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STRESZCZENIE

Dynamicznie rozwijajacy si¢ przemyst kosmetyczny stawia coraz wigcej wyzwan
w celu zapewnienia wielowymiarowych danych dotyczacych jakosci gotowego preparatu
kosmetycznego. Opracowywanie receptury, kolejno badanie wplywu zastosowanej bazy, jak
i stezenia sktadnika aktywnego, pozwala na ocen¢ jakosciowg gotowego preparatu. Niemniej,
pojawia si¢ pytanie, dotyczace stabilno$ci zastosowanego skladnika aktywnego w gotowym
produkcie, w tym retinolu, ktérego uzycie rosnie na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat. Jako
sktadnik aktywny charakteryzuje si¢ stabg rozpuszczalno$cia w wodzie oraz niestabilnoscig
W obecnosci $wiatta. Pojawianie si¢ rumienia, suchosci, swedzenia, podraznienia i pieczenia po
zastosowaniu miejscowym retinolu, czesto doprowadza do przerwania kuracji czy tez nie jest
rekomendowane dla skory wrazliwej. Pomimo uzasadnionej skutecznosci zastosowania
w zabiegach dermatologicznych, brak jest doniesien o efektach kuracji kosmetycznej, przy

zastosowaniu roznych stezen retinolu.

Podjeta tematyka dotyczyla zaprojektowania sktadu recepturowego produktu
kosmetycznego w roéznych formach: lipidowej, lamelarnej oraz ciektokrystalicznej, w ktorych
ta ostatnia jest nowos$cig. Zaproponowane formuly w swoim skladzie zawieraty rozne stezenia
retinolu: 0.15%, 0.3% oraz 0.5%, ktérych zalezno$¢ pomiedzy sktadem ilosciowym a efektem
klinicznym, jak i komoérkowym zostala oceniona zarowno w badaniach in vitro, jak i in vivo.
Ponadto, przedmiotem badan bylo opracowanie spektrofotometrycznej metody oznaczania
zawartosci retinolu w preparatach medycznych. Preparaty badano pod katem stabilnosci, za$
testowanie produktu koncowego poprzedzono pomiarem pH, lepkos$ci, a takze ekspozycja na
zrodio $wiatla z lampy ksenonowej oraz przeprowadzeniem badan czystosci mikrobiologicznej
(wedlug PN-EN ISO 17516:2014). Oceniono takze skutecznosci zakonserwowania
opracowanych  preparatow kosmetycznych (PN-EN ISO 11930:2012). Badania
przeprowadzono po uzyskaniu zgody Komisji Bioetyki Uniwersytetu Medycznego w £odzi Nr

RNN/210/17/KE z 13 czerwca 2017 oraz nr KE/229/19 z 12 lutego 20109.

Producenci nieczesto wskazuja konkretne stezenie zastosowanego skladnika
aktywnego. Ponadto, chociaz retinol moze by¢ skuteczny w leczeniu starzenia si¢ skory
i fotostarzenia, na jego stabilnos¢ i skutecznos$¢ bedzie mial wptyw wybor bazy stosowanej
w preparacie. Co wigcej, wiele z dostepnych produktow wykazuje dziatanie draznigce w trakcie

trwania kuracji, a czgsto nawet juz po pierwszej aplikacji.



Celem pierwszego etapu badan bylo opracowanie metody spektrofotometrycznej do
oceny iloéci retinolu w dziewigciu, autorsko opracowanych produktach kosmetycznych.
Badaniu poddano serum lipidowe, lamelarne i ciekltokrystaliczne, o stezeniach 0.15%, 0.3%
i 0.5%. Wyniki uzyskane przy pomocy zaproponowanej metody spektrofotometrycznej
udowodnity, ze kazdy z przygotowanych preparatow zretinolem przechowywany
w temperaturze pokojowej jest stabilny. Mimo Ze stezenie retinolu w serum lipidowym zostato
okreslone z duza doktadno$cig, metoda ma pewne ograniczenia zwigzane z réoznicami mi¢dzy
lipidowa baza kosmetyczng, a bardziej zlozonymi podtozami kosmetycznymi, tj. serum
lamelarne i ciektokrystaliczne. Niemniej opisana metoda spektrofotometryczna UV stanowi
skuteczne narzedzie do szybkiego i doktadnego oznaczania zawartosci retinolu w preparatach
lipidowych. Nalezy sadzi¢, ze t¢ metod¢ mozna zastosowaé w badaniach innych preparatow na
bazie retinolu, np. lekow oraz do okreslania efektywnego okresu przechowywania produktow
zawierajacych retinol. Potwierdzono réwniez, ze produkty nie naruszaja w sposob
niekontrolowany naturalnego plaszcza hydrolipidowego naskorka, tj. wykazujg kwasne pH.
Stwierdzono réwniez, ze serum ciektokrystaliczne ma wicksza lepkos$¢ anizeli lamelarne
i lipidowe z powodu reorganizacji molekularnej. Ze wzglgdu na specyficzng strukture,
zastosowanie formuly cieklokrystalicznej moze zwickszaé przepuszczalno$¢ w kontakcie ze
skora, a parametry lepkosci przyczynig si¢ do przedtuzonego kontaktu postaci kosmetyku ze
skora. Prowadzac tym samym do zwigkszenia efektywno$ci dzialania i retencji wody

W warstwie rogowej naskorka.

Istotnym obszarem w projektowaniu i produkcji kosmetykoéw stajg si¢ badania
naukowe. Interdyscyplinarne podejscie do zagadnienia daje mozliwos¢ nie tylko okreslenia
bezpieczenstwa stosowanego produktu, ale i jego stabilno$ci oraz skuteczno$ci dziatania na
poziomie biologicznym i komorkowym. W niniejszej rozprawie, w celu przeprowadzenia
badan in vitro, wykorzystano zrekonstruowang tkanke ludzkiego naskorka zawierajaca
normalne ludzkie keratynocyty (NHEK). Ekspresj¢ mRNA EGF (czynnik wzrostu naskorka),
TGM1 (transglutaminaza-1) i IL-6 (interleukina 6), mierzono po 10 dniach ekspozycji.
Przeprowadzono analiz¢ histopatologiczng i kwantyfikacje mRNA. Wszystkie formuty
cieklokrystaliczne indukowaty wyzsza ekspresj¢ mRNA EGF niz formuta lipidowa. Co
ciekawe, stwierdzono, ze ekspresja TGMI nie jest wzrastajgca wraz ze wzrostem st¢zenia
retinolu. Nizsze stezenia moga zwigkszaé ekspresj¢ TGMI1, zwigkszajac w ten sposob
tworzenie ochronnej warstwy zrogowaciatej otoczki. W badaniu wykazano, Ze ekspresja TGM1

byta najwyzsza dla 0.3% serum ciektokrystalicznego z retinolem, a kolejno dla serum z 0.15%,



0.5% i 0.3% lipidowego. Uzyskane wyniki sugeruja, ze formuta ciektokrystaliczna moze by¢
uwazana za bardziej korzystng, poniewaz indukuje mniej prozapalne dzialanie objawiajace si¢
obnizong ekspresjag IL-6, w poréwnaniu z konwencjonalng formula lipidowa. Badanie
histologiczne ujawnito zmiany w strukturze naskorka, dotyczace gtownie hiperkeratynizacji
warstwy rogowej. Wyniki potwierdzajg hipoteze, ze formuta cieklokrystaliczna moze okazac
si¢ bardziej skuteczna niz konwencjonalne podtoza, tj. serum lipidowe oraz indukowaé¢ mniej
prozapalne dziatanie w zastosowaniu z retinolem. Ponadto stwierdzono, ze ekspresja EGF
koreluje znaczaco ze stezeniem retinolu w formule cieklokrystalicznej: 0.5%> 0.3%> 0.5%
(p <0.05). Wyniki badan in vitro sugerujg, ze tym samym wyzsze stezenia retinolu w formule
cieklokrystalicznej moga powodowac wyzsza regeneracje komorek naskoérka. Ponadto, bazujac
na poréwnaniu 0.3% retinolu w nowo opracowanej bazie do konwencjonalnej potwierdza, ze

zastosowane podloze ma wptyw na efekty pielegnacji.

Wiodacym celem badan bylo sprawdzenie r6zni¢ w efektywnosci dziatania retinolu
w formule cieklokrystalicznej w badaniach in vivo. Badaniami objeto tacznie 101 kobiet,
0 $redniej wieku 46 lat (zakres od 33 do 65 lat), w tym 28 ochotnikow otrzymujacych placebo.
Przeprowadzono przed przystapieniem do badan testy ptatkowe z zastosowaniem autorsko
opracowanych podtozy, wyniki byly negatywne. Co oznacza, ze produkt nie wywotat zadnych
reakcji draznigcych ani alergicznych u badanych. Ocene efektywnosci 1 istotno$ci zmian
oceniano po lewej i prawej stronie. W badaniu split-face, kazdy z ochotnikéw otrzymal dwa
0znaczone, testowane preparaty z r6zng zawartoscig sktadnika aktywnego, ale z jednakowa
baza kosmetyczng. Oceng¢ parametrow skory twarzy przeprowadzono z wykorzystaniem sond
Cutometer®, Corneometer®, Sebumeter®, Mexameter®, oceny fotograficznej oraz skali VAS
(ang. Visual Analogue Scale), jak i ankiet autorstwa wtasnego przeprowadzonych wsrod grupy

badanej.

Grupa kontrolna stosowata opracowane serum lipidowe, lameralne i cieklokrystaliczne,
bez retinolu (placebo), potwierdzajac bezpieczenstwo i skuteczno$¢ nawilzajaca opracowanych
baz kosmetycznych. Dowiedziono, ze retinol w formule cieklokrystalicznej jest bezpieczny
I zapewnia znaczgce korzysci kliniczne zwigzane z ujednoliceniem koloru skory, wzrostem
elastycznosci oraz nawilzenia. Efekt terapeutyczny przy zastosowaniu retinolu
w ciektokrystalicznej formule serum nie jest istotnie wprost proporcjonalny do zastosowanego
stezenia 0.15%, 0.3% 1 0.5%. Nie wykazano znamiennych statystycznie zmian w roznicy
efektywnosci mierzonych parametrow pomiedzy stronami twarzy. Wykazano, ze wplyw na

parametry skory dojrzatej, serum cieklokrystalicznego z retinolem zalezny jest od czasu trwania



pielegnacji, zarowno dla nizszych, jak 1 wyzszych zastosowanych st¢zen. Uzyskane wyniki
pomigdzy kolejnymi punktami pomiaru wykazaly znamienne statystycznie roznice.
Dowiedziono, ze zarowno w stgzeniu 0.15%, 0.3% 1 0.5%, rOwniez przy zastosowania zabiegu
sonoforezy, retinol w formule cicktokrystalicznej daje mozliwo$¢ przeprowadzenia
2 miesiecznej terapii bez wskazywania silnych efektow ubocznych, z nieznacznym ich
nasileniem dla 0.5% >0.3% = 0.15%. Udowodniono, ze formula cieklokrystaliczna moze
kompensowac¢ uczucie suchos$ci na skorze, niezaleznie od zastosowanego stezenia retinolu.
Obiektywna ocena skutecznosci badanych preparatow stanowi istotne zrédto wiedzy na temat
stosowanych metod oraz wykorzystywanych formulacji kosmetycznych z retinolem w celu
pielegnacji skory dojrzatej. Formuly oparte na nizszych stezeniach retinolu mogg by¢
stosowane w celu zapewnienia réwnej aktywnos$ci, przy jednoczesnym mniejszym ryzyku
powodowania reakcji nadwrazliwo$ci w warunkach in vivo. Badanie potwierdzito
bezpieczenstwo opracowanej formuly kosmetycznej 1 dobra jej tolerancje roéwniez

W potaczeniu z sonoforezg, dodatkowym fizycznym promotorem przenikania.

Wyniki przeprowadzonych badan moga wskazywaé na zasadne stosowanie procedury
z zastosowaniem retinolu w stezeniu 0.3% jako promujacego najskuteczniejsze i bezpieczne
dziatanie, co dowiedziono zarowno w wynikach badan in vitro oraz in vivo. Interesujacym jest,
ze przy zastosowaniu wyzszych stezen, tj. 0.5% retinolu warto rekomendowa¢ mniejsza
czestotliwo$¢ stosowania, sugerujac jednoczesnie polaczenie z zabiegami, jako skuteczng

i dobrze tolerowana.

Uzyskane wyniki wskazuja na istot¢ rzetelnego 1 interdyscyplinarnego podejscia do
oceny aktywnosci formut kosmetycznych. Zastosowana metodyka badan wskazuje na doktadng
analiz¢ produktow kosmetycznych zawierajacych w skladzie retinol, w nowo opracowanej
formule ciektokrystalicznej. W czeSci doswiadczalnej potwierdzono, ze zaprojektowano
formulacje kosmetyczne wykazujace pozadane spektrum dziatania. Wyniki badan dostarczaja
informacji niezbednych w projektowaniu produktéw kosmetycznych zawierajacych w swoim
skladzie retinol, czy tez inne rozpuszczalne w ttuszczach zwigzki. Ponadto, moga pomoc
w lepszym poznaniu Wymagan stawianym nowo opracowywanym preparatom kosmetycznym

Z wykorzystaniem, m.in. promotorow przeznaskorkowego przenikania.



SUMMARY

The dynamically developing cosmetics industry poses more and more challenges to
provide multidimensional data on the quality of the finished cosmetic product. Development of
the recipe, followed by the study of the impact of the base used and the concentration of the
active ingredient, allows the qualitative assessment of the finished preparation. However, the
question arises about the stability of the active ingredient used in the finished product, including
retinol, the use of which has been increasing over the past several years. As an active ingredient,
it is characterized by poor water solubility and instability in the presence of light. The
appearance of erythema, dryness, itching, irritation and burning after using topical retinol often
leads to discontinuation of treatment or is not recommended for sensitive skin. Despite the
justified effectiveness of use in dermatological procedures, there are no reports of the effects of

cosmetic treatment using different concentrations of retinol.

The topics discussed concerned the design of the formulation of a cosmetic product in
various forms: lipid, lamellar and liquid crystal, in which the latter is new. The proposed
formulas contained various retinol concentrations: 0.15%, 0.3% and 0.5%, whose
interdependence between quantitative composition and clinical as well as cellular effect was
assessed in both in vitro and in vivo tests. Besides, the subject of the study was to develop
a spectrophotometric method for determining retinol content in medical preparations. The
products were tested for stability, and testing of the final product was preceded by the
measurement of pH, viscosity, as well as exposure to the light source from the xenon lamp and
conducting microbiological purity tests (according to PN-EN ISO 17516: 2014). The
effectiveness of preserving developed cosmetic preparations was also assessed (PN-EN ISO
11930: 2012). The study was conducted after obtaining the consent of the Bioethics Committee
of the Medical University of Lodz No. RNN / 210/17 / KE from June 13 2017 and No. KE /
229/19 from February 12 20109.

Manufacturers do not often indicate the specific concentration of active ingredient used
in the cosmetic. Also, although retinol may be effective in treating skin aging and photoaging,
its stability and effectiveness will be affected by the choice of base used in the formulation.
What's more, many of the available products shows an irritating effect during the treatment, and

often even after the first application.



The goal of the first stage of research was to develop a spectrophotometric method to
assess the amount of retinol in nine proprietary cosmetic products. Lipid, lamellar and liquid
crystal serum with concentrations of 0.15%, 0.3% and 0.5% were tested. The results obtained
using the proposed spectrophotometric method have proved that each of the prepared
preparations with retinol stored at room temperature is stable. Although the retinol
concentration in the lipid serum has been determined with high accuracy, the method has some
limitations related to the differences between the lipid cosmetic base and more complex
cosmetic bases, i.e. lamellar and liquid crystal serum. However, the described UV
spectrophotometric method is an effective tool for fast and accurate determination of retinol
content in lipid preparations. It should be assumed that this method can be used in the study of
other preparations based on retinol, e.g. medicines, and to determine the effective shelf life of
products containing retinol. It has also been confirmed that the products do not uncontrollably
affect the natural hydrolipid layer of the epidermis, i.e. show an acidic pH. It has also been
found that liquid crystal serum has a higher viscosity than lamellar and lipid serum due to
molecular reorganization. Due to the specific structure, the use of a liquid crystal formula can
increase the permeability in contact with the skin, and viscosity parameters will contribute to
prolonged contact of the cosmetic form with the skin. Thus, leading to increased efficiency and

water retention in the stratum corneum.

Scientific research is becoming an important area in the design and production of
cosmetics. The interdisciplinary approach to the issue gives the opportunity not only to
determine the safety of the product used, but also its stability and effectiveness at the biological
and cellular level. In this dissertation, reconstructed human epidermal tissue containing normal
human keratinocytes (NHEK) was used for in vitro studies. Expression of IL-6 (Interleukin 6),
TGM1 (Transglutaminase-1), and EGF (Epidermal Growth Factor) mRNA was measured after
10 days of exposure. Histopathological analysis and mRNA quantification were performed. All
liquid crystal formulas induced higher EGF mRNA expression than the lipid formula.
Interestingly, it was found that TGM1 expression is not increasing with increasing retinol
concentration. Lower concentrations may increase TGM1 expression, thereby increasing the
formation of a protective cornified envelope. The study showed that TGM1 expression was the
highest for 0.3% liquid crystal serum with retinol, and then for serum with 0.15%, 0.5% and
0.3% lipid. The results obtained suggest that the liquid crystal formula may be considered more
beneficial because it induces a less pro-inflammatory effect manifested in reduced expression

of IL-6, compared to the conventional lipid formula. Histological examination revealed changes



in the structure of the epidermis, mainly related to hyperkeratinization of the stratum corneum.
The results support the hypothesis that the liquid crystal formula may prove to be more effective
than conventional media, i.e. lipid serum, and induce a less pro-inflammatory effect when used
with retinol. Besides, EGF expression was found to correlate significantly with the
concentration of retinol in the liquid crystal formula: 0.5%> 0.3%> 0.5% (p <0.05). The results
of in vitro studies suggest that these higher concentrations of retinol in the liquid crystal formula
may cause higher regeneration of epidermal cells. In addition, based on a comparison of 0.3%
retinol in a newly developed base to a conventional one, it confirms that the applied medium

has an impact on the effects of care.

The main goal of the research was to evaluate the differences in the effectiveness of
retinol in the liquid crystal formula in vivo. The study included a total of 101 women, with an
average age of 46 (range 33 to 65), including 28 volunteers receiving placebo. Before testing,
patch tests using the author's developed products were negative. This means that the product
did not cause any irritating or allergic reactions in the subjects. The assessment of effectiveness
and significance of changes was assessed on the left and right side. In the split-face study, each
volunteer received two marked, tested preparations with different content of active ingredient,
but with the same cosmetic base. The assessment of facial skin parameters was carried out using
Cutometer®, Corneometer®, Sebumeter®, Mexameter®, photographic assessment and VAS

(Visual Analogue Scale) as well as self-made surveys conducted among the study group.

The control group used the developed lipid, lameral and liquid crystal serum without
retinol (placebo), confirming the safety and moisturizing effectiveness of the cosmetic bases
developed. It has been proven that retinol in the liquid crystal formula is safe and provides
significant clinical benefits related to the unification of skin color, increased flexibility, and

hydration.

The therapeutic effect of using retinol in the liquid crystal serum formula is not
significantly proportional to the concentration of 0.15%, 0.3%, and 0.5%. There were no
statistically significant changes in the difference in effectiveness of the measured parameters
between the sides of the face. It has been shown that the effect on the parameters of mature
skin, liquid crystal serum with retinol depends on the duration of care, both for lower and higher
concentrations used. The results obtained between successive measurement points showed
statistically significant differences. It has been proved that in the concentration of 0.15%, 0.3%
and 0.5%, also with the use of sonophoresis, retinol in the liquid crystal formula allows

performing 2 months of therapy without indicating strong side effects, with a slight severity for



0.5% >0.3% = 0.15%. It has been demonstrated that the liquid crystal formula can compensate
for the feeling of dry skin, regardless of the retinol concentration used. An objective assessment
of the effectiveness of tested preparations is an important source of knowledge about the
methods used and the cosmetic formulations used with retinol to care for photoaged skin.
Formulas based on lower retinol concentrations can be used to ensure equal activity while
reducing the risk of hypersensitivity reactions in vivo. The study confirmed the safety of the
developed cosmetic formula and its good tolerance also in combination with sonophoresis, an

additional physical penetration promoter.

The results of the conducted tests may indicate a reasonable use of the procedure using
retinol in a concentration of 0.3%, as promoting the most effective and safe action, which has
been proved both in the results of in vitro and in vivo tests. It is interesting that when using
higher concentrations, i.e. 0.5% retinol, it is worth recommending a lower frequency of use,

while suggesting a combination with treatments as effective and well-tolerated.

The obtained results indicate the essence of a reliable and interdisciplinary approach to
assessing the activity of cosmetic formulas. The research method used indicates a thorough
analysis of cosmetic products containing retinol in the newly developed liquid crystal formula.
In the experimental part, it was confirmed that cosmetic formulations were designed to display
the desired spectrum of action. Research results provide information necessary for the design
of cosmetic products containing retinol or other fat-soluble compounds. Besides, they can help
to better understand the requirements for newly developed cosmetic preparations usage, among

others transepidermal penetration promoters.



