OCENA HAMOWANIA PROLIFERACJI LUDZKICH SEBOCYTÓW, STYMULOWANEJ SUBSTANCJĄ „P” I HORMONEM UWALNIAJĄCYM KORTYKOTROPINĘ, PRZEZ SKŁADNIKI MINERALNE WODY TERMALNEJ EVAUX

Trzy główne czynniki fizjopatologiczne występujące w trądziku to: zwiększona produkcja łoju przez gruczoły łojowe, hyperkeratoza nabłonka kanałów przymieszkowych i ich kolonizacja przez Propionibacterium acnes, wywołująca odczyn zapalny i reakcję immunologiczną (1). Ostatnie badania nad trądzikiem wykazują, że nadmierna produkcja łoju (łojotok) w okresie nasilonego stresu nie jest wyłącznie związana z nadwrażliwością lub ze wzrostem ilości receptorów androgenowych. Odkryto receptory neuroprzekaźników (substancji P i alfa-MSH) (2). Zaostrzenia trądziku zatem mogą być związane z wydzielaniem neuroprzekaźników lub hormonów takich jak czynnik uwalniający kortykotropinę (corticotropin releasing hormone - CRH), który aktywuje gruczoły łojowe (3). 

Dlatego celem tego badania jest analiza indukcji namnażania ludzkich sebocytów przez substancję P (SP) i CRH, oraz zmiana tych zjawisk przez mineralne składniki wody termalnej Evaux-Les-Bains.

MATERIAŁY I METODY

Woda termalna Evaux czysta i rozcieńczona w jednej drugiej

Wodę termalną Evaux (źródło Cesar ), której skład jest podany w tabeli I, pobrano u źródła i użyto czystej oraz rozcieńczonej pół na pól w wodzie destylowanej. 

Woda termalna Evaux zawiera siarczany i dwuwęglany (głównie sodu); ilość substancji suchej w 175-185 st. C wynosi 1,41 g/l; pH przy ujściu 6,85; wskaźnik hydrotimetryczny wynosi 10,5 st. F (stopni francuskich).

Tabl. I: Skład wody termalnej Evaux-Les-Bains (wg. ........)

Hodowla sebocytów

Linię ludzkich sebocytów (Hs 917. T, linia ATCC nr CRL-7669) hodowano w pożywce Eagle’a modyfikowanej wg. Dulbecco z 4,5 g/l D-glukozy, 1,5 g/l dwuwęglanu sodu, 4mM L-glutaminy, 100 ug/ml streptomycyny, 100 U/L penicyliny i 10 % surowicy płodowej bydlęcej (4). Komórki odzyskano w trakcie pasażu 6 i hodowano do pasażu 11. Te przylegające komórki miały kształt wielokątów i duże jądra komórkowe (Rys. 1). Namnażały się zwiększając rozmiary i stopniowo różnicując się. Efektem różnicowania było pojawienie się w cytoplazmie licznych kropelek lipidów (Rys. 2). Każdą hodowlę przepłukiwano używając buforu PBS i odczepiono je od podłoża przez trypsynizację (0.25 % Trypsyna - 0.03% EDTA).

Rys. 1: Hodowla kontrolna sebocytów, faza proliferacji

Rys. 2: Hodowla kontrolna sebocytów, faza różnicowania

 

Stymulacja sebocytów po przez SP lub CRH

W celu pobudzenia proliferacji sebocytów użyto substancji P lub CRH (Bachem) (2,3). Używano różnych warunków, aby otrzymać optymalne stężenie potrzebne do proliferacji:

-hodowla sebocytów w referencyjnym medium (kontrola): medium Eagle’a modyfikowane Dulbecco z 10% SVF, 2mM L-glutaminy, antybiotyki: 100 ug/ml streptomycyny, 100 U/L penicyliny 

-hodowla sebocytów w referencyjnym medium (kontrola): medium Eagle’a modyfikowane Dulbecco z pozbawioną lipidów 10% SVF (bez witaminy A), (kontrola negatywna dla proliferacji sebocytów i wydzielania lipidów)

-hodowla sebocytów z substancją P (3 stężenia 10-5, 10-7, 10-9 M.) w referencyjnym medium.

-hodowla sebocytów z CRH (3 stężenia 10-5, 10-7, 10-9 M.) w referencyjnym medium.

Ocena proliferacji sebocytów

Proliferacja była oceniana metodą liczenia sebocytów Malassez (trzykrotnie dla każdego medium) w mln. komórek /ml.

Ekspozycja sebocytów na mineralne składniki wody termalnej Evaux

Najpierw sprawdzono żywotność sebocytów Hs 917.T (test wykluczania z MTT) podczas ekspozycji na mineralne składniki termalnej wody Evaux, w porównaniu do roztworu referencyjnego. Rezultaty pokazały, że czysta woda Evaux nie działa cytotoksycznie na sebocyty.

Stężenie SP i CRH umożliwiające optymalne namnażanie (ustalone na poprzednim etapie), zostało użyte, aby zbadać zmianę proliferacji sebocytów hodowanych w medium zawierającym wodę Evaux (czystą lub rozcieńczoną w jednej drugiej).

W tym celu, medium hodowlane sebocytów przygotowano z użyciem wody Evaux, a następnie stymulowano je substancjami SP i CRH. Potem oceniono proliferację w następujących układach:

-sebocyty w referencyjnym medium

-hodowlę sebocytów z susbstancją P i CRH + referencyjne medium

-hodowlę sebocytów z wodą Evaux z 10 % SVF+ substancja P+CRH:

-hodowla sebocytów z rozcieńczoną w jednej drugiej wodą Evaux z 10 % SVF+ SP+CRH.

Każdy układ przygotowano w 3 próbach, po czym analizowano proliferację.

Statystyka

Dla każdych warunków policzono średnią i zrobiono analizę testem Studenta z ryzykiem alfa 5%.

WYNIKI

OCENA OPTYMALNEGO STĘŻENIA SP I CRH DO PROLIFERACJI SEBOCYTÓW

Substancja P indukuje wzrost proliferacji o 26,4% przy 10 -5 M. i o 40,6% przy 10-7 M. w porównaniu do kontroli (p<0.05) Tabela II.

CRH nie pobudza proliferacji sebocytów. 

W obecności pozbawionej lipidów SVF proliferacja sebocytów (negatywna kontrola) spadła w porównaniu do kontroli o 31.5%

Tabl. II: Zmiana proliferacji sebocytów stymulowanych przez różne stężenia substancji P (SP10-5, 10-7 i 10-9 M.) i CRH (10-5, 10-7 i 10-9 M.): liczba komórek w ml

OCENA ZMIANY NAMNAŻANIA SEBOCYTÓW MINERALNYMI SKŁADNIKAMI TERMALNEJ WODY EVAUX

Podczas wstępnych badań ustaliliśmy, że optymalne stężenie SP do indukowania proliferacji sebocytów wynosi 10-7 M.

Pomimo, że CRH nie pobudza proliferacji sebocytów, użyliśmy CRH w stężeniu 10-7 M zgodnie z Zouboulis 2002 (3), aby zainicjować różnicowanie sebocytów. 

Proliferacja sebocytów przy mieszaninie SP+CRH w stężeniu 10-7 M. znacząco rośnie, aż o 76% w porównaniu z hodowlami kontrolnymi (p<0.05) (Tabl. III; Rys. 3). Czysta i w rozcieńczona w jednej drugiej termalna woda Evaux prowadzi do zmniejszenia stopnia stymulacji proliferacji sebocytów odpowiednio o 35,1% i 29,4% (p<0.05) (Rys. 4, 5).

Tabl. III Zmiana proliferacji sebocytów przez wodę termalną Evaux, stymulowanych przez substancję P (w stężeniu 10-7 M.) i CRH (w stężeniu 10-7 M.): liczba komórek w ml

Rys. 3: Hodowla sebocytów stymulowana przez SP w stężeniu 10-7M + CRH w stężeniu 10-7M, faza proliferacji 

Rys. 4: Hodowla sebocytów stymulowana przez SP w stężeniu 10-7M + CRH w stężeniu 10-7M + woda termalna Evaux, faza proliferacji 

Rys.5: Zmiana proliferacji sebocytów przez wodę termalną Evaux, stymulowanych przez substancję P (w stężeniu 10-7 M.) i CRH (w stężeniu 10-7 M.)

DYSKUSJA

Użycie modelu ludzkich sebocytów jest użyteczne do zrozumienia fizjopatologii trądziku i analizy komórek gruczołów łojowych w warunkach zbliżonych do in vivo, chociaż w modelu nie są one do końca zróżnicowanie (4). Komórki namnażają się (odpowiada to fazie wzrostowej gruczołu łojowego) później proliferacja maleje (najwięcej podczas 3-6 pasażu), podczas gdy zaczyna się faza różnicowania (odpowiadająca syntezie i wydzielaniu lipidów). Ten model in vitro umożliwia stymulowanie proliferacji sebocytów (insulina, hydrokortyzon, TSH) lub ich hamowanie (retinoidy, a w szczególności izotretinoina). Z drugiej strony, witamina A wydaje się być niezbędna do aktywowania i różnicowania sebocytów in vitro. Powyższe przyczyny spowodowały, że wybraliśmy ten właśnie model do analizy proliferacji sebocytów oraz ich hamowania wodą termalną Evaux, znanej ze swoich łagodzących właściwości w stosunku do cer trądzikowych, związanych z niskim stopniem hydrotimetrycznym (10.5 st. F), a tym samym niską zawartością soli wapnia i magnezu.

Ostatnie badanie pokazały, że przez to, że skóra jest bardzo unerwiona, to neuroprzekaźniki, takie jak substancja P wydają się grać decydującą rolę w etiopatogenezie trądziku zaostrzonego stresem (2, 5). W modelu skóry utrzymywanej przy życiu i poddanej działaniu substancji P, analiza morfometryczna wykazała wzrost gruczołów łojowych, jak również samych komórek łojowych i łojowych pęcherzyków wewnątrz komórek (1).

CRH jest kluczowym hormonem osi podwzgórzowo-przysadkowo-nadnerczowej. Działa jako koordynator centralnej odpowiedzi neuroendokrynalnej na stres. Neuropeptydy odgrywają rolę nie tylko w centralnym układzie nerwowym, ale i w obwodowych tkankach docelowych, takich ja skóra: CRH wykrywano więc wokół naskórkowych i przymieszkowych keratynocytów, melanocytów, komórek śródbłonka, małych nerwów skórnych i gruczołów łojowych. CRH jest aktywny biologicznie względem sebocytów, zwiększając syntezę ich lipidów (3). W naszych badaniach użyliśmy CRH, ponieważ uważaliśmy za konieczne, aby zbliżyć się do warunków in vivo, uwzględniających równowagę procesów proliferacji i różnicowania. 

W naszym modelu hodowli sebocytów stymulowanych substancją P i CRH, zademonstrowaliśmy hamujący efekt składników mineralnych wody termalnej Evaux, czystej i rozcieńczonej w jednej drugiej, na proliferację sebocytów. Byłoby interesujące dokończyć to badanie analizą różnicowania sebocytów nie tylko w warunkach in vitro, ale również na modelu ludzkiej skóry utrzymywanej przy życiu, tak aby móc określić ilość wydzielanych lipidów przez sebocyty.
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Rezultaty tego badania wskazują, że na łojotok spowodowany SP i CRH działa totum litium wody termalnej Evaux (z efktem zależnym od dawki). To umożliwiło opracowanie 3 specyficznych receptur: Evolac 50 spray, Evosebor Li/Zn i Evolith DS.

Proliferacja sebocytów budujących gruczoł łojowy, jest silnie stymulowana przez dwa neuromediatory (substancję P i CRH) nasilające łojotok.

Totum litium wody termalnej Evaux znacznie zmniejsza proliferację sebocytów budujących gruczoł łojowy, które są stymulowane przez dwa neuromediatory. 

Evolac 50 spray

Początkowo: 3-4 spryskiwania dziennie przez 15 dni

Podtrzymująco: 2 spryskiwania dziennie

Skład:

Twarz, klatka piersiowa, plecy

Evosebor Li/Zn

Do mycia z i bez spłukiwania, może być używany równiez pod prysznic

Twarz, klatka piersiowa, plecy

Evolith DS.

Początkowo: 1-2 spryskiwania dziennie przez 7 dni

Podtrzymująco: 2-3 spryskiwania tygodniowo

Owłosiona skóra głowy, miejsca owłosione, skrzydełka nosa

STRESZCZENIE

Słowa kluczowe: sebocyt, woda termalna Evaux, neuropeptyd, trądzik

Celem tego badania było zbadanie wspólnego wpływu dwóch neuromediatorów, substancji P (SP) i corticotropin releasing hormone (CRH) na proliferację sebocytów in vitro i jej zmianę po przez wodę termalną Evaux rozcieńczoną i nierozcieńczoną. SP razem z CRH w stężeniu 10-7 M powodują wzrost proliferacji sebocytów w porównaniu do hodowli kontrolnej o 76 %.

Jeżeli do hodowli komórkowej zostanie dodana woda termalna Evaux, to proliferacja sebocytów stymulowana przez dwa neuroprzekaźniki zostanie zmniejszona o 35,1 %, do wartości podobnej jak hodowli kontrolnej. Również woda termalna Evaux rozcieńczona w jednej drugiej, zmniejsza efekt proliferacyjny obydwu neuroprzekaźników, jednak trochę słabiej (-29,4 %). Te wyniki pokazują działanie wody termalnej Evaux, zmniejszające proliferację sebocytów, stymulowanych in vitro przez neuroprzekaźniki SP i CRH.

