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POVZETEK
Hialuronska kislina je molekula, ki se ¢edalje ve¢ uporablja v negovalnih kozmeti¢nih izdelkih

kot aktivna ucinkovina. V izdelkih ima razli¢no vlogo, njena primarna funkcija pa je dobro
vlazenje koze in upocasnjevanje oziroma prikrivanje znakov staranja. Ravno zaradi omenjenih
lastnosti je povpraSevanje po negovalnih kozmeti¢nih izdelkih, ki vsebujejo hialuronsko
kislino vedno veéje. V okviru diplomskega dela smo raziskovali reoloSke lastnosti vodnih

raztopin hialuronske kisline, vlazZilne lastnosti in zmoznosti zadrZzevanja vode v koZi.

Za reometrijo smo pripravili vzorce z masno koncentracijo od 0,1% do 1% hialuronske Kisline
v vodi in nato na reometru izmerili viskoznost ter viskoelasti¢ne lastnosti. Na osnovi
pridobljenih rezultatov smo ugotovili, da koncentracija vpliva na viskoznost, in sicer se je s
povecevanjem koncentracije zviSala. Iz reograma sem razbrala tudi, da gre za psevdoplastic¢en
sistem. Z rezultati meritev rotacije pa sem ugotovila, da sistem neodvisno od koncentracije,
izkazuje bolj viskozne kot elasti¢ne lastnosti. Iz tega lahko sklepamo, da vi§ja koncentracija
hialuronske kisline v izdelku, daje le temu vecjo viskoznost. Prav tako bodo nastale raztopine

oziroma izdelki izkazovali bolj viskozne kot elasti¢ne lastnosti.

V drugem delu pa smo na skupini petih prostovoljcev s Corneometrom ugotavljali kaksne
vlazilne sposobnosti ima hialuronska kislina, v odvistnosti od koncentracije in kaksne so njene
sposobnosti zadrZzevanja vode v kozi s Tewametrom. Pri tem moram poudariti, da je bilo
merjenje z omenjenima napravama zelo zahtevno, saj napravi potrebujeta kontrolirano stati¢no
okolje (konstanta temperatura in vlaznost). Pri opravljanju meritev smo sicer poskusili te
pogoje ¢imbolj kontrolirati, vendar ti niso bili konstanti, zato so pridobljeni rezultati med
seboj malo varirali. Kljub temu smo iz njih lahko razbrali dolo¢ene povezave. Ugotovili smo,
da je bila v primerjavi s kontrolo, po nanosu raztopin s hiluronsko kislino vlaznost kozZe visja.
Prav tako se je zmanjSala transepidermalna izguba vode, predvsem pri visjih koncentracijah,
kjer je hialuronska kislina na kozi tvorila tanek film. 1z tega lahko sklepamo, da hialuronska

kislina v vis§jih koncentracijah izkazuje boljSe vlaZilne lastnosti na kozi.

Kljuéne besede: hialuronska kislina, reoloske lastnosti, vlazenje, kozmeti¢ni izdelki za

zaviranje staranja
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SEZNAM OKRAJSAV

HA

ECM

GAG

HAS

GIcUA
GIcNAC
UDP
UDP-GIcUA

UDP-GIcNACc

My,
HYAL

CD44

RHAMM

uv
ROS
m/\V
LVR
RH

TEWL

hialuronska kislina (angl.: hyaluronic acid)

zunajcelini matriks (angl.: extracellular matrix)

glikozaminoglikan

hialuronan sintaza (angl.: hyaluronan synthase)

glukuronska kislina (angl.: glucuronic acid)

N-acetilglukozamin (angl.: N-acetylglucosamine)

uridin difosfat (angl.: uridine diphospate)

uridin difosfat glukuronska kislina (angl.: uridine diphospoglucuronic acid)

uridin  difosfat N-acetilglukozamin (angl.: uridine diphospate N-
acetylglucosamine)

molekulska masa (angl.: molecular weight)
hialuronidaza (angl.: hyaluronidase)

transmembranski receptor za hialuronan na vecini sesalskih celic (angl.:
cluster of differentiation)

znotrajceli¢ni, redko zunajceli¢ni, receptor za hialuronan (angl.: hyaluronan-
mediated motility receptor)

ultravijolicno

reaktivne kisikove spojine (angl.: reactive oxygen species)
koncentracija izraZzena kot masni deleZ v %

linearno viskoelasti¢no obmog;je (angl.: linear viscoelastic region)
relativna vlaznost v % (angl.: relative humidity)

transepidermalna izguba vode (angl.: transepidermal water loss)



1 UVOD

Koza je velik in kompleksen organ, ki preko razli¢nih funkcij, tudi zascitnih, komunicira z
okoljem (1). Celotno zivljenje je izpostavljena razlicnim zunanjim dejavnikom kot so
ultravijoli¢no sevanje, izpusni plini, spremembe temperature okolja, obrazna mimika, zato se
njen izgled in funkcionalnost s ¢asom spreminjata, spremembe pa odrazajo tudi sploSno

zdravstveno stanje posameznika (2).

Zelja vecine ljudi je ohranjanje mladostnega videza oziroma ohranjanje mlade, ¢vrste, gladke
in mehke koze (2). V kozi imamo mnogo dejavnikov, ki na razlicne nacine zagotavljajo kozi
dovolj vlage in to ohranjajo ¢vrsto in napeto. Med te uvrSamo tudi hialuronsko kislino (HA),
ki je del naravnega vlazilnega faktorja koze, posredno pa vpliva tudi na mehanizme, ki kozi
omogocajo ¢vrst in gladek izgled. S poznavanjem njenega kemizma, metabolizma, sinteze,
vloge v koZi in interakcij z drugimi komponentami (3) je HA molekula, ki se lahko uporablja
v kozmeti¢nih izdelkih z namenom ohranjanja hidratirane in napete koze. Poleg kozmeti¢ne
uporabe se njene lastnosti izkoris¢ajo tudi v estetski kirurgiji kot dermalno polnilo in na

razli¢nih podro¢jih medicine (4).

1.1 ODKRIT]JE HIALURONSKE KISLINE
Leta 1841 je nemski anatom Henle ugotovil, da se med celicami nahaja amorfna snov in to

poimenoval kot temeljna/osnovna substanca. Raziskovanje osnovne substance se je
intenzivneje zacelo po letu 1928 in kmalu so raziskovalci ugotovili, da je ta sestavljena iz
polisaharidov. Te so po predlogu Karla Mayerja poimenovali mukopolisaharidi, kar se nanasa
na proste in na proteine vezane sladkorne polimere, ki sestavljajo osnovno substanco (4).
Danes le to poznamo pod imenom zunajceli¢éni matriks (ECM), ki je visoko organizirana
struktura, sestavljena iz glikozaminoglikanov (mukopolisaharidov), proteoglikanov,
glikoproteinov, peptidnih rastnih dejavnikov in strukturnih proteinov, kot sta naprimer kolagen
in elastin (1). Leta 1934 sta Karl Mayer in njegov sodelavec John Palmer iz ECM, ki se nahaja
v steklovini ocesa, izolirala do takrat nepoznano substanco in jo poimenovala hialuronska
kislina. Ime prihaja iz uronske kisline in besede hyalos, ki je grSkega izvora in pomeni steklo
(3). Prva uporaba HA v medicinske namene sega v leto 1950, ko so jo uporabili za

nadomescanje steklovine ocesa. Popolna kemijska zgradba HA je bila odkrita 20 let po



izolaciji. Sestavljena je iz ponavljajocih se disaharidnih enot, ki tvorijo polimerno molekulo,
katere celokupna molekulska masa (M,,) lahko znaSa ve¢ milijonov Daltonov (4). Kmalu za
tem je sledilo spoznanje, da se HA nahaja po celem telesu pri skoraj vseh vretencarjih (1). Ker
se HA v telesu nahaja tako v obliki soli kot kisline, so leta 1986 uvedli mednarodno ime
hialuronan, ki zajema vse oblike, ki jih HA lahko zavzame. Z vstopom v moderno dobo in
razvojem novih tehnologij je HA, do tedaj znana kot pasivna komponenta ECM postala
substanca, ki ima mnoge bioloske funkcije v telesu. Raziskovalci so ugotovili, da je vpletena v
embriogenezo, maligne procese, celjenje ran, angiogenezo, vnetja in da sodeluje pri celicnem
gibanju ter signaliziranju. Z razvojem molekularne genetike je bil znan tudi metabolizem HA.
Sintezo omogoc¢a encim hialuroan sintaza, hialuronidaze pa so encimi, ki sodelujejo pri

njenem katabolizmu (3).

1.2 STRUKTURA HIALURONSKE KISLINE
HA je anionski polisaharid z visoko molekulsko maso, ki ima kljub svoji monotoni zgradbi

mnogo razlicnih in pomembnih fizioloskih funkcij. V odvisnosti od velikosti molekule,
koncentracije, pH okolja in prisotnosti kationov v okolici, lahko v telesu zavzema razli¢ne

oblike in konfiguracije, najveckrat pa se nahaja v obliki soli — hialuronata (1).
121 KEMISKA STRUKTURA

Disaharid, ki sestavlja HA, je zgrajen iz dveh enot: D-glukuronske kisline (GIcUA) in D-N-
acetilglukozamina (GIcNAc). Te so med seboj povezane z alternirajo¢imi B-1,4 in B-1,3
vezmi, kar prikazuje slika 1. Prostorska urejenost sladkorjev, ki sestavljajo HA, je zelo
podobna glukozi, pri kateri so manjse skupine, npr. vodikovi atomi, na steri¢cno manj ugodnih
aksialnih pozicijah, ve¢je skupine, npr. hidroksilne in ostanki karboksilnih skupin, pa na
steri¢no bolj ugodih ekvatorialnih poloZajih. TakSna struktura omogoc¢a HA dobro steri¢no in

energetsko stabilnost (3).
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Slika 1: Ponavljajoca se disaharidna enota iz D-glukuronske Kisline in D-N-acetilglukozamina, ki sestavlja
primarno strukturo polimerne molekule hialuronske kisline (5)

HA, ki je pod elektronskim mikroskopom viden kot dolg linearen polimer, je najenostavnejsi
glikozaminoglikan (GAG), ki ni vezan na proteinsko jedro, ni sintetiziran s pomoc¢jo
Golgijevega aparata in je edini nesulfatiran GAG. GAG ali mukopolisaharidi so linearni
polisaharidi, sestavljeni iz ponavljajocih se disaharidnih enot, proteoglikani pa so
mukopolisaharidi, vezani na jedrni protein. Zaradi tega je HA edini GAG, ki ga he moremo

uvrstiti tudi med proteoglikane (1).

Primarno sktrukturo HA torej predstavljajo ponavljajo¢i se disaharidi, ki jih lahko posamezna
molekula HA vsebuje 10 000 ali ve¢. Povpre¢na dolZzina molekule je 1 nm; ¢e pa ta vsebuje
vec¢ tiso¢ disaharidnih enot, pa doseze dolzino tudi do nekaj um. Sekundarno strukturo
stabilizirajo vodikove vezi in hidrofobne interakcije, ki so pomembne tudi za trdno terciarno
strukturo. Supramolekularno strukturo pa predstavljajo posamezne paralelno urejene molekule
HA, ki tvorijo ploscate ali tubularne strukture, ki se medseboj prepletejo v kompleksno

organizirano mrezo (1).
1.2.2 STRUKTURA V RAZTOPINI

V fizioloski raztopini na strukturo vplivajo interakcije s topilom. Aksialno vezani vodikovi
atomi tvorijo nepolarno, hidrofobno obmocje verige, ekvatorialno postavljene razli¢ne
stranske skupine pa polarno, hidrofilno obmocje. HA se pri fizioloskem pH uredi v zvito,
prepleteno strukturo, kar daje raztopinam posebne reolodke lastnosti. Ze pri nizkih
koncentracijah pride do opaznega povecanja viskoznosti; takSna raztopina spominja na

zelatino, kljub temu pa ob obremenitvi z lahkoto stec¢e. Zaradi posebnih reoloskih lastnosti, ki



jih HA daje raztopinam, so te zelo dobri lubrikanti. Kot omenjeno, tvori HA zgosceno
helikalno strukturo, kar omogoca, da se v verigo HA vklju¢ijo velike koli¢ine vode (4).
Omenjeni lastnosti sta klju¢ni za mnoge bioloSke funkcije hialuronana, ki se v visokih
koncentracijah nahaja v mehkih vezivnih tkivih, predvsem v koZi, kjer je eden izmed

najpomembnejSih naravnih vlazilcev (1).

1.3 METABOLIZEM HIALURONSKE KISLINE
HA je molekula, ki jo najdemo pri skoraj vseh vretencarjih po celotnem telesu. Ocenjeno je

bilo, da 70 kilogramski ¢lovek vsebuje 15 g HA, od katere se je dnevno katabolizira in na
novo sintetizira tretjina. Sama sinteza poteka na plazemski membrani tako evkariontskih kot
prokariontskih celic. Sintetizirana se nato prenese v ECM, v redkih primerih pa obstaja tudi
intracelularno (5). HA je metabolno zelo aktivna molekula z razpolovno dobo 3-5 min v krvi
in manj kot en dan v kozi, za sam katabolizem pa so v veCini primerov odgovorni encimi

hialuronidaze (HYAL), lahko pa pride do ne-encimske razgradnje z radikali (1).
1.3.1 SINTEZAV KOZI

V Zivih organizmih se HA tvori z encimi, ki jih imenujemo hialuronan sintaze (HAS). Ti
encimi katalizirajo sintezo z izmeni¢nim dodajanjem GICUA in GICNAC na nastajajoco verigo,
pri ¢emer kot substrate uporabljajo nukleotidne sladkorje: uridin difostat (UDP)-glukuronsko
kislino (UDP-GIcUA) in UDP-N-acetilglukozamin (UDPGIc), kar prikazuje enacba 1. Kot ze
omenjeno, je Stevilo (n) disaharidnih enot v molekuli HA lahko razli¢no, od ¢esar je odvisna
molekulska masa HA in njene lastnosti. HA z visoko M, (M,, > 5x10° Da) deluje
antiangiogeno, imunosupresivno in zapolnjuje prostor med celicami. HA s srednje dolgo
verigo je vpletena v ovulacijo, embriogenezo in celjenje ran. ManjSe molekule in oligomeri

HA pa delujejo vnetno, imunostimulatorno, angiogeno in anti-apoptoti¢no.
Enacba 1: nUDP-GICUA + nUDPGIc - 2n UDP + [GICUA + GIcNAc]n (5).

Pri sesalcih so bili do zdaj odkriti trije geni, ki kodirajo razli¢ne hialuronan sintaze: HAS-1, -2
in -3. Encimi se med seboj razlikujejo glede na to, kako dolgo verigo sitntetizirajo, kaksna je
porazdelitev velikosti molekul in kaj povzro¢i njihovo izrazanje. V kozi, v epidermisu in

dermisu, izrazanje genov za HAS-1 in -2 uravnava transformirajoci rastni dejavnik Bl (TGF-



B1). V dermisu se v ve€ini izraza gen za encim HAS-2. Izrazanje HAS-2 in HAS-3 lahko
stimulira tudi kerationocitni rastni dejavik, HAS-2 pa Se interlevkinom-13 in tumor

nekrotizirajoci faktor a (6).
1.3.2 KATABOLIZEM V KOZI

Kot ze omenjeno, je HA metabolno zelo aktivna molekula. V krvnem obtoku je razpolovni ¢as
HA 3-5 min, v kozi pa manj kot en dan. Razgradnja v telesu lahko poteka encimsko ali ne-
encimsko (6). Encimsko razgradnjo omogocajo encimi HYAL, B-D-glukuronidaze in [-N-
acetil-heksozaminidaze. HYAL razgradijo HA na krajSe fragmente s hidrolizo B vezi med
sladkornimi enotami, ostala omenjena encima pa fragmente razgradita do oligosaharidnih
ostankov, tako da odstranjujeta sladkorje na nereducirajo¢em koncu verige (4). Zaradi teZavne
identifikacije, izolacije in nestabilnosti hialuronidaz so raziskovalci Sele pred kratkim odkrili,
da obstajajo razli¢ne oblike teh encimov; do sedaj je poznanih 6: HYAL-1, -2, -3, -4, PH-20 in
HYALP1. Neencimsko pa pride do razgradnje HA z radikali ob prisotnosti reducirajo¢ih
snovi, kot so npr. askorbinska kislina, tioli, Zelezovi ali bakrovi ioni. Zaenkrat Se ni znano,
kateri izmed omenjenih encimov razgrajujejo HA v dermisu in epidermisu, bi pa to lahko bil

dober pristop za ohranjanje ustrezne integritete in vlaznosti koze (6).

1.4 RAZLICNE METODE PRIDOBIVANJA HIALURONSKE KISLINE
Glede na to kateri mikroorganizmi ali zivali so zmozne sinteze HA oz. le to vsebujejo, imamo

ve¢ moznosti pridobivanja: ekstrakcija iz Zivalskih tkiv, proizvajanje HA z bakterijami in in

vitro proizvodnja HA z encimi (5).
1.4.1 EKSTRAKCUA 1Z ZIVALSKIH TKIV

Prva metoda, ki so jo uporabljali za proizvajanje na industrijskem nivoju in se uporablja Se
danes, je ekstrakcija iz Zivalskih tkiv. HA, izolirana iz razli¢nih tkiv, je navadno polidisperzna,
z visoko molekulsko maso in je uporabna za kozmeti¢ne in medicinske namene. V preteklosti
se jo izolirali iz steklovine o¢esa, popkovine, prasi¢je koze, perikardne tekoCine zajcev,
hrustan¢nega tkiva morskih psov, idr. Danes glavne vire, ki omogoc¢ajo pridobivanje velikih
koli¢in HA, predstavljajo ¢loveska popkovina, petelinji grebeni, zivalska steklovina oCesa in

goveja sinovijska tekoc¢ina. Metoda ima Stevilne prednosti, vendar je sam postopek ekstrakcije



HA iz tkiv zahteven, zato ker se v telesu velikokrat nahaja v kompleksu z drugimi biopolimeri.
To danes ne predstavlja ve¢ prevelike ovire, saj se za sprostitev iz kompleksov uporabljajo
proteoliti¢ni encimi (npr. papain, pepsin, tripsin in drugi), obarjanje z organskimi topili ali
cetilpiridinijevim kloridom, detergenti in druge metode. Za odstranjevanje drugih necistot se
uporabljajo ultrafiltracija in kromatografske metode, membranska filtracija pa se uporablja za
odstranitev mikroorganizmov. Slabost je tudi variabilnost produkta, kontaminacija s proteini,
nukleinskimi Kislinami in virusi ter dolgotrajnost postopka. Prednosti metode so: velik izbor
izhodnega materiala in dobro vzpostavljena tehnologija pridobivanja ter da je produkt, ki ga

dobimo, popolnoma naraven (5).
1.4.2 PROIZVAJANJE HA Z BAKTERIJAMI

Metoda, ki se je prvi¢ pojavila okoli leta 1960 in je danes vodilna za pridobivaje
visokomolekularne HA, je proizvodnja z bakterijsko fermentacijo. Bakterije proizvajajo
hialuronan v kapsuli in ga uporabijo za enkapsuliranje svojih celic, s ¢emer se izognejo
imunskemu odzivu gostitelja, ki ga okuZijo. Imunski sistem gostitelja, npr. ¢loveka, se ne
odziva na takSen mikroorganizem, saj je HA, ki obdaja bakterijsko celico, identi¢na ¢loveski,
kar omogoca uporabo tako pridobljene HA na podroc¢ju kozmetologije in medicine (5). HA so
v veliki meri zmozne sintetizirati gram-pozitivne bakterije rodu Streptococcus razreda A in C;
gre za B hemoliticne mikroorganizme, ki so lahko patogeni za Cloveka. Med patogene
mikroorganizme uvrS¢amo Se gram-negativno bakterijo Pasturella multocida (7). 1z
varnostnih razlogov se ve¢ uporabljajo za cloveka ne-patogeni genetsko modificirani
mikroorganizmi: Escherichia coli, rod Agrobacterium, Lactococcus lactis in Bacillus subtilis.
Zdale¢ najve¢ pa se uporablja Streptococcus zooepidemicus, ki pod kontroliranimi pogoji
omogoca pridobivanje HA v visokih koncentracijah, 6-7 g/l (5). Kot sem Ze omenila, je
sinteza zelo kompleksen proces, ki pri vretencarjih Se ni popolnoma odkrit. Nedavno pa so
raziskovalci pojasnili sintezno pot v bakteriji Steptococcus zooepidemicus, kar prikazuje slika
2 (8).
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Slika 2: Sinteza HA v bakteriji Streptococcus zooepidemicus (8)

Slabost te sinteze predstavlja omejenost uporabe mikroorganizmov - patogeni so lahko
nevarni, a proizvajajo velike koli¢ine HA, genetsko modificirani pa so varni, a proizvajajo
manjSe koli¢ine HA. Pri tej metodi vedno obstaja nevarnost za kontaminacijo produktov z
bakterijskimi endotoksini ali drugimi kontaminanti. Koli¢ina proizvedene HA je v primerjavi z
ekstrakcijo iz zivalskih tkiv vecja, kar predstavlja prednost, poleg tega sta metoda in proces
pridobivanja enostavna in dobro kontrolirana, kar pomeni da je tehnologija zelo primerna za

proizvodnjo HA tudi na industrijskem nivoju (5).
1.4.3 INVITRO ENCIMSKA PROIZVODNJA HA

V zadnjem desetletju se je pojavila nova metoda, encimska proizvodnja HA. Gre sitntezo HA
z izoliranimi HAS, ki katalizirajo polimerizacijo prekurzorjev hialuronana in vitro pri to¢no
doloc¢enih pogojih. Encimi HAS so izolirani iz bakterij Streptococcus pyogenes in Pasturella
multocida, za ekspresijski organizem pa se najveckrat uporablja rekombinantna E.coli. TakSen
nacin sinteze nam omogoca podaljSevanje Zze obstojecih verig hialuronana ali pa sinteze de
novo. Omenjena metoda je dokaj nova in v fazi razvoja, zato Se ni uporabna na industrijskem
nivoju, ima pa nekaj pomembnih prednosti pred prej omenjenima metodama. Omogoca

kontrolirano sintezo monodisperznega hialuronana z nizko ali visoko molekulso maso,



moznost kontaminacije je minimalna, dobljeni produkt pa je vedno enak, omogocena je torej

konstantna kakavost (5).

1.5 HUALURONSKA KISLINA V KOZI
Da bi razumeli, kaj se dogaja s HA v telesu, predvsem v koZzi, je pomembno, da vemo, Kkje se

le ta nahaja, kaksna je njena vloga in kako komunicira z okoljem (1).

1.5.1 ZUNAJCELICNA IN ZNOTRAJCELICNA HIALURONSKA KISLINA TER NJENI
RECEPTORJI

Celice v naSem telesu obdaja ECM, ki je sestavljen pretezno iz strukturnih proteinov, kot sta
kolagen in elastin, vsebuje pa tudi glikoproteine, proteoglikane in glikozaminoglikane, med
slednje uvrsamo tudi HA. HA ima v ECM mnogo funkcij, deluje kot organizator ECM,
predstavlja ogrodje, okoli katerega se razporejajo druge makromolekule ECM in kar je glavno,
z vezavo na rastne dejavnike sodeluje pri proliferaciji celic, njihovem gibanju ter le te ohranja
v nediferenciranem, pluripotentnem stanju. Koza vsebuje ve¢ kot 50% celotnega hialuronana v
telesu, kjer je njena glavna vloga, da veze vodo in s tem ohranja kozo hidratirano in napeto
(1). Nedavno so raziskovalci ugotovili, da se HA ne nahaja samo med celicami, ampak tudi v
citoplazmi ali jedru celic. Funkcija znotra celi¢nega hialuronana je uravnavanje celi¢nega cikla
in transkripcije genov. Ceprav je omenjena funkcija pomembna, je znotrajcelicne HA v

primerjavi z zunajceli¢cno mnogo man;j (3).

Omenila sem Zze, da so lastnosti in bioloske funkcije HA v telesu odvisne od njene velikosti,
pomembne pa so tudi interakcije z drugimi molekulami. HA se v telesu nahaja v razli¢nih
stanjih, v ECM je reverzibilno povezana s proteoglikani in proteinskimi molekulami, lahko je
pripeta na celice preko receptorjev ali pa se nahaja v prosti obliki. HA je velikokrat preko
elektrostatskih ali kovalentnih vezi povezana s proteini, ki jih imenujemo hialadherini (6).
Znanih je mnogo proteinov, ki vezejo HA, npr. rastni dejavniki in kolagen, in se nahajajo na
razliénih mestih po celem telesu, tako zunajceli¢no kot znotrajceli¢no, ali pa so pripeti na
celi¢no povrsino. Med hialadherine uvr§¢amo tudi proteine, ki vezejo HA na celi¢no povrsino,
med temi sta najbolj pomembna transmembranski receptor 44 (CD44) in znotrajceli¢ni
receptor za hialuronsko kislino (RHAMM). CD44 je glikoprotein, ki ga kodira samo en gen,

najdemo pa ga lahko v najrazli¢nejsih oblikah, nahaja se na skoraj vseh celicah v telesu, razen



eritrocitin. Katere oblike omenjenega receptorja se nahajo v kozi, Se ni bilo opisano,
histolosko pa je bilo ugotovljeno, da se nahajajo tako v epidermisu kot v dermisu. Interakcije
med CD44 in HA imajo pomembno vlogo pri adheziji celic, njihovi migraciji skozi ECM,
aktivaciji in metastaziranju. Drug receptor je RHAMM receptor, ki se prav tako v razli¢nih
oblikah nahaja na celicah v telesu, tudi v kozi. Interakcije med RHAMM in HA so odgovorne

predvsem za premikanje celic in njihovo rast (3).
1.5.2 EPIDERMALNA HA

Do nedavnega je bilo mnenje znanstvenikov, da se HA nahaja le v dermisu, kjer naj bi jo
proizvajale le celice mezenhimskega izvora, kot so na primer fibroblasti. Pred nedavnim so s
pomodcjo naprednih tehnik ugotovili, da se ta nahaja tudi v epidermisu (3). Epidermis je
sestavljen iz ve¢ plasti, prvo plast sestavljajo Zive celice, ki jih imenujemo keratinociti, plast
pa se imenuje bazalna plast (9). V tej plasti se HA nahaja znotrajceli¢no. Keratinociti iz
bazalne plasti dozorevajo in potujejo proti vrhnjim plastem koze, pri ¢emer se dolocena
koli¢ina HA izlo¢i med celice. V visjih plasteh se torej HA nahaja zunajceli¢no. V bazalni
plasti naj bi bil znotrajceli¢ni hialuronan odgovoren za celi¢ni cikel keratinocitov, medtem ko
naj bi bil zunajceli¢ni hialuronan v visjih plasteh vpleten v proces luséenja celic na povrsini
koze in ohranjanja ustrezne hidratiranosti. VV procesu diferenciacije keratinocitov celice
dozorevajo, za kar so pomembni mnogi dejavniki, med drugim tudi lamelarna telesca, ki
vsebujejo razli¢ne snovi. Lamelarna telesca se nahajajo v granulozni plasti v keratinocitih in
izlo¢ajo lipide v viSje plasti koze (3). Zadnja plast koze je rozena plast, ki je sestavljena iz
dozorelih celic, korneocitov in lipidov, takSna struktura predstavlja bariero za snovi, da bi
prehajale iz koZe ali v njo (9). Izlo¢anje lipidov v granulozni plasti je torej zelo pomemben
faktor, ki preprecuje izgube vode, vezane na HA iz globljih plasti koZe in jo s tem ohranja

dobro hidratirano in vitalno (3).
1.5.3 DERMALNA HA

Vecje koli¢ine HA se nahajajo v dermisu. Dermis sestavlja zgornja papilarna plast, ki vsebuje
ve¢ HA kot spodnja retikularna palst. Epidermalna HA je v stiku le s celicami, med katerimi
se nahaja, v dermisu pa se poleg celic nahajajo ze zilni in ziv¢ni pletezi ter limfni sistem.

Dermalna HA je torej v stalnem kontaktu z Zilnim in limfnim sistemom. V tej plasti koZe so za



sintezo odgovorni fibroblasti. Eksogena HA se v dermisu hitro razgradi in odstrani iz njega,
ravno zaradi povezave s krvnim in limfnim sistemom, zato bi bil za povecevanje hidratacije

koZe bolj primeren dermalni pristop stimulacija fibroblastov, da proizvajajo vecje koli¢ine HA

3).

1.6 STARANJE KOZE IN HIALURONAN

Koza je najvecji Cloveski organ in predstavlja priblizno Sestino telesne teze ¢loveka. Pod
vplivom zunanjih in notranjih dejavnikov, ki kozo preko razliénih mehanizmov postopno
starajo, se njen izgled in funkcionalnost spreminjata. Glavne spremembe med staranjem so
povzete v tebeli I. HA predstavlja molekulo, ki vpliva na nekatere bioloske funkcije koze, ki
S0 povezane s staranjem, predvsem na pojavnost suhe koze in manjSih gub. Mehanizem, s
katerim HA preprecuje omenjena pojava je, da v prosti obliki veze velike koli¢ine vode, S tem
zapolnjuje prostore med celicami in koZo napne, posledi¢no se zgladijo plitve gube, z vezavo
vode pa ohranja tudi ustrezno hidratiranost. Pomembno je torej, da vemo, kaj se dogaja s HA
in kozo pod vplivom zunanjih in notranjih dejavnikov, saj lahko na podlagi teh nekatere znake

In proces staranja upoc¢asnimo (10).

Tabela I: Vpliv notranjega in zunanjega staranja na izgled, razli¢ne bioloske funckcije in plasti koze (10)

Notranje staranje

Fotostaranje

Splo3no

metabolni procesi

klini¢na slika

upocasnjeni
gladka, nepoSkodovana koZa s

prisotnimi finimi gubami

znatno pospeseni
globoke gube in brazde, usnjata na dotik,

marogasta

barva koze zmanjsana koli¢ina pigmenta, bledica neenakomerna pigmentacija
zacCetek navadno po 50-60 letu najstinska leta
Epidermis
debelina se zmanjSuje s staranjem zadebelitev koZze
proliferacija celic upocasnjena pospesena
vsebnost vitamina A povecane koli¢ine minimalna
Dermis
elastin elastoza elastogeneza in degeneracija
elastinski matriks minimalno  povecanje  elasticnih poveCana koli¢ina elasticnih vlaken, ki

kolagen

vlaken in njihove debeline

normalne koli¢ine
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nadomesca kolagenski dermalni matriks

zmanjsane koli¢ine



vnentni procesi ni vnetnih procesov mnogi vnetni procesi z vnetnimi infiltrati

mikrocorkulacija zmanj3ano Stevilno manjsih Zil razsirjene Zile, mikroteleangiektazije

1.6.1 NOTRANJI DEJAVNIKI STARANJA

Staranju, ki je posledica notranjih dejavnikov (primarno staranje), se ne moremo izogniti in
nanj bistveno vplivati, saj gre za normalen proces, ki se pojavi s staranjem telesa in je
genetsko pogojen. Primarno starana koza se razlikuje med posamezniki zaradi razlicne
vsebnosti melanina, katerega nastajanje je odvisno od koli¢ine UV-sevanja, ki pa se spreminja
glede na geografsko lego. Koza se razlicno stara na razlinih anatomskih mestih telesa,
staranje pa je odvisno tudi od hormonalnih sprememb v telesu (10). Pomanjkanje estrogenov
in androgenih hormonov privede do povecane razgradnje kolagena in elastina, epidermalne
atrofije, izgube vode in nastanka gub. Poleg tega celice niso ve¢ zmozne proizvajati tolikSnih
kolicin HA, s Cemer se zmanjSa vsebnost le te v dermisu in epidermisu. Poleg tega se s
staranjem afiniteta molekul HA do proteinov in drugih tkivnih struktur povecuje, kar pomeni,
da je HA bolj trdno vezana in posledi¢no je zmanjSana njena sposobnost vezave vode. Pojav je
povezan tudi s poveanim premrezenjem kolagena s starostjo, kar povzroci rahlo atrofijo in
zmanjSano elasti¢nost koZe. Posledice omenjnih procesov so suha koZa, pojav gub in

zmanj$ana elasti¢nost koze (6).
1.6.2 ZUNANJI DEJAVNIKI STARANJA

Na staranje, povzro¢eno z zunanjimi dejavniki, pa lahko posameznik vpliva, saj gre za
dejavnike, katerim se lahko izognemo. Med te uvrs¢amo UV sevanje, onesnazeno okolje,
cigaretni dim, mimiko oz. ponavljajoCe miSi¢ne gibe, polozaj spanja, dieto in splosno
zdravstveno stanje. Kar 80% sprememb, povezanih s staranjem na obrazu, je posledica
prekomernega izpostavljanja UV svetlobi, zato se velikokrat uporablja tudi izraz fotostaranje
(6). Radikali, ki jih uvrs¢amo med reaktivne kisikove spojine (ROS), nastajajo v telesu kot
posledica normalnega metabolizma, na njihov nastanek pa v veliki meri vpliva tudi UV
sevanje, ki smo mu ves ¢as izpostavljeni. Ceprav so ROS nujno potrebne za delovanje
organizma, v preveliki koli¢ini telesu Skodijo. Povzroc¢ajo oksidacijo, premrezevanje in prelom

verig razli¢nih molekul, tudi DNA, vplivajo na proteine in lipide ter na komponente ECM,
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tudi na HA. Prekomerno izpostavljanje UV svetlobi povzroc¢i spremembe v strukturi HA in
nastanek krajSih fragmentov HA, za katere pa vemo, da so angiogeni in lahko povzrocajo

vnetne reakcije (1).

Telo je tekom evolucije razvilo obrambne mehanizme, ki organizem S¢itijo pred radikali. Te
razvr§¢amo Vv tri vrste: primarni, sekundarni in terciarni. Primarni preprecujejo nastajanje
radikalov, sekundarni nevtralizirajo njihovo delovanje, terciarni pa poskrbijo za popravilo
poskodb, ki nastanejo kot posledica oksidativnega stresa, povzrocenega z radikali. Glavni
predstavnik obrambnih mehanizmov so antioksidanti, ki jih glede na kemijsko strukturo
razdelimo na encimske in ne-encimske. Med ne-encimske uvrS¢amo: glutation, se¢no kislino,
bilirubin, melanin, vitamina E in C, ubikvinon. Med encimske antioksidante pa spadajo:
superoksid dismutaza (SOD), glutation peroksidaza, glutation-S-transferaza, glutation
reduktaza in katalaza. Antioksidanti upoc¢asnijo ali preprecijo oksidacijo celi¢nih sestavin, tako
da reagirajo z radikali in zaustavijo reakcije, ki jih povzro¢ajo. Antioksidanti preprecujejo
negativne ucinke radikalov, ki v telesu nastajajo pod vplivom primarnega staranja, niso pa
zmozni prepreciti uc¢inkov radikalov, ki nastajajo v telesu pod vplivom UV sevanja, ker je
njihova kol¢i¢ina prevelika oziroma so kapacitete endogenega antioksidativnega obrambnega
sistema iz¢rpane (12). UV sevanje lahko prodira tudi skozi epidermis ali celo dermis in s tem
poskoduje struture in molekule, ki se nahajajo v teh plasteh: zmanjSajo se koli¢ine vitamina C
in E, ubikvinona in glutationa. Posledica je okrnjena obramba telesa pred oksidativnim
stresom. UV sevanje povzroCi nastanek akutnih (opekline, eritemi...) ali kroni¢nih koznih
bolezni (ekstrinzi¢no staranje, karcinomi, diskromija, avtoimunske bolezni...) (11). Ker lahko
na dejavnike vplivamo in se jim izognemo — se za$¢itimo pred UV sevanjem, lahko s tem
upocasnimo proces ekstrinzi€nega staranja, katerega klini¢ni znaki so: suha in luskasta koza,
pordelost, srbecica, vnetje, spremembe pigmentacije, pojav globokih gub in brazd, zadebelitev

koZe in usnjat izgled (10).

1.7 HIALURONSKA KISLINA KOT AKTIVNA UCINKOVINA
Na trzis¢u je danes mnogo izdelkov, ki kot glavno u¢inkovino vsebujejo HA. Zaradi dobrih

viskoelasticnih lastnosti in biokompatibilnosti se uporablja v razliénih kozmeti¢nih in

dermatoloskih izdelkih (13).
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1.7.1 VLAZILNE LASTNOSTI

Za ustrezno hidratacijo koze je pomembnih ve¢ dejavnikov, ki sem jih tekom prej$njih
poglavij ze opisala. Hidratiranost koze se razlikuje tudi med plastmi koze, najvecja koli¢ina
vode je v dermisu, priblizno 70%, najmanj pa je hidratirana roZena plast epidermisa, Ki
vsebuje priblizno 13% vode. Hidratiranost se spreminja s casom zaradi notranjih dejavnikov,
kot so stres in hormonske spremembe in zunanjih dejavnikov npr. klimatskih sprememb in
vsebnosti vlage v okolju. Voda v kozi je lahko prisotna v dveh oblikah, v prosti obliki ali pa
vezana na razli¢ne molekule, kot je HA. Prosta voda v koZi krozi in navadno potuje iz dermisa
oz. globljih plasti koZe proti povrsini in s tem hidratira tudi visje plasti koZe. Pri prehajanju
vode skozi plasti koze so zelo pomembni akvaporini, proteini, ki se nahajajo na membrani
celic, tudi keratinocitov. Ustrezna vsebnost vode v kozi je pomembna za normalno delovanje
organizma, vpliva pa tudi na izgled koZe, hidratirana koZa je namre¢ bolj elasti¢na, mehkejsa
in gladka na otip. Zaradi omenjenih razlogov je povpraSevanje po kozmeti¢nih izdelkih, Ki
zagotavljajo koZi ustrezno vlaznost, veliko in med pomembne aktivne sestavine, ki vplivajo na

hidratacijo koze, pristevamo tudi hialuronsko kislino (14).

Na trgu so dostopne razli¢ne oblike HA: linearna, premrezena in njeni derivati (7). Dobro
vlazilno delovanje imajo linearne molekule, ker so sposobne vezave velikih koli¢in vode v
svojo strukturo (15). Ker je HA makromolekula, je njeno prehajanje v kozo vprasljivo. Kljub
temu dermalno nanesena HA v obliki raztopine na povrSini tvori tanek film, ki veze vodo iz
okolice in s tem hidratira kozo (7). Najvec¢jo omejitev pri uporabi torej predstavlja velikost
molekule HA in s tem povezano prehajanje v globlje plasti koze. V nekaterih Studijah so s
Franzovimi difuzijskimi celicami na koZnih modelih dokazali, da molekule, manjSe od 300
kDa, penetrirajo skozi kozo. S tem je omogoceno dobro vlazilno delovanje tudi v globljih
plasteh koze, poleg tega se lahko zmanjSa tudi hrapavost in manjSe gubice, saj s tem, ko nase
veze veliko vode, zapolni prostor med celicami in posledi¢no kozo napne. Ceprav vegje
molekule HA ne prehajajo skozi kozo, pa lahko ostanejo na povrsini le te in iz okolice veZejo
vodo, s ¢emer omogocajo hidratacijo povrSinskih plasti koze. Zaradi omenjenih lastnosti
vezave vode v svojo strukturo, se HA mnozi¢no uporablja v kozmeti¢nih izdelkih kot aktivna

uc¢inkovina, ki kozo hidratira in posledi¢no izboljsa tudi videz hrapavosti in zgubanosti (16).
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1.7.2 DERMALNO POLNILO

Poleg Ze omenjenih vlazilnih lastnosti, ki jih izkazuje HA v kozmeti¢nih pripravkih, pa je v
zadnjih desetletjih postala tudi ena izmed glavnih u¢inkovin, ki se uporabljajo v dermatologiji
in estetski Kirurgiji za polnjenje gub, ki so posledica staranja. Pojav linij in gub na starani koZi
je tesno povezan z zmanjSevanjem volumna koze, predvsem dermisa, ki je posledica staranja.
Pod vplivom notranjega in fotostaranja pride do dermalne atrofije, zmanjSanega Stevila
elasticnih in kolagenskih vlaken in zmanjSane hidratacije koze, vsi ti pojavi so povezani z
nastankom vse globljih in s staranjem vedno bolj opaznih gub na povrsini koze. Z odkritjem
hialuronske kisline in spoznanjem, da je to neimunogena in biokompatibilna substanca, je
raziskovalec Balazs leta 1989 HA prvi¢ uporabil kot dermalno polnilo (17). Danes je na trgu
mnogo razli¢nih dermalnih polnil, ki vsebujejo kot aktivno u¢inkovino hialuronan. Navadno
gre za transparentne oziroma brezbarvne viskozne gele, polnjene v brizgo, s katero se nato
pripravek injicira v koZo (7). V polnilih se najve¢ uporablja premrezena hialuronska kislina,
lahko pa se uporabljajo tudi linearne oblike HA (18). Polnila s hialuronsko kislino se vbrizgajo
v papilarni dermis mehkih tkiv in s tem poveéjo volumen koze. Ce se volumen koZe poveca,
se s tem koza napne in gube, ki so posledica staranja, izginejo. Dermalna polnila se med seboj
razlikujejo v koncentraciji HA, velikosti in obliki molekule in po tem, katero premrezevalno
sredstvo se uporabi za stabiliziranje produkta. Velikokrat se polnilom dodaja tudi anestetik, ki
omili bole¢ino pri vbodu z injekcijo (17). V prvih produktih se je uporabljala HA zivalskega
izvora (18), danes pa se zaradi manjSega alergenega potenciala ve¢inoma uporablja bakterijsko
pridobljena HA. Ker polnila vsebujejo razlicne oblike HA, se tudi ucinek le teh razlikuje.
Polnila z nizkimi koncentracijami HA imajo kratkotrajen uc¢inek, medtem ko polnila, Ki
vsebujejo vecje koncentracije HA (do 30 mg/g), ucinkujejo tudi do dveh let. Tudi velikost HA
je pomembna, ve¢je molekule se namre¢ uporabljajo za bolj globoko injiciranje polnila in s
tem omogocajo zapolnitev tudi veéjih in bolj globokih gub. Poleg HA se za dermalna polnila
uporablja tudi kolagen, vendar se uporaba le tega zmanjSuje zaradi prednosti HA, med
katerimi so najpomembnejSa biokompatibilnost in neimunogenost ter izredno dobre

viskoelasti¢ne lastnosti HA (17).
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2 NAMEN DELA
Pri_kozmeti¢nih izdelkih je pomembno, da u¢inkovina v izdelku resni¢no deluje in da ima

izdelek ustrezne reoloSke lastnosti, kar pomeni, da se ustrezno razmaze po koZzi in na njej pusti
dober obcutek. Problem, na katerega se bomo osredotocili v prvem delu diplomske naloge, so
reoloSke lastnosti hialuronske kisline, ki jih bomo izmerili z reometrom. Z meritvami rotacije
bomo vzorcem z razliénimi koncentracijami HA v vodi izmerili viskoznost, pri ¢emer bo cilj
ugotoviti vpliv koncentracije na tokovno obnaSanje raztopin. Z meritvami oscilacije pa bomo
ugotavljali, kako se v odvisnosti od koncentracije spreminjajo viskoelasti¢ne lastnosti sistema
— elasti¢ni in viskozni modul. Na podlagi dobljenih rezultatov bomo lahko sklepali o reoloskih
lastnostih kon¢nih sistemov, v naSem primeru kozmeti¢nih izdelkov (npr. krem, gelov,

serumov), ki kot aktivno sestavino vsebujejo hialuronsko kislino v razli¢nih koncentracijah.

V drugem delu pa bomo izvedli kratko klini¢éno Studijo na petih prostovoljcih. S
Corneomterom bomo izmerili hidratacijo koZe podlahti pred in po nanosu raztopin z razli¢no
koncentracijo HA. Na podlagi rezultatov bomo lahko ovrednotili vlazilne lastnosti raztopin
HA. Cilj bo dokazati, da hialuronska Kkislina vpliva na hidratacijo v odvisnosti od
koncentracije. V okviru klini¢ne S$tudije bomo izmerili tudi intaktnost kozne bariere
posameznikov s Tewametrom, s katerim merimo transepidermalno izgubo vode skozi koZo.
Cilj tega dela bo ugotoviti, ali imajo posamezniki zdravo bariero in ali HA pripomore k

zadrZevanju vode v kozi oziroma zmanjsa njeno transepidermalno izgubo.

3 MATERIALIIN METODE
3.1 Materiali
Za reoloske meritve in klini¢no $tudijo smo najprej izdelali vodne raztopine HA z razli¢nimi

koncentracijami, pri tem sem uporabila naslednje materiale:

- natrijev hialuronat — HA (Stanford Chemicals, Irvine, Fairbanks): ¢istost > 99%, M,, =
10 — 1000 kDa (nizkomolekularna)

vV v

- precisCena, prekuhana voda
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3.2 Priprava raztopin z razlicnimi koncentracijami HA

Tako pri reoloskih meritvah kot pri klini¢ni Studiji smo najprej pripravili raztopine, ki so
vsebovale razli¢no koncentracijo HA. Kot topilo smo uporabili prec¢is¢eno, prekuhano vodo, Ki
smo jo smo segrevali do vrenja, jo ohladili na sobno temperaturo in Sele nato uporabili za
pripravo raztopin. Tako za reoloSke meritve kot za klini¢no $tudijo smo pripravili raztopine s

koncentracijo od 0,1% do 1% HA, natan¢njSe natehte so prikazane v tabeli III.

Tabela I1: Postopek priprave razli¢nih koncentracij HA za uporabo pri reoloskih meritvah in klini¢ni Studiji

Koncentracija ™" 0,1% (VZ1) 0,2% (VZ2) 0,3% (VZ3) 0,4% (VZ4) 0,5% (VZ5)
REOLOGUA 0,05¢g/50mL | 0,209/50 mL | 0,45g/50mL | 0,20 9/50 mL | 0,25 g/50 mL
KLINICNA STUDIJA | 0,02¢/20mL | 0,04g/20mL | 0,06g/20mL | 0,08g/20mL | 0,19/20 mL
Koncentracija ™ 0,6% (VZ6) 0,7% (VZ7) 0,8% (VZ8) 0,9% (VZ9) 1% (VZ10)
REOLOGIJA 0,30¢9/50mL | 0,35¢/50mL | 0,409/50mL | 0,45¢/50mL | 0,59g/50 mL
KLINICNA STUDIJA | 0,12¢/20mL | 0,14g/20mL | 0,16g/20mL | 0,18 g/20mL | 0,20 g/20 mL

™V= masna koncentracija izrazena v %, VZ = vzorec.

Vzorce smo pripravili tako, da smo na tehtnici (AJ-2200(C)E, ViBra.) v ¢aSo natehtali
ustrezno koli¢ino HA, dodali magnetno mesalno pal¢ko in ohlajeno vodo do ustreznega
volumna (50 mL ali 20 mL). Case smo na vrhu prekrili z adhezivnim lepilnim trakom
(Parafilm M, Bemis Company, Inc.) zato, da ne bi voda, ki se ob meSanju rahlo segreje,
izhlapevala. Priprava je potekala na sobni temperaturi, Cas, ki ga je posamezen vzorec
potreboval, da je bil homogen, pa je bil odvisen od koncentracije. 1% HA je potrebovala
priblizno dve uri, 0,5% uro in pol in 0,1% pa 20 minut. VVzorce smo po kon¢anem mesanju
prelili v 100 mL centrifugirke, jih trdno zaprli in na pokrovcku oznacili koncentracijo in
datum priprave. Te smo nato zavili v aluminijasto folijo, da smo raztopine zas¢itili pred UV
svetlobo, ki bi pospeSila staranje vzorcev in s tem skrajSala njihov rok uporabnosti. VVzorce
smo isti ali naslednji dan uporabili za reoloSke meritve in meritve na prostovoljcih, zanimalo
pa nas je tudi ali se bodo v roku tedna dni vzorcki in njihove lastnosti spremenili, zato smo
vzorce hranili teden dni in nato izvedni le reoloske meritve in jih nato zavrgli. Ce v omenjenih
rokih nismo uspeli izvesti vseh Zeljenih testov, smo za nadaljne izvajanje pripravili sveze

vzorce.
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3.3 Metode in pogoji meritev
3.3.1 REOLOSKE MERITVE

S pomocjo reoloskih lastnosti, pri ¢emer lahko dolo¢amo razli¢ne parametre (npr. viskoznost,
clasti¢nost, viskoelasti¢nost, psevdoplasti¢nost...), razjasnimo notranjo strukturo sistemov,
spremljamo njihovo fizikalno stabilnost, obnaSanje snovi pod vplivom temperature... Vsi
pridobljeni podatki nam omogocajo ustrezno izbiro primarnih vhodnih surovin in kakovostno

izdelavo kon¢nega izdelka.

Reoloske meritve smo izvajali v reoloskem laboratoriju v pritli¢ju Fakultete za Farmacijo.
Uporabljali smo reometer (Physica MCR 301, Anton Paar) z merilnim sistemom stoZec-
plosc¢ica (CP50-2, Anton Paar), s premerom 49,691 mm in kotom 2,001° (slika 3). Vse meritve
smo izvajali pri temperaturi 23°C in pri vseh vzorcih smo meritve ponovili trikrat in za

rezultat vzeli povpre¢no vrednost.

V

== ==

Slika 3: Shematski prikaz merilnega sistema stoZzec-plos¢ica

a) MERITVE ROTACIJE

Pri meritvah rotacije smo spremljali obnaSanje vzorcev - dinami¢no viskoznost (n) Vv
odvisnosti od strizne hitrosti (D ali ), ki se je spreminjala od 1 — 100 s™ in od 100 — 1 s™
linearno. Pri vsaki meritvi vzorca smo imeli 20 merilnih tock, Ki so trajale po 10 s. Na plos¢ico
merilnega sistema smo nanesli toliko vzorca, da je bila celotna plos¢ica prekrita. S programom
smo merilno telo spustili na polozaj za merjenje, tako da je bil razmik med plos¢ico in

stozcem 0,209 mm. Natan¢no smo obrisali odvec¢ni vzorec, ker bi kakrSni koli zaostanki na
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merilnemu sistemu povzrocili napake pri meritvah. Ko smo izmerili vse vzorce, smo podatke

zbrali v tabele in izrisali razlicne reograme.
b) MERITVE OSCILACIE

Pri meritvah rotacije merilni sistem krozi in s tem vzorec obremeni z dolo¢eno strizno
hitrostjo. Aparatura na podlagi spreminjanja strizne hitrosti izmeri dinami¢no Vviskoznost in
strizno napetost sistema, iz ¢esar lahko sklepamo o tokovnem obnasanju sistema. Glede na to
ali je odziv na apliciran stres linearen ali ne, lahko te razdelimo na idealne tekoine —

Newtonsko tokovno obnaSanje (linearen odziv) ali ne-Newtonske tekocine (nelinearen odziv).

Z meritvami oscilacije pa smo zeleli dolociti, kaksne viskoelasti¢ne lastnosti imajo raztopine
HA v odvisnosti od koncentracije. Test sestoji iz dveh delov in sicer iz amplitudnega testa,
kjer dolo¢imo linearno viskoelasticno obmocje, kar pomeni, da dolo¢imo maksimalo

amplitudo, s katero bomo izvedli frekvencni test tako, da ne porusimo strukture vzorca.

Amplitudni test smo izvajali pri konstantni frekvenci, v naSem primeru 0,5 Hz, vzorce pa pri
tem obremenli z amplitudo od 0,1% do 100%. Pri tem smo spremljali spreminjanje elasti¢énega
G' in viskoznega/plasticnega modula G". Dokler je krivulja modulov G' in G" linearna, je
vzorec obstojen na apliciran stres (amplitudno obremenitev). Obmoc¢je imenujemo linearno
viskoelasti¢no obmocje (LVE), kar prikazuje slika 4. Ko opazimo, da za¢ne krivulja padati ali
naraScati, to pomeni, da smo dosegli maksimalni stres, ki ga vzorec lahko prenese. Po tej tocki

se struktura vzorca porusi.

G'/G" [Pa]

LINEARNO VISKOELASTICNO OBMOCIE

rdl

Grr

strizna deformacija
(amplituda) [%]

Slika 4: Shematski prikaz grafa pri amplitudnem testu, iz katerega je razvidno linearno viskoelasti¢no obmodje
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Maksimalna amplituda je bila v nasem primeru 1%, kar pomeni, da je notranja struktura
pripravljenih vzorcev odporna na strizno deformacijo do 0,01. V tem obmocju se nato izvaja
drug del oscilacijskega testa, ki ga imenujemo frekvenéni test. Ta del testa se razlikuje od
amplitudnega v tem, da je konstantni parameter deformacija znotraj viskoelasticnega obmocja,
ki jo apliciramo na vzorec, spreminjamo pa frekvenco od 100 do 0,1 Hz. Pri tem opazujemo,
kako se spreminjata G' in G", kar prikazuje slika 5. Glede na ta dva modula dolo¢imo
viskoelasti¢ne lastnosti sistema 0z. ugotovimo, ali se neka snov obnasa bolj elasti¢no ali bolj

plasti¢no.

G'/ G" [Pa]

Vzorec ] =
VZOrec 2 e

Frekvenca [Hz]

Slika 5: Shematski prikaz rezultatov frekvenc¢nega testa, kjer opazujemo modula G’ in G’

3.3.2 KLINICNA STUDIJA NA PROSTOVOLIJCIH

V drugem delu testiranj smo izvedli kratko klini¢no S$tudijo. Pri tem smo spremljali dva

parametra:

e vlaznost koZe s Corneometrom (CM 825, Courage — Khazaka) in
e transepidermalno izgubo vode skozi kozo s Tewametrom (TM 300, Courage —
Khazaka).

Meritve smo izvajali na petih prostovoljkah, ki so bile stare od 18-21 let, v laboratoriju, ki je
bil opremljen s klimo. Pri teh meritvah je zelo pomembno, da so pogoji (temperatura in
relativna vlaznost) v prostoru ¢im bolj konstanti. V naSem primeru je bila najnizja temperatura

22,6°C, najvisja pa 24,4°C. Bolj je nihala relativna vlaznost (RH), najnizja je bila 44,9%,

19



najvisja pa 58%. Pri klini¢nih Studijah je pomembna tudi aklimatizacija prostovoljcev. Vsaj 3
dni pred meritvami si prostovoljci niso smeli na notranjem delu podlahti, kjer smo izvajali
meritve, nanaSati kakrdnega koli negovalnega vlazilnega izdelka, ki bi lahko vplival na
hidratacijo ali izgubo vode skozi koZo. Na dan testiranja pa vsaj pol ure pred meritvami niso
smeli imeti prevelikih fizicnih naporov ali zauziti vrocih teko€in. S tem smo preprecili
povecano potenje, ki bi vplivalo na rezultate merjenja. Prav tako so pol ure pred merjenjem
mirno sedeli v prostoru, Kjer je potekalo testiranje, da se je telo privadilo na temperaturo in
vlaznost prostora, morali pa so imeti zavihane tudi rokave, tako da na mestu merjenja ni
prihajalo do okluzije. VVsak dan smo test izvedli na enem prostovoljcu, kar je trajalo priblizno
4 -5 h. Najprej smo izmerili hidratacijo in nato TEWL.

Test je bil zasnovan tako, da smo meritve izvajali na levi in desni roki, na notranji strani
podlahti. Na vsaki roki smo posameznemu prostovoljcu narisali 10 kvadratkov s povrsino 6,25
cm? (25 cm*2,5 cm), s katerimi smo doloCili obmo¢je nanosa vzorca. Med vsakim
kvadratkom je bil razmik vsaj 1 cm, ponavadi 1,5 cm. Sode koncentracije so bile vedno na levi
strani tako leve kot desne podlahti, lihe koncentracije pa na desni strani, kar prikazuje slika 6.
Na oznacena obmoc¢ja smo nanesli po 0,1 mL vsakega vzorca z 2 mL brizgami in pocakali
vsaj 20 min oz. toliko ¢asa, da koZa na mestu nanosa ni bila ve¢ vlazna, ker se je vzorec bodisi
vpil bodisi deloma izhlapel. Pred nanosom vzorcev smo na podlahti izvedli kontrolne meritve.
Te nam dajo informacijo o bazi¢ni hidrataciji in transepidermalni izgubi vode (TEWL), ki je
odvisna od vsakega posameznika.

1,5cm

] 6,25 cm?

0,8% HA 0,6% HA| 0,4% HA 0,2% HA

1% HA 0,1% HA

DLAN

0,9% HA 0,7% HA| 0,5% HA 0,3% HA

KOMOLEC

leva podlaket

Slika 6: Prikaz oznacevanja leve podlahti.
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a) MERJENJE HIDRATACIJE

Hidratacijo smo merili s Corneometrom. Princip delovanja aparature temelji na merjenju
kapacitance, ta pa je odvisna od dielektri¢nih lastnosti koze. Do spremembe dielektricne
konstante pride zaradi povrsSinske vlaznosti koze, kar spremeni kapacitanco, aparatura to zazna
in poda rezutat v nekaj sekundah, kar prikazuje slika 7.

prevodnik, ki meri
spremembo kapacitance

\ sonda

—

> steklo, ki loCuje
koZo in sondo

povrsina koze
Slika 7: Princip delovanja Corneometra, ki na podlagi spremembe kapacitance v odvisnosti od dielektri¢ne
konstante koZe poda informacijo o vlaZnosti koZe

Rezultat je Stevilka, izrazena v arbitrarnih enotah, ki so odvisne od proizvajalca aparature; v
naSem primeru je arbitrarna enota CM (14). Preglednica IV prikazuje primer arbitrarne

vrednosti za normalno, premalo in prevec hidratirano kozo.

Tabela I11: Primer razlage arbitrarnih enot pri merjenju hidratacije s Corneometrom

zelo suha koza <30CM
suha koza 30-40CM
normalno hidratirana koza > 40 CM

CM=arbitrarna enota hidratacije koze

Pri meritvah hidratacije je pomembno, da sondo drZzimo pravokotno in jo na kozo rahlo
pritisnemo, kar prikazuje slika 8. Sondo je potrebno pred vsako meritvijo obrisati, saj se s tem
Izognemo prenosu vzorcev iz enega mesta na drugega in posledi¢no zmanjSamo napako pri
meritvah. Prav tako ni priporocljivo, da se meritev izvaja vedno na isti tocki, zato pri meritvi
enega vzorca sondo premikamo v obmocju zarisanega kvadratka in tako izvedemo deset
meritev. Konéni rezultat je povpre¢na vrednost desetih meritev enega vzorca, ki jo sproti

racuna aparatura. Kontrolno meritev, ki nam daje informacijo o hidratiranosti koze
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posameznika, smo pri merjenju hidratacije naredili na dveh razliénih mestih, tudi to smo
pomerili desetkrat. Rezultate meritev smo na koncu zbrali v tabelo in oblikovali razli¢ne grafe:
odvisnost hidratacije od koncentracije hialuronske kisline in primerjavo hidratacije na mestih,

kjer je bil vzorec naneSen in kjer ne.

Slika 8: Prikaz merjenja hidratacije s sondo, ki je med merjenjem postavljena pravokotno na povrsino koze (19)
b) MERJENJE TRANSEPIDERMALNE IZGUBE VODE

Ko govorimo o transepidermalni izgubi vode (TEWL), ne mislimo na potenje, ampak na
pasivno izgubo vode skozi intaktno rozeno plast epidermisa. Meritev s Tewametrom je zelo
precizna, izmerjeni TEWL pa odvisen od relativne vlaznosti in temperature okolja, letnega
Zasa ter normalne hidratacije koze. Ce je kozna bariera neposkodovana, je TEWL odvisen od
omenjenih parametrov, ¢e pa je kozna bariera poSkodovana (opekline, rane,...) se TEWL
poveca in preko koze izgubljamo vecje koli¢ine vode. TEWL se z omenjeno aparaturo meri
posredno tako, da s senzorji zaznava gostoto toka vodnih hlapov (Jv), na podlagi tega nam
apartura poda informacijo o izgubi vode. Tabela IV prikazuje, kako na podlagi izmerjene

vrednosti TEWL sklepamo o tem, ali je bariera zdrava ali ne.

Tabela IV: Interpretacija TEWL vrednosti, izmerjenih s Tewametrom

0-10 zelo zdrava bariera
10-15 zdrava bariera
15-25 normalna bairera
25-30 omejena bariera
nad 30 kriticno stanje bariere
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Senzorji, ki zaznavajo Jv, so nameséeni v celici, ki je bila v naSem primeru odprta. Taksna
celica je zelo obcutljiva na pogoje v okolju, saj je zgornji del celice odprt, kot prikazuje slika
9, zato je pomembno, da so pogoji (temperatura, RH, gibanje zraka) v prostoru merjenja ¢im
bolj konstantni (15). Med meritvami je pomembno, da se testirana oseba in tisti, ki meritev
izvaja, ne premikata, saj aparatura zazna vsak manjsi tresljaj, kar se kaze v konénem rezultatu.
Pomembno je tudi, da je sonda namesc¢ena pravokotno na kozo in da se je ne pritiska

premocno na kozo.

senzorja
zaTinrh|

Slika 9 : Odprta celica s senzorjema za temperaturo in relativno vlaznost, ki merita gostoto toka vodnih hlapov
(20) (levo)

Slika 10: Merjenje izgube vode s Tewametrom (desno)

Tudi ta meritev je odvisna od lastnosti koZe vsakega posameznika, zato smo pred nanosom
vzorcev naredili tri kontrolne meritve na vsaki roki in nato pomerili vseh deset vzorcev. Ena
meritev traja minuto in pol, vsak vzorec pa smo izmerili trikrat in kot rezultat vzeli povprecno

vrednost. Slika 10 prikazuje, kako je potekala meritev s Tewametrom.

4 REZULTATIIN RAZPRAVA

4.1 REZULTATI REOLOSKIH MERITEV
e REZULTATI ROTACISKIH MERITEV

Z meritvami rotacije smo spremljali tokovno obnaSanje vzorcev - dinami¢no viskoznost in

strizno napetost (t), v odvisnosti od strizne hitrosti. Na podlagi meritev bomo lahko sistem
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opredelili kot Newtonski ali ne-Newtonski in ugotovili, kako na viskoznost vpliva

koncentracija HA.

Slika 11 prikazuje viskoznostne krivulje, kjer smo opazovali kako se spreminja viskoznost

vzorcev v odvisnosti od koncentracije hialuronske kisline in aplicirane strizne hitrosti.

11 Graf odvisnosti viskoznosti od strizne hitrosti in
1,05 koncentracije
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Slika 11: Spreminjanje viskoznosti v odvisnosti od strizne hitrosti in koncentracije HA v vzorcu

Iz slike 11 lahko razberemo, da se pri vzorcih s koncentracijami od 0,1 — 0,3% viskoznost
prakti¢no ni¢ ne spreminja; je torej neodvisna od aplicirane strizne hitrosti. Pri koncentracijah
0,4 in 0,5% je Ze opazen rahel padec viskoznosti s poveCevanjem strizne hitrosti, najbolj pa je
to opazno pri vzorcih s koncentracijami nad 0,6%. Tudi organolepti¢no je bila opazna razlika

med vzorci z nizjimi in visjimi koncentracijami. Vzorci s koncentracijami do 0,5% so bili
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skoraj popolnoma tekoci, nad 0,6% pa je ze bilo opazno, da so bolj viskozni, vendar ne dovolj,
da bi lahko govorili 0 nastanku poltrdnega sistema (gela). Za nastanek tega bi bilo potrebno
pripraviti vzorce s koncentracijo nad 1%. Na podlagi spreminjanja viskoznosti Ze lahko
okvirno sklepamo, ali gre za Newtonske sisteme ali ne, bolj podrobno pa lahko tokovno
obnaSanje opredelimo glede na sliko 12, ki prikazuje spreminjanje strizne napetosti vzorcev v
odvisnosti od strizne hitrosti.

Odvisnost strizne napetosti od strizne hitrosti
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8 e 0,20%
! // 0,30%
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Slika 12: Spreminjanje strizne napetosti v odvisnosti od strizne hitrosti (reogram)

Na sliki 12 so prikazani le vzorci s koncentracijo 0,1% do 0,3% in vzorec 0,5% za primerjavo.
Ce pogledamo spreminjanje strizne napetosti pri vzorcih od 0,1% do 0,3% HA vidimo, da se
ta skoraj popolnoma linearno povecuje s strizno hitrostjo. Tako lahko na podlagi slike 11 in 12
sklepamo, da gre pri teh treh vzorcih za idealne Newtonske sisteme, kljub temu, da je v
vzorcih prisotna HA. Pri vzorcu z 0,5% HA je iz slike 12 razvidno, da odziv ni ve¢ linearen.
Tako obnasanje je znacilno za ne-Newtonske sisteme, med katere uvr§¢amo realne kapljevine,

poltrdne in trdne sisteme.

Vzorcem s koncentracijo ve¢ kot 0,5% viskoznost s povecevanjem strizne hitrosti pada, kar je
posledica obremenitve vzorca, pod vplivom katere pride do urejanja strukturnih elementov. V
nasem primeru se polimerni klob&i¢ HA raztegne, kar prikazuje slika 13. Ce bi apliciran stres

moc¢no povecali, pa bi prisSlo do pretrganja verig in posledi¢no bi se struktura vzorcev porusila,
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kar pa je nezaZeljeno. Pri testih rotacije pride do porudenja strukture, zato se dodatno za
ugotavljanje lastnosti vzorcev izvajajo testi oscilacije, pri katerih se dolo¢i maksimalni stres,
do katerega je struktura polimera obstojna, Sele zatem se izvajajo meritve elasti¢nih in

viskoznih lastnosti.

STRES (npr. PREVELIE
strifna hitrost} STRES o~ _——a ﬁ
by,

h__-"/‘\_/w"‘\.___,.

POLIMERNI KL OBCIC IZTEGNJENE POLIMERNE VERIGE PRETRGANIE POLIMERNIH VERIG

{(visoka viskoznost) {padec viskoznost) (pomienje strulture vzorea)

Slika 13: Struktura polimerne mlekule v raztopini (polimerni klob¢i¢), ki smo jo obremenili s strizno hitrostjo
(iztegnjene polimerne verige)

Ugotovili smo, da nizka koncentracija HA v vodnih raztopinah tvori idealne Newtonske
sisteme, v vi§jih pa ne-Newtonske. Nismo pa povedali kako se spreminja viskoznost v
odvisnosti od koncetracije HA. Bolj nazorno to prikazuje slika 14, kjer je strizna hitrost
konstantna, izbrali smo vrednost priblizno na sredini intervala - 53,1 1/s. Meritve nakazujejo,

da se s povecevanjem koncentracije povecuje tudi viskoznost sistema.

Viskoznost razli¢nih koncentracij pri strizni hitrosti
53,11/s
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Slika 14: Viskoznost razli¢nih koncentracij HA pri konstantni strizni hitrosti 53,1 1/s
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Natanc¢neje odnos med koncentracijo in viskoznostjo prikazuje slika 14, iz katere lahko
razberemo, da je odvisnost med koncentracijo in viskoznostjo skoraj popolnoma linearna. Ker
se koncentracije od 0,1% do 0,3% bistveno ne razlikujejo, so na sliki 15 zajete le koncentracije
nad 0,3%, kjer je pojav bolj opazen. 1zmerjene vrednosti nam povejo, da niZje koncentracije
HA povzroc¢ijo nastanek sistema z nizko viskoznostjo, ¢e pa koncentracijo povecamo, Se
poveca tudi viskoznost sistema. Do povecanja viskoznosti pride zaradi supramolekularne
strukture HA - v niZjih koncentracijah so polimerne verige iztegnjene in se ne prepletajo, pri
vi§jih koncentracijh pa prihaja do prepletanja verig in posledi¢no do povecanja viskoznosti

sistema.

Viskoznost vzorcev nad 0,3% HA pri strizni hitrosti 53,1

0,6 1/s
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1
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Slika 15: Viskoznost vzorcev s koncentracijo nad 0,3% z linearno regresijsko premico

Podatki o viskoznosti so zelo koristni za izdelavo kozmeti¢nih izdelkov z Zeljenimi reoloskimi
lastnostmi. Ce Zelimo, da je konéni izdelek bolj viskozen, bomo uporabili vi§jo koncentracijo
HA, to pride v postev pri izdelavi gelov, krem in serumov. Ce pa Zelimo izdelati kozmeti¢ne
izdelke, ki imajo nizjo viskoznost npr. tonik, pa bomo uporabili HA v niZji koncentraciji.
Glede na naSe rezultate, kjer so bili vsi preiskovani vzorci tekoci, bi za izdelavo tekocih
izdelkov torej potrebovali koncentracije HA do 1%, za izdelavo bolj viskoznih izdelkov in
gelov pa kocentracije nad 1%. Poleg tega je viskoznost pomembna za nanos izdelka na koZo;
¢e bo viskoznost prenizka, bo izdelek stekel s koZe, ta pojav je bil opazen pri klini¢ni $tudiji
pri raztopinah s koncentracijo do 0,6%, viSje koncentracije pa so se enostavno nanesle na kozo

in na mestu aplikacije tudi ostale, ravno zaradi vecje viskoznosti sistema.
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e REZULTATI OSCILACIISKIH MERITEV

Pri meritvah rotacije pridobimo informacijo o viskoznosti in strizni napetosti sistema, iz Cesar
lahko sklepamo o njegovem tokovnem obnaSanju. Meritve rotacije so hitre, a se pri tem porusi
struktura vzorca, zato se izvajajo Se meritve oscilacije, kjer se najprej izvede amplitudni test,
kjer se dolo¢i maksimalna obremenitev (LVE), do katere je struktura vzorca Se obstojna.
Frekven¢ni test se nato izvaja v obmocju LVE, pri ¢emer pridobimo informacije o

viskoelasti¢nih lastnostih; dolocita se elasticni G' in viskozni/plasti¢ni G" modul.

Amplitudni test: 0,8 % in 0,9 % HA
37 LVE
A
2,5 N h*******-—******--**-
T 2 ——0,9 % HA G'
8, g
L5 - —a==(0,9 % HA G
£ 0,8 % HA G'
O 1- 0,8 % HA G"
0,5 - T = —— =
O e e e e e e e BB
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Slika 16: Ampitudni test pri oscilacijskih meritvah iz katerega je razvidna maksimalna amplituda obremenitve
vzorcev z 0,8% in 0,9% HA

Zaradi nizkih koncentracij je bila izvedba amplitudnega testa zelo zahtevna, meritve smo
morali veCkrat ponoviti za vse vzorce, da smo sploh dobili rezultate, saj je aparatura
konstantno javljala napako. Slika 16 prikazuje rezultate za 0,8% in 0,9% HA. Vidimo, da se
modula G' in G" ne spreminjata bistveno, vseeno pa lahko opazimo rahel porast viskoznega

modula nad amplitudo 1%, zato smo se odlocili, da bomo frekvencni test izvajali pri amplitudi

1%.
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Ko smo imeli doloceno maksimalno amplitudo, pa smo izvedli frekvencni test, katerega

rezultati so prikazani na sliki 17 in 18. S tem testom smo spremljali obnasanje G' in G" v

odvisnosti od koncentracije, da bi doloc¢ili kako ta vpliva na viskoelasti¢ne lastnosti vzorcev.
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Slika 17: Spreminjanje elasti¢nega modula G' in viskoznega modula G" v frekven¢nem obmo¢ju od 0,1 — 25 Hz

pri sveZih vzorcih (koncentracije od 0,1 do 0,5%)

Izrisali smo dva diagrama, slika 17 prikazuje koncentracije HA do 0,5%, slika 18 pa nad 0,5%,

zgolj zaradi boljSe preglednosti. 1z slike 17 je razvidno, da je pri koncentracijah do 0,3%, na

zaCetku bolj izraZen elasti¢ni modul G' (na grafu ¢rta s kvadrati), pri frekvenci 0,4 Hz pa se

krivulji G' in G" krizata in prevladuje viskozni modul G" (na grafu ¢rta s trikotniki). Pri

koncentracijah visjih od 0,3% (slikai 17 in 18), pa viskozni modul G" ves ¢as prevladuje nad

elasticnim G', kar pomeni, da te raztopine izkazujejo bolj viskozno kot elasticno obnaSanje.
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Slika 18: Spreminjanje elasti¢nega modula G' in viskoznega modula G v frekvenénem obmodju od 0,1 — 25 Hz
pri svezih vzorcih (koncentracije od 0,5 do 1%)

Ce viskozni modul prevladuje nad elasti¢nim, to pomeni, da ima sistem bolj izrazene lastnosti
tekocine kot trdnine ali poltrdnega sistema. Pri meritvah viskoznosti smo Ze omenili, da bi za
nastanek poltrdnega sistema (gela) potrebovali koncentracije, visje od 1%. To dejstvo dodatno

potrjujejo oscilatorni testi, kjer smo ugotovili, da pri skoraj vseh vzorcih prevladuje viskozni

modul nad elasti¢nim, torej so vsi nasi vzorci izkazovali bolj tekoCe obnasanje kot trdno.

Dodatno smo pri testih oscilacije vrednotili viskoelasti¢ne lastnosti vzorcev, ki so bili starani 6
dni na sobni temperaturi, za$Citeni pred direktnim soncem in nepredusno zaprti. Slika 19
prikazuje spreminjanje modulov G' in G" pri vzorcih od 0,1% do 0,5% HA, slika 20 pa nad
0,5% HA. Situacija je podobna kot pri svezih vzorcih, vzorci s koncentracijo nad 0,3% imajo

bolj izrazen viskozni modul G", vzorci s koncentracijo 0,3% ali manj pa imajo samo pri nizkih
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vrednostih frekvencne obremenitve bolj izrazen elasticni modul G', pri visji frekvenci pa se

obnasSajo kot vzorci visjih koncentracij.

Spreminjanje G' in G pri koncentracijah od 0,1% do 0,5% pri 6 dni starih
vzorcih
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Slika 19: Spreminjanje elastiénega modula G' in viskoznega modula G* v frekvenénem obmo¢ju od 0,1 — 25 Hz
pri staranih vzorcih (koncentracije od 0,1 do 0,5%)

V vrednosti modulov je opazna minimalna razlika. Pri staranih vzorcih so bile nekatere
zacetne vrednosti modulov G' in G" malo nizje, nekatere kon¢ne pa malo vi§je. Zanimiv pojav,
ki ga lahko opazimo pri staranih vzorcih, pri koncentracijah visjih od 0,7% (slika 20), je hiter
porast vrednosti elastiénega modula G'. Kljub temu da je vrednost G' na zacetku zelo nizka v
primerjavi z G", se G' hitro povecuje, pri frekvencah vi§jih od 16 Hz pa lahko opazimo, da
celo preseze vrednost viskoznega modula. Po definiciji to pomeni, da je pri visjih
koncentracijah sistem ze rahlo prehajal iz tekoCega v poltrdnega, za potrditev tega bi seveda
potrebovali dodatne reoloSke meritve. Iz rezultatov 6 dni starih vzorcev lahko sklepamo, da se

viskoelasti¢ne lastnosti s staranjem minimalno spreminjajo. Najbolj presenetljiv pojav je, da se
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vrednost elastiénega modula pri koncentracijah vecjih od 0,7% staranih vzorcev razlikuje od
svezih vzorcev in celo pri visjih frekvencah te raztopine izkazujejo bolj elasti¢ne kot viskozne

lastnosti.

Spreminjanje G' in G pri koncentracijah od 0,6% do 1% pri 6 dni
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Slika 20: Spreminjanje elastiénega modula G' in viskoznega modula G" v frekvenénem obmo¢ju od 0,1 — 25 Hz
pri staranih vzorcih (koncentracije od 0,5 do 1%)

Izvajanje osciacijskih meritev je bilo zahtevno zaradi nizke viskoznosti raztopin HA, nekatere
meritve smo morali izvesti veCkrat, da smo sploh dobili rezultate. Sploh pri koncentracijah,
manjSih od 0,6% je bilo merjenje tezavno, saj je aparatura javljala napako in posledi¢no
meritve ni izvedla do konca. Ravno zaradi omenjenega problema so na slikah od 17 do 20
prikazane vrednosti G' in G" le do frekvence 25,6 Hz in ne do 100 Hz, kot smo dejansko
meritve izvajali. Iz rezultatov lahko vseeno sklepamo, da imajo raztopine hialuronske kisline

izrazene viskoelasti¢ne lastnosti, le da prevladuje viskozni delez. Prav tako vzorci, ki so
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starani 6 dni ali manj Se izkazujejo podobne lastnosti kot svezi vzorci, torej se v roku 6 dni
bistveno ne spremenijo, lahko reCemo da se ne postarajo. Visoke koncentracije staranih
vzorcev imajo le malo bolj izraZene elasticne lastnosti pri ve¢jih obremenitvah kot svezi

VZOrci.

4.2 REZULTATI KLINICNE STUDIJE
e HIDRATACIJA KOZE

Ker je hialuronska kislina molekuka, ki lahko zaradi svoje kemijske strukture nase veze velike
koli¢ine vode, smo izvedli klini¢no $tudijo, katere namen je bil preveriti, ali lahko z nanosom
razliénih koncentracij HA vplivamo na hidratacijo koze. S Corneometrom smo dolocali
vlaznost koze pred in po nanosu razlicnih koncentracij HA, z merjenjem transepidermalne
izgube vode (TEWL) pa smo preverili tudi, ali je bila koZna bariera posameznikov zdrava in
kako na to vpliva HA. Glede na lastnosti HA pri¢akujemo, da bo pri vi§jih koncentracijah
povecana tudi hidratacija koze. V literaturnih podatkih nismo nikjer zasledili standardov, ki bi
dolocali, na kateri roki se izvajajo meritve hidratacije in TEWL, zato smo meritve izvajali na
obeh. Pri tem nismo opazili kakSnega posebnega vzorca ali visokega odstopanja med
hidratacijo leve in desne roke (tabela V), da bi lahko sklepali o razlikah med merjenjem

hidratacije na levi oz. desni roki.

Na kozo smo nanesli vzorce s koncentracijami HA od 0,1% - 1% in pocakali da so se ti vpili
0z., da koza na mestu ni bila ve¢ vlazna od nanosa vzorca (vsaj 20 min). Pri tem smo opazili
zanimiv pojav, vzorci do koncentracije 0,8% so se vpili 0z. deloma izhlapeli, vzorci nad 0,8%
pa so na kozi pustili e tanek film. Ker je bila viskoznost vzorcev nad 0,8% bistveno visja od
vzorcev z nizjo koncentracijo, lahko sklepamo, da je prislo do nastanka gela in posledi¢no
tvorbe polimernega filma na kozi. Tak pojav je zazeljen pri nekaterih kozmeti¢nih izdelkih, saj
film deluje emolientno in s tem zmanjSa trasepidermalno izgubo vode, kar Se dodatno
pripomore k hidrataciji koZe. Vendar pa pojav pri merjenju hidratacije in TEWL-a ni zazZeljen,
saj bi aparatura pri tem merila hidratacijo nastalega filma in ne hidratacije kozZe, kar nas

zanima, zato smo tik pred merjenjem film odstranili s koze.
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S Corneomterom smo vsak vzorec izmerili desetkrat in podali povpre¢no vrednost meritev,
prav tako smo izvedli dve kontrolni meritvi na obeh rokah, kjer vzorec ni bil naneSen,

povpreéne vrednosti so podane v tabeli V.

Tabela V: Rezultati merjenja hidratacije s Corneometrom v arbitrarnih enotah CM pri 5 prostovoljkah

P1 P2 P3 P4 P5
c[%] |L-x|D-x|L-x|D-%x|L-x|D-%|L-%x|D-x|L-%|D-x
0,10 | 41,07 | 35,17 | 39,57 | 40,27 | 19,54 | 19,59 | 34,12 | 31,07 | 36,63 | 37,24
0,20 | 41,14 | 37,56 | 38,60 | 40,99 | 21,21 | 20,00 | 33,10 | 31,34 | 36,50 | 37,94
0,30 | 41,22 | 39,70 | 39,54 | 40,27 | 22,07 | 21,01 | 35,54 | 33,80 | 37,70 | 38,11
0,40 | 38,94 | 41,63 | 39,54 | 40,25 | 24,32 | 22,25 | 36,99 | 34,94 | 38,42 | 38,67
0,50 | 43,31 | 42,20 | 39,91 | 40,19 | 22,35 | 22,49 | 39,12 | 36,61 | 39,56 | 38,15
0,60 | 39,91 | 42,20 | 39,13 | 40,40 | 22,81 | 23,21 | 42,66 | 37,18 | 37,25 | 39,43
0,70 | 39,88 | 42,58 | 39,56 | 30,77 | 23,19 | 23,76 | 42,48 | 38,77 | 40,19 | 40,12
0,80 | 37,23 | 42,54 | 43,15 | 39,93 | 22,76 | 21,68 | 44,28 | 39,97 | 40,43 | 41,26
0,00 | 44,55 | 44,06 | 45,67 | 46,62 | 28,02 | 21,17 | 44,25 | 40,42 | 42,94 | 43,93

1 44,80 | 48,54 | 49,47 | 45,87 | 27,71 | 26,70 | 46,27 | 45,14 | 45,41 | 46,83

kontrola -x | 41,31 40,69 | 38,13 37,84 | 21,27 18,70 | 33,19 33,26 | 32,70 35,18

P=prostovoljka; c=koncentracija vzorca; L=leva roka, D=desna roka, X=povprecna vrednost meritev

S kontrolnimi meritvami opiSemo normalno hidratacijo koze vsake posameznice in jo
opredelimo glede na arbitrarne vrednosti. Prostovoljki P1 in P2 sta imeli normalno hidratirano
kozo (= 40 CM), P4 in P5 rahlo suho koZo (30 - 40 CM) in P3 zelo suho koZo (< 30 CM), kar
je bilo opazno tudi s prostim o¢esom kot rahlo luskasta koza, ki se 1usci. Iz tabele V. lahko
razberemo tudi razlike med hidratacijo koZe na levi in desni roki. Ze pri kontrolnih meritvah
opazimo, da prihaja do razlik v hidrataciji leve in desne roke. Pri prostovoljkah P1, P2, P3 je
normalna hidratacija visja na levi roki, pri prostovoljkah P4 in P5 pa na desni roki. Tudi po
nanosu razli¢nih koncentracij HA so opazne nihajoce vrednosti tako med koncentracijami kot
med rokama. Pri nekaterih koncentracijah HA je bila hidratacija leve roke visja, pri nekaterih
pa niZja. Pri nobeni prostovoljki ni opazno, da bi bila hidratacija ene roke konstantno visja od
druge, zato ne moremo sklepati, da merjenje na eni ali drugi roki bistveno vpliva na rezultate

merjenja.
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Pricakovali bi, da se s povecevanjem koncentracije HA sorazmerno povecuje tudi hidratacija
koZe, vendar je iz tabele V razvidno, da vrednosti ne narai¢ajo linearno. Ce pridobljene
rezultate primerjamo s kontrolnimi vrednostmi, lahko re¢emo, da je hidratacija pri
koncentracijah nad 0,5% viSja od normalne hidratacije koZe, pri koncentracijah pod 0,5% pa
vrednosti precej nihajo, ponekod je bila hidratacija poviSana, ponekod pa ne. Nihanje

izmerjenih vrednosti je lahko posledica razli¢nih dejavnikov:

e nihanje temperature telesa — zaradi spreminjajo¢ih se pogojev v okolici se spreminja
temperatura telesa in posledicno TEWL in znojenje, kar vpliva na hidratacijo koze

e pogoji v okolici — temperatura in vlaznost v prostoru, kjer smo izvajali meritve nista bili
konstantni, kar vpliva na fizioloSke procese v telesu (potenje, TEWL) in na aparaturo

e Cas — prostovoljci so izdelek uporabili le na dan meritve, za natanénejSe podatke o
hidrataciji bi morali izdelek uporabljati ve¢ tednov, da bi lahko sklepali o u¢inkovitosti HA
na hidratacijo koze

e obcutljivost metode - aparatura je obcutljiva na pogoje v okolici, zato lahko pride pri
nekontroliranih pogojih do napak pri merjenju

e premajhna populacija prostovoljcev — za natancnejSe sklepe o spremembi hidratacije v
odvisnosti od koncentracije bi potrebovali vecje Stevilo prostovoljcev z razli€nimi tipi

koze

Nihanje rezultatov hidratacije lahko poveZzemo tudi z molekulsko maso HA. Za pripravo
vzorcev smo uporabili nizkomolekularno HA, katere M,, niha od 10 do 1000 kDa, ki pa je Se
vedno previsoka za prehajanje skozi kozo. Za prehajanje skozi kozo in ucinkovitejSo
hidratacijo je potrebna HA z M, pod 300 kDa, kot so v in Vivo Studiji dokazali M. Farwick s
sodelavci (13), zato lahko nihanje rezultatov pripiSemu tudi temu, da je ponekod HA presla
skozi kozo in jo na tem mestu bolj hidratirala, ponekod pa je ta ostala na povrsini koze in zato

hidratacija ni bila tako uc¢inkovita.

Slika 21 nazorneje prikazuje razliko med normalno hidratacijo koze prostovoljk in hidratacijo
koze po nanosu 1% HA. Za taks$no primerjavo smo se odlocili, ker so spremembe hidratacije

razvidnejSe pri visjih koncentracijah. Opazimo lahko, da se neodvisno od merjene roke
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hidratacacija z nanosom 1% HA pri vseh prostovoljkah poveca glede na kontrolo. Prav tako so
imele po nanosu 1% HA vse prostovoljke razen P3 koZo ustrezno hidratirano (>40 CM).

primerjava: kontrola in 1% HA

S 3000 kontrola D
=25,00 m1%D

S 20,00 kontrola L
© 15,00 mi1%L

P1 P2 P3 P4 P5
prostovoljke

Slika 21: Primerjava normalne hidratacije koZze s hidratacijo Kjer je bila naneSena 1% HA na levi in desni roki
vseh petih prostovoljk (P1-P5)

Steviléno izrazeno se je hidratacija v primerjavi z normalno hidratacijo koZe pri vseh
prostovoljkah povecala za minimalno 3 enote in maksimalno 13 enot pri 1% HA. Vecji
preskok v hidrataciji lahko opazimo predvsem pri koncentracijah, vi§jih od 0,7%, kar je
razvidno iz tabele V1. Iz tega lahko sklepamo, da hialuronska kislina poveca vlaznost koze, za
koliko se poveca pa je odvisno od koze posameznika, koli¢ine nanosa, koncentracije HA in
njene molekulske mase. Da bi z gotovostjo dolo¢ili, kako u¢inkovita je hialuronska kislina, bi
bile potrebne daljSe Studije. Tak3no so izvedli Schweikert K. in sodelavci (21), kjer so s
Corneomerom testirali vlazilni u¢inek HA takoj in po 15 dnevih. V §tudji so ugotovili, da
lahko hialuronska kislina poveca vlaznost koze tudi do 15%, kar je skladno z ugotovitvami
nade Studije, kjer smo dokazali, da se vrednosti hidratacije na mestu, kjer je bila HA
aplicirana, zvisajo. Maksimalni opaZen porast je bil pri prostovoljki P4, kar za 13 enot, kar
predstavlja priblizno 28%.
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Glede na rezultate v tabeli V se hidratacija koze prostovoljk sicer ne spreminja linearno s
koncentracijo, je pa opazen porast v hidrataciji pri visjih koncentracijah HA, kar je prikazano
tudi na sliki 21. Iz tega lahko sklepamo, da koncentracija HA v vzorcih vpliva na hidratacijo
koze, pri reoloskih meritvah pa smo ugotovili, da ta vpliva tudi na viskoznost sistema. Slika 22
prikazuje povezavo med viskoznostjo in hidratacijo vzorcev s koncentracijo od 0,1% do 1%.
Kot parameter za viskoznost smo v analizo vzeli vrednosti pri strizni hitrosti 53,1 1/s. Na
drugi strani smo pri klini¢ni $tudiji izbrali desno roko in prostovoljke P1, P2, P3 zato, ker so

vrednosti hidratacije pri njih postopno narascale s koncentracijo.

50.00 - spreminjanje hidratacije v odvisnosti od viskoznosti
45,00 -
>
Q.
)
S |
% 40,00 === hidratacija D P1
_-E hidratacija D P4
< hidratacija D P5
35,00
—— linearna regresija (D P1)
——linearna regresija (D P4)
30,00 s Ilmlaarnla regresija (D P5)
0,0206 0,0344 0,0563 0,0825 0,112 0,176 0,258 0,337 0,445 0,467
viskoznost [Pa*s] pri strizni hitrosti 53,1 1/s

Slika 22: Spreminjanje hidratacije na desni roki pri treh prostovoljkah v odvisnosti od viskoznosti sistema pri
strizni hitrosti 53,1 1/s pri koncentracijah od 0,1% do 1% (z leve proti desni)

Iz slike 22 je razvidno, da hidratacija ne narasc¢a linearno z viskoznostjo, je pa razvidno tudi,
da se z narascajoCo viskoznostjo povecuje tudi ucinek vlazenja. Povezava je smiselna
predvsem iz vidika izdelave kozmeti¢nih izdelkov, kjer se sreCamo s problemom, da zelimo v
nek kozmeti¢ni izdelek vgraditi doloCeno kocentracijo aktivne sestavine, ¢e Zelimo da ta
izdelek uéinkuje, pri tem pa dobimo izdelek z neZeljenimi reoloskimi lastnostmi. Ce problem
konkretiziram: izdelati zelimo zelo hidratantni tonik s hialuronsko kislino, zato podrebujemo
visoko koncentracijo le te, ker pa hialuornska kislina vpliva na viskoznost sistema, bi visoka

koncentracija povzroc¢ila nastanek zelo viskozne raztopine 0z. nastanek gela, Cesar pa ne
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zelimo. Zato je pomembno, da poznamo tako ucinke aktivnih sestavin, kot njihov vpliv na
reoloSke lastnosti sistemov, v katere jih vgradimo, saj nam to olajsa izdelavo kozmeti¢nih

izdelkov z Zeljenimi lastnostmi.
e TRANSEPIDERMALNA IZGUBA VODE SKOZI KOZO (TEWL)

Ce smo v prvem delu klini¢ne $tudije ugotovljali, kak3en vpliv imajo razli¢ne koncentracije
HA na hidratacijo koze, bomo v tem delu preverili, ali ima HA vpliv tudi na TEWL.
Hidratacija koZze nam daje informacijo o vsebnosti vode Vv kozi, iz ¢esar lahko sklepamo ali je
ta suha oz. dovolj hidratirana, TEWL pa je merilo za ugotavljanje intaktnosti kozne bariere.
Voda se normalno skozi kozo lahko izgublja s potenjem ali pa s TEWL-om. Problem se pojavi
pri poskodbah bariere, pri ¢emer se poveca transepidermalna izguba voda in posledi¢no
zmanjsa hidrataija koze. S Tewametrom smo izmerili TEWL na treh mestih, kjer vzroci niso
bili naneSeni (kontrolna meritev) in na mestih kjer so bili. V tabeli VI so podane povprecne

vrednosti meritev vzrocev in kontrol.

Tabela VI: Povpreéne vrednosti meritev izgube vode na levi in desni roki pri razli¢nih koncentracijah

P1 P2 P3 P4 P1
c[%] |L-x|D-x |L-%x|D-x|L-%¥|D-%x|L-%¥|D-%|L-%¥|D-%
01 765| 7,73| 9,83 | 6,60 545| 7,23| 9,18]13,18| 8,58 | 4,00
0,2 930| 715| 9,78| 7,20| 6,13| 6,58 |11,83|10,90| 8,70 | 9,23
0,3 678| 8720| 858| 7,83| 6,78| 5,75|10,68]1055| 9,70 | 9,00
0,4 833| 835|915| 8,13 7,20| 6,88 | 888| 993| 7,43| 9,18
0,5 663| 9728 6,70| 9,28 7,00| 7,33| 878| 7,33| 8,25|10,53
0,6 633| 665 848| 933| 720| 748| 578|11,13| 7,68| 7,63
07 713| 660 910| 875| 7,23| 7,33|10,25]11,15| 9,05| 8,00
08 805| 665| 7,93| 853 668| 580| 870]1045| 8,30 10,70
0,9 935| 6,48 843 | 568| 6,28| 823|1065]|11,38| 7,48| 855
1 940 | 7,35 7,03| 6,08| 865| 7,38| 7,83|1055| 9,15 10,85

kontrola-¥ | 8,37 9,97 | 9,80 10,27 | 7,93 953 | 9,43 13,30 13,33 12,90

P=prostovoljka; c=koncentracija vzorca; L=leva roka, D=desna roka, X=povpre¢na vrednost meritev

Iz tabele VI lahko vidimo, da se vrednosti TEWL med seboj zelo razlikujejo, kar je posledica
spreminjanja pogojev v prostoru, kjer smo izvajali meritve: nihanje temperature in relativne

vlaznosti, poleg tega je bila na stropu namescena klima, kar je povzrocalo gibanje zraka in
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posledi¢no tudi vplivalo na meritve. Meritve so bile tukaj Se zahtevnejSe, ker je Tewameter
bistveno bolj obcutljiv na pogoje v okolju kot Corneometer. VVseeno lahko iz pridobljenih
meritev vidimo, da niti ena kontrolna vrednost ne preseZe vrednosti 15 g/h/m* kar pomeni, da
so vse prostovoljke imele Ze pred nanosom vzorcev zdravo bariero. Glede na to, da so vzorci s
koncentracijo nad 0,8% na kozi pustili film, bi pricakovali, da bi se na teh mestih TEWL 3e
zmanjsal, vendar iz vrednosti v tabeli vidimo, da so rezultati povsem nakljué¢ni, neodvisni od
naneSene koncentracije HA. Morda, bi pojav opazili, ¢e bi pustili film na kozi in tako izmerili
TEWL, vendar bi pri tem merili izgubo vode iz nastalega filma in ne s povrsSine koze, zato

lahko le sklepamo, da nastanek filma na kozi zmanj$a TEWL.

Slika 23 prikazuje, kako se je TEWL zmanj3al po nanosu vzroca z 1% HA na desni roki,
omenjene vrednosti smo izbrali, ker je bil tukaj pojav najbolj oCiten. Razvidno je, da se TEWL

po nanosu 1% HA e dodatno zmanjsa, to je lahko posledica nastanka filma ali pa gre zgolj za

nakljucje.
primerjava: kontrolain 1% HA
14 M kontrola D
12 7 m1%D
T 10 '
S,
2
< 6 -
=
g
2 .
O 1 1 1 1 1
P1 P2 P3 P4 P5
prostovoljke

Slika 23: Primerjava transepidermalne izgube vode na desni roki, kjer ni bilo naneSenega vzorca in kjer je bil
nanesen vzorec s koncentracijo 1% pri vseh petih prostovoljkah (P1-P5)

Ce povezemo rezultate hidratacije pri 1% HA z TEWL-om lahko sklepamo, da tvorba filma
poveca hidratacijo zaradi emolientnega delovanja, posledi¢no pa se zmanjsa tudi
transepidermalna izguba vode. Za potrditev slednjega sklepa bi potrebovali Se dodatne meritve

pri bolj kontroliranih pogojih, na ve¢ prostovoljcih in v daljSem ¢asovnem obdobju.
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5 SKLEP

Hialuronska kislina je molekula, ki se ¢edalje ve¢ pojavlja v razli¢nih kozmeti¢nih izdelkih,
zato je zelo pomembno poznavanje njenih lastnosti. Z meritvami rotacije smo ugotovili, da se
viskoznost raztopin povecuje linearno s koncentracijo raztopljene HA, kar pomeni, da bodo
visje koncentracije tvorile bolj viskozne sisteme. Prav tako smo ugotovili, da se pri vzorcih s
koncentracijo do 0,5% HA viskoznost ne spreminja s povecevanjem strizne obremenitve, se pa
linearno spreminja strizna napetost. V teh koncentracijah tvori HA idealne Newtonske
tekoc¢ine. Pri koncentracijah nad 0,5% pa s poveCevanjem Strizne obremenitve viskoznost
pada, strizna napetost pa se ne spreminja ve¢ linearno, kar je znacilno za neidealne sisteme.
Rotacijski testi so bili nezahtevni in pridobljeni rezultati so se skladali z nasimi pri¢akovanji.
Na vec tezav smo naleteli pri testih oscilacije, saj je meritev primerna za viskoznejSe sisteme,
nasi vzorci pa so vsebovali nizke koncentracije HA, zato so bili ti bolj tekoc¢i. Kljub temu smo
uspeli dobiti nekaj reprezentativnih rezultatov, iz katerih lahko sklepamo, da raztopine z visjo
koncentracijo HA izkazujejo bolj viskozno kot elasticno obnasanje, medtem ko je bil pri
raztopinah z nizjimi koncentracijami HA, bolj izrazen elasti¢ni modul. Izmerili smo tudi teden
dni stare vzorce in ugotovili, da se vrednosti viskoznega in elastiénega modula bistveno ne
spremenijo, kar pomeni, da se vzorci, kljub temu, da ni bilo dodanih konzervansov ali

stabilizatorjev, v roku tedna dni ne postarajo.

Glavna vloga HA v izdelkih ni uravnavanje viskoznosti, ampak dober vlazilni ucinek. S
klini¢no $tudijo smo ugotovili, da vi§je koncentracije HA povecajo hidratacijo koze, ne glede
na merjeno roko (levo ali desno). Merjenje s Corneometrom je bilo dokaj nezahtevno in
pridobljeni rezultati so bili v skladu z literaturnimi viri. Merjenje transepidermalne izgube
vode s Tewametrom pa je bilo bistveno zahtevnejSe, saj je sama aparatura zelo precizna, zato
so tudi pridobljeni rezultati nihali. Na podlagi meritev in vizualnega opazovanja smo ocenili,
da visje koncentracije HA na kozi tvorijo film in s tem delujejo okluzivno, posledi¢no pa se
zmanj$a TEWL. Ce bi Zeleli, da bi bili rezultati kliniéne tudije bolj reprezentativni, bi morali
Studijo izvesti na vecjem Stevilu prostovoljcev, v daljSem casovnem obdobju in pri bolj

kontroliranih pogojih.
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