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Szanowni Kolezanki i Koledzy,

Badacze z Dziatu Innowacji, Badan i Rozwoju (IRD) w Laboratoires Expanscience, specjali$ci zajmujacy
sie skorg niemowlat od ponad trzech pokolen, z duma prezentujq Paristwu program badawczy EV.E.LL.S.
(EValution of Early Infant Life: Skin*).

Po przeanalizowaniu aktualnego stanu wiedzy na temat pielegnacji skory dziecka, Laboratoires
Expanscience postanowito przyjrze¢ sie doktadniej fizjologii skéry noworodka od pierwszych dni jego
zycia. W tym celu, Dziat ds. Innowacji, Badar i Rozwoju zaangazowat cieszacych sie migdzynarodowym
uznaniem naukowcow.

Wspomniany program badawczy, prowadzony od dziesieciu lat jako jedyny tego typu na Swiecie,
koncentruje sie na innowacyjnych i nieinwazyjnych technologiach. Doprowadzit do waznych odkry¢
zwigzanych z barierg i nawilzeniem skory, a takze komérkami macierzystymi naskérka u niemowlat od
pierwszych chwil zycia.

Dziatajac w oparciu o wyniki nowych badan, i dazac do zapewnienia skérze dziecka wszystkiego,
czego potrzebuje do ochrony i rozwoju, centrum badawczo-rozwojowe opracowato Avocado Perseose®
- ekskluzywny, naturalny i biomimetyczny aktywny sktadnik, pochodzacy z awokado.

Avocado Perseose® wykazat swoje dziatanie in vitro od powierzchni skéry az po komoérki macierzyste
naskdrka. Wzmacnia ono bariere ochronna skéry, pomaga utrzymac poziom nawilzenia i zachowa¢
zasoby komérek macierzystych naskérka.

W chwili obecnej, Mustela® jest w stanie przedstawi¢ oferte klinicznie przetestowanych produktow
nowej generacji do pielegnacji skdry, dziatajacych widealnej harmonii ze skérg dziecka, zapewniajacych
jednocze$nie maksymalng tolerancje i ukierunkowang skutecznosc.

Z powazaniem

Philippe Msika

Dyrektor ds. Innowacji,

Badan i Rozwoju

przy Laboratoires Expanscience
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Informacje wstepne o skdrze

Skora jest bardzo istotnym narzgdem, ktory pokrywa i chroni ciafo.
Jej gtéwna funkcja polega na ochronie przed szkodliwym dziataniem Srodowiska (mechanicznym,
termicznym, chemicznym, zakazeniami mikrobiologicznymi i promieniowaniem UV] oraz kontroli

utraty wody. Te funkcje ,bariery ochronnej” petni naskérek, a zwtaszcza jego zrogowaciata warstwa
- warstwa rogowa naskdrka (Stratum corneum).
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Naskadrek to warstwowy nabtonek, skfadajacy sie z 4 gtownych warstw:

* Rogowej (Stratum corneum):

najbardziej zewnetrznej warstwy posiadajgcej strukture ,cegty i zaprawy”. Zbudowana z bezjadrzastych
korneocytéw (reprezentujacych ,cegty”) i lipidéw (tworzacych ,zaprawe”), Stratum corneum speinia
gtéwnie funkcje ochronna.

e Ziarnistej (Stratum granulosum)
oraz

* Kolczystej (Stratum spinosum):

w ktorych keratynocyty wytwarzajq ciatka Odlanda i ziarenka keratohialiny, niezbedne do wytwarzania
— odpowiednio — lipidowego ,cementu” i uwodnienia skory.

Ciatka Odlanda stanowig - miedzy innymi - sktadnik lipidowego cementu w Stratum corneum.

Ziarenka keratohialiny pobudzajg naturalne czynniki nawilzajace NMF (Natural Moisturising Factors).

e Podstawnej [Stratum germinativum):
ktéra stanowi najgtebsza warstwe naskdrka, i sktada sie z jednej warstwy proliferujgcych keratynocytéw
oraz podstawnych komoérek macierzystych; jest odpowiedzialna za integralno$¢ naskérka podczas jego
cyklu zycia i catego zycia jednostki.




OMOWIENIE STRATUM CORNEUM, PELNIACEJ ROLE BARIERY

R A] Modelowy schemat Stratum corneum
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Jej model jest powszechnie poréwnywany do ,cegiet i zaprawy”, i sktada sie z:

 Korneocytéw, bezjadrzastych komérek, ktérych ostonka rogowa jest strukturg ztozona z btony proteinowe;j
i lipidowe;j.

e Lipidowej warstwy cementujacej, sktadajacej sie z réwnomolowej mieszaniny ceramidéw (stanowiacych
od 40 do 50% jej catkowitej masy], cholesterolu (20-25%) i wolnych kwaséw ttuszczowych (10-20%), ktéra petni
role spoiwa komdrek. Obecnie uznaje sie, ze struktura korneocytéw i uktad podwdjnej warstwy lipidowej stanowi
bardziej ztozona, dynamiczna bariere niz prosty ceglany mur.

e Korneodesmosoméw, ktére rdwniez odgrywajq istotng role w zachowaniu spéjnosci Stratum corneum.
Korneodesmosomy to potaczenia miedzykomdrkowe, specyficzne dla warstwy rogowej, a ich zadaniem jest
wigzanie korneocytow.

Korneodesmosomy sktadajg sie gtdwnie z biatek, takich jak desmogleina-1, desmokolina-1 i korneodesmosyna.

( | OMOWIENIE STRATUM GRANULOSUM | STRATUM SPINOSUM, KTORE ODGRYWAJA ISTOTNA ROLE W NAWODNIENIU NASKORKA
L e - | Keratynocyty tej warstwy zawierajq keratohialing i ciatka Odlanda.
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.‘*‘I*/..S\.\\-/ Ciatka Odlanda s bogate w lipidy i biorg udziat w produkcji cementu miedzykomérkowego.
anoY
7/:\‘/\:? Ziarna keratohialiny ulegajg rozpadowi pod wptywem hydrolizacji na filagryne, ktéra uczestniczy w konsolidacji
i sieci odpowiedzialnej za powstawanie keratyny, sktadnika korneocytéw.

Filagryna, na skutek proteolizy, ulega rozbiciu na wolne aminokwasy polarne, tworzace naturalne czynniki
nawilzajace (lub NMF), poniewaz niektdre z nich to czasteczki przechwytujgce wode.

Z tego powodu, NMF (Naturalny Czynnik Nawilzajacy) odgrywa fundamentalna role w nawadnianiu skory.



OMOWIENIE STRATUM GERMINATIVUM - MAGAZYNU KOMOREK MACIERZYSTYCH NASKORKA

™ = Poszczegdlne warstwy naskdrka
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Stratum germinativum jest najgtebszg warstwa naskorka. To wtasnie tu powstajg komorki
naskarka.

Tak zwane doroste komorki macierzyste sa niezréznicowane, cho¢ wyspecjalizowane, i mozna
je opisac dzieki posiadaniu przez nie dwoch podstawowych, odmiennych cech:

e zdolnosci do samoodnawiania i pozostawania w miejscu przez dtuzszy okres czasu,

e zdolnosci do tworzenia réznych typéw komérek.

Skéra, narzad podlegajacy szybkiemu i statemu odnawianiu, nalezy do grupy tkanek
zawierajacych znaczng ilos¢ komorek macierzystych. W zwigzku z powyzszym, kazda
z czeSci sktadowych skéry posiada komdrki macierzyste, ktére mogq przeksztatci¢ sie
w melanocyty, adipocyty, komdrki nerwowe, komoérki $rédbtonka, komérki mezenchymalne
i komorki naskérka.

Epidermalne komadrki macierzyste znajdujq sie w regionie cebulki wtosa (komérki macierzyste
mieszka wiosowego), w gruczotach tojowych (komérki macierzyste gruczotu fojowego)
oraz w Stratum germinativum (epidermalne komdrki macierzyste wewnatrzmieszkowe lub
podstawne komérki macierzyste).

Podstawne komérki macierzyste naskérka (lub epidermalne komarki macierzyste) stanowig
gtéwne Zrédto podazy komérek macierzystych naskérka i zapewniaja odnowe keratynocytéw.
W ten sposdb przyczyniajg si¢ do utrzymania homeostazy skéry, a takze do gojenia
i regeneracji naskérka, zapewniajac w ten spos6b jego integralno$¢ przez cate zycie.







Opublikowana wiedza
na temat skory dziecka




Opublikowana wiedza
na temat skory dziecka

Aktualny stan wiedzy wskazuje na réznice funkcjonalne miedzy skérq dzieci a skorg 0séb dorostych.

Narodziny i pierwsze miesigce zycia majq decydujgce znaczenie w procesie adaptacji do zycia w gazowym
i stosunkowo suchym sSrodowisku poza macicq matki. Zdarzenia odpowiedzialne za takie przystosowywanie mozna
scharakteryzowac za pomocq funkcji fizjologicznych manifestowanych przez okreslone parametry biofizyczne.

1) Odczyn pH na powierzchni skéry

pH warstwy rogowej odgrywa istotng role w zachowaniu réwnowagi bariery ochronnej skéry, dzieki swemu
oddziatywaniu na powstawanie Stratum corneum i stanowieniu bariery przeciwbakteryjne;.

Wystepujacy tuz po urodzeniu podwyzszony (zasadowy) odczyn pH, pomiedzy pierwszym i czwartym tygodniem
zycia spada do wartosci stwierdzanych u dorostych.

2) Bariera ochronna wyrazana jako IWL (utrata wody spowodowana czynnikami zewngtrznymi)

U donoszonych noworodkéw zaobserwowano niewielki wzrost IWL (mierzonej w g/m®/h) w ciqgu pierwszych
godzin po urodzeniu. Nastepnie wartosci IWL stabilizujq sie szybko na poziomach poréwnywalnych z poziomami
u dorostych.

3) Nawilzenie Stratum corneum

Nawilzenie skoéry jest jednym z kluczowych czynnikéw majacych wptyw na odpornos¢ skéry przed szkodliwym
oddziatywaniem czynnikéw mechanicznych.

Nawilzenie Stratum corneum, minimalne przy urodzeniu, wzrasta w ciqgu pierwszych szesciu miesiecy zycia.
Nastepnie stabilizuje sie na poziomie poréwnywalnym z poziomem obserwowanym u osoby dorostej.

4) Wydzielanie sebum

W chwili narodzin gruczoty fojowe sg juz obecne, ale funkcyjnie niedojrzate.

Wykazano, ze od dnia narodzin wydzielanie sebum wzrasta, by osiggna¢ poziom obserwowany u oséb dorostych
w ciggu pierwszych miesigecy po porodzie.

W sz6stym miesigcu zycia, wartosci te sa mniejsze niz u dorostych i pozostajg identyczne az do okresu dojrzewania.

5) Wydzielanie potu

Wydzielanie z gruczotéw potowych (pocenie sie lub potliwo$¢), potegowane przez emocje lub temperature, daje sie
juz zaobserwowac u noworodkdéw urodzonych w terminie.

Wydzielanie z gruczotéw potowych po narodzinach zwieksza sie w odpowiedzi na temperature, a nie na skutek
emocji. Stanowi to istotng réznice pomiedzy noworodkami a starszymi dzie¢mi.



6) Unaczynienie skory

Tuz po narodzinach, unaczynienie skéry stanowi gesty, poziomy splot naczyn wtosowatych o niezorganizowane;j
sieci. Zamknigcie sieci naczyn wtosowatych daje sie zaobserwowac na catym ciele dopiero w wieku 14-17
tygodni.

(7 . . i ) N
Zmienne wptywajgce na parametry czynnosciowe skory
Parametry Wiek ciazow Wiek poporodow Pleé Czesc Temperatura Wilgotnosé
czynnosciowe azowy pop Y ciata otoczenia otoczenia
IWL + + 0 + + +
Nawilzenie SC + + 0 + + +
Odczyn pH P 2
na powierzchni 0 * i * ! i
\sflé;hduz:lame ? o 0 n P >
Wydzielanie
Gruczotow
?
potowych + + ? + + +
(potliwo$é)
Jetatt ) . ? " " ?
«+ »:0becny wptyw --- « 0 » : brak wptywu --- « ? »: brak danych
L «+/-»:sprzeczne dane IWL: utrata wody spowodowana czynnikami zewnetrznymi SC - SC: Stratum corneum J

PODSUMOWANIE

Literatura podaje, Zze w chwili narodzin rozwdj skdry nie jest zakoriczony, co sprawia, Ze jest ona bardzo
narazona na szkodliwe dziatanie czynnikéw zewnetrznych.
Niemniej jednak, brakuje opublikowanych danych dotyczgcych rozwoju naskérka od chwili narodzin do
osiggniecia przez dziecko wieku 2 lat, w odniesieniu do:

e struktury Stratum corneum

e skfadu biochemicznego Stratum corneum i Stratum granulosum

e zmian markeréw genowych, w szczegdlnosci tych w Stratum germinativum
W zwigzku z tym, wiele pytan pozostaje nadal bez odpowiedzi, a w szczegdlnosci te zwigzane
z dojrzewaniem naskdrka pomiedzy narodzinami a drugim rokiem zycia, poczawszy od komdrek Stratum
corneum po komdrki macierzyste naskorka.
Z tego powodu Laboratoires Expanscience zdecydowafo sie rozpocza¢ w 2003 roku program
fundamentalnych badan, ktérego poczatkowe wnioski bedg zaprezentowane w nastepnym rozdziale.
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Program badawczy EV.E.I.L.S
EValuation of the Early Infant Life: the Skin

Program badawczy EV.E.I.L.S (Evaluation of the Early Infant Life: the Skin] to seria
bezprecedensowych w skali swiatowej badan, prowadzonych przez ostatnie dziesiec lat przy
wsparciu miedzynarodowych badaczy:

J. FLUHRA, Adiunkta Oddziatu Dermatochirurgii w Berlinie

J.P. HACHEMA, Profesora Dermatologii Uniwersytetu Brukselskiego.

Celem niniejszego programu badawczego jest lepsze zrozumienie i analiza procesu dojrzewania zdrowego
dziecka od dnia narodzin przez pierwsze lata zycia.

Przy uzyciu innowacyjnych i nieinwazyjnych technologii, Centrum Badawczo-Rozwojowe Laboratoires
Expanscience przeprowadzito bezprecedensowe fundamentalne badanie dotyczace fizjologii skéry dziecka, od
jej powierzchni az do warstwy komérek macierzystych naskdrka, poczawszy od najwczesniejszych dni zycia.

- N
(odpowierzchniskéry ) PROTOKOLY | TECHNOLOGIE BADANIA EV.E.IL.S
4 N~ N
> SKANINGOWA Badanie in vivo przeprowadzone na 66

MIKROSKOPIA ELEKTRONOWA podmiotach, podzielonych na 6 grup wiekowych.
Badanie bariery skdrnej o
na prébkach komérek skéry Badarfle in vivo pr.zeprowadzone na 30.

\[D-Squame‘?} ) podmiotach, podzielonych na 5 grup wiekowych. )

4 N~ N

> SPEKTROSKOPIA RAMANA
Ocena dynamicznych zmian
w nawilzeniu skéry

Badanie in vivo przeprowadzone na 108
podmiotach, podzielonych na 6 grup wiekowych.

& /
4 N
Badanie in vivo, modele zrekonstruowanego
naskdrka dziecka.

N

( MODELE NASKORKA
> I ANALIZA GENOMU
Badanie genomowe przy uzyciu

ilosciowego PRC w czasie 1 m-c, 4 m-ce, 6 m-cy, 1 rok, 2 lata, 3 lata, 7 lat,
po komérki macierzyste rzeczywistym dla modelu od- A 12 lat, dorosty.
\_naskérka ) \Utworzonego naskdrka dziecka = \_ J
_ J

Poczatkowe wyniki - ktére w momencie pisania niniejszego opracowania byfy przedmiotem 9 wnioskéw

patentowych i 18 miedzynarodowych publikacji, w tym w British Journal of Dermatology — zostaty
zaprezentowane Panstwu w niniejszym dossier naukowym.




A. Innowacyjne i etyczne technologie badawcze

Przeprowadzono 3 bezprecedensowe badania przy zastosowaniu technologii, ktére sa innowacyjne i nieinwazyjne.

a. Skaningowa mikroskopia elektronowa

Skaningowa mikroskopia elektronowa jest technika wykorzystujacq mikroskop elektronowy, ktéry jest w stanie
generowac wysokiej rozdzielczosci obrazy powierzchni prébki skéry.

Technika ta polega na emitowaniu wigzki elektronéw, ktére omiatajq powierzchnie skory;
ta, w odpowiedzi, emituje pewne czasteczki. Czastki te sq analizowane za pomoca réznych
czujnikow, pozwalajac na rekonstruowanie tréjwymiarowego obrazu.

Naukowcy Laboratoires Expanscience przeanalizowali, jako pierwsi na $wiecie, prébki
komérek skéry pobrane od noworodkéw za pomoca nieinwazyjnych przeznaczonych do
tego celu dyskéw D-Squame®.

Probki pobierano z przedramienia, a nastgpnie poddano je obserwacji pod skaningowym mikroskopem
elektronowym, ktéry umozliwit wizualizacje zmian warstwy rogowej naskdrka na poziomie komérkowym.
Niniejsze badanie in vivo, podzielone na 2 fazy pozwolito badaczom obserwowac i analizowa¢ budowe bariery
skory.

Pierwsza, ,wstepna” faza zostata przeprowadzona na 66 podmiotach, podzielonych na 6 grup wiekowych:
* noworodki urodzone w terminie (1-15-dniowe])
e 5-tygodni (+/- 1 tydzien)
* 6-miesiecy (+/- 1 miesiac)
e 1.2 lata
e 4.5 |at
« dorosli (20-35 lat)

Druga faza ,walidacji” zostata przeprowadzona na 30 podmiotach, podzielonych na 5 grup wiekowych:
e 5-tygodni (+/- 1 tydzien)
* 6-miesiecy (+/- 1 miesiac)
e 1-2 lata
® 4-5lat
e dorosli (20-35 lat]

To innowacyjne podejscie umozliwito stworzenie pierwszej skali dojrzatosci bariery skérnej.




b. Spektroskopia Ramana

Technologia ta uzywa sondy umieszczonej na skdrze i wigzki laserowej do pomiaru
dystrybucji wody w réznych warstwach naskérka oraz identyfikacji i kwantyfikacji
NMF (Naturalnych Czynnikéw Nawilzajacych).

(Maks. gtebokos¢: 50um — podziatka pomiarowa: 5um)

Dzigki zastosowaniu tej nieinwazyjnej techniki, badaczom z Laboratoires Expanscience udato si¢ przeprowadzi¢
pomiary dystrybucji wody i naturalnych czynnikéw nawilzajacych w réznych warstwach Stratum corneum skéry
niemowlat od pierwszych dni zycia.

Badanie zostato przeprowadzone in vivo na 108 podmiotach, podzielonych na 6 grup wiekowych:

* noworodki urodzone w terminie (1-15-dniowe])
e 5-tygodni (+/- 1 tydzien)

* 6-miesiecy (+/- 1 miesiac)

e 1-2 lata

e 4.5 |at

e dorosli (20-35 lat)

Przeprowadzono réwniez pomiary konwencjonalne, takie jak pomiar IWL - utraty wody spowodowanej czynnikami
zewnetrznymi (wskazujacy na przepuszczalno$é bariery skéry), pojemnosci elektrycznej skéry (pomiar
nawilzenia w powierzchniowych warstwach naskérka), czy odczynu pH na powierzchni skory.

Niniejsze badanie pozwolifo oceni¢ dynamiczne zmiany nawilzenia nie tylko na powierzchni skéry,

ale takze w gtebszych warstwach Stratum corneum.
Wyniki zostaty opublikowane w British Journal of Dermatology.




c. Modele naskdrka in vitro i analiza genomu

-~

Naukowcy z Laborato-
ires Expanscience, ja-
ko pierwsi na $wiecie,
uzyli keratynocytow
do stworzenia modeli i zbadania naskérka ma-
tych dzieciwréznym wieku i udato im sie uzyskac
specyficzne modele dla kazdej grupy wiekowej:

* 1 miesigc / 4 miesigce / 6 miesiecy / 1 rok /
2lata/3lata/ 7 lat/ 12 lat/ dorosli

Stworzenie takich modeli naskérka wymagato za-
stosowania innowacyjnego podej$cia. Uzywajac
prébek skory w réznym wieku, wyizolowano ke-
ratynocyty komdrek naskérka i umieszczono je
w zawiesinie. Potem, mozliwa byta rekonstruk-
cja naskoérka niemowlat i dzieci w réznym wie-
ku, przy zastosowaniu technik inzynierii komér-
kowej. Dalsze badanie histologiczne umozliwiato
potwierdzenie jakosci odtworzonego naskérka.

Aby dosta¢ sie do
wnetrza komérki i le-
piejzrozumiec¢ zacho-
dzace w niej zmiany,
Laboratoires Expanscience zdecydowato sie zba-
dac tysigce gendw.

Przeanalizowano profile ekspresji genéw, stosu-
jac testilosciowy PCR w czasie rzeczywistym (re-
akcje tancuchowgq polimerazy), ktéry umozliwia
fatwe wykrycie i doktfadne zliczenie wybranych
genow.

Niniejsze badanie pozwolito na analize ekspresji genéw, od powierzchni skéry po komdrki macierzyste,

w modelach zrekonstruowanego naskdrka dzieci w réznym wieku.
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B. Trzy istotne odkrycia dotyczace skdry niemowlat w wieku od 0 do 2 lat

Te zr6znicowane badania nad skérg dzieci w réznych grupach wiekowych (od chwili narodzin], poczawszy
od powierzchni naskdrka az po komérki macierzyste, pozwolity na dokonanie 3 waznych odkryc.

Przedmiot badania

0d powierzchni skéry

po komérki macierzyste

knaskérka Y,

Wazne odkrycie

/

N\ 4 N
Struktura bariery skérnej 2 0- 2 lata: powierzchnia skory jest
Opracowanie skali dojrzatosci niedojrzata tuz po narodzinach, i osiqga
dla bariery skérnej (E.M.1. Score) pierwszy stopien dojrzato$ci w drugim
roku zycia
/ /
N\ 4 N
Kwantgflkac’Ja dystrybucji wody | 0-2lata: okres ~wrazliwosci”,
wgtab n?sko.rka . podczas ktérego mechanizmy
Kwaf\t.gf.lkaqa Naturalnego Czynnika nawilzania s3 zaburzone
Nawilzajacego (NMF)
/ (S J
N 4 N
=>>| 0-2lata: Maksymalne zasoby komérek
Analiza profilu ekspresji genu komarki macierzystych przy narodzinach, ktére
macierzystej / biomarkera Znacznie sig¢ zmniejszajq w przedziale od
0 do 2 lat pod wptywem agresji czynnikéw
zewngtrznych
/ J

~




a. Odkrycie zwiqzane ze struktury Stratum corneum

> jestu noworodkow niejednorodna (niezorganizowana),

> zorganizowane sieci zaczynajq sie pojawiac ok. 2. roku zycia,

> ostatecznie, po osiggnieciu dorostosci, staje sie jednorodna.

Noworodek

w 5-6 tyg. zycia

Powigkszenie x 500

~

w 6. miesiacu zycia

Powierzchnia skéry niejednorodna
i niezorganizowana u niemowlat

w pierwszych miesigcach zycia:
organizacja anizotropowa

Pojawienie sie zorganizowanych,
niezorientowanych | jednorodnych
sieci: organizacja izotropowa

Pierwsze odkrycie i stworzenie pierwszej skali dojrzatosci bariery skornej: niedojrzata funkcja ochronna,
rozwijajaca sie w ciqgu pierwszych lat zycia.

* W trakcie ,wstepnej” fazy badania, stwierdzono zachodzace z wiekiem zmiany w budowie Stratum
corneum, co wykazano na podstawie obserwacji i opisow 300 obrazéw uzyskanych za pomocq
skaningowej mikroskopii elektronowe;.

Obrazy (w 500-krotnym powiekszeniu) uzyskane dziekizastosowaniu skaningowej mikroskopii elektronowe;j
wykazuja, ze Stratum corneum:
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