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WSTEP

Przebarwienia skory sa jednym z czgstszych probleméw kosmetycznych. Wigkszos¢
z nich to przebarwienia nabyte, powstate wskutek zaburzen syntezy melaniny
1 nieprawidtowego jej rozmieszczenia w skorze. Zmiany te moga by¢ nastgpstwem dziatania
promieniowania slonecznego, substancji fototoksycznych i fotoalergizujacych, zawartych
w preparatach farmaceutycznych lub kosmetycznych, jak rowniez objawem wielu choréb
ogo6lnoustrojowych, stanow zapalnych i zaburzen hormonalnych. Nasilaja si¢ one w ré6znym
wieku 1 staja si¢ przyczyna obnizenia jakoSci zycia wielu osdb, przewaznie z przyczyn
estetycznych oraz psychologicznych [1, 2].

Jednym z podmiotéw badan wspotczesnej kosmetologii jest opracowanie skutecznych
produktéw kosmetycznych, zawierajacych sktadniki o wlasciwosciach rozjasniajacych. Jak
dotad, najchetniej wykorzystywano w tym celu hydrochinon. Posiada on udokumentowana
skutecznos¢ w usuwaniu przebarwien skory, jednakze ze wzgledow bezpieczenstwa na
terenie Stanow Zjednoczonych, Europy i Japonii wprowadzono liczne ograniczenia w jego
stosowaniu. Dotycza one w szczegdlnosci preparatow kosmetycznych przeznaczonych do
pielggnacji twarzy. W nastgpstwie tego, podmiotem wielu badan prowadzonych przez
kosmetologéw, dermatologéw, farmakologdw, a takze fitochemikdéw staje si¢ ocena
skuteczno$ci réznych substancji wybielajacych. Podejmowane sa proby ich zastosowania
w produktach kosmetycznych, przeznaczonych do pielggnacji skory z zaburzeniami
barwnikowymi [3, 4].

Wsrod zwiazkow o udokumentowanych wlasciwo$ciach rozjasniajacych wymienia sig
pochodna hydrochinonu - arbutyne (4’-hydroksyfenylo-a.,3-D-glukopiranozyd). Wiele prac
badawczych potwierdzito wybielajacy mechanizm jej dziatania, poprzez hamowanie
aktywnosci tyrozynazy (E.C. 1.1.14.18.1), kluczowego enzymu procesu syntezy melaniny.
W przeprowadzonych dotychczas probach potwierdzono wysoka skutecznos¢ arbutyny
w usuwaniu przebarwien skoéry. Stosowana zewngtrznie w takich zaburzeniach
barwnikowych skory jak: piegi (ephelides), ostuda (melasma), plamy soczewicowate
(lentigines) czy znamiona barwnikowe, okazala si¢ substancja bezpieczna, niewykazujaca
dziatania drazniacego i cytotoksycznego, w przeciwienstwiec do stosowanego dotad
powszechnie hydrochinonu. Efektywno$¢ w rozjasnianiu i wyrownywaniu barwy skory
w zaburzeniach hiperpigmentacyjnych, zwiazanych z nadaktywno$cia melanocytow pozwala
na szersze jej wykorzystanie jako skutecznego i bezpiecznego zwiazku w usuwaniu

przebarwien skory [5, 6].



Arbutyna stosowana w dermokosmetykach o wiasciwosciach rozjasniajacych wystepuje
w postaci czystego zwiazku lub wyciagu roslinnego. Pozyskiwana moze by¢ zardéwno
W procesie enzymatycznych syntez, jak i bezposrednio z surowca roslinnego. Wyr6znia si¢
dwie anomeryczne formy arbutyny uzywane jako sktadnik kosmetyczny: o - otrzymywanag
W sposob syntetyczny i B - izolowana z cze$ci naziemnych roslin [7].

Bogatym zroédtem naturalnej arbutyny sa gatunki nalezace do réznych rodzin
botanicznych. Gatunkiem szczegélnie czesto wykorzystywanym w produkcji preparatow
kosmetycznych o wiasciwosciach rozjasniajacych jest macznica lekarska (Arctostaphyllos
uva ursi L.), bedaca w Polsce gatunkiem $cisle chronionym. Istnieje zatem potrzeba
poszukiwania nowych zrodet naturalnej arbutyny, wsrod innych gatunkow botanicznych.

Wstepne analizy fitochemiczne ziela sierpika pigciolistnego (Serratula quinquefolia
M.B.) wykazaty obecnos¢ arbutyny, jako zwiazku dominujacego w tym gatunku [8]. Fakt ten
zachgca do podjecia dalszych, szczegdélowych badan tego gatunku pod katem mozliwosci
pozyskania nowego zrodia naturalnej arbutyny i nowego surowca ros§linnego do stosowania

w formie wyciagu.
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I. CZESC TEORETYCZNA

1. Charakterystyka rodzaju Serratula L.

1.1. Opis botaniczny

Rodzaj Serratula L. obejmuje od 50 do 70 gatunkéw roslin rozpowszechnionych
na tereniec Eurazji oraz Afryki Poéinocnej. Sa to rosliny wieloletnie o wzniesionej,
rozgaleziajacej si¢ w gornej czgsci lodydze, wyposazonej w nieuzbrojone liScie. Kwiatostan
groniasty prosty typu baldachogrona, o strukturze wiechowatej, rzadziej zwartej,
z pojedynczymi lub podwojnymi gtowkami kwiatu. Kwiatostany na ogo6t z kwiatami
obuptciowymi, niekiedy rozdzielnoptciowymi. Listki okrywy przewaznie bez przydatkow
na szczycie. W koszyczkach kwiaty rurkowate, z brakujaca lub krotka nitka precika, na ktorej
osadzone sa pylniki. Owocem mata, nieowtosiona, gtadka nietupka. Powstajacy z kielicha
kwiatowego puch kwiatowy zlozony z kilku szeregow wolnych, drobnozabkowanych lub
pierzastych wtoskow [9, 10, 11].

Nowe badania botaniczne, fitochemiczne oraz filogenetyczne nad rodzajami Serratula
I Klasea Cass. pozwalaja na wyszukanie nowych cech diagnostycznych roznicujacych oba
rodzaje. Systematyka Klasea budzi liczne kontrowersje i staje si¢ przyczyna ozywionej
dyskusji prowadzonej przez botanikéw, z ktorych czgs¢ jest w dalszym ciagu zwolennikami
tradycyjnej klasyfikacji. Jednak coraz czgsciej jest akceptowane nowe pojgcie rodzaju Klasea,
uwazanego wczesniej za sekcje Serratula, co sugeruje konieczno$¢ przeniesienia licznych

gatunkow, w tym takze S. quinquefolia z rodzaju Serratula do rodzaju Klasea [8, 11, 12, 13].
1.2. Naturalne zwigzki w gatunkach Serratula L.

Gatunki rodzaju Serratula L. sa bogatym, naturalnym zrédtem zwiazkéw steroidowych
oraz glikozydow fenolowych.

Liczne prace badawcze z zakresu fitochemii wykazaty w gatunkach tego rodzaju obecnos¢
zwiazkéw steroidowych, nalezacych do grupy ekdysondéw. Wsrdd nich wymieniane sa:
20-hydroksyekdyson, integristeron A, 2-dezoksy-20-hydroksyekdyson, inokosteron
a-ekdyson czy ponasteron A. Przeprowadzone do tej pory badania potwierdzity istnienie
fitoekdysondw w nastgpujacych gatunkach rodzaju Serratula L.: S. algida, S. chinensis,
S. centauroides, S. coronata, S. inermis, S. komarovii, S. lyratifolia, S. procumbens,
S. quinquefolia, S. sogdiana, S. strangulata, S. tinctoria, S. wolffii, S. xeranthemoides [14].

Zwiazki te posiadaja wiele biologicznych aktywno$ci. Sa skutecznymi S$rodkami
antyoksydacyjnymi, antybakteryjnymi, przeciwpasozytniczymi, immunomodulujacymi
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1 antykancerogennymi. Ekdysony, a w$rod nich 20-hydroksyekdyson, znalazty zastosowanie
jako zwiazki farmakologiczne wykorzystywane w leczeniu zaburzen pracy uktadu sercowo —
naczyniowego, centralnego uktadu nerwowego i uktadu rozrodczego. Wykorzystywane sa
w terapii zaburzen funkcji seksualnej oraz w celu stymulacji spermatogenezy u pacjentow
ze zdiagnozowana nieptodnoscia. Na podstawie testow przeprowadzonych z udziatem
zwierzat laboratoryjnych udowodniono, ze takie fitoekdysteroidy jak: ekdysteron, sileneozyd
A, turkesteron podwyzszaja poziom erytrocytOw i hemoglobiny we krwi, stymuluja
erytropoeze, a takze wplywaja na regeneracje uszkodzonych erytrocytow. Natomiast
zastosowane U szczurOw z nadcis$nieniem t¢tniczym wplywaja na zmniejszenie lepkosci krwi
oraz wzrost stezenia fibrynogenu i agregacji erytrocytow [15, 16, 17, 18].

W gatunkach rodzaju Serratula L. znajdowano takze zwiazek z zupelnie innej grupy
chemicznej. Z czg$ci nadziemnych takich gatunkow jak: S. erucifolia, S. gmelini, S. radiata
i S. sogdiana wyizolowano glukozyd fenolowy — arbutyne [19, 20].

Wstepne badania wykazaly, ze zwiazek ten obecny jest rowniez w sierpiku pigciolistnym
[8]. Skutkiem tego wymieniony gatunek stal si¢ przedmiotem dalszych badan. Liscie sierpika
pigciolistnego zostaly wybrane jako surowiec do wykonania standaryzowanego wyciagu
1 pozyskania arbutyny, w celu przeprowadzenia prob kosmetologicznych z udziatem

ochotnikow.
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2. Charakterystyka Serratula quinquefolia M.B.
2.1. Systematyka gatunku

KROLESTWO: Eucaryota
PODKROLESTWO: Phytobionta
GROMADA: Teleomorphyta (=Embryophyta)
PODROMADA: Magnoliophytina (=Angiospermae)
KLASA: Magnoliopsida (=Dicotyledones)
PODKLASA: Asteridae
NADRZAD: Asteranae
RZAD: Asterales
RODZINA: Asteraceae (=Compositae)
PODRODZINA: Linguliflorae (=Lactucoideae, Cichorioideae)
PLEMIE: Cardueae
PODPLEMIE: Centaureinae
RODZAJ: Serratula (Flora USSR)

Klasea (Martens)

GATUNEK: Serratula quinquefolia (Species Plantarum) = Klasea quinquefolia (Martens)
2.2. Opis botaniczny

Sierpik piegciolistny (Serratula quinquefolia) zostat po raz pierwszy sklasyfikowany
I opisany przez Carla Ludwiga von Willdenowa i Friedricha Augusta Marshalla von
Biebersteina w “Species Plantarum” w roku 1803. Doktadniejsze opisy morfologiczne
gatunku znajdujemy w pis$miennictwie dopiero w drugiej potowie XX wieku: ,,Flora USSR”

(Borisova 1963) i ,,Flora of European part of the former USSR” (Tsherepanov 1994) [8, 13].
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Sierpik pigciolistny roslina wieloletnia, przypominajaca pokrojem gatunek Serratula
tinctoria L., ale o znacznie wigkszych rozmiarach. Jest bylina silnie rozgal¢ziona, dorastajaca

do 2 metréw wysokosci, §rednio osiagajaca wysokos$¢ od 50 do 120 cm (Ryc.1).

Rycina 1. Pokro¢j sierpika pigciolistnego.

Sierpik pigciolistny jest roslina lekko omszona lub prawie naga, o nieparzystopierzastych,
pojedynczo do podwodjnie parzystych lisciach ztozonych z 3 do 5 listkow, o ksztalcie jajowato
— podtuznym lub podtuzno — lancetowatym (Ryc.2). Dolne liscie sa ogonkowe, 0 jajowatych
lub podtuznych, pitkowanych, spiczastych i szerokich blaszkach, wydluZzonych ku nasadzie.
Na rozgatezieniach todygi znajduja si¢ nieliczne liscie o blaszkach, od eliptycznych do

podlugowato — lancetowatych.

Rycina 2. Liscie sierpika pigciolistnego.
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Liczne koszyczki kwiatowe potozone sa na ulistnionych pedach kwiatowych, o szerokosci
od 1 do 1,5 cm. Luski okrywy koszyczka liczne, $ciSle i dachéwkowato przylegajace,
obtonione, ostro zakonczone, na brzegu wywinigte i orzgsione, z ciemnymi smugami od
spodu, zewngtrzne jajowate, srodkowe lancetowate, wewngtrzne wydtuzone, na szczycie
kutnerowate, niemal zabkowane. Wnetrze koszyczka kwiatowego rézowe, o dtugosci okoto
17 mm. Podstawa korony jest cienko-rurkowata o dlugosci 9 mm. Platki wydluzone
o dlugosci 5 mm. Rurka pylnika niemal réwna koronie, nitki prgcikow brodawkowato
omszone, dolne wyrostki pylnikdw o dlugosci mniejszej anizeli 1 mm, pylniki na czubku
wolne. Stupek wyzszy od korony, o dwuptatkowym krétkim znamieniu (Ryc.3). Nasiona
podhuzne o dlugosci okoto 5 mm, niemal sptaszczone, nieco zwg¢zone ku nasadzie, na gorze
lekko $ciagnigte, bruzdkowane. Wtoski puchu lekko czerwone, opadajace, trochg dluzsze od

nietupki [21].

Rycina 3. Kwiatostan sierpika pigciolistnego.

Naturalnym siedliskiem wystgpowania sierpika pigciolistnego sa tereny lesne na
wysokosci 300 — 1000 m n.p.m., gtéwnie na terenie Kaukazu. Gatunek ten wystgpuje takze
powszechnie na terenie Armenii, Azerbejdzanu, Grecji, Iranu, Turcji i Rosji [8, 13, 21].

Kwitnienie gatunku przypada na okres od czerwca do pazdziernika [21].

15



3. Arbutyna
3.1. Wystepowanie

Arbutyna wystepuje w gatunkach roslin nalezacych do roéznych rodzin botanicznych.
Zwiazek ten znaleziono w: liSciach macznicy lekarskiej (Arctostaphylos uva-ursi Sprengel,
Ericaceae), lisciach bergenii grubolistnej (Bergenia crassifolia (L.) Fritsch, Saxifragaceae),
liSciach boréwki brusznicy (Vaccinium vitis idaea L., Ericaceae), lisciach gruszy (Pyrus
communis L., Rosaceae), kwiatach wrzosu (Calluna vulgaris (L.) Hull, Ericaceae), liSciach
kaliny (Viburnum opulus L., Caprifoliaceae), zielu majeranku (Majorana hortensis Moench,
Lamiaceae), zielu lebiodki (Origanum vulgare L., Lamiaceae), owocach korkowca
chinskiego (Phellodendron chinese C.K. Schneider, Rutaceae) [22, 23] oraz w wymienionych
w rozdziale 1.2. (str.11) gatunkach rodzaju Serratula (Asteraceae).

Najwigksze stgzenie arbutyny odnotowano w liciach bergenii grubolistnej (Bergenia
crassifolia (L.) Fritsch), waha si¢ ono migdzy 15 a 20 % [24].

Wsrdd leczniczych surowcoOw zawierajacych arbutyng wymieniane sa: 1i$¢ macznicy
lekarskiej (Uvae ursi folium), od 3 do 12% arbutyny, 1i$¢ boréwki brusznicy (Vitis idaeae
folium) od 5 do 7% arbutyny oraz rzadziej kwiat wrzosu (Callunae flos) z mata zawartoscia
arbutyny, okoto 0,5% [22, 25].

3.2. Budowa i wlasciwosci fizyko - chemiczne

Arbutyna (glukozyd hydrochinonu, 4’-hydroksyfenylo-o,p-D-glukopiranozyd) jest
organicznym zwiazkiem chemicznym, nalezacym do grupy glikozydéw fenolowych.
Zbudowana jest z czasteczki D-glukozy i czasteczki hydrochinonu potaczonych wiazaniem
O-glikozydowym. W jego wytworzeniu biora udzial: anomeryczny atom wegla (Cl)
czasteczki D-glukozy oraz znajdujaca si¢ przy nim grupa hydroksylowa czasteczki
hydrochinonu. Obecne w czasteczce arbutyny wiazanie glikozydowe przybiera konfiguracje

o lub B (Ryc.4). Sumaryczny wzor arbutyny - C1oH160x5.
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Rycina 4. Struktura chemiczna «,B-glukozydu hydrochinonu.

Epimery arbutyny posiadaja zblizone wtasciwosci fizyko-chemiczne (Tab.1).

Tabela 1. Wtasciwosci fizyko — chemiczne o- i 3-arbutyny [26].

o-arbutyna  B-arbutyna

200-201  199,5 - 200

Maksimum absorpcji UV (hm) 282 282

Arbutyna ma posta¢ biatego proszku Iub krystalicznych igiel. Jest zwiazkiem
higroskopijnym, dobrze rozpuszczalnym w wodzie, octanie etylu, acetonie oraz alkoholu
metylowym 1 etylowym. Nie rozpuszcza si¢ natomiast w chloroformie, benzenie, eterze
naftowym, chlorku metylenu i1 heksanie. Pozostaje nietrwala w $rodowisku kwasowym
(pH=2,0), gdzie ulega tatwo hydrolizie do hydrochinonu i D-glukozy. Optymalnym pH dla jej
dziatania antybakteryjnego 1 przeciwzapalnego jest odczyn zasadowy (pH=8,0).

Komitet Naukowy ds. Produktéw Konsumenckich przy Komisji Europejskiej wydat
w 2008 roku opini¢ na temat B-arbutyny. Wykazano w niej, ze f-arbutyna:

- jest nietrwata w srodowisku kwasowym (pH=2,0), gdzie ulega szybkiej hydrolizie do

hydrochinonu i D-glukozy;
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- w produktach kosmetycznych jest zwiazkiem trwatym, jej zawarto$¢ po uptywie
6 miesiccy 1 4 lat pozostaje niezmieniona, a ilo$¢ hydrochinonu, powstatego w wyniku
jej hydrolizy utrzymuje si¢ na poziomie ponizej 1 ppm;

- pozostaje stabilna przy przechowywaniu w opakowaniach, wystawionych na dziatanie
promieniowania stonecznego;

- moze by¢ wykorzystywana do formulacji kosmetykow, ktorych pH waha sig

w przedziale od 4,0 do 8,0 [27].

Arbutyna jest zwiazkiem wysoce hydrofilnym, posiadajacym niski logarytm
wspotczynnika podziatu, log P = - 1,49 [28]. Nie wykazuje znaczacej rozpuszczalnos$ci
w lipidach, wskutek czego posiada niska zdolno$¢ penetracji warstwy rogowej naskorka
(stratum corneum), rezultatem czego jest trudnos$¢ jej dostarczenia do miejsca dziatania —

melanocytow, znajdujacych si¢ w warstwie podstawnej naskorka.

3.3. Zastosowanie lecznicze surowcow roslinnych zawierajacych arbutyne

Wsrdd roslinnych surowcow leczniczych, zawierajacych w swym sktadzie glikozyd
fenolowy - arbutyne, sa: 1iS¢ macznicy lekarskiej (Uvae ursi folium) i li§¢ borowki brusznicy
(Vitis idaeae folium). Oba znalazly szerokie zastosowanie w leczeniu infekcji drog
moczowych, przewleklego zapalenia pgcherza moczowego oraz kamicy nerkowej [29, 30].
Lis¢ macznicy lekarskiej jest wymieniany jako Srodek odkazajacy drogi moczowe

w farmakopeach narodowych wielu krajow §wiata [29].
3.3.1. Arctostaphyllos uvae ursi folium - Arctostaphyllos uva ursi (L.) Sprengel, Ericaceae

Macznica lekarska jest zimozielona krzewinka, rosnaca w suchych borach sosnowych
oraz na bogatych w prochnicg glebach torfowych, gtéwnie na terenie Europy, Azji i Ameryki
Ponocnej. Na terenie Polski gatunek ten objety jest $cista ochrona. Wystepuje w potnocnej
czesci nizu, rzadko w rejonach potudniowych i gorskich [29, 31, 32].

Macznica lekarska posiada dtuga tradycje uzytkowania medycznego. Po raz pierwszy
zostala wykorzystana jako §rodek $ciagajacy juz za czaséw Galena. PozZniejsze opisy jej
wlasciwosci leczniczych znajdujemy w starej celtyckiej ksiedze leczniczej Meddygon
of Myddfai (1861). Przez wieki wykorzystywana byla jako $rodek odkazajacy drogi
moczowe. Wspodlczesna medycyna zaleca ja jako $rodek o dziataniu antyseptycznym,
antybakteryjnym i przeciwzapalnym, m.in. w leczeniu infekcji drog moczowych,

przewlektym zapaleniu pgcherza moczowego 1 kamicy nerkowej [29, 30].
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Surowcem leczniczym sa liscie (Uvae ursi folium), zbierane pdzna jesienia, wysuszone
w warunkach naturalnych, w cieniu i w przewiewie lub w suszarniach w temperaturze 30°C
[33].

Sktadnikami czynnymi lisci macznicy lekarskiej sa glikozydy fenolowe: arbutyna,
metyloarbutyna, galoiloarbutyna oraz hydrochinon i metylohydrochinon. Wedlug FP VI
surowiec zawiera nie mniej niz 8% pochodnych hydrochinonu, w przeliczeniu na arbutyng
[34].

Wedlug innych Zrddet liscie macznicy lekarskiej zawieraja od 6-18% (zwykle 7-9%)
pochodnych hydrochinonu, gtownie w postaci arbutyny oraz matej ilosci metyloarbutyny
(do 4%) i piceozydu. W lisciach obecne sa takze wolne aglikony arbutyny: hydrochinon
i metylohydrochinon. Pozostatymi sktadnikami czynnymi o znaczeniu leczniczym sa:
garbniki hydrolizujace - pochodne kwasu galusowego w ilosci od 6-20%; kwasy fenolowe:
kwas gallusowy, p-kumarowy, syryngowy w ilosci okoto 0,25%; flawonoidy z grupy
flawonoli w postaci glikozydu: kwercetyny, kemferolu i mirycetyny; triterpeny: kwas
ursolowy i uwaol w ilosci 0,4-0,8% [29].

W licznych badaniach in vitro potwierdzono wilasciwosci antybakteryjne li§ci macznicy
lekarskiej. Surowiec okazal si¢ skuteczny w zwalczaniu zakazenia spowodowanego: Proteus
viulgaris, Escherichia coli, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Streptococcus strains, Candida
albicans, Bacillus subtilis, Helicobacter pylori, Klebsiella, Shigella sonnei, Shigella flexneri
[29, 35, 36].

Antybakteryjne wlasciwosci lisci macznicy lekarskiej sa zwiazane z aktywnoscia
produktow hydrolizy arbutyny — hydrochinonu. Po spozyciu surowca arbutyna jest
hydrolizowana przez B-glukozydaz¢ do aglikonu, ktory tworzy z kwasem glukuronowym lub
kwasem siarkowym estrowe pochodne, ulegajace ponownemu rozktadowi w $Srodowisku
zasadowym moczu (pH=8). Powstate w tym $rodowisku zwiazki wykazuja silne dzialanie
antybakteryjne. Maksymalne ich dziatanie obserwowane jest po uptywie 3-4 godzin od
momentu podania surowca. Istotnym warunkiem jego skutecznego dzialania jest zapewnienie
stabo zasadowego odczynu moczu poprzez podawanie wodoroweglanu sodu oraz stosowanie
odpowiedniej diety roslinnej [29, 33].

Arbutyna wydalana jest przez nerki, gtownie w postaci metabolitow: glukuronianu
hydrochinonu i siarczanu hydrochinonu. Przeprowadzone badania wykazaty, ze metabolity
przyjetej doustnie arbutyny sa wydalane z organizmu zaledwie po uptywie 4 godzin [36, 37].

W zaleznosci od formy podania ekstraktu z lisci macznicy lekarskiej — w postaci tabletek lub
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roztworu wodnego arbutyny, calkowite stezenie metabolitbw w moczu wahato sig
odpowiednio w granicach 66,7% i 64,8% [38].

W pdzniejszych badaniach udowodniono, ze zastosowana doustnie arbutyna jest usuwana
z organizmu juz w 50% po uplywie 4 godzin, a w 75% po uptywie zaledwie 24 godzin od
momentu jej zazycia [37].

W badaniach in vivo wskazano réwniez na dziatanie przeciwzapalne liSci macznicy
lekarskiej. Wykazano, ze arbutyna dziata synergistycznie z prednizolonem, deksametazonem
1 indometacyna nasilajac ich dziatanie w hamowaniu obrzekéw powstatych wskutek reakcji
alergicznych typu IV. W innych badaniach udowodniono, zZe arbutyna stosowana w matych
dawkach (10 mg/kg) nie posiada wilasciwosci przeciwzapalnych, wykorzystana natomiast
w dawce (50 mg/kg) wykazuje staba aktywnos$¢ przeciwzapalna [39, 40, 41, 42].

Liscie macznicy lekarskiej jako $rodek leczniczy sa zazywane najczg$ciej] w postaci
kruszonych lisci lub pudru, naparéw, maceratow, wyciagdéw plynnych 1 suchych,
zawierajacych od 400-840 mg pochodnych hydrochinonu, w przeliczeniu na arbutyng, na
dzien. Nie powinny by¢ stosowane dtuzej niz tydzien oraz nie czgsciej niz 5 razy w roku,
ze wzgledu na obecne w surowcu taniny (20%), ktore moga powodowac¢ podraznienie btony
sluzowej zotadka, glukozuri¢ i uszkadza¢ watrobg. Liscie macznicy lekarskiej nie powinny
by¢ wdrazane w niewydolnosci nerek, dyspepsji, a takze u kobiet w ciazy 1 w okresie laktacji,
ze wzgledu na potencjalne ryzyko dziatania toksycznego oraz mutagennego hydrochinonu
[22, 29, 43, 44].

Obecnie liscie macznicy lekarskiej (Uvae ursi folium) sa coraz cze$ciej zastgpowane przez
liscie boroéwki brusznicy (Vitis idaeae folium), ktore wykazuja podobne, cho¢ nieco stabsze
dziatanie [22].

3.3.2. Vitis idaeae folium - VVaccinium vitis idaea L. Ericaceae

Borowka brusznica jest zimozielona, niska krzewinka, wystgpujaca w Europie, Azji oraz
Ameryce Potnocnej. W Polsce rozpowszechniona jest w suchych, iglastych lasach, na
wrzosowiskach oraz w gorach. Wymaga stanowisk stonecznych oraz prochniczo — kwasne;j
gleby [31].

Surowcem leczniczym sa liscie (Vitis idaeae folium), zbierane pdzna jesienia, wysuszone
w cieniu i w przewiewie lub w suszarniach w temperaturze 30-60°C [33].

Liscie boréwki brusznicy zawieraja glikozydy fenolowe, gtoéwnie arbutyne, w iloci 5-7%,
kawoiloarbutyng, pirozyd oraz wolny hydrochinon (okoto 1%) [22, 32, 33]. Gléwnym
sktadnikiem czynnym jest arbutyna. Wedlug FP VI surowiec zawiera nie mniej niz 4%
pochodnych hydrochinonu, w przeliczeniu na arbutyn¢ [33]. Pozostalymi sktadnikami
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czynnymi sa: garbniki katechinowe w ilo$ci okoto 10%; flawonoidy z grupy flawonoli
w postaci glikozydu: kwercetyny i mirycetyny; triterpeny, w tym kwas ursolowy oraz sole
mineralne ze znaczna zawarto$cia magnezu [31, 33].

Liscie boréwki brusznicy stosowane sa w leczeniu infekcji drég moczowych. Zawarte
w nich glikozydy fenolowe, a zwlaszcza aglikon arbutyny - hydrochinon dziata odkazajaco
na drogi moczowe, podobnie jak w li§ciach macznicy lekarskiej. Wyciagi z tego surowca
sa wykorzystywane pomocniczo w stanach zapalnych nerek, przewodow moczowych, kamicy
nerkowej i dnie moczanowej [31, 33].

Wystgpujace w lisciach borowki brusznicy garbniki wykazuja dziatanie $ciagajace,
gldwnie na blony §luzowe uktadu pokarmowego, dlatego tez uzywane sa czgsto w leczeniu
niezytow przewodu pokarmowego i biegunkach [22, 31].

Liscie boréwki brusznicy, dzigki obecno$ci tanin, posiadaja réwniez dziatanie
antyoksydacyjne 1 antybakteryjne. Okazaty si¢ skuteczne w zwalczaniu infekcji wywotanych
patogenami wywolujacymi choroby przyzebia: Prevotella intermedia, Porphyromonas
gingivalis i Actinobacillus actinomycetemcomitans [45].

Bezpieczenstwo stosowania liSci boréwki brusznicy jest takie same jak lisci macznicy
lekarskiej. Dlugotrwale ich uzytkowanie jest przeciwwskazane ze wzgledu na obecno$¢
hydrochinonu, ktory wykazuje dziatanie mutagenne. Aplikacja w duzych dawkach przez

dhugi okres czasu moze prowadzi¢ do wystapienia objawow zatrucia hydrochinonem [31].
3.4. Zastosowanie w kosmetologii

Arbutyna jest uznanym skladnikiem kosmetycznym przeznaczonym do rozjasniania
przebarwien i wyrownywania barwy skory. W licznych pracach badawczych udowodniono
jej wysoka skuteczno$¢ w usuwaniu miejscowych zmian skérnych, wywotanych zmianami
Zapalnymi oraz wzmozona aktywno$cia melanocytow. W doswiadczeniach tych wykazano,
ze arbutyna jest zwiazkiem wysoce bezpiecznym i efektywnym w eliminowaniu zmian
barwnikowych takich jak: piegi (ephelides), ostuda (melasma) czy plamy soczewicowate
(lentigines) [5, 6, 46, 47].

Pod koniec ubieglego stulecia poznano szczegdélowy mechanizm dziatania arbutyny.
Poczatkowo sugerowano az dwie drogi jej dziatania: hamowanie aktywnosci tyrozynazy oraz
ttumienie ekspresji i syntezy tyrozynazy. Przeprowadzone p6zniej analizy wykazaly jednak,
ze ten drugi mechanizm wplywania na przebarwienia skéry ma mniejsze znaczenie, gdyz
arbutyna nie blokuje ekspresji genu tyrozynazy, ani nie zakldca naturalnego wzrostu komoérek

melanocytow. Dlatego tez w dalszych eksperymentach skupiano uwagg na ocenie aktywnosci
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katalitycznej tyrozynazy. Potwierdzity one, ze arbutyna hamuje jej aktywno$¢ poprzez
zmniejszenie biosyntezy melaniny w melanocytach [5, 48].

Tyrozynaza (E.C.1.1.14.18.1) jest kluczowym enzymem procesu biosyntezy melaniny.
Odpowiada ona za kataliz¢ dwoch pierwszych reakcji syntezy:

- hydroksylacje tyrozyny do 3-(3,4-dihydroksyfenylo)-alaniny (DOPA),

- oksydacje DOPA do dopachinonu, czyli hydroksylacje monofenolu i przeksztatcenie

o-difenolu do o-chinonu (Ryc.5) [49, 50, 51, 52].

Posiada dwa miejsca aktywne: jedno dla wiazania L-tyrozyny, drugie dla wigzania
L-DOPA [5, 53]. Tyrozynaza ztozona jest z trzech domen biatkowych. W domenie srodkowej
znajduje si¢ 6 reszt histydyny, odpowiedzialnych za wiazanie jondw miedzi. Kazdy jon
miedzi tworzy w miejscu aktywnym enzymu kompleksy z trzema resztami histydyny, ktore

sa niezbedne do prawidlowego przebiegu reakcji enzymatycznej [54, 55].

Tyrosnase

D@/\(CWH HO COOH 0 O/YCUDH
NH l J NH NH
H 1 HO 2 ﬂ 2 !

Tyrosine DOPA DOPAquinone

Rycina 5. Etapy syntezy melaniny, katalizowane przez tyrozynazg [56].

Arbutyna hamuje przemiang obu substratow, zaréwno L-tyrozyny, jak i L-DOPA.
W  badaniach zwiazanych 2z ocena aktywnosci ludzkiej tyrozynazy wykazano,
ze wspolzawodniczy ona z L-tyrozyna o miejsce katalityczne enzymu, petniac funkcje
inhibitora kompetencyjnego. W przypadku utleniania L-3,4-dihydroksyfenyloalaniny do
L-dopachinonu hamuje natomiast reakcj¢ w sposob niekompetencyjny. W obu przypadkach
oddzialuje wzajemnie ze znajdujacymi si¢ w miejscu aktywnym enzymu jonami miedzi
[6, 57].

Na poczatku lat 90-tych wybielajacy mechanizm dziatania arbutyny nie byl dokladnie
znany. W licznie przeprowadzonych badaniach oceniano poczatkowo, w jaki sposob arbutyna
hamuje aktywno$¢ tyrozynazy mysiej oraz tyrozynazy z grzybow (Agaricus bisporus (J.E.
Lange)). Poczatkowo uzyskane wyniki badan wskazywaty, ze B-arbutyna (w stezeniu 24 mM)
hamuje aktywnos$¢ tyrozynazy z grzybéw w mechanizmie inhibicji kompetencyjnej [47].
W roku 1995 zaobserwowano natomiast odmienny od poprzednio prezentowanego
mechanizmu sposob hamowania aktywnosci tyrozynazy - inhibicj¢ niekompetencyjna.

W dos$wiadczeniu tym, B-arbutyna unieczynniata zar6wno mysia, jak i pochodzaca z grzybow
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tyrozynazg (A. bisporus). Ustalono, ze f-arbutyna (w st¢zeniu 8,4 mM) hamowata tyrozynaze
pochodzaca z grzybow podczas gdy o-arbutyna hamowata jedynie aktywno$¢ tyrozynazy
mysiej, w mechanizmie inhibicji mieszanej, 10-cio krotnie silniej anizeli anomer 3 [58, 59,
60]. Obecnie przyjmuje si¢, ze p-arbutyna dziala wedlug mechanizmu inhibicji
kompetencyjnej i wspolzawodniczy o miejsce aktywne enzymu z substratem reakcji [5].
Dzieje sig tak rowniez w przypadku tyrozynazy ludzkiej [61, 62].

Maeda i Fukuda wskazali, ze [-arbutyna hamuje utlenianie L-tyrozyny poprzez
unieczynnienie tyrozynazy. Wspotzawodniczy o miejsce aktywne enzymu, W mechanizmie
inhibicji kompetencyjnej, nie ulegajac jednoczes$nie oksydacji [5], chociaz B-arbutyna ulega
powolnemu utlenieniu, jako substrat monofenolowy, a obecno$¢ kofaktora (L-DOPA),
wpltywa znaczaco na przyspieszenie tej reakcji. Sugerowany, rozjasniajacy mechanizm
dzialania B-arbutyny jest mozliwy, gdy w komorkach melanocytoéw dostgpnos¢ tlenu
I kofaktora L-DOPA jest ograniczona [63, 64].

[-arbutyna jest naturalna, obecna w lisciach réznych ro$lin, pochodna hydrochinonu,
wykazujaca wlasciwosci wybielajace. a-arbutyna jest natomiast sktadnikiem syntetycznym,
pozyskiwanym na drodze enzymatycznych syntez z hydrochinonu i1 weglowodanow [7].
Efektywno$¢ o- i B-arbutyny, jako inhibitorow aktywnosci tyrozynazy, zostata potwierdzona
w wielu do§wiadczeniach naukowych. Wyniki badan dowodza, ze o- i f-arbutyna dziataja
hamujaco m.in. na tyrozynaze¢: ludzka, mysia, a takze na tyrozynaze¢ z grzybow (A. bisporus)
(Tab.2). Sekwencje aminokwaséw ludzkiej tyrozynazy i tyrozynazy pochodzacej z grzybow
sa zgodne zaledwie w 23%, podczas gdy homologia sekwencji pomigdzy tyrozynaza mysia

1 ludzka wynosi az 82% [26].

Tabela 2. Hamowanie aktywnosci tyrozynaz przez o- i B-arbutyne.

Tyrozynaza ludzka Tyrozynaza mysia Tyrozynaza z grzybow
(Agaricus bisporus)

o - arbutyna + + +

B - arbutyna + + o+

Poczatkowo w doswiadczeniach oceniano skuteczno$é¢ a- i B-arbutyny, jako inhibitoréw
aktywnos$ci tyrozynazy mysich kultur komorek melanoma B16 i tyrozynazy pochodzacej
z grzybdw (A. bisporus) [26].

W badaniach przeprowadzonych na kulturach mysich komoérek melanoma B16

dowiedziono, ze B-arbutyna nie ulega hydrolizie do wolnego hydrochinonu, a mimo to
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wykazuje dziatanie rozja$niajace. Hamuje aktywno$¢ tyrozynazy, a tym samym zmniejsza
zawarto$¢ melaniny w komorkach, $rednio o 39%, w poréwnaniu z proba kontrolna. Nie
wykazuje hamujacego wplywu na wzrost mysich komorek melanoma B16 w stezeniu 5 x 107
M. Wyniki badania dowodza, ze B-arbutyna hamuje syntez¢ melaniny poprzez hamowanie
aktywnosci tyrozynazy i nie ma wplywu na eliminacj¢ komoérek mysich melanocytow.
Wyniki do$wiadczenia sugeruja takze, ze hydrochinon nie jest czynnikiem odpowiedzialnym
za wybielajacy efekt dziatania -arbutyny [65].

Udowodniono tez, ze B-arbutyna w stezeniu 1 x 10 M nie hamuje znaczaco ekspresji
MRNA tyrozynazy, a wplywa na obnizenie aktywnoS$ci tyrozynazy do poziomu 87%.
Zastosowana w stezeniu pomiedzy 1 x 10° a 1 x 10° M nie zmniejsza zywotno$ci komoérek
ludzkich melanocytéw, podczas gdy w stezeniu 5 x 107 obniza ich Zywotnoé¢ do poziomu
74%. Na podstawie pomiaréw poziomu eumelaniny, przeprowadzonych za pomoca
elektronowego rezonansu spinowego (ESR) dowiedziono, ze [3-arbutyna jest odpowiedzialna
za hamowanie syntezy melaniny. Blokowanie poczatkowych etapéw melanogenezy, a $cislej
moéwige aktywno$ci ludzkiej tyrozynazy, oparte jest, jak wczes$niej wspomniano, na
mechanizmie inhibicji kompetencyjnej [5].

W po6zniejszych badaniach przeprowadzonych na kulturach ludzkich melanocytow
dowiedziono, ze [-arbutyna, w stezeniu 100 pg/ml, hamuje syntez¢ melaniny $rednio
o 71 20%, po uptywie odpowiednio 3 i 5 dni, w porownaniu z grupa kontrolna. Obnizenie
poziomu syntezy melaniny koreluje z blokowaniem aktywnosci tyrozynazy i polimerazy
DHICA (kwasu 5,6-dihydroksyindolo-2-karboksylowego). Zaobserwowano, ze aktywnos¢
tyrozynazy jest hamowana $rednio o 40-50% i 70-80%, po zastosowaniu (-arbutyny,
odpowiednio w stezeniu 30 i 100 pg/ml. Ponadto doswiadczenie wykazato, ze B-arbutyna
w stezeniu 100 pg/ml nie ogranicza wzrostu kultur ludzkich melanocytdéw, podczas gdy
w stezeniu 300 pg/ml jest dla nich toksyczna [6].

Dalsze badania dotyczace hamujacego wpltywu o- 1 B-arbutyny na aktywno$¢ ludzkiej
tyrozynazy przeprowadzono m.in. z udziatem ludzkich komoérek czerniaka ztosliwego, HMV
Il (human malignant melanoma cells). W probie uzyto L-DOPA, jako substratu reakcji
katalizowanej przez tyrozynazg¢. Wyniki badan wykazaty, Zze a- arbutyna dziata silniej
na ludzka tyrozynaze¢ anizeli 3-arbutyna. Hamowanie aktywnosci tyrozynazy na poziomie
50% (ICso) przez o-arbutyng obserwowano juz przy stezeniu 2,1 mM, a w przypadku
B-arbutyny dopiero przy ste¢zeniu 30 mM [7]. Uzyskane wyniki doswiadczenia zasugerowaty,

ze efektywniejszym sktadnikiem rozjasniajacym jest a-arbutyna [66].
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W badaniach oceniajacych hamujacy wptyw na synteze melaniny, z wykorzystaniem
ludzkich komérek czerniaka ztosliwego (HMV 1I) i tréojwymiarowego modelu skory ludzkiej
wykazano, ze a-arbutyna, zastosowana w st¢zeniu ponizej 1 mM, nie hamuje wzrostu
komoérek HMV II. Stosowana w stezeniu 0,5 mM przyczynia si¢ do zmniejszenia syntezy
melaniny do poziomu 76%, w poréwnaniu z grupa kontrolna. Uzyskane wyniki badan
sugeruja, ze o-arbutyna wykazuje hamujacy wplyw na syntez¢ melaniny, w st¢zeniu
nietoksycznym dla komdrek ludzkich melanocytow (<1 mM). Ponadto w badaniu
zaobserwowano, ze aktywnos$¢ tyrozynazy w komodrkach HMV II, traktowanych 0,5 mM
roztworem a-arbutyny, jest obnizona do poziomu 60%, w poréwnaniu z grupa kontrolna,
podczas gdy eckspresja mRNA tyrozynazy nie ulega znaczaco zmianie. Ponownie
udowodniono, ze zmniejszenie syntezy melaniny w komorkach traktowanych o-arbutyna
koreluje z hamowaniem aktywnosci tyrozynazy, a nie z blokowaniem wzrostu komorek lub
ekspresji genu tyrozynazy. W doswiadczeniu przeprowadzonym na tréjwymiarowym modelu
skory ludzkiej zaobserwowano, ze synteza melaniny jest obnizona do poziomu 70% 1 40%,
w poréwnaniu z grupa kontrolna, po zastosowaniu a-arbutyny odpowiednio w stezeniu 125
i 250 pg. Nie odnotowano takze znaczacego obnizenia zywotnosci komorek po zastosowaniu
a-arbutyny w stezeniu 500 pg. Uzyskane wyniki wskazuja, ze a-arbutyna jest efektywnym
i bezpiecznym skladnikiem rozjasniajacym, mozliwym do wykorzystania przez przemyst
kosmetyczny [67].

Dziatanie arbutyny jest $cisle uzaleznione od jej stezenia. Stosowana w wyzszych
stezeniach moze doprowadzi¢ do paradoksalnego wzrostu pigmentacji. W doswiadczeniu
z udziatem kultur ludzkich melanocytow wykazano, ze stezenie arbutyny w zakresie 0,5-0,8
mM zwigksza ilos¢ melaniny w melanocytach, tym samym prowadzi do nasilenia
przebarwienia skory. W badaniu tym potwierdzono, ze [-arbutyna w odpowiednich
stezeniach obniza aktywno$¢ ludzkiej tyrozynazy oraz liczbg melanocytow. Wyniki préby
wskazuja, ze B-arbutyna promuje syntez¢ melaniny oraz protein, a wzrost produkcji melaniny
jest odzwierciedleniem indukcji enzymoéw uczestniczacych w syntezie melaniny, za
wyjatkiem tyrozynazy [68].

Skuteczno$¢ o- 1 [P-arbutyny, jako inhibitora aktywno$ci tyrozynazy, zostala
potwierdzona w wielu badaniach naukowych. Zaobserwowano rozmaity stopien jej
specyficznosci 1 efektywnosci wzgledem tyrozynazy ludzkiej, mysiej oraz tyrozynazy
pochodzacej z grzyboéw (A. bisporus). Wykazano, ze o- | B-arbutyna hamuje aktywnos$¢

réznych tyrozynaz na poziomie 50%, w zaleznosci od zastosowanego stezenia (Tab.3).
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Tabela 3. Stgzenia a- i B-arbutyny hamujace aktywnosc¢ tyrozynaz na poziomie 50% (ICsq) [26].

Tyrozynaza ludzka Tyrozynaza mysia Tyrozynaza z grzybow
(Agaricus bisporus)
1Cs0 (MM) ICs5o (MM) ICs5o (MM)
o - arbutyna 2,1° 048" >10°
B - arbutyna > 30 4,8° 8.4°

*[71,°[69], ° [58]

Glikozylowane pochodne arbutyny charakteryzuja si¢ wigksza zdolno$cia hamowania
aktywnos$ci tyrozynazy anizeli arbutyna. W kilku pracach badawczych poréwnywano
skuteczno$¢ inhibicji tyrozynazy ludzkiej przez o- i B-arbutyng oraz ich glikozylowanych
pochodnych. Pochodne te otrzymywano z arbutyny oraz skrobi, w wyniku reakcji
transglikozylacji, katalizowanej przez glukotransferaz¢ cyklomaltodekstrynowa z Bacillus
macerans. Produktami reakcji byly: 4-hydroksyfenylo-a-maltozyd (a-Ab-o-G1l) oraz
4-hydroksyfenylo-o.-maltotriozyd (o-Ab-a-G2). Oba produkty reakcji wykazaty si¢ wyzsza
anizeli o-arbutyna zdolno$cia hamowania aktywnosci ludzkiej tyrozynazy. Ich state inhibicji
(Ki) wynosity odpowiednio 0,6 i 2,8 mM w poréwnaniu z arbutyng (0,2 mM). Pochodne,
podobnie jak arbutyna, ograniczaty aktywno$¢ tyrozynazy w mechanizmie inhibicji
kompetencyjnej [69].

W podobnym badaniu na drodze enzymatycznej syntezy otrzymano inne glikozylowane
pochodne arbutyny: 4-hydroksyfenylo-p-maltozyd (B-Ab-a-G1) oraz 4-hydroksyfenylo-
B-maltotriozyd (B-Ab-a-G2). W poroéwnaniu z B-arbutyna wykazywaly si¢ one wyzsza
zdolnoscia hamowania aktywno$ci ludzkiej tyrozynazy, lecz okazaly si¢ stabszymi
inhibitorami reakcji w poréwnaniu z a-arbutyna [7].

W S$wietle tych badan o-arbutyna oraz jej o-glikozylowane pochodne okazaty si¢ by¢
silniejszymi inhibitorami ludzkiej tyrozynazy anizeli B-arbutyna. Udowodniono jednak,
ze PB-glikozylowane pochodne arbutyny wykazuja si¢ réwniez duza zdolno$cia hamowania
aktywnosci tyrozynazy. Pochodne te otrzymywano, z arbutyny i celobiozy, w wyniku reakcji
transglikozylacji, katalizowanej przez B-glukozydaze z Thermotoga neapolitana. Produktami
tej reakcji byly: PB-D-glukozylo-(1—6)-arbutyna, B-D-glukozylo-(1—4)-arbutyna i p-D-
glukozylo-(1—3)-arbutyna. Najsilniejszym inhibitorem tyrozynazy z grzyboéw okazata sig
B-D-glukozylo-(1—>3)-arbutyna. Hamowata ona aktywno$¢ tyrozynazy w stezeniu

ICs0=5 mM, silniej anizeli B- arbutyna (ICs,=6 mM). Pozostate pochodne: B-D-glukozylo-
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(1—6)-arbutyna, p-D-glukozylo-(1—4)-arbutyna okazuja natomiast mniejsza skuteczno$é
w hamowaniu aktywnosci tyrozynazy, w poréwnaniu z 3-arbutyna [70].

W doswiadczeniach, w ktérych oceniano skuteczno$¢ hamowania tyrozynazy ludzkiej
potwierdzono, ze o-arbutyna blokuje tyrozynaz¢ skuteczniej anizeli [-arbutyna.
Glikozylowane pochodne a-arbutyny maja wyzsza anizeli a-arbutyna zdolno$¢ hamowania
aktywnosci ludzkiej tyrozynazy, podczas gdy glikozylowane pochodne [-arbutyny
sq stabszymi inhibitorami reakcji w poréwnaniu z a-arbutyna. Natomiast w odniesieniu do
[3- arbutyny glikozylowane pochodne B-arbutyny wykazuja si¢ wyzsza zdolno$ciag hamowania
aktywnos$ci ludzkiej tyrozynazy (Tab.4). Nie mniej jednak w przemysle kosmetycznym
wykorzystywane sa oba epimery arbutyny.
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Tabela 4. Porownanie skutecznoSci hamowania tyrozynazy ludzkiej przez anomery arbutyny

i ich glikozylowane pochodne.

1996
\EELEN
Fukuda M. [5]

1998
Chakraborty
A.K.
Funasaka Y.

[6]

2003
Sugimoto K.

Nishimura T.

[7]

2004
Sugimoto K.
Nishimura T.
[67]

2005

Sugimoto K.

Nomura K.
[69]

Anomery,
glikozylowane
pochodne

arbutyny

B-arbutyna

B-arbutyna

o-arbutyna

B-arbutyna

B-Ab-0-G1

B-Ab-0i-G2

o-arbutyna

o-arbutyna

a-Ab-a-G1

o-Ab-a-G2

o-arbutyna

Materiat

kultury
ludzkich
melanocytéw

kultury
ludzkich

melanocytéw

HMV [1I*

HMV [1I*

HMV [I*

HMV [1I*

HMV [1I*

model

ludzkiej skéry

HMV [1I*

HMV [1I*

HMV [1*

Hamowanie
aktywnosci
tyrozyny

% (stezenie)
50%

(5x10 *M)

40 - 50%
(30 pg/ml)

70 — 80%
(200 pg/ml)

50%
(2,1 mM)
50%
(>30 mM)
50%
(5,7 mM)
50%
(6,1 mM)

60%
(0,5 mM)

50%

(4,9 mM)
50%

(13,9 mM)
50%

(2,1 mM)

Zywotno$é
melanocytow

% (stgzenie)

74%
(5x10 3Mm)

brak wptywu
(200 pg/ml)

cytotoksycznosé

(300 pg/ml)

brak wptywu
(£1 mM)

*HMV |l — human malignant melanoma cell (komorki ludzkiego czerniaka zlosliwego).

Synteza
melaniny

% (stgzenie)

20%
(200 pg/ml)

76%

(0,5 mM)
70%

(125 pg/ml)
40%

(250 pg/ml)
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Inna pochodna arbutyny wykazujaca skuteczno$¢ w usuwaniu przebarwien skory jest
deoksyarbutyna (dA). W testach in vivo przeprowadzonych na przestrzeni ostatnich lat
udowodniono, ze jest ona efektywnym inhibitorem ludzkiej tyrozynazy. W badaniach
klinicznych z udziatem ludzi udowodniono, ze po uplywie 12 tygodni, obniza znaczaco
przebarwienia skory u osob z jasng karnacja, natomiast w mniejszym stopniu wykazuje
skuteczno$¢ u 0sob z ciemna karnacja [71].

Deoksyarbutyna zaprojektowana za pomoca metody QSAR (Quantitative Structure
Activity Relationships) przejawia zdolno$¢ usuwania przebarwien skory i1 hamowania
aktywnoS$ci tyrozynazy pochodzacej z grzybow. Uzywajac kultur ludzkich melanocytéw
udowodniono, ze deoksyarbutyna jest zwiazkiem mniej toksycznym anizeli hydrochinon.
Wykazano, ze nie obniza istotnie zywotnosci kultur ludzkich keranocytéw i fibroblastow,
lecz efektywnie hamuje aktywno$¢ tyrozynazy i zmniejsza ilo$¢ melaniny w melanocytach.
Jest wigc potencjalnie bezpiecznym i efektywnym inhibitorem tyrozynazy [72].

W badaniach in vitro udowodniono, ze deoksyarbutyna hamuje skutecznie ludzka oraz
pochodzaca z grzybdéw tyrozynazg. Ogranicza syntez¢ melaniny poprzez blokowanie jej
kluczowych reakcji: hydroksylacji tyrozyny oraz utleniania DOPA. Wykazuje nieznaczny
wplyw na obnizenie zywotnosci kultur ludzkich melanocytow, do poziomu 95% [73].

Arbutyna w potaczeniu z aloesyna (2-acetonylo-8-B3-D-glukopiranozylo-7-hydroksy-
5-metylochromon) na drodze synergistycznego dzialania skutecznie hamuje aktywno$é
ludzkiej oraz pochodzacej z grzyboéw tyrozynazy. W badaniach wykazano, ze oba zwiazki
ograniczaja znaczaco syntez¢ melaniny w mieszanym mechanizmie hamowania aktywnos$ci
tyrozynazy. Arbutyna zachowuje si¢ jak inhibitor kompetencyjny, podczas gdy aloesyna
wykazuje aktywno$¢ inhibitora niekompetecyjnego. Badania wykazaty, ze aloesyna razem
z arbutyna odpowiednio w stezeniu 0,01 1 0,03 mM hamuja aktywnos$¢ enzymu do poziomu
86%, w porownaniu z proba kontrolna. Wynik badania sugeruje, ze wspdlne stosowanie
aloesyny i arbutyny moze by¢ korzystne, poniewaz oba zwiazki skutecznie ograniczaja
syntezg melaniny w melanocytach [61, 62].

W ostatnich latach dowiedziono, Ze dzialanie wybielajace arbutyny jest wspomagane przez
naturalng mikroflor¢ obecna na skorze ludzkiej. Gatunki z rodzaju Staphylococcus, gtownie
S. aureus i S. epidermidis moga sprzyjac szybszej hydrolizie arbutyny do hydrochinonu. Tym
samym moga wzmagac rozjasniajacy efekt dzialania arbutyny ze wzgledu na wilasciwosci
przeciwutleniajace hydrochinonu, powstatego w wyniku jej hydrolizy [74].

Niemniej jednak w badaniach potwierdzono, ze arbutyna posiada wtasciwosci
antyoksydacyjne, zblizone do hydrochinonu. Za pomoca metody ORAC (Oxygen Radical

Absorbance Capacity), przy wykorzystaniu fizjologicznych rodnikéw tlenowych wykazano,
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ze posiada ona taka sama aktywnos$¢ przeciwutleniajaca, co hydrochinon. Testy komorkowe,
z uzyciem erytrocytow i fibroblastow skory pokazaly, ze arbutyna posiada silne dziatanie
antyoksydacyjne, porownywalne a nawet lepsze niz hydrochinon. Wyniki tych badan
sugeruja, ze aktywnos$¢ przeciwutleniajaca arbutyny jest niedoceniona pomimo, ze jest ona
silnym antyoksydantem w skorze [75].

Arbutyna jest chegtnie wykorzystywana w dermokosmetykach ze wzgledu na jej slabe
dziatanie drazniace w przeciwienstwie do hydrochinonu. Liczne doswiadczenia
przeprowadzone z udziatem zwierzat dowiodty, ze 10% roztwor wodny B-arbutyny jest stabo
toksyczny, nie powoduje podraznienia skory, ani nie posiada wiasciwosci uczulajacych.
Ponadto w stgzeniu ponizej 0,34 mg/ml nie wykazuje wilasciwosci mutagennych i1 nie
indukuje aberracji chromosomowych w komoérkach fibroblastow. Nie jest zwiazkiem
kancerogennym i nie hamuje funkcji rozrodczych w st¢zeniu do 400 mg/kg/dzien [27].

Badania przeprowadzone przez Shiseido Research Center w Jokohamie, potwierdzity,
ze PB-arbutyna stosowana w postaci 10% roztworu wodnego w ilosci 50 pl, przez okres
48 godzin, nie powoduje wigkszych podraznien skory. W badaniu tym wzigto udziat
43 zdrowych ochotnikéw, w przedziale wiekowym od 25 do 47 lat. U Zadnego z nich nie
zaobserwowano podraznien skory w miejscu natozenia f3-arbutyny [27].

Podobne wyniki badan uzyskano z produktami kosmetycznymi zawierajacymi w swym
sktadzie B-arbutyng. W probie przeprowadzonej u 47 ochotnikow w wieku od 19-59 lat
wykazano, ze produkty zawierajace odpowiednio 7% 1 10% P-arbutyny nie wywoluja
podraznien skory. W innych badaniach wykonanych przez Shiseido Research Center
w Jokohamie, z udziatem 64 ochotnikow dowiedziono, ze produkty zawierajace B-arbutyng
stosowane na gornej lub dolnej powierzchni ramion, trzy razy dziennie, przez okres
24 tygodni rowniez nie powoduja dziatania draznigcego na skoérg. Podczas badan nie
obserwowano zadnych probleméw zwiazanych z bezpieczenstwem uzywania produktéw
zawierajacych 7 1 10% [-arbutyng. W pozniejszych testach, prowadzonych z udziatem
59 kobiet w wieku od 32-60 lat, nie zanotowano roéwniez zadnych probleméw skornych
zwiazanych z zastosowaniem produktow zawierajacych 10% [-arbutyng. Produkty
aplikowano cztery razy dziennie, przez okres 24 tygodni [27].

Liczne badania potwierdzily, Ze stosowana zewngtrznie w przebarwieniach skornych
arbutyna jest substancja bezpieczna, nie wykazujaca dziatania drazniacego skory (Tab.5).
W zwiazku z tym wydaje si¢ by¢ dobra alternatywa dla powszechnie stosowanego
w dermatologii hydrochinonu, ktérego uzytkowanie budzi w ostatnich latach wiele

kontrowers;ji [3].
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Tabela 5. Spis badan oceniajacych dzialanie drazniace P-arbutyny (Shiseido Research Center,

Jokohama).
: ; Obecnos¢
Przedziat Czas trwania Stezenie
. . podraznien
wiekowy badania B-arbutyny L L
w miejscu aplikacji
25-47 lat 48 godzin 10% brak
19-59 lat 24 godziny 7% brak
10% brak
18-53 lat 24 tygodnie 7% brak
10% brak
32-60 lat 24 tygodnie 10% brak

W kosmetologii wykorzystywane jest takze dziatanie przeciwzmarszczkowe,
antyoksydacyjne, przeciwzapalne i antybakteryjne arbutyny. Stosuje si¢ ja w leczeniu
tradziku oraz stanow zapalnych skory. Wchodzi w skiad kosmetykow przeznaczonych
do pielegnacji cery tradzikowej i cery z przebarwieniami wywotanymi m.in. ekspozycja
na promieniowanie stoneczne, stanami zapalnymi i zmianami hormonalnymi. Ponadto
arbutyna jest naturalnym filtrem zatrzymujacym promieniowanie nadfioletowe UVB.

W preparatach kosmetycznych arbutyna stosowana jest w postaci czystego zwiazku lub
wyciagow roslinnych, gldwnie z macznicy lekarskiej. Udowodniono, ze dziatanie
rozjasniajace czystego zwiazku jest skuteczniejsze anizeli dziatanie wyciagu roslinnego.
Arbutyna w formie czystego zwiazku wystepuje w kosmetykach zwykle w stezeniu 2-5%.
Wedlug Komitetu Naukowego ds. Produktow Konsumenckich przy Komisji Europejskiej
-arbutyng mozna uzywac jako sktadnik rozjasniajacy przebarwienia skéry w kremach

1 mleczkach przeznaczonych do pielggnacji twarzy w stgzeniu do 7% [27].
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4. Problematyka przebarwien skory

Przebarwienia skory sa powszechnym problemem kosmetycznym i terapeutycznym.
Dotyczy on osob w kazdym wieku, a zwlaszcza ludzi po pigédziesiatym roku zycia, w tym
najczesciej kobiet. Wedlug niektorych autordw pojawiajace si¢ przebarwienia na skorze
dotycza nawet 90% populacji 1 staja si¢ jednym z czgstszych powodow wizyt u dermatologa
1 kosmetologa [1]. Moga one obejmowa¢ wiele schorzen dermatologicznych o roznej
patogenezie i lokalizacji. Wystepuja przede wszystkim u oséb z jasna karnacja, jednakze
moga pojawia¢ si¢ réwniez u osdb z ciemnym fototypem skory [76]. Wsrdd przyczyn
powstawania przebarwien skéry wymienia si¢ przewaznie promieniowanie nadfioletowe
1 fizjologiczne starzenie si¢ skory. Przebarwienia powstaja zazwyczaj na odkrytych czesciach
ciala, poddawanych dziataniu promieniowania stonecznego, obejmujacych najczesciej twarz,
szyj¢, dekolt, przedramiona oraz grzbiety dloni. Przybieraja kolor od jasnobrunatnego,
poprzez wszystkie odcienie brazu, az do szarego.

Przebarwienia skory moga sta¢ si¢ przyczyna obnizenia jako$ci zycia wielu osob,
zwlaszcza kobiet. Problem przebarwien stanowi gtéwnie defekt natury estetycznej, niemniej
jednak moze przyczynia¢ si¢ takze do niskiej samooceny 1 rodzi¢ czasami problemy natury

psychicznej [2, 76].

4.1. Definicja

Hiperpigmentacje, zwane rowniez hipermelanozami, sa schorzeniami zwigzanymi
z ograniczonymi lub uog6lnionymi zmianami barwy skory. Powstaja w wyniku zwigkszenia
ilosci melaniny w naskorku lub w naskoérku 1 skérze wlasciwej oraz jej nierownomiernego
gromadzenia si¢ w melanocytach, co skutkuje zwigkszong liczba melanocytow lub tylko
samych melanosomoéw [76, 77, 78, 79, 80].

Przebarwienia moga mie¢ charakter zaburzen nabytych lub wrodzonych, polegajacych na
nasileniu fizjologicznego zabarwienia skory. Moga by¢ wynikiem zmiany liczby
melanocytow, biochemicznych zaburzen biosyntezy melaniny oraz zaburzen formowania,
dojrzewania i transportu melanosoméw [77]. Przebarwienia skory sa plamami barwnikowymi
o roznej wielkosci i nieregularnym ksztalcie, czgsto niezbyt dobrze odgraniczonymi od

otaczajacej skory [1].
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4.2. Przyczyny powstawania przebarwien skory

Przebarwienia skory powstaja wskutek zaktoconego mechanizmu syntezy melanin oraz
ich nierbwnomiernego rozmieszczenia w skorze. Moga pojawiac si¢ pod wptywem dziatania
czynnikdéw pochodzenia endogennego (np. hormony) i egzogennego (np. kosmetyki,
perfumy, ekspozycja na promieniowanie stoneczne) [81, 82].

Ich powstawanie zwiazane jest ze:

- wzrostem aktywnos$ci melanocytow,

- zwigkszeniem liczby melanocytow,

- zwigkszeniem produkcji melanosomow przez melanocyty,

- natgezonym przekazywaniem melanosomow do keranocytow,

- spadkiem degradacji melaniny przez keranocyty i makrofagi [1].

Wséréd  czynnikow  sprzyjajacych powstawaniu przebarwien skory, najczesciej
wymieniane sa: promieniowanie nadfioletowe UVA i UVB, zmiany hormonalne, choroby
ukladowe, stosowanie lekow, ziot lub kosmetykow, zawierajacych substancje fototoksyczne

lub fotoalergizujace, kontakt z niektorymi metalami, zmiany zapalne oraz urazy mechaniczne.

4.2.1. Promieniowanie nadfioletowe UVA i UVB

Nadmierna ekspozycja na dziatanie promieniowania stonecznego oraz lamp UV stanowi
zagrozenie dla zdrowia ludzkiego. Obecne w promieniowaniu stonecznym promienie UVA
(280-320 nm) i UVB (320-400 nm) moga wykazywa¢ negatywny wpltyw na naskorek oraz
skore wlasciwa. Przyczyniaja si¢ do powstawania rumienia, rozwoju nadwrazliwo$ci na
Swiatlo, nasilenia reakcji immunologicznych, fotostarzenia si¢ skory, a nawet rozwoju
nowotworow skory [83, 84, 85, 86].

Promieniowanie stoneczne przyczynia si¢ do wzmozonej aktywnosci melanocytow
naskorka. Powstajaca w mechanizmie obronnym skory opalenizna jest wynikiem m.in.
szybkiego uwalniania juz istniejacej melaniny, zmian w rozmieszczeniu i transporcie
melanosomow, a takze zwigkszenia ilo$ci melanocytow i nasilonej biosyntezy nowej
melaniny. Dhugotrwata ekspozycja na dziatanie promieniowania stonecznego przyczynia si¢
do uszkodzenia melanocytéw w skdrze i nierbwnomiernego rozmieszczenia melanosoméw
w keratynocytach naskorka, a w konsekwencji do powstawania przebarwien skory [1, 87].

Ponadto przewlekta ekspozycja na dziatanie promieniowania nadfioletowego UVA 1 UVB
jest przyczyna postonecznego starzenia si¢ skory. W jego przebiegu dochodzi do zmian

zarowno w obrgbie naskorka, jak i1 skéry wlasciwej. Zmianom tym towarzysza m.in.:
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nieprawidlowe mitozy w warstwie podstawnej naskorka, obecno$¢ komorek apoptotycznych,
uszkodzenia melanocytdw i naczyn wlosowatych, przerost gruczotéw tojowych, zmniejszenie

ilosci kolagenu i nagromadzenie nieprawidtowych mas elastyny [88].

4.2.2. Zmiany hormonalne i choroby ukladowe

Przebarwienia skory powstaja pod wptywem réznych zmian hormonalnych. Ciaza,
doustna antykoncepcja, hormonalna terapia zast¢pcza, okres menopauzy, zaburzenia
miesigczkowania oraz inne terapie hormonalne moga przyczynia¢ si¢ do wzmozonego ich
powstawania [1, 89, 90].

Obecnos¢ przebarwien skory jest rezultatem takze wielu choréb uktadowych i1 chorob
gruczotow wydzielania wewngtrznego. Najczgsciej wymienia si¢ tu: niewydolno$¢ nerek,
cukrzyce, nadczynno$¢ tarczycy, niedoczynnos¢ nadnerczy, zapalenie przydatkow i choroby
watroby [1].

Liczne przebarwienia skory sa zmianami natury hormonalnej, zwiazanymi z nadprodukcja
hormonéw: ACTH i1 MSH. Sa one charakterystyczne dla choroby Addisona, choroby
Cushinga oraz gruczolaka przysadki. Przebarwienia skory sa rowniez symptomatyczne dla
niektéorych  chorob 1 zespoldéw uwarunkowanych  genetycznie przebiegajacych
z nadwrazliwoscia na stonce, takich jak porfirie, zespot Rothmunda-Thomsona czy zespét
Blooma. Moga powstawac takze w przypadku chorob tkanki tacznej, np. w twardzinie

skornej ograniczonej lub uktadowej czy skornej odmianie tocznia rumieniowatego [76].

4.2.3. Substancje chemiczne o dzialaniu fotoalergizujacym i fototoksycznym obecne

w niektorych lekach, roslinach i kosmetykach oraz metale ci¢zkie

Znaczna grupa zaburzen pigmentacji skory sa przebarwienia polekowe, wywolane
dziataniem niektorych lekéw. Sa one spowodowane stosowaniem lekow o roznej budowie
chemicznej i dziataniu farmakologicznym. Zmiany barwnikowe skory wystepuja najczesciej
po zastosowaniu: pochodnych fenotiazyny (chloropromazyna, stelazyna, trifluperazyna),
trojcyklicznych lekow antydepresyjnych (imipramina, dezypramina, amitryptylina), lekow
przeciwpadaczkowych  (mefenytoina, fenytoina),  antybiotykow tetracyklinowych
(minocyklina, dezoksycyklina), lekdw przeciwzapalnych (paracetamol, salicylany), lekéw
przeciwarytmicznych (amiodaron), lekow przeciwwirusowych (zidowudyna), lekdw
przeciwmalarycznych (chlorochina, hydroksychlorochina) i lekow przeciwnowotworowych

(busufan, bleomycyna, cyklofosfamid) [80, 91].
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Powstawanie przebarwien skory moze by¢ réwniez spowodowane kontaktem z pewnymi
ro$linami 1 wyciagami ro$linnymi. Niektore rosliny zawieraja substancje o wlasciwos$ciach
fototoksycznych (np. psoraleny), ktore moga wywotywaé odczyny skérne. Wsrod roslin tych
wymienia si¢: pierwiosnek kubkowaty (Primula obconica Hance), sumak jadowity (Rhus
toxicodendron L.), pokrzywa zwyczajna (Urtica dioica L.), karczoch zwyczajny (Cynara
scolymus L.), werbena ogrodowa (Werbena hybryda Voss), bluszcz pospolity (Hedera helix
L.), topian lekarski (Arctium lappa L.), rumian rzymski (Anthemis nobilis L.), dziurawiec
zwyczajny (Hypericum perforatum L.), mniszek lekarski (Taraxacum officinale F.H. Wigg.),
ztocien ogrodowy (Chrysanthemum indicum L.), dyptam jesionolistny (Dictamnus albus L.),
barszcz sosnowskiego (Heracleum sosnowskyi Manden.) oraz wiele innych ro$lin ozdobnych
i hodowlanych [92].

Do powstawania przebarwien skory przyczyniaja si¢ takze obecne w perfumach
i kosmetykach substancje fotouczulajace. Wsrod nich najcze$ciej wymienia si¢ olejek
bergamotowy (Bergamottae aetheroleum) pozyskiwany z gatunku Citrus bergamia.
Powstajace przebarwienia skory w obrgbie bocznych powierzchni szyi, karku i dekoltu,
zwane Berloque dermatitis, sa konsekwencja nasilonego procesu melanogenezy, wywolanego
promieniowaniem UV oraz bergaptenem obecnym w olejku bergamotowym [22, 77, 81].

Liczne zwiazki chemiczne, np. leki zawarte w ro$linach i kosmetykach moga zwigkszac
wrazliwo$¢ na $wiatlo oraz dzialaja fotoalergiczne. Mechanizmy te sa odpowiedzia na
szkodliwe dziatanie promieniowania nadfioletowego, gléwnie UVA. Promieniowanie to
przyczynia si¢ do uszkodzenia struktur komorkowych za posrednictwem singletowego tlenu
oraz wolnych rodnikow. Objawia si¢ to m.in. powstawaniem rumienia, pecherzy i kolejnych
przebarwien skory [83].

W skorze moga by¢ osadzane rowniez pewne ilosci jonow metali cigzkich. Przyczyniaja
si¢ one do tworzenia przebarwien o réznych odcieniach koloru niebieskiego i1 szarego. Do
metali cigzkich wywotujacych skorne hiperpigmentacje zalicza sig: srebro, ztoto, zelazo, rtgc,

otéw, bizmut oraz arszenik [91].

4.2.4. Zmiany zapalne

Przebarwienia pozapalne sa patofizjologiczna odpowiedzia skorna na endo- i egzogenne
czynniki zapalne. Wiele chorob skoérnych takich jak: tradzik, atopowe zapalenie skory,
alergiczne kontaktowe zapalenie skory, luszczyca, liszaj plaski, toczen rumieniowaty
uktadowy, twardzina i wiele innych prowadzi do powstawania przebarwien pozapalnych.

Powstaja one w wyniku wzmozone] sekrecji melaniny i jej transportu do keranocytow,
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a takze poprzez znaczacy wzrost liczby melanocytow. Przebarwienia pozapalne powstaja
wskutek stymulacji biosyntezy melaniny poprzez interleuking 1 (IL-1), ktdra pobudza
uwalnianie hormondéw: adrenokortykotropowego (ACTH) i melanotropowego (MSH)
w osrodkowym uktadzie nerwowym oraz wzmaga ekspresje receptora dla MSH na
powierzchni melanocytow. Obszar przebarwien jest ograniczony do miejsc objetych stanem
zapalnym lub wczesniej uszkodzonych. Ustgpuja samoistnie, po dluzszym lub krotszym

czasie, lub po ustaniu czynnika przyczynowego [1, 77, 93, 94].

4.2.5. Urazy mechaniczne

Przebarwienia skory moga powstawaé takze w wyniku urazow mechanicznych.
Najczesciej] wymieniane sa tu: stale ocieranie si¢ skory o czeéci bielizny (np. pasek,

biustonosz), uszkodzenia naskorka oraz miejsca styku z opatrunkiem gipsowym [1].

4.3. Rodzaje przebarwien skory

Zaburzenia pigmentacji skory — przebarwienia, dzielimy, w zalezno$ci od lokalizacji
1 glebokosci umiejscowienia barwnika na:
- naskdrkowe - zwiazane z kumulacja melaniny w naskorku,
- skorne - zwiazane z umiejscowieniem melaniny w warstwie brodawkowej skory
wiasciwej,
- mieszane - posiadajace cechy przebarwien naskorkowych i skornych,
gdzie zwigkszenie zawartosci melaniny jest wynikiem wzrostu liczby melanocytow oraz

nasileniem syntezy melaniny, przebiegajacej bez zmiany ilosci melanocytow [95, 96].

W przypadku zaburzen barwnikowych hiperpigmentacyjnych wykorzystywany jest takze
podziat kliniczny (Tab.6). Wedtug niego przebarwienia dzielone sa na:
- miejscowe - wywotane dziataniem czynnikbw mechanicznych, chemicznych,
fizycznych, zapalnych, a takze lekami 1 hormonami,

- rozsiane - rozwijajace si¢ w przypadku chorob uktadowych [1].

W Kklasyfikacji zaburzen barwnikowych brany jest pod uwage jeszcze jeden podzial,
zalezny od koloru. Wedtug niego przebarwienia dzielimy na:
- brazowe:
- rozsiane, np. hemochromatoza, choroba Wilsona, porfiria, niewydolno$¢ watroby,
choroba Addisona, twardzina uktadowa, choroba Whipple'a,
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- miejscowe, np. piegi, plamy soczewicowate, plamy typu café-au-lait, znamig
melanocytowe, pokrzywka barwnikowa, ostudy, fitotoksyczne zapalenie skory,
przebarwienia pozapalne i polekowe,

- szare lub niebieskie:
- rozsiane, np. hemochromatoza, ochronoza uktadowa,
- miejscowe, np. znamig¢ Oty, plama mongolska, skrobiawica plamista, znamig

biekitne, ochronoza zewnatrzpochodna [79].

Tabela 6. Klasyfikacja zaburzen barwnikowych hiperpigmentacyjnych [96].

Cechy Kliniczne  Przebarwienia miejscowe Przebarwienia rozsiane

naskorkowe melanocytoza®  plamy soczewicowate, zespot Leoparda,
plamy soczewicowate zespot Carneya,
starcze, zespot znamion
plamy soczewicowate dysplastycznych,
ztosliwe,

zespot Peutza-Jeghersa,

melasma

melanoza® melanoza Riehla, porfiria skorna po6zna,
piegi, choroba Addisona
erytromelanosis follicularis  nadczynnos¢ tarczycy,
et colli, niewydolno$¢ nerek,
przebarwienia pozapalne, choroby watroby,
przebarwienia polekowe hemochromatoza

melanocytoza®  znamig Oty,
znamie biekitne,

plama mongolska

a . .
- wzrost liczby melanocytow
- wzrost zawartosci melaniny w naskorku, bez zwigkszanie ilo$ci melanocytow

- dziatanie/funkcjonowanie melanocytéw w skorze whasciwe;.

W praktyce dermatologicznej najcze$ciej spotykanymi przebarwieniami skory sa: piegi
(ephelides), plamy soczewicowate (lentigines), plamy soczewicowate starcze (lentigines

sensilis, lentigines solaris), ostuda (chloasma, melasma), melanoza Riehla (melanosis Riehl),
37



przebarwienia okotoustne (melanosis peribuccalis), przebarwienia pozapalne i przebarwienia

po odczynach fototoksycznych [77, 80].

4.3.1. Krotka charakterystyka najczesciej spotykanych przebarwien skory

4.3.1.1. Piegi (ephelides)

Sa niewielkimi, dyskretnymi, kilkumilimetrowymi plamkami w kolorze ztocistym lub
ciemnobrazowym. Sa ogniskowa hiperpigmenatcja wywotana ekspozycja na promieniowanie
stoneczne, pojawiajaca si¢ 1 znikajaca wraz z porami roku. Piegi sa najczesciej rozsiane,
umiejscowione na odkrytych czesciach ciata, gtéwnie na twarzy. Sa charakterystyczne dla
os6b rudowlosych i z jasna karnacja skory. Pojawiaja si¢ gtownie w dziecinstwie, utrzymuja
si¢ w ciagu catego zycia, ale sa mniej nasilone w starszym wieku. Maja charakter genetyczny.
Dziedziczone sa jako cecha autosomalna dominujaca. Istota tych przebarwien jest miejscowe
zwigkszenie szybko$ci syntezy i iloSci wytwarzanej melaniny, bez zwigkszenia liczby

melanocytow [77, 79, 80, 97, 98].

4.3.1.2. Plamy soczewicowate (lentigines)

Nabyte, ostro odgraniczone przebarwienia, o nieregularnym lub owalnym ksztalcie,
jednolicie zabarwione, w kolorze jasno- lub ciemnobrazowym. Sa wigksze od piegow,
ciemniejsze, nie zwiazane z nastonecznieniem. Pod wplywem stonca ciemnieja, natomiast
podczas zimy ich zabarwienie staje si¢ mniej intensywne. Wystepuja od dziecinstwa, zwykle
na skorze twarzy, szyi, przedramionach oraz w okolicy barku. Ponadto moga by¢ wywotane
ostrymi poparzeniami stonecznymi. Istota tych przebarwien jest zwigkszona liczba
melanocytow, wzmozona synteza i dystrybucja melaniny do naskdrka oraz do chromatoforow
zlokalizowanych w skorze wlasciwej. W obrazie histologicznym obserwowana jest
zwigkszona liczba komorek barwnikowych na potaczeniu skorno-naskérkowym [77, 79, 80,
97, 98].

4.3.1.2.1. Plama soczewicowata starcza (lentigo sensilis, lentigo solaris)

Obserwowana u o0sOb dorostych, najczesciej po 40 roku zycia, w okolicach skory
narazonych na dlugotrwala ekspozycj¢ promieniowania stonecznego, gtownie w okolicy
twarzy, dekoltu, przedramion oraz grzbietow dtoni. Plamy maja zwykle §rednice od kilku mm

do kliku cm i ciemnobrazowe zabarwienie. Ich liczba oraz wielko$¢ ulegaja zwigkszeniu
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w miar¢ uptywu czasu. Istota plam soczewicowatych starczych jest zwigkszenie liczby

i przerost melanocytéw [77, 98].

4.3.1.2.2. Plama soczewicowata zlosliwa (lentigo maligna)

Jest forma wstepna zlosliwego czerniaka skory. Wystepuje u ludzi starszych pod postacia
pojedynczego ogniska, przewaznie na twarzy. Jest nieregularna, czeSciowo ostra, czeSciowo
nieostra ograniczona plama o niejednorodnej pigmentacji. W obrazie histologicznym

obserwuje si¢ §rodnaskorkowe namnazanie nietypowych melanocytow [98].

4.3.1.3. Ostuda (chloasma, melasma)

Nabyte, rozlegte, symetryczne, o nieregularnym ksztalcie, ostro ograniczone plamy bez
oznak zapalenia. Najczesciej w kolorze brazowym lub niebieskim odcieniu, czgsto
centkowane. Zlokalizowane w centralnej czgsci twarzy, na policzkach, nad gérng warga, na
nosie, czole i brodzie. Jest pospolitym przebarwieniem wystgpujacym w obrgbie twarzy.
Dotyczy mezczyzn (w ok. 10% przypadkow), jednak jest problemem dotyczacym gltownie
kobiet, o ciemnym fototypie (ponad 90% przypadkow). Czynnikami wywotujacymi lub
sprzyjajacymi powstawaniu ostudy sa: promieniowanie UV, czynniki genetyczne, ciaza
(chloasma gravidarum), zaburzenia miesiaczkowania, doustne $rodki antykoncepcyjne,
zaburzenia hormonalne, zapalenie przydatkdéw, zaburzenia wewnatrzwydzielnicze (tarczycy,
nadnerczy), choroby watroby, stosowanie kosmetykow  zawierajacych  $rodki
$wiattouczulajace, np. olejek bergamotowy (chloasma cosmeticum), niektdre leki (chloasma
medicamentosum), stan wyniszczenia (chloasma cachecticorum). Zmiany te moga ustgpowacé
samoistnie, np. po porodzie, po zakonczeniu leczenia hormonalnego, po odstawieniu
wywotujacych je lekow. W ogniskach przebarwien obserwuje si¢ zardowno zwigkszenie liczby
melanocytow, jak i podwyzszenia ich aktywno$ci. W obrazie histologicznym obserwowany
jest wzrost melaniny w naskorku, skorze wtasciwej lub obu jednoczes$nie [77, 80, 94, 96, 97,

98, 99, 100].

4.3.1.4. Melanoza Riehla (melanosis Riehl)

Zaburzenia pigmentacyjne nabyte, przyjmujace charakterystyczne siatkowate ksztalty
w obrgbie twarzy i szyi. Poczatkowo sa one koloru czerwonego lub niebiesko-fioletowego,
szybko przyjmuja zabarwienie brunatne. Maja charakter przewlekty. Pojawiaja si¢ u kobiet

w okresie okoto menopauzalnym. Etiologia melanozy Riehl’a pozostaje nie do konca
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okreslona. Moze by¢ ona rezultatem kontaktu ze zwiazkami chemicznymi obecnymi
w kosmetykach, dziataniem promieniowania UV lub niedoboréw witaminowych
i pokarmowych. W obrebie ognisk przebarwienia obserwuje si¢ obrzegk w naskoérku,
wzmozona aktywno$¢ melanocytéw oraz wielowarstwowa blaszke podstawna. Sugeruje sig,
ze czynniki drazniace powoduja obrzek w obrebie naskorka, niszczac naturalna bariere

ochronna skory oraz aktywacj¢ melanocytow I wzrost syntezy melaniny [77, 94].

4.3.1.5. Przebarwienia okoloustne (melanosis peribuccalis)

Brunatno-czerwone przebarwienia ogniskowe, obejmujace pasy skory wokot ust, czasami
bardziej rozlegte, szerzace si¢ na okolice katow zuchwy i skronie. Przebarwienia
o charakterze rozlanym lub o lokalizacji symetrycznej, typowe dla kobiet w §rednim wieku,
pojawiajace si¢ zazwyczaj pod wplywem dziatania promieniowania UV oraz stosowania

kosmetykow zawierajacych zwiazki fotodynamiczne [77].

4.3.1.6. Przebarwienia pozapalne i po odczynach fototoksycznych

Opisano w punkcie 4.2.3. oraz 4.2.4 (str. 34 i 35).

Znacznie rzadzie] wystgpujacym przebarwieniem skornym sa tzw. plamy koloru kawy
z mlekiem (plamy café au lait). Sa odgraniczonymi, nieregularnymi, jednorodnymi,
jasnobrazowymi lub brazowymi plamami, wielkosci od 1,5 do 10 cm. W obrazie
histologicznym to naskorkowe przebarwienie powstaje w wyniku zwigkszenia ilosci
barwnika w warstwie podstawnej, przy normalnej liczbie melanocytéw z olbrzymimi
melanosomami. Plamy café au lait obecne sa zwykle od urodzenia i moga wystepowac
w znaczne] liczbie w zespotach wad rozwojowych, np. w nerwiakowtokniakowatosci

(neurofibromatosis) [79, 98].

4.4. Profilaktyka przebarwien skory

Podstawowa metoda zapobiegawcza powstawania wigkszos$ci przebarwien skory jest
skuteczna ochrona przeciwstoneczna. Obejmuje ona: ograniczenie ekspozycji na
promieniowanie stoneczne, zwlaszcza w okresie najsilniejszego dziatania - pomigdzy godzing
10.00 a 15.00, noszenie odziezy chroniacej ciato 1 okularéow z filtrem przeciwstonecznym,
stosowanie preparatow podwyzszajacych barier¢ ochronna skéry na promieniowanie UV.

Dzigki jej systematycznemu stosowaniu mozliwe jest ograniczenie szkodliwych skutkow
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promieniowania slonecznego, takich jak: zwigkszona czgsto$¢ wystgpowania skornych zmian
nowotworowych, przyspieszenie procesu fotostarzenia si¢ skory oraz uszkodzen DNA [83,
101, 102, 103, 104].

Ze wzgledu na znaczny wzrost zachorowalnos$ci na nowotwory skory rekomenduje si¢
stosowanie preparatow dopasowanych do fototypu skéry, o wysokim wspotczynniku ochrony
przeciwstonecznej (SPF >15) oraz szerokim spektrum ochrony, zaré6wno przed
promieniowaniem UVB, jak i UVA. Zabezpieczenie skory wylacznie przed szkodliwym
wpltywem promieniowania UVB moze okaza¢ si¢ niewystarczajace, gdyz jak wiadomo
promieniowanie UVA odpowiada m.in. za zmiany rownowagi kolagenu w macierzy
zewnatrzkomorkowej skory [104, 105, 106].

Stosowane w kosmetyce substancje promieniochronne (filtry UV) dzielimy ze wzgledu
na zakres absorbowanego promieniowania na filtry UV-A i UV-B oraz filtry
szerokozakresowe UV-A+B. Ponadto filtry grupujemy na naturalne i syntetyczne oraz
organiczne i nieorganiczne [107]. Nowoczesne produkty promieniochronne sa wodoodporne,
nietoksyczne, niedrazniace, wysoce fotostabilne oraz zawieraja zwykle kilka roznych filtrow
UV. W produktach kosmetycznych wykorzystuje si¢ najczgsciej filtry:

- nieorganiczne (fizyczne) — dziataja jak ekrany, posiadaja zdolno$¢ rozpraszania

promieniowania UV, chroniqa skoér¢ przed szkodliwym promieniowaniem UVA
1 UVB, sa substancjami fotostabilnymi, nietoksycznymi, nie powodujacymi
podraznien skory; wsrod najczesciej wykorzystywanych nieorganicznych substancji
promieniochronnych wymienia si¢: tlenek cynku, ditlenek tytanu, tlenki zelaza, kaolin
oraz bentonit [102, 107, 108, 109].

- organiczne (chemiczne) — posiadaja zdolno$¢ selektywnego absorbowania
promieniowania UV, sa substancjami fotostabilnymi, nietoksycznymi, chronia skorg
przed promieniowaniem UVA/UVB, stosowane sa zwykle w postaci mieszanin
filtrow  specyficznych ~ dla  waskich ~ zakreséow  fal ~ promieniowania
elektromagnetycznego:

- UVA —np. pochodne dibezoilometanu, kwasu antranilowego, bezofenony,
- UVB - np. pochodne kwasu 4-metoksycynamonowego, kwasu salicylowego
kwasu 4-aminobenzoesowego oraz kamfory [108, 109, 110].

W  produktach  kosmetycznych  substancje  promieniochronne sa  taczone
z przeciwutleniaczami. Stosowane pojedynczo nie zabezpieczaja skory w 100% przed
negatywnymi  skutkami  promieniowania UVA/UVB. Obecne w kosmetykach

przeciwutleniacze pelnia role m.in. blokerow wtérnych procesow biochemicznych,
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wyzwalanych w wyniku absorpcji promieniowania UV, a tym samym uzupeiniaja dziatanie

ochronne filtrow UV [106].

4.5. Diagnostyka przebarwien skory

Do diagnozowania zmian pigmentacyjnych skory w dermatologii, kosmetologii lekarskiej
1 medycynie estetycznej wykorzystywane sa nieinwazyjne techniki optyczne. Sa one
szybkimi i wygodnymi metodami diagnostycznymi. Rynek dzigki szybkiemu rozwojowi
w dziedzinie diagnostyki optycznej dysponuje coraz to szerszym asortymentem aparatow
do analizy zmian pigmentacyjnych. Na przyktad do oceny poziomu melaniny w miejscu
przebarwienia skoéry stosowane sa roznego typu spektrofotometry (np. Mexametr,
DermaSpectrometr). Rownie chg¢tnie wykorzystywane sa starsze urzadzenia diagnostyczne,
np. lampa z filrem Wood'a. Za jej pomoca mozliwa jest ocena m.in. glgbokosci
przebarwienia skory. W wielu przypadkach diagnostyka zmian skoérnych opiera si¢ na
wykonaniu biopsji fragmentu skory zmienionej chorobowo i analizie histopatologicznej.
Jednym z przeciwwskazan do przeprowadzenia biopsji jest podejrzenie u pacjenta czerniaka

skory. Woweczas wykorzystywana jest rutynowa metoda diagnostyczna - dermatoskopia.

4.5.1. Lampa z filtrem Wood'a

Wynaleziona w roku 1903 przez fizyka Roberta W. Wood’a, w Baltimore. Po raz
pierwszy zastosowana w praktyce dermatologicznej w 1925 roku. Lampa z filtrem Wooda'a
wykorzystywana obecnie w dermatologii, kosmetologii lekarskiej i medycynie estetycznej
przede wszystkim w diagnostyce wybranych chordb skory, m.in. grzybicy, tupiezu pstrego
I rumieniowego, bielactwie oraz chorobach nowotworowych. Ponadto wykorzystuje si¢ ja
w diagnostyce fotodynamicznej, diagnostyce zaburzen metabolizmu porfiryn oraz do analizy
glebokosci skornych zmian pigmentacyjnych [111, 112, 113, 114, 115].

Lampa z filtrem Wood'a emituje dlugofalowe promieniowanie ultrafioletowe (UV),
zwane $wiattem Wood'a, generowane przez wyladowania w parach rtgci o wysokim
ci$nieniu. Znajdujacy si¢ w lampie filtr zbudowany jest z krzemianu baru z dodatkiem 9%
tlenku niklu. Pasmo jego przepuszczalnosci wynosi od 320 do 400 nm i osiaga maksymalna
warto$¢ przy dhugosci fali 365 nm [111, 112].

Diagnoza za pomoca lampy z filtrem Wood'a oparta jest na zjawisku fluorescencji.
Melanina obecna w naskoérku i1 skorze wlasciwej pochtaniania emitowane przez lampg

promieniowanie nadfioletowe, a fluorescencja tkanki obserwowana jest gtownie dzigki
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obecnosci kolagenu, aminokwaséw aromatycznych, sktadnikow elastyny, prekursoréw
i produktow rozpadu melaniny, a takze dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NAD).
W normalnych warunkach fluorescencja skory jest bardzo staba, a jej spektrum moze ulegaé
zmianie pod wptywem dlugotrwalej ekspozycji na dziatanie promieniowania slonecznego
[111,112].

W celu uniknigcia ryzyka btednej diagnozy podczas badania nalezy pamigta¢ o kilku
podstawowych zasadach. Badanie nalezy przeprowadza¢ za pomoca rozgrzanej lampy,
w zaciemnionym pomieszczeniu, po uprzednim oczyszczeniu skéry pacjenta z wszelkich
pozostatosci kosmetykow 1 detergentow [111].

Lampa z filtrem Wood'a wykorzystywana jest do okreslania potozenia melaniny
w skorze. W jej swietle tatwo obserwowane sa wszelkie zmiany pigmentacji naskorka,
podczas gdy zmiany barwnikowe skory wlasciwej sa znacznie mniej wyrazne. Diagnoza
zmian pigmentacyjnych za pomoca lampy z filtrem Wood'a jest takze utrudniona u o0sob
z jasna karnacja (fototyp I) oraz u 0sob z ciemnym fototypem skory (V, VI). W swietle lampy
z filtrem Wood’'a wszelkie zmiany hipopigmentacyjne lub depigmentacyjne daja niebiesko-

biata fluorescencjg [111].
4.5.2. Mexametr®

Jest aparatem diagnostycznym wykorzystywanym w kosmetologii do okreslania barwy
skory. Dzigki niemu mozliwy jest nie tylko pomiar zawarto$ci melaniny w skorze, ale takze
pomiar ilosci hemoglobiny w rumieniu powstalym w wyniku podraznienia skory przez
promieniowanie stoneczne.

Mexametr® jest aparatem emitujacym za pomoca szesnastu diod $wiatlo, o trzech
specyficznych dhlugosciach fal: zielone (568 nm), czerwone (660 nm) i1 podczerwone
(870 nm). Jednorazowo badaniu moze by¢ poddawany obszar skory o Srednicy 5 mm
(powierzchni 0,20 cm?). Powierzchnia glowicy aparatu wynosi 1,54 cm? i wywiera nacisk na
badana skore o sile 91 g/cm? [116].

Mexametr® jest aparatem bazujacym na zasadzie absorpcji/refleksji. Za pomoca
fotodetektora dokonywane sa pomiary $wiatta odbijanego przez skorg. W zwiazku z tym,
ze 1lo$¢ emitowanego przez aparat $wiatla jest mierzalna, mozliwe jest obliczenie ilosci
swiatla wchtonigtego przez skoérg. Wskaznik poziomu zawarto$ci melaniny w skorze
okreslany jest na podstawie pomiaru $wiatla pochlonigtego i odbitego w zakresie dwoch
dhugosci fal: 660 i 880 nm. Natomiast poziom rumienia mierzony jest w zakresie 568 i 660

nm. Rezultat pomiaru widoczny jest natychmiast w postaci indeksu liczbowego [116].
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Podczas badania urzadzeniem Mexametr® nalezy pamigta¢ o tym, aby skéra pacjenta
bylta sucha i czysta oraz aby pomiary wykonywane byty w zblizonych warunkach wilgotnosci
wzglednej 1 temperatury oraz aby nie przeprowadza¢ ich w bezposrednim S$wietle
stonecznym lub §wietle lampy.

Aparat Mexametr® jest urzadzeniem wystarczajaco czutym, aby wykrywac¢ nawet
najmniejsze réznice w kolorycie skory, dlatego tez jest bardzo chetnie wykorzystywany do

badan diagnostycznych w kosmetologii [117].
4.5.3. DermaSpectrometr®

Aparat o podobnej funkcji i mechanizmie dziatania co Mexametr®. Diody tego aparatu
emituja $wiatto o dwoch dlugosciach fal: zielone (568 nm) i czerwone (655 nm).
Jednorazowo badaniu poddawany jest obszar skoéry o $rednicy 6 mm (powierzchni 0,28 cm?).
Powierzchnia glowicy aparatu wynosi 3,46 cm?® i wywiera nacisk na badany fragment skory
o sile 158 g/cm? [116].

Identycznie jak w aparacie Mexametr® pomiar $wiatta odbitego przez skor¢ mierzony jest
za pomoca fotodetektora. Podobnie na podstawie pomiaru swiatla pochtonigtego 1 odbitego
przez skorg okreslana jest zawarto$¢ zard6wno melaniny jak 1 hemoglobiny, odpowiednio

w zakresie dlugos$ci fal dla §wiatta zielonego (568 nm) i czerwonego (655 nm) [116].

4.5.4. Chromametr®

Jest kompaktowym kolorymetrem wykorzystywanym do pomiaru zawarto$ci melaniny
w skorze. Analiza oparta jest na pomiarze promieni emitowanych przez lampe ksenonowa
1 promieni odbitych od powierzchni skory, w zakresie dtugosci fal: 450 nm (niebieska),
560 nm (zielona) i 600 nm (czerwona). Zabarwienie badanej skoéry okreslane jest na
podstawie wartosci liczbowej kontrastu pomigdzy skora zdrowa a skora ze zmiana
barwnikowa. Urzadzenie wykorzystuje system pomiarowy kolorow L* a* b* okreslony przez
CIE (Commission Internationale de I’Eclairage). Kolor wyrazany jest w trojwymiarowym
uktadzie wspotrzednych, gdzie o§ L* wyraza jasnos¢ koloru, od catkowicie czarnego (L*=0)
do catkowicie bialego (L*=100), o§ a* przedstawia udziat barwy zielonej i czerwonej, a 0§ b*
z6ltej 1 niebieskiej. Przyjmuje sig, ze odcienie koloru zielonego i niebieskiego maja wartos§¢
ujemna (-60), a czerwonego i zOltego wartos¢ dodatnia (+60) [116, 118, 119].

Jednorazowo badaniu moze by¢ poddawany obszar skéry o §rednicy 8 mm (powierzchni

0,50 cm?). Powierzchnia glowicy aparatu wynosi 1,77 cm? i wywiera nacisk na badang skore
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o wartoéci 91 g/em®. Za pomoca pojedynczego pomiaru aparatem Chromametr® mozliwa

jest doktadna analiza barwy skory [116].
4.5.5. Dermatoskopia (dermoskopia, mikroskopia epiluminescencyjna)

Jest nieinwazyjna metoda badawcza, umozliwiajaca diagnostyke réznicowa skoérnych
zmian barwnikowych oraz czerniaka. Stosuje si¢ ja w celu odroznienia zmian
melanocytowych od naczyniowych, raka podstawnokomorkowego oraz widkniaka skérnego,
a takze w celu odroznienia znamion dysplastycznych lub atypowych znamion
melanocytowych od czerniakéw. Dermatoskopia jest prosta i szybka technika optyczna
pozwalajaca na ocen¢ powierzchownych warstw skory, uwidaczniajaca zmiany
morfologiczne rozmieszczenia pigmentu w obrgbie zmian barwnikowych [120, 121].

Tworca dermatoskopii byl Johann Saphier (1920 r.). Technike ta wykorzystal po raz
pierwszy Goldmann do analizy melanocytowych zmian skornych, dermatoz oraz guzéw
w 1951 roku. Pod koniec lat 80-tych wykazano jej niezwykla przydatnos¢ kliniczna. Obecnie
dermatoskopia jest jedna 2z czeSciej wykorzystywanych metod diagnostycznych
w dermatologii. Dzigki niej mozliwa jest obserwacja zmian w obrgbie naskorka, granicy
skorno — naskorkowej, warstwy brodawkowatej oraz gornych powlok warstwy
siateczkowatej skory. Obraz uzyskiwany jest po zastosowaniu immersji, dzieki uzyciu
ptynéw immersyjnych pozwalajacych zminimalizowa¢ efekt odbijania, rozpraszania
1 pochtaniania promieni §wietlnych przez badang tkanke [120, 122].

Istota badania dermatoskopowego jest rozpoznanie charakterystycznych elementow
strukturalnych, takich jak: obraz siatki pigmentu, kolor, obecno$¢ 1 rozmieszczenie smug
galazkowatych, punkty barwnikowe, kropki. Klasyfikacja zmian barwnikowych skory oparta
jest na tzw. regule ABCD, gdzie ocenie poddawane sa takie parametry jak: asymetria, brzeg,
kolor i zréznicowanie struktury. Kazdy z nich jest przemnazany przez odpowiedni
wspotczynnik, tak aby ostatecznie otrzymaé catkowity wynik oceny dermatoskopowej - TDS

(total dermatoscopy score) [122, 123, 124].
TDS = asymetria x 1,3 + brzeg x 0,1 + kolor x 0,5 + komponenty strukturalne x 0,5.

W celu oceny zmian barwnikowych wykorzystywana jest takze skala 7 FFM (7 features
of melanoma). Jest ona czgsto stosowanym algorytmem rozpoznawczym we wspdiczesnej
dermatologii. Na liscie 7 punktow jej oceny znajduja si¢: atypowa siatka barwnika i uktad
naczyn, bialo-niebieskie zamglenie oraz nieregularne smugi, punkty, ciatka barwnikowe,

plamy i ogniska zaniku [122, 123].
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Ocena znamion barwnikowych odbywa si¢ przy uzyciu dermatoskopu recznego lub
cyfrowego. Wideodermoskop posiada znacznie wigksze mozliwosci powigkszenia obrazu
anizeli dermatoskop regczny, a ponadto opcje rejestracji i przechowywania wynikéw badan.
Pozwala to na poréwnywanie skornych zmian u pacjenta na przestrzeni dtugiego okresu

czasu [122].

4.6. Leczenie przebarwien skory

W terapii zaburzen pigmentacyjnych skory wykorzystywane sg liczne substancje czynne,
przyczyniajace si¢ do hamowania wieloetapowego procesu tworzenia melaniny i rozjasnienia
miejsc objetych hiperpigmentacja. Zmiany barwnikowe skory moga by¢ rdwniez usuwane
W sposOb mechaniczny, za posrednictwem rozmaitych technik inwazyjnych. Wybor
odpowiedniej] metody terapeutycznej uzalezniony jest m.in. od rozlegtosci, lokalizacji,
glebokosci 1 przyczyny powstania przebarwienia skoéry. Zabiegi terapeutyczne, jak
I substancje wybiclajace, moga by¢ stosowane pojedynczo lub w terapii taczonej, jednakze
w celu uzyskania pozadanego efektu terapeutycznego zaleca si¢ stosowanie terapii

skojarzonej.

4.6.1. Substancje czynne wykorzystywane w zaburzeniach pigmentacji

Kosmetologia  dysponuje  szerokim  asortymentem  substancji  rozjasniajacych
przebarwienia skory. Substancje te testowane sa w licznych badaniach in vivo i in vitro.
Ocenie poddawane sa nie tylko skuteczno$¢, ale takze potencjalne ich zastosowanie
w produktach kosmetycznych, przeznaczonych do pielggnacji cery z zaburzeniami
barwnikowymi. Substancje rozjasniajace wykazuja si¢ szerokim spektrum dziatania.
Odpowiedzialne sa za hamowanie réznych etapéw syntezy melaniny. Sklasyfikowano je
w kilka kategorii, wedlug mechanizméw dziatania (Tab.7).

Wyciagi roslinne sa bogatym zZrdédlem substancji biologicznie czynnych, posiadajacych
lepsze wlasciwosci wybielajace, w porownaniu z kwasem kojowym, hydrochinonem czy
arbutyna [125]. Wsréd wyciagow roslinnych, ktorym przypisuje si¢ wlasciwosci rozjasniajace
najczesciej wymieniane sa ekstrakty z:

- liScia macznicy (Uvae ursi folium extractum),

- liscia borowki brusznicy (Vitis idaeae folium extractum),

- liscia aloesu drzewiastego (Aloe arborescens extractum),

- korzenia lukrecji (Liquiritiae radix extractum),

- korzenia zen-szenia (Ginseng radix extractum),
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- koszyczkow rumianku (Chamomillae anthodium extractum),

- ziela krwawnika (Millefolii herba extractum),

- owocow morwy (Mori fructus extractum),

- Kkory brzozy (Betulae cortex extractum),

- korzenia tarczycy bajkalskiej (Scutellariae radix extractum),

- liscia herbaty zielonej (Camelliae sinensis folium extractum).

Tabela 7. Klasyfikacja substancji rozjasniajacych [126, 127].

przed synteza melaniny
= transkrypcja tyrozynazy

podczas syntezy melaniny
= hamowanie tyrozynazy

hamowanie peroksydazy

redukcja produktow barwnych

wychwytywanie wolnych

rodnikow towarzyszacych

melanogenezie

po syntezie melaniny
= rozpad tyrozynazy

=  hamowanie transferu

melanosomow

= dziatanie keratolityczne

Nazwa substancji rozjasniajacej

tretynoina

arbutyna, aloesyna, galangina, glabrydyna,
hesperydyna, hydrochinon, kwasy: azelainowy,
elagowy, ferulowy, galusowy, kojowy, kumarowy
oraz kwercetyna i rezweratrol

fenole, katechole

kwas askorbowy, hydrokumaryny, palmitynian
askorbylu

glabrydyna, hydrokumaryny, kwas askorbowy,

palmitynian askorbylu,c-tokoferol

kwas linolowy, kwas o - linolenowy

amid kwasu nikotynowego, ekstrakt z nasion soi,
neoglikoproteiny, pektyny

kwasy: glikolowy, linolenowy, mlekowy, retinowy
i likwirytyna
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4.6.1.1. Aloesyna

2-acetonylo-8-B-D-glukopiranozylo-7-hydroksy-5-metylochromon jest zwigzkiem
pozyskiwanym z liSci aloesu (Aloe sp.). Moduluje syntez¢ melaniny poprzez kompetencyjne
hamowanie aktywnosci tyrozynazy ludzkiej, mysiej oraz z grzybow. Badania wykazaly, ze
aloesyna w zaleznos$ci od st¢zenia hamuje zaréwno hydroksylacje tyrozyny, jak i1 utlenianie
DOPA (3,4-dihydroksyfenyloalaniny).  Zastosowana w dawce 50 i 100 mg/g obniza
odpowiednio 0 25 i 40% syntez¢ melaniny wywotanej dzialaniem promieniowania UV [125,
128, 129, 130, 131]. Udowodniono, ze wspolnie z arbutyna na drodze synergistycznego
dziatania hamuje aktywnos$¢ tyrozynazy ludzkiej oraz tyrozynazy pochodzacej z grzybow

(opis mechanizmu w punkcie 3.4, str. 21).
4.6.1.2. Amid kwasu nikotynowego (niacynamid)

Amidowa posta¢ witaminy Bs, odpowiedzialna za hamowanie transportu melanosoméw
z melanocytow do keranocytow naskorka. Udowodniono, ze stosowany w stgzeniu 5%
blokuje transfer melanosoméw o0 35-68%, zmniejsza przebarwienia skory, prowadzac do

znacznego ich rozjasnienia, zaledwie po 4 tygodniach stosowania [57, 64, 125, 127, 132, 133,

134].
4.6.1.3. Arbutyna

Mechanizm wybielajacy arbutyny opisano w punkcie 3.4 niniejszej pracy (str.21).
4.6.1.4. Emblica

Substancja czynna wyizolowana z ziela ,,garbnikowego” (Phyllanthus emblica), gatunku
drzewa pochodzacego z Azji. Jest zwiazkiem hamujacym aktywno$¢ tyrozynazy poprzez
chelatowanie atomow zelaza oraz miedzi, Kluczowych kofaktorow enzymu. Wykazuje
wlasciwos$ci rozjasniajace przebarwienia skory wywotane dzialaniem promieniowania UV,

w stezeniu 1% [64].
4.6.1.5. Glabrydyna

Izowflawan - sktadnik czynny frakcji hydrofobowej wyciagu z korzenia lukrecji
(Liquiritiae radix extractum) wykazuje wlasciwosci przeciwzapalne. Odpowiada za
hamowanie aktywno$ci tyrozynazy w kulturach mysich komdrek melanoma B16, w stgzeniu

od 0,1 do 1,0 pg/ml, nie wykazujac przy tym wptywu na syntez¢ DNA. Stosowana w st¢zeniu
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0,5% zmniejsza pigmentacje wywolana promieniami UVB. Jest zwiazkiem rozjasniajacym
zmiany barwnikowe skuteczniej, anizeli hydrochinon. W poréwnaniu z wyciagiem z korzenia

lukrecji dziata natomiast mniej efektywnie [125, 127, 135, 136].
4.6.1.6. Hesperydyna

Falwonoid: 7-rutynozyd hespertyny, wystepujacy w owocni pomaranczy (Citrus
aurantium) oraz lisciach migty pieprzowej (Mentha piperita). Moduluje syntez¢ melaniny
poprzez hamowanie aktywnos$ci tyrozynazy ludzkich melanocytéw oraz mysich kultur
komodrek melanoma B16, nie wykazujac przy tym wilasciwosci cytotoksycznych. Ponadto
chroni fibroblasty 1 keratynocyty przed szkodliwym dziataniem promieniowania UVA [125,
137].

4.6.1.7. Hydrochinon (1,4-dihydroksybenzen)

Zwiazek fenolowy bedacy jedna z najbardziej efektywnych czasteczek w leczeniu
zaburzen pigmentacyjnych skory. Moduluje syntez¢ melaniny poprzez hamowanie
aktywnos$ci tyrozynazy w mechanizmie inhibicji kompetencyjnej [138, 139, 140]. Stosowanie
hydrochinonu budzi jednak w ostatnich latach sporo kontrowersji [3, 141]. Istnieja
doniesienia na temat jego cytotoksycznego wplywu na melanocyty oraz hamujacego
oddziatywania na syntez¢ DNA 1 RNA [142]. Badania toksykologiczne z udziatem zwierzat
sugeruja, ze moze on posiada¢ wlasciwosci kancerogenne 1 fetotoksyczne. Jak dotad wyniki
tych badan nie znalazty potwierdzenia w testach z udzialem ludzi. Pomimo tego ograniczono
znacznie jego zastosowanie jako sktadnika preparatéw kosmetycznych [94, 138]. Wykazano,
ze w wyzszych stezeniach (> 5%) dziata drazniaco na skorg, powoduje kontaktowe zapalenia
skory, wybiela zdrowe fragmenty skoéry oraz jest przyczyna egzogennej ochronozy [4, 136,
143, 144, 145]. Stosowany zwykle w stezeniach 2-5%, przynosi efekty terapeutyczne juz po
5-7 tygodniach od momentu rozpoczgcia leczenia [132]. Ze wzgledu na mata trwatos¢
hydrochinonu oraz jego staba penetracj¢ przez naskorek wykorzystuje si¢ go najczgsciej W
terapii przebarwien skory w potaczeniu ze steroidami, retinoidami lub kwasem glikolowym

[132].
4.6.1.8. Hydroksykwasy

Sa kwasami organicznymi wykorzystywanymi powszechnie w kosmetyce, zarowno jako
srodki ztluszczajace (peeling chemiczny) i sktadniki wyrobow kosmetycznych. Mechanizm

ich dziatania opiera si¢ na normalizacji procesu keratynizacji i zmniejszenia adhezji
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keranocytow. Pelnia funkcje¢ promotoréw przejscia naskorkowego. Stosowane pojedynczo lub

w potaczeniu z innymi §rodkami wybielajacymi, np. hydrochinonem czy kwasem kojowym

[77, 146, 147]. Najczesciej uzywanymi hydroksykwasami sa:

kwas glikolowy: a-hydroksykwas, wystepujacy z trzcinie cukrowej (Saccharum
officinarum L.), uniwersalny $rodek zhluszczajacy, stosowany w stezeniu 20-70%,
w leczeniu zmian barwnikowych takich jak przebarwienia pozapalne, melasma
1 plamy soczewicowate [148]. Wyniki badan dowodza, ze odgrywa on kluczowa rolg
w procesie ztuszczania keranocytow barwnikowych oraz przyczynia si¢ do wzrostu
zawarto$ci kolagenu i substancji Sluzowych w skorze [64, 149]. Rozjasniajacy
mechanizm jego dziatania wiaze si¢ m.in. ze wzmozonym obrotem naskérkowym,
a takze modulacja syntezy melaniny poprzez hamowanie aktywnosci tyrozynazy
[150]. Kwas glikolowy moze by¢ stosowany w pojedynke lub w potaczeniu z innymi
zwiazkami rozjasniajacymi (np. hydrochinonem, kwasem mlekowym) [150, 151];
kwas mlekowy: wystepujacy w kwasnym mleku a-hydroksykwas, o podobnym do
kwasu glikolowego mechanizmie dziatania. Zastosowany w stezeniu 5-20% niszczy
polaczenia pomigdzy korneocytami powodujac intensywne zhluszczanie naskorka.
Z przeprowadzonych dotad badan wynika, ze w stgzeniu 5% odpowiada za zmiany
wytacznie w obrgbie naskdrka, podczas gdy w stgzeniu 12%, zaré6wno za zmiany
w obre¢bie naskorka, jak 1 skory whasciwej [152];

kwas salicylowy: kwas ortohydroksybenzoesowy, B-hydroksykwas, w stezeniu 3-5%
stosowany jako czynnik zwigkszajacy penetracj¢ innych zwiazkoéw czynnych.
Wykorzystywany zwykle w terapii faczonej, ze wzgledu na slabe wlasciwosci
zhuszczajace [148]. Z licznych badan wynika, iz w stezeniu 20-30% jest skuteczny
w leczeniu m.in. ostudy, tradziku pospolitego i przebarwien pozapalnych u pacjentow
z Vi VI fototypem skory [153].

4.6.1.9. Kortykosteroidy

Grupa lekow o udokumentowanych wlasciwosciach wybielajacych, lecz nie wyjasnionym

mechanizmie hamowania syntezy melaniny [127]. Kortykosteroidy, np. hydrokortyzon,

triamcinolon, betametazon, deksametazon sa stosowane w leczeniu przebarwien skornych

najczesciej w potaczeniu z innymi substancjami rozjasniajacymi. Pozwala to na zwigkszenie

efektywnosci ich dziatania oraz obnizenie ryzyka wystapienia dziatan niepozadanych [127].
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4.6.1.10. Kwas askorbowy i jego pochodne

Hamuja syntezg melaniny poprzez oddzialywanie z jonami miedzi w miejscu aktywnym
tyrozynazy, prowadzac tym samym do zmniejszenia aktywnosci enzymu. Poczatkowo
stosowany wytacznie w polaczeniu z ekstraktem z soi lub lukrecji [3]. Pozniejsze badania
udowodnity, ze w stezeniu 5% wykazuje silne wiasciwosci rozjasniajace i moze by¢
wykorzystywany rowniez w monoterapii [154]. Kwas askorbowy jest malo trwaly
w roztworach wodnych, dlatego tez w terapii przebarwien skory wykorzystywany jest
glownie jako - fosforan askorbylu magnezowego (MAP), chroniacy skore przed dziataniem

promieniowania UVB [132].
4.6.1.11. Kwas azelainowy

Jest kwasem dikarboksylowym, wyizolowanym z drozdzaka Pityrosporum ovale.
Z przeprowadzonych badan in vitro wynika, ze hamuje kompetencyjnie aktywno$é
tyrozynazy, kilku mitochondrialnych oksydoreduktaz oraz syntezg¢ DNA. Wplywa
antyproliferacyjnie i cytotoksycznie na melanocyty [94, 127, 142]. Stosowany w stezeniu
20% wykazuje bardzo dobre efekty terapeutyczne u pacjentow z ostuda i1 pozapalnymi
zmianami barwikowymi, wywotanymi tradzikiem oraz chorobami charakterystycznymi dla
zwigkszonej ilosci melanocytow [136, 155]. Wyniki badan potwierdzaja, ze 20% kwas
azelainowy jest rdwnie skuteczny w leczeniu ostudy jak 4% hydrochinon [156], natomiast
w poréwnaniu z 2% hydrochinonem, wykazuje znacznie lepsze efekty terapeutyczne [157].
Stosowany w potaczeniu z 0,05% tretynoina lub 15-20% kwasem glikolowym posiada

wysoka skuteczno$¢ w usuwaniu przebarwien skory [132].
4.6.1.12. Kwas kojowy

(5-hydroksy-2-hydroksymetylo-4-piron), jest naturalnym zwiazkiem hydrofilowym,
produkowanym przez gatunki rodzaju Acetobacter, Aspergillus i Penicillium. Hamuje
aktywnos$¢ tyrozynazy poprzez wigzanie jonéw miedzi w miejscu aktywnym enzymu oraz
wykazuje wtasciwosci antyoksydacyjne [158]. Stosowany jest czgsto u pacjentow
nietolerujacych hydrochinonu lub innych terapii. Udowodniono, Ze blokuje syntez¢ melaniny
w stezeniu od 1 do 4% [64, 132]. Wyniki badan potwierdzaja, ze 2% kwas kojowy,
w potaczeniu z 2% hydrochinonem, jest znacznie bardziej efektywny w usuwaniu zmian
barwnikowych, anizeli 10% kwas glikolowy, w polaczeniu z 2% hydrochinonem [159].
Wykazano, ze kwas kojowy moze wywotywaé rumien i stany zapalne skory [160],
a w niektorych przypadkach dziata¢ nawet mutagennie [3, 127].
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4.6.1.13. Kwas linolowy i kwas a-liponowy

Kwasy tluszczowe odpowiedzialne za rozjasnianie przebarwien skory wywotanych
dzialaniem promieniowania UV. W badaniach wykazano, ze moduluja melanogenezg m.in.
poprzez nasilenie proteolitycznej degradacji tyrozynazy oraz zwigkszenie obrotu
naskorkowego warstwy rogowej skory, nie wplywajac cytotoksycznie na melanocyty [127,
161, 162, 163].

4.6.1.14. Kwas retinowy (tretynoina)

Jest zwiazkiem redukujacym zmiany pigmentacyjne skory. Hamuje transkrypcje
tyrozynazy, normalizuje proces dojrzewania 1 roéznicowania keranocytow oraz nasila
zluszczanie si¢ korneocytow. Zastosowany w stezeniu 0,05-0,1% wykazuje skutecznos¢
w usuwaniu pozapalnych zmian pigmentacyjnych, plam soczewicowatych oraz ostudy.
W poréwnaniu z innymi zwiazkami fenolowymi, np. z hydrochinonem dziata jednak znacznie
wolniej [132, 164, 165, 166, 167]. W celu poprawy skutecznosci tretynoiny taczy sig¢ ja
z hydrochinonem lub innymi substancjami wybielajacymi, np. kortykosteroidami [136].
Najczesciej spotykanymi dziataniami niepozadanymi podczas terapii tretynoina sa: rumien,

swiad, ztuszczanie oraz sucho$¢ skory [3, 132].
4.6.1.15. Mekwinol

4-hydroksyanizol, pochodna hydrochinonu posiadajaca wlasciwosci wybielajace.
Odpowiada za niszczenie komorek barwnikowych poprzez wytwarzanie chinonéw -
zwiazkow wysoce cytotoksycznych dla melanocytéw. Stosowany w stezeniu 2%,

w potaczeniu z 0,01% tretynoing, w terapii plam soczewicowatych [3, 64, 127, 132].
4.6.1.16. Melatonina

Jest hormonem wydzielanym przez szyszynke¢ w odpowiedzi na §wiatlo stoneczne [168].
W badaniach in vitro wykazano, ze hamuje melanogenezg w sposob zalezny od dawki. Nie
potwierdzono natomiast, aby wplywata na aktywnos¢ tyrozynazy. Sugeruje si¢, ze moze by¢
odpowiedzialna za hamowanie procesoOw zaleznych od cAMP (cyklicznego 3'-5'-

adenozynomonofosforanu) w komorkach barwnikowych [64].
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4.6.1.17. N-acetyl-4-cysteaminofenol (NCAP)

Analog tyrozyny, odpowiedzialny za modulowanie syntezy melaniny poprzez hamowanie
aktywnos$ci tyrozynazy. Jest zwiazkiem fenolowym bardziej trwatym i mniej drazniacym,
w poroéwnaniu z hydrochinonem. Zastosowany w st¢zeniu 4% wykazuje silne wlasciwosci
wybielajace. Rozjasniajacy mechanizm dziatania NCAP zwiazany jest ze zmniejszeniem
liczby melanocytow 1 obnizeniem liczby melanosomoéw przekazywanych w obregbie jednostki

melanocytarnej [64, 96, 132, 169].

4.6.2. Metody zabiegowe w leczeniu przebarwien skory

W leczeniu przebarwien skory stosowane sa rozmaite techniki zabiegowe. Najczgsciej
wykorzystywane sa nieinwazyjne zabiegi, jak np. mikrodermabrazja czy peelingi,
powodujace poprawe stanu naskorka, a takze skory wlasciwej. Zabiegom tym towarzyszy
zwykle ztuszczanie powierzchownych warstw naskorka.

Wsrdd stosowanych metod zabiegowych wymienia si¢ najczg$ciej: peelingi chemiczne,

mikrodermabrazj¢, krioterapig, laseroterapi¢ i terapi¢ fotodynamiczna [77].
4.6.2.1. Peeling chemiczny

Zastosowany w praktyce dermatologicznej po raz pierwszy pod koniec XIX wieku (P.G.
Unna, 1882) [170]. Polega na kontrolowanym uszkodzeniu skory, prowadzacym do wymiany
czesci lub caloSci naskérka oraz zapoczatkowaniu procesu przebudowy kolagenu.
Wykorzystywany zwykle w usuwania objawoéw uszkodzenia postonecznego, zaburzen
barwnikowych, zmarszczek oraz zbliznowacen [171].

W zaleznosci od glebokos$ci zranienia wytworzonego przez peeling dzielimy go na:

- peeling powierzchowny (uszkodzenie wylacznie warstwy naskorka),

- peeling $redniej glgbokosci (uszkodzenie naskorka i warstwy brodawkowatej skory

wlasciwej),

- peeling gleboki (uszkodzenie az do poziomu warstwy siateczkowatej skory wtasciwe;j)

[149, 172, 173, 174].

Peeling chemiczny nie wywotuje wigkszych powiktan. Pojawiajace si¢ skutki uboczne
takie jak pieczenie skory, rumien czy obrze¢ki wokot oczu maja charakter przemijajacy 1 nie
wymagaja dodatkowego postgpowania medycznego. Zabiegi te wykonywane sa zwykle
w seriach (4 — 6 zabiegébw), w okresic zmniejszonego nastonecznienia (jesienia, zima
1 wiosng), $rednio co 2, 3 lub 4 tygodnie. U 0s6b z tendencja do przebarwien skoéry unika sig

wykonywania tego typu zabiegdw miedzy majem a wrzesniem. Peeling chemiczny wymaga
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zwykle wczedniejszego przygotowania pacjenta. W zaleznos$ci od rodzaju stosowanego
peelingu zalecana jest terapia wstgpna preparatami m.in. z kwasem pirogronowym,
glikolowym, migdatowym, azelainowym lub retinowym, na minimum dwa tygodnie przed
planowanym zabiegiem. Poprzedzajacy zabieg okres leczenia wstepnego pozwala na
wilasciwe przygotowanie skory pacjenta do peelingu i zmniejszenia grubosci naskorka.
Dobrze zaplanowane i przeprowadzone leczenie poprzedzajace zwigksza u pacjenta przyszte
korzy$ci z wykonanego zabiegu oraz zmniejsza ryzyko wystapienia hiperpigmentacji
pozapalnej [149, 170].

Najczescie] wykorzystywanymi substancjami w peelingu chemicznym sa:

- pojedyncze substancje peelingujace tj. kwas trichlorooctowy (TCA), mlekowy,

glikolowy, migdatowy, salicylowy, pirogronowy;

- skladniki peelingdw ztozonych jak np. arbutyna, rezorcynol, arginina, retinol, kwas

retinowy, azelainowy, fitowy, askorbowy, tioglikolowy [170, 171].

Peeling chemiczny jest jedna z najskuteczniejszych metod leczenia przebarwien skory.
Dzigki chemicznemu uszkodzeniu naskorka mozliwe jest skuteczne oddzielenie i ztuszczenie
wielu warstw komorek, a w konsekwencji efektywne dziatanie preparatow rozjasniajacych,
hamujacych produkcjg melaniny [170]. W leczeniu przebarwien zaleca si¢ taczenie peelingu
chemicznego z zewngtrznymi preparatami rozjasniajacymi oraz preparatami blokujacymi
promieniowanie stoneczne [149].

Najskuteczniejszym znanym zabiegiem wybielajacym jest peeling ztozony - Cosmelan.
Zawiera on czynniki rozjasniajace o malym dziataniu drazniacym i silnym dzialaniu
hamujacym syntez¢ melaniny (kwas kojowy, fitowy, askorbowy, palmitynian retinylu,
arbutyna). Cosmelan jest skuteczna terapia odpowiednia dla kazdego fototypu skory,
pozwalajaca na usunigcie zmian barwnikowych o rdznej etiologii, w okresie 2-3 miesigcy.
Dodatkowym atutem zabiegu Cosmelan jest takze ogolna poprawa wygladu skory, regulacja
wydzielania loju, zwgzenie pordéw i stymulacja odnowy kolagenu [170].

Peeling chemiczny stosowany jest w terapii skojarzonej, w potaczeniu z innymi
zabiegami wykorzystywanymi w leczeniu przebarwien skory takimi jak: dermabrazja,

mikrodermabrazja, laseroterapia i dermasanding [149, 175].

4.6.2.2. Mikrodermabrazja

Prosty, niecinwazyjny zabieg polegajacy na mechanicznym usuwaniu powierzchownych
warstw naskorka, najczesciej warstwy rogowej, w ktorym wykorzystuje si¢ krysztaty trace
tj. tlenek glinu, chlorek sodu czy tlenek magnezu [176]. Zastosowano go po raz pierwszy

we Wiloszech w 1985 roku (Marini, Lo Brutto) [177]. Zabieg pozwala na uzyskanie dobrych
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efektow terapeutycznych w usuwaniu m.in. objawow fotostarzenia si¢ skory,
powierzchownych przebarwien skory, zaskérnikow, blizn potradzikowych oraz korekcji
drobnych nieréwnos$ci naskorka [178, 179, 180]. Stanowi doskonala alternatywe, a takze
uzupetnienie dla powierzchownych peelingdbw chemicznych 1 nieinwazyjnych metod
laserowych [181]. Jest doskonalym zabiegiem przygotowawczym do takich zabiegéw
kosmetycznych jak mezoterapia, jonoforeza czy peeling chemiczny. Moze byé stosowany
u oséb ze wszystkimi fototypami skéry, w ciagu calego roku. Uszkodzenie naskérka
w efekcie zabiegu mikrodermabrazji staje si¢ impulsem do proliferacji fibroblastow,
zwigkszenia syntezy kolagenu 1 elastyny [176, 182, 183]. W trakcie zabiegu usuwane sa stare
i martwe komorki naskérka wraz ze zgromadzonymi w nich zlogami barwnika, prowadzac
tym samym do redukcji powierzchownych przebarwien oraz usunigcia drobnych
niedoskonatosci skory. Dzigki zmniejszeniu grubo$ci warstwy rogowej naskorka
umozliwiona jest takze tatwiejsza penetracja rozmaitych substancji aktywnych w glab skory.
Pojawiajace si¢ rzadko objawy uboczne maja charakter przemijajacy. Obejmuja niewielka
bolesno$¢ podczas zabiegu, uczucie pieczenia i zwigkszona wrazliwo$¢ na promieniowanie
UV [177].

Obecnie stosowane sa dwie podstawowe techniki mikrodermabrazji:

- mikrodermabrazja z uzyciem krysztatow korundu (tlenku glinu), wyrzucanych pod
wysokim cisnieniem w obrgbie glowicy zabiegowe] zasysajacej naskorek,
uderzajacych w powierzchnig skory, w wyniku czego nastgpuje ostabienie polaczen
migdzykomorkowych, odrywanie komorek 1 ztogéw tojowych od powierzchni skory.
Intensywno$¢ zabiegu regulowana jest m.in. przez zmiang ci$nienia zasysania
naskorka oraz szybko$¢ przesuwu glowicy. Najczgsciej stosowana sita ssaca miesci
si¢ w zakresie od 10 do 80 mm Hg [177];

- mikrodermabrazja diamentowa, wykorzystuje si¢ glowice diamentowe, rézniace si¢
migdzy soba rozmiarem ziarenek diamentowych 1 ggsto$cia rozmieszczenia.
W zalezno$ci od wielkosci krysztatkow diamentu, sity ssacej aparatu i nacisku
glowicy osiagane sa rozne stopnie ztuszczania naskorka. Zabieg ten jest mniej bolesny
1 réwnie efektywny, co zabieg mikrodermabrazji z uzyciem krysztatow tracych.
Wykonywany jest zwykle w seriach 5-10 zabiegéw, w odstepach 1-2 tygodniowych
[177].

Przeciwwskazaniem do zabiegu mikrodermabrazji jest tradzik rozowaty, krucho$¢ naczyn

krwiono$nych, rumien skory, infekcje bakteryjne, grzybicze 1 wirusowe, toczen

rumieniowaty, tuszczyca i cukrzyca mlodziencza [177].
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Technika mikrodermabrazji jest metoda nieustannie rozwijajaca si¢. Nowymi odmianami
tej metody sa: hydrabrazja ($rodkiem tracym jest strumien powietrza i sterylny roztwor soli
fizjologicznej) oraz hydradermabrazja (laczaca w sobie elementy klasycznej

mikrodermabrazji, z jednoczesnym zastosowaniem substancji aktywnych) [177].
4.6.2.3. Peeling kawitacyjny (peeling ultradzwigkowy)

Zabieg oczyszczania skory za pomoca aparatu wytwarzajacego fale ultradzwigkowe.
Powstajaca na wilgotnej skorze fala kawitacyjna umozliwia zluszczenie i usunigcie martwych
komoérek warstwy rogowej naskorka, a takze nadmiaru sebum, zaskornikow i wagrow.
Pozwala na glgboka regeneracje skory, poprawe mikrokrazenia, zwigkszenie penetracji
substancji aktywnych w glab skory, a takze rozjasnienia przebarwien skory. Stosowany jest
jako zabieg poprzedzajacy inne zabiegi kosmetyczne takie jak sonoforeza, jonoforeza czy

eksfoliacja kwasami.
4.6.2.4. Krioterapia

Technika wykorzystywana w leczeniu roznych zmian skornych, w tym przebarwien skory
[184]. Skuteczna w terapii plam soczewicowatych stonecznych (lentigo solaris)i plam
soczewicowatych ztosliwych (lentigo maligna). Zabieg oparty jest na zamrazaniu cieklym
azotem miejsc objetych hyperpigmentacja [184, 185, 186, 187, 188]. Melanocyty wrazliwe na
zimno niszczone sa w temperaturze od — 4°C do — 7°C [185]. Powstajace po zabiegu
odbarwienie nie jest rOwnoznaczne z brakiem aktywnych melanocytow, lecz zwigzane jest
z deficytem melanosoméw w keranocytach [186]. Krioterapia jest bezpiecznym i skutecznym
zabiegiem zapewniajacym dobre efekty terapeutyczne. Wykorzystywana jest jako metoda

alternatywnego leczenia plam soczewicowatych ztosliwych [187, 188].
4.6.2.5. Laseroterapia

Stanowi jedna z najbardziej skutecznych metod usuwania naturalnych przebarwien skory,
tj. plam soczewicowatych, plam pozapalnych, polekowych, przebarwien powstatych
w wyniku zmian hormonalnych, piegdw oraz wytworzonych w sposob sztuczny - tatuazy
[189, 190]. Wykorzystywana jest do usuwania przebarwien umiejscowionych w skorze
wlasciwej 1 naskorku [77]. Skuteczno$é laseroterapii, w stosunku do znamion barwnikowych,
ostudy 1 plam soczewicowatych ztosliwych, nie zostala w sposob jednolity ustalona,
a zroéznicowanie otrzymanych wynikow leczenia nie pozwala uzna¢ jej za standardowa

metodg lecznicza w wyzej wymienionych przypadkach [190].
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Laseroterapia jest metoda lecznicza oparta na niszczeniu melanosoméw. Struktury

zawierajace barwnik sa niszczone droga cieplna, jak réwniez w wyniku rozchodzenia si¢ fali

uderzeniowej powstatej przy nagrzaniu tkanki [190].

Melanina jako chromofor posiada szerokie spektrum pochtaniania $wiatta, dlatego tez

w terapii przebarwien skory wykorzystywane sa m.in.:

pulsacyjny laser barwnikowy (PDL) — emitujacy zielone $wiatto o dlugosci fali
510 nm, powodujac fototermoliz¢ barwnika obecnego w naskorku. Stosowany
W usuwaniu plam soczewicowatych, piegow, brodawek lojotokowych oraz plam typu
café-au-lait. Nie wykazuje skutecznosci w usuwaniu zmian barwnikowych
zlokalizowanych w skorze wlasciwej, tj. plamy pozapalne i polekowe [189, 190, 191];
laser rubinowy typu Q-Switch - emitujacy $wiatlo czerwone o dtugosci fali 694 nm,
wybidrczo absorbowane przez melaning. Stosowany W usuwaniu zmian
barwnikowych zlokalizowanych w obrgbie naskorka i skory wlasciwej. Zmiany
barwnikowe takie jak plamy pozapalne i ostuda reaguja nieco stabiej na §wiatto lasera
rubinowego typu Q-Switch, podczas gdy u pacjentdw z plamami soczewicowatymi
obserwowana jest wysoka skuteczno$¢ terapii [191, 192, 193];

laser Nd:YAG typu Q-Switch — wytwarzajacy promieniowanie podczerwone
o dhugosci fali 1064 nm, o krotkim czasie trwania impulsu (10-20 ns) i wysokiej
gestosci  energii. Stosowany do usuwania zmian barwnikowych potozonych
w glebszych warstwach skory, np. znamig Oty, a takze do eliminacji zmian
naskorkowych, przy wykorzystaniu $wiatta o dtugosci fali 532 nm. Udowodniono,
ze jest skuteczny w usuwaniu plam soczewicowatych i piegdw u pacjentow
z fototypem skory typu 1V [193]. Mechanizm dziatania lasera Nd:YAG typu Q-Switch
oparty jest o fototermoliz¢ melanocytoéw [189, 191];

laser aleksandrytowy typu Q-Switch — wytwarzajacy falg $wietlna o dtugosci 755 nm.
Wykazuje zblizona skuteczno$¢ w usuwaniu zmian barwnikowych do lasera
rubinowego typu Q-Switch. Efektywny w usuwaniu plam typu café-au-lait oraz plam
soczewicowtaych. Zmiany barwnikowe potozone glebiej takie jak ostuda czy zmiany
pozapalne reaguja zdecydowanie stabiej na naswietlanie laserem aleksandrytowym
typu Q-Switch [190];

intensywne swiatlo pulsacyjne (IPL) — emitowane przez urzadzenia o podobnym
mechanizmie dziatania do laserow. Wytwarzane przez nie $wiatto o dlugosci fali
515-1200 nm umozliwia skuteczne usuwanie zmian barwnikowych, zaréwno

naskorkowych, jak i umiejscowionych w skérze wiasciwej [189]. Wykazano, ze IPL
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jest wysoce efektywne w usuwaniu plam soczewicowatych oraz piegow [194, 195,

196].
Fototyp skory pacjenta, a takze glgboko$¢ usytuowania przebarwienia skory sa
czynnikami decydujacymi o wyborze odpowiedniego rodzaju lasera i wiasciwej dtugosci fali.
Zabiegow nie wykonuje si¢ u 0sob z czynng infekcja wirusem opryszezki zwyklej (HVS),

opalona skoéra i stosujacych doustna terapig retinoidami.
4.6.2.6.Terapia fotodynamiczna (PDT)

Jest nieinwazyjna metoda lecznicza wykorzystujaca substancje $wiattouczulajace, tlen
oraz $wiatlo widzialne, do uszkodzenia i zniszczenia komoérek zmienionych chorobowo.
Nasilenie efektu fotodynamicznego uzaleznione jest od stgzenia i1 dystrybucji substancji
swiattouczulajacej w tkankach zmienionych chorobowo, a takze od energii $wiatla
zaabsorbowanej przez fotosensybilizatory [77]. Obecnie w zabiegach wykorzystywany jest
20% roztwor kwasu 5-aminolewulinowego (ALA) i rozmaite lasery, i zrodta $wiatta [188].
Wykazano, ze zastosowanie PDT, w polaczeniu z niebieskim $wiattem, w leczeniu
przebarwien skory stanowi dobra alternatywe dla metod leczenia zewngtrznego [79].
Udowodniono, Ze terapia fotodynamiczna jest skuteczna i trwala metoda terapeutyczna
w leczeniu melasmy [196].

Leczenie przebarwien skory jest procesem dlugotrwalym. Wymaga regularnego
stosowania $rodkéw rozjasniajacych 1 wykonywania serii zabiegéw terapeutycznych.
Powinno by¢ odpowiednio dobrane do lokalizacji, rozlegtosci i przyczyny powstawania
przebarwienia skory. Terapia powinna by¢ wdrazana z rozwaga i uwzglednia¢ rowniez
dziatania profilaktyczne. W celu zwigkszenia skutecznosci terapeutycznej leczenie powinno

by¢ prowadzone wielokierunkowo i z uwzglednieniem stosowania terapii skojarzone;.
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II. ZALOZENIA I CEL PRACY

W oparciu o analiz¢ danych zrédtowych z pismiennictwa wiadomo, ze arbutyna,
naturalny glikozyd hydrochinonu, posiada wilasciwosci rozjasniajace przebarwienia skory
1 jest zwiazkiem bezpiecznym, 1 mniej cytotoksycznym, w poréwnaniu z hydrochinonem,
wykorzystywanym dotychczas w kosmetyce. Dlatego wlasnie znajduje ona coraz szersze
zastosowanie w leczeniu przebarwien skory [199].

Duze zainteresowanie naturalnymi preparatami kosmetycznymi, przeznaczonymi do
pielggnacji skéry z zaburzeniami barwnikowymi stwarza potrzebe ciaglego doskonalenia
i opracowywania nowych receptur kosmetycznych. Ponadto liczne kontrowersje jakie budzi
bezpieczenstwo terapii hydrochinonem wymusza konieczno$¢ eliminacji tego skladnika
z receptur kosmetycznych i zastgpowania go alternatywnymi zwiazkami.

Zwazywszy na obecny stan wiedzy na temat mechanizmu dzialania arbutyny oraz roli
jaka pelni w hamowaniu aktywno$ci tyrozynazy i procesu syntezy melaniny wydaje si¢ by¢
ona dobrym materiatem badawczym. Dlatego tez w ramach niniejszej pracy doktorskiej
podjeto probe opracowania i przetestowania oryginalnego produktu kosmetycznego,
przeznaczonego do pielegnacji skory z zaburzeniami barwnikowymi, zawierajacego w swoim
sktadzie arbutyng. Zrealizowane do tej pory prace badawcze prowadzone byty w duzej mierze
z wykorzystaniem arbutyny syntetycznej. Planowane badania maja na celu oceng
przydatnosci kosmetycznej wyciagu roslinnego, bogatego w arbutyneg, w pielegnacji skory
z przebarwieniami. Jest to pionierskie badanie nieznanego dotad surowca roslinnego. Jako
material badawczy wybrano liscie sierpika pigciolistnego (Serratulae quinquefoliae folium),
surowca nie stosowanego dotychczas w preparatach kosmetycznych. Jego wstepne analizy
fitochemiczne wykazaty, ze arbutyna jest tutaj zwiazkiem dominujacym i prawdopodobnie
wystepuje w duzym stezeniu [8]. W zwiazku z tym liscie sierpika pigciolistnego staty sig
przedmiotem dalszych badan fitochemicznych zaprezentowanych w niniejszej pracy. Wyzej
wymieniony gatunek, uprawiany w ogrodzie Katedry i Zaktadu Naturalnych Surowcow
Leczniczych i Kosmetycznych UM w Poznaniu, wydaje si¢ by¢ rownie interesujacy
z kosmetycznego punktu wiedzenia. Moze bowiem stanowi¢ alternatywne zrodto pozyskania
naturalnej arbutyny i zastapi¢ dotychczas stosowana w tym celu macznicg lekarska, jak
wspomniano, gatunku w Polsce chronionego.

Kolejnym zagadnieniem sktaniajacym do podjecia pracy badawczej jest zawarto$¢
arbutyny w preparatach kosmetycznych. Wyniki badan z 1988 roku dowodza, ze jej 3%
stezenie w kosmetykach znaczaco zmniejsza intensywnos$¢ przebarwien skory [200].

W  projektowanym badaniu przewidziane jest uzycie zblizonego stgzenia arbutyny,
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mianowicie 2,5%. Duze stezenie arbutyny w liSciach sierpika pigciolistnego, sktania do

przeprowadzenia analiz ich przydatnosci w pielggnacji skory z przebarwieniami. W §wietle

danych z pismiennictwa wydaje si¢, ze opracowywany preparat, zawierajacy standaryzowany

na zawarto$¢ arbutyny wyciag z lisci sierpika pigciolistnego, powinien przynies¢ zamierzone

efekty kosmetyczne. Efektywne, standaryzowane na zawarto$¢ arbutyny wyciagi z tego

surowca, stanowityby podstawg¢ do wprowadzenia na rynek kosmetologiczny preparatu

z tansza i tatwiej dostepna niz dotychczas stosowana w przebarwieniach, substancja aktywna.

W celu realizacji powyzszych zalozen postanowiono:

wyizolowac arbutyng z lici sierpika pigciolistnego,

stwierdzi¢ absolutng strukturg izolowanego zwiazku,

podjac probg opracowania skutecznej metody otrzymywania arbutyny, jako gldéwnego
zwiazku wystepujacego w lisciach sierpika pigciolistnego,

przygotowa¢ wyciag z liSci sierpika pigciolistnego do préb kosmetologicznych,
okresli¢ zawartos¢ arbutyny w wyciagu metoda HPLC,

opracowaé receptur¢ preparatu zawierajacego wodny wyciag z lisci sierpika
pigciolistnego,

wykorzysta¢é opracowany preparat w ocenie efektywnosci i przydatnosci
kosmetycznej wyciagu z lisci sierpika pigciolistnego, w testach aplikacyjnych

z udziatem probantow.
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I11. CZESC DOSWIADCZALNA
A. BADANIA FITOCHEMICZNE

1. Material do badan

Materiat do badan stanowity liscie sierpika pigciolistnego (Serratulae quinquefoliae
folium), zebrane w czerwcu i wrze$niu 2010 roku. Sierpik pigciolistny uprawiany byt
w Ogrodzie Katedry i Zaktadu Naturalnych Surowcow Leczniczych i Kosmetycznych
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu od 2007 roku, pod
numerem katalogowym 162/89.

Surowiec suszono w suszarni z nawiewem, w temperaturze okoto 40°C, a nastepnie
rozdrobniono. Uzyskano: 250g surowca do badan fitochemicznych oraz 427g do préb

kosmetologicznych.
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2. Metody izolacyjne
2.1. Przygotowanie wyciagow

Z wysuszonych i rozdrobnionych li§ci sierpika pigciolistnego przygotowano dwa rodzaje
wyciagow:
- metanolowy — przeznaczony do izolacji arbutyny,

- wodny — do testow kosmetologicznych.

2.1.1. Przygotowanie wyciagu metanolowego z lisci sierpika pieciolistnego do izolacji

arbutyny

Wysuszony i rozdrobniony surowiec, o masie 250g, poddano trzykrotnej maceracji
alkoholem metylowym, w temperaturze pokojowej. Zebrane ekstrakty metanolowe
przesaczono 1 polaczono, a nastgpnie zaggszczono na wyparce pod zmniejszonym cisnieniem,
w temperaturze okoto 40°C. Otrzymano 16g suchego wyciagu, ktéry stanowil material

do izolacji arbutyny.
2.1.2. Przygotowanie wyciagu wodnego do testow kosmetologicznych

Wysuszony i rozdrobniony surowiec, 0 masie 427g poddano ekstrakcji oczyszczona
woda, w temperaturze 90-100° C. Prowadzono trzystopniowa, wyczerpujaca ekstrakcjg,
zuzywajac 9500 g rozpuszczalnika (stosunek surowca do ekstrahenta 1 : 22,2).

Zebrane eluaty potaczono uzyskujac 7100g wyciagu, ktory nastepnie zaggszczono do
580g. Do wyciagu dodano 0,2% sorbinianu potasu i dalej zageszczano. Otrzymano 220g
ekstraktu, ktory poddano analizie mikrobiologicznej i ilosciowej (Zat.1, str.150). W sumie
uzyskano 160g gestego, czystego mikrobiologicznie wyciagu, zawierajacego 9,3% (m/m)
arbutyny, stanowiacego materiat do testow kosmetologicznych, z udziatem probantow.

Wyciag przygotowano i1 zanalizowano w laboratorium fitochemicznym Phytopharm

Klgka S.A. w Nowym Mies$cie nad Warta.
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2.2. Chromatografia kolumnowa (CC)

Chromatografi¢ kolumnowa zastosowano w celu izolacji arbutyny zawartej
w wyciagu metanolowym z liSci sierpika pigciolistnego. Rozdziat chromatograficzny
prowadzono w szklanej kolumnie chromatograficznej, wypetnionej zelem krzemionkowym
firmy Merck (Silicagel 60, Art. 107733.5000), zawieszonym w chlorku metylenu, stosujac
odpowiednio dobrane fazy ruchome (Tab.8).

Tabela 8. Fazy rozwijajace stosowane w chromatografii kolumnowe;j.
Proporcje rozpuszczalnikéw (V/V)
chlorek metylenu : metanol (CH,Cl, : CH;OH) 15:1
chlorek metylenu : metanol (CH,Cl, : CH;OH) 10:1
chlorek metylenu : metanol (CH.Cl, : CH;OH) 8:1
chlorek metylenu : metanol (CH,CI, : CH;OH) 6:1
chlorek metylenu : metanol (CH,Cl, : CH;0OH) 5:1

chlorek metylenu : metanol (CH,Cl, : CH;OH) 4:1

Rozdziat sktadnikéw wyciagu i badanych frakcji na kolumnie kontrolowano za pomoca
chromatografii  cienkowarstwowej, stosujac  jako fazg rozwijajaca mieszaning

rozpuszczalnikbw podanych w Tab. nr 9.
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3. Metody identyfikacji
3.1. Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Technike chromatografii cienkowarstwowej wykorzystano do:
- analizy frakcji z rozdziatu kolumnowego,
- oceny stopnia czystosci otrzymanej arbutyny,

- identyfikacji arbutyny.

W metodzie TLC zastosowano ptytki aluminiowe pokryte zelem krzemionkowym f-my
Merck, o grubosci warstwy absorbentu 0,25 mm (25 DC - Alufolien, Kiselgel 60, Art. 5553).
Do oceny sktadu jako$ciowego wyciagéw wykorzystano wzorzec f-arbutyny firmy Fluka
AG, Buchs S.C., o numerze katalogowym 151833.

Piytki  chromatograficzne rozwijano technika  wstgpujaca, jednokierunkowa,
W temperaturze pokojowej, przy cisnieniu atmosferycznym, wykorzystujac komory szklane
z odpowiednia mieszaning rozpuszczalnikow (Tab.9). Uzyskane chromatogramy suszono
i wywolywano poprzez spryskiwanie 0,5% odczynnikiem anyzowym'. Nastepnie ptytki
ogrzewano 3 min. w temperaturze 110°C. Wywolane chromatogramy obserwowano w $wietle

dziennym oraz $wietle lampy UV (A=366 nm).

Tabela 9. Fazy rozwijajace stosowane w chromatografii cienkowarstwowe;j.

Proporcje
rozpuszczalnikow (V/V)

chlorek metylenu : metanol (CH,CI, : CH;OH) 4:1

chlorek metylenu : aceton (CH,Cl, : (CH3),CO) 1:2

heksan : octan etylu : metanol (CsHs : ETOAC : CH;OH) ZENiny

3.2. Oznaczenie temperatury topnienia

Temperaturg topnienia analizowanego zwiazku A okreslano za pomoca aparatu Biichi
B-540 f-my BUCHI. W celu okreslenia $redniej temperatury topnienia analizowanego

zwiazku wykonano trzy kolejne pomiary.

! Odczynnik anyzowy: 0,5 cm® aldehydu anyzowego, 50 cm® kwasu octowego, 1 cm?® stezonego kwasu
siarkowego.
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3.3. Absorpcyjna spektroskopia w podczerwieni (IR)

Spektroskopi¢ w podczerwieni (IR) wykorzystano do ustalenia obecnych w zwiazku A
wigzan 1 grup funkcyjnych. Analiz¢ przeprowadzono w Zakladzie Fizyki Chemicznej
Instytutu Chemii Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. Widmo badanego zwiazku A
rejestrowano spektrometrem FT-IR (spektrometr podczerwieni z transformacja Fouriera)
Nicolet, Magna IR-560.

3.4. Spektrometria magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)

Do okreslenia struktury zwiazku A wykorzystano spektroskopic NMR. Widma *H NMR,
3¢ NMR, H/*C NMR cosy rejestrowano na spektrofotometrze Varian 600 MHz,
przy czestotliwosci 600 MHz. Widma wykonano we wspotpracy z pracownia NMR Wydziatu
Chemii Uniwersytetu im A. Mickiewicza w Poznaniu. Interpretacje widm przeprowadzono
samodzielnie. Wartosci przesuni¢¢ chemicznych 8 (ppm) oraz stale sprzg¢zenia (J) oceniono

na podstawie widm protonowych i weglowych.

3.5. Rentgenowska analiza strukturalna

Strukturg krystaliczna 1 molekularng zwiazku A okreslono metoda rentgenowskiej analizy
strukturalnej w Zaktadzie Fizyki Krysztatéw Instytutu Fizyki Uniwersytetu Slaskiego
w Katowicach. Refleksy dla monokrysztalow zebrano za pomoca monokrystalicznego
dyfraktometru rentgenowskiego KUMA KM-4, wyposazonego w lampg rentgenowska Mo K
(promieniowanie Mo K, o dlugosci fali A=0.71069 A), monochromator grafitowy, goniometr
4-kotowy geometrii kappa oraz detektor powierzchniowy typu CCD, metoda skanowania

refleksow ® w temperaturze 293(2) K.
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4. Chromatografia kolumnowa (CC) wyciggu metanolowego z lisci sierpika

pieciolistnego — izolacja zwigzku A

Na kolumng wypeliona zelem krzemionkowym o grubosci ziaren 35-70 mesh,
zawieszonym w chlorku metylenu naniesiono 16g wyciagu metanolowego. Kolumng
eluowano poczatkowo chlorkiem metylenu, a nastgpnie mieszanina chlorku metylenu
i metanolu w proporcji 15:1, zwiekszajac polarnos¢ uktadu poprzez wzrastajace stezenie
metanolu (Tab.8). Z kolumny chromatograficznej zebrano eluaty o poj. 8 ml. W wyniku

chromatografii otrzymano 5 frakcji (Tab.10).

Tabela 10. Chromatografia kolumnowa wyciagu metanolowego z lisci sierpika pigciolistnego.

Liczba
Uktad rozwijajacy Barwa plam R¢
plam
! . CH.CI, : CH;0OH ciemnozielona 0,94
10:1 purpurowa 0,89
; 5 CH,CI, : CH;OH szara 0,63
8:1 szara 0,52
1 CH,CIl, : CH;OH
3 : z0lta 0,37
smugi 7:1
4 1 CHCI, : CH;OH brunatna 0,28
5:1
1 Sty = ClkOl brunatna 0,32
4:1

Dwie pierwsze frakcje, oznaczone numerem 1 i 2, zawieraty slabo wybarwiajace si¢ na
chromatogramach kontrolnych zwiazki. We frakcji numer 3 wykryto metoda TLC zwiazek
w postaci smugi. Natomiast frakcje numer 4 1 5 okazaty si¢ jednoplanowe, zawieraly zwiazek
wybarwiajacy si¢ na chromatogramie na kolor brunatny. Oznaczono go symbolem A. Frakcje
numer 4 i 5 polaczono oraz zaggszczono, a nastgpnie pozostawiono do krystalizacji
w temperaturze okoto 5°C. Uzyskano w ten sposéb kremowa, bezpostaciowa substancje,
ktora oczyszczano poprzez ponowne rozpuszczanie w 99,8% metanolu i1 dodanie dwukrotnej
objetosci chloroformu. Roztwér pozostawiono w temperaturze 5°C. Po 48 godzinach
otrzymano krystaliczna substancj¢ w postaci dhugich, biatych igiel. Razem pozyskano
5013,3 mg zwiazku A.
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5. Identyfikacja zwiazku A

5.1. Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Uktad rozwijajacy:

- CH2C|2 . CH30H (4:1), Rf :0,32
- CH,Cly: (CH3),CO (L:2), Rf =0,18
- CgH1s: ETOAC: CH30H (2:1:2), Rf =0,76

Barwa w §wietle dziennym: brunatna.

Barwa w $§wietle UV (A=366 nm): brazowa.

Obserwowana na chromatogramie brunatna plama zwiazku A oraz jej Rf w trzech
wymienionych wyzej uktadach, jest zgodna z wzorcem [B-arbutyny. Ryc. nr 6 przedstawia

dokumentacj¢ jednego z nich.

Objasnienia chromatogramu:

1 - zwiazek A

2 — wyciag metanolowy z lisci
sierpika pigciolistnego

3 —wzorzec B-arbutyny

S —start

F — meta

Adsorbent: zel krzemionkowy

Uktad rozwijajacy:

chlorek metylenu— metanol (4:1)

Wywotywacz: odczynnik anyzowy

Rycina 6. Chromatogram zwiazku A i wyciagu metanolowego z lisci sierpika pigciolistnego, wobec

wzorca B-arbutyny.
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5.2. Oznaczanie temperatury topnienia

Temperatur¢ topnienia zmierzono aparatem Biichi B-540. Badany zwiazek A topi si¢

natychmiast i catkowicie w temp. 199,5°C, co jest zgodne z temperatura topnienia p-arbutyny
[27].

5.3. Spektroskopia w podczerwieni (IR)

Struktur¢ badanego zwiazku A okre§lono metoda spektroskopii w podczerwieni. Do
pomiaréw wykorzystano probki zwiazku A, przygotowane w postaci pastylek z KBr. Widmo
FT-IR zwiazku A wykonano przy rozdzielczosci 1 cm*, w obszarze liczb falowych 4000 -
400 cm ™,

Na widmie FT-IR zwiazku A (Ryc.7) zaobserwowano pasma absorpcji w zakresach:
- 3552 cm, odpowiadajace drganiom licznych grup —OH,
- 3332cm ti 3275 cm ! - drgania rozciagajace wiazan C-H,
- 1652 cm i 1601 cm ™ oraz 1513 cm™i 1113 cm* - drgania rozciagajace miedzy
C-C w pierscieniu fenylowym,
- 1291 cmti 1066 cm ™ - wiazanie eterowe (R -O- R),
- 1014cm™, C-OH.
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Rycina 7. Widmo FT-IR zwiazku A.
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5.4. Spektroskopia NMR

Identyfikacje zwiazku A przeprowadzono spektroskopia NMR (*H NMR, *C NMR,

'H/*C NMR cosy). Probki zwiazku A rozpuszczano w metanolu.
5.4.1. Analiza'H NMR

Na widmie 'H NMR (Ryc.8, Tab.11) widoczne byly sygnaly protonéw H-2, H-6, H-3
oraz H-5, pochodzacych od wegli z wigzaniem podwojnym (d przy 6,98 ppm i 6,84 ppm).
Swiadczy to, 0 obecnosci piericienia benzenowego w badanym zwiazku A. Brak sygnatow od
protonéw, przy weglach C-1 i C-4, sugeruje natomiast o obecnosci podstawnikow przy wyzej
wymienionych weglach. Na widmie "H NMR widoczne byty rowniez sygnaty pomiedzy 3 i 5
ppm, charakterystyczne dla czasteczki glukozy (ugrupowanie CH-OH). Sygnat protonu przy
4,72 ppm (d), przy statej sprzezenia J=7,7 Hz $wiadczy o potozeniu o protonu przy weglu
C1', co wskazuje, ze zwiazek A jest B-epimerem. Na widmie protonowym widoczne byly
takze charakterystyczne sygnaty (dd 3,86 ppm i dd 3,71 ppm), $wiadczace o obecno$ci

ugrupowania CH,OH w glukozie.

Tabela 11. Przesunigcia chemiczne & (ppm) oraz stale sprzezenia (J) zwiazku A.

zwiazek A '"H NMR / CD;0D, 600 MHz

[ppm] [Hz]
6,98 d J=91
6,84 d J=91
4,72 d \11'2' = 7,7
Jones =12,4
3,86 dd
Jena-=5,6
Jsgea=12,4
H-6'B 3,71 dd Ren
Jops5=2,0
H-2' - H-5 3,563-3,25m

Objasnienia tabeli: d — dublet, dd — dublet dubletéw, m — multiplet, J — stata sprzezenia
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5.4.2. Analiza *C NMR

Wysokie wartosci ppm, odpowiednio 153,7 i 152,3 na widmie *C NMR (Ryc.9, Tab.12),
potwierdzity obecnos¢ wegli czwartorzegdowych C-1 i C-4, z podstawnikiem tlenowym
w szkielecie benzenowym. Sygnaty przy 119,3 ppm (C-2, C-6) i 116,6 ppm (C-3, C-5)
potwierdzity obecnos¢ wigzan podwdjnych w pierscieniu benzenowym. Ponadto sygnaty przy
62,0 ppm (C-6’) i 103,6 ppm (C-1") jednoznacznie wskazywaly o obecnoSci czasteczki
glukozy w zwiazku A i charakterystycznych dla niej potaczen wegli trzeciorzgdowych: C-3'
(78,07 ppm), C-5' (78,02 ppm), C-2' (75,0 ppm) i C-4' (71,5 ppm). Na widmie *C NMR
zaobserwowano takze sygnal pochodzacy od wegla drugorzedowego C-6" (62,0 ppm),
wskazujacy na potaczenie CH,OH przy weglu szostym glukozy.

Tabela 12. Przesunigcia chemiczne 6 (ppm) zwiazku A.

zwigzek A
3C NMR / CD;0D, 600 MHz
[ppm]
C-1' 103,6
C-4' 715
C-6' 62,0
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5.4.3. Analiza *H/**C NMR cosy

Interpretacja widma protonowego i weglowego zostata potwierdzona poprzez wykreslenie
widma korelacyjnego *H/*3C NMR cosy (Ryc.10), na ktérym bardzo fatwo mozna bylo

przyporzadkowac zidentyfikowane protony odpowiednim atomom wegla.
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Na podstawie interpretacji widm *H NMR, *C NMR oraz 'H/™C NMR cosy mozna
stwierdzi¢, ze otrzymanym zwigzkiem A jest 4’-hydroksyfenylo-B-D-glukopiranozyd

(B-arbutyna) (Ryc.11).

B - epimer

Rycina 11. Wz6r strukturalny B-arbutyny.

5.5. Rentgenowska analiza strukturalna

Krysztal zwiazku A, ktéry otrzymano w wyniku krystalizacji (metanol/chloroform)
w laboratorium Katedry (Ryc.12), schtodzono zimnym strumieniem suchego azotu i poddano
analizie za pomoca monokrystalicznego dyfraktometru rentgenowskiego KUMA KM-4.
Zarejestrowano natgzenia rentgenowskich refleksow dyfrakcyjnych oraz sprawdzono
stabilnos¢ wiazki promieniowania rentgenowskiego podczas zbierania danych. Nie

zaobserwowano zadnych zmian w ich natgzeniu.
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Rycina 12. Krysztaty zwiazku A.

W celu uzyskania przyblizonego modelu struktury zwiazku A w obliczeniach
wykorzystano metodg cigzkiego atomu, a nastgpnie anizotropowo udokladniono potozenie
atomow nie wodorowych, stosujac metode najmniejszych kwadratow, oparta o F? (kwadrat
czynnika struktury). Atomy wodoru zatozono w sposdb geometryczny, z odleglosciami 0.95
A od odpowiednich atoméw wegla i udoktadniono je jako ,;ruchome” (ang. riding model),
traktujac przesunigcie w obrgbie takiego modelu, w ten sam sposob jak przesunigcie atomu,
z ktorym jest on zwiazany. Wielkos$¢ izotropowych czynnikow atoméw wodoru okreslono
jako 1.2 ekwiwalentnych czynnikoéw temperaturowych atomow, z ktoérymi sa zwiazane.
Obliczono analityczna korekcje na czynnik absorpcyjny w oparciu o ksztatt krysztatu
uzywajac pakietu programéw REDI167 (Oxford Diffraction 2000). Wazony czynnik
zgodnosci (WR) oraz dobroé¢ dopasowania (S) oparte zostaty o F2, natomiast konwencjonalny
czynnik (R) na F (czynnik struktury). Do obliczen wykorzystano programy SHELXS97,
SHELXL97 oraz SHELXTL [201].

Na podstawie obliczen otrzymano wykres struktury czasteczkowej analizowanego

zwiazku A (Ryc.13).
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Rycina 13. Wykres struktury czasteczkowej zwiazku A [201].
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6. Oznaczanie B-arbutyny w lisciach sierpika pigciolistnego metoda wysokosprawnej

chromatografii cieczowej (HPLC)

Oznaczenie zawartosci arbutyny w lisciach sierpika pigciolistnego wykonano we

wspoOtpracy z laboratorium fitochemicznym Phytopharm Klgka S.A. w Nowym Mie$cie nad

Warta, metoda HPLC.

Oznaczenia arbutyny wykonano wedlug monografii dla lisci macznicy lekarskiej (Uvae

ursi folium), opisanej w Farmakopei Europejskiej 6.1 (04/2008:1054) [202].

Widmo B-arbutyny rejestrowano aparatem LaChrom Elite firmy VWR-Hitachi.

Warunki chromatografowania:

- kolumna chromatograficzna HyperClone 5 BDS C18 o wymiarach 250 x 4,6 mm,

5 um (Phenomenex),

- szybkos¢ przeptywu eluentu (w=1,2 ml/min),
- temperatura pracy kolumny 25°C,
- dlugos¢ fali detekcji (A=280 nm),

- objetos¢ nastrzyku: 20ul,

- tabela gradientu: faza ruchoma: A: CH;0OH,
faza ruchoma: B: H,0, pH=2,6 (Tab.13),

czas analizy 20 min.

Tabela 13. Tabela gradientu fazy ruchomej zastosowanej w HPLC.

udziat % A
10
10
8,1 20
15,0 20
15,1 10
20,0 10

Do oznaczenia uzyto nastgpujacych wzorcow:

udziat % B

90
90
80
80
90
90

przepltyw [ml/min]
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2

- B-arbutyna CRS (czystos$¢ 93,5%, stezenie wzorca, c= 0,976 (mg/ml),

- hydrochinon >99% (Fluka),

- wzorzec SST: arbutyna, ¢=0,244 (mg/ml), hydrochinon, c=0,1415 (mg/ml).
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Przygotowanie roztworu proby badane;j:

Do kolby miarowej poj. 50ml odwazono okoto 0,4g wysuszonych lisci sierpika
pigciolistnego. Nastgpnie do kolby dodano 30ml 10% (v/v) metanolu i wstawiono na 5 min.
do tazni ultradzwigkowej. Cato$¢ wymieszano i dopetniono rozpuszczalnikiem. Powstatly
roztwor przesaczono przez strzykawkowy filtr membranowy 0,45um (Schleicher&Schell).

Wykonano dwa kolejne oznaczenia zawarto$ci [-arbutyny w lisciach sierpika
picciolistnego, zebranych i wysuszonych w czerwcu 2010 roku. Otrzymane w wyniku
rozdziatu piki chromatograficzne o czasie retencji, tr=3,36 W pierwszym i tg=3,37 w drugim
oznaczeniu, zidentyfikowano jako widmo B-arbutyny. Ryc. nr 14 przedstawia dokumentacj¢

jednego z pomiarow.
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Rycina 14. Chromatogram B-arbutyny z liSci sierpika pigciolistnego.

Analiza metoda HPLC wykazata, Ze $rednia zawarto$¢ B-arbutyny w lisciach sierpika
pigciolistnego wynosi 6,86% (wedtug pierwszego oznaczenia 6,81% 1 drugiego 6,91%).

Wykonano takze pomiar zawartosci -arbutyny w zielu sierpika pigciolistnego, zebranego
i wysuszonego w sierpniu 2010 roku. Przy zastosowaniu identycznych warunkow pomiaru
jakich uzyto przy oznaczeniach przedstawionych wyzej wykazano, ze znajduje si¢ w nim

6,71% [-arbutyny.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze jest to stata zawarto$¢ tego zwiazku w czg$ciach

nadziemnych sierpika pigciolistnego.
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7. Oznaczanie zawartoSci [B-arbutyny w wodnym wyciagu z lisci sierpika

pigciolistnego, przeznaczonego do badan kosmetologicznych, metoda HPLC

Oznaczenie zawartosci arbutyny w wyciagu wodnym z lisci sierpika pigciolistnego
wykonano, jak poprzednio, we wspodtpracy z laboratorium fitochemicznym Phytopharm
Kleka S.A., metoda HPLC.

Oznaczenia zawartosci arbutyny wykonano wedlug monografii dla lisci macznicy
lekarskiej (Uvae ursi folium), opisanej w Farmakopei Europejskiej 6.1 (04/2008:1054).

Widmo B-arbutyny rejestrowano przy uzyciu aparatu LaChrom Elite firmy VWR-Hitachi.
Zastosowano identyczne, jak poprzednio, warunki chromatografowania:

- kolumna chromatograficzna HyperClone 5 BDS C18, o wymiarach 250 x 4,6 mm,

5 um (Phenomenex),

- szybkos¢ przeptywu eluentu (w=1,2 ml/min),

- temperatura pracy kolumny 25°C,

- dhugosé fali detekcji (A=280 nm),

- objeto$¢ nastrzyku: 20ul,

- tabela gradientu: faza ruchoma: A: CH3;OH,

faza ruchoma: B: H,0, pH=2,6 (Tab.13),

czas analizy 20 min.

Do oznaczenia uzyto nastgpujacych wzorcow:
- PB-arbutyna CRS (czystos¢ 93,5%, stezenie wzorca, c= 0,976 (mg/ml)),
- hydrochinon >99% (Fluka),
- wzorzec SST: arbutyna, ¢=0,244 (mg/ml), hydrochinon, ¢=0,1415 (mg/ml).

Na Ryc. nr 15 przedstawiono przyktadowy chromatogram zastosowanych wzorcoéw SST:

roztworu arbutyny i hydrochinonu.
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Rycina 15. Chromatogram roztworu wzorcowego arbutyny SST i hydrochinonu.

Przygotowanie roztworu wodnego wyciagu z lisci sierpika pigciolistnego:

Do kolby miarowej poj. 50ml odwazono okoto 0,4g wyciagu z liSci sierpika pigciolistnego.
Nastgpnie do kolby dodano 30ml 10% (v/v) metanolu 1 wstawiono na taznig¢ ultradzwigkowa
na 5 min. Calos¢ wymieszano i dopetniono rozpuszczalnikiem. Powstaty roztwor przesaczono

przez strzykawkowy filtr membranowy 0,45um (Schleicher&Schiell).

Otrzymany w wyniku rozdzialu pik chromatograficzny zidentyfikowano jako widmo
B-arbutyny. Na chromatogramie wodnego wyciagu z lisci sierpika pigciolistnego nie

stwierdzono obecnosci hydrochinonu (Ryc.16).
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Rycina 16. Chromatogram wodnego wyciagu z lisci sierpika pigciolistnego.

Analiza metoda HPLC wykazata, Ze w wodnym wyciagu z lisci sierpika pigciolistnego,
przeznaczonego do testow kosmetologicznych z udziatem probantow, zawartos¢ B-arbutyny

wynosi 9,3% (m/m) (Zat.1, str.150).
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B. BADANIA KOSMETOLOGICZNE

Projekt badawczy, po uzyskaniu akceptacji Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu, Uchwata nr 43/09 (Zat.2, str.151),
zrealizowano w latach 2009 — 2012. Obejmowat on dwa etapy:

- etap | - opracowanie receptury kremu o spodziewanym dziataniu rozjasniajacym
przebarwienia skory; preparat w swym skladzie zawieral standaryzowany na
zawarto$¢ arbutyny wodny wyciag z lisci sierpika pigciolistnego,

- etap Il - ocena efektywnosci i przydatnosci kosmetycznej kremu, w testach
aplikacyjnych z udziatem probantow.

Pierwszy etap projektu zrealizowano w Katedrze i Zaktadzie Naturalnych Surowcow

Leczniczych i Kosmetycznych UM im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu, drugi wykonano

przy wspoélpracy z Centrum Diagnostyki Znamion przy ul. Ogrodowej 10, w Poznaniu.

1. Osoby badane

Wszyscy uczestnicy projektu przed jego rozpoczeciem zostali poinformowani o celu
1 zasadach badania. Uzyskali wyczerpujace odpowiedzi na nurtujace ich pytania oraz wyrazili
pisemng zgodg na udzial w projekcie (formularz §wiadomej zgody — Zat.3, str.152). Kazdy
probant otrzymat na wlasno$¢ pisemny, szczegdélowy opis badania.

Uczestnicy projektu zostali objgci polisa ubezpieczeniowa, wystawiona przez HDI
Asekuracja Towarzystwo Ubezpieczen S.A. (numer 390/1399916/14004/0/0).

Na podstawie konsultacji lekarskiej przeprowadzonej w Centrum Diagnostyki Znamion
w Poznaniu do badania zakwalifikowano tacznie 102 kobiety, ze zmianami pigmentacyjnymi
skory, w wieku 26-55 lat.

Testami nie objeto pacjentek z pozytywnym wywiadem rodzinnym w kierunku czerniaka
lub innego nowotworu skory oraz dodatnim wynikiem testu ptatkowego (rozdz. 2.2.2.3,
str.94).

Badanie kosmetologiczne z udzialem probantéw mialo charakter randomizowanej,
kontrolowanej z uzyciem placebo, podwdjnie Slepej proby.

Uczestniczki biorace udziat w badaniu przydzielono losowo do jednej z dwdch grup:

- grupa badana — stosujaca krem, ze standaryzowanym na zawarto$¢ arbutyny, wodnym

wyciagiem z lisci sierpika pigciolistnego,

- grupa kontrolna — stosujaca podtoze kremowe, bez substancji aktywnej (placebo).
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1.1. Grupa badana

Do grupy badanej zakwalifikowano finalnie 54 kobiety ze zmianami barwnikowymi
skory. Sredni wiek probantek wynosit 37,26 lat (min. 26 — max. 55), a poszczegdlne klasy
wieku ksztaltowaly si¢ nastgpujaco: 26-35 lat (n=23), 36-45 lat (n=25) i 46-55 lat (n=6)
(Ryc.17).

11%

M 26-35 lat
M 36-45 lat
46-55 lat

Rycina 17. Podziat grupy badanej ze wzgledu na klasy wieku.

Badaniami obj¢to ochotniczki z fototypem skory II — IV, wg skali Fitzpatricka [204]:
fototyp 11 (n=18), fototyp 11l (n=29) i fototyp IV (n=7) (Ryc.18).

m fototyp Il
m fototyp Il
fototyp IV

Rycina 18. Podziat grupy badanej ze wzgledu na fototyp skory.

Pacjentki charakteryzowaly si¢ ogdlnie dobrym stanem zdrowia i1 posiadatly zmiany
pigmentacyjne skory, ktére podczas wizyty lekarskiej zdiagnozowano jako:
- sloneczne plamy soczewicowate (lentigo solaris), n=25,

- ostudy (melasma), n=29 (Ryc.19).
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W lentigo solaris

m melasma

Rycina 19. Rodzaj zaburzen pigmentacji skory wystgpujacych w grupie badane;.

Wystepujace u pacjentek zaburzenia barwnikowe skory miaty charakter zmian nabytych,
a $redni czas ich wystgpowania wynosil 4,5 roku. Ww. zaburzenia pigmentacji skory

zlokalizowane byty w obrgbie twarzy pacjentek (Tab.14).

Tabela 14. Lokalizacja przebarwien (grupa badana).

Liczba (n) %
czoto 12 22,22
policzek 26 48,14
nos 4 7,40
goérna warga 6 11,12
broda 6 11,12

Powierzchnia analizowanych przebarwien skory ksztattowala si¢ nastepujaco:
- <1cm?(n=10),
- 1-2cm? (n=29),
- >2cm? (n=15) (Ryc.20).

H<lcm?
H1-2cm?
>2cm?

Rycina 20. Powierzchnia przebarwien skory w grupie badane;j.
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Na podstawie wywiadu lekarskiego ustalono, ze 81,48% ochotniczek bioracych udziat
w badaniu we wczesniejszych latach wykorzystywato ochrong przeciwstoneczna codziennie
(54,55%), podczas gdy pozostale stosowaly ja wylacznie podczas opalania (45,45%).
Zaledwie 18,52% probantek nie uzywato kremow z filtrem UV w ogdle.

Wsrdd pacjentek grupy badanej az 35,19% uleglo w przesztosci poparzeniu stonecznemu.

Przed udzialem w badaniu ochotniczki odbywaty konsultacje m.in. z dermatologiem
(n=21), onkologiem (n=3) i kosmetologiem (n=11), a 19 z nich nic do tej pory z tym nie
robito (Ryc.21).

B dermatolog
H onkolog

m kosmetolog

nic z tym nie robie

6%

Rycina 21. Konsultacje ze specjalistami (grupa badana).

Pacjentki korzystaty takze uprzednio z zabiegow rozjasniajacych przebarwienia skory
(64,81%). Wsrod wymienianych pojawiaty si¢ m.in.: peeling chemiczny (n=11), peeling
kawitacyjny (n=1), mikrodermabrazja (n=11) i laseroterapia (n=5). Pozostatych 7 pacjentek
deklarowato wykonanie kilku réznych zabiegéw: mikrodermabrazji, peelingu chemicznego,

peelingu kawitacyjnego i laseroterapii (Ryc.22).

M peeling chemiczny

M peeling kawitacyjny

B mikrodermabrazja
laseroterapia

rézne

Rycina 22. Zabiegi wykorzystywane do rozjasnienia zmian pigmentacyjnych skory (grupa badana).
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1.2. Grupa kontrolna

Do grupy kontrolnej zakwalifikowano tacznie 48 kobiet ze zmianami barwnikowymi.
Sredni wiek probantek wynosit 38,14 lat (min. 28 — max. 54), a poszczegolne klasy wieku
ksztattowaty si¢ nastgpujaco: 26-35 lat (n=23), 36-45 lat (n=15) i 46-55 lat (n=10) (Ryc.23).

H 26-35 lat
M 36-45 lat
14 46-55 lat

Rycina 23. Podziat grupy kontrolnej ze wzgledu na klasy wieku.

Badaniami obj¢to ochotniczki z fototypem skory 1l — IV wg, skali Fitzpatricka [204]:
fototyp 1l (n=14), fototyp 111 (n=26) i fototyp IV (n=8) (Ryc.24).

m fototyp Il
m fototyp Il
fototyp IV

Rycina 24. Podziat grupy kontrolnej ze wzglgdu na fototyp skory.

Pacjentki charakteryzowaty si¢ ogolnie dobrym stanem zdrowia i posiadaty zmiany
pigmentacyjne skory, ktére podczas wizyty lekarskiej zdiagnozowano jako:
- sloneczne plamy soczewicowate (lentigo solaris), n=27,

- ostudy (melasma), n=21 (Ryc.25).
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M /entigo solaris
m melasma

Rycina 25. Rodzaj zaburzen pigmentacji skory wystepujacych w grupie kontrolne;.

Wystepujace u pacjentek zaburzenia barwnikowe skory miaty charakter zmian nabytych,

a sredni czas ich wystgpowania wynosit 6 lat. Ww. zaburzenia pigmentacji skory

zlokalizowane byty w obrebie twarzy pacjentek (Tab.15).

Tabela 15. Lokalizacja przebarwien (grupa kontrolna).

Liczba (n) %
czolo 16 33,33
policzek 19 39,58
nos 4 8,34
gérna warga 5 10,41
broda 4 8,34

Powierzchnia analizowanych przebarwien skory ksztaltowata sig¢ nastgpujaco:
- <1cm?(n=9),

- 1-2cm? (n=14),

- >2cm? (n=25) (Ryc.26).

H<1cm?
H1-2cm?
L>2cm?

Rycina 26. Powierzchnia przebarwien skory w grupie kontrolne;.
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Na podstawie wywiadu lekarskiego ustalono, ze 95,84% ochotniczek bioracych udziat
w badaniu we wczesniejszych latach wykorzystywalo ochrong przeciwstoneczna codziennie
(21,74%), podczas gdy pozostale stosowaly ja wylacznie podczas opalania (78,26%).
Zaledwie 4,16% probantek nie uzywato kremow z filtrem UV w ogole.

Wsrdd pacjentek grupy kontrolnej az 47,92% uleglo w przeszioSci poparzeniu
stonecznemu.

Przed udzialem w badaniu ochotniczki odbywaty konsultacje m.in. z dermatologiem

(n=19) 1 kosmetologiem (n=8), a 21 z nich nic do tej pory z tym nie robito (Ryc.27).

44% H dermatolog

H kosmetolog

”

Rycina 27. Konsultacje ze specjalistami (grupa kontrolna).

i nic z tym nie robie

Pacjentki korzystaty takze uprzednio z zabiegow rozjasniajacych przebarwienia skory
(56,25%). Wsrod wymienianych pojawialy si¢ m.in.: peeling chemiczny (n=12), peeling
kawitacyjny (n=1), mikrodermabrazja (n=12) i laseroterapia (n=2) (Ryc.28).

7%

H peeling chemiczny
M peeling kawitacyjny
i mikrodermabrazja

L1 laseroterapia

4%

Rycina 28. Zabiegi wykorzystywane do rozjasnienia zmian pigmentacyjnych skory (grupa kontrolna).
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2. Metody

2.1. Opracowanie receptur preparatow do badan kosmetologicznych

Do badan aplikacyjnych z udziatem probantéw przygotowano dwa rodzaje kremow:
- krem rozjasniajacy przebarwienia skory, ze standaryzowanym na zawarto$¢ arbutyny,
wodnym wyciagiem z liSci sierpika pigciolistnego,

- krem bez substancji czynnej (placebo).

2.1.1. Opracowanie receptury kremu niwelujacego przebarwienia skory

Do przygotowania kremu niwelujacego zmiany pigmentacyjne skory wykorzystano
wodny wyciag z lisci sierpika pigciolistnego (opis wykonania — czg¢$¢ fitochemiczna,
rozdz.2.1.2, str.62) oraz podtoze masciowe o nazwie handlowej ,,Lekobaza” firmy Pharma
Cosmetic K.M. Adamowicz S.J. (Zat.4, str.154).

Przy opracowywaniu receptury kremu uwzgledniono wilasciwosci fizyko-chemiczne
gléwnej substancji aktywnej kremu — arbutyny (rozdz.3.2, str.16). Ze wzgledu na jej wysoka
hydrofilnos¢ 1 niska penetracj¢ przez warstwg rogowa naskorka zdecydowano si¢ na wybor
ww. podioza.

Wedlug danych producenta Lekobaza (Cremor basalis) jest amfifilowym podiozem
masciowym, wykorzystywanym do wytwarzania kremow o delikatnej konsystencji oraz
plynnych emulsji. Lekobaza emulguje znaczne ilosci wody oraz wodnych roztworow
substancji leczniczych, tworzac trwate emulsje typu o/w oraz w/o. Jest podlozem tatwo
rozsmarowujacym si¢ i szybko wchianianym z powierzchni skory. Intensywnie nawilza
i natluszcza skore. Dzigki powyzszym wlasciwosciom znalazta szerokie zastosowanie

w dermatologii i kosmetologii [203].

Receptura kremu niwelujacego przebarwienia skory [100 g]:

- podtoze ,,Lekobaza” 7409

- wodny wyciag z liSci sierpika pigciolistnego 26,0 g.

Wedlug obliczen, wykonanych na podstawie §wiadectwa analizy wodnego wyciagu z lisci
sierpika pigciolistnego (Zat.1, str.150), krem niwelujacy przebarwienia skory zawierat 2,5%

arbutyny. Kazdy z probantéw grupy badanej otrzymat 15,0 g kremu.
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Wykonanie kremu [15.0 g]:

1. Do parownicy odwazono 11,0 g podioza.

2. Odwazone podloze stopiono na tazni wodnej w temperaturze 25°C, uzyskujac
poOtptynna konsystencje.

Odwazono 4,0 g wyciagu z lici sierpika pigciolistnego.

Odwazony wyciag dodawano porcjami do stopionego podioza, ciagle mieszajac.

Calos$¢ homogenizowano do ostygnigcia.

o o~ w

Uzyskany krem rozwazono do sterylnych opakowan.

2.1.2. Krem bez substancji czynnej (placebo)

Do przygotowania kremu, bez substancji aktywnej (placebo), wykorzystano podtoze
o nazwie handlowej ,,.Lekobaza” firmy Pharma Cosmetic K.M. Adamowicz S.J. (Zat.4,
str.154).

Kazdy z probantow grupy kontrolnej otrzymat 15,0 g kremu, bez substancji czynnej,
zawierajacego wylacznie podioze kremowe. Krem wykonano poprzez odwazenie 15,0 g

podtoza do sterylnych opakowan.

2.2. Diagnostyka przebarwien

2.2.1. Badanie podmiotowe

Od wszystkich ochotniczek bioracych udzial w badaniu (zaréwno grupy badanej, jak
1 kontrolnej) zebrano wywiad dermatologiczny na temat przebarwien skoéry. Zadano pytania
dotyczace m.in. czasu trwania przebarwien, ich lokalizacji, prawdopodobnych przyczyn
powstania, stosowania ochrony przeciwslonecznej, metod dotychczasowego postgpowania
terapeutycznego (zabiegow rozjasniajacych przebarwienia i kosmetykow lub lekow je
niwelujacych) i ich skuteczno$ci. Zebrano wywiad na temat wystgpowania podobnych
objawow u pozostatych cztonkéw rodziny i zachorowalno$ci na czerniaka lub innego raka
skory, a takze sktonno$ci do poparzen stonecznych i ich zaistnienia w przesztosci.

Wsrod ochotniczek przeprowadzono dwa badania ankietowe. Pierwsza ankieta byta
elementem wywiadu dermatologicznego (Zat.5, str.158), druga dotyczyta przebiegu samego

badania i subiektywnej oceny skutecznosci dziatania stosowanego kosmetyku (Zat.6, str.164).
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2.2.2. Badanie przedmiotowe

Badanie przedmiotowe obejmowato:

- badanie dermatoskopowe,

- badanie aparaturowe - oceniajace barwe skory,

- testy diagnostyczne, stwierdzajace brak wilasno$ci uczulajacych zastosowanego

kremu.

2.2.2.1. Badanie dermatoskopowe

Badanie dermatoskopowe obszaru skory dotknigtego zmiana barwnikowa wykonano przy
uzyciu wideodermatoskopu DermoGenius firmy LINOS, w Centrum Diagnostyki Znamion
w Poznaniu.

Badanie wykonywano kazdorazowo w takich samych, w pelni poroéwnywalnych
warunkach, po uprzedniej kalibracji urzadzenia. Fragment skory objety przebarwieniem
pokrywano olejkiem immersyjnym i za pomoca wideokamery obserwowano. Powstaty obraz
cyfrowy przetwarzano i przechowywano. Zmiany barwnikowe oceniano w 20— stokrotnym
powigkszeniu, dwukrotnie: przed rozpoczgciem aplikacji kremu oraz po jej zakonczeniu.
Podczas badania dermatoskopowego oceniano rozmieszczenie pigmentu w obrgbie zmian
barwnikowych skoéry. Oceniono czy przebarwienie umiejscowione jest w naskdrku,

w warstwie brodawkowej skory wlasciwej, czy tez ma charakter zmiany mieszanej.
2.2.2.2. Badania aparaturowe - ocena poziomu melaniny w miejscu przebarwienia

W badaniach oceniajacych barwe skory probantek, wykorzystano aparat MPA 9 Courage
- Khazaka Electronic GmbH. Pomiaru melaniny w miejscu przebarwienia dokonano za
pomoca sondy Mexametr® MX18.

Pomiary wykonywano w zblizonych warunkach wilgotnosci wzglednej (+42%)
i temperatury (+25°C), w zaciemnionym pomieszczeniu, po uprzednim oczyszczeniu
i wysuszeniu skory probanta. Odczyty wszystkich pomiaréw wykonano za pomoca skali
numerycznej (0-999), w postaci wartosci $redniej z 5-ciu kolejnych pomiaréw.

W trakcie trwania catego badania dokonywano 4- krotnego pomiaru poziomu melaniny
u kazdej z probantek, odpowiednio przed rozpoczeciem aplikacji kremu oraz po 1, 4 i 8
tygodniu aplikacji kremu.

Fototyp skory ochotniczek bioracych udziat w badaniu okre§lono dodatkowo na

podstawie 6- ciostopniowej skali Fitzpatricka (Tab.16), poniewaz pomiary uzyskiwane za
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pomoca sondy Mexametr® MX18 okazaly si¢ niewystarczajace. Pokrywajace si¢ zakresy

zawartosci melaniny nie pozwalaly na jednoznaczne ustalenie fototypu skory ochotniczek
(Tab.17).

Tabela 16. Fototypy skdry, wg skali Fitzpatricka [204].

Fototyp

jasnobrazowy,
oliwkowy

mocna ciemny braz

(ciemny braz) lub czarny
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Tabela 17. Fototypy skéry sonda Mexametr® MX18 (wg danych producenta).
Opis Sredni poziom melaniny

Typ celtycki:
bardzo jasna, blada skora, zielone oczy, duzo i
piegdw, brak opalenizny, natychmiastowe
1 powazne oparzenia stoneczne
Typ biaty kaukaski:
nieco ciemniejsza skora, mato piegow,
wlosy od jasno blond do brazu, niebieskie, 50 — 250
szare lub zielone oczy, staba opalenizna,
czgste 1 bolesne poparzenia stoneczne
Typ mieszany:
skora jasno brazowa, rzadkie piegi, wlosy
od ciemnego blond do brazu, zielone Iub 100 — 350
brazowe oczy, dobra opalenizna, rzadkie
oparzenia stoneczne
Typ srodziemnomorski:
brazowa skora, brak piegéw, wtosy
ciemnobrazowe do czarnych, brazowe 150 — 500
oczy, szybka opalenizna i niemal brak

oparzen stonecznych
Skora azjatycka / indyjska 150 — 650

Skora czarna 600 - 999

2.2.2.3. Testy diagnostyczne stwierdzajace brak wlasciwosci uczulajacych kremu

z wyciagiem z liSci sierpika pigciolistnego

Do stwierdzenia braku wlasciwosci uczulajacych kremu wykorzystano testy
diagnostyczne w postaci naskorkowych testow ptatkowych [205, 206]. Testy przeprowadzono
wsrod wszystkich pacjentek ze zdiagnozowanymi zaburzeniami pigmentacji skory.
Wykonano je przy uzyciu hipoalergicznych i wodoszczelnych komér testowych 1Q-Ultimate

firmy Chemotechnique Diagnostics.
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Bezposrednio przed aplikacja plastrow na plecy pacjentek w komorach testowych

umieszczano odpowiednio:

25 pl wodnego wyciagu z lisci sierpika pigciolistnego, zawierajacego 2,5 % arbutyny,

- 2 mg podioza kremowego.

Plastry naklejono nastepnie na skore plecéw pacjentek (w odlegtosci 2-4 cm od linii
posrodkowej, w okolicy migdzytopatkowej) na okres 48 godzin. Podczas trwania testu
zalecono pacjnetkom unikania ekspozycji na promieniowanie stoneczne i zazywania lekow
sterydowych. Po uptywie 48 godzin plastry usuni¢to i dokonano pierwszego odczytu testu po
uptywie 30 minut, wykorzystujac w tym celu ptytki IQ Ultimate® Reading Plate. Ponowne
odczyty przeprowadzono po uplywie kolejnych 24 i 48 godzin, odpowiednio w 72 1 96
godzinie po aplikacji plastra z alergenami. Interpretacje wynikow prowadzono w oparciu

o0 zalecenia ICDRG (International Contact Dermatitis Research Group) (Tab.18).

Tabela 18. Interpretacja i zapis wynikow testu ptatkowego, wg ICDRG [207].

Interpretacja Opis - wyglad
negatywny brak reakcji
odczyn watpliwy subtelny rumien
staby odczyn rumien, naciek, ewentualne grudki
silny odczyn rumien, naciek, grudki, pgcherzyki
odczyn skrajnie nasilony pecherze lub owrzodzenia

odczyn odgraniczony od miejsca przylegania
podraznienie substancji, wygasajacy od momentu usunigcia
testu, mozliwe wybroczyny, krostki, brak grudek

1 pecherzykow

2.3. Aplikacja opracowanych kremoéw

Przygotowane wg autorskich receptur kremy niwelujace przebarwienia skory aplikowano
8 tygodni (aplikacja punktowa w miejscu przebarwienia, 2 razy dziennie — rano i wieczorem).
Wszystkim ochotniczkom bioracym udzial w badaniu zalecono unikania ekspozycji

miejsc dotknigtych przebarwieniem na promieniowanie stoneczne 1 wizyt w solarium.
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Zarekomendowano codzienne stosowanie kremow z wysokim wskaznikiem ochrony SPF
50+.
W trakcie aplikacji kremu probantki nie uzywaty dodatkowych dermokosmetykow

niwelujacych przebarwienia skory oraz nie wykonywaty zabiegdéw je rozjasniajacych.

2.4. Analiza statystyczna

Wszystkie obliczenia statystyczne wykonano przy uzyciu pakietu statystycznego
STATISTICA 10.0.

Podczas analizy cech ilosciowych typu ciaglego tj. wiek pacjenta i poziom melaniny
wzigto pod uwage: liczbe pacjentek (n), Srednia arytmetyczng (X ), zakres zmiennosci
(Min.—Max.) oraz odchylenie standardowe (o). Przy cechach porzadkowych tj. klasa wieku,
fototyp skory i stopien zadowolenia uwzglgdniano natomiast: liczbg pacjentek (n), zakres
zmiennosci (Min.—Max.), warto$¢ pierwszego i trzeciego kwartyla (Q1,Q3) oraz mediang
(Me).

Istotno$¢ rdznic analizowanych cech, w grupie badanej i kontrolnej, weryfikowano
stosujac analiz¢ wariancji ANOVA z powtarzanymi pomiarami oraz test t-Studenta.
Do analizy cech porzadkowych uzyto nieparametrycznego testu U — Manna Whitney'a.

Wszystkie hipotezy statystyczne weryfikowano na poziomie istotnosci a=0,05.
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3. Wyniki

3.1. Struktura grup terapeutycznych

Podczas analizy cech ilo§ciowych typu ciaglego wzigto pod uwage: liczbe pacjentek (n),
$rednig arytmetyczna (X ), zakres zmienno$ci (Min.—Max.) i odchylenie standardowe (o).
Przy cechach porzadkowych uwzgledniano natomiast: liczbg pacjentek (n), zakres zmiennos$ci
(Min.—Max.), warto$¢ pierwszego i trzeciego kwartyla (Q1,Q3) oraz mediang (Me).

Zgodnos¢ rozktadu analizowanych cech, w grupie badanej i kontrolnej, sprawdzano
stosujac analiz¢ wariancji, Z powtarzanymi pomiarami, test t-Studenta, a w przypadku cech

porzadkowych test U — Manna Whitney'a.
3.1.1. Poréwnanie grupy badanej i kontrolnej wzgledem wieku i klas wieku

W badaniu wzigty udziat 102 pacjentki z przebarwieniami skory w wieku 26-55 lat.
Sredni wiek probantek wynosit 37,67 lat. Przydzielono je losowo do grupy badanej lub
kontrolnej. W grupie badanej $redni wiek pacjentek wynosit 37,26 lat, natomiast w grupie
kontrolnej 38,14 lat. Przecigtna wieku w obu grupach terapeutycznych byla zblizona
(Tab.19).

Pomigdzy grupa badana i kontrolng nie stwierdzono istotnych roznic statystycznych

(p=0,555).

Tabela 19. Poréwnanie grupy badanej i kontrolnej wzgledem wieku.

Liczba Srednia Odchylenie

pacjentek Minimum Maksimum arytmetyczna standardowe
() (X) (0)
54 26 55 37,26 7,41
wiek 48 28 54 38,14 7,73

Badania prowadzono w trzech klasach wieku: 26-35 lat, 36-45 lat oraz 46-55 lat.
Zroznicowanie grup terapeutycznych pod wzgledem liczebnosci w odrgbnych klasach wieku
przedstawia Ryc. nr 29. W grupie badanej, jak i kontrolnej znalazly si¢ przedstawicielki
poszczegbdlnych klas wieku, jednakze wsrod uczestniczek przewazaty pacjentki dwoch klas

wieku: 26-35 lat i 36—45 lat.
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Pomiedzy grupa badana i kontrolna nie stwierdzono istotnych réznic statystycznych
(p=0,319).

30

25

20 +

M grupa badana

Liczba pacjentek
(=Y
(0]

10 1 W grupa kontrolna
5 .
0 -
26 - 35 lat 36 - 45 lat 36 - 55 lat
Klasa wieku

Rycina 29. Rozktad liczby pacjentek w odrgbnych klasach wieku w grupie badanej i kontrolnej.
3.1.2. Poréwnanie grupy badanej i kontrolnej wzgledem fototypu skory

Badaniami objg¢to pacjentki z fototypem skory II — 1V, wg skali Fitzpatricka.
Zrbéznicowanie grup terapeutycznych pod wzgledem fototypu skory byto na statym poziomie.
Zarbwno w grupie badanej, jak i kontrolnej znalazty si¢ pacjentki posiadajace fototyp skory
IL, I 1 IV. Nie mniej jednak zdecydowanie najliczniejsza grupg pacjentek stanowity kobiety
z fototypem skéry 111 (Ryc.30).

Pomiedzy grupa badana i kontrolna nie stwierdzono istotnych roznic statystycznych
(p=0,912).
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Rycina 30. Rozktad liczby pacjentek z poszczeg6lnymi fototypami skdéry w grupie badanej

i kontrolnej.

3.1.3. Poréwnanie grupy badanej i kontrolnej wzgledem rodzaju przebarwien skory

Pacjentki biorace udziat w badaniu posiadaty dwa rodzaje przebarwien skory:

- sloneczne plamy soczewicowate (lentigo solaris),

- ostudy (melasma).

W badanej grupie kobiet zanotowano 52 przypadki lentigo solaris i 50 przypadkow

melasmy. Rozktad liczby pacjentek z poszczegdlnymi zaburzeniami pigmentacyjnymi

w grupie badanej i kontrolnej byt zblizony (Ryc.31).

Pomigdzy grupa badana i kontrolna nie stwierdzono istotnych roznic statystycznych

(p=0,389).
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Rycina 31. Rozktad zaburzen pigmentacji skory w grupie badanej i kontrolnej.

3.2. Poczatkowy poziom melaniny w grupach terapeutycznych

Przy uzyciu testu t — Studenta dla zmiennych niezaleznych analizowano, czy poczatkowy
poziom melaniny w obu grupach terapeutycznych byt podobny. W obliczeniach wzigto pod
uwage: liczbe pacjentek w grupie badanej i kontrolnej (n), $rednie warto$ci melaniny
1 graniczny poziom prawdopodobienstwa testowego (p). Za warto$¢ statystycznie znamienng
przyjeto p < 0,05.

W wyniku testowania otrzymano, ze u pacjentek grupy badanej S$redni poczatkowy
poziom melaniny wynosit 182,60 i byl wyzszy, anizeli w grupie kontrolnej, gdzie $redni
poziom melaniny rowny byt 158,90. R6znice te byly istotne statystycznie (p=0,002).

Jak juz zaznaczono pacjentki biorace udziat w badaniu posiadaty dwa rodzaje
przebarwien skory: lentigo solaris i melasma. Podobnie jak powyzej, testowano czy
poczatkowy poziom melaniny w obu grupach terapeutycznych dla poszczegélnych rodzajow
przebarwien skory byt podobny.

U pacjentek posiadajacych przebarwienia skory typu melasma éredni poczatkowy poziom
melaniny w grupie badanej roéwny byl 184,72, podczas gdy w grupie kontrolnej ksztaltowat
si¢ na poziomie 148,71. Réznice te byly istotne statystycznie (p=0,002).

U pacjentek posiadajacych przebarwienia skory typu lentigo solaris sredni poczatkowy
poziom melaniny w grupie badanej wynosit 180,12, a w grupie kontrolnej ksztattowat si¢ na

poziomie 166,82. Roznice te byly nieistotne statystycznie (p=0,172).
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3.3. Analiza zmiany poziomu melaniny wzgledem czasu w grupach terapeutycznych

Weryfikowano hipotez¢ o nieistotnosci roznic pozioméw melaniny dla grupy badane;j
i kontrolnej oraz zalezno$ci tego procesu w czasie. Wykorzystano w tym celu analizg
wariancji ANOVA, z powtarzanymi pomiarami.

W Tab. nr 20 przedstawiono zmiang poziomu melaniny w miejscu przebarwienia
wzgledem czasu w grupie badanej i1 kontrolnej. W testowaniu uwzgledniono: zakres
zmienno$ci poziomu melaniny (Min.—Max.), odchylenie standardowe (o) oraz $rednia
arytmetyczna ( X ) poziomu melaniny z kolejnych pomiardéw. Pomiary przeprowadzono 4 —
krotnie: przy wlaczeniu pacjentek do badania (poczatkowy poziom melaniny) oraz po 1,4 1 8
tygodniu kuracji kremem niwelujacym przebarwienia skory (rozdz. 2.2.2.2, str.96).

Zaobserwowano, ze rozrzut poziomu melaniny w grupie badanej i kontrolnej ksztattuje

si¢ na zblizonym poziomie we wszystkich punktach obserwacyjnych (Tab.20).

Tabela 20. Zmiana poziomu melaniny w miejscu przebarwienia wzgledem czasu, w obu grupach

terapeutycznych.
Liczba Srednia Odchylenie
pacjentek Minimum Maksimum arytmetyczna standardowe
(n) (X) (o)

Grupa badana

Poczatkowy poziom melaniny 54 115,00 301,40 182,60 39,41
Poziom melaniny po 1 tygodniu 54 109,80 287,20 181,26 39,63
Poziom melaniny po 4 tygodniach 54 103,80 268,20 174,84 35,25
Poziom melaniny po 8 tygodniach 54 91,00 275,20 168,76 36,30
Grupa kontrolna

Poczatkowy poziom melaniny 48 86,80 218,40 158,90 34,41
Poziom melaniny po 1 tygodniu 48 86,40 223,40 157,70 35,42
Poziom melaniny po 4 tygodniach 48 85,00 271,40 159,43 38,89
Poziom melaniny po 8 tygodniach 48 92,40 261,20 166,84 39,72

Po 8- tygodniowej aplikacji kremu z wyciagiem z li§ci sierpika pigciolistnego w grupie
badanej zanotowano spadek poziomu melaniny w miejscu przebarwienia $rednio o 13,84,
podczas gdy w grupie kontrolnej zaobserwowano wzrost jej poziomu o 7,94. Zauwazono,
ze poziom melaniny spada juz od pierwszych tygodni aplikacji kremu i trend ten utrzymuje

si¢ do zakonczenia terapii (Ryc.32).
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Inna tendencj¢ dostrzezono natomiast w grupie kontrolnej, aplikujacej krem bez
substancji aktywnej (placebo). Po uptywie pierwszych 4 tygodni stosowania kremu poziom
melaniny u oséb bioracych udzial w badaniu wzrastat i trend ten utrzymywat si¢ do konca
stosowania preparatu (Ryc.32).

Grupa badana 1 kontrolna roznity si¢ istotnie pod wzgledem przecigtnego poziomu
melaniny w miejscu przebarwienia (p=0,022).

Zmiany przeci¢tnych poziomoéw melaniny w czasie przebiegaly istotnie réznie w obu

grupach terapeutycznych (p=0,000).
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Rycina 32. Zalezno$¢ zmiany poziomu melaniny w czasie w obu grupach terapeutycznych.

Kazda z uczestniczek badania po zakonczeniu aplikacji kremu wypetnita ankiet¢ numer II
(Zat.6, str.164). Wsrod pytan ankietowych znalazto si¢ jedno, dotyczace subiektywnej oceny
skutecznosci kuracji w czasie: ,,Po jakim czasie zauwazalne byly efekty aplikacji kremu ?”

W grupie badanej, aplikujacej krem z wyciagiem z lisci sierpika pigciolistnego,
31 pacjentek zauwazyto skutecznos¢ terapii. W grupie tej 74,20% pacjentek odpowiedziato,
ze efekty kuracji byty zauwazalne po 8 tygodniach, podczas gdy 25,80% zaobserwowato tg
zmiang juz po uptywie 4 tygodni.

W grupie kontrolnej zaledwie 4 pacjentki zaobserwowaly minimalne rozjasnienie
przebarwienia, po uptywie 8 tygodni kuracji kremem.

Odpowiedzi pacjentek na ww. pytanie odzwierciedlaja wyniki, ktore otrzymano podczas

pomiarow poziomu melaniny. Zaréwno subiektywna ocena uczestniczek, jak i wyniki
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pomiardw melaniny wskazuja, ze przebarwienia skory ulegaja rozjasnieniu po uplywie

8 tygodni aplikacji kremu.

3.3.1. Analiza zmiany poziomu melaniny wzgledem czasu w grupie badanej

I kontrolnej u pacjentek z melasmgq i lentigo solaris

Podobna weryfikacje hipotezy, o nieistotnosci roznic poziomu melaniny dla dwoch grup
terapeutycznych 1 zaleznosci tego procesu w czasie, przeprowadzono w rozrdéznieniu na
rodzaje przebarwien skory: lentigo solaris i melasma.

W Tab. nr 21 i 22 przedstawiono zmiang poziomu melaniny w miejscu przebarwienia
wzgledem czasu w grupie badanej i kontrolnej, w rozrdéznieniu na rodzaje przebarwien:
lentigo solaris i melasma. W testowaniu uwzglgdniono analogicznie: zakres zmiennoSci
poziomu melaniny (Min.—Max.), odchylenie standardowe (o) i $rednig arytmetyczna (X )
poziomu melaniny z kolejnych pomiarow.

Zaobserwowano, ze rozrzut poziomu melaniny wewnatrz grupy badanej i kontrolnej

ksztattuje si¢ na zblizonym poziomie we wszystkich punktach obserwacyjnych (Tab.21, 22).

Tabela 21. Zmiana poziomu melaniny w miejscu przebarwienia, wzgledem czasu U pacjentek

z melasmq.
Liczba Srednia Odchylenie
pacjentek Minimum Maksimum arytmetyczna standardowe
(n) (X) (o)

Grupa badana
Poczatkowy poziom melaniny 29 115,00 301,40 184,72 40,91
Poziom melaniny po 1 tygodniu 29 109,80 287,20 186,63 43,76
Poziom melaniny po 4 tygodniach 29 103,80 268,20 175,58 39,70
Poziom melaniny po 8 tygodniach 29 91,00 275,20 168,32 42,27
Grupa kontrolna
Poczatkowy poziom melaniny 21 86,80 215,40 148,71 36,89
Poziom melaniny po 1 tygodniu 21 86,40 193,80 142,70 31,87
Poziom melaniny po 4 tygodniach 21 85,00 192,00 142,80 30,53
21 92,40 234,80 151,71 37,33
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W grupie pacjentek z melasmq, przynaleznych do grupy badanej, aplikujacych krem
z wyciagiem z lidci sierpika pigciolistnego zanotowano spadek poziomu melaniny w miejscu
przebarwienia po 8- tygodniowej kuracji $rednio o 16,40, natomiast u pacjentek z melasmq
w grupie kontrolnej takiego efektu nie odnotowano. Zaobserwowano u nich nieznaczny
wzrost poziomu melaniny o 3,00 (Ryc.33).

U pacjentek grupy badanej, posiadajacych przebarwienia typu melasma zauwazono,
ze poziom melaniny spada juz po 4 tygodniach kuracji kremem z wyciagiem, a takze
ze tendencja ta utrzymuje si¢ w dalszych tygodniach aplikacji kremu (Ryc.33).

U pacjentek z melasmq grupy kontrolnej stwierdzono, ze poziom melaniny po uptywie
pierwszych 4 tygodni kuracji pozostaje mniej wigcej na statym poziomie i nieznacznie
wzrasta w kolejnych tygodniach aplikacji placebo (Ryc.33).

Grupa badana i1 kontrolna réznity si¢ istotnie pod wzgledem przecigtnego poziomu
melaniny w miejscu przebarwienia (p = 0,004).

Zmiany przecigtnych pozioméw melaniny w czasie przebiegaly istotnie rdéznie w obu

grupach terapeutycznych (p = 0,000).
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Rycina 33. Zalezno$¢ zmiany poziomu melaniny u pacjentek z melasmq w czasie, w obu grupach

terapeutycznych.
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Tabela 22. Zmiana poziomu melaniny w miejscu przebarwienia, wzgledem czasu u pacjentek z lentigo

solaris.

Liczba Srednia Odchylenie

pacjentek Minimum Maksimum arytmetyczna standardowe
(n) (X) (o)

Grupa badana

Poczatkowy poziom melaniny 25 115,20 251,40 180,12 38,28

Poziom melaniny po 1 tygodniu 25 125,00 236,60 175,03 34,06
25 126,40 234,20 173,98 30,06
25 114,60 224,80 169,27 28,73
Grupa kontrolna
Poczatkowy poziom melaniny 27 114,60 218,40 166,82 30,73
Poziom melaniny po 1 tygodniu 27 116,20 223,40 169,37 34,12
Poziom melaniny po 4 tygodniach 27 94,60 271,40 172,36 40,24
Poziom melaniny po 8 tygodniach 27 130,20 261,20 178,62 38,10

|

W przypadku pacjentek z lentigo solaris zaobserwowano analogiczny trend, jak
u pacjentek z melasmq. W grupie pacjentek z lentigo solaris, przynaleznych do grupy
badanej, aplikujacych krem z wyciagiem z liSci sierpika pigciolistnego zauwazono spadek
poziomu melaniny w miejscu przebarwienia po 8- tygodniowej kuracji $rednio o 10,85,
podczas gdy u kobiet z lentigo solaris grupy kontrolnej takiego efektu nie zanotowano.
Stwierdzono natomiast wzrost poziomu melaniny o 11,80 (Ryc.34).

U pacjentek grupy badanej, z przebarwieniami typu lentigo solaris zauwazono, ze poziom
melaniny spada juz w pierwszych tygodniach kuracji kremem oraz, Ze tendencja ta utrzymuje
si¢ az do konca aplikacji preparatu (Ryc.34).

U pacjentek z lentigo solaris grupy kontrolnej stwierdzono, ze poziom melaniny po
uptywie pierwszych 4 tygodni aplikacji wrasta i trend ten utrzymuje si¢ w kolejnych
tygodniach stosowania placebo (Ryc.34).

Grupa badana 1 kontrolna nie réznity si¢ istotnie pod wzgledem przecigtnego poziomu
melaniny w miejscu przebarwienia (p=0,748). Jakkolwiek zmiany przeci¢tnych poziomoéw

melaniny w czasie przebiegaly istotnie r6znie w obu grupach terapeutycznych (p=0,000).
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Rycina 34. Zalezno$¢ zmiany poziomu melaniny U pacjentek z lentigo solaris w czasie, w obu

grupach terapeutycznych.

3.4. Analiza zmiany poziomu melaniny w poszczegélnych klasach wieku

Oceniano zmiang poziomu melaniny w miejscu przebarwienia w poszczegdlnych klasach
wieku oraz zalezno$¢ tego procesu w czasie, w obu grupach terapeutycznych. Analiz¢
prowadzono w klasach wieku: 26-35 lat, 36-45 lat oraz 46-55 lat, uwzgledniajac: $rednia

arytmetyczna ( X ) poziomu melaniny z kolejnych pomiaréw (Tab.23).
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Tabela 23. Zmiana poziomu melaniny w miejscu przebarwienia, wzgledem czasu w obu grupach

terapeutycznych, w poszczegolnych klasach wieku.

Poziom Poziom Poziom
Poczatkowy ; : ;
i melaniny po melaniny po melaniny po
poziom ) ) )
_ 1 tygodniu 4 tygodniu 8 tygodniu
melaniny . . .
(%) terapii terapii terapii
X
(X) (X) (X)

Grupa badana
Klasa wieku 26 — 35 lat
Klasa wieku 36 — 45 lat
Klasa wieku 46 — 55 lat

Grupa kontrolna

Klasa wieku 26 — 35 lat
Klasa wieku 36 — 45 lat
Klasa wieku 46 — 55 lat

U pacjentek w przedziale wiekowym 26-35 lat, stosujacych krem z wyciagiem z lisci
sierpika pigciolistnego, stwierdzono spadek poziomu melaniny w miejscu przebarwienia
$rednio o 7,41, podczas gdy w grupie kontrolnej zanotowano jej wzrost o 6,41. Tendencje
spadkowa poziomu melaniny w grupie badanej obserwowano po uptywie 8 tygodni terapii
kremem niwelujacym przebarwienia skory.

Podobny trend zauwazono u pacjentek w przedziale wiekowym 3645 lat. U kobiet
aplikujacych krem z wyciagiem zaobserwowano spadek poziomu melaniny w miejscu
przebarwienia $rednio o 13,64, natomiast w grupie kontrolnej wzrost o 17,56. Jednakze
odmiennie niz w poprzednim przedziale wiekowym tendencja spadkowa poziomu melaniny
W grupie badanej byla widoczna juz po uptywie 4 tygodni terapii (obnizenie o 10,28)
1 utrzymywatla si¢ do jej zakonczenia (spadek o kolejne 3,36).

Poréwnujac grupy kontrolne ww. klas wieku zauwazono, ze wigkszy wzrost poziomu
melaniny wystapit u pacjentek w przedziale wiekowym 3645 lat.

Po 8- tygodniowej kuracji kremem z wyciagiem u pacjentek w wieku 46-55 lat
zanotowano znaczacy spadek poziomu melaniny, $rednio o 39,22. Tendencja ta byla
dostrzegalna juz po uptywie 1 tygodnia terapii (obnizenie o 14,65) i utrzymywala si¢
w kolejnych tygodniach, spadek o 17,67 i 6,90, odpowiednio po 4 i 8 tygodniu terapii.
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W grupie kontrolnej, w odroznieniu od innych klas wieku, stwierdzono natomiast

niewielki spadek poziomu melaniny (o 2,93).

3.5. Analiza zmiany poziomu melaniny w poszczegolnych fototypach skory, wg skali
Fitzpatricka

Oceniano zmiany poziomu melaniny w miejscu przebarwienia, w poszczegolnych
fototypach skory oraz zalezno$¢ tego procesu w czasie, w obu grupach terapeutycznych.
Analiz¢ prowadzono w fototypach skory: II, III i IV, uwzgledniajac: $rednia arytmetyczna

(X)) poziomu melaniny z kolejnych pomiaréw (Tab.24).

Tabela 24. Zmiana poziomu melaniny w miejscu przebarwienia, wzgledem czasu w obu grupach

terapeutycznych, w poszczegélnych typach skory, wg skali Fiztpatricka.

Poziom melaniny  Poziom melaniny  Poziom melaniny

Poczatkowy ; . .
; . po 1 tygodniu po 4 tygodniu po 8 tygodniu
poziom melaniny y y N
(%) terapii terapii terapii
(X) (X) (X)

Grupa badana

Typ skory 11 189,57 179,02 167,50 159,72
Typ skory I 169,13 168,87 169,08 162,94
Typ skory IV 220,40 238,37 217,60 216,14

Grupa kontrolna
Typ skory Il 138,54

138,70 133,63 151,26

172,93 171,73 175,88 174,92
148,90 145,36 151,11 167,90

Po 8-tygodniowej kuracji kremem z wyciagiem z lisci sierpika pigciolistnego u pacjentek
z fototypem skory Il zaobserwowano spadek poziomu melaniny $rednio o 29,85, podczas gdy
w grupie kontrolnej zanotowano wzrost jej poziomu o 12,72. Tendencja spadkowa poziomu
melaniny w grupie badanej byta widoczna juz po uptywie 1 tygodnia terapii (obnizenie
0 10,55) i utrzymywata si¢ w kolejnych tygodniach, spadek o 11,52 i 7,78, odpowiednio
po 4 i 8 tygodniu terapii.

U pacjentek z fototypem skory III, aplikujacych krem z wyciagiem, stwierdzono
natomiast, ze poziom melaniny po 8- tygodniowej kuracji spada $rednio o 6,19, podczas gdy

w grupie kontrolnej utrzymuje si¢ mniej wigcej na statym poziomie (wzrost o 1,99).
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Podobny trend zauwazono u pacjentek z fototypem skory IV. U kobiet stosujacych krem
z wyciagiem stwierdzono spadek poziomu melaniny $rednio o 4,26, z kolei w grupie
kontrolnej aplikujacej placebo wzrost o 19,00.

Poréwnujac grupy kontrolne ww. fototypow skory nalezy podkresli¢, ze u pacjentek

z fototypem skory IV nastapit znaczacy wzrost poziomu melaniny w miejscu przebarwienia.

3.6. Ocena zadowolenia z efektéw aplikacji kremu niwelujacego przebarwienia skory

Narzedziem, ktore wykorzystano do oceny zadowolenia pacjentek z efektéw aplikacji
kremu rozjasniajacego przebarwienia skory byta ankieta II (Zat.6, str.164). W wymienionej
ankiecie zamieszczono 4- stopniowa skale satysfakcji. Sktadata si¢ ona z nast¢pujacych
odpowiedzi:

- 0-pogorszenie

- 1 —brak poprawy

- 2—minimalna poprawa

- 3 -—zdecydowana poprawa.

Do zbadania zaleznosci statystycznej stopnia zadowolenia pacjentow z rezultatu aplikacji
kremu niwelujacego przebarwienia w dwoch grupach terapeutycznych wykorzystano test
U - Manna — Whitney'a. Za warto$¢ statystycznie znamienna przyjeto p < 0,05.

Analiza statystyczna wykazata istotne réznice (p=0,000) w stopniu zadowolenia z efektu

stosowania kremu na przebarwienia pomigdzy grupa badana i kontrolna (Ryc.35).
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Rycina 35. Zadowolenie z rezultatu stosowania kremu niwelujacego przebarwienia, w obu grupach

terapeutycznych.
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Analizujac obie grupy terapeutyczne stwierdzono, ze grupa badana, stosujaca krem
z wyciagiem z lisci sierpika pigciolistnego byta bardziej zadowolona z aplikacji kremu,
anizeli grupa kontrolna (stosujaca krem bez substancji czynnej - placebo). Mediana
odpowiedzi padajacych w grupie badanej ksztatltowata si¢ na poziomie 2 (minimalna
poprawa), podczas gdy w grupie kontrolnej na poziomie 1 (brak poprawy). Rozkiad

udzielanych przez pacjentki odpowiedzi obrazuje Ryc. nr 35 i Tab. nr 25.

Tabela 25. Rozdziat udzielanych przez pacjentki odpowiedzi w obu grupach terapeutycznych.

Grupa badana Grupa kontrolna
SICIEREWR L[N Liczba pacjentek % Liczba pacjentek %
8 14,81 15 31,25
15 27,78 29 60,41
9 16,67 4 8,34
22 40,74 0 -

Ponad 40% pacjentek aplikujacych krem z wyciagiem zauwazyto zdecydowana poprawe
po zakonczeniu kuracji, podczas gdy w grupie kontrolnej taka odpowiedz nie padta ani razu.
Kolejnych, ponad 16% pacjentek grupy badanej zaobserwowalo minimalng poprawe
W miejscu przebarwienia, natomiast w grupie kontrolnej zaledwie 8%.

W grupie kontrolnej najczgséciej padaty odpowiedzi: ,,brak poprawy” i ,,pogorszenie”
(odpowiednio 60,41% i 31,25%).

Udzielane przez pacjentki odpowiedzi, po raz kolejny, potwierdzity wyniki, ktore
otrzymano podczas ostatecznych, obiektywnych pomiaréw poziomu melaniny. Zmiany

pigmentacyjne skory ulegaja rozjasnieniu po uptywie 8 tygodni aplikacji kremu.

3.6.1. Ocena satysfakcji pacjentek z melasmq, z rezultatow stosowania kremu

rozjasniajacego przebarwienia skory

Podobna analiz¢ zalezno$ci statystycznej stopnia zadowolenia z efektu aplikacji kremu
niwelujacego przebarwienia przeprowadzono w grupie pacjentek z melasmq. Wykorzystano,
jak poprzednio, test U - Manna — Whitney'a i przyjgto za warto$¢ statystycznie znamienna
p <0,05.

Analogicznie analiza statystyczna wykazala istotne rdznice (p=0,000) w stopniu
zadowolenia z rezultatu stosowania kremu na przebarwienia pomigdzy grupa badang

i kontrolna (Ryc.36).
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Analizujac obie grupy terapeutyczne stwierdzono, ze pacjentki z melasmgq W grupie
badanej byty bardziej zadowolone z aplikacji kremu, anizeli grupa kontrolna. Mediana
odpowiedzi padajacych w grupie badanej ksztaltowata si¢ na poziomie 2 (minimalna
poprawa), podczas gdy w grupie kontrolnej na poziomie 1 (brak poprawy). Rozkiad

udzielanych przez pacjentki odpowiedzi obrazuje Ryc. nr 36 i Tab. nr 26.
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Rycina 36. Zadowolenie z efektu stosowania kremu niwelujacego przebarwienia u pacjentek

Z melasmaq.

Tabela 26. Rozdziat udzielanych odpowiedzi przez pacjentki z melasmaq.

Grupa badana Grupa kontrolnha
Liczba pacjentek % Liczba pacjentek %
“ 2 6,90 5 23,80
7 24,14 13 61,90
7 24,14 ; 1430
13 44,82 0 -

Prawie 45% pacjentek, posiadajacych przebarwienia skory typu melasma, aplikujacych
krem z wyciagiem z liSci z sierpika pigciolistnego, zauwazylo zdecydowana poprawg po
zakonczeniu kuracji, podczas gdy w grupie kontrolnej taka odpowiedz nie padia ani razu.
Ponad 24% pacjentek grupy badanej zaobserwowalo minimalng poprawg¢ w miejscu
przebarwienia, natomiast w grupie kontrolnej zaledwie 14%.

W grupie kontrolnej najczg$ciej padaty odpowiedzi: ,,brak poprawy” i ,,pogorszenie”
(odpowiednio 23,80% i 61,90%).
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Udzielane przez pacjentki odpowiedzi po raz kolejny odzwierciedlity wyniki, ktore
otrzymano podczas ostatecznych pomiaréw poziomu melaniny. Zaréwno subiektywna ocena
uczestniczek, jak i wyniki pomiaréw wykazaly, ze zmiany pigmentacyjne skory typu

melasma ulegaja rozjasnieniu po uptywie 8 tygodni aplikacji kremu.

3.6.2. Ocena satysfakcji pacjentek z lentigo solaris, z rezultatow stosowania kremu

rozjasniajacego przebarwienia skory

Podobna analiz¢ zalezno$ci statystycznej stopnia zadowolenia z efektu aplikacji kremu
niwelujacego przebarwienia przeprowadzono w grupie pacjentek z lentigo solaris. Tak jak
poprzednio, wykorzystano test U - Manna — Whitney'a i przyjgto za warto$¢ statystycznie
znamienna P < 0,05.

Analogicznie analiza statystyczna wykazata istotne roznice (p=0,009) w stopniu
zadowolenia z rezultatu stosowania kremu na przebarwienia pomigdzy grupa badana
i kontrolna (Ryc.37).

Analizujac obie grupy terapeutyczne stwierdzono, ze pacjentki z lentigo solaris w grupie
badanej byly bardziej zadowolone z aplikacji kremu, anizeli grupa kontrolna. Nie mniej
jednak mediana odpowiedzi padajacych w grupie badanej i kontrolnej ksztaltowata si¢ na
poziomie 1 (brak poprawy). Rozklad udzielanych przez pacjentki odpowiedzi obrazuje Ryc.

nr 37 i Tab. nr 27.
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Rycina 37. Zadowolenie z efektu stosowania kremu niwelujacego przebarwienia u pacjentek z lentigo

solaris.
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Tabela 27. Rozdziat udzielanych odpowiedzi przez pacjentki z lentigo solaris.

Grupa badana Grupa kontrolna
Skala satysfakcji Liczba pacjentek % Liczba pacjentek %
6 24,00 10 37,05
8 32,00 16 59,25
2 8,00 1 3,70
9 36,00 0 -

Pacjentki posiadajace przebarwienia typu lentigo solaris, aplikujace krem z wyciagiem
z lidci z sierpika pigciolistnego zauwazyty zdecydowana poprawe lub minimalng popraweg po
zakonczeniu kuracji (44%), podczas gdy w grupie kontrolnej odpowiedz ,,minimalna
poprawa” padta zaledwie u 3,70% ankietowanych, a ,,zdecydowana poprawa” - ani razu.

Znacznie czgSciej w grupie kontrolnej, anizeli w grupie badanej padaty odpowiedzi: ,,brak

poprawy ” i ,,pogorszenie” (odpowiednio 59,25% i 32% oraz 37,05% i 24%).

3.7. Niepozadane dzialanie kremu z wyciagiem z liSci sierpika pigciolistnego

Podczas aplikacji kremu z wyciagiem z lisci sierpika pigciolistnego nie obserwowano
zadnych objawdw podraznienia skory, takich jak: rumien, $wiad, wysypka czy obrzgk. Ani
jedna pacjentka, zarowno z grupy badanej, jak i kontrolnej nie zgtosita w ciagu trwania calej
8- tygodniowe;j terapii jakichkolwiek podraznien skory, zwiazanych z aplikacja kremu.

Podobnie, w czasie wykonywania testdw diagnostycznych, w postaci naskérkowych
testow ptatkowych, nie zanotowano ani jednego przypadku dziatania drazniacego,
spowodowanego naklejeniem plastra z wyciagiem z lisci sierpika pigciolistnego i podtozem

kremowym.

3.8. Prezentacja efektu rozjasniajacego kremu z wyciagiem z liSci sierpika pigciolistnego

u wybranych pacjentek

U wszystkich pacjentek bioracych udzial w badaniu obserwowano za pomoca pomiaréw
aparaturowych i dokumentacji fotograficznej postgpy kuracji wybielajacej. U kilku pacjentek
stwierdzono znaczny efekt rozjasnienia miejsc dotknigtych przebarwieniem, po zastosowaniu

kremu z wyciagiem.
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3.8.1. Pacjentkanr 1

Kobieta w wieku 35 lat, z przebarwieniami skory, trafita do Centrum Diagnostyki
Znamion w Poznaniu. Podczas wizyty lekarskiej rozpoznano u niej ostude (melasme).
W czasie wywiadu ustalono, ze zmiana ta powstala u pacjentki dwa lata temu, w trakcie
stosowania hormonalnych srodkéw antykoncepcyjnych.

Przebarwienia zlokalizowane byly na czole pacjentki. Obraz kliniczny przebarwienia
przedstawia Ryc. nr 38.

Pacjentka posiadata fototyp skory Il, wg klasyfikacji Fitzpatricka; ulegta w przesztosci
poparzeniu stonecznemu, a w jej rodzinie nie odnotowano przypadkoéw zachorowan na
czerniaka lub inny nowotwor skory.

Podczas wizyty ustalono, ze pacjentka stosuje kremy z filtrem SPF 30+ i SPF 15+
wylacznie podczas opalania.

Wczesniej wykonywata zabiegi rozjasniajace przebarwienia skory m.in. peeling
kawitacyjny i mikrodermabrazj¢. Zabiegi te przynosily rezultaty czasowo, a kolejne
ekspozycje na promieniowanie stoneczne powodowaty nawrét przebarwien skory. Pacjentka
nie stosowata uprzednio zadnych kosmetykow niwelujacych przebarwienia skory.

Zaproponowano jej kuracje kremem rozjasniajacym przebarwienia skory, zawierajacym
w swoim sktadzie wyciag z lisci sierpika pigciolistnego. Przed rozpoczgciem aplikacji kremu
przeprowadzono u pacjentki pomiary poziomu melaniny w miejscu dotknigtym
przebarwieniem, a nastgpnie powtarzano je, odpowiednio po uptywie 1, 4 i 8 tygodni terapii
(Tab.28).

Tabela 28. Poziom melaniny w miejscach przebarwien u pacjentki 1.

Poczatkowy Poziom melaniny ~ Poziom melaniny  Poziom melaniny
poziom melaniny  po 1 tygodniu po 4 tygodniu po 8 tygodniu

Lokalizacja: czoto 209,60 207,40 194,80 183,40

Analizujac spadek poziomu melaniny u pacjentki, w obrebie przebarwienia, zanotowano
spadek o 26,20. Powyzsze pomiary odzwierciedlaja obraz, ktory otrzymano takze podczas

badan dermatoskopowych (Ryc.38).
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Rycina 38. Obraz kliniczny przebarwienia zlokalizowanego na czole pacjentki 1 (lewa strona —

poczatek kuracji, prawa strona — po 8 tygodniach kuracji kremem).

3.8.2. Pacjentka nr 2

Kobieta w wieku 41 lat, z przebarwieniami skory, trafita do Centrum Diagnostyki
Znamion w Poznaniu. Podczas wizyty lekarskiej rozpoznano u niej ostudg (melasme).
W czasie wywiadu ustalono, ze zmiana ta powstala u pacjentki podczas ciazy ponad 10 lat
temu.

Przebarwienia byty zlokalizowane na twarzy, w obrgbie prawego i lewego policzka
pacjentki. Obraz kliniczny ww. przebarwienia przedstawia odpowiednio Ryc. nr 39 i 40.

Pacjentka posiadata fototyp skory II, wg Klasyfikacji Fitzpatricka. Nie wulegta
w przesziosci poparzeniu stonecznemu, a w jej rodzinie nie odnotowano przypadkow
zachorowan na czerniaka lub inny nowotwor skory.

Podczas wizyty ustalono, ze pacjentka stosuje codziennie kremy z filtrem SPF 50+,
jednakze dopiero od momentu powstania przebarwienia.

Wczesniej] wykonywata zabiegi rozjasniajace przebarwienia m.in. peeling chemiczny
kwasem glikolowym w stezeniach 20-50%. Zabiegi te przynosily rezultaty czasowo,
a kolejne ekspozycje na promieniowanie stoneczne powodowaly nawrot przebarwien skory.
Pacjentka nie stosowata wczesniej zadnych kosmetykow niwelujacych przebarwienia skory.

Zaproponowano jej kuracje kremem rozjasniajacym przebarwienia skory, zawierajacym
w swoim skladzie wyciag z liSci sierpika pigciolistnego. Przed rozpoczeciem aplikacji kremu
przeprowadzono u pacjentki pomiary poziomu melaniny w miejscu dotknigtym
przebarwieniem, a nastgpnie powtarzano je, odpowiednio po uptywie 1, 4 i 8 tygodni terapii

(Tab.29).
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Tabela 29. Poziom melaniny w miejscach przebarwien u pacjentki 2.

Lokalizacja:

prawy policzek
Lokalizacja:

_ 177,80
lewy policzek

Analizujac spadek poziomu melaniny u pacjentki, w obrgbie przebarwienia na prawym

policzku zanotowano spadek o 28,00, a na lewym policzku az o 46,40. Powyzsze pomiary
odzwierciedlaja obraz, ktory otrzymano takze podczas badan dermatoskopowych (Ryc.39
i 40).

Rycina 39. Obraz kliniczny przebarwienia zlokalizowanego w obrebie prawego policzka (lewa strona

— poczatek kuracji, prawa strona — po 8 tygodniach kuracji kremem).

Rycina 40. Obraz kliniczny przebarwienia zlokalizowanego w obrgbie lewego policzka (lewa strona —

poczatek kuracji, prawa strona — po 8 tygodniach kuracji kremem).
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1V. OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

A. CZESC FITOCHEMICZNA

Materiatem do analiz fitochemicznych byly liscie sierpika pigciolistnego (Serratulae
quinquefoliae folium), wystepujacego w warunkach naturalnych na terenach m.in. Rosji,
Turcji, Iranu 1 Armenii. Na potrzeby powyzszych badan gatunek ten byl uprawiany
w Ogrodzie Katedry i Zaktadu Naturalnych Surowcow Leczniczych i Kosmetycznych UM
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, pod numerem katalogowym 162/89.

Pierwszym etapem pracy bylo przygotowanie wyciagu do izolacji i identyfikacji
zwiazkdéw zawartych w lisciach sierpika pigciolistnego. 250g wysuszonego i rozdrobnionego
surowca zalano alkoholem metylowym. Po trzykrotnej maceracji rozpuszczalnik
oddestylowano, pod zmniejszonym ci$nieniem uzyskujac 25g gestego syropu (16g suchego
wyciagu). Metoda chromatografii cienkowarstwowej (TLC), skontrolowano jego sktad
chemiczny, stosujac jako adsorbent aluminiowe ptytki chromatograficzne, pokryte zelem
krzemionkowym oraz odczynnik anyzowy, jako wywotywacz plam na chromatogramie.
Wsrod nich wyrdzniat sig¢ jeden, o brazowej barwie, oznaczony symbolem A — zdecydowanie
dominujacy. Wydzielono go w postaci jednorodnej substancji metoda chromatografii
kolumnowej, na Zelu krzemionkowym. Do rozdziatu jako faz¢ wymywajaca z kolumny
wybrano mieszaning chlorku metylenu z metanolem. Eluacje rozpoczeto stosujac
odpowiednio proporcje 15:1, a nastepnie zwigkszano polarnos¢ uktadu poprzez stopniowe
zwigkszanie ilo$ci metanolu. Zbierano frakcje o poj. 8 ml, ktére kontrolowano metoda TLC.
Zwiazek A, obecny we frakcjach 4 1 5 wymywano z kolumny mieszaning chlorku metylenu
1 metanolu w proporcji 6:1. Pozostale frakcje zawieraty substancje w bardzo malych
ilosciach, nie nadajacych si¢ do dalszych analiz.

Otrzymany zwiazek A krystalizowal z mieszaniny eluujacej w postaci bezbarwnych oraz
biatych do kremowych igiel. Zanieczyszczenia barwnymi substancjami usunigto przez
rekrystalizacje¢ 1 przemywanie krysztalow mieszaning chlorku metylenu i1 metanolu
w proporcji 4:1. Otrzymano tacznie 5013,13 mg biatych igiet (Ryc.12, str.76), 0 temperaturze
topnienia 199,50C, fatwo rozpuszczalnych w octanie etylu, acetonie, metanolu oraz wodzie,
a nierozpuszczalnych w chlorku metylenu, chloroformie, eterze naftowym i heksanie.

Otrzymany zwiazek okazat si¢ chromatograficznie jednorodny w trzech wybranych do
kontroli uktadach: chlorek metylenu - metanol (4:1), heksan - octan etylu - metanol (2:1:2)
i chlorek metylenu - aceton (1:2) (Ryc.6, str.67). Na ptytkach aluminiowych pokrytych zelem

krzemionkowym obserwowano go w postaci brunatnej plamy, w $wietle dziennym oraz
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fluoryzujacej na brazowo plamy przy dlugosci fali 366 nm. Kolory plamy i wartosci R¢ byty
zgodne z wzorcem [B-arbutyny.

Zwiazek A identyfikowano metodami: chromatograficznymi, spektralnymi (IR, NMR)
i krystalograficznymi.

Analiza IR wykazata, ze jest on zwiazkiem aromatycznym (1652 cm*i 1601 cm ! oraz
1513 em™* i 1113 cm?) i, ze w swojej strukturze posiada grupy hydroksylowe - szerokie
pasmo przy 3552 cm*, potwierdzone sygnatem przy 1014 cm’, wskazujacym na grupe
fenolowa (Ryc.7, str.68).

Widmo protonowego rezonansu jadrowego (Ryc.8, str.70) wykazato sygnaty
symetrycznych wegli charakterystycznych dla pierscienia benzenowego (dublety przy 6,98
ppm i 6,84 ppm) i obecnos¢ glukozy - charakterystyczne pasma przy 4,72 ppm - 3,25 ppm.
Wsrdd izolowanych sygnatow byt dublet o przesunigciu chemicznym 4,72 ppm, ze stala
sprzezenia J wynoszaca 7,7 Hz. Takie warto$ci wskazywaty na konfiguracj¢ o protonu przy
C1’°, weglu laczacym poprzez tlen, aglikon (tu pierScien benzenu) z czg$cia cukrowa.
Oznaczato to, ze ten tlen przy C1’ ma konfiguracje B, a to wskazuje, ze caly zwiazek jest
epimerem [. Dwa dublety dubletow przy 3,71 ppm 1 3,86 ppm wskazywalo tez, ze czgs¢
cukrowa stanowi glukoza w formie pierscienia piranozydowego.

Analiza widma weglowego (Ryc.9, str.72) potwierdzita obecno$¢ dwoch wegli
IV-rzgdowych, a ich wartosci ppm $wiadczyly o wystgpowaniu w analizowanym zwiazku
dwoéch podstawnikow tlenowych przy podwdjnym wiagzaniu (153,7 ppm 1 152,3 ppm).
Jednym z nich musiata by¢ grupa fenolowa (hydroksylowa polaczona z pierScieniem
benzenu) co juz wykazato widmo IR, a drugim glukoza - wcze$niej pokazato to widmo 'H
NMR. Widmo weglowe potwierdzito tez obecno$¢ symetrycznych wegli przy podwojnym
wigzaniu charakterystycznych dla pierscienia benzenowego (119,3 ppm 1 116 ppm)
1 sygnatow wegli glukozy w formie pierScienia piranozydowego (sygnaly wegli III
rzedowych: 71 ppm - 79 ppm i sygnat wegla Il rzgdowego: 62,0 ppm ).

Widmo dwuwymiarowe (Ryc.10, str.74) jednoznacznie wykazato potaczenia protonow do
odpowiednich wegli i potwierdzito rozwiazanie struktury zwiazku A, jako 4’-hydroksyfenylo-
B-D-glukopiranozyd zwanego B-arbutyna (Ryc.11, str.75).

Efektownie krystalizujaca substancja (Ryc.12, str.76) sklaniata do wykonania analizy
rentgenograficznej celem uzyskania ostatecznego dowodu na konfiguracje przestrzenna
i struktur¢ atomowa zwiazku A. Badania krystalograficzne otrzymanego zwiazku A
wykonano w Zakladzie Fizyki Krysztatéow Instytutu Fizyki Uniwersytetu Slaskiego
w Katowicach. Wykazano polaczenia przestrzenne i wielko$ci katoéw miedzy atomami

wchodzacymi w sktad struktury arbutyny z liSci sierpika pigciolistnego (Ryc.13, str.77).
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Sierpik pigciolistny (Serratula quinquefolia) byt na przetomie lat 60 i 70 poddany analizie
fitochemicznej, w ktorej miano wykaza¢ obecnos¢ ekdysondow, zwiazkow steroidowych
charakterystycznych dla rodziny Asteraceae i rodzaju Serratula. Jednak nie potwierdzono
tego zastosowanymi w niniejszej pracy metodami izolacyjnymi.

Arbutyna byta dotychczas izolowana z gatunkoéw z rodzin: Ericaceae (liScie macznicy
lekarskiej, liScie borowki brusznicy), Lamiaceae (ziele lebiodki pospolitej, ziele majeranku
ogrodowego) i Rosaceae (liscie gruszy ogrodowej). Jednak opisywano ja roéwniez w innych
gatunkach rodzaju Serratula (Asteraceae) takich jak: S. erucifolia, S. gmelinii i S. sogdiana.

Kolejnym etapem pracy bylo oznaczenie zawartosci zidentyfikowanej w lisciach sierpika
pigciolistnego B-arbutyny. Surowiec zebrano w czerwcu 2010 r., wysuszono w temperaturze
ok. 40°C i nastgpnie rozdrobniono. Analizy wykonano we wspdlpracy z laboratorium
fitochemicznym Phytopharm Klgka S.A., metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej.

Oznaczenia arbutyny wykonano wedlug monografii dla liSci macznicy lekarskiej (Uvae
ursi folium), opisanej w Farmakopei Europejskiej 6.1 (04/2008:1054) [202].

Wykonano dwa oznaczenia zawartosci dominujacego zwiazku w liSciach sierpika
pigciolistnego. Pojawiajacy si¢ pik o czasie retencji 3,36 w pierwszym oznaczeniu 1 3,37
w drugim, jednoznacznie zostat zidentyfikowany jako arbutyna. Okazato sig, Ze jej zawartos$¢
w wysuszonych lisciach sierpika pigciolistnego wynosita 6,86% ($rednia z dwoch oznaczen).
Jest to wartos¢ porownywalna ze st¢zeniem arbutyny w liSciach macznicy lekarskiej,
stosowanych dotychczas w preparatach kosmetycznych, ale byly tez surowce z tej rosliny,

ktore zawieraty tylko 2% tego zwiazku.
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B. CZESC KOSMETOLOGICZNA

Zaburzenia pigmentacji skory — przebarwienia, powstale wskutek zaburzen syntezy
melaniny oraz nieprawidlowego jej rozmieszczenia w skorze stanowia popularny problem
kosmetyczny i terapeutyczny. Wzrastajace zainteresowanie produktami kosmetycznymi,
przeznaczonymi do pielggnacji skory z przebarwieniami, skionito do opracowania receptury
nowego kremu niwelujacego przebarwienia skory oraz do jego przetestowania wsrod
ochotnikow.

Do testow aplikacyjnych z udzialem probantéw wykorzystano wodny wyciag z lisci
sierpika pigciolistnego oraz gotowa bazg kremowa. Wyciag przygotowano z 427g
wysuszonych 1 rozdrobnionych lisci sierpika. Otrzymano 160g ekstraktu gestego (Extractum
spissum), o wysokiej czystosci mikrobiologicznej, zawierajacego 9,3% PB-arbutyny,
oznaczonej metoda HPLC.

Jako baz¢ kremowa wybrano uniwersalne podloze masciowe — Lekobazg, stosowane
powszechnie w dermatologii 1 kosmetologii. Przy wyborze podloza kremowego kierowano
si¢ wlasciwo$ciami fizyko-chemicznymi arbutyny, ktora jako zwiazek wysoce hydrofilny ma
niska zdolnos$¢ penetracji do warstwy podstawnej naskorka (stratum basale). Problem ten
rozwigzano poprzez dobor odpowiedniego podtoza kremowego, posiadajacego mozliwosci
emulgacji znacznych ilosci roztworéw wodnych.

Przygotowano dwa rodzaje kremow: krem z wyciagiem z liSci sierpika pigciolistnego,
zawierajacym 2,5% arbutyny oraz krem bez substancji czynnej (placebo).

Kremy testowano u 102 pacjentek, posiadajacych przebarwienia skory typu: melasma
i lentigo solaris, przez okres dwoch miesigey (aplikacja punktowa — 2 razy dziennie).

Pacjentki wiaczano do badania na podstawie diagnozy lekarskiej, okreslajacej rodzaj
zaburzenia pigmentacji skory, a nastgpnie przydzielano losowo do jednej z dwdch grup:
badanej lub kontrolnej.

Z badania wykluczono pacjentki z dodatnim wynikiem testu ptatkowego oraz dodatnim
wywiadem w kierunku raka skory.

Grupy terapeutyczne, biorace udziat w badaniu, miaty podobna strukture pod wzgledem:
wieku, fototypu skory, pici oraz rodzaju przebarwienia. Pomigdzy obiema grupami nie
stwierdzono istotnych réznic statystycznych.

W badaniu wzigly udzial kobiety w wieku 26-55 lat. Badanie prowadzono w obrgbie
trzech Kklas wieku: 26-35, 36-45 i 46-55 lat. Wérdd uczestniczek przewazaty pacjentki
z dwoch pierwszych klas wieku (Ryc.29, str.198). Stanowily one najliczniejsze

i zrbwnowazone pod wzgledem liczebnos$ci klasy w obrgbie obu grup terapeutycznych.
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Podobnie wygladat rozktad fototypoéw skory pacjentek. W badaniu wziety udzial osoby
posiadajace fototyp skory IL, III i IV. Liczebno$ci w obu grupach terapeutycznych byty na
podobnym poziomie (Ryc.30, str.99), jednakze dominowaty w nich kobiety z fototypem
skory I11.

Grupy terapeutyczne nie roéznity si¢ rowniez znaczaco pod wzgledem posiadanych przez
pacjentki przebarwien skory. W obu grupach rozklad liczebnosci pacjentek z zaburzeniami
pigmentacji typu: melasma i lentigo solaris byt zblizony (Ryc.31, str.100).

Grupa badana i kontrolna roznity si¢ natomiast $rednim poczatkowym poziomem
melaniny. W grupie badanej sredni wyjsciowy poziom melaniny wynosit 182,60, podczas gdy
w grupie kontrolnej 158,90. Réznica ta byta znamienna statystycznie (p=0,002).

Podobnie pacjentki grupy badanej i kontrolnej, posiadajace przebarwienia skory typu
melasma roznity si¢ srednim wyjsciowym poziomem melaniny. W grupie badanej poziom ten
wynosit 184,72, a w grupie kontrolnej 148,71. Roéznice te byly istotne statystycznie
(p=0,002).

Pomigedzy poczatkowymi poziomami melaniny u pacjentek grupy badanej i kontrolne;j,
z przebarwieniami skory typu lentigo solaris, nie stwierdzono z kolei istotnych roznic
statystycznych (p=0,172). W grupie badanej $redni wyjsciowy poziom melaniny byt rowny
180,12, natomiast w grupie kontrolnej 166,82.

Podczas przydziatu pacjentek do kazdej z grup terapeutycznych skupiono si¢ na wieku
pacjentek oraz cechach klinicznych takich jak: rodzaj zaburzenia pigmentacji skory i fototyp
skory.

Po dwumiesigcznej aplikacji kremu z wyciagiem z lisci sierpika pigciolistnego w grupie
badanej zaobserwowano spadek poziomu melaniny w miejscu przebarwienia skory $rednio
0 13,84, podczas gdy w grupie kontrolnej zanotowano wzrost jej poziomu o 7,94 (Ryc.32,
str.102). Trend spadkowy poziomu melaniny u pacjentek grupy badanej byt widoczny od
pierwszych tygodni aplikacji kremu. Krem hamowat proces syntezy melaniny i prowadzit do
rozjasnienia przebarwien oraz wyrownania barwy skory. Codzienna pielggnacja kremem
z wyciagiem spowodowata poprawe wygladu skory pacjentek. Zdaniem ponad 40% pacjentek
grupy badanej terapia przyniosta zamierzony efekt oraz nastapila zdecydowana poprawa
wygladu skéry w miejscu przebarwienia (Tab.25, str.110, Ryc.35, str.109). Opini¢ pacjentek
potwierdzono badaniem dermatoskopowym oraz ostatecznym pomiarem poziomu melaniny
W miejscu przebarwienia.

Pacjentki grupy kontrolnej, stosujace krem bez substancji czynnej (placebo), nie

zauwazyly natomiast zadnej poprawy. Ponad 60% z nich po zakonczeniu aplikacji kremu
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uznalo, Ze terapia nie przyniosta zamierzonego efektu, a ponad 30% zaobserwowato u siebie
pogorszenie wygladu skory w miejscu przebarwienia (Tab.25, str.110, Ryc.35, str.109).

Pacjentki grupy badanej posiadajace przebarwienia skory typu: melasma zauwazyty,
ze 8- tygodniowa aplikacja kremu przyniosta takze zamierzony efekt. Zmiany pigmentacyjne
zostaly rozja$nione, a barwa skory ulegla wyréwnaniu. Piclggnacja skory pacjentek kremem
z wyciagiem spowodowata spadek poziomu melaniny w miejscu przebarwienia $rednio
o 16,40, podczas gdy w grupie kontrolnej stosujacej placebo, takiego efektu nie
zaobserwowano (Ryc.33, str.104, Tab.21, str.103). Trend spadkowy poziomu melaniny
u pacjentek grupy badanej byt widoczny juz po 4 tygodniach aplikacji kremu i tendencja ta
utrzymywata si¢ do konca terapii. Codzienna pielggnacja kremem z wyciagiem z lici
sierpika pigciolistnego spowodowala zadaniem pacjentek poprawe wygladu skory (Ryc.36,
str.111). Prawie 69% pacjentek z melasmq grupy badanej stwierdzito, ze terapia przyniosta
zamierzony efekt. Okoto 45% z nich zauwazylo zdecydowana poprawg wygladu
przebarwienia skory, a ponad 24% minimalng jego poprawe (Tab.26, str.111). Spostrzezenia
pacjentek, bioracych udziat w badaniu znalazty odzwierciedlenie w ostatecznych pomiarach
poziomu melaniny 1 obrazie klinicznym przebarwienia. Krem z wyciagiem okazal si¢ dobrym
srodkiem pielggnacyjnym dla pacjentek posiadajacych przebarwienia skory typu: melasma.
W niniejszej pracy zaprezentowano dwa najciekawsze przypadki kliniczne pacjentek
z melasmgq, u ktorych efekt terapeutyczny byt znaczacy (Ryc.38, str.115, Ryc.39 i Ryc.40,
str.116). 8- tygodniowa pielggnacja kremem z wyciagiem pozwolita u nich na istotne
rozjasnienie przebarwien oraz wyréwnanie barwy skory.

Pacjentki grupy kontrolnej, aplikujace krem bez substancji aktywnej nie stwierdzity
natomiast zadnej poprawy. Prawie 62% z nich po zakonczeniu aplikacji kremu uznato,
ze terapia nie przyniosta oczekiwanego efektu, a ponad 23% zaobserwowalo u siebie
pogorszenie wygladu skory w miejscu przebarwienia (Tab.26, str.111). Po uptywie 4 tygodni
terapii $redni poziom melaniny pozostawal u nich na stalym poziomie oraz nieznacznie
wzrastal w kolejnych tygodniach terapii (Ryc.33, str.104).

W przypadku pacjentek grupy badanej, posiadajacych przebarwienia skory typu: lentigo
solaris stwierdzono takze, ze $redni poziom melaniny w miejscu przebarwienia skory spada
o 10,85, podczas gdy w grupie kontrolnej, aplikujacej placebo poziom jej wrasta o 11,80
(Ryc.34, str.106). Podobnie, jak w przypadku pacjentek z melasmq, pielegnacja skory
kremem z wyciagiem przyniosta zamierzone efekty terapeutyczne (Ryc.37, str.112). Skora
pacjentek z lentigo solaris ulegla rozjasnieniu w miejscu przebarwienia. Az 44% pacjentek
zauwazyto poprawe wygladu skory po zakonczeniu 8- tygodniowej aplikacji kremu (Tab.27,

str.113). Trend spadkowy poziomu melaniny u pacjentek grupy badanej byt widoczny juz od
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pierwszych tygodni stosowania kremu (Ryc.34, str.106). Krem hamowat proces syntezy
melaniny przez caly okres jego trwania.

U pacjentek z lentigo solaris grupy kontrolnej, aplikujacej krem bez substancji aktywnej
zaobserwowano odmienny trend niz w grupie badanej. Stwierdzono, ze poziom melaniny od
pierwszego tygodnia kuracji wrasta 1 stan ten utrzymuje si¢ w do samego jej zakonczenia
(Ryc.34, str.106).

Zmiany przecigtnych pozioméw melaniny przebiegaly istotnie réznie w obu grupach
terapeutycznych.

W ramach niniejszej pracy nie przeprowadzono szczegdlowych analiz statystycznych,
zwigzanych ze zmiang poziomu melaniny w czasie, w poszczegdlnych klasach wieku oraz
fototypach skory. Zbyt mate liczebnosci poszczegoélnych klas wieku oraz fototypow skory nie
pozwolilty na przeprowadzenie rzetelnych analiz statystycznych. Nie mniej jednak analiza
zmiany poziomu melaniny w poszczegolnych klasach wieku oraz fototypach skory,
uwzgledniajaca $rednia arytmetyczna poziomu melaniny z kolejnych pomiaréw byta
interesujaca. Analizujac odrebne klasy wieku pacjentek zauwazono, ze najlepsze efekty
terapeutyczne wystepuja u pacjentek w przedziale wiekowym 46-55 lat. Sredni spadek
poziomu melaniny w miejscu przebarwienia, w grupie badanej wynosit 39,22. Tendencja
spadkowa poziomu melaniny w grupie badanej byla dostrzegalna juz po uptywie 1 tygodnia
terapii (obnizenie o 14,65) i utrzymywata si¢ w kolejnych tygodniach - spadek o 17,67 i 6,90,
odpowiednio po 4 i 8 tygodniu terapii.

Podobnie, lecz nie tak efektywnie, reagowaly na terapi¢ kremem z wyciagiem pacjentki
w przedziale wiekowym 36-45 lat. Stwierdzono u nich spadek poziomu melaniny w miejscu
przebarwienia $rednio o 13,64. Jednakze tendencja spadkowa poziomu melaniny byta u nich
widoczna dopiero po uptywie 4 tygodni aplikacji kremu.

Relatywnie najstabiej na terapig zareagowaty pacjentki w przedziale wiekowym 26-35
lat. Zanotowano u nich spadek poziomu melaniny o 7,41.

Nadmieni¢ nalezy, ze w kazdej z klas wieku, u pacjentek grupy kontrolnej zauwazono
wzrost poziomu melaniny w miejscu przebarwienia. Porownujac grupy kontrolne odrgbnych
klas wieku ustalono, ze najwyzszy wzrost poziomu melaniny wystgpuje u kobiet w przedziale
wiekowym 36-45 lat.

Uzyskane wyniki wydaja si¢ zachgcajace 1 sktaniaja do dalszej ich weryfikacji na
wigkszej populacji kobiet.

Analizujac poszczeg6lne fototypy skory pacjentek zaobserwowano, ze najlepsze efekty
terapeutyczne wystgpuja u pacjentek z fototypem skory Il. Po 8-tygodniowej kuracji kremem

z wyciagiem $redni poziom melaniny w miejscu przebarwienia spada o 29,85, a tendencja
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spadkowa byta widoczna juz po uptywie 1 tygodnia terapii (obnizenie o 10,55) i utrzymywata
si¢ w kolejnych tygodniach, spadek o 11,52 1 7,78, odpowiednio po 4 i 8 tygodniu terapii.

Znacznie stabiej na terapig zareagowaly kobiety z fototypem skory III i IV. Stwierdzono
u nich odpowiednio spadek poziomu melaniny o 6,19 i1 4,26, jednakze spadki te nie byty tak
istotne, jak w przypadku Pan z fototypem skory I1.

Analogicznie jak poprzednio zarejestrowano wzrost poziomu melaniny u pacjentek grupy
kontrolnej, w kazdym z fototypow skory. Poréwnujac grupy kontrolne ww. fototypoéw skory
zauwazono, ze u pacjentek z fototypami skory III i IV nastapil znaczacy wzrost poziomu
melaniny w miejscu przebarwienia.

Uzyskane wyniki u kobiet z fototypem skory II wydaja si¢ obiecujace i sktaniaja do
dalszej ich weryfikacji na wigkszej populacji kobiet.

Zaprezentowane wyniki badan potwierdzaja efektywno$¢ i przydatno$¢ kosmetyczna
kremu z wyciagiem z liSci sierpika pigciolistnego w pielggnacji skory z przebarwieniami.
Aplikowanie kremu z wyciagiem ros$linnym okazalo si¢ skuteczng metoda rozjasniania
przebarwien skory typu: melasma i lentigo solaris, a wczesniejsze doniesienia literaturowe na
temat skuteczno$ci arbutyny w usuwaniu réznego rodzaju zaburzen pigmentacyjnych skory
znalazty odzwierciedlenie w prezentowanych powyzej wynikach badan.

Ponadto ponownie udowodniono, Ze stosowana zewngtrznie arbutyna jest substancja
bezpieczna i nie wykazujaca dziatania drazniacego skéry. Zadna z uczestniczek badania
podczas catej 8-tygodniowej terapii kremem nie zaobserwowata jakichkolwiek podraznien
skory. Krem z wyciagiem z liSci sierpika pigciolistnego wydaje si¢ by¢ zatem dobra
alternatywa dla stosowanego dotad powszechnie w dermatologii hydrochinonu, ktoérego
bezpieczenstwo stosowania jest kwestionowane.

Wykorzystana w opracowanym przeze mnie kremie taka ilo$¢ standaryzowanego wyciagu
roslinnego, ktora rownowazyla 2,5% arbutyny, okazata si¢ skuteczna w zmniejszaniu
intensywnosci przebarwien skory. Krem z niebadanym dotad wyciagiem roslinnym moze by¢
dobrym wyborem pielegnacyjnym dla pacjentek z przebarwieniami skory, poniewaz
stosowane dotychczas powszechnie kosmetyki z arbutyna zawieraly zwykle syntetyczne jej
postaci (a- arbutyna), przecigtnie w stgzeniu 2%.

Duza zawarto$¢ naturalnej B-arbutyny w liSciach sierpika pigciolistnego okazuje si¢ by¢
rowniez interesujaca pod wzgledem ckonomicznym. Po raz pierwszy na rynku
kosmetologicznym pojawitby si¢ preparat ze standaryzowanym wyciagiem roslinnym na
zawarto$¢ efektywnie dziatajacej arbutyny, ktory stanowilby tansza i latwiej dostgpna
alternatywe stosowanej dotad substancji aktywne;.
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Przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej wyniki badan potwierdzaja, ze codzienna
pielggnacja skory z przebarwieniami kremem z wyciagiem z liSci sierpika pigciolistnego
pozwala na rozjasnienie przebarwien skory typu: melasma i lentigo solaris, a takze na
wyréwnanie barwy skory. Moze stanowi¢ cenne uzupehlnienie zabiegdw rozjasniajacych
przebarwienia skory, prowadzonych na co dzieh w gabinetach dermatologicznych oraz
gabinetach medycyny estetycznej.

Podj¢to decyzje o kontynuacji badan na zwigkszonej populacji oséb celem poréwnania
efektywnosci wyciagu roslinnego i arbutyny w postaci czystego zwiazku, wyizolowanej

z lisci sierpika pigciolistnego, w usuwaniu zaburzen pigmentacyjnych skory.
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V. WNIOSKI

1. Serratulae quinquefoliae folium (lis¢ sierpika pigciolistnego) mozna uznaé za
surowiec arbutynowy. Srednia zawarto$é tego zwiazku w ww. surowcu, oznaczona

metoda HPLC, wynosi 6,86%.

2. Profil fitochemiczny tego surowca (niemal jednosktadnikowy) stwarza mozliwosci
standaryzacji preparatdw w oparciu o zwiazek czynny. Zawartos¢ B-arbutyny

w wodnym wyciagu z lisci sierpika pigciolistnego wynosi 9,3%.

3. Badania kosmetologiczne z udziatem ochotnikow wykazaty, ze krem z wyciagiem
z lisci z sierpika pigciolistnego jest skutecznym kosmetykiem, rozjasniajacym
przebarwienia skory. Efekt rozjasnienia i wyrdwnania barwy skory zaobserwowano

u 36 0sdb, co stanowito 66,67% wilaczonych do grupy badanej osob.

4. Krem z wyciagiem z liSci sierpika pigciolistnego mozna uzna¢ za kosmetyk
pierwszego wyboru w pielegnacji skory z przebarwieniami typu: melasma i lentigo
solaris. Preparat okazal si¢ efektywny u 22 pacjentek z przebarwieniami typu:
melasma (75,86% grupy badanej) i u 14 pacjentek z przebarwieniami typu: lentigo

solaris (56% grupy badanej).

5. Krem z wyciagiem z lisci sierpika pigciolistnego nie wykazuje dziatania drazniacego

skory.

6. Uzyskane wyniki badan upowazniaja do rozwazenia wszczecia procedury rejestracji
kosmetyku w oparciu o wyciag z lisci sierpika pigciolistnego, jako substancji
aktywnej.
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VI. STRESZCZENIE

Zaburzenia pigmentacji skory powstate w wyniku dziatania réznorodnych czynnikow,
stanowia czgsty problem kosmetyczny i terapeutyczny, a takze sa przyczyna obnizenia
jakosci zycia wielu osob. Wigkszo$¢ z nich to przebarwienia nabyte, bedace rezultatem
zaburzen syntezy melaniny oraz nieprawidlowego jej rozmieszczenia w skorze.

W terapii zaburzen pigmentacyjnych skéry — przebarwien, wykorzystywane sa liczne
metody terapeutyczne oraz substancje czynne, hamujace wieloetapowy proces syntezy
melaniny. Ich wybdr uzalezniony jest przede wszystkim od: rozleglosci, lokalizacji,
glebokosci 1 przyczyny powstania przebarwien skory.

Celem niniejszej pracy byla ocena fitochemiczna oraz okreslenie przy zastosowaniu
nowoczesnych metod badan klinicznych wtasciwosci kosmetycznych standaryzowanego na
zawarto$¢ [B-arbutyny, ekstraktu z liSci sierpika pigciolistnego w pielegnacji skory
z przebarwieniami.

Z wyzej wymienionego surowca ro$linnego przygotowano dwa rodzaje wyciagdéw
roslinnych: metanolowy — przeznaczony do izolacji i identyfikacji zwiazkow zawartych
w lisciach sierpika pigciolistnego oraz wodny — przeznaczony do oceny efektywnosci
kosmetycznej, w testach aplikacyjnych z udziatem probantow.

Badania fitochemiczne wykazaly, Ze wyizolowana z lisci sierpika pigciolistnego
1 zidentyfikowana nowoczesnymi metodami analitycznymi (magnetyczny rezonans jadrowy
1 krystalografia) P-arbutyna jest zwiazkiem dominujacym w tym surowcu. Jej stgzenie,
oznaczone metoda HPLC, wynosi 6,86%.

Przygotowany wodny wyciag z lisci sierpika pigciolistnego, o wysokiej czystosci
mikrobiologicznej, zawierajacym az 9,3% B-arbutyny, wykorzystano jako substancje aktywna
w kremie zawierajacym 2,5% arbutyny, ktory przeznaczono do testow kosmetologicznych
z udzialem probantdw.

Badaniami objgto 102 kobiety, w przedziale wiekowym 26-55 lat. Pacjentki posiadaty
zdiagnozowane przebarwienia skory typu: melasma i lentigo solaris. Przydzielono je losowo
do jednej z dwoch grup terapeutycznych: badanej lub kontrolnej. W ich sktad wchodzity
osoby, ktore mialy zblizona struktur¢ pod wzgledem: wieku, fototypu skoryi rodzaju
przebarwienia.

7 badan wylaczono kobiety z dodatnim wynikiem testu ptatkowego oraz dodatnim

wywiadem w kierunku raka skory.
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Pacjentki wiaczone do badania aplikowaly krem w miejscu przebarwienia przez okres
8 tygodni (aplikacja punktowa — 2 razy dziennie).

Po dwumiesigcznej aplikacji kremu z wyciagiem stwierdzono, ze poziom melaniny
W miejscu przebarwienia skory obnizyt sig¢, prowadzac do rozjasnienia przebarwien oraz
wyrownania barwy skory. Ponadto zdaniem ponad 40% pacjentek systematyczna pielegnacja
kremem z wyciagiem z lisci sierpika pigciolistnego spowodowata poprawe wygladu ich skory
1 przyniosta zamierzony efekt kosmetyczny. Krem okazat si¢ skuteczny zar6wno u pacjentek
z przebarwieniami skory typu: melasma, jak i lentigo solaris. W badaniach stwierdzono
takze, ze nie posiada on dziatania drazniacego skory.

W zwiazku z powyzszym mozna przyjaé, ze opracowany przeze mnie preparat jest
dobrym sposobem pielegnacji skory z przebarwieniami i cennym uzupelnieniem zabiegow
rozjasniajacych przebarwienia skory, wykonywanych w gabinetach dermatologicznych oraz

gabinetach medycyny estetycznej.
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VIil. SUMMARY

The evaluation of the cosmetic properties of Serratula quinquefolia extract

in hyperpigmentated skin care

The disorders of skin pigmentation caused by various factors are a common cosmetic and
therapeutic issue. They are also the cause of decreasing quality of many people’s lives. Most
of the pigmentation irregularities are acquired hyperpigmentations, resulting from disorders
and abnormalities in the synthesis and the distribution of melanin in their skin.

In the treatment of cutaneous hyperpigmentations - stains - numerous methods of therapy
and active ingredients are used. They inhibit the multi-step process of melanin formation.
Their choice depends primarily on: the extent, location, depth and the reasons for the
discoloration of the skin.

The purpose of this study, using the modern methods of clinical research, was
to determine the phytochemical and the cosmetic properties of the standardized B-arbutin
content of Serratula quinquefolia extract in treating skin pigmentation disorders.

From the above-mentioned plant material, two kinds of extracts were prepared:
a methanol-based - for the isolation and the identification of the compounds contained in the
leaves of Serratula quinquefolia and a water-based one - designed to evaluate the
effectiveness of cosmetic application in tests involving the test subjects.

Phytochemical studies have shown that the B-arbutin, isolated and identified with modern
analytical methods (nuclear magnetic resonance and crystallography), found in the leaves
of Serratula quinquefolia is the dominant compound of the raw material. The concentration,
determined by HPLC, is 6.86%.

The prepared high microbiological purity aqueous extract of Serratula quinquefolia
leaves, containing up to 9.3% of B-arbutin, was used as the active ingredient in a cream
containing 2.5% arbutin, which was used on cosmetologic test subjects.

The study involved 102 women aged 26-55 years. Patients were diagnosed with two kinds
of hyperpigmentary diseases: melasma and lentigo solaris. They were randomly assigned to
one of two treatment groups: the test group or the control group. The groups contained people
who had similar properties in terms of age, skin phototype and the type of discoloration.

The study excluded women with a positive patch test and the history of skin cancer.

Patients included in the study applied the cream in the place of discoloration for a period
of 8 weeks (point application — twice a day).

After two months of cream application, the level of melanin in the skin pigmentation spot

decreased, leading to the lightening of hyperpigmentation and general skin tone adjustment.
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Moreover, according to more than 40% of the subjects, the systematic care using the
cream with the extracts from the Serratula quinquefolia leaves improved the appearance
of their skin and resulted in a desired cosmetic effect. The cream was effective in patients
with both types of skin hyperpigmentation: melasma and lentigo solaris.

The tests also showed that the cream causes no skin irritation.

Therefore, we can assume that | have developed a product that is a good way to treat skin
pigmentation disorders and a valuable complement to the range of skin discoloration

treatments that are performed in dermatological and aesthetic surgery.
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IX. SPIS RYCIN

Rycina 1.
Rycina 2.
Rycina 3.
Rycina 4.
Rycina 5.
Rycina 6.

Rycina 7.
Rycina 8.
Rycina 9.
Rycina 10

Rycina 11.
Rycina 12.
Rycina 13.
Rycina 14.
Rycina 15.
Rycina 16.
Rycina 17.
Rycina 18.
Rycina 19.
Rycina 20.
Rycina 21.

Rycina 22

Rycina 23.
Rycina 24.
Rycina 25.
Rycina 26.
Rycina 27.
Rycina 28.

Rycina 29.

Pokrdj sierpika pigciolistnego.
Liscie sierpika pigciolistnego.
Kwiatostan sierpika pigciolistnego.
Struktura chemiczna a, B- glukozydu hydrochinonu.
Etapy syntezy melaniny, katalizowane przez tyrozynazg [56].
Chromatogram zwiazku A i1 wyciagu metanolowego z lisci sierpika
pigciolistnego, wobec wzorca f-arbutyny.
Widmo FT-IR zwiazku A.
Widmo *H NMR zwiazku A.
Widmo *C NMR zwiazku A.
. Widmo *H/**C NMR cosy zwiazku A.
Wz6r strukturalny p- arbutyny.
Krysztaty zwiazku A.
Wykres struktury czasteczkowej zwiazku A [201].
Chromatogram p-arbutyny z lisci sierpika pigciolistnego.
Chromatogram roztworu wzorcowego arbutyny SST i hydrochinonu.
Chromatogram wodnego wyciagu z lisci sierpika pigciolistnego.
Podziat grupy badanej ze wzgledu na klasy wieku.
Podziat grupy badanej ze wzgledu na fototyp skory.
Rodzaj zaburzen pigmentacji wystepujacych w grupie badane;.
Powierzchnia przebarwien skory w grupie badane;.
Konsultacje ze specjalistami (grupa badana).
. Zabiegi wykorzystywane do rozjasniania zmian pigmentacyjnych skory
(grupa badana).
Podziat grupy kontrolnej ze wzgledu na klasy wieku.
Podzial grupy kontrolnej ze wzgledu na fototyp skory.
Rodzaj zaburzen pigmentacji skory wystepujacych w grupie kontrolne;.
Powierzchnia przebarwien skory w grupie kontrolnej.
Konsultacje ze specjalistami (grupa kontrolna).
Zabiegi wykorzystywane do rozjasnienia zmian pigmentacyjnych skéry
(grupa kontrolna).
Rozktad liczby pacjentek w odrgbnych klasach wieku w grupie badanej
I kontrolnej.
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Rycina 30. Rozktad liczby pacjentek z poszczegdlnymi fototypami skory w grupie
badanej i kontrolnej.
Rycina 31. Rozktad zaburzen pigmentacji skory w grupie badanej i kontrolnej.
Rycina 32. Zalezno$¢ zmiany poziomu melaniny w czasie, W obu grupach terapeutycznych.
Rycina 33. Zalezno$¢ zmiany poziomu melaniny u pacjentek z melasmaq W czasie,
w obu grupach terapeutycznych.
Rycina 34. Zalezno$¢ zmiany poziomu melaniny u pacjentek z lentigo solaris w czasie,
w obu grupach terapeutycznych.
Rycina 35. Zadowolenie z rezultatu stosowania kremu niwelujacego przebarwienia,
w obu grupach terapeutycznych.
Rycina 36. Zadowolenie z efektu stosowania kremu niwelujacego przebarwienia
u pacjentek z melasmaq.
Rycina 37. Zadowolenie z efektu stosowania kremu niwelujacego przebarwienia
u pacjentek z lentigo solaris.
Rycina 38. Obraz kliniczny przebarwienia zlokalizowanego na czole pacjentki 1
(lewa strona — poczatek kuracji, prawa strona — po 8 tygodniach kuracji kremem).
Rycina 39. Obraz kliniczny przebarwienia zlokalizowanego w obrgbie prawego policzka
(lewa strona — poczatek kuracji, prawa strona — po 8 tygodniach kuracji kremem).
Rycina 40. Obraz kliniczny przebarwienia zlokalizowanego w obrgbie lewego policzka

(lewa strona — poczatek kuracji, prawa strona — po 8 tygodniach kuracji kremem).
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X. SPIS

Tabela 1.
Tabela 2.
Tabela 3.
Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.
Tabela 7.
Tabela 8.
Tabela 9.

Tabela 10.
Tabela 11.
Tabela 12.
Tabela 13.
Tabela 14.
Tabela 15.
Tabela 16.
Tabela 17.

Tabela 18.

Tabela 19.

Tabela 20.

Tabela 21.

Tabela 22.

Tabela 23.

Tabela 24.

Tabela 25.

TABEL

Wriasciwosci fizyko — chemiczne o- 1 3-arbutyny.

Hamowanie aktywnoSci tyrozynaz przez o- i f-arbutyne.

Stezenia a- i - arbutyny hamujace aktywnos¢ tyrozynaz na poziomie 50% (ICso).
Poréwnanie skutecznosci hamowania tyrozynazy ludzkiej przez anomery arbutyny
I ich glikozylowane pochodne.

Spis badan oceniajacych dziatanie drazniace -arbutyny (Shiseido Research Center,
Jokohama).

Klasyfikacja zaburzen barwnikowych hiperpigmentacyjnych.

Klasyfikacja substancji rozjasniajacych.

Fazy rozwijajace stosowane w chromatografii kolumnowe;j.

Fazy rozwijajace stosowane w chromatografii cienkowarstwowej.
Chromatografia kolumnowa wyciagu metanolowego z lisci sierpika pigciolistnego.
Przesunigcia chemiczne & (ppm) oraz state sprzgzenia (J) zwiazku A.
Przesunigcia chemiczne o (ppm) zwiazku A.

Tabela gradientu fazy ruchomej zastosowanej w HPLC.

Lokalizacja przebarwien (grupa badana).

Lokalizacja przebarwien (grupa kontrolna).

Fototypy skory, wg skali Fitzpatricka [204].

Fototypy skory sonda Mexametr® MX18.

Interpretacja 1 zapis wynikow testu ptatkowego, wg ICDRG.

Poréwnanie grupy badanej 1 kontrolnej wzgledem wieku.

Zmiana poziomu melaniny w miejscu przebarwienia wzgledem czasu,

w obu grupach terapeutycznych.

Zmiana poziomu melaniny w miejscu przebarwienia, wzgledem czasu

u pacjentek z melasmaq.

Zmiana poziomu melaniny w miejscu przebarwienia, wzgledem czasu

u pacjentek z lentigo solaris.

Zmiana poziomu melaniny w miejscu przebarwienia, wzgledem czasu

w obu grupach terapeutycznych, w poszczegolnych klasach wieku.

Zmiana poziomu melaniny w miejscu przebarwienia, wzgledem czasu

w obu grupach terapeutycznych, w poszczegolnych typach skory, wg skali
Fiztpatricka.

Rozdziat udzielanych przez pacjentki odpowiedzi w obu grupach terapeutycznych.
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Tabela 26. Rozdziat udzielanych odpowiedzi przez pacjentki z melasmaq.
Tabela 27. Rozdziat udzielanych odpowiedzi przez pacjentki z lentigo solaris.
Tabela 28. Poziom melaniny w miejscach przebarwien u pacjentki 1.

Tabela 29. Poziom melaniny w miejscach przebarwien u pacjentki 2.
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XI. ZALACZNIKI

1. Zalacznik nr 1

Phytopharm Kigka S.A.

Kleka 1, 63-040 Nowe Miasto nad Wartg,
Tel. (061) 2868000

Fax. (061) 2874070

Nazwa artykutu:  Wodny ekstrakt z sierpika

Kieropmiki Kontoli Jakosci

Nr serii: 101191
préba
SWIADECTWO ANALIZY NR: 1963/10
\ limit | wynik

A. |Wymagania jako$ciowe (metoda badania)
1. |Sucha pozostatosé (Ph. Eur. 2.8.16) %(m/m) | - 61,9
2. |Zawarto$¢ arbutyny (PRZ/001/12/2010) %(m/m) | - 9,3
B. |Czystos¢ mikrobiologiczna
1. |Ogdlna liczba bakterii ~cf/ml max. 5 x 10 000 330
2. |Ogdlna liczba grzybéw cfu/ml max. 5 x 100 <10
3. D.robnoustro_;e z rodz. Enterobacteriaceae i in.pateczki Gram - crel | T ~10

ujemne 1 i

Escherichia coli - | nieobecne w 1ml nieobecne
5. |Staphylococcus aureus | - nieobecne w 1ml nicobecne
6. |Salmonella K - nieobecne w 10ml | nieobecne
Ogolny wynikanalizy:

Aldoha czyk

Data: 15.12.2010

Data W)'M\ia $wiadectwa: 15.12.2010
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2. Zalacznik nr 2

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

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

Uchwata nr 43/09

Na podstawie preepiséw Ustawy z dnia 5 grudnia 1996 r. o zawodach lekarza i lekarza dentysty (Dz, U. 1997, Nr 28, poz. 152); Rozpormdzenia Ministra Zdrowia i Opicki Spolecznej
dnia 11 maja 1999r. w sprawie Z zasad iai ia oraz trybu dzialania komisji bioetyeznych (Dz. U. Nr 47, poz480); Rozporcqdzenia Ministra Zdrowia =
dnia 11 marca 2005 r. w sprawic stczegélowych wymagari Dobrej Prakiyki Kliniconej (Dz. U. 2005, Nr 57, por. 500); Ustaey < dnia 6 wraesnia 2001r. Prawo farmacemyezne (Dy. U ©
2004r. Nr 53, poz. 533 22 um.); Rozporuadzenia Ministra Finansow z dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie i 3 i i iedzialnosci cywilnej badacza i sponsora
Dz U. 2004 nr 101, poz. 1034 z piin. om.); Rogpordzenia Ministra Finanséw  dnia 18 maja 2005r. omieniaj ic w sprawic it it i

odpowiedzalnoici cywilnej badacza i sponsora (Dz. U. Nr 101, poz. 845); Rozporuadzenia Ministra Zdrowia © dnia 30 kwictnia 2004r. w sprawic sposobu prowadzemia badari
klinicenych z udzialem maloletnick (Dz. U. 2004 Nr 104, poz. 1108); Rozporudzenia Ministra Zdrowia = dnia 30 kwictnia 2004r. w sprawie glaswania niespodziewanego cigtkiego
niepotqdanego dgalania produktu leczniczego (Dz. U. Nr 104, poz. 1107); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia z dnia 4 listopada 2008r. w sprawic wzoriw dokumentiw preedkladanych

w pwiqzku 2 badaniem klinicznym produktu leczniczego oraz w sprawie wysokosci i sposobu uis ia oplat za rozp ie badania klinic Dz U. Nr 201, poz 1247), kierujqe si¢
Zasadami Prawic F ia Badar it h - GCP - i w oparciu o j¢ Helsiriskq.
Komisja, na posiedzeniu w dniu: 08 stycznia 2009 r.

rozpatrzyta wniosek, ktory przedstawit Pan:
Prof. UM dr hab. Gerard Nowak

w sprawie prowadzenia badan w
Katedrze i Zakfadzie Naturalnych Surowcéw Leczniczych

i Kosmetycznych UM w Poznaniu

Gléwny badacz: mgr Monika Morag

Crlonkowie zespotu

badawczego: Prof. UM dr hab. Gerard Nowak
lek. med. Mafgorzata Wilk

Temat

badai: "Badanie wifasciwosci kosmetycznych arbutyny w
przebarwieniach skéry”.

Komisja wyraza zgode na prowadzenie badar

S
) /]

Przewod);i}qc omisj/
//’ ) / /
Prof. zw. d}? L hab:med| Zygmunt Przybylski
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Zalacznik nr 3

Formularz swiadomej zgody na udzial w badaniu

Ja nizej podpisany/a o§wiadczam, ze:

1.

Przeczytatem/am i zrozumiatem/am wszelkie informacje dotyczace celu i zasad badania na
temat: Ocena wiasciwosci kosmetycznych ekstraktu z lisci sierpika pieciolistnego
w pielegnacji skory 7 przebarwieniami,

Otrzymalem/am zadowalajace odpowiedzi na wszystkie zadane przeze mnie pytania.
Wyrazam dobrowolnie zgode¢ na udzial w tym badaniu i jestem $§wiadomy/a mozliwosci
odstapienia od udziatu w badaniu na kazdym etapie jego trwania, bez podania przyczyny.
Zgadzam sie na udzial w wyzej wymienionym badaniu i na wykonanie wymaganych w nim
procedur.

Zostatem/am poinformowany/a o spodziewanych korzysciach i grozacych mi ujemnie
skutkach oraz prawdopodobienstwie ich powstania.

Zostatem/am poinformowany/a, ze administratorem danych zwiazanych z badaniem bedzie
placowka, w Kktdrej prowadzony jest eksperyment. Przed podpisaniem dokumentu
zostalem/am poinformowany/a o sposobie przetwarzania danych pochodzacych z badania
oraz ze dane te, zbierane sg wylacznie w celach analizy naukowe;j.

Wyrazam zgodg¢ na przetwarzanie moich danych osobowych na potrzeby wyzej
wymienionego badania, zgodnie z obowiazujacym w Polsce prawem (Ustawq z dnia
29.08.1997 o Ochronie Danych Osobowych Dz. Ust. nr 133 poz. 83).

Wyrazam zgodg na udzial w tym badaniu.

Otrzymalem/am kopig niniejszego oswiadczenia opatrzona czytelnym podpisem i data.

152



Zalacznik nr 3

Ochotnik:

Czytelny podpis ochotnika Data

Osoba przyjmujaca formularz zgody:

Ja nizej podpisany/a o$wiadczam, ze zgodnie z moja najlepsza wiedza, badanie zostato w peini
i dokladnie omodwione z ochotnikiem/czka podpisujacym/a niniejszy formularz zgody oraz,
ze ochotnik/czka jest swiadomy/a istoty badania, zagrozen oraz korzys$ci zwiazanych z udzialem

w tym badaniu.

Czytelny podpis badacza Data
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4. Zalacznik nr 4

Lekobaza

poinformuje odbiorcy o wp
sa akfualne.

Strona 1z 4

KARTA CHARAKTERYSTYKI PREPARATU

| 1. Identyfikacja substancji chemicznej i przedsigbiorstwa

1.1 Identyfikacja substancji
Nazwa handlowa: Lekobaza

1.2 Zastosowanie substancji
Do receptury aptecznej.

1.3 Identyfikacja przedsiebiorstwa

Wytworca-konfekcjoner: Pharma Cosmetic K.M. Adamowicz S.J.
ul. Pasternik 26
31-354 Krakow
tel.:  0048-12-6383160
faks: 0048-12-6383166

1.4 Telefon alarmowy: 0048-12-4119999 - Klinika Toksykologii w Krakowie (informacja dla
lekarzy 24 h)

| 2. Identyfikacja zagrozen |

Nie jest klasyfikowany jako substancja chemicznie niebezpieczna.

| 3. Sklad i informacja o skladnikach |

Charakterystyka chemiczna
Krem hydrofilowy o stabym zapachu zmywalny ze skory.

4. Pierwsza pomoc

Po kontakcie z oczami: splukac obficie woda przy otwartych powiekach
Po polknieciu: wypi¢ duzg ilos¢ wody, wywota¢ wymioty. Wezwa¢ lekarza.

[5. Postepowanie w przypadku pozaru

Odpowiednie srodki gasnicze

Zalezne od otoczenia.
Zagrozenia specjalne

Przy powstawaniu dymu uzywa¢ srodkow ochrony osobiste;j.
Dodatkowe dane

Substancja niepalna.

6. Postepowanie w przypadku niezamierzonego uwolnienia do $rodowiska j

Usuwac w stanie suchym. Nie dopusci¢ do przedostania si¢ do kanalizacji.

Pharma Cosmetic - Karta charakterystyki substancji / preparatu niebezpiecznego
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Zalacznik nr 4

Lekobaza
Sporzadzono n/p karty charakterystyki producenta substancji: 02.06
Aktualizowano: okresowy przeglad dok ! {
Y pPrze:
poinformuye odbiorcy o wprowadzonych zmianach, nalezy rozumie

sq aktualne.

Strona 2z 4

| 7. Post¢powanie z substancja i magazynowanie

Postgpowanie z substancja
Nie ma zadnych specjalnych wymagan w stosunku do uzytkowania, bezpiecznego obchodzenia
sie z substancja oraz zadnych wskazan co do ochrony pozarowej, zabezpieczenia przed
eksplozja.

Wymagania dotyczace pomieszczefi magazynowych i opakowan

Pojemniki przechowywac szczelnie zamkniete w suchym miejscu, w temperaturze pokojowej
(od 15-25 °C).

l 8. Kontrola narazenia i $rodki ochrony indywidualnej |

Srodki ochrony indywidualnej

Produkt nie zawiera sktadnikéow wymagajacych kontrolowania wartosci granicznych. Stosowaé
Srodki ostroznosci przewidziane przy obchodzeniu sie z chemikaliami.

Drég oddechowych

Nie jest wymagana.
Rak
Nie jest wymagana.
Oczu
Zalecane okulary ochronne.

L9. Wiasciwosci fizyczne i chemiczne

Postaé: pasta
Kolor: bialo- zolty
Zapach: bez zapachu

Temperatura topnienia: nie okreslona
Temperatura wrzenia: nie okreslona

Punkt zaplonu: nie dotyczy
Gestosé: nie okreslona
Rozpuszczalnos¢ : miesza si¢ z woda

| 10. Stabilnosé i reaktywnosé

Substancja nie rozktada sie przy normalnym uzytkowaniu. Substancji, ktérych nalezy unikacé
to mocne oksydanty. Niebezpieczne reakcje nie sa znane. Niebezpieczne produkty rozkladu to
produkty uboczne rozktadu wazeliny.

11. Informacje toksykologiczne

Gwaltowna toksycznos¢: LD 50 > 5000 mg/kg doustnie

Pierwotne dziatanie drazniace: brak

Dodatkowe informacje: przy prawidlowym obchodzeniu sie i zastosowaniu nie sa znane zadne
szkodliwe dzialania dla zdrowia.

12. Informacje ekologiczne

Produkt tatwo i szybko rozkladalny. Mimo to nie nalezy go usuwa¢ do kanaléw ani $ciekow.
Niebezpieczny dla wod. W przypadku przedostanie sie do wod wykazuje

zagrozenie dla ryb: LC50 > 100 mg/1

zagrozenie dla bakterii EC50 > 100 mg/1

Pharma Cosmetic - Karta charakterystyki substancji / preparatu niebezpiecznego
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Zalacznik nr 4

Lekobaza

Aktualizowano: okresowy przeglad dokume
Y przegia Y L
pomformuje odbiorey o wprowadzonych zmianach, nalez

sa aktualne.

Strona 3z 4

| 13. Postepowanie z odpadami

Nie gromadzi¢ wspélnie z odpadami komunalnymi. Nie wylewa¢ do wod ani kanalizacji.
Usuwac¢ zgodnie z przepisami miejscowymi. Stosowac ogolne zasady postepowania z

odpadami.

Postepowac zgodnie z Ustawa z dnia 27 kwietnia 2001 r. o odpadach (Dz. U. Nr 62, poz. 628) z
pozn. zmianami oraz Rozporzadzeniem Ministra Srodowiska z dnia 27 wrzesnia 2001 r. w
sprawie katalogu odpadéw (Dz. U. Nr 112, poz. 1206).

L14. Informacje o transporcie |

Nie jest to produkt niebezpieczny w rozumieniu przepisow ADR. Nie jest objety specjalnymi
przepisami transportowymi.

Lls. Informacje dotyczace przepisow prawnych |

Klasa zagrozenia dla wody: WGK 1 (kwalifikacje wlasna): stabe zagrozenie dla wody

j rzepisy prawne:

Dyrektywa UE Nr 1999/45/EG, 67/548/EEC oraz 88/379/EEC.

Ustawa o substancjach i preparatach chemicznych z dnia 11.01.01r. (Dz.U. Nr 11. poz. 84;
Dz.U. Nr 100 poz.1085; Dz.U. Nr 123 poz.1350; Dz.U. Nr 125 poz.1367 ze zmiana z dnia 5
lipca 2002r. (Dz.U. 142. poz.1187), Dz.U. Nr 135, poz. 1145 z 2002 r., Dz.U. Nr 189, poz. 1852
22003 r., Dz.U. Nr 11, poz. 94 z 2004 r., Dz.U. Nr 96, poz.959 z 2004 r., Dz.U. Nr 121, poz.
1263 z 2004 r.)

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 13 listopada 2007r. w sprawie karty charakterystyki
substancji niebezpiecznej i preparatu niebezpiecznego ( Dz.U. Nr 215 poz.1588 z dnia 16
listopada 2007 r.)

Rozporzadzenie (WE) nr 1907 /2006 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 18 grudnia 2006
r. w sprawie rejestracji, oceny, udzielania zezwolen i stosowanych ograniczen w zakresie
chemikaliéw (REACH), utworzenia Europejskiej Agencji Chemikaliow.

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 2 wrzesnia 2003 r. w sprawie kryteriéw i sposobu
klasyfikacji substancji i preparatéw chemicznych (Dz.U. Nr 171, poz. 1666 z dnia 2
pazdziernika 2003 r., Dz.U. Nr 243, poz. 2440 z dnia 15 listopada 2004 r.)

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 2 wrzesnia 2003 r. w sprawie oznakowania opakowar
substancji niebezpiecznych i preparatow niebezpiecznych (Dz.U. Nr 173, poz. 1679 z dnia 6
pazdziernika 2003 r., Dz.U. Nr 260, poz. 2595 z dnia 8 grudnia 2004 r.)

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 28 wrzesnia 2005 r. w sprawie wykazu substancji
niebezpiecznych wraz z ich klasyfikacja i oznakowaniem (Dz.U. Nr 201, poz. 1674 z dnia 14
pazdziernika 2005 r.)

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 8 lipca 2004 r. w sprawie warunkow, jakie nalezy
spetni¢ przy wprowadzaniu $ciekow do wod lub do ziemi, oraz w sprawie substancji
szczegolnie szkodliwych dla srodowiska wodnego (Dz.U. Nr 168, poz. 1763 z 2004 r.)
Rozporzadzenie Ministra Infrastruktury z dnia 20 lipca 2002 r. w sprawie realizacji
obowiazkéw dostawcow $ciekow przemyslowych oraz warunkéow wprowadzania $ciekéw do
urzadzen kanalizacyjnych (Dz.U. Nr 129, poz. 1108 z 2002 r.)

Ustawa z dnia 27 kwietna 2001 r. o odpadach (Dz.U. Nr 62, poz.628 z 2001 r., Dz.U. Nr 41,
poz.365 z 2002 r., Dz.U. Nr 113, poz. 984 z 2002 r., Dz.U.Nr 199, poz. 1671 z 2002 r., Dz.U.
Nr 7, poz.78 z 2003 r., Dz.U. Nr 96, poz. 959 z 2004 r., Dz.U. Nr 116, poz.1208 z 2004 r.,
Dz.U. Nr 191, poz.1956 z 2004 r., Dz.U. Nr 90, poz.758 z 2005 r., Dz.U. Nr 130, poz. 1087 z
2005 r., Dz.U. Nr 175, poz.1458 z 2005 r.)

Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 27 wrzesnia 2001 r. w sprawie katalogu odpadow
(Dz.U Nr 112, poz. 1206)
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Zalacznik nr 4

ARMA
L]
Lekobaza
Sporzadzono n/p karty charakterystyki producenta substancji: 02.¢
Aktualizowano: okresotwwy przeglad dokumentacyi odbiyoa sie co roku: jesti Pharma Cosmetic nie
. : (8. S £ o .
pomnformuje odbiorey o wprowadzonych zmianach, nalezy rozumied, ze informacje zawarte w karcie

sa aktualne.
Strona 4 z 4

e Ustawa z dnia 28 pazdziernika 2002 r. o przewozie drogowym towarow niebezpiecznych (Dz.U.
Nr 199, poz.1671 z dnia 28 listopada 2002 r., Dz.U. Nr 96, p0z.959 z 2004 r., Dz.U. Nr 97,
poz. 962 z 2004 r., Dz.U. Nr 173, poz.1808 z 2004 r., Dz.U Nr 90 poz.757 z 2005 r., Dz.U. Nr
141, poz. 1184 z 2005 1)

¢ Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 14 sierpnia 2002 r. w sprawie obowiazku dostarczenia
karty charakterystyki niektorych preparatéw nie zaklasyfikowanych jako niebezpieczne (Dz. U.
142, poz. 1194)

e Norma PN-ISO 11014-1:1998 ,Bezpieczenstwo chemiczne — Karta charakterystyki
bezpieczenstwa produktow chemicznych”

¢ Rozporzadzenie Ministra Pracy i Polityki Socjalnej z dnia 29 listopada 2002 r. (Dz.U. Nr 217
poz.1833) i zmiana z dnia 10 pazdziernika 2005 r. (Dz.U. Nr 212, poz. 1769) w sprawie
najwyzszych dopuszczalnych stezen i natezen czynnikéw szkodliwych dla zdrowia w
srodowisku pracy

¢ Rozporzadzenie Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej z dnia 21 sierpnia 1997 r. (Dz. U. Nr
105, poz. 671) i zmiana z dnia 18 lutego 1999 r. (Dz. U. Nr 26, poz. 241)w sprawie substancji
chemicznych stwarzajacych zagrozenie dla zdrowia i zycia

e Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 01 grudnia 2004 r. (Dz. U.nr 280, poz. 2771) i zmiana
z dnia 10 sierpnia 2005 r (Dz. U. Nr 160, poz. 1356) w sprawie substancji, preparatow,
czynnikéw lub procesow technologicznych o dzialaniu rakotworczym lub mutagennym w
$rodowisku pracy

¢ Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 6 czerwca 2002 r. (Dz.U.87 poz.796) w sprawie
dopuszczalnych pozioméw niektorych substancji w powietrzu, alarmowych pozioméw
niektérych substancji w powietrzu oraz marginesoéw tolerancji dla dopuszczalnych pozioméw
niektoérych substancji

* Rozporzadzenie Ministra Gospodarki z dnia 21 pazdziernika 1998r. (Dz.U.145 poz.942) i
zmiana 5 marca 2001 (Dz.U.22 poz.251) w sprawie szczegdtowych zasad, usuwania
wykorzystywania i unieszkodliwiania odpadéw niebezpiecznych

* Klasyfikacja materiatlow niebezpiecznych wedtug Umowy Europejskiej dotyczacej
Miedzynarodowego Przewozu Materialow Niebezpiecznych ADR z dn. 30. wrzesnia 1957 r.
(Zatacznik do Dz. U. 194. poz. 1629 z dnia 14 listopada 2002 r.)

I 16. Inne informacje ]

Powyzsze dane opieraja si¢ na dzisiejszym stanie wiedzy naszej (konfekcjonera substancji) oraz
producenta substancji, jednak nie moga by¢ one przyjmowane jako gwarancja wlasciwosci
produktéw i nie stanowig podstawy jakichkolwiek umownych stosunkéw prawnych.

Pharma Cosmetic - Karta charakterystyki substancji / preparatu niebezpiecznego
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5. Zalgcznik nr5

ANKIETA |
KOD PACJENTA

1. PLEC

o kobieta

O mezezyzna

2. WIEK
o 18-25
a 26-35
a 36-45
o 46-55
a 56-65

3. TYP SKORY WEDLUG KLASYFIKACIJI FITZPATRICKA

0 I (blada, biata skora, tatwo ulegajaca poparzeniom, nigdy nie opalajaca sig)

a II (biata skora, tatwo ulegajaca poparzeniom, minimalnie i trudno opalajaca si¢)

o I (ciemniejsza biata skora, umiarkowanie opalajaca sig¢, po poczatkowym poparzeniu)
0 IV (jasna, brazowa skora, ulegajaca minimalnym poparzeniom, tatwo opalajaca si¢)

o V (brazowa skora, rzadko ulegajaca poparzeniom, tatwo i mocno opalajaca sig)

O VI (ciemnobrazowa/czarna skora, nie ulegajaca poparzeniom, mocno opalajaca sig).
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Zalacznik nr 5

4. OKOLICA CIALA DOTKNIETA PRZEBARWIENIEM

a twarz
o czoto
o nos
o policzek lewy

o policzek prawy
o g6rnawarga

o broda

5. POWIERZCHNIA PRZEBARWIENIA SKORY
0 $rednica ponizej 1 cm?(< 1 cm)
O $rednica 1 —2 cm?

0 $rednica powyzej 2 cm? (> 2 cm)
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Zalacznik nr 5

6. POCHODZENIE PRZEBARWIENIA SKORY
O wrodzone
Q nabyte
o promieniowanie UV
o lecznicze
o kosmetyczne
o zmiany hormonalne (ciaza, menopauza, preparaty antykoncepcyjne)
o inne zaburzenia endokrynologiczne
o leki
o zmiany zapalne skory
o urazy mechaniczne
O inne,jakie ........coviiiiniinnn..

O nie pamigtam

7. CZAS TRWANIA ZMIAN:
O od urodzenia

0 od miesiaca

0 od 2 miesiecy

O od 6 miesigcy

0 odroku
O od........ lat
O od....... roku zycia
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Zalacznik nr 5

10.

11.

12.

CZY W RODZINIE WYSTEPOWALY PRZYPADKI ZACHOROWAN NA CZERNIAKA

LUB INNE NOWOTWORY SKORY?
tak

nie

ILOSC ZNAMION BARWNIKOWYCH NA CIELE
ponizej 50 (<50)

powyzej 50 (>50)

CZY ULEGL PAN/PANI POPARZENIU SLONECZNEMU?
tak

nie

CZY STOSUJE PAN/PANI OCHRONE PRZECIWSLONECZNA?
tak

nie

JAK CZESTO PAN/PANI JA STOSUJE?
codziennie

wylacznie podczas opalania

rzadko

w ogole
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Zalacznik nr 5

13.

Q

14.

15.

16.

W JAKI SPOSOB PAN/PANI RADZI SOBIE Z PROBLEMEM PRZEBARWIEN SKORY?
nic z tym nie robig

konsultacje z kosmetologiem

konsultacje z dermatologiem

konsultacje z onkologiem

inne, jakie.....................

CZY KORZYSTA PAN/PANI Z ZABIEGOW ROZJASNIAJACYCH PRZEBARWIENIA
SKORY?
tak

nie

JAKIE ZABIEGI WYKONYWANE BYLY W TYM CELU?
peeling chemiczny

peeling kawitacyjny

mikrodermabrazja

krioterapia

laseroterapia

terapia fotodynamiczna

inne, jakie........................

CZY STOSUJE PAN/PANI KOSMETYKI LUB LEKI NIWELUJACE
PRZEBARWIENIA SKORY?
tak

nie
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Zalacznik nr 5

17. JAK CZESTO PAN/PANI JE STOSUJE?
O 2 razy dziennie

Q raz dziennie

o kilka razy w tygodniu

o raz wtygodniu

Q rzadziej

18. CZY TERAPIA PRZYNOSI POZADANY EFEKT?
o tak

Qo nie

19. PO JAKIM CZASIE BYLY ZAUWAZALNE EFEKTY TERAPII?
O po 2 tygodniach stosowania

O po miesigcu stosowania

0 po kilku miesiacach stosowania, ilu ? ........................

O nie bylo zauwazalnych efektow

Dziekuje za udziat w ankiecie
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6. Zalacznik nr 6

ANKIETA I

KOD PACJENTA

1. CZY W TRAKCIE BADANIA STOSOWAL/A PAN/PANI ZALECANA OCHRONE
PRZECIWSLONECZNA (SPF 50+)?

o tak

a nie

O jezeliinna, tojakg.....................

2. CZY W TRAKCIE BADANIA EKSPONOWAL/A PAN/I OKOLICE CIALA DOTKNIETA
PRZEBARWIENIEM NA PROMIENIOWANIE SLONECZNE?
o tak

O nie

3. CZY ULEGL/A PAN/PANI POPARZENIU SLONECZNEMU W TRAKCIE TRWANIA
BADANIA?
o tak

Q nie

4. W JAKIEJ STREFIE KLIMATYCZNEJ PAN/I PRZEBYWALA?
a strefa umiarkowana chtodna

O strefa umiarkowana ciepla

o strefa podzwrotnikowa

o strefa zwrotnikowa
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Zalacznik nr 6

CZY KORZYSTAL/A PAN/PANI Z INNYCH ZABIEGOW ROZJASNIAJ ACYCH
PRZEBARWIENIA SKORY W TRAKCIE BADANIA?
tak

nie

JAKIE ZABIEGI BYLY WYKONYWANE?
peeling chemiczny

peeling kawitacyjny

mikrodermabrazja

krioterapia

laseroterapia

terapia fotodynamiczna

inne, jakie...............

CZY STOSOWAL/A PAN/PANI INNE KOSMETYKI LUB LEKI NIWELUJACE
PRZEBARWIENIA SKORY W TRAKCIE BADANIA?
tak, jakie.....................

nie

CZY UDZIAL W BADANIU PRZYNIOSE. OCZEKIWANE REZULTATY?
tak

nie
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Zalacznik nr 6

EFEKT ROZJASNIENIA MIEJSC DOTKNIETYCH PRZEBARWIENIEM PO APLIKACIJI
KREMU NIWELUJACEGO PRZEBARWIENIA SKORY (SKALA NUMERYCZNA):

0 - pogorszenie

1 — brak poprawy

2 — minimalna poprawa

3 — zdecydowana poprawa

. PO JAKIM CZASIE ZAUWAZALNE BYLY EFEKTY APLIKACJI KREMU?
po 2 tygodniach stosowania
po 4 tygodniach stosowania
po 6 tygodniach stosowania

po 8 tygodniach stosowania

. CZY PODCZAS APLIKACJI DERMOKOSMETYKU POJAWILY SIE PODRAZNIENIA
SKORY TYPU:
rumien

o tak

o nie
obrzek

o tak

o nie
wysypka

o tak

o nie?

Dziekuje za udzial w ankiecie
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