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PRZEKSZTALC SWOJA SYLWETKE

Do czynnikow powszechnie sprzyjajgcych nadmiernej akumulacji ttuszczu w organizmie zaliczcamy m.in. siedzgcy tryb
Zycia, niezbilansowang diete i stres. Nadmierna ilos¢ ttuszczu jest powodem do troski dla wiekszosci populacji, zaréwno
kobiet i mezczyzn, w réznym wieku. Zmartwienie zwieksza sie zwtaszcza wtedy, gdy musimy zatozy¢ stréj kapielowy i

zdajemy sobie sprawe, ze ten nieatrakcyjny ttuszcz nie zniknie natychmiast.

Tkance ttuszczowej tradycyjnie przypisuje sie zdolnos¢ do wchtaniania wolnych kwasow ttuszczowych i tréjglicerydéw,
ktére krazg we krwi po nadmiernym spozyciu kalorii. Przez diugi czas uznawano, ze sg one magazynowane jako pasywny
zapas energii. Dzi$ wiadomo jednak, ze oprdcz tego tkanka ttuszczowa odgrywa réwniez aktywna role w regulacji

metabolizmu, homeostazy i nadawaniu ksztattu réznym czesciom ciata.

Podskdrna tkanka ttuszczowa jest réwniez zrodtem cellulitu, z ktérym boryka sie ponad 85% kobiet w wieku powyzej 20

lat (Kruglikov, 2012) i ktéry musi by¢ kontrolowany jesli chcemy zachowac atrakcyjna figure.

Pomyst pozbycia sie nadmiaru ttuszczu w celu zachowania zdrowego i zréwnowazonego ciata nie jest niczym nowym. W
istocie, z roku na rok obserwujemy rosngce zapotrzebowanie na produkty i metody redukujgce niechciang tkanke

ttuszczowa.

Lipout™ to sktadnik kosmetyczny aktywujacy proces spalania ttuszczu w podskdrnej tkance ttuszczowej,

redukujacy jej nadmiar i remodelujacy sylwetke.
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TKANKA TLUSZCZOWA | ADIPOCYTY

Podskérna tkanka ttuszczowa jest w wiekszosci zbudowana z adipocytéw, ktére magazynuja ttuszcz w swoich

cytoplazmach.

Do niedawna sgdzono, ze istniejg tylko dwa rodzaje adipocytdw — biate i brunatne. Ostatnie badania potwierdzajg

jednak, ze w organizmie znajduje sie réwniez trzeci typ tych komoérek: adipocyty bezowe.

Te trzy typy adipocytow wywodzg sie z réznych prekursoréw (rysunek 1). Brunatne majg wspdlne prekursory z

komadrkami miesni szkieletowych, podczas gdy biate i bezowe pochodzg z tej samej linii, ale dzielgcej sie na dwie i

dajgcej dwie rdozne populacje prekursoréw (Rosen & Spiegelman, 2014). Oznacza to, ze kazdy prekursor daje wzrost

konkretnej linii komérek, ktéra nie moze réznicowaé do innego rodzaju adipocytu (przyktadowo, biaty preadipocyt nie

moze réznicowac do brunatnego adipocytu).
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Rysunek 1. Réznicowanie trzech typéw adipocytdw: brunatnych, biatych i bezowych.
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1. BIALE ADIPOYCTY

Biate adipocyty sg najlepiej znanym rodzajem komoérek ttuszczowych; tworzg one biatg tkanke
ttuszczowg (WAT - white adipose tissue) i sa gtdwna rezerwa tluszczu w organizmie.

Zlokalizowane sg wokét narzagddw wewnetrznych i pod skéra.

Biate adipocyty to duze komorki o niewielu mitochondriach, magazynujace lipidy pod postacig

tréjglicerydow w formie pojedynczej kropli (jednokomorowe). Rysunek 2. Biaty adipocyt.

2. BRUNATNE ADIPOCYTY

Brunatng tkanke ttuszczowg tworza adipocyty brunatne. Sg to wielokomorowe komorki
magazynujace trojglicerydy w niewielkich kroplach, rozmieszczonych réwnomiernie w

cytoplazmie; maja one liczne mitochondria, ktére nadajg komérkom brazowy kolor.

Brunatne adipocyty specjalizujg sie w spalaniu ttuszczu i produkcji ciepta (termogeneza).

Wyrdznia je wysoka ekspresja gendw termogenicznych, z ktérych najbardziej Rysunek 3. Brunatny adipocyt.
charakterystycznym s3g geny biatka rozprzegajgcego 1 (UCP1 - uncoupling protein 1) i receptora B3-adrenergicznego
(ADRB3). Adipocyty brgzowe s3g silnie aktywne metabolicznie i spalajg ttuszcz, ktory stanowi paliwo w procesie

termogenezy, cho¢ mogg one réwniez uzywac w tym celu glukoze (Wu et al., 2013).

Adipocyty brunatne wystepuja wytacznie u dzieci w okreslonych czesciach ciata, takich jak szyja czy obojczyk (Cannon et
al., 2012). Do dzisiaj nigdy nie odkryto ich w podskdrnej tkance ttuszczowej oséb dorostych (Cypess, et al., 2009; Van

Marken et al., 2009).

3. BEZOWE ADIPOCYTY

W niedawnych badaniach zidentyfikowano trzeci rodzaj ludzkich adipocytéw: bezowe. Sg to komérki dwufunkcyjne, co
oznacza, ze mogg przybiera¢ one forme aktywng i nieaktywna. Ekspresja gendw adipocytow bezowych jest odmienna od

adipocytow biatych i brunatnych.

Rysunek 4. Aktywne (po lewej) i nieaktywne (po prawej) adipocyty
bezowe.

V 00-03/2020 72190, 72050-4




W formie nieaktywnej, morfologia adipocytéw bezowych przypomina biate adipocyty (jedna kropla ttuszczu, mato

mitochondriéw), cechuje je niski poziom bazowy genu UCP1 i normalne oddychanie komérkowe. Jednakze na skutek
dziatania odpowiedniego bodZca przechodzg one proces ,brunatnienia” (zwiekszony poziom mitochondriéw, liczne
pecherzyki ttuszczu). Oznacza to, Zze stajq sie one metabolicznie aktywne, ekspresja UCP1 dramatycznie rosnie i
rozpoczyna sie proces termogenezy, przyspieszajacy spalanie kwaséw ttuszczowych w celu utrzymania zwiekszonego
oddychania komérkowego (rysunek 5). Po zaniknieciu bodzca, adipocyty bezowe ponownie przyjmujg morfologie oraz
ekspresje gendw podobng do adipocytéw biatych i stajg sie nieaktywne. Proces przeksztatcenia z formy nieaktywnej do

aktywnej moze by¢ powtarzany za pomocg odpowiedniej stymulacji (Rosenwald et al., 2013).

Odkryto liczne, endogenne czynniki pobudzajace proces
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TERMOGENEZA ODDYCHANIE

Inne badania sugerujg jednak, ze mogg one rdéwniez

powstawaé z dojrzatych adipocytéw biatych (Vitali et al., Rysunek 5. Zarys termogenezy i oddychania w brazowych i bezowych
adipocytach.
2012).

Wg. najnowszych badan, bezowe adipocyty zastepujg u dorostych adipocyty brunatne (Wu et al., 2012). Stwierdzono
tez, ze w okreslonych warunkach moga one wystepowac rowniez w podskérnych depozytach adipocytéw biatych (Wu et
al., 2012; Wu et al., 2013; Rosen & Spiegelman, 2014). W badaniach na ludziach wykazano, ze aktywno$¢ wspomnianych
depozytéw adipocytdw bezowych moze by¢ zwiekszana po aplikacji réznych czynnikdéw zewnetrznych, takich jak zimno
lub spozycie okreslonego pozywienia. Zaobserwowano, ze ilos¢ i aktywnosé bezowej tkanki ttuszczowej spada wraz ze
wzrostem wskaznika masy ciata (BMI) oraz starzeniem, prowadzgc do akumulacji ttuszczu w organizmie. Dlatego tez
aktywnosc¢ bezowej tkanki ttuszczowej jest niezwykle istotna, poniewaz przyczynia sie ona do redukcji ttuszczu

(Yoneshiro et al., 2013).
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TERMOGENEZA: PROCES SPALANIA TtUSZCZU

Termogeneza jest procesem, podczas ktérego organizm wytwarza energie cieplng. Proces ten zachodzi réwnolegle z
oddychaniem komérkowym i jest inicjowany w brunatnych lub bezowych adipocytach poprzez stymulacje receptorow

powierzchniowych.

Degradacja trojglicerydow jest aktywowana i uwalniane sg wewnatrzkomérkowe kwasy ttuszczowe. Przewazajaca

wiekszos¢ tych kwasow wnika do mitochondridow i zasila oddychanie komérkowe (B-oksydacja, cykl Krebsa).

Niewielka porcja kwaséw ttuszczowych aktywuje UCP1, biatko wystepujagce w wewnetrznej btonie mitochondriow
bezowych i brunatnych adipocytéw. Jest to nie tylko marker genetyczny tych komorek, ale przede wszystkim element
niezbedny do zajscia termogenezy. Katalizuje on przeptyw protondw przez btone rownolegle do tancucha

oddechowego, rozpraszajgc w ten sposéb gradient elektrochemiczny generowany przez taricuch oddechowy.

Kwasy ttuszczowe sg niezbedne do aktywacji i funkcjonowania UCP1, jednak UCP1 nie utlenia ich. W istocie sg one
utleniane w cyklu B-oksydacji, aby zasili¢ oddychanie komodrkowe. W komadrkach, w ktérych brakuje UCP1, gradient
protondw moze byc¢ rozproszony jedynie przez tworzenie ATP; protony przechodzg przez kilka komplekséw w tancuchu
oddechowym, docierajgc do syntazy ATP i dostarczajgc energii niezbednej do produkcji ATP. Jednakze przy wysokim
poziomie ATP w komodrce, transport protondw przez syntaze ATP maleje i oksydacja kwaséw ttuszczowych ulega
zatrzymaniu. Obecnos$¢ aktywowanego UCP1 umozliwia przyspieszenie oddychania komdrkowego nawet przy duzej

zawartosci ATP w komorce, generujac ATP (oddychanie) i ciepto (termogeneza) (Wu et al., 2013).

Wobec tego, samo zwiekszenie ekspresji UCP1 nie jest wystarczajace do spalenia ttuszczu. Do aktywacji termogenezy
niezbedna jest aktywacja tego biatka, wraz z podiniejszg stymulacja mitochondrialnego utleniania kwaséw
ttuszczowych (Ouellet et al., 2012). W efekcie wzro$nie oddychanie komoérkowe, co z kolei bedzie skutkowa¢ wiekszym

zuzyciem lipidéw, czyli wywotaniem efektu spalania ttuszczu.
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Rysunek 6. Proces komdrkowej termogenezy i oddychania w bezowych i brunatnych adipocytach.

Lipout™ to sktadnik aktywny pochodzenia morskiego, ktory pobudza proces brunatnienia i aktywuje

termogeneze w adipocytach, dajgc efekt wyszczuplajacy i przeciwcellulitowy

MECHANIZM DZIAtANIA Lipout™

Lipout™ to alternatywa dla inwazyjnych kuracji redukujgcych nadmiar zgromadzonego ttuszczu, poniewaz ma on

zdolnosé¢ do transformowania tkanki ttuszczowej magazynujgcej do tkanki aktywnie spalajacej ttuszcz.

Lipout™ to ekstrakt z Tisochrysis lutea (dawniej Isochrysis galbana), jednokomodrkowej algi, ze standaryzowang
zawartoscig ksantofili i bogaty w wielonienasycone kwasy ttuszczowe, ktére indukuja powstawanie aktywnych

bezowych adipocytow. Lipout™ réwnoczesnie aktywuje nastepujace mechanizmy:
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1. Pobudzenie ekspresji UCP1 w biatych i nieaktywnych bezowych adipocytach w celu wywotania ich brunatnienia,

czyli konwersji w aktywne bezowe adipocyty.

2. Zwiekszenie B-oksydacji kwasow ttuszczowych dzieki aktywacji termogenezy, czyli dostowne spalanie ttuszczu

zgromadzonego w bezowych i biatych adipocytach.

Aktywacja obu mechanizmoéw pozwala na skuteczne spalanie ttuszczu w procesie termogenezy, dzieki brunatnieniu

podskdrnej tkanki ttuszczowej.

Lipout™ aktywuje proces brunatnienia i termogenezy w adipocytach, spalajac ttuszcz i poprawiajac

ksztatt sylwetki

SKtAD

Tisochrysis lutea to jednokomodrkowa mikroalga nalezgca do
grupy Haptophyta. Zawiera ona ok. 37% protein i duzg ilos¢
kwaséw ttuszczowych (do 47% wielonienasyconych kwaséw

ttuszczowych) (Sanchez et al., 2000; Gouveia et al., 2008).

Tisochrysis lutea zawiera tez nastepujgce pigmenty (Zapata &

Garrido 1997; Obata & Taguchi 2012):

e Chlorofilaic.

e Ksantofile takie jak fukoksantyna, diatoksantyna i Rysunek 7. Zdjecie algi Tisochrysis lutea (powiekszenie
100x) uzywanej do produkgji Lipout™.

diadinoksantyna.

Lipout™ otrzymywany jest drogg biotechnologiczng z Tisochrysis lutea i dzieki temu stanowi odnawialne Zrédto
sktadnika aktywnego. Hodowla mikroalgi w zamknietych fotobioreaktorach pozwala nam uzyska¢ wysokiej jakosci
produkt ze zoptymalizowang zawartosciag metabolitéw i pigmentdw, w powtarzalnych i kontrolowanych warunkach, a

takze wyeliminowac zanieczyszczenia oraz znaczgco zredukowa¢ wptyw na sSrodowisko.
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SKUTECZNOSC IN VITRO

PROTOKOL BADANIA IN VITRO

Poniewaz nadal nie ma zgodnosci co do faktu, czy bezowe adipocyty mogg powstawacé wytgcznie z bezowych
preadipocytéw, czy réwniez przemienia¢ sie z adipocytéw biatych, badanie in vitro symulowato oba mozliwe

scenariusze:

e  Aby oceni¢ potencjat Lipout™ do pobudzania réznicowania bezowych preadipocytow do dojrzatych i aktywnych
bezowych adipocytéw, wykorzystaliSmy kultury preadipocytéow z ludzkiej podskornej tkanki ttuszczowe;j.
Preadipocyty byty inkubowane z Lipout™ przez pierwsze 7 dni ich rozwoju, po ktdrych nastepowat okres 7 dni

inkubacji w standardowym medium réznicowania, az do osiggniecia petnej dojrzatosci.

e OceniliSmy rowniez zdolnos¢ Lipout™ do przeksztatcania nieaktywnych bezowych adipocytéw w forme aktywng i
przemieniania dojrzatych biatych adipocytédw w aktywne bezowe adipocyty. W tym celu kulture dojrzatych
adipocytow przedstawiajgcych biaty fenotyp poddaliSmy dziataniu Lipout™ przez okres 2 tygodni. Komaérki zostaty

pozyskane z podskdrnej tkanki ttuszczowej ochotnikow.

Aby udowodni¢, ze Lipout™ aktywuje adipocyty bezowe i termogeneze, badanie in vitro sktadato sie z czterech etapdw,

w ktorych mierzylismy:

1. Ekspresje gendw kluczowych dla termogenezy.
2. Ekspresje termogenicznych protein, w celu potwierdzenia pierwszego etapu.

3. Biogeneze nowych mitochondridw.

4. B-oksydacje, w celu potwierdzenia funkcjonalnosci indukowanych zmian.

1. EKSPRESJA KLUCZOWYCH GENOW PROCESU TERMOGENEZY

Pierwszy etap badania miat na celu potwierdzenie, czy Lipout™ jest w stanie stymulowac ekspresje kluczowego markera
termogenezy - UCP1, zaréwno w kulturach podskérnych preadipocytow, jak i kulturach dojrzatych a priori biatych

adipocytow. W etapie tym wykorzystano metode reakcji tanicuchowej polimerazy (PCR).
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Zaobserwowalismy spektakularny wzrost ekspresji genu UCP1 w obu typach kultur, najwiekszy przy najwyzszej dawce

Lipout™. W kulturze preadipocytéw ekspresja genu wzrosta o 2094% (wykres 1), a w kulturze dojrzatych adipocytéow o

537% w pordownaniu z prébka kontrolng (wykres 2), przy najwyzszej dawce Lipout™ (0,56%).

Tak ekstremalnie wysokie wartosci ekspresji genu byty efektem niemal zerowej ekspresji UCP1 w kulturze kontrolnej.

1. mRNA UCP1 w preadipocytach 2. mRNA UCP1 w dojrzatych
adipocytach
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Wykresy 1i 2. Zmiany wzglednej ilosci mRNA UCP1 zaobserwowane po zakoriczeniu inkubacji preadipocytéw (po lewej) i dojrzatych adipocytéw (po

prawej) z Lipout™, w odniesieniu do prébki kontrolnej.

Wyniki wskazuja, ze Lipout™ aktywuje program genetyczny bezowych adipocytéw w biatej tkance ttuszczowej.

2. EKSPRESJA KLUCZOWYCH BIALtEK TERMOGENEZY

Po pozytywnych wynikach ekspresji genow oceniliémy, czy Lipout™ rzeczywiscie aktywuje ekspresje biatka UCP1.
Pomiaru dokonano za pomocg immunocytochemii. Zmierzylismy tez ekspresje poryny mitochondrialnej VDAC (kanat

anionowy zalezny od napiecia), ktora jest wskaznikiem biogenezy nowych mitochondriéw w komérkach.

Zaobserwowalismy, ze ekspresja obu biatek wzrosta wraz ze zwigkszeniem stezenia Lipout™: o 50% w preadipocytach i
0 378% w dojrzatych adipocytach w przypadku UCP1 oraz o 22% w preadipocytach i o0 139% w dojrzatych adipocytach
dla VDAC.

Wozrost ekspresji UCP1 po inkubacji z Lipout™ jest wyraznie widoczny na zdjeciach mikroskopowych kultur adipocytow

(rysunki 10i 11), w poréwnaniu z kulturami nie poddanymi ekspozycji na sktadnik aktywny (rysunki 8 i 9).

Wyniki wskazujg, ze wzrost ekspresji gendw wywotywany przez Lipout™ przektada sie na zwiekszenie produkcji protein

niezbednych do termogenezy.
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PREADIPOCYTY DOJRZALE ADIPOCYTY

BEZ SUBSTANCJI AKTYWNE)

PODDANE DZIAtANIU Lipout™

Rysunki 8-11. Zdjecia mikroskopowe ekspresji UCP1 w kulturach preadipocytéw (po lewej) i dojrzatych adipocytow (po prawej),
bez substancji aktywnej (na gorze) i po zastosowaniu Lipout™ (na dole) (UCP1 widoczne jako zétto-czerwone plamy).

3. BIOGENEZA NOWYCH MITOCHONDRIOW

Mitochondria to najwazniejsze organelle w procesie oddychania i termogenezy. Uzywajgc specyficzny marker jestesmy
w stanie potwierdzi¢, ze wzrost ekspresji biatka VDAC wywotany przez Lipout™ i zmierzony w powyzszym badaniu,

skutkowat znaczagcym wzrostem liczby aktywnych mitochondriéw w komérkach (rysunki 14 i 15).
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PREADIPOCYTY DOJRZALE ADIPOCYTY

BEZ SUBSTANCJI AKTYWNE)J

PODDANE DZIALANIU Lipout™

Rysunki 12-15. Zdjecia mikroskopowe aktywnych mitochondriéw w kulturach podskérnych preadipocytéw (po lewej) i dojrzatych adipocytéw (po
prawej), bez substancji aktywnej (na gorze) i po zastosowaniu Lipout™ (na dole). Aktywne mitochondria sg zabarwione specyficznym markerem
MitoTracker Red. Niebieskie plamy widoczne na gérnych zdjeciach to jadra komdrkowe. Aktywne mitochondria widoczne sg na dolnych zdjeciach jako

jasnozétte plamy.

4. WZROST UTLENIANIA KWASOW TtUSZCZOWYCH

Ostatecznym etapem naszego badania in vitro byta ocena, czy inkubacja adipocytéw z Lipout™ zwiekszyta utlenianie

kwasow ttuszczowych.

Zastosowanie najwyzszego stezenia Lipout™ zwiekszyto B-oksydacje o 118% w preadipocytach (wykres 3) i 0 173% w

dojrzatych adipocytach (wykres 4).

Wyniki potwierdzajg, ze po aktywacji programu genetycznego i produkcji protein przez Lipout™ nastepuje zwiekszenie

eliminacji lipidow magazynowanych w biatych i bezowych adipocytach.
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3. B-oksydacja w preadipocytach 4. B-oksydacja w dojrzatych

adipocytach
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Wykresy 3 i 4. Wzrost utleniania kwasow ttuszczowych w a priori biatych preadipocytach (po lewej) i a priori biatych dojrzatych adipocytach (po
prawej) poddanych dziataniu Lipout™, w odniesieniu do prébki kontrolnej. CCPM = corrected counts per minute.

Lipout™ przeksztatca adipocyty magazynujace lipidy w spalajgce ttuszcze bezowe adipocyty

SKUTECZNOSC IN VIVO

Skutecznos¢ Lipout™ w redukowaniu tkanki ttuszczowej i cellulitu zostata oceniona w badaniu in vivo z podwdjng préba

$lepg, zgodnie z nastepujgcym protokotem:

61 ochotnikdéw, mezczyzini i kobiety w wieku od 18 do 60 lat, ze wskaznikiem masy ciata (BMI) powyzej 23 dla

kobiet i powyzej 25 dla mezczyzn.

e Kremo-zel zawierajacy 3% Lipout™ zostat poréwnany z taka sama recepturg bez sktadnika aktywnego (placebo).

e 21 kobiet i 10 mezczyzn stosowato placebo, a 20 kobiet i 10 mezczyzn stosowato recepture z Lipout™ dwa razy
dziennie przez dwa miesigce.

e Kobiety naktadaty produkty na brzuch, biodra i uda, co pozwolito na ocene efektu wyszczuplajgcego i
przeciwcellulitowego. Mezczyzni stosowali produkty tylko na brzuchu, co umozliwito ocene dziatania
wyszczuplajacego.

e W trakcie trwania testu ochotnicy nie stosowali na badanych obszarach zadnego innego produktu lub kuracji

kosmetycznej. Zalecono im réwniez, aby nie zmieniali nawykdéw zywieniowych oraz trybu zycia podczas trwania

badania.

e Nastepujgce parametry zostaty zmierzone na poczatku (D0), po miesigcu (D28) oraz po zakonczeniu aplikacji (D56):
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1.

Redukcja warstwy ttuszczu:

- Pomiar obwodu ciata w centymetrach.

- Standaryzowane zdjecia badanych obszaréw ciata.

- Grubosc¢ podskornej warstwy ttuszczu.

Redukcja cellulitu:

- Zmniejszenie dtugosci ztgcza skérno-podskdrnego.

- Chropowatos$¢ powierzchni skéry.

- Ocena kliniczna.
Poprawa wtasciwosci biomechanicznych skoéry:
- Elastycznosc¢ skory.

- Jedrnosc¢ skory.

Aktywacja termogenezy w podskdrnej tkance ttuszczowej (DO i D56).

Subiektywna ocena skutecznosci produktu.

REDUKCJA WARSTWY TtUSZCZU

Pomiar obwodu ciata w centymetrach

Obwadd bioder i ud u kobiet oraz brzucha u kobiet i mezczyzn zostat zmierzony elastyczng miarg.

Aplikacja Lipout™ spowodowata redukcje rozmiaru wszystkich badanych obszaréw w poréwnaniu z placebo (wykresy 5-

8):

z maksymalna redukcjg 5,5 cm.

V 00-03/2020

Uda: srednia redukcja 0 1,0 cm w D28 i 0 1,4 cm w D56 (wykres 5), z maksymalng redukcjg na poziomie 5,7 cm.

Biodra: srednia redukcja o 0,7 cm po miesigcu (D28) i 0 1,3 cm po dwdch miesigcach (D56) stosowania (wykres 6),
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e Brzuch:
Kobiety: srednia redukcja 0 1,4 cm w D28 i 0 2,2 cm w D56 (wykres 7), maksymalna redukcja o0 5,0 cm.

L}
®  Mezczyzni: srednia redukcja o 1,2 cm po 28 dniach i 0 1,7 cm po 56 dniach aplikacji (wykres 8), maksymalna

redukcja o 10,4 cm.

6. Sredni obwéd bioder

5. Sredni obwéd ud
D28 D56

D28 D56

Centymetry

Centymetry

 Placebo M Lipout™ i Placebo ® Lipout™

8. Sredni obwéd brzucha (mezczyini)

7. Sredni obwéd brzucha (kobiety)
D28 D56

D28 D56

Centymetry
Centymetry

3.0 2.9
" Placebo m Lipout™

= Placebo m Lipout™

Wykresy 5-8. Srednie wartosci redukcji obwodu ud, bioder i brzucha wyrazone w centymetrach, uzyskane po miesigcu (D28) i
dwdch miesigcach (D56) stosowania Lipout™ i placebo. Réznica w centymetrach miedzy Lipout™ a placebo przedstawiona jest
we fioletowych kotach. Wiekszos¢ rdznic jest statystycznie istotna (*P<0.05).

72190, 72050-15

V 00-03/2020



Standaryzowane zdjecia badanych obszaréw ciata

W celu wizualnej oceny wptywu testowanych produktéw na rézne obszary ciata, wykonano standaryzowane zdjecia ud i

bioder ochotniczek oraz brzucha (kobiety i mezczyzni).

Utrata objetosci ciata jest widoczna na zdjeciach zaréwno u mezczyzn, jak i kobiet (rysunki 16 i 17), dodatkowo

wystgpita tez ogdlna poprawa wygladu skory (rysunek 18).

Rysunek 16: Standaryzowane zdjecia brzucha jednego z ochotnikéw, przedstawiajgce redukcje podskdrnej tkanki ttuszczowej po
miesigcu (D28) i dwdch miesigcach (D56) stosowania Lipout™.

Rysunek 17: Standaryzowane zdjecia brzucha jednej z ochotniczek, przedstawiajace redukcje podskérnej tkanki ttuszczowej po
miesigcu (D28) i dwdch miesigcach (D56) stosowania Lipout™.

Rysunek 18: Standaryzowane zdjecia ud i bioder jednej z ochotniczek, na ktérych widoczna jest zaréwno redukcja podskoérnej
tkanki ttuszczowej, jak i poprawa wygladu skéry po miesigcu (D28) i dwdch miesigcach stosowania (D56) Lipout™.
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Grubos$é podskdérnej warstwy ttuszczu

Podskdrna tkanka ttuszczowa przyczynia sie do niepozgdanych zmian sylwetki. Grubos¢ warstwy podskdrnej zostata

zmierzona za pomoca ultrasonografu (Dermascan C ultrasound system), a przyktadowe wyniki przedstawia rysunek 19:

Rysunek 19. Zdjecia z ultrasonografu
przedstawiajace podskdrng tkanke
ttuszczowg lewego biodra jednej z

ochotniczek w DO, D28 i D56.

Czerwonymi strzatkami zaznaczono

krawedz? tkanki ttuszczowej.

Widoczna jest progresywna redukcja

grubosci warstwy ttuszczowe;j.

Grubos¢ podskdrnej warstwy ttuszczowej znaczgco spadta na wszystkich badanych obszarach poddanych dziataniu

Lipout™, w poréwnaniu z placebo:

e Uda: 13,6% redukcji w D28 i 25,5% (0,8 mm) redukcji w D56.
e Biodra: 30,9% redukcji w D28 i 49,9% (1,0 mm) redukcji w D56.
e  Brzuch:

o Kobiety: 13,1% redukcji w D28 i 29,3% (1,5 mm) redukcji w D56.
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o Meiczyini: 52,0% redukcji w D28 i 66,5% (1,4 mm) redukcji w D56.

Lipout™ wyraznie redukuje obwdd ciata u kobiet i mezczyzn, zmniejszajac grubos¢ podskornej tkanki

ttuszczowej

2. REDUKCIA CELLULITU

Zmniejszenie dtugosci ztgcza skorno-podskornego

Pomiar ztacza skérno-podskérnego jest jedng ze standardowych metod oceny stanu skéry z cellulitem, poniewaz
dezorganizacja ztacza jest jednym z czynnikdw towarzyszacych jego powstawaniu. Jest to rowniez czynnik bezposrednio
wywotujacy efekt skoérki pomaranczowej. Ocena odbywa sie na podstawie obliczenia dtugosci linii oddzielajacej skére

witasciwg od tkanki podskérnej; im dtuzsza linia, tym bardziej zaawansowany jest stopien cellulitu (rysunek 20).

Cellulit

EPIDERMIS
EPIDERMIS

DERMIS
DERMIS

HIPODERMIS
HIPODERMIS

Normalne ztacze skérno- Ztacze skérno-podskdrne

podskérne z cellulitem
Rysunek 20. Schematyczne przedstawienie zwigzku miedzy zwiekszong dtugoscig ztacza skdrno-podskdrnego i zaawansowaniem cellulitu.

Lipout™ znaczgco zredukowat dtugos¢ ztgcza skérno-podskérnego (o 21,7%) w poréwnaniu z placebo.
Chropowato$¢ powierzchni skéry

Chropowatosc powierzchni skory jest jednym z gtéwnych symptomow cellulitu i moze by¢ oceniona za pomoca projekcji
prazkéow (PRIMOS 3D). W celu oszacowania nieréwnosci skory na posladkach kobiecych, ktére sg obszarem zwykle

najbardziej dotknietym przez cellulit, zmierzono dwa parametry:
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Sa, bedacy Srednig arytmetyczng gtebokosci pofatdowania badanej powierzchni skory.

e Sz, wyrazajacy Srednig gtebokos¢ pieciu najwiekszych zagtebien i wysokos¢ pieciu najwyzszych wierzchotkdéw na

badanym odcinku skéry.

9. Nieréwnos¢ (Sa) 10. Nieréwnos¢ (Sz)

D28 D56 D28 D56
0 —
_5 _

8 -10 - 8

n 7

> >

&1 3

S S

x 20 =

N
\24.5% -23.8%
30

" Placebo m Lipout™

W Placebo M Lipout™

Wykresy 9 i 10. Zmiany w chropowatosci powierzchni skory (parametry Sa i Sz) uzyskane po aplikacji Lipout™ i placebo w D28 i
D56.

Aplikacja Lipout™ zmniejszyta chropowato$é powierzchni skéry, wyrazong jako Sa, o 5,7% po miesigcu stosowania i o

10,7% po dwdch miesigcach, z istotng réznicg wzgledem placebo (wykres 9).

Aplikacja Lipout™ zmniejszyta chropowatos$¢ powierzchni skéry, wyrazong jako Sz, o 1,9% po miesigcu stosowania i o

13,9% po dwdch miesigcach, z istotng réznicg wzgledem placebo (wykres 10).

Ponizej przedstawiono trojwymiarowe obrazy skéry wykonane przez system PRIMOS 3D; widoczna jest wyrazna
gtadkos¢ skéry w D56:

Rysunek 21. Obrazy chropowatosci
powierzchni skory wykonane przez
PRIMOS w DO, D28 i D56,
wykorzystujgce skale kolorow

(czerwony = najwyzszy region lub

wierzchotek; niebieski = najgtebszy
region lub zagtebienie; zielony =

region o neutralnej gtebokosci).

V 00-03/2020
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Ocena kliniczna

Podczas poszczegdlnych etapow badania, stopiern zaawansowania cellulitu byt oceniany przez dermatologa za pomoca
dwach skali klinicznych: skali NUrnbergera-Miillera oraz skali Cellulite Severity Scale (CSS). Obie metody uzywane sg do
oceny cellulitu na podstawie cech charakterystycznych skory dotknietej tg przypadtoscia, takich jak liczba widocznych

zagtebien i ich gtebokos¢, wyglad morfologiczny skéry czy stopien jej zwiotczenia.

Wyniki oceny klinicznej potwierdzity wczesniejsze rezultaty, ktére wykazaty zdolnos¢ Lipout™ do redukowania cellulitu:

Skala Cellulite Severity Scale Skala Niirnbergera-Miillera
Placebo -4% -6%
Lipout™ -19% -19%

Tabela 1. Srednia procentowa zmiana wartosci uzyskanych w klinicznej ocenie skéry ochotnikéw po zakoriczeniu badania (D56).

Lipout™ znaczaco zredukowat cellulit o0 19% po dwdch miesigcach, w obu ocenach klinicznych.

Aplikacja Lipout™ zmniejszyta dtugos¢ ztacza skérno-podskdérnego, powodujac istotng redukcje

nierownosci skory i widoczny spadek cellulitu

3. POPRAWA WtASCIWOSCI BIOMECHANICZNYCH SKORY

Wtasciwosci biomechaniczne skdry zostaty zmierzone za pomocg urzgdzenia Cutometer®. Wykorzystanie sond o réznych

rozmiarach umozliwito ocene wierzchnich i gtebokich warstw skoéry.
Elastycznosc¢ skory

Elastycznos¢ skory jest zdolnoscig skory do powrotu do pierwotnej pozycji po zastosowaniu podcisnienia. Wsréd wielu
parametrow mozliwych do wyznaczenia przez Cutometer®, R7 jest najbardziej wtasciwym miernikiem elastycznosci

skory.

Stwierdzono statystycznie istotng poprawe elastycznosci skory po 28 dniach aplikacji Lipout™. Wystepowata ona na

wszystkich badanych obszarach ciata, zaréwno w powierzchownych, jak i gtebszych warstwach skory.
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e Po zastosowaniu Lipout™, elastyczno$¢ gornej warstwy skoéry wzrosta o 12,6% w D28 i o 24,8% w D56 w

poréwnaniu z placebo (wykres 11).

o Lipout™ zwiekszyt rowniez elastycznosc gtebszych warstw skory, o 10,9% w D28 oraz o 19,3% w D56, rdznica

statystycznie istotna wzgledem placebo (wykres 12).

11. Elastycznosc gornych warstw

30

24.0%

25

20

15 -+

10 +

zmiana R7 (%)

" Placebo m Lipout™

zmiana R7 (%)

12. Elastycznosc gtebszych warstw

30

25

20

15

10

24.5%

D28 D56

" Placebo m Lipout™

Whykresy 11 i 12. Zmiany elastycznos$ci gérnych i gtebszych warstw skéry (%), uzyskane z Lipout™ i placebo w D28 i D56 (koniec

badania) wzgledem DO i placebo. (*) Rdznica statystycznie istotna (P<0.05).

Jedrnos¢ skory

Jedrnos$¢ to odpornosc¢ skéry na dziatanie podcisnienia. Wtasciwos¢ ta zostata zmierzona za pomoca urzadzenia

Cutometer®, wykorzystujac parametr F4 (im nizszy odczyt, tym wieksza jedrnosc¢ skéry).

Stwierdzono statystycznie istotny spadek parametru F4 po 28 i 56 dniach aplikacji Lipout™, w wierzchnich i

gtebokich warstwach skéry (wykresy 13 i 14). Oznacza to, ze jedrnos¢ skory znaczgco wzrosta dzieki zastosowaniu

Lipout™, w poréwnaniu z placebo. Po miesigcu jedrnos¢ zwiekszyta sie 0 16,1% w warstwach wierzchnich i 0 11,7% w

warstwach gtebszych, a po dwdch miesigcach stosowania Lipout™ o 25,5% w warstwach wierzchnich i o 28,9% w

warstwach gtebokich.

V 00-03/2020
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13. Jedrnos¢ gérnych warstw 14. Jedrnosc gtebokich warstw

50 50
43.2%

40

30

zmiana F4 (%)
zmiana F4 (%)

D28 D56

" Placebo M Lipout™ ™ Placebo W Lipout™

Wykresy 13 i 14. Zmiany jedrnosci wierzchnich i gtebokich warstw skoéry (%), uzyskane z Lipout™ i placebo w D28 i D56 (koniec
badania) wzgledem DO i placebo. (*) Rdznica statystycznie istotna (P<0.05).

Lipout™ poprawia kondycje skory, zmniejszajac cellulit

V 00-03/2020
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4. AKTYWACJA TERMOGENEZY W PODSKORNEJ TKANCE TLUSZCZOWE)

Biorgc pod uwage, Ze Lipout™ aktywuje zasadniczy mechanizm pobudzajgcy termogeneze w tkance ttuszczowej,
dokonano oceny, czy aplikacja Lipout™ skutkuje wzrostem temperatury skory, co odzwierciedla aktywnos¢ spalania
ttuszczu. Temperatura skéry zostata okreslona za pomoca termografii w DO i D56, pomiaréw dokonano na stosownych

obszarach ciata: brzuch u mezczyzn i kobiet oraz biodra i uda u kobiet.

Rysunek 22. Obrazy termograficzne uzyskane przed (DO) i po dwdch miesigcach (D56) stosowania Lipout™. Na gérnych zdjeciach przedstawiono

obszar brzucha u mezczyzny, na srodkowych zdjeciach tyt ciata jednej z ochotniczek, a na dolnych przednia czes¢ ciata ochotniczki.
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Whptyw Lipout™ na temperature skéry jest wyraznie widoczny na zdjeciach termograficznych (rysunek 22). Na zdjeciach

wykonanych w dniu rozpoczecia badania zauwazalne sg obszary o nizszej temperaturze (kolor fioletowy), zaréwno u
kobiet, jak i mezczyzn. Wskazuje to na obecnosé tkanki ttuszczowej nieaktywnej termogenicznie (magazynowanie
ttuszczu). Po dwdch miesigcach stosowania Lipout™, obszary fioletowe zostaty wyparte przez pomarariczowo-czerwone,
co wskazuje na znaczacy wzrost aktywnosci termogenezy i spalania ttuszczu. Wyniki potwierdzajg, ze Lipout™ pobudza

termogeneze in vivo, oraz jak wczesniej wykazano in vitro.
Lipout™ znaczgco zwiekszyt temperature skéry (wykres 15):

e U kobiet, aplikacja Lipout™ spowodowata réznice 0,92C wzgledem placebo w D56.

e U mezcyzn, aplikacja Lipout™ data rdznice 1,32C wzgledem placebo w D56.

15. Temperatura skory

1,4

1,2

1,0

0,8
0,6 = Placebo

0,4

M Lipout™

0,2

Zmiana temperatury (2C)

0,0

-0,2

-0,4

Wykres 15. Zmiany temperatury skéry uzyskane po dwdch miesigcach aplikacji Lipout™ i placebo.

Lipout™ zwieksza temperature skdry, co potwierdza wzrost aktywnosci termogenicznej w podskornej

tkance ttuszczowej
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5. SUBIEKTYWNA OCENA SKUTECZNOSCI PRODUKTU

Skutecznos¢ Lipout™ zostata subiektywnie oceniona przez ochotnikdw w ankiecie, ktdra wypetniona zostata przez nich

na poczatku i po zakonczeniu badania (wykres 16).

Chec
zakupu

Ogdlna
ocena

16. Ocena subiektywna

* Redukcja obwodu uda

* Redukcja
cellulitu

* Poprawa
elastycznosci

e==»Placebo
@ | ipout™

Poprawa
jedrnosci

Wykres 16. Ocena placebo i Lipout™ przez ochotnikéw, wyrazajgca odsetek badanych, ktérzy na pytania zadane w ankiecie

odpowiedzieli “Zgadzam sie” i “W pteni sie zgadzam”. (*) Rdznica statystycznie istotna miedzy wynikami uzyskanymi w grupie

V 00-03/2020

Lipout™ i placebo (P<0.05).
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WNIOSKI

Lipout™ pobudza proces brunatnienia biatych adipocytow dzieki

zawartosci ksantofili i nienasyconych kwasow ttuszczowych.

Oznacza to, ze Lipout™ indukuje réznicowanie bezowych preadipocytow
w dojrzate beiowe adipocyty. Przeksztatca on rdéwniez tkanke
ttuszczowa magazynujgcg ttuszcz w tkanke spalajacg ttuszcz,
aktywujgc nieaktywne bezowe adipocyty i przemieniajac adipocyty

biate w bezowe.

Wykazujac wzrost B-oksydacji kwasow ttuszczowych w badanych kulturach

potwierdzilismy, ze bezowe adipocyty pobudzone przez Lipout™ aktywnie

spalaja ttuszcze dzieki zwiekszonej termogenezie. Zdolnos¢ Lipout™ do

wywotywania termogenezy zostata tez potwierdzona in vivo na podstawie

wzrostu temperatury skory ochotnikdw stosujgcych Lipout™.

Powyzsze wyniki wskazujg, ze Lipout™ jest sktadnikiem aktywnym zdolnym do pobudzania brunatnienia
adipocytéw, aktywowania termogenezy i spalania ttuszczu, co powoduje redukcje grubosci podskérnej tkanki

tluszczowej u kobiet i mezczyzn.

Lipout™ znaczaco redukuje ttuszcz, zwieksza elastycznosc i jedrnosc skory oraz dziata

przeciwcellulitowo, tagodzac r6zne objawy tej przypadtosci

APLIKACJE KOSMETYCZNE

e  Produkty wyszczuplajgce i poprawiajgce sylwetke.
e Prewencja i zwalczanie cellulitu.

e Dziatanie uzupetniajace w przeciwstarzeniowych produktach do ciata.
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ZALECANE DOZOWANIE

Zalecane dozowanie wynosi od 1% do 3%.
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