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ABSTRAKT

Bakalafska prace na téma ,,Kyselina hyaluronova a jeji vyuziti v medicin¢ a kosmetice* se
zabyva obecnymi vlastnostmi kyseliny hyaluronové, zplisoby jeji pfipravy, vyskytem
Vv lidském organismu a jejimi biologickymi funkcemi. Vyznamné ¢ast prace je vénovana
medicinskym aplikacim a vyuziti kyseliny hyaluronové v kosmetice, s dirazem na pouZziti

této latky jako vypliového materialu v estetické chirurgii.

Prakticka cast je zalozena na dotaznikovém Setfeni uc¢innosti kosmetickych prosttedkl na
bazi kyseliny hyaluronové. Porovnava jednotlivé kosmetické fady s jejim obsahem a sledu-
je oblibenost tohoto typu kosmetiky v zavislosti na véku dotazovanych respondentek a

konkrétnich estetickych problémech.

Kli¢ova slova: Kyselina hyaluronova, biokompatibilita, kosmetika, estetickd medicina

ABSTRACT

The bachelor thesis ,,Hyaluronic acid and its use in medicine and cosmetics” deals with the
fundamental properties of hyaluronic acid, preparation methods, occurrence in the human
organism and its biological functions. A significant part of the thesis is devoted to medical
applications and the use of hyaluronic acid in cosmetics, with emphasis on its use as a filler

material in aesthetic surgery.

The experimental part is based on questionnaire study focused on the effectiveness of cos-
metic products based on hyaluronic acid. The study compares the individual series of cos-
metic product containing hyaluronic acid in dependence on the age of the respondents and

the specific aesthetic problems.

Keywords: Hyaluronic acid, biocompatibility, cosmetic, aesthetic medicine
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UvVOD

Kyselina hyaluronova je vyznamny glykosaminoglykan, tedy polysacharid, ktery se sklada
ze stale se opakujicich disacharidovych jednotek N-acetyl-D-glukosaminu a kyseliny
D-glukuronové. U cloveéka se vyskytuje napf. V synovidlni tekutin€, kloubni chrupavce,
pokozce, extracelularni matrix a o¢nim sklivci. Tato kyselina je také dulezitou slozkou
mezibunééné hmoty, je pfitomna mezi vrstvami tkané, kde udrzuje potiebnou vlhkost a
zabranuje nezadoucimu tieni. Jako signalni molekula se tcastni imunologickych dé&ji a

ovliviiuje mobilitu a adhezi bunék. Byly prokazany i jeji vyznacné antioxidacni vlastnosti.

Mimo tyto u¢inky je kyselina hyaluronova ¢asto vyuzivana v kosmetice, nebot” byla proka-
zana jeji schopnost pusobit aktivné pii obnoveni pruznosti starnouci pokozky a pii redukci
vrasek. K dalSim charakteristickym vlastnostem HA, které jsou kosmeticky vyuzZitelné,
patii to, ze ma nejvyssi znamé hydratacni a regenera¢ni ucinky, chrani pokozku pted vnéj-
§imi vlivy, snizuje tloustku rohové vrstvy, reguluje mazotok a brani vzniku jizev. Rovnéz
zmekcuje a vyhlazuje kiizi, pisobi protizanétlivé a funguje jako transportni nosi¢ ucinnych
latek. Vyse popsané unikatni vlastnosti ji pfeduréuji K tomu, ze vytvaii atraktivni biomate-
rial pro medicinské a kosmetické aplikace. Kyselina hyaluronova je aplikovana v o¢ni chi-
rurgii, pii artroskopickych operacich, plsobi jako vyplii vrasek v plastické chirurgii, pfi
terapii mocové inkontinence, pii osteoartroze, pii endoskopickych operacich a v o€nich
nebo nosnich kapkach. Diky svym lubrikaénim schopnostem snizuje pooperacni pfilnavost
tkani, urychluje hojeni a epitelizaci poranéni a zanétli na kiizi, v dutiné ustni a na epitelu
délozniho ¢ipku.

Cilem bakalafské prace je charakterizovat kyselinu hyaluronovou, popsat jeji vlastnosti,
vyskyt a chovani v biologickych systémech a zaméfit se na jeji vyuziti a aplikace
v mediciné a kosmetice. Soucasti prace je i prakticka ¢ast, ve které je vyhodnoceno dotaz-
nikové Setieni, tykajici se pouzivani kosmetickych ptipravki s obsahem kyseliny hyaluron-

ove.
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1 HISTORIE

V roce 1934 se podafilo chemikiim Karlu Mayerovi a Johnu Palmerovi na Kolumbijské
univerzit¢ v New Yorku izolovat dfive neznamou chemickou latku z oéniho sklivce hoveé-
ziho dobytka, kterou pojmenovali kyselina hyaluronova (HA). Tento nazev je odvozen
z feckého slova “hyalos®, coz v ptekladu znamena sklo a z anglického ““uronic acid®, coz

znamena uronova kyselina.

Chemickou strukturu kyseliny hyaluronové podrobné&ji vysvétlil rovnéZz Karl Meyer, ktery
po jeji izolaci zjistil, ze se za fyziologickych podminek chova spise jako sodna sil (hyalu-
ronat sodny). Termin “hyaluronan byl oficidlné zafazen do mezinirodniho nazvoslovi
sacharidi roku 1986, a to zasluhou E. Balazse, ktery zaroven definoval, Ze molekula HA

muze mit jak kyselou formu jako je kyselina hyaluronové, ale mlize také vytvaret i soli [1].

Kyselina hyaluronova byla piivodné izolovana z pupecni $nury, pozdéji z kohoutich hie-
binkl a vyznacovala se vysokou ¢istotou a velkou molarni hmotnosti [1]. Prvni primyslové
pouzivand extrakéni metoda pro izolaci a ¢isténi HA byla zaloZena na zmrazeni pupecni
Sniry, popi. kohoutich hfebinkl a nasledném odstranéni jejich bunétné stény. Dale byla
HA extrahovéana s vodou a nasledné vysrdZzena organickymi rozpoustédly jako jsou napf.
ethanol, chloroform [2]. V soucasné dobé je HA sice stale ziskavana z kohoutich hiebinkii,
lidské pupecni $iliry, ale stale vice se uptfednostiuje syntetickd ptiprava bakterialnim kva-
Senim bakterie rodu Streptococcus equi a Streptococcus zooepidemicus [2]. Za vice jak 70

let od objeveni HA se pro tuto latku diky jejim vyjimeénym vlastnostem nasla celd fada

vyuziti v mnoha oblastech, véetné kosmetiky a mediciny.
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2 CHEMICKA STRUKTURA

Chemické struktura kyseliny hyaluronové byla popsana v 50.letech minulého stoleti. Po
chemické strance se jedna o negativné nabity, linearni glykosaminoglykan tvoteny opakuji-
ci se disacharidovou jednotkou slozenou z f(1,3)-D-glukuronové kyseliny a
B(1,4)-N-acetyl-D-glukosaminu v poméru 1:1. Molarni hmotnost jejich fetézcu je vysoka

a pohybuje se v rozmezi 0.2 — 10.10° g.mol™, pfi¢emZ nejcast&jsi je molarni hmotnost
2 —5.10° g.mol™ [3].

HA tvofi intramolekularni vodikové vazby a vyskytuje se bud’ jako volny fetézec nebo je
kovalentné vazana na bilkoviny [4]. Od ostatnich glykosaminoglykand se HA lisi hlavné
tim, Ze se nevaze na proteinové jadro, neobsahuje sulfatovou skupinu a dale také extrémni

délkou molekul [5].

Coo CH,OH
o
T e
o
OH u
H OH H NHCOCH,
D-glukuronova kyselina N-acetyl-D-glukosamin

Obr. 1 Chemicka struktura kyseliny hyaluronové [1]

2.1 Tvar a konformace makromolekuly
Struktura HA miize byt popsana pomoci primarni, sekundarni a terciarni struktury.

Primarni struktura se skladd z opakujicich se disacharidovych jednotek D-glukuronové
kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu s az péti vodikovymi vazbami existujicimi mezi kaz-
dymi dvéma sousednimi disacharidy. Sekundarni struktura je formovana jako pasova dvoji-
ta Sroubovice, kterd je tvorena vzajemné stocenymi disacharidovymi jednotkami pies uhel
180 °. Terciarni struktura je stabilizovana pfitomnosti intramolekuldrnich vodikovych va-
zeb [6]. Nekteré dalsi zdroje se také shoduji, ze HA mize byt popsana i z hlediska vysoce
slozité kvartérni struktury, jejiz vznik je zpisoben superpozici elektrostatickych repulzi

ovlivitovanych iontovou silou, nebo pH prostiedi [7].
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Hydrofobni interakce a vodikové vazby v kombinaci s elektrostatickym odpuzovanim

umoziuji agregaci velkého poctu molekul a tvorbu molekulové sité (matrice) HA [6].

NH
e OH
5B .0
Q. HO o]
o CH,OH
OHHO‘&,/O/ ﬁ
[s)
HO
%’o 3\\’/%]/0 . o
CHaOH
OH
OH

“\ NH 0-C_
o~ e o
hY
CH,

RN AN SRR NOSSA RSN NN
Sop = Welaey —
NNANN ¥ NAASANN N AN
NN NN NTNLAN b
SN o BT el
. k\\\\\‘g\}t AN AN
A = N NN SN 3
\\\\\\ SN “-.

,m\\\wgh-mav NN

v

Obr. 2 @) Primarni struktura HA, b) Sekunddrni a ter-
ciarni struktura, c) Schématické znazornéni sité mole-

kuly HA jako vysledek intermolekuldarnich agregaci [6]
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3 VLASTNOSTI KYSELINY HYALURONOVE

Kyselina hyluronova je dilezitou slozkou mezibunécné hmoty. Lidské télo o hmotnosti
70 kg obsahuje ptiblizné¢ 12 — 15 g této latky, ktera je neustale obnovovana. Ma schopnost
na sebe vazat velké mnozstvi vody a tak pfispivat k optimalni hydrataci tkdn¢ [3]. Je pfi-
tomna vsude tam, kde je potfeba mezi vrstvami tkan¢ udrzovat vlhkost a zabranovat neza-

doucimu tfeni [8].

HA se také aktivné ucastni imunologickych procesii jako signalni molekula a ovliviiuje
mobilitu a adhezi bun¢k v ramci jejich proliferace a diferenciace [3]. Vykazuje i vyznamné

antioxidacni vlastnosti a ptisobi jako vychytava¢ volnych radikali [4].

Kyselina hyaluronova je mimo jiné latka Casto vyuzivana v kosmetice, nebot” tvoii dulezi-
tou slozku pfi znovuobnoveni starnouci a poSkozené pokozky. Ma nejvyssi znamé hydra-
tacni a regeneracni ucinky, chrani kiizi pfed zevnimi vlivy, zabrafiuje vzniku strii, snizuje
tloustku rohové vrstvy, koriguje mazotok, zastavuje zvySené padani vlast a brani vzniku
jizev [9]. Ma rovnéz mimofadné kozni lubrikaéni vlastnosti, zmékcuje a vyhlazuje kuzi,

vvvvv

olovo, kadmium a funguje jako transportni nosi¢ G¢innych latek s fizenym uvolnénim [10].

3.1 Chovani HA v roztoku

Ve fyziologickém roztoku je chovani molekul kyseliny hyaluronové ovlivnéno jednak
chemickou strukturou disacharidu, vnitfnimi vodikovymi vazbami a téZ vz4jemnou inter-
akci tohoto biopolymeru s rozpoustédlem [1]. Vodikové atomy fetézce HA tvoii nepoléarni,
relativné hydrofobni ¢ast molekuly a jsou na Obr. 3 vyznaceny Cervené. Druha ¢ast fetézce

je vice polarni (hydrofilni) a na Obr. 3 je ozna¢ena modie [11].

@&

o ]
» NH
c-‘

CHy

Obr. 3 Chemicka struktura kyseliny hyaluronové se znd-

zornénim nepoldrni a polarni casti retézce [12]
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Molekula kyseliny hyaluronové obsahuje disociovatelné skupiny —COOH. Proto se ve vod-
nych roztocich chova jako zaporné nabity polyelektrolyt, coz zplsobuje vazani kladnych
iontll o rizném mocenstvi v blizkosti ionizovanych karboxylovych skupin. Jeji konforma-
ce, tvar, rozmery i stupen hydratace zavisi na stupni disociace, ktery je uréen pH, iontovou

silou a pfitomnosti kladné nabitych ionti [7].

Studium twhlové zavislosti rozptylu svétla vedlo k zavéru, ze molekuly HA vytvari
v roztoku strukturu pfipominajici tuha statistickd klubka, ktera jsou schopna zadrzet az
tisicinasobné vice vody, nez €ini jejich hmotnost [1]. Hydrofilni charakter HA usnadnuje
jeji interakci s riznymi tkanémi uvnit a vné€ bunky [4].
Jak jiz bylo uvedeno, v roztocich je polymerni fetézec HA ve form¢ nahodné uspoiadaného
Klubka. Jeho chovani v§ak vykazuje od tohoto uspofadani jisté odchylky, které jsou uvede-
ny dale:

— Tfetézec makromolekuly HA vykazuje vys$i stupeni tuhosti, zpisobeny systémem

vodikovych vazeb
— vzajemny kontakt mezi fetézci indukuje vznik dalsi terciarni a vyssi stupiiové struk-

tury [7].
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Obr. 4 Elektronova mikrofoto-

grafie nekolika propletenych
molekul HA [12]
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3.1.1 Relativni molekulova hmotnost HA

Molekulova hmotnost kyseliny hyaluronové zavisi na zdroji, metod¢ jeji izolace a kvalité
Cisticiho procesu pouzitého pti vyrobé [2]. Prvni studie zabyvajici se urCovanim relativni
molekulové hmotnosti HA byly vypracovany jiz v 50. letech 20. stoleti. Molekulova hmot-
nost izolované HA se pohybovala v rozmezi od 10* do 10° g.mol™. Z absolutnich metod
byly ke stanoveni M; pouzity sedimentace, rozptyl svétla, osmometric a kombinace sedi-

mentace a difaze [7].

Tab. 1 Publikované hodnoty relativni molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové pripra-

vené z ruznych tkani [T]

TKak Relativni molekulova Technika méFeni
hmotnost
lidska pupecni $idra 3.4 x10° rozptyl svétla
Hovist sk 7.7 x 10 rozptyl svétla
ovézi sklivec
1.7 x 10° sedimentace a difize
hovézi synovialni tekutina 14 x 10° rozptyl svétla
lidska synovialni tekutina
zdrava 6 x 10° rozptyl svétla
revmaticka (2.7-4.5) x 10° rozptyl svétla
kohouti hitebinek 1.2 x 10° ultracentrifugace
Streptokokové 0.115 x 10° sedimentace
kultury 0.93 x 10° a viskozimetrie

Nejbeéznéjsi a nejjednodussi metodou ur¢ovani M, roztokl kyseliny hyaluronové jsou vis-
kozimetricka méfeni [7].

Viskozitni primér molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové M, se casto stanovuje
Z hodnot limitniho viskozitniho ¢isla pomoci Mark-Houwinkovy rovnice, ktera popisuje

vztah mezi limitnim viskozitnim ¢islem a relativni molekulovou hmotnosti:
[n]=KM*; 1)
kde: K,a jsou konstanty Mark-Houwinkovy rovnice pro dvojici polymer - rozpoustédlo

M je molekulova hmotnost [2].
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Pro HA je logaritmicka zavislost [n] a My nelinearni a lisi se v zavislosti na jeji molekulo-
vé hmotnosti. Pro M,<10° g.mol™ plati K = 0.029 a a = 0.80, zatimco pro M,>10° g.mol™
je K=0.397aa=0.601[2].

Distribuce molarni hmotnosti HA ptipravené z riznych zdroji byla rovnéz zkoumana po-
moci gelové chromatografie na raznych typech naplni. Je tieba podotknout, ze kvalita
chromatografické separace HA je vyznamné zavisla na pH, iontové sile, typu soli a rych-

losti toku mobilni faze, ktera je pfi chromatografické separaci pouzita [7,13].

3.2 Reologické vlastnosti

V roztoku jsou linearni polymerni fetézce kyseliny hyaluronové uspotadané do tvaru klub-
ka a jiz pfi nizkych koncentracich Se navzajem propletou, coz pfispiva k jejim neobvyklym
reologickym vlastnostem. Pti vySSich koncentracich vykazuji roztoky HA extrémné vyso-
kou smykovou zavislost viskozity. Roztok o koncentraci 1 % pfipomina gel, avSak pokud
na n¢j pusobime tlakem, pomérné snadno se pohybuje. Z hlediska reologie se tedy HA

chova jako pseudoplasticky material [14].
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4 STABILITAKYSELINY HYALURONOVE

4.1 Termicka, chemicka a enzymaticka degradace

Dlouhodobym zahtivanim roztoki HA dochazi ke snizovani jeji relativni molekulové
hmotnosti. V publikaci [7] je uvedena fada pozorovani, ktera dokazala, ze vlivem degrada-
ce se pii teplot¢ 128 °C po tficeti minutach relativni molekulova hmotnost snizila
z hodnoty 4.3x10° na 1x10° a po 180 minutach dokonce na 1x10°. Kinetika tepelné degra-
dace tohoto biopolymeru pfi neutralnim pH probiha za vySe uvedenych podminek mecha-

nismem nahodného Stépeni [7].

Pii zvySené teplot¢ 40 — 44 °C v pifitomnosti thioli a pfechodnych kovl dochazi téz
k degradaci HA, protoze tyto kovy stimuluji produkei reaktivnich OH radikald. K poklesu
relativni molarni hmotnosti HA dochazi i pii jeji oxidaci i€¢inkem kyseliny jodisté. To se
projevi ve zvysené flexibilité jejiho polymerniho fetézce a ve snizovani hydrodynamickych
interakci v roztoku. Tato oxidace miiZe zplsobit 1 roztrzeni hlavniho polymerniho fetézce.
Chemickou degradaci HA Uc¢inkem dimetyl sulfoxidu a kyseliny chlorovodikové je moZno
pfipravit smés jejich oligosacharidu [7].

U savct probihd enzymaticka degradace HA plisobenim tii typi enzymi: hyaluronidézou,
B-D-glukuronidazou a B-N-acetyl-hexosaminidazou, které se v riznych formach nachazi

Vv lidském organismu [1]. Za pomoci hyaluronidazy se HA v organismu odbourava dvéma

cestami, a to:
- internalizaci a degradaci v lysozomech bun¢k

- uvolnénim do extracelularni matrix a transportem lymfatickymi cestami do jater a ledvin
[3].

Hyaluronidéaza jako hlavni sloZka intersticidlni bariéry sniZzuje viskozitu kyseliny hyaluron-

ové, ¢imz zvysuje propustnost tkani [1].

4.2 Fotochemicka degradace

Jiz delsi dobu je sttedem védeckého zajmu studium vlivii riznych druht zafeni na degra-
daci HA, predevSim v souvislosti se sledovanim patologickych procesti probihajicich

v oku.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

Studiem bylo zjisténo, ze UV zafeni zpusobuje pokles viskozity roztoktit HA a jeho vlivem
dochazi k trhani glykosidické vazby za soucasného odbouravani vedlejsich skupin aé¢inkem
reaktivnich radikalovych forem kysliku. Degradace terciarni a kvartérni struktury makro-

molekuly HA miiZe nastat i ¢inkem singletového kysliku 'O [7].

Védci rovnéz zkoumali vliv fotosenzibilizatorti (metylenova modf, riboflavin) na zménu
struktury tkaniva sklivce uc¢inkem viditelného zafeni a zjistili, ze dochazi ke ztekucovani

jeho gelové ¢asti [2].

Z fyziologického hlediska dochazi degradaci HA ke zvySovani poctu molekul v uzavieném
objemu sklivce, coz muze vést ke zvySovani nitroo¢niho tlaku a tim k rozruSovani terciarni

a kvartérni struktury adukttit HA s kolagenem v tkanivu sklivce [7].
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5 BIOKOMPATIBILITAKYSELINY HYALURONOVE

Biokompatibilita piedstavuje snasenlivost latek a materialti v biologickém prostiedi. Bio-
kompatibilni materidl se posuzuje podle celé fady testli, predev§im se sleduje cytotoxické

pasobeni, dale jsou to toxikologické a alergické reakce a karcinogenita ¢i mutagenita [15].

HA je material bézné piitomny v lidském téle a je pro né&j typicka dobra biokompatibilita.
Ptitomnost HA 1ze dokazat u vSech druht savcil, ve vSech mikroorganismech i ve vSech
tkanich ¢loveka. Je také zajimavé, ze molekula HA je stejna u vSech organismu a vSech
tkani, a proto se nemuize vyskytovat jako latka cizi pro imunitni systém [14]. Dulezitym
faktorem je i skutecnost, Ze v lidském téle je u zdravého jedince metabolizovano aZ nékolik
gramt HA za den. Vysoka kapacita obratu HA znamend, ze malé mnozstvi jeji aplikace

nepfispiva k vyznamné metabolické zatézi [14].

Balazs s Laurentem [16] zjistili, ze HA je inertni v porovnani s ostatnimi biomaterialy pou-
zivanymi v mediciné, jelikoz pii implantaci nevyvolava zanétlivé ¢i imunitni rekce na cizi
téleso. Ackoliv existuje rozsahla literatura shromazd'ujici klinicka data pro roztoky, gely a
derivaty HA pouzivané k lécebnym ucelim, jen velmi malo publikaci zvetejiiuje biokom-
patibilitu povrcht, které by mohly byt piipojenim HA modifikovany. Larsson [16] pouzil
rizné¢ bunéné systémy a krev in vitro pro srovnani imobilizované plochy heparinu
s imobilizovanou HA. Dosel k zavéru, Ze pii hodnoceni kratkodobé buné¢né kompatibility
byly ob¢ plochy od sebe nerozeznatelné. Nicméné povrch heparinu mize byt jasné odlisen

od povrchu HA na zaklad¢ své schopnosti absorbovat a inaktivovat trombin [16].

Nedéavno publikovana studie riznych fotochemicky imobilizovanych polymernich povlakii
na silikonovém kaucuku porovnava HA se syntetickymi materialy jako jsou polyakrylamid,
polyethylenglykol, atd. [17]. Z vysledkt studie vyplyva, ze povrch potazeny HA vykazuje
92% pokles v in vitro adsorpci proteinu fibrinogenu v porovnani s nepotazenou silikono-

vou pryzi [ 14].

5.1 Cytotoxicita

Jansen a spol. [18] zkoumali mozné cytotoxické uc¢inky HA na periferni nervovy systém.
Vysledky ukazaly, ze HA neni cytotoxickd a vykazuje dobrou biologickou snasenlivost.
HA je neantigenni a anti-imunogenni, vyznacuje se vysokou strukturdlni homologii téméf

se vSemi druhy tkani a poskytuje jen omezené interakce s krevnimi slozkami [18].
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5.2 Neurotoxicita

Vzhledem k tomu, ze HA ma vyrazny protizanétlivy ucinek a zabranuje srustani tkani,
mohlo by epiduralni podani HA zmirnit stav pacientl s chronickou bolesti zad. Proto byla
provedena klinickd studie epidurdlniho podavani HA u kralikt. Kralici byli rozdéleni do
dvou skupin — prvni skupiné byl do epiduralniho prostoru aplikovan fyziologicky roztok a
druhé HA. Zadny z kralikt neprokéazal smyslové &i jiné zmény v chovani v pribéhu ti tyd-
nd, s vyjimkou jednoho ve skuping, které byl aplikovan fyziologicky roztok. Zavéry prove-
dené na zaklad¢ pozorovani v elektronovém mikroskopu ukazaly, zZe neurotoxické nalezy

byly u obou skupin kraliki negativni [19].

5.3 Karcinogenita

HA je zodpovédna za nékteré z funkci uvniti extracelularni matrix, jako je rist bunék, dife-
renciace a migrace. Siroké spektrum aktivit je zavislé na velkém poétu HA-vazebnych re-
ceptort jako je glykoprotein CD44 na povrchu bunék, receptor pro kyselinu hyaluronovou
zprostiedkovavajici bunéénou mobilitu (RHAMM) a nékolik dalSich receptord, které maji

HA-vazebné vzory [1].

Bylo prokazano, ze u riznych nadorovych bunék je hladina HA zvySena a ma se za to, Ze
se HA formuje jako mén¢ hustd matrice, tudiZ zlepSuje buné¢nou mobilitu stejné jako in-

vazivni schopnost nddoru do jinych tkani [1].

Je znamo, Ze rizné nadory (epitelové, tlustého stieva, zaludku) exprimuji HA-vazebné re-
ceptory CD44 a RHAMM. V dasledku toho se tyto nadorové bunky vyznacuji pevnéjsi
vazbou k HA [1].

Paradoxné oba HA-receptory a enzymy eliminujici HA (hyaluronidazy) mohou souviset
s vyvojem rakoviny. Vyzkumy dokazaly, Ze ¢im vyssi je mnozstvi enzymu HA-syntazy,
tim vyssi je 1 hladina HA, coZ vede ke zrychlenému riistu nadori a metastdz. Na druhou
stranu, exogenni oligomerni HA brani progresi nadorti pravdépodobné tim, Ze soutézi s
endogenni polymerni HA [1]. Podle cel¢ fady provedenych testli vSak bylo zjiSténo, ze ky-

selina hyaluronova nevykazuje karcinogenni G¢inek.
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5.4 Mutagenita

U kyseliny hyaluronové byly provedeny také testy studujici jeji mutagenitu, tedy schopnost
vyvolavat v organismu nezadouci genetické mutace. Vysledky zrealizovanych testli na mu-

tagenni uc¢inky HA byly negativni.

Prvni test se tykal vymeény sesterskych chromatid a druhy test zkoumal odchylky chromo-
zomu. V obou testech HA nevykazovala mutagenni ucinky na vaje¢niky ¢inskych kieckt
[20]. Byl také proveden tzv. Amesuv test mutagenity u bakterie Salmonella. Timto testem
rovnéz nebyly u HA prokazany mutagenni G¢inky pro testovany kmen Salmonella typhimu-
rium [20].
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6 PRIPRAVA KYSELINY HYALURONOVE

HA se nachézi ve spojovaci tkani, v synovidlnich tekutinach a ve sklivci, odkud je mozno
ji izolovat [7]. Balazs, Leshchiner a jejich spolupracovnici patentovali n€kolik rtznych

procest jeji piipravy a vyroby [14].

Jednim ze zpusobt izolace a ¢isténi HA pro farmaceutické ucely je metoda popsand v pu-
blikaci [7]. Surovina pouzita na tuto izolaci, tedy pupecni $iira nebo kohouti hiebinky, se
zmrazi, aby se rozrusSily jeji bunééné stény a nasledné rozieze na malé kousky. Takto upra-
vena se extrahuje etanolem s ptidavkem cetylpyridinium chloridu, chloroformu a vody.
Dale se ziskany produkt Cisti a upravuje se jeho pH. Timto zpisobem je mozné ziskat pro-
dukt s 0.5 hm. % obsahem bilkovin s vytéznosti 0.9 g/kg vychozi latky. Pro dalsi snizeni
obsahu bilkovin pod 0.1 hm. % je mozno HA ¢istit pomoci iontové vyménné chromatogra-

fie [7].

Pro aplikace v kosmetickém primyslu je zajimava vyroba této suroviny bakteriemi Strep-
tococcus equi, Streptococcus zoopidemicus a Streptococcus pneumoniae. Kultivace se pro-
vadi v roztocich glukozy s obsahem kvasinek a soli pti 33 °C a pH 8.5 [7]. Pfi izolaci HA z
oslabeného kmene mikroorganismu Streptococcus equi se pouziva proces, ktery se sklada z
postupnych krokt provadénych ve vymezenych prostorach. Zakladem je dostatecné prove-
dena purifikace vyrobené HA a snizeni obsahu bilkovin. Vstupni materialy jiz nejsou zivo-
¢iSného plvodu a timto postupem je zabranéno kontaminaci viry ¢i priony, coZ nasledné
omezi alergické reakce [10]. Naopak nezadoucimi ucinky této metody je pfitomnost bakte-

rialnich endotoxint, chondroitin sulfatu, bilkovin, nukleovych kyselin a té¢zkych kovi [21].

Dalsi u¢innou metodou piipravy HA je enzymaticka syntéza. Enzym hyaluronansyntdza
syntetizuje velké, linedrni polymery opakujici se disacharidové struktury HA stfidavym
pfidavkem kyseliny glukuronové a N-acetylglukosaminu na rostouci fetézec pomoci jeho
aktivace cukry nukleotidt, které slouzi jako substraty reakce [12]. Pocet opakujicich se
jednotek disacharidi mtze u kompletni molekuly HA dosahnout az ¢isla 10000 a vice,

s molekulovou hmotnosti priblizné 4.10% g.mol™ [1] .

Dtive se pro ptfipravu kyseliny hyaluronové pouzivaly spiSe biologické metody, ale pro
jejich narocnost a kviili moznému riziku kontaminace kone¢ného vyrobku surovinou zZivo-
¢i8ného ptvodu se od téchto postupti ustoupilo. Béhem poslednich let se HA ziskava pie-

vazné modernimi biotechnologickymi procesy [10].
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Velké pozornost je v soucasnosti vénovana vyzkumim vlastnosti sitovanych derivata ky-
seliny hyaluronové tzv. hylanim. Jejich roztoky a gely se vyznacuji vysokou elasticitou.
Pripravuji se bud’ pouzitim formaldehydu pii neutralnim pH za vzniku stalé vazby mezi
C-OH skupinami polysacharidu a amino ¢i imino skupinami proteinu, anebo reakci vinyl
sulfonu s hydroxylovymi skupinami HA za vzniku systému sitovaného prostiednictvim
sulfonyl-bis-etylovych pifi¢nych vazeb [7].

r r

6.1 Vyrobci kyseliny hyaluronové pro komercni ucely

Rada vyrobc kyseliny hyaluronové pochézi z Evropy, napiiklad spolenost Contipro
Group a.s., nejvétsi dodavatel HA pro evropsky trh nebo $vycarska firma IBSA Institut
Biochimique SA. Existuji ale také dal$i producenti kyseliny hyaluronové, napiiklad
z Ciny, Japonska, Indie, Italie, Francie a USA.

Mezi soucasné nejvétsi vyrobce kyseliny hyaluronové patii Cesky holding Contipro
Group a.s. V roce 1992 uvedla tato spoleénost na trh kyselinu hyaluronovou
v kosmetickém stupni kvality, v roce 1999 farmaceuticky ¢istou kyselinu a po ni kyselinu
hyaluronovou pro potravinaiské uéely. Udaje z roku 2004 potvrzuji, ze Contipro Group a.s.

ovladal dvé tietiny evropského a tietinu svétového trhu s touto komoditou [22].

Pro komer¢ni ucely se kyselina hyaluronova dodava ve formé praskové ¢i ve formé 1%
roztoku. V prasku je obsazena v koncentraci 0.005 — 0.1 % a je pouzivana piedevSim
v kosmetice [22,23].

Dal§im vyznamnym vyrobcem kyseliny hyaluronové pro dermatologii, kosmetiku, gyneko-
logii a oftalmologii je spole¢nost IBSA (Institut Biochimique SA) ze Svycarska. Strategie
spolecnosti je orientovana na vyzkum a vyvoj farmakoterapeutickych systémt. Firma vyra-
bi predplnéné injekeni stiikacky s kyselinou hyaluronovou uréené pro estetickou dermato-
logii. IBSA sviij vyrobni proces zaloZila na dostate¢né purifikaci HA bakterialniho ptivodu

a snizeni obsahu bilkovin (£0,1 %) v kone¢ném produktu [10].

Na ¢eském trhu se na vyrobé HA podili i hodoninska firma Biora, s.r.0. Moznosti vyuZiti
vlastni technologie vyroby kyseliny hyaluronové ji oteviely cestu do oblasti kosmetickych
prostiedktl, stejné jako lékovych injekénich forem vysokomolekularni kyseliny hyalurono-

vé a ocnich kapek. V roce 1995 firma zahgjila produkci pletovych vod na bazi kyseliny
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hyaluronové, urenych pro pravidelné denni pouziti. V tom samém roce byl vyvinut i po-

travinovy doplnek na bazi véeliho pylu, matefi kasi¢ky a hyaluronanu [24].

Mezi producenty HA patii i danska spole¢nost Novozymes Biopharma, ktera vyvinula
novou generaci HA ziskavanou kvasenim bakterialniho kmene Bacillus subtilis. Pti tomto
zpusobu vyroby nejsou pouzivany zadné materialy ZivociSného plivodu ani organicka roz-
poustédla. Vysledny vyrobek obsahuje velmi nizkou hladinu proteinti, endotoxinl a navic

je charakterizovan dobfe fizenou a reprodukovatelnou molekulovou hmotnosti [21,25].

Mag= 500X Detector = RESD

EHT = 20,00 kv Date :24 Jan 2005

Obr. 5 Fotografie kyseliny hyaluronové produkované bakterial-
nim kmenem Bacillus subtilus porizena pomoci rastrovaciho

elektronového mikroskopu [21]
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7 VYSKYT HAV ORGANISMU A BIOLOGICKE FUNKCE

7.1 Vyskyt kyseliny hyaluronové v lidském organismu

Kyselina hyaluronova se vyskytuje piedevsim v extracelularni a periceluldrni matrix, 1 kdyz
nedavné vyzkumy potvrdily, Ze se miiZze nachazet i intracelularné. V lidském téle jsou nej-
vyssi koncentrace HA v mékkych pojivovych tkédnich, jako je synovialni tekutina, pupecni
Snira, kiize a o¢ni sklivec [26]. Znacné mnozstvi kyseliny hyaluronové je pfitomno také

cvwr

séru [27]. Celkové mnozstvi HA v lidském téle je okolo 12 g [28].

Témét polovina obsahu HA v téle se vyskytuje v pokozce. HA mulzeme nalézt
V intracelularnim prostoru v dermis (0.5 mg/ml) a v epidermis (2 — 4 mg/ml) [6]. Funkce
kyseliny v kazdé z téchto komponent kiize je zcela rozdilna. V epidermis HA poskytuje
bunkam mobilitu a vytvaii vhodné prostiedi pro jejich pohyb extracelularnim prostorem.
V dermis je voln€ vazédna na tkan, v rovnovaze se zbytkem téla a je snadno odstranitelna
lymfatickym systémem, kde je nasledné metabolizovana pomoci miznich uzlin, jater a led-

vin [29].

Kyselina hyaluronova je produkovana fibroblasty, synovidlnimi buiitkami, endotelovymi
bunikami, buiitkami hladkého svalstva a vajicky. Vyrobena HA je zadrZovéana v bunécéné
membran¢é a poté propuSténa do obklopujiciho mezibunécného prostoru. Katabolismus
probiha velmi rychle, v kiiZi je jeji poloCas rozpadu mensi nez 24 hodin. Degradace je
ovlivnéna tepelnym ucinkem, enzymaticky prostiednictvim enzymu hyaluronidaz a inter-
akci s volnymi radikaly [28]. Patologické hromadéni HA v lidském téle se oznacuje jako

hyaluronoza [3].
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Tab. 2 Vyskyt HA v ruznych Zivocisnych tkanich a jeji obsah [26]

Tkan nebo télesna

tekutina Koncentrace (ng/ml) Poznamky
w1 zivoCisna tkan s nejvyssim obsa-
kohouti hiebinek 7500 hem HA
it C v tkan s relativné vysokou molarni
lidska pupecni $ndra 4100 hmotnosti HA
objem synovialni tekutiny se zvy-
synovialni tekutina 1400-3600 Suje pii zanétlivych stavech. To
vede k poklesu koncentrace HA
nosni chrupavka skotu 1200 -
T koncentrace HA se zvySuje pfi
o¢ni sklivec 140-340 JrAni tkAne
. i HA je vyuzivana jako omlazujici
dermis 200-500 prostiedek v estetické dermatologii
y . . koncentrace HA je vyssi kolem
pokoZka (epidermis) 100 bunék, které jsou syntetizovany
kralidi mozek 65 ma schopnost sniZit vyskyt moz-
kovych nadori
krali¢i srdce 27 -
lidska hrudni miza 0.2-50 -
lidskd mod 0.1-0.3 vyznamny zdroj enzymu hyaluron-
- idazy
HA je ve vyssi koncentraci v séru
lidské sérum 0.01-0.1

starSich lidi, stejn€ jako u pacient
s artritidou a cirh6zou jater

7.2 Biologické interakce s jinymi makromolekulami

Mezi molekulami polysacharidi nachéazejicich se ve spojovacim tkanivu a dalsimi makro-

molekulami dochazi v organismu ke vzdjemné interakci. Asymetrické fetézce HA vytlacuji

jiné makromolekuly z velké ¢asti objemu okolniho rozpoustédla. Vylouc¢eny objem narlsta

s rostouci koncentraci HA a velikosti vytlaCovanych ¢astic. VyluCovaci efekt vyrazné

ovlivituje osmoticky tlak, jakoZ i rozpustnost jinych makromolekul, coz ma velky vyznam

pii ovlivitovani mnohych fyziologickych procest v organismu [7].
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HA slouzi jako zakladni slozka pro tvorbu proteoglykanového agregatu, ktery vykazuje
makromolekuldrni uspotfddani. Tento agregat zahrnuje nekovalentné vazanou kyselinu
hyaluronovou, individualni proteoglykan a dva vazebné proteiny [4]. Piiklad takového ag-

regatu je znazornén na Obr. 6.

Komplexy mezi glykosaminoglykany a proteiny vytvaii v organismech vysoce organizova-
né struktury se specifickymi vlastnostmi (napf. schopnost véazat vodu, ktera zpisobuje
bobtnani tkaniva, vysokou pevnost v tahu, vysokou elasticitu, schopnost tvorby gell o riz-
né velikosti port a rizné hustoté, které ptisobi v tkanivu jako molekulové sita regulujici

transporty) [7].

PROTEOGLYKANOVY AGREGAT

/¥ | croNDROITIN
KERATIN/ [SULFAT
SULFAT /

Obr. 6 Schématické znazorneéni velkého proteo-
glykanového agregatu vytvoreného Z priblizne

100 monomernich jednotek proteoglykanu [7]
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Obr. 7 Zndzornéni zpiisobu

vazby mezi vidkny kolagenu a
agregatu kyselina hyalurono-

va-proteoglykan [7]

7.3 Biologické funkce HA

Kyselina hyaluronova plni nékolik dulezitych biologickych funkci v organismu. Tyto funk-
ce jsou uzce spojené s jejimi fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi a li§i se v zavislosti na

jejim umisténi v lidském téle. Primarné funguje jako stavebni element [7].

7.3.1 Synovialni tekutina

Synovialni tekutina, stejn€ jako ostatni extracelularni tekutiny, piisobi v roli transportniho
systému dodavajici kloubni chrupavce Ziviny a kyslik a odvadéjici odpadni produkty meta-
bolismu. Tvofi povlak pokryvajici cely vnitini povrch kloubu. Tato vrstva je tvofena HA
ve spojeni s proteiny a je asi 2 um silna. Vrstva HA je neustale degradovana a nasledné

znovu obnovovana [30].

Kyselina hyaluronova diky svym viskoelastickym vlastnostem funguje v kloubech jako
lubrikans, snizuje tieni a absorbuje tlakové nérazy, ¢imz snizuje opotiebovani kloubt.
V zanétlivych procesech jako osteoartritida, revmatické artritida pomahd uvolnovat latky

cytokiny a chemokiny, které vedou k mirné&jSimu prabéhu zanétu [26].
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7.3.2 Kloubni chrupavka

Chrupavka je tkan tvorena buitkami chondrocyty. VEtsi ¢ast tkdné€ je vysoce organizovana
[30]. V chrupavce, i pies relativné nizky obsah, funguje HA jako dilezity strukturni prvek
v matrici [26]. HA v chrupav¢ité tkani tvoii kostru pro ptipojeni proteoglykanti a proteo-

glykanové agregaty tvoii zakladni stavebni slozku chrupavky [30].

Kyselina hyaluronova dava chrupavce pevnost a pruznost a pisobi jako tlumi¢ narazt. Sni-
Zuje 1 opotiebovani pfi artroze. Déle zde podporuje endogenni syntézu nové HA bunikami
synovidlni membrany, zlepSuje metabolismus chondrocyti a zabranuje degradaci kloubni

chrupavky [31].

7.3.3 Kize

Hlavnim tkolem kyseliny hyaluronové v kiizi je hydratovat a zjemfiovat pokozku, udrzovat

tvar tkani a posilovat jejich napéti [10].

Kyselina hyaluronova mé vétsi schopnost vazat vodu nez jakdkoliv dnes zndmé piirodni
nebo synteticka sloucenina. 1 gram této kyseliny mtze navazat az 3 litry vody. Diky této
schopnosti pisobi HA jako latka zadrzujici vodu v pokozce a udrzujici tonus a elasti¢nost
jeji tkané [32]. Rovnéz antioxida¢nim puisobenim chrani HA pokozku proti volnym kysli-
kovym radikalim, podporuje tvorbu kolagenu a zabranuje jeho ukladani, tim padem pod-
poruje to, ze pfi hojeni rany nevznikaji jizvy. Urychluje tedy tkanovou regeneraci a proces
hojeni [10].

Bylo zjisténo, ze fyziologické mnozstvi kyseliny hyaluronové u dospélych je okolo 12 g,
z ¢ehoz asi polovina je ulozena v kazi [28,33]. Vyzkumy prokazaly, ze piiblizné od
25. roku obsah kyseliny hyaluronové vyznamnym zptsobem klesad ve prospéch jinych latek
a ze tento pokles vede ke vzniku vrasek a dal$im projeviim starnuti pokozky (Tab. 3) [10].
Napft. kolem 40. roku je tvorba vlastni HA na tirovni 40 % a v 60 letech jenom kolem 10 %
pavodni produkce. Vysledkem je, Ze interakce mezi kyselinou hyaluronovou a kolagenem

uz nefunguje tak hladce, pokozka ztraci elasticitu a tvofi se vrasky [32].
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Tab. 3 Vliv veku na koncentraci kyseliny hyaluronové v lidské kiizi [4]

Vékova skupina HA (%) Stiredni smérodatna odchylka (%) | Pokles (%0)
19+25 0.030 0.005 -
35+35 0.030 0.005 -
47+1.7 0.030 0.006 -
60+0.8 0.015 0.003 50
75+5.0 0.007 0.001 77

Duwvody, pro¢ kyseliny hyaluronové s vékem ubyva, nebyly jesté zcela objasnény. Nékteré
studie naznacuji, Ze je to zpisobené depolymerizaci volnymi radikaly vznikajicimi pfi me-

tabolismu [4].

7.3.4 Oc¢ni sklivec

V endotelu rohovky ma viskdzni vodny roztok kyseliny hyaluronové za tikol chranit tuto
tkan pied mechanickym poskozenim [4]. Hyaluronat sodny vytvaii na povrchu oka lehce
hydratacni film a tim jej udrzuje dostatecné vlhky. V disledku toho jsou citlivé o¢ni struk-
tury chranény a je stabilizovan ptirozeny slzny film [8]. Kyselina hyaluronova udrzuje také

potiebny turgor oka [29].

7.3.5 Dalsi biologické funkce

Ptitomnost HA je rovnéz diilezita v pfipravé endometria na ptipadnou nidaci oplodnéného
vajicka. HA soucasné hraje zcela nezastupitelnou ulohu v embryogenezi a nasledné i
v ramci celého nitrod€lozniho vyvoje plodu. Pro nové vzniklé a diferencované bunky vy-
tvari spolecné s dal§imi molekulami opérnou sit’ a soucasné participuje na udrZzovani sta-
losti prostiedi [3]. I kdyz se zpocatku predpokladalo, ze HA slouzi pfedevs§im jako moleku-
larni inertni népli pojivové tkdné, naslednym studiem HA-vazebnych proteint a specific-
kych receptorii bylo zjisténo, Ze zprostfedkovava 1 mnoho jinych funkénich aktivit. HA
hraje dilezitou roli pfi signalni transdukci a bunécné mobilité [26].

V neposledni fadé je znamo, ze HA pomaha zabranovat prostupu virti a bakterii pies peri-

celularni matrix k bunice, ovliviiuje vyvoj (proliferaci a diferenciaci) bun¢k a ma vyznamny

analgeticky ucinek [31].
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8 VYUZITI KYSELINY HYALURONOVE

Vyse popsané unikatni vlastnosti HA ji pfeduréuji k tomu, Ze hraje dilezitou fyziologickou
roli v Zivych organismech a vytvaii atraktivni biomaterial, pfedev§im pro medicinské a
kosmetické aplikace [26]. Diky své konzistenci a moznosti optimalné¢ udrzovat vlhkost
tkani byva proto pouzivana Vv pripravcich v péci o pokozku, predevsim v hydrata¢nich kré-
mech [1]. Mimo jiné je také hojné vyuzivana v o¢ni chirurgii, pii artroskopickych opera-
cich, jako vypli vrasek v plastické chirurgii, pfi terapii mocové inkontinence, intraartiku-
larné pfi osteoartroze, pii endoskopickych operacich k prevenci jizveni, k intravezikalni

instilaci pfi cystitidach a v o€nich nebo nosnich kapkéch [3].

Kromé vySe uvedenych aplikaci je tfeba zminit, Ze funguje i jako lubrikans, k ¢emuz do
jisté miry ptispivaji jeji mimotadné reologické vlastnosti. Této lubrikac¢ni schopnosti kyse-
liny hyaluronové se s vyhodou vyuziva v medicing, kdy bylo prokézéano, ze snizuje poope-
racni pfilnavost tkani, ptedevS§im po ortopedickych a bfisnich operacich [1]. V neposledni
fadé HA vykazuje také vyznacné imunomodulaéni vlastnosti, které urychluji hojeni a epite-
lizaci poranéni a zanét na kizi, v duting Ustni a také na vaginalni sliznici a epitelu déloz-

niho ¢ipku [3].

V této kapitole budou obsahleji rozebrany hlavné medicinské a kosmetické aplikace HA.

8.1 Medicinské aplikace kyseliny hyaluronové

8.1.1 Oftalmologie

Kyselina hyaluronova je klicovou makromolekulou pouzivanou v oftalmologii. Je proka-
zéano, ze pripravky obsahujici HA chrani o¢ni tkané a usnadnuji narocné chirurgické zakro-
ky. Jeji prvotni funkci je vSak néhrada tekutiny ztracené béhem operace Sedého zakalu, ¢i

implantace ¢ocky [26]. V dnesni dobé¢ je takto pouzivan 1% roztok HA [2].

HA se uplatituje rovné€Z béhem operace ve formé& nitroocnich injekci, kdy pomaha udrzet
tvar pfedni komory. Je ditlezitou slozkou oc¢nich kapek a pomocnou latkou slouzici

k reparaci o¢ni tkan¢ [1,2].
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Prvni komer¢ni oftalmologicky produkt na bazi HA Healon (Pfizer, 1979) byl pfipraven z
kohoutich hiebinkd a byl pouzivan i pro ochranu endotelu rohovky pfi jeji transplantaci.
V soucasné dob¢ je k dispozici fada vyrobku s riznou molekulou hmotnosti HA, v¢etné
preparatu Viscoat (Alcon Labs, Inc., Fort Worth), ktery kombinuje kyselinu hyaluronovou

s chondroitin sulfatem [26].

Dalsimi obdobnymi produkty jsou binarni produkt VISC26, ktery se sklada z hyaluronatu
sodného a hydroxypropylmethyl celulozy [26] a piipravek VISMED® (TRB Chemedica)

s obsahem 0.3 % hyaluronatu sodného [8].

8.1.2 Otolaryngologie

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 7.1, HA se ve vys$§im mnozstvi v téle nachdzi i
Vv hlasivkach. V této tkani ovliviiuje nékolik funkei, véetné jeji viskozity, tkanového prito-
ku, osmoézy, tlumeni narazi a hojeni ran. Tyto funkce jsou pro hlasivky obzvlasté dilezité,
protoze maji pfimy vliv na tloustku a viskozitu hlasového organu [26]. Derivaty kyseliny
hyaluronové jsou urceny ke zvySeni viskozity hlasivek, k regeneraci posSkozenych hlasivek
a k 1é¢be jejich nedostatecné funkEnosti. Hlavni nevyhodou 1é¢by hlasivek kyselinou hyalu-

ronovou je vsak kratka doba jejiho u¢inku, pouze jenom 3-5 dni [26].

V 1écbe poruchy sluchu se osvédcily estery HA, napt. ptipravek HYAFF (Fidia), ktery je
pouzivan pii operacich dutin ucha, podporuje hojeni ran na bubinku, usnadiuje reepiteliza-

ci, stejné jako zabranuje sristani vrstev mezi sliznici [26].

8.1.3 Ortopedické aplikace a revmatologie

Existuje vice nez sto artritickych onemocnéni, mj. osteoartrdza a revmatoidni artritida, kte-
ra postihuji pfevazné star$i populaci. Zatimco osteoartréza je degenerativni onemocnéni
chrupavky a kosti a vede predevsim ke ztuhlosti postizeného kloubu, revmatoidni artritida
je systémové zanétlivé onemocnéni, ve kterém je bolest kloubli navic doprovéazena degene-

rativnimi zménami v jinych organech, jako jsou plice, srdce, cévy [26].

Kyselina hyaluronova byla pouzita k experimentéalni 1¢é¢bé osteoartrézy. Vyzkumy prova-
déné na zvitatech ukézaly, ze nitrokloubni injekce HA sniZuji poSkozeni kloubni chrupav-

Ky. V kone¢ném disledku obnovuje HA viskoelasticitu synovialni tekutiny, snizuje ztuh-
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lost a zlepsuje pohyblivost kloubti obnovenim transsynovialniho toku, coz ma vliv na me-

tabolismus a homeostazu kloubu [1,26].

chondrocyty
proteoglykany

kolagenni vidkna

synovialni
kapalina
glukosamin sulfat
chondroitin sulfat

Obr. 8 Schématicky ndkres kloubni chrupavky se

zndzornénim kyseliny hyaluronové [34]

V akutni f4zi revmatoidni artritidy je v synovidlni tekutiné zvySeny pocet neutrofild. Tyto
buinky méni oxida¢ni homeostazu a jejich produkty, predevsim reaktivni formy kysliku,
pak pfispivaji k destrukci kloubnich struktur. Zménéné tkan€ jsou imunitnim systémem
povazovany za cizi a nasledn¢ autoimunitni reakce podporuje rozvoj systémového one-

mocnéni postihujici celé télo [26].

Hlavnimi komerénimi produkty zaméfenymi na zmirnéni revmatoidni artritidy jsou pfiro-
zené se vyskytujici hyaluronan zvany Hyalgan (Fidia) a synteticky hylan G-F 20
s komer¢nim nazvem Synvisc (Genzyme). Hylany jsou zesitované formy kyseliny hyalu-
ronové, které vykazuji zvysenou viskoelasticitu. Diky vy$si molekulové hmotnosti mohou
byt daleko ucinnéjsi nez kyselina hyaluronova, pravé diky svym viskoelastickym vlastnos-

tem a del§i dob¢ plisobeni v kloubnim prostoru [1].

Existuji 1 dalSi komer¢ni produkty s obdobnym tu¢inkem na bazi vysokomolekularni HA,
napt. Healon (Pfizer) a Artz Dispo (Seikagaku). Zatimco 1é¢ba timto typem HA vyzaduje
tf1 injekce po dobu 3 tydnt, léky na bazi nizkomolekularni HA musi byt aplikovany nejmé-
né pétkrat po dobu vice jak 5 tydni. Na trhu existuje také produkt znamy jako Durolane
(Q-Med AB), u kterého staci pro pozitivni vysledek aplikovat pouze jednu injekci po dobu

az Sesti mésicu [26].
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8.1.4 Farmakologie a podavani léki

Hlavnim cilem 1é¢iv pfi topické aplikaci je, aby pronikly ptes kizi az do krevniho obé&hu.
Avsak fyziologickou funkci kiize je piisobit jako ochranna bariéra, ktera pronikani hydro-

filnich molekul, véetné nékterych 1€kt, do hlubsich vrstev kize brani [6].

HA je bezpecn€ metabolizovana v lysozomech, navic je “neviditelna* pro imunitni systém,
protoze je prirozenou soucasti téla [2]. Proto jeji pfitomnost umoznuje pronikat 1ékim
vné&jsi kozni bariérou, coz je vhodné zvlasté pro jejich transdermalni pouziti. Timto zptso-
bem lze aplikovat zejména kortikosteroidy, imunosupresiva, antihistaminika, anestetika,

retinoidy, pohlavni hormony, antibakterialni a antivirové prosttedky, atd. [6].

Dalsi oblast vyzkumu vedla ke zjisténi potencidlu kyseliny hyaluronové jako nosi¢e pro
Iéky pronikajici ptes lymfatické cesty, nebot’ lymfaticky systém je hlavni Uc€astnik v Sifeni
mnoha zhoubnych nadord. Po aplikaci 1€kt na ktizi nebo do svalu je vétsina z nich rozpty-
lena ptes kapilarni st€énu do krevniho ob€hu a jen mala ¢ast se dostava do lymfy. Spojenim

1é¢iva s HA je dosazeno jeho snadnégjsi prepravy do miznich uzlin [2].

Diky ptitomnosti karboxylové skupiny Ize kyselinu hyaluronovou i sitovat. Sitovand HA
byla pouzita k vytvofeni hydrogelu slouziciho k peroralnimu podavani 1€ka. HA miize byt
bud’ pfimo konjugovana na 1€k, nebo lze vyuZzit mikrokapsule. Mezi jeji dalsi aplikaci sou-
visejici s farmakologii patfi zlepSeni biokompatibility mikrocastic chitosanu pouzivanych

Vv tobolkach [26].

V neposledni fadé mize byt vysokomolekularni HA pouzita 1 k pfipravé 1éki vhodnych
k 1é¢be nebo prevenci patologickych stavi jako je lupénka, ekzém, ichtyoza, atopicka der-

matitida, viedy a dekubity, hemeroidy, prurigo [35].

8.1.5 Chirurgie a hojeni ran

V posledni dob¢ se objevuje stale vice studii zaméfenych na vyuziti kyseliny hyaluronové
pii 1é¢be porusené slizni¢ni a kozni integrity [3]. V misté poranéni kize dochazi ke zvyse-
né produkci a posléze nahromadéni kyseliny hyaluronové, kterd v rané stimuluje obnovu
tkani. Béhem starnuti organismu je zaroven snizenda i schopnost hojeni, coz je spojeno se
snizenou koncentraci HA v kazi. Bylo prokazano, ze molekuly HA se vazou na fibrin za
vzniku krevni srazeniny. Cilem je, aby se srazenina zvétSila a byla co nejvice porézni, coz

usnadni migraci bunék do matrice. Buiiky z obvodu rény se sté¢huji dovniti. Timto zpiiso-
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bem jsou pfitahovany monocyty, makrofagy a neutrofily, které se v misté poranéni zacnou

mnozit a zaroven fagocytovat [36].

Mozn¢ efektivni vyuziti HA v oblasti chirurgie je pfedevSim v zamezeni pooperacnich
sristl a ke snizeni adheze po bfisnich a ortopedickych operacich [2]. Firma Genzyme vy-
vinula k tomuto uc¢elu dva pfipravky, Seprafilm® a Sepracoat® vyrobené na bazi sitova-
ného gelu hyaluronanu [14]. Obdobné se vyuziva i vyrobek Hyiodine® (Contipro Group
a.s.), ktery dokaze udrzet bezprostiedni okoli bunék dostate¢né hydratované a ptiznivé tak
ovlivituje hojeni. Kozni defekt se v pfitomnosti HA hoji bez vystouplych jizev. Hyiodine®
se pouziva na zhnisané, hluboké rozséhlé pooperacni rany, popaleniny, prolezeniny, bérco-

vé viedy a diabetické defekty [22].

Vzé4jemna prilnavost tkdni mize byt rovnéz hlavnim divodem, pro¢ dochéazi k vyvoji in-
fekce, ktera je velkym rizikem pro pacienta. Proto je HA pouzivana i k prevenci bakterialni

adheze na zubni implantaty [1].

rrrrr

rany [26]. Jednim z takovych produktd je i Hypro-Flex® (Hypro Otrokovice, s.r.0.), vstie-
batelny obvaz na bazi Cistého atelokolagenu s komplexné vazanou kyselinou hyalurono-
vou. Z pouzivanych kolagen-hyaluronatovych kompoziti se vSak hyaluronan vétSinou
rychle vyplavuje piisobenim exudatu. Proto je HA na atelokolagen naroubovana a uvoliiuje
se postupné. Hypro-Flex® se pouziva pro prevenci a lécbu dekubitli, bércovych viedu,
chronickych koznich zanétd, ale i na popaleniny 1. a II. stupné€ a pooperac¢ni komplikace

rany [37].
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Tab. 4 Nekteré produkty obsahujici kyselinu hyaluronovou pouzivané pro medicinské apli-

kace (Evropa, USA) [2]

Produkt Zdroj Kol_rllz\e?;[/(r) ?Ce 11: sfgrvnn;tﬁlgf Iifllfb\ Indikace
Amvisc | kohouti hiebinky 1.2 20 x 10° oftalmologie
Aquaderm neuvedeno dermatologie
ARTZ kohouti hiebinky 1.0 6-12 x 10° osteoartroza
Healon kohouti hiebinky 1.0 40 x 10° oftalmologie
Hyalart neuvedeno 1.0 neuvedeno osteoartr6za
Hyalgan kohouti hiebinky 1.0 5-7.3 x 10° osteoartrdza

Jossalind neuvedeno 0.2 neuvedeno hojeni ran
Opegan kohouti htebinky 1.0 1.5x10° oftalmologie
Provisc neuvedeno oftalmologie
Synvisc neuvedeno 0.8 neuvedeno osteoartroza
Viscoat bakterie 3.0 5x 10° oftalmologie

8.2 Vyuziti kyseliny hyaluronové v kosmetice

8.2.1 Esteticka medicina a plasticka chirurgie

Estetickou medicinu je mozno povazovat za hrani¢ni obor mezi medicinou a kosmetikou.
V poslednich letech je stale vetsi diraz kladen na minimalizaci kosmetickych uprav, po
kterych by zustaly jizvy. Jednou z takovych ucinnych metod je injekéni vypln mékkych
tkani v oblasti obliceje [38].

Rozvoj vyplni pro mékké tkané¢ se datuje do roku 1893, kdy byl poprvé jako vypliovy ma-
terial popsan autologni tuk. Jen o par let pozdé¢ji se zacaly aplikovat injekce parafinu.
Avsak tato metoda zaznamenala u pacientii zavazné negativni reakce. V roce 1940 byl pro
kosmetické ucely prvné pouzit tekuty silikon. I pies pocatecni tispéch byly nakonec zazna-
menany vyrazné komplikace a nezadouci ucinky. Roku 1980 se zacal pouzivat hovézi ko-

lagen, ktery byl pied pfichodem kyseliny hyaluronové ,,zlaty standard* ve vyplihovych ma-
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terialech [39]. Dnes jsou jako vyplné aplikovany tyto ¢tyfi latky: autologni tuk, kolagen,
kyselina hyaluronova a biosyntetické polymery. Pro estetickou medicinu je kyselina hyalu-
ronova dodavana ve form¢ ¢irého gelu v jednorazové injekéni stiikacce. Vyplné gelu
s malymi ¢asticemi HA jsou nejvhodnéjsi pro injekci do povrchové nebo horni ¢asti der-
mis. Tyto aplikace se pouzivaji pro korekci povrchovych vrasek, napt. na cele, kolem qust,
Vv okoli o¢i. Oblicejové oblasti jako glabelarni ryha, nosoretni ryha a atrofické jizvy jsou
nejlépe eliminovany pii pouziti vyplné gelu se stiedni velikosti Castic do stifedni vrstvy

dermis [28,39].

Piestoze je vétsina nezadoucich ucinki obli¢ejovych vyplni pfechodna a mensiho rozsahu,
mohou se objevit negativni efekty jako napf. krvaceni, mirny edém, erytém, bolest, zarud-
nuti, mistni modfiny. Lze také pozorovat hypersenzitivitu kiize a akutni alergické reakce.

Zavazné komplikace jsou vzacné [38].

Pokud by se HA aplikovala v ptirozené formé, doslo by za 1-2 dny K jeji degradaci. Proto
je pro jeji pouziti ve vyplnich potteba, aby byly vytvofeny stabilni molekuly, které¢ by
v kuzi setrvaly delsi dobu [38]. K tomuto ucelu slouzi jiz zmifiované zesitované derivaty
HA, hylany [33,39]. Jednim z takovych ptipravku je i Restylane®, jehoz degradace je po-
mérné¢ pomala. Opakované podéani tohoto pfipravku je nutné asi za 4-12 mésicti, po této
dobé se i zesitovana HA postupné vstieba [40]. Kromé Restylane® jsou V této skuping i
dalsi komer¢ni produkty jako Hylaform, Hylaform Plus, Captique a Juvéderm, které se

vzajemné 1i$i velikosti castic, molekulovou hmotnosti a stupném zesitovani kyseliny

hyaluronové. Taktéz jsou aplikovany do rizné hloubky dermis [39].

Piehled zivotnosti HA po jeji aplikaci do pokozky je uveden v Tab. 5.

Tab. 5 Zivotnost kyseliny hyaluronové po jeji aplikaci do kiize [39]

OSetfovana oblast Zivotnost kyseliny hyaluronové
rty 3-4 mesice
nosoretni ryha 4-6 mésict
slzna prohluben >6 mésict
glabelarni ryha a partie cela 6 mésict
oralni spojka 3-4 mésice
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V estetické chirurgii mize byt pouzita 1 nezesitovand HA. Mezi tyto aplika¢ni moZnosti se
fadi napt. mezoterapie pro obnovu kozniho povrchu s uréitym typem mezoliftingu [33].
Nejedna se pfimo o vyplilovou techniku, ale tato metoda umoZziuje regeneraci pleti zvyse-
nim hydratace v epidermis a dermis. To vytvaii ptiznivé prostfedi pro usnadnéni vymény a
interakce mezi buiikami extracelularniho prostoru. HA muize byt pouzivana i v kombinaci

s dalsimi aktivnimi latkami, napf. vitaminy a stopovymi prvky [28].

Obr. 9 Aplikace injekce s HA do oblasti nosoretni ryhy oboustranné a do obou rtii

(srovnani bylo provedeno po 4 mésicich) [39]

Byla také zkoumana moZnost pouziti HA jako implantabilniho vypliového materidlu
pro plastickou chirurgii [6]. V soucasné dobé jsou k dispozici prsni implantaty vyrobené
ptedevsim ze silikonového gelu. Provedené studie [2] vSak potvrdily, Ze dalsi alternativou
by mohla byt vypln z kyseliny hyaluronové. Ukazalo se, Ze implantaty na bazi HA jsou
v porovnani se silikonovym gelem mnohem mék¢i a umoziuji lepsi vizualizaci struktur
Vv okoli prsniho implantatu pii pofizeni rentgenového snimku. Testy na zvitatech vyloucily
jakékoliv vedlejsi ucinky beéhem prvniho roku implantace. Ke stanoveni redlného potencia-

lu HA v této oblasti je vSak nutné provést vice studii [2].
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Tab. 6 Oblicejové vyplné na badzi kyseliny hyaluronové, které jsou v soucasné dobé

k dispozici k vyplneni mekkych tkani [38]

T Néizev Trvanli-
YP , Indikace vost Vyhody Nevyhody
vyplné (vyrobce) (mésice)
> Ik(rétkodobé vysled-
< . o
s f ., y, imunologicka
3 F(I?/,ii?\;lné gt)el E@éntsz;aﬁ?; 3-4 BeZpecll,le’, reakce u pacientd s
= nevyvolava alergii na ptaci pro-
5 alergickou dukty.
2 reakci.
o
= Hluboké defek- Povrchni injekce
| Hylaform Plus ty, vrasky a 3-4 muize vést ke zbar-
< (INAMED) Y, Viasty e
T zahyby veni kuze.
‘L fekty, hlubsi
(Medicis) ) s
vrasky, nosoret- 6-12 Bezpecné,
ni ryhy, glabe- nevyvolava | Vzacné imunologic-
Restylane Fine larni vrasky, alergickou | ké reakce, vyssi
(Medicis) zvétseni rti reakci, vyskyt podlitin, bo-
= trvalejsi | lestivosti a otokd,
2 Hlubsi defekty Gginek nez | vydsi naklady.
O Perlane . ’ kol
= . tvarovani kontur u kolagenu.
5 (Medicis) s " 6-12
! obliceje, zvetse-
' ni rth
T
Captique Povrchové vady, 3-6
(INAMED) jemné vrasky Bezp €eNC | Relativng novy pro-
nevyvolava .
leraick dukt, vzacné imuno-
Povrchové, mir- 3-6 a erg:(c ou logickeé reakce.
Juvéderm né i hluboké reaxct.
(L.E.A. Derm) defekty

8.2.2 Kosmetické pouziti kyseliny hyaluronové

V soucasné dobé jsou k dispozici kosmetické ptipravky s kyselinou hyaluronovou, které

maji predevSim hydratacni u¢inek a zpomaluji projevy starnuti. Jejich nevyhodou vsak je,

Ze je V nich obsazend nizkomolekularni HA, ktera je mnohem mén¢ efektivni ve srovnani

s vysokomolekularni HA. Na druhou stranu, vysokomolekularni HA je jen malo rozpustna,

coz zpusobuje zavazné techniCké problémy pii pfipravé kosmetickych a farmaceutickych

ptipravku [35]. HA patii mezi latky, které po naneseni na pokozku vytvoii na povrchu ten-

ky prihledny film, a tak hydratuje pouze hlavni vrstvu stratum corneum [23,41].
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Kyselina hyaluronova muze byt aplikovana na plet’ pomoci riznych kosmetickych vehikul
[41]. Dnes jsou vyrabény kosmetické ptipravky s obsahem HA pievazné ve formé emulzi.
Ty mohou byt pouzity u alopecie, na hyperkeratdzy a pietrvavajici lupy. Kromé emulzi je
dalsim typem kosmetického vyrobku s HA krém, ktery krom¢ samotné HA mtize obsaho-
vat 1 aktivni latky, jako jsou vitamin A, vitamin E, kyselina askorbova, vytazek z mésicku
1ékaiského, pieslicka, propolis, aloe, ginko biloba, bambucké maslo, véeli vosk, slunecni-
covy olej a dalsi latky. Tyto krémy jsou ucinné pii redukci vrasek, proti suché pleti a k
podpoie jeji elasticity. Mohou byt také vyuzity pii ochrané proti fotodermatdze, proti za-
rudnuti a spole¢né s hydrochinonem pf#i 1é¢bé senilnich skvrn [35].

V aplikaéni forme masti ¢i lihového preparatu byva HA uspésné pouzivana i k 1é¢bé koz-
nich defektd, napt. pii virovém postiZeni kiize, pii acne vulgaris a ulcera crucis [37].
Kromé vySe uvedenych aplikaci se HA uziva ve formé piirodnich potravinovych doplitkti
[41]. Pfi jejich peroralnim podani je HA a¢inna v reparaci tkani. AvSak béhem traveni je
degradovana na malé fragmenty a jen jeji velmi malé mnozstvi pronika do krevniho ob&hu

[42]. Jednim z takovych dopliikt je KolagenFORTE s kyselinou hyaluronovou [41].

8.2.2.1 Contipro Group a.s.

Firma Contipro Group a.s. kyselinu hyaluronovou pouziva ptedevs§im v piipravcich denni
péce o plet, v nocnich a regeneracnich ptipravcich, v kosmetice urcené po slunéni,
v dekorativni kosmetice, v ptipravcich pted- a po holeni a v neposledni fad¢ 1 v Cisticich
prostiedcich [23]. Obsah HA v rtznych typech kosmetickych piipravki této spolecnosti je

uveden v Tab. 7.

Tab. 7 Koncentrace HA u kosmetickych pripravkii firmy Contipro Group a.s. [23]

Typ kosmetického pripravku Koncentrace HA [%]
piipravky denni péce o plet 0.02-0.10
no¢ni a regeneracni ptipravky 0.01-0.05
kosmetika urcend po slunéni 0.02-0.10
dekorativni kosmetika 0.005-0.02
ptipravky pfed- a po holeni 0.02-0.10
Cistici prostredky 0.005-0.6
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Ve studii provedené firmou Contipro Group a.s. bylo zji$téno, Ze v porovnani s kontrolni
emulzi bylo po aplikaci emulze s 0.025 % kyseliny hyaluronové dosazeno 20% zvyseni

hydratace ve stratum corneum (viz. Obr. 15.) [23].

8.2.2.2 RYOR a.s.

Firma RYOR a.s. pouziva kyselinu hyaluronovou ve vice vyrobcich. Kromé& Masky s kyse-
linou hyaluronovou, ktera je uréena pro profesionalni pouziti v kosmetickych salénech, lze
tuto ingredienci nalézt také v séru Redux linea new, v Aktivnim krému proti vraskam (z
vyrobkoveé fady Mofiské fasy), O¢nim gelu (fada Intenzivni oSetfeni pleti) a v Séru s kavia-

rem (fada Caviar Care).

8.2.2.3 Eucerin®Hyaluron-filler

U kosmetické firmy Eucerin® je HA vyuzivana v kosmetické fadé Hyaluron-filler denni,
no¢ni a o¢ni krém. VSechny krémy obsahuji kyselinu hyaluronovou a taktéz saponin. Podle
informaci vyrobce kyselina hyaluronova vypliiuje a vypina i hluboké vrasky v oblasti ¢ela,
ust a nosoretnich ryh jiz béhem 4 tydnd. Saponin stimuluje vlastni tvorbu HA 1 v hlubsich

vrstvach pleti [43].
}

Eucerin’
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Obr. 10 Kosmetickd Fada Hyaluron-filler od firmy Eucerin® [43]

8.2.2.4 VICHY Liftactiv Retinol HA

Dalsim produktem na trhu jsou o¢ni, denni a no¢ni krémy Liftactiv Retinol HA od
VICHY, které jsou ureny pro potlaceni vrasek vSech typt - embryonalni, reverzibilni a
permanentni vrasky v jakémkoliv stddiu. Kromé& kyseliny hyaluronové obsahuji tyto krémy

navic komplex Retinol-A a adenosin [44].
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Obr. 11 Produktova rada
Liftactiv Retinol HA od
firmy VICHY [44]

8.2.2.5 Biora cosmetics AQUA BIORA, BIORADERM, BIORAGEL

Biora cosmetics je kosmeticka fada s kyselinou hyaluronovou a ptirodnim kolagenem.
Soucasti tady je pletova voda AQUA BIORA, pletova maska BIORADERM ve formé
jednorazovych ampuli a pénovéa kolagenova maska pro mladistvy vzhled BIORAGEL.

Hlavni u¢innou latkou celé fady je vysoce koncentrovana HA [24].

Obr. 12 Kosmeticka rada s kyselinou hyaluronovou
a kolagenem AQUA BIORA, BIORADERM a
BIORAGEL [24]
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8.2.2.6 JG Cosmetics ACNE, FACE, NEOBY

Spole¢nost JG Cosmetics se zaméfuje na vyvoj a vyrobu kosmetickych ptipravka z
vysokomolekularni kyseliny hyaluronové. V jeji nabidce lze nalézt fadu ACNE, ktera je
urena pro mastny a akndzni typ pleti, dale siln¢ hydratacni a regeneracni ptipravky

z kosmetické fady FACE a jako tieti fadu NEOBY, uréenou pro sussi a citlivéjsi plet’ [9].

W

= :..‘_ %L"4'

Obr. 13 Kosmetické rady s vysokomolekuldrni kyselinou hyaluronovou -

ACNE, FACE a NEOBY od spolecnosti JG Cosmetics [9]

8.2.2.7 L Oréal Paris Derma Genesis

Kosmetickd fada Derma Genesis od L’Oréal Paris v sobé spojuje dvé ucinné latky.
Jednou z nich je latka Pro-Xylane™ a druhou pak kyselina hyaluronova. Pro-Xylane™ je
komplexni molekula sacharidu a proteinu slozena z xylozy, coz je latka, ktera stimuluje
produkci glykosaminoglykanti v pokozce. Pro-Xylane™ vyuziva extracelularni matrici k
fizeni aktivity starnoucich bunék, restimuluje stars$i buiiky a soucasné pienasi informace do

bun¢k mladsich [45].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

Obr. 14 Vyrobky z Fady
Derma Genesis od
L’Oréal Paris pro zeny
od 25 let [45]

8.2.2.8 Nivea Visage Expert Lift

Kosmeticka fada Nivea Visage Expert Lift je soucasti ,,Lifting - effect* programu, zabra-
nujiciho ochabovani pleti. V této fad¢ 1ze nalézt denni, noéni a oéni krém. Zakladem sloze-
ni je kombinace dvou ucinnych latek: kyseliny hyaluronové a Bioxiliftu, coz je 100% vyta-
zek z anyzu. Bioxilift pasobi tak, Ze podporuje staZzeni bunééné struktury pleti, a tim do-

chazi k dlouhodobému zdokonaleni kontur obliceje [46].

Obr. 15 Kosmeticka rada Expert Lift od Nivea
Visage [46]
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8.2.2.9 Herb pharma

Svycarska spole¢nost Herb pharma vyvinula kosmetické emulze na bazi kyseliny hyalu-
ronové, které napomahaji predevsim k vyplnéni vrasek a vypnuti pleti. Mezi jeji nejzna-
m¢éjsi produkty patii ptipravek Collagenceutical. Krom¢ samotné HA v lipozomové formé
obsahuje tato emulze kombinaci peptidd a proteind, palmitoyl Tripeptide-5, palmitoyl oli-
gopeptid a fermentovany extrakt Pseudoalteromonas Antartica. DalSimi produkty spole¢-
nosti Herb pharma se stejnym obsahem HA, podobnym efektem na plet, ale s odlisnymi
ucinnymi latkami jsou i produkty Liftoceutical, Hydroceutical, Diamondceutical a Rapido-

ceutical [47].
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Obr. 16 Produkty Collagenceutical a Hydroceuti-
cal od spolecnosti Herb pharma [47]
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II. PRAKTICKA CAST
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9 CILPRACE

Cilem bakalatské prace bylo:

e vypracovat literarni reserSi na téma Kyselina hyaluronova a jeji praktické vyuziti,

s dirazem na jeji aplikace v medicing a kosmetice,

e sestavit dotaznik tykajici se pouzivani kosmetiky s kyselinou hyaluronovou, a to

ptedevsim v pletovych krémech riiznych kosmetickych znacek,

e pomoci dotaznikového Setfeni zjistit, ktera kosmeticka fada s kyselinou hyalurono-

vou je na trhu nejvice zddana a kolik Zen tyto kosmetické ptipravky pouziva,

e provést vyhodnoceni vysledkli a formulovat zavéry.
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10 METODIKA PRACE

10.1 Prizkum uéinnosti kosmetickych prostifedkii na bazi kyseliny

hyaluronové - dotaznik

Dotaznik pro sledovani ucinnosti kyseliny hyaluronové v riznych kosmetickych piiprav-
cich byl sestaven tak, aby podchytil informace tykajici se 1) nejpouzivanéjsi kosmetické
fady na trhu, 2) typu kosmetického piipravku s HA, 3) diivodl pouzivani kosmetiky s HA,
4) cinnosti 1 vedlejSich ucinkl téchto kosmetickych prostiedkd. Sledoval rovnéz pro-

blémy, které v souvislosti s pleti zeny nejcastéji trapi. Dotaznik je soucasti Ptilohy I.

Prizkumu hodnoceni G¢innosti kyseliny hyaluronové v kosmetickych piipravcich se za-
Castnilo celkem 39 respondentek, jednalo se o zeny ve vékové kategorii 25 — 60 let. Podle
véku byly respondentky rozdéleny do 7 skupin: 25 — 30, 30 — 35, 35 — 40, 40 — 45, 45 — 50,
50 — 60 a 60 — vice let.

Otazky uvedené v dotazniku lze rozdélit do n€kolika bloki. Prvni tfi otazky byly obecné,
tykajici se véku, informovanosti a rovnéz pouzivani kosmetickych piipravkd s obsahem

Kyseliny hyaluronové.

Dalsi blok otazek byl zaméten na pouzivani konkrétni kosmetické fady s HA, na nejobli-
bené&jsi typ kosmetického produktu s HA, divody k pouzivani této kosmetiky, shrnuti
ucinkt HA na stupnici 1 — 5 a srovnani kosmetiky s obsahem HA s jinymi kosmetickymi
ptipravky. Souéasti tohoto bloku byly rovnéZ otazky, po jaké dobé& Zeny pozorovaly pozi-

tivni vysledky této kosmetiky a zda byly viditelné i vedlejsi Géinky.

Posledni blok otézek se tykal vieobecnych informaci o pouzivani kosmetiky. Zeny byly
dotazovany, kolik penéz jsou mési¢né ochotny do kosmetiky investovat, kolikrat denné

kosmetiku pouzivaji a jaké problémy, v souvislosti s pleti, je nejvice trapi.

Pti statistickém vyhodnocovani a grafickém znazornéni dat dotaznikového prizkumu byl

pouzit program Microsoft Office Excel.
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11 VYSLEDKY

11.1 Pouzivani kosmetickych pripravkii s HA

Respondentky byly dotazovany, zda pouZzivaji kosmetiku s obsahem kyseliny hyaluronové.

90
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40
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% respondentek
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Obr. 17 Pocet respondentek, které pouzivaji kosmetiku s obsahem HA

Z Obr. 17 je patrné, je pocet respondentek, které pouzivaji kosmetiku s HA je 31 (79,5 %)
a zen, které kosmetiku s HA viibec nepouzivaji, bylo jen 8, coz tedy tvoti 20,5 % vSech

dotazovanych respondentek.

11.2 Nejpouzivanéjsi kosmeticka rada s HA

V dalsi otazce byly zeny dotazovany, jakou kosmetickou fadu s kyselinou hyaluronovou
nejCastéji pouzivaji. Vysledky byly pomérné¢ vyrovnané a nejoblibenéjsi kosmetickou
zna¢kou u dotazovanych respondentek byla L’Oréal Paris Derma Genesis (viz. Obr. 18),
ktera je cenoveé dostupna. Ostatni znac¢ky Eucerin, VICHY a Nivea jsou pouzivany zhruba
stejnym poétem zen (Sest az osm). Prekvapivé byla v dotaznicich uvedena i kosmeticka
fada RYOR, ktera je urCena piedevsim do kosmetickych salonti a v béznych obchodnich
sitich neni pfili§ dostupnd - pouzivaji ji tfi dotazované zeny. Dale bylo zajimavé, které
ostatni znacky kromé téch, které byly nabidnuty v dotazniku, Zeny pouZivaji. Celkem ctyfi
zeny odpovédely, ze pouzivaji jinou znacku kosmetiky, nez byla uvedena v dotazniku. Jed-
na se 0 mén¢ znam¢ kosmetické fady Macon, Alcina, Pierre René a Biologique Recherche.
Jedna Zena pak dokonce podstoupila zakrok injekéni vyplni s kyselinou hyaluronovou

znacky Juvéderm.
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Kosmeticka rada

Obr. 18 Nejpouzivanéjsi kosmetickad rada u dotazovanych zen

11.3 Nejoblibenéjsi typ kosmetického pripravku s HA

Zajimavé bylo také zjisténi, jaky typ kosmetického piipravku s kyselinou hyaluronovou je
u dotazovanych Zen nejoblibenéjSi. VétSina kosmetickych znacek, jako napf. VICHY
Liftactiv Retinol HA, Nivea Visage Expert Lift, L'Oréal Paris Derma Genesis a Eucerin
Hyaluron-Filler, vyrabi své kosmetické ptipravky ve tfech variantach — jako denni krém,
no¢ni krém a o¢ni krém. Zalezi uz na kazdé zené, pro ktery typ se rozhodne a ktery ji vy-

hovuje nejlépe.
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Obr. 19 Nejoblibenéjsi typ kosmetického pripravku s HA
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Z Obr. 19 je patrné, Ze nejoblibenéjsim typem kosmetiky s HA je denni krém. Tento typ
krému je nejzadanéjsi u zen vSech vékovych kategorii. Jako druhy v potadi skon¢il no¢ni
krém, ktery je oblibeny zejména u zen ve vékové kategorii 35 — 40 a dale 45 — 50 let. O¢ni
krém pravidelné pouziva pouze 6 Zen, Z toho 2 znacky L'Oréal Paris Derma Genesis a
2 znacky VICHY Liftactiv Retinol HA. Pouze 1 dotazovana Zena pouziva i dekorativni

kosmetiku s HA, a to znacky Pierre René.
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vrasky omlazeni pleti  hydratace regenerace prevence starnuti

Obr. 20 Nejcastejsi diivody k pouzivani kosmetiky s HAV zavislosti na véku, vzta-
Zeno na pocet zen
Z grafu na Obr. 20 je zfejmé, Ze nejvyssi pocet zen pouziva kosmetiku s kyselinou hyalu-
ronovou k omlazeni a vypnuti pleti, tyto zeny pak tvoii vétSinovou Kategorii 45 — 50 let.
Deset Zen pak pouziva tuto kosmetiku predevSim proti vraskdm (veékova kategorie
45 — 50 let) a k hydrataci pokozky (vékova kategorie 30 — 35 let). Pouze 2 respondentky ve
veéku 50 — 60 let uvedly, Zze diivodem k pouzivani kosmetiky s HA je regenerace pokozky,
coz je vzhledem k véku pochopitelné. Nejvyssi pocet Zen ve véku 25 — 30 let pak uvadi, ze
hlavnim diivodem, pro¢ pouzivaji tyto kosmetické ptipravky, je prevence pred prvnimi

ptiznaky starnuti.

11.4 Vedlejsi u€inky pri pouzivani kosmetiky s HA

V dalsi otazce byly respondentky dotazovany, zda pii pouzivani kosmetickych ptipravkl

s HA pozorovaly i n¢jaké vedlejsi ucinky a pokud ano, o jaké vedlejsi pfiznaky se jednalo.
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Tab. 8. Vedlejsi ucinky po pouzivani kosmetiky s HA

VEDLEJSi UCINKY
NE 25
ANO 6
pnuti pleti 3
podrazdéni 1
zarudnuti 2

Z Tab. 8. je ziejmé, ze z celkového poctu 31 Zen, které pouzivaji kosmetiku s kyselinou
hyaluronovou, celych 25 nepozorovalo v pribéhu pouzivani této kosmetiky vedlejsi ucin-
ky. Pouze Sest zen uvedlo, Ze se u nich vedlejsi ucinky projevily. U tiech se vyskytlo pnuti

pleti, u jedné podrazdéni a u dvou dokonce i zarudnuti.

11.5 Mési¢ni naklady na kosmetiku

Po téchto specifickych otdzkach zaméfenych na pouzivani kosmetiky s HA bylo zjistova-
no, kolik penéz jsou respondentky ochotny do kosmetiky investovat mési¢né a kolikrat

denné kosmetiku pouzivaji.
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Obr. 21 Mesicni ndklady na kosmetiku vsech dotazovanych Zen

Nejvyssi pocet Zen, a to 16, je ochotno do kosmetiky investovat kolem 500,- K& mésiéné.

Piekvapenim bylo, Ze 14 zen vynaklada kazdy mésic za kosmetiku az 1000,- K¢ a tfi Zeny
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uvedly, Ze jsou ochotny za kosmetiku utratit i vice nez 1000,- K¢ mésicné. Pouze 6 zen

utrati kazdy mésic za kosmetické ptipravky do 200,- K¢&.

Pocet respondentek
o1

0 -
5 4
0 l I : :
1x denné 2x denné 3x denné

Frekvence pouzivani kosmetiky

Obr. 22 Denni frekvence pouzivani kosmetiky u dotazovanych Zen
Z grafu na Obr. 22 je patrné, Ze vétSina zen pouziva kosmetiku 2x denné, tedy nejcastéji
rano a vecer. Pouze 4 Zeny pouzivaji kosmetiku 1x denné a 5 zen pak dokonce 3x denné.

Z4dna z respondentek neuvedla, ze by kosmetiku pouZivala 1x za dva dny nebo méné &as-

to.

11.6 Problémy s pleti

Otazka tykajici se problémd s pleti, které dotazované zeny nejéastéji trapi, ptinesla vysled-
ky tzce souvisejici s vékovym rozlozenim respondentek. Zeny byly dotazovany, zda je
trapi spiSe vrasky, akné, suchd plet, mastna plet’, citliva ¢i povadla plet, hyperpigmentace

nebo teleangiektazie.

Vyhodnoceni dotazniku ukézalo, Ze nejCastéji Zeny trapi tradi€né vrasky, dale sucha plet’, a
V neposledni fad¢ také citlivd a povadla plet’. Jenom pét dotazovanych zen trapi plet’ mast-
na. Pocet respondentek, které maji nejvétsi problémy s akné, hyperpigmentaci nebo trpi

teleangiektaziemi byl ve vSech piipadech stejny, jednalo se vzdy o dvé Zeny.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

Pocet respondentek
0]

Obr. 23 Nejcastejsi problémy v souvislosti s pleti, které dotazované Zeny nejvice trapi

11.7 Vék dotazovanych respondentek

Dotaznik byl uréen pro respondentky ve véku 25 — 60 let. Podle véku byly tyto zeny rozde-
leny do 7 skupin: 25 — 30, 30 — 35, 35 — 40, 40 — 45, 45 — 50, 50 — 60 a 60 — vice let.

-
N

Pocet respondentek

O T T T T T T
25-30 30-35 35-40 40-45 45-50 50-60 60-vice

Vék dotazovanych zen

Obr. 24 Vekova kategorie dotazovanych respondentek
Jak se dalo predpokladat, nejéetnéjsi veékovou kategorii tvorily Zeny ve veéku 45 — 50 let,
nebot’ vétSina kosmetickych ptipravkli s HA zpomaluje projevy starnuti a redukuje vrasky.
Dalsi pomérné velkou kategorii byly zeny 25 — 30 let, které pouzivaji kosmetiku s HA diky
vysokym hydrataénim G&inkim kyseliny hyaluronové. Sest Zzen se nachazelo v kategorii
35— 40 let a také 50 — 60 let. Pouze jedna zena spadala do kategorie 60 — vice let. Grafické

znazornéni vékového rozlozeni respondentek je uvedeno na Obr. 24.
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ZAVER

V dnesni dobé existuje na trhu Siroké spektrum kosmetickych ptipravkl s riznymi aktiv-
nimi latkami, které slouzi k potlaceni projevu starnuti pleti. Kyselina hyaluronova je jed-
nou z téchto latek, kterd nejen projevy starnuti potlacuje, ale dokaze i efektivné ptsobit pfti
hydrataci a regeneraci pleti. Stale vice Zen potvrzuje pozitivni vysledky pouzivani kosmeti-
Ky s obsahem HA a tyto pfipravky jsou dnes aplikovany Zenami vSech vékovych kategorii,

ve kterych vSak plni pon€kud odlisnou funkci.

Prace ve své teoretické casti predklada zakladni informace o kyseliné hyaluronové a sou-
stted’uje se predevs§im na piehled jejiho vyuziti ve farmacii a kosmetice, véetné piehledu

nejznaméjsich kosmetickych tad, které tuto aktivni latku obsahuji.

V praktické casti bakalaiské prace byla pomoci dotaznikového Setfeni sledovana ucinnost
vybranych kosmetickych prostfedkii s obsahem HA. Na zakladé vyhodnoceni dotazniku
bylo zjisténo, Ze nejpouzivanéjsi kosmetickou fadou s HA byla L’Oréal Paris Derma Gene-
sis, a to ve formé denniho krému. Ve vékové kategorii 45 — 50 let bylo nejcastéjsim davo-
dem K pouzivani téchto kosmetickych pfipravkd vypnuti a omlazeni pleti, zatimco Zeny
vékové skupiny 30 — 35 let pouzivaji krémy s HA pfedevsim pro jejich hydrataéni G¢inky
dané piitomnosti kyseliny hyaluronové. VétSina dotazovanych respondentek shledava
krémy s HA G¢inngjsi oproti jinym kosmetickym piipravkim proti starnuti. Téméf vSechny
zeny se shodly, Ze urcité pozitivni vysledky byly viditelné do dvou mésicti od prvni aplika-
ce ptipravku s HA.

O kosmetice s obsahem HA Ize rovnéz na zaklad¢ dotazniku fici, Ze je pleti zralych zen

velmi dobfte tolerovéana. Ptes 80 % Zen nepozorovalo po jeji aplikaci Zadné vedlejsi G€inky,

a pokud se né&jaké vyskytly, jednalo se pouze o mirné podrazdéni ¢i pnuti pleti.

Z dotaznikového Setfeni 1ze ucinit zavér, ze kosmetika s obsahem HA je u Zen oblibena a

ze existuje pomerné Siroké povédomi o pozitivnich tc€incich tohoto typu krému na plet’.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HA

M,

My

Da

CD44

RHAMM

Hyaluronic acid, kyselina hyaluronova

Relativni molekulovd hmotnost

Viskozitni pramér molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové
Daltony

Receptor HA glykoproteinové povahy vyskytujici se na povrchu bunék

Receptor pro HA zprosttedkovavajici bunéénou mobilitu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 63
SEZNAM OBRAZKU
Obr. 1 Chemicka struktura kyseliny hyaluronové [1] ..........ccccoivuiiivciieniesienieenesee e 13
Obr. 2 a) Primarni struktura HA, b) Sekundarni a terciarni struktura, c) Schématické

znazorneni site molekuly HA jako vysledek intermolekuldrnich agregact [6] ........... 14
Obr. 3 Chemicka struktura kyseliny hyaluronové se zndzornénim nepoldrni a poldrni

CASHI TOLEZCE [I2] ..ottt 15
Obr. 4 Elektronova mikrofotografie nékolika propletenych molekul HA [12] .................... 16
Obr. 5 Fotografie kyseliny hyaluronové produkované bakteridlnim kmenem Bacillus

subtilus porizena pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu [21] ................... 26
Obr. 6 Schématické zndzornéni velkého proteoglykanového agregdtu vytvoreného

Z priblizné 100 monomernich jednotek proteoglykanu [7] ........cccccooviviiiiiiniincninnnn. 29
Obr. 7 Znazornéni zpiisobu vazby mezi vilakny kolagenu a agregatu kyselina

hyaluronova-proteoglykan [7] ..o 30
Obr. 8 Schématicky ndkres kloubni chrupavky se zndazornénim kyseliny hyaluronové

2 PP 35
Obr. 9 Aplikace injekce s HA do oblasti nosoretni ryhy oboustranné a do obou rtit

(srovnani bylo provedeno po 4 meésicich) [39] ... 40
Obr. 10 Kosmetickd fada Hyaluron-filler od firmy Eucerin® [43] ....coovvvvvveeveeveeereeienene, 43
Obr. 11 Produktova rada Liftactiv Retinol HA od ~ firmy VICHY [44] ...cccoovvoioiieiinnnn. 44
Obr. 12 Kosmeticka rada s kyselinou hyaluronovou a kolagenem AQUA BIORA,

BIORADERM @ BIORAGEL [24] ...ocue ittt 44
Obr. 13 Kosmetické rady s vysokomolekularni kyselinou hyaluronovou - ACNE,

FACE a NEOBY od spolecnosti JG COSMetics [9] ...ocoouuvoeiiiiiiiiiiiiieiiieiieseeiien 45
Obr. 14 Vyrobky z rady Derma Genesis od L Oréal Paris pro Zeny od 25 let [45] ............ 46
Obr. 15 Kosmeticka rada Expert Lift od Nivea Visage [46] .......ccccocvvoiiiiiiiiiiciiieiiennn. 46
Obr. 16 Produkty Collagenceutical a Hydroceutical od spolecnosti Herb pharma

X ST URTTRPPRPR 47
Obr. 17 Pocet respondentek, které pouzivaji kosmetiku s obsahem HA ............cccccoevvreenee. 51
Obr. 18 Nejpouzivanéjsi kosmeticka rada u dotazovanych Zen ...............ccouceeveevcenennennnn. 52
Obr. 19 Nejoblibenéjsi typ kosmetického pripravku s HA ............ccooeeiiiiiiiii e 52
Obr. 20 Nejcastejst divody k pouzivani kosmetiky s HA V zavislosti na veku, vztazeno

FUA POCEL ZETL .ottt ettt ettt e e e st e et eea bt e st e e s h b e e e nnb e e e st e e e nan e e e 53



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

Obr. 21 Meésicni ndiklady na kosmetiku vsech dotazovanych Zen................cccocuuveesvuernainennn. 54
Obr. 22 Denni frekvence pouzivani kosmetiky u dotazovanych Zen ............c..cccccuvvevvnencnnn. 55
Obr. 23 Nejcastejsi problémy v souvislosti s pleti, které dotazované Zeny nejvice trdpi..... 56

Obr. 24 Vekova kategorie dotazovanych respondentek ...............cccouciiveniieiinieiiiencninennn 56



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

SEZNAM TABULEK

Tab. 1 Publikované hodnoty relativni molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové

PFipravené Z riuznyCh thANT [7] ..o 17
Tab. 2 Vyskyt HA v ruznych Zivocisnych tkanich a jeji obsah [26] ...........ccooovvoiiivinnnnnn. 28
Tab. 3 Vliv véku na koncentraci kyseliny hyaluronové v lidské kiiZi [4] .........cocovvvviininnns 32
Tab. 4 Nektere produkty obsahujici kyselinu hyaluronovou pouzivané pro medicinské

aplikace (EVropa, USA) [2].....coeoieieee ettt 38
Tab. 5 Zivotnost kyseliny hyaluronové po jeji aplikaci do kiize [39] ...covvvevivrevervrerninne. 39

Tab. 6 Oblicejové vyplne na bazi kyseliny hyaluronové, které jsou v soucasné dobé
k dispozici k vyplnéni mekkych thani [38] ... 41
Tab. 7 Koncentrace HA u kosmetickych pripravki firmy Contipro Group a.s. [23] .......... 42



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

SEZNAM PRILOH

Ptiloha P I: Prizkum u¢innosti kosmetickych prostifedki na bazi kyseliny hyalurono-

vé - dotaznik



PRILOHA P |: PRUZKUM UCINNOSTI KOSMETICKYCH
PROSTREDKU NA BAZI KYSELINY HYALURONOVE - DOTAZNIK

Dobry den, jmenuji se Zuzana Krpalova a jsem studentka UTB ve Zlin¢ — obor Technolo-
gie vyroby tukt, kosmetiky a detergentli. Touto cestou bych Vas chtéla pozadat, jestli byste
mi mohli vénovat chvilku ¢asu a vyplnit tento kratky dotaznik, ktery se tyka mé bakalar-

ské prace na téma Kyselina hyaluronova a jeji vyuziti v mediciné a kosmetice.

Dé&kuji Vam za Vas Cas a za objektivni vyplnéni tohoto dotazniku.

1. Vas vék:

o 25— 30 let o 45 — 50 let
o 30— 35 let o 50 — 60 let
o 35—-40 let o) 60 let - vice

o 40 — 45 let

2. SlySela jste jiz o kosmetickych prostiredcich s obsahem kys. hyaluronové (HA)?
o ANO o NE
3. Pouzivate kosmetické pripravky s obsahem HA ?
o ANO o NE
4. Pokud ANO, o0 jakou kosmetickou iradu se jedna?
o RYOR o Nivea Visage Expert Lift
o Eucerin® Hyaluron-filler o Herb pharma

o VICHY Liftactiv Retinol HA o jina (uved’te jaka)

o L’Oréal Paris Derma GenesiS oot



5. Vas nejoblibenéjsi typ kosmetického pripravku s kyselinou hyaluronovou je:

o denni krém o pletova maska
o noc¢ni krém o pletova voda
o o¢ni krém o odli¢ovaci kosmetika
o pletova emulze o dekorativni kosmetika
6. Pro¢ pouzivate kosmetiku s kyselinu hyaluronovou?
o na vrasky o K regeneraci pokozky
o K vypnuti a omlazeni pleti o Kk prevenci pied piiznaky starnuti

o k hydrataci pokozky

7. Jaké shledavate jeji ucinky (na stupnici 1 - vyborné az 5 - Spatné)?

8.  Oproti jinym kosmetickym prostiredkim proti starnuti, shledavate ty s kyselinou

hyaluronovou u¢inné;jsi?

o) ANO o) NE
9. Po jaké dobé pozorujete urcité pozitivni vysledky?
o) do 1 mésice o) do 3 mésicu

o) do 2 mésicu o) do 6 mésicu



10.

11.

12.

13.

Byly viditelné i vedlejsi acinky? Pokud ANO, jaké?

NE

ANO

o pnuti pleti o
o podrazdéni o
o zarudnuti o

zhorSeni stavu akné
vysuSena pokozka

zvyseny mazotok

Kolik penéz jste ochotna do kosmetiky investovat mési¢né?

o do 200,- o do 500,-

Kolikrat denné kosmetiku pouzivate?

o) 1x denné o)
o) 2x denné o)
o) 3x denné

o do 1000, - o Vice

1x za dva dny

méneé ¢asto

Jaké problémy v souvislosti s pleti Vas nejvice trapi?

o vrasky o
o akné o
o sucha plet’ o
o mastna plet’ o

citliva plet
povadla plet’
hyperpigmentace

teleangiektazie (Cervené nitky)



