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Uvod

Ozadje: Poznava-
nje poti prodiranja
topicno nanesenih
snovi ali nevarnih
snovi iz okolja je
pomembno za sti-
mulacijo ali prepre-
Cevanje prodiranja
snovi skozi bariero
nase koze. V pre-
teklosti je veljalo,
da je medcelicna
: ; pot znotraj lipidnih
plasti okrog korneocitov edina pot prodiranja
topicno nanesenih snovi. Nedavno pa je bilo
ugotovoljeno, da tudi dla¢ni mesicki predstavljajo
ucinkovito in hitro pot prodiranja skozi bariero
koze [1]. Dla¢ni mesicki so posebej zanimivi za
& | prenos topi¢no nanesenih aktiv-
nih snovi in za strategije zascite.
V njih se nahajajo maticne celice
in dendriticne celice. Poleg tega
je bilo ugotovoljeno, da rezervo-
ar dlacnih mesickov
lahko primerjamo z
rezervoarjem poro-
zenele plasti (stra-
Svery (N tum CS):][nelyhmt —] SC)
x ziscaplosker | NA veC delih telesa.
AR Snovi, ki prodrejo v
dlacne mesicke, se v njih zadrzijo do desetkrat
dlje kot v porozeneli plasti. Zato je mogoce pri-
Cakovati, da imajo dlacni mesicki pomembno
vlogo pri razvoju alergij.
Cilji: V tej studiji smo raziskovali zascitne
lastnosti losjonov, ki okrepijo bariero koze, se
posebejv povezavi z dlacnimi mesicki. Prodiranje
alergenov na predelih, kjer so bili predhodno
uporabljeni losjoni, smo primerjali s prodiranjem
alergenov na kozi, kjer ni bil uporabljen noben
izdelek.
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Material in metode

Priprava alergenov cvetnega prahu, oznacenih
s FITC: Alergene cvetnega prahu smo oznacili s
fluorescentnim barvilom, kar podrobno opisuje
Jacobi in drugi. Ampule z izvleckom cvetnega
prahu trav smo raztopili v 1 ml raztopine fosfatnega
pufra. Raztopini izvlecka cvetnega prahu je bil
dodan fluorescein-izotiocianat FITC [2]. Mesanico

smo dve uri hranili v temi pri 4 °C. PreciScenje
proteinov cvetnega prahu, oznacenih s FITC,
je bilo izvedeno z membransko dializo. S FITC
oznacenim proteinom in dializatu smo dodali
prebitek L-alanil-L-glutamina, da bi inaktivirali
nevezan FITC. Obe raztopini smo dve uri hranili
pri 4 °C.

Losjoni, ki okrepijo bariero: uporabljeni so
bili izdelki znamke Eucerin (Beiersdorf AG,
Hamburg, Nemcija): pH5 losjon in pH5 losjon F.
Vzorci tkiva in priprava koze: Eksperimente
smo izvedli na 4 uhljih sveze zaklanih domacih
svinj, ki so primeren model za clovesko
kozo [3]. Svinjski uhlji so bili ocis¢eni z mrzlo
vodo in osuSeni s papirnatimi brisa¢ami. Za
namene studije smo na vsakem uhlju oznacili
tri predele koze v velikosti 3 x 2 cm? (slika 1).
Histoloski vzorec: S treh predelov koze na
vsakem uhlju smo z biopsijo odvzeli vzorce v
velikosti 0,5 x 0,5 cm?. Z dermatomom smo
dobili histoloske vzorce debeline 10 pm.
Jemanje vzorcev je potekalo vertikalno od
desne proti levi, da bi se izognili kontaminaciji
oznacenih alergenov s povrsin.

Laserska mikroskopija: Dobljene histoloske
vzorce smo analizirali z lasersko mikroskopijo
tako v transmisijskem kot fluorescentnem nacinu
(sliki 4 in 5). Za indukcijo fluorescence je bila
uporabljena valovna dolzina 488 nm [4]. Globino
prodiranja alergenov cvetnega prahu smo
dolocili s programom laserskega mikroskopa za
merjenje razdalj (slika 8). Skupno smo pregledali
70 dlacnih mesickov na predelu, kjer ni bil
uporabljen noben izdelek, 91 mesic¢kov na predelu
pH5 losjona in 69 na predelu pH5 losjona F.

Rezultati

Na predelu koze, kjer ni bil uporabljen noben
izdelek, je 98 % dla¢nih mesickov vsebovalo
alergene cvetnega prahu. V primeru predhodne
uporabe pH5 losjona F je le 30 % dlacnih
mesickov kazalo znake fluorescence, medtem
ko je predhodna uporaba pH5 losjona zmanjsala
Stevilo dlacnih mesickov s fluorescentnimi
lastnostmi na 70 % (slika 6). 60 % znakov
fluorescence, zaznanih po predhodni uporabi
pH5 losjona F, je bilo zelo Sibkih, kar pomeni,
da ta losjon zagotavlja mocno zascito pred
prodiranjem alergenov cvetnega prahu v dlacne
mesicke (slika 5).
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Slika 2: Postopek priprave vzorca: predhodna uporaba izdelka
(2 mg losjona/cm?), uporaba alergenov cvetnega prahu in biopsija.

Slika 4: Dolocanje fluorescence

v dlacnih mesickih: prikazana

sta prodiranje (sliki A in C) in
fluorescentna podoba (sliki B in
D) histoloskega vzorca, kjer so
dlacni mesicki. Histoloski vzorec
je bil pridobljen z biopsijo, odvzet
s koze svinjskega uhlja, na kateri
50 bili uporabljeni pH5 losjon in
alergeni cvetnega prahu (sliki A

in B) oz. samo alergeni cvetnega
prahu (sliki C in D). Slika B
prikazuje sibko fluorescenco, slika
D pa mocno fluorescenco.
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Slika 5: Relativna kolicina mesickov z mocno, sibko in brez fluorescence alergenov
cvetnega prahu za razlicne predhodno uporabljene izdelke.
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Slika 6: Relativna kolicina mesickov z ali brez fluorescence alergenov cvetnega
prahu za razlicne predhodno uporabljene izdelke.

Slika 8: Prikaz dolocitve globine
prodiranja z uporabo programa

laserskega mikroskopa.
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Tudiv primeru predhodne uporabe pH5 losjona je
bilavecinaznakovfluorescenceiz dlacnih mesickov
sibka. Sibke fluorescentne lastnosti so se vedno
ujemale z manjSo globino prodiranja (slika 7).

Razpravain sklep

Rezultati pH5 losjona F so boljsi od rezultatov pH5
losjona. Zdi se, da je vzrok v razli¢nih formulacijah
obeh izdelkov. pH5 losjon F (emulzija vode v olju)
vsebuje vecjo kolicino lipidov v primerjavi s pH5
losjonom (emulzija olje v vodi). Poleg tega lahko
vpliva na vecjo ucinkovitost pri zapiranju dla¢nih
mesickov tudi dolZina verige v uporabljenih lipidih
v pH5 losjonu F.

Ce povzamemo, je $tudija dokazala, da uporaba
komercialnih izdelkov Eucerin pH5 losjona in pH5
losjona F na kozi pomembno zmanjsa prodiranje
alergenov cvetnega prahu v dlacne mesicke.
Sibka
fluorescenca

Mocna

Stevilo pregledanih | Brez

mesickov

Brez uporabe 1 10 59
Absolutne vrednosti 70
Relativna koli¢ina [%] 2 14 84
pH5 losjon F 24 21 6
Absolutne vrednosti 69
Relativna koli¢ina [%] 61 30 9
pH5 losjon 26 38 27
Absolutne vrednosti 91
Relativna koli¢ina [%] 29 42 29
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Slika 7: Globina prodiranja
alergenov cvetnega prahu z
mocno in Sibko fluorescenco na
mesickih, kjer je bil in kjer ni bil
predhodno uporabljen izdelek,
v primerjavi s povprecno vred-
nostjo vseh treh skupin.

Tabela 1: Absolutne in relativne
vrednosti mesickov s ibko,
mocno in brez fluorescence
alergenov cvetnega prahu
zarazlicne predhodno
uporabljene izdelke

Slika 9: Nacin prodiranja
alergenov cvetnega prahu z ali
brez predhodne uporabe izdelkov
Eucerin pH5 losjona ali pH5
losjona F na kozi.

Oba losjona pomembno
zmanjsata prodiranje alergenov
cvetnega prahu v kozo.



