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POPIS OZNAKA I KRATICA

AUC
C.L
ESCD

GM-CSF

ICAM-1
IL-la
IL-1B
IL-1RA

IL-8
IL-16
MED

MHC

ONMF
PEG
PUVA

SD
SLS
SOP
TEWL
TNF-a
UV

povrsina iznad krivulje (engl. area upon the curve)

oznaka bojila (engl. colour index)

Europsko drustvo za kontaktni dermatitis (engl. European Society
of Contact Dermatitis)

faktor stimulacije rasta granulocitno—makrofagnih kolonija (engl.
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)

(engl. intercellular adhesion molecule-1)

interleukin 1 alfa

interleukin 1 beta

antagonist receptora za interleukin 1 (engl. interleukin 1 receptor
antagonist)

interleukin 8

interleukin 16

minimalna doza zracenja koja inducira nastanak eritema (engl.
minimal erythema dose)

glavni sustav tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility
complex)

prirodni faktor vlazenja (engl. natural moisturizing factor)
polietilenglikol

terapija kombinacijom topikalnih ili oralnih psoralena 1 UV A
zracenja

standardna devijacija

natrij laurilsulfat (engl. sodium laurylsulphate)

standardni operativni postupci

transepidermalni gubitak vode (engl. transepidermal water loss)
¢imbenik nekroze tumora alfa (engl. tumor necrosis factor alpha)

ultraljubicasto zracenje (engl. ultraviolet radiation)



1. UVOD
1.1. Iritativni dermatitis

Iritativni dermatitis je tip kontaktnog dermatitisa kod kojeg dolazi do lokalizirane kozne
reakcije na razliCite agense iz okoliSa (iritansi ili nadrazajna sredstva), bez prethodne
senzitizacije (1, 2). Iritansi mogu biti kemijski poput kiselina, luzina, organskih otapala te
deterdzenata i drugih povrSinski aktivnih tvari. Poznati su i fizikalni iritansi kao §to su
ultraljubicasto (UV) zracenje, drugi tipovi ioniziraju¢ih zracenja, ali 1 okolisni ¢imbenici poput
hladnoce i topline. Mehanicki ¢imbenici poput trenja takoder mogu sudjelovati u nastanku ove
vrste dermatitisa. Iritansi mogu biti biljnog podrijetla, uklju¢ujuci sastojke hrane. Sastojci
kozmetike ili topikalno primijenjenih lijekova takoder mogu djelovati nadraZajno kao 1 tvari
suspendirane u zraku poput iritiraju¢e prasSine ili isparavanja. Uzrok iritativnog dermatitisa

moze biti 1 produZeno izlaganje vodi (3).

Iritans uzrokuje oSte¢enje koznog tkiva praceno imunoloskim odgovorom induciranim
izravnim ucinkom iritansa na keratinocite ili oSte¢enjem kozne barijere, Sto rezultira
otpustanjem proupalnih citokina i1 kemokina (4) OsSteceni keratinociti aktiviraju prirodenu
imunost lu¢enjem citokina. Centralnu ulogu imaju interleukin 1 alfa (IL-1a) i cimbenik nekroze
tumora alfa (TNF-a). Citokin IL-1a je prethodno sintetiziran 1 pohranjen u keratinocitima te se
njegovo lucenje smatra pocCetnim korakom proupalne kaskade iritativnog dermatitisa (5).
Pokazano je da su pojedini genski polimorfizmi IL-1a i TNF-a povezani s povecanim i
smanjenim rizikom razvoja iritativnog dermatitisa (6, 7). Navedena dva citokina imaju
sinergisticki u¢inak i rezultiraju daljnjom aktivacijom i otpuStanjem sekundarnih citokina
poput interleukina 1 beta (IL-1p), faktora stimulacije rasta granulocitno—makrofagnih kolonija
(GM-CSF) 1 interleukina 8 (IL-8) (6, 7). Ovi citokini aktiviraju Langerhansove stanice u
epidermisu te dalje difuzijom prelaze u dermis gdje aktiviraju dermalne dendriticke stanice 1
stanice endotela (8). Citokin TNF-a povecava ekspresiju gena glavnog sustava tkivne
podudarnosti (MHC) skupine II 1 adhezijskih molekula kao $to je ICAM-1 (engl. intercellular
adhesion molecule-1) u fibroblastima i stanicama endotela (1, 5). Kao kona¢ni u¢inak dolazi
do regrutacije 1 infiltracije neutrofila, limfocita, makrofaga i mastocita na mjesto oStecenja i

daljnjeg napredovanja upalnog procesa (1, 7).

Iritativni dermatitis se moZe manifestirati nizom razli¢itih simptoma, ovisno o

intrinziénim svojstvima samog iritansa, njegovoj koncentraciji, trajanju kontakta s koZom,



ucestalosti izloZenosti i postojanju predisponiraju¢ih ¢imbenika koji mogu utjecati na
podloznost razvoja iritacije individualnog pacijenta (2, 5). Intrinzi¢na svojstva o kojima ¢e
ovisiti simptomi koje ¢e izazvati iritans su njegova molekularna grada, toksi¢nost, topljivost,
lipofilnost, pH i pK vrijednosti i agregatno stanje (5). Takoder, o svojstvima iritansa ¢e ovisiti
i njegov put ulaska u kozu. Iritans moze prodrijeti u kozu intercelularnim putem (izmedu
stanica roznatog sloja), transcelularno (kroz stanice) te difuzijom preko folikula i Zlijezda
znojnica. Takoder je mogu¢ prodor kroz mjesta gdje je narusena kozna barijera, npr. kod
pacijenata s atopijskim dermatitisom ili kroz ozljede i rane na kozi (8). Upravo je postojanje
bolesti ili stanja kod kojih dolazi do poremecaja kozne barijere jedan od ¢imbenika rizika za
razvoj kontaktnog dermatitisa, $to uz atopiju, ukljuuje suhoc¢u koze (kserozu) neovisno o

njenoj etiologiji, druge koZne bolesti 1 pojacano znojenje (5). O navedenim ¢imbenicima ¢e

Akutno izlaganje iritansu dovodi do nastanka pojava na kozi koje variraju od blagog
eritema 1 edema, eksudacije, do nastanka bula, plikova, krvarenja, pa i do erozija, ulceracija i
nekroze u slucaju izloZzenosti snaznom, kausticnom iritansu (3, 5, 9). Promjene na kozi mogu
biti pracene osje¢ajem pecCenja, zarenja, boli ili svrbezom (5, 10). Promjene su najcesce
lokalizirane na mjestu kontakta s iritansom i imaju oS$tru granicu prema nezahvacenoj i
neostecenoj kozi (5). Kod akutne iritacije nastup koznih promjena je brz. Medutim, nekad se
prvi simptomi javljaju od 8 do 24 sata nakon izlaganja. Tada govorimo o odgodenom akutnom
iritativnom dermatitisu. Ovaj tip iritacije je karakteristiCan za iritanse poput kalcipotriola,
ditranola, benzalkonijevog klorida, tazarotena ili propilen glikola (5). Kroni¢ni iritativni
dermatitis je posljedica ponovljenog izlaganja blagom iritansu, koji moze biti kemijski,
fizikalni ili mehanicki. Pojedino izlaganje nije dovoljno da izazove iritaciju. Medutim, uslijed
viSestrukog izlaganja dolazi do kumulativnog ucinka, nadvladana je mogucénost obrane i
popravka koze te dolazi do njenog osStec¢enja. Klinic¢ki znakovi kroni¢nog oblika iritativnog
dermatitisa su blagi eritem, suho¢a koze, zadebljanje koze, lihenifikacija i hiperkeratoza cesto
pracena nastankom ragada te svrbez 1 bol (5, 11, 12). OSte€enja su ograni¢ena na mjestima
kontakta s iritansima, ali za razliku od akutnog oblika, lezije su slabije definirane (3, 5). Osim
navedenih tipova iritativnog dermatitisa, postoji jo§ tipova iritacije koje imaju svoju
karakteristicnu klini¢ku sliku. Jedan od njih je subjektivna iritacija koju karakterizira osjetilna
nelagoda, obi¢no trnci, Zarenje, ili svrbeZ bez vidljivih promjena na koZzi i bez postojanja
histoloskih dokaza iritacije (5, 13). Simptomi nastaju unutar nekoliko sekundi do minuta nakon

izlaganja iritansu, obi¢no na licu te se Cesto iritansima smatraju sastojci kozmetike (5, 13).



Iritativne reakcije su koZne reakcije na iritans bez tipicne klinicke slike dermatitisa.
Karakteriziraju ih jedan ili viSe od sljede¢ih simptoma: crvenilo, ljustenje, ispucalost koze,
pustule i erozije. Obi¢no dolazi do brzog cijeljenja koje je pra¢eno zadebljanjem koze, iako u
slu¢aju ponovljenih epizoda iritacije moze napredovati u kroni¢ni dermatitis (5). Iritativni
dermatitis nakon akutne ozljede koze, uslijed izlaganja vrlo snaznom iritansu, karakterizira
nepotpuni oporavak prvotne ozljede kojeg prati pojava lezija nalik onima kod numularnog
dermatitisa (5). Iritacija se moze javiti i uslijed ponovljenog trenja koze, §to je praceno

simptomima eritema, hiperkeratoze i ragada (5).

Iritativni dermatitis je Cesta profesionalna bolest, uslijed izloZenosti iritansima na
radnom myjestu (11, 14). Kontaktni dermatitis se smatra uzrokom vecine profesionalnih koznih
bolesti u Europi (15) te razlogom 4-7% svih dermatoloskih konzultacija u Ujedinjenoj
Kraljevini (13). Za uspjesno lijeCenje i kontrolu iritativnog dermatitisa je potrebno prepoznati
iizbjegavati kontakt s iritansima, odnosno koristiti zastitna sredstva kada ih nije moguce izbjeci
(1, 11, 14). U slucaju izlaganja iritansu, potrebno je isprati zahvac¢eno mjesto vodom ili vodom
sa sredstvima za ¢iS¢enje koja ne sadrze sapun (sindet). Opcenito se pacijentima s aktivnim
kontaktnim dermatitisom ili s rizikom razvoja istog za svakodnevnu higijenu preporucuje
primjena sindeta umjesto sredstava koje sadrze sapune ili druge povrsinski aktivne tvari koje
mogu djelovati iritativno (1, 5, 11, 14). Ruke su najceS¢e mjesto izlaganja i nastanka iritacije
te se savjetuje koriStenje rukavica. Polivinil kloridne, lateksne ili nitrilne rukavice mogu biti
dostatne za svakodnevne kucanske poslove, medutim za profesionalne potrebe treba odabrati
rukavice od odgovaraju¢eg materijala ovisno o tvarima kojima je osoba izlozena (5, 14).
Takoder, pojedine rukavice mogu doprinijeti nastanku dermatitisa, npr. vulkanizirajuca
sredstva iz gumenih rukavica mogu izazvati alergijsku reakciju. Potrebno je redovno skidati i
mijenjati rukavice s ciljem sprje€avanja vlaznosti uslijed znojenja. Iz tog razloga se preporuca
koristiti rukavice koje su iznutra oblozene pamukom ili nositi gumene rukavice preko
pamucnih. Iritaciji moze doprinijeti i trenje izazvano rukavicom kao i okluzija koju ona stvara
(1, 5, 14). Postoje i zastitne kreme koje nakon nanoSenja na kozu stvaraju tanki film koji
onemogucava izravni kontakt iritansa s koZom, medutim njihova klini¢ka korist nije potvrdena
(11, 14). Emolijentne kreme, koje poboljSavaju vlaznost koZe, mogu se koristiti svakodnevno
s ciljem prevencije iritacije intaktne koZe, ali i terapijski s ciljem ubrzanja oporavka iritirane
koze, iako je za potvrdu njihove ucinkovitosti potrebno jo§ istraZivanja (1, 11, 14). Uz
prevenciju kontakta s iritansima i primjene emolijentnih pripravaka, topikalna terapija izbora

su kortikosteroidi. Ne postoji dovoljna koli¢ina podataka koji podrzavaju njihovu primjenu u
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iritativnom dermatitisu (10), postoje kontradiktorni podatci o njihovoj u¢inkovitosti u terapiji
(1, 5, 10, 16), a moguce je da ometaju oporavak roznatog sloja koze (17). Smjernice Britanskog
drustva dermatologa predlazu primjenu inhibitora kalcineurina poput takrolimusa kod
pacijenata kod kojih je primjena kortikosteroida kontraindicirana ili nije dovela do u¢inka (14).
Medutim, svi pripravci na hrvatskom trziStu su registrirani samo za lijeCenje atopijskog
dermatitisa, a ne i kontaktnog. Za lijeCenje teskog kroni¢nog kontaktnog dermatitisa ruku
pozitivhu preporuku ima i terapija tretinoinom (14, 17). Prethodno spomenute smjernice
preporucuju i primjenu fototerapije UV zraCenjem, i to kombinaciju UV A 1topikalno ili oralno
primijenjenih psoralena, odnosno PUVA terapiju (14). Sustavna primjena kortikosteroida i
imunomodulatora poput ciklosporina ili azatioprina je jedna od ponudenih opcija lijeCenja,
medutim nema dovoljno dokaza o u€inkovitosti navedene terapije kod iritativnog dermatitisa

te pripravci nisu registrirani za tu indikaciju (14, 17).

Uz iritativni dermatitis, postoji i drugi tip kontaktnog dermatitisa - alergijski kontaktni
dermatitis. Alergijski kontaktni dermatitis je reakcija preosjetljivosti tipa IV, gdje dolazi do
reakcije imunoloskog sustava na alergen na koji je pacijent prethodno senzitiziran (4). Stoga
alergeni aktiviraju i specifi¢nu, steCenu imunost, za razliku od iritansa, koji aktiviraju samo
urodenu imunost. Razlika u mehanizmu nastanka dovodi do razlika u svojstvima ta dva tipa
kontaktnog dermatitisa. Upalni medijatori pronadeni u roznatom sloju koze pacijenata s dva
tipa kontaktnog dermatitisa su vrlo sli¢ni, medutim, razlikuju se u koli€ini interleukina 16 (IL-
16) koji je znaCajno visi u alergijskom dermatitisu (4). PatohistoloSka analiza oba tipa
dermatitisa pokazuje nespecificne promjene, medutim postoje male razlike poput folikularne
spongioze u ranoj fazi iritativnog dermatitisa koja nije primjetna u ranoj fazi alergijskog
dermatitisa (4). Takoder, kod iritacije prevladava infiltracija neutrofila, u odnosu na alergijski
gdje prevladava infiltracija limfocita i ostalih mononuklearnih stanica (3). Klini¢ki je jako
teSko razlikovati alergijski i iritativni dermatitis (10). Glavna klini¢ka razlika je mnogo brzi
nastanak iritacije, u odnosu na alergijsku reakciju, koja se javlja 24-48 sati nakon ponovljenog
izlaganja alergenu (3). Alergijski Cesce izaziva svrbez dok bol ¢eS¢e prati iritativni dermatitis

(10).



1.2. Model iritativnog dermatitisa

S ciljem ispitivanja iritativnog potencijala razlicitih tvari, istrazivanja mehanizama
kojima nastaje iritacija, pracenja promjena koje iritacija izaziva, oporavka nakon iritacije ili
djelotvornosti razli¢itih terapijskih opcija provode se in vitro, in vivo i klinicka ispitivanja

iritativnog dermatitisa.

Slika 1. Lijevo: grada koZe volarne strane palca noge (deblja koZa). Desno: grada koZe obraza

(tanja koza). Koza se sastoji od triju slojeva: epidermisa (Ed), dermisa (De) i potkoznog
masnog tkiva (nije prikazano). Epidermis se sastoji od sljedecih slojeva: stratum basale (Sb),
stratum spinosum (Ss), stratum granulosum (Sg), stratum lucidum (SI) (prisutan iskljucivo u
debljoj kozi) i stratum corneum (Sc). Slika prikazuje koZne adnekse: znojne Zlijezde (Sd), lojne

zlijezde (SG) 1 folikul dlake (Hf). Preuzeto iz Arda i sur. (18).

In vitro ispitivanja ukljucuju primjenu kultura keratinocita ili fibroblasta, ekvivalente
epidermisa, ekvivalente koze 1 izoliranu koZu. Monokulture keratinocita i1 fibroblasta su
najjednostavniji modeli koji omogucuju istrazivanja lucenja citokina 1 signalnih
unutarstani¢nih puteva u iritaciji. Kulture stanica mogu biti ljudskog ili zivotinjskog podrijetla.
Ekvivalent epidermisa je potpuno diferencirani ljudski epidermis dobiven nakon rutinskih
kirurskih zahvata. Za razliku od kultura stanica, sadrzi razvijeni roZnati sloj koZze. Roznati sloj
nije u potpunosti identi¢an onome na kozi Zivog covjeka ve¢ postoje razlike u distribuciji lipida
i proteina te je ekvivalent epidermisa propusniji za topikalno primijenjene tvari i ima vecu
permeabilnost za vodu. Grada koze je prikazana na Slici 1. Ekvivalent koZe je model koji se
sastoji od epidermisa i dermisa. Sastoji se od dvije zive, metabolicki aktivne skupine stanica:

fibroblasta i keratinocita koji su stalno u interakciji Sto ¢ini ovaj model fizioloski relevantnijim
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od prethodno spomenutih modela. Posljednji model je svjeze kirurski odstranjena cijela koza.
To je najnapredniji model iz razloga Sto sadrzi vise tipova stanica, ukljucujuci, uz keratinocite
i fibroblaste, i Langerhansove stanice, melanocite te endotelne stanice te pruza kompetentniju
koznu barijeru (19). U in vivo istrazivanjima koriste se ponajprije misevi i zamorci kojima se
inducira iritativni dermatitis topikalnom primjenom razli¢itih iritansa (20, 21). Najcesce
koriSteni iritansi su natrijev laurilsulfat (SLS, engl. sodium laurylsulphate), ulje biljke Croton
tiglium L. i organska otapala (21-24). Zivotinjski modeli ne mogu to¢no i izravno reflektirati
oporavak ljudske koze. Kompleksni slijed zbivanja tijekom oporavka koze ljudi nije uvijek
ekvivalentan oporavku zivotinjskih modela te je reproducibilnost rezultata, njihova
prediktivnost i translacija na ljude upitna (25, 26). Takoder, danas se smanjuje upotreba
zivotinja u eksperimentalne svrhe te se ¢ak potpuno zabranjuje u slucaju postojanja znanstveno
prihvacene alternative (19, 26). Takva alternativa mogu biti napredni in vitro sustavi, ali ni
jedan trenutni in vitro sustav ne moze potpuno imitirati kompleksnu kaskadu reakcije koja se
dogada u ljudskoj kozi nakon iritacije (27). To je takoder razlog postojanja diskrepancije
izmedu rezultata in vitro istrazivanja i istrazivanja na ljudima (27). Treca opcija su klinicka
istrazivanja na pacijentima s aktivnim iritativhim dermatitisom (28). Istrazivanja na
pacijentima imaju niz nedostataka zbog kojih se vecina istrazivanja na ljudima ipak ne provodi
na pacijentima s iritativnim dermatitisom ve¢ se on inducira na zdravim ljudima koristenjem

odredenih iritansa (29). To su in vivo ljudski modeli iritativnog dermatitisa.

In vivo ljudski modeli iritativnog dermatitisa omogucuju indukciju kontrolirane koZne
reakcije, pri ¢emu istraziva¢ kontrolira izbor iritansa, njegovu koncentraciju, trajanje i
ucestalost kontakta, mjesto na kozi gdje ¢e se vrsiti iritacija i ostale ¢imbenike unutar kojih se
odvija eksperiment. Takva kontrola nije moguca kod istrazivanja na pacijentima $to rezultira
slabijom kontrolom ¢imbenika koji mogu utjecati na tijek, rezultate i zakljucke istrazivanja.
Dalje, moguce je pratiti procese u kozi tijekom cijelog vremenskog slijeda iritacije, od kontakta
s iritansom i pracenja promjena prije pojave klinicki vidljivih simptoma. Kod istrazivanja na
pacijentima, koZne primjene se mogu pratiti tek nakon nastanka klinickih simptoma, kada se
pacijenti javljaju lije€niku. To znaci da se tada proucavaju postojece, razvijene kozne lezije,

bez mogucénosti prouc¢avanja promjena koZe u ranijim fazama (29, 30).
1.2.1. Model iritativnog dermatitisa induciran natrijevim laurilsulfatom

Kao iritans se koristi niz spojeva poput organskih otapala, kiselina i baza, nonanske

kiseline, fenola, ditranola, surfaktanata, ali su ispitivani i u¢inci hladnoce te mehanicke iritacije
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(27, 31, 32). Najcesce koristeni model je iritacija inducirana natrijevim laurilsulfatom. Natrijev
laurilsulfat je natrijeva sol organosulfatnog spoja koji se sastoji od hidrofobnog lanca s
dvanaest ugljikovih atoma i sulfatne skupine (29). To je povrSinski aktivna tvar, anionski
surfaktant, koja smanjuje povrsinsku napetost vode i omoguéava stvaranje emulzije tipa ulje u
vodi zbog Cega se koristi u sredstvima za cis¢enje i kozmetici (33). Kao iritans se najc¢esce
koristi kao vodena otopina, u masenim koncentracijama od 0,1 do 10%, ili se koristi u vazelinu
kao vehikulu (29). Preporuca se primjena SLS-a visoke ¢istoce (99%) jer je primijeceno da

dovodi do nastanka snaznije reakcije u odnosu na SLS farmakopejske kakvoce (29).

Natrij laurilsulfat je izravno toksian za keratinocite (1). Prethodno se smatralo da
surfaktanti uklanjaju lipide roznatog sloja, medutim u niZim koncentracijama SLS uklanja
samo manju koli¢inu lipida .te se smatra da je njegov znacajniji u¢inak sprjeavanje sinteze
novih lipida (29, 34). Ostec¢enja koja uzrokuje SLS dovode do lu¢enja proupalnih intermedijera
poput IL-1 i TNF-a, induciranja ekspresije adhezivnih molekula te dolazi do infiltracije stanica
imunoloSkog sustava i nastanka upale. Akutna izloZzenost SLS-u dovodi do spongioze,
unutarstani¢ne vakuolizacije 1 nakupljanja lipida, parakeratoze u umjerenim reakcijama
odnosno nekroze u tezim. Klini¢ki znakovi nakon akutnog izlaganja su eritem, ponekad i
povrsinska erozija epidermisa s mogu¢im nastankom pustula pri vi§im koncentracijama. U fazi
oporavka koZe dolazi do naboranosti 1 hrapavosti koze, njenog ljuStenja te moguceg nastanka

ragada. (29, 35)

Standardizacijska grupa Europskog drustva za kontaktni dermatitis (ESCD, engl.
European Society of Contact Dermatitis) je donijela smjernice za provodenje istrazivanja na
modelu iritativnog dermatitisa induciranog SLS-om s ciljem ujednadavanja koriStene
metodologije. Istrazivanja su podijelili u dvije kategorije. Pod prvu kategoriju spadaju
istrazivanja osjetljivosti na iritans, €iji cilj je istraziti endogene i egzogene faktore koji utjecu
na teZinu nastale iritacije. Druga kategorija su ,,provokacijska‘ istrazivanja gdje se SLS koristi
za izazivanje (provociranje) kozne iritacije kod svih ispitanika, ali bez izazivanja kausti¢nih
reakcija na koZi. Njihov cilj je istrazivanje imunoloskih 1/ili patofizioloskih mehanizama koZne
iritacije, usporedba iritacijskog potencijala SLS-a i drugih iritansa, istraZivanje promjena koze
u vremenu nakon iritacije, usporedba osjetljivosti razli¢itih neinvazivnih metoda za mjerenje
parametara koZe ili odredivanje ucinaka razli¢itih terapijskih opcija u lijeCenju poput
emolijentnih pripravaka ili lijekova kao $to su kortikosteroidi. 1zloZenost iritansu moze biti

jednokratna, koja imitira akutnu iritaciju, ili ponovljena gdje dolazi do kumulativnog u¢inka te



koja predstavlja model kroni¢nog iritativnog dermatitisa. Takoder, iritans moZe biti primijenjen

pod okluzijom ili test moze biti otvorenog tipa, bez okluzije. (29, 35)

Najcesce koristena metoda, zbog svoje jednostavnosti, brzog provodenja i prakti¢nosti,
je jednokratni okluzivni test. U tom testu primjenjuje se vodena otopina SLS-a ispod testnih
komora. Postoji cijeli niz varijacija izvodenja u razli¢itim istrazivanjima s obzirom na
koncentraciju otopine SLS-a, njen volumen i temperaturu, trajanje izlozenosti koze i tipu
koristene komore (29). U istrazivanjima su koristene koncentracije otopina od 0,125% pa sve
do 5%. Volumen koriStene otopine SLS-a se kretao od 50 puL pa do 60, 100, 200 ili 400 pL.
Najcesce je vrijeme trajanja izloZenosti iritansu iznosilo 24 ili 48 sati, iako je u pojedinim
istrazivanjima trajalo svega 4 odnosno 7 sati. Cesto su koristene Finnove komore, razli¢itog
promjera, od 8, 12 ili 18 mm. Takoder su koristene i1 druge komore poput Duhringove, Hilltop
i Agfa-Bayer komore. Smjernice standardizacijske grupe ESCD-a daju prijedlog uvjeta
izvodenja jednokratnog okluzijskog testa, s ciljem ujednacavanja metodologije (Tablica 1).
Preporucuju primjenu vodene otopine SLS-a u definiranoj koncentraciji i volumenu, trajanju
kontakta s kozom kao i vrstu komore te ostale uvjete, ovisno o svrsi testa odnosno o tome u
koju od prethodno spomenutih kategorija spada test koji se namjerava provesti. Jednokratni
okluzivni test isklju¢ivo predstavlja model akutnog iritativnog dermatitisa. Za potrebe
okluzivni test, gdje se svakodnevno postavljaju iritansi pod okluzijom na koZzu ispitanika.
Ponovno se primjecuje razliCitost provodenja modela izmedu razlicitih istrazivackih skupina.
Iritacija koze ispitanika se provodila jednom ili viSe puta dnevno, s razlikom u trajanju
izlaganja iritansu. Vrijeme provodenja testa je variralo od 20 uzastopnih dana pa do primjene
od jednog do tri tjedna gdje se iritacija izazivala samo radnim danima s ciljem imitiranja
profesionalnog iritativnog dermatitisa. Primije¢ena je varijacija i u volumenu i koncentraciji
otopine iritansa kao i tipu komore koja se koristila. Ponovno, smjernice daju svoj prijedlog
metoda za provodenje ponavljajuc¢eg okluzijskog testa (Tablica 1). Prednosti ovog testa su
visoka reproducibilnost 1 bolja simulacija dnevne izloZenosti iritansu u odnosu na jednokratni
okluzivni test. Glavni nedostatci su primjena okluzije na na¢in koji ne¢e potpuno realisticno

imitirati stvarnu izloZenost iritansu te je potrebno viSe vremena za njihovo provodenje. (29, 35)

Otvoreni testovi su bolja simulacija iritacije. Provode se na na¢in da se otopina iritansa
primijeni na koZu bez okluzije, unutar otvorenog zastitnog prstena, koji onemogucava otjecanje

primijenjene otopine. NajceS¢e se koristi ponavljajuci otvoreni test, ali postoji i jednokratni



.....

vodene otopine SLS-a. Ovaj tip testa je takoder dostupan za istrazivanja akutnog i kroni¢nog
izlaganja iritansu. Navedeni tipovi testova su znatno kompliciraniji za izvodenje u usporedbi s
okluzivnim testovima. (29, 35) Pregled preporucenih uvjeta za provodenje testova je dan u

Tablici 1.
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Testovi osjetljivosti

Provokacijski testovi

Akutna Kumulativha Akutna Kumulativna
reakcija reakcija reakcija reakcija

Jednokratni okluzivni test

e Trajanje primjene 24 h nije 24 h nije

e Promjer komore 12 mm primjenjivo 12 mm primjenjivo

e Konc. SLS (Ww/v%) 0,5% 2%

Ponavljajuci okluzivni test

e Trajanje primjene nije 2h 1x dnevno nije 2h 1x dnevno

e Period primjene primjenjivo 3 tjedna primjenjivo 3 tjedna

e Promjer komore 18 mm 18 mm

e Konc. SLS (w/v%) 0.25% 1%

Otvoreni test

e Trajanje primjene 60 min 2x 10 min 1x nije 10 min 1x
dnevno dnevno primjenjivo  dnevno

e Period primjene 1 dan 3 tjedna 3 tjedna

* Promjer zastitnog 20 mm 20 mm 20 mm

prstena

e Konc. SLS (w/v%) 10% 1% 2%

Imerzijski test

e Trajanje uranjanja 30 min 2x 10 min 1x 30 min 2x 10 min 1x
dnevno dnevno dnevno dnevno

e Period primjene 1 dan 3 tjedna 1 dan 3 tjedna

* Nacin primjene uranjanje  uranjanje uranjanje uranjanje

* podlaktica  podlaktica podlaktica podlaktica

e Konc. SLS (w/v%) 0.5% 0.5% XA 29

Tablica 1. Smjernice Standardizacijske grupe Europskog druStva za kontaktni

dermatitis za provodenje testova u modelu iritativnog dermatitisa induciranog natrijevim

laurilsulfatom. Prilagodeno prema Tupker et al. (29)
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1.2.2. Ostali modeli iritacije i oStecenja koZe

Tape-stripping je josS jedan Cesto koriSten model ostecenja koZe u kojem se postize
djelomicno ili potpuno uklanjanje stanica roznatog sloja koze ljepljivim trakama (36). Trake
se zalijepe za povrsinu koze, pritisnu jednolikim pritiskom tijekom definiranog vremena te se
uklanjaju s koze, pri ¢emu slojevi stanica zaostaju na traci (36, 37). Na taj nacin se inducira
osStecenje kozne barijere. Ono predstavlja mehanicki model iritacije koze. Koristi se za
istrazivanje svojstava roznatog sloja epidermisa, kinetike oporavka koZe nakon mehani¢kog
oStecenja, istraZivanja djelotvornosti razli¢itih topikalnih terapija u poboljSanju oporavka
oStecene koZne barijere 1 za dobivanje osjetljivije koZe prije primjene nekog iritansa ili alergena
(37). Takoder se koristi u istraZzivanjima dermatofarmakokinetike topikalno primijenjenih
lijekova gdje se ispituje prodor aktivne tvari u koZu 1 njihova biodostupnost (37, 38). Moze se
koristiti 1 za odredivanje bioekvivalencije topikalnih lijekova (38). Osim u klinickim
istrazivanjima, ovaj model se koristi 1 u in vitro istrazivanjima te in vivo na Zivotinjama (38).
Za razliku od modela iritativnog dermatitisa induciranog SLS-om, kod ovog modela nema
smjernica koje donose jasne preporuke koriStenja modela ve¢ svaka istrazivacka grupa ima
razvijene vlastite standarde provodenja istrazivanja (36). Uklonjena koli¢ina stanica roznatog
sloja 1 jaCina nastale iritacije ovisi o nizu unutarnjih 1 vanjskih ¢imbenika (37). Materijali od
kojeg se sastoje trake i tip ljepila su jedan od vanjskih ¢imbenika (36). Postoje gotove trake
koje su proizvedene za ovu svrhu dok neke istrazivacke skupine koriste improvizirane ili
uredske samoljepljive trake (38). Znacajan je i utjecaj nacina primjene traka. Pritisak prilikom
aplikacije trake, trajanje pritiska te brzina i nac¢in uklanjanja trake moraju biti ujednaceni
izmedu svake aplikacije trake (37, 38). Mjesto na kozi odakle se traka pocinje uklanjati mora
se mijenjati poslije svake trake (36, 38). Medu vanjske ¢imbenike spadaju temperatura,
godisnje doba i doba dana, iz razloga $to o njima mogu ovisiti pojedini parametri koze, poput
njene vlaznosti (38). Parametri koze poput njene vlaznosti ili elasti¢nosti te tip koze spadaju u
unutarnje ¢imbenike, kao i dob i spol ispitanika te postojanje kozne bolesti (36, 37). Sve
navedene parametre je potrebno kontrolirati da bi se dobilo reproducibilno 1 ujednaceno
oStecenje koze u navedenom modelu. Kao alternativa tape-stripping modelu je razvijen model
mehanicke iritacije gdje se iritacija inducira trljanjem koZe cetkama spojenim na mehanicki

uredaj koji omogucava standardizaciju iritacije primjenom jednolike sile trenja (31).

Vrlo cCest razlog oStecenja koZe je prekomjerno izlaganje suncu. BioloSki ucinci

sunceva zracenja se imitiraju u modelu oSte¢enja koze UV zracenjem (39). Navedeni model
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predstavlja fizikalno osStecenje funkcije koze. Provodenje ovog modela takoder nije
standardizirano te se metodologija koja se koristi uvelike razlikuje izmedu razli¢itih
istrazivackih grupa. Jedna od razlika je koriSteni UV spektar. Dio istrazivanja koristi samo dio
spektra, najces¢e samo UV A zracenje, koje predstavljaju valne duljine svjetla od 320 do 400
nm ili UV B zracenje s valnim duljinama izmedu 280 i 320 nm (40-42), dok druga realisticnije
imitiraju suncevo zracenje koriStenjem $ireg spektra (39, 43). Ispitivanja mogu biti smisljena
na nacin da se koza ispitanika izlaze definiranoj dozi zracenja (44, 45). Alternativno, koza se
moze ozraciti serijom razli¢itih doza zraCenja na temelju ¢ega se odreduje najniza doza koja ¢e
inducirati nastanak eritema (MED, engl. minimal erythema dose) (41, 42). Model se koristi u
istrazivanju ucinaka zra€enja na kozu, poput obrazaca lucenja proupalnih medijatora, promjena
na kozi ili prac¢enja njenog oporavka (42, 46). Primjenjuje se u ispitivanju ucinaka topikalnih,
ali 1 oralnih pripravaka, na oporavak koZe nakon osSte¢enja zracenjem ili njihov utjecaj na
prevenciju ostecenja (41, 47-49). Drugi fizikalni model oSte¢enja koZe koji se koristi u
istrazivanjima na ljudima je model izlaganja koZe zraCenju vidljivog 1 infracrvenog dijela

elektromagnetskog spektra (50).
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1.3. Neinvazivna mjerenja parametara kozZe

Promjene na koZzi uzrokovane iritacijom su se nekada pratile isklju¢ivo klinickom
procjenom definiranih parametara poput pojave eritema, ljustenja koze ili njene hrapavosti.
Smjernice ESCD-a donose preporuke nac¢ina provodenja klini¢cke procjene, uz razvijene
zasebne ljestvice za akutne i kronicne modele iritacije SLS-om (29). Promjene se mogu pratiti
1 instrumentalno, primjenom neinvazivnih metoda mjerenja parametara koze. KoriStenje
instrumenata omogucava objektivnije pracenje promjena na kozi, u odnosu na klini¢ku
procjenu, te omogucava pracenje parametara koje nije moguce procijeniti klinicki.
Neinvazivne, objektivne metode mjerenja parametara koze se koriste u procjeni fizioloSkih
karakteristika koze, pracenja koznih stanja uslijed bolesti ili izloZenosti nekom vanjskom

¢imbeniku te ocjeni djelotvornosti lijekova 1 kozmetoloskih pripravaka. (51-56)

Jedan od cestih znakova iritacije koZe je pojava eritema. Navedeni simptom se moze
pratiti kliniCkom procjenom, ali takva procjena ne moze objektivno kvantificirati razliku niti
biti dosljedna kod ponovljenih ocitanja (55). Subjektivnosti doprinosi postojanje razlike u
percepciji boje te otezanog ocitanja zbog pojave promjena u kozi poput deskvamacije (54, 55).
Objektivnost se moZe posti¢i uporabom instrumentnih metoda procjene eritema. Cesto
koristena metoda su spektrofotometrijska mjerenja. Princip rada navedenih uredaja je slanje
svjetla definiranog intenziteta u kozu te mjerenje intenziteta svjetla koje se reflektiralo natrag
u uredaj. Valne duljine emitiranog te reflektiranog svjetla odgovaraju apsorpcijskom spektru
bioloskih kromofora poput melanina, hemoglobina 1 bilirubina. Na taj nacin se mjeri intenzitet
svjetla koje su apsorbirale kromofore koze, Sto se koristi za izraCuna tkz. indeksa eritema i

indeksa melanina, koji odgovaraju intenzitetu nastalog eritema odnosno boji koze. (55, 57)

Drugi znacajni parametar je vlaznost koze koja se izraCunava mjerenjem sadrzaja vode
na povrs$ini roznatog sloja koZze. Vlaznost je znacajan parametar o kojem ¢e ovisiti niz svojstava
koZe poput mehanickih svojstava, apsorpcije topikalno primijenjenih lijekova ili njene funkcije
kao zaStitne barijere. NajceS¢e koriSteni uredaji mjere vlaznost mjerenjem kapacitancije (52,
58). Sonda uredaja sadrzi elektrode koje stvaraju elektricno polje. Elektrode su prekrivene
materijalom niske dielektrine permitivnosti (59). Dielektrik je materijal kroz koji prolazi
elektricno polje te se moZe polarizirati, ali ne vodi naboj (izolator) dok je dielektricna
permitivnost mjera elektri€ne polarizabilnosti dielektrika. Materijal visoke permitivnosti se
lakSe polarizira nakon izlaganja elektricnom polju u odnosu na materijal niske permitivnosti.

RozZnati sloj koze se ponaSa poput dielektrika te u njemu, pod utjecajem elektricnog polja
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elektrode, nastaje elektri¢no polje ija svojstva ovise o navedenim elektrodama i dielektricnom
materijalu koji ih prekriva (konstanta kapacitancije) i kapacitanciji koze (varijabilna
kapacitancija) (59). Kako su svojstva elektrode i njenog pokrovnog materijala konstantna i
poznata, ukupno izmjerena kapacitancija ¢e ovisiti iskljucivo o permitivnosti roznatog sloja u
kontaktu sa sondom. PoviSenje razine vode u roznatom sloju ¢e povisiti relativnu permitivnost

te ¢e posljedi¢no kapacitancija izmjerena na sondi biti visa. (52, 58, 59)

Roznati sloj koZe predstavlja barijeru prolasku tvari u koZzu, ali i gubitku vode kroz
koZu (56). Zdrava, intaktna koZa ipak gubi odredenu koli¢inu vode isparavanjem te fiziolosko
isparavanje stvara sloj vodene pare iznad koze, debljine oko 10 mm (52). Ostecenjem kozne
barijere uslijed iritacije, mehani¢kog ostecenja ili nekog drugog uzroka, dolazi do povec¢anog
gubitka vode (29). Mjera za gubitak vode kroz kozu je transepidermalni gubitak vlaznosti
(TEWL, engl. transepidermal water loss) (29, 52). Vrijednost TEWL-a u fizioloskim uvjetima
je niska te raste uslijed oStec¢enja koze, pa se TEWL smatra i mjerom funkcije kozne barijere
(29, 56). Porast TEWL vrijednosti je u korelaciji sa stupnjem oStec¢enja koze. Sonda uredaja za
mjerenje TEWL-a sadrzi dva para senzora za mjerenje vlaznosti i temperature, postavljena na
razli¢itu udaljenost od dijela sonde koji se prisloni na kozu ispitanika (52, 56). Pad vrijednosti
vlaznosti (odnosno tlaka vodene pare) izmedu dva para senzora predstavlja TEWL (52, 56).
Tako izmjerena TEWL vrijednost je u korelaciji s apsolutnom stopom gubitka vode odredenom
gravimetrijski (60). Takoder se pokazala osjetljivom i preciznom mjerom iritativnih ucinaka
SLS-a na kozu s dokazanom linearnom korelacijom izmedu primijenjene doze SLS-a i
izmjerenih promjena TEWL vrijednosti (29, 52). Mjerenje TEWL vrijednosti moze dokazati
postojanje subklinickih ostecenja kozne barijere te pokazati kako klinicki zdrava koza moze

imati naruSenu funkciju koZne barijere u stanjima kao S$to je atopijski dermatitis (29).

Osim prethodno navedenih, postoji niz drugih parametara koji se mogu pratiti
neinvazivnim metodama poput pH vrijednosti koze, sadrzaja sebuma, kozne elasti¢nosti te

drugih biomehanickih svojstava (61-63).

Mjerenja neinvazivnih parametara koze je potrebno provoditi u standardiziranim
uvjetima da bi se dobili pouzdani i reproducibilni podatci (56). Rezultati mjerenja ovise o
velikom broju ¢imbenika te je standardizacija potrebna da bi se osigurala usporedivost
istrazivanja (52, 55). Za pojedine parametre postoje razvijene smjernice koje opisuju
preporuceni nacin provodenja istraZivanja (51-56). Prije pocetka istraZivanja je potrebno

kalibrirati sve uredaje koji se koriste za mjerenja. Savjetuje se provoditi istraZivanja u
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identi¢nim uvjetima vlaznosti i temperature zraka. Preporuceni raspon je 40 do 60% relativne
vlaznosti zraka pri temperaturama od 20 do 22°C (29, 52, 55, 56). Ispitanici se prije pocetka
mjerenja moraju aklimatizirati na uvjete prostorije u kojoj se mjerenje odvija. Aklimatizacija
treba trajati minimalno 15 minuta s otkrivenim mjestima na kozi gdje ¢e se provoditi mjerenja
(52, 55). U prostoriji ne smije biti strujanja zraka iz razloga $to ono ometa mjerenja TEWL
vrijednosti (56). Takoder, temperature sonde za mjerenje TEWL vrijednosti moraju biti
ujednacene izmedu svakog mjerenja, kao i pritisak koriStenih sondi na kozu (52, 55). Ispitanici
moraju biti u istom polozaju kod svakog mjerenja te ne smiju prije odlaska na mjerenja
konzumirati tvari koje bi mogle djelovati vazoaktivno kao §to su alkohol ili nikotin (55).

Preporuka je svako mjerenje provoditi u triplikatu (53, 55).
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1.4. Problematika istraZivanja

In vivo modeli oSteCenja koze su sve CeS¢e primjenjivana metoda testiranja
djelotvornosti i sigurnosti razli¢itih terapija koznih bolesti kod ljudi zbog svoje jednostavnosti,
ali i drugih prednosti koje imaju nad ispitivanjima s pacijentima s koznim oboljenjima.
Razlic¢ite istrazivacke grupe imaju razvijene vlastite protokole izmedu kojih postoji znacajna
varijacija. S ciljem standardizacije, ESCD je donio smjernice provodenja modela iritativnog
dermatitisa induciranog SLS-om. Jedna od donesenih odluka preporuka je korisStenje koze
volarne strane podlaktice kao testnog mjesta. Unato¢ toj preporuci, brojna istraZzivanja su
provedena na drugim anatomskim lokacijama, ponajprije na kozi gornjeg dijela leda. Ta
pozicija ima prednost u odnosu na podlaktice zbog vece povrSine na kojoj je onda moguce
imati viSe pojedinac¢nih testnih mjesta. Medutim, parametri koze variraju ovisno o anatomskoj
lokaciji (64). Prethodna istrazivanja su pokazala da dvije najceS¢e koriStene lokacije u
istrazivanjima, volarni dio podlaktica 1 gornji dio leda, imaju razli¢ite bazalne vrijednosti
parametara koze poput TEWL-a, vlaznosti 1 prokrvljenosti koze te debljine roznatog sloja (65-
67). Takve pocetne razlike bi mogle dovesti do razliCitog odgovora koze na iritaciju. Razlika
u odgovoru na iritaciju je primije¢ena u drugim modelima, poput iritacije acetonom i tape
stripping-om (68). Kod navedenih modela su leda pokazala viSu reaktivnost u odnosu na
ekstremitete (68). Isto istrazivanje je pokazalo postojanje razliitog obrasca cijeljenja koze
izmedu razli¢itih anatomskih lokacija te da postoji potreba za razvojem rezima lijeCenja koji bi
bio specifi¢an za pojedinu anatomsku lokaciju (68). Dosadasnja istrazivanja nisu pronasla
znacajnu razliku u reakciji na SLS izmedu volarne podlaktice 1 gornjeg dijela leda, iako je ona
primijec¢ena izmedu drugih lokacija (69, 70). Medutim, navedena istrazivanja imaju mali broj
ukljucenih ispitanika te je potrebno provesti istrazivanje na ve¢em uzorku (69, 70). Pretragom
literature nije pronadeno ni jedno istrazivanje koje ispituju postojanje razlika u oporavku koze
nakon iritacije SLS-om izmedu anatomskih lokacija. Postojanje razlike u reakciji na iritans te
brzine oporavka koze izmedu podlaktica i leda bi mogli utjecati na usporedivost istraZivanja
provedenih na tim anatomskim lokacijama. Definiranje znacaja tih razlika bi moglo doprinijeti

standardizaciji modela iritativnog dermatitisa.

Uz model iritativnog dermatitisa induciranog SLS-om, cesto se koriste i modeli
oStecenja koze inducirani tape-stripping procedurom te UV zraCenjem. Tri navedena modela
dovode do oSte¢enja koZe drugacijim mehanizmima. SLS je kemijski iritans koji djeluje

toksicno na keratinocite i utjeCe na sadrzaj lipida u roZznatom sloju (29). Tape-stripping
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predstavlja mehanicko, potpuno ili djelomicno, uklanjanje gornjih slojeva koze, pri cemu
dolazi do izlaganja nizih slojeva epidermisa (36). Ultraljubicasto zracenje je fizikalna noksa,
bez izravnog djelovanja na funkciju kozne barijere, medutim dovodi do nastanka reaktivnih
oblika kisika koji dovode do nastanka upale, degradacije izvanstani¢nog matriksa i oSte¢enja
niza stani¢nih procesa (71). Na temelju razlic¢itih mehanizama kojima izazivamo o$tecenja u
navedena tri modela, oCekujemo i razli¢it odgovor koze koji ¢e se ocitovati razli¢itim
vrijednostima mjerenih parametara koze te razlicitu kinetiku oporavka koze. Pregledom
literature su pronadeni proturjeCni podatci o promjenama parametara koze izmjerenim
neinvazivnim metodama, u tape-stripping i UV modelima (36, 37, 44, 49, 72, 73). Poznavanje
promjena parametara koze je izrazito vazno kod planiranja istrazivanja. Postoji veliki broj
razliitih parametara koje je moguce pratiti te je izbor adekvatnih mjera ishoda znacajan za
uspjeh istrazivanja, posebno kod istrazivackih skupina s ogranicenom opremom. Ogranicenost
opreme moze utjecati i na odabir samog modela koji ¢e se koristiti u istrazivanju. Do sada nije
provedeno ni jedno istrazivanje koje bi usporedivalo promjene parametara koze i razlike u
oporavku koze izmedu tri navedena modela u istim uvjetima, na istim ispitanicima te na istoj

anatomskoj lokaciji.
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2. CILJEVII HIPOTEZE

2.1. Ciljevi istrazivanja

Glavni ciljevi ove disertacije bili su:

1. Ispitati postojanje razlika u odgovoru koze na iritaciju 1 cijeljenje u akutnom modelu
iritativnog dermatitisa izazvanog SLS-om na razliCitim anatomskim poloZajima (leda i1

podlaktica).

2. Usporediti razlike u odgovoru koZe na tri razli¢ita modela oStec¢enja - kemijskog izazvanog
SLS-om, mehanickog tape-strippingom 1 fizikalnog izazvanog UV zra¢enjem u istim uvjetima,

na istim ispitanicima te na istoj anatomskoj lokaciji.

2.2. Hipoteze istrazivanja

Koza leda ¢e pokazati vecu reaktivnost i1 sporiji oporavak u odnosu na kozu podlaktica u

modelu akutnog iritativnog dermatitisa izazvanog SLS-om.

Kemijski, mehanicki i fizikalni model ostecenja koze ¢e dovesti do razli¢itog odgovora koze

na noksu te ¢e imati razli¢itu kinetiku oporavka.
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3. METODE I MATERIJALI

3.1. Ustroj i ishod istraZivanja

Istrazivanja provedena u sklopu disertacije su ukljucivala dva randomizirana klinicka
pokusa provedena u prostorijama Katedre za farmaciju Medicinskog fakulteta Sveucilista u

Splitu.

U klini¢kom pokusu 1 je istrazivano postoji li razlika u odgovoru na iritaciju u ljudskom
modelu iritativnog dermatitisa izazvanog natrij laurilsulfatom, s i bez terapije emolijentnim
pripravkom. Ispitivana je razlika izmedu dva najceSce koriStene lokacije - volarne strane
podlaktice i supskapularnog podruc¢ja gornjeg dijela leda (Slika 2). Tijek istrazivanja je

prikazan na Slici 3.

@ Iritaciia () Kontrola 4 Emolijentni pripravak

Slika 2. Prikaz testnih mjesta u klinickom pokusu 1
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Mjerenja Primjena iritansa
1. dan bazalnih (SLS)
vrijednosti
Uklanjanje komora Mjerenje Terapija
). dan s SLS-om i osStecenja koze emolijentnim
aklimatizacija nakon noksi pripravkom
. . Terapija
3, dan g/ljgg\?lig emolijentnim
P pripravkom
Terapija
4. dan emolijentnim
pripravkom
. . Terapija
Mjerenje . .
5. dan opioravlia emolijentnim
pripravkom
6. -10. Terapija
emolijentnim
dan pripravkom
Mjerenje
> 11. dan oporavka

Slika 3. Hodogram klini¢kog pokusa 1.

Klini¢ki pokus 2 je istrazivao razlike u promjenama parametara koze i oporavku izmedu
tri razli¢ita modela oStecenja koze (kemijski, mehanicki i fizikalni) te neoSte¢ene kontrole na
volarnim podlakticama zdravih ispitanika (Slika 4). Takoder je ispitivan utjecaj terapije na

parametre koZe u modelima oStecenja te kontroli. Tijek istraZivanja je prikazan na Slici 5.
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Aktivni Placebo
pripravak pripravak

@ UV model

© Tape-stripping model
SLS model

(O Kontrola

Slika 4. Prikaz testnih mjesta u klinickom pokusu 2
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Mjerenja
1 d an bazalnih
vruednostl

Postavljanje
nok5| SLS i

Mjerenja
2 d an bazalnih
vruednostl

Uklanjanje Tape- e
komora s SLS-
; ZTI
om i
aklimatizaciia procedura

MJerenJe
3 dan >oporavka

Topikalna
terapija

I\/IJerenJe
4 dan >oporavka

Topikalna
terapija

I\/IJerenJe
S. dan >oporavka

Topikalna
terapija

6- | /. Top|kalna
dan terapua

I\/IJerenJe
8 dan >oporavka

Topikalna
terapija

9- | 10 Toplkalna
dan teraplja

\/\/\/\/\/\/\/\/\/

erenJe
11. dan >> oporavka

Slika 5. Hodogram klinickog pokusa 2.

3.1.1. Ispitanici

osteéenja koze

U klinicke pokuse su ukljucivani zdravi dobrovoljci koji ispunjavaju sve kriterije

uklju¢ivanja odnosno ne ispunjavaju kriterije neuklju¢ivanja i isklju€enja.

U klini¢ki pokus 1 ukljucivani su zdravi ispitanici u dobi od 18 do 35 godina oba spola,
bez dijagnosticiranih koznih bolesti, koji nisu u Cetiri tjedna koja prethode ispitivanju koristili
kortikosteroide, imunomodulatore ili antihistaminike. Ispitanici nece koristiti emolijente 3

dana prije pocetka ni tijekom trajanja studije. Ispitanici se nece izlagati umjetnom UV zracenju.
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Kriteriji neuklju¢ivanja uklju¢uju koriStenje  kortikosteroida, imunomodulatora i
antihistaminika mjesec dana prije pocetka 1 tijekom trajanja istrazivanja, koriStenje
emolijentnih pripravaka unutar tri dana od pocetka ispitivanja, trudnoca, dojenje i ostecenja

koze na mjestima provodenja ispitivanja. Kriterij isklju¢ivanja je osobna zelja ispitanika.

U klinicki pokus 2 ukljuc¢ene su zdrave odrasle osobe od 18 do 65 godina starosti oba
spola bez dijagnosticiranih koznih bolesti, koji nisu u Cetiri tjedna koja prethode ispitivanju
koristili kortikosteroide, imunomodulatore ili antihistaminike. Ispitanici nece koristiti
emolijente 3 dana prije pocetka ni tijekom trajanja studije. Ispitanici se nece izlagati umjetnom
UV zraenju te Ce izbjegavati izlaganje snaznom suncevom svjetlu. Ispitanici ne smiju koristiti
sapune 1 Sampone na ispitivanim mjestima na kozi. Kriteriji neuklju€ivanja su koristenje
kortikosteroida, imunomodulatora i antihistaminika unutar tri tjedan od pocetka ispitivanja,
koriStenje emolijentnih pripravaka unutar tri dana od pocetka ispitivanja, koriStenje
fotosenzibiliziraju¢ih lijekova, ozbiljna sustavna bolest, imunosupresija, karcinom koze,
nedavna povijest vitiliga, melasmi, ostalth poremecaja pigmentacija i fotosenzibilnosti,
poznate reakcije preosjetljivosti na sastojke topikalne terapije (gospina trava i bojila placebo
pripravka), trudnoca i dojenje. Kriteriji isklju¢ivanja su osobna zelja ispitanika i nepridrzavanje

plana istrazivanja.
3.2. Postupci

3.2.1. Model iritativnog dermatitisa izazvanog natrij laurilsulfatom (29)

U klinickom pokusu 1 koriSteni iritans je bila 2% otopina natrij laurilsulfata u
deioniziranoj vodi. Sezdeset (60) uL otopine SLS-a (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka) se
propipetom prenijelo na filtar papir te potom postavilo na kozu ispitanika pod okluzijom 12
milimetarskom Finnovom komorom (Smart Practice, Phoenix, Arizona, SAD) (29). Finnova
komora je aluminijska komora koja se koristi u primjeni alergena i iritansa na kozu u
dijagnostic¢ke i1 znanstvenoistrazivacke svrhe. Omogucava zastitu mjesta primjene iritansa od
vanjskih utjecaja. Pod komorom je iritans ostao 24 sata, nakon kojih se ispitanik vratio u
laboratorij na uklanjanje iritansa. Ispitanicima nije dopusteno vlaziti mjesta iritacije tijekom
navedena 24 sata. Uz iritaciju napravit ¢e se i kontrola iritacije s deioniziranom vodom umjesto

otopine SLS-a, takoder pod okluzijom (Slika 2).

U klinickom pokusu 2 je takoder koristen SLS kao model kemijskog ostecenja koze.

Koristena je 1% otopina natrij laurilsulfata u deioniziranoj vodi. Sezdeset (60) uL otopine SLS

24



a se propipetom prenijelo na filtar papir te potom postavilo na kozu ispitanika pod okluzijom
12 milimetarskom Finnovom komorom (29). Pod komorom je iritans ostao 24 sata, nakon kojih
se ispitanik vratio u laboratorij na uklanjanje iritansa. Ispitanicima nije dopusteno vlaziti mjesta

iritacije tijekom navedena 24 sata.
3.2.2. Model mehanicke iritacije tape-stripping metodom (36, 68)

Na 4 cm? povrsine koZe podlaktica postavila se ljepljiva traka dimenzija 1,5cm x 2,7
cm (Tesafilm, Norderstedt, Njemacka) te se pritisnula aplikatorom (Monaderm, Monako) koji
omogucava jednoliki pritisak (150 g/cm?) tijekom 5 sekundi. Podrugje oko trake se oznacilo te
se traka uklonila. Postupak se ponavljao ukupno pet puta nakon Cega je slijedilo mjerenje
TEWL-a. Cjelokupni postupak se ponavljao svakih 5 traka dok se ne povisi vrijednost TEWL-
a na trostruku vrijednost izmjerenog bazalnog TEWL-a. [zmedu posljednjeg uklanjanja trake 1
mjerenja TEWL-a mora pro¢i minimalno 1,5 minuta s ciljem stabilizacije vrijednosti TEWL-

a nakon iritacije.
3.2.3. Model fizikalnog oStecenja kozZe ultraljubicastim zracenjem (41, 45, 72)

Jedan cm? koZe ispitanika se ozra¢io UV zraenjem na udaljenosti od 40 cm od izvora
(zarulja Osram Vitalux, Miinchen, Njemacka). Doza zradenja je iznosila 3 J/cm? mjereno
uredajem (YK35UV, Lutron Electronic, Taipei, Tajvan). Na podlaktice ispitanika se postavila
UV nepropusna tkanina koja omogucava zastitu preostalog dijela koze. Takoder, ispitanici i

istrazivaci su nosili zaStitne naocale te se UV lampe ogradila zastitnom pregradom.
3.2.4. Terapija

U klinickom pokusu 1, nakon uklanjanja komora s iritansima i ocjene nastale iritacije
(instrumentalno 1 kliniCkom procjenom), zapocela je terapija emolijentnim pripravkom.
Komercijalno dostupna emolijentna krema je koriStena na jednoj podlaktici i1 jednoj strani leda,
dok su suprotna podlaktica i strana leda bile bez terapije (Slika 2). Sastojci navedene kreme su
voda, ulje slatkog badema, polisorbat 80, natrijev akrilat/ natrijev akriloildimetiltaurat
kopolimer, izoheksadekan, heksilen glikol, fruktoza, glukoza, sukroza, ureja, dekstrin, alanin,
aspartanska kiselina, heksil nikotinat, dehidrooctena kiselina, PEG (polietilenglikol)-12
dimetikon, benzilni alkohol i parfem. Ispitanici su nanosili emolijentnu kremu dva puta dnevno

koriste¢i dozirni oblik koji je omoguéavao primjenu 5 mg pripravka po cm? koze. Razmak

25



izmedu dvije primjene je bio minimalno osam sati te su ispitanici dobili uputu da posljednja

primjena mora biti minimalno dvanaest sati prije mjerenja.

U klinickom pokusu 2, nakon ocjene nastalih oSte¢enja koze, zapocela je terapija
topikalnim pripravkom koji je sadrzavao komercijalno dostupno ulje gospine trave (lat.
Hypericum perforatum). Takav pripravak je primjenjivan na jednoj podlaktici, dok je na drugu
koriSten placebo pripravak. Aktivni pripravak je sadrzavao 20% ulja gospine trave u bijelom
vazelinu. Placebo pripravak je sadrzavao 20% smjese biljnih ulja koristenih u proizvodnji ulja
gospine trave (25% maslinovo i 75% suncokretovo ulje) s dodanim bojilima, u vazelinu.
KoriStena bojila su: CI 14720; CI 16255; CI 19140; CI 42051. Navedena bojila su prikazana
kao njihove C.I. oznake (engl. Colour index) 1 svi se nalaze na Listi dopuStenih bojila u
kozmeti¢kim proizvodima Europske Unije. Pripravci su se nanosili u dozi od 5 mg/cm?
pripravka, dva puta dnevno, s minimalno osam sati razmaka izmedu dvije primjene, uz uvjet
da posljednja primjena mora biti minimalno dvanaest sati prije mjerenja. Ispitanici su nanosili
pripravke odmah poslije mjerenja, uz nadzor istraZzivaa. Druga primjena u danu, kao 1 sve
primjene pripravaka na dane kada nije bilo mjerenja, bile su samostalne primjene, bez nadzora.
Ispitanici su dobili pripravke u jednodozirnim spremnicima u koli¢inama dovoljnim da potraju
do iduc¢eg dolaska na mjerenja. Prazni spremnici su vracani prilikom povratka na svako
mjerenja s ciljem dokazivanja terapijske adherencije. Svaki spremnik je oznacen Sifrom
ispitanika te stranom podlaktice na koju treba biti primijenjen. OznaCavanje spremnika i

njihovu raspodjelu ispitanicima je provodila nezainteresirana treca strana.
3.2.5. Mjere ishoda

Klini¢ki pokus 1

Neinvazivno mjerenje parametara koze

Mjerenje ¢e se izvoditi u kontroliranim uvjetima u laboratoriju Katedre za farmaciju u
skladu sa smjernicama za mjerenje parametara koZe neinvazivnim metodama s ciljem
dobivanja to¢nih, preciznih 1 reproducibilnih rezultata (51-56). Izradeni su interni Standardni
operativni postupci (SOP) kojima su propisani postupak podeSavanja i1 rukovanje sondama,
kalibracija, uvjeti 1 priprema prostorije za mjerenje, upute ispitanicima i njihova priprema za
mjerenja, postupak mjerenja na ispitanicima, ocjene kakvoée mjerenja i vrijednosti izmjerenih
parametara, postupak u slucaju pojave greSke tijekom rada te ¢iS¢enje i odrzavanje sonde u

skladu s prethodno spomenutim smjernicama.
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Parametri koZe koji ¢e se mjeriti: transepidermalni gubitak vode, vlaznost koze te razine

eritema.

Za navedena mjerenja ¢e se koristiti uredaj MPA6 (Courage+Khazaka electronic
GmBH, Koln, Njemacka) s pripadaju¢im sondama: a) Tewameter TM300 (TEWL), b)

Corneometer CM825 (vlaznost koze), i ¢) Mexameter MX18 (eritem).

Takoder, provest ¢e se klini¢ka procjena parametara koze prema ljestvici Europskog
drustva za kontaktni dermatitis. Pratit ¢e se promjene eritema, hrapavosti, ljustenja, edema i

nastanak ragada na ordinalnoj ljestvici koriste¢i ocjene od 0 do 3 (29).

Klini¢ki pokus 2

Neinvazivno mjerenje parametara koze

Mjerenje Ce se izvoditi u kontroliranim uvjetima u laboratoriju Katedre za farmaciju u
skladu sa smjernicama za mjerenje parametara koze neinvazivnim metodama Europskog
drustva za kontaktni dermatitis s ciljem dobivanja to¢nih, preciznih i reproducibilnih rezultata
(51-56). Izradeni su interni Standardni operativni postupci (SOP) kojima su propisani postupak
podesavanja i rukovanje sondama, kalibracija, uvjeti 1 priprema prostorije za mjerenje, upute
ispitanicima i njihova priprema za mjerenja, postupak mjerenja na ispitanicima, ocjene kakvoce
mjerenja i vrijednosti izmjerenih parametara, postupak u slucaju pojave greske tijekom rada te

¢iS¢enje 1 odrzavanje sonde u skladu s prethodno spomenutim smjernicama.

Parametri koze koji ¢e se mjeriti: transepidermalni gubitak vode, vlaznost koZe te razine

eritema 1 melanina.

Za navedena mjerenja ¢e se koristiti uredaj MPA6 s pripadajuéim sondama: a)
Tewameter TM300 (TEWL), b) Corneometer CM825 (vlaznost koze), i ¢) Mexameter MX18

(eritem 1 melanin).
3.3. Statisticka analiza
3.3.1. Izracun veli¢ine uzorka

Potrebni broj ispitanika za klinicki pokus 1 je odreden na temelju podataka iz studije
Cua et al. (69), uz statisticku znacajnost od 0,05 i postavljenu snagu istraZivanja od 0,95.

Potrebna veli¢ina uzorka iznosi 22.
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Potrebni broj ispitanika za klini¢ki pokus 2 je odreden na temelju podataka iz studije
Paepe et al. (74), uz statisticku znacajnost od 0,05 i postavljenu snagu istrazivanja od 0,8.

Potrebna veli¢ina uzorka iznosi 28.

Izra¢uni veli¢ine uzorka su napravljeni koriste¢i besplatni alat za izracun veliine

uzorka dostupan na https://www.stat.ubc.ca/~rollin/stats/ssize/.
3.3.2. Randomizacija

Klini¢ki pokus 1

Slika 2 prikazuje testna mjesta na podlakticama i gornjem dijelu leda ispitanika
uklju¢enih u klinicki pokus 1. Mjesta iritacije na Slici 2 su prikazana ilustrativno, iz razloga
odreden nasumic¢no. Jedna podlaktica 1 jedna strana leda su tretirane emolijentnim pripravkom
pri ¢emu je odabir tretirane podlaktice i1 strane leda (lijeva ili desna) bio nasumican.
Randomizacije su izvrSene koriste¢i Excel proracunske tablice (Microsoft Excel 2016,

Microsoft Corporation, Redmond, Washington, SAD).

Klini¢ki pokus 2

Slika 4 prikazuje testna mjesta na podlakticama i ispitanika ukljucenih u klinicki pokus
2. Polozaji na podlakticama na kojima su inducirana oSte¢enja koze te kontrola su prikazana
ilustrativno, iz razloga Sto su to¢ni poloZzaji za svakog ispitanika odredeni nasumicno. Jedna
podlaktica je tretirana topikalnim pripravkom dok je druga tretirana placebo pripravkom, pri
¢emu je odabir tretirane podlaktice (lijeva ili desna) bio nasumic¢an. Randomizacije su izvrSene
koriste¢i Excel proracunske tablice (Microsoft Excel 2016, Microsoft Corporation, Redmond,

Washington, SAD) i mrezni program randomizer.org (75).
3.3.3. Statisticki postupci

Podatci dobiveni neinvazivnim mjerenjima u klinickim pokusima su prikazani kao
srednja vrijednost i standardna devijacija. Usporedbe mjerenih parametara izmedu anatomskih
lokacija, usporedbe mjerenih parametara izmedu razli¢itih modela oStecenja koze te analize
djelotvornosti koristenih terapija su provedene koriste¢i dvosmjernu analizu varijance za
ponovljena mjerenja (Two-way RM ANOVA). Sidak post-hoc test je koriSten za usporedbe u

pojedinim vremenskim intervalima.
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Rezultati klinicke procjene iz klinickog pokusa 1 su prikazani kao medijan i
interkvartilni raspon. Usporedbe izmedu anatomskih lokacija te djelotvornosti terapije
emolijentnim pripravkom su analizirani koristenjem Kruskal-Wallis testa. Dunn post-hoc test

je koriSten za usporedbe u pojedinim vremenskim intervalima.

Stope oporavka koze su definirane kao povrsina iznad TEWL krivulje (AUC - engl.
area upon the curve) za vremenske intervale u kojima dolazi do oporavka koze nakon primjene
noksi (68). Dobivene AUC vrijednosti su dalje standardizirane prema TEWL vrijednosti nakon
provodenja noksi te, u klinickom pokusu 1, prema omjeru TEWL vrijednosti nakon oporavka
koZe (u posljednjem danu mjerenja) 1 bazalne TEWL vrijednosti. Vrijednosti AUC i iz AUC
derivirane vrijednosti su prikazane kao medijan i interkvartilni raspon te analizirane Mann-

Whitney U testom.

Korelacija bazalnih vrijednosti parametara koze (TEWL 1 vlaznost koze) s

vrijednostima nakon induciranih ostecenja je odreden Pearsonovim koeficijentom korelacije r.

Statisticka obrada je napravljena koriste¢i program Prism 6 (GraphPad Software, La
Jolla, Kalifornija, SAD). Dobiveni rezultati su smatrani statisticki znacajnim ukoliko je P <

0,05.
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4. REZULTATI
4.1. Rezultati klinickog pokusa 1
4.1.1. Ispitanici

Za potrebe klinickog pokusa 1 je regrutirano 25 ispitanika te su svi ukljuceni ispitanici

dovrsili istrazivanje. Demografski znacajke ukljuCenih ispitanika su prikazane u Tablici 2.

Demografski podatci
N 25
Spol 14 Zena (56,0%)
Raspon dobi 21,0 - 28,0 godina
Srednja vrijednost dobi (SD) 22,9 (1,8) godina
Medijan dobi (interkvartilni raspon) 22,0 (22,0 - 23,5) godina

Tablica 2. Demografske znacajke ispitanika uklju¢enih u klinicki pokus 1
4.1.2. Transepidermalni gubitak vode

Bazalne TEWL vrijednosti podlaktice su usporedene s bazalnim vrijednostima koze
leda. Razlike izmedu bazalnih vrijednosti izmedu dvije anatomske lokacije nisu pronadene.
Promjene TEWL vrijednosti nakon izlaganja SLS-u su prikazane na Slici 6. U usporedbi s
ledima, podlaktice su imale nize vrijednosti odmah nakon izlaganja iritansu (48,0+24,2 vs
80,2+18.,3 gm’zh'l) te na 1. dan mjerenja oporavka (41,5+£19,6 vs 68,8+16,2 gm‘zh'l) (Slika 6a).
Promjene TEWL-a su bile usporedive neovisno o tretmanu emolijentnim pripravkom (Slika
6b). Primjena emolijentnog pripravka nije dovela do poboljSanja vrijednosti TEWL-a ni na
jednoj anatomskoj lokaciji, u usporedbi mjestima bez primjene pripravka, ni na iritiranom
mjestima ni neoSte¢enoj kozi (Slika 6b i 6d). Blago povisenje TEWL vrijednosti je primije¢eno
na dan procjene iritacije na mjestima gdje je primijenjena voda umjesto otopine SLS-a, na obje

anatomske lokacije (Slika 6¢ 1 6d).
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Slika 6. Vrijednosti transepidermalnog gubitka vode (TEWL). a) koza iritirana natrijevim

laurilsulfatom, bez primjene emolijentnog pripravka; b) koza iritirana natrijevim

laurilsulfatom, primjena emolijentnog pripravka; c) kontrolna iritacija, bez primjene

emolijentnog pripravka; d) kontrolna iritacija, primjena emolijentnog pripravka. Rezultati su

prikazani kao srednja vrijednosti 1 standardna devijacija.

* p < 0,05, razlike izmedu anatomskih lokacija (dvosmjerna analizu varijance za ponovljena

mjerenja, Sidak post-hoc test)

# < 0,05, razlika u odnosu na bazalnu vrijednost (dvosmjerna analizu varijance za ponovljena

mjerenja, Sidak post-hoc test)
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4.1.3. Vlaznost koze

Bazalne vrijednosti vlaznosti koZe na podlakticama su bile znacajno nize u usporedbi s
vrijednostima na gornjem dijelu leda (Slika 7). Postojanje takve razlike je zahtijevalo primjenu
normalizacije izmjerenih vrijednosti na na¢in da se vrijednostima u svakoj pojedinoj tocki, za
svakog pojedinog ispitanika, oduzela njena vlastita bazalna vrijednost. Razlike u vrijednostima
vlaznosti koze su prikazane na Slici 8. Podlaktice su imale zna¢ajno manje izrazenu suho¢u
koZe nakon iritacije SLS-om, u usporedbi s ledima (Slika 8a). Razlika je bila statisticki
znacajna nakon prvog (2,7£16,9 vs -28,6+14,5 AU), treceg (-9,8%£19,0 vs -46,1£11,0 AU) i
devetog dan oporavka (-13,3£10,1 vs -24,5+20,1 AU). Vlaznost koZe je nakon primjene
emolijentne terapije bila usporediva s vrijednostima bez primjene terapije (Slika 8b).
Emolijentna terapija nije dovela do poboljSanja ni na iritiranoj ni neoSte¢enoj kozi, u usporedbi
s mjestima bez terapije (Slika 8b i 8d). Kao i kod TEWL vrijednosti, kontrolna iritacija vodom
je dovela do promjene mjerenog parametra te je doslo do smanjenja vlaZznosti koze na dan
mjerenja ucinka iritacije (Slika 7c 1 7d). Pad vlaznosti je bio znacajno vec¢i na ledima, u odnosu

na pad vrijednosti na podlakticama (Slika 8c i 8d).

32



(a) (b)
100+ 100
2 * 3 .
S BO" — BO'
I X l
S 604 '|' 2 3 Q 604 ]' #
= # = # #
8 404 " 8 40
2 [ S
¥ 20- 9 204 "
S . = z
0" T T T 0' T T T T
O \a (] \g
v F S Ff & & &S
v F & & & ¢ ¥ & & &
= D = o = >
o F ¥
N- %. q- ,\- %- Q.
(c) (d)
100- 100+
=) =)
<] * < g *
| # 1
Q 60 I , I I I Q 60 ]' . I -I
@ 40 # 1 @ 49 |
o 491 o 401 #
=z =z
"N 20- 'R 20- i
S S
0' T T T 0' T T T T
R L A P F F ¢
R ¥ ¥ Cx G ¥ ¥
&S & & W& d &
¥ ¥ g & & wmPODLAKTICE @ ¢ g7 g &
& N @ B & @
F  F ¥ o O oF
\. fbo Q- \Q fb- QO

Slika 7. Vrijednosti vlaznosti koZe. a) koZa iritirana natrijevim laurilsulfatom, bez primjene

emolijentnog pripravka; b) koza iritirana natrijevim laurilsulfatom, primjena emolijentnog

pripravka; c) kontrolna iritacija, bez primjene emolijentnog pripravka; d) kontrolna iritacija,

primjena emolijentnog pripravka. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosti i standardna

devijacija.

*p <0,05, razlika izmedu bazalnih vrijednosti izmedu anatomskih lokacija (Mann-Whitney U

test)

# < 0,05, razlika u odnosu na bazalnu vrijednost (Friedman test, Dunn post-hoc test)
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Slika 8. Razlike vrijednosti vlaznosti koze nakon normalizacije. ). a) koza iritirana natrijevim
laurilsulfatom, bez primjene emolijentnog pripravka; b) koza iritirana natrijevim
laurilsulfatom, primjena emolijentnog pripravka; c) kontrolna iritacija, bez primjene
emolijentnog pripravka; d) kontrolna iritacija, primjena emolijentnog pripravka. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost razlika u svakoj vremenskoj tocki i bazalne vrijednosti i

standardna devijacija.

* p < 0,05, razlike izmedu anatomskih lokacija (dvosmjerna analizu varijance za ponovljena

mjerenja, Sidak post-hoc test)
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4.1.4. Eritem

Izmjerene bazalne vrijednosti eritema koze su bile nize na podlakticama te je iz tog
razloga izvedena normalizacija oduzimanjem bazalnih vrijednosti od izmjerenih vrijednosti u

ostalim to¢kama mjerenja (Slika 9).

Slika 10 prikazuje vrijednosti eritema nakon normalizacije. Koza podlaktica je imala
nize vrijednosti eritema u usporedbi s gornjim dijelom leda odmah nakon uklanjanja iritansa,
(92,1£58,2 vs 186,5+88,4 AU), nakon prvog (102,7£58,9 vs 240,3+101,7 AU) i treceg dana
oporavka (85,5+58,8 AU vs 161,3199,0 AU) (Slika 9a). Vrijednosti eritema su nakon primjene
emolijentne terapije bile usporedive s vrijednostima bez primjene terapije (Slika 10b).
Emolijentna terapija nije dovela do poboljSanja ni na iritiranoj ni neoste¢enoj kozi, u usporedbi
s mjestima bez terapije (Slika 10b i 10d). Kontrolna iritacija vodom je ponovno dovela do
promjene mjerenog parametra te je doslo do promjene vrijednosti eritema koZe na dan mjerenja
ucinka iritacije (Slika 9c 1 9d). Promjena vrijednosti eritema se nije razlikovala izmedu dvije

anatomske lokacije (Slika 10c i 10d).
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Slika 9. Vrijednosti eritema koZe. a) koZa iritirana natrijevim laurilsulfatom, bez primjene
emolijentnog pripravka; b) koZza iritirana natrijevim laurilsulfatom, primjena emolijentnog
pripravka; c¢) kontrolna iritacija, bez primjene emolijentnog pripravka; d) kontrolna iritacija,
primjena emolijentnog pripravka. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosti i standardna
devijacija.

*p <0,05, razlika izmedu bazalnih vrijednosti izmedu anatomskih lokacija (Mann-Whitney U

test)

# < 0,05, razlika u odnosu na bazalnu vrijednost (Friedman test, Dunn post-hoc test)
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Slika 10. Razlike vrijednosti eritema koZe nakon normalizacije. ). a) koza iritirana natrijevim
laurilsulfatom, bez primjene emolijentnog pripravka; b) koza iritirana natrijevim
laurilsulfatom, primjena emolijentnog pripravka; c) kontrolna iritacija, bez primjene
emolijentnog pripravka; d) kontrolna iritacija, primjena emolijentnog pripravka. Rezultati su

prikazani kao srednja vrijednost razlika u svakoj vremenskoj tocki i bazalne vrijednosti i

standardna devijacija.

*p < 0,05, razlike izmedu anatomskih lokacija (dvosmjerna analizu varijance za ponovljena

mjerenja, Sidak post-hoc test)
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4.1.5. Stopa oporavka kozZe

Slika 11 ilustrira stope oporavka koze definirane kao povrSine iznad TEWL krivulje u
periodu oporavka koze nakon nokse. Stope oporavka koze su bile statisticki znac¢ajno nize na
podlakticama, u usporedbi s ledima (Slika 12). Emolijentni pripravak nije doveo do poboljsanja

stope oporavka, u odnosu na podrucja bez terapije, ni na jednoj anatomskoj lokaciji (Slika 12).

10

150+ 150+

10

Slika 11. Vrijednosti transepidermalnog gubitka vode (TEWL) u odnosu na vrijeme (dani) s
prikazom povrsina iznad krivulje (AUC) kao povrSine izmedu iscrtanih linija i TEWL krivulje.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosti 1 standardna devijacija. a) podlaktica, bez
primjene emolijentnog pripravka, b) gornji dio leda, bez primjene emolijentnog pripravka, c)
podlaktica, primjena emolijentnog pripravka, d) gornji dio leda, primjena emolijentnog

pripravka
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Slika 12. Stope oporavka koze i derivirani parametri. Rezultati prikazani kao medijan i
interkvartilni raspon. a) AUC; b) AUC / TEWLiiucja #; ¢) AUC / (TEWLo. qan
oporavka/ TEWLbazalno)

*p < 0,05, razlika izmedu stopa oporavka koze (Mann-Whitney U test)
# podatci pomnozeni sa 100 s ciljem omogucavanja prikaza na istom grafikonu
4.1.6. Klinicka procjena

Vrijednosti klinicki procijenjenog eritema nakon iritacije su bile nize na podlakticama
u usporedbi s gornjim dijelom leda (P<0,05, Tablica 3). Ta razlika je bila statisticki znacajna
na dan uklanjanja iritansa te prvi i tre¢i dan oporavka koze na mjestima bez primjene
emolijentnog pripravka (Tablica 3). Vrijednosti eritema su bile u skladu s instrumentalno
dobivenim vrijednostima (Slika 10). Vrijednosti s 1 bez primjene terapije se medusobno ne

razlikuju.

Hrapavost koZe je bila manje izraZzena na podlakticama na prvi i tre¢i dan oporavka
(P<0,05, Tablica 3). Primjena emolijentnog pripravka nije znacajno utjecala na rezultate

procjene hrapavosti.

Podlaktice su pokazale manje izraZzeno ljuStenje koZe u odnosu na leda, na mjestima

bez terapije (P<0,05, Tablica 3). Razlika u toj mjeri ishoda je bila zna€ajna samo na deveti dan
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oporavka, na testnim mjestima bez primjene terapije. Razlika izmedu anatomskih lokacija je
takoder postojala na mjestima na kojima se primjenjivao emolijentni pripravak, ali ta razlika je

bila samo znac¢ajna na dan uklanjanja iritansa, prije primjene same terapije (Tablica 3).

Edem je bio prisutan na svim iritiranim mjestima na obje anatomske lokacije, ali samo
na dan uklanjanja iritansa. Nije postojala statisticki znacajna razlika u tezini edema izmedu

testnih mjesta (Tablica 3).
Ni jedan ispitanik nije razvio ragade.

Znakovi eritema, hrapavosti koze, ljustenja koZe, edema 1 ragada nisu bili prisutni na

kontrolnim mjestima ni na jednom ispitaniku tijekom cijelog trajanja pokusa.
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Iritacija 1. dan oporavka 3. dan oporavka 9. dan oporavka
Klini¢ka procjena

Podlaktice Leda Podlaktice Leda Podlaktice Leda Podlaktice Leda

Bez.. 1,0+0,0* 2,0+0,0  1,0+0,5*  2,0+0,0 1,0£0,5*  1,0+1,0 0,0+0,5 0,5+0,5
Eritem terapije
Terapija 1,0+0,0* 2,0+0,0  1,0+0,5*  2,0+0,0 0,5+0,5*  1,0+1,0 0,0+0,5 0,5+1,0
Bez
Hrapavost  terapie 0,5+1,0  0,5+1,0  0,5+0,5%  1,0£0,5  0,020,5% 1,0£0,5 0,0£0,75  0,5£1,0
koze Terapija [| 0,5£0,75  0,5£1,0  0,5%0,5* 0,5%0,75 0,0£0,5*  1,020,5  0,020,5 0,010
Bez
Ljustenje terapije 0,0£0,0  0,00,0  0,0+0,0  0,0+0,0  0,0+£0,0  0,0£0,0  0,0£0,0+  0,0£1,0
koze Terapija || 0,0+0,25*  0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+1,0
Bez“ 0,0+£0,0 0,0£0,75 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Edem terapyje

Terapija 0,0+1,0 0,020,75 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,020,0 0,020,0 0,020,0

Tablica 3. Klinicka procjena iritacije na istrazivanim anatomskim lokacijama. Rezultati prikazani kao medijan i interkvartilni raspon.

* P<0,05, razlika izmedu anatomskih lokacija, Kruskal-Wallis test, Dunn post-hoc test.



4.1.7. Korelacija bazalnih vrijednosti s odgovorom koZe

Bazalne TEWL vrijednosti nisu pokazale korelaciju s TEW,

vrijednostima,

vrijednostima vlaznosti koZe ni eritema izmjerenim nakon izazivanja iritacije ni na jednoj od

dvije anatomske lokacije (Tablica 4).

Medutim, bazalna vrijednost vlaznosti koze je pokazala korelaciju s izmjerenom

vrijednosScu eritema na podlakticama te s vrijednosti vlaZznosti koZe nakon iritacije na gornjem

dijelu leda (Tablica 4).

Pearsonov koeficijent r

TEWL Vlaznost Eritem

Bazalni TEWL Podlaktice 0,189 0,051 0,272
Leda -0,121 0,225 0,197

Bazalna vlaznost Podlaktice 0,212 -0,006 0,491%*
koze Leda 0,093 0,534** -0,097

Tablica 4. Korelacija bazalnih TEWL vrijednosti 1 vrijednosti vlaznosti koze s odgovorom koze

na ostecenje u modelu iritacije koze SLS-om na dvije anatomske lokacije.

* p<0,05; #* p<0,01; *** p<0,001; *++* p<0,0001
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4.2. Rezultati klini¢kog pokusa 2
4.2.1. Ispitanici

Za potrebe klinickog pokusa 2 je regrutirano 28 ispitanika te su svi ukljuceni ispitanici

dovrsili istrazivanje. Demografski znacajke ukljucenih ispitanika su prikazane u Tablici 5.

Tablica 5. Demografske znacajke ispitanika ukljucenih u klini¢ki pokus 2

Demografski podatci
N 28
Spol 18 Zena (64,3%)
Raspon dobi 21,0 - 27,0 godina
Srednja vrijednost dobi (SD) 23,6 (1,4) godina
Medijan dobi (interkvartilni raspon) 23,5 (23,0 - 24,0) godina

4.2.2. Transepidermalni gubitak vode

Tape-stripping i iritacija inducirana SLS-om su znacajno povisili vrijednosti TEWL-a
u odnosu na neostec¢ena, kontrolna mjesta, Sto ukazuje na oStecenje kozne barijere (Slika 13).
Nakon UV zracenja TEWL vrijednost se nije razlikovala od kontrolnih vrijednosti ni u jednoj
vremenskoj tocCki tijekom trajanja pokusa. Oporavak koZe, definiran povratkom TEWL
vrijednosti na razinu kontrolnih, je ostvaren devet dana nakon SLS inducirane iritacije odnosno
Sest dana nakon rape-stripping-a. Tape-stripping je izazvao vece oSte¢enje kozne barijere, ali
su TEWL vrijednosti brzo padale te su bile znacajno nize u odnosu na TEWL vrijednosti nakon

SLS iritacije prvog, drugog i treceg dana oporavka.
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Slika 13. Usporedba vrijednosti transepidermalnog gubitka vode (TEWL) izmedu kontrole i tri
modela oStecenja koze. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosti i standardna devijacija i

analizirani dvosmjernom analizom varijance za ponovljena mjerenja i Sidak post-hoc testom.

* P<0,05 u usporedbi s kontrolom
# P<0,05, SLS u usporedbi s tape-stripping-om

4.2.3. Vlaznost koze

Na dan procjene induciranog oSte¢enja koze, SLS i UV zrafenje nisu znacajno
promijenili vrijednosti vlaznosti koZe u usporedbi s kontrolom, dok je tape-stripping povisio
vlaznost (Slika 14). Vrijednosti su ostale poviSene prvi, drugi i tre¢i dan oporavka. Medutim,
prvi dan oporavka nakon iritacije SLS-om je doSlo do poviSenja, a zatim na treci, Sesti i deveti
dan oporavka do naglog snizenja vrijednosti vlaZnosti koZe. Mjesta izloZzena UV zrafenju

ponovno nisu pokazala promjenu vrijednosti mjerenog parametra tijekom pokusa.
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Slika 14. Usporedba vrijednosti vlaznosti izmedu kontrole i tri modela oSte¢enja koze.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosti i standardna devijacija i analizirani dvosmjernom

analizom varijance za ponovljena mjerenja i Sidak post-hoc testom.
* P<0,05 u usporedbi s kontrolom

# P<0,05, SLS u usporedbi s tape-stripping-om

4.2.4. Eritem

Vrijednosti eritema su bile znacajno poviSene u sva tri ispitivana modela (Slika 15).
Vrijednosti odmah nakon oStecenja se nisu razlikovali izmedu tri modela. Medutim, vrijednost
eritema se u SLS modelu dalje povisila prvi dan oporavka, u odnosu na mjerenje odmah nakon
nokse, dok se u preostala dva modela smanjivala. Nadalje, SLS je izazvao snazniji eritem u
odnosu na fape-stripping u svim preostalim vremenskim tockama, te snazniji eritem u
usporedbi s UV zraenjem na prvi, drugi, treci i Sesti dan oporavka. U usporedbi s kontrolom,
SLS 1 UV zrafenje su imali znac¢ajno viSe izmjerene vrijednosti u svim tockama mjerenja
tijekom pokusa dok se vrijednost eritema nakon tape-stripping-a nije razlikovala od kontrolne

na posljednji, deveti dan mjerenja.
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Slika 15. Usporedba vrijednosti eritema izmedu kontrole i tri modela oSte¢enja koze. Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednosti i standardna devijacija i analizirani dvosmjernom analizom

varijance za ponovljena mjerenja i Sidak post-hoc testom.
* P<0,05 u usporedbi s kontrolom

# P<0,05, SLS u usporedbi s tape-stripping-om

1 P<0,05, SLS u usporedbi s UV

T P<0,05, tape-stripping u usporedbi s UV

4.2.5. Melanin

Ostecenje koze inducirano SLS-om i tape-stripping-om je dovelo do smanjenja
izmjerene vrijednosti melanina, sa statisticki znacajnom razlikom u odnosu na vrijednosti
kontrole na dan evaluacije oSte¢enja te prvi i drugi dan oporavka (Slika 16). Na dan tre¢i dan
oporavka je dosSlo do izjednac¢avanja vrijednosti melanina kod ta dva modela s kontrolnim
vrijednostima. Medutim, izmjerena vrijednost melanina u koZi nakon SLS-om inducirane
iritacije je dalje nastavila rasti i bila ja znacajno visa u odnosu na kontrolu u ostalim tockama

pokusa. Izmjerene vrijednosti melanina u koZi su takoder bile poviSene na mjestima izlozenim
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UV zracenju Sesti i deveti dan oporavka. U usporedbi s kozom nakon tape-stripping-a, koza
nakon izlaganja SLS-u je imala snazniji pad razine melanina u prvom danu oporavka, ali je
SLS izazvao i snaznije povisenje mjerenog melanina na Sesti i deveti dan oporavka, iako razlika

Sesti 1 deveti dan nije bila statisticki znacajna.
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Slika 16. Usporedba vrijednosti melanina izmedu kontrole i tri modela oSte¢enja koze.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosti i standardna devijacija i analizirani dvosmjernom

analizom varijance za ponovljena mjerenja i Sidak post-hoc testom.
* P<0,05 u usporedbi s kontrolom

# P<0,05, SLS u usporedbi s tape-stripping-om

1 P<0,05, SLS u usporedbi s UV

T P<0,05, tape-stripping u usporedbi s UV

4.2.6. Stopa oporavka kozZe

Slika 17 prikazuje razlike u stopama oporavka koze izmedu modela oStec¢enja koze.
KozZa oSte¢ena tape-stripping-om je pokazala brzi oporavak u odnosu na kozu iritiranu SLS-

om (AUC: 245,9+157,2 vs 101,1£113,9, p<0,05, rezultati prikazani kao medijan i interkvartilni
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raspon). Rezultati dobivena preko deriviranog parametra su u suglasnosti s prethodnim
rezultatima (AUC / TEWLoksa: 5,320,9 vs 3,6£1,5, p<0,01, rezultati prikazani kao medijan i

interkvartilni raspon).
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Slika 17. Stope oporavka koze i derivirani parametri. Rezultati prikazani kao medijan i

interkvartilni raspon i analizirani Mann-Whitney U testom.
a) AUC

b) AUC / TEWLoksa # podatci pomnozeni sa 100 s ciljem omogucavanja prikaza na istom

grafikonu

* P<0,05 u usporedbi s kontrolom

# P<0,05, SLS u usporedbi s tape-stripping-om
I P<0,05, SLS u usporedbi s UV

T P<0,05, tape-stripping u usporedbi s UV
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4.2.7. Korelacija bazalnih vrijednosti s odgovorom koZe u modelima oStecenja koZe

Bazalne TEWL vrijednosti nisu bile u korelaciji s odgovorom koze ni u jednom
mjerenom parametru u modelu oste¢enja koze SLS-om, dok je kod tape-stripping modela

pokazana korelacija samo s TEWL vrijednos¢u (Tablica 6).

Bazalna vrijednosti vlaznosti koze su korelirale s vrijednostima vlaznosti, eritem i
melanina nakon SLS-om induciranog oste¢enja koze kao i TEWL vrijednostima, vlaznosti i
eritemom nakon fape-stripping-a (Tablica 6).

Pearsonov koeficijent r

TEWL Vlaznost Eritem Melanin
L 1 - -
Bazalni TEWL S 'Sn'lode 0,271 0,019 0,183 0,293
Tape-stripping model | 0,503 ** 0,318 -0,081 0,027
Bazalna vlaznost SLS model 0,028 0,619 #*** -0,385%*% | -0,523 **
koze Tape-stripping model | 0,447 * 0,695 **** | -(0,395 * -0,370

Tablica 6. Korelacija bazalnih TEWL vrijednosti 1 vrijednosti vlaznosti koze s odgovorom koze
na oStecenje u modelu oStecenja koze SLS-om i tape-stripping-om.

* p<0,05; #* p<0,01; *** p<0,001; **+* p<0,0001

4.2.8. Uc¢inci topikalne terapije pripravkom s uljem gospine trave (Hypericum perforatum)

Nije pronadena statisti¢ki znaCajna razlika izmedu aktivnog pripravka s uljem gospine
trave (Hypericum perforatum) i placeba ni u jednom mjerenom parametru ni u jednom
koristenom modelu oSte¢enja koze. Takoder, topikalna terapija nije poboljSala parametre

neostecene kontrolne koze. Podatci su prikazani u Tablicama 7, 8, 91 10.
4.2.9. Potpuni pregled podataka za sve modele oStecenja koZe i kontrolu

Potpuni pregled podataka za sve modele oSte¢enja koze i kontrolu, po svim mjerenim

parametrima, je dan u tablicama 7, 8, 91 10.
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1. dan 2. dan 3. dan 6. dan 9. dan
Bazalno Noksa
oporavka oporavka oporavka oporavka oporavka
Placeb Srednja vrijednost] 12,8 13,0 12,0 12,5 12,2 12,5 11,2
; : acebo
Tranlsj‘?fllfeméalm SD 3.8 2,6 3,5 4,1 3,5 3.4 25
ubitak vode
g(g m? 1) Hypericum Srednja vrijednost| 14,4 13,7 12,2 12,6 12,6 12,9 11,2
perforatum SD 3,9 2,5 2,9 2,6 2,9 2,6 2,6
Placeb Srednja vrijednost, 30,6 30,8 34,2 34,3 36,4 35,9 36,4
acebo
Vlaznost koze (AU) SD 8,3 7,0 6,5 6,6 8,2 8,3 8,0
aznost koze
Hypericum Srednja vrijednost, 29,6 31,1 34,8 34,2 35,9 37,5 36,9
perforatum SD 8,9 8,0 8,9 6,9 7,7 9,0 7,8
Placeb Srednja vrijednost| 214,3 215,9 219,8 214,9 210,5 200,8 211,8
acebo
Eritem (AU) SD 425 46,6 50,4 47,3 39,7 47,6 45,1
ritem
Hypericum Srednja vrijednost| 213,4 220,1 217,9 215,1 216,9 203,9 203,3
perforatum SD 447 50,1 58,2 449 47,6 51,1 46,2
Placeh Srednja vrijednost| 116,3 113,5 111,5 112,2 112,5 108,7 106,9
acebo
Melanin (AU) SD 34,0 34,3 32,9 34,0 31,3 31,4 30,2
elanin
Hypericum Srednja vrijednost| 117.3 114,4 114,1 110,6 111,4 113,8 110,5
perforatum SD 35,1 35,3 33,0 32.4 31,6 34,3 34,7

Tablica 7. Kontrola



1.dan  2.dan 3.dan 6.dan  9.dan
Bazalno Noksa
oporavka oporavka oporavka oporavka oporavka

Placeb Srednja vrijednost | 13,2 39,5 42.6 31,3 24,7 17,8 13,2
; ; acebo
Transepidermalni SD 35 170 17,1 8,4 7.1 33 2,0
gubitak vode L
(g m? bl Hypericum Srednja vrijednost | 14,1 40,9 39,7 30,2 23,0 17,0 13,8
perforatum SD 3,1 17,1 13,2 8,9 4,7 4,2 3,6
Srednja vrijednost | 28,8 31,7 45,7 33,0 24.9 20,7 26,7
Placebo
Vlaznost koZze SD 7,2 14,2 9,8 12,7 10,2 10,0 10,0
(AU) Hypericum Srednja vrijednost | 29,3 31,3 43,2 31,4 26,9 22.8 28,3
perforatum SD 6,3 11,1 9,9 10,9 9.5 10,1 9,0
Placeb Srednja vrijednost | 214,6 293,1 315,6 300,8 289.,6 270,4 258,6
acebo
) SD 41,2 54,0 60,8 60,2 52,9 59,3 52,3
Eritem (AU) L
Hypericum Srednja vrijednost | 221,3 282,6 314.,9 297,0 283,6 258,2 253,2
perforatum SD 49,4 52,9 63,5 62,1 50,9 55,9 54,2
Placeb Srednja vrijednost | 119,8 83,0 71,6 95,9 107,7 127,0 1242
acebo
) SD 32,9 35,8 30,6 31,2 31,0 37,9 35,9
Melanin (AU) ) ..
Hypericum Srednja vrijednost | 117,4 79,7 69,8 93,8 103,7 129,5 119,2
perforatum SD 30,0 34,5 30,2 29.6 30,9 43,9 30,6

Tablica 8. Model kemijskog modela oStec¢enja koze - iritativni dermatitis izazvan natrij laurilsulfatom
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1. dan 2. dan 3. dan 6. dan 9. dan
Bazalno Noksa
oporavka oporavka oporavka oporavka oporavka
' _ Placebo Srednja vrijednost, 13,1 50,0 30,4 24.0 19,9 15,7 13,9
Transepidermalni SD 2.6 14,5 12.8 7.8 6.9 3.9 2.8
gubitak vode L
(g m? h) Hypericum Srednja vrijednost| 13,1 48,9 29,8 23,6 20,9 16,1 13,1
perforatum SD 2,8 10,4 8,1 6,1 5,9 3,7 3,7
Srednja vrijednost| 30,0 48.8 47,6 40,8 37,4 32,6 34,3
Placebo SD 6,1 10,6 10,3 8,5 11,0 10,4 12,7
Vlaznost koze (AU) o ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
Hypericum Srednja vrijednost 30,3 47,0 47,1 443 40,7 34.8 34,6
perforatum SD 6,6 8,6 11,7 10,4 10,0 8,3 10,8
Placebo Srednja vrijednost| 219,8 284.5 257.3 245.0 2431 231,9 231,2
SD
Eritem (AU) P 49,5 77,8 56,9 54.8 44,5 45,5 53,8
Hypericum Srednja vrijednostl 2314 280,8 256,2 2554 2453 2254 228,7
perforatum SD 51,9 65,7 61,5 55,3 51,4 57.4 55,6
Srednja vrijednost| 112,2 78,0 82,2 1014 108.5 117.5 112,9
Placebo SD 30.0 27.8 24.8 26.0 25.6 30.5 31.6
Melanin (AU) s ’ ’ ) ) ) ) ,
Hypericum Srednja vrijednostl 116,0 79.5 80,5 96,6 103,0 110,6 108.,3
perforatum SD 299 27.4 2473 279 27.6 30,0 29.2

Tablica 9. Model mehanicke iritacije tape-stripping metodom
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1. dan 2. dan 3. dan 6. dan 9. dan
Bazalno Noksa
oporavka oporavka oporavka oporavka oporavka
Placeb Srednja vrijednost 13,2 13,2 11,6 12,1 11,9 11,8 10,4
; : acebo
Transepidermalni SD 3.8 2.8 33 31 32 25 2,6
gubitak vode L
(g m? bl Hypericum Srednja vrijednost 14,5 13,8 12,0 12,4 12,7 12,8 11,9
perforatum SD 4,2 3,5 2,9 3,5 3,7 4,5 4,2
Srednja vrijednost 33,1 31,3 34,5 34,1 34,6 34,5 33,9
Placebo
5 5 SD 14,0 7,3 8,8 6,1 8,0 8,5 8,1
Vlaznost koze (AU) .
Hypericum Srednja vrijednost 28,7 31,3 34,3 33,5 35,1 35,2 354
perforatum SD 7.4 6,8 7,7 6,3 8,3 7.8 7,3
Placeb Srednja vrijednost | 214,2 290,9 2749 273,9 258.5 246,3 239.4
acebo
] SD 49,2 91,6 82,7 83,2 76,7 73,2 61,6
Eritem (AU) L
Hypericum Srednja vrijednost | 211,7 279,0 274,0 274,0 257,77 238,8 238,3
perforatum SD 46,9 93,0 85,5 85,6 78,8 76,0 68,9
Placeb Srednja vrijednost | 120,4 106,2 107,6 116,2 119,0 1241 119,5
acebo
) SD 37,1 46,1 42,9 37,7 41,9 42.3 36,8
Melanin (AU) ) ..
Hypericum Srednja vrijednost 117,8 107,1 105,5 111,9 113,2 118,8 116,1
perforatum SD 38,6 41,6 41,1 43,3 36,3 33,3 33,2

Tablica 10. Model fizikalnog oSte¢enja koZe ultraljubiastim zracenjem
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5. RASPRAVA
5.1. Klini¢ki pokus 1

Cilj klinickog pokusa 1 je bilo odrediti postojanje razlike u reakciji koze na iritaciju
uzrokovanu SLS-om, na dvije anatomske lokacije, podlaktice i gornji dio leda. Koza gornjeg
dijela leda je imala viSe izmjerene TEWL vrijednosti nakon iritacije, u usporedbi s
podlakticama, §to je pokazatelj snaznijeg oStecenja kozne barijere. Nadalje, koZa gornjeg dijela
leda je pokazala snazniji upalni odgovor s viSim vrijednostima eritema. Iritacija je takoder
dovela do vece suhoc¢e koZe na ledima. Rezultati klini¢ke procjene koZe su u ovom pokusu bili
konzistentni s rezultatima neinvazivnih mjerenja parametara koze. Druga istrazivanja takoder
daju naslutiti postojanje razlike u odgovoru koze na iritaciju izmedu razli¢itih anatomskih
lokacija. U istraZzivanju Cua 1 sur. (69), iritacija SLS-om koZe gornjeg dijela leda je imala za
posljedicu viSe TEWL vrijednosti 1 vrijednosti vlaznosti u odnosu na podlaktice, dok je
istrazivanje Lavrijsen 1 sur. (70) pokazalo viSe TEWL vrijednosti i eritem koZe leda, ali bez
statistiCke znaCajnosti, vjerojatno zbog malog uzorka ispitanika (n = 9). U ovom pokusu, bez
obzira na snazniji odgovor leda, nije postojala razlika izmedu izmjerenih TEWL vrijednosti
izmedu leda 1 podlaktica na posljednji dan mjerenja. To ukazuje na brzi oporavka koze leda Sto
potvrduje izraCun stope oporavka koze (AUC) (68). Osim izracuna stope oporavka, izracunata
su i dva derivirana parametra, s ciljem potvrde da nastala razlika u izraCunatim stopama nije
posljedica toga $to su leda u startu imala viSe TEWL vrijednosti, ve¢ brzeg oporavka kozne
barijere. Razlika je postojala i bila statisti¢ki znacajna nakon obje standardizacije $to potvrduje

validnost zakljucaka o razlikama u oporavku koze izmedu anatomskih lokacija.

Neinvazivna mjerenja parametara su pokazala razliku izmedu vrijednosti odmah nakon
iritacije 1 bazalnih vrijednosti u svim mjerenim parametrima, na kontrolnim mjestima gdje je
umjesto otopine SLS-a primijenjena deionizirana voda. Promjena mjerenih parametara je bila
prolazna, pojavljujuéi se samo na dan procjene iritacije i minimalna u usporedbi s
vrijednostima iritacije inducirane SLS-om. Navedene primjene nisu bile okom vidljive te
klinicka procjena nije pokazala postojanje promjena na koZi. Vjerojatni uzrok je bila okluzija
koze Finnovom komorom. Vrijednosti mjerenja su se idu¢i dan vratile na bazalne vrijednosti

te su ostale jednake bazalnim do kraja pokusa.

Neinvazivna mjerenja parametara su takoder pokazala razliku u bazalnim vrijednostima

vlaznosti i eritema izmedu koze na dvije anatomske lokacije. Vrijednosti oba parametra su bile
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nize na podlakticama, Sto se slaze s prethodno objavljenim podatcima (65, 66, 69, 76, 77).
Pronadene su i razlike u bazalnim vrijednostima i drugih parametara koze (64). Emtestam i
Ollmar su izmjerili nize vrijednosti impedancije na kozi podlaktica u odnosu na leda (78). Jo$
jedno istrazivanje je pronaslo razliku u prokrvljenosti koze gdje je koza leda bila prokrvljenija
u odnosu na podlaktice (70). Nadalje, koza na ledima je deblja (66) iako je debljina i broj
slojeva stanica roznatog sloja izmedu leda i podlaktica medusobno usporediva (79-81).
Predlozen je odnos bazalne TEWL vrijednosti koze i njene reaktivnosti na iritaciju, pri cemu
se smatra da koZa s nizim bazalnim TEWL vrijednostima slabije reagira na iritanse (82). Kako
se bazalne TEWL vrijednosti izmjerene na podlakticama 1 ledima u ovom pokusu nisu
razlikovale, o¢ekivali bi kako ¢e odgovor koZe tih anatomskih lokacija na iritaciju biti sli¢an.
Medutim, rezultati ovog pokusa pokazuju kako je iritacija na ledima bila snaznija u odnosu na
iritaciju na podlakticama. Izracun korelacija bazalne TEWL vrijednosti s vrijednostima svih
mjerenih parametara nakon iritacije potvrduje nedostatnost bazalne TEWL vrijednosti kao

prediktora iritacije.

Kao uzrok razlika u reakciji koze na iritaciju i njen oporavak su predlozene morfoloske
razlike koze na razliCitim anatomskim lokacijama (68). PrimijeCene su razlike u sastavu
ceramida i prirodnog faktora vlazenja (NMF, engl. natural moisturizing factor) izmedu koze
na razli¢itim anatomskim lokacijama, Sto bi takoder moglo imati utjecaja na prikazane razlike
odgovora na iritaciju i razlika u oporavku (83). Jo$ jedno objasnjenje bi mogla biti razlika u
prodoru SLS-a kroz kozu jer je opseg oste¢enja u jednom prethodnom istrazivanju bio u
korelaciji sa stopom penetracije SLS kroz kozu (84). Razlika izmedu koZe na razliCitim
anatomskim lokacijama u brzini prodora tvari kroz kozu je prethodno utvrdena (85), poput
razlike u apsorpciji hidrokortizona (86). Rezultati jednog istrazivanja su pokazali da bazalne
razine citokina IL-8 i antagonista receptora za interleukin 1 (IL-1RA) mogu predvidjeti
oStec¢enja koze nakon akutnog izlaganja 1%-tnoj otopini SLS-a (87). Medutim, ne postoji ni
jedno istrazivanje koje bi potvrdilo postojanje razliCite bazalne razine citokina u kozi na

razli¢itim anatomskim lokacijama.

Na temelju svega iznesenog, svojstva koZe i podloZnost iritaciji bi mogli biti ovisni o
anatomskoj lokaciji koze. Takoder, prethodno opisani ¢cimbenici bi mogli dovesti i do razli¢itog
odgovora koZe na topikalnu terapiju, ovisno o anatomskoj lokaciji. Iritativni dermatitis se
smatra naj¢eS¢im uzrokom ekcema ruku, ali iritacija Cesto zahvaca i kozu leda i lica (2, 88). S

obzirom da vec¢ina istraZivanja ispituje u¢inkovitost terapije na podlakticama, dobiveni u¢inak
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nec¢e nuzno biti mogudée replicirati na drugim anatomskim lokacijama. Nadalje, to moze
onemoguciti izravnu usporedbu rezultata istrazivanja izmedu razlicitih studija koje se razlikuju
u izboru anatomske lokacije testiranja. Zbog tih razloga je potrebno to¢no i detaljno definirati

1 opisati testna mjesta (70).

Emolijentni pripravci su preporuceni u terapiji i prevenciji iritativnog dermatitisa prema
viSe objavljenih smjernica (13, 14, 89-91). Komercijalno dostupna emolijentna krema je
odabrana kao terapija u ovom pokusu na temelju njenih sastojaka. Odabrana formulacija je
sadrzavala ureu, aminokiseline 1 jednostavne Secere, sve sastojke NMF-a (92-94). Urea je
ucinkovit 1 siguran humektans (95). Lipidna komponenta kreme je bilo ulje badema.
Primijec¢eno je kako su pripravci koji sadrZze kombinaciju humektansa 1 lipida u¢inkovitiji od
formulacija koje sadrze iskljucivo jedan od navedenih sastojaka (96). Unato¢ tome, dostupni
dokazi za navedeni pripravak su relativno mali i ograniceni u usporedbi s drugim testiranim
emolijentnim pripravcima poput pripravka istrazivanog u studiji Akerstrom i sur. (97). U ovom
pokusu, usporedivani su ucinci terapije emolijentnom kremom na iritiranoj 1 intaktnoj kozi s
ekvivalentnim mjestima bez terapije. Testirana krema nije postigla koristan u¢inak ni u jednom
mjerenom parametru, u usporedbi s fizioloSkim oporavkom koze na neiritiranoj kozi. Moguci
razlog nedostatka uc¢inka moze biti dvanaest satni interval izmedu primjene kreme 1 mjerenja.
Ovaj interval je bio potreban za osiguranje validnosti mjerenja TEWL vrijednosti, ali dodatna
mjerenja vlaznosti koze su mozda mogla pokazati razliku izmedu mjesta s 1 bez terapije.
Takoder, akutni model iritacije izabran za ovaj pokus dovodi do nastanka snazne iritacije, te
emolijentni pripravak sam nije mogao popraviti mjere ishoda. Krema je testirana isklju¢ivo kao
terapija nakon iritacije. Pretretman zdrave, intaktne koZe emolijentnim pripravkom je pokazao
sposobnost smanjenja podloznosti koZe iritaciji nakon izlaganja SLS-u (98-100) te podloznosti
koze nastanku razli¢itih tipova dermatitisa (99, 101). Zbog toga bi takav pretretman mogao
utjecati na razliku odgovora na iritans i oporavak izmedu anatomskih lokacija. Potrebna su
dodatna istraZzivanja na razli¢itim modelima iritacije ili na pacijentima s iritativnim

dermatitisom s duljim vremenom prac¢enja za daljnje testiranje u¢inaka ove emolijentne kreme.
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5.1.1. Nedostatci i ograni¢enja klini¢kog pokusa 1

U klinicki pokus 1 su uklju¢eni samo mladi ispitanici bijele boje koze. Prethodno
provedena istrazivanja su pokazala da su mladi ljudi podlozniji iritaciji SLS-om dok su stariji
pokazivali slabije reakcije na taj iritans (69). Nadalje, tip koze i rasa takoder mogu utjecati na
reaktivnost koze (102). Navedeni ¢imbenici mogu ogranicavati generalizaciju pronalazaka ove

studije.

Jos jedan ¢imbenik koji je mogao utjecati na rezultate ovog pokusa je moguca alergijska
reakcija na sastojke ispitivane emolijentne kreme. Pripravak su koristili svi ispitanici na
kontrolnim mjestima bez iritacije, te ni jedan ispitanik nije razvio klinicke znakove alergije ili
iritacije, Sto je dalje potvrdeno neinvazivnim mjerenjima parametara koze. Mjereni parametri
na tim mjestima nisu se razlikovali od bazalnih vrijednosti tijekom cijelog trajanja pokusa. 1z

tih razloga se smatra da nisu mogli utjecati na rezultate istrazivanja.

Bazalne vrijednosti koZe 1 podloZnost iritaciji se mogu razlikovati izmedu razli¢itih
mjesta na istoj anatomskoj lokaciji (103). Utjecaj intraregionalne varijacije na rezultate je
smanjen koriStenjem dvostruke randomizacije. Mjesta na ledima gdje su postavljane komore s
iritansima su uvijek bili na suprotnim stranama leda, medusobno dovoljno udaljeni, s ciljem
izbjegavanja nastanka ,,angry back* sindroma (70). Ispitanici su samostalno primjenjivali
emolijentni pripravak, Sto moze predstavljati ograni¢enje i djelomi¢no objasniti nedostatak
ucinaka u ovom pokusu. Ispitanici su dobili upute kako primijeniti testirani pripravak koristeci
prilozeni dozirni oblik i demonstrirati njegovu primjenu, s ciljem smanjenja utjecaja tog

ograni¢enja, te donijeti prazni spremnik kao dokaz primjene.
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5.2. Klini¢ki pokus 2

Koza ispitanika je pokazala razli¢itu reakciju na oStec¢enja inducirana u tri ispitivana
modela, s razli¢itim utjecajem na mjerene parametre koze i oporavak. Povisenje TEWL
vrijednosti je primije¢eno u modelu iritativnog dermatitisa induciranog SLS-om i fape-
stripping modelu, dok UV model nije doveo do istog u¢inka na kozu. Tape-stripping metoda
je mehanicko uklanjanje gornjeg sloja koze (104), dok SLS ostecuje keratinocite, utjece na
sintezu lipida 1 denaturira proteine ¢ime remeti funkcije roznatog sloja koze (29, 34, 105). Na
taj na¢in dolazi do poremecaja funkcije kozne barijere $to potvrduju TEWL mjerenja. Izlaganje
UV zracenju dovodi do nastanka oksidativnog stresa i1 oksidacije stanicnih molekula,
ukljucujuci lipide staniéne membrane (106). Nadalje, inducira upalne i apoptotske signalne
puteve te remeti metabolicku aktivnost koze 1 proliferaciju epidermalnih stanica (106-108).
Medutim, ni jedan od navedenih u¢inaka UV zraenja izravno ne utje¢e na koznu barijeru
nakon akutne izloZenosti 1, posljedicno, njena funkcija i struktura nisu znacajno promijenjene
(44, 45). Kroni¢no izlaganje UV zracenju bi moglo dovesti do znacajnijeg oSte¢enja roZznatog
sloja kozZe koje bi imalo utjecaja na mjerene TEWL vrijednosti. Unato¢ tome, u studiji Lim 1
sur. je primije¢eno povisenje TEWL vrijednosti nakon akutne izlozenosti UV zrafenju koje
odgovara cijelom sunéevom UV spektru, ¢ak i u dozama niZim od 1 MED (49). Treba
napomenuti da je testiranje u toj studiji provedeno na kozi leda, a ne podlaktica, te se ne moze
izravno usporediti. Medutim, rezultati niza drugih studija ne pokazuju postojanje znacajnog
povisenja TEWL vrijednosti nakon akutnog izlaganja UV zracenju, pri ¢emu je dio istrazivanja
ponovno proveden na ledima, a jedno istrazivanje, Zhou i sur. na podlakticama (44, 45, 72). U
tape-stripping modelu, u periodu oporavka koze dolazi do ostrog pada TEWL vrijednosti, u
odnosu na model iritativnog dermatitisa, Sto ukazuje na brzi oporavak koze. Nasuprot tome,
kod modela iritativnog dermatitisa TEWL vrijednost je prvi dan oporavka dodatno porasla 1
ostvarila maksimalnu vrijednost. Uzrok takve promjene moze biti produljena imunoloska
reakcija na iritans ili snaZniji prodor SLS-a u niZe slojeve epidermisa i njegova produljena
prisutnost u kozi (109, 110). Razlika u stopi oporavka je potvrdena izraCunom AUC vrijednosti.
Kako su se izmjerene TEWL vrijednosti na dan procjene oStec¢enja kozZe razlikovale izmedu
modela, napravljena je standardizacija prema TEWL vrijednosti nakon noksi (111). Rezultati
analize podataka za stopu oporavka dobivenu izracunom AUC su se slagali s rezultatima

deriviranog parametra $to je potvrdilo validnost dobivenih rezultata.
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Izmjerene vrijednosti vlaznosti koze su bile poviSene u tape-stripping modelu odmah
nakon nokse, vjerojatno kao posljedica izloZenosti donjih slojeva epidermisa koji imaju
drugacija svojstva, poput vlaznosti, u odnosu na roznati sloj (68). U studiji Breternitz i sur. je
pronaden pad vlaznosti koze na podlakticama, §to je u suprotnosti s rezultatima ovog
istrazivanja (36), ali je u vise drugih studija pronadeno povisenje vlaznosti na podlakticama,
ali i na ledima (37, 68). PoviSenje mjerene vrijednosti nije ovisilo o na¢inu provodenja tape-
stripping postupka. Vrijednosti vlaznosti su se vratile na vrijednosti istovjetne kontrolnima na
tre¢i dan oporavka. U modelu iritativnog dermatitisa, vlaznost koZe je bila povisena na prvi
dan oporavka, moguce kao posljedica literaturno opisane eksudacije mjesta iritacije (111).
Poslije dolazi do smanjenja vlaZnosti koze iritiranith mjesta, ocekivanog ucinka SLS-om
inducirane iritacije (29, 111), koja je ostala smanjena u odnosu na kontrolne vrijednosti ¢ak 1
na posljednji dan mjerenja. Vrijednosti vlaZznosti nakon izlaganja UV zrafenju su ostale
nepromijenjene, te se nisu razlikovala od kontrolnih vrijednosti. Navedeni rezultati su u
suprotnosti s literaturno pronadenim rezultatima, gdje je primijecen pad vlaZnosti koZe nakon
akutnog izlaganja UV zraCenju, ukljucujuéi istrazivanje gdje je testiranje provedeno na

podlakticama (45, 49, 72).

Vrijednosti eritema koZe su o¢ekivano bile poviSena u svim ispitivanim modelima, bez
statistiCki znacajne razlike izmedu modela na dan procjene u¢inka noksi. Medutim, vrijednost
eritema u modelu iritativnog dermatitisa je dalje rasla prvi dan oporavka, poput TEWL
vrijednosti u istom modelu, te je bila znacCajno visa u usporedbi s vrijednostima u ostalim
modelima. Vrijednosti u tape-stripping modelu karakterizira brzi pad izmjerenih vrijednosti i
povratak vrijednosti na kontrolne posljednji dan istrazivanja, Sto je takoder konzistentno s
promjenama TEWL vrijednostima u tom modelu. Rezultati prethodnih istrazivanja su
medusobno proturjecni. U istraZivanju Breterniz i sur. nije doSlo do promjene eritema nakon
nokse na podlakticama, dok su preostala dva pronadena istrazivanja u skladu s rezultatima ovog
istrazivanja (36, 37, 68). Izmjerene vrijednosti eritema na posljednji dan mjerenja u modelima
iritativnog dermatitisa 1 UV modelu su bile znacajno vise od kontrolnih, Sto ukazuje da

oporavak koze u tim modelima nije bio potpun.

Na dan procjene ucinka nokse u fape-stripping modelu i modelu iritacije SLS-om je
doslo do smanjenja izmjerene vrijednosti melanina dok se vrijednost nakon UV zracenja nije
razlikovala od kontrolne. Kasnije, razine melanina su se postupno povecavale u svim

modelima. Vrijednost u fape-stripping modelu se na posljednji dan mjerenja vratila na
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vrijednost kontrole dok su vrijednosti u preostala dva modela porasle znacajno iznad
kontrolnih. UV zrafenje povisuje razine melanina nekoliko sati nakon akutnog izlaganja, kao
posljedica preraspodjele i oksidacije melanina, medutim taj u¢inak nije primije¢en u ovom
istrazivanju (112). Primije¢eno je odgodeno tamnjenje koje je vidljivo kao povisenje melanina
Sesti i deveti dan oporavka (112). Osteéenja koze u preostala dva modela su takoder dovela do
poviSenja razine melanina. Prethodna istrazivanja su pokazala kako upalni procesi u kozi mogu
potaknuti sintezu i preraspodjelu melanina u kozi (113). Tape-stripping i SLS mogu izazvati
oStecenje koze Cija posljedi¢no nastala upala bi mogla biti dovoljno snazna da dovede do ovog

uéinka.

Izracun korelacije bazalnih vrijednosti parametara koZe 1 parametara nakon noksi je
napravljen za tape-stripping model 1 model iritativnog dermatitisa, kod kojih je doSlo do
promjene gotovo svih prac¢enih parametara, za razliku od UV modela. Takoder, u UV modelu
nije doSlo do oste¢enja kozne barijere. Svrha analize korelacije je bilo odredivanje postojanja
povezanosti bazalne vrijednosti parametara koze s nastalim oSte¢enjima koze. Bazalne
vrijednosti dva parametra su odabrana: TEWL 1 vlaznost koZze, iz razloga §to ih dosadasnja
literatura prepoznaje kao prediktore oste¢enja koze (114, 115). Bazalna TEWL vrijednost se
posebno isti¢e kao prediktor iritacije inducirane surfaktantima kao Sto je SLS. Medutim, ovo
istrazivanje nije pronaslo korelaciju bazalne TEWL vrijednosti ni s jednim parametrom nakon
iritacije u modelu iritativnog dermatitisa. Prikazani rezultati su u suprotnosti s ustaljenim
miSljenjem u objavljenoj literaturi (82, 105, 116), ali, uz ovo istraZivanje, postoji jos
istrazivanja koja su u suprotnosti s navedenom tezom (111, 117). Nasuprot tome, bazalni
TEWL je pokazao korelaciju s oSte¢enjem koze u tape-stripping modelu, iako samo u jednom
parametru: TEWL vrijednosti nakon nokse. Medutim, takva korelacija je oekivana s obzirom
da je trostruko pove¢anje TEWL vrijednosti u odnosu na bazalnu bila zadana ciljna vrijednost
prema metodologiji same nokse. Fujimura i sur. (114) su predlozili drugi parametar, vlaznost
koze, mjerenu koriste¢i Corneometer, kao prikladniji pokazatelj i prediktor iritacije inducirane
SLS-om. Ovo istrazivanje se slaze s njithovim zaklju¢cima, jer je bazalna vrijednost vlaznosti
bila u korelaciji s vlaZnosti, eritemom i vrijednosti melanina nakon nokse u modelu iritativnog
dermatitisa. Takoder, korelacija s bazalnom vrijednosti vlaznosti koZe je pronadena u fape-
stripping modelu. Zbog toga bi se bazalna vrijednost vlaZznosti koze mogla koristiti kao
prediktor oSte¢enja koZe 1 u fape-stripping modelu, uz primjenu u modelu iritativnog

pokazao korelaciju s viSe parametara i u oba modela.
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Terapija topikalnim pripravkom gospine trave nije utjecala na parametre koze ni u
jednom modelu ni na neoste¢enoj kozi. Izravna usporedba s placebom nije pokazala postajanje
razlike ni u jednom mjerenom parametru ni modelu. Terapija nije izazvala iritaciju ni alergijsku
reakciju kod ispitanika. Zbog izostanka ocekivanih uc¢inaka terapije (118-121), napravljena je
post-festum analiza upotrijebljenog ulja gospine trave. Sadrzaj hipericina, hiperforina i
amentoflavona je odreden koriste¢i HPLC metodu opisanu u Bozin i sur. (122). Analiza je
pokazala kako koriSteno komercijalno ulje nije sadrzavalo ni jedan od prethodno navedenih
sastojaka. Nedostatak ucinaka topikalne terapije se moze pripisati nedostatku aktivnih
sastojaka u testiranom ulju. Hiperforin se smatra aktivnom tvari ulja gospine trave odgovornom
za njegove ucinke na cijeljenje rana 1 ostecenja koze (120, 123-125), iako jedno istrazivanje
pokazuje kako bi hipericin i flavonoidi gospine trave, ali i ostalih biljnih vrsta iz porodice

Hypericum, takoder mogli biti aktivni sastojci (126).
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5.2.1. Nedostatci i ograni¢enja klinickog pokusa 2

U klinickom pokusu 2, oStec¢enja koze su inducirana na podlakticama mladih, zdravih
ispitanika bijele rase. Navedeno predstavlja moguce ograni¢enje ovog istrazivanja iz razloga
Sto parametri koZe, njena reakcija na osteéenja te brzina oporavka mogu ovisiti o anatomskoj

lokaciji gdje su vrsena ispitivanja te dobi i boji koze ispitanika (68, 111, 127, 128).

Kao i u prvom klinickom pokusu, provedena je dvostruka randomizacija s ciljem

ograni¢avanja ucinka intraregionalne varijacije parametara koZze.

Takoder, ispitanici su sami primjenjivali topikalnu terapiju. Sve prve primjene
pripravaka na dane mjerenja su provodene uz nadzor, s ciljem smanjenja utjecaja ovog
ograni¢enja. Nadalje, provedene su i druge mjere s ciljem osiguranja adherencije ispitanika 1
smanjenja mogucnosti nastanka pogreske prilikom primjene terapije, Sto je detaljno opisano u

metodama.

Jo$ jedno ogranienje predstavlja nedostatak aktivnih tvari u ispitivanom pripravku
gospine trave. 1z tog razloga nije moguce donijeti nikakve zaklju¢ke o u¢incima ulja gospine

trave na parametre koze i njen oporavak u ispitivanim modelima.
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6. ZAKLJUCAK

Osjetljivost koze na iritaciju SLS-om u modelu akutnog iritativnog dermatitisa je
ovisna o anatomskoj lokaciji, sa znac¢ajno snaznijom reakcijom koze gornjeg dijela leda u

odnosu na kozu volarne strane podlaktica.

Stope oporavka koze su takoder pokazale ovisnost o anatomskoj lokaciji, sa znac¢ajno

brzim oporavkom koze gornjeg dijela leda u odnos na kozu podlaktica.

Ispitivana emolijentna krema nije dovela do poboljSanja mjerenih parametara koze u

modelu akutnog iritativnog dermatitisa.

Tri ispitivana modela oStecenja kozZe su imala znacajno razli¢ite ucinke na parametre
kozZe, pri ¢emu je u modelu iritativnog dermatitisa doSlo do najsnaznijeg oStecenje koze 1
odgodene reakcije na iritans, kod tape-stripping modela je primije¢en najbrzi oporavak koze
nakon nokse dok je nakon UV zracenja doSlo do promjene u samo dva mjerena parametra:

eritemu 1 koli¢ini melanina.

Ispitivano komercijalno dostupno ulje gospine trave (Hypericum perforatum) nije
imalo uc¢inka na promjene parametara koze i njen oporavak u koristenim modelima ostec¢enja

koze.

Bazalna TEWL vrijednost, smatrana prediktorom osjetljivosti koze na iritans, nije bila

u korelaciji s odgovorom koze na iritans u modelu iritativnog dermatitisa.

Bazalna vrijednost vlaznosti koze je potencijalni novi prediktor ostecenja koze nakon

noksi u modelu iritativnog kontaktnog dermatitisa 1 tape-stripping modelu.
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7. SAZETAK

Uvod: Ljudski in vivo modeli oste¢enja koze se koriste za ispitivanje djelotvornosti topikalnih
terapija koznih bolesti i oSte¢enja, medu kojima se isti¢e model iritativnog dermatitisa
induciranog natrijevim laurilsulfatom (SLS). Provodenje modela se uvelike razlikuje izmedu
razli¢itih istrazivackih skupina, s razli¢itim anatomskim lokacija na kojima su se istrazivanja
provodila. Osim navedenog modela koji predstavlja kemijsku iritaciju, cesto su koriSteni
modeli mehani¢ke iritacije tape-stripping postupkom te fizikalno oStecenje koze
ultraljubiCastim zrac¢enjem.

Cilj: Ispitati postojanje razlika u odgovoru koze na iritaciju i cijeljenje u akutnom modelu
iritativnog dermatitisa izazvanog SLS-om na podlakticama i ledima te usporediti razlike u
odgovoru koze na tri razli¢ita modela oSte¢enja koze u istim uvjetima, na istim ispitanicima te
na istoj anatomskoj lokaciji.

Materijali i metode: Provedena su dva randomizirana klinicka pokusa. U pokusu 1 je na
podlakticama i ledima inducirana iritacija SLS-om, uz kontrolnu iritaciju vodom. U pokusu 2
su na podlakticama inducirana oSteCenja koze u tri razli¢ita modela oStecenja koze. U oba
pokusa su pracene nastale promjene koznih parametara neinvazivnim mjerenjima i oporavak
kozZe, uz primjenu i bez primjene topikalne terapije.

Rezultati: U pokusu 1, koza gornjeg dijela leda je pokazala snazniju reakciju na iritanse, ali i
brzi oporavak koze. U pokusu 2, u modelu iritacije SLS-om je doslo do najsnaznijeg oStec¢enje
koze 1 odgodene reakcije na iritans. Tape-stripping je doveo do najsnaznijeg pocetnog
oStecenja kozne barijere, ali koZa je nakon te nokse pokazala najbrzi oporavak. UltraljubiCasto
zracenje nije imalo ucinka na funkciju kozne barijere, ali je dovelo do nastanka eritema i
promjene razine melanina. Topikalne terapije u dva pokusa nisu dovele do poboljSanja
mjerenih parametara koze.

Zakljucak: Osjetljivost koZe na iritans i stopa oporavka koze nakon iritacije su ovisne o
anatomskoj lokaciji. Tri ispitivana modela oSte¢enja koze su imala zna¢ajno razli¢ite u¢inke na

parametre koZze te razliit oporavak nakon noksi.
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8. SUMMARY

SODIUM LAURYLSULPHATE INDUCED IRRITATION AS HUMAN IN VIVO
IRRITANT CONTACT DERMATITIS MODEL

Introduction: Human in vivo models of skin damage are often used to test the effects of
different topical treatments. Commonly used model is irritant contact dermatitis induced by
chemical irritant, sodium laurylsulphate (SLS). There is no uniform approach to SLS testing,
as different research groups use significantly different variations of the model, especially in
regards to anatomical location where testing was conducted. Other commonly used skin
damage models include tape-stripping as mechanical and ultraviolet radiation as physical skin
damage model.

Objective: The aim was to investigate differences in skin response to acute irritation induced
by SLS and skin recovery between forearms and upper back, as well as to compare skin
parameters in three different skin damage models on the same participants and anatomical
location, in the same research conditions.

Materials and Methods: Two randomized, controlled trials were conducted. In the trial 1, the
skin irritation was induced using SLS on the forearms and upper back of the participants, with
sham irritation, using water instead of SLS, as control. In the trial 2, the three skin damage
models were induced on test sites on participants’ forearms. Changes in skin parameters and
skin recovery in both trials were assessed using non-invasive bioengineering methods, with
and without topical treatment.

Results: In the trial 1, the skin of the upper back had significantly stronger reaction to irritant,
as well as higher skin recovery rates. In trial 2, three tested skin damage models led to different
changes of the skin parameters. Irritation by SLS induced the strongest skin damage and also
showed delayed reaction to the irritant. The strongest initial barrier disruption was noted after
tape-stripping. Also, tape-stripped skin had the highest recovery rates. Ultraviolet radiation did
not have any effect on skin barrier function and only changed skin erythema and melanin
values. Measured parameters were not improved by topical treatments in neither trial.
Conclusion: The skin’s reaction to irritant and recovery was dependent on anatomical location.

Three tested models had distinctive responses to skin damage and recovery.
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