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WYKAZ SKROTOW
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I.  WSTEP

Starzenie definiuje si¢ jako postgpujace funkcjonalne pogarszanie si¢ funkcjonowanie
tkanek prowadzace ostatecznie do ich $mierci. Obnizenie funkcjonowania moze wynikac
Z utraty lub zmniejszonej aktywnos$ci komorek post-mitotycznych lub z brakiem mozliwosci
zastgpienia takich komorek ze wzgledu na zmniejszenie zdolnos$ci komoérek (macierzystych)
do podtrzymywania replikacji 1 podziatow komoérkowych. Starzenie si¢ skory jest ztozonym
procesem  biologicznym  zwigzanym z  wpltywem  czynnikdw  wewnetrznych,
m.in.  genetycznych, hormonalnych, biochemicznych, metabolizmu komodrkowego
i funkcjonowania ukladu immunologicznego oraz czynnikdéw zewngetrznych, w tym
promieniowania ultrafioletowego (UV), zanieczyszczenia s$rodowiska, dziatania réznych
rozpuszczalnikéw organicznych, metali ciezkich lub przejSciowych (takie jak otow, kadm, rte¢
i zelazo), a takze niewlasciwego stylu zycia, np. palenia tytoniu, czy nieprawidtowej diety [1].
Wspomniane czynniki wewnetrzne powoduja nieodwracalng degeneracje skory, w tym
sptaszczenie warstwy podstawnej oddzielajacej naskorek od skory wlasciwej, utrate grubosci
skory, zmniejszenie liczby fibroblastow, ponadto wtokna kolagenu i elastyny ulegaja ostabieniu
oraz matej ich gestos¢ utozenia w skorze [2, 3]. Rowniez prawidtowy metabolizm oksydacyjny
komoérki moze by¢ zrodlem produktow ubocznych odpowiedzialnych za uszkodzenia
molekularne, przyczyniajac si¢ w ten sposob do starzenia si¢ skory (starzenie wewnetrzne) [4].
Natomiast uwaza si¢, ze czynniki srodowiskowe i ksenobiotyki sa odpowiedzialne w 80-90%
za proces starzenia si¢ skory [5, 6]. Nagromadzenie szkodliwych czynnikow wywotuje stres
oksydacyjny, prowadzi do uszkodzen komoérek, zmian strukturalnych, a w efekcie do starzenia
si¢ organizmu. Zar6wno zaburzenia produkcji kolagenu i jego nasilona degradacja prowadza
do stopniowej utraty przez skore elastyczno$ci, staje si¢ ona wiotka, przesuszona i zaczynaja
pojawiac si¢ zmarszczki. Z kolei zaburzenia produkcji melaniny prowadza do powstawania
przebarwien. Powstawanie zmarszczek 1 zaburzen barwnikowych moze znaczaco wptywac
na jako$¢ zycia i samopoczucie pacjentow, gdyz skora twarzy stanowi najbardziej
wyeksponowany element ludzkiego ciata [7]. Obserwowane w spoteczenstwach zachodnich
wydluzenie $redniej dlugosci zycia oraz gloryfikowanie mlodosci 1 fizycznego pigkna
powoduje, ze coraz wigce] o0sOb zglasza si¢ do gabinetow dermatologicznych
I kosmetologicznych, aby opo6zni¢ procesy starzenia si¢ skory [8]. Estetyka wygladu jest
niezwykle wazna szczegolnie dla kobiet [9]. Z badan Casha wynika, ze tylko 7% kobiet nie
zwraca uwagi na swoj wyglad fizyczny [10]. Z kolei, Veale i wsp. [11] zaobserwowali,

ze kobiety uwazaja twarz za najwazniejszy element warunkujacy ich atrakcyjnosc.



Wspolczesna kosmetologia intensywnie rozwija si¢ w kierunku stosowania terapii tagczonych,
jednoczesnie zachowujac jak najwyzsze bezpieczenstwo zabiegowe, ograniczajac ryzyko
niepozadanych reakcji ze strony organizmu. Klienci, coraz chetniej korzystaja z zabiegdéw
ztozonych, jednak zwracaja duza uwage na krotki czas rekonwalescencji po zabiegu,
nie wylaczajac ich z codziennych aktywnosci. Niewatpliwie potrzeba zachowania mtodego
wygladu przyspieszyta rozwoj przemystu kosmetycznego. Wedlug oszacowan, do 2030 roku

globalny rynek produktow przeciwstarzeniowych osiggnie warto$¢ 60 miliardow dolarow [12].



I1. PRZEGLAD PISMIENNICTWA

2.1 Chronologiczne starzenie si¢ skory

Proces starzenia si¢ organizmu jest zwigzany ze skracaniem si¢ telomerow podczas
kolejnych podzialow komorek i niestabilno$cia genomowa [13]. U wigkszo$ci 0sob mozna
zaobserwowac¢ naktadanie si¢ cech starzenia chronologicznego zwigzanego z dziataniem
czynnikbw pochodzenia wewnetrznego w potaczeniu ze starzeniem zewngtrzpochodnym.
Reaktywne formy tlenu moga przyczynia¢ si¢ do powstawania dimeréw pirymidynowych
w DNA, ktore w konsekwencji uszkadzaja nukleotyd guaninowy [14], co prowadzi
do skrocenia telomeréw 1 potwierdza poglad, Ze starzenie chronologiczne naktada
si¢ na fotostarzenie [15]. Jednakze, kluczowe cechy histologiczne i kliniczne obserwowane
W starzeniu chronologicznym 1 fotostarzeniu sg odmienne. Wyrazne zmiany histologiczne
zwigzane ze starzeniem chronologicznym obejmuja $cienczenie skory, ktore jest spowodowane
zanikiem warstw komorek naskorka oraz redukcja fibroblastow 1 skladnikow macierzy
pozakomorkowej (ECM ang. extracellular matrix) w warstwach skory wiasciwej [16].
Z wiekiem, zmniejsza si¢ ilos¢ kolagenu i ulega on fragmentacji, co wynika z nasilonej sekrecji
metaloproteinaz degradujacych macierz przez fibroblasty [17]. Ponadto obserwuje
si¢ spadek liczby witokien elastycznych oraz zmiany poziomu glikozaminoglikanow
i proteoglikanow w skorze wiasciwej [18]. Wraz z wiekiem wtokna elastyny ulegaja coraz
szybszej degradacji [19]. Zmiany w ilosci sktadnikow ECM skutkuja wieloma cechami
klinicznymi wystepujacymi w starzejacej si¢ skorze, takimi jak zmarszczki 1 utrata
elastycznosci skory. Powstawanie zmarszczek jest takze zwigzane ze zmianami w podskornej
biatej tkance ttuszczowej (sWAT — ang. subcutaneous white adipose tissue), znajdujacej
si¢ pod warstwami skory wilasciwej [20]. Ponadto proces starzenia moze by¢ indukowany
przez stres oraz aktywacje onkogenow [21]. Ze wzglgdu na fakt, iz skora jest stale narazona
na zewnetrzne czynniki stresogenne, takie jak promieniowanie UV i zanieczyszczenia,
prawdopodobne wydaje si¢, ze wplyw czynnikow Srodowiskowych moze sprzyja¢ starzeniu
si¢ chronologicznemu i wystgpowaniu procesu zapalnego. Reaktywne formy tlenu (RFT),
uszkodzone DNA oraz zaburzona homeostaza komorkowa s3  aktywatorami
wewnatrzkomorkowych biatkowych komplekséw prozapalnych znanych jako inflamasomy
[22]. Wozrost sygnalizacji przeciwzapalne] transformujgcego czynnika wzrostu beta
(TGF-B -ang. transforming growth factor ) moze by¢ zwigzany z gromadzeniem si¢ komorek
immunosupresyjnych w starzejacej si¢ skorze wilasciwej [23]. Gromadzenie si¢ starzejacych

si¢ komorek prowadzi do rozwoju przewlektego stanu zapalnego i1 dysfunkcji metabolicznej,
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co nasila proces starzenia. Zjawisko akumulacji starzejacych si¢ komorek odnotowywane
jest réwniez w skorze. [24]. Komorki te nie moga si¢ dzieli¢, jednakze pozostajg
one metabolicznie aktywne 1 charakteryzuja si¢ fenotypem wydzielniczym zwigzany
ze starzeniem si¢ (SASP ang. Senescence Associated Secreatory Phenotype). Wydzielane przez
nie cytokiny prozapalne istotnie zmieniajg mikrosrodowisko skory [25]. W ludzkiej skorze
obecno$¢ starzejacych si¢ komorek, w tym fibroblastow, wigze si¢ ze zmianami morfologii
wiokien  elastycznych  oraz  pojawianiem si¢  zmarszczek [24].  Fibroblasty
sg odpowiedzialne za prawidlowe funkcjonowanie skory i procesy gojenia si¢ ran poprzez
wydzielanie  zwigzkéw  aktywnych iprzebudowe¢ macierzy zewnatrzkomoérkowe;.
Fibroblasty obecne w starzejacej si¢ skorze wykazuja zmieniony fenotyp wydzielniczy bogaty
w cytokiny prozapalne, chemokiny i proteazy, ktore to czynniki moga wywiera¢ szkodliwy
wplyw na pobliskie komorki i lokalne srodowisko tkankowe [26]. Wydzielane przez nie
interleukiny (IL-1B i IL-6 ang. Interleukin -/8 and -6) przyczyniaja si¢ do zaklocenia
homeostazy kolagenu [27], a zachowanie ekspresji czynnika pochodzenia stromalnego-1
(SDF-1 ang. stromal cell-derived factor 1) stymuluje pojawienie si¢ zwigzanych ze starzeniem
zaburzen pigmentacji [28]. Z wiekiem, wzrasta réwniez nagromadzenie si¢ starzejacych
keratynocytow o zmienionym profilu wydzielniczym. W skoérze wystepuja rozne komorki
odpornosciowe, ktore stanowig integralny element funkcjonalny zdrowej tkanki, jednakze
ich obecno$¢ w starzejacej si¢ skorze moze przyczynia¢ si¢ do wystgpienia w niej stanu
zapalnego. Wydaje si¢, ze zmniejszona liczba komorek Langerhansa w starzejacym
si¢ naskorku nie tylko wupo$ledza zdolnos¢ skoéry do regulowania odpowiedzi
immunologicznej, ale takze przyczynia si¢ do zmniejszone] integralnosci bariery starzejacej
si¢ skory. Réwniez nagromadzenie starzejacych si¢ komorek odpornosciowych w starzejacej
si¢ skdrze moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju stanu zapalnego i skuteczne ostabi¢ mechanizmy
nadzoru immunologicznego [29]. Akumulacja wspomnianych komoérek w skorze osob
w podesztym wieku moze wynika¢ z dlugotrwatego narazenia jej na dziatanie na r6znych
stresorow $rodowiskowych [30]. U os6b starszych rozpad ireorganizacja macierzy
zewnatrzkomorkowej zachodzi nie tylko w przestrzeni pozakomorkowej, ale procesy
te wplywaja rowniez na mikrounaczynienie skory i uktad limfatyczny [31]. Nagromadzenie
komorek cytotoksycznych moze skutkowaé zwiekszong ekspozycja macierzy pozakomoérkowe;j
skory na dziatanie enzymow metaloproteinaz macierzy (MMP, ang. matrix metalloproteinase),
proteaz serynowe, ktore moga utrwala¢ degradacje widkien sprezystych, a w konsekwencji
ostabia¢ wytrzymalo$¢ i elastyczno$¢ skoéry. Poza wspomnianymi czynnikami, istotng role

w podtrzymywaniu stanu zapalnego w starzejacym si¢ organizmie odgrywa¢ moga takze
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mitochondrialne wzorce molekularne zwigzane z uszkodzeniem (DAMP ang. Danger/Damage
Associated Molecular Patterns), zmiany mikroflory jelitowej, zwigkszona aktywno$¢ uktadu
krzepnigcia i fibrynolizy oraz zaburzenia regulacji szlaku dopetniacza, a takze nagromadzenie
mutacji w mitochondrialnym DNA (mtDNA) [32, 33]. Bardzo istotng role odgrywajg takze
czynniki $rodowiskowe, m.in. promieniowanie UV, zanieczyszczenie, palenie papierosow,
dieta, itp. [34]. W skorze przewlekle narazonej na promieniowanie UV wzrasta liczba komorek
odporno$ciowych [35], nasilajg si¢ procesy starzenia fibroblastow, co moze przektadaé
si¢c na obserwowane rozlegle uszkodzenia macierzy zewngtrzkomorkowej [36].
Podsumowujac, nagromadzenie starzejacych si¢ komorek w skorze zmniejsza jej zdolnos$¢
do zniwelowania stanu zapalnego i naprawy uszkodzen strukturalnych. Natomiast powstajace
prozapalne s$rodowisko ulatwia powstawanie uszkodzen 1 przebudowe macierzy
zewnatrzkomorkowej skory. Procesy te prowadza nie tylko do zmian w architekturze skory
i wygladzie klinicznym, ale mogg réwniez mie¢ one bezposredni wptyw na rezydujace
I naciekajace skorg komorki odpornosciowe oraz immunokompetencje komorek u o0sob

starszych.

2.2 Fotostarzenie si¢ skory

Skora pelni funkcj¢ bariery ochronnej przed szkodliwymi czynnikami zewnetrznymi,
takimi jak promieniowanie UV, zanieczyszczenie srodowiska, promieniowanie jonizujace, itp.,
przed czynnikami mechanicznymi oraz inwazja patogenow [4, 22]. Powtarzajaca si¢ nadmierna
ekspozycja na $wiatto stoneczne lub $wiatto lamp UV wywoluje zmiany w skorze,
ktore przypominaja, ale nie sg identyczne, jak te obserwowane podczas normalnego procesu
starzenia [16]. Promieniowanie UV bezposrednio i posrednio zaburza homeostazg skory,
indukujac stres komorkowy, m.in. stres oksydacyjny, retikulum endoplazmatycznego
i mitochondrialny [37-39]. Starzenie si¢ komoérek zatrzymuje ich proliferacje i stymuluje
ekspresje duzej liczby mediatorow pro- i przeciwzapalnych [40]. Interleukiny, chemokiny
(np. CCL2 ang. Chemokine MCP-1 a protein monocyte chemoattractant, CCL3 ang.
Chemokine, an inflammatory protein of 1 alpha macrophages, CXCL1 ang. Chemokine GRO
alfa, CXCL8 ang. chemokine IL-8) i czynniki stymulujace tworzenie kolonii granulocytow
i makrofagbw (GM-CSF ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)
sg glownymi wydzielanymi czynnikami prozapalnymi wykrywanymi w wielu modelach
eksperymentalnych. Silny wzrost ekspresji cyklooksygenazy-2 (COX-2 ang. cyclooxygenase-
2) wskazuje, ze prostanoidy odgrywajg role w procesie fotostarzenia. Skora narazona

na nadmierng, regularng ekspozycje na promieniowanie stoneczne ulega procesowi
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fotostarzenia. W obrazie klinicznym skory zmienionej w procesie fotostarzenia obserwujemy
glebokie zmarszczki, widoczne s3 nadmiernie rozszerzone naczynia na twarzy
tzw. teleangiektazje, zmiany pigmentacyjne oraz atrofia naskorka [8]. Wieksza widoczno$¢
zmarszczek 1 atrofia naskoérka, wzmozona melanogeneza i nieregularna pigmentacja, a nawet
oparzenia stoneczne stanowig powszechne kliniczne fenotypy fotostarzenia [41].
W przeciwienstwie do starzenia chronologicznego, ktére jest determinowane
przez predyspozycje fizjologiczne jednostki, fotostarzenie zalezy przede wszystkim od stopnia
ekspozycji na promieniowanie UV i ilosci melaniny w skorze [42]. Szczegodlnie narazone
sg obszary skory eksponowane na stonce, takie jak twarz, szyja, gorna czes$¢ klatki piersiowe;,
dtonie i przedramiona [43]. Fotostarzenie jest procesem kumulatywnym, poniewaz przyczynia
si¢ do niego wiele czynnikow. Wykazano, ze osoby o jasniejszym kolorze skory, mieszkajace
w krajach naslonecznionych, tatwiej zapadaja na nowotwory skory, takie jak rak
podstawnokomoérkowy, rak plaskonablonkowy i czerniak [17]. Promieniowanie UVC
(o dlugosci fali A od 100 do 290 nm) jest prawie catkowicie pochlaniane przez warstwe
ozonowg i nie ma wplywu na skor¢. Natomiast promieniowanie UVB (A 290 - 320 nm)
oddzialuje na powierzchniowa warstwe skory (naskorek) i powoduje oparzenia sloneczne.
W przeszto$ci uwazano, iz promieniowanie UVA (A 320 - 400 nm) ma niewielki wptyw
na skore, jednakze pdzniejsze badania wykazaty, ze wnika ono glgbiej w skore w pordwnaniu
z UVB powodujac powazniejsze uszkodzenia [44]. Promieniowanie UVB indukuje uwalnianie
przez keratynocyty rozpuszczalne mediatory, m.in. cytokiny zapalne, ale takze
metaloproteinazy macierzy, ktore dyfunduja w glab skory wlasciwej modulujac tam macierz
pozakomorkowa [45]. Natomiast, dlugotrwate promieniowanie UVA moze bezposrednio
powodowac uszkodzenia makroczasteczkowe w fibroblastach skory 1 generowac na przyktad
delecje w obrebie mitochondrialnego DNA [46]. Wykazano réwniez, ze promieniowanie
podczerwone (IR ang. infrared radiation) moze powodowac¢ uszkodzenia skory i przyczynia¢
si¢ do jej fotostarzenia.

Ekspozycja na promieniowanie UV indukuje wytwarzanie RFT, ktore aktywuja
powierzchniowe czynniki wzrostu komorek, receptory cytokin 1 oksydaze fosforanu
dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADPH ang. reduced nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate) [47]. RTF aktywuja cytoplazmatyczne szlaki transdukcji sygnatu
w fibroblastach, ktore sg zwigzane z rdéznicowaniem, wzrostem, starzeniem si¢ komorek
i degradacjg tkanek, a takze powodujg trwale zmiany genetyczne w protoonkogenach i genach

supresorowych nowotworow [48]. RFT aktywuja czynnik jadrowy kappa-B (NF-xB ang.
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nuclear factor kB), ktory indukuje ekspresje cytokin na powierzchni komorki, ktore sprzyjaja
fotostarzeniu, takich jak interleukina 1 (IL1), naskorkowy czynnik wzrostu
(EGF ang. epidermal growth factor) i czynnik martwicy nowotworu alfa (TNF-a ang. tumor
necrosis factor o) w keratynocytach 1 komorkach skory [49]. Nasilona ekspresja
metaloproteinaz prowadzi do degradacji macierzy pozakomorkowej skory wilasciwe;,
w szczegdlnosci prokolagendéw I i III [17]. Jednocze$nie zmniejsza si¢ réwniez synteza
kolagenu, co wyjasnia hamowanie receptora TGF-B typu II w fotostarzejacej si¢ skorze
po ekspozycji na promieniowanie UV [45]. Powoduje to naruszenie integralnosci skory
wlasciwe] 1uszkodzenie reakcji naprawczej. Chociaz pewna ilos¢ $wiezego kolagenu
kompensacyjnego jest wytwarzana w odpowiedzi na uszkodzenie wywotane UV, przy ciaglej
ekspozycji na promieniowanie UV powstajg uszkodzenia struktury skory, a z czasem widoczne
sg glebokie zmarszczki [50]. Zaawansowany wiek powoduje akumulacje uszkodzen
oksydacyjnych skory w wyniku nadmiaru RFT. Potwierdzaja to badania nad odpowiednimi
regulatorami produkcji i degradacji kolagenu, w ktérych stwierdzono podwyzszony poziom
czynnika transkrypcyjnego (AP-1 ang. activator protein 1) i aktywnos$¢ metaloproteinazy
macierzy w starzejacej si¢ skorze w  poréwnaniu z miodg skorg [17, 51].
Promieniowanie UV stymuluje rowniez degradacj¢ sktadnikow ECM skory, np. kolagenu,
elastyny i glikoprotein, czyli zmiany podobne do zachodzacych w procesie wewnetrznego
starzenia, jednakze zachodzace znacznie szybciej niz w chronologicznym starzeniu [52, 53].
Ekspozycja na promieniowanie zwigksza ekspresje elastyny co nasila skorng akumulacje
elastyny i jej fragmentéw (elastoza stoneczna) [54]. Patologiczne zmiany sktadnikow ECM
sprzyjaja zwtoknieniu tkanek i starzeniu si¢ komorek [54]. Promieniowanie UV i fotostarzenie
wywoluja nadmierng aktywno$¢ proteolityczng, ktéra zaburza trojwymiarowa integralnosé
skory [55]. Zarowno UVA lub UVB aktywuja szeroki zakres czynnikéw transkrypcyjnych
w komorkach skory, wtym czynnika AP-1 i jadrowego czynnika «B (NF-«xB),
zaangazowanych w transkrypcje genéow odpowiednio dla enzymoéw degradujacych macierz
i cytokin prozapalnych [17], co nasila produkcje metaloproteinaz macierzy (szczegdlnie
kolagenazy-1 (MMP-1), stromelizyny-1 (MMP-3) i zelatynazy A (MMP-2), a w konsekwencji
degradacje kolagenu, elastyny i innych sktadnikow tkanki tacznej [56]. Enzymy te réwniez
posrednio hamuja synteze kolagenu w skorze [56]. Aktywacja wspomnianych czynnikow
transkrypcyjnych ostatecznie prowadzi do zwigckszenia suchosci skory, pigmentacji, wiotkosci,
powstawania glebokich zmarszczek i aktywacji apoptozy [57, 58]. Synteza kolagenu
jest procesem, na ktéry wplyw maja czynniki wewnatrz- 1 zewnatrzkomoérkowe.

Jednym z czynnikow regulatorowych jest transformujacy czynnik wzrostu beta (TGF-),
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ktory stymuluje produkcje kolagenu [59]. Drugim waznym regulatorem jest czynnik
transkrypcyjny AP-1, ktory hamuje synteze kolagenu i sprzyja jego rozpadowi [50].
Ekspozycja na promieniowanie UV przyczynia si¢ do wytwarzania reaktywnych form tlenu,
ktore z kolei moga powodowac uszkodzenia oksydacyjne komorek, co w rezultacie przyczynia
si¢ do rozpadu kolagenu.

Promieniowanie UV jest takze gtéwng przyczyng uszkodzen DNA komorek macierzystych,
co przyczynia¢ si¢ moze do wyczerpywania zasobéw komorek macierzystych ostatecznie
prowadzac do fotostarzenia si¢ skory [4]. Wywolane promieniowaniem uszkodzenia skory
skutkuja rowniez gromadzeniem si¢ nieprawidlowej elastyny w powierzchownej warstwie
skory whasciwej [17]. Procesy odpowiedzialne za fotostarzenie si¢ skory zachodza przy kazdej
dluzszej ekspozycji na promieniowanie, jednakze przez lata nie sg one widoczne.
Fotostarzenie jest zwigzane réwniez z wystepowaniem uszkodzen naczyniowych.
Wyniki badan przeprowadzonych zaréwno na ludziach, jak i na myszach (albinosach
bez siersci) potwierdzily, iz przewlekte promieniowanie UVB znacznie zwigksza unaczynienie
skory iangiogenezg [60]. Ekspozycja skory na promieniowanie UV indukuje angiogeneze
poprzez aktywacj¢ czynnika wzrostu $rodblonka naczyniowego 1 obnizenie poziomu
trombospondyny-1 [61]. Powstajace naczynia sg jednak nadmiernie przepuszczalne i powoduja
zapalenie skory z powodu ucieczki mediatoréw stanu zapalnego, takich jak IL-8, co z kolei
przyczynia si¢ do fotostarzenia poprzez dalsze przyspieszenie degradacji macierzy
pozakomoérkowej i zmniejszenie unaczynienia skory w stanie przewlektym [61].

Skora z objawami fotostarzenia charakteryzuje si¢ podwyzszona elastoza 1 fragmentacja
kolagenu ponizej potaczenia skorno-naskérkowego. Grubos¢ naskorka moze by¢ nieregularna,
podobnie jak morfologia komorek naskorka. W fotostarzejacej sie skorze wiasciwej dochodzi
do wzrostu ilo$ci glikozaminoglikanéw 1 proteoglikanéw, prawdopodobnie wynikajacego
ze wzrostu MMP wraz ze zwigkszong liczbg hiperplastycznych fibroblastow [62].
Fotostarzejagca si¢ skora moze wykazywa¢ zwigkszong liczbe komorek zapalnych,
takich jak mastocyty, eozynofile i komorki jednojadrzaste [35].

Zmarszczki, wiotkos$¢ 1 szorstko$¢ skory oraz teleangiektazje sa klinicznymi cechami
charakterystycznymi zaré6wno dla wewnetrznych, jak i zewngtrznych proceséw starzenia
si¢ skory, natomiast zmiany barwnikowe (w tym plamy soczewicowate, przebarwienia
pozapalne, melasma), zazolcenie 1 nierowny koloryt skoéry sa silnie zwigzane
z zewnatrzpochodnym starzeniem si¢ skory, ktore zwykle obserwuje si¢ na twarzy, szyi, klatce
piersiowej 1 grzbietach dtoni [46, 63, 64]. Zaréwno chronologiczne starzenie skory

| fotostarzenie czesto prowadza do zmian w ilosci, rodzaju i strukturze kolagenu czemu
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towarzyszy spadek TGF-B1 i wzrost MMP [65],[66]. Zwickszona aktywnos¢ MMP-2
I MMP-9 degradujacych kolageny typu IV, V, VII, IX, fibronektyn¢ i elastyn¢ prowadzi
do obnizenia elastyczno$ci oraz do suchosci skory [2]. Stosowanie kremu z filtrem i unikanie
ekspozycji na stonce w godzinach poludniowych stanowig najlepsza metoda przeciwdziatania
fotostarzeniu si¢ skory. Wiele substancji aktywnych, w tym kwas azelainowy, kwas fitowy,
kwas askorbinowy 1 inne, dzigki swoim wlasciwosciom antyoksydacyjnym wplywaja

korzystnie na kondycje skory osob z widocznymi oznakami fotostarzenia.

2.3 Rola kwasu azelainowego w zabiegach kosmetycznych

Kwas azelainowy (AA ang. azelaic acid, Ryc. 1) jest zwigzkiem organicznym
nalezacym do grupy kwasow dikarboksylowych, o prostym, 9-cio weglowym tancuchu
(CoH1604), ktory wystepuje w ziarnach zboz (zycie, jeczmieniu, pszenicy) [67]. Jest on takze
wytwarzany przez Malassezia furfur drozdzaki, ktére bytuja na skorze i we wlosach. Kwas ten
po raz pierwszy wzbudzil zainteresowanie ze wzgledu na zdolno$¢ ograniczania gromadzenia
barwnika poprzez kompetencyjne hamowanie tyrozynazy,
co przyczynito si¢ do powstania idei zastosowania go w leczeniu przebarwien skory [68].
Podzniejsze badania wykazaty réwniez wlasciwosci przeciwzapalne i przeciwbakteryjne kwasu

azelainowego [68].

HO OH

Ryec. 1. Struktura kwasu azelainowego

Kwas azelainowy dziala bakteriobdjczo na bakterie odpowiedzialne za powstawanie tradziku
m.in. Propionibacterium acnes oraz Staphylococcus epidermidis, a takze na wiele innych
skornych mikroorganizmow tlenowych, jak i beztlenowych, w tym S. aureus [68]. Wtasciwosci
przeciwzapalne kwasu azelainowego zwigzane sg z dzialaniem agonistycznym wobec receptora
PPAR-y (ang. peroxisome proliferator-activated receptor gamma), ktéry z kolei hamuje
aktywnosc¢ czynnika transkrypcyjnego NF-«B [69]. Wykazano, iz krem zawierajacy 20% kwas
azelainowy moze zmniejszaé liczbe zmian zarowno niezapalnych, jak izapalnych
oraz ma skuteczno$¢ poréwnywalng z innymi zatwierdzonymi standardowymi terapiami,

w tym nadtlenkiem benzoilu i erytromycyna, a takze tretinoing, ale jest lepiej tolerowany,
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powodujagc mniejsze ryzyko wystgpienia niepozadanych skutkow ubocznych. [70].
Mechanizm dziatania kwasu azelainowego w leczeniu tradziku moze wigzaé si¢ z jego
hamujacym wpltywem na mitochondrialng oksydoreduktazg i synteze DNA [71]. Ponadto, kwas
azelainowy ogranicza wytwarzanie kwasoéw tluszczowych i posiada dziatanie keratolityczne,
co zmniejsza powstawanie czopow tojowych i zmian trgdzikowych. Poprzez hamowania
dojrzewania keratynocytow (m.in. na drodze obnizenia syntezy prekursorow keratyny),
kwas azelainowy reguluje procesy keratynizacji w naskoérku ludzkim, co daje rowniez efekt
przeciwzaskornikowy [72, 73].

Badania in vitro wykazaty, ze kwas azelainowy dziala jak zmiatacz rodnikow tlenowych,
atakze, ze jest on odwracalnym inhibitorem tyrozynazy i innych oksydoreduktaz,
w tym 5-a-reduktazy. Kwas azelainowy hamuje réwniez wzrost i nasilong aktywnos¢
melanocytow, apoprzez blokade syntezy DNA i wplyw na oddychanie komoérkowe
melanocytow, redukuje przebarwienia. Produkty zawierajagce kwas azelainowy
sa wykorzystywane w celu zmniejszenia melasmy [9]. Badania in vitro potwierdzily
zmniejszong aktywno$¢ tyrozyny w obecnosci kwasu azelainowego [9]. Kwas azelainowy
wykazuje réwniez stabe dzialanie komedolityczne poprzez hamowanie proliferacji
1 r6znicowania ludzkich keratynocytow, a takze dziatanie przeciwzapalne poprzez hamowanie
wytwarzania prozapalnych pochodne tlenu w neutrofilach [74]. Moze réwniez zmniejszaé
produkcje sebum na czole, brodzie i policzkach poprzez hamujacy wpltyw na konwersje
testosteronu do 5-dehydrotestosteronu [75].

Dziatania niepozadane kwasu azelainowego sa fagodne i przemijajace. Okoto 5% do 10% os6b
zglasza pieczenie lub klucie, napigcie skory 1 rumien w leczonym obszarze, ale zwykle trwa
to tylko kilka tygodni [76].

Obecnie kwas azelainowy szeroko stosowany jako $rodek terapeutyczny w dermatologii.
Uzyskat on akceptacje Agencji ds. Zywnosci i Lekow (Food and Drug Administration)
jako s$rodek stosowany w leczeniu tagodnego do umiarkowanego zapalnego tradziku
pospolitego oraz tradziku rézowatego. Kwas azelainowy nie wykazuje toksycznosci,
teratogenno$ci oraz nie posiada wilasciwosci mutagennych. Stosowany miejscowo
jest bezpieczny dla kobiet w cigzy i dlatego tez jest klasyfikowany jako lek kategorii B.

Moze by¢ on takze stosowany w okresie laktacji [68].
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2.4 Rola kwasu fitowego w zabiegach kosmetycznych

Kwas fitynowy (1,2,3,4,5,6-heksafosforan mio-inozytolu, IP6, Ryc. 2) stanowi gtdéwna
forme¢ magazynowania fosforu i inozytolu w ziarnach i nasionach roslin, szczegdlnie w okresie
dojrzewania. Wysoka jego zawarto$¢ odnotowuje si¢ w produktach zbozowych (np. makach
zytnich, pszennych, itp.) [77]. Kwas fitynowy ma mas¢ molowa 660,04 g mol/1, a jego wzor
czasteczkowy to CeH18024Ps. Czasteczka kwasu fitynowego jest wysoce stabilna, dlatego moze
by¢ przechowywana w postaci ciata stalego w oboj¢tnych lub zasadowych roztworach wodnych

przez miesigce lub lata [78].
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Ryc. 2. Struktura chemiczna kwasu fitynowego

Unikalna  struktura  kwasu  fitynowego  pozwalajaca na  tworzenia  chelatow
z wielowarto§ciowymi jonami metali, takimi jak wapn, cynk i zelazo i jest ona odpowiedzialna
za jego charakterystyczne wlasciwosci [78, 79]. Badania in vitro, jak i in vivo sugerowaty silne
dziatanie przeciwnowotworowe kwasu fitynowego [80-82]. Kwas fitowy wykazuje wysokie
powinowactwo do zelaza, dzigki czemu skutecznie hamuje roézne reakcje oksydacyjne,
blokuje powstawanie rodnikoéw hydroksylowych i zmniejsza peroksydacje lipidow [83].
Kwas fitynowy bedacy alfa-hydroksykwasem. Stymulujac zluszczanie komorek
w zewnetrznych warstwach skory przyspiesza naturalny cyklu odmtadzania jej komorek.
Dziatanie peelingujace kwasu fitynowego jest podobne w dziataniu do bardziej popularnego
kwasu glikolowego, jednakze zastosowanie tego pierwszego nie wymaga neutralizacji

po aplikacji. Wykazano, ze kwas fitynowy jest skutecznym $rodkiem do peelingu chemicznego
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w leczeniu melasmy i tragdziku. Kwas fitynowy absorbuje nadmiar wapnia z powierzchni skory,
co zapobiega zatykaniu porow i zmniejsza wypryski. Osadzanie wapnia na powierzchni skory
zwigzane jest z wptywem twardej wody 1 prowadzi do utraty wilgoci. Kwas fitynowy zmniejsza
réwniez widoczno$¢ porow oraz posiada dziatanie nawilzajgce. Dzigki swoim wiasciwo$ciom
przeciwutleniajgcym dziata jako zmiatacz wolnych rodnikéw, zapobiegajac uszkodzeniom
oksydacyjnym skory. Stymulujac ztuszczanie martwych komorek skory, kwas fitowy zwigksza

obrot komorkowy, co powoduje rozjasnienie pigmentacji i poprawe kolorytu skory.

Kwas fitynowy uzyskat status substancji ogoélnie uznanej za bezpieczng (GRAS) w USA,
a takze w Japonii, Chinach i Unii Europejskiej [78].

2.5 Rola kwasu L-askorbinowy w zabiegach kosmetycznych

Nagromadzenie uszkodzen skory, w ktorych posrednicza RFT, prowadzi
do karcynogenezy i starzenia si¢ skory [84]. Dlatego endogenne czynniki przeciwutleniajace
sg niezbedne do ochrony przed uszkodzeniami skory wywolanymi promieniowaniem UVB.
Witamina C (kwas L-askorbinowy, Ryc.3) jest silnym przeciwutleniaczem, dziata jako donor
elektrondbw 1 ogranicza wytwarzanie ROS, takich jak rodniki ponadtlenkowe,
rodniki hydroksylowe i tlen singletowy powstajace pod wptywem promieniowania [8, 85].
Witamina C jest w stanie redukowac niestabilne rodniki tlenu, azotu i siarki, a takze

regenerowac inne przeciwutleniacze w organizmie, takie jak alfa-tokoferol (witamina E) [86].

Ryec. 3 Struktura kwasu askorbinowego

Szczegodlnie wysoka zawarto§¢ witaminy C odnotowuje si¢ w owocach takich jak

acerola, pomarancza, cytryna, mandarynka i pomidor [87]. Wraz z wiekiem obniza si¢ poziom
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kwasu askorbinowego w skorze, zwtaszcza w naskorku [88]. Niedobor kwasu askorbinowego
powoduje starzenie si¢ skory [87, 89]. Zatem suplementacja witaminy C jest jedng

z atrakcyjnych strategii przeciwdziatania starzeniu si¢ skory [89].

Witamina C stanowi niezbedny kofaktor wspomagajacy aktywno$¢ katalityczng
poprzez redukcje jonow metali w miejscu aktywnym enzymu, jednakze, poniewaz organizm
ludzki nie moze jej syntetyzowaé, musi by¢ ona dostarczana do organizmu z pozywieniem
[4, 90]. Witamina C jest kofaktorem regulatorowych hydroksylaz proliny i lizyny,
ktore stabilizujg trzeciorzgdowa strukture czasteczki kolagenu poprzez aktywacje czynnika
indukowanego niedotlenieniem (HIF-1, ang. hypoxia-inducible factor 1), kontrolujac ekspresje¢
gendw zaangazowanych w syntez¢ kolagenu (Col. -1 i Col-3) oraz przebudowie tkanek jako
kolagenazy [91, 92]. Kwas askorbinowy wptywa na wiele etapéw produkcji kolagenu [85].
Moze on zwigksza¢ ekspresj¢ TGF-B1 1 aktywowal szlaki sygnalowe, co ostatecznie
przyczynia si¢ do zwickszenia ekspresji genéw kolagenu [85]. Stanowi takze niezbedny
kofaktor hydroksylazy prolilowej i hydroksylazy lizylowej, odgrywa kluczowa rolg
w dojrzewaniu kolagenu na etapie posttranslacyjnym [93]. Zaobserwowano takze, ze witamina
C stymuluje rowniez transkrypcje gendow prokolagenu I i III w komodrkach [94].
Wykazano, iz w hodowlach fibroblastow, kwas askorbinowy stymuluje biosynteze kolagenu
poprzez nasilenie transkrypcji gendw, jak i stabilizacje mRNA kolagenu typu I i III [95, 96].
Witamina C selektywnie zwigksza syntez¢ bialek kolagenowych bez zwigkszania syntezy
biatek niekolagenowych w hodowlanych ludzkich fibroblastéw, a efekt ten zwigzany byt
z podwyzszonym poziomem mRNA prokolagenu typu I i typu I1I [96, 97]. Witamin C odgrywa
rowniez wazng role w wewnatrzkomorkowej kaskadzie sygnalizacyjnej, ktora prowadzi
do proliferacji fibroblastow [98]. Oprocz zwickszania syntezy kolagenu w hodowanych
fibroblastach, kwas askorbinowy zmniejsza produkcj¢ metaloproteinaz macierzy,
ktore degradujg kolagen [99]. Stymuluje on réwniez synteze ceramidow z keratynocytow,
prawdopodobnie przyczyniajac si¢ do tworzenia wlasciwej bariery lipidowej w naskorku [100].
Pullar i wsp. [87], wykazali, ze kwas askorbinowy zapobiega peroksydacji lipidow i chroni
keratynocyty wystawione na dziatanie promieniowania UV przed apoptozg. Dodatkowo kwas
ten hamuje stany zapalne wywotane przez UVB poprzez obnizenie produkcji cytokin [101].
Witamina C jest stosowana w produktach kosmetycznych roéwniez w celu nadawania skorze
blasku 1 rozswietlenia, poniewaz jest w stanie przeciwdziala¢ hiperpigmentacji [91].
Badania wskazuja rowniez, ze witamina C jest skuteczna w leczeniu przebarwien, melasmy

i plam stonecznych, co wydaje si¢ by¢ zwigzane z jej zdolnoscig do hamowania co tyrozynazy,
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enzymu ograniczajgcego melanogenez¢ [98]. Ponadto witamina C sprzyja réznicowaniu
komorek keratynocytow 1 poprawia spojno$¢ skory wilasciwej z naskorkiem [102].
Wyniki wskazuja, ze kwas askorbinowy zmniejsza ogdélng metylacje DNA, a konkretnie,
reaktywuje ekspresje genow supresorowych nowotworow [103]. W ciggu ostatnich kilku lat
pojawito si¢ wiele badan oceniajgcych skutecznos¢ witaminy C w walce w oznakami starzenia.
Po zastosowaniu miejscowym Wit C moze zneutralizowaé reaktywne formy tlenu wyzwalane
przez ekspozycje na promieniowanie sloneczne i czynniki §rodowiskowe, takie jak dym
i zanieczyszczenia [104]. Badania kliniczne potwierdzily, ze miejscowe stosowanie kwasu
askorbinowego moze zwigkszy¢ poziom kolagenu w skorze. W kontrolowanym placebo
badaniu klinicznym poziomy mRNA kolagenu typu I i typu III w biopsji skory wzrosty
odpowiednio 0 25% i 21% u 10 kobiet po menopauzie, u ktorych stosowano na twarzy 5% kwas
askorbinowy [99]. W kolejnym randomizowanym badaniu z udziatem 19 pacjentow, wykazano
znaczaca poprawe w ocenie klinicznej, subiektywnej i fotograficznej glebokich zmarszczek,
szorstkos$ci, wiotkosci, i ziemisto$ci po zastosowaniu 10% kwasu askorbinowego na potowie
twarzy w poréwnaniu Zz kontrolng potowa twarzy [105]. Dlugotrwale stosowanie AA
na powierzchni naskérka moze hamowac fotostarzenie wywotane promieniowaniem UVB
poprzez zmniejszenie degradacji kolagenu, w ktorej posredniczy TNF-a [84].

Ze wzgledu na fakt, iz kwas askorbinowy jest zwigzkiem hydrofilowym, jego wchianianie
przez skorg jest ograniczone [85, 93]. Warstwa rogowa naskorka petnigca gtownie funkcje
barierowa sklada si¢ z korneocytdw zanurzonych w wysoce zorganizowanej macierzy
lipidowej, w ktorej woda stanowi jedynie 15-30%. Z tego powodu substancja hydrofilowa
Z trudem moze przenikna¢ przez t¢ warstwe hydrofobowa do glgbiej potozonych warstw skory
[106, 107]. W fizjologicznym pH, witamina C wystgpuje glownie w formie czasteczki
obdarzonej tadunkiem, co rowniez ogranicza jej penetracje wewnatrz naskorka. Poza tym kwas
askorbinowy jest niestabilny w $rodowisku wodnym, tatwo ulega utlenianiu pod wplywem
ekspozycji na $wiatto, wysokiego pH 1 podwyzszonej temperatury. Latwo ulega rowniez
degradacji w obecno$ci niektorych enzymow i jondw metali, tworzagc produkty pozbawione
aktywnosci biologicznej [108]. W celu zwigkszenia stabilno$ci i powolnego kontrolowanego
uwalnia kwasu askorbinowego opracowywane sg wielofazowe emulsje, nanoczastki, preparaty

liposomalne i inne [109, 110].

Zwigkszenie skuteczno$ci opisanych powyzej substancji mozna uzyska¢ poprzez zastosowanie

metod utatwiajacych ich dotarcie do glebszych warstw skoéry, m.in. mezoterapie mikroigtowa.
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2.6 Zastosowanie mezoterapii mikroiglowej w zabiegach kosmetycznych

Mikronaktuwanie stanowi stosunkowo nowa, minimalnie inwazyjna procedure polegajaca
na powierzchownym i kontrolowanym naktuwaniu skory za pomocg cylindra z bardzo cienkimi
iglami [111]. W krotkim czasie, metoda ta zyskata masowa popularno$¢ i akceptacje.
Tradycyjnie mezoterapia stosowana byla w celu stymulowania produkcji kolagenu u osob
z bliznami na twarzy i odmtadzania skory.

Standardowy dermaroller medyczny zawiera 8 rzedéow z 192 cienkimi mikroigtami,
zwykle o dlugosci 0,5-3 mm i 0,1 —0,25 mm S$rednicy [112]. Mikronaklucia powodujg
kontrolowane uszkodzenie skory uruchamiajac kaskadg procesow zaangazowanych w gojenie
si¢ ran. W wyniku tego procesu uwalniane zostaja czynniki wzrostu, m.in. ptytkowy czynnik
wzrostu (PDGF, ang. platelet-derived growth factor), transformujacy czynnik wzrostu alfa
i beta (TGF-a i TGF-B), biatko aktywujace tkanke taczng, czynnik wzrostu tkanki tacznej
i czynnik  wzrostu fibroblastow (FGF, ang. fibroblasts growth factor) [113].
Mikroigly uszkadzaja takze stare, stwardniale blizny, przez co umozliwiajg ich
rewaskularyzacje. Neowaskularyzacja 1 neokolageneza sa inicjowane przez migracj¢
i proliferacj¢ fibroblastow oraz odktadanie si¢ macierzy migdzykomorkowej [114, 115].
Macierz fibronektynowa tworzaca si¢ w ciggu 5 dni od mikrouszkodzenia, warunkuje
odktadanie si¢ kolagenu, ktore poprawia napiecie skory zalezne od kolagenu Il
Stwierdzono, ze glebokos¢ neokolagenezy wynosi 5-600 pm w przypadku zastosowania
uzyciu igly o dlugosci 1,5 mm. Badanie histologiczne skoéry poddanej 4 zabiegom
mikronaktuwania w odstepie 1 miesigca wykazato wzrost odktadania si¢ kolagenu i elastyny
0 400% po 6 miesigcach od zabiegu, ktoremu towarzyszyto pogrubienie warstwy kolczystej
[116]. Zabieg mikronaktuwania poprawia takze utozenie wigzek wiokien kolagenowych [117].
Efekty mikronakluwania wynikaja takze ze wzrostu wewnetrznego potencjatu elektrycznego,
co powoduje zwiekszong aktywno$¢ komorek i uwalnianie r6znych biatek, potasu i czynnikow
wzrostu z komoérek na zewnatrz, aw konsekwencji wigze si¢ z migracjg fibroblastow
do miejsca urazu, i indukcja wytwarzania kolagenu [118]. Wyniki badan sugeruja,
iz stymulowana przez mikronaktuwanie nasilona ekspresja metaloproteinaz macierzy moze
zmniejsza¢ przebarwienia.

Mikronaktuwanie stosowane jest takze w celu ulatwienia dostarczanie réznych substancji
czynnych przez barier¢ skorng, poniewaz pozwala na ominigcie warstwy rogowej naskorka
i dotarcie  bezposrednio do unaczynionej skory wlasciwej. Badania wykazaly,

iz mikronaktuwanie prowadzi do reorganizacji starych wiokien kolagenowych i odkladania
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nowego kolagenu i elastyny, co prowadzi do efektu napigcia skory. Znaczacy wzrost poziomu
kolagenu typu I, Il i VII, nowo syntetyzowanego kolagenu i tropoelastyny w stosunku
do warto$ci wyjsciowej zaobserwowano po 6 sesjach mikronakluwania w odstgpach
2-tygodniowych [119]. Przezskérna indukcja syntezy kolagenu wigze si¢ z osiggnigciem
bardziej mtodzienczego wygladu skory poprzez redukcje zmarszczek, zmniejszenie wielkosci
poréw oraz poprawe elastycznosci. Efekty mikronakluwania moze spotggowacé potaczenie
zabiegu z zastosowaniem miejscowego serum przeciwstarzeniowego np. z witaming C.
Przeciwskazaniami do zastosowania mezoterapii mikroigtowej sg aktywny tradzik, opryszczka
wargowa lub inna miejscowa infekcja, przewlekte choroby skory
0 zaawansowaniu umiarkowanym do ci¢zkiego (np. egzema i tuszczyca), zaburzenia
krzepnigcia, leczenie przeciwzakrzepowe, ekstremalna sktonno$¢ do powstawania keloidow
oraz chemio/radioterapii [117, 120]. Wsrdd najczestszymi dziatan niepozadanych zwigzanych
z zabiegiem mozna wymieni rumien i podraznienie, ktore zwykle ustepuja w ciggu kilku
godzin. Inne odnotowane zdarzenia to hiperpigmentacja pozapalna, nasilenie tradziku
i reaktywacja opryszczki, nadwrazliwo$¢ ogdlnoustrojowa, alergiczne reakcje ziarniniakowe

i miejscowe infekcje po uzyciu niesterylnego narzedzia [115, 117, 121].
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I11. ZALOZENIA I CEL PRACY

Celem przeprowadzonych badan in vivo bylo sprawdzenie skutecznosci produktow
kosmetycznych z kwasem azelainowym, kwasem fitowym, witaming C oraz zabiegu
mezoterapii mikroiglowej na poprawe elastycznos$ci skory, nawilzenia, redukcj¢ przebarwien
oraz zmniejszenie rumienia w terapiach przeciwstarzeniowych skory twarzy.

Praca polegala na ocenie skuteczno$ci wybranych peelingdéw chemicznych
przy odpowiednim stezeniu, zmniejszajagc ryzyko wystgpienia reakcji nietolerancji.
Zastosowanie wybranych sktadnikéw aktywnych w zabiegach laczonych ma stanowi¢ nowos¢
w badaniach medycznych oraz sprawdzi¢ efektywnosci i bezpieczenstwo stosowania nowo
opracowanych protokotow zabiegowych.

Cele pracy:

1) Ocena porownawcza wpltywu 20% i1 30 % kwasu azelainowego na wybrane
parametry skoéry: nawilzenie, intensywnos$¢ zaczerwienienia, poziom melaniny
oraz elastycznos$¢ skory.

2) Ocena porownawcza wplywu terapii skojarzonej kwasu azelainowego i kwasu
fitowego oraz kwasu azelainowego, kwasu fitowego i witaminy C na parametry
skory takie jak: nawilzenie, intensywno$¢ zaczerwienienia, poziom melaniny
oraz elastyczno$¢ skory.

3) Ocena poréwnawcza wptywu terapii skojarzonej kwasu azelainowego i witaminy C
oraz mezoterapii mikroiglowej z zastosowaniem tych samych sktadnikow
aktywnych na wybrane parametry skory: nawilzenie, intensywnos¢
zaczerwienienia, poziom melaniny oraz elastycznos$¢ skory.

4) Subiektywna ocena efektow zabiegowych na podstawie autorskiej ankiety,
po wykonanej serii zabiegbw oOraz ocena wystgpienia mozliwych reakcji

niepozadanych.
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IV. CZESC BADAWCZA

4.1. Materialy i metodyka

4.1.1 Charakterystyka grup badanych

Badaniem objeto 60 kobiet rasy kaukaskiej w wieku 35-60 lat o I1 i III fototypie skory,
ktore nie mialy przeciwwskazan do wykonania zabiegdw w ramach niniejszej pracy
oraz nie korzystalty w czasie trwania badania z innych zabiegéw z zakresu kosmetologii
i dermatologii estetycznej.

Badanie podzielone bylo na 3 czesci, w ktorych analizowano wplyw réznych substancji
aktywnych i technik aplikacji na parametry starzejacej si¢ skory.

1. Pierwsza grupa badana: 20 kobiet w wieku od 35 do 60 lat z fototypem II.
Uczestniczki badania zostaly poddane serii 8 zabiegow kwasem azelainowym. 20%
kwas azelainowy po prawej stronie twarzy i 30% kwas po stronie lewej.

2. Druga grupa badana: 20 kobiet w wieku 35-60 lat z typem skory II i III wedtug
Fitzpatricka, u ktorych stosowano terapi¢ skojarzong ztozong z aplikacji 20 % kwasu
azelainowego na calg twarz, 30% kwasu fitowego na cala twarz oraz 40 % kwasu
L-askorbinowy na lewg potowe twarzy.

3. Trzecia grupa badana: 20 kobiet w wieku 40-65 lat z typem skory II wedlug
Fitzpatricka, u ktorych stosowano 20% kwas azelainowy + 40% kwas L-askorbinowy
po prawej stronie twarzy i 20% kwas azelainowy + 10% kwas L-askorbinowy +

mezoterapia mikroigtowa po stronie lewe;.

Kryteria wiaczenia do badan obejmowaty ple¢ zeniska oraz obecnos$¢ oznak starzenia si¢ skory,
takich jak przebarwienia, rumien, teleangiektazje, zmarszczki i miejscowe uczucie suchosci.

Z badania wykluczone zostaty kobiety:

— z przewlekla chorobg skory

— z chorobami autoimmunologicznymi,

— z alergia na badane substancje czynne w wywiadzie
— z powaznymi schorzeniami, w tym z nowotworami.
—  wcigzy

— karmigce piersia,

— stosujace doustne retinoidy,

— z opalong skora, korzystajace z solarium
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— z wirusowymi, bakteryjnymi i grzybiczymi zakazeniami skory

Charakterystyke grup badanych przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Charakterystyka grup badanych

Substancja czynna - Substancja czynna - Badane parametry skory | Liczba | Srednia

Grupa , .
P prawa strona twarzy lewa strona twarzy 0sob wieku

Nawilzenie (Corneometer),
nasilenie rumienia i zmian
pigmentacyjnych
I 20% kwas azelainowy 30% kwas azelainowy (Mexameter), elastycznosé 20 48 lat
skory (Cutometer),
dokumentacja
fotograficzna Fotomedicus

Nawilzenie (Corneometer),
nasilenie rumienia i zmian

20% kwas azelainowy 20% kwas a_zelainowy + pigmentacyjnych
I + 30% kwas fitowy 30% kwas fitowy + 40% | (Mexameter), elastyczno$é 20 46 lat
kwas L-askorbinowy skory (Cutometer),
dokumentacja

fotograficzna Fotomedicus

Nawilzenie (Corneometer),
nasilenie rumienia i zmian

20% kwas azelainowy + . .
pigmentacyjnych

20% kwas azelainowy 10% kwas L-

Il + 40% kwas L- . (Mexameter), elastycznos¢ 20 48 lat
. askorbinowy + ,
askorbinowy L skory (Cutometer),
mezoterapia mikroiglowa .
dokumentacja

fotograficzna Fotomedicus

Wszystkie uczestniczki badania uzyskaly szczegdtowe informacje na temat
planowanych zabiegéw oraz mozliwych dziatan niepozadanych, takich jak §wiad, pieczenie,
tuszczenie, zaczerwienienie oraz nadmierna wrazliwo$¢ skory na czynniki zewngtrzne.
W przypadku wystapienia jakichkolwiek niepozadanych objawow pacjentki byly zobowigzane
do natychmiastowego poinformowania kosmetologa. W trakcie badania i miesigc po jego
zakonczeniu uczestnikom zalecono stosowanie kremow z filtrem SPF 50 rano 1 w ciggu dnia
(co 2-3 godziny), niekorzystanie z innych zabiegow kosmetologicznych i dermatologii
estetycznej oraz niezmienianie preparatow do codziennej pielegnacji przez caty okres trwania
badania. Proszono je rowniez o powstrzymanie si¢ od spozywania kawy, goracych napojow

lub pikantnych potraw co najmniej dwie godziny przed pomiarami. Wszystkie uczestniczki
badania zobowigzaty si¢ do przestrzegania zalecen. Pisemng $wiadomg zgod¢ na udziat
w badaniu uzyskano od kazdej kobiety przed wlaczeniem do niego. Wszystkie procedury
w badaniu wykonywane byty pod nadzorem dermatologa. Badanie przeprowadzono zgodnie

z Deklaracjag Helsinska, obowigzujagcymi normami polskimi i unijnymi, oraz zaleceniami
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1 wytycznymi Cosmetics Europe. Ponadto, uzyskato ono akceptacje Komisji Bioetycznej

Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (nr RNN/211/18/KE).

4.1.2 Stosowane metody zabiegowe

Zabiegi eksfoliacji chemicznej

W I cze¢$ci badania udziat wzigto 20 kobiet w wieku od 35 do 60 lat ($rednia wieku 48
lat). Uczestniczki badania zostaly poddane serii 8 zabiegdw kwasem azelainowym
aplikowanym co 10-14 dni. Zabieg rozpoczynano od demakijazu calej twarzy delikatnym
ptynem micelarnym firmy Peel Mission®, nastepnie skoér¢ odttuszczono preparatem typu
Pre Peel zawierajacym 2% kwas salicylowy. Kolejno przeprowadzono zabieg aplikujac
po stronie prawej 20% kwas azelainowy (Aza Peel 1, Peel Mission ® pH 2,7), natomiast
po stronie lewej 30% kwas azelainowy (Aza Peel 2, Peel Mission ® pH 2,7) (Ryc. 4).
Czas aplikacji preparatu kosmetycznego wynosit od pigciu do dziesigciu minut w zaleznosci

od reakcji skory oraz odczué pacjenta.

[ Lewa strona twarzy W Prawa strona twarzy
- -
Usuniecie makijazu, Usunigcie makijazu,
oczyszczanie skoryza oczyszczanie skory za
pomocy preparatu pre- pomoc3 preparatu pre-
peel zawierajacego 2% peel zawierajacego 2%
kwas salicylowy kwas salicylowy
- -
309% kwas azelainowy 1 20% kwas azelainowy (pH
(pH 2,7; 5-10 min) 2.7; 5-10 min)

Ryc. 4. Zabiegi stosowane w ramach I czg$ci badania

W II czesci badania wzieto udzial 20 kobiet w wieku 35 do 60 lat (Srednia wieku 46 lat),
wszystkie uczestniczki poddano serii 8 zabiegow wykonywanych co 7 dni. Po przeprowadzonej
I czesci badania wybraliSmy do dalszej czesci badan 20 % kwas azelainowy, poniewaz 30%
kwas azelainowy nie wykazal istotnej statystycznie wigkszej poprawy mierzonych parametrow

skory, zatem aby zachowaé jak najwicksze bezpieczenstwo w terapiach skojarzonych,
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zdecydowali$my, iz kwas o nizszym st¢zeniu bedzie bezpieczniejszy w protokotach taczonych.
W celu przygotowania skory do zastosowania peelingdéw chemicznych, przed samym
zabiegiem dokladnie skore oczyszczano i1 odtluszczano przy uzyciu peelingu wstgpnego
zawierajacego 2% kwas salicylowy. Poczatkowo, na cala twarz nakladano 20% kwas
azelainowy (Aza Peel 1, Peel Mission ® pH 2,7). Obserwowano reakcje skory, czy u badanych
nie wystapiag niepozadane reakcje skorne, m.in. zaczerwienienie, nadmierny $wiad
lub pieczenie. Po 5-10 minutach, na warstwe kwasu azelainowego naktadano 30% kwas fitowy
(pH 1,6) (Phytic Peel delikatny, Pecl Mission®).

Po kolejnych 5-10 minutach, wylacznie na lewg stron¢ twarzy naktadano 40% kwas
L-askorbinowy o pH 1,6 stabilizowany innowacyjnym kompleksem kwasow ferulowego
I laktobionowego (Vitamin C Peel 2, Peel Mission®). Po 15 min zastosowano neutralizator,
aby zrownowazy¢ dziatanie kwaséw i wyeliminowac¢ ewentualne nieprzyjemne uczucie ktucia

i pieczenia skory (Ryc. 5).

{ Lewa strona twarzy Prawa strona twarzy
~
- Usuniecie makijazu, ) Usuni¢cie makijazu,
oczyszczanie skory za oczyszczanie skory za
pomoca preparatu pre- pomocq preparatu pre-
peel zawierajacego2% peel zawierajacego 2%
g kwas salicylowy 4 kwas salicylowy
v -
20% kwas azelainowy 20% kwas azelainowy (pH
(pH 2,7; 5-10 min) 2.7; 5-10 min)
~ ~
& ™\
30% kwas fitowy (pH 1.6) 30% kwas fitowy (pH 1,6)
- -
Preparat neutralizujacy 40% kwas L-askorbinowy

(pH 1,6) stabilizowany
kompleksem kwasu
ferulowego i laktobionowego

v

Preparat neutralizujacy

Ryc. 5 Zabiegi stosowane w ramach II czg$ci badania
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Zabiegi eksfoliacji chemicznej w polaczeniu z mezoterapia mikroiglowa

III cz¢$¢ badania przeprowadzono na grupie 20 kobiet w wieku 4065 lat (Srednia wieku
48 lat). Uczestniczki poddano serii 8 zabiegow metoda ,split face” polegajacy
na poréwnywaniu efektow roznych zabiegow stosowanych po kazdej ze stron twarzy,
wykonywanych co 7 dni. Przed zabiegiem wykonano demakijaz calej twarzy, skore doktadnie
odttuszczono preparatem ,,pre-peel” zawierajacym 2% kwas salicylowy. Nastepnie na cata
twarz naktadano 20% kwas azelainowy (pH 2,7) na 10 minut. Nastepnie nie zmywajac kwasu
azelainowego po prawej stronie twarzy zaaplikowano 40% witaming C (pH 1,6) stabilizowang
nowym kompleksem kwasow ferulowego i laktobionowego. Po 15-20 min (w zaleznoS$ci
od reakcji skory) preparaty zostat zneutralizowane za pomoca wody.
Na lewg strone¢ twarzy, po 10 min od aplikacji kwasu azelainowego, naktadano neutralizator
W celu ostabienia dzialania kwasoéw na skore 1 zniesienia nieprzyjemnego uczucia pieczenia.
Nastegpnie natozono 10% witaming C i zastosowano mezoterapi¢ mikroigtlowa za pomoca
derma rollera przez 5-7 minut. W badaniu wykorzystano roller DNS Bielenda wyposazony
w 192 iglty (0,5 mm) ze stali nierdzewnej. (Ryc. 6).

Lewa strona twarzy Prawa strona twarzy
<
v
& Usuniecie makijazu, ) Usuniecie makijazu,
oczyszczanie skoryza oczyszczanie skory za
pomoc3 preparatu pre- pomoc3a preparatu pre-
peel zawierajacego 2% peel zawierajacego2%
kwas salicylowy J kwas salicylowy
~ -
i 20% kwas azelainowy (pH A 20% kwas azelainowy (pH
2,7; 10 min) y 2.7; 10 min)
v v
[ Preparatneutralizujacy 40% kwas L-ask.orbino“}'.
E 15-20 min
b 4
. 4 -
10% kwas L-askorbinowy ) Zi e B RSTE
i Mczolera ) askorbinowego
mikroiglowg (5-7min) )

Ryc. 6. Zabiegi stosowane w ramach Il czgéci badania
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4.1.3 Ocena aparaturowa

Pomiary przeprowadzano na policzkach (2 cm ponizej dolnej powieki i 2 cm od nosa)
oraz na czole (2 cm powyzej §rodka brwi) po prawej stronie i lewej strony twarzy za pomocg
adaptera Multi Probe Systems (Courage + Khazaka Electronic GmbH, Koéln, Niemcy)
W specjalnym pomieszczeniu o statej temperaturze (20°C + 2°C) i wilgotnosci (30-50%).
Przed pomiarem wszystkie uczestniczki zostaly zaaklimatyzowane w pomieszczeniu
pomiarowym przez okoto 30 minut. Koloryt skéry mierzono w miejscu wystepowania
przebarwien lub teleangiektazji. Wszystkie pomiary wykonano trzykrotnie w kazdym miejscu

1 w analizie statystycznej zastosowano warto$¢ $rednig.

W I czgséci badania, pomiary parametréow skory przeprowadzano trzykrotnie wedhug
nastepujacego schematu: TO — pomiar przed zastosowaniem preparatu, T1 — pomiar po 7
zabiegach, T2 — pomiar po miesigcu od ostatniego zastosowania preparatu produkt.
Parametry te mierzono za pomocg adaptera Multiprobe (MPA580) (Courage Khazaka GmbH
Germany) iodpowiednio dobranych sond sluzacych do oceny zmian skornych,
w tym Corneometer (nawilzenie skory), Mexameter (nasilenie rumienia 1 zmian
pigmentacyjnych) oraz Cutometer (elastycznos¢ skory). W przypadku badania I1 1 I1I, pierwszy
pomiar parametréw skory wykonywano przed serig zabiegéw (TO0), nastepnie po serii oSmiu
zabiegobw (T1-8 tygodni) i1 miesiac po zakonczeniu terapii (T2-12 tygodni).
Oceniano nastgpujgce parametry: nawilzenie (Corneometer), koloryt skoéry (Mexameter)

oraz elastyczno$¢ (Cutometer).

4.1.3.1. Ocena elastycznosci skory za pomocq aparatu Cutometer

Oceng wilasciwosci mechanicznych skory (elastycznos$ci) przeprowadzano za pomocg
aparatu Cutometer MPA 580 (Courage + Khazaka electronic GmbH). W trakcie pomiaru skora
jest zasysana do wnetrza sondy urzadzenia (otwor o srednicy 2 mm), gdzie w wyniku dziatania
podci$nienia ulega mechanicznemu odksztatceniu (Ryc. 4). Dwie soczewki znajdujgce
si¢ wewnatrz sondy przekazuja promien S$wiatla od Zrédla transmitujgcego $Swiatto
do odbiornika. Za pomoca tego systemu optycznego wbudowanego w sonde mozliwy
jest pomiar glebokos$ci zasysania skory do wnetrza. Intensywno$¢ §wiatta zalezy od glebokosci
zassania skory. Po wykonaniu pomiaru, podcisnienie zostaje zniesione, skora wraca

do uprzedniego ksztattu 1 zostaje uwolniona z sondy.
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Podcis$nienie

Ryc. 7. Zasada pomiaru za pomocg urzadzenia Cutometer MPA 580
(https://www.enviroderm.co.uk/products/cutometer-dual-mpa-580)

Odporno$¢ skory na dzialanie podci$nienia oraz zdolno$¢ skory do powrotu do stanu
pierwotnego (elastyczno$¢) zostaja przedstawione w postaci krzywych (glteboko$¢ penetracji
w mm w czasie) podczas pomiaru. Krzywe te wykorzystywane sg do wyliczenia parametréw

zwigzanych z wlasciwos$ciami elastycznymi i wiskoelastycznymi powierzchni skory.

W badaniach wlasnych wykorzystano nastepujace parametry pomiarowe:

- tryb pomiaru:

- wartos¢ podcisnienia: 450 milibarow,

- czas zasysania skory do wnetrza sondy (on time) — 3 sekundy,

- czas relaksacji skory po wytaczeniu podcisnienia (off-time): 3 sekundy,

- powtdrzenia cykli pomiarowych: 3.

Do oceny skutecznosci zabiegu, analizie poddano parametry R2 i R7.

- R2 odzwierciedla stosunek catkowitej elastycznosci skory do catkowitego rozciagnigcia
(Ua/ Uf).

- R7 stanowi stosunek natychmiastowego powrotu do stanu pierwotnego po odksztatceniu
do catkowitego rozciggniecia (Ur/Uf).

Wzrost wartosci parametréw R2 i R7 $wiadczy o wzroscie elastycznosé skory.
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Deformacja skory [mm]

Czas [s]
Ryc. 8. Charakterystyka krzywej pomiarowej w urzadzeniu Cutometer [122].

4.1.3.2 Ocena kolorytu skory za pomocq aparatu Mexameter

Aparat Mexameter MX 18 (Courage + Khazaka electronic), ktéory mierzy poziom
melaniny i hemoglobiny, wykorzystano do oceny fototypu skory, nasilenia rumienia i zmian
pigmentacyjnych. Mechanizm dziatania tego urzadzenia opiera si¢ na emitowaniu przez sonde
$wiatla o okres$lonej dtugosci fal (§wiatto A = 568 nm + 3 nm (zielone), A = 660 nm + 3 nm
(czerwone), A = 870 nm + 10 nm (podczerwien)) i pomiarze przez odbiornik ilosci $wiatta
odbitego przez skorg. Na tej podstawie mozliwe jest wyliczenie ilo$ci $wiatta zaabsorbowanego
przez skore (Ryc. 9). Zawartos¢ melaniny w skorze okres$la sie stosujac $wiatto o dwoch
dhugosciach fal absorbowanych przez pigmenty melaniny. Roéwniez przy pomiarze
zaczerwienienia skory wykorzystywane sg dwie rozne dlugosci fal, jedna specyficzna dla
absorpcji spektralnej hemoglobiny, natomiast druga pozwala na wyeliminowanie wptywu

innych barw, w tym bilirubiny.
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Swiatlo odbite przez skore

Ryc. 9. Mechanizm dziatania aparatu Mexameter (https://www.courage-
khazaka.de/images/Downloads/Brochures/Wissenschaftlich/Brochure Mexameter.p

4.1.3.3 Ocena nawilienia skory za pomocq aparatu Corneometer

Uwodnienie naskérka, gléwnie warstwy rogowej oceniano za pomocg urzadzenia
Corneometer® CM 825. Mechanizm dziatania tego aparatu polega na pomiarze pojemnosci
osrodka dielektrycznego - warstwy rogowej skory. Wiasciwosci dielektryczne skory zmieniajg
si¢ wraz ze wzrostem jej uwodnienia. Wyzsze wartosci pomiaru wskazuja wigksze nawilzenie

naskorka.

4.1.3.4 Dokumentacja fotograficzna

Efekty zabiegow byly takze oceniane przez niezaleznych ekspertow na podstawie
dokumentacji fotograficznej Fotomedicus (kazda uczestniczka badania miata wykonane zdjecia
z r6znych profili: en face, pod katem 45° oraz 90°). Niezalezni eksperci porownywali wyglad
skory przed serig zabiegoOw 1 po ostatnim zabiegu. Oceniali oni nast¢pujace parametry:
przywrécenie naturalnego kolorytu skory, rozjasnienie przebarwien, ogdélng poprawe,
tagodzenie zaczerwienienia skory oraz zmniejszenie widocznos$ci teleangiektazji i zmarszczek.
Dla wszystkich zdje¢ znormalizowano warunki o$wietleniowe, co zagwarantowato spdjnos¢
zdje¢ wykonanych na réznych etapach badania umozliwiajac doktadniejsza oceng¢ zmian

skornych i ich poréwnywanie.
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4.1.4 Ankieta satysfakcji uczestniczek z efektow zabiegow

Po ukonczeniu wszystkich zabiegow, uczestniczki wypelnialy autorska ankiete
satysfakcji z leczenia zawierajaca pytania dotyczace stanu skory twarzy przed zabiegiem oraz
pytania oceniajace efekty osiaggniete dzigki serii zabiegéw. Kwestionariusz ten zawierat 15
pytan dotyczacych subiektywnej opinii uczestnikéw na temat obserwowanych zmian
W wygladzie skoéry, w tym zmniejszenia widocznos$ci zmarszczek, poprawy nawilzenia,
elastycznosci i napigcia skory, a takze zmniejszenia zaczerwienienia, nadwrazliwosci i uczucia
napigcia skory. Do wyboru na pytania w ankiecie byty nastepujace odpowiedzi: zdecydowanie

tak, tak, nie wiem lub nie.
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V. WYNIKI

Szczegbdlowa analiza, interpretacja oraz dyskusja uzyskanych wynikow badan zostata ujeta

w formie trzech publikacji w tym dwoch czasopismach z listy JCR, zatagczonych ponize;j.

1. Markiewicz-Tomczyk A, Budzisz E, Erkiert-Polguj A. Assessment of effectiveness of
20% and 30% azelaic acid in anti-aging treatment. Problemy wspotczesnej medycyny
cz. 11, 2023, 7, 85-97. 20 pkt.

2. Markiewicz-Tomczyk A, Budzisz E, Erkiert-Polguj A. Clinical evaluation of anti-aging
effects of combined therapy-Azelaic acid, phytic acid, and vitamin C applied layer by
layer in females with Fitzpatrick skin types Il and IlIl. J Cosmet Dermatol. 2022
Dec;21(12):6830-6839. doi: 10.1111/jocd.15359. 70 pkt. IF = 1.621

3.  Markiewicz-Tomczyk, A.; Budzisz, E.; Erkiert-Polguj, A. A. Subjective and Objective

Assessment of Combined Methods of Applying Chemical Peels and Microneedling in
Antiaging Treatments. J. Clin. Med. 2023, 12, 1869. 140 pkt. IF = 4.964
https://doi.org/10.3390/jcm12051869
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Publikacja 1:

Markiewicz-Tomczyk A, Budzisz E, Erkiert-Polguj A. Assessment of effectiveness of 20% and
30% azelaic acid in anti-aging treatment. Problemy wspotczesnej medycyny cz. 111, 2023, 7,
85-97

Cykl artykutow naukowych bedacych podstawag mojej pracy doktorskiej sktadat si¢ z trzech
prac eksperymentalnych. W badaniach skupitam si¢ na przeciwstarzeniowym wplywie
wybranych substancji aktywnych, wykorzystujac nowatorskg metod¢ aplikacji produktow
warstwa na warstwe. W pierwszej czesci oceniatam skuteczno$é i bezpieczenstwo 20% kwasu
azelainowego aplikowano na prawa strong twarzy oraz 30% kwasu azelainowego naktadanego
na lewg strong. Uczestniczki poddawane byly serii 8 zabiegow wykonywanych co 10-14 dni.
Efekty zastosowanej terapii badan mierzono przy uzyciu standaryzowanego sprze¢tu Multi
Probe Adapter (MPA) Courage-Khazaka, Cutometer i FotoMedicus. Po serii zabiegow
uczestniczki badania wypehialy takze autorska ankiet¢ pozabiegowa. Na podstawie I czgsci
badan mozna stwierdzi¢, ze peelingi zawierajace 20% i1 30% kwas azelainowy poprawiaja
teksture skory, aprzede wszystkim zmniejszaja poziom melaniny i rumien. Badania
potwierdzaja, ze kwas azelainowy jest bardzo skuteczny w leczeniu rumienia i redukcji
przebarwien skory, ktore sa jednym z objawdw starzenia si¢ skory. Substancja poprawia
réwniez nawilzenie, zmniejsza zaczerwienienia, zwigksza elastycznos¢ skory, co wydaje si¢
wynika¢ z hamowania produkcji wolnych rodnikoéw przez neutrofile. Zaréwno 20% 1 30% kwas
azelainowy okazat si¢ by¢ bardzo dobrze tolerowany przez kobiety z r6znymi rodzajami skory,
takze cienka i wrazliwa, gdyz nie powoduje on nadmiernych podraznien. Wszystkie pacjentki
byty zadowolone z uzyskanych efektow terapii przeciwstarzeniowej co wyrazity w wykonanej
po serii badan autorskiej ankiecie dotyczacej satysfakcji z uzyskanych efektow terapii.
Uzyskane wyniki sg zgodne z danymi literaturowymi. Kwas azelainowy stanowi jeden z bardzo
popularnych  sktadnikow  kosmetykow  przeciwstarzeniowych, szczegdlnie  tych
przeznaczonych do cery wrazliwej, sklonnej do zaczerwienien i podraznien. Istotng zaleta
kwasu azelainowego jest brak dziatania fototoksycznego przez co moze by¢ on stosowany przez

caly rok.
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Abstract: Background. The skin aging process is frequently associated with occurrence of
discoloration, erythema and/or telangiectasia.

Objectives. The aim of the study was to assess the safety and effectiveness of cosmetic peels
containing azelaic acid in two concentrations (20% and 30%) on facial skin in anti-aging
treatments.

Methods. The study was conducted on a group of 20 women, mean age 48 years. The participants
underwent a series of eight treatments performed every 10-14 days. The peels in two
concentrations, 20% and 30%, were applied on the right and left side of the face, respectively.
Hydration, erythema and skin tone were measured with the use of standardized equipment, Multi
Probe Adapter (MPA) Courage-Khazaka, elasticity of the skin by Cutometer, and the photos were
taken by FotoMedicus. After the series of treatments, the volunteers completed a questionnaire.
Results. The study showed an improvement in the owerall skin condition in most of the
participants. These improvements were assessed after eight and 12 weeks. In vivo studies
confirmed the effectiveness of azelaic acid peels in anti-aging treatments and lack of side effects.
Conclusion. Peels with azelaic acid improve skin tone, hydration and elasticity, and decrease the
visibility of hyperpigmentation.

Keywords: hyperpigmentation, erythema, anti-aging treatment, azelaic acid
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1. Introduction

Aging is a physiological and irreversible process that takes place in our body (Sohal and
Weindruch, 1996). Discoloration, redness and telangiectasia are very common cosmetic problems
related to aging skin (Kakita and Lowe, 1998). Discoloration formation is associated with an
increased activity and number of melanin-producing melanocytes, decreased melanin distribution
by the feeding cells (macrophages) and an increased transfer of melanosomes to keratinocytes
(Lynde et al., 2006; Halder and Richards, 2004). Vascular lesions are manifested as transient or
permanent vasodilation of skin microcirculation mainly on the face, neck and décolleté. They are
observed more frequently in women than in men, particularly in people with skin phototypes | and
Il (Petit and Piérard, 2003).

Azelaic acid is a 9-carbon dicarboxylic acid formed in the process of lineleic and linolenic acid
peroxidation which occurs in the structures of the cell membrane. Azelaic acid is naturally found in
cereal grains and, in small amounts, in the human body. This acid has a broad spectrum of activity.
It is known for its whitening, antioxidant, anti-inflammatory, anti-blackhead and antibacterial
properties. The anti-inflammatory and antioxidant effects of azelaic acid are associated with
inhibition of the production of reactive oxygen species by keratinocytes, which is helpful in the
treatment of rosacea. In vitro studies have confirmed that azelaic acid is a tyrosinase inhibitor
(Schallreuter and Wood, 1990). Additionally, it can inhibit a-reductase DNA polymerase and shows
cytotoxic properties against skin pigment cells, thus brightening the skin. It also regulates sebum
secretion by inhibiting the 5 a-reductase enzyme present in the cytoplasm of sebaceous gland
epithelial cells. The antioxidant effect of the acid helps to block inflammatory reactions in the skin,
reducing redness, erythema and existing inflammation (Balipa and Graupe, 1991; Breathnach,
1999). Moreover, it regulates the keratinization process by preventing blackheads. The
dicarboxylic acid does not cause photosensitivity reactions and therefore it can be used even if the
skin is exposed to the sun, provided that proper photoprotection is applied. Azelaic acid is used in
treatment of sensitive and vascular skin since it does not cause excessive irritation (Mazurek and
Pierzchata, 2016; Del Rosso and Kircik, 2014; Breathnach, 1996).

2. Objective of the study

The conducted study was aimed at comparing the efficacy of two concentrations of chemical peels
containing azelaic acid in anti-aging treatments with the use of objective and subjective methods
of skin measurement parameters.

3. Materials and methods

The test was conducted under the supervision of a dermatologist selected in accordance with the
Declaration of Helsinki, relevant Polish and European Union standards, and the recommendations
and guidelines of Cosmetics Europe. The study was also approved by the Bioethics Committee of
the Medical University of Lodz (No. RNN/281/16/KE 2017).

3.1. Participants

The study was performed in an in vivo testing laboratory. The inclusion criteria were the following:
presence of wrinkles, loss of skin elasticity, skin dryness, redness and/or discoloration of facial
skin. Candidates who applied other anti-aging therapies, used solariums, as well as pregnant and
breastfeeding women were excluded. An in vivo study included 20 women aged from 35 to 60
years (mean age 48 years) with skin phototype II. All the subjects gave their informed consent to
participate in the study. The volunteers underwent a series of eight treatments with azelaic acid
applied every 10- 14 days. On the right side, 20% azelaic acid was used, whereas on the left side
30% azelaic acid. The time of application of the cosmetic formula ranged from five to ten minutes
depending on skin reaction. The subjects were recommended to use sun protection (min. SPF 30)
and avoid face tanning in the course of the therapy. They were also asked not to change their face
care routine or apply any additional facial treatments. Throughout the whole study, all the
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participants were regularly assessed by a dermatologist, and their tolerability was monitored as
well.

3.2. Procedures of measurement

The measurement was taken after a 30-minute rest period. On the day of the test, the participants
did not wear make-up. The skin of each patient taking part in the study was subject to a threefold
control, according to the following schedule: TO — measurement before the use of the product, T1
—measurement after seven treatments, T2 — measurement after ane month of the last application
of the product. Additionally, all the participants had photos taken with the use of the FotoMedicus
system for a careful analysis of skin condition. One month after the last treatment, the volunteers
were asked to fill in a questionnaire by which they assessed subjectively their skin condition after
the whole series of treatments. The study also analyzed possible side effects that developed
throughout the whole series of treatments and after its completion.

The measuring points were marked on the forehead and cheeks on both sides of the face,
respectively. Each measurement was made three times in the same site on the skin.

In the in vivo testing laboratory, all the measurements were taken in controlled temperature
(T = 19-21 °C) and humidity (H = 30-50%).

3.3. Outcome assessment

The skin parameters were measured by a Multiprobe Adapter (MPAS80) (Courage Khazaka GmbH
Germany). The in vivo technique involved assessment of skin lesions with the use of the following
appropriately selected probes :
*  NMexameter® MX18 probe for measurement of melanin and hemoglobin level (erythema),
i.e., the two main dyes responsible for skin tone;
* Corneometer ® CM 825 probe for measurement of skin hydration level based on water
content in the stratum corneum;
* Sebumeter® SM 815 probe for estimation of skin sebum level, regardless of water content;
* Cutometer® MPA 518 probe for measurement of skin elasticity and assessment of the
degree of skin aging. The parameter R2 reflects the ratio of total skin elasticity to total
stretch.

Furthermore, the FotoMedicus system (Elfo, todz, Poland) was used to collect photographic
documentation in the course of skin lesions treatment. Lighting conditions were normalized for all
photos, which ensured a more accurate assessment of skin lesions, including discolorations,
dilated vessels and wrinkles. A considerable advantage of this system is that it guarantees
consistency of photos taken at different stages of a study, thus facilitating proper comparison and
analysis.

3.4. Statistical analysis

The mean and standard deviation (meanzSD) was applied as appropriate for description of
parameters with normal distribution. Variables that were not normally distributed were expressed
as a median and interquartile range (median (25%; 75%)). The assumption of normality was
assessed based on the Shapiro-Wilk test. One-way repeated measures ANOVA (with either
Greenhouse-Geisser or Huynh-Feldt correction for sphericity, where appropriate) was performed
and followed by Bonferroni post hoc tests for statistical evaluation of differences in skin
parameters occurring over time. Differences in percentage changes of the parameters (as opposed
to the baseline values) between skin treated with AZA 20% and AZA 30% were compared using the
Mann-Whitney test. P values lower than 0.05 were considered as statistically significant.

4. Results

4.1. Instrumental analysis of skin condition

The study was completed by a total of 20 volunteers (mean age 48 years) with Fitzpatrick skin type
Il. Nane of the subjects experienced any allergic reactions in the course of the procedures.
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Prior to the treatments, skin condition of each subject was assessed. Also, each person
qualified for the study was interviewed to determine the causes of their existing facial skin
discoloration and erythema. None of the participants had used azelaic acid for the preceding six
months. The series of treatment sessions resulted in an improvement of forehead and cheek

hydration (Corneometer®). Skin colar brightening (Mexameter®) was observed on the forehead
and cheeks. Moreover, erythema (Mexameter®) decreased on the forehead and cheeks.

Table 1. Skin moisture content depending on the site and time of measuremeant.

Moisturize Mean  SD Mean  SD Mean * SD P
hefore treatment after 8 weeks after 12 weeks
Left side Forehead 46.1+8.3 50.4%7.4 59.2+8.8 P<0.0001
30% Cheek 44.3%9.3 48.5%3.5 54.0%9.2 P<0.0001
Right side Forehead 46.117.1 50.9%5.0 56.5%7.8 P<0.0001
20% Cheek 43.2+8.8 45.2%3.8 51.7+£10.3 P<0.0001
Table 2. Melanin value depending on the site and time of measurement.
Melanin value Mean t 5D Mean £ 5D Mean 5D P
before treatment after 8 weeks after 12 weeks
Left side Forehead 137.0£28.3 124.5£21.0 117.0£22.6 P<0.0001
30% Cheek 121.31£20.7 111.1%27.9 99.8+24.5 P<0.0001
Right side Forehead 134.6%£23.5 122.9%25.59 117.91£21.8 P<0.0001
20% Cheek 112.9424.5 106.6%29.0 95.4+22.8 P<0.0001
Table 3. Erythema value depending on the site and time of measurement.
Erythema Mean & SD before Mean + SD Mean £ 5D P
treatment after 8 weeks after 12 weels
Left side Forehead 316.6%43.8 289.4+65.3 281.5342.1 P<0.0001
30% Cheek 329.31£50.1 310.6+89.3 291.6%53.6 P<0.0001
Right side Forehead 316.5+64.1 290.6%154.9 283.0%67.6 P<0.0001
20% Cheek 331.5£79.4 321.3%86.9 294.8473.2 P<0.0001
Table 4. Results of measurements with Cutometer®. R2 - determinant of gross skin elasticity.
R2 - determinant of gross skin MeantsSD MeantsD MeantSD Significance
elasticity befare after 8 weeks after 12 weeks  (Paired t test), P
treatment
Left side Forehead 0.354+0.128 0.465+0.118 0.47210.148 P<0.0001
30% Cheek 0.434+0.095 0.454+0.05959 0.508+0.117 P<0.0001
Right side Forehead 0.409+£0.125 0.44510.146 0.45810.,143 P<0.0001
20% Cheek 0.425+0.110 0.46610.083 0.48410.095 P<0.0001
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The results of the study demonstrate that, as compared to the baseline, both azelaic acid 20%
(AZA 20%) and azelaic acid 30% (AZA 30%) can produce a statistically significant improvement in all
the measured skin parameters (Tables 1-3). During the series of treatments, a difference was
noted between the two concentrations of azelaic acid used. The most important changes observed
were skin tone parameters. Both melanin and hemoglobin levels were reduced.

As it is presented in Table 2 and Table 3, the melanin and erythema value level decreased
significantly after the series of treatments. AZA 30% shows a slightly more intense skin-lightening
effect. The value of melanin level on the left side (AZA 30%) decreased by about 17%, while on the
right side (AZA 20%) by 14%. After the series of treatments, skin melanin content decreased more
significantly on the AZA 30% side. According to the Mexameter ® and FotoMedicus system, the
intensity of erythema reduced considerably on both sides of the face. The erythema value
decreased by approximately 11% on the whole facial surface. One month after the end of the
series of treatments, hydration increased on both sides of the face, whereas the parameters of
skin tone decreased, still showing a statistically significant difference as compared to the baseline.

There was no statistically significant difference between the two peels as regards percentage
changes of the parameters, i.e., hydration, hyperpigmentation or erythema, as compared to the
initial values for the two methods. They both resulted in an approximately 24% increase in
hydration as well as in improved skin tone. Despite the lack of statistical significance, better effects
were observed on the left side where the applied acid concentration was higher. The result of the
measurement with Cutometer® (Table 4) indicates improvement of skin elasticity and firmness.
The percentage improvement in skin elasticity (R2) among the subjects following the application of
AZA 30% on the forehead and cheek (on the left side) was 20% and 17%, respectively. After the
application of AZA 20%, an improvement of R2 was on the same level (12% and 14% on the
forehead and cheek, respectively).

During the treatments, in a few cases there occurred mild side effects such as itching and
redness. Immediately after the procedure, the skin of most of the subjects was flushed delicately.
Following the procedure, only two patients experienced a greater discomfort such as burning
sensation and mild skin peeling. After the third treatment, one of the participants observed acne
vulgaris lesions on both sides of the face, however, they disappeared after a few days. A vast
majority of the patients (approximately 90%) did not report any side effects.

The results recorded as photographic documentation are images taken with the use of the
FotoMedicus system (Elfo) prior to and immediately after the series of treatments. Figures 1-4
demonstrate improvement in skin color, particularly reduction of erythema, redness and
hyperpigmentation. Moreover, increased firmness and smoothness of wrinkles were also observed
(Figures 3-4).
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Figure 1. Patient (aged 35 years) before and after the series of treatments with azelaic acid.
Reduced hyperpigmentation intensity.

Figure 2. Patient (aged 59 years) before and after the series of treatments with azelaic acid.
Reduced redness intensity.

Figure 3. Patient (aged 51 years) before and after the series of treatments with azelaic acid.
Improved overall skin condition.
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Figure 4. Patient (aged 61 years) before and after the series of treatments with azelaic acid.
Reduced wrinkles around the eyes and improved skin firmness.

4.2. Subjective assessment of the skin condition

After the series of treatments, all the participants completed a questionnaire in which they
subjectively assessed their satisfaction with the performed procedures and reported occurrence of
side effects. The results showed that they were satisfied with effects achieved on both sides of the
face treated by AZA 20% and AZA 30% (Fig. 5).

It was found that 75% of the subjects were highly satisfied, 20% were moderately satisfied,
5% were slightly satisfied, however, nobody was dissatisfied. A vast majority of the respondents
expressed their willingness to apply AZA in the future.

Effects after 8 sessions of treatment

80%
70%
GO
50%
10°
30%
20%
10%
09

reduction of skin reduangthe  soothing redness reduction of reductionof the  increasing skin - increasing of skin
redness visihility of and skinirritation hypepicmentation feeling of tension  firmness and hydration
teleangiestasis and skin writation elasticity
Improvement % on right side AZA 20%

Figure 5. Effects of eight sessions of the treatment assessed by the participants.
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5. Discussion

Hyperpigmentation, loss of elasticity, dryness and wrinkles are characteristic for aging skin. The
lipid barrier of the epidermis strongly inhibits penetration of active substances. Unfortunately, it
may result in low bioavailability of active substances from cosmetics and, consequently, cause
dissatisfaction with therapeutic effects. Azelaic acid is one of very popular ingredients of anti-aging
cosmetics, especially those for sensitive skin prone to redness and irritations. A significant
advantage of azelaic acid is lack of phototoxicity effects, therefore it can be safely applied all year
long, also in summer, although photoprotection is still required (Sieber and Hegel, 2014; Tan et al.,
2018).

The in vivo studies have confirmed the anti-aging properties of 20% and 30% azelaic acid. The
instrumental analysis demonstrated improvement in skin elasticity, increased skin moisture,
decreased melanin levels and reduced erythema. Also, the study participants objectively assessed
the therapy effects as satisfactory. A slightly greater improvement in both parameters tested with
the Mexameter, Corneometer and Cutometer on the cheeks and forehead, respectively, was
observed on the left side (treated with AZA 30%), however, it was not statistically significant.

Most papers describe the effect of azelaic acid in melasma that can also be a sign of aging. In
their study, Siddique et al. (2011) used a combination of 20% azelaic acid with 0.05% tretinoin
cream in the treatment of melasma. Mazurek and Pierzchata (2016) studied different
combinations of azelaic acid in dermocosmetic products applied for treatment of melasma for 24
weeks twice a day. The research performed by Faghihi et al. (2017) reported that 20% azelaic acid
+ 10% resorcinol + 6% phytic acid solution was an effective and safe peeling agent in the treatment
of melasma and it was as powerful as 50% glycolic acid peel, whereas the side effects following
application of triple combination were minimal. In our study, we also confirmed a reduction in
melanin and erythema severity. Berlitze et al. (2019) developed an azelaic acid (AzA)-loaded
nanoemulsion with hyaluronic acid. The cosmetic overcame the skin barrier and reached its
deeper layers, thus improving the efficacy of AzA as a depigmenting agent. Therefore, the
developed formulation demonstrated a high potential for treating hyperpigmentary skin disorders,
including dermic melasma.

The study conducted by (Liu et al. 2006) proves that azelaic acid in 20% cream and 15% gel
formulations is effective in the treatment of papulopustular rosacea, particularly in terms of
decreased mean inflammatory lesion count and erythema severity. Wdjcik et al. {2013) observed
a significant increase in sebum secretion in aging women after the application of 20% azelaic peel
and 40% mandelic peel. Both peels reduced the effects of the ageing processes, especially dryness,
by regulating sebum secretion in the areas where it is considerably reduced.

Azelaic acid is also frequently applied in the treatment of acne. Szymanska et al. (2019) used
30% azelaic acid in the treatment of acne vulgaris.

Unfortunately, at present there are not many studies on the effectiveness of azelaic acid in
anti-aging therapy. Our study confirmed the efficacy of azelaic acid in the treatment of skin
discoloration which is one of the symptoms of skin aging. The substance also improves hydration,
reduces redness, increases skin elasticity and firmness, which seems to result from inhibition of
production of free radicals by neutrophils.

In the recent years, substances such as ferulic acid, l-ascorbic acid and retinal have become
very popular as anti-aging agents used in therapies. Zduriska-Peciak and Rotsztejn (2020)
compared effectiveness of eight treatments with ferulic acid to those combining ferulic acid with
microneedling. The study demonstrated improvement in skin moisture, increase of elasticity and
reduction in melanin value and erythema. The results were also confirmed by Cutometer. Similarly
to our therapy, the treatments were very well tolerated and did not cause long-lasting side effects.
Markiewicz et al. (2019) performed an instrumental analysis of the efficacy of L-ascorbic acid in
anti-aging therapy. The results of microneedling with vitamin C reduced visibility of wrinkles and
smoothed skin colour, and the improvement was observed after four treatments only. Zasada and
Budzisz (2020) conducted an objective assessment of the efficacy of application of two retinol
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concentrations (0.15% and 0.3% ) in daily face care for two months. Both products improved
overall skin condition considerably, even skin colour, hydration and elasticity.

To sum up, the results of our study indicate that topical 20% and 30% azelaic acid is efficient
in anti-aging therapy, causing few side effects. According to the statistical analysis, the application
of 30% azelaic acid resulted in a greater reduction in the melanin level and erythema, increased
hydration and improved elasticity (R2). However, the difference in the beneficial effects achieved
after application of any of the two concentrations of azelaic acid was not statistically significant.
Moreover, the questionnaire results confirmed satisfaction from the applied treatments. Many
studies compare efficacy of a cream applied for a few weeks, whereas our research focused on
treatments with azelaic peels. Our therapy proves to be safe and ensures a very convenient way of
application.

6. Conclusions

The study shows that peels containing AZA 20% and AZA 30% improve skin texture and, most of
all, reduce melanin level and erythema. The research confirms that azelaic acid is very efficient in
treatment of erythema and reduction of skin hyperpigmentation. Based on the above results, it
may be concluded that 20% and 30% azelaic acid is very well-tolerated by all skin types, also thin
and sensitive ones. Moreover, it does not cause excessive irritation.

To sum up, the conducted study focuses mainly on the anti-aging properties of azelaic acid
and a lack of post-treatment complications. This, in turn, ensures safety and very high tolerance of
the therapy for patients.
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Celem drugiej pracy byla ocena nowej terapii skojarzonej kwasu azelainowego, kwasu
askorbinowego i kwasu fitowego w grupie 20 kobiet w wieku 35-60 lat, z typem skory I1 i 11T
wedlug Fitzpatricka. Wszystkie uczestniczki badania byly poddane serii 8 zabiegow
wykonanych

co 7 dni. Terapi¢ przeprowadzano metodg ,,split-face”. 20% kwas azelainowy (pH 2,7)
(Aza Peel 1, Peel Mission®) aplikowano na calg twarz sprawdzajac, czy nie wystepuja
niepozadane reakcje skorne, w tym zaczerwienienie, podraznienie. Nast¢pnie na warstwe
kwasu azelainowego naktadano 30% kwas fitowy (pH 1,6) (Phytic Peel Gentel, Peel Mission®)
na 5-10 min, w zalezno$ci od reakcji skory. Nastepnie tylko na lewg strone twarzy aplikowano
kwas L-askorbinowy o stgzeniu 40% 1 pH 1,6, stabilizowany innowacyjnym kompleksem
kwasow ferulowego i laktobionowy (Vitamin C Peel 2, Peel Mission®) przez 15 min. Po tym
czasie zastosowano neutralizator, aby zneutralizowa¢ dziatanie kwaséw i wyeliminowac
ewentualne odczucie pieczenia skory. Leczenie technikami faczonymi zapewnito nie tylko
lepsze efekty terapeutyczne, ale takze byto bezpieczne 1 pozwolilo na skrocenie czasu terapii.
W 1II czgsci badania wlasnego wykazano korzystne dziatanie kwasu azelainowego, kwasu
fitowego i witaminy C na parametry starzejacej si¢ skory w grupie 20 osob rasy biatej z 111 111
typem skory wedhlug Fitzpatricka. Miejscowe stosowanie (warstwa po warstwie) preparatow
badanych z substancjami aktywnymi skutkowato poprawa elastycznosci skory, sptyceniem
zmarszczek, zmniejszeniem przebarwien, rumienia i teleangiektazji oraz poprawg nawilzenia
skory. Zastosowanie 2-3 odpowiednio dobranych substancji czynnych sprawito, iz ich dziatania
si¢ uzupetniaty przynoszac lepszy efekt przeciwstarzeniowy. Zastosowana nowatorska technika
warstwowej aplikacji dwoch lub trzech preparatéw jeden po drugim nie spowodowata
podraznien ani reakcji alergicznych. Efekty terapii zostaly takze zauwazone przez same 0soby
badane, ktére w autorskiej ankiecie przeprowadzonej po zakonczeniu terapii wyrazily petng
satysfakcje. Rowniez dane literaturowe potwierdzaja wlasciwos$ci przeciwstarzeniowe kwasu
azelainowego, ktore zwigzane sg z jego dziataniem przeciwzapalnym (ograniczenie aktywnosci
neutrofili oraz zapobieganie degradacji lipidow), dziataniem przeciwrodnikowym (hamowanie
aktywnosci oksydazy NADPH 1 pozniejszej produkcji ROS), potencjatem antyoksydacyjnym

(zmiatacz wolnych rodnikéw) oraz dziataniem przeciwkomedogennym (hamowanie
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dojrzewania keratynocytéw). Z kolei kwas fitowy stosowany jest gloéwnie jako zwigzek
Zluszczajacy 1 rozjasniajacy skore. Dziata on jako naturalny przeciwutleniacz oraz hamuje
produkcje melaniny. Kwas askorbinowy (witamina C) dziata jak zmiatacz wolnych rodnikow
(wlasciwosci antyoksydacyjne), hamuje rowniez uwalnianie anionow ponadtlenkowych przez
makrofagi, zapobiegajac w ten sposob fotostarzeniu skory. Zastosowanie pojedynczego
zwigzku aktywnego zwykle koryguje jeden lub dwa oznaki starzenia. Jednak potaczenie dwoch
lub trzech sktadnikow czynnych moze dziata¢ wielokierunkowo zapewniajac lepsze, bardziej
uogoélnione efekty przeciwstarzeniowe niz pojedyncze substancje uzywane oddzielnie. Co

réwniez warto podkresli¢, terapia jest bezpieczna i dobrze tolerowana.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Introduction: Vitamins C, E, and A and substances of plant origin, including azelaic
acid and phytic acid are frequently used in cosmetic preparations to counteract oxida-
tive stress and negative effects of free radicals. The aim of the study was to evaluate
a novel combined therapy consisting of azelaic acid, ascorbic acid, and phytic acid
applied layer on layer.

Methods: Twenty study participants received a series of eight treatments performed
every 7 days. Twenty percent azelaic acid and then 30% phytic acid were applied to
the entire face, while 40% 1-ascorbic acid only on the left side. The preparations were
applied layer by layer. Skin parameters were measured before the series of treatments
(TO), after the series of eight treatments (T1-8 weeks), and 1 month after the end of
the treatment (T2-12 weeks).

Results: The application of two and three active compounds resulted in a significant
improvement in erythema and hyperpigmentation both on the forehead and the
cheeks, however, more pronounced effects were observed when all the three active
compounds were used. Both applied types of treatment considerably increased skin
moisture. All the participants (100%) were satisfied with the effects of the treatment.
A majority of them reported an improvement in skin hydration, firmness, and elastic-
ity, more uniform skin tone and a reduction of skin redness and wrinkles.
Conclusions: Topical application of these active compounds resulted in improvement
of skin elasticity and flexibility, reduction of wrinkles, hyperpigmentation, erythema,

and telangiectasia as well as amelioration of skin tone.
KEYWORDS

anti-aging, azelaic acid, combined therapy, phytic acid, vitamin C

changes predominating over catabolic changes. With age, endoge-

nous and exogenous factors cause our skin to become thinner, paler,

Currently, the clients of cosmetology clinics expect the best results
in the shortest time possible. Contemporary cosmetology focuses
on combined therapies where the synergy of action of individual
active substances strengthens the final effect of a treatment. The

process of skin aging is multi-stage and associated with anabolic

and wrinkled. Numerous discoloration lesions and telangiectasia
may occur as a result of impairment of the melanogenesis process
and changes in the skin vasculature. The deficiency of epidermal
lipids leads to reduced cohesiveness of intercellular cement and

an increased transepidermal water loss. Skin aging is influenced by
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such processes as inflammaging, harmonal aging, oxidative stress,
and photoaging.l’3 Inflammaging is a phenomenon describing an
age-related increase in chronic, systemic inflammation. This state is
associated with an enhanced release of pro-inflammatory cytokines,
stimulation of vital inflammatory pathways, and greater oxidative
stress.* Consequently, adverse modifications occur within the skin,
resulting in visible wrinkles, dryness, uneven pigmentation, etc.

Cosmetic preparations used to counteract the aging process
show a wide spectrum of activity. Vitamins C, E, A and substances of
plant origin, including azelaic acid and phytic acid (PA) are frequently
used to reduce oxidative stress and negative effects of free radicals.
Azelaic acid is a natural dicarboxylic acid produced by Malassezia
furfur. It is also present in whole grains, rye, barley, and animal prod-
ucts. Numerous studies have proven antioxidant, anti-inflammatory,
comedolytic and antibacterial properties of azelaic acid, which helps
in the treatment of skin discoloration.®® In turn, vitamin C is essential
for the proper synthesis of collagen since it plays the role of a cofac-
torin the hydroxylation process. It is involved in the depigmentation
processes in the skin, inhibition of melanogenesis. It also makes dis-
colorations less visible. Moreover, it seals blood vessels and prevents
telangiectasia.7 Preparations containing vitamin C have been used
in the treatment of couperose skin with erythema and telangiecta-
sias. Furthermore, it is perfect for skin lightening therapy. PA is an
organic compound found in grains and legumes, for example, corn,
beans, and cereal bran.? This compound has antioxidant and anti-
inflammatory properties and the ability to inhibit melanogenesis.?
Moreover, due to its chelating activity, it helps to remove excess
metals, especially iron, from the body.‘lo Additionally, PA increases
the penetration of active substances, improves skin hydration, regu-
lates the secretion of sebum, and strengthens blood vessels.

2 | THE OBJECTIVE OF THE STUDY

The aim of the study was to evaluate a novel combined therapy con-
sisting of azelaic acid, ascorbic acid, and PA in a group of 20 white
Polish female volunteers, aged 35-60vyears, with Fitzpatrick skin
types Il and Ill. The treatment with the use of combined techniques
not only provides better therapeutic results but also ensures safety
of the procedure and shortens the time of therapy.

3 | MATERIALS AND METHODS

3.1 | Participants

The study was conducted in a group of 20 female volunteers, aged
35-60vears, with Fitzpatrick skin types Il and Ill. The inclusion crite-
ria comprised female gender and the presence of signs of skin aging
such as hyperpigmentation, erythema, telangiectasia, wrinkles, and
local feeling of dryness. We excluded females with chronic skin condi-
tion or autoimmune disorders, history of allergy to the studied active
compounds, and serious medical conditions including tumors. Also,
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pregnancy, breastfeeding, use of oral retinoids, tanned skin, and viral,
bacterial, and fungal infections of the skin were used as the exclusion
criteria. All the patients were informed about the treatment proce-
dures and possible side effects such as itching, burning, redness and
excessive skin sensitivity to external factors. During the study and
1month afterthe end of the series of treatments, the participants used
creams with SPF 50 filter twice a day. Moreover, the subjects were
asked not to apply any other cosmetic treatments or change cosmetic
preparations for daily care throughout the study. All patients pledged
to comply with the recommendations. Written informed consent was
obtained from each patient before the enrolment. All the tests were
performed under the supervision of a dermatologist in accordance
with the Declaration of Helsinki, the applicable Polish and EU stand-
ards, and the recommendations and guidelines of Cosmetics Europe.
Moreover, the study was approved by the Bioethics Committee of the
Medical University of Lodz (no. RNN/281/16/KE 2017).

3.2 | Procedures

All the volunteers received a series of eight treatments performed
every 7days. Before the treatment, the skin was thoroughly cleansed
and degreased with a pre-peel product containing 2% salicylic acid to
prime the skin prior to the application of chemical peels. The treatment
was performed using the split-face method. For 5-10min, 20% azelaic
acid (pH 2.7) (Aza Peel 1, Peel Mission®) was applied to the entire face
and during this time, we checked if any adverse skin reaction, including
redness, irritation, occurred. Then, 30% PA (pH 1.6) (Phytic Peel gen-
tle, Peel Mission®) was applied on the azelaic acid layer for 5-10min,
depending on the skin reaction. Subsequently, only the left side of
the face was applied L-ascorbic acid with a concentration of 40% and
pH 1.6, stabilized with an innovative complex of ferulic and autoionic
acids (Vitamin C Peel 2, Peel Mission®) for 15min. After this time, a
neutralizer was used to balance the effects of acids and eliminate any
unpleasant sensations of stinging and burning of the skin (Figure 1).
The skin tolerance to the applied active ingredients was assessed dur-
ing the study. After the sessions of treatment, all the volunteers filled
in the questionnaire concerning their satisfaction from the treatment.
It included questions about facial skin condition before the procedure
and questions assessing the effects achieved by the series of treat-
ments. After the end of treatments, also independent experts assessed
skin changes on the basis of photos from Fotomedicus (each patient
had photographs taken from different profiles—en face, at an angle
of 45° at an angle of 20°). They assessed the percentage change in
the following parameters: restoration of natural skin tone, lightening
of discoloration, general improvement, soothing of skin redness, and

reduction of the visibility of telangiectasia and wrinkles.

3.3 | Measurement of skin

The first skin measurement was performed before the series
of treatments (TO), then after the series of eight treatments
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(T1-8weeks), and 1month after the end of the treatment (T2-
12 weeks) (Figure 2). The term treatment refers only to 8 weeks of
active treatment sessions. The measurements were made on the
cheeks (2 cm below the lower eyelid and 2 cm next to the nose) and
the forehead (2 cm above the middle of the eyebrow) on the right
and left side of the face with the use of the Multi Probe Adapter
Systems (Courage + Khazaka Electronic GmbH) in the same room
with constant temperature (20°C+2°C) and humidity (45% + 5%)
conditions. Before measurement, all the participants were ac-
climatized in the measuring room, for at least 15-20min. All the
measurements were performed three times in each place and the
mean value was used. Additionally, pictures (in five positions) were
taken with the use of medical photographic documentation system
Fotomedicus (ELFO) for objective assessment of the effects after
a series of treatments.

Mexameter MX 18, which measures melanin and erythema
level, was used to assess the skin phototype, erythema, and pig-
mentation changes. Epidermal hydration was evaluated with the
use of the Corneometer CM825 which measures the capacitance
of a dielectric medium. Higher values of measurement indicate
greater hydration of the epidermis. In turn, Cutometer MPA 580
(Courage +Khazaka electronic GmbH) was used to evaluate the
mechanical properties of the skin. The following measurement
parameters were used in the study: negative pressure 450mbar,
duration of skin suction (on-time) 3s, skin relaxation time when
negative pressure is deactivated (off-time) 3s and three repeti-
tions. Also, R2 and R7 parameters were assessed in this study. The
R2 describes the total elasticity of the skin, including viscosity de-

formation (Ua/Uf). While R7 is an index of immediate contraction

N

Measured parameters:
hydration (Corneometr),
skin tone (Mexametr),
elasticity (Cutometr).

after complete deformation, it also relates to skin elasticity (Ur/
Uf). For both parameters, values approaching one indicate higher
skin flexibility.

3.4 | Statistical analysis

The mean and standard deviation (mean+SD) were used for the de-
scription of parameters with normal distribution. Variables that were
not normally distributed were expressed as median and interquartile
range (median [25%; 75%)]). The assumption of normality was assessed
with the use of the Shapiro-Wilk test. One-way repeated measures
ANOVA (with either Greenhouse-Geisser or the Huynh-Feldt cor-
rection for sphericity, where applicable) was performed and followed
by Bonferroni post hoc tests for statistical evaluation of differences
in normally distributed skin parameters over time. Differences in per-
centage changes of skin parameters as compared with baseline values
(([x(t,) - x(t)l/ x(to)) * 100) between different treatments and skin lo-
cations were tested according to the Mann-Whitney test. p values of
<0.05 were considered as statistically significant.

4 | RESULTS

The study was conducted among 20 female volunteers whose skin
showed signs of aging such as discoloration, erythema, telangiec-
tasia, wrinkles, and local feeling of dryness. The average age of the
respondents was 46 years and most of them had skin phototype Il on

the Fitzpatrick scale.
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Nineteen patients who tested the product did not develop any
irritation or allergenic reactions. One of the patients observed
redness and itching on the left side of the face directly after
the third treatment, which disappeared after 2 or 3h. After the
subsequent sessions of the treatment, irritation was no longer
reported.

The results of the study demonstrated that when compared with
the baseline, the use of both azelaic acid with PA and azelaic acid
with PA and with vitamin C lead to statistically significant improve-
ment in all the measured skin parameters.

The use of azelaic acid with PA as well as azelaic acid with PA
and with vitamin C resulted in significant improvement in erythema
and hyperpigmentation both on the forehead and on the cheeks
(Tables 1 and 2). More pronounced effects were observed when
the three active compounds were used as compared to the com-
bination of azelaic acid and PA. Moreover, the improvement was
more visible on the cheek than on the forehead. The use of two
active compounds was associated with a nearly 21% improvement
of hyperpigmentation (both on the forehead and the cheek), while
the use of three compounds ameliorated the hyperpigmentation
by ca. 23% (comparison of skin condition following the last session
of treatment vs. the baseline). The application of azelaic acid with
PA and with vitamin C resulted in a 28.8% reduction of erythema
on the forehead, 23.0% on the cheek, while the treatment with
two compounds decreased erythema by 21.9% (forehead) and 23%
(cheek).

The results of this study demonstrate that when compared with
the baseline, both applied types of treatment markedly increased

TABLE 1 Result of hyperpigmentation evaluation

6833
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skin moisture (Table 3). After the end of the treatment, skin moisture
increased by 42.8% (forehead), 41.0 (cheek) on the left side treated
with three compounds, and by 36.6% on the right side of the face
where azelaic and phytic acids were applied. The study also demon-
strated a significant improvement in R2 and R7 values (Tables 4 and
5, Figure 3).

Following the treatment completion, the participants filled in
the questionnaire evaluating the effects of the therapy. The ques-
tionnaire comprised questions concerning i.a. the reduction of
wrinkles, redness, hypersensitivity to external factors, improve-
ment in skin hydration, elasticity, firmness, and the occurrence of
side effects. Participants could choose one of 4 answers: definitely
yes, yes, do not know, and no. All the participants (100%) were
satisfied with the results of the treatment and expressed their will-
ingness to undergo the procedure again. Approximately 90% of the
participants reported an improvement in skin hydration, firmness
and elasticity as well as more uniform skin tone and a reduction
of skin redness when the combination of azelaic acid with PA and
with vitamin C was used. The reduction of wrinkles was observed
by 80% of the study participants. The application of azelaic acid
with PA was also associated with improved skin condition, how-
ever, to a lesser extent as compared with the three-compound
treatment (Figure 4).

Apart from subjective assessment of the patients (questionnaire),
improvement of skin condition was also evaluated based on photo-
graphs taken with the use of the Fotomedicus system (Elfo), taken
hefore and immediately after the series of treatments. All the pho-
tographs clearly indicate an improvement in skin color, reduction of

Hyperpigmentation Time point
N=20 Site of measurement Measurement |* Measurement |1¥ Measurement IlI p
Left side (A+P+Vit C) Forehead 139.7 +24.8 ***114.7 +22.4 ***107.3 +20.3%% <0.0001
Cheek 129.3 +27.6 ***103.8 +24.8 11977 £23.37%F <0.0001
Right side (A+P) Forehead 1371 +28.5 1114 £26.6 ***106.6 +25.6% <0.0001
Cheek 131.5 +18.6 ***109.4 +20.1 ***105.5 +21.9% <0.0001
Abbreviations: A, azelaic acid; P, phytic acid, vit C, vitamin C.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. measurement |
*p<0.05,#¥p<0.01, **p<0.001 vs. measurement 1.
TABLE 2 Result of erythema assessment
Erythema Time point
N=20 Site of measurement Measurement |* Measurement II* Measurement |11 P
Left side (A+P+Vit C) Forehead 3375 +60.6 ***267.3 +£51.0 ***240.2 +40.1%% <0.0001
Cheek 3584 +86.8 12933541 **264.3 £ 54.1%* <0.0001
Right side (A+P) Forehead 323.6 £52.7 ***263.5 +48.3 4245 5 + 38.9%* <0.0001
Cheek 336.6 £60.5 **%285.7 £54.0 *+4251.0 +48.2%* <0.0001

Abbreviations: A, azelaic acid; P, phytic acid, vit C, vitamin C.

*p<0.05, *'p<0.01, ***p<0.001 vs. measurement |.
*p<0.05, ¥p<0.01. *¥p <0.001 vs. measurement I1.
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hyperpigmentation, erythema, wrinkles, and telangiectasia achieved
after the whole therapy (Figures 5-10).

Three independent specialists made a clinical evaluation of the
photographic documentation by comparing the right and left sides,
respectively, before the treatment series and 1month after the
completion of the whole procedure. On the left, there was a slightly
greater improvement of visual natural color of the skin (23% on the
left side vs. 22% on the right side). The lightening of discolorations
was the same (14%) on both sides. Relief of skin redness and reduced
visibility of telangiectasia were greater on the right side (16% right
vs. 15% left). In general, visual improvement was more remarkable
on the left side (23% left vs. 22.3% right). Wrinkle size decreased by
7.2% on both sides. No statistically significant differences between
the right and left side of the face were observed in terms of the ef-
fects of the treatment.

TABLE 3 Result of hydration measurement

5 | DISCUSSION

In modern cosmetology, chemical peels are a useful method for re-
surfacing of aged and sun-damaged skin and treating various skin
diseases. Currently, it is more and more popular to combine vari-
ous active substances by applying them layer by layer in one treat-
ment. This study was conducted among female volunteers whose
skin showed discoloration, erythema, telangiectasia, wrinkles, and
a feeling of local dryness. Wrinkles, hyperpigmentation, dryness,
loss of elasticity are typical features of aging skin. Many studies
confirmed the beneficial effects of azelaic acid, PA and vitamin C
on skin condition and signs of aging. The purpose of our study was
to assess the effectiveness of treatment including all the three ac-
tive compounds applied layer by layer, without the washing stage.
This is a new approach which has not been described in few other

Hydration Time point
N=20 Site of measurement Measurement I* Measurement II* Measurement Il P
Left side (A+P+VitC) Forehead 42.6+14.8 '53.1+12.5 619 +11.3%* <0.0001
Cheek 43.6 +7.0 #5831 +6.5 4621 +8.2%% <0.0001
Right side (A+P) Forehead 439 +13.8 ***53.7 £13.1 **58.3 +11.5%% <0.0001
Cheek 43.6+7.0 ***54.0+6.9 ***50.5 +8.1%#* <0.0001
Abbreviations: A, azelaic acid; P, phytic acid, vit C, vitamin C.
*p<0.05, *p<0.01, ***p<0.001 vs. measurement |.
#p<0.05, #¥p<0.01; ¥ p < 0.001 vs. measurement |1
TABLE 4 Result of R2 measurement
Time point
R2 Site of ement M nt |* Measurement I1* Measurement Il p
Left side (A+P+Vit C} Forehead 0.445 +£0.116 ***0.663 £0.142 ***0.772 £0.144%# <0.0001
Cheek 0.476 +0.107 “**0.604 +0.080 **40.771 +£0.128%%# <0.0001
Right side (A+P) Forehead 0.468 +£0.082 **0.665 £0.109 ***0.701 £0.114 <0.0001
Cheek 0.476 +£0.108 ***0.617 £0.096 “+*0.691 £0.091%*# <0.0001
Abbreviations: A, azelaic acid; P, phytic acid, vit C, vitamin C.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. measurement |
#p<0.05, #¥p<0.01, ¥ p<0.001 vs. measurement I.
TABLE 5 Result of R7 measurement
Time point
R7 Site of measurement Measurement I* Measurement II* Measurement |11 P
Left side (A+P+Vit C) Forehead 0.269 +0.049 *#*0.356 +0.057 +40.403 £0.068%** <0.0001
Cheek 0.281+0.050 +#10.359 +0.050 **10.403 £0.052°**  <0.0001
Right side (A+P) Forehead 0.269 +0.064 ***0.353 +0.060 *+10.398 +0.067°*% <0.0001
Cheek 0.271 +0.054 ***0.360 +0.079 440,398 +0.084*** <0.0001

Abbreviations: A, azelaic acid; P, phytic acid, vit C, vitamin C.

*p<0.05, *p<0.01, ***p<0.001 vs. measurement |.
#p<0.05, ¥p<0.01, ***p <0.001 vs. measurement II.
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FIGURE 3 Comparison of changes in R2 and R7 after 8 and
14 weeks of treatment

FIGURE 4 Summary of skin condition
improvement based on the results of the
questionnaire
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studies.!*!2 Therapies based on the combination of active sub-
stances appear to be more effective due to their synergistic ac-
tions, and therefore, they are most frequently used. At the same
time, they are more cost-effective than single therapies and reduce
the risk of adverse reactions. The method used in our study did not
cause occurrence of irritation or allergenic reactions in the majority
of the patients. Only one participant reported redness and itching
after the third treatment, however, those effects disappeared after
subsequent sessions of the treatments. Therefore, we can conclude
that the use of three compounds is safe. Similar results were ob-
tained in another study which indicated no complications follow-
ing the use of the combination of 20% azelaic acid, 10% resorcinol,
and 6% PA.13 Moreover, the treatment used in our study showed
skin condition improvement assessed with the use of Mexameter,
Corneometer, and Cutometer measurement on the cheek and the
forehead. Azelaic acid is a popular ingredient of anti-aging cosmetics
which has antimicrobial, anti-inflammatory and comedolytic prop-
erties.* The anti-aging properties of azelaic acid involve inhibition
of the activity of neutrophils, hampering production of free radicals
and scavenger-like activi’[y.15 Additionally, by blocking oxidoreduc-
tive mitochondrial enzymes and hindering both DNA synthesis
and bacteria cellular proteins, this compound acts like a bacterio-
static agent on Cutibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis, and

Effects after 8 series of the treatment

reducing the visibility of wrinkies

reduction of skin hypersensitivity to external factors

improvement of skin hydration

reduction of the feeling of tension and skin rritation

uniform skin tone

reduction of skin redness.
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FIGURE 5 General improvement of skin condition—forehead (before vs. after the series of treatments)
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FIGURE 7 General improvement of skin condition (the
lightening of discoloration and the reduction of wrinkles) (before vs.
after a series of treatment)

Staphylococcus aureus.® 1t has been suggested that the lightening
potential of azelaic acid may result from its involvement in competi-
tive inhibition of tyrosinase which is a vital enzyme for melanogen-
esis.}” However, it should be used carefully in patients with sensitive
skin due to possible side effects, such as redness, irritation, and
burning.18 Many studies have demonstrated anti-aging properties
of 20%-30% azelaic acid used alone or in combination. Anti-aging
properties of azelaic acid are associated with its anti-inflammatory
action (limitation of neutrophils activity, and prevention of sebum
and lipids degradation), antiradical activity (inhibition of NADPH
oxidase activity and subsequent ROS production), antioxidant po-
tential (free radical scavenger), and anti-comedogenic effects (inhi-
bition of keratinocytes maturation).!?"2% Kakita and Lowe?* indicate

FIGURE 6 General improvement of
skin condition (reduction of unevenness of
the skin surface)—cheek (before vs. after
the series of treatments)

that 20% azelaic acid combined with 15% glycolic acid may increase
the activity of other ingredients. Moreover, the authors observed
its efficiency in diminishing hyperpigmentation. The effectiveness of
azelaic acid in decreasing hyperpigmentation has been confirmed in
many studies and for this reason the acid is widely used in cosmetol-
ogy and dermatology.?*"?® Moreover, some studies have reported
the role of this compound in the reduction of post-inflammatory hy-
perpigmentation, or hyperpigmentation caused by phototoxic reac-
tions.2*% In turn, PA is an alpha-hydroxy acid used mainly for skin
exfoliation and lightening.? It acts as a natural antioxidant. Moreover,
PA as a chelating agent prevents the entrance of iron and copper
into the cells and therefore hinders melanin production.’®3! The re-
sults of studies have shown that the use of preparation containing
PA and glycolic acid improved skin tone. The addition of 2% of PA
exerts soothing effects. Ascorbic acid (vitamin C) acts as a scavenger
of free radicals (antioxidant properties), it also suppresses the re-
lease of superoxide anions by macrophages, thus preventing oxida-
tive damage to the skin, Moreover, it also inhibits melanogenesis via
the interaction with copper ions to reduce dopaquinone.29 Ascorbic
acid has been shown to reduce the production of the immunosup-
pressive IL-10 and enhance the defense mechanisms in the skin.?
However, this compound is unstable and undergoes quick oxidation
in aqueous solutions. Alone, vitamin C is not very efficient in skin
lightening; therefore, it is frequently used in combination with other
depigmenting agents such as azelaic or phytic acid. Moreover, it sta-
bilizes the collagen molecule tertiary structure, promotes collagen
synthesis and its gene expression. It also enhances proliferation and
migration of dermal fibroblasts.”*>%* All these properties make vita-
min C an agent vital for the protection of the skin against UV expo-
sure as well as aging. The results of studies demonstrated a marked
decrease in erythema in capillary and photoaging skin following the
treatment with 5% vitamin C concentrate.>® Additionally, topical ap-
plication of a cream with 3% vitamin C (daily for 4months) was as-
sociated with improved density of the dermal papillae, probably via
an impact on angiogenesis.>

In our study, the use of azelaic acid with PA (right side of the
face) or azelaic acid with PA and with vitamin C (left side of the
face) was associated with a significant improvement in erythema
and hyperpigmentation both on the forehead and the cheeks. The
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FIGURE 8 Reduction of erythema and
telangiectasia (before vs. after a series of
treatment)

FIGURE 9 Reduction of
hyperpigmentation—left sight (before vs.
after a series of treatment)

FIGURE 10 Reduction of
hyperpigmentation—right sight (before vs.
after a series of treatment)

addition of vitamin C enhanced the observed beneficial effects.
The use of three active compounds resulted in an over 23% re-
duction in hyperpigmentation and a 28.8% decrease in erythema
on the forehead (23.0% on the cheek). The therapy with azelaic
acid with PA brought only slightly weaker effects (reduction of
hyperpigmentation and erythema by ca. 21.0% and ca. 23%, re-
spectively). The synergistic actions of the aforementioned ac-
tive compounds produce the great effects obtained in this study.
Indeed, studies prove that dermocosmetics containing 5%-20%
azelaic acid combined with PA, ferulic acid, 4 N-butyl resorcinol,

journal of
Cosmetic Dermatology

or mandelic acid appear to be the most effective preparations in
lightening of hyperpigmentation.25 The applied treatment was also
associated with an increase in skin moisture by 42.8% (forehead),
41.0 (cheek) on the left side treated with three compounds, and by
36.6% on the right side of the face where azelaic and phytic acids
were used. The stimulation of ceramides synthesis by vitamin C
helps to maintain proper skin hydration as a result of the formation
of the stratum corneum barrier lipids. Also, the results of a double-
blind randomized trial in which cream with 5% vitamin C was used
for more than 6 months indicated a positive impact on appearance
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of photodamaged skin, mirrored by improved skin moisture, tone,
and pigmentation as well as smoothing of skin surface.®”

In this study, we also observed a significant improvement in skin
elasticity and flexibility. The treatment resulted in a marked increase
in the measured parameters, that is, R2 and R7 indicating total skin
elasticity (including viscosity deformation) and immediate contrac-
tion after total deformation, respectively. This effect seems to he
mostly associated with the aforementioned beneficial impact of vi-
tamin C on collagen and fibroblasts.

Apart from the improvement in the skin parameters assessed
with the use of appropriate devices, satisfaction with visible ef-
fects was also expressed by the participants. They all declared
their willingness to undergo the treatments again. A majority of
the women participating in our study observed improved skin hy-
dration, firmness and elasticity, more uniform skin tone, and reduc-
tion of skin redness and wrinkles. Apart from subjective assessment
of the patients (questionnaire), improvement of skin condition
was also demonstrated on photographs taken with the use of the
Fotomedicus system (Elfo). They show better skin color, reduction of
hyperpigmentation, erythema, wrinkles, and telangiectasia follow-
ing the series of the treatments.

The use of a single active compound usually corrects one or two
signs of aging. For example, preparations containing azelaic acid are
usually used to treat melasma, while PA is added to cosmetics due
to its good anti-inflammatory activity. However, the combination of
two or three components can act in a multidirectional manner thus
providing better, more generalized anti-aging effects than single
components when used separately. What is also worth emphasizing,
the therapy is safe and well-tolerated.

This study has some limitations. The first is the small sample size
which may result in the difficulties to identify significant relation-
ships in some data. Moreover, we faced some limitations concerning
the equipment. Since this study received no funding, we had to rely
on the available devices, therefore, only MPA tests were possible—
Mexameter, Corneometer, Cutometer, and Fotomedicus. We are
aware that more sophisticated devices could be used to measure
these parameters more objectively.

6 | CONCLUSIONS

This study demonstrated beneficial effects of azelaic acid, PA, and
vitamin C on the condition of aging skin in a group of 20 white Polish
female volunteers, aged 35-60vyears, with Fitzpatrick skin types Il
and lll. Topical application (layer by layer) of these active compounds
resulted in improvement of skin elasticity and flexibility, reduction of
wrinkles, hyperpigmentation, erythema, and telangiectasia as well as
amelioration of skin tone. This novel technique of subsequent appli-
cation of two or three preparations, layer by layer, did not cause any
irritation or allergic reactions. The obtained results confirmed that
the application of two or three components with multidirectional ef-
fects complementing one another provides better, more generalized
anti-aging effects.
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Badania w ramach 3 cze$ci projektu przeprowadzono w grupie 20 ochotniczek w wieku 40-65
lat. Osiem zabiegdw przeprowadzano co siedem dni metoda ,,split-face”. Przed zabiegiem skore
dokladnie oczyszczono preparatem PrePeel zawierajacym 2% kwas salicylowy.
Nastgpnie na calg twarz naktadano 20% kwas azelainowy (pH 2,7) na 10 minut.
Na prawg stron¢ twarzy, bez usuwania kwasu azelainowego, aplikowano na 15-20 min,
w zaleznosci od reakcji skory, 40% witaming C (pH 1,6), stabilizowang nowym kompleksem
kwasow ferulowego i laktobionowego. Po tym czasie kwas askorbinowy zostal zmyty.
Na lewg strong twarzy, po 10 min aplikacji kwasu azelainowego naktadano neutralizator w celu
zmniejszenia wptywu kwasow na skore i wyeliminowania delikatnego uczucia pieczenia.
Nastgpnie zastosowano oraz mezoterapi¢ mikroiglowa wykonang za pomoca derma rollerem
(0,5 mm) w polaczeniu z aplikacja 10% witaminy C. Zabieg mezoterapii mikroigtowej trwat
okoto 5-7 min. Oceniano nastepujace parametry: nawilzenie (Corneometr), poziom melaniny
i rumienia (Mexametr) i elastyczno$¢ (Cutometr). Pierwszy pomiar skory wykonano
wiec przed serig zabiegdw (T0), nastgpne po o$Smiu sesjach (T1—=8 tyg.) i ponownie po czterech
tygodniach od zakonczenia terapii (T2 — 12 tyg.). W niniejszym badaniu oceniano skutecznos¢
dwoch typow terapii przeciwstarzeniowej u kobiet w $rednim wieku, ktorych skora
wykazywata oznaki starzenia, takie jak przebarwienia, rumien, teleangiektazje, zmarszczki
i miejscowe uczucie suchosci. Wszystkie substancje aktywne stosowane w terapii skojarzonej
wykazywaly dziatanie przeciwstarzeniowe. Korzystne dziatanie mezoterapii dla starzejacej si¢
skory zostalo potwierdzone w innych badaniach, ktére wykazaly znaczaca 1 trwalg
poprawe elastycznosci skory. Wybor substancji aktywnej oraz sposobu jej aplikacji wywiera
ogromny wplyw na skuteczno$¢ preparatdéw kosmetycznych. W III czesci badania wiasnego
zastosowano potaczenie dwoch sktadnikow aktywnych oraz aplikacj¢ z zastosowaniem
promotora przenikania przeznaskorkowego. Terapia taka okazata si¢ nie tylko skuteczna,
ale i bezpieczna. W autorskiej ankiecie dotyczacej satysfakcji z efektow terapii, uczestniczki
badania zauwazyly poprawe ogolnego kolorytu skoéry, zmniejszenie zaczerwienienia oraz
rumienia, poprawe nawilzenia, sptycenie drobnych zmarszczek, poprawe elastycznosci skory
oraz zmniejszenie wrazliwo$ci skory na czynniki zewnetrzne. Osiagnigte efekty wynikaty

z wielokierunkowego dziatania substancji w terapii skojarzonej. Zaréwno stosowanie 20%
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kwasu azelainowego z 40% witaming C, jak 1 20% kwasu azelainowego w potaczeniu
Z mezoterapig mikroigtlowa z 10% witaming C znaczaco zmniejszyto pigmentacje skory
I rumien, poprawito nawilzenie skory oraz jej elastyczno$é. Mozna jednak zauwazyc,
ze zastosowanie mezoterapii mikroigtowej, jako srodka bezposredniego dostarczania substancji

czynnej do skory wiasciwej, wzmocnito skuteczno$¢ badanych substancji czynnych.
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Abstract: Combined methods of applying chemical peels and antioxidants could be an option for skin
rejuvenation with no down-time. The penetration of active substances can be enhanced by micronee-
dle mesotherapy. The study was conducted on a group of 20 female volunteers, aged 40-65 years. All
volunteers received a series of eight treatments performed every seven days. The whole face was first
treated with azelaic acid; following this, the right side received a 40% solution of vitamin C and the
left side 10% vitamin C with microneedling. Hydration and skin elasticity were markedly improved,
with better results observed on the microneedling side. Melanin and erythema index decreased. No
significant side effects were seen. The combination of active ingredients and delivery techniques have
great potential to enhance the effectiveness of cosmetic preparations, probably by multidirectional
ways of action. In our study, we demonstrated that both 20% azelaic acid + 40% vitamin C treatment
and 20% azelaic acid + 10% vitamin C + microneedle mesotherapy efficiently improved the assessed
parameters of aging skin. However, the use of microneedling mesotherapy as a means of direct
delivery of active compound to the dermis enhanced the effectiveness of the studied preparation.

Keywords: antiaging therapy; azelaic acid; claim substantiation; hydration; microneedling; skin

repair; vitamin C

1. Introduction

Skin aging is a complex, multifactorial process which starts to gradually appear in the
third decade of life onwards and accelerates with age [1]. Such aging occurs earlier than
other tissues, possibly as a result of exposure to environmental stressors and hazards. In
general, the characteristic features of skin aging involve a loss of elasticity, appearance of
wrinkles, and rough-textured appearance [2]. Such changes are associated with phenotypic
alterations of cutaneous cells and structural and functional modifications occurring in
extracellular matrix components, including elastin, collagens, and proteoglycans. These
components are necessary for skin elasticity, tensile strength, and hydration [3]. Skin aging
is mirrored by a reduction in collagen [ content and the fragmentation of collagen fibrils as
well as the accumulation of amorphous elastin material (elastosis) [4].

Aging-related alterations in skin appearance can negatively affect self-esteem and
can result in substantial psychosocial burden [1]. Therefore, products that can help to
delay this continuous process are of high importance in everyday life. A wide variety
of cosmetic and medical antiaging products have been developed and introduced to the
market; however, their efficiency is variable. Despite assurances from manufacturers, few
topical antiaging components are able to effectively penetrate into the dermis; therefore,
various resurfacing techniques, such as chemical peeling, mesotherapy, filler injections, and
laser/radiofrequency tightening, are used to improve the delivery of active substances.

J. Clin. Med. 2023, 12, 1869. https:/ /doi.org/10.3390/jem12051869
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A number of antioxidant substances can be used to fight the signs of aging by neu-
tralizing reactive oxygen species (ROS) that damage DNA, limiting collagen-degrading
matrix metalloproteinase (MMP) production and inhibiting inflammation by the NF-«xB
pathway [2,5]. These can be nonenzymatic, such as vitamin C and E, or enzymatic, such
as glutathione peroxidase, catalase, superoxide dismutase, and coenzyme Q10. Vitamin C
(ascorbic acid) is a well-known antioxidant which is capable of neutralizing and removing
oxidants [6]. This property seems to be of special importance in the epidermis, where
vitamin C is concentrated within the skin [7]. It also serves as a cofactor for the enzymes
necessary for post-translational processing in the biosynthesis of collagen Types I and
III [8,9] and stabilizes the tertiary structure of the collagen molecule [7,10-12]. Vitamin
C has also been found to enhance the proliferation and migration of dermal fibroblasts
and differentiation of rat epidermal keratinocytes in an organotypic culture model, thus
significantly improving the ultrastructural organization of the stratum corneum and barrier
function [10,13,14]. In addition, vitamin C derivatives appear to reduce the synthesis of
melanin by disturbing the action of tyrosinase, the rate-limiting enzyme in melanogene-
sis [7].

Azelaic acid, a dicarboxylic acid, has multifaceted properties. It prevents discoloration
by inhibiting the activity of tyrosinase and evens out the structure and color of the skin.
It exerts its antiaging properties by inhibiting neutrophil activity, thus preventing free
radical production, and scavenges ROS [15]. Due to its strong antibacterial and anti-
inflammatory properties, it is successfully used in antiacne therapies, as well as in melasma
and rosacea [16].

The present study uses microneedle mesotherapy. This is a technique that uses a dense
arrangement of microinjections to enhance the penetration of active ingredients into deeper
layers of the skin, i.e., it comes into contact with the dermal fibroblast cells. The procedure
has been found to stimulate tissue regeneration [17].

The aim of this study was to assess the antiaging properties of methods of applying
chemical peels used in combination.

2. Materials and Methods
2.1. Participants

The study was conducted during winter on a group of 20 female volunteers, aged
40-65 years. All patients were informed about the procedures and of any possible side
effects, including itching, shedding, redness, burning, and excessive skin sensitivity to ex-
ternal factors. In case of any undesirable symptoms, patients were required to immediately
inform the cosmetologist. During the study, and one month after its end, participants were
recommended to use creams with SPF 50 in the mornings and during the day, asked not
to use any other cosmetic treatments, not to change skin care habits, and not to consume
coffee, hot drinks or spicy food at least two hours before the measurements. All patients
indicated compliance with these recommendations.

Written informed consent to take part was obtained from each patient before the
start of the procedure. The study was conducted in accordance with the Declaration of
Helsinki and the recommendations and guidelines of Cosmetics Europe. Moreover, the
study was approved by the Bioethics Committee of the Medical University of Lodz (no.
RNN/281/16/KE 2017).

2.2. Procedures

Treatments were performed every seven days, for a total of eight treatments using
the split face method. Before the treatment, make-up was removed from the whole face,
and the skin was carefully cleaned with a prepeel product containing 2% salicylic acid.
Following this, 20% azelaic acid (pH 2.7) was applied to the entire face for 10 min.

On the right side of the face, without removing the azelaic acid, 40% vitamin C (pH 1.6),
stabilized with a novel complex of ferulic and lactobionic acids, was applied for 15-20 min,
depending on the skin reaction. After this time, the ascorbic acid was washed off.

62



J. Clin. Med. 2023, 12, 1869

30f13

RIGHT
SIDE

LEFT
SIDE

On the left side of the face, after the 10 min azelaic acid application, a neutralizer
was used to diminish the effects of acids on skin and eradicate any unpleasant feeling of
burning. This was followed by the use of 10% vitamin C and microneedle mesotherapy
with a derma roller (0.5 mm) for 5-7 min (Figure 1). A DNS Bielenda 0.5 mm roller equipped
with 192 stainless steel needles was used in this study.

Make-up
removal, skin P .
cleaning with mz‘:ﬁz; ].‘,ajwl%ﬂd 40 Zziﬁ_:%cg:)blc Vitamin C was
pre-peel product P i washed off
containing 2% minutes minutes
salicylic acid
e N -
Make-up removal -
skin cleaning with 20% azelaic 10% ﬂtamlgl C+
pre-peel product acid (pH 2.7), Neutralizer emgronecdle
containing 2% 10 minutes minntgz’

salicylic acid

Figure 1. Summary of the method of study products application.

2.3. Measurement of Skin Parameters

The first skin measurement was performed before the series of treatments (T0), then
after eight sessions of treatments (T1—8 weeks), and again four weeks after the end of
the treatment (T2—12 weeks). Each measurement of the skin parameters was carried out
in a special room with a constant temperature (T = 19-21 °C) and air humidity 30-50%;
all participants were allowed to acclimatize for at least 20 min in a waiting room with the
required temperature and air humidity. The skin was cleansed at least four hours before
the examination. Measurements were taken on the cheeks and forehead, on both the right
and left sides of the face, with the use of Multi Probe Adapter Systems (Courage + Khazaka
electronic GmbH, KéIn, Germany). The following parameters were assessed: hydration
(Corneometr), skin tone (Mexametr), and elasticity (Cutometr). All measurements were
performed three times in each location and the mean value was used for analysis. Skin tone
was measured preferably in the area of discoloration or telangiectasia.

Skin properties were evaluated based on two parameters: R2 (total elasticity of the
skin) and R7 (index of immediate contraction after complete deformation). To make an
objective assessment of the effects during the treatments, photographs were also taken
in five positions with the Fotomedicus (ELFO) system. After the series of treatments, the
participants were asked to complete a questionnaire allowing a subjective assessment
of facial skin. The questionnaire contained 15 questions concerning subjective opinion
of participants on the observed changes in skin appearance, including the reduction of
wrinkles visibility, improvement of skin hydration, firmness, elasticity, and tone, as well
as decrease in skin redness, hypersensitivity, and feeling of tension. The answers were
definitely yes, yes, do not know, or no.

24. Statistical Analysis

Continuous variables were tested for normality with the Shapiro-Wilk test. Parameters

with a normal distribution were described using mean and standard deviation (mean + SD).

Non-normally distributed variables were expressed as median and interquartile range:
median (25%; 75%). Changes in normally distributed skin parameters over time were
evaluated using one-way repeated measures ANOVA (with either Greenhouse-Geisser or
Huynh-Feldt correction for sphericity when appropriate), followed by Bonferroni’s post
hoc test. Differences in the percentage changes of skin parameters compared to baseline
values (([x(t1) — x(ta)]/x(tg)) x 100) between different treatments and skin locations were
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analysed with the Mann-Whitney test. p values of less than 0.05 were considered to be
statistically significant.

3. Results

The study included 20 female volunteers aged 40-65 years. All participants had skin
that showed signs of aging, such as hyperpigmentation, erythema, telangiectasia, wrinkles,
and local feelings of dryness.

Both types of treatment yielded significant improvements in all assessed skin parame-
ters. Both 20% azelaic acid + 40% vitamin C treatment and 20% azelaic acid + 10% vitamin
C + microneedle mesotherapy efficiently improved skin tone (Table 1).

Table 1. Skin tone assessment.

Time Point

. Site of
Skin Tone N =20 Measurement Measurement I Measurement II 8 Measurement II1 P
Baseline (*) Weeks (#) 12 Weeks
‘ ) Forehead 1440 +17.5 #1166 £209 1088+ 102### p<0.0001
0,
Leftside (A +10%Vit C + M) Cheek 1334 4197 #1038 £ 248 065 L2124  p<0.0001
- - Forehead 1435 + 15.0 w1177 £222 1098 +233#  p<0.0001
10/

Right side (A +40% Vit ©) Cheek 1300 + 14.3 41086 £ 101 1029 £ 180## p<0.0001

*p < 0.05; ** p <0.001 vs. measurement L; # p < 0.05; ### p < 0.001 vs. measurement I1; A: 20% azelaic acid; vit C.:
vitamin C; M: microneedle mesotherapy; ANOVA and Bonferroni's post hoc test were used for calculations.

A slightly greater decrease in pigmentation (I measurement vs. Il measurement) was
observed on the left side of the face (25.5% on forehead and 29.7% on cheek) in comparison
to the right side (21.4% on forehead and 20.3% on cheek) (Figure 1). Both applied treatments
were associated with significant improvement of erythema. The combination of 20% azelaic
acid with 10% vitamin C and microneedle mesotherapy was also associated with slightly
better, but insignificant, effects related to erythema reduction compared to 20% azelaic acid
+ 40% vitamin C (Table 2, Figures 2—4).

0 —

5 After 8 weeks After 12 weeks

=10 4

-15 4

-20 4

.25 |

-30 4

¢

35 4

Hyperpigmentation vs baseline [%)]

-40
Forehead Cheek Forehead Cheek

Figure 2. Percentage changes in hyperpigmentation after 8 and 12 weeks of treatment. * p < 0.05;
light grey: right side of the face; dark grey: left side of the face. Mann-Whitney test was used for
calculations.
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Figure 3. The reduction of skin hyperpigmentation.

After 8 weeks After 12 weeks

1
1
1
1
e IE
1
1
20 4 1
1
1
1
1
1
1
1

Forehead Cheek Forehead Cheek

Erythema vs baseline [%)]

Figure 4. Percentage changes in erythema after 8 and 12 weeks of treatment. Light grey: right side of
the face; dark grey: left side of the face; Mann-Whitney test was used for calculations.

Table 2. Erythema assessment results.

Site of Time point
Erythema N =20 P
Measurement Measurement I (¥)  Measurement II (#) Measurement II1
y : Forehead 336.0 + 44.3 “42705£47.3 23404 202#4 p<0.0001
10
e R Cheek 3545+ 51.7 %4046 £502 255344 1##  p<0.0001
. . Forehead 3312+ 478 42684 £475 2430+ 355#4 p<0.0001
10/

Rightside (AritR Vit C) Cheek 343.6 + 51.0 40857 4502  **250.7 + 46.0##  p<0.0001

*p < 0.05; ** p <0.001 vs. measurement I; # p < 0.05; ### p < 0.001 vs. measurement II; A: 20% azelaic acid; vit C.:
vitamin C; M: microneedle mesotherapy; ANOVA and Bonferroni’s post hoc test were used for calculations.

The therapy markedly improved skin hydration of both sides of the face (Table 3);
however, markedly better hydration was demonstrated on the left side compared to the
right. Compared to baseline (i.e., measurement IIl vs. measurement ), these values were
47.5% (35.5; 53.8) vs. 33.3% (23.6; 45.3) on the forehead (p = 0.002), and 46.4% (38.9; 56.1) vs.
36.0% (22.1; 39.7) on the cheek (p = 0.001) (Figure 5).
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Table 3. The result of hydration measurement.
. Ti int
Hydration N =20 Mei'ltlieorflenl Measurement I (*) Meas:::r:eor:lll #) Measurement ITT g
T
-

*p < 005 ** p < 0.001 vs. measurement I; # p < 0.05; ### p < 0,001 vs. measurement II; A: 20% azelaic acid; vit C.:
vitamin C; M: microneedle meﬁotherap_v; ANOVA and Bonferroni's post hoc test were used for calculations.

After 8 weeks After 12 weeks
60 -
Ak
;c“‘ 50 - 1 ]
Q | |
= 40 4 ! I
[7] 1 1
& i —O— ' I
9 30 4 1 1
w 1 1
> 1 |
) 1 1
= 20 - 1 I
=) =~
B BE | I
o | 1 1
= 10
Forehead Cheek Forehead Cheek

Figure 5. Percentage changes in hydration after 8 and 12 weeks of treatment. ** p < 0.01; light grey:
right side of the face; dark grey: left side of the face; Mann-Whitney test was used for calculations.

The elasticity of skin was found to be significantly reduced at the end of the treatment
in all participants (Table 4). R2 was found to increase by 79.0% on the forehead and 69.0%
on the cheek after combined use of 20% azelaic acid + 10% vitamin C and mesotherapy.
However, much-less-pronounced effects were observed on the right side (forehead: 51.2%,
cheek: 46.9%). The differences between both sides and both used methods were statistically

significant (Figure 6).

Table 4. The result of R2 measurement.

Site of Time Point
R2 P
Measurement Measurement I (¥) Measurement 1T (#) Measurement 111
Left side (A + 10% Forehead 0.440 £+ 0.035 40,632 £ 0.112 4 ().786 L 0.095 ### p < 0.0001
VitC+M) Cheek 0.457 + 0.031 *0.616 + 0.066 2 (.776 + 0.044 p < 0.0001
Right side (A + Forehead 0.465 £+ 0.057 40,626 + 0.089 40,704 £ 0.052 ### p < 0.0001
40% Vit C) Cheek 0.460 + 0.048 **+0.596 + 0.064 **2 0.685 £ 0.059 ### p < 0.0001

*p < 0.05;** p < 0.001 vs. measurement I; # p < 0.05; ### p < 0.001 vs. measurement II; A—20% azelaic acid; vit C.:
vitamin C; M: microneedle mesotherapy; ANOVA and Bonferroni's post hoc test were used for calculations.
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60 -
50 -
40 -

After 8 weeks After 12 weeks

dedk

*kk

r

R2 vs baseline [%]
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Forehead Cheek Forehead Cheek
After 8 weeks After 12 weeks

—

B)

70

60

50 -

40

30 -

20 - &
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R7 vs baseline [%]

Forehead Cheek Forehead Cheek

Figure 6. Percentage changes in R2 (A) and R7 (B) after 8 and 12 weeks of treatment. ** p < 0.01,
*p < 0.0001; light grey: right side of the face; dark grey: left side of the face; Mann-Whitney test
was used for calculations.

The R7 values increased by nearly 50% on the left side (forehead: 49.8%, cheek: 46.3%)
and by more than 40% on the right side (forehead: 43.7%, cheek: 42.0%) in all participants
(Table 5, Figure 6).

Table 5. The result of R7 measurement.

. Time Point
R2 Site of p
Measurement Measurement I (*) Measurement II (#) Measurement III
Left side (A + 10% Forehead 0.274 + 0.039 *+4().352 4 0.045 440,420 + 0.045 #HH# p < 0.0001
Vit C + M) Cheek 0.282 £ 0.036 #0361 4+ 0.046 #0427 L 0,039 ## p < 0.0001
Right side (A + Forehead 0.294 £+ 0.041 ***.356 + 0.056 40,426 = 0.051 ### p < 0.0001
40% Vit C) Cheek 0.201 + 0.032 *+4().354 4 0.044 440,423 - 0.036 #H# p < 0.0001

*p < 0.05;*** p < 0,001 vs. measurement I; # p < 0.05; ### p < 0.001 vs. measurement II; A—20% azelaic acid; vit C.:
vitamin C; M: microneedle mesotherapy; ANOVA and Bonferroni’s post hoc test were used for calculations.
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The overall improvement of skin condition is shown in Figure 7.

Figure 7. The overall improvement of skin condition on the left (A) and right (B) sides.

The questionnaire results indicated that a great majority of participants were sat-
isfied with the observed effects. They reported improved skin hydration, greater skin
firmness and elasticity, and reduced redness and wrinkles. In this subjective assessment,
all the evaluated skin features were improved to a slightly larger extent after the use
of 20% azelaic acid + 10% vitamin C + microneedle mesotherapy compared to the other
treatment (Figure 8).

Side effects of peels and mesotherapy may include redness, itching, burning, hyper-
sensitivity to external factors, hyperpigmentation; however, in this study, no significant
side effects were observed. It must be mentioned that the safety of the procedure was very
important to us.
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Figure 8. The subjective opinion of the participants regarding the improvement of skin appearance
after the completion of treatment.

4. Discussion

The process of skin aging is associated with its gradual deterioration. This has been

attributed to both intrinsic and extrinsic skin aging processes. Intrinsic aging is a natural
progressive physiological process leading to the formation of fine wrinkles, skin thinning
and dryness, as well as gradual dermal atrophy. In turn, extrinsic aging results from
the impact of external environment factors, including exposure to ultraviolet (UV) light,
infrared radiation, environmental pollution, tobacco smoking, malnutrition, and psycho-
logical stress; this leads to the loss of skin elasticity, greater laxity, and the formation of
coarse wrinkles [1,2]. Extrinsic factors also appear to deplete antioxidant levels in skin and
increase reactive oxygen species (ROS) levels [5].

A recent theory suggests that aging could be associated with impaired redox-stress

response capacity (RRC) [18]; aging is associated with a gradual worsening of the endoge-
nous antioxidant system and thus the reduced capacity of elderly skin [19]. Therefore, the
application of exogenous antioxidants should boost antioxidant capacity and diminish
UV-induced skin photodamage and photoaging.
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It is estimated that premature skin aging affects up to 83% of adults under the age of
55 [1,20]. Since having a young and attractive appearance may exert a positive influence
on social behavior and mood, there is a growing interest in therapies that help to alleviate
or reduce the effects of aging [2]. Antioxidant-based therapy, using vitamin C, vitamin E,
or polyphenols, may improve the resistance to ROS-mediated oxidative damage, decrease
inflammation, and slow skin aging [21].

The present study assessed the effectiveness of two types of antiaging therapy in
middle-aged women whose skin showed signs of aging such as hyperpigmentation, ery-
thema, telangiectasia, wrinkles, and local feeling of dryness. The findings indicate signifi-
cant improvements in all assessed skin parameters after both types of treatment: both 20%
azelaic acid + 40% vitamin C treatment and 20% azelaic acid + 10% vitamin C + microneedle
mesotherapy efficiently improved skin hyperpigmentation as well as erythema. Other
studies have also found azelaic acid to have a beneficial impact on hyperpigmentation by
inhibiting tyrosinase and exerting an antiproliferative effect on the melanogenesis path-
way [22,23]. Mazurek et al. indicated that 5-20% azelaic acid combined with phytic acid,
ferulic acid, 4N-butyl resorcinol, or mandelic acid is most effective in lightening hyperpig-
mentation; also, vitamin C application was found to reduce the degree of pigmentation [24].
A clinical trial studying the effectiveness of a preparation containing 25% l-ascorbic acid
with a chemical penetration enhancer demonstrated marked reduction in pigmentation
severity in patients with melasma [25].

Vitamin C has been found to diminish the level of skin erythema by affecting blood
microcirculation. Additionally, the addition of ferulic acid not only increases the stability of
vitamin C preparation, but also improves its skin-lightening properties, since ferulic acid
hampers tyrosinase activity [26,27]. Kameyama et al. observed that topical application of
ascorbic acid derivative (magnesium-ascorbyl-2-phosphate, MAP) effectively lightened the
skin of patients with hyperpigmentation disorders, such as melasma or solar lentigines [28].

In this study, both types of treatment markedly improved skin hydration; however,
a much more pronounced effect was observed on the side of the face receiving the mi-
croneedle mesotherapy. The improvement in hydration could be associated with the use of
lactobionic acid (LA) since it was found that LA peels could enhance skin hydration and
limit transepidermal water loss [29]. Additionally, it has been suggested that mesotherapy
may help intensify the level of skin hydration [30]. Another study found the use of azelaic
acid to diminish the effects of aging, particularly dryness, via the regulation of sebum
secretion [16].

Skin elasticity, assessed based on R2 and R7, was also found to be significantly ame-
liorated by both therapies. However, significantly better effects were observed on the left
side of the face, i.e., the side treated with mesotherapy. On this side, the R2 value improved
by 79.0% on the forehead and 69.0% on the cheek. R2 indicates the ability of the skin to
return to its original position after deformation and reflects the function of the elastic fibers
of the skin [31]. Additionally, parameter R7, showing the ability of the skin to recover after
deformation, was markedly improved in comparison with baseline; however, again, the
percentage change was higher after the use of 20% azelaic acid + vitamin C + microneedle
mesotherapy. Thus, it seems that the use of mesotherapy enhances the antiaging effects of
the used antioxidants, possibly by enabling their delivery to deeper skin layers.

The beneficial effects of mesotherapy on aging skin have been confirmed in other
studies. Baspeyras et al. demonstrated that HA-based mesotherapy significantly and sus-
tainably improved skin elasticity. The author notes that this minimally invasive procedure
supports the creation of an optimal physiological environment for fibroblasts and promotes
their ability to produce the extracellular matrix. Such conditions are conducive to enhanced
collagen and elastin synthesis [32,33]. Fibroblasts produce substances that are vital for
maintaining a youthful skin condition [32]. The direct delivery of active substances using
microinjections has been found to stimulate elastic and collagen fibers production [30], as
the healing process promotes skin regeneration and repair. It seems that the great improve-
ment in skin elasticity achieved by the present treatments, especially the one incorporating
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microneedling mesotherapy, is related not only to effects of vitamin C but also to the
method of application.

Aged and photoaged skin is characterized by flattened epidermal-dermal junctions
and the disappearance of papillary projections and larger corneocytes [34]. Previous studies
suggest that topical application of vitamin C may partly restore the appropriate structure
of the epidermal-dermal junction and papillary dermis. Sauermann et al. [35] report
that the application of 3% vitamin C on the forearm of women improved the density of
dermal papillae, probably via angiogenesis, suggesting that this compound can partially
correct aging-related regressive structural changes. A double-blind, randomized trial
revealed that topical application of 5% vitamin C on photoaged skin was associated with
marked intensification of the density of skin microrelief as well as a reduction of the deep
furrows [36]. Such treatment was not only effective but also well-tolerated.

Other studies have reported a decrease in the appearance of facial fine lines /wrinkles [6,37].
The application of ascorbic acid markedly diminished oxidative stress in the skin, improved
epidermal-dermal microstructure, and decreased fine lines and wrinkles in aged skin [37].
Another study found that vitamin C treatment resulted in lowered photoaging scores,
increased hydration, and increased Grenz zone collagen levels; in addition, higher levels
of type I collagen mRNA were revealed by staining [38]. Additionally, chemical peelings
which remove damaged facial skin in a controlled manner improve the smoothness and tex-
ture of skin [39]. Additionally, azelaic acid is known to inhibit the production of free radicals
by neutrophils, which suggests that it may have a beneficial role in antiaging therapies.

It seems that all the ingredients used in the combined therapy herein have antiaging
effects. In addition, the objective efficiency of the applied treatment was also confirmed by
the results of questionnaire, which clearly showed that a great majority of participants was
satisfied with the observed effects. They observed improved skin hydration, firmness, and
elasticity, as well as the reduction of redness and wrinkles. It is worth underlying that the
observed effects were long lasting, since the measured values continued to improve even
after four weeks from the end of the treatment. This finding may suggest that the applied
treatment triggered long-lasting skin remodeling.

Our study has some limitations. Firstly, the study included a small number of par-
ticipants. Moreover, all participants were females and they belonged to the white race
(Caucasian race). Therefore, the obtained results cannot be extrapolated to patients of
other races.

5. Conclusions

The choice of active ingredient and delivery technique has great potential to enhance
the effectiveness of cosmetic preparations. The method used in this study, based on the
combination of two active ingredients and the use of transdermal application, turned out
to be both safe and effective. We achieved promising effects, and these could be associated
with the multidirectional effects of combination therapy on aging skin. Our findings
indicate that both 20% azelaic acid + 40% vitamin C treatment and 20% azelaic acid + 10%
vitamin C + microneedle mesotherapy efficiently improved the assessed parameters of
aging skin. However, the use of microneedling mesotherapy, as a means of direct delivery
of active compound to the dermis, enhanced the effectiveness of the studied preparation.
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V1. DYSKUSJA

Starzenie si¢ Stanowi naturalny i nieunikniony proces obejmujgcy spowolnienie
mechanizmow regeneracyjnych, obnizenie biologicznej aktywnosci komoérek, pogorszenie
zaleznych od czynnikéw genetycznych mozliwosci adaptacyjnych organizmu, zmniejszenie
odpornosci i ostabienie odpowiedzi na stres §rodowiskowy [123]. Na starzenie si¢ skory
wplywajg zarowno procesy zalezne od uwarunkowan wrodzonych jak i te zwigzane z wplywem
srodowiska zewnetrznego. Starzejaca si¢ skora charakteryzuje si¢ obecnoscig przebarwien,
zmian naczyniowych i zmarszczek, a takze utratg elastycznos$ci i suchos$cig. Starzenie si¢ skory
jest procesem, w ktorym nastgpuje stopniowe pogarszanie si¢ parametrow skory,
takich jak elastyczno$¢, sprezysto$é, nawodnienie. Powstajg rowniez przebarwienia na skorze.
Za zmiany te odpowiedzialne sg zaré6wno czynniki wewnetrzne (m.in. stres oksydacyjny
zwigzany z nadmiernym powstawaniem reaktywnych form tlenu, zmiany hormonalne,
w tym niedoboér lub brak estrogendw oraz uwarunkowania genetyczne) oraz czynniki
zewngetrzne, takie jak promieniowanie UV (powodujace fotostarzenie), palenie tytoniu,
niewlasciwy tryb Zycia, nieodpowiednia dieta. Wewnatrzpochodne procesy fizjologiczne
prowadza z czasem do powstawania drobnych zmarszczek, skora staje si¢ ciensza i sucha.
Chronologiczne starzenie si¢ skory objawia si¢ jej suchoscig, wiotkoscig i drobnymi
zmarszczkami oraz rozwojem fagodnych zmian, takich jak rogowacenia tojotokowe
1 naczyniaki starcze, jednakze nie wigze si¢ z nasilong/obnizong pigmentacja lub gltebokimi
zmarszczkami charakterystycznymi dla fotostarzenia [50, 124]. W chronologicznie starzejacej
si¢ skorze wigzki wiokien kolagenowych sg luzne, krotkie, cienkie i zdezorganizowane
w porownaniu z mtodg skorg chroniong przed stoncem [125]. Naskorek staje sie cienszy.
Obserwuje si¢ takze zmniejszenie liczby melanocytow, komorek tucznych ikomorek
Langerhansa [126].

Z kolei, pod wptywem czynnikow zewnetrznych nastepuje utrata elastycznos$ci skory
w wyniku czego staje si¢ wiotka i pojawiaja si¢ zmarszczki [127, 128]. Starzenie si¢ skory moze
takze wigzac si¢ z obnizong zdolno$cig do odpowiedzi na stres oksydacyjny, przez co jest ona
bardziej podatna na fotostarzenie [129]. Kliniczne objawy fotostarzenia obejmuja zmarszczki,
wystepowanie plamistej pigmentacji (hipo- Iub hiperpigmentacji), szorstkiej skory,
utrate kolorytu skory, sucho$¢, ziemistos¢ skory, glebokie bruzdy, teleangiektazje, wiotkos¢
[42, 130]. Typ skory ma istotny wplyw na wyglad fotostarzejacej si¢ skory.
Osoby z typem skory 11 IT wedtug Fitzpatricka wykazujg objawy zanikowe z mniejsza liczba

zmarszczek i przednowotworowymi zmianami dysplastycznymi, takimi jak rogowacenie
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stoneczne [131]. Dla poréwnania, skora typu II1 i IV wykazuje cechy hipertroficzne z grubymi,
wyraznymi zmarszczkami, skorzastg skora, plamami soczewicowatymi i ogélnym ,,bragzowym”
wygladem. Skoéra moze mie¢ rowniez zottawy odcien, wynikajacy z elastozy w procesie
fotostarzenia [17]. Dodatkowo, zmiany w unaczynieniu skory w nast¢pstwie promieniowania
UV moga rowniez prowadzi¢ do rozszerzen, ktore klinicznie objawiajg si¢ jako teleangiektazje.
Kliniczne objawy fotostarzenia rdznig si¢ w zaleznosci od wieku, plci, a zwlaszcza fototypu
skory i pochodzenia etnicznego [132]. Zmarszczki pojawiaja si¢ o okoto 10-20 lat wczesniej
u 0sOb o jasnej karnacji niz w populacji azjatyckiej, natomiast osoby o ciemnej karnacji
nalezace do azjatyckich 1iafrykanskich grup etnicznych  wystepuje  wigksze
prawdopodobienstwo wystgpienia plam soczewicowatych oraz przebarwien [132].
Stosowanie preparatow zawierajacych przeciwutleniacze moze zwigkszaé zdolnoSci
antyoksydacyjne skoéry i redukowa¢ fotouszkodzenia wywotane promieniowaniem UV.
Ze wzgledu na fakt, iz mtody 1 atrakcyjny wyglad wydaje si¢ pozytywnie wptywac na relacje
spoteczne 1 dobre samopoczucie, ro$nie zainteresowanie terapiami pomagajacymi ztagodzié
efekty starzenia [128]. Zabiegi oparte na aplikacji przeciwutleniaczy mogg wspomoc skore
w walce z wolnymi rodnikami, zmniejszac¢ stan zapalny i spowolni¢ procesy starzenia si¢ skory
[133].

Kwas azelainowy stanowi jeden z bardzo popularnych skladnikéw kosmetykow
przeciwstarzeniowych, przeznaczonych do cery wrazliwej, sktonnej do zaczerwienien
i podraznien [74, 134]. Liczne badania wykazaty dziatanie przeciwutleniajace, przeciwzapalne,
komedolityczne i antybakteryjne kwasu azelainowego. Kwas ten stosowany jest w leczeniu
przebarwien skory [135, 136]. Badanie wiasne potwierdzito skutecznos¢ kwasu azelainowego
w leczeniu przebarwien skory, ktore sg jednym z objawow starzenia si¢ skory. Zostato ono
przeprowadzone ws$rdd ochotniczek, ktorych skora wykazywala oznaki starzenia, w tym
przebarwienia, rumien, teleangiektazje, zmarszczki i przesuszenie. Zastosowanie 20% i 30%
kwasu azelainowego poprawialo takze nawilzenie, elastyczno$¢ skory, co wydaje si¢ wynikac
z hamowania produkcji wolnych rodnikow przez neutrofile. Zastosowanie 30% kwasu
azelainowego spowodowalo wyrazniejsze zwigkszenie nawilzenia, poprawe elastycznos$ci
W poréownaniu z 20% kwasem, jednakze rdéznica ta nie byla istotna statystycznie.
Przeciwstarzeniowe wlasciwosci 20%-30% kwasu azelainowego wynikaja m.in. z jego
dziatania przeciwzapalnego (ograniczenie aktywnosci neutrofili) i antyoksydacyjnego
(hamowanie aktywno$ci oksydazy NADPH, blokowanie pézniejszej produkcji ROS
oraz usuwanie wolnych rodnikéw), a takze wtasciwosci przeciwkomedogennymi (hamowanie

dojrzewania keratynocytow) [71, 137-139]. Dodatkowo kwas azelainowy dziala
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bakteriostatycznie na Cutibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis i Staphylococcus
aureus, co zwigzane jest z blokowaniem oksydoredukcyjnych enzyméw mitochondrialnych
oraz hamowaniem syntezy DNA i produkcji biatek komorkowych bakterii [140]. Wojcik i wsp.
[141] zaobserwowali, ze zardwno zastosowanie 20% peelingu zawierajacego kwas azelainowy
jak 1 peelingu z 40% kwasem migdatlowym niwelowato objawy starzenia skory, a zwlaszcza
sucho$¢, poprzez regulacje wydzielania sebum w miejscach, gdzie jest bylo ono znacznie
zmniejszone.

Badanie wlasne bedace przedmiotem niniejszej pracy doktorskiej sktadato si¢ z trzech
powigzanych ze sobg czes$ci. W I czeSci badania wtasnego po zastosowaniu 20% i 30% kwasu
azelainowego po obu stronach twarzy zaobserwowano rowniez zmniejszenie zaczerwienienia
skory. Zastosowanie 30% kwasu azelainowego spowodowato wigkszg redukcje poziomu
melaniny i1 rumienia w pordwnaniu z 20% kwasem. Korzystne dziatanie kwasu azelainowego
zostalo potwierdzone =z subiektywnej ocenie uczestniczek niniejszego badania.
Wiasciwosci rozjasniajgce kwasu azelainowego wynikajg z uczestnictwa w kompetencyjnej
inhibicji tyrozynazy bedacej kluczowym enzymem w procesie melanogenezy [142].
Skuteczno$¢ kwasu azelainowego w zmniejszaniu przebarwien zostal potwierdzony w wielu
badaniach i z tego powodu kwas jest szeroko stosowany w kosmetyce i dermatologii [9, 143,
144]. W badaniu przeprowadzonym przez Faghihi i wsp. [145] stosowanie 20% kwasu
azelainowego w potaczeniu z 10% rezorcyng i 6% kwasem fitowym okazalo si¢ skuteczne
i bezpieczne w leczeniu melasmy. Duzy potencjat w leczeniu przebarwien i melasmy wykazano
takze w przypadku zastosowania nanoemulsji kwasu azelainowego z kwasem hialuronowym
[146]. Warstwa hydrolipidowa naskorka hamuje przenikanie substancji aktywnych zawartych
w kosmetykach, co moze wigza¢ si¢ z uzyskiwaniem niezadowalajacych efektow
terapeutycznych. Jednakze formuta nanoemulsji utatwiata pokonanie bariery skory i dotarcie
do jej glebszych warstw, co zwigkszato tym samym skuteczno$¢ kwasu azelainowego jako
srodka depigmentujgcego. Kwas azelainowy jest rowniez czgsto stosowany w leczeniu tradziku
[147]. Z badan wynika, iz kwas azelainowy nalezy stosowal ostroznie u pacjentoOw
z nadwrazliwoscia  skory ze  wzglegdu na  mozliwe  dziatlania  niepozadane,
takie jak zaczerwienienie, podraznienie i pieczenie [134]. Jednakze w badaniu wilasnym,

zabiegi byty bardzo dobrze tolerowane i nie powodowaty dtugotrwatych skutkéw ubocznych.

Kolejng substancja czynng stosowang czg¢sto w preparatach przeciwstarzeniowych jest kwas
askorbinowy. Kwas ten niezbedny jest do prawidlowej syntezy kolagenu, gdyz petni role

kofaktora w procesie hydroksylacji. Witamina C stabilizuje trzeciorzedows strukture czasteczki
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kolagenu, a takze promuje ekspresje genoOw zwigzanych z synteza kolagenu i jego produkcje.
Nasila rowniez proliferacje i migracje fibroblastow skory [94, 148, 149]. Bierze ona takze
udziat w procesach depigmentacji w skdrze oraz hamowaniu melanogenezy, przez co sprawia,
ze przebarwienia stajg si¢ mniej widoczne. Witamina C uszczelnia réwniez naczynia
krwiono$ne i zapobiega powstawaniu teleangiektazji [148]. Z tego powodu preparaty
zawierajace witaming C znalazly zastosowanie w terapii cery naczynkowej. Kwas askorbinowy
(witamina C) posiada wlasciwosci antyoksydacyjne. Nie tylko usuwa ona wolne rodniki,
ale tez blokuje uwalnianie anioné6w ponadtlenkowych przez makrofagi zapobiegajac
w ten sposob uszkodzeniom skory. Poprzez zmniejszanie produkcji immunosupresyjnej
interleukiny-10, witamina C  wzmacnia mechanizmy obronne skory  [150].
Wtasciwosci te sprawiaja, ze kwas askorbinowy chroni skore przed promieniowaniem UV
i fotostarzeniem. Jednakze, kwas askorbinowy jest zwigzkiem niestabilnym, ulegajacym
szybkiemu utlenianiu w roztworach wodnych, przez to jego preparaty powinny mie¢ niskie pH
oraz zawieraC inne zwiazki (np. kwas azelainowy lub ferulowy), ktore maja dziatanie
stabilizujace.

W  ostatnich latach, réwniez kwas fitowy stal si¢ bardzo popularnym $rodkiem
przeciwstarzeniowym.  Kwas fitowy wykazuje  wiasciwosci  przeciwutleniajace
I przeciwzapalne. Kwas fitowy dziala zluszczajaco i rozjasniajaco [151]. Jako czynnik
chelatujacy zapobiega on przedostawaniu si¢ zelaza 1 miedzi do komorek 1 tym samym utrudnia
produkcje melaniny [145, 152]. Stosowanie preparatow zawierajacych kwas fitowy nie tylko
poprawia koloryt skory, ale 1 dziata na nig kojaco.

We wspotczesnej kosmetologii, peelingi chemiczne s3 czgsto stosowane w zabiegach
przeprowadzanych na skorze starzejacej si¢ 1 zniszczonej stoncem. Ponadto,
coraz popularniejsze staje si¢ aplikacja kilku substancji czynnych warstwa po warstwie podczas
jednego zabiegu, co docelowo ma nasili¢ efekt terapeutyczny. Zastosowanie pojedynczego
zwigzku aktywnego zwykle koryguje jeden lub dwa oznaki starzenia. Na przyktad preparaty
zawierajace kwas azelainowy zwykle stosowane sg w leczeniu melasmy, natomiast kwas fitowy
wykorzystywany jest ze wzgledu na swoje dzialanie przeciwzapalne. Jednakze polaczenie
dwoch lub trzech komponentdow moze wywiera¢ lepsze, wielokierunkowe dziatanie

przeciwstarzeniowe.

W badaniu wlasnym zastosowanie kwasu azelainowego z kwasem fitowym lub kwasu
azelainowego z kwasem fitowym i witaming C wigzalo si¢ ze znacznym zmniejszeniem

rumienia i przebarwien zaréwno na czole, jak i na policzkach. Obserwowany efekt byt
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nieznacznie lepszy w przypadku zastosowania trzech substancji czynnych — hiperpigmentacja
zostata redukowana o ponad 23%, podczas gdy rumien o 28,8% na czole 1 23,0% na policzku.
Zastosowana W niniejszym badaniu wlasnym terapia poprawila réwniez nawilzenie skory.
Witamina C stymuluje synteze ceramidow, przyczynia si¢ do powstawania lipidow
barierowych warstwy rogowej naskorka przez co pomaga w utrzymaniu prawidtowego
nawilzenia skory. W badaniu wlasnym, w wyniku terapii kwasem azelainowym z kwasem
fitowym lub kwasem azelainowym z kwasem fitowym i witaming C zaobserwowano rowniez
znaczng poprawe sprezystosci i elastycznosci skory ocenianych na podstawie parametrow R2
i R7. Wydaje sie, ze ten efekt ten wynikat gtdéwnie z korzystnego dziatania witaminy C
na kolagen i fibroblasty. Nie tylko oceniane parametry wskazywaly na poprawe stanu skory.
Roéwniez uczestniczki badania wyrazity satysfakcje z uzyskanych efektow odmtadzajacych.
Wiekszos¢ kobiet biorgcych udzial w naszym badaniu zaobserwowato poprawe nawilzenia
skory poprawe elastyczno$ci, ujednolicenie kolorytu i redukcje zaczerwienien i zmarszczek.
Obserwacje te byly zgodne takze =z ocenami ekspertdow  wystawionymi
na podstawie oceny zdje¢ wykonanych za pomocg Systemu Fotomedicus. W literaturze
sa dostgpne badania potwierdzajace dobroczynne dziatanie kwasu azelainowego, kwasu
fitowego 1 witaminy C na stan skory i oznaki starzenia. Jednakze, nasze badania pokazuje
korzysci jakie wigza si¢ z zastosowaniem terapii skojarzonej, co stanowi nowatorska metode
aplikacji. Terapie oparte na potgczeniu réznych substancji aktywnych wydaja si¢ by¢ bardziej
skuteczne ze wzgledu na ich synergiczne dziatanie i z tego powodu sg coraz czegsciej stosowane.
Oprécz  wigkszych korzysci, ktore wynikaja ze stosowania metod skojarzonych,
istotne jest bezpieczenstwo zabiegowe, minimalne ryzyko wystgpienia powiktan
oraz jak najkrotszy czas rekonwalescencji po zabiegowe;.

W badaniach wtasnych oceniono takze skuteczno$¢ dwoch rodzajow terapii
przeciwstarzeniowej: 20% kwas azelainowy + 40% witamina C, jak i 20% kwas azelainowy
+10% witamina C + mezoterapia mikroiglowg. Obie terapie skutecznie redukowaty
przebarwienia skéry oraz rumien. Zaréwno kwas askorbinowy, jak i kwas azelainowy byly
odpowiedzialne za zaobserwowany efekt, gdyz obie substancje hamuja aktywnos¢ tyrozynazy
[9, 153]. Stwierdzono, ze witamina C zmniejsza nasilenie rumienia poprzez wpltyw
na mikrokragzenie krwi. Rowniez w badaniu Raschke i wsp. [154] po aplikacji kwasu
askorbinowego zaobserwowano istotne obnizenie stresu oksydacyjnego w starzejacej
si¢ skorze, poprawe mikrostruktury naskorka i skory wtasciwej oraz zmniejszenie drobnych

zmarszczek. W podwdjnie zaslepionym badaniu badanie stosowanie witaminy C wigzalo
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si¢ z poprawg nawilzenia i zwigkszeniem poziomu kolagenu w strefie Grenza oraz wyzszym
poziomem mRNA kolagenu typu | [155].

Starzejagca  si¢  skora  charakteryzuje  si¢  splaszczonymi  polaczeniami
naskorkowo-skornymi, a takze zanikiem wypustek brodawkowatych i korneocytow [156].
Miejscowa aplikacja witaminy C moze czg¢$ciowo przywroci¢ odpowiednig strukture.
Wyniki badania przeprowadzonego przez Sauermanna i wsp. [157] wykazaly, ze stosowanie
3% witaminy C na przedrami¢ kobiet poprawito gestos¢ skornych wypustek brodawkowatych,
co sugeruje, ze zwigzek ten moze czeSciowo korygowac zmiany strukturalne zachodzace
w starzejgcej si¢ skorze. Kolejne badanie wykazalo poprawe mikrorzezby skory
oraz zmniejszenie glgbokosci zmarszezek po zastosowaniu preparatu zawierajacego 5% kwas
askorbinowy [158]. Wyniki jednego z badan wskazujg, ze rowniez kwas azelainowy moze
zmniejsza¢ efekty starzenia, zwlaszcza sucho$¢ skory, poprzez regulacje wydzielania sebum
[141]. W badaniu wilasnym 1taczne stosowanie kwasu azelainowego i askorbinowego
poprawiato znacznie elastyczno$é skory, oceniang na podstawie R2 i R7, jednakze znacznie
lepsze efekty zaobserwowano po stronie twarzy poddanej mezoterapii. Zdolno$¢ skory
do powrotu do pierwotnego potozenia po odksztatceniu odzwierciedlajaca funkcje wiokien
sprezystych skory oraz jej zdolnos$¢ do regeneracji po deformacji, ulegta znacznej poprawie
W poréwnaniu z wartoscig wyjsciowa, przy czym poprawa ta byla bardziej znaczaca po stronie
twarzy, po ktérej uzyto mezoterapig mikroigtowej. Polaczenie witaminy C i mezoterapia
mikroiglowa umozliwiajaca wnikanie substancji aktywnej do wnetrza skory, przyczynito si¢
do zmniejszenia widocznosci zmarszczek 1 ujednolicenia kolorytu skory juz po czterech
zabiegach. Wykorzystanie mezoterapii poteguje przeciwstarzeniowe dziatanie zastosowanych
antyoksydantow, prawdopodobnie poprzez umozliwienie ich dostarczania do glebszych warstw
skory. Nasze badanie potwierdza Korzystne dziatanie mezoterapii mikroiglowej w potaczniu
z substancjami aktywnymi w niwelowaniu oznak starzenia si¢ skory. W badaniu wiasnym
wykazano, iz zabieg byl bardzo dobrze tolerowany przez uczestniczki badania, nie wywota
reakcji nadmiernego podraznienia skory twarzy. Mezoterapia wspomaga tworzenie
optymalnego $rodowiska fizjologicznego dla fibroblastow 1 promuje ich zdolno$¢ do
wytwarzania macierzy pozakomodrkowej. Fibroblasty wytwarzaja substancje niezbedne do
zachowania mtodzienczego wygladu skory [159]. Mezoterapia stymuluje produkcje wiokien
elastycznych i kolagenowych, przez to proces gojenia mikrouszkodzen skory prowadzi do jej
autoregeneracji [160].

W przedstawionej serii badan wtasnych wszystkie sktadniki zastosowane w terapii skojarzonej

wywieraly dziatanie przeciwstarzeniowe. Wydaje si¢, ze peelingi zawierajace 20% i 30%
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kwas azelainowy przede wszystkim zmniejszajg poziom melaniny 1 rumien.
Natomiast polagczenie kwasu azelainowego z kwasem fitowym i witaming C pozwolito nie tylko
na redukcje przebarwien i1 rumienia, ale takze w sposob znaczacy poprawito sprezystosé
1 elastycznos¢ skory oraz przyczynito si¢ do splycenia zmarszczek. Zastosowanie kilku
substancji czynnych nasilito efekt przeciwstarzeniowy, nie wywolujac jednocze$nie istotnych
podraznien lub reakcji alergicznych. W badaniu wtasnym zastosowano nowatorska metode
naktadania warstwy na warstwe bez uprzedniego zmywania wczesniejszego preparatu.
Takie podejscie pozwolito na zintensyfikowanie uzyskanych efektow.
Dzialania zastosowanych substancji czynnych uzupetnialy si¢ przynoszac bardzo dobry efekt
przeciwstarzeniowy. Jednakze najbardziej zauwazalne efekty przeciwstarzeniowe odnotowano
w badaniu wlasnym, w ktérym zastosowano mezoterapi¢ mikroiglowa, aby umozliwié
dostarczenie substancji czynnych (kwasu azelainowego i witaminy C) bezposrednio do skory
wlasciwej. Poza poprawa obiektywnych parametrow wskazujacych na poprawe skutecznos$ci
zastosowanej terapii rowniez wigkszo$¢ uczestniczek byla wysoce zadowolona
z zaobserwowanych efektow. Odnotowana poprawa kondycji skory byla dtugotrwata i ulegata
dalszej poprawie w ciggu czterech tygodni od zakonczenia kuracji, CO moze sugerowac,
ze zastosowana terapia spowodowata przebudowg skory. Zastosowane preparaty i metody byty
bezpieczne i dobrze tolerowane, co jest niezwykle wazne. Zdecydowana wigkszo$¢ pacjentow
(okoto  90%) nie zglaszata Zadnych dziatan niepozadanych. Bardzo rzadko,
pacjentki odczuwaly dyskomfort w postaci pieczenia i delikatnego tuszczenia si¢ skory.
W badaniu, w ktérym zastosowano kwas azelainowy, u jednej z uczestniczek pojawily

si¢ zmiany tradzikowe po obu stronach twarzy, ktore jednak ustgpity po kilku dniach.

Po wykonanej serii badan kazda z uczestniczek badania byta poproszona o wypetnienie
autorskiej ankiety satysfakcji z przeprowadzonej serii zabiegow. Wszystkie pacjentki byly
zadowolone zuzyskanych efektow terapii przeciwstarzeniowej. Kobiety zaobserwowaly
poprawe ogolnego kolorytu skéry, zmniejszenie zaczerwienienia oraz rumienia, poprawe
nawilZenia, wygtadzenie drobnych zmarszczek, poprawg elastycznos$ci skory oraz zmniejszenie
wrazliwo$ci skory na czynniki zewngtrze, co jest szczegdlnie istotne w przypadku oséb ze

sktonnoscig do wystgpowania zmian naczyniowych.

80



VII. WNIOSKI

1.

Peelingi zawierajace 20% i 30% kwas azelainowy zmniejszaja przede wszystkim
poziom melaniny i rumienia, ponadto preparaty sg bardzo dobrze tolerowane przez
wrazliwg skore, nie powodujac nadmiernych podraznien. Nie wykazano istotnej
statystycznie przewagi 30% kwasu azelainowego nad 20 %, dlatego do dalszych
badan uzyto kwasu o nizszym st¢zeniu, ograniczajagc w ten sposéb mozliwos¢
wystgpienia dziatan niepozadanych.

Miejscowe stosowanie (warstwa po warstwie) preparatow zawierajacych kwas
azelainowy, kwas fitowy i witaming C poprawito elastyczno$¢ skory, zmniejszyto
widocznos$¢ przebarwien i rumienia oraz poprawiato koloryt skory. Nowatorska
technika warstwowej aplikacji dwoch lub trzech preparatow jeden po drugim nie
powodowata podraznien ani reakcji alergicznych. Ponadto zastosowanie 2 lub 3
odpowiednio  dobranych  substancji czynnych przynosi lepszy efekt
przeciwstarzeniowy ze wzgledu na ich uzupeniajace si¢ dziatania.

Zastosowanie taczonej techniki zabiegowej skladajacej si¢ z mezoterapii
mikroigtowej w polaczeniu z kwasem azelainowym i witaming C w znacznym
stopniu poprawito badane parametry skoéry, nie powodujac dlugotrwatej reakcji
podraznienia skory. Dzigki tej metodzie uzyskano najlepszy  efekt
przeciwstarzeniowy znaczaco poprawiajac elastycznos¢ skory, nawilzenie
oraz zmniejszajac rumien i przebarwienia.

Stosowanie metod skojarzonych zapewnia lepsze i dtugotrwate efekty, zachowujac
bezpieczenstwo zabiegowe i1 minimalizujac ryzyko wystapienia niepozadanych
reakcji.

Autorska ankieta potwierdzita uzyskane w ocenie aparaturowej wyniki.
Wszystkie uczestniczki badania zauwazyly znaczng poprawe stanu skory po serii
zabiegow z uzyciem peelingdéw chemicznych. Kobiety zaobserwowaly poprawe
ogolnego kolorytu skory, zmniejszenie zaczerwienienia, poprawe nawilzenia,
wygtadzenie drobnych zmarszczek, poprawe elastyczno$ci skory oraz zmniejszenie

wrazliwos$ci skéry na czynniki zewngtrze
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VIIl. STRESZCZENIE

Kwas azelainowy ze wzgledu na swoje wielokierunkowe dziatanie coraz czesciej
jest stosowany jako sktadnik kosmetykéw 1 lekow. Wykazuje on dzialanie: antyoksydacyjne,
keratolityczne, przeciwbakteryjne, przeciwzapalne, przeciwlojotokowe oraz rozjasniajace.
Wytwarzany jest przez drozdzaki bytujace na skorze i we wlosach rodzaju Malassezia furfur,
ponadto kwas azelainowy jest naturalnym sktadnikiem wystepujacym w zbozach. Kwas fitowy
stanowi naturalny sktadnik pochodzenia roslinnego. Wykazuje dzialanie nawilzajace,
zhuszczajace, antyoksydacyjne oraz rozjasniajace. Kwas askorbinowy jest silnym
antyoksydantem wystepujacym gtownie w owocach i warzywach. Czgsto wykorzystywany w
kosmetykach, wptywa na syntez¢ kolagenu, zmniejsza produkcje metaloproteinaz
odpowiedzialnych za degradacje kolagenu, wptywa na wilasciwy sktad bariery lipidowej
naskorka, przeciwdziata hiperpigmentacji, wzmacnia $ciany naczyn krwionos$nych
ograniczajac ich przepuszczalno$é. Niestety kwas L-askorbinowy jest niestabilny, tatwo utlenia
si¢ pod wptywem $wiatta, dlatego opracowuje si¢ specjalne formuty, ktére gwarantujg wysoka
stabilno$¢ 1 trwato§¢ produktow. Wspodiczesna kosmetologia nieustannie poszukuje metod,
ktére pozwola substancjom aktywnym penetrowaé w glab skory. Mezoterapia mikroiglowa
stanowi promotor przenikania przeznaskorkowego, utatwiajac wprowadzenie substancji
aktywnej. Kontrolowane mikronaktucia indukujg stan zapalny w skorze wiasciwej, pobudzajac
fibroblasty do syntezy kolagenu, a w efekcie staj¢ si¢ ona bardziej napigta. Ponadto zmniejsza
si¢ ekspresja metaloproteinaz co przyczynia si¢ do zmniejszenia przebarwien.
Niewatpliwe cechg wspdlng ww. substancji jest ich korzystny wptyw na redukcje objawdw

starzenia si¢ skory.
Cele pracy:

1. Ocena poréwnawcza wplywu 20% i 30 % kwasu azelainowego na wybrane
parametry skory: nawilZenie, intensywno$¢ zaczerwienienia, poziom melaniny
oraz elastycznos$¢ skory.

2. Ocena porownawcza wpltywu terapii skojarzonej kwasu azelainowego i kwasu
fitowego oraz kwasu azelainowego, kwasu fitowego i witaminy C na wybrane
parametry skory: nawilzenie, intensywno$¢ zaczerwienienia, poziom melaniny
oraz elastycznos$¢ skory.

3. Ocena porownawcza wplywu terapii skojarzonej kwasu azelainowego i witaminy C

oraz mezoterapii mikroiglowej z zastosowaniem tych samych sktadnikow
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aktywnych na wybrane parametry skoéry: nawilzenie, intensywnos$¢
zaczerwienienia, poziom melaniny oraz elastycznos¢ skory.

4. Subiektywna ocena efektow zabiegowych po wykonanej serii zabiegdw oraz
wystgpienia mozliwych reakcji niepozadanych na podstawie autorskiej ankiety
satysfakcji z terapii.

W badaniu wzi¢to udziat 60 kobiet podzielonych na 3 grupy badane, w przedziale wiekowym
35-60 lat, posiadajacym Il i III fototyp skéry wg skali Fitzpatricka. Wszyscy uczestnicy badania
wykazywali cechy starzejgcej si¢ skory takie jak: przebarwienia, nadmiernie rozszerzone
naczynia, rumien, sucho$¢, zmarszczki. Badanie obejmowato seri¢ 8 zabiegow.
W | grupie 20 kobiet miato wykonany zabieg co 10-14 dni aplikujac 20% i 30% kwas
azelainowy metodg ,,split-face”. W Il grupie 20 kobiet miato wykonany zabieg co 7 dni,
aplikujac rowniez metoda ,,split-face” 20% kwas azelainowy w polaczniu z 30% kwasem
fitowym oraz 20% kwas azelainowy, 30% kwas fitowy 1 40 % witaming C. W III grupie 20
kobiet miato wykonane zabiegi w tym samym odstepie czasu, metoda ,,split-face” aplikujac
20% 1 40% witaming C oraz 20% kwas azelainowy, 10% witaming C i mezoterapi¢
mikroiglowa.

Oceny skutecznosci zabiegow dokonano za pomoca sond Mexameter, Corneometer, Cutometer
urzadzenia MPA - The Multi Probe Adapter Systems (Courage + Khazaka electronic GmbH,
Ko6ln, Germany). Przed przystapieniem do badania oraz po zakonczeniu serii zabiegow,
wykonano zdjecia systemem fotograficznym Fotomedicus (Elfo®).

Z przeprowadzonych badan wynikaja nastgpujace wnioski:

1. Peelingi zawierajace 20% 1 30% kwas azelainowy zmniejszajg przede wszystkim
poziom melaniny i rumienia, ponadto preparaty sa bardzo dobrze tolerowany przez
wrazliwa skore, nie powodujac nadmiernych podraznien. Nie wykazano istotnej
statystycznie przewagi 30% kwasu azelainowego nad 20 %, dlatego do dalszych
badan uzyto kwasu o nizszym st¢zeniu, ograniczajagc w ten sposdb mozliwos¢
wystapienia dziatah niepozadanych.

2. Miejscowe stosowanie (warstwa po warstwie) preparatow zawierajacych kwas
azelainowy, kwas fitowy 1 witamin¢ C poprawito elastyczno$¢ skory, zmniejszyto
widoczno$¢ przebarwien 1 rumienia oraz poprawiatlo nawilzenie. Nowatorska
technika warstwowej aplikacji dwoch lub trzech preparatdw jeden po drugim nie

powodowata podraznien i reakcji alergicznych. Ponadto zastosowanie 2 lub 3
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odpowiednio  dobranych  substancji czynnych przynosi lepszy  efekt
przeciwstarzeniowy ze wzgledu na ich uzupehiajace si¢ dziatania.

Zastosowanie laczonej techniki zabiegowej skladajacej si¢ z mezoterapii
mikroigtowe] w potaczeniu z kwasem azelainowym i1 witaming C w znacznym
stopniu poprawito badane parametry skory, nie powodujgc dtugotrwatej reakcji
podraznienia skory. Dzigki tej metodzie uzyskano najlepszy  efekt
przeciwstarzeniowy znaczaco poprawiajac elastycznos¢ skoéry, nawilzenie
oraz zmniejszajgc rumien i przebarwienia.

Stosowanie metod skojarzonych zapewnia lepsze i dlugotrwate efekty, zachowujac
bezpieczenstwo zabiegowe i minimalizujac ryzyko wystapienia niepozadanych
reakcji.

Autorska ankieta potwierdzita uzyskane w ocenie aparaturowej wyniki.
Wszystkie uczestniczki badania zauwazyly znaczng poprawe stanu skory po serii
zabiegébw zuzyciem peelingdw chemicznych oraz mezoterapii mikroiglowej.
Kobiety zaobserwowaly poprawe ogolnego kolorytu skory, zmniejszenie
zaczerwienienia, poprawe nawilzenia, wygtadzenie drobnych zmarszczek, poprawe

elastycznosci skory oraz zmniejszenie wrazliwo$ci skory na czynniki zewngtrze
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IX. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

Azelaic acid, due to its multidirectional action, is frequently used as an active compound
of cosmetics and medicines. This acid has antioxidant, keratolytic, antibacterial, anti-
inflammatory, anti-seborrheic and brightening properties. It is produced by yeasts (Malassezia
furfur and Pityrosporum ovale) that live on the skin and in the hair. Moreover, azelaic acid is a
natural ingredient found in cereals. Phytic acid is a natural ingredient of plant origin. It shows
moisturizing, exfoliating, antioxidant and brightening properties. Ascorbic acid is a powerful
antioxidant found mainly in fruits and vegetables. It is commonly used in cosmetics since it
affects the synthesis of collagen, reduces the production of metalloproteinases which are
responsible for collagen degradation, modulates the proper composition of the lipid barrier of
the epidermis, prevents hyperpigmentation, strengthens the walls of blood vessels by limiting
their permeability. Unfortunately, L-ascorbic acid is unstable, and it easily oxidises under the
influence of light. Therefore, special formulas have been developed to guarantee high stability
and durability of products. Modern cosmetology is constantly searching for methods that would
allow active substances to penetrate deep into the skin. Microneedle mesotherapy enables
transepidermal penetration and facilitate the introduction of the active substance into deeper
layers of skin. Controlled microinjuries induce inflammation in the dermis and stimulate
fibroblasts to synthesize collagen which results in the skin becoming more tense. Moreover,
this technique helps to reduce the expression of metalloproteinases which contributes to the
diminishing of discoloration. Undoubtedly, a common feature of all the above-mentioned
substances and method is their beneficial effect involving the reduction of skin aging symptoms.

Goals of study:

1. Comparative assessment of the effect of 20% and 30% azelaic acid on selected skin

parameters, including: hydration, redness intensity, melanin level and skin elasticity.

2. Comparative assessment of the effect of combined therapy of azelaic acid and phytic acid as
well as azelaic acid, phytic acid and vitamin C on selected skin parameters: hydration, redness

intensity, melanin level and skin elasticity.

3. Comparative assessment of the effect of combined therapy of azelaic acid and vitamin C and
microneedle mesotherapy combined with the same active ingredients on selected skin

parameters: hydration, redness intensity, melanin level and skin elasticity.
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4. Subjective assessment of treatment effects after a series of treatments and the occurrence of

possible adverse reactions

60 volunteers aged 35-60, with Il and 11l skin phototype according to the Fitzpatrick scale
participated in this study. They were divided into 3 study groups. All participants of the study
showed signs of aging skin, such as: discoloration, excessively dilated vessels, erythema,
dryness, wrinkles. The study included a series of 8 treatments. In the first group, 20 woman
underwent a treatment with 20% and 30% azelaic acid and ,,split-face” method every 10-14
days. In the second group, 20 woman were treated every 7 days with 20% azelaic acid in
combination with 30% phytic acid or 20% azelaic acid combined with 30% phytic acid and
40% vitamin C. ,split-face” method was used. In the third group, 20 woman underwent
treatments (at the same time interval) which included the application of 20% and 40% vitamin
C on one side of the face and 20% azelaic acid, 10% vitamin C and microneedle mesotherapy

on the other side.

The effectiveness of the treatments was assessed using the Mexameter, Corneometer and
Cutometer probes of the MPA device - The Multi Probe Adapter Systems (Courage + Khazaka
electronic GmbH, Ko6ln, Germany). Before the examination and after the series of treatments,
photos of participants’ faces were taken with the use of Fotomedicus (Elfo®) photographic

system.
Based on the obtained results, the following conclusions were drawn:

1. Peels containing 20% and 30% azelaic acid primarily reduce the level of melanin and
erythema. Moreover, preparations containing this acid are very well tolerated by sensitive skin
and they do not cause excessive irritation. There was no statistically significant difference
between the effects of 20% and 30% azelaic acid, therefore, acid with a lower concentration

was used for further studies to limit the possibility of side effects.

2. Topical application (layer by layer) of preparations containing azelaic acid, phytic acid and
vitamin C improved skin elasticity, reduced the visibility of discoloration and erythema, and
improved hydration. The innovative technique of multilayer application of two or three
preparations did not cause irritation or allergic reactions. Moreover, the use of 2 or 3 properly
selected active substances provides a better anti-aging effect due to complementarity of their

actions.
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3. The combined treatment consisting of microneedle mesotherapy, azelaic acid and vitamin C
significantly improved the assessed skin parameters, without causing a long-term skin irritation.
This method provided the most visible anti-aging effect since it significantly improved skin

elasticity, hydration and reduced erythema and discoloration.

4. The combination of active substances and application techniques (microneedle mesotherapy)
ensures better long-lasting effects. At the same time, such therapies are safe and do not cause

adverse reactions.

5. The author's questionnaire confirmed the results obtained in the apparatus assessment.
All participants in the study noticed a significant improvement in the condition of the skin after
a series of treatments using chemical peels and microneedle mesotherapy. Women observed an
improvement in overall skin tone, a reduction in redness, an improvement in hydration, a
smoothing of fine wrinkles, an improvement in skin elasticity and a decrease in skin sensitivity

to external factors
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XII. ZALACZNIKI

Zalacznik nr 1 - Formularz swiadomej zgody badanego

Na udziat w badaniu pt.: ,Zastosowanie jedno— i wiclosktadnikowych preparatow,
zawierajacych kwas azelainowy, fitowy i L-askorbowy w zabiegach przeciwstarzeniowych
skory”.

Ja (imi¢ 1 nazwisko badanego) ...........ccoiiiiiiiiiii i oswiadczam, ze
otrzymal/em/am 1 zapoznal /em/am si¢ z treScig informacji dla badanego. Doktorantka
przeprowadzajaca badanie udzielita mi wyczerpujacych odpowiedzi na moje pytania. Jestem
wystarczajaco poinformowanyy/a.

Swiadomie i dobrowolnie wyrazam zgode na wykonanie serii zabiegdéw z wyzej wymienionymi
substancjami. Wiem, ze moge cofng¢ swoja zgode w dowolnej chwili bez wplywu na opieke

lekarska jakiej bede potrzebowac.

Zgadzam si¢ na przetwarzanie moich danych osobowych zgodnie z ustawa o ich ochronie.

Badanego ........c..coiiiiiiii

Studenta. ...,

Yodz, dnia..........ooo,
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Zalacznik nr 2 — Ankieta subiektywnej oceny uczestnikow badania

Drogi respondencie, zwracamy sie z uprzejmg prosbg o wypetnienie ankiety dotyczqcej stanu
skory po serii zabiegéw kosmetologicznych. Prosimy o szczeros¢ odpowiedzi.

Wypetnienie ankiety jest rownoznaczne z wyrazeniem zgody na wykorzystanie danych
(informacji) w niej zawartych jedynie do opracowan naukowych.

Projekt badawczy realizowany przez Uniwersytet Medyczny w Lodzi.

1. W jakim jest Pani wieku?
a) 35-40 lat
b) 40-50lat
¢) 50-60 lat
d) 60-70 lat

2. Jaki ma Pani typ cery (wedtug wlasnej opinii)?
a) sucha
b) thusta
¢) naczyniowa i wrazliwa
d) mieszana

3. Czy miewa Pani problemy ze skora? Jesli tak, to jakie? (Mozna wybra¢ wiecej niz jedna
odpowiedz)

a) przebarwienia

b) zmarszczki

¢) nadmierna suchos¢ skory

d) uczucie $ciggniecia skory

€) rozszerzone pory

f) napadowy rumien

g) teleangiektazje — trwale rozszerzone naczynia wlosowate przeSwiecajgce przez naskorek

j)  nie mam problemow ze skorg

4. Jak ocenia Pani/Pan ogdlny stan swojej skory?
a) bardzo dobrze

b) dobrze
c) srednio
d) Zle

e) bardzo Zle

5. Czy po zabiegu pojawity si¢ skutki uboczne?
a) Tak
b) Nie
Jesli odpowiedziatla Pani na pytanie nr 5 NIE to prosze przejs¢ do pytania nr 11
6. Czym objawialy si¢ skutki uboczne? (Mozna zaznaczy¢ wigcej niz 1 odpowiedz)
a) $wiad
b) pieczenie
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c) obrzek

d) rumien

e) uczucie $ciggniecia skory
f) tuszczenie sig skory

g) inne: ....ccocceevueenne.

7. Jak czesto pojawiaty si¢ wyzej wymienione skutki uboczne?
a) Po kazdym zabiegu
b) Tylko po pierwszych zabiegach w serii
c) Tylko pod koniec serii
d) Trudno powiedzieé

8. Jak dtugo utrzymywaly sie skutki uboczne?
a) Kilka godzin po zabiegu
b) 1-2 dni po zabiegu
c) Co najmniej 3 dni
d) Trudno powiedzieé¢

9. Czy ze wzgledu na wystepujace efekty uboczne przerwata Pani seri¢ zabiegow?
a.) tak
b.) nie

10. Czy wystepujace skutki uboczne wptynety na Pani jako$¢ zycia (zte samopoczucie, obnizona
samoocena, zrezygnowanie z aktywnosci zawodowych itp.)?

a) Tak

b) Raczej tak

c) Nie

d) Raczej nie

e) Trudno powiedzieé¢

11. Proszg oceni¢ czy po 8 zabiegach, zauwazyta Pani nastepujace efekty dziatania terapii

Zaznacz ,,X” wlasciwg odpowiedz

Parametr Skala oceny brak zmian | nieznaczna znaczna calkowite
poprawa poprawa wyeliminowa
nie problemu

przywrdcenie naturalnego kolorytu
skory

zmniejszenie uczucia napiecia i
podraznienie skory

poprawa elastycznosci skory
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ukojenie zaczerwienien i
podraznien skory

nawilzenie skory

zmniejszenie nadwrazliwosci skory
na czynniki zewnetrzne

zmniejszenie widocznos$ci
zmarszczek

12. Czy podczas zabiegu odczuwata Pani dyskomfort?
a) tak, znaczny
b) S$redni
c) niewielki
d) nie odczuwatam

13. Czy jest Pani zadowolona z efektow kuracji?

a) tak, bardzo
b) raczej tak
C) raczej nie
d) nie
e) stan skory ulegt pogorszeniu
14. Po ktorym zabiegu zauwazyta Pani poprawe¢ kondycji skory?

a) 2
b) 4
c) 6
d) 8
e) Nie zauwazylam poprawy

15. Czy jeszcze raz poddataby sie¢ Pani zabiegom?
a) Na pewno tak
b) Raczej tak
c) Na pewno nie
d) Raczej nie
e) Trudno powiedzie¢

Dziekujemy za wypetnienie ankiety.
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Zalacznik nr 3 — Analiza bibliometryczna

UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W tODZI

um

+6dz, 13-06-2023
JM01.545.183.2023

Spis publikacji — mgr Agata Markiewicz-Tomczyk

Punktacja zostata wykonana na podstawie spisu publikacji przedstawionego przez osobe zai 3, przy
i MEiN za rok publikacji artykutu.

zyciu list Impact Factor

tacznie 25 cy i (25 bez ytowan), indeks Hirscha wynosi 2 (Zrédto: ISI Web of Science Core Collection).
tacznie 32 cy i (32 bez autocy i), indeks Hirscha wynosi 3 (Zrédto: Scopus).

1. Punktacja wg list MEiN oraz wspoétczynnik impact factor prac umieszczonych w dysertacji:

Bass Oznaczenie | IF z roku MEiN z Typ
autorstwa publ roku publ publ
Markiewicz-Tomczyk Agata Monika, Budzisz Elzbieta, Erkiert-Polguj Anna : Clinical evaluation of anti- pierwszy 2,189 70 oryginal

aging effects of combined therapy - Azelaic acid, phytic acid, and vitamin C applied layer by layer in females
with Fitzpatrick skin types II and III, Journal of Cosmetic Dermatology, 2022, vol. 21, nr 12, 5.6830-6839.
DOI:10.1111/jocd.15359

Markiewicz-Tomczyk Agata, Budzisz Elzbieta, Erkiert-Polguj Anna : A Subjective and Objective Assessment | pierwszy 4,964 140
of Combined Methods of Applying Chemical Peels and Microneedling in Antiaging Treatments, Journal of
Clinical Medicine, 2023, vol. 12, nr 5, s.1-13, Numer artykutu:1869. DOI:10.3390/jcm12051869

Agata Markiewicz-Tomczyk, Elzbieta Budzisz, Anna Erkiert-Polguj, Assessment of effectiveness of 20% and pierwszy 20
30% azelaic acid in anti-aging treatment, str 85-96 W: Problemy wspéiczesnej medycyny. Czesé III, red.
Monika Lukomska-Szymariska, Wyd ictwo Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, £6dz, 2023

oryginal

rozdzial

SUMA 7,153 230

2. Punktacja wg list MEiN oraz wspéiczynnik impact factor prac z wylaczeniem prac umieszczonych
w dysertacji

Pisice Oznaczenie | IFzroku | MEiNz Typ
autorstwa publ roku publ | publ

Zasada Malwina, Markiewicz Agata, Drozdz Zuzanna [i in.]: Preliminary randomized controlled trial of 1,621 70 oryginal

antiaging effects of L-ascorbic acid applied in combination with no needle and microneedle mesotherapy,

Journal of Cosmetic Dermatology, 2019, vol. 18, nr 3, 5.843-849. DOI:10.1111/jocd.12727

Erkiert-Polguj Anna, Algiert-Zielinska Barbara, Zduriska Kamila, Markiewicz Agata [i in.]: The evaluation of 1,621 70 oryginal

elasticity after nonablative radiofrequency rejuvenation, Journal of Cosmetic Dermatology, 2019, vol. 18, nr 2,

s.511-516. DOI:10.1111/jocd.12689

Markiewicz-Tomezyk Agata , Zasada Malwina, Erkiert-Polguj Anna [i in.]: An evaluation of the antiaging pierwszy 1,621 70 oryginal

properties of strawberry hydrolysate treatment enriched with L-ascorbic acid applied with microneedle

mesotherapy, Journal of Cosmetic Dermatology, 2019, vol. 18, nr 1, 5.129-135. DOI:10.1111/jocd.12545

Markiewicz A, Tyszczuk B, Piwko M, Zielinski K, Polguj AR, et al. (2018) The Evaluation of the Efficacy of | pierwszy brak brak | oryginal

Derivatives of Vitamin K. J Clin Exp Dermatol Res 9: 455. doi:10.4172/2155-9570.1000455

SUMA 4,863 210

UNIWERSYTET MEDYCZNY-W LODZI
Centrum Informacyjno-Biblioteczne
QOddziat Bibliografii i Bibliometrii
90-151 Lodg: uszynskiego 2
tel. 42 272 272-54-22 ..
e-majl-plnktacja@ui e rati]
—~""mgr Aleksandra Andrzejewska
Oddziat Bibliografii i Bibliometrii
Uniwersytetu Medycznego w todzi
punktacja@umed.lodz.pl
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Zalacznik nr 4 — Zgoda komisji bioetycznej

KOMISIA BIDETYVCENA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCENY M W LODEL
PL Hallers 1, 90647 Lo0E, te), @ 705 11 506, 42 272-52-43, MoeipkaiSemied. iodspl

TCHYALA
KOMIST BIOETYCZNES O PROJEKCIE EHSPERYMENTU MEDYCEZNEGO

= Mumer RNN21LASCE = dnia 12 czerwea 2016
(foray dovengondencyl diregon niminltady decyi preatory powlyeed pp knidoazowe mo powepissy aun @ dorp Dclmalr!

iHEwny badacr | wykonawen:
Dr n.med. Anna Erkiert-Polgo), mgr Apate Marliewiez, Zakind Chemil Surowcaw

K.osmetycznych Uniwersyietn Madycznega w Lodz, ul. Muszpiskiego 1, 91-151 Lédi
Opiekun nankowy badania: profdr hab.nfarm. Eltbictn Budzlsz

Tytud badania:

Zastesowanie jedno- i wielosldadnikowych preperatéw, zawierzjgeych kwas
srelninowy, Inkiohionowy, fitowy § Leaskorbowy w zablegach przeciwstarzenlowych
shiry.

M4 podatawie walawy z deis § grudniz 1996 r. o zawodach lekarzn i belarza dentyaty {f §. D= UL
22017 ¢ poz 125, = pim. am.), ustawy 2 dnka 6 wreednia 2000 r. Prawo farmacentyczne (4. D= L2 2016 1
poz. 2142 2 phdn, Zm), remporzydeenia Ministrn Zdrowia @ dnis 2 majs 2012 7, w sprowis waordw dokumentdw
preedidedomych w zwinzho 7 badeiom klinicznym produkty lecniczege omz w sprawie wysokodc | sposabu
wiszozania apfat z shkenie wnicaku o rogpoczrcie badani klinicznsge (Dz. U, 2 2012 r, poz AR}, ustawy 2
dnin 20 maf 2010 r, 0 wwobach medyooych (De UL £ 2007 £ pox 20 28 zm jroeporzgdeenia Minista
Tdrowin z dnin 17 lutegn 2016 £ w aprawls weordw whnicskiw prodkiadanyeh w Zwindn @ badasiem
klinicenym, wysokoici optet za shodenbe wiboskiw orm sprawsadenia koflepwego z wykonania badanin
Kiinkznego (e U, poz. 208), rozporzgdzenia Ministra Zdrowia | Opieki Spolecane Z dnln 11 majn 1999 ©.w
spumyie: szczngfilowych zassd pewalywania 1 finansowania arax tryba dzislania komisji bicetycznych (D U, Nr
47 poz. 450Y, marzaczenia nr A7H015 = 16 Tutego 2015 r. Rekiom Uniwersyloly Madyczneso w Lodzi w sprawie
wprowadzenia Begulamminu pracy Komigil Bioetycznej przy Uniwersytecle Medyernym w Lozt oz
marzzydzenia nf 372017 2 dnip 3 wreefnin 2017 . Rekioen Unlwersytetu Medyczmege w Lodzi w sprawie
pewalank Kemis|i Bioetycansj prey Uniwersytecie Medycznym w Lodzi
Poo piretna gewniu whiceky, zagoznanly ¢ ¢ projdoem ppinii datyczycnj aglpszonego haganin, w glosomain
tinym, Tomkijs Blostpema prey Uiiiwirsylecls: Medyezmem w Lodz (wypeliniajac 2obowigzenin ICH
nchwala, oo nosigpaja:

1

1. Tozytywnie opinivje wniosek dotyczaey badania, na podstawie zlozonysh
Aokumentdw, kidrreh wykaz okresls zatgeznik or 1.
2. Wninsek zaopiniowany zostal bez dodatkowych zastrzeded

£2
Tlehwaln wohadzt w dycie 2 dniem podjeein,

Odwolanle ad niviglszel achwoly wesl 5ig so podrednictwem Komisii Bicegpesf pezp Lintwergpiocis
dfedpermpre w fodri do Ovealewesy Kawegl Bostweme), w terminie 14 dal od dnio otrrymmria uchwaly
prbigoa apinig.

a4
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Lista obecnads na posiedzeniu Komisjl Bloetyozne] prey Uniwersytede Medyoznym w todzi

wdnlu 12 czerwca 2018

L 4

Lp, | Imie 1 nazwiska Zawdd, specjalnoié | Miejsce praoy Padpis A
1. | Prof. dr Kab. n. med. Lekarz medycyny, Emerytowany profesar :
Jozef Drzewaosk internista, Uniwersytatu Medycznego ™ -,_..'
Przeveodniczacy Komisji diabetolog w todzi ] . :
. ot
farmakizlog kliniczmy
2. | s dr hab. Jan Wilski Duchowny, bloetyk | Wyisze Seminarium 1I/ M(/’j
Z-ca Przewndniczgoego Duchowne w bodzi
':.CII'I'I|EJ'| SRR e——— T R R TR | === ' e
3 | Prof. dr hab., n, mead. Lekarz medycyny, Klinika Meurobogii | Udardw .
Andrze) Glabiriski neurclog Mozgu UM w todzi AP LW:“
4, | Or hab.n.med prof. nadzw. | Lekarz medycyny Klinika Perinatologil, I__,gi: ?
Jarostaw Kalinka Einekolog = pofoinik | Katedry Ginekologi |
. perinatolog Pofoinictwa LM w todz|
5. | Prof. dr hab. n. mead, Lekarz medpoyny Elinlka Psychiatril Wiska {),
Ivsona Kioszewska psychiatra Podeszlege | Zaburzen i ¢
Pspchotyezrypeh UM wtodzl | F (|
G | Praf. dr hab. n. med. Lekarz madyeyny, Klinika Chirurgll :-'_.::4"'3{'#"‘
Janusz Plekarskl chirurg onkolog Onkalagiczne ;nfi’;ft
UM W tadri o N
7. | Prof. dr hab, n. med. Lekarz medyoyny, Iakiad -
Henryk Stepien endakrynolagia Immuroendokrynologi UMM 04
w bodzi
8 | Drhab, n. med. prof, Rehabliitacja Klinika Rehabilitacji i /
nadzw. Marta Woldafiska= | medyczna Medycyny Flzykalnej (’T-q
Dkoriska LIR w Loz e
9, Prof. dr hab. n. med. Lakars medyoyny, Elirvibes Pedlatrl, Eardiclogii
Krzysztaf Zeman pediatria, Prewensyjne] | Immunologil S A
[mmunologia Wieku Eorwojewegn -
klinicena Lind w badzi l ;
10. | Of A. prawn, Rafal Budzisz | Prawnlk Uniwersytat todzki ) =+
w todzl ,.:;-1-
v
11. | Mgr El2bieta H:u.!!:ar'nska Plelegnlarka Praccawnik emerytowamy /%ﬁ‘
12. | Mgr Elzbieta Piotrowska- | Farmaceutka Maczelna lzba Aptekarska, ' I‘_;’J
Rutkowska ul, tHuga 16 w Warszawie
1 i
13, | Dr n. med. Elibleta Lekarz medyeyny, | Preedstawicielka Okregowe] L%, v
Jaszeauk anestezjologia i Rady Lakarskiej w bodz| 1::"
ntensywna terapla I1.
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Zalacznik nr 5 — Oswiadczenia wspotautorow

UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W tODZI

Wydziat Farmaceutyczny
Uniwersytet Medyczny w Lodzi
Zaktad Chemii Surowcoéw Kosmetycznych

Ul. Muszynskiego 1, 91-151 L6dz

OSWIADCZENIE

Niniejsze o§wiadczenie dotyczy nastgpujacych artykutow:

L

Markiewicz-Tomczyk A, Budzisz E, Erkiert-Polguj A. Assessment of effectiveness of
20% and 30% azelaic acid in anti-aging treatment. Problemy wspotczesnej medycyny
cz. 111, 2023, 7, 85-97

Markiewicz-Tomczyk A, Budzisz E, Erkiert-Polguj A. Clinical evaluation of anti-aging
effects of combined therapy-Azelaic acid, phytic acid, and vitamin C applied layer by
layer in females with Fitzpatrick skin types II and IIl. J Cosmet Dermatol. 2022
Dec;21(12):6830-6839. doi: 10.1111/jocd.15359.

Markiewicz-Tomczyk, A.; Budzisz, E.; Erkiert-Polguj, A. A. Subjective and Objective
Assessment of Combined Methods of Applying Chemical Peels and Microneedling in
Antiaging Treatments. J. Clin. Med. 2023, 12, 1869.
https://doi.org/10.3390/jcm12051869

Oswiadezam ze moj udzial w wyzej wymienionych pracach obejmowat: nadzér nad
badaniami aparaturowymi i wykonaniem dokumentacji fotograficznej, konsultacje

merytoryczng wynikow i tekstow publikacji

Dr n. med. Anna Erkiert-Polguj

(
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UNIWERSYTET
MEDYCZNY B
W LOD7ZI

un

Wydziat Farmaceutyczny

Uniwersytet Medyczny W Lodzi

Zaklad Chemii Surowcow Kosmetycznych

Ul. Muszynskiego 1, 91-151 LodZ

Lodz, dn [ 0. G2 %L,

OSWIADCZENIE

Niniejsze o$wiadczenie dotyczy nastepujacych artykutow:
1. Markiewicz-Tomczyk A, Budzisz E, Erkiert-Polguj A. Assessment of effectiveness of
20% and 30% azelaic acid in anti-aging treatment. Problemy wspoiczesnej medycyny

cz. 111, 2023, 7, 85-97
Markiewicz-Tomczyk A, Budzisz E, Erkiert-Polguj A. Clinical evaluation of anti-aging

effects of combined therapy-Azelaic acid, phytic acid, and vitamin C applied layer by
layer in females with Fitzpatrick skin types II and III. J Cosmet Dermatol. 2022

Dec;21(12):6830-6839. doi: 10.1111/jocd.15359.
Markiewicz-Tomezyk, A.; Budzisz, E.; Erkiert-Polguj, A. A. Subjective and Objective

Assessment of Combined Methods of Applying Chemical Peels and Microneedling in
Antiaging Treatments. 1. Clin. Med. 2023, 12, 1869.
https://doi.org/ 10.3390/jcm12051869

Oéwiadczam ze moéj udzial w wyzej wymienionych pracach obejmowat: nadzor

QB p)

Prof. dr hab. n. farm. Elzbieta Budzisz

merytoryczny oraz przeglad manuskryptu.
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UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W LtODZI

Wydzial Farmaceutyczny
Uniwersytet Medyczny w Lodzi
Zaktad Chemii Surowcoéw Kosmetycznych

Ul. Muszynskiego 1, 91-151 £6dz
Lodz, dn /4. 064043 ...
OSWIADCZENIE

Niniejsze o$wiadczenie dotyczy nastepujgcych artykutéw:

1. Markiewicz-Tomczyk A, Budzisz E, Erkiert-Polguj A. Assessment of effectiveness of
20% and 30% azelaic acid in anti-aging treatment. Problemy wspoélczesnej medycyny
cz. I11, 2023, 7, 85-97

2. Markiewicz-Tomczyk A, Budzisz E, Erkiert-Polguj A. Clinical evaluation of anti-aging
effects of combined therapy-Azelaic acid, phytic acid, and vitamin C applied layer by
layer in females with Fitzpatrick skin types II and III. J Cosmet Dermatol. 2022
Dec;21(12):6830-6839. doi: 10.1111/joed.15359.

3. Markiewicz-Tomezyk, A.; Budzisz, E.; Erkiert-Polguj, A. A. Subjective and Objective
Assessment of Combined Methods of Applying Chemical Peels and Microneedling in
Antiaging Treatments. J. Clin. Med. 2023, 12, 1869.
https://doi.org/10.3390/jem 12051869

Oswiadczam ze moj udziat w wyzej wymienionych pracach obejmowatl: opracowanie
koncepcji badan, wykonanie serii zabiegéw z udzialem probantéw, wykonanie badan
aparaturowych, wykonanie dokumentacji fotograficznej, zebranie i opracowanie
analizy statystycznej, opracowanie i interpretacj¢ wynikow badan, przygotowanie

publikacji.

Agata Markiewicz-Tomeczyk
/’zjoa w2 ok iy - 1 0m 7( ;
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