka i jelit g bogate w kwas hialuronowy (95). Ta niewielka pulgjatkowo mobilnego
kwasu hialuronowego jest transportowana z tkanekrdooobiegu za pgednictwem limfy
(97). Podwyszony strumig ptynu tkankowego niezilny do przemieszczenia hialuroninu
tkankowego do naczychtonnych najlepiej wygmic¢ rozszerzeniem nacaykrwionasnych w
odpowiedzi na spgcie skladnikow odywczych i nasfpowy wzrost jelitowego przeptywu
limfy. Efekt rozszerzenia nacéykrwionosnych mae by wzmocniony przez wzrost

motoryki przewodu pokarmowego.

Wzrost poziomu kwasu hialuronowego w osoczu pagga positkow jest podobny

do wzrostu wynikajcego z intensywnycliwiczen fizycznych (96) u oséb zdrowych, gdzie
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ilos¢ kwasu hialuronowego po wysitku podwaja sv stosunku do pomiaréw w trakcie
odpoczynku (98), z rownoczesnym zmniejszeniem pyaepkrwi trzewnej. Poziom HA w
osoczu wzrasta po wysitku (98), prawdopodobnie giéwee wzgldu na przesuncie HA z
tkanek obwodowych przez ruchfazyn i zwigkszenie przeptywu limfy (99). Oznacza i,

poziom we krwi nie powinien ldymierzony po intensywnyatwiczeniach.

Poziom kwasu hialuronowego w 0soczu u pacjentovog@acych przez co najmniej
5 godzin na czczo i odpoczywaych przez 30 minut przed pobraniem krwi, byt zmaez
ponizej sredniej w poréwnaniu z identycznym testem u osoktomych probki krwi pobrano
w wiekszdaci (100) lub wyhcznie przed potudniem (101). Zmiertavynikow w kolejnych

dniach pobierania krwi w identycznych warunkachahylewielka (96).

Criscione i wsp. (102) mierzyli poziom kwasu hi@lnowego w surowicy pacjentow z
choroly zwyrodnieniowy stawow kolanowych przed wstaniem zzKa, po godzinie, 4
godzinach czynniei porannych ze zjedzenieimiadania wdcznie oraz po dniu normalnej
aktywnaci. Wzrost poziomu kwasu hialuronowego po aktygandizycznej i po spayciu
positku u pacjentow z RZS udowodniona juczeniej (102). Criscione i wsp. (102) podobne
wyniki uzyskali u pacjentow z chorebzwyrodnieniowy stawéw kolanowych. Poniewa
stezenie kwasu hialuronowego wzrosto najbardziej wwséaej godzinie po wstaniu zAka, a
w p&niejszych godzinach nie obserwowamadnych istotnych zmian fenia, autorzy
sugeruy, ze probki krwi do badapowinny by pobierane co najmniej godzipo wstaniu z

t6zka i wykonaniu czynn&ei porannych (102).

2.1.2.1 Kwas hialuronowy we krwi oséb starzejych si

llos¢ kwasu hialuronowego we krwi wzrasta wraz z wiekiem badaniu Kuanik-
Trochy i wsp. wykazanoze w przebiegu procesu starzenia dochodzi dog¢pogtego
wzrostu s¢zenia kwasu hialuronowego w osoczu krwi (103). Wiztes jest nieznaczny i
postpuje stopniowo od kira pierwszej dekadiycia. Do najwgkszego wzrostu stenia HA
w osoczu krwi dochodzi w wieku 31 — 40 lat (dekddq oraz 51 — 60 lat (dekada VI).
Potwierdzaj to badania Lindqgvist’a i Laurent’a, ktére wykézsstotny statystycznie wzrost
stezenia kwasu hialuronowego we krwi z&any z wiekiem, ale rozpoczynay sk dopiero z
koncem drugiej dekadyycia (101).Mozliwe, ze szeroki zakres waa referencyjnych (O,

01 -0, 1 mg /1) odzwierciedla fizjologiczne, z&@ne z procesem starzenia, zmiagyestia
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kwasu hialuronowego we krwi. Na wzrost poziomu kwasaluronowego we krwi wptywa
zwigzane z wiekiem zwkszenie jego degradacji na drodze zaréwno enzymagygak i
nieenzymatycznej. Drobnoggteczkowe produkty degradacji tkankowej, anych masach i
formach zwizku, przenikaj przez system nac#ylimfatycznych do krwioobiegu, twoge
osoczowy pule tego zwizku (101,104) Dodatkowym czynnikiem wptywagym na wzrost
kumulacji drobnocazsteczkowego kwasu hialuronowego w osoczu krwi, zendoy
postpujace wraz z wiekiem uptedzenie czynnii watroby (105), w ktérej to w gtdwnej
mierze dochodzi do katabolizowania kwasu hialuroegev(w mniejszym stopniu taé& w

nerkach Kledzionie).

2.2 Biogeneza kwasu hialuronowego

2.2.1 Synteza kwasu hialuronowego

Synteza kwasu hialuronowego zostataz juniejednokrotnie opisana, jednak jej
szczegOly wajz nie zostaly do kica odkryte (12). Biosynteza kwasu hialuronowegauzep
masie czsteczkowej (23) zachodzi na weytnzne] powierzchni btony plazmatycznej
komoérek bakteryjnych i eukariotycznych (26,106,10Ratalizup ja przezblonowe biatka
enzymatyczne - syntazy hialuronianowe. Te glikorglasferazy u ssakow stanawgrups
trzech enzyméw: HAS-1, HAS-2 i HAS-3. Enzymy te dbwane s z dwdch
enzymatycznych sktadnikow. Pierwszy z nich katgéizteakcg transglikozylacji kwasu D-
glukuronowego (GIcA), z kolei drugi - N-acetylo -ddukozoaminy (GIcNAc). Przytzap
one naprzemiennie, do redukcggo kaca wzrastajcego tacucha hialuronianu,
podjednostki monosacharydowe z $disvych nukleotydowych prekursoréw, tj. UDP-GICA i
UDP-GIcNAc (26,108). tacuch HA wzrasta po wewitrznej (cytoplazmatycznej) stronie
btony komorkowej. Nieredukagy koniec tacucha ulega translokacji na zestnz btony
komdrkowej, a jego synteza jest w dalszymguai kontynuowana (109). Mechanizm ten
umazliwia biosyntez niezwykle dtugich polimeréw hialuronianu. Ich masasteczkowa
bywa nawet rzdu 10 Da. Ponadto mechanizm ten doprowadza do wytwaazpriez HA
okotokomorkowej otoczki, dzki czemu mae on spetiafunkcje antyoksydacyjne, twae

ponadto okotokomorkowgodowisko o p@agdanym stopniu uwodnienia (14,109,110).
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Funkcje HAS nie g jeszcze dokladnie poznane i wicistanows przedmiot licznych
bada (106). Wiadomoze od rodzaju izomeru HAS zale dtugas¢ polimeru HA (16,108).
Izomery HAS-1 i HAS-3 katalizgjbiosyntez polimeréw HA o mniejszej dtugei tancucha.
Masa casteczkowa produktow HAS-1 i HAS-3 jestdz odpowiednio 2x10i 2x1¢ Da. Z
kolei masa czsteczkowa produktow HAS-2 przekracza znaoz2x16 Da (111). Ponadto
wykazano,ze poszczegolne izoenzymy HAS zzm§ szybkdacig prowadz do wydtwania
powstagcego biopolimeru HA. Najszybciejfauchy HA g syntetyzowane przez HAS-1, a
najwolniej przez HAS-3 (106). Nalg rowniez wspomnié, ze czsteczki hialuronianu o
matej masie cgsteczkowe) efektywniej aktywsjprocesy wewstrzkomaorkowej transdukcji
sygnatow (poprzez hialadheryny powierzchni komprek poréwnaniu z cgsteczkami o
wicksze] masie. Syntezy hialuronowe hiowi¢gc pcaredni udziat w modulowaniu

funkcjonowania komorki (16).

2.2.2 Degradacja kwasu hialuronowego

Syntezie kwasu hialuronowego towarzyszygi jego degradacja. Katabolizm
hialuronianu przebiega w poszczegdélnych tkankaaamizmu z réng szybkdcig. Czas
pottrwania HA we krwi wynosi zaledwie 2,5-5,5 mit2), a w skorze ok. 12 godzin. Dhre
okresy poftrwania ma m. in. chystka (1-3 tyg) i ciato szkliste oka (70 dni) (16)1111).
Tammi i wsp. wykazali,ze 1/3 hialuronianu jest kdego dnia usuwana z organizmu i
zastpowana czsteczkami nowozsynetyzowanymi (16). ¢& HA jest degradowana w
tkance - miejscu jego syntezy i wysbwania, pozostata ¢ jest transportowana lirpfdo

weztow chtonnych i tu ulega eliminaciji.

Obecnaé¢ kwasu hialuronowego w limfie potwierdzae drena limfatyczny jest
waznym elementem szlaku katabolicznego (16,39). Usiavdimfatyczne reprezentuje
jednak jedynie <1% katabolicznej przemiany kwasalumonowego (23). Armstrong i wsp.
(23) wykazali niskie dzienne usuwanie hialuroniarel skory przez chlork Strumie
limfatyczny ze skéry wynosit 0,6g - W' - g suchej masy, co odpowiada 14g - 24 h' - g
suchej masy. Wartai¢ ta reprezentuje < 0,6% zawastdtkanki. Na podstawie pomiaréw
zawartgci kwasu hialuronowego w chionce skéry i tkankadlazoszybkiego usuwania
podskoérnie wstrzykgiego HA o niskiej masie g@gteczkowej, Reed i wsp. (112)

zaroponowalize w przestrzeni pozanaczyniowej zawatgealwie odebne pule hialuronianu.
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Jedna pula reprezentuje ostatnio zsyntetyzowanys kialuronowy dajczony do macierzy,
natomiast pozostata pula reprezentuje hialuroniawolniony z matrix i usuwany przez
naczynia limfatyczne. Zwkszenie przeptywu hialuronianu w limfie, zkszy obroty wolnej
puli bez wptywu na pgl zwigzarg. Jednak w nowszym badaniu (113), poddali ytphiwosé
znaczenie tego wniosku, poniemaskanik usuwania oznaczonego kwasu hialuronowego o
wysokiej masie cpteczkowej po wstrzyketiu podskérnym nie zwkszyt st podczas

zwickszenie strumienia limfy.

Tkankowa degradacja kwasu hialuronowego zachodzeedar wszystkim
wewnmngtrzkomorkowo w obgbie lizosoméw, pod wplywem hialuronidazy oraz
egzoglikozydaz, takich jal3-glukuronidaza czy heksozoaminidaza (14,23). Entbzey
hialuronianu przez keratynocyty i fibroblasty realivana jest za goednictwem receptorow
CD44. Mediowan receptorami endocytezhialuronianu badano w #dych systemach
hodowlanych (16,114). Tammi i wsp. (16,114) wykazae hodowlane keratynocyty
zinternalizowatly nowo zsyntetyzowany kwas hialunagpktory prawdopodobnie byt HA o
wysokiej masie cgsteczkowej. Okazalo gijednak, ze wiekszas¢ wewmntrzkomérkowego
hialuronianu znajdowatagive wczesnych endosomach i miata niskag czasteczkow, co
sugeruje ich agciowy rozktad przed wégiem do lizosoméw. Ponadto zbadaue, typ 2
hialuronidazy (Hyal 2), zwgzany jest z powierzchgibton komérkowych (115). Pomimae
enzym ten wykazuje optymajraktywnaé¢ w niskim pH, zmiany podczas endocytozy rpog
zwicksz& jego aktywné¢, tworzmc niewielky ilos¢ pofragmentowanego kwasu
hialuronowego. Wynika z tego,ze wewntrzkomérkowa degradacja hialuronianu
poprzedzona jest degradacpozakomorkow kwasu hialuronowego (na powierzchni
komorki) do fragmentow tnigcych s¢ miedzy sola diugascia | masy czasteczkowy (29).
Fragmenty kwasu hialuronowego uwalniane do przesirzewntrzkomérkowej mog
reprezentowamalk, mobilrg pule kwasu hialuronowego o niskiej masiessteczkowej, ktéra
pojawia s¢ w chionce. Degradacja pozakomorkowa katalizowasa pozakomadrkowymi
hialuronidazami lub dziataniem reaktywnych forrmtig RFT) (16). W organizmie cztowieka
wystepuje pi¢ typéw hialuronidaz (HYAL) (6,16): HYAL 1, HYAL 2HYAL 3, HYAL 4 |
PH 20 (6). HYAL 1 — wysfpuje gtdwnie w lizosomach, a tak w ptynach ustrojowych.
HYAL 2 - umiejscowiona jest gtdwnie w lizosomach,igwe st takze poprzez
glikozylofosfatydyloinozytol (GPI) z powierzchjmkomorek. HYAL 3 wystpuje gtownie w
jadrze i szpiku kostnym. HYAL 4 mma znale¢ w tozysku i komodrkach mgini
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szkieletowych. PH 20, zwzana jest poprzez GPI z powierzchplemnikow (przypisuje si
jej role w procesie zaptodnienia).

Hialuronidazy wykazuj najwicksza aktywnaé¢ w kwasnym pH, jedynie izoenzym PH
20 wykazuje aktywn& réwniez w pH obogtnym (6).

Nalezy rowniez wspomnié o hialuronidazach pochodzenia bakteryjnego. Bime
udziat w rozprzestrzenianiu bakterii w @bre macierzy pozakomérkowej (111). Nie
wiadomo jednak, czy produkty degradacji HA pochauzebakteryjnego (disacharydy) s
zdolne do odpowiedzi immunologicznej oraz aktywaecficeséw sygnalizacyjnych, podobnie
jak drobnoczsteczkowe fragmenty HA, powstate pod wptywem hiahilaz ssakéw (heksa-
I oktasacharydy) (111). Wiadomo jednaile fragmenty mniejsze hisz&ciocukrowe nie
generug transdukcji sygnatdw, z czego wynikatobye hialuronidazy bakteryjneas

pozbawione wspomnianej wgj aktywndci (15,117).

W katabolizmie HA przebiegggego w wztach chtonnych uczestnigzreceptory
LYVE i HARE (FEEL-2, stabilny 2). Receptor HARE wypuje nie tylko na powierzchni
komorek srodbtonka limfatycznego, ale rowriena powierzchnirédbtonkowych komérek
naczy\ zatokowych wtroby, $ledziony oraz na powierzchni komorek mezenchymadinyc
zastawek serca i komorek nabtonkowych rogowki, eokr brodawek nerkowych,

jajowodéw (16).

Kwas hialuronowy, ktory nie ulegt rozteniu w tkance / weztach chtonnych dostaje
sig drog limfatyczry do kmzenia ogoélnego (96,97) i jest usuwany przez komorki
srodbtonkowe nacay zatokowych wtroby (116). Komorki srodbtonka zatok wtroby
pozbywaj sie HA, za pdrednictwem receptorowego wychwytu i katabolizmukli@ens

osoczowego HA jest bezgrednio zwizany z wielkdcig przeptywu osocza w atrobie (96).

Ponadto niewielka ik& HA jest usuwana z ustroju przez nerki (16,104).

2.2.3 Bialka wiazace kwas hialuronowy

Kwas hialuronowy wchodzi w interakcje ze swoistybiatkami wizacymi tzw.
hialadherynami (hialektanami, hialektynami). Hidlad/nami tkankowymi g zar6éwno
proteoglikany, tworace kompleksy PG - HA, jak i stabilizige te kompleksy biatka wiace
(link proteins) (118,119).
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Dobrze znane g nastpujace hialadheryny tkankowe: agrekan, wersikan,
hialuronektyna, brewikan, neurokan oraz TSG-6. Rgrewystpuje w tkance chestne,.
Agrekan i biatko wazace hczg sie z HA za pomog oddziatywa niekowalencyjnych twoex
agregaty proteoglikanowe (PG) (16,108). Komplelesgdgrywaq ogromr role w tworzeniu
i stabilizacji pozakomorkowej macierzy chsiki, nadag jej wtasciwosci wiskoelastyczne i
umazliwiajg przekazywanie znacznych ofgaen (120). Wersikan wysgpuje w skoérze, z kolei
hialuronektyna, brewikan oraz neurokan wpsija w tkance nerwowej (110,118,120). TSG-
6, bedacy biatkowym produktem genu 6 stymulowanego TNFdmglany jest w odpowiedzi
na bodce zapalne. Uczestniczy on w regulacji migracjikteytow oraz w procesach

.rfemodelingu” macierzy (14).

Ponadto istnieje wiele hialadheryn powierzchni koek, ktore 8 powierzchniowymi
receptorami komoérek macierzy pozakomorkowej. Icleonigi¢ wskazuje na bezgcedni
udziat hialuronianu w regulacji mobiléa komorek oraz proceséw inwazji i proliferacji {16
Receptory te zazwyczaj yig zarowno wielko jak i drobnogsteczkowe fragmenty HA.
Jednake fragmentacja HA nasila jego zdoddodo aktywowania szlakéw przekazywania
sygnatow (16). Najcgciej opisywane § nastpujace hialadheryny powierzchni komorek:
CD44, RHAMM, ICAM-1, LYVE-1, LEC, receptory typu ,OLL”. Najwazniejsz
hialadheryg powierzchni komérek jest transmembranowa glikagiret CD44, wysipujaca
na powierzchni wikszaci komorek (14). W zaleosci od izoformy tej hialadheryny spetnia
ona rozmaite funkcje (120). Fredniczy ona w pobudzaniu proceséw migracji, agrgga
adhezji i proliferacji komorkowej, w angiogenezig, przekazywaniu sygnatow na szlaku
macierz — komoérka i komérka — macierz, aztakw internalizacji i degradacji HA
(29,110,117). Kolejna hialadheryna powierzchni koehkd— RHAMM - wigze HA w duo
mniejszym stopniu. Wyspuje w wielu izoformach. Zeli umiejscowiona jest na powierzchni
komoérki okrélana jest mianem receptora CD168. Ponadto chayalyezne dla niej jest
umiejscowienie wewgirzkomorkowe: w cytosolu, w obloie cytoszkieletu, oraz wagirze
(110). Pdredniczy ona w migracji i proliferacji komorek prahowych oraz nowotworowych
(29). Bedaca receptorem wewgtrzkomorkowym - hialadheryna ICAM-1 (receptor CD54)
jest medzykomorkowy czasteczlg adhezyja, odpowiadajca za pdredniczenie w aktywacii
proceséw zapalnych (19,110). LYVE-1 jest hialadheryumiejscowion wytacznie na
powierzchni komérekrodbtonka limfatycznego. Uczestniczy w procesachra@acji HA, w
procesach transportu HA z tkanek do limfy i w preeevaniu GAG receptorom CD44
leukocytow, z nagpowym nasilaniem transmigracji tych komorek do §mfL17)(120).
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Hialadheryna LEC umiejscowiona jest na powierzcéndidbtonkowych komorek nacay
zatokowych witroby (118) i odpowiada za klirens hialuronianurzzknia. Na chwi obecn
opisano 10 izoform receptoréw typu ,TOLL", ktére zaéstnicz w pobudzaniu ekspresji
interleukiny 8. Ponadto odgrywsapne rot w rozpoznawaniu bakteryjnych produktow, takich
jak lipopolisacharyd czy flagellina, w rozpoznawansktadnikow sciany komdrkowej
drozdzy, takich jak zymosan, w rozpoznawaniu wirusoweddARoraz maj swop role w
patogenezie nowotworéw (110,117). lzoforma TOLL4ddzalywapc z kwasem
hialuronowym, aktywuje faz zapalm procesu gojenia, nasij@ biosyntez cytokin

prozapalnych (121).

W ustroju wystpuja rowniez hialadheryny umiejscowione wewtrzkomorkowo
(122). § to: wewntrzkomorkowa izoforma receptora RHAMM, receptor CIIC receptor
P-32 (HABP-1) i receptor IHABP4. Receptor CDC37 estniczy w regulacji cyklu
komdrkowego, a tale w regulacji aktywn&ci komoérkowych kinaz. Receptorowi P-32
(HABP-1) przypisuje si role w transdukcji sygnatu komérkowego i prawdopodobwie
interakcjach gdro - mitochondria. Z kolei receptor IHABP4 uczesty prawdopodobnie w
wewngtrzkomorkowym przekanictwie sygnatow (24,122).

Ponadto makrogateczki kwasu hialuronowego mpgréwniez oddziatywa z,
obecnymi w macierzy pozakomoérkowej tkanek zwjeyzh, glikoproteinami, takimi jak

fibronektyna, laminina oraz z biatkami widknistymkolagenem i elastyn(120).

W interakcji hialuronianu z powierzchinkomorek biog udziat nie tylko hialadheryny
(14). HA mae by takze ,zwigzany” z powierzchmi komoérki poprzez transmembrangw

interakcg z syntazami haluronianowymi (HAS).

2.3 Aktywnosé biologiczna kwasu hialuronowego

Aktywnos¢ biologiczna hialuronianu w organizmie zateod dtugdci jego tacucha.
Gtoéwng funkcijg polianionu kwasu hialuronowego jest utrzymanielldtiralnej integralngi
przestrzeni pozakomorkowej tkanek. Natadowane ujenticuchy glikozaminoglikanow
odpychag sig, dziatapc na ksztalt elastycznych spyn. Dodatkowo maj zdolngé
zatrzymywania wody i asocjacji z pozostatymi ski&dmi tkanki hcznej. Woda wjzana jest
w polisacharydowej sieci, ztonej z kwasu hialuronowego i proteoglikanéw, co pduje
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wysoka oporng¢ tkankows na przeptyw wody (1,28). Dgki tym wiasciwosciom kwas
hialuronowy i pozostate glikozaminoglikany odpovagd za integralné¢ substancji
migdzykomadrkowej tkanki, nadajjej spezystas¢ i elastycznéé (18). Polisacharydowa sie
wigze rownie: niskoczsteczkowe jony, speinigg funkcje buforu osmotycznego (1). Kwas
hialuronowy ma rownie za zadanie utrzymywahomeostag przestrzeni pozakomorkowej,
ponadto stanowi zb dla komorkowej migracji, enicowania i proliferacji w tej przestrzeni
(15,109,117). Procesy rozpoznania, proliferacjiokdmocji komoérek zachodzpoprzez
swoisy dla hialuronianu grup receptorow CD44 (1,28). Ponadto uwaask, ze HA
wystepujacy w bezpérednim otoczeniu komorek, me prowadzi do modyfikacji syntezy
innych GAG i wptywd& na ich wydzielanie (18). HA tworzy zeagregaty z niektérymi PG,
przede wszystkim z PG clastki — agrekanami (1,9).

Ponadto kwas hialuronowy bierze udziat w koagulagjgze st z fibrynogenem,

przyspiesza tworzenie fibryny, wzmacnia powstatgkmik, wigze czynnik ptytkowy 4 (1).

W skdrze hialuronian, stanoyei znaczp czgs¢ przestrzeni pozakomaérkowej, wptywa
na wilgotna¢, struktue i sprezystas¢ skory. Decyduje rownieo stanie wilgotnéci naskorka.
Przestrzenie mdzy komdérkami naskérka bogate w hialuronian, ktory wyeiga wod ze
skory wiaciwej. Dzigki lipidom bariery wodnolipidowej woda ta pozostayenaskorku i nie
przecieka poza warstwkomorek ziarnistych naskorka (12). Ponadto hialieo zapewnia
transport jonow i sktadnikow agiwczych w skérze (123). Kwas hialuronowy kontroluje
uwodnienie skory rowniew okresie ontogenezy oraz w rozmaitych stanacbl@gitznych
m. in. w procesach zapalnych. Co ama, kwas hialuronowy podobnie jak inne
glikozaminoglikany, bierze udziat w procesach fibgenezy, gtéwnie w stabilizacji wtdkien
kolagenowych (54). Odgrywa wi prawdopodobnie rel w formowaniu tkanek oraz

orientacji przestrzennej komorek i wg] wymienionych biatek witdknistych(1)(28).

Makroczsteczka hialuronianiu tworzy roztwory oz lepkdci i elastycznéci, ktére
stanowy fizjologiczny ,smar” dla powierzchni stawowych ioghewek sciegnistych
(4,16,28,108). W nerkach spelniajone funkcg buforu osmotycznego (14). Sie

weglowodanowa wjze wod i niskoczsteczkowe jony (1,28).

Masa czsteczkowa kwasu hialuronowego jest polidyspersygagli niejednorodna i
zalezy od liczby powtarzagcych s¢ w tancuchu jednostek dwusacharydowych (23). Funkcje

biologiczne hialuronianu, zalg od dtugdci jego fragmentow oraz ich masy czasteczkowej.
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Hialuronian o duej masie czsteczkowej (HMWHA - high — molecular — weight HA)
i natywnych, nierozgakionych facuchach, posiada zdokto hamowania proceséw
proliferacji i migracji, wykazujc dziatanie antyangiogenne, przeciwzapalne (1,2308i
immunosupresyjne (124). Ponadto bierze udziat wweskacji reaktywnych form tlenu,
dzieki czemu zaliczany jest do zywkéw zwanych wymiataczami wolnych rodnikow i
zwigzkami detoksy kujcymi (29,104,111,117). Odgrywa rOwnieole w pozanaczyniowej
dystrybucji biatek osocza (104,111,117). Regulatjansportu bialek osoczowych w
tkankach, zalea jest od sieci polisacharydowej zboej z HA i PG. Wspomniana sie
posiada zdoln@& sferycznego wykluczania idych czsteczek w zaleosci od ich
rozmiaréw. Widciwos¢ ta ma réwnie znaczenie w ochronie tkanek przed penegribakterii,

grzybow i wirusow (1,28).

Krotsze, drobnoegteczkowe fragmenty hialuronianu (low — moleculaweight HA

czyli LMWHA) spetniag w organizmie nagpujace funkcje:

- indukup w komarkachsrodbtonkowych, nabtonkowych, dendrytycznych, w diblastach i
makrofagach, ekspresgendéw zapalnych, z ngpbwg ekspresj chemokin, takich jak MIP-
la, MIP-13, KC, RANTES, MCP-1, IL-8, biatko 10 indukowane INBraz z naspows
ekspresgj cytokin, takich jak IL-12 czy TNFet (117,124); indukowanie i zwkszenie stanu
zapalnego nagbuje przez Toll — like receptor 4 (TLR - 4) (125),

- zapocatkowuja biosyntez enzymow degradegych macierz: metaloproteinaz,
- aktywup biosyntez syntazy tlenku azotu (iNOS) oraz inhibitora 1 akayora (17),

- stymulup procesy komorkowej migracii, proliferacji i dojmania, wykazujc rowniez
dziatanie proangiogenne (23,29,110) — powgdppwstawanie rury z hodowli komorek

srodbtonka poprzez wranie s do receptora CD44 (23).

Kwas hialuronowy o wielkéi 1,3 kilodaltonéw wykazuje dziatanie bakteriogtaine
(10). Dzkki dezaktywacji hialuronidaz, zwalcza stany zapaimgwotane przez bakterie
produkupce te enzymy (10). Zapobiega infekcjom drobnouétvojchorobotwérczych
poprzez regulagj przepuszczalrkoi komorkowej i redukowanie  nadmiernej

przepuszczalnei naczyr wiosowatych (10).

Kwas hialuronowy odgrywa znacgmole w procesie gojenia girany (29). Po

pierwsze tworzy on strukteisrodowiska, w ktorym gojenie togsodbywa. Po drugie bierze
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udziat w kadym z jego etapow. We wczesnej fazie zapalnej, zeprwhzanie s¢ z
receptorami CD44, inicjuje i reguluje wydzielanigtakin pozapalnych oraz wzmaga
naciekanie komérkowe. W fazie ziarninowania po#lsepne stzenia kwasu hialuronowego
W miejscu zranienia wywiera wptyw na proliferadj migracg komorek. Ponadto di
swoim wiaciwosciom antyoksydacyjnym hialuronian zapobiega usz&aie $wiezej
ziarniny. Pobudza on rownieangiogeneg oraz reepitelializagjuszkodzenia skory (15). W
tkankach ptodu, utrzymage s¢ wyzsze sgzenie kwasu hialuronowego sprawiae

nagromadzenie kolagenu i bliznowacenie jest mregjsptodu ni u osoby dorostej (126).

Kwas hialuronowy odgrywa istajnrolg w procesach immunologicznych. Reakcje
immunologiczne pobudza poprzezczenie s; z receptorami limfocytow T i B (10).

Dotychczas nie poznano jednak dokfadnie tych mezhraw (20).
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3 Zastosowanie kwasu hialuronowego w medycynie i kogtologii

3.1 Zastosowanie kwasu hialuronowego w medycynie

Kwas hialuronowy od lat znajduje zastosowanie wiraitych dziedzinach medycyny.
Najwczeniej zaczto go stosow& w okulistyce. Pierwsze zabiegi z jegazyaiem
przeprowadzono juw 1961 roku. W latach 70. ubiegtego wieku Balaoplementowat
kwasem hialuronowym ciato szkliste oka zmieniow trakcie operacji odwarstwienia
siatkdwki (3). Obecnie w skomplikowanych operacjacka za niezédne uwaa sk
stosowanie wiskoelastykéw. Wiele operacji prze@dea st z zastosowaniem 0,2 — 0,6 ml
Healonu (20). Stosuje¢sgo m. in. w chirurgii zémy, rogowki, jaskry, tylnego odcinka oka,
zeza i urazéw (3). Dgki swoim wiaciwosciom fizycznym, chroni on tkanki przed
uszkodzeniem i utatwia ich separadponadto utrzymuje gbi¢c komory przedniej oka, a tym
samym zapobiega ruchom ciata szklistego. Hialuronia tylko utatwia wykonanie trudnych
technicznie procedur. Wplywa on réwniena popraw wynikOw operacyjnych. Kwas
hialuronowy wykorzystywany jest ta& w leczeniu zachowawczym. W kroplach do oczu
przedhza pozostawanie substancji leczniczej na powierzctogéwki. Jest rownie
sktadnikiem preparatow stosowanych w terapii zasgachego oka, gdzie jest leczeniem nie
tylko objawowym, ale rownie przyczynowym (3). Krople gs skuteczne, jeeli skzenie
zawartego w nich hialuronianu wynosi 0,1-0,3% (127)

W dermatologii HA stosuje sim. in. w leczeniu oparaei blizn, jako matry¢ do
autologicznych przeszczepow skory. Kwas hialuronawjego pochodne traktowane s
rowniez jako leki wspomagage leczenie owrzodae powstagcych w wyniku cukrzycy lub
niewydolngci zylnej podudzi (29). Ich skuteczéiow leczeniu powierzchownych olie,
owrzodzé skory oraz uszkodaebtony sluzowej potwierdzaj liczne badania kliniczne
(128,129). Udowodniono réwnig ze hialuronian zmniejszdwiad towarzyszcy bliznie
przerostowej. Z kolei aplikacja preparatu po chlgicenym usuriciu blizny lub koloidu
hamuje ponowne powstawanie blizn przerostowych }1B0nadto kwas hialuronowy m®
by¢ stosowany z powodzeniem w celu uzupetniania ubwtkkanki podskérnej, ktore
powstaty na skutek terapii przeciwwirusowej u clobryna AIDS. Satysfakcjoruge wyniki
uzyskuje s} tu & w 87 % przypadkéw (131). Moa go réwnie stosowa u pacjentow ze
sklerodermi, chorola Romberg’a oraz w innych zanikach tkanek twarzy)(Pbdgto udane

proby terapii wypetniaczem kwasu hialuronowego eastowej atrofii skory (132).
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W radioterapii mena wykorzystywa kremy zawierajce kwas hialuronowy przed
naswietlaniami rakow glowy, szyi, piersi i na@ow miednicy (5). Pogpowanie takie
pozwala zmniejszyczestas¢ reakcji zapalnych w skérze. U pacjentéw, stgsygh dwa razy
dziennie 0,2% krem zawieggly kwas hialuronowy zmiany skorne po radioterapiapiaty

sie p&zniej i byty mniej intensywne (133).

Kwas hialuronowy znajduje szerokie zastosowaniesunratologii i ortopedii, gdzie
tagodzi objawy choroby zwyrodnieniowej stawéw i meatoidalnego zapalenia stawoéw.
Podawany dostawowo, zmniejsza bdl i poprawia métoragtych stawow (134,135). Efekt
ten jest prawdopodobnie wynikiem zkszenia syntezy proteoglikandw clsiki szklistej z
jednoczasowym hamowaniem ich degradacji przez foaldazy (136). Ponadto podawany
dostawowo hialuronian dziata przeciwzapalnie coakgrst obnizeniem s¢zenia casteczek
adhezyjnych ICAM — 1 i VCAM — 1 w ptynie stawowyri37). Podobny efekt uzyskuje;si
w schorzeniach stawdw skroniowo zachwowych (138). Kwas hialuronowy me by
rowniez wykorzystywany jako matryca do przeszczepow gdtki (Hyalgan) (10). Istnigj
rowniez suplementy diety zawiergje kwas hialuronowy, ktére mgpa celu zwikszenie
lepkasci mazi stawowej, poprayvmechaniki stawdéw oraz wplyw na tacy se w stawie
proces zapalny. Podajecsiowniez preparaty zawierage siarczan glukozaminy, ktdry ma
stymulowa& biosyntez kwasu hialuronowego i innych glikozaminoglikanowezibzdnych do
odbudowy chrastki. Substancje te twagzproteoglikany i agregaty proteoglikanow, czyli
najwazniejsze, obok kolagenu typu Il, makromolekuty sabsfi micdzykomorkowej
chrastki (13).

W stomatologii HA wykorzystuje siw leczeniu choréb przybia. Zapalnie daiset i
przyzbia jest najcgiciej spowodowane infekgjdrobnoustrojami chorobotworczymi plytki
nazbnej. Klasyczne gingivitis wywotywane jest przezktesie Porphyromonas gingivalis,
ktére produkuj enzymy (proteinaz i hialuronidaz), niszcace struktury tkankigcznej.
Dochodzi do rozlanienia tkanki i wzrostu wymiany ptynu gazy tkank i ukladem
naczyniowym, co prowadzi do niewielkiego ofka, a bakterie i ich toksyny meg
infiltrowa¢ tkanki (10). Rodrigues i wsp. (139) potwierdzhusecznd¢ ptynu zawierajcego
0,025% kwas hialuronowy w zapobieganiu choréb pitai, poprzez hamowanie narastanie
kamienia nagbnego oraz znaczne zahamowanie wzrostu bakterii reygdibacter

actinomycetemcomitans i Prevotella intermedia.
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W laryngologii kwas hialuronowy stosowany jest dozenia zewgtrznego gknietej
btony kzbenkowej (140), a tale w terapii paratiu bocznego strun gtosowych (21). Ponadto
wypetnia s¢ nim usta oraz podniebienie ¢kkie pacjentom z rozszczepem wargi (21).

Urologia dziegjca z powodzeniem wykorzystuje hialuronian w lecaerefluksu
pecherzowo — moczowodowego. Iniekcja niewielkiegdiokopolimeru kwasu hialuronowego
i dekstranomeru w miejsce stabo funkcjayugj zastawki, skutecznie usuwa problem i jest

alternatyvg dla zabiegéw chirurgicznych (5).

Z zalet kwasu hialuronowego korzysta rowniginekologia. Wykorzystuje sigo
m.in. w leczeniu uszkod#aepo zabiegach chirurgicznych (29). Pellicano i wg$p41l)
udowodnili, ze zastosowaniezelu hialuronowego na obszary uszkodzone podczas
laparoskopowej miomektomii u nieptodnych kobiet, ra@ejszylo zrosty pooperacyjne,
jednoczesnie zwkszajc odsetek kobiet, ktGre po zabiegu zaszty s#eciPodobne rezultaty,
udawadnigice wplyw HA na zmniejszenie zrostobw w jamie macipp zabiegach
histeroskopowych, uzyskali Guida i wsp. (142). Ritoahialuronian stosowany jest w
ginekologii jako podtae lekow ginekologicznych stosowanych powierzchnio(d®6).
Udowodniono skuteczié globulek zawierajcych sé6l sodow kwasu hialuronowego w
leczeniu uszkodzeszyjki macicy po zabiegach elektrochirurgicznyafadiochirurgicznych
(143). Lokalne zastosowanie kwasu hialuronowegooehwie po radioterapii raka szyjki
macicy lub endometrium, korzystnie wptywa na gogerse zmian w pochwie po
napromienianiu oraz poprawia jakozycia (144). W badaniach Markowskiej i wsp. ponad
90% pacjentow odpowiedziato pozytywnie na zastoswevRwasu hialuronowego w postaci
kremu na dystroficzne zmiany sromu (144). Globukkwasem hialuronowym magoy¢

rowniez stosowane po porodzie, a takw leczeniu suckeoi pochwy (29).

W chirurgii kwasem hialuronowym pokrywa ¢sirany. Obserwacje Kkliniczne i
histopatologiczne wskazujna lepsze wyniki leczenia owrzodzé&wasem hialuronowym
aplikowanym na rapnw poréwnaniu z metodami tradycyjnymi. Rany gy@8j¢ szybciej a
bliznowacenie jest bardziej kosmetyczne (12). Raggazawierajce kwas hialuronowy
stosuje si tez w celu zapobiegania zrostom po operacjach jamyudarze]. § one
bezpieczniejsze ni stosowane w tym celu preparaty przeciwzapalneryridityczne i
zmniejszajce krzepliwd¢ krwi (145). Ponadto kwas hialuronowyywany jest w korekciji

wrodzonych lub pourazowych defektow twarzy, zaréwep elementéw kostnych, jak i
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tkanek mekkich (146). Wykorzystywany jest réwrieterapii refleksu zotagdkowo -

przetykowego oraz u pacjentéw z nietrzymaniem radab katu (146).

Ponadto kwas hialuronowy znajduje szerokie zastas@vw chirurgii plastyczne;.
Chirurdzy, podobnie jak lekarze dermatologii estehej wypetniaj nim zmarszczki,
powiekszap biust, pgcie, okolie kosci jarzmowych lub inne okolice ciatla wymageg tego

typu ingerenciji.

Kwas hialuronowy mae by markerem niektérych chordb, takich jak schorzenia

reumatyczne lub schorzeniatnoby.

W farmacji stosowany jest w celu przeztinia dziatania lekébw o krotkim okresie

pottrwania.

3.2 Zastosowanie kwasu hialuronowego w dermatologii esttycznej

Dermatologia estetyczna przez wiele lat poszukiwaechnik i materiatéw
umazliwiajacych bezpieczn poprave wygladu ludzkiej twarzy. Poeavszy od XIX wieku
eksperymentowano ze wstrzykiwaniem rozmaitych surmgit celem uzyskania padanej
korekty (147). Pierwsze wstrzykiwane preparaty akazsi mie¢ liczne dziatania
niepazadane i zostalty szybko wykluczone z grupy substastgsowanych w zabiegach
dermatologii estetycznej. Byly to guzy innymi parafina, guma i oczyszczony lateks.
Zanieczyszczona parafina byta wstrzykiwana pacjante celu poprawy wygtu twarzy czy
piersi, pom¢dzy rokiem 1900 a 1935. Latamiej, w miejscu depozytdéw parafiny, rozwijaty
si¢ zmiany skoérne (148). Kolejna generacja preparattakich jak silikon czy kolagen
zwierzecy, rowniez nie spetnita pokladanych w niej oczekiwaPtynny silikon zacgo
stosowa ok. roku 1950. W 1991 roku FDA zakazato jego stgmmia, mimo to w Europie
wcigz go stosowano (148). Stosowany od 1981 roku koldgetiecy wymaga wykonania
przed zabiegiem préby uczuleniowej, ktora polegapodskdérnym wstrzykeciu kolagenu w
nieeksponowane okolice (5). Poza tym kolagen uttggnse w skérze krécej i kwas
hialuronowy (149). Stosowane obecnie wypetniaczelidae na wchianiane i trwate. Lekarze
staraj sie wykorzystywa produkty mniej antygenowe, ktore tatwe siprowadza w skaf a
otrzymywane efekty g dlugofalowe. ldealna substancja wypetata powinna b§ (147):
biokompatybilna, sterylna, nietoksyczna, nieteratom, niekarcynogenna, nie wywaicg
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reakcji alergicznych, nienaturalnych odézpacjenta, w tym bolu oraz ziarniniakdw, zmian
zwyrodnieniowych i wapnienia, niepyrogenna, stadilpez tendencji do przemieszczanig si
tatwa do przygotowania i wprowadzenia, zapewgoi@j dlugotrwaty efekt, wymagga
zastosowania jak najmniejszej liczby zabiegow, migd. Weksza¢ z tych wymogow
spetniaj pochodne kwasu hialuronowego. Po raz pierwszy wmdtlogii estetycznej
zastosowano je w roku 1992 (5). W grudniu 2007 r&kKA zaaprobowato usieciowany
kwas hialuronowy (7). Stosowany w dermatologii Bsienej kwas hialuronowy jest

substangj ksenogenicz#y czyli pochodzca od innych gatunkow.

Najbardziej znanym i opisanym zastosowaniem kwaalutonowego w dermatologii
estetycznej jest jego stosowanie w celu wypetniamerszczek. Korekcie poddawang s
zarOwno zmarszczki na twarzy, jak i poziome zmaszcna szyi (150). Kwasem
hialuronowym mana wyrownywa blizny potgdzikowe (151) oraz podndsiopadajce
kaciki ust (5). Ponadto wykorzystywany on jest w @egtach powkszapcych usta (12) oraz
inne okolice ciata, wymaggge tego typu korekty. Jednym z nowszych zastosdkveasu
hialuronowego jest korekta piersi. Istnieje jednakwielka ilas¢ opublikowanych bada
naukowych na ten temat (152). Najedpowiednio dobrastzenie kwasu hialuronowego do

okolicy poddawanej terapii (153).

Coraz bardziej popularna staje sdbwniez intradermoterapia kwasem hialuronowym.
W celu odmtodzenia skory, ostrzykuje; girzede wszystkim okolice twarzy, szyi, dekoltu
oraz grzbietow gk. Wykorzystuje si do tego celu preparaty kwasu hialuronowego
nieusieciowanego, usieciowanego w niewielkim stopisame lub w patzeniu z innymi

substancjami.

3.3 Zastosowanie kwasu hialuronowego w kosmetologii

Kwas hialuronowy jest dodawany do wielu kosmetylaplikowanych na skér Jego
czgsteczki g jednak zbyt die zeby przenikaé przez naskoérek do skéry weawej (20), a
poprawa nawilenia skory nagpuje poprzez wytworzenie okluzji a tym samym znsgejie
przeznaskérkowej utraty wody (TEWL). Ponadto kwaglunonowy hczac sk z
hydrofilowymi komponentami fosfolipidéw, zeksza nawodnienie przestrzeni hydrofilowej i
doprowadza do wzrostu jej @bpsci. Dzigki temu maleje op6r dyfuzyjny i zeksza s¢
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przepuszczalnd warstw naskorka dla pozostatych skiadnikow kremtoducenci dodaj
kwas hialuronowy do kosmetykéw réwnigv celu zatrzymania wilgoci w kosmetyku, czyli

zapobiegania jego wysychaniu .

W kosmetologii szeroko promowaneg ssuplementy diety, zawierge kwas
hialuronowy. Mag one zwgksza& stan nawodnienia skory, hamaiyaroces jej starzenia oraz
sptyc& zmarszczki. Jednak doniesienia naukowe potwiegdeagh skuteczrig 3 nieliczne,

a badania na temat dziataniepazadanych nie istnigj Wykazano natomiastze
suplementowanie doustnych antyoksydantow i skiadmikmacierzy, innych @i kwas
hialuronowy, nie przynosi istotnych zmian w miergoncorneometrem poziomie naughia

skory (51). Doprowadza jednak do sptycenia zmaekzcz
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4 Preparaty zawierajace kwas hialuronowy stosowane w dermatologii
estetycznej i kosmetologii

4.1 Pochodzenie egzogennego kwasu hialuronowego

Pocatkowo kwas hialuronowy stosowany w medycynie byt clpmdzenia
allogenicznego. Kwas hialuronowyzywany do pierwszych operacji okulistycznych

izolowano z gpowiny ptodu (3).

Obecnie w medycynie i kosmetologii wykorzystujee skwas hialuronowy
pochodzenia ksenogenicznego. Jak wiadomo ne@yikwasu hialuronowego wygtuje w
skorze, dlatego bardzo dobryirodiem do pozyskiwania hialuroniang grzebienie kogucie

(154). $ one faldem skory, zawiegaym niezwykle dig ilos¢ kwasu hialuronowego.

Drugim, obecnie preferowanym, sposobem pozyskiwamiasu hialuronowego jest

fermentacja cukru przez streptokoki (147,154).

4.2 Preparaty stosowane w iniekcjach

Preparaty kwasu hialuronowego stosowane w postagekdji rdznig Sie
pochodzeniem: jedne powsfajw wyniku fermentacji cukru przez streptokoki, inne

pozyskiwane gz grzebieni kogucich.

Ponadto mgna je podziei na dwie due grupy: preparaty zawiesge kwas

hialuronowy nieusieciowany oraz usieciowany.

Preparaty nieusieciowanego kwasu hialuronowego a nagsiada wiasciwosci
biostymulacyjne i nie meg stwzy¢ jako wypetniacz (53). Omowiono je w oddzielnym

podrozdziale (rozdziat 4.2.4 ,Intradermoterapia”).

Usieciowane lub zmodyfikowane hialuroniany nazywanhialanami (48) lulzelami
kwasu hialuronowego. Magone by monofazowe lub dwufazowe. Preparaty monofazowe
sktadaj si¢ wytacznie z ustabilizowanego kwasu hialuronowego (rgthé&is) — § spojne,
mniej elastyczne i rozktadajsie bardziej jednolicie. Preparaty dwufazowe (np. Resk)

zawieray czgsteczki stabilizowanegeelu kwasu hialuronowego w nieustabilizowanym lub
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ustabilizowanym w niewielkim stopniu ptynie kwasialaironowego, przez co rozktadagie
niejednolicie, co mie by przyczym powstawania efektu ,peretek”. W badaniu Nast.’a i
wsp. (155) efekty iniekcji preparatu mono i dwufaego w fatldy nosowo-wargowe byty
poréwnywalne, jednak wksza¢ pacjentow do ponownego wstrzykaia wybierata produkt
monofazowy. Ponadto w zal@osci od procesu produkcji wypetniacze kwasu hialureego
dzieli sk na ,jednoutwardzone” i ,wieloutwardzone”. Wisza&¢ dostpnych na rynku
preparatéw to preparaty ,jednoutwradzone”. Ich isiwanie przebiega w jednym etapie.
Produkugc preparaty ,wieloutwardzone” (Esthelis) wykorzystisie technile wielokrotnie
zag:szczonej matrycy— CPM (Cohesive Polydensified MatriSieciowanie przebiega w
dwoch etapach. Proces dynamicznego tworzeniazawi poprzecznych prowadzi do
otrzymania matrycy w ksztalcie akordeonu, o dwdébnych gstasciach. Teoretycznie,
cze$ci 0 wicksze] gstasci zapewniaj diugotrwate efekty, egci o mniejszej gstasci
utatwiaj iniekcje oraz g bardziej plastyczne. Firmy produkug zele kwasu hialuronowego
wykorzystup w procesie produkcji e, opatentowane przez siebie technologie m. in.:
NASHA - Non — Animal Stabilized Hialuronic Acid (Rylane), ACP - Auto Cross - Linked
(lal System) czy DGE — Dermal Gel Extra (Prevelle)

Trwalos¢ stabilizowanych preparatow kwasu hialuronowegowyaika jedynie z ich
usieciowania, ale jest funkgcjwielu czynnikow, przez co trudno océnwpltyw jednego
czynnika na wydajnig kliniczng produktu. Na przykiad, stenie kwasu hialuronowego i
stopiev uwodnienia, tward@& zelu i konsystencja réwniewptywajg na efekty kliniczne
produktu (Tab. 1) (156,157).

Tabela 1. Wiéciwosci fizykochemiczne, ktore wplywajna wydajné¢ Kliniczng
produktu (48,156).

Usieciowanie polimeréw Powolna degradacja enzymatyczna

Stopien usieciowania Optymalny stopigé zwigksza trwaldéc,
nadmierny  stopie moze redukowa
biokompatybilng¢

Twardosé / sztywnasé zelu Wplyw na przechodzenie przez strzykawk
twardezele g trudniejsze do wstrzykiwania,
mozna utatwé wstrzykiwanie przez dodanie
nieusieciowanego kwasu hialuronowego

Konsystencjazelu kwasu hialuronowego  Rozmiar, ksztalt, niejednolig6 i liczba
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czasteczek na  jednostk objetosci
determinuje konsystencyelu
Wiskoelastyczndé i sity scinajace Charakteryzuj tatwas¢ iniekcji
Stezenie kwasu hialuronowego i stopie Wplyw na ekspansjobjetosci i trwatosé

uwodnienia

W rozwoju wypetniaczy gy sie do znalezienia kompromisu pogdzy tymi
czynnikami, w celu zwkszenia wydajn&ci wypetniaczy. Probuje siklasyfikowa zele
kwasu hialuronowego na podstawie ckaaia czynnika GO, zalmego m.in. od stopnia
usieciowania i gtzenia kwasu hialuronowego (156,158,159). GO jestgrsatywndci zelu,
ktéra wzrasta wraz ze wzrostem stopnia usieciowazicuje odporrsé na odksztatcanie, co
z kolei wptywa na fatw& iniekcji i czas pozostawania produktu w tkankaGneralnie,
twardsze zele trudniej si wstrzykuje, ale pozostajone diiej w tkankach. Dodanie
nieusieciowanego kwasu hialuronowego zmniejszantéédiniekcji zelu o wysokim GO.
Jednak m2e réwnoczénie zmniejsza trwatas¢ implantu (156,160)Zele o wyszym GO
lepiej opierag si¢ sitom dynamicznym podczas ruchow ¢émi twarzy, co utatwia
wypetnienie i przedlza czas pozostawienia wypetniacza w tkankach. Pjzysia one w
ostrzykiwaniu takich okolic jak: faldy nosowo — wgawe i linie marionetkiZele z niszym
GO nadgj sie do ostrzykiwania zmarszczek bardziej statycznymbwierzchownych.

To, ze zele kwasu hialuronowego m@doy¢ wprowadzane do skory za pomgoc
strzykawki wynika z ich wisciwosci wiskoelastycznych. Ich lepké bowiem maleje, gdy
sity na nie dziatajce rosn. Po usunjciu nacisku ttoka strzykawki, ich lep&orosnie i mog
one przez diugi czas pozostawa miejscu podania (154,161). Ponadéb przeptywa tatwiej
przez igk w wyzszej temperaturze. Aby zapobiec trugtiom w iniekcji, ma@na ogrza
strzykawlke w rece przed rozpoeziem podawania preparatu (154). Jak juspomniano,
dodanie nieusieciowanego kwasu hialuronowego rawaieniejsza trudni@ iniekcji zelu.
Jednak dia ilos¢ rozpuszczalnego (wolnego) HA geozmniejszy skutecznéé oraz diugeéc
utrzymywania si wypetniacza (162). Z koleizele z mniejsz iloscia wolnego -
nieusieciowanego kwasu hialuronowego maygie¢ bardziej spojny charakter oraz lepsz
zdolna¢ do pozostawania tam, gdzig wstrzykiwane (163). Ponadto fatwiejsze do iniekcji
zele mana uzyska w procesie homogenizacji (np. Juvederm)a—ose gtadsze i spoéjne,
mimo niewielkiego odsetka nieusieciowanego kwasalunbnowego (163,164). Preparaty
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ziarniste (np. Restylane), produkowane przez daebsmiaru lub przesiewanie (156,164),

takich cech nie posiadgj

Glebokasé iniekcji dostosowana musi bylo g:stasci preparatu, jego ikei a take do
okolicy skory poddanej zabiegowi. Oczyeie niezlgdna jest znajomi@ anatomii skory, a
przede wszystkim gruloi jej poszczegodlnych warstw. Wyna@sone w przybteniu:
naskorek — 0,07 — 0,12 mm, skéra $glwva — 1 — 4 mm, tkanka podskorna < 4 mm (165).
Generalnie, wypetniacze podaje sym gkbiej im wicksza map czasteczk (48). Restylane
Perlane podaje situz pod skég wiasciwg. Substancje dredniej wielkdci czasteczki takie
jak: Restylane i Hylaform powinny bypodawane w skér wiasciwg. Substancje o
najmniejszej casteczce - Restylane Fine Lines - mody¢ uzywane bardziej
powierzchownie. Kady wypetniacz powinien iy umieszczany tak powierzchownie jak to
mozliwe, we wiaciwg warstwe, w celu osignigcia maksymalnych korzgi. Podagc preparat
powierzchownie, wirodkowg warstwe skory wiaciwej, wystarczy ay¢ niewielkg jego ilcsé.
Wicksz ilos¢ preparatu nalgy uzy¢ wstrzykupc go w geboka lub srodkowg warstwe skory
wiasciwej (153). Zabieg taki jest jednak tatwiejszy, @rawdopodobigstwo ztego

umiejscowienia substancji znacznie mniejsze.

Preparaty usieciowanego kwasu hialuronowego, w zmedei od stzenia
hialuronianu, a tym samynestasci i ptynnasci (153), mog by¢ wykorzystywane do leczenia
rozmaitych typow zmarszczek. Preparaty agjyptynndgci i nizszym sgzeniu hialuronianu,
przeznaczoneasdo korekty ptytkich zmarszczek (,kurzych tapek” kéb oczu, zmarszczek
.palacza’ i ,smiechu” wokét ust). Implanty o wkszej gstasci wykorzystuje si do terapii
gkebszych zmarszczek, takich jakelbkie zmarszczki u 0sob starszych i ezozyzn, bruzdy
nosowo — wargowe, zmarszczki gazybrwiowe, linie ,marionetek” oraz w celu korekty
konturu czerwieni wargowej (153). €to, w celu wzmocnienia efektu, kwas hialuronowy
taczy sk w preparacie z innymi substancjami poprawggini struktug skéry np. krzemiondk
witaming C, cynkiem (166), akrylikiem hyd#elowym, dekstranem lub wadlestylowan.
Najbardziej spojny i gestyel, o trojwymiarowej, siateczkowej strukturze wykgstywany
jest w preparatach przywrageych obgtos¢ twarzy. Skierowany on jest do 0s6b z
widocznym zwiotczeniem skory, utgabbjetosci tkanek, cechami lipotrofii jarzmowej oraz

do os6b chacych poprawd estetyle wygladu twarzy.
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Wiele z kosmetycznych zastosawavypetniaczy nie jest swgtie zaaprobowanych
przez FDA, ale mogby¢ one stosowane na podstawie poprawki z 1997 rakwa lpozwala
na stosowanie preparatow zaaprobowanych przez FD#asadzie ,off — label use” (48).

4.2.1 Stabilizacja i degradacja

Egzogenny kwas hialuronowy jest szybko usuwany kérysi degradowany w
watrobie do dwutlenku wgla i wody (154). Okres poéttrwania HA w skdrze wghaaledwie
ok. 12 godzin. Dlatego teréznorodne modyfikacje fizykochemiczng konieczne w celu

zwickszenia trwatéci kwasu hialuronowego w tkankach.

Kwas hialuronowy poddajecsstabilizacii, przediajac jego czas pottrwania do kilku

mieskcy.

Obrobka kwasu hialuronowego polega na sieciowago facuchéw. W tym celu do
tancuchow kwasu hialuronowego wprowadzg ®iigzania krzgowe (167). Dosfpne na
rynku wypetniacze HA g typowo usieciowane eterem diglicydowyn@ 1- butanodiolu
(BDDE) lub di - winylo sulfonem (DVS) (156).

Chemiczne sieciowanie kwasu hialuronowego prowaddo powstania
wiskoelastycznego polimeru (3,155). Wprowadzenigzai estrowych zwiksza lepkéc i
sztywnad¢ kwasu hialuronowego, zmniejsza rozpuszcz&na wodzie i doprowadza do
nawet stukrotnego zwkszenia odporri@i na degradae¢j enzymatycza (5,147). Okres
pottrwania po podaniu podskérnym wydiusk do kilku, a nawet kilkunastu tygodni (5,154).
Co wazne, antygenow&t poddanego obrdobce kwasu hialuronowego pozosiggenieniona,

a biokompatybilnéc jest zachowana.

W skorze czsteczka stabilizowanego kwasu hialuronowego rozpagav dwoch
etapach. W pierwszym etapie, w wyniku hydrolizy gskeyfikacji) dochodzi do rozerwania
wigzan krzyzowych i uwalnia si naturalny kwas hialuronowy. W drugim etapie zastan
pocicty przez hialuronidazna mniejsze fragmenty (53). Dalsze etapy degraddppwiadag

degradacji endogennego kwasu hialuronowego.

Degradacja preparatow usieciowanego kwasu hialuvego jest degradagi

izowolemiczmn (161). Gdy poszczegdlnegsteczki kwasu hialuronowego ulegajegradacii,
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pozostale mag zwigzat wiekszy ilos¢ wody, dzeki czemu objtos¢ zelu pozostaje
niezmieniona (161,168). &kenie zelu maleje w procesie reabsorbcji, alectisic pozostaje
stata dopoki nie zostanie zdegradowana ostatnstezzka kwasu hialuronowego. Klinicznie
wyjasnia to fakt,ze implant utrzymuje ponad 95% swojej gibfci az materiat nie zostanie

kompletnie zresorbowany (161).

4.2.2 Skutecznagé

Skutecznéé preparatéw kwasu hialuronowego podawan@gdskoérnie najtatwiej ocenia
si¢ analizujc in vivo popraw wygladu skéry. W tym celu wykorzystujeesrozmaite skale

oceny. § to mi. in.:

* GAIS (Global Aesthetic Improvement Scale): 1 - zzmecpoprawa wygtlu skoéry, 2-
umiarkowana poprawa wyglu skory, 3 - niewielka poprawa wyglu skéry,4 - brak
poprawy wygidu skory, 5 — pogorszenie (155),

» Skala oceny poprawy na podstawie % uzyskanej kprekearszczek : 1 — brak
poprawy, 2 - niewielka poprawa (1 - 33% korekcf); umiarkowana poprawa (34 -
66% korekcji), 4 - znagra poprawa (67 - 100% korekcji), 5 - nadmierna kiare
(154),

* WSRS (Wrinkle Severity Rating Scale): 1 — niewidocfatd nosowo — wargowy, 2 -
ptytki, ale widoczny podczas pracy ¢émi twarzy fald nosowo — wargowy, 3 -
umiarkowanie giboki fald nosowo — wargowy, widoczny podczas prawigsni
twarzy, 4 — giboki i diugi fald nosowo — wargowy, agiagcy gkbokasé 2 mm
podczas pracy rgdni twarzy, 5 — wygtkowo gkboki i diugi fald nosowo — wargowy,
wptywajacy na wyghd twarzy w spoczynku, aglajcy giebokas¢ 2 — 4 mm podczas
pracy mgsni twarzy (155),

* MLFS (Medicis Lip Fullness Scale): 1 — bardzo ci@mkarga, 2 — cienka, 3srednia,
4 — peina, 5 — bardzo petna,

* VAS (Visual Analogue Scale) - Wizualna Skala Analeg: metoda stmca do
oceny jakie§ zmiennej subiektywnej cechy lub postawy, ktorazengrzybiera
wartaésci w sposob agly i nie daje s precyzyjnie zmierzy dostpnymi

urzadzeniami, polega na zaznaczeniu przez badanegdipoakinii np. o dtugéci 10
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cm, gdzie wartéci O przypisuje si catkowity brak danej cechy, a 10 najksze jej

nasilenie.

Przeprowadzono liczne badaniaz/ciem wyzej wymienionych skal. W diym badaniu,
na 158 pacjentach, Duranti i wsp. (154) oceniaprpag po zastosowaniu Restylane'u. W
swoim badaniu wykorzystywali skaloceny poprawy na podstawie % uzyskanej korekty
zmarszczek. Klinicznie, zarbwno w ocenie lekarak j pacjentow uzyskano bardzo dobre
wyniki, 78,5% i 73,4% pacjentéw uzyskato odpowiedéredni lub znaczca poprave po 8
miesgcach , zalenie od miejsca poddawanego terapii. Dokumentadjgfaficzna ujawnita
nawet 80,4% umiarkowanej i znacznej poprawy po 8sgtach. W tym samym badaniu
naukowcy za pomacbadania histopatologicznego oceniali czas utrzyamya s¢ materiatu
w skorze i ewentualne interakcje. Implant Restylangrzymywat swa wielkos¢ miedzy 12 a
24 tygodniem badania. W tygodniu 52¢8zas¢ implantow byta jeszcze wytaie widoczna
pod skoég, a barwienie na kwas hialuronowy ujawnito obe&énmateriatu, ale ze znagzo

wieksz iloscig wody niz we wczéniejszych biopsjach.

Najkorzystniejsze efekty wypetnienia zmarszczek $a@va hialuronowym obserwujeg2
- 3 tygodnie po zabiegu. Efekt wypetnienia zmarskcpst wowczas najwyfaiejszy, a
skora wyranie uwodniona. Klinicznie, diugé utrzymywania si efektow stabilizowanego
kwasu hialuronowego, ocenig sia 4 — 12 miescy (7,146,149,169). Trwadé produktu jest
zwickszona przez zjawisko izowolumetrii (7,170,171)walos¢ efektu zabiegu jest jednak w
duzej mierze spraw indywidualrg. Zalezy migdzy innymi od takich czynnikow jak: wiek,
tryb zycia i typ skory (166). Najditej, ok. 9, a nawet 18 miesly, efekty utrzymuj sie u
0s6b prowadgcych ustabilizowany, higieniczny trybycia (153). Zdarza eijednak, ze
preparaty usieciowanego kwasu hialuronowego wegagedwczesnemu rozpadowi i
zanikaniu (147). Czas utrzymywaniag¢ sefektow zabiegu mag znacznie skroéi takie
czynniki jak: palenie tytoniu, spgwanie alkoholu czy opalanie¢siRéwniez w przypadku
zapalé i zranieh dochodzi do szybszej degradacji kwasu hialuronewagez hialuronidaz
(10).

Oprocz oceny stopnia poprawy wydl skory oraz diugei utrzymywania efektow,
naukowcy prébu odpowiedzié na pytanie dotyege lokalizacji oraz pogpujacej dyfuzji
wstrzykiwanego kwasu hialuronowego do tkanek skdémnyGensanne i wsp. w badaniu z
roku 2007 udowodnili mdiwos$¢ wykorzystywania parametrycznych obrazéw T2 zayeh
MRI do wizualizacjiin vivo srodka wypetniaicego, jakim jest kwas hialuronowy, oceny jego
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dyfuzji, degradacji oraz do scharakteryzowania mnaachodacych pod jego wptywem w
tkankach (172). Wstrzyketly kwas hialuronowy w klasycznym (morfologicznymbrazie
rezonansowym byt stabo widoczny, jednak wyia mana bylo go zobaczy podczas
obrazowania parametrycznego T2 zakgo. Pocgtkowo kwas hialuronowy miat tendegcj
do rozprzestrzeniania ¢sina granicy skoéry wiaiwej i tkanki podskornej. Prezentowat
maksymalne rozprzestrzenienie po okresie okoto 4spay. Nast¢pnie jego olgtosé
zmniejszata sl Rezultaty te ukazyj iz kwas hialuronowy rozprzestrzenig gpoczatkowo na
boki, a nasfpnie jest stopniowo resorbowany i degradowany. ket wykorzystujca
parametryczne obrazy T2 zate MRI, mae by roéwniez wykorzystywana w celu
wykrywania ciat obcych w postaci ziarniniaka, zwhignia, a take w celu ilgciowej oceny
mikrounaczynienia substancji wypelriegj. Metoda ta jest skuteczna dlazék@go srodka

wypetniagcego, ktéry charakteryzujegsbdmiennym czasem relaksacji od badanej tkanki.

Ponadto naukowcy prékujodpowiedzié czy i w jaki sposob iniekcja kwasu
hialuronowego pobudza syntekolagenu w skérze. Wang i wsp. (8) w badaniu z72@ku
obserwowali syntez de novo kolagenu w skoérze zniszczonej fotostaerenipoddanej
iniekcjom usieciowanego kwasu hialuronowego. W tyoelu stosowali analiz
immunohistochemiczy reakcg PCR i mikroskop elektronowy. W badaniu
immunohistochemicznym zaobserwowali wzrost barvaerkolagenu typu | zardéwno
wewnmngtrz jak i zewntrz komérek skory ostrzykeiej NASHA w poréwnaniu z kontrgl
Kolagen typu | jest syntetyzowany westrz fibroblastow, nagpnie nasipuje jego sekrecja
do otaczajcej macierzy zewgtirzkomorkowej. Barwienie wewgtrzkomérkowe pojawiato gi
przede wszystkim w komorkach otacgajch wypetniacz. Nie obserwowano go wewn
przestrzeni zawieragych NASHA. Podobny wzrost barwienia uzyskano bacwireparaty
na hydroksylagz - 4 - prolilonag — enzym ktéry katalizuje hydroksylacjeszt proliny,
prowadzac do powstania stabilnej struktury dojrzatego kelag typu |. Stosgg technik
PCR zaobserwowano wzrost ekspresji genow (mRNA)IdldIl typu prokolagenu oraz
czynnikdw wzrostu tkankigtznej i wszystkich 3 izoform czynnika transformagji{TGFR).
Ponadto w skoérze ostrzykiwanej NASHA, zaobserwowanigkszory ekspresj tkankowych
inhibitorbw metaloproteinaz macierzy zeytmzkomaérkowej. W mikroskopie elektronowym
oraz w hodowli fibroblastéow zaobserwowano zrgianorfologii fibroblastow otaczagych
wypetniacz. Wiele rozggnictych fibroblastow zawieratlo obfite szorstkie retikm
endoplazmatyczne, wskazaog na wysoki poziom syntezy protein. Nie identyfilemo
komérek wewntrz wypelniacza, co sugerujege fibroblasty nie maj preferencji do

46



wypetniania lub wizania st z wypetniaczem. Na podstawie otrzymanych wynik@ddrze
(8) wysnuli hipotegz, ze efekt stymulowania produkcji kolagenu reoby wynikiem
mechanicznego rozgania skory, co z kolei prowadzi do roggania i aktywacji
fibroblastow skory. Byloby to zgodne z obserwacjamnych naukowcow (173-175).
Fibroblasty reorganizaj swoj cytoszkielet aktynowy tak aby uktadaic wzdhwz linii
napkcia, a po rozegnieciu produkug zwigckszory ilos¢ elementdéw tkankigcznej takich jak |

i Il typ kolagenu. Odzwierciedla to dynamiczadpowied komorek w celu przeciwdziatania
zewretrznie aplikowanemu naggiu (174). Wykazanaze mechaniczne rozganie stymuluje
fibroblasty do produkcji czynnikbw wzrostu i tkamkgch inhibitorow metaloproteinaz
matriks zewntrzkomorkowego, a hamuje ekspkesjetaloproteinaz matriks (174), co neo
oznacza ze mechaniczne rozmanie dziata jako bodziec inicggy produkcg kolagenu. Nie
wiadomo, czy pojedyncza iniekcja NASHA stymuluje starczajca ilos¢ kolagenu,zeby
uzyska zauwaalne Klinicznie zmiany. Mima jednak przypuszcéaze kumulacja kolagenu
w wyniku kilkukrotnych iniekcji NASHA w okréonym czasie mze przynigc trwate efekty

kosmetyczne.

Skuteczné¢ preparatéw zawierggych kwas hialuronowy nima tez ocenid
Szacujc stopié poprawy pierwszego wrania jakie wywiera twarz pacjenta po korekcie z
zastosowaniem kwasu hialuronowego. Badanie takieppowadzili Dayan i wsp. (176).
Wypetniali oni pacjentom bruzdy nosowo —wargowe eigczem kwasu hialuronowego.
Ochotnicy oceniali pierwsze wianie na zdjciach sprzed i po korekcie. Poprawa pierwszego
wrazenia byla znaczna i to we wszystkich ocenianycredg@tach takich jak: pierwsze

wrazenie, atrakcyjng, sukces finansowy czy relacjeguiyludzkie (176).

4.2.3 Bezpieczdéstwo

Preparaty kwasu hialuronowega sejestrowane i zatwierdzane jako substancje
wypetniapce przez Jednostki Notyfikowane w Unii Europejskijotified Bodies of the
European Community) oraz Federal Food, Drug, andn@tic Act (FDA) w Stanach
Zjednoczonych. Niestety w przecivigwie do FDA, Jednostki Notyfikowane w Unii
Europejskiej nie wymagajdo tego celu ani badana zwierztach ani bada klinicznych
(146). CE — europejski znak jadad dopuszczacy do sprzedey na terenie Europy nadawany

jest substancjom do iniekcji produkowanym w falagh korzystajcych z zestawu
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standardéw stosowanych w produkcji przemystoweMREGood Manufacturing Practice ).
W trakcie procesu certyfikacji oczy$eie mog by¢ przeprowadzone kontrolowane badania
kliniczne danego produktu, jednak efektywfia bezpieczéstwo wielu certyfikowanych
znakiem CE wypetniaczy, jest oceniane jedynie rastawie literatury (177Nie gwarantuje

to maksimum biologicznego bezpieagtwa. Z tego powodu rowniew Europie powinno
zost& zatazone centralne biuro odpowiadeg FDA, w celu zgtaszania do niego wszelkich
efektow ubocznych stosowanych substanciji.

Czes¢ producentdéw ocenia efekty uboczne, jako procergtosowanych preparatéw —
prawdopodobnie procent sprzedanych strzykawekjéttkv przypadku Restylane, Hylaform,
Dermalive). Inni z kolei producenci poddos¢ efektow ubocznych, jako procent leczonych
pacjentow (21). Wikszai¢ z tych bada opiera s¢ na pacjentach wracajych do prywatnej
praktyki lub dobrowolnych sprawozdaniach. Realmdéildziataa niepazgdanych jest wic
prawdopodobnie wksza (171,178,179). Tylko doktadna statystyczndizamaanych jest w
stanie rzud swiatlo na prawdziwy zakres efektow ubocznych posgéinych substanciji
wypetniapcych. Diugotrwata obserwacja i centralna rejes&radgiat&a niepazadanych

wptynetaby na poprawskutecznéci i bezpieczéstwa substancji wprowadzanych do skory.

Wedlug obiegowej opinii oraz opinii efi badaczy kwas hialuronowy jest
preparatem bezpiecznym, pozbawionym daiatepazagdanych. Jednak podczas, gdy&z
autorow sugeruje brak efektow ubocznych po zastasawkwasu hialuronowego (154,180-
182), inni opisy natychmiastowe i opdione reakcje zwzane z podaniem kwasu

hialuronowego samego lub w goteniu z innymi substancjami (149,154,171,183-194).

Generalnie preparaty kwasu hialuronowego uznawagpe za nietoksyczne,
niemutagenne i niezakrzepotworcze (195). dednich najwikszych zalet, jest znikoma
mozliwos¢ wywotania odpowiedzi immunologicznej (humoralnej kbmorkowej). Na
podstawie danych zebranych w latach 1997 — 200¥koyzreakcji alergicznej kwasu
hialuronowego pochodzenia bakteryjnego ocenriangi0,8% (171). Zaleta ta wynika z tego,
ze kwas hialuronowy ma taki sam sktad chemiczny lekdarny u wszystkich gatunkow.
Dobrg tolerancg preparatow kwasu hialuronowego potwierdzbgzne badania kliniczne.
Kwas hialuronowy otrzymywany biosyntetycznie priemmentac bakteryjr, teoretycznie
nie stwarza ryzyka przenoszenia choréb pday gatunkami i wywotywania alergii u
pacjentow, ktérzy & uczuleni na takie pokarmy jak: wotowina, drob gajka (154). U
niewielkiej grupy pacjentdw nime st jednak pojawd reakcja alergiczna na biatka i
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zanieczyszczenia nie tylko grzebieni kogucich, raleniez bakterii (21,186-189), z ktorych
biotechnologicznie pozyskuje esi kwas hialuronowy. & to zazwyczaj reakcje z
nadwraliwosci: typu IV (reakcje ziarniniakowe), pgdzone niekiedy z dominaga reakcy
typu | i Il wg. klasyfikacji Gella i Coombs’a (1. Czs$¢ autoréow uwaa jednak,ze
zanieczyszcenia (biatko ptasie lub z fermentadjitdyd) zawarte w sieci esteczkowej HA
nie wydap sie ani toksyczne ani zdolne wywotywaodpowiedzi immunologicznej. Wg.
Klein'a (197) w produktach drugiej generacji takiagrazenia zostaty wyeliminowane. Na
przyktad Restylane stat¢sibezpieczniejszym wypetniaczem, na skutek modyjik&tora

doprowadzita do zmniejszenia catkowitej zawscidiatka w produkcie (196).

Praktycznie po iniekcji kwasu hialuronowego niejapoajg sie reakcje ze strony
tkanki widknistej ani caizkie reakcji na cialo obce (154). Pojawienie giiarniniakOw
obserwuje si znacznie rzadzie] aiw przypadku wypetniaczy trwatych (179,188,189,191)
Ocere reakcji na ciato obce przeprowadzaozna ocenigjc barwione na niebiesko toluidyn
wycinki histopatologiczne na podstawie czterostopaj skali opracowanej przez Duranti i
wsp. (154). Stopie pierwszy charakteryzuje¢shiewielky reakcj z obecnécia nielicznych
komorek zapalnych. W stopniu drugim obserwuje Riz wyrazng reakcg zapalm z
obecndcia jednej lub dwoch komdrek olbrzymich. W stopniuettan pojawia si tkanka
wioknista z komoérkami zapalnymi, limfocytami i konk&mi olbrzymimi. Ostatni, czwarty
stopier charakteryzuje siobecngcig ziarniniaka z otorbionym implantem oraz wjma;j
reakcji na ciatlo obce. W badaniu histopatologicznyemperle i wsp. wykazali niewiedk
reakcg na cialo obce po iniekcji 2% preparatu Restyla@#).( Nasgpowata przy tym
stopniowa degradacja nagromadzonych komorek przekrafagi. Czs¢ makrofagow i
rzadziej komérek olbrzymich byta widoczna w 3 miesi Skupiska tych komérek raoa
bytlo wcigz odnalé¢ po 6 miesicach, jednake po 9 miegsicach nie stwierdzangadnych
pozostatéci. Przyczyna powstawania ziarniniakdw u wybranyatjentow wciz nie jest
znana, co powodujese nie mana ustak zadnych wskanikdw prognostycznych (21). U
czesci tych pacjentébw obserwowanoc¢zikie uogolnione infekcje wirusowe i bakteryjne
(198,199), szczepienie lub lokalny uraz kilka mjegiprzed pojawieniem giziarniniakow.
Podsumowujc kwas hialuronowy podanyyddskornie jest wolno fagocytowany z minimgln
reakcp histopatologicza (21). W przypadku pojawieniaesiiarniniaka, mena go usugt

tradycyjnie przez naetie / drena lub wyckcie (200).

Bardzo rzadko obserwowang seakcje uogolnione i odlegte (178,179,199). Opisa

uogolnione zaczerwienienie skory, zespét skchoi rumien obmczkowaty, reakcje
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sarkoidozopodobne (201), zapalenie matych nadayionosnych skoéry (prawdopodobnie
reakcja na powtarzgga Sie ekspozygj tego samego antygenu lukz tewigzana z niektérymi
chorobami autoimmunologicznymi) (196).

Najczsciej pojawiaj Si¢ przemijajce reakcje w miejscu wstrzykmia, o nasileniu
tagodnym do umiarkowanego (160,202). Czasami, wgwi pierwszych 72 godzin,
zaobserwow@& maozna reakcje skérne w postaci rumienia, gkrz czy $wigdu (5,168),
niekiedy krwiaki, a take przeczuli¢ i dyskomfort (154). Zaczerwienienie jest widoczame
miejscach iniekcji i mija w przeggu 1 dnia (154). Opisano przypadek utrzymywania Si
obrzku, z przerwami, przez 8 miesy (188). Dhisze utrzymywanie sirumienia i obrzku,
mogto wynik& z ¢wiczen fizycznych, ekspozycji na slee, menstruacji, ewentualnie
zanieczyszcze powstatych w procesie fermentacji. Ponadto opisamozypadki n&wiecie

powstania ropni w miejscu iniekcji preparatu (5).

Poza dobrze poznanymi reakcjami alergicznymi i leywai, rzadko opisywaneas
inne komplikacje po podaniu wypetniaczy skory (20pisano jednak przypadki lokalnej
lipodystrofii policzkdw, podobnej do tej obserwoveqrw terapii przeciwwirusowej AIDS
(21,203). Pojawiata siona 2 — 3 miegce po podaniu Restylan’u w fatdy nosowo — wargowe
zdrowych pacjentow. W 9 miegiu od podania preparatu wziobserwowano utrzymywanie
si¢ implantu, poprzeplatanego komoérkami olbrzymimkartky ziarnist. Pozostatéci byty
otorbione i otoczone nekrgzkanki ttuszczowej i wakuolami. Nie znaleziono tuyhaczenia
dla tej reakcji, anizadnych powjzax pomidzy struktug chemiczm Restylan'u a
inhibitorami proteazy stosowanymi w terapii HIV {2Ponadto terapia okolic unaczynionych
(takich jak ,serduszko” ust, glabella oraz dolinez)t powoduje wzrost ryzyka okluzji
naczynia, w wyniku czego dochodzi do zablokowaraapatrzenia w krew danej okolicy
(165). W najgorszym wypadku, m® dog¢ do nekrozy takiej okolicy (160), pozostawienia
rany wymagajcej leczenia oraz potencjalnej blizny.

Cz¢é¢ dziatar niepazadanych wynika z braku dwiadczenia lekarza, a ich #®6
maleje wraz ze zdobywanprzez niego praktyk (202,204). Technika iniekcji nie
wywotywat komplikacje, jéli material wypetniajcy zostanie przypadkowo podany na
niewtasciwg glebokas¢ skory (zmiany skdrne, wypukie guzki), w nieprawidej lokalizacji
(przemieszczenie wypetniacza), lub w nieprawidtoiejci (wyczuwalne guzki, deformacja
konturu) (48) Przy zbyt powierzchownej iniekcji produktu poj&wsic moze m. in. efekt

Tyndalla — niebieskawy oddiewidoczny przez skeér(165). Przy podaniu zbyt gdokim,
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domiesniowym, czas utrzymywaniacsefektow mae zmalé w wyniku absorpcji produktu
(48). J&sli w wyniku nadkorekty pojawdi sie guzki, mae poméc delikatny magaraz gogce
oklady (183,205)Zbyt intensywny masamaoze spowodowa pojawienie sj siniakow (202).
Pojawienie si siniakdw mae by rowniez zwigzane z faktemze struktura hialuronianu jest
zblizona do struktury heparyny (48). Nadmierne zasieiane prowadzi do skrocenia
utrzymywania si produktu, poprzez przygganie mediatoréw reakcji zapalnej i generowanie
wolnych rodnikbw. Baumann proponuje, aby w celuwkagi siniakdéw, stosowapolczenie
kwasu hialuronowego z kolagenem (206). Ponadtoupget st dodawanie do kwasu
hialuronowego lidokainy. Ob#a ona aktywae] eozynofili, ktore mog stymulowa
pojawienie s} siniakdw (207). Zmniejszenie Hoi i nasilenia siniakbw na pewno jest te
zwigzane ze zmniejszeniem dlo wkiu¢, dlatego lepiej wybieka technike liniowa niz
punktows. Wspomniane jii ryzyko okluzji naczynia, mma zmniejszy, podajé preparat
podczas wycofywania igly (165). Najbardziej jedna&lezy zwrocic uwag na szybkéc
podawania wypetniacza. Zmniejszenie szygkaniekcji, realnie obria ryzyko pojawienia
si¢ dziatax niepazadanych (160).

Co wane, w celu usugcia hadmiaru produktu lub zniwelowania komplikaojozna
stosowa hialuronidaz (182,208). Hialuronidaza jest enzymem, ktory depetyzuje kwas
hialuronowy poprzez rozrywanie azian glikozydowych. Rozktada on rowrienne kwane
mukopolisacharydy, znajdige s¢ w tkance 4cznej (209). Chirurdzy dodgahialuronidaz do
srodkow znieczulajcych miejscowo, co utatwia rozwarstwienie skory ez reakgj
enzymatyczg endogennego kwasu hialuronowego znajkgo st w przestrzeni
miedzykomaérkowej tkankigcznej (210). Stosowanie hialuronidazy w celu ustiaize skory
wypetniaczy kwasu hialuronowego jest procedoif — label (209). Nie jest ona pozbawiona
dziatax niepazadanych. Pacjenci podczas wstrzykiwania hialurorydadczuwag pieczenie,

a reakcje nadwediwosci opisywano w licznych publikacjach (209,211-218eakcje
alergiczne s prawdopodobnie zwrane z dawk hialuronidazy. W déwiadczeniu
klinicystow, wywajagcych na co dzie mniejszych dawek hialuronidazy, takie reakcje nie
pojawiap sic. Rowniez w badaniu Nevarre’a i Tzarnas’a u pacjentow, ktoéatrzymali
srédskornie 0, 5 ml 1% lidokainy i 7,5 U hialuronikyanie obserwowanaadnych reakcji
alergicznych (215). Mdiwe, ze hialuronidaza staje¢sbardziej immunogenna, ze wzdu na

to ze podaje sija w miejsce wczéniejszego podania stabilizowanego kwasu hialurogowe
Na pocatek (ok. 2 tygodnie po iniekcji kwasu hialuronowggmmwinny by wstrzykiwane
mate dawki hialuronidazy, ¢du 5 — 10 U (0,1 — 0,2 mL preparatu zawigrago 50 U / mL),

51



co pozwala zmniejszyryzyko reakcji alergicznych. Naginie mana powtarzainiekcje co 2
tygodnie. W przypadku konieczém zastosowania wkszych dawek, bezpieczniej wykana
wczesniej testy skorne. Naky pametaé, ze hialuronidaza naky do kategorii lekéw C, co

oznaczae nie mae by stosowana u kobiet wagly i starajcych s¢ o dziecko.

W celu zniwelowania komplikacji po podaniu wypelczy kwasu hialuronowego,
prébowano stosowatez, z ograniczonym sukcesem, miejscowe kortykostgraiiekcje z

kortykosteroidéw oraz leki immunomodulacyjne (182,202).

Mozliwe, ze wigksze ryzyko reakcji niepgdanych na wstrzykacie wypetniacza,
wystepuje u 0séb predysponowanych, osob u ktorych paater zabiegi wypetnigge oraz

stosowano rine rodzaje wypetniaczy.

W celu ograniczenia reakcji z nadwiiavosci na wypetniacze kwasu hialuronowego u
0s6b uczulonych lub predysponowanychgséézautoréw sugeruje wprowadzenie testow
skornych przed zabiegiem intradermotarapii (196ichdels (216) oraz Lowe i wsp. (179)
opisali w swoich badaniach reakcje skéry, pows®jw wyniku wykonania testow u oséb
poddawanych ostrzykiwaniu kwasem hialuronowym. Mk (216) wykazat ponadto
obecnd¢ w surowicy przeciwciat przeciwko Restylane i/lulyleform a take przeciwciat
IgG i IgE skierowanych przeciwko kwasowi hialuroreawu. Wstrzyknjcie srodskornie 0,1
mL wypetlniacza w przedragyi maze by fatwym testem poprzedzgym zabieg
ostrzykiwania kwasem hialuronowym. Niestety czasgeutia przed pojawieniemesreakcji
skory wynosi zazwyczaj 5 — 8 tygodni (187,196,216).

Podsumowujc, naleyy si¢ zastanowd, czy bezpieczna jest ingerencja wsdo jakos¢
kwasu hialuronowego w skorze. Wiadonie, kwas hialuronowy bierze udziat w wielu
procesach biochemicznych organizmu, jednak mechmnjego dziatania niegsdo kaca
poznane. Kwestia roli hialuronianu w skorze Zakwchz pozostaje otwarta. Podawanie
preparatéw kwasu hialuronowego do skéry statobsirdzo popularne, podczas gdy cele i

mechanizmy dziatania hialuronianu w skérze pozrmnstaty tylko czsciowo.

4.2.4 Intradermoterapia

Stowo mezoterapia (inaczej intradermoterapia) pdzhpe zlepku dwdch stéw: mezo

— srodek i therapiam — leczy(217). Jest to metoda leczenia ograniczonej paaier skory
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przez liczne iniekcje pod $rodskorne niewielkiej iléci srodka farmaceutycznego lub
mieszaniny takicBrodkéw. Mezoterapia narodzitacsive Francji ponad 60 lat temu, a za ojca
tej metody, wykorzystywane] w dermatologii estetyejz uznaje si francuskiego lekarza M.
Pistora (218).

Zalety intradermoterapii jest niiwo$¢ uzyskania odpowiedniegoegenia substancii
w skorze danej okolicy, a tym samym gugiiccie optymalnej skutecz®oi preparatu.
Teoretycznie, matabolizm lekéw dostarczonych majst nie obciza wgtroby i omija
bariery przewodu pokarmowego (166), @ewvptyw na ustréj ograniczony jest do minimum.
Jednak w dogpnym pémiennictwie nie pojawiaj sic zadne dane na temat farmakokinetyki
substancji stosowanych w mezoterapii (wchfaniadigstrybuciji, metabolizmu, eliminacji i
dziatax niepazadanych) (218), a badania kliniczne na temat skui@cz intradermoterapii
kwasem hialuronowym gs nieliczne i sprzeczne. Wynika z tegoe nie potwierdzono

naukowo skuteczrioi intradermoterapii, a ryzyko dla pacjenta jesznane.

Mezoterap w dermatologii estetycznej stosuje¢ sprzede wszystkim w celu
biorewitalizacji skory twarzy, szyi i dekoltu. Miam biorewitalizacji okréda si stymulacg
naturalnych proceséw regeneracyjnych skéry. Pdlega ona na pobudzaniu komorek
macierzystych do podziatu i zgkiszenia aktywngci metabolicznej, co prowadzima do
odbudowy autogennych skfadnikow skéry (53). dRziemu poprawié sie mapg wiasciwosci
fizjologiczne skory oraz jej elastyczi®o jedrnas¢ i napkcie. Zabieg mezoterapii sacy

biorewitalizacji skory nosi nazpwmeso liftu (218).

Kwas hialuronowy w intradermoterapii stosowany jggto substancja redukicy
zmarszczki oraz poprawigia nawitzenie, gdrnas¢ i elastyczné¢ skory (166). Zabiegi tegs
odpowiednie nawet dla miodych, 30 letnich pacjentétdrzy zawczasu chczadba o
wyglad swojej skory i zapobiec zmianom jej stanu (133¢zoterapia najbardziej polecana
jest pacjentom patym papierosy, nadmiernie korzysiaym z promieniowania UV
(zaréwno na shacu jak i w solarium), ze zeazory i szara skGr oraz pacjentom po zabiegach
dermatologii estetycznej (peelingach i dermabrgjh3). Kuracja mge by rowniez forma
prewencji np. przed spodziewawickszy ekspozycj na szkodliwe czynniki atmosferyczne,

w tym promieniowanie UV (53).

Zabiegi intradermoterapii kwasem hialuronowym, swane w celu biorewitalizacji
skory, bazuj na dwoch mechanizmach. Pierwszy z nich to dziatavstrzykn¢tego kwasu

hialuronowego (bodziec farmakologiczny), drugi ekefogniskowego gojeniacgstkanki po
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licznych iniekcjach (bodziec fizyczny) (47). Kwhgluronowy w preparatach shcych do
biostymulacji skory jest nieusieciowany lub usiegamy w niewielkim stopniu vazaniami
estrowymi. Nieusieciowany kwas hialuronowy ma pdatawtasciwosci biostymulacyjne i
stwarzg optymalne warunkisrodowiska, zapewnigg prawidtows aktywnaé komorek,
stymulupc wzrost liczby fibroblastbw oraz neutralizaj wolne rodniki (47). Dziatanie
przeciwutleniagce ma by zwigzane ze struktgr chemiczg oraz cgzarem widciwym
czgsteczki, z kolei efekt nawidjacy ma wyniké z tego, ze jedna casteczka kwasu
hialuronowego jest w stanie zyge¢ 250 casteczek wody. Usieciowanie nadaje polimerowi
wicksz trwatas¢. Dzigki temu preparatayty do biorewitalizacji wchtania siwolniej, a jego
dziatanie zostaje wydhone. Degradacja kwasu hialuronowego w skérze odbgiwaw
dwoch etapach. W pierwszym etapie, w wyniku hyasol{deestryfikacji) dochodzi do
rozerwania wjzan krzyzowych i uwalnia si naturalny kwas hialuronowy. W drugim etapie
zostaje on poety przez hialuronidazna mniejsze fragmenty (53). Drobne fragmenty kwasu
hialuronowego maj mie¢ wybitne wi&ciwosci biostymulacyjne (53). Dzki powolnemu
aktywowaniu usieciowanego kwasu hialuronowego wakdnawikanie skory stale powinno
rosrg¢ a stymulacja receptoréw fibroblastow (gt. CD44gceptoréw naczyniowych ICAM
powinna zostawydtuzona w czasie (53). Stymulacja podjednostki CD #ofdlastow, ma

pobudzé je do proliferacji i produkcji kolagenu, elastyngwasu hialuronowego.

Najskuteczniej usieciowany kwas hialuronowy ma f@#iagdy zostanie podany do
dobrze nawodnionych tkanek (53). Dlatego warto ¢ghiegjo podaniem przeprowadzilwa
zabiegi mezoterapii kwasem hialuronowym nieusieeioym. Ma@na tez wykon& iniekcje

dwoma typami hialuronianu w trakcie jednego zabiegu metod kanapkow.

Iniekcje preparatow do mezoterapii ma wykonywa klasycznie manualnie
strzykawly z igla o rozmiarze 27G, 30G, 32 G i diugdo 4 — 10 mm, za pomac
multiiniektorow (linijnych lub kotowych) lub spedjgego pistoletu do mezoterapii (47).
.Pistolet” wyposaony jest w igé i strzykawlk jednorazowego aytku. Mozna ustawd

czestotliwas¢ iniekcji, jej gkbokas¢ i ilos¢ podawanegérodka.

Preparaty kwasu hialuronowego nafedej 3 podawane przy ayciu dwdch
popularnych technik manualnych. Metoda depozytéwlegeo na wielokrotnych
wstrzykniciach hialuronianu w gosnwarstwe skory wi&ciwej, z pozostawieniem w niej
niewielkich depozytéw (grudki 0,1 — 0,2 ml). Ulegapne wchiongciu w ciggu kilku —
kilkunastu godzin, maksymalnie 2 — 3 dni (53). Daugchnika, zwana pikotage’m, polega na
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wykonywaniu licznych bardzo powierzchownych nakta jednoczesnym ggtym naciskiem
na dwigni¢ strzykawki. Po zabiegu wykonuje ¢simasa. Zalet tej techniki jest
niepozostawianie grudek depozytowych, wagdrsze rezultaty — mniejsza poprawa gejai i
jedrnasci skéry (53) oraz utrata dej czsci materialu. Mana te: zastosowa technile
liniowg (wstrzykupc preparat powierzchownie wzdtemarszczek) lub liniowo — krzgwa

(np. w obebie policzkow).

Intraedermoterapipowinno wykonywa sic w serii zabiegow. Najpierw 2 — 4 krotnie
zabiegi odbywaj si¢ srednio co 1 — 2 tygodnie (53,166). Ngstie wykonuje si zabiegi

podtrzymujce co 2 miegce, raz na kwartat, dwa razy w roku (166).

Pacjent musi zostanalezycie przygotowany do zabiegu. N&ayezebr& doktadny
wywiad, przeanalizow@aoczekiwania pacjenta, uwzghi¢c wskazania i przeciwwskazania do

zabiegu.

Mezoterapia kwasem hialuronowym jest przeznaczdaapdcjentow cierpliwych.
Musz oni by swiadomi tego,ze regeneracja skory wymaga czasu. Ponadto powinni
stosowa ochrore przeciwstoneczni wiasciwie piekgnowa skoe.

Nalezy jednak jeszcze raz podkli€, ze skuteczn@& 1 bezpieczéstwo
intradermoterapii kwasem hialuronowym nig dobrze udokumentowane w literaturze

medycznej, a informacje na ten temangekiedy sprzeczne.

4.3 Preparaty stosowane doustnie

Doustne preparaty kwasu hialuronowegozme podziek na dwie gtdbwne grupy.
Pierwsze stosowane sv celu poprawy jakei skory. Drugie maj za zadanie wspomaga

leczenie chorob zwyrodnieniowych stawow.

Doustne preparaty kwasu hialuronowego , ktoregmggtywac na jakadé¢ skory dzieli
sic z kolei na preparaty drobno i wielkasteczkowe. Wedtug producentéw preparaty
wielkoczsteczkowe majwickszy zdolnag¢ wigzania wody, dziki czemu dobrze nawijg |

wygtadzaj skok odwodniomn (219).
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Najnowsze doniesienia naukowe potwierdzapzliwos¢ wchtaniania i docierania do
skory wielkocasteczkowego kwasu hialuronowego. W literaturze meowanej s jednak
dopiero pionierskie doniesienia dotyce tego zagadnienia. Pierwszego dowodu na wychwyt
i rozktad w tkankach podanego doustnie wysoksteczkowego kwasu hialuronowego (HA)
dostarczyt Balogh i wsp. w badaniach z 2008 rok@0j2 Grupa badaczy podawata
zwierztom doustny kwas hialuronowy o masiesteczkowej ok. 1 MDa (nazwa handlowa
preparatu — Nutrihyl) oraz o masie 1,1 — 1,5 MDaz{ma handlowa preparatu — HyaMax).

Kwas hialuronowy byt specjalnie znakowany 99m Tetbm.

Badacze okidali wydalanie kwasu hialuronowego z katem i z mmozoraz jego
klirens we krwi i w moczu, wykorzysta radioaktywné¢ znakowanego kwasu
hialuronowego. Ponadto oznaczali rozkiad tkankowyasu hialuronowego u szczuréw.
Dodatkowo wykonywali scyntygraficzne badanie zwiaerzw okrelonych punktach
czasowych po doustnym podaniu znakowanego kwasurtmowego, skany Nano / SPECT /
CT oraz autoradiografiprob tkankowych.

Obie grupy zwierat, ktore otrzymaty znakowany 99m Technetem kwatuloaowy,
wykazywaty wydalanie niemal catej radioaktywsnow kale po 24 godzinach od podania, co
odpowiadato czasowi przgja kwasu hialuronowego przez jelita i bylo wergfikane
scyntygrafia catego ciata (wydalanie catkowite WNutt 99mTc - HA w cagu 72 godzin
wyniosto 92,3 + 1,7% potkeiej dawki w kale i 3,2 + 0,42% potigtej dawki w moczu, z
kolei wydalanie catkowite HyaMax 99mTc - HA wagu okresu 72 godzin wyniosto 84,6 +
7,8% potkngtej dawki w kale 1 2,0 £ 0,63% potkgtej dawki w moczu).

Wiekszai¢ z doustnie podanego 99mTc - HA pozostawata w podeve zotagdkowo-
jelitowym, czego dowodem jest lokalizacja radioakbpsci najpierw wzotadku, nasgpnie w
segmentach jelita cienkiego, a r@stiie w segmentach jelita grubego zgodnie z nornmainy
czasami przechodzenia przez jelito dla szczuraiddktywna¢ po podaniu 99mTc - HA
wykazywata akumula¢jw skorze, a tate we krwi, w kdciach, stawach kolanowych i w
migsniach, lecz nie pojawiata ¢siw innych naradach. Tkanki te wykazywaty wychwyt
radioaktywndgci po podaniu 99mTc - HA od godziny 2, zwykle z akiacp w p&zniejszych
punktach czasowych (24-72 h). Co ciekawe, dawatabbserwowabardzo szybki wychwyt
radioaktywnaéci w kosciach, mésniach i tkankach jelita cienkiego i grubego po 85
minutach, mimoze jednorazowa dawka 99mTc - HA na pewno jeszcze hyla w
segmentach jelita (co pokaguflane scyntygraficzne). Po 72 godzinach 10% pei&i
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radioaktywndéci (HyaMax) pozostawato w tkankach, odpowiadajwielkosci 13,3%
nieodzyskanej w drodze wydalania radioaktygano Scyntygraficzny schemat rozktadu
tkankowego radioaktywrci dla 99mTc - HA, odzwierciedlat i potwierdzat schat
obserwowany w bezgrednim badaniu tkanek. Kontaktowa autoradiograkavieo probek
tkanki fagcznej szczurow wykazata znaczny wychwyt radioakiyden w probkach skoéry

szczuréw po podaniu 99mTc - HA.

Najbardziej prawdopodobnym wyjgeniem obserwowanych wynikow jest tee
radioaktywndé¢ tkankowa wynikata z wychwytu wysokagsteczkowego HA.  Wyniki
sugeruy, ze mata ild¢ doustnie podanego HA zostata zaabsorbowana dawkgzenia i
wychwycona przez tkanki g¢ézne. Obserwowane wyniki moaby bylo wyjdni¢
wchodzeniem i transportem 99mTc - HA z chigngoniewa czas wychwytu tkankowego
(po 6 godz) i zdoln&® naczy limfatycznych do penetrowania tkankicknej wspotgra w

czasie ze zjawianiemgsi akumulacy radioaktywndci.

Ponadto w danych literaturowych vma znalé¢ dowody wspierajce dane dotycze
wychwytu doustnie podanego HA przez tkaniizine. W licznych badaniach wykazano
przechodzenie do &tenia i tkanek innych wysokoggteczkowych glikozaminoglikanéw (10
- 40 kDa) po karmieniu ludzi i innych ssakéw chanitymg, dermatanem, heparanem i/lub
niefrakcjonowanymi siarczanami heparyny (221-224%tniejg tez doniesienia nie
potwierdzagce absorpcji siarczanéw chondroityny, jednak wdyan z tych bad@amazna se
doszuké powodow braku zdolrigi wykazania absorpcji (225,226). Najezwrdck uwag
na fakt,ze procent potknitej dawki innych glikozaminoglikanéw wchoglz/ch do kgzenia
(migdzy 5 a 20%), byt podobny do $la kwasu hialuronowego opisanego w pracy Balogh'a i
wsp. (220-224). Wskazuje to na istnienie ¢scowego wychwytu  diych

glikozaminoglikanow po ich podaniu doustnym.

Istniejg rowniez doniesienia o efektach biologicznych podanego thieis
wysokocasteczkowego HA. Efekt ten jest zgodny ze znanynchami HA (227,228). W
skorze mae stymulowd prekursory, ktére syntetyzujHA in vivo. Poprzez zwkszenie
stezenia endogennego HA, zaréwno w skorzeseitaej jak i w naskorku, mae on wpltywa
na op@&nianie starzenia siskory (229). Badania na zwietach wykazaly istotn poprave
kulawcéci u koni, napraw utraty kdéci u owariektomizowanych myszy, zmniejszenie
wysiekdw stawowych u koni,akznie z podwyszeniem poziomu HA w plynie maziowym

(220). Badania ludzi z zastosowaniem samego HA)(230 HA w kombinacji z innymi
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czynnikami odywczymi, przy czym obecré HA byta podstawow zmienry (231) wykazaty
poprave bélu i funkcji stawu u osobnikébw z osteoarthriti€o istotne, badania nad
podawaniem doustnym wysokasteczkowego HA nie wykazaly efektow prozapalnych,
czego mana st bylo spodziewd jesli HA ulegatby konwersji lub metabolizmowi do
drobnych oligosacharydéw. Choziaefekty biologiczne po doustnym podaniu kwasu
hialuronowego nie & bezpdrednim dowodem na jego absorgcjmazna jednak
przypuszczée ze prawdopodobny powdd tych skutkow zwany jest z wychwytem tego

czynnika do kgzenia uktadowego i tkanek.

Przechodzenie doustnie podanego HA dgrdmia ukiadowego i przechodzenie do
tkanek hcznych wydaj sie by¢ normalnymi zjawiskami fizjologicznymi. Opisywano
transport wysokocgteczkowego kwasu hialuronowego do przestrzeni gndzawych drog
naczy limfatycznych (28,232), a tak obserwowano jego obeddowe krwi i innych
ptynach (28). Nieznakowany siarczan chondroitynkmywano w ludzkim ptynie maziowym
kolana i osoczu po podaniu doustnym, wykazuie spayte glikozaminoglikany mag

niezmienione przedosiaic do ptynu maziowego (233).

Fakt, ze naczynia limfatyczne mgj zdolng¢é wychwytu i transportu
wysokocasteczkowego HA, udowodnili w swoich badaniachel®@rrowicz i wsp. (234)
Podawali oni szczurom pityn do dializy otrzewnowejaweerapcy 10 mg/dl
wysokocasteczkowego HA (1,2 - 2,4 MDa). 25% HA ulegato apsp w ciggu 8 godzin, z
mierzalnym podwyszeniem zawartci HA w $srodmigzszu otrzewnej i krwi.  Wyniki te
sugeruy, ze wysokoczsteczkowy HA mee przechodZi przez btog otrzewnej i wniké do
krazenia. Wykazano,ze dootrzewnowo podany HA me wnika& do kmzenia drog
wyspecjalizowanych kicowych otworow limfatycznych (stomata) normalnieeobych w
podprzeponowej otrzewnej i tak drog wychwytu przez trzewne naczynia limfatyczne

(234), co wprowadzatoby HA do ukfadu limfatycznego.

W badaniach Balogh’a i wsp. (220) pojawienie sadioaktywndci w tkankach
wyprzedzato jej pojawienie giwe krwi. Sugeruje toze wychwyt i transport limfatyczny
99mTc - HA do tkanek obwodowych mogty zach@dastpnie, przed przedostaniens slo
strumienia krwi czy to przewodem piersiowym, czypa&rednio. Wiadomo tate, ze HA w
osoczu jest szybko wychwytywany i metabolizowanywatrobie (28). Jednak poziomy
radioaktywndci tkanki watrobowej byty znikome lub brak ich byto w obu grepaHA. To,
tacznie z pojawianiem giradioaktywnéci w tkankach zanim pojawitagswe krwi sugeruje,
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ze HA dochodzit do tkanek nie drgdransportu z krvg. Wychwyt i transport limfatyczny
wyjasnia te wyniki. Podobnie, naturalnie wggtijacy w organizmie kwas hialuronowy jest
transportowany przez osocze z jednej tkanki doidjulyie obserwowanie zwkszonej ilgci

kwasu hialuronowego w atrobie po jego doustnym podaniu jest korzystnesttary.

Z powyzszych bada& wynika, ze istnieje racjonalna podstawa dla suplementaciiskw

hialuronowego w celu poprawy jad@ skory i stawow.

4.4 Preparaty stosowane zewgtrznie

Nawilzajace kosmetyki pielgnacyjne zawiergjsubstancje przeciwdziat@e utracie
wody poprzez wizanie jej w skérze lub ograniczenie jej utraty. tad/lowymi substancjami
charakteryzujcymi sk zdolndgcig absorbowania wody gs humektanty. $ to zwigzki

higroskopijne prowadge do zwgkszenia stopnia uwodnienia warstwy rogowej naskérka

Jednym z najlepszychrodkow nawikajgcych i chronjcych naskorek przed
wysuszeniem jest kwas hialuronowy. Ma on zdé&tnevigzania duaej ilosci wody. W
kosmetologii stosowany jest zarébwno w postaci wipljak i w postaci soli sodowej (235).
Jednak wiéciwosci kwasu hialuronowego zalg w duzej mierze od jego masy
czgsteczkowej. Masa gsteczkowa przekraczgja 100 kDa uniemidiwia penetragy kwasu
hialuronowego przez nieuszkodzony naskoérek (23b6nhagto transportowi hydrofilowych
czasteczek kwasu hialuronowego przez begetipidy warstwe rogows naskorka nie sprzyja
niewielka ilas¢ wody w tej warstwie (ok. 20%) oraz brak powinoweatHA do lipidéw. W
Zwigzku z powyszym kwas hialuronowy nie dociera do jego faktyaimyniejsc dziatania w
skorze wihaciwej i w naskorku. Zastosowanie go w kosmetykadgblegnacyjnych nie
doprowadza wic do organicznej naprawy nawéhia skory, a jego dziatanie polega gtéwnie
na tworzeniu warstwy okluzyjnej obmajacej przeznaskorkogv utrae wody. Ponadto
kosmetyki z kwasem hialuronowym zkszap odpornd¢ skory na dziatanie czynnikow
zewretrznych, przez co chromprzed podraznieniem a nawet alergizacgkory. Mag rowniez
zdolna¢ przeksztatcania substancji toksycznych takich jaketale otzkie czy
zanieczyszczenia przemystowe, w tatwe do usu®j rozpuszczalne w wodzie potenia. W

kosmetologii kwas hialuronowy stosowany jeststa jako swoisty promotor wchianiania,
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ktory utatwia wprowadzanie innych sktadnikow kosykétwv w ghb skory (235) oraz jako
substancja zapobiegap wysychaniu kosmetykow.

Mimo, ze kwas hialuronowy jest nieimmunogenny, jego dopraine sizenie w
kosmetykach nie powinno przekra¢z20o (236). W praktyce w preparatach kosmetycznych
najczsciej wystepuje 1% roztwor kwasu hialuronowego wsito 1 — 5% (235). Niekiedy

zamykany jest on w liposomach, ktore utatwiggo przenikanie w gb naskorka (235).

60



5 Zalozenia i cel pracy

Wobec faktu, 2 brak jest bada porownujcych skuteczri@ preparatow kwasu
hialuronowego stosowanyahodskornie, zewgtrznie i doustnie, zal@niem niniejszej pracy
stala st ocena i porObwnanie wybranych preparatow kwasuutoabwego. Nie istnigj
rowniez publikacje na temat nibwosci przenikania do krwioobiegu kwasu hialuronowego
podawanegarodskornie i doustnie. Postanowionogwviprzeanalizowaten problem, licgc
na to ze wyniki keda mogty by wykorzystane zarédwno przez lekarzy zajpoyph sé
dermatologi estetyczm, jak i diagnostylk choréb, w ktorych kwas hialuronowy jest

wykorzystywany jako ich marker.

Do przeprowadzenia baflawybrano trzy, dziatace za pomag roznych
mechanizméw, preparaty kwasu hialuronowego, przezoree do rewitalizacji skory twarzy.
Pierwszym preparatem byt lalest®. Jest to nieusveany preparat wielkogsteczkowego
kwasu hialuronowego do podawani@dskornego. Drugim preparatem byt suplement diety
zawierajcy wielkoczsteczkowy kwas hialuronowy o nazwie Hialu — Femin®zeci
preparat to krem z kwasem hialuronowym — Frei Hyau Aktiv® - do stosowania
zewretrznego na sk@rtwarzy. Preparaty wybrane do badania charakterggowi duza

czasteczlg kwasu hialuronowego, co czynito je poréwnywalnymi.

Kazdy z wykorzystanych preparatow, wedtug producentdwa zapewrdi poprave
stanu skoéry, zwkszy¢ jej napkcie, sptyct zmarszczki i poprawi nawilzenie. W pracy
zadano sobie pytanie, ktéra z drég wprowadzeniaskwhialuronowego do skory jest
najbardziej optymalna. W tym celu zaplanowano por@mwe wptywu poszczegolnych

preparatéw na nawienie i elastyczni@ skory.

Ponadto analizowano mlowo$¢ przenikania do krwioobiegu preparatow kwasu
hialuronowego podanycfrodskornie i doustnie. Jako konggdraktowano grup stosugca
krem z kwasem hialuronowym. Ustalenie czy, i w ggkliosci kwas hialuronowy przechodzi
do krwioobiegu jest potrzebne, ze wailh na fakt # substancje penetyge do krwi mog
wywotywaé dziatania ogoélnoustrojowe. Kwas hialuronowy wytaary syntetycznie w teorii
jest identyczny jak ten wytwarzany w organizmiednak mimo wszystko nie jest to
substancja pochodzenia ludzkiego. Nie wiadomé ¢y ingerencja w ilg& kwasu
hialuronowego w organizmie jest bez znaczenia el jfunkcjonowania. Wiedza na temat

przenikania kwasu hialuronowego do krwioobiegu yesgtna w przypadku m. in. pacjentek w
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cigzy. W chwili obecnej gza jest przeciwwskazaniem doddskérnego podawania kwasu
hialuronowego, a w przypadku preparatow doustnyatyzija o ich suplementacji naledo

lekarza.

Zbadanie mgiwosci przenikania kwasu hialuronowego do krwioobiegest |
szczegolnie wane od kiedy probuje siwykorzystywa HA jako marker niektérych choréb
stawow, wtroby oraz rozrostow nowotworowych. Starane stalc czy kwas hialuronowy
podanysrodskoérnie lub doustnie me zaburzy odczyt wynikow poziomu tego kwasu jako
markera. Nalgy bowiem mi€ pewna¢, ze intradermoterapia i suplementacja doustna kwasu

hialuronowego nie zaburzgjego typu diagnostyki.

W badaniu analizowano #edziatania niepgadane zastosowanych terapii kwasem
hialuronowym. Szeroko opisuje e¢sizalety kwasu hialuronowego stosowanego w
intradermoterapii, suplementacji doustnej oraz kagéanego zewgtrznie. W literaturze
medycznej nie istnigjjednakzadne dobrze udokumentowane dane na temat bezfistwze

tych terapii.

Podsumowujc, celem niniejszej pracy byto:

1. Zbadanie stopnia poprawy naighia, elastyczrwi i wygladu ludzkiej skory po
zastosowaniu kwasu hialuronowegodskaérnie, doustnie i zewtnznie.

2. Ocena stopnia przenikania do krwioobiegu kwasu uhimlowego stosowanego
srodskornie, doustnie i zewtnznie.

3. Ocena dziala niepazadanych kwasu hialuronowego stosowaneg@dskoérnie,

doustnie i zewgtrznie
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6 Materiat i metodyka

6.1 Materiat

Badania zostaly przeprowadzone ogétem u 55 kebisteku 26 — 68 latSredni wiek
ochotnikow wynosit 44,5333. Badania przeprowadzen&atedrze Naturalnych Surowcow
Leczniczych i Kosmetycznych oraz w Katedrze Farn@yio na Wydziale Farmacji
Uniwersytetu Medycznego im. Karola MarcinkowskiegoPoznaniu, a tale na Oddziale
Choréb Skory Szpitala Wojewddzkiego w Poznaniu. @&ea przeprowadzono w latach 2011
- 2013. Ochotnicy zostali podzieleni na trzy grumwie dwudziestoosobowe i jegln
pietnastoosoboyv W kazdej z grup preparaty kwasu hialuronowego wprowaeZzayty do
organizmu odmiennymi drogami. W grupie pierwszejtasowano intradermoterggwasem
hialuronowym, w grupie drugiej suplementacjoustn kwasu hialuronowego, a w grupie
trzeciej kwas hialuronowy aplikowano zegtrznie na skay. Jedynymi kryteriami wgczenia
do badania byly: ptezenska oraz cét poprawy nawitenia swojej skory przez ochotnikow.
Probanci zostali przydzieleni do poszczegolnychpgna zasadzie randomizacji. Z bada
wytaczono osoby niepetnoletnie oraz osoby spedo@jkryteria wykluczenia z badania w
poszczegdlnych grupach. Wszyscy ochotnicy zostalinfprmowani o wskazaniach,
przeciwwskazaniach oraz ewentualnych dziatania@pagdanych zastosowanych u nich
terapii i podpisaléwiadomy zgod: na udziat w badaniu (zgdznik 2 - 4). Komisja Bioetyczna
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiegd®oznaniu w dniu 7 stycznia 2010
wyrazita zgod na przeprowadzenie wymienionych baddla celéw niniejszej pracy
doktorskiej (zadcznik 5).

6.1.1 Intradermoterapia kwasem hialuronowym

Intradermoteragi kwasem hialuronowym przeprowadzono w grupie 15iékolw
wieku 30 — 66 lat.Sredni wiek ochotnikéw wynosit 43,6. Z badavytaczono osoby
niepetnoletnie oraz osoby spetnaieg kryteria wykluczenia z badania.

Kryteria wykluczenia z badania:
» nadwraliwosé¢ na skladniki preparatu (218),

» zaburzenia krzepetia (154),
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» stosowanie antykoagulantéw (bez mozkeicodstawienia),

» przeciwwskazania do zastosowaériadkdéw znieczulajcych miejscowo (EMLA),

» alergia na chrom, nikiel (igty),

* cigza i laktacja (8) (154),

* menstruacja,

* miejscowe procesy zapalne (218),

* miejscowa infekcja skory (wirusowa, bakteryjna) (818),

* leki immunosupresyjne (8),

» stosowanie miejscowego lub ogdlnego leczenia wgige ostatniego miesta (237),

* pacjenci stosapy w przecygu 12 miesjcy przed badaniem tretin@ifizotretinoire,
dermabrazj, laser (51),

» choroby tkankidcznej w wywiadzie (8),

* cukrzyca (218),

» epilepsja (218),

» choroby wtroby, stawow oraz choroby nowotworowe,

* pacjenci nie wyrzajacy checi powrotu w celu kontroli (154).

Preparat kwasu hialuronowego przeznaczony dodetraoterapii 0 nazwie lalest®
otrzymano od firmy Fenice sp. z 0. o. Preparat jbszbarwnym, apirogennym i
wiskoelastycznym roztworem nieusieciowanego kwaslutonowego, przeznaczonym do
infiltracji srédskornych. W jego skfad wchodzi: hialuronian sodaz chlorek sodu,
dwunastowodny dwuwodorofosforan sodu, dwuwodny woftsforan sodu, woda do
wstrzykiwar. Masa cgsteczkowa kwasu hialuronowego wynosi 1000 kDaga gtzenie w
preparacie 20 mg/ml. pH 7,2. lalest® jest wyrobesdytznym klasy Il i posiada certyfikat
CE 0373. Preparat nie wymaga przechowywania w lagow

6.1.2 Suplementacja doustna kwasu hialuronowego

Suplementagj dousta kwasem hialuronowym zastosowano w grupie 20 kohiet
wieku 31 — 52 lat.Sredni wiek ochotnikbw wynosit 42,05. Z badavytaczono osoby
niepetnoletnie oraz osoby spetaieg kryteria wykluczenia z badania.
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Kryteria wykluczenia z badania:
* nadwraliwos¢ na skladniki preparatu,
* cigza i laktacja,
» stosowanie miejscowego lub ogdlnego leczenia wgige ostatniego miesta (237),
» choroby tkankidcznej w wywiadzie,
* pacjenci stosypy w przecigu 12 miesicy przed badaniem tretinaiizotretinoire,
dermabrazj, laser (51),
» choroby wtroby, stawéw oraz choroby nowotworowe,

* pacjenci nie wyrzajacy checi powrotu w celu kontroli.

Preparat kwasu hialuronowego przeznaczony do s@piggji doustnej o nazwie
Hialu-Femin® otrzymano od firmy Holbex sp. z o.Jest to preparat wielkoggteczkowego
kwasu hialuronowego o masiegstreczkowej przekraczgjej 500 000 Da (500 kDa). Kwas
hialuronowy otrzymywany jest metgdfermentacji mikrobiologicznej, co teoretycznie
zapewnia wysokie bezpieamwo preparatu. Oprocz kwasu hialuronowego, w peapa
znajdup sig: witamina C, proszek ppwy (substancja wypeinigga), dwutlenek krzemu
(nosnik), stearynian magnezu (substancja przeciwzkygdgj oraz zelatyna. Szczegotaw
zawartéd¢ kwasu hialuronowego i witaminy C w 1 kapsuice @amapu przedstawiono w

zakczniku 6.

Hialu - Femin® jest preparatem w kapsutkach zawieygh 50 mg
wielkoczsteczkowego kwasu hialuronowego. Jest to répvia ilgé kwasu hialuronowego
w kapsutkach dogpna na rynku. Jest ona ponad trzykrotniekaka w poroéwnaniu z innymi

preparatami (219).

Zalecane dzienne spgrie kwasu hialuronowego nie zostatlo ustalone. Bredt
zaleca stosowanie jednej kapsutki 1 — 3 razy digenkfekty wg. producenta moa
zauway¢ u niektorych oséb ju po niecatym miegcu stosowania, a u wszystkich po 2
miesgcach stosowania (219).

Jak podaje producent, kapsutki Hialu — Femin® gvmjoina¢ wigzania wody, przez
co zatrzymuyj jg w skorze. Wiéanie efekt nawitajacy ma by podstawowym dziataniem tych
kapsutek. Poza tym mgpne zweksza elastycznéc i jedrnas¢ skory oraz sptyaadrobne

zmarszczki. Ponadto preparat powinien wsporhaggeneragj skory (odnawia warstwe
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rogowg naskoérka) oraz chraohiprzed dziataniem wolnych rodnikéw i promieniowanie
stonecznym (219). Wedtug producenta jedynym przesikazaniem do stosowania kapsutek
kwasu hialuronowego jest nadutiavos¢ na ktérykolwiek ze sktadnikdéw preparatu.

6.1.3 Aplikacja zewnetrzna kwasu hialuronowego

Zewretrznie, stosowano kwas hialuronowy w grupie 20 kblv wieku 26 — 68 lat.
Sredni wiek ochotnikéw wynosit 47,95. Z badaytaczono osoby niepetnoletnie oraz osoby
spetniajce kryteria wykluczenia z badania.

Kryteria wykluczenia z badania:
* nadwraliwos¢ na skfadniki preparatu (237),
» cigza i laktacja,
» choroby skory twarzy (237),
» choroby tkankidcznej w wywiadzie,
» stosowanie miejscowego lub ogdlnego leczenia wange ostatniego miegta (237),
* pacjenci stosypy w przecigu 12 miesicy przed badaniem tretin@ifizotretinoire,
dermabrazj, laser (237) (51),

* pacjenci nie wyrzajacy checi powrotu w celu kontroli.

Preparat kwasu hialuronowego przeznaczony do apiikewrgtrznej o nazwie Frei
Hyaluron Aktiv® otrzymano od firmy Miralex sp. z 0. Krem bazuje na soli sodowej kwasu
hialuronowego — hialuronianie sodu. Ponadto w swekiadzie zawiera: Glyceryl Stearate
SE, Glycerin, Caprylic, Tocopheryl Acetate, Ureaetéaryl Alkohol, Sodium Stearyl
Glutamate, Niacinamide, Pantenol, Borago Officmail, Simmondsia Chinensis Oil,
Sodium Hyaluronate, Phenoxythanol, Methylisothiamnie, Carbomer,
Alphaisomethylionone, Butylphenyl Methylpropion&@enzyl Salicylate, Citra, Citronellol,
Geraniol, Hydroxyisohexyl-3-Cyclohexene Carboxaltkd) Limonene, Linalool, Parfum,
BHT. Szczeg6towy skiad kremu wraz z funkcjami jegoszczegdllnych sktadnikow

przedstawiono w za¢zniku 7.
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Wedtug producenta aktywny kwas hialuronowy ma adanie ,wypetnid’ i sptyca
zmarszczki. Pozostate aktywne sktadniki smahront skok przed zanieczyszczeniami
srodowiska (witamina E), uaktywniametabolizm (witamina B3) oraz stabilizoévaarieg
skory (tluszcze).

Producent zaleca stosowanie kremu raz lub kilkakeow chgu dnia, a podczas

aplikacji sugeruje stosowalelikatny masa
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6.2 Metodyka badan

6.2.1 Badanie podmiotowe

U wszystkich 55 ochotnikbw w pierwszym dniu badanmzeprowadzono
szczegotlowe badanie podmiotowe. Obejmowato ono agwilotycacy ogolnego stanu
zdrowia, chordob przewleklych oraz stosowanych lek&asmetykéw, a tale zabiegéw
wykonywanych w gabinetach kosmetologicznych i deabogii estetycznej. Najwiszy
uwag; przyktadano do kryteriow wykluczenia z badaniagWipie zakwalifikowanej do serii
zabiegow intradermoterapii kwasem hialuronowym odaz stosowania kremu z kwasem
hialuronowym miejscowe i ogolne infekcje oraz mikrazy skory byly wskazaniem do
przetazenia terminu rozpoegzia badania. Szczegdlnie doktadnie zbierano wywiddgerunku
choréb wtroby, stawow i nowotworowych (w chorobach tych wpsije podwyszony

poziom kwasu hialuronowego w 0soczu).

6.2.2 Metodyka terapii kwasem hialuronowym

6.2.2.1 Intradermoterapia kwasem hialuronowym

Intradermoterapi preparatem kwasu hialuronowego 0 nazwie lalest®,
przeprowadzono u kdego z 15 ochotnikbéw trzykrotnie w przggi 5 tygodni trwania
badania.

Przed kadym zabiegiem inradermoterapii, w celu przygotowanichotnikow do

zabiegu, pospowano wedtug nagbujacej procedury:

* natazenie preparatu znieczujgpgo (krem EMLA — lidokaina + prylokaina) na
skor twarzy,

« nalazenie folii w celu wytworzenia okluzji i spgjowania dziatania preparatu
znieczulagcego (60 minut),

» usuntcie folii i nadmiaru preparatu znieczueggo,

» dokladny demakija
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» odkaenie skory twarzy preparatem antyseptycznym Odaphigoctenidyna,
etanol),
* przemycie skory twarzy spfizjologiczng, w celu zapobiegania podraeniom

przez preparat antyseptyczny.

Zabieg intradermoterapii wykonywano strzykawkapetnion przez producenta
roztworem kwasu hialuronowego. Podczaszdego z trzech zabiegéw wstrzykiwano
ochotnikowi 1 ml preparatu. Do iniekcji stosowargdyi 30G, diugéci 13 mm. Podczas
zabiegu zmieniano kilkukrotnie igt w celu zachowania jej ost@ i zniwelowania

dolegliwasci bolowych.

Kwas hialuronowy wprowadzono do skory wdavej wykorzystugc technik
depozytow, zwam metody grudkows lub technily IDS (intradermalis superficialis —
srodskorr powierzchown). W tym celu wykonano liczne iniekcpeddskorne co ok. 0,5 cm,
wprowadzaijc igte pod katem 3@ do powierzchni skory (osijajac giebokasé ok. 1 - 2 mm) i

powodupc powstanie niewielkich grudek, ktére pokrytygpbwierzchng zabiegowy.

Bél podczas zabiegu byt niewielki lub zupetnie migsipowat (w zaleénosci od
progu bolowego ochotnika i ostrzykiwanej okolicyatay). Krwawienie byto minimalne.

Po zabiegu twarz przemywano 0,9% NaCl. Na twarmep kilka godzin - dni
utrzymywaty s¢ grudki, a przez kilka pierwszych godzin po zabiegystpowat rownie

niewielki rumien (Ryc. 2).
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Rycina 2. Intradermoterapia kwasem hialuronowynmgkaota.




6.2.2.2 Suplementacja doustna kwasu hialuronowego

Dwudziestu ochotnikow stosowato suplement dietwieeajgcy kwas hialuronowy

przez okres 6 tygodni. Przyjmowali go doustnie dretrkie w cagu dnia (rano i wieczorem).

6.2.2.3 Aplikacja zewrtrzna kwasu hialuronowego

Dwudziestu ochotnikow stosowato krem z kwasemuntalowym przez 6 tygodni
trwania badania. Aplikowali oni krem Frei Hyaluréktiv® na skoe twarzy dwukrotnie w

ciggu dnia (rano i wieczorem).

6.2.3 Badanie przedmiotowe

6.2.3.1 Ocena kliniczna stanu skory

Ocena kliniczna stanu skory twarzy przeprowadzayta v pierwszym i ostatnim
dniu badania we wszystkich trzech grupach ochomikOceniano nawienie / such&t i
elastycznéc¢ skory twarzy oraz stopiekorekty wys¢pujacych na niej zmarszczek. Ponadto w
ostatnim dniu badania analizowano popgastetycznego wygtiu skory.

Nawilzenie skory twarzy oceniane byto niezalee przez badacza i ochotnika wedtug
czterostopniowej zmodyfikowanej skali naighia / such&ci skory (tabela 2) (238).

Tabela 2. Skala oceny nawghia / suchgci skory (238).

Stopien Charakterystyka

0 Brak suchéci

1 Niewielka suché¢ bez ztuszczania
2 Znaczna suchid bez zluszczania
3 Znaczna suchié ze ztuszczaniem
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W nastpnym etapie badania badacz i ochotnicy niezede oceniali elastyczr$o
skory twarzy. Do tego celu wykorzystywali trzystopma skak elastycznéci skory (tabela
3).

Tabela 3. Skala oceny elastyc&aicskory. (239)

| Skala oceny elastyczfw skory

Stopien Charakterystyka - czas odpenia faldu skory ponej zewrtrznego kta
oka

1 Bardzo dobra elastyczébd — natychmiastowe odgrenie skory

2 Srednia elastyczrig — odpezenie < 10s (badacz wpisuje przyioling ilosé
sekund)

3 Brak elastyczn&i -odprzenie > 10s (badacz wpisuje przyoling ilos¢
sekund)

Stopié korekty wys¢pujacych na twarzy zmarszczek oceniano w ostatnim
dniu badania na podstawie zmodyfikowanej czterostopej skali wykorzystanej w badaniu

Duranti'ego i wsp. (tabela 4) (154). Oceny dokoniymiazaleznie badacz i ochotnicy.

Tabela 4. Skala oceny poprawy na podstawie % ungshkarekcji zmarszczek (154).

Skala oceny poprawy na podstawie % uzyskanej kprekarszczek

Stopien % uzyskanej korekcji

1 Brak poprawy

2 Niewielka poprawa (1-33% korekcji)

3 Umiarkowana poprawa (34-66% korekciji)
4 Znaczca poprawa (67-100% korekciji)

72



Ponadto w ostatnim dniu badania badacz i ochotmeepiali niezalenie efektywnéé
(skutecznéc¢) badania na podstawieepiostopniowej subiektywnej skali GAIS (The Global
Aesthetic Improvement Scale) (155) (tabela 5).

Tabela 5. Skala poprawy estetycznego wyglskory GAIS (155).

Stopien Charakterystyka — ocena stopnia poprawy
1 Znaczna poprawa

2 Umiarkowana poprawa

3 Niewielka poprawa

4 Brak zmian

5 Pogorszenie

6.2.3.2 Badanie nawifenia skory - corneometr

Nawilzenie skory mierzone byto za pomo€orneometru® MPA5 (Courage —
Khazaka Electronics MD). Corneometr odteepoziom wilgotnéci naskorka poprzez pomiar
pojemndci elektrycznej. Zasadniczym elementem aparatus@stia, w ktorej znajdajsie 2
sciezki metaliczne (Ryc. 3). Jedna Zeiezek kumuluje nadwike elektronow (tadunek
ujemny), a druga ich brak (fadunek dodatsigiezki oddzielone s od powierzchni skory
szklary ptytka. W chwili kontaktu gtowicy z powierzchaiskory przez gérne warstwy
naskorka przeptywa zmienne pole elektryczne, kbnegrtéé zalezy od zawartéci wody.

Pozwala to na ocerstanu nawitenia skory.
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Rycina 3. Zasada dziatania Corneometru® MPAS.

Zrodio: materiaty informacyjne firmy Courage & Khza

Stopien pojemndci elektrycznej skory podawany jest w specyficznyiia
oprogramowania systemie jednostek. Pomiar przedstaawarté¢ wody w warstwie

rogowej naskorka nagbdokasci 20 nm (240).

Pomiary wykonywano u wszystkich ochotnikbw przed zpaczciem terapii
(intradermoterapii, suplementacji doustnej lub kegadji zewretrznej kwasu hialuronowego).

Kolejnego pomiaru dokonywano po zakaeniu podawania kwasu hialuronowego:

e 7 dni po trzecim zabiegu intradermoterapii kwaseéauhonowym (tj. po 6 tygodniach
trwania badania),
* po 6 tygodniach suplementacji doustnej kwasu hogawego,

* po 6 tygodniach aplikacji zewtrznej kwasu hialuronowego.

W celu uzyskania porownywalnych wynikow, pomiardwkdnywano zawsze w tych
samych warunkach:

« temperatura pomieszczenia: 20 22
* wilgotnos¢ wzgledna: 40 — 60%,
* pomiar zawsze ze zhbrg sita nacisku i pionowym ustawieniem sondy,

* nie wykonywanie pomiaréw w bezgrednimswietle stonecznym lubwietle lampy.

Ochotnikom zalecono rezygnag@ makijazu w dniu pomiaru oraz nie stosowanie kremow
oraz preparatow magych na 2 godziny przed badaniem. Badanie przepmipaveo m¢dzy
godzirg 11.00 a 13.00, w celu wykluczenia dobowych wiaha
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Pomiaru dokonywano po 10 minutowej aklimatyzaciin& przyktadano do skoéry przez
1 sekung pod cknieniem 1,1-1,5 N (240). kdorazowo wykonywano 6 pomiaréw: 3 na
policzku lewym oraz 3 na czole, zgodnie zazabnym schematem (Ryc. 4). Wyniki podano
w postaci wartéci srednich obliczonych na podstawie ¢@u kolejnych pomiarow.
Zrezygnowano z pomiaru nawdnia skoéry dokonywanego parj kasci jarzmowej. Brak
podparcia kostnego dla sondy powodowat,uzyskiwane wyniki nie byty powtarzalne. Ze

wzgledu na faktze mogty one zaburZywyniki badania, nie brano ich pod uwag

Rycina 4. Schemat przyktadania sondy - corneometru.

Zrodio: opracowanie wiasne

6.2.3.3 Badanie elastycznii skory - reviscometr

Elastyczné¢ skéry mierzono za pomedeviscometru MPA5S (Courage — Khazaka
Electronics MD). Reviscometr olgla elastyczn& skory poprzez pomiar czasu przebiegu
rezonansu (RRT). Zasadniczym elementem aparatsqesia z dwoma igtowymi czujnikami,
umieszczanymi na skérze (Ryc. 5). Jeden z czujnikdmmekazuje akustyczn fale
uderzeniow, drugi jest odbiornikiem. Aparat mierzy czas pfery fali od nadajnika do
odbiornika. Czas, w jakim puls akustyczny przechadgrzetwornika do odbiornika okila

si¢ jako czas przebiegu rezonansu (RRT — ResonancaiiRumime) (241).
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Rycina 5. Zasada dziatania Reviscometru® MPA5.
Zr6dto: materiaty informacyjne firmy Courage & Khaa

Odlegta¢ miedzy czujnikami i czstotliwos¢ fali akustycznej okrdaja glebokasé¢
penetracji. Reviscometer bada tkanka gkbokaosci  kilkudzieseciu mikrometrow,
umazliwiajac pomiary mechanicznych parametréw naskorka i wgréirodawkowatej skory
wiasciwej (241). Zastosowana ¢gtas¢ pulséw jest zakresu styszalnego (4,5 kHz) (241).
Szybka¢ dzwicku w materiale zaley od jego gstasci i napkcia. Mechaniczne wibracje
przenosz si¢ szybciej w kierunku wiszego napicia. Wartd¢ RRT jest odwrotnie
proporcjonalna do elastyczéw skory (242). Im dhiaszy jest czas rozprzestrzenianiafail w
materiale, tym wysza jest wart& pomiaru i tym mniej elastyczny jest materiat. Fale
akustyczne wykazgjzmienny predkos¢ biegmc wzdtwz lub w poprzek widkien skory.

Pomiary wykonywano u wszystkich ochotnikbw przed zpmaczciem terapii
(intradermoterapii, suplementacji doustnej lub kegadji zewretrznej kwasu hialuronowego).

Kolejnego pomiaru dokonywano po zakaeniu podawania kwasu hialuronowego:

e 7 dni po trzecim zabiegu intradermoterapii kwaséauhonowym (tj. po 6 tygodniach
trwania badania),
* po 6 tygodniach suplementacji doustnej kwasu hialowego,

* po 6 tygodniach aplikacji zewtrznej kwasu hialuronowego.
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W celu uzyskania poréwnywalnych wynikow, pomiaréwkdnywano zawsze w tych

samych warunkach:

« temperatura pomieszczenia: 20 22
» wilgotnos¢ wzgledna: 40 — 60%,
* pomiar zawsze ze zhbmng sita nacisku i pionowym ustawieniem sondy,

* nie wykonywanie pomiaréw w bezgrednimswietle stonecznym lubwietle lampy.

Ochotnikom zalecono rezygnag makijazu w dniu pomiaru oraz nie stosowanie kremoéw
oraz preparatow mygych na 2 godziny przed badaniem. Badanie przempsveo m¢dzy
godzirg 11.00 a 13.00, w celu wykluczenia dobowych wiaha

Pomiaru dokonywano po 10 minutowej aklimatyzacgcjenci musieli przy¢ lezaca
zrelaksowag pozycg, co miato na celu ujednoliceniegplkosci rozchodzenia gifal (wzrasta
ona w zrelaksowanej pozycji ciata) (243). Senuieszczano na skorze policzka lewego i
fiksowano za pomacdwustronnego piécienia samoprzylepnego, umieszczanego padnyi
sondy a skdég (Ryc. 6). Wykonywano pomiary podatem 0/180°, 45/225°, 90/270° i
135/315°. Do ocenye@rnadsci skory uywano wartdci sredniej (237). Ponadto oddzielnie

analizowano wyniki dla pomiaru w ustawieniach Regraetru 0° i 90° (244).

Rycina 6. Schemat przyktadania sondy — reviscon(estawienie zgodne z liniami Langera).

Zrédto: opracowanie witasne
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6.2.3.4 Ocena ilgci kwasu hialuronowego w osoczu — test ELISA

Poziom kwasu hialuronowego w o0soczu o0znaczano zano@p testu

immunoenzymatycznego ELISA - Hyaluronic Acid Test Kfirmy Corgenix.

Test ten oparty jest na technice jednoetapowejcieakmunologicznej. Studzienki
mikroptytek optaszczonegswysoce specyficznymi biatkami pochagymi z chrastek
bydlecych, whzacymi kwas hialuronowy (HABP) oraz HABP skoniugowamy
(wyznakowanymi) z odpowiednim enzymem w celu wykaywa kwasu hialuronowego w
prébkach osocza ochotnikdw. W celu obliczania wgmikw ng/ml wywane § roztwory

referencyjne przygotowywane z kwasu hialuronowegmypkiwanego z grzebieni kogucich.

Rozcieiczone (1/10) prébki i roztwory wzorcowe kwasu hiahowego naktadano na
mikroptytke optaszczog HABP, co pozwalalo na przdzenia kwasu hialuronowego z
probek osocza lub wzorcow do unieruchomionego HAB&stpnie studzienki przemywano
w celu usunjcia casteczek niezwzanego osocza, a do studzienek dodawano HABP
zZwigzane z peroksydazchrzanow, tzw. HRP - enzym stosowany w celu znakowania
przeciwciat. Prowadzito to do powstania komplekstevzwizanym kwasem hialuronowym.
Po kolejnym przemyciu, dodawano chromogenny sub6ttdB/H202), w celu otrzymania
reakcji barwnej. Naspnie do studzienek dodawano czynnik blakyj tzw. STOP-
REAGENT w celu przerwania reakcji i powstania astahego wybarwienia komplekséw.
Intensywnd¢ uzyskanego koloru mierzono w jednostkaebktgici optycznej (optical density
units) za pomag spektrofotometru przy ditugoi fali 450 nm i fali referencyjnej 650 nm. Na
podstawie probek wzorcowych dostarczonych przedywenta (50, 100, 200, 500 i 800
ng/mL) wyznaczano krzygvwzorcows. Poziom kwasu hialuronowego w probkach obliczano

poprzez poréwnanie absorbancji prébek wdgm wielopunktowej krzywej wzorcowej.

Charakterystyk Hyaluronic Acid Test Kit przedstawiono w tabeli 6.
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Tabela 6. Charakterystyka Hyaluronic Acid Test Kit.

Zakres testu 10 - 800 ng / ml
Granica wykrywalnosci 10 ng / mi
Precyzja:

Srodtestowa 4,2%

Mi edzytestowa 6,3%

Prég odcicia dla kwasu hialuronowego, podawany przez di@orgenix, wynosi 75
ng/ml, z kolei érednie s¢zenie kwasu hialuronowego w populacji 28,5 ng/ml ze
standardowym odchyleniem 24. Najepodkréli¢, ze test wykrywa wycznie casteczki
kwasu hialuronowego skiadap s¢ z minimum 20 powtarzggych s¢ jednostek (lub
dimeréw) kwasu (1, 4) glukuronowego i (1, 3) N -egtoglukozaminy.

Poziom kwasu hialuronowego w osoczu glaro we wszystkich trzech grupach
ochotnikbw (grupie poddanej intradermoterapii kwaséhialuronowym, otrzymudgej
suplementaejdoustr kwasu hialuronowego oraz stostgj kwas hialuronowy zewirznie).
Grupe trzecs, czyli ochotnikdw stosggych kwas hialuronowy zewtrznie, traktowano jako
kontrok. Duza czsteczka kwasu hialuronowego w kremie nie jest wstpenetrowé przez
naskorek, a tym samym doétaic do krwioobiegu. Pierwszego pomiaru dokonano przed

wigczeniem wyej wymienionych terapii, natomiast drugiego pomiaru

e 24 godziny po trzecim zabiegu intradermoterapii $&ma hialuronowym (tj. po 5
tygodniach trwania badania),

e po 6 tygodniach suplementacji doustnej kwasu ho@owego, w ostatni daie
przyjmowania preparatu,

* po 6 tygodniach stosowania kremu z kwasem hialuyng w ostatni dzigé aplikacji

kremu.

W celu uzyskania porownywalnych wynikow, pomiarowkdnywano zawsze w tych

samych warunkach:

e probki krwi pobierano zawsze w tych samych godZingomedzy godzin 11.00 a
13.00,
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e ochotnikbw poproszono o unikanie wysitku fizyczneganiu badania,

» ostatni positek ochotnicy mogli spg na 2 godziny przed pobraniem krwi.

W celu wykonania pomiaru poziomu kwasu hialuronosveg osoczu, od ochotnikéw
pobierano krew do probowek z hepagyW kolejnym etapie odwirowywano osocze w
wiréwce nastawianej na 400 obrotow na mgnudsocze rozdzielano do dwoch probdéwek
Eppendorfa w celu pozyskania zapasowego materiatedtu immunoenzymatycznego.
Nastpnie odpowiednio oznakowane probowki Eppendorfazomo w temperaturze -7G.

Po zebraniu materiatu od wszystkich ochotnikéw maltg@rzekazano do Katedry i Zaktadu
Farmakologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniwgigalokonano pomiarow zawaétd
kwasu hialuronowego w osoczu ochotnikdbw za pantestu immunoenzymatycznego
ELISA firmy Corgenix (Hyaluronic Acid Test Kit).

6.2.4 Ocena ankietowa skutecznii preparatéw kwasu hialuronowego przez ochotnikéw

W ostatnim dniu badania ochotnicy zostali poproszenwypetnienie ankiety
oceniajce] zastosowanu nich teragi kwasem hialuronowym (zgdznik 8 — 10). Pytania w
ankietach, oceniggych wszystkie trzy drogi wprowadzania kwasu hiahowego do
organizmu, byty identyczne lub bardzo podobne, u ceozliwosci porownania odpowiedzi
pomiedzy ochotnikami poszczegolnych grup. Pytano o ezasvaenia pierwszych efektow
zastosowanej terapii, palenie papieroséwgscilgrzyjmowanych pltynéw oraz dziatania

niepazagdane.

6.2.5 Metody analizy statystycznej wynikow bada

Analizowane dane pochodzity z dwoch skal pomiardwye interwatowej i

nominalnej.

Poréwnania zmiennych pogdanych w skali interwatowej wykonano przy pomocy
testu t-Studenta dla zmiennych pgranych. W przypadku poréwnywaniagegj niz dwoch
grup jednoczéie zastosowano jednoczynnikgwanaliz wariancji (ANOVA). W przypadku
wykazania istotnych tdnic, zastosowano testy post-hoc Tukey'a w celu \&@gzenia grup
jednorodnych. Przed zastosowaniem pzszych analiz sprawdzono, czy analizowane dane
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spetniaj wymagane zafeenia tj. zgodn& danych z rozktadem normalnym — test Shapiro-
Wilka oraz jednorodni& wariancji. Jednorodrsé wariancji w przypadku poréwnywania
dwéch grup sprawdzano za pomdestu Fishera-Snedecora, a w przypadku porownywani
wiecej niz dwéch grup jednocZeie zastosowano test Levene’a. W przypadku gdy
wymagane zatgenia nie byty spetnione, zastosowano test KrusWéddlisa oraz test post-hoc

Dunna.

Dane pochodgce ze skali nominalnej analizowano przy pomocyutesezalénaosci
Chi-kwadrat lub w przypadku matych liczw obserwowanych doktadnego testu Fishera-

Freemana-Haltona. Dane jgkmwe zostaly przedstawione za pompcocentow.

Badanie zalenosci pomkdzy analizowanymi zmiennymi $giowymi dokonano przy
pomocy wspotczynnika korelacji Pearsona. Istéénaspotczynnikéw analizowano przy

pomocy testu t-Studenta.

Analizy statystycznej dokonano przy pomocy pakistatystycznego Statistica 8.0
(StatSoft) oraz pakietu StatXact v3.0(Cytel Sofeyar

Wszystkie testy byty analizowane na poziomie ist&tna=0.05.
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7 Wyniki

7.1 Struktura grup terapeutycznych

Ochotnikéw biogcych udziat w badaniu przydzielono losowo do jednéjzech grup
terapeutycznych. W grupie pierwszej znalaztold osob, ktérym wykonano seizabiegow
intradermoterapii nieusieciowanym, wielkgaseczkowym kwasem hialuronowym. Grupa
druga i trzecia liczyta po 20 oséb. Ochotnicy zpyrarugiej przyjmowali doustnie preparat
wielkoczsteczkowego kwasu hialuronowego. Ochotnicy z gitigsciej aplikowali na skér

krem z kwasem hialuronowym.

7.1.1 Poroéwnanie grup terapeutycznych wzgidem wieku

W badaniu wazjto udziat 55 os6b w wieku 26 — 68 latSredni wiek ochotnikéw
wynosit 44,53. Probantéw przydzielono losowo decettz grup badanyctSredni wiek w
grupie 15 ochotnikbw u ktérych wykonano zabieg ad&rmoterapii nieusieciowanym
kwasem hialuronowym wynosit 43.60. W grupach stgsugh doustny preparat kwasu
hialuronowego oraz krem z kwasem hialuronowym zmapto s¢ po 20 ochotnikow, a ich
sredni wiek wynosit odpowiednio 42.05 i 47,95 (Tal.

W tescie nieparametrycznym Kruskala-Wallisa nie stwiertz ré&nic pomedzy

poszczegOllnymi grupami.

Tabela 7. Poréwnanie grup terapeutycznych wdggh wieku.

Grupa - intradermoterapia

wiek 15 43.60 39.00 30.00 66.00 11.93
Grupa — suplementacja doustna

wiek 20 42.05 41.50 31.00 52.00 6.66
Grupa — aplikacja zewretrzna

wiek 20 47.95 54.50 26.00 68.00 13.23
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7.1.2 Poréwnanie grup terapeutycznych wzgldem palenia papieroséw

Zdecydowana wkszas¢ badanych nie palita papierosow anik 8 — 10, pytanie 6).
W grupie w ktérej zastosowano intradermotegqapierosy palito 20% ochotnikéw, w grupie
przyjmujcej doustny preparat kwasu hialuronowego 30%, grupie stosujcej krem 25%

probantéw (Ryc. 7).

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -

50% - M palacy

20% - M niepalacy
30% -
20% -

10% -

0% -

Intradermoterapia Suplementacja doustna  Aplikacja zewnetrzna

Rycina 7. Poréwnanie grup terapeutycznych wag palenia papieroséw.

llos¢ 0sOb pajcych nie rénita sk statystycznie pomdzy poszczegdlnymi grupami
terapeutycznymi (Chi2 Pearsona p=0,80).

7.1.3 Poréwnanie grup terapeutycznych wzgidem ilosci wypijanych ptynéw a dobe

Osoby badane w si6dmym pytaniu ankiety qdeahik 8 - 10) podawaly iki
wypijanych w cagu doby ptyndw. W kadej badanej grupie wksza¢ badanych osob
wypijata ok. 1,5 litra ptyndw na dgebW grupie, w ktorej zastosowano intradermoteyrdpb
litra lub wiecej ptynéw na dob wypijato 93,33% probantéw, w grupie przyjmogj doustny
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preparat kwasu hialuronowego oraz w grupie stagjikrem réwno po 85% probantéw (Ryc.
8).

100% -~
90% -
80% -
70% -
60% - m> 2 litréw
50% - mok. 2 litréw

40% - H ok.1,5 litra
m<1litra
30% -

20% -

10% -

0% -
Inradermoterapia Suplementacja doustna  Aplikacja zewnetrzna

Rycina 8. Poréwnanie grup terapeutycznych waem ilagici wypijanych ptynéw na dap

llos¢ wypijanych ptynéw na dapprzez ochotnikdw bigcych udziat w badaniu nie
réznita sk statystycznie ponadzy poszczegélnymi grupami terapeutycznymi (ChidrBena
p=0,59).
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7.2 Ocena nawikenia skory w grupach terapeutycznych

Nawilzenie skory twarzy ochotnikéw olglane byto za pomaccorneometru. Ponadto
zarowno probanci, jak i badacz odedi nawilzenie skory wedtug czterostopniowej skali

suchdci skory.

7.2.1 Pomiar corneometrem

Przy wyciu analizy wariancji sprawdzano, czy pgikowy poziom nawitenia skory
twarzy w poszczegolnych grupach terapeutycznyctebltony. Homogeniczni@ wariancji

w poszczegolnych grupach byta podobna (test Lezempe= 0.15).

Sredni pocatkowy poziom nawitenia w grupie, w ktorej zastosowano
intradermoteragi wynosit 57.02 £ 6.61, w grupie przyjmgej preparat doustny 55.66 +
12.37, a w grupie stosygej krem 56.51 + 10.84 (Ryc. 9). Waito wyjsciowego poziomu
nawilzenia skéry w testach post hoc niezmily si¢ istotnie pomgdzy poszczegoinymi

grupami.
64
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L 54t
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(&]
52 l l
50
48 — — ' o Srednia
Frei Hialu-Femin lalest 0 SredniaiBqu std
grupa T Srednia+0.95 Przedz. ufn.

Rycina 9. Poc#tkowy poziom nawitenia skoéry twarzy w poszczegoélnych grupach
terapeutycznych (corneometr).
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Nastpnie przy pomocy testu t-studenta dla zmiennych iggamych analizowano
zmiany poziomu nawikenia w poszczegolnych grupach terapeutycznych.

Tabela 8. Zmiana poziomu nawehia skory twarzy ochotnikow pod wpltywem terapii
kwasem hialuronowym zastosowanych w poszczegolgyspach terapeutycznych. Badanie
corneometrem.

Corneometr Liczba Srednia Mediana Minimum Maksimum Odchylenie

ochotnikéw standardowe

Intradermoterapia
Pocatkowy
poziom 15 57.02 55.47 46.37 70.25 6.61
nawilzenia
Nawilzenie
po 6 15 66.04 64.07 59.41 75.40 4.58
tygodniach
Suplementacja doustana
Pocztkowy
poziom 20 55.66 55.31 35.41 81.56 12.37
nawilzenia
Nawilzenie
po 6 20 62.90 61.88 47.11 79.36 10.36
tygodniach
Aplikacja zewnetrzna
Poczatkowy
poziom 20 56.51 55.94 28.88 76.20 10.84
nawilzenia
Nawilzenie
po 6 20 57.11 60.20 34.76 77.98 11.39
tygodniach
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Nawilzenie skéry ochotnikbw, u ktérych zastosowano e¢serzabiegow
intradermoterapii nieusieciowanym kwasem hialuropowwzrosto z 57.02 + 6.61 (na
pocztku badania) do 66.04 + 4.58 (nanka badania), co jest zdica statystycznie istotn
(test t-studenta dla zmiennych paranych, p = 0.00) (Ryc. 10; Tab. 8).

grupa=lalest

70 T
68 "|'
66 o
64 | 1
62
60 ‘I'
58

a
56 +
54 + l
52 s s - - 0 Srednia

corneometr $r przed L] Srednia+Btad std
corneometr po 1 Srednia+1.96*Btad std

Rycina 10. Zmiana poziomu nawénia skory twarzy ochotnikow, u ktérych zastosowano

intradermoteraginieusieciowanym kwasem hialuronowym. Badanie camegtrem.

Nawilzenie  skory  ochotnikow, ktorzy  przyjmowali  doustniepreparat
wielkoczsteczkowego kwasu hialuronowego wzrosto z 55.6@.87 (na pocatku badania)
do 62.90 + 10.36 (na keu badania), co jest xnicg statystycznie istotn(test t-studenta dla
zmiennych powgzanych, p = 0.00) (Ryc. 11; Tab. 8).
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grupa=Hialu-Femin
70 T .

68 |
66 | T
64 |
62 |
60 | T l
58 |

56 | o
54 |
52 | l
50 |

48 s s - - 0 Srednia
corneometr $r przed L] Srednia+Btad std
corneometr po 1 Srednia+1.96*Btad std

Rycina 11. Zmiana poziomu nawénia skory twarzy ochotnikbw po zastosowaniu

suplementacji doustnej wielkagsteczkowego kwasu hialuronowego. Badanie corne@metr

Nawilzenie skéry ochotnikéw, ktorzy stosowali krem z kemas hialuronowym
wzrosto z 56.51 + 10.84 (na patku badania) do 57.11 + 11.39 (naxka badania) (Ryc. 12;
Tab. 8). Ranica ta nie byta istotna statystycznie (test t-stud dla zmiennych pow#anych,
p =0.78).
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grupa=Frei

64
62 +
60 + —‘7 —‘7
58 t+
[m]

[m]
56 +
54 | J
52 + J
50 s s - - 0 Srednia

corneometr $r przed L] Srednia+Btad std
corneometr po 1 Srednia+1.96*Btad std

Rycina 12. Zmiana poziomu nawénia skory twarzy ochotnikdw po stosowaniu kremu z

kwasem hialuronowym. Badanie corneometrem.

W ostatnim dniu badania analizowananize pom¢dzy poziomem nawienia skory
twarzy w poszczegolnych grupach terapeutycznychkdhtystano do tego celu analiz

wariancji oraz testy-post-hoc Tukey’a.

Sredni kaicowy poziom nawitenia w grupie, w ktorej zastosowano intradermoierap
wynosit w ostatnim dniu badania 66.04 + 4.58, wpggyprzyjmugcej preparat doustny 62.90
+ 10.36, a w grupie stosigej krem 57.11 + 11.39 (Ryc. 13). Wykazano isjatdznice w
poziomie nawitenia pomgdzy poszczegdolnymi grupami (Anova, p = 0,00). Tgsbgt-hoc
wytonity dwie grupy jednorodne (grupa stogrg krem i preparat doustny) oraz (preparat
doustny i intradermoterag)i zatem istotna tdica w kacowym poziomie nawidenia
wystgpita pomedzy osobami stosggymi krem a osobami, u ktorych zastosowano

intradermoterapi
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Rycina 13. Kaécowy poziom nawitenia skory twarzy w poszczegolnych grupach

terapeutycznych. Badanie corneometrem.

Po 6 tygodniach trwania badania zanotowano wzrestilzenia skory twarzy w
grupie poddanej intradermoterapii (0 9,01) orazrupge stosujcej suplementa¢jdoustn (o
7,24). W grupie stosagej krem z kwasem hialuronowym poziom naweilia nie ulegt
istotnej zmianie (wzrost o 0,60). Zmiany te przadsbno na rycinie 14.

90



75

70 |

65

60

55 |

50

45

| == grupa
Frei
—4— grupa
' Hialu-Femin
corneometr $r przed =% grupa

corneometr po

lalest

Rycina 14. Zmiana poziomu nawénia skory twarzy w poszczegollnych grupach

terapeutycznych. Badanie corneometrem.

7.2.2 Skala suchdci skory — ocena ochotnikéw.

Narzdziem za pomag ktdrego ochotnicy oceniali nawénie / such& swojej skory

byta czterostopniowa skala suéhbskory. Sktadata giona z nasgpujacych odpowiedzi:

¢ 0 - brak suchai,
« 1 — niewielka suchi@ bez zluszczania,
¢ 2 —znaczna suckédbez zluszczania,

¢ 3 -—znaczna suckhdze zluszczaniem

Do zbadania rnicy statystycznej porailzy stopniem poprawy nav@nia / suchgci

skory w poszczegollnych grupach terapeutycznych weylstano Anoy Kruskala-Wallisa

oraz testy post- hoc Dunna. Analiza wykazata igtot@znice w poziomie nawtenia /

suchdci. Najwickszy popraw nawilzenia / suchéci skory twarzy zauwgli u siebie

ochotnicy z grupy, w Kktorej zastosowano intradeeregie kwasem hialuronowym.

Nawilzenie w ocenie ochotnikow poprawitcg $stotnie w grupie poddanej intradermoterapii
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kwasem hialuronowym w poréwnaniu zarowno do suptgami doustnej (p=0.04), jaki i w

poréwnaniu do grupy stosigej krem z kwasem hialuronowym (p=0.00) (Ryc. 15).

Suchosc poprawa o ilos¢ stopni wg. pacjenta

O -
| l
2 -
-3 — — : O Mediana
Frei Hialu-Femin lalest [] 25%-75%
grupa T Min-Maks

Rycina 15. Zmiana nawikénia / suchéci skéry twarzy ochotnikbw poszczegdlnych grup
terapeutycznych. Ocena ochotnikbéw wedtug skali séaih
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Tabela 9. Nawienie / such& skéry twarzy ochotnikbw poszczegd6lnych grup

terapeutycznych na pagtku badania. Ocena ochotnikow wedtug skali sécho

| Nawilzenie / Intradermoterapia Suplementacja Aplikacja zewnetrzna |

suchaé doustna

Procent Liczba Procent Liczba Procent

skory, ocena@l{er4f:}

clenleens - ochotnikow ochotnikow ochotnikow

na pocatku

badania

0 (brak - - 3 15% 5 25%
suchaci)

1 (niewielka 4 26.67% 7 35% 9 45%

suchagé¢ bez
zluszczania)
2  (znaczna 10 66.67% 7 35% 2 10%

suchagé bez

zluszczania)
3 (znaczna 1 6.67% 3 15% 4 20%

suchaé ze

zluszczaniem)
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Tabela 10. Nawienie / such& skoéry twarzy ochotnikbw poszczegoéinych grup

terapeutycznych na kou badania. Ocena ochotnikow wedtug skali sécho

| Nawilzenie / Intradermoterapia Suplementacja Aplikacja zewnetrzna |

suchaé doustna

Procent Liczba Procent Liczba Procent

skory, ocena o4}
ochotnikéw ochotnikéw ochotnikéw ochotnikéw
na koncu

badania

0 (brak 14 93.33% 10 50% 7 35%
suchaci)

1 (niewielka 1 6.67% 9 45% 8 40%
sucha¢ bez

zluszczania)

2 (znaczna - - 1 5% 5 25%
suchagé¢ bez

zluszczania)

3 (znaczna - - - - - -
suchag¢  ze

zluszczaniem)

Tabela 11. Zmiana nawviinia / suchéci skory twarzy ochotnikdw na skutek zastosowanych

terapii kwasem hialuronowym w poszczegoéinych grhpaterapeutycznych. Ocena

ochotnikow wedtug skali suckai.

| Zmiana Intradermoterapia Suplementacja Aplikacja zewnetrzna |

nawilzenia / doustna

suchdci Liczba Procent Liczba Procent Liczba Procent
< sie ochotnikow ochotnikow ochotnikow

-2 1 5%

-1 4 20%

0 6 30% 4 20%

1 5 33.33% 9 45% 9 45%

2 9 60% 5 25% 2 10%
3 1 6.67%
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Wszyscy ochotnicy w grupie poddanej intraedrmotéersguwazyli znaczry poprave
nawilzenia / suchgci skory twarzy. Wiksza¢ z probantow zaznaczyta popraw 2 punkty
(60%), a 33.33% o0 1 punkt. Jeden ochotnik (6.678awaryt u siebie poprago 3 punkty.

Popraw nawilzenia / such&ci skory twarzy zauwayta tez wigkszasé¢ ochotnikdw
przyjmucych kwas hialuronowy doustnie. Stopig@oprawy byt jednak wszy ni w
poprzedniej grupie. Wksza¢ z probantéw stosagych suplementagjdousta zaznaczyta
popravwe 0 1 punkt (45%), a 25% zaumdo popravwe o0 2 punkty. Dla 30% ochotnikdw
nawilzenie skory nie uleglo zmianieZaden z ochotnikéw nie zauwd pogorszenia

nawilzenia skory.

W przeciwigistwie do dwdch poprzednich grupgéz ochotnikow stosagych krem z
kwasem hialuronowym zauvso pogorszenie nawienia / suchéci skoéry twarzy o 1
stopier (20%). Drugie 20% ochotnikbw zaznaczyto w ankiebek poprawy. \&od
ochotnikow, ktérzy zauwgli poprawe nawilzenia skory, wiksza¢ zaznaczyta popraywo 1
punkt (45% wszystkich probantéw stagryjch krem z HA).

Zmiany poziomu nawienia / suchéci skory twarzy w poszczegdllnych grupach

terapeutycznych przedstawiono na rycinie 16 oraabelach 9 - 11.

70%

60%

50%

40%

M Intradermoterapia

30% .
Suplementacja doustna

20% — M Aplikacja zewnetrzna

10%

0% M
-2 -1 0 1 2 3

Zmiana nawilzenia / suchosci skory — ilo$é stopni

Rycina 16. Porownanie zmiany naw@hia / suchéci skory twarzy ochotnikdbw w

poszczegodlnych grupach terapeutycznych. Ocenamikbot wedtug skali suchioi.
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7.2.3 Skala suchdci skéry — ocena badacza.

Narzdziem za pomag ktérego badacz oceniat na#ehie / such& skory twarzy
ochotnikow byta, podobnie jak w przypadku ocenyegrbchotnikow, czterostopniowa skala
suchdci skory.

Nawilzenie w ocenie badacza poprawitg $stotnie w grupie w ktérej zastosowano
intradermoteragi w poréwnaniu do grupy stosiggj krem z HA (p = 0.00). Réwnie dobre
rezultaty uzyskano w grupie stoscgj suplementa¢j doustm w porownaniu do grupy
stosugcej krem (p = 0.02). Nie wykazano istotnepmicy w poziomie nawidenia medzy

intradermoterapia suplementagjdoustra. Zmiany te przedstawiono na rycinie 17.

25

20} -1

15¢

10 —— £
05F
00 £ —

051

-10 1
-15¢1

2.0} e

Suchos¢ poprawa o ilo$¢ stopni wg. badacza

-2.5 : : ! O Mediana
Frei Hialu-Femin lalest [] 25%-75%

grupa T Min-Maks

Rycina 17. Zmiana nawiknia / suchéci skéry twarzy ochotnikbw poszczegdlnych grup
terapeutycznych. Ocena badacza wedtug skali sacho
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Tabela 12. Nawienie / such& skoéry twarzy ochotnikbw poszczegoéinych grup

terapeutycznych na pagiku badania. Ocena badacza wedtug skali sigtho

| Nawilzenie / Intradermoterapia Suplementacja Aplikacja zewnetrzna |

suchaé
skory, ocena
badacza na

doustna

Liczba Procent Liczba Procent Liczba Procent

pocztku ochotnikow ochotnikow ochotnikow
badania

0 (brak 1 6.67% 4 20% 4 20%
suchaci)

1 (niewielka 8 53.33% 10 50% 9 45%

suchagé¢ bez
zluszczania)
2  (znaczna 5 33.33% 5 25% 6 30%
sucha¢ bez
zluszczania)
3 (znaczna 1 6.67% 1 5% 1 5%
sucha¢  ze
zluszczaniem)

Tabela 13. Nawienie / such& skory twarzy ochotnikbw poszczegdlnych grup
terapeutycznych na kou badania. Ocena badacza wedtug skali siwtho

| Nawilzenie / Intradermoterapia Suplementacja Aplikacja zewnetrzna |

suchas¢

skory, ocena
badacza na
koncu ochotnikéw ochotnikéw ochotnikéw

doustna

Liczba Procent Liczba Procent Liczba Procent

badania
0 (brak 14 93.33% 16 80% 6 30%
suchaci)

[

1 (niewielka 6.67% 4 20% 7 35%
suchagé¢ bez
zluszczania)
2  (znaczna
suchag¢ bez
zluszczania)
3 (znaczna
suchag¢  ze

zluszczaniem)

1

1

1

1
(o]

30%

1

1

1

1
[

5%
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Tabela 14. Zmiana naviinia / suchgci skory twarzy ochotnikdw na skutek zastosowanych
terapii kwasem hialuronowym w poszczegolnych grapterapeutycznych. Ocena badacza

wedtug skali suchii.

Liczba Procent Liczba Procent Liczba Procent
ochotnikow ochotnikow ochotnikow

-2 - - - - 1 5%

-1 - - - - 3 15%

0 1 6.67% 4 20% 9 45%

1 8 53.33% 13 65% 7 35%

2 6 40% 3 15% - -

3 = = o = = =

Wedtug badacza najelisza poprawa nawiénia / such¢ci skory twarzy nagpita u
ochotnikbw, u ktorych wykonano intradermotekapinieusieciowanym kwasem
hialuronowym. Poprawa o 1 punkt ngsta u 53.33% probantow, a u 40% n@da poprawa
0 2 punkty. U jednego ochotnika (6.67%) badaczaievayt zadnej poprawy.

Rowniez w grupie przyjmujcej kwas hialuronowy doustnie, badacz wkszaci
ochotnikbéw stwierdzit popragv nawilzenia / suchéci skory twarzy. Poprawa bytla jednak
nizsza, a u 20% ochotnikbw badacz nie zaiyaadnej poprawy. Poprawa o 1 punkt

nasgpita u 65% probantow, a u 15% ngsta poprawa o 2 punkty.

W przeciwigistwie do dwoch poprzednich grup, badacz zaywpogorzenie u 20%
ochotnikow stosuacych krem z kwasem hialuronowym, a u 45% ochotnikog zauwayt
zadnej poprawy. Poprawo 1 punkt nagpita wedtug badacza u 35% probantow stgsggh

krem z kwasem hialuronowym.

Zmiany poziomu nawienia / suchéci skoéry twarzy w poszczegélnych grupach

terapeutycznych przedstawiono na rycinie 18 oraabelach 12 - 14.
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B Suplementacja doustna

20% Aplikacja zewnetrzna

10%

0%
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Zmiana nawilzenia / suchosci skéry — ilos¢ stopni
Rycina 18. Poréwnanie zmiany nawinia / suchéci skory twarzy ochotnikdbw w

poszczegdlnych grupach terapeutycznych. Ocena badeedtug skali sucKoi.

7.3 Ocena elastyczngci skéry w grupach terapeutycznych

Elastyczné¢ skoéry twarzy ochotnikbw mierzona byta za pomaeviscometru.
Ponadto zaréwno probanci, jak i badacz élateelastyczné¢ skéry wedtug trzystopniowej
skali elastyczngci skory.

7.3.1 Pomiar reviscometrem

Elastyczné¢ skory twarzy ochotnikOw okéna byla za pomac reviscometru.
Mierzy on warté¢ RRT (Resonance Running Time) — czyli czas przebisggzonansu.
Zalezno$¢ elastycznéci skory od RRT jest odwrotnie proporcjonalna. Tywicksza
elastycznéc¢ skory, im mniejsza wargé RRT. W badaniu brano pod uwgatyzy pomiary: dla

0° 9¢® oraz wartéc¢ sredn.

Przy pomocy testu t-studenta dla zmiennych pwbanych analizowano zmiany
elastycznéci skory twarzy w wyniku zastosowanych terapii kesss hialuronowym w

poszczegolnych grupach terapeutycznych.
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Tabela 15. Zmiana wado RRT pod wplywem terapii kwasem hialuronowym

zastosowanych w poszczegolnych grupach terapeutgiozBadanie reviscometrem.

Reviscometr Liczba Srednia  Mediana Minimum Maksimu  Odchylenie

ochotni m standardo

kow (n) we

Intradermoterapia
o° - 15 138.93 130.00 86.00 215.00 37.04
pocztkowy
poziom
0% - poziom po 15 177.80 151.00 91.00 339.00 76.45
6 tygodniach

9° - 15 170.53 162.00 98.00 251.00 51.59
pocztkowy

poziom

90° - poziom 15 194.53 196.00 108.00 298.00 57.25

po 6

tygodniach

Srednia - 15 183.60 160.00 98.75 369.75 72.51
pocztkowy

poziom

Srednia - 15 192.52 164.75 99.00 403.50 87.51

poziom po 6

tygodniach
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0° -
poczatkowy
poziom

0° - poziom po
6 tygodniach
aQ° -
pocztkowy
poziom

90° - poziom
po 6
tygodniach
Srednia -
poczatkowy
poziom
Srednia
poziom po 6
tygodniach

o° -
pocztkowy
poziom

0° - poziom po
6 tygodniach
a° -
poczatkowy
poziom

90° - poziom
po 6
tygodniach
Srednia -
pocztkowy
poziom
Srednia -
poziom po 6
tygodniach

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

Suplementacja doustna

148.20

147.60

170.25

167.70

174.45

165.36

130.50

134.00

169.00

159.00

181.25

157.25

67.00

91.00

88.00

97.00

79.25

97.25

Aplikacja zewnetrzna

232.35

228.85

351.05

324.60

305.42

286.37

224.00

198.00

368.50

307.50

310.87

271.00

117.00

120.00

98.00

163.00

120.75

160.00

253.00

316.00

270.00

431.00

281.50

290.50

532.00

497.00

537.00

573.00

532.25

456.75

53.09

62.63

55.25

76.24

60.13

57.82

110.12

109.39

137.37

121.17

103.64

81.93
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Zmiany poziomu wartei mierzonych reviscometrem dla’,090° oraz wartéci
srednich byly statystycznie nieistotne zarowno diapg stosujcej suplementagjdoustn (p
wynosito odpowiednio p=0.82, p=0.90 i p=0.56), jatla grupy stosucej krem z kwasem
hialuronowym (p = 0.97, p=0.26 i p=0.16). Zmianyriwéci RRT w grupie stosygej
suplementaej doustra kwasem hialuronowym przedstawiono na rycinach 1®1-oraz w
tabeli 15. Z kolei na rycinach 22 — 24, azakv tabeli 15 przedstawiono zmiany wadio
RRT w grupie stosggej krem.

grupa=Hialu-Femin

180 T T
170 I
160 f
150
[m]
140 t
130 —A|j
120 t
110 ' ' . : 0 Srednia
reviscometr 0° przed [] Srednia+Btad std
reviscometr 0° po 1 Srednia+1.96*Btad std

Rycina 19. Zmiana poziomu waétmh RRT mierzonych reviscometrem dla’® 0 po

zastosowaniu suplementacji doustnej kwasu hialwego.
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grupa=Hialu-Femin
210 : T . .

200 r .

190 .

180 .

170 1

160 .

150 .

140 | :

130 ' ' . : 0 Srednia
reviscometr 90° przed [] Srednia+Btad std
reviscometr 90° po 1 Srednia+1.96*Btad std

Rycina 20. Zmiana poziomu waftd RRT mierzonych reviscometrem dla °90 po

zastosowaniu suplementacji doustnej kwasu hialwego.

grupa=Hialu-Femin
210 T T T T

200 r .

190 1

180 1

170 .

160 .

150 1

140 | ]

130 - s s s 0 Srednia
reviscometr $r przed [] Srednia+Btad std
reviscometr $r po 1 Sredniat1.96*Btad std

Rycina 21. Zmiana poziomu wasth sredniej RRT po zastosowaniu suplementacji doustnej

kwasu hialuronowego.
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300

280

260

240

220

200

180

160

grupa=Frei

reviscometr 0° przed

reviscometr 0° po

o Srednia
[] Srednia+Btad std
1 Srednia+1.96*Btad std

Rycina 22. Zmiana poziomu wastd RRT mierzonych reviscometrem dl& @o stosowaniu

kremu z kwasem hialuronowym.

420

400

380

360

340

320

300

280

260

grupa=Frei

reviscometr 90° przed

reviscometr 90° po

0 Srednia
[] Srednia+Btad std
1 Srednia+1.96*Btad std

Rycina 23. Zmiana poziomu waséttd RRT mierzonych reviscometrem dla’9po stosowaniu

kremu z kwasem hialuronowym.
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grupa=Frei
360 T

340 |

320

300 r

280 r

260 r

240 ' ' . : 0 Srednia
reviscometr ér przed [] Srednia+Btad std
reviscometr $r po 1 Srednia+1.96*Btad std

Rycina 24. Zmiana poziomu wasétd sredniej RRT po stosowaniu kremu z kwasem

hialuronowym.

W grupie poddanej intradermoterapii kwasem hialaveym, zmiany poziomu
wartasci mierzonych reviscometrem byty statystycznietistojedynie dla 9 (p = 0.03) (Ryc.
25). Dla pozostatych pomiaréw zmiany wardonie byty znacace: dla 98 p = 0.06 (Ryc.
26), a dla wart¢xri sredniej p = 0.41 (Ryc. 27). Wako RRT przedstawiono w tabeli 15.
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grupa=lalest
240 : T . .

220 .

200 .

180

160

140

120

100 ' ' . : 0 Srednia
reviscometr 0° przed [] Srednia+Btad std
reviscometr 0° po 1 Srednia+1.96*Btad std

Rycina 25. Zmiana poziomu waétth RRT mierzonych reviscometrem dld Opo serii

zabiegdéw intradermoterapii kwasem hialuronowym.

grupa=lalest
230 T T T T

220 1
210 - 1
200 1
190 | 1
180 | 1
170 | 1
160 | 1

150 | .

140 - s s - 0 Srednia
reviscometr 90° przed [] Srednia+Btad std
reviscometr 90° po 1 Srednia+1.96*Btad std

Rycina 26. Zmiana poziomu wasth RRT mierzonych reviscometrem dla®d0po serii

zabiegdw intradermoterapii kwasem hialuronowym.
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grupa=lalest
260 T .

240

220

200

180 |

160 |

140 ' ' . : 0 Srednia
reviscometr $r przed [] Srednia+Btad std
reviscometr $r po 1 Srednia+1.96*Btad std

Rycina 27. Zmiana poziomu wasth sredniej RRT po serii zabiegéw intradermoterapii

kwasem hialuronowym.

Po 6 tygodniach trwania badania zanotowano staste istotg zmiarg RRT tylko
dla @ w grupie poddanej intradermoterapii (wzrost o 38,8W grupie przyjmujcej
suplementaej doust oraz w grupie stosagej krem z kwasem hialuronowym zanotowano
dla @ nieistotny spadek RRT, odpowiednio 0 0,6 i 3,5qR8).

Dla 9¢ nie zanotowano istotnych zmian #adnej z badanych grup. W grupie
poddanej intradermoterapii, RRT wzrosto o 24, zkal grupach stosggych suplementagi
krem zmalaty odpowiednio o 2,55 i 26,45 (Ryc. 29) .

Réwniez wartasci srednie RRT nie zmienity siistotnie wzadnej z grup. W grupie
poddanej intradermoterapii RRT wzrosto o 8,92. Wegstatych grupach terapeutycznych
RRT zmalato: w grupie stosiygej suplementag¢jdousta o0 9,09, a w grupie stosigej krem z
kwasem hialuronowym o 19,05 (Ryc. 30).
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300
280
260
240
220
200
180
160
140
120
100

80

RRT dla 0°

reviscometr 0° przed
reviscometr 0° po

—4= grupa
Frei
—4— grupa
Hialu-Femin
—4— grupa

lalest

Rycina 28. Poréwnanie zmian poziomu wactoRRT mierzonych reviscometrem did 0

pomiedzy grupami terapeutycznymi.

450

400

350

300

250

RRT dla 90°

200

150

100

50

reviscometr 90° przed
reviscometr 90° po

=4 grupa
Frei
—&— grupa
Hialu-Femin
— grupa

lalest

Rycina 29. Poréwnanie zmian poziomu wéectoRRT mierzonych reviscometrem dla®90

pomiedzy grupami terapeutycznymi.
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reviscometr $r przed —4— grupa
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Rycina 30. PorOwnanie zmian poziomu waeto sredniej RRT pomidzy grupami

terapeutycznymi.

7.3.2 Skala elastycznéci skory — ocena ochotnikéw

Narzdziem za pomag ktérego ochotnicy oceniali elastycZhoswojej skory byta

trzystopniowa skala elastycziu skory. Sktadata giona z nagpujacych odpowiedzi:

* 0 - bardzo dobra elastyczso
* 1 —grednia elastycznig,

* 2 - brak elastyczriai.

Analizujagc wszystkie grupy terapeutyczne, stwierdzare w ocenie ochotnikéw
najwickszy poprave elastycznéci skory twarzy zauwgyli u siebie ochotnicy z grupy, w
ktérej zastosowano intradermoterggiwasem hialuronowym (test Fishera — Freemana —

Haltona p < 0,00). Dane statystyczne przedstawotabeli 16.

Wiekszai¢ ochotnikbw w grupie poddanej intradermoterapii veatyto poprave
elastycznéci skory o 1 punkt (73.33%), a 26.67% probantow miwayto zmian w

elastycznéci swojej skory.
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W dwoch pozostatych grupach terapeutycznych oatywtnie widzieli praktycznie
zadnej poprawy elastyczém skory twarzy. W grupie przyjmagej kwas hialuronowy
doustnie, poprawelastycznéci skory o 1 punkt zauwsta u siebie tylko jedna osoba (5%),
natomiast w grupie stosigej krem z kwasem hialuronowym 100% ochotnikéw widziato

u siebiezadnego pozytywnego wptywu zastosowanej terapiil@styczndé skory.

Tabela 16. Zmiana elastyczmo skory twarzy ochotnikow na skutek zastosowantgrapii
kwasem hialuronowym w poszczegélnych grupach tergpenych. Ocena ochotnikdw

wedtug skali elastyczroi.

Liczba Procent Liczba Procent Liczba Procent
ochotnikow ochotnikow ochotnikow
0 4 26.67% 19 95% 20 100%
1 11 73.33% 1 5% - -

7.3.3 Skala elastycznéci skory — ocena badacza.

Narzedziem za pomagktérego badacz oceniat elastycghaekory twarzy ochotnikéw
byta, podobnie jak w przypadku oceny przez ochdtniktrzystopniowa skala elastyczeo

skory.

Analizujgc wszystkie grupy terapeutyczne, stwierdzaeobadacz najwksz poprave
elastycznéci skory twarzy zauwayt w grupie, w ktérej zastosowano intradermotegapi
kwasem hialuronowym (test Fishera — Freemana —ohilt, p=0.00). Dane statystyczne

przedstawiono w tabeli 17.

U 40% ochotnikéw z tej grupy badacz zanotowat pepra 1 punkt. W pozostatych
grupach terapeutycznych badacz nie zanotowat makiy zadnej poprawy elastyczém
skory. W grupie przyjmuagej kwas hialuronowy doustnie, badacz zaiyh@oprave tylko u
jednej osoby (5%). Z kolei w grupie stogtgj krem z kwasem hialuronowym badacz nie

widziat poprawy elastyczrioi skory uzadnego z ochotnikéw.
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Tabela 17. Zmiana elastyczmo skory twarzy ochotnikow na skutek zastosowantgrpii
kwasem hialuronowym w poszczegélnych grupach tergpenych. Ocena badacza wedtug

skali elastyczngi.

Liczba Procent Liczba Procent Liczba Procent
ochotnikow ochotnikow ochotnikow
0 9 60% 19 95% 20 100%
1 6 40% 1 5%

7.4 Ocena korekty zmarszczek w grupach terapeutycznych

7.4.1 Korekta zmarszczek — ocena ochotnikow

Wszyscy ochotnicy oceniali % korekty zmarszczek ppanog 4 — stopniowej skali

sktadapcej sk z nasgpujagcych odpowiedzi:

e 1 - brak poprawy,
* 2 - niewielka poprawa (1-33% korekcji),
* 3 - umiarkowana poprawa (34-66% korekciji),

* 4 - znacgca poprawa (67-100% korekciji).

Analizujagc wszystkie grupy terapeutyczne, stwierdzom® najwikszy % korekcji
zmarszczek zauvigli u siebie ochotnicy z grupy, w ktorej zastosowanradermoterapi
kwasem hialuronowym (test Fishera — Freemana —ohaltp = 0.00). Dane statystyczne
przedstawiono w tabeli 18.

Umiarkowary i niewielka popraw w grupie poddanej intradermoterapii kwasem
hialuronowym zauwato odpowiednio 40% i 46,67% ochotnikow, podczasy dorak
poprawy jedynie 13,33%. W grupie przyjmacgj kwas hialuronowy doustnie ponad potowa
ochotnikow (60%) zauwgto niewielky poprawe, 15% umiarkowas jednak 25% nie
zauwayto zadnej poprawy. Wksza¢ probantow (75%) stosagych krem z kwasem
hialuronowym nie zauwgto u siebie korekcji zmarszczek. Pozostate 25%bgzanvowato

jedynie niewiellg poprave
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Tabela 18. Procent uzyskanej korekcji zmarszczeékystkvarzy ochotnikbw poszczegolnych

grup terapeutycznych. Ocena ochotnikow.

Liczba Procent Liczba Procent Liczba Procent
ochotnikow ochotnikow ochotnikow
Brak 2 13,33% 5 25% 15 75%
poprawy
Niewielka 7 46,67% 12 60% 5 25%
poprawa (1-
33%
korekcji)
Umiarkowana 6 40% 3 15% - -
poprawa (34-
66%
korekcji)

7.4.2 Korekta zmarszczek - ocena badacza

Procent korekcji zmarszczek, w wyniku poszczegdintgrapii kwasem hialuronowym,

badacz oceniat analogicznie do ochotnikow, wedtugstbpniowej skali oceny poprawy.

Analizujagc wszystkie grupy terapeutyczne, stwierdzom® najwikszy % korekcji
zmarszczek badacz zauwybu ochotnikow z grupy, w ktérej zastosowano irgadoterapj

kwasem hialuronowym (test chi-kwadrat, p = 0.00).

U wigkszasci ochotnikéw (86,67%) poddanych intradermoterépiasem hialuronowym,
badacz zauwgt niewielka poprawe korekcji zmarszczek, podczas gdy brak poprawy
stwierdzit u 13,33% probantéw. W grupie przyjaugj kwas hialuronowy doustnie badacz
zauwayt niewielka poprave u potowy ochotnikow (50%). U drugiej potowy proléw nie
zanotowat jakiejkolwiek korekcji zmarszczek. Uegkgzasci probantow (85%) stosagych
krem z kwasem hialuronowym, badacz nie zaiyvazadnej korekcji zmarszczek. U
pozostatych 15% zaobserwowat jedynie niewgglbprawe. Dane w tabeli 19.
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Tabela 19. Procent uzyskanej korekcji zmarszczékystkwvarzy ochotnikbw poszczegolnych

grup terapeutycznych. Ocena badacza.

Liczba Procent Liczba Procent Liczba Procent
ochotnikow ochotnikow ochotnikow
Brak 2 13,33% 10 50% 17 85%
poprawy
Niewielka 13 86,67% 10 50% 3 15%
poprawa (1-
33%
korekcji)

7.5 Ocena poprawy estetycznego wygdlu skory (GAIS) w grupach
terapeutycznych

7.5.1 GAIS — ocena ochotnikow

Narzdziem, za pomag ktérego ochotnicy oceniali skuteczZdoposzczegdlnych
terapii kwasem hialuronowym, bytla 5 — stopniowa Iask&AIS (Global Aesthetic

ImprovementScale). Sktadata si ona z nagpujacych odpowiedzi:

* 1- znaczna poprawa,

e 2 - umiarkowana poprawa,
* 3 - niewielka poprawa,

* 4 - brak zmian,

* 5-pogorszenie.

Do zbadania zaimosci statystycznej, stopnia zadowolenia ochotnikowezultatéw

stosowania preparatow kwasu hialuronowego, pdmyi poszczegllnymi grupami
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terapeutycznymi wykorzystano test Fishera — FreemanHaltona. Analiza statystyczna
wykazata istots réznice w zadowoleniu probantéw w zalgosci od zastosowanej terapii (p =

0.00). Dane statystyczne przedstawiono w tabeli 20.

Wszyscy ochotnicy z grupy w Kktorej zastosowanaathermoteragi oraz z grupy
przyjmujcej kwas hialuronowy doustnie zauwé poprawe stanu skory. W grupie poddanej
intadermoterapii znacznpopraw zauwayto ponad 50%, podczas gdy w grupie Stosej
suplementaej doustn 30%. Umiarkowas poprave zauwayto w tych grupach odpowiednio
33,33% i 50%, a niewieik33,33% i 20%. W grupie stogegj krem z kwasem hialuronowym
odpowiedzi byly bardziej zimicowane: popraw zauwayto tacznie 65% ochotnikéw, brak

poprawy 10%, a pogorszenie 25%.

Udzielane przez ochotnikéwi odpowiedzi po raz kojejpotwierdzity wyniki, ktore
otrzymano podczas pomiarow nakeihia skory twarzy za pomgccorneometru. Ocena
poprawy skoéry wedtug skali GAIS nie korelowata jalnz wynikami uzyskanymi w

pomiarze reviscometrem.

Tabela 20. GAIS w poszczegodlnych grupach terapengah. Ocena ochotnikdw.

Liczba Procent Liczba Procent Liczba Procent
ochotnikow ochotnikow ochotnikow
1 8 53,33% 6 30% 1 5%
2 5 33,33% 10 50% 6 30%
3 2 13,33% 4 20% 6 30%
4 0 0% 0 0% 2 10%
5 0 0% 0 0% 5 25%

7.5.2 GAIS - ocena badacza

Skutecznéé poszczegolnych terapii kwasem hialuronowym, badamemit analogicznie
do ochotnikdw, wedtug 5 — stopniowej skali GAIS ¢B4&l AestheticlmprovementScale).
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Do zbadania zammosci statystycznej, stopnia zadowolenia badacza ailtegbw
stosowania preparatow kwasu hialuronowego, pdmyi poszczegllnymi grupami
terapeutycznymi wykorzystano test Fishera — FreemanHaltona. Analiza statystyczna
wykazata istota réznice w zadowoleniu badacza z terapii kwasem hialuromowy

zaleznosci od zastosowanej terapii (p = 0.00). Dane statyste przedstawiono w tabeli 21.

Popraw stanu skory badacz zauiydu wszystkich ochotnikow, u ktérych zastosowano
intradermoteragi kwasem hialuronowym, przy czym znaczna poprawgadgta 26,67%,
umiarkowana 33,33%, a niewielka 40% probantow. Wpgyr stosujcej suplementag]
doustra badacz zanotowat poprawu 85% ochotnikow, u 45% niewiglka u 40%
umiarkowan. U zadnego z ochotnikdw z tej grupy nie zaawaznacznej poprawy, a u 15%
stwierdzit brak zmian w stanie skéry. W grupie sfgsej krem z kwasem hialuronowym,
badacz niewielik poprave stwierdzit u 35% probantéw, a u 10% umiarkowalednoczaie
u 40% ochotnikow z tej grupy nie zaukyazadnych zmian w stanie skory twarzy, a u 15% z

nich stwierdzit pogorszenie.

Punktacja skali GAIS przyznawana przez badacza toidmon po raz kolejny
potwierdzita wyniki, ktére otrzymano podczas porai@mawitzenia skory twarzy za pomgc
corneometru. Ocena poprawy skory wedlug skali GAIK korelowata jednak z wynikami

uzyskanymi w pomiarze reviscometrem.

Tabela 21. GAIS w poszczegodlnych grupach terapengpah. Ocena badacza.

Liczba Procent Liczba Procent Liczba Procent
ochotnikow ochotnikow ochotnikow

1 4 26,67% 0 0% 0 0%

2 5 33,33% 8 40% 2 10%

3 6 40% 9 45% 7 35%

4 0 0% 3 15% 8 40%

5 0 0% 0 0% 3 15%
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7.6 Poziom kwasu hialuronowego we krwi w grupach terapatycznych

Na pocatku i na kaicu badania ok&ano poziom kwasu hialuronowego w osoczu
krwi ochotnikdw poszczegoélnych grup. W celu oceayy poziom ten zmienit giistotnie
podczas trwania badania, wykorzystano test T dia palenych.

Tabela 22. Zmiana poziomu kwasu hialuronowego wcnsoochotnikéw pod wpltywem
terapii kwasem hialuronowym zastosowanych w posxangch grupach terapeutycznych.

Liczba Srednia  Mediana Minimum Maksimum Odchylenie

ochotnikéw standardowe

Intradermoterapia

Pocatkowy 19.95 19.36 8.23 32.02 5.67
poziom HA 15
Poziom HA 15.24 15.26 8.77 25.64 3.94
po 6 15
tygodniach

Suplementacja doustna
Pocatkowy 20 16.00 14.51 8.29 26.46 5.32
poziom HA
Poziom HA 20 23.04 20.35 0.88 75.34 13.64
po 6
tygodniach

Aplikacja zewnetrzna
Pocatkowy 20 20.00 20.99 7.62 33.41 6.81
poziom HA
Poziom HA 20 22.49 21.17 8.43 40.69 9.16
po 6
tygodniach
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W grupie poddanej intradermoterapii pagikowy poziom kwasu hialuronowego
wynosit 19.95 + 5.67, a na kou badania obayt si¢ do poziomu 15.24 = 3.94, co bylo
roznicg statystycznie istotn(p = 0.01) (Ryc. 31; Tab. 22).

grupa=lalest

24
22 + T
20 o
18
16

m]
14 | T
12 - - - - 0 Srednia

Elisa przed [] Srednia+Btad std
Elisa po 1 Sredniat1.96*Btad std

Rycina 31. Zmiana poziomu kwasu hialuronowego w cpgo po serii zabiegow

intraedermoterapii kwasem hialuronowym.
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W grupie przyjmuicej kwas hialuronowy doustnie, $lo HA w osoczu, trakcie w
trwania badania, wzrosta z poziomu 16.00 + 5.322804 * 13.64, co bylo #hicg
statystycznie istotn(p = 0.02) (Ryc. 32; Tab. 22).

grupa=Hialu-Femin
30

28 —‘7
26

24 |

22

20

18: T J

16 + u]
14 | 1

12 - - - - 0 Srednia
Elisa przed [] Srednia+Btad std
Elisa po 1 Srednia+1.96*Btad std

Rycina 32. Zmiana poziomu kwasu hialuronowego wcesopo stosowaniu doustnego

preparatu kwasu hialuronowego.
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W grupie stosujcej krem z kwasem hialuronowym poziom HA na pka i na kaicu
badania byt zb#iony. Wynosit odpowiednio 20.01 + 6.81 i 22.49 +&.to nie bylo rénica
statystycznie istotp(p = 0.17) (Ryc. 33; Tab. 22).

grupa=Frei

28
26 | T
24t

a
22| T
20+ o J
18 | l
16 - - - - 0 Srednia

Elisa przed [] Srednia+Btad std
Elisa po 1 Srednia+1.96*Btad std

Rycina 33. Zmiana poziomu kwasu hialuronowego wees@o stosowaniu kremu z kwasem

hialuronowym.

Po 6 tygodniach trwania badania zanotowano wzyogtomu kwasu hialuronowego
w osoczu ochotnikow stosigych suplementagj dousta (o 7,03). W grupie poddanej
intradermoterapii zanotowano spadek poziomu kwasdurdeonowego w osoczu o 4,71.
Natomiast w osoczu os6b stagnjch krem z kwasem hialuronowym nie wysta istotna

zmian poziomu kwasu hialuronowego (wzrost o 2,48).
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7.6.1 Zaleznosé¢ poziomu kwasu hialuronowego we krwi od wieku

Wykazano,ze z wiekiem wzrasta poziom kwasu hialuronowego wei.kistotna
korelacja byta jednak jedynie w grupie stasej krem z kwasem hialuronowym przed
wigczeniem terapii (r =0.80, p = 0.00) (Ryc. 34). We@statych grupach korelacje nie byty

istotne statystycznie.

grupa=Frei

Elisa przed

wiek

Rycina 34. Zalenos¢ poziomu kwasu hialuronowego w osoczu od wieku tahéw w

grupie stosujcej krem z kwasem hialuronowym (poziom na ptkiz badania).

W pozostatych grupach p byto wsze ni 0.05. W grupie poddanej intradermoterapii
p byto rowne 0.17 (w pierwszym dniu badania — 8&) i 0.24 (w ostatnim dniu badania). W
grupie stosujcej kwas hialuronowy doustnie 0.05 (w pierwszymudhadania — ryc. 36) i
0.75 (w ostatnim dniu badania). Po 6 tygodniack@i@nia kremu z kwasem hialuronowym,

p wynosito 0.12.
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grupa=lalest
34 T T T T . . .

Elisa przed

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

wiek 0.95 Prz.Ufn.

Rycina 35. Zaleno$¢ poziomu kwasu hialuronowego w osoczu od wieku tahéw w

grupie poddanej intradermoterapii kwasem hialurogymavjpoziom na pocgku badania).

grupa=Hialu-Femin
28 T T T T T T T T T
o
26 o .

Elisa przed

6
30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54

wiek

Rycina 36. Zalenos¢ poziomu kwasu hialuronowego w osoczu od wieku takéw w

grupie przyjmugcej kwas hialuronowy doustnie (poziom na pika badania).
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7.7 Czas zauwaenia pierwszych efektow terapii kwasem hialuronowynw
grupach terapeutycznych.

Kazda z badanych os6b podawata w pierwszym pytaniiegnkzahcznik nr 8 - 10)
po jakim czasie od rozpogaza terapii kwasem hialuronowym, zauwka u siebie pierwsze
pozytywne efekty zastosowanej kuracji. Dopuszczalytg tez odpowiedzi: nie zauvegtam

zadnych efektow i cera ulegta pogorszeniu. Danedstagviono na rycinie 37.

Wsréd ochotnikéw, u ktorych zastosowano intradernager nieusieciowanym
kwasem hialuronowym przewata odpowied, ze pierwsze pozytywne efekty mezoterapii
zauwayli po 1 tygodniu od pierwszego zabiegu (60% oclkdw). Z kolei wicksza¢ oséb
przyjmujgcych kwas hialuronowy doustnie, pierwsze pozytyvaiekty zauwaytlo po 1
mieshcu suplementacji kwasu hialuronowego (45% ochotm)kéZaden z probantow
nalezagcych do tych dwoéch grup nie zaznaczye cera ulegta pogorszeniu. Jedna osoba

stosujca kwas hialuronowy doustnie nie zauwita zadnych efektéw (5% ochotnikow).

Bardziej zrG@nicowane odpowiedzi co do czasu zaggrda pierwszych pozytywnych
efektow terapii, pojawity siw grupie ochotnikdw stosagych kwas hialuronowy zewtrznie
w postaci kremu. 30% z nich zaznaczyte, pozytywne efekty po zastosowaniu kremu z
kwasem hialuronowym widzieli natychmiast, ale eftt byt krotkotrwaty. 10% probantow
nie zauwayto zadnego efektu, aza&25% ochotnikdw zaznaczytee cera ulegta pogorszeniu.
Pozostali efekt widzieli po 1 lub 2 tygodniach stwania kremu (odpowiednio 20% i 15%

ochotnikow).
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100% -

90% -
W pogorszenie
80% -
brak efektu

[o) -
70% I po 2 miesigcach

60% - W po 1,5 miesigca

50% - M po 1 miesigcu

40% - M po 3 tygodniach
M po 2 tygodniach
30% -
M po 1 tygodniu

o/
20% M po 3 dniach

10% - M natychmiast

0% -

Intradermoterapia  Suplementacja doustna Aplikacja zewnetrzna

Rycina 37. Czas od wdzenia poszczegolnych terapii kwasem hialuronowgm ktorym

ochotnicy zauwayli pierwsze efekty.

Czas po ktérym ochotnicy zaumdi pierwsze efekty zastosowanych terapii kwasem
hialuronowym rénit si¢ istotnie pomg¢dzy poszczegolnym grupami (Chi2 p=0,02).
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7.8 Dziatania niepazadane w grupach terapeutycznych

Po 6 tygodniach testowania terapii preparatamiskwaialuronowego, ochotnicy w
poszczegolnych grupach zostali poproszeni o wypelaiankiety (zatzniki 8 - 10). Pytanie
numer 5 dotyczyto dziataniepazgdanych przeprowadzonej terapiizék probant zaznaczyt,

ze dziatania niepgdane u niego wyspity, proszony byt o ich opisanie.

W grupie poddanej intradermoterapii, dziatanigonigdane zgtosita jedna osoba. Byt
to krwiak pod okiem lewym, powstaty na skutek whiuigty w naczynie krwionéne.Zaden
z ochotnikbw nie traktowat grudek, powstatych nautsk zdeponowania kwasu
hialuronowego w skoérze, jako dziatania nigg@anego intradermoterapii. ROwnieumien,
ktéry wystpit u czsci probantow, nie byt traktowany jako efekt uboczmezoterapii
kwasem hialuronowym (Ryc. 38).

W grupie stosuce] kwas hialuronowy doustnie, dziatania nigqmtane zgtosity 3
osoby. Jedna z probantek zauwa zwickszenie iléci wykwitbw skoérnych na twarzy.

Kolejne dwie nieprzyjemny zapach skory i ofkizkonczyn dolnych.

W grupie stosucej krem z kwasem hialuronowym dziatania nieggtane zgtosito 8
0s6b. Sz&ciu ochotnikdw nie bytlo zadowolonych z wchianialciokremu, uskarali sie na
efekt maski iscigganie skory po jego zastosowaniu. Jedna z probasewayta u siebie

luszczenie skory na czole, kolejna pieczenie oczapikacji kremu.

Tabela 23. Dziatania niepgdane zgtoszone przez ochotnikbw poszczegélinych grup

terapeutycznych.

Intradermoterapia Suplementacja doustna Aplikacja zewrtrzna
llosé Procent l&¢ Procent ll&¢ Procent
1 6,67% 3 15% 8 40%

W celu poréwnania istotsoi réznic w ilosci dziatar niepazgdanych zastosowano test
wskaznika struktury. Istotna tdica wysgpita miedzy grup stosujca intradermoterapi i

aplikacg zewretrzng (p=0.02). W grupie stosagej intradermoterapi byt najmniejszy

124



odsetek dziaka niepazagdanych - 6.67% natomiast w grupie stasaj aplikacg zewretrzng
najwyzszy - 40%. Dane statystyczne przedstawiono w t&3eli

Rycina 38. Niewielki rumi& po zabiegu intradermoterapii kwasem hialuronowym.
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8 Omowienie wynikéw i dyskusja

Kwas hialuronowy od wielu lat jest przedmiotem zaiesowania naukowcoOw.
Szczegollnie interesuje esnim przemyst kosmetyczny. Pomimo szerokiego zastasia
kwasu hialuronowego w dermatologii estetycznej srketologii, brak jest potwierdzonych
naukowo dowodéw na skuteczdodziatania kwasu hialuronowego stosowanego w
intradermoterapii czy suplementacji doustnej. Pyjede prace na ten temat, niekiedy
zaprzeczaj sobie nawzajem, a #6 ochotnikbw w badaniu jest niewielkasrédnio
kilkanascie osdb).

llos¢ kwasu hialuronowego w naskorku i skorze dstavej zmienia sj z wiekiem.
Wedtug najnowszych badlan vivo (245) zmiany te przebiegajnaczej w skorze chronionej
przed stédcem, a inaczej w skorze eksponowanej na promiemi@MdV. Ponadto Oh i wsp.
zaobserwowali zafme od pici rénice w zawartéci kwasu hialuronowego w naskorku i w
skorze widciwej (245). W starzeniu chronologicznym (w sképoéladka — chronionej przed
stoncem) ilas¢ kwasu hialuronowego w naskorku bytasra nk w skérze wiaciwej , a w
miare procesu starzenia jego §tow naskorku jeszcze malata. Awany z wiekiem spadek
ilosci kwasu hialuronowego w naskorku byt wiméejszy u kobiet i u mezczyzn, tak wgc
poziom HA u starszych kobiet byt wymge niszy niz u starszych grczyzn. Zawart&
wody tkankowej w naskorku byta mniejsza zaréwno todych jak i u starszych kobiet, w
poréwnaniu z nrwczyznami. Takie rinice mog wskazywa na wptyw hormonow na
gospodark glikozaminoglikanami u kobiet, zwtaszcza w okregiemenopauzalnym. W
skorze wihaciwej starzenie wewgtrzpochodne nie wywotywato zmian w poziomie HA i
wody tkankowej. We wczaiejszych badaniach obserwowano jednak spadek waawiar

hialuronianiu réwnie w skorze whéciwej (31).

W fotostarzeniu (w skorze przedramienia eksponoyvaaestaice) poziom kwasu
hialuronowego w naskorku ¢giczyzn nie ulegat zmianie, podczas gdydlevody malata. U
kobiet obserwowano nieistotny statystycznie wziosti HA i wody w naskorku. Z kolei w
skorze wtaciwej obserwowano u obu ptci wzrost poziomu HA idydkankowej, przy czym
wzrost poziomu wody tkankowej byt gkszy u kobiet. W badaniach Bernsteina i wsp. (246)
skora zniszczona fotostarzeniem wykazywata wzrmgtii GAG w porownaniu ze skor
miodsz lub ze starzeniem fizjologicznym, gtéwnie na skutezrostu poziomu siarczanu

chondroityny (246). Mikroskopia konfokalna pozwalitna ustalenieze GAG nie §
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normalnie rozmieszczone w @bre materialu elastotycznego w porOéwnaniu z rozsian
rozmieszczeniem w skorze miodej. Wedtug autorowwginego badania aberacja lokalizaciji
moze ingerowd w normalm zdolnag¢ wigzania wody przez GAG, w tym kwas hialuronowy,

mimo wzrostu ich poziomu.

Rozbienosci w wynikach bad& oceniajcych rozmieszczenie kwasu hialuronowego
w skorze starzefej st zwigzane g prawdopodobnie z zastosowaniem przez badaczy
réznych metod badawczych. Mimo tych zrdc, zauwaalna jest korelacja powrdzy
poziomem kwasu hialuronowego i zawadi@ wody w tkankach. Potwierdza to in vivo
zdolna¢ HA do wigzania wody i wydawa siic moze, ze nadaje sens dostarczaniu
egzogennego HA do skory wkawej i naskorka w celu poprawy ich nasghia i turgoru.
Nalezy jednak pamitac, ze na ild¢ wody w naskérku maj rowniez wplyw

glikozaminoglikany siarczanowane.

W ponizszym badaniu poréwnywano preparaty kwasu hialur@gmwy stosowane
srédskornie, doustnie i zewtnznie. Preparaty stosowane w intradermoterapiplementaciji
doustnej zawieraly kwas hialuronowy wielkgsteczkowy, o0 masie ggteczkowej
odpowiednio 1000 kDa i 500 kDa. Kwas hialuronowy pveparacie do stosowania
zewrgtrznego charakteryzowat ¢simas czasteczkovg powyzej 100 kDa, co oznaczae
pozostawat on na powierzchni skory, bez zlweosci penetracji do naskérka. Grupy
terapeutyczne byly jednorodne pod wztm wieku, iléci ochotnikow palcych papierosy

oraz ilasci wypijanych przez probantéw ptyndw na gob

W kolejnych etapach badania, analizowano wplyw pe&ych preparatbw na
nawilzenie, elastycznig i zmarszczki skory twarzy, a tak oceniano zmianpoziomu kwasu

hialuronowego w osoczu krwi, zachade w wyniku zastosowanych terapii.

Pierwszym preparatem analizowanym wescz badawczej pouszej pracy, byt
nieusieciowany, wielkoesteczkowy kwas hialuronowy zastosowany w intradéenagii
metod, depot. Probowano odpowiedziea pytanie czy preparaty nieusieciowanego kwasu
hialuronowego stosowane w mezoterapii faktyczniéywgaja na nawitenie, elastyczng i
zmarszczki skory twarzy. Dotychczas nie opisanmgedacznie w literaturze recenzowanej

ani skuteczngi ani profilu bezpieczestwa intradermoterapii nieusieciowanym kwasem
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hialuronowym (247,248). Procesy molekularne i koko@re lezagce u podstaw mezoterapii
nadal nie zostaly jednoznacznie ckoae. Dane, ktorymi dysponujekarze zajmucy sk
dermatologi estetycza pochodz jedynie od producentéw wprowadzeych na rynek
preparaty nieusieciowanego HA. Mimo to komisja ekska, ktéra zebratagsiv Wiedniu w
ramach 16 Kongresu Europejskiej Akademii DermatologVenerologii (EADV) w 2007
roku, uznata leczenie fotostarzenia skory za panmtcadermoterapii kwasem hialuronowym
za wyteczry opcg terapeutyczp (249). Jednak jedyne badanie kliniczne, ktore fozyta
dotyczyto kwasu hialuronowego usieciowanego, ast@sowanego typowo w mezoterapii i
omawianego w niniejszej pracy HA nieusieciowanegb0j. Naley dod&, ze niektére z
preparatéw nieusieciowanego kwasu hialuronowegonagradzane przez stogwych je
lekarzy i tak np. Stowarzyszenie Lekarzy Dermatéledg=stetycznych regularnie nagradza
nagrod ,Perta Dermatologii Estetycznej” preparaty kwasaluronowego przeznaczone do
mezoterapii (m.in. w w 2009 roku - NCTF HA i Jalapra w 2011 - Cytocare® 532).
Wskazywd to maze na fakt, 2 zarébwno pacjenci jak i lekarze zaua@ znakomite efekty

zabiegdw intradermoterapii nieusieciowanym kwasétutonowym.

W niniejszej pracy mierzono navnie i elastyczrni@ oraz oceniano zmarszczki
skory twarzy po zastosowaniu serii zabiegow intrabgerapii  (metogl depot)
nieusieciowanym wielkoegsteczkowym kwasem hialuronowym (lalest ®). Naetlie skory
mierzone tydzié po zastosowaniu 3 zabiegdw mezoterapii nieusieamywm kwasem
hialuronowym wzrosto istotnie (o 9,01) u wszystkibadanych ochotnikbw (p = 0.00).
Wzrost nawitenia skéry zauwaalny byt rownie w ocenie klinicznej badacza (poprawa u
93,33% probantdw) oraz w samoocenie ochotnikéw. yatke osoby poddane
intradermoterapii zauwgty u siebie spadek sucém, a tym samym wzrost nawénia skory.
Znajdowato to odzwierciedlenie w ocenie estetyconegygladu skory przez lekarza i
probantow. Zaréwno badacz, jak i ochotnicy zanotbwaéznego stopnia popraw
estetycznego wygtlu skory twarzy u wszystkich badanych osob. Wzrastilzenia skory
twarzy wynikat zapewne ze zyzania duaej ilosci wody przez kwas hialuronowy, zgodnie z
jego higroskopija natug. Czsteczki kwasu hialuronowego wprowadzane byty b&zasimio
w gorne warstwy skory wiaiwej, co prowadzito do wzrostu naw@nia skory wiéciwej , a

pasrednio rownie do wzrostu nawienia naskorka.

Podobne wyniki uzyskali w swoich badaniach Taiebwsp. (251), ktorzy
przeprowadzili wieloé&rodkowe badanie ocenige wptyw intradermoterapii preparatem

nieusieciowanego kwasu hialuronowego i mannitoluuvédlernf HYDRATE) na
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nawodnienie i elastyczié skory oraz satysfakgjz leczenia ocenianprzez pacjenta |
lekarza po 60 dniach terapii. Autorzy cytowanegddmaa wstrzykiwali 1,0 ml preparatu w
okolice twarzy wymagage korekty podczas trzech kolejnych wizyt. Uesez pacjentow
stosowali technik depot, u pozostatych picotage. Oceny stanu skokpmywali aparatem
Skin Evidence for IOMA ™ za pomgsond Visio Probe (precyzyjny obraz skoéry) i Physi
Probe (podstawowe parametry skory). Statystyczsiwtny wzrost nawienia skory
uzyskano wycznie w grupie pacjentow poddanych mezoterapii tiettepot, co znalazto
rowniez odzwierciedlenie w satysfakcji pacjentéw z lecaeziatanie nawiajace preparatu
HA i mannitolu byto oceniane dopiero po 30 dniachastatniego zabiegu mezoterapii. W
niniejszej rozprawie doktorskiej, oceny corneometnej dokonywano jupo tygodniu od
ostatniego zabiegu. Nale sie jednak spodziewa ze efekt nawitajagcy po zastosowaniu
nieusieciowanego kwasu hialuronowegogpabnego z mannitolemetizie s¢ utrzymywat
diuzej niz samego nieusieciowanego HA, gdgnannitol wykazuje w badaniach in vitro

ochrore przed degradagjwolnorodnikovg HA i przediza jego okres pottrwania (251).

W czsci badawczej niniejszej rozprawy nie zaobserwowpaprawy elastyczrici
skory w badaniu reviscometrem po zastosowaniu serdibiegdw mezoterapii
wielkoczsteczkowym kwasem hialuronowym. RRT wzrosto nieznae we wszystkich
pomiarach, a dla®wzrost ten byt istotny statystycznie (p = 0.03)zidét RRT, oznacza
spadek elastyczioi skéry. Oznacza toze wielkoczsteczkowy kwas hialuronowy nie
wywart zadnego pozytywnego wptywu na bioledibroblastow. Do podobnych wnioskow
doszedt w swoim badaniu Surowiak (247). Dodawakaas hialuronowy (10% NCTF HA,
10% Jalupro) oraz osocze bogatoptytkowe (10% PRPhatowli ludzkich fibroblastow,
pobranych ze skoéry brzucha 43 letnieggezozyzny. Przeprowadzone badanie wykazato
nasilenie ekspresji Ki67 i prokolagenu typu | jemynw fibroblastach hodowanych z
domieszly 10% PRP. Nie wykazano natomiast reakcji w komdnkdmdowanych z
domieszlg 10% NCTF HA i Jalupro, czyli preparatow zawigmgjch kwas hialuronowy.

Rdéznica pom¢dzy badanymi preparatami byta istotna statystycznie

W innym badaniu in vitro na hodowli ludzkich fillmastéw, Croce i wsp. (252)
zaobserwowali spadekadznej ilagsci syntetyzowanego biatka, a zwlaszcza kolagenu po
dodaniu do hodowli kwasu hialuronowego wezshiu 0,5 — 1 uM. Nie zaobserwowali
natomiast wptywu egzogennego kwasu hialuronowegsyrdez HA. Dane te wyranie
pokazuj, ze stosunkowo die stzenie HA w przestrzeni zewtrzkomorkowej, takie jak w

rozwoju oraz w pierwszych fazach naprawy tkanekzentzsciowo ograniczy odkladanie
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macierzy, a w szczegolem kolagenu. Brak wptywu lub wcz inhibicja kultur fibroblastow
przez egzogenny kwas hialuronoswiadczy maze o tym,ze mezoterapia nieusieciowanym

kwasem hialuronowym nie wptywa korzystnie na poprabastycznéci skory.

Rowniez w badaniu in vivo, Amin i wsp. (248) doszli do weku,ze mezoterapia
kwasem hialuronowym w pgdzeniu z kompleksem multiwitaminowym (Hopewell
Pharmacy, Hopewell, NJ) nie przynasidnych istotnych korzgi. Stan skéry 10 pacjentow,
poddanych czterem sesjom mezoterapii iglowej, @erza pomog biopsji skory,
mikroskopii elektronowej oraz fotografii po 6 migsach trwania badania. Ponadto
analizowali ocee terapii przez pacjenta i ewentualne dziatania miggane. Badanie
histologiczne nie wykazalzadnych istotnych zmian, podobnie jak analiza faéigr Z kolei
w mikroskopii elektronowej wykazano zmniejszeniednicy wiokien kolagenowych po
leczeniu z 59 do 48 nm. Mniejszegdnicy widkna kolagenowe mady¢ zwigzane z synteg
nowego kolagenu i obecfma zarowno prokolagenu, jak i kolagenu typu Ill. Bfedn mae
by¢ jednak skutkiem pobudzania kolagenu w wyniku wyignie strefy naprawy po

uszkodzeniu skory i wywotaniu stanu zapalnego pigez253).

Z drugiej jednak strony badania Lacarrubba (254)sp. sugeruaj ze mezoterapia
nieusieciowanym kwasem hialuronowym zedy¢ skuteczna w leczeniu fotostarzenia skory.
Wykazali oni w badaniu ultrasonograficznym skory 4519 pacjentow, poddanych serii
zabiegow mezoterapii wielkoggteczkowym kwasem hialuronowym (Viscoderm ® 1000
kDa) w stzeniach 16 mg/ml i 20 mg/ml, istotne dla obwzsh HA zwickszenie
echogeniczni SLEB. SLEB (subepidermal low echo genicity bata podnaskorkowe
pasma o niskiej echogeniczeg ktorych powstanie wie st z przewleklym narzeniem na
promieniowanie UV, czyli z fotostarzeniem. Wedlugtadéw cytowane] pracy wzrost
echogenicznixi SLEB swiadczy¢ mogt o aktywacji fibroblatéw i zwkszeniu gstadsci
widkien kolagenowych skéry u pacjentéw, ktérzy zayewali na mezoterapi Nalery sie
jednak zastanowj czy wzrost echogeniczém SLEB wynik& maze jedynie ze zwkszonej
gestadsci kolagenu. Wiadomoze za obnienie echogeniczioi i formacg SLEB w goérnej
cze$ci skory odpowiadaj elastoza, zasadochtonna degradacja kolagenu atammulacja
glikozaminoglikanéw i wody w warstwie brodawkowatejkory wiaciwej (255).
Wprowadzenie do skory ggteczek kwasu hialuronowego i zw@nie przez niego daj
ilosci wody, nawet bez stymulacji fibroblastow,omaze skutkuje zmiam echogenicznii
skory. USG skéry nie mowi bezfrednio o reakcji fibroblastbw na egzogenny kwas

hialuronowy i przydatni& tego badania powinna byadal sprawdzana przez naukowcow.
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Korzystne efekty wprowadzania do skory preparattbvmezoterapii zawierggych
kwas hialuronowy (NCTF® i NCTF HA®), zauwdi jednak rownie Jagera i wsp. (256).
Przeprowadzili oni badanie in vitro na hodowli liath fibroblastéw. Fibroblasty zachowaty
wydtuzony ksztatt wrzeciona i szybko® proliferacji zblizong do hodowli kontrolnej, ale
wzrosta ekspresja kolagenu typu 1, metaloproteinaky (MMP-1) i inhibitora
metaloproteinazy-1 (TIMP-1). Nalg sie w takim razie zastanowi czy mezoterapia tymi
preparatami przyniesie korzystne efekty in vivagrekw hodowli tkankowej zaobserwowano
zarowno wzrost ekspresji kolagenu typu 1 i inhil@tonetaloproteinazy-1, jak dziadagj

niekorzystnie metaloproteinazy-1.

Mimo, ze najnowsze doniesienia raczej zaprzeczsijymulacyjnemu efektowi
egzogennego nieusieciowanego kwasu hialuronowedrablasty, w starszych badaniach
(in vitro) taki efekt zostat wykazany (257,258). d&aia in vitro mog jednak nie mié
bezpdredniego przelzenia na mezoterapiin vivo, co powinno zostaprzeanalizowane w

przyszigci.

Rozbienosci w ocenie intradermoterapii kwasem hialuronowynegmwynikat z
réznych rozmiarow HA #ywanego do poszczegoélnych sdoadczeé, z r&nych metod
badawczych oraz warunkdwrodowiskowych. Podégie takie potwierdza badanie z 2010
roku, w ktérym udowodniono,ze krotsze tacuchy kwasu hialuronowego stymujuj
neowaskularyzagjuszkodzonych tkanek, pobudzaowstawanie ziarniny a ta& zwikkszap

odktadanie kolagenu i proliferacfibroblastéw w badaniu in vivo na myszach (259).

Wyniki reviscometryczne otrzymane w niniejszej napie w pojczeniu z danymi z
pismiennictwa wskazugj ze wielkoczsteczkowy kwas hialuronowy zastosowany w

intradermoterapii nie wptywa na poprakolagenowej struktury skory.

Mimo tego, ze reviscometr nie wykazaadnej statystycznej poprawy elastycério
skory twarzy po zastosowaniu mezoterapii, zarbwnmaenie klinicznej badacza jak i
ochotnikéw elastyczrid / napecie skory ulegto niewielkiej poprawie (odpowiedniat0% i
73.33% probantow). Niewielkiemu sptyceniu ulegég zmarszczki na skoérze twarzy (u
86,67% ochotnikbw w ocenie zaréwno badacza, jakobgantow). Mogto to wynika z
przegciowego obrzku po mechanicznym urazie skory, powstgm na skutek
wielokrotnego wkiuwania igty. Innym wy§aieniem jest poprawa turgoru tkanki w wyniku

wzrostu jej nawitenia. RoOwnig w badaniu Amina i wsp. (248) 40% pacjentow
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zaobserwowato taki efekt. Utrzymywat gin jednak jedynie przez okres jednego tygodnia po

kazdej sesji mezoterapii.

Intradermoterapia kwasem hialuronowym jest bardaiarze tolerowana i praktycznie
nie wywotuje powanych dziata niepazadanych. Wszyscy eksperci z komisji zajgugj st
mezoterap, w ramach 16 Kongresu Europejskiej Akademii Deotwagii i Wenerologii
(EADV), byli zdania, ze najlepsz technily mezoterapii jest technika depot, ewentualne
skutki uboczne intradermoterapi gdynie tagodne i przemigge, a tworzenie si,grudki”
traktowane powinno kyjako przejaw wiéciwej iniekcji srodskornej (249). W dogbnej
literaturze istnigj pojedyncze doniesienia na temat dzialéepazagdanych mezoterapii (260-
262).

W niniejszym badaniu wykonano u ochotnikbwacanie 45 zabiegow
intradermoterapii. U wszystkich probantéw obserwoavavytworzenie grudki. Jej wiellké
réznita sk pomidzy ochotnikami, mimo zbibnej ilasci wstrzykiwanego kwasu
hialuronowego, co zatalo od jakdci skory poszczegdlnych ochotnikowZaden z
ochotnikéw nie potraktowat grudki jako dziatanipizadanego zabiegu. Zapewne doktadne
poinformowanie probanta o przebiegu mezoterapiawpo, ze ochotnicy spodziewali i
takiego efektu i nie wywotywat on u nich niepokololejnym objawem, ktéry pojawit siu
wszystkich ochotnikow, byto punktowe krwawienie, o@wniez zarébwno probanci jak i
badacz uznali za nognw zwigzku z tymze igta wkluwana byta w géanwarstwe skory
wiasciwej. Niewielki rumie, ktory pojawit s¢ przegciowo u czsci ochotnikdw réwnie nie
wzbudzat ich niepokoju. Jedynym zgtoszonym przexbantéw objawem nieggdanym byt
krwiak (6,67%). Pojawit gion pod okiem jednego z ochotnikdéw podczas piergszabiegu
intradermoterapii i utrzymywat siprzez blisko 3 tygodnie. Wszystkie objawy niggaane
byly przegciowe i z wyptkiem krwiaka, krotkotrwate. Grudki utrzymywatyesod kilku
godzin do 2 dni. Nalsy podkréli¢, ze wszystkie skutki uboczne byly zygane z technik
wstrzykiwania, a nie ze specyjikvstrzykiwanego kwasu hialuronowego.

Podobne dziatania niepgrlane zaobserwowali w swoim badaniu Amin i wsp. §248
W ciggu 40 sesji leczenia, prawie wszyscy pacjenéwikdczyli tymczasowego rumienia,
punktowego krwawienia i bolu o niewielkim nasilerpomimo zastosowania miejscowego
znieczulenia. Co ciekawe u jednego z pacjentowwvpactl sesjach terapeutycznych vaysia
pokrzywka wargi gérnej. Dwéch kolejnych pacjentOvaryto sic w trzech przypadkach na
silny bol. Wszystkie objawy ugtowaty samoistnie.
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Réwniez Taieb i wsp. (251) w trakcie 104 sesji mezoterapibbserwowali jedynie
przegciowe, zwazane z technik podawania preparatu, dziatania niggane. Byly to
wybroczyny (6,7%), grudki (6,7%), krwiak (4,8%) mraadrapania (2,9%) i runfi€1%).

Zabiegi intradermoterapii nieusieciowanym kwaseiaunonowym wydaj si¢ by¢
bezpieczne, nie wywolgljzadnych powanych nasfpstw, a dziatania nieggdane s jedynie
przegciowe. Najwekszym problemem dla pacjentow peoby¢ czas utrzymywania sigrudki
po wstrzykn¢ciu preparatu kwasu hialuronowego. Ze wdgl na fakt,ze grudka mée st
utrzymywa& nawet dzié lub dwa po zabiegu, aktywni zawodowo ochotnicgigjszego

badania sesje mezoterapii wykonywane mieli gtiqdi

Kolejnym preparatem analizowanym weézi badawczej pownsze] pracy byt

wielkoczsteczkowy kwas hialuronowy przeznaczony do supléacgrdoustne;.

W sprzeday dostpne g liczne suplementy diety zawiegag w swoim sktadzie kwas
hialuronowy. Czs¢ z nich zawiera dodatkowo inne sktadniki np. prnogetakie jak kolagen,
mukopolisacharydy inne hiHA takie jak siarczan chondroityny, a &k witaminy itp.
Dostpne g réwniez suplementy diety zawiergje wyhcznie kwas hialuronowy w formie
drobnocasteczkowej lub wielkocsteczkowe). Obiegowa opinia gtoste dostarczanie
skorze kwasu hialuronowego pozwala utrzgnw dobrej kondycji. Ponadto sugeruje,si
ze suplementacja doustna kwasu hialuronowegzend& lepsze efekty ristosowanie HA w
produktach kosmetycznych. Do tej pory nie przepdmeao jednakzadnych bada

poréwnawczych.

W niniejszym badaniu, dwudziestu ochotnikow praymato wielkocasteczkowy
kwas hialuronowy (Hialu — Femin®) w dawce 50 mg 2iziennie przez okres 6 tygodni.
Badanie skoéry po 6 tygodniach suplementacji HA vzgha istotny wzrost nawienia skory
(o 7,24) w badaniu corneometrem (p = 0.00). Wzrastilzenia / spadek suckd skory
twarzy ochotnikdw obserwowatiélinicznie badacz. Wedtug niego wzrost naweilia skory
nasgpit u 80% ochotnikow, jednak byt 78zy niz w grupie poddanej intradermoterapii.
Podobnie wyniki ksztaltowaly siw samoocenie probantow (wzrost naeiia u 70%
ochotnikow, niszy niz w grupie poddanej intradermoterapii). Wzrost naenia skory
skutkowat te poprawg estetycznego wygtiu skéry w ocenie zaréwno badacza jak i probanta.

Niewielka i umiarkowan poprave wygladu skory twarzy, badacz zanotowat u 85%
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ochotnikéw, a u 15% nie zauwd zadnej poprawy stanu skéry.véd ochotnikdw, wszyscy
zauwayli poprawe estetycznego wygtlu swojej skory, w tym 30% znaczrNalezy jednak
podkreli¢, ze mimo tego4 doustny kwas hialuronowy stabiej od intradermai@rpoprawit
nawilzenie skéry, to zakres jego dziatania byt szersppprawit nawikenie catej skory, a nie

tylko skéry twarzy.

Réwniez w badaniu Kajimoto i wsp. (263) wykazano istotrgtgstycznie wzrost
nawilzenia skéry oceniany za ponmypcorneometru, po doustnej suplementacji 240 mg kwas
hialuronowego na deb przez okres 6 tygodni. Badanie to przeprowadzo@o 22
ochotnikach z sucBoig skéry (nawikenie < 50%), z zastosowaniem grupy kontrolnej
otrzymupcej placebo. Pomiaréw corneometrycznych dokonywamal okiem lewym.
Popraw¢ nawilzenia skory obserwowano zupo 3 tygodniach suplementacji HA. Wyniki
corneometryczne w dniu rozpecza badania, po 3 i 6 tygodniach suplementacji v8igo
odpowiednio: 45,6 + 7,5, 51,9 + 11,2 i 51,9 £ 9Ponadto w cytowanym badaniu
zaobserwowano popravwgtadkaci skory, mierzonej aparatem Visioscan C&K nadaynie
gornej i szyi. Pomiar sebumetrem i pHmetrem nie awgh zadnych istotnych zmian w
wyniku suplementacji doustnej kwasu hialuronowegbcytowanym badaniu (263) lekarze
potwierdzili badaniem Kklinicznym wyniki corneomet@ne: zaobserwowali zmniejszenie
suchdci skory, a ponadto poprawtakich parametréw jakwiad, zaczerwienienie oraz
uszkodzenia powstate w wyniku dziatlania kosmetykdw tym w wyniku eksfoliaciji.
Statystycznie istotna #@ica medzy grup przyjmupca kwas hialuronowy, a grapstosujca
placebo dotyczyta wykznie suchgci skory twarzy orazwiadu i suchéci catego ciata.

Podobnie, Sato i wsp. (264) wykazali istotny wegrazawilzenia skory po
czterotygodniowej suplementacji doustnej kwasuuna@lowego w dawce 120 mg/d. Badanie
to przeprowadzone zostatlo na grupie 35 ochotnik@uchdciag skory (nawitenie < 50%) z
zastosowaniem grupy kontrolnej otrzymugj placebo. Istotn rdznice pomidzy
nawilzeniem skéry ochotnikédw przyjmagych HA i placebo obserwowano w 2 tygodniu
przyjmowania HA. Wyniki corneometryczne skory pokiemn lewym w dniu rozpogzia
badania, po 2 i 4 tygodniach suplementacji wynosdpowiednio: 49,1 + 7,3, 46,8 £ 5,4 i
52,0 £ 7,7. Trzy tygodnie po zakeczeniu badania wyniki wrdcity do poziomu sprzed
wiaczenia suplementacji HA. Ponadto w cytowanym badavykazano popragvgtadkaci

skory, ocenianej aparatem Visioscan C&K. pH skoeyulegto zmianie.
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W czsci badawczej niniejszej rozprawy nie uzyskano pagralastycznéci skory
(ocenianej za pomac reviscometru) po suplementacji doustnej hialunonia Mimo
zapewni@ producentéw doustnych preparatéw kwasu hialuroigowe ich pozytywnym
wptywie na elastyczrig skory, nie istnigj zadne badania, ktore ten fakt by potwierdzaty. W
pracach Kajimoto i Sato (263,264) wykazano jednakpodstawie badania Visioscan’em
sptycenie zmarszczek. Rowniwv niniejszej rozprawie 75% ochotnikdéw zau® u siebie
niewielkie lub umiarkowane sptycenie zmarszczekwRiéz badacz zanotowat sptycenie
zmarszczek u 50% probantow, byto ono jednak nidrdgeWydaje s} jednak,ze do poprawy
wygladu skory, w tym do sptycenia zmarszczek nie dosatev wyniku poprawy utkania
skory wigciwej, tylko na skutek wzrostu zawastd wody w naskérku. W innym badaniu
(51) opisywano sptycenie zmarszczek przy braku geprnawitenia naskoérka, ale doustny
preparat w wyniku suplementacji ktérego doszto akich zmian miat zupetnie inny skiad
(glikozaminy, aminokwasy, sole mineralne i Zzki o dziataniu antyoksydacyjnym). Wedtug
cytowanego badania suplementacja doustna antyok&ydai podstawowych sktadnikow
skory wigciwej doprowadzita do poprawy nawdnia skory wiéciwej (std splycenie
zmarszczek). Nie obserwowano jednak wzrostu riawia naskorka, dymoze na skutek
niedoborow elementéw decydaych o utrzymywaniu w nim wody (ceramidow i NMFu).
Bardzo maliwe, ze ochotnicy stosagy doustny preparat kwasu hialuronowego w ninigjsze
pracy badawczej takich niedoboréw nie mieli. Poga, nawilzenie skoéry ochotnikow
wzrosto dz¢ki zwigzaniu duych ilosci wody przez suplementowany kwas hialuronowy, a

preparat omawiany w cytowanym pakey badaniu kwasu hialuronowego nie zawierat.

Badanie aparaturowe w niniejszej pracy, pozwaldoobiektywig ocere stanu skory.
Poprawa suchai skory obserwowana byta nie tylko w badaniachrap@owych, ale taie w
badaniu fizykalnym skory przeprowadzonym przez ie&ka ROwnie ochotnicy zauwayli

poprawe stanu nawitenia swojej skory.

W opublikowanych dotychczas pracach (263,264) beeovowanaadnych skutkow
ubocznych suplementacji doustnej kwasu hialuron@welgdnak w przeprowadzonym w
niniejszej rozprawie badaniu 3 ochotnikow zgtositastpujace dziatania niepadane
preparatu doustnego HA: zkiszenie ildci wykwitow skérnych na twarzy, nieprzyjemny
zapach skéry i obeki konczyn dolnych. Oczywcie wigksza ilg¢ wody zwihzanej w skorze
wiasciwej i naskorku mogtaby prowadzido wyej wymienionych objawow. Jednak

nalezatoby przeprowadzi dalsze badania dla potwierdzenia be&rponiego zwjzku
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pomiedzy suplementagjdoustra kwasu hialuronowego a pojawieniem spisanych skutkow

ubocznych.

Ostatnim preparatem analizowanym w&z badawczej pouszej pracy, byt krem z
kwasem hialuronowym o nazwie Frei Hyaluron Aktiv@chotnicy aplikowali go na skér

twarzy dwukrotnie w gigu dnia przez okres 6 tygodni.

W ostatnim dniu badania nie wykazano statystycmt@nej zmiany nawienia (w
pomiarze corneometrem) oraz elastycgznoskéry (w pomiarze reviscometrem). Ocena
kliniczna badacza oraz samoocena skory twarzy paamtnikdw potwierdzata dane
aparaturowe. W badaniu corneometrem, naemile wzrostosrednio o 0,60. Nalg/ jednak
podkreli¢, ze u blisko potowy ochotnikow (8 oséb), mierzone nemmetrem nawiknie

skory zmalato.

Wedtug Arcta i Pytkowskiej najefektywniepmetod, poprawiagca nawilzenie skory
jest wzmocnienie barier hamaych utra¢ wody (265). Najlepiej hamagTEWL emolienty,
tworzagce na skorze warstwlipofilows, ktora jest kompatybilna z naturalnym ptaszczem
pokrywapcym naskorek. Krem badany w niniejszej pracy zaatidiczne emolienty
(stearynian glicerolu, trojgliceryd kaprylowo — kgpowy, alkohol cetearylowy, wosk
jojoba), ktore chronity naskérek przed ugratody. Syd zapewne poprawa nawénia skory

u czsci ochotnikow.

U blisko potowy probantéw, nawinie skéry po 6 tygodniach badania byto jednak
gorsze lub zblione do poziomu hydratacji skory przed badaniem. Wa¢rnto maze z tegoze
dodanie do kremu higroskopijnego kwasu hialuronawdgprowadza do spadku legko
preparatu i wytworzenia na skorze warstwy hydrefég ktdra chroni naskoérek przed utrat
wody znacznie stabiej hiwarstwa lipidowa. Ponadto nale podkréli¢, ze ochotnicy
stosowali krem z kwasem hialuronowym 2 razy dzienmiano i wieczorem, a badanie skory
u wszystkich uczestnikbw badania przeprowadzanoszewpomgdzy godzim 11 a 13.

Otrzymane wyniki mogywskazywa na fakt,ze po kilku godzinach krem przestaje dztata

Jest to zgodne z nieopublikowanymi badaniami aytoidorych wynikaze krem ten
W przecjgu 5 godzin od zastosowania wptywa na naavile skory w naspujacy sposéb: po
15 minutach — wzrost nawgnia o 48,89%, po 1 godzinie — wzrost naeilia o 48,17%, po

2 godzinach — wzrost nawénia 0 36,41%, po 3 godzinach — wzrost nzevila o0 22,39%, po
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4 godzinach — wzrost navénia o 7,1%, a po 5 godzianach — wzrost neemia 0 6,66%. Jak
wida¢, nawikzenie skory po zastosowaniu badanego kremu stopnier@cato do wartéci
wyjsciowych, a efekt nawihjacy byt najlepszy krétko po aplikacji kremu z kwasem
hialuronowym. Ten natychmiastowy efekt wynikat grimskopijnych wiéciwosci HA, ktory
zapewne zwgzat wodk zarowno z podiza kremu jak i z otoczenia, a ngstie dostarczyty

na powierzchri warstwy rogowej naskorka.

Podobnie, stopniowe obiainie pierwotnego wzrostu nawénia skory po aplikacji
kremu z 1% kwasem hialuronowym, uzyskali w swoinddau Krynicka i wsp. (266). W
przeciggu godziny wzrost nawienia skory dla cery mieszanej wyddt nastpujaco: po 15
minutach — wzrost 0 166,49%, po 30 minutach — wzpak21,52%, po 45 minutach — wzrost
0 131,22% i po 60 minutach — wzrost o 101,76%. Znecwikszy wzrost nawilenia skory
w badaniu Krynickiej i wsp. w poréwnaniu do nieopkbwanych danych autora, me
wynika¢ z zastosowania innej aparatury pomiarowej. Zastasy w badaniu Krynickiej i
wsp. aparat Skintest plus nie jest przeznaczonladia naukowych, sid wyniki mog nie
by¢ tak wiarygodne jak te uzyskane w badaniu autavaagto, wzrost ten byt pokazany tylko
dla cery mieszanej, dla cery tlustej zaobserwowj@agynie minimalny wzrost nawiénia
skory. Krynicka i wsp. sugerowalie krem z kwasem hialuronowym westniu do 1%

wykazuje dziatanie przede wszystkim zRdzapce , a nie nawiajace.

Réwniez w badaniach Mazzarello i wsp. (267), uzyskano gezenszystkim
natychmiastowy wzrost nawgnia warg po zastosowaniu pomadki z kwasem hiatwgm.
W badaniu korneometrycznym 20 kobiet natezy wzrost nawilenia, o 22,2%, uzyskano po
15 i 30 minutach od aplikacji pomadki.

Nalezy podkréli¢, ze preparaty kwasu hialuronowego do stosowania emmego
majg dziata& poprzez tworzenie na naskorku filmotwoérczej waystwaydrofilowej,
zmniejszajcej gradient szen wody w skorze, a tym samym ograniczajj przeznaskorkogv
utrat wody (TEWL). Poniewa czysteczka kwasu hialuronowego jest zbytzaluaby
przenikmy¢ przez warstew rogows naskorka i wbudowa sig w struktury cementu
miedzykomdérkowego, zewitrzne stosowanie kremu z kwasem hialuronowym powinn
zmniejszé TEWL, a tym samym zwksza& nawilzenie naskorka jedynie w momencie
pozostawania kremu z HA na skérze. Wynika z tegonie jest mgliwe zaobserwowanie
stopniowego zmniejszaniacSTEWL i wzrostu nawitenia skory podczas stosowania kremu z

kwasem hialuronowym przez dsry okres czasu. Wzrost naighia skory nagpuje tylko w
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momencie okluzji skory egzogennym kwasem hialurgmow ktOry nie jest w stanie
uzupeiné niedoboréw kwasu hialuronowego wespnz warstwy rogowej. Jest to zgodne z
wynikami otrzymanymi w pouszej pracy, gdzie nawinie skory, badane po kilku
tygodniach aplikacji kremu z kwasem hialuronowymzumnywato s¢ u czsci ochotnikow na

podobnym poziomie, jak przed rozpeciem badania.

Brak trwalej poprawy po zastosowaniu miejscowegoeppratu z kwasem
hialuronowym zaobserwowali rowriew swoim badaniu Krzyostan i wsp. (268).
Najwigkszy spadek TEWL obserwowali oni po 25 minutachalivenia preparatu z kwasem
hialuronowym (ok. 15%) i co ciekawe byt on mniejsay poréwnaniu z zastosowaniem
emulsji o tym samym sktadzie ale bez kwasu hialoveego (20%). Po tygodniu spadek
TEWL utrzymywat s¢ na tym samym poziomie, co jest zgodne z wynikaaddy autora
niniejszej rozprawy, gdzie naweénie skory podczas stosowania kremu z kwasem
hialuronowym u cgsci ochotnikdow ulegto poprawie @& badanie wykonane byto w czasie
gdy na skérze pozostawata jeszcze warstwa okluzyjemu), a u oxci byto zblzone do
stanu sprzed badania (u ochotnikbw u ktérych kresnppru godzinach przestawatzju
spetnigd swoje funkcje). Na podkékenie zastuguje faktze w ponkszej pracy okrdono
kiedy ochotnicy stosowali krem (rano i wieczoremazczas przeprowadzenia badania po 6
tygodniach stosowania kremu @dezy godzin 11 a 13). Sid mazna wysné wnioski na
temat uzyskania emorodnych wynikow nawienia skory po 6 tygodniach stosowania kremu.
W innych opublikowanych pracach, autorzy nie pegey ilu godzinach od natenia kremu,
skodra jest oceniana w ostatnim dniu trwania ba&#d maze znakomite wyniki w badaniach
komercyjnych kremow. Prawdopodobnie w tych baddnisicde oceniano w ostatnim dniu
badania krétko po zastosowaniu badanego kremu &salzenie skory w ostatnim dniu
badania oceniano jedynie w badaniu ankietowym. &ytutaka miata miejsce w badaniu
kremu High Resolution Refill-3X Lancome Paris (269). W badaniu korneometrycznym
przeprowadzonym po 4 godzinach od aplikacji kosketya przedramiona 24 pacjentek,
nawilzenie skoéry wzrosto o 26%. Po 4 tygodniach 51 kobtesugcych oceniany krem,
wypetnito ankie¢, w ktorej nawitenie oceniane byto wedtugegiopunktowej skali. 94%
respondentek odpowiedzialze ,catkowicie s¢ zgadza” lub ,zgadza i ze stwierdzeniem,
ze skora pod wptywem kremu jest nawiha. Niekiedy bardzo dobra poprawa naeilia
skory w badaniach kosmetykow z kwasem hialuronowwynika z zastosowania w nich
dodatkowych sktadnikow, ktére lepiejaitHA wptywaja na popraw hydratacji naskorka. Tak
moze by w przypadku kremu Pure Radiance firmy Lumene (27@) badaniu
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corneometrycznym 20 kobiet uzyskano popramawilzenia skéry utrzymuaga sie na
poziomie 30,5% po 8 godzinach od zastosowania krdiaki dtugi efekt mge by wynikiem
dodania do kremu trawy azjatyckiej (Imperata ajioa) i oleju makadamia (Macadamia

oil).

Powyzszy tok rozumowania nie wyjaia jednak dlaczego w niniejszym badaniu, u
czesci ochotnikow stosucych krem z kwasem hialuronowym, doszio do spadkwilizenia
skory. Bardzo mdiwe, ze przyczynita & do tego dia liczba i r@norodna¢ sktadnikow
kremu (zadcznik 7). U 0sOb z uszkodzgtvarieg hydrolipidowg badz wrazliwych na ktory
ze skfadnikéw kremu, mogto dgj do zwkkszenia przepuszczaléw warstw naskorka,
zwickszenia utraty wody przez naskorek i spadku jeguilaania. Wynik& to maze miedzy
innymi z obecnéci w kremie zwizkow kedacych promotorami wchianiania (gliceryna).
Przyczyniag sic one z jednej strony do szybszego gbgizego wnikania innych sktadnikéw
kremu do naskorka, a z drugiej utatwigarowanie wody ze skory. Rownielejki eteryczne
(m.in.: linalol, geraniol, cytronellol, limonen) p@dup rozlunienie pojczen

migdzykomaérkowych dziki pecznieniu cementwézacego komorki.

Ponadto do naruszenia ptaszcza wodno-lipidowegéentmchodzi pod wptywem
substancji powierzchniowo czynnychgdgcych emulgatorami (np. stearynian glicerolu, sol
sodowa glutaminianu stearylowego, alkohol ceteary)ooraz pod wptywem konserwantéw
(np. parabenow). Wszystkie te substancje mogty szgtubarier naskorkow, zwickszapc
przeznaskérkow utrat wody, a tym samym zmniejsaaj nawitzenie skory w pomiarach
corneometrycznych. Ze wzglu na toze stzenia tych substancji pozosiajieznane, trudno
doktadnie okréli¢ ktéra z nich mogta wygdzi¢ najwickszy szkod. Tak wic kosmetyki z
kwasem hialuronowym magwywotywaé rozmaite efekty w zakmosci od kompletnego

sktadu kosmetyku, a ta& jego formy fizykochemicznej.

Podobne wynikiswiadczice o pogorszeniu stanu naieihia skory, po zastosowaniu
komercyjnego kremu z kwasem hialuronowym uzyskalswoich badaniach Krzgstan i
wsp. (268). Wart&¢ TEWL mimo, ze po 25 minutach obiyta sk 0 3%, a po tygodniu
zaobserwowano nieznaczny spadek TEWL, to w koldjr&¢ygodniach wzrosta o 8% po 2
tyg i 6% po 3 tyg. Wzrost przeznaskorkowe] utratydy wigzaé sie powinien ze spadkiem
nawilzenia skoéry (ché w cytowanym badaniu takiego bezpedniego przetzenia nie

zaobserwowano).

139



W niniejszym badaniu nie zaobserwowano wzrostutytandci skory i sptycenia
zmarszczek po zastosowaniu kremu z kwasem hialurgmo Podobnie Schweikert i wsp.
(271) w dwutygodniowym badaniu na 5 ochotnikachropmujagcym dziatanie kremu z
kwasem hialuronowym oraz kremu z wygiem z nasion tamaryndy, nie wykazali wptywu
HA na szeroké& zmarszczek a szorsu powierzchni skory po aplikacji kremu z HA
wzrosta. Autorzy cytowanego badania, wzrost szokstkskory ttumaczyli pozostawianiem
na jej powierzchni wiskoelastycznego filmu z kwdsaluronowego. Z kolei brak sptycenia
zmarszczek wedtug autorow wynikat ze zbykejuczsteczki kwasu hialuronowego, ktéra w
przeciwigistwie do nasion tamaryndy nie miata szans na pacjetw warstwe rogowy |

stabilne pajczenie s} z biatkiem korneocytéw.

Jednak w badaniu Pavicic i wsp. (272) uzyskano wplywem stosowania przez 60
dni preparatow z kwasem hialuronowym anéj masie cgsteczkowej (50, 130, 300, 800 i
2000 kDa), nie tylko wzrost nawnia skory (z wytkiem m. cz. 50 kDa), ale rowrie
poprave jej elastycznéci (dla wszystkich mas ggteczkowych HA) i sptycenie zmarszczek
oceniane w profilometrii (dla LMWHA). Autorzy cyteanego artykutu sugeryjze nowe
czasteczki kwasu hialuronowega 8 stanie penetrowtado skéry po aplikacji zevetrznej i
op&nia¢ procesy fotostarzenia. Dotychczasowe publikacjgrzesczatly takiemu podagiu,
argumentujc ze czsteczka kwasu hialuronowego pozyskiwana grogynierii genetycznej
w procesie fermentacji streptokokow jest zbytalaby penetrowado naskorka. Pavicic i
wsp. (272) twierdz jednak,ze ich casteczki kwasu hialuronowega s stanie penetrowa
do naskérka, dzki temuze pochodz z nowegazrédia — fermentacji bakterii Bacillus subtilis
i sg identyczne strukturalnie z naturalnym HA. Wedtugapublikowanych danych autorow
cytowanego artykutu, w badaniu in vitro, najlepszdolnad¢ penetracji i dziatanie
przeciwzapalne ma kwas hialuronowy o m. cz. 50 kednak ich badanie in vivo nie
wykazato sciste] korelacji pomgdzy mag czgsteczkovy a obserwowanymi parametrami.
Mimo to wydaje sj, ze masa cgsteczkowa kwasu hialuronowego, faktyczniezenanie

wptyw na jego zdolng przenikania do naskorka.

Stosowanie kremu hialuronowego zetvmanie wydaje si by¢ pozbawione powanych
dziatan niepaadanych. Mimo stosunkowo dej ilosci skutkéw ubocznych, zgtaszanych
przez ochotnikdw niniejszego badania (40%), wsigstihe byly tagodne i przemijge.
Wickszas¢ zgtaszanych dziataniepazgdanych kremu z kwasem hialuronowym dotyczyta
uczucia ,maski” na skorze po jego zastosowaniungedsoba uskaata s¢ na tuszczenie

skory czofa. ,Efekt maski” mégt by zwigzany z dug zawart@ciag w kremie substancji
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bedacych emolientami, a tak z niedopasowaniem kremu do rodzaju cery. Krenwaskm
hialuronowym w teorii mge by przeznaczony do kdego typu skory. Wydajeesjednak,ze
wielosktadnikowe preparaty powinny dyrzypisane konkretnym rodzajom cery. Ponadto
jeden z ochotnikow zgtosit tzawienie oczu po apdjkakremu, co mogio wynika z

nadwraliwosci na ktoryg ze sktadnikdw bogatej receptury preparatu.

Ostatnim etapem badania byt pomiar poziomu kwaslutonowego w osoczu krwi
ochotnikbw na pocgku i na kaicu poszczegoélnych terapii hialuronianem. Sprawdzono

réwniez zaleznos¢ poziomu kwasu hialuronowego we krwi od wieku praiday.

Wykazano,ze z wiekiem poziom kwasu hialuronowego we krwinie. Istotna
korelacja byta jednak jedynie przedaazeniem terapii w grupie stogagj krem z kwasem
hialuronowym (p = 0.00). Brak korelacji w pozostdtygrupach, wynikamaogt ze zbyt matej
ich liczebndci oraz ze zbyt malej rozgpsci wieku ochotnikdw. Wynik ten jest jednak
zgodny z innymi badaniami, w ktérych rownievykazano pospujacy wzrost poziomu
kwasu hialuronowego w przebiegu procesu starzebh@d,{03). Wzrost poziomu kwasu
hialuronowego we krwi wynika z jego ziszonej degradacji w tkankach oraz

zmniejszonego katabolizmu watrobie.

Ponadto w niniejszym badaniu wykazano statystycwtotny wzrost poziomu kwasu
hialuronowego we krwi po jego suplementacji doustpe= 0.02). llg¢ hialuronianu we krwi
wzrosta z poziomu 16.00 + 5.32, do 23.04 + 1384nik ten potwierdza mdiwosé
absorbowania do ktenia ogdlnego doustnie podanego HA.A@os¢ absorpcji do krwi i
wychwytu przez tkankigczne niewielkiej iléci doustnie podanego kwasu hialuronowego
zostata te potwierdzona w badaniach Balogh’a i wsp. (220)wRiéz w badaniu Sato i wsp.
(264) zanotowano wzrost poziomu HA w surowicy poustoej suplementacji kwasu
hialuronowego. Wzrost byt wgzy niv w ponizszym badaniu (z poziomu 14,1 + 5,8 do 27,4 £
14,2), co mogto wynika z nieco wgkszej dawki przyjmowanego doustnie kwasu
hialuronowego (120 mg/d). Co ciekawe w cytowanynddrau, autorzy wykazali rownie
istotny wzrost poziomu kwasu hialuronowego we koahotnikdw przyjmujcych placebo (z
poziomu 33,9 + 46,6, po 49,9 £ 49.1). W niniejseegprawie doktorskiej jako kontrgl

traktowano grup stosujca krem z kwasem hialuronowym. Poziom kwasu hialuvesgo
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wzrést w tej grupie nieistotnie (z poziomu 20.016#81 do 22.49 + 9.16). Mimoze
udowodniono stopniowy wzrost #oi kwasu hialuronowego we krwi z wiekiem, w przggi
kilku tygodni badania nie mogt on jednak zkszy sic tak wyranie, jak w cytowanym
badaniu Sato i wsp. (264). Bardziej prawdopodobrydaje s¢ by¢ wynik uzyskany w

ponizszej pracy.

Zaskakujcy wynik uzyskano natomiast w grupie poddanej oigranoterapii. Poziom
kwasu hialuronowego we krwi obiyt si¢ w tej grupie z wysokgi 19.95 + 5.67 do 15.24 +
3.94, co bylo rénicg statystycznie istoth (p = 0.01). Obrienie poziomu kwasu
hialuronowego we krwi po zastosowaniu intradernayir maze s$wiadczy 0 zmniejszeniu
degradacji kwasu hialuronowego w tkankach, po b@epoim wprowadzeniu do tkanek
egzogennego hialuronianu o 7@ czsteczce. Dla potwierdzenia tej hipotezy, naleby
przeprowadz dalsze szczegoOtowe badania. Ponadtozgalkziagé¢ po uwag niewielky ilos¢

ochotnikdéw w grupie badawczej (15 oséb).

Zastosowane terapie kwasem hialuronowym przycygysi¢ w réznym stopniu do
poprawy nawitenia skory twarzy. Najszybciej efekt byt widoczny pastosowaniu kremu,
ale utrzymywat si krétkotrwale. Najpéniej (po miesicu) poprawa byla zauwalna w

przypadku suplementacji doustnej kwasu hialuron@wveg

Niniejsze badanie, mimaze nie zostalo przeprowadzone z kongrgblacebo,
dostarczyto przydatnych informacji na temat wplywa skoée¢ oraz przenikania do
krwioobiegu preparatow kwasu hialuronowego w zabéci od drogi ich wprowadzenia do
skory. Zrodzito jednak wiele pytaco jest czste w przypadku nowych substancji i technik.
Nalezatoby rozszerzy badania i wjczy¢ do nich rownie preparaty kwasu hialuronowego
drobnocasteczkowego. Ponadto badanie to wskazigena producentéw powinien zosta
natlazony obowjzek podawania wiellk@i czgsteczki kwasu  hialuronowego,

wykorzystywanego w przende medycznym i kosmetologicznym.
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9 Whnioski

1. Preparaty kwasu hialuronowego stosowane w intradmapii, suplementacji
doustnej oraz aplikowane zegtrenie skutecznie wplywajna popraw nawikzenia
skory. Najwekszy wzrost nawienia skory nagpuje w wyniku intradermoterapii (o
9,01) oraz suplementacji doustnej (0 7,24). Wzrtilzenia skory po aplikacji
kremu z kwasem hialuronowym jest krotkotrwaty. Riikgodzinach od aplikacji, nie
notuje s¢ juz istotnego wzrostu navknia skory.

2. Preparaty  wielkocsteczkowego  kwasu  hialuronowego — stosowane  w
intradermoterapii, suplementacji doustnej orazkapliane zewegirznie nie wpltywaj
na popraw elastycznéci skory. Naleatoby w rozszerzonych badaniach poroéna
wiasciwosci preparatow wielko i drobnoggteczkowych.

3. Najwigcksza kliniczna poprawa stanu skory wrpsje po zastosowaniu
intradermoterapii kwasem hialuronowym.

4. Dziatania niepgadane wynikajce ze stosowania preparatow kwasu hialuronowego w
intradermoterapii, suplementacji doustnej orazkaplianych zewetrznie g nieliczne
i przemijapce.

5. Poziom kwasu hialuronowego w osoczu krwi wzrastéotise wyhcznie po
stosowaniu suplementacji doustnej hialuronianungédzadna z terapii kwasem
hialuronowym nie wptywa na warié kwasu hialuronowego jako markera chorob
stawow, wgtroby i rozrostow nowotworowych. W grupie przyjmcg] kwas
hialuronowy doustnie, poziom hialuronianu wzrést7@3, zmalat natomiast pod
wptywem intradermoterapii (0 4,71). Odchylenia moau kwasu hialuronowego w
osoczu pod wptywem zastosowanych terapii, nie spowaty jednak przekroczenia
zakresu norm.

6. Suplementacja doustna kwasu hialuronowego, okresmateegi intradermoterapii
kwasem hialuronowym oraz zmniejszenie przeznaskéekaitraty wody za pomac
okluzji skoéry odpowiednimi preparatami (niekonieigzreawieragcymi w swoim
sktadzie kwas hialuronowy) wydgpie by¢ optymalnymi metodami zwkszapcymi

nawilzenie skory.
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10 Streszczenie

Popularné¢ kwasu hialuronowego na przestrzeni ostatnich lafgle rasnie.
Pocatkowo wykorzystywany w rinych dziedzinach medycyny klasycznej, obecnie sitat

topowym produktem dermatologii estetycznej i kosotogii.

Wptyw produktéw kwasu hialuronowego na skamie zostat jednak dotychczas
jednoznacznie opisany. Doniesienia naukowengrzadko sprzeczne, metody badawcze
niewystandaryzowane, a wield czgsteczki kwasu hialuronowegozytego w badaniach

zupetnie nie brana pod uwag

Celem niniejszej pracy byta proba oceny wptywu kars oraz przenikania do
krwioobiegu wybranych produktow kwasu hialuronowe§é tym celu, zastosowano trzy
preparaty nieusieciowanego kwasu hialuronowego, ragit@ryzujce s¢ duzag mag
czgsteczkowy: przeznaczony do intradermoterapii lalest®, suglenhdiety Hialu — Femin®

oraz krem przeciwzmarszczkowy Frei Hyaluron Aktiv®.

Badaniami ohjto 55 kobiet w przedziale wiekowym 26 — 68 lat. yelzelono je
losowo do jednej z trzech grup terapeutycznychuk®ira poszczegolnych grup byta
zblizona, zaréwno pod wzglem wieku, jak i palenia tytoniu oraz b wypijanych ptynéw
na dolg. Kryteriami whczenia do badania byly: gteenska oraz cf poprawy nawitenia
swojej skory przez ochotnikéw. Z badawvytagczono osoby niepetlnoletnie oraz osoby

spetniajce kryteria wykluczenia z badania w poszczegélmyreipach.

W grupie pierwszej, 15 ochotnikbw miato wykonaneytzabiegi intradermoterapii
(metody depot) nieusieciowanym, wielkagsteczkowym kwasem hialuronowym. W grupie
drugiej 20 ochotnikdw przyjmowato doustnie prepanatelkoczsteczkowego kwasu
hialuronowego. Grupa trzecia, sktagtag s¢ z 20 probantow, aplikowata na sk&rem z
kwasem hialuronowym. Skéroceniali badacz i ochotnicy za pomowybranych skal. Do
oceny nawitenia wykorzystano corneometr, elastycgnokreslono reviscometrem. Poziom

kwasu hialuronowego we krwi oznaczano ¥cte immunoenzymatycznym Elisa.

Po 6 tygodniach badania stwierdzono wmwysa wzrost nawitenia skory po
zastosowaniu intradermoterapii (0 9,01) oraz nieiegszy w wyniku suplementacji doustnej
(o 7,24). Po kilku godzinach od aplikacji kremuwadsem hialuronowym, nie notowana ju

istotnego  wzrostu  nawiénia  skéry. Zaden z  zastosowanych  preparatow
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wielkoczsteczkowego kwasu hialuronowego nie wplyna popraw elastycznéci skory.
Poprawa kliniczna byta najwgza po zabiegach intradermoterapii, prawdopodatmigkutek
obrzku i naprawy skéry po licznych iniekcjach. Zaréwrnpotradermoterapia, jak i
suplementacja doustna kwasu hialuronowego zmiemaaom kwasu hialuronowego we
krwi. Pozostawat on jednak nadal w zakresie noranwjiec nie obniat uzyteczndci kwasu
hialuronowego jako markera chordbatvoby, stawdéw oraz rozrostow nowotworowych.
Dziatania niepgadane byty nieliczne i przemijge. Najdiiej utrzymywat s¢ krwiak
powstaty w wyniku intradermoterapii kwasem hiallwaiym, a najwecej dziata

niepazgdanych zgtaszali pacjenci stogty krem.

Czs$¢ badawcza niniejszej pracy wskazata na sens suptegje doustnej
wielkoczsteczkowego kwasu hialuronowego, zwlaszez@oprawia on nawienie nie tylko
skory twarzy ale catego ciata. Wykazata rownige do uzyskania poprawy klinicznej,

najlepiej przyczynia siintradermoterapia.

Konieczne g jednak dalsze badania in vivo, baga wptyw kwasu hialuronowego na
skor. Nalezaloby w nich  poréwna preparaty kwasu hialuronowego wielko i

drobnocasteczkowego.
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11 Summary

The popularity of hyaluronic acid over the last ngeddas been constantly on the
increase. Originally used in different fields o&ssical medicine, nowadays it has turned into
a top product in aesthetic dermatology and cosmogyol

However, the influence of hyaluronic acid produat® skin has not been
straightforwardly described yet. Academic repores @ften contradictory, research methods
are not standardized, and the size of a molecutgalfironic acid used in studies is not taken

under consideration at all.

The aim of this paper was to endeavour to assesitluence of given hyaluronic
acid products on skin and their permeation in tleodstream. In order to do this, three
products of non-crossed-linked hyaluronic acid wesed, characterized by large molecule
mass: lalest® used for intradermotherapy, dietargpement Hialu — Femin ®and anti-

wrinkle cream Frei Hyaluron Aktiv®.

The studies involved 55 women between the age$ @n2l 68. They were randomly
assigned to one of the three therapeutic groups stacture of particular groups was similar,
both when it comes to age, smoking and the amotiniqoids per day. The criteria of
inclusion into the group were the following: femaex and the willingness to improve
moisturity of skin of the volunteers. People agetlar 18 and persons that fulfilled the

criteria of exclusion in particular groups were lexied from studies.

In the first group, 15 volunteers underwent threecpedures of intradermotherapy
(depot method) with non crossed-linked, high-mal&chyaluronic acid. In the second group,
20 volunteers took orally a preparation of hyalucoacid. The third group consisted of 20
volunteers and had a cream with hyaluronic acidiegpon their skin. The skin was then
assessed by the researcher and volunteers by gozes. In order to assess moisturity, a
corneometer was used, and elasticity was assegsezViscometer. The level of hyaluronic
acid in the blood was determined by immunoenzyntastElisa.

Six weeks after the research a significant incredsthe moisturity of the skin was
observed after intradermotherapy procedures (by)9ahd a bit lower increase was noted as
a result of oral supplementation (by 7,24). Fewrhkoafter the application of cream with

hyaluronic acid no significant increase of skinisharity was observed. None of the applied
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preparations of high-molecular hyaluronic acidueficed the improvement of skin elasticity.
The clinical improvement was highest after intrawletherapy, probably as a result of
swelling and the process of skin repair after nwuagiinjections. Both intradermotherapy and
oral supplementation of hyaluronic acid changed ltheel of hyaluronic acid in blood.
However, it was still normal, therefore it did Hower utility of hyaluronic acid as a marker
of liver and joint diseases and cancerous hypagdafidverse reactions were few and
passing. A haematoma as a result of intradermatlgeséth hyaluronic acid was the one that
lasted the longest, and the largest amount of aduweactions was reported by patients using

the cream.

The research part of this work showed groundsufing oral supplementation of
high-molecular hyaluronic acid, especially becatig@mproves the moisturity not only of the
skin on the face but also of the whole body. lbakowed that intradermotherapy contributes

mostly to clinical improvement.

However, further in vivo studies are necessaryctviivould examine the influence of
hyaluronic acid on skin. They would compare thepprations of high- and low-molecular

hyaluronic acid.
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13 Zataczniki

ZAt ACZNIK NR 1

Wz0r ogtoszenia o naborze do bada

W Katedrze i Zaktadzie Naturalnych Surowcow Leczyah i Kosmetycznych
UMiIKM w Poznaniu prowadzong$adania sprawdzgje skuteczn& kwasu hialuronowego
w dermatologii i kosmetologii. W ramach prowadzomdgadania, u ochotnikdwrostanie
zastosowany kwas hialuronowy powszechnie ghost w aptekach i gabinetach dermatologii
estetycznej. Uczesci ochotnikdw wykonana zostanie mezoterapia nigimieanym kwasem
hialuronowym, pozostali ochotnicy stosowaidsa suplementagj dousta lub krem z kwasem

hialuronowego. Wszystkigreparaty zabiegi lgda bezptatnie.

U o0s6b poddanych badaniu wykonane zostanie badsktiey za pomog sondy
,dotykowej” oraz zostanie pobrana krew. Wyniki poddane zastanalizie statystycznej.
Chetnych prosimy o kontakt na adres: m.lupus@wp.pl
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ZAt ACZNIK NR 2

Imig i nazwisko 0soby badane)......... ..o
D= = W U oo 4= o - TS PUUPPPPPPRN

Telefon KONTaKtOWY. .. . ... e e e e e e e e

Nazwa érodka badawczego
Katedra i Zaktad Naturalnych Surowcow Leczniczy&osmetycznych
Temat badania:

Ocena efektéw dziatania kwasu hialuronowego w d@renoterapii, suplementacji doustnej oraz
aplikacji zewrtrznej

Promotor badania
prof. dr hab. n. med. Zygmunt Adamski, specjalis&opnia dermatologii i wenerologii
Nazwisko badacza

lek. med. Matgorzata Wilk <dlirusik / dr n. med. Sebastian Kuéski / mgr lwona Micek

Informacja dla ochotnikbw poddanych intradermoterapii kwasem hialuronowym o nazwie
lalest®.

Intradermoterapia (mezoterapia) skéry kwasem hiamlowwym jest powszechnie stosowan
metod; biorewitalizacji starzepej st skory twarzy. Dziki zabiegowi dochodzi do zekszenia
uwodnienia skoéry, poprawy jej elastycZob oraz splycenia drobnych zmarszczek. Zabieg
przeprowadzany jest w miejscowym znieczuleniu skprgparatem EMLA. Przez kilka dni po
zabiegu utrzymyw@ sic mogs zmiany rumieniowo-obkkowe, niekiedy guzki lub guzy na podto
rumieniowym w miejscu wstrzykecia. Reakcje uczuleniowe praktycznie nie wpsia, opisuje si je
u 0,8% osd6b.

U ochotnikow poddanych badaniu wykonana zostanie gabiegdw mezoterapii skory twarzy

kwasem hialuronowym o nazwie lalest®, zgodnie zeduy podawan przez producenta.

U os6b poddanych badaniu wykonane zostanie badkaig za pomag sondy , dotykowej” oraz

kontrola poziomu kwasu hialuronowego we krwi. Wynikddane zostamanalizie statystycznej.
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Swiadoma zgoda dla ochotnikéw poddanych mezoterapkwasem hialuronowym oraz

potwierdzenie przekazania i otrzymania informacji:

Oswiadczam, ze uzyskatam od lekarza wykonoggo zabieg doktadne informacje na temat
intradermoterapii  skory twarzy kwasem hialuronowyrRoinformowano mnie zaréwno o
pozytywnych efektach zabiegu, jak i o jego dziedahi niepaadanych. Miatam maiwos¢ zadania
pytan lekarzowi nadzoracemu badanie i otrzymatam wyczergeg odpowiedzi na te pytania.
Zapoznatam giz przedtaomng mi informacp dla ochotnika i zrozumiatam jej e Wiem, ze mog

odmowi zgody na udziat w badaniu lub ceéna w kazdej chwili.

Wyrazam zgod na przeprowadzenie u mnie serii zabiegbéw intradegrapii skory twarzy
kwasem hialuronowym, zbadanie skory twarzy za panmsmndy ,dotykowej”, pobranie krwi oraz

przetwarzanie moich danych osobowych.

Lekarz nadzorujacy badanie: | Data: Podpis:

Osoba badana: Data: Podpis:
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ZAt ACZNIK NR 3

Imig i nazwisko 0soby badane)......... ..o
DAta UFOUZENIEL .. ... et e e et ettt e s e e e e e e

Telefon KONTaKIOWY. ... ... e e e e e e e et e e e e

Nazwa érodka badawczego
Katedra i Zaktad Naturalnych Surowcéw Leczniczy&osmetycznych
Temat badania:

Ocena efektéw dziatania kwasu hialuronowego w d@renoterapii, suplementacji doustnej oraz
aplikacji zewrtrznej

Promotor badania
prof. dr hab. n. med. Zygmunt Adamski, specjalis&opnia dermatologii i wenerologii
Nazwisko badacza

lek. med. Matgorzata Wilk -edirusik / dr n. med. Sebastian Kuéski / mgr lwona Micek

Informacja dla ochotnikéw przyjmuj acych doustny preparat kwasu hialuronowego.

Hialu — Femin® jest preparatem w kapsutkach zawdeygh 50 mg wielkoczsteczkowego
kwasu hialuronowego. Jest to najlsza ilg¢ kwasu hialuronowego w kapsutkach dpsta na

rynku. Preparat jest dopuszczony w Polsce do olhagdlnodosipny w aptekach.

Kapsutki Hialu — Femin® wedtug producenta mafloinag¢ wiazania wody, przez co zatrzymuj
ja w skorze. Wianie efekt nawitajacy jest podstawowym dziataniem tych kapsutek. Rgra map
one zwiksz& elastycznét i jedrnas¢ skory oraz sptyaadrobne zmarszczki. Ponadto wspomagaj
regeneragj skory (odnawiaj warstwe rogowg naskorka) oraz chrapiprzed dziataniem wolnych

rodnikéw i promieniowaniem stonecznym.
W badaniu ochotnicydala przyjmowa& preparat 2 x dziennie przez okres 6 tygodni.

U os6b poddanych badaniu wykonane zostanie badkaig za pomag sondy , dotykowej” oraz

kontrola poziomu kwasu hialuronowego we krwi. Wynikddane zostamanalizie statystycznej.
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Swiadoma zgoda dla ochotnikéw przyjmugcych doustnie preparat kwasu hialuronowego o

nazwie Hialu - Femin®.

Oswiadczam,ze uzyskatam od lekarza szczegodtowe informacje naatekapsutek z kwasem
hialuronowym Hialu — Femin®. Poinformowano mnie @&no o0 pozytywnych efektach
suplementaciji, jak i o jej dziataniach niepdanych. Miatam mziwos$¢ zadania pyta lekarzowi i
otrzymatam wyczerpgge odpowiedzi na te pytania. Zapoznatagnzsprzedtaong mi informacp dla
ochotnika i zrozumiatam jej té&. Wiem,ze mog odméwt zgody na udziat w badaniu lub caénja

w kazdej chwili.

Wyrazam zgo@ na doustne przyjmowanie przez 6 tygodni kapsukekski hialuronowego Hialu -
Femin®, zbadanie skory twarzy za pormpaondy ,dotykowej”, pobranie krwi oraz przetwarzani

moich danych osobowych.

Lekarz nadzorujacy badanie: | Data: Podpis:

Osoba badana: Data: Podpis:
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ZAt ACZNIK NR 4

Imig i nazwisko 0soby badane)......... ..o
D= = W UL o Te 4= o - TS OUUPPPRPPRN

Telefon KONTaKtOWY. .. ... ... e e e e e e e

Nazwa érodka badawczego

Katedra i Zaktad Naturalnych Surowcow Leczniczy&osmetycznych

Temat badania:

Ocena efektéw dziatania kwasu hialuronowego w drenoterapii.

Promotor badania

prof. dr hab. n. med. Zygmunt Adamski, specjalisi&opnia dermatologii i wenerologii
Nazwisko badacza

lek. med. Matgorzata Wilk / dr n. med. Sebastiacz{aski / mgr lwona Micek

Informacja dla ochotnikéw stosujgcych krem zawierajacy kwas hialuronowy o nazwie Frei
Hyaluron Aktiv®.

Aktywny krem z kwasem hialuronowym wedlug produeembpewnia nawiknie skory przez
caly dziey, spltyca zmarszczki i zapewnia popeawvygladu skoéry. Ponadto zawarta w kremie

witamina E dziata antywolnorodnikowo, a cenne tbzgzstabilizuj bariee naskorkowy.

Krem, znanej niemieckiej marki, zdobykzjuznanie na polskim rynku. Deghy jest w sprzedy

aptecznej.

Ochotnicy poddani badaniu stosawa&da krem dwa razy dziennieza@o zwzycia opakowania (ok.

6 tygodni).

U 0s6b poddanych badaniu wykonane zostanie bagkarg za pomag sondy ,dotykowej” oraz

kontrola poziomu kwasu hialuronowego we krwi. Wypkddane zostamanalizie statystycznej.
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Swiadoma zgoda dla ochotnikéw stosujcych krem zawierajacy kwas hialuronowy.

Oswiadczam,ze uzyskatam od lekarza prowadego badanie dokladne informacje na temat
stosowania aktywnego kremu z kwasem hialuronowyriatdvh maliwos$¢ zadania pyta lekarzowi
nadzorujcemu badanie i otrzymatam wyczergg odpowiedzi na te pytania. Zapoznatam =i
przedt@omg mi informacp dla ochotnika i zrozumiatam jej te Wiem,ze mog odmowt zgody na
udziat w badaniu lub co#ig ja w kazdej chwili.

Wyrazam zgo@ na stosowanie aktywnego kremu z kwasem hialurongwgbadanie skéry

twarzy za pomagsondy ,dotykowej”, pobranie krwi oraz przetwarzanioich danych osobowych.

Lekarz nadzorujacy badanie: | Data: Podpis:

Osoba badana: Data; Podpis:
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ZAt ACZNIK NR 5

Zgoda komisji bioetycznej

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
M. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 11/10

Na podstawie przepiséw Ustawy z dnia § grudnia 1996 r. o tawodach lekarza i lekarza dentysty (Dz. U. 1997, Nr 28, poz 152); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej :
dnia 11 maja 1999r. w sprawie gdlowych rasad p iai oraz trybu dzi ia kemisji bioetycenych (Dz U. Nr 47, poz. 480); Rozporiqdzenia Ministra Zdrowia z
dnia 11 marca 2005 r. w sprawie szezegdlowych wymagari Dobrej Prakiyki Klinicznef (Dz. U. 2005, Nr 57, poz. 500); Ustawy z dnia 6 wrzesnia 2001r, Prawo Jfarmaceutyczne (Dz U. @
2004r. Nr 53, pov. 533 ze tm.); Rozportqdzenia Ministra Finansow ¢ dnia 30 kwictnia 2004r. w sprawie obowiqzkowego ubezpieczenia odpowiedzialnasci cywilnej badacza i spansora
Dz U. 2004 nr 101, poz 1034 ¢ péin. tm.); Roporqdzenia Ministra Finanséw v dnia 18 maja 2005r. zmienigjqce rozporzqdzenie w sprawie obawiqikowego uberpiecienia
odpowieddalnoici cywilnej badacza i sponsora (Dz U. Nr 101, por 845); Rozporujdzenia Ministra Zdrowia ¢ dnia 30 kwietmia 2004r. w sprawie sposobu prowadzemia badari
klir h 2 udgialem maloletnich (Dz. U. 2004 Nr 104, poz. 1108); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia  dnia 30 kwictnia 2004r. w sprawie zglaszania niespodziewanego cigthicgo
i ia p it (Dz. U. Nr 104, poz. 1107); Rozporzadzenia Ministra Zdrowia t dnia 4 listopada 2008r. w sprawie wzordw dokumentiw preedkladanych
w owiqzku t badaniem klinicznym produktu leczniczego oraz w sprawie wysokosci i sposobu uiszezania oplat za razpoczgcie badania klinicznego (Dz. U. Nr 201, poz. 1247), kierujqe sie
i i Py dzenia Badan Klini -GCP- i w oparciu o Deklaracje Helsiriskq.

Komisja, na posiedzeniu w dniu: 07 stycznia 2010 r.

rozpatrzyla wniosek, ktory przedstawil Pan:
prof. dr hab. n. med. Zygmunt Adamski

w sprawie prowadzenia badari w

Katedrze Naturalnych Surowcow Leczniczych i Kosmetycznych
UM w Poznaniu

Glowny badacz: lek. med. Malgorzata Wilk

Czlonkowie zespoiu
badawczego: dr n. med. Sebastian Kuczynski

prof. dr hab. n. med. Zygmunt Adamski
prof. UM dr hab. n. farm. Gerard Nowak
mgr Iwona Micek

Temat badan:

”Ocena efektow dziatania kwasu hialuronowego w
intradermonoterapii” (na podstawie wniosku z dnia 03.12.2009).

& 79]1

[ Zygmunt Przybylski

Komisja wyraza zgode¢ na prowadzenie n

Prof. zw.
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ZAt ACZNIK NR 6

Skiad kapsutek Hialu — Femin®.

SKLAD 1 KAPSULKI HIALU — FEMIN®

A

Substancja llos¢ % dziennego zapotrzebowanii

Kwas hialuronowy 50 mg zalecane dzienne gpoie nie
zostalo ustalone

Witamina C 60 mg 100%
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ZAt ACZNIK NR 7

Skfad kremu Frei Hyaluron Aktiv®.

Nazwa INCI

Glyceryl Stearate

(stearynian glicerolu)

Glycerin

(gliceryna)

Caprylic
(trojgliceryd kaprylowo — kaprynowy)

Tocopheryl Acetate
(octan tokoferolu)

Opis

emolient, mae by  komedogenny,

emulgator W/O, skitadnik
konsystencjotworczy

hydrofilowa substancja nawejaca
(humektant), promotor wchifaniania,

przeciwdziata wysychaniu kosmetykdw,

wspomaga dziatanie konseryce

emolient, mae by komedogenny, penetruje
w glab cementu midzykomdérkowego

warstwy rogowej naskorka, ogranicza
TEWL, odporny na utlenianie, kondycjonuje
witosy, daje silne tluszczenie, skiladnik

konsystencjotworczy kosmetyku

Pochodna witaminy E antyoksydant, posiada
zdoln&¢ wbudowywania si w struktury
lipidowe bton komdérkowych i cemeniu
migdzykomérkowego  warstwy  rogowej
(hamowanie TEWL, zapobieganie wnikaniu
substancji obcych i  podtaieniom),

przyspiesza regeneracje skorywzmacnia
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Urea

(mocznik)

Cetearyl Alkohol

(alkohol cetearylowy)

Sodium Stearyl Glutamate

(sol sodowa glutaminianu stearylowego)

Niacinamide

(witamina PP)

sciany naczy krwionosnych i poprawia
ukrwienie  skéry, ogranicza szybko
utleniania sktadnikéw ttuszczowych
kosmetykow, zwiksza trwaté¢ kosmetykow
w warunkach silnej ekspozycji na

promieniowanie UV

hydrofilowa substancja nawgjaca
(humektant), maga zdolné¢ przenikania
przez warsty rogows naskoérka, w
zalenosci od stzenia wykazuje dziatanie
keratoplastyczne (niskie ¢genia) ladz
keratolityczne (wysze s§zenia),
przeciwdziata wysychaniu kosmetykéw , nie
jest higroskopijny, zwiksza wazanie wody
w strukturach keratynowych oraz w
strukturach cementu gdzykomorkowego

promotor transportu przeznaskérkowego

Mieszanina  alkoholu cetylowego i
stearynowego, emolient,, mae by

komedogenny, sktadnik konsystencjo
tworczy kosmetykow, stabilizator emulsji,

substancja zginiajgca

tagodny surfaktant, emulgator

antyoksydant, dziala  przeciwzapalnie,
nawilza i wygtadza ska&; zwigksza

odporndg¢ skory na dziatanie czynnikdw
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szkodliwych  tj. siarczanu  sodowo-
laurylowego (SLS), powoduje popraw
ukrwienia skory gtowy, dziata reguhgo na

aktywnas¢ gruczotow tojowych

Panthenol prowitamina B5, hydrofilowa substancja
(pantenol) nawilzajaca (humektant), wykazuje dziatarie
przeciwzapalne, przyspiesza procesy

regeneracji naskorka, zapobiega wysychaniu

kosmetykow

Borago Officinalis Oil emolient

(olej z nasion ogorecznika)

Simmondsia Chinensis Oil niekomedogenny emolient

(wosk jojoba)

Sodium Hyaluronate hydrofilowa substancja nawgjaca

(hialuronian sodu) (humektant), zapobiega wysychaniu
kosmetykow

Phenoxythanol substancja konserwgga

(fenoksyetanol)

Methylisothiazolinone substancja konserwgga

(metyloizotiazolinon)

Carbomer sktadnik konsystencjotwoérczy

(karbomer)

Alphaisomethylionone substancja zapachowa

(o-izometylojonon)
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Butylphenyl Methylpropional sktadnik kompozycji zapachowych,

(butylofenylo-metylopropional) potencjalny alergen

Benzyl Salicylate sktadnik kompozycji zapachowych, promotor
(salicylan benzylu) wchifaniania, potencjalny alergen
Citral sktadnik kompozycji zapachowych,
(cytral) potencjalny alergen

Citronellol sktadnik kompozycji zapachowych,
(cytronellol) potencjalny alergen

Geraniol sktadnik kompozycji zapachowych,
(geraniol) potencjalny alergen
Hydroxyisohexyl-3-Cyclohexene sktadnik kompozycji zapachowych,
Carboxaldehyde potencjalny alergen

(hydroksyizoheksyl-3-cykloheksan

karboksyaldehyd)

Limonene sktadnik kompozycji zapachowych,
(limonen) potencjalny alergen

Linalool sktadnik kompozycji zapachowych,

(linalol) potencjalny alergen

Parfum Kompozycja zapachowa ( jest to mieszanina

naturalnych i syntetycznych substancji
zapachowych wraz ze substancjami
utrwalapcymi zapach, posiadga
specyficzny zapach)
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BHT przeciwutleniacz (antyoksydant) -
utylohydroksytoluen onserwant, ogranicza szyl#o utleniania
(butylohydroksytoluen) k [ ko utleniani
sktadnikbw  tluszczowych  kosmetykow,

alergen
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ZAt ACZNIK NR 8

Ankieta — intrdermoterapia kwasem hialuronowym

Numer Pytanie Mdiwe odpowiedzi
1 Po jakim czasie zauwga Pani a) po 3 dniach od pierwszego
pierwsze pozytywne efekty po zabiegu
zabiegu intradermoterapii? b) po 1 tygodniu od pierwszego
zabiegu
C) po 2 tygodniach od pierwszego
zabiegu
d) nie zauwaytam zadnych efektéw
e) cera ulegta pogorszeniu
2 Czy wystpity u Pani jakiekolwiek a) tak
objawy niepa@adane podczas i po b) nie
zabiegu intadermoterapii? Jeili wystapity dziatania
niepazadane, prosz poda&
jakKie: ..o
3 Czy palita Pani papierosy w okresie a)
okotozabiegowym? lle na dob tak.............. ile
b) nie
4 Jak ilos¢ ptynow przyjmowata Pani a) <1 litra
w ciggu doby, w okresie b) ok. 1,5 litra
okotozabiegowym? c) ok. 2 litrow
d) > 2 litrow
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ZAt ACZNIK NR. 9

Ankieta — suplementacja doustna kwasu hialuronowego

Numer Pytanie Mdiwe odpowiedzi
1 Po jakim czasie zauvsta Pani a) po 2 tygodniach
pierwsze pozytywne efekty b) po 1 miesicu
stosowania preparatu  Hialu |- c) po 1,5 miesgjca
Femin®. d) po 2 miesicach
e) nie zauwaytam  zadnych
efektow
f) cera ulegta pogorszeniu
2 Czy wystpity u Pani jakiekolwiek a) tak
objawy niepgadane w trakcie b) nie
stosowania preparatu  Hialu |- Jeili wystapity dziatania
Femin®? niepazadane, prosz poda&
jakKie: ..o
3 Czy palita Pani papierosy w trakgie a)
kuracji? lle na do¢g? tak.............. ile
b) nie
4 Jalg ilos¢ ptyndw przyjmowata Pani a) <1 litra
w ciggu doby, w trakcie Kkurac]i b) ok. 1,5 litra
preparatem Hialu — Femin®? c) ok. 2 litréw
d) > 2 litréw
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ZAt ACZNIK NR 10

Ankieta — aplikacja zewretrzna kwasu hialuronowego

Numer Pytanie Mdiwe odpowiedzi

1 Po jakim czasie zauwga Pani a) natychmiast, ale efekt by
pierwsze pozytywne efekty krotkotrwaty
stosowania kremu Frei Hyalurgn b) po 1 tygodniu
Aktiv®? c) po 2 tygodniach

d) po 3 tygodniach

e) po 1 miesicu

f) nie zauwaytam  zadnych
efektow

g) cera ulegta pogorszeniu

2 Czy wystpity u Pani jakiekolwiek a) tak
objawy niepgadane w trakcie b) nie
stosowania kremu Frei Hyalurgn J&ili wystapity dziatania
Aktiv®? niepazagdane, prosz pod&
JakKie:r. .o
3 Czy palita Pani papierosy w trakgie a)
stosowania kremu Frei Hyalurgn tak.............. e,
Aktiv®? lle na dolg? b) nie
4 Jalg ilos¢ ptyndéw przyjmowata Pani a) <1 litra
w ciggu doby, w trakcie stosowanja b) ok. 1,5 litra
kremu Frei Hyaluron Aktiv®? c) ok. 2 litréw
d) > 2 litréw
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OSWIADCZENIE

Niniejszym édwiadczam, 1 jestem autorem praajoktorskiej p.t.:

LKWAS HIALURONOWY W DERMATOLOGII ESTETYCZNEJ |
KOSMETOLOGII: INTRADERMOTERAPIA, SUPLEMENTACJA DOUS TNA |
APLIKACJA ZEWN ETRZNA”

Praca ta zostala przeze mnie napisana samodz{bbrgakiegokolwiek udziatu osob
trzecich), przy wykorzystaniu wykazanej w pracyeddtury przedmiotu i materiatow
zrédtowych, stanowi ona praoryginalrg, nie narusza praw autorskich oraz débr osobistych

0s6b trzecich i jest wolna od jakichkolwiek zapozen.

Oswiadczam rownig, ze wymieniona praca nie zawiera danych i informddigre
zostaly uzyskane w sposéb niedozwolony prawem arazbyta dotychczas przedmiotem
zadnej urzdowej procedury zwgzanej z uzyskaniem stopni@aukowega doktor nauk
medycznych a zi@ona przeze mnie dyskietka/ptyta CD zawiera elektmny zapis

przedstawionej przeze mnie pracy.

Jednoczéie aswiadczam,ze nieodptatnie udzielam Uniwersytetowi Medycznemu
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu licencji dorkystania z wiej wymienionej pracy
bez ograniczie czasowych i terytorialnych w zakresie obrotsmbkami, na ktorych prac
utrwalono przez: wprowadzanie do obrotuyarenie lub najem egzemplarzy w postaci
elektronicznej a nadto upowaam Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskieg
w Poznaniu do przechowywania i archiwizowania pragyzakresie wprowadzania jej
do pam¢ci komputera oraz do jej zwielokrotniania i udgstiania w formie elektroniczne;j

oraz drukowanej.

IMig 1 NAZWISKO ....ccooeieeecieeeeee e

Data, POAPIS ....coeeeeeeieeeeeeieeeee e
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OSWIADCZENIE

Wyrazam zgode na udostepnienie mojej rozprawy doktorskiej w Czytelni
Naukowej Biblioteki Gtéwnej Uniwersytetu Medycznego im.
K.Marcinkowskiego w Poznaniu oraz w formie elektronicznej w Wielkopolskiej

Bibliotece Cyfrowej (www.whc.poznan.l

Poznan, dnia
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