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II

Nejvzdalenéjsi vrstva kiize, stratum corneum (SC), tvori bariéru mezi lidskym
organismem a vnéjSim prostiedim. SC zabraniuje vstupu latek a bakterii do tcla
a pomahé udrzovat pokozku hydratovanou. Tato vrstva se skladd z nékolika vrstev
korneocytll (KC) obklopenych proteinovym obalem. Na povrch proteinového obalu je
kovalentné navazana vrstva lipidl,, nazyvand korneocytarni lipidova obdlka (CLE).
Vzhledem k tomu, Ze znalosti o roli CLE nejsou uplné, cilem prace bylo studovat vliv
CLE na lipidové usporadani. Nejprve byly korneocyty izolovany z SC pufrem
obsahujicim surfaktant N, N-dodecyldimethylaminoxid pti 40-50 °C po dobu 72 hodin.
Suspenze bunék byla zfiltrovana pies 0,45 pm filtry a dvakrat promyta mycim pufrem
bez povrchové aktivni latky a odstfedéna. Byla ziskana velkd viditelnd peleta
korneocytt. Buiiky byly spocitany pomoci hemacytometru s Neubauerovou komurkou
a infracervena spektroskopie vysusené¢ pelety potvrdila nepfitomnost zbytki
surfaktantu. Poté byly na vodni subfazi vytvofeny a charakterizovany monovrstvy
obsahujici izolované lidské lipidy a korneocyty. Nakonec byly monovrstvy pfeneseny
na pevny podklad a vizualizovany mikroskopii atomarnich sil (AFM). Zavérem lze fici,
ze ptidani CLE zpusobilo zvySeni fluidity lipidl, coz vedlo ke zlepSeni elasticity
monovrstvy. To muze také zlepsit schopnost lipidi organizovat se do vice vrstev, jak

bylo pozorovano pomoci AFM.
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II

The outermost layer of the skin, the stratum corneum (SC), forms a barrier between the
human organism and the external environment. SC prevents the entry of external
substances and bacteria into the body and helps keep the skin hydrated. This layer
consists of several layers of corneocytes surrounded by a protein envelope. To the
surface of the protein envelope is covalently bound alayer of lipids, called the
corneocyte lipid envelope (CLE). Since the knowledge of the CLE role is not complete,
the aim of the work was to study the effect of CLE on lipid arrangement. At first,
corneocytes were isolated from SC by buffer containing a surfactant N,N-
dodecyldimethylamine oxide at 40-50°C for 72 hours. The cell suspension was filtered
through 0,45 pum filters and washed twice with a surfactant-free washing buffer and
centrifugation. a large visible pellet of corneocytes was obtained. Cells were counted
using a hemacytometer with Neubauer chamber and infrared spectroscopy of the dried
pellet confirmed the absence of surfactant residues. Afterwards, monolayers containing
isolated human lipids and corneocytes were formed on water subphase and
characterized. Finally, monolayers were transferred to a solid surface and visualised by
atomic force microscopy (AFM). To conclude, the addition of CLE caused an increase
in the fluidity of the lipids, leading to an improvement in the elasticity of the monolayer.
This may also improve the ability of lipids to organize into multilayers, as observed by

AFM.
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1. Seznam zKkratek

AFM Mikroskopie atomdrnich sil

Cer Ceramid(y)

C(L)E Korneocytarni (lipidova) obélka (angl. corneocyte (lipid) envelope)
Crnax Modul kompresibility (angl. Compression modulus)
DDAO N,N-dodecyldimethylamin oxid

DDT Dithiotreitol

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova

Chol Cholesterol

IR Infracervena spektroskopie

KC Korneocyt(y)

LPP Dlouhd lamelarni faze (angl. Long Peridicity Phase)
MMA Plocha jedné molekuly (angl. Molecular Area)

PBS Fosfatovy pufr

SC Rohova vrstva (lat. Stratum corneum)

SP Povrchovy tlak (angl. Surface Pressure).

SPP Kratkd lameldrni faze (angl. Short Periodicity Phase)
Tris-HCI Tris(hydroxymethyl)aminomethan

VMK Volné mastné kyseliny



2. Uvod a cil prace

Nejsvrchnéjsi vrstvou lidské kaze je stratum corneum (SC, rohova vrstva). Jedna
se o bariéru mezi vnitinim a vnéj$im prostfedim lidského téla, ktera zabraniuje pronikéani
toxina a bakterii do téla. Pomaha také zabranit odpatrovani vlhkosti do atmosféry, coz

udrzuje pokozku hydratovanou. Tvoii tedy primarni mechanickou bariéru lidského téla.

Rohova vrstva se sklada z n€kolika vrstev korneocytti (KC), které jsou bez jader
a jsou obklopeny proteinovym obalem. Na tento obal je kovalentné navazana vrstva

lipidd, tzv. korneocytarni lipidova obalka (CLE, corneocyte lipid envelope).

KC jsou dale obklopeny ekvimolarni smési volnych lipida (ceramidy,
cholesterol, mastné kyseliny). Toto uspotfadani je kli¢ové pro bariérové vlastnosti lidské

ktze.

Doposud ale neni objasnéno, jakou roli hraje CLE v soudrznosti této vrstvy. Neni
jasné, zda dochazi k interakcim mezi CLE a volnymi lipidy, které by umoznovaly pevné
usporadani téchto lipida ¢i se jedna pouze o inertni vrstvu. Proto bylo cilem této prace
vyvinout a validovat model CLE, ktery by umoznil sledovani interakce CLE s koznimi

lipidy.



3. Teoreticka ¢ast

3.1. Lidska kiize, jeji funkce a stavba

Kuze (cutis, derma) je rozsahly organ lidského téla, ktery tvoii zevni povrch
organismu, a tim tedy 1bariéru vici okoli. U dospélého ¢loveéka zaujimé plochu
pfiblizné 2 m?. Praimérna tloustka ktze ¢ini 0,5 - 4 mm a hmotnost je pifiblizné 4

kg.!

Poskytuje mechanickou bariéru proti vnéjSim vlivim (chemickym,
fyzikalnim a mikrobidlnim) a plisobi jako ochrana proti bakteriim a viram. Kuze
ochraiiuje lidsky organismus pted ztratou dilezitych latek zevnitt z organismu. Dale
hraje kli¢ovou roli v udrZzovani optimalni hladiny vody a mezi dal$i neménég dilezité

funkce patii regulace télesné teploty (tzv. termoregulace). !-3°

Kize se skladd ze tfech hlavnich vrstev. Nejsvrchngjsi Casti je epidermis
(pokozka), pod ni se nachazi dermis (Skara) anejspodnéjsi Casti je hypodermis

(podkozni vazivo), ? viz Obrazek 1.

Epidermis—[

Dermis

Hypodermis -

Obr. 1 Stavba kiiZze. Na obrazku jsou zndazornéné vSechny tri
vrstvy kiize — epidermis, dermis, hypodermis (prevzato

z medlineplus.gov). ©
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3.1.1. Hypodermis

Predstavuje spodni vrstvu ktize, kterd umoziuje spojeni kiize s vazivovym
povrchem kosti a svali. V podkoznim vazivu je znaéné mnozstvi tukovych
bunck, které zastupuji izolacni funkei, diky které ochraiiuji organismus pred

ztratami tepla a také tvofi vyznamnou energetickou rezervu. !»3-4

3.1.2. Dermis

Jedna se o stiedni vrstvu kiiZe, kterd se sklada z kolagennich a elastickych
vldken, které jsou propletené a zajiStuji jak pruznost, tak i pevnost. Tloustka
Skary je ptiblizn€ 0,5 — 2 mm. Objevuji se zde lymfatické a krevni cévy, receptory
smyslového vnimani a receptory nervového zakonceni. Mimo jiné také potni a

mazové zlazy nebo dokonce i vlasové kofinky.! 34

3.1.3. Epidermis

Epidermis je povrchovou vrstvou ktize, ktera je nepropustna pro vodu
a predstavuje hlavni bariéru lidského téla. V této vrstvé se nachazi nékolik typi
bunék anejvice zastoupenymi jsou kozni buniky keratinocyty. Dale se zde
vyskytuji Langerhansovy buiikky vyznamné pro imunitni funkci a pigmentové
bunky melanocyty. Epidermis je tvotena vicevrstevnym dlazdicovym epitelem,

ktery na povrchu rohovati. !»3 10

Epidermis se dé€li na Ctyti zakladni vrstvy (Obrazek 2). Jednotlivé vrstvy
klasifikujeme dle charakteristického stupné diferenciace keratinocyti (tzv.
keratinizace). Zespoda se d€li na stratum basale, stratum spinosum, stratum
granulosum a stratum corneum (SC). Nejspodné&jsi vrstvu ptedstavuje stratum
basale, kde se vytvaieji nové keratinocyty. Ty se v navazujicich vrstvach
diferencuji (stratum spinosum), ziskavaji typicky oplostély tvar a posouvaji se
smérem do zevnich vrstev. Ve stratum granulosum dochézi k pevnému spojeni
bunék, diky kterému je propustnost pro vodu obéma sméry velmi mala.
V nejsvrchnéj$i  vrstvé  stratum corneum jsou buiiky uz uplné zplostélé
a bezjaderné. Tyto buriky se nazyvaji korneocyty.!> 3 * Stratum basale, stratum

spinosum a stratum granulosum jsou soucasti zivotaschopné epidermis (tloustka

11



50-100 um) a SC (tloustka 10-20 um) je soucasti nezivotaschopné epidermis

a je koneénym produktem diferenciace. '°

STRATUM
CORNEUM

STRATUM
GRANULOSUM

STRATUM
SPINOSUM

STRATUM
BASALE

Obr. 2 Vyobrazeni zakladnich vrstev epidermis (prevzato z Eucerin.cz).
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3.2. Rohova vrstva kuze — Stratum corneum

Samotnou kozni bariéru tvofi nejsvrchngjsi vrstva epidermis, tedy Stratum
corneum (SC) neboli rohova vrstva. SC je koneény produkt diferenciace

epidermalnich bunék a je zodpovédna za bariérovou funkci. 8

Rohova vrstva je tvotfena z 18-21 vrstev odumfielych a zrohovatélych
korneocyti (KC), které jsou obklopeny lipidovou matrix atu piedstavuji volné
a kovalentné¢ véazané lipidy v intraceluldrnim prostoru. Tato struktura bunck
a intracelularni hmoty ve SC je ¢asto nazyvana ,,cihly a malta®, kde KC ptedstavuji
cihly a maltu predstavuje lipidova matrix v mezibunéénych prostorech. Toto celé

pfipomina postavenou zed’ (Obrdzek 3). 8- 13- 14
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Obr. 3 Stavba SC. Struktura KC a lipidové matrix ve SC pripomina model ,,cihly

a malta* (prevzato z Eucerin.cz).
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3.2.1. Korneocytarni lipidova obalka (CLE)

Soucasti kozni bariéry je struktura mezi KC a extracelularni lipidovou
matrix, kterd se nazyva korneocytarni lipidova obalka (CLE), detailné popsano
na Obrazku 4. KC jsou obklopeny zrohovatélym obalem skladajici se z vrstvy
vysoce zesitovanych nerozpustnych proteinti, které jsou kovalentné vazany na
vrstvu lipid. Mezi tyto proteiny patii zejména lorikrin (zastoupeny z 80—85 %)
a involukrin (minoritni). Na glutamatové zbytky zminénych proteint se vazi Cer
pfes o-hydroxyskupiny, coz vede k vytvofeni pevného uspotadani dilezitého
jako zéklad lamelarni struktury SC. Takto vznikld monovrstva lipida je
oznacovana jako lipidovy obal. Pfedpokladem je, Ze tento obal tvoti zaklad pro

tvorbu mezibunéénych lipidovych vrstev, 10- 12,1617, 18

Lipidovy obal spolecné se zrohovatélym obalem umoziluje spravnou
tvorbu lipidové matrix. Nedostatecny lipidovy obal by m¢l za nasledek naruSenou

funkci propustnosti kize. '°

SC mezibunééna
lipidova matrix
{(volné lipidy)

Ziva
epidermis

Obr. 4 Znazornéni korneocytarni lipidové obalky (CLE). I° Obal na povrchu

KC tvoren kovalentné navdazanymi lipidy.
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3.2.2. Lipidova matrix rohové vrstvy kiize

Vysledné diferencované a odumielé korneocyty ve SC jsou obklopeny
lipidovou matrix, kterd vypliiuje mezibunécné prostory SC. Na rozdil od vétSiny
biologickych membran se tato matrix nevyznafuje pfitomnosti Zadnych
fosfolipidii, ale skldda se zekvimolarnitho poméru (piiblizné 1:1:1) vysoce
specializovanych lipidi, které jsou zde hlavnimi konstitutivnimi slozkami. Mezi
tyto lipidy patii ceramidy (Cer), cholesterol (Chol) a volné mastné kyseliny
(VMK). V lipidové matrix jsou lipidy uspofaddny do lameldrnich struktur.
Ekvimolarni mnozstvi zminénych lipidi je velmi dilezit¢ pro epidermalni
homeostazu a jakékoliv vykyvy z tohoto poméru mohou zplisobit naruseni kozni

bariéry. 121
3.2.3. Cholesterol

Cholesterol (Chol) je klicovym sterolem v lidském SC, ktery je nezbytny
pro spravnou funkci kozni bariéry. Zastava vyznamnou tlohu v rdmci pfispivani

pro udrzeni jejich fluidity. 2

Krom¢ Chol se zde vmensi mife nachdzi jeho esterovy derivat
cholesterol-sulfat. Funkce esteru neni doposud zcela objasnéna, ale je vysoka

pravdépodobnost, Ze pfispiva k soudrznosti SC a reguluje tzv. deskvamaci. '?

15



3.2.4. Volné mastné kyseliny

V SC se nachazeji ptedevs§im nasycené VMK s dlouhym a nerozvétvenym
uhlikovym fetézcem. Délka jejich fetézce je obvykle 14-34 uhlikd. Nejhojnéji se
ve SC nachazi mastné kyseliny s 24 uhliky (kyselina lignocerovd) a 26 uhliky
(kyselina cerotickd). Tyto dva druhy tvofii ptiblizné 50 % hmotnosti z celkového
mnozstvi VMK ve SC. Nenasycen¢ kratké mastné kyseliny jsou zde ptitomné
pouze v minimalnim mnoZstvi, nicméné jejich koncentrace se zvySuje pii
vyskytu patologickych stavii (napt. atopickd dermatitida). Ke zvySeni nejspise

dochazi v dtisledku nedostatku filaggrinu. '

Ptitomnost VMK ve SC je diilezita, ponévadz se z ¢asti podileji na tvorbé
kyselého pH, které je potieba pro spravnou funkci lidské kozni bariéry. Jejich

vyskyt je vyznamny pro bariérovou homeostazu, integritu a soudrznost SC. 2

3.2.5. Ceramidy

Ceramidy (Cer) jsou hlavni slozkou lipidii ve SC a tvofti ptiblizn€ 50 %
z celkové hmotnosti lipidové matrix. Hraji dileZitou roli v udrzovani bariérové
funkce kiize. Mimo to se podili ina riznych bunéénych procesech, napf.
imunologické aktivity, transportni funkce, proliferace, diferenciace a apoptoza

bunék v epidermis. 7> 11, 12,23

Jedna se o strukturné heterogenni a komplexni skupinu sfingolipidt. Cer
typicky maji polarni hlavu a dva hydrofobni uhlovodikové fetézce. Polarni hlava
Cer je pomérné mensi oproti fosfolipidiim, tvotici bézné bunécné membrany.
Diky tomu jsou lipidy v mnohem té€snéjSim uspotfaddani. Hydrofobni fetézce Cer
jsou vyznamné delSi a vytvareji multivrstvy. Jedna se o vzajemné propojené
lamelarni struktury. Vzhledem k témto okolnostem je propustnost ceramidovych

lamel SC mnohonasobné niz$i, nez je tomu tak u fosfolipidovych dvojvrstev. 7

Zakladem molekuly Cer je sfingoidni bdze aacylovy fetézec mastné
kyseliny. Sfingoidni baze je aminoalkohol o délce nejcastéji 18 uhlikd. Pro
epidermis je specificky sfingosin (S), dihydrosfingosin (dS), fytosfingosin (P)

nebo  6-hydroxysfingosin  (H). Mezi novéjsi  objevené  fadime
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tetrahydroxylovanou sfingoidni bazi (T), ktera ale neni pln¢ strukturné popséna.
Na primérni aminoskupinu sfingoidni baze se pfes amidovou vazbu vaze mastna
kyselina, kterd je nasycend, nerozvétvend a ma dlouhy fetézec. U dlouhych
fetézcl mastnych kyselin je jejich délka obvykle 24 uhlikli, zatimco u tzv.
ultradlouhych Cer je to obvykle 30-32 uhlikil. Retézec mastnych kyselin v Cer
mitize byt bud’ bez substituce (N), nebo substituovany hydroxylovou skupinou
v poloze a (A) ¢i w (0). Na w-hydroxylovou skupinu se ddle mlize esterové vazat
kyselina linolovd (EO) anebo se tento hydroxyl mize vézat na proteiny
zrohovaténého obalu (CE), hlavné involukrin. Touto vazbou dochézi ke vzniku

tzv. korneocytarni lipidové obalky (CLE). 7> 11, 12,20, 21

V lidském SC bylo popséano celkem 15 tfid Cer, které maji raznou délku
fetézce. Diky tomu mize vzniknout velké mnozstvi odlisnych struktur Cer. Pro
lepsi ptehled bylo zavedeno pro pojmenovani Cer nazvoslovi dle Motty, které je
v soucasnosti u Cer bézné pouzivané. Dle zminéné nomenklatury je nazev Cer
zalozen na principu kombinace pismen oznacujici acyl mastné kyseliny (N, A, O
nebo EO) a sfingoidni bazi (S, dS, P, H, T nebo 1-O-E_S). !!-24.26 P¥ehled Cer

a nazvoslovi je znazornéné na Obrdzcich 5 a 6.

Pokud dojde ke snizeni mnozstvi Cer ve SC, tak to vede ke ztratdm vody
a knarusSeni bariérové funkce. To by dale zplsobilo snizeni ochrany proti
bakteriim, a ndsledkem mize dojit ke koZnim abnormalitam, jako je atopicka

dermatitida nebo psoriaza. 2123
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Ceramide
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Obr. 5 Rozdéleni a nazvoslovi Cer v SC se strukturami sfingoidnich bazi

a acylovych Fetézci. 12

Free ceramides of human stratum corneum
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Ceramides covalently bound to the cornified envelope (CE) of corneocytes
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Obr 6. Struktury volnych a kovalentné vazanych Cer lidského SC. ** Struktury
jsou znazorneny v souladu s terminologii navrzenou Mottou et al. Ceramidy jsou
klasifikovany podle acyloveho retézce (znazornéno zelenou barvou) a sfingoidni baze

(zndzornéno cernou barvou).
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3.2.6. Usporadani lipidové matrix SC

Mezibun&éné lipidy ve SC charakteristicky vytvareji lamely. Ty jsou
uspofadané do dvojvrstev, ve kterych jsou lipidy orientovany tak, Ze svou
hydrofobni casti sméfuji dovniti a hydrofilni ¢asti ven do vodného prostiedi.
Dvojvrstvy lipidi se skladaji na sebe a vytvari multivrstevné lamelarni struktury.
Tyto struktury jsou pfes w-hydroxy skupinu Cer kovalentné¢ navdzany na

rrrrr

lamelarnim nebo lateralnim uspoiadani. 8 1°

Lamely, do kterych se uspotadavaji lipidy SC mohou byt o riznych
délkach. Dle délky klasifikujeme dvé zdkladni faze — dlouha lamelarni faze (LPP,
angl. long peridicity phase) s opakujici se vzdalenosti ~13 nm a méné vyrazna
kratkd lamelarni faze (SPP, angl. short periodicity phase) s opakujici se
vzdalenosti ~6,3 nm. Zejména LPP je velmi dulezita pro bariérovou funkei SC
a pro SC je esencidlni. 1%-23.30 Zminéné faze jsou detekovany pomoci Sirokouhlé

rentgenové difrakce. %

Lateralni usporadani popisuje uspofadani lipidit uvnité lamely. Pomoci
Sirokotihlé rentgenoveé difrakce byly pozorovany tfi typy konformaci —
orthorombické, hexagonélni a kapalné-krystalické (Obrazek 7). Lipidové
molekuly nejcastéji tvoii orthorombickou konformaci. Zde dochazi k velmi
tésnému uspotradani fetézci Cer a VMK, které jsou v all-trans konformaci
a molekuly jsou tak v obdélnikové krystalické miizce, kterd zabraiuje volné
rotaci fetézcli. Tato konformace prevazuje u vétSiny lipida SC a je podstatné pro
spravnou funkénost kozni bariéry. O néco meéné cCastéj$i je konformace
hexagonalni, kde jsou lipidy uspotddané do ménég tésné Sestithelnikové miizky,
ktera poskytuje ¢asteCnou rotaci fetézcii. Tato konformace se typicky vyskytuje
vice u pacientll s poruchami kozni bariéry. Kapalné-krystalickd konformace se

vyskytuje u velmi malé ¢asti lipidi a vytvari spiSe nepravidelné uspotradani.!2 26

31
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Lateral organization
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V' Liquid
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Obr. 7 Lamelarni a lateralni usporadani lipidi v lidském SC. 27 Mezibunécéné lipidy
Jjsou usporadané do lamel, v lidském SC jsou lamely s dlouhou periodicitou (LPP, ~13
nm) a krdtkou periodicitou (SPP, ~6 nm). Ddle rozlisujeme lateralni usporadani

molekul lipidii uvniti lamely (orthorombické, hexagonalni a kapalné usporadani lipidu).
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3.3. Langmuirovy monovrstvy na rozhrani kapalina-vzduch

Jedna se o metodu umoznujici vytvoreni vysoce kvalitnich usporadanych
monovrstev. Metoda vede ke vzniku monovrstevného lipidového filmu tzv.
Langmuirova monovrstva na rozhrani dvou fazi: kapalina-vzduch. Kapalina je
spodni polarni fdze a vzduch je horni plynnou fazi. Nerozpustnou monovrstvu
mohou tvofit latky s amfifilnim charakterem. Hydrofilni segment molekuly musi
vykazovat dostatecnou afinitu k vodé¢ a je orientovan smérem k polarni fazi

(subfazi). Hydrofobni segment molekuly sméfuje smérem od subfaze do plynné faze.

32,33

Barrier Air

I Liquid I

Obr. 8 Langmuirova monovrstva (prevzato z Biolinscientific.com).

Soucasti zafizeni wurcené k vytvofeni monovrstvy (Obrdzek 9) je
m¢elka vanicka vyrobend z hydrofobniho materialu (1), ktera je naplnéna hydrofilni
kapalinou, oznacovanou jako subfaze. Na povrch této kapaliny se aplikuji amfifilni
latky. Na okrajich vanicky jsou umisténé posuvné bariéry z hydrofilniho materidlu
(2), jejichz ptiblizovanim o ur€ité rychlosti do stfedu vanicky se monovrstva stlacuje.
Bariéry jsou béhem meéfeni ovlddany pomoci softwaru. V duasledku komprese
monovrstvy dochdzi ke zménam povrchového tlaku (SP, z angl. Surface Pressure).
Tyto zmény jsou sledovany pomoci senzoru, naptiklad platinovym pliSkem, ktery je
¢astecné ponoien do kapaliny. Teplota subfaze je udrZovéana na piedepsanou teplotu
pomoci termostatu a méfena pomoci ¢idla, které je rovnéz ponoteno do kapaliny. 3%

34
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Obr. 9 P¥istroj pro pripravu Langmuirovy monovrstvy. 3
1 — Hydrofobni vanicka, 2 — Hydrofilni bariéry, 3 — Platinovy plisek pro meéreni

povrchového tlaku

3.3.1. Langmuirovy izotermy

Izoterma (Obrdzek 10) je graf zavislosti SP [mM/N]) na plose jedné
molekuly (MMA, z angl. Molecular Area, [A?]) popisujici kompresi monovrstvy
béhem méfeni. MMA se vypocitd z molekulové hmotnosti a z koncentrace
vzorku. Obé& hodnoty se zadavaji do softwaru pro kazdy vzorek individudlné pred

méfenim. 32 34

Na zacatku méteni je SP nizky a diky tomu, Ze molekuly jsou od sebe
dostatecné vzdalené, tak zabiraji vétsi plochu na jednu molekulu. Stla¢ovanim
bariér zacinaji spolu interagovat uhlovodikové fetézce molekul a diky tomu
stoupa SP. Molekuly se organizuji a dochazi ke vzniku uspotddané monovrstvy
na povrchu subfiaze. Nasledkem posunu bariér se tedy snizuje hodnota MMA
a SP stoupd. Izoterma nam fiké, jak ochotné se lipidy uspotadavaji a jestlize je

izoterma strmé&jsi, tak se lipidy ochotné&ji uspoiadavaji do monovrstvy. 32 34

V pribéhu komprese monovrstvy nastdvaji rizné fazové prechody.
Popsané jsou 4 faze — plynna (gas, G), kapalné-rozptylena (liquid-expanded, L1),
kapalné-kondenzovana (liguid-condensed, 1.2) a pevna (solid, S). Pti ptfechodu

fazemi dochazi k zakfiveni izotermy (Obrazek 10). *?
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Obr. 10 Izoterma. Grafické znazorneni zavislosti povrchového tlaku (SP) na
plose jedné molekuly (MMA). Na obrazku jsou vyznaceny fazové prechody, ke
kterym  dochazi diky zvySujicimu se povrchovéemu tlak (prevzato

z Biolinscientific.com).

Dalsim dtlezitym parametrem, je modul kompresibility (z angl.
Compression modulus, Cmax [mN/m]). Tato veli¢ina je pfevracenou hodnotou
kompresibility a Cmax ziskame derivaci izotermy. Modul kompresibility je
ukazatel elasticity monovrstvy aplati, Ze ¢im je hodnota Cumax vySSi, tim je

elasticita niz8i. Prubéh ovlivituje zejména teplota a slozeni subfaze a pufru. 3132
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34. Langmuirovy monovrstvy na pevném podkladé

Vzniklé langmuirovy monovrstvy lze prenést na pevny podklad, coz
umoziuje nasledné zkoumat jejich vlastnosti pomoci raznych technik, jako jsou
atomova silova mikroskopie (AFM), infracervend spektroskopie nebo rentgenova

difrakce. 32

Ptenos monovrstvy na pevny podklad Ize provést dvéma zpiisoby. Prvnim
zpusobem je metoda Langmuir-Blodgett (Obrdzek 11-A, prevzato
z Bioscientific.com), pti které se monovrstva prenasi vertikalnim ponofenim pevného
podkladu do monovrstvy. V tomto pifipad€ se pouziva hydrofilni podklad, napft.
slidové sklicko. Druhy zpiisob je metoda Langmuir-Schaefer (Obrazek 11-B,
prevzato z Bioscientific.com), kdy dochéazi k pfenosu monovrstvy horizontalnim
piilozenim hydrofobniho podkladu shora na monovrstvu. Piikladem hydrofobniho

materialu miZze byt pyrolyticky grafit nebo silanizovany oxid kfemicity. 34 33

Sample
Monolayer Air Monolayer 1

Air
= S T .
Barrier Barrier
B Liquid

A Liquid Sample
Obr. 11 A — Langmuir-Blodgett metoda (vertikdlni prenos monovrstvy na pevny
podklad), B — Langmuir-Schaefer metoda (horizontdlni prenos monovrstvy na

pevny podklad). 3

Pii pfenosu monovrstvy na pevny substrat je nezbytné zachovat konstantni
kompresi (tj. SP) v rozmezi 20 az 40 mN/m. Dilezitym faktorem pro zachovani
soudrznosti monovrstvy je dostate¢né vysokd hodnota SP, kdy pfitazlivost mezi
molekulami v monovrstvé je dostacujici k tomu, aby se ptedeSlo rozpadu
monovrstvy béhem pienosu na pevny podklad. Pokud by byl SP pftili§ vysoky, tak to

muze vést ke zhrouceni monovrstvy 323
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Adsorpci monovrstvy na pevny substrat mize ovlivnit nékolik faktort. Mezi
tyto faktory patii povaha nanaseného filmu, teplota a sloZeni subfaze, povrchovy tlak

bé&hem pienosu a rychlost nanaseni, povaha latky pevného substratu. 3

3.4.1. Atomova silova mikroskopie (AFM)

K zobrazeni monovrstvy prenesené na hladky povrch slidového sklicka
slouzi metoda Mikroskopie atomarnich sil (AFM, zangl. Atomic Force
Microscopy). AFM umoznuje urCeni nanorozmérové organizace lipidové
multivrstvy a poskytuje obrazky s vysokym rozliSenim. Tato metoda poskytuje
schopnost, kterou jiné charakterizacni techniky nemohou nabidnout, ato
schopnost fungovat ve vodném prostfedni a teploté, ktera kopiruje ptirozené

prostiedi biologickych vzorku, které charakterizuje. 3 36

Pro samotné méfeni je dllezitd sonda, kterd je v kontaktu s povrchem
vzorku a snima ho. Dals$i souc¢ésti ptistroje je piezoelektricky skener, ktery velmi
piesnymi pohyby zajistuje polohovani vzorku, poté laserovy zdroj a polohové
citlivy detektor. Na horni ¢ast mékké konzoly AFM se odrazi laserovy paprsek
a nasledné je shromazdovan fotodiodou, aby zjistila vychyleni hrotu. Sonda na
svém konci ma ostry hrot a ve chvili, kdy je hrot v tésné blizkosti se vzorkem,
tak kvantitativni mechanické interakce mezi hrotem sondy a povrchem vzorku
jsou ithned zaznamendny detektorem a dochazi k vykresleni zaznamu jako 3D

topografie. 36-37.38
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4. Experimentalni Cast

4.1. Chemikalie a material

Fosfatovy pufr (PBS, 10mM, pH 7,4; Merck, Némecko), ultra¢isténa voda
Milipore (¢iSténa systémem Milli-Q na Farmaceutické fakulté¢ UK), aceton, trypsin
z praseci slinivky (Merck, Némecko), suSidla (oxid fosforecny, tuhy parafin
a hydroxid sodny), extrakéni pufr se sloZzenim Tris-HCI
(Tris(hydroxymethyl)aminomethan), DDT (Dithiotreitol), EDTA (Kyselina
ethylendiamintetraoctovd) a DDAO (N,N-dodecyldimethylamin oxid), dale myci
pufr (Tris-HCI, DDT, EDTA), hydroxid sodny (NaOH), kyselina chlorovodikova
(HC), lipidy z lidského SC v chloroformu a methanolu.

Skalpel, kadinky, pinzety, vatové ty¢inky, Petriho miska, gaza a centrifugacni
zkumavky o riznych velikostech (50 ml, 20 ml, 15 ml, 10 ml, 2 ml, 1 ml).

4.2. Pristrojové vybaveni

Pro ziskédni pozadované tloustky (5 mm) kaze byl pouzit dermatom
(Aesculap, Acculvan, Némecko), pro navazovani SC byla pouzita analyticka véha
Ohaus PR SERIES (Ohaus, USA). Dale byl vyuzit inkubdtor IN30 (Memmert,

Némecko) vytemperovany na 32 °C.

Pomoci rota¢ni vakuové odparky Hei-VAP Core (Heidolph, Némecko) bylo
zajisténo odpateni smesi organickych rozpoustédel (chloroform/methanol) k ziskani

extrahovanych volnych lipidi ze SC.

Pro suseni vzorki SC byl pouzit exsikdtor sobsahem susSidel (oxid

fosfore¢ny, tuhy parafin a hydroxid sodny).
Pii filtraci SC byl vyuzit filtr o velikosti ok 41 um (Fischer scientific, USA).

K ziskdni sedimentu bunék SC pomoci -centrifugace byla vyuzita
multifunkéni chlazena centrifuga MPW 260R (MPW MED. INSTRUMENTS,
Polsko).
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K hodnoceni bunék SC byl pouzit opticky mikroskop Olympus BX 51
s digitalni kamerou DP72 se softwarem analySIS auto 5.1 (Olympus GmbH,
Némecko). KC byly po¢itany v hemocytometru s Neubauerovou komurkou (Merc,

Némecko).

Metodou infracervené spektroskopie byly méteny vzorky SC pomoci ptistroje
Nicolet 6700 FTIR (Thermo Fisger Scientific, USA). K vyhodnoceni spekter byl
vyuzit program OPUS (Bruker, Némecko).

Pro ptipravu monovrstev byla pouzita vana KN 2001 small, posuvné bariéry
KN 0040, mechanismus pro nanaSeni monovrstev na pevny podklad a LB software
(KSV NIMA, Finsko). Pro hodnoceni monovrstev nanesenych na slidové sklicko byl
pouzit mikroskop atomdarnich sil. Nanosurf easyScan 2 FlexAFM (nanosurf,

Svycarsko) v kontaktnim médu.

4.3. Izolace stratum corneum z lidské kuze

Lidska ktize byla ziskdna od pacienti, kteti podstoupili abdominoplastiku
v Sanatoriu Sanus v Hradci Kralové CR po podepsani informovaného souhlasu
a schvéleni etické komise pii Sanatoriu Sanus (souhlas &. 5/4/2018). Cerstvéa kiize
byla po operaci pomoci skalpelu zbavena podkozniho tuku, nasledné byla omyta

v PBS, osusena gazou a skladovana pti -20 °C v mrazaku.

Zmrazend kize byla po vyjmuti z mraziciho boxu apo rozmraZeni pfti

laboratorni teplot¢ upravena dermatomem na poZadovanou tloustku 5 mm.

Poté se ptipravila Petriho miska s obsahem PBS o pH 7,4 a trypsinu, do které
se jednotlivé kusy dermatomované kiize vlozily. Takto se Petriho miska ulozila do

inkubatoru pies noc pii teploté 32°C.

Diky trypsinu doSlo k enzymatickému oddéleni SC od ostatnich zbytki
kize.** SC bylo pomoci pinzety z Petriho misky opatrné vyjmuto a o¢i$téno vatovou
tyCinkou od zbytkl epidermis a dermis. Dale bylo nékolikrat oplachnuto ponofenim

do kadinky s ultracisténou vodou Milipore, pak na nékolik vtefin do acetonu a poté
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znovu do kadinky s vodou Milipore. Cisté SC bylo uloZeno do Petriho misky na gazu

s naslednym susenim v exsikatoru vybavenym susidly.

4.3.1. Extrakce volnych lipidi ze SC

Extrakce volnych lipidit ze SC se provedla ve smési chloroform/methanol,
a to v poméru 2:1 (v/v), dale v poméru 1:1 (v/v) a 1:2 (v/v).*! Extrakce se provedla
tak, ze urCité mnozstvi SC bylo pomoci pinzety pfevedeno do malé kadinky, kde
byla pfipravend smés organickych rozpoustédel nejdiive v poméru 2:1 (v/v). Takto
se kadinka polozila na magnetickou michacku s michadlem, a probihalo pomalé
michdni za laboratorni teploty po dobu dvou hodin. Nasledn¢ probéhla filtrace SC
s rozpoustédlem pies filtracni papir. Zfiltrované SC bylo vlozeno do kadinky, kam
se poté vlozil dalsi pomér organickych rozpoustédel, v tomto ptipade 1:1 (v/v).
Déle se postupovalo stejnym zplisobem jako na zacatku extrakce a k znovu
odfiltrovanému SC se ptidala naposledy smés rozpoustédel v poméru 1:2 (v/v).
Kdyz tento cely postup probéhl i potieti, tak filtrovana smés rozpoustédel
s extrahovanymi lipidy byla vlozena do rota¢ni vakuové odparky, aby se
rozpoustédlo odpafilo a zbyly pouze lipidy. Ziskané lipidy pak byly pteciStény

pomoci sloupcové chromatografie a uchovavany pii -20 °C pro pozdéjsi vyuziti.*!

Delipidizované SC po extrakci lipidl bylo pies noc vysuseno pod vakuem
a uchovavano pii -20 °C. Takto vysusend SC byla dale vyuzita k izolaci KC
(Obrazek. 12).

Obr. 12 Vysusené SC
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4.4. Izolace korneocyti

Tato ¢ast experimentu zahrnovala jednotlivé kroky, které byly velmi dulezité

pro samotnou izolaci korneocytl (KC). Nize jsou jednotlivé kroky popsany,

4.4.1. Priprava pufra

Pro samotnou izolaci KC bylo nutné pfipravit dva pufry — extrakéni a myci
pufr. Extrak¢ni pufr se skladal z 20 mM Tris-HCL, 10 mM DDT, 5 mM EDTA, 8
mM DDAO amyci pufr mél stejné sloZzeni az na DDAO, ktery v tomto pufru
chybél. Pufry byly upravené na pH 7-8, které bylo nastavené pomoci NaOH.

Bylo navadzeno dvojnasobné mnozstvi Tris-HCI, DDT, EDTA, které bylo
pfedem vypocitané (viz Tabulka 1) a vlozené do 2 I sklenéné lahve. Dale bylo
pridano 2 1 ¢isténé vody a roztok byl michan na magnetické michacce pfi teploté
45 °C. Nasledné¢ byl tento roztok rozdé€len piesné naptl do dvou 1 1lahvi, kdy jedna
z téch lahvi obsahovala jiz pfipraveny myci pufr. Do druhé lahve se nakonec

navazilo DDAO, coz byl extrakéni pufr.

Latka Molekulova Koncentrace Navazka
hmotnost [mM] [g/L]
[Mw (g/mol)]

Tris-HCI 157,6 20 3,152

DDT 416, 2 10 1,5425

EDTA 154, 25 5 2,081

DDAO 229, 4 8 1, 8352

Tab. 1 Navazky jednotlivych latek pufri

Ale nastal problém hned po smichani vSech latek s vodou, kdy se latky
vibec nerozpoustely. Sklenéna lahev byla vloZena na magnetickou michacku, ale
jelikoz bylo rozpousténi latek velmi pomalé, tak lahev byla vloZena do ultrazvuku
(45 °C) pro rychlejsi rozpousténi. Ale i poté latky rozpusSténé nebyly, proto michani

bylo zapnuté i pfes noc, ale to také nepomohlo.
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Bylo zjisténo, Ze problémem byla EDTA, ktera snizovala pH pod 5 a proto
se nic nerozpoustélo. JelikoZ je to kyselina, tak pro rozpusténi bylo potieba pH 7-

8. Pro nastaveni spravného pH byl vyuzit NaOH.

Dtlezity byl postup pfidavani jednotlivych slozek, kdy jako prvni do vody
byl ptidan Tris-HCI. Pro jeho rozpusténi bylo nastavené pH na 7,5 pomoci NaOH,
ktery se postupné ptikapaval za soucasné kontroly pH na pH metru. Po rozpusSténi
byla ptfidana EDTA, pro kterou se nasledné nastavilo idedlni pH na 8, pii kterém
byla velmi dobie rozpusténa. Poté ptidano DDT, které bylo rozpusténo béhem
chvilky. Pokud pH bylo vy$s§i nez 7,5 po rozpusténi vSech latek, tak bylo zpét

nastaveno okyselenim HCI.

4.4.2. Izolace KC

Po ptipraveé pufrii nasledoval krok, béhem kterého doslo k oddélovani KC
ze SC. V uzaviené sklenéné lahvi bylo SC ponoieno do extrakéniho pufru (250 ml
pufru na 15 mg SC). Za neustdlého michani bylo ponechdno na magnetické

michacce po dobu 72 hodin pfi teploté 40-50°C.

4.4.3. Filtrace

Nésledné se provedla filtrace ziskané disperze KC v extrakénim pufru.
Filtrace se provedla pomoci jednoduché filtra¢ni aparatury. Jeji soucésti byla
prepéazka, na kterou byl polozen filtr o velikosti ok 41 um, skrze ktery probihala
samotna filtrace. Aparatura byla nasSroubovana na 250 ml sklenénou lahev, do ktere

byl filtrovan extrakéni pufr s KC oddélenymi od vétSich zbytkia SC.
4.4.4. Cisténi KC

Ziskany filtrat byl vyuzit pro nasledné ¢isténi KC. Pro ¢isténi KC byl pouzit
myci pufr bez obsahu DDAO.

Cisténi bylo provedeno celkem tfikrat, ato tim zptisobem, Ze filtrat byl
nejdiive rozdélen do vétSich 50 ml centrifugacnich zkumavek, které byly vlozeny

do centrifugy s nastavenim na 6000 RPM, 20 min a 22 °C. Po uplynuti doby této
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prvni centrifugace byly sedimentovany na dné¢ zkumavek pelety bunék, které bylo

potieba ziskat pro dalsi zpracovani.

Nasledné byl vzdy odebran svrchni supernatant do odpadu, tak aby nedoslo
k poskozeni pelety bunck. K peletdm bunék a zbytku extrakéniho pufru byl ptidan
myci pufr atakto byla postupné cela smés pievedena postupné do menSich
centrifuga¢nich zkumavek. Dale prob¢hla znovu centrifugace se stejnym
nastavenim. Tento postup s mycim pufrem se provedl poté znovu dvakrat s tim, Ze

na konci se pracovalo uz jen s 2 nebo 1 ml centrifuga¢nimi zkumavkami.

4.5. Metody hodnoceni korneocytia (KC)

4.5.1. Opticka mikroskopie

Metoda optické mikroskopie byla vyuzita pro sledovani morfologie bun¢k
a zjisténi jejich poctu v jedné peleté, ktera byla ziskana diky c¢iSténi bunék.
Samotnému hodnoceni predchazelo suspendovani KC do vhodného média. Pro
hodnoceni byl pouZit hemocytometr s Neubauerovou komtrkou, do které bylo
pipetovano 10 pl média s KC. Pod mikroskopem pii zvétSeni 10x byly spocCitany

bunky v 5 ¢tvercich podle nésledujiciho schématu.

B | C F

Touching top or
right = do count ~
A,

|

Touching bottom R
D E left = do not count

1mm

,.

1mm

Obr. 13 Schéma pro poéitani KC. #* Cervené zvyraznéné ctverce piedstavuji

prostory pro pocitani KC.
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Byly pocitany vSechny buniky, které byly dobfe viditelné, a i s dobrou
morfologii. Pokud se buiiky dotykaly horni a pravé hranice Ctverce, tak se
pocitaly, ale pokud se dotykaly levé a dolni hranice Ctverce, tak se nepocitaly.
Timto zptisobem se spocitaly KC ve vSech ¢tvercich A-E, které se secetly a udélal
se primgér. Jelikoz hemocytometr s Neubauerovou komiirkou obsahoval toto
schéma dvakrat, tak byly ziskany dva primeéry bunék, které se poté také seCetly
a zpramerovaly. Nasledné byly dosazeny do rovnice (Rovnice 1), ve které @ pocet
bun¢k znamena pramérny pocet bunék v jednom ¢tverci a 10* znamena prepocet

na aplikované mnoZstvi objemu na 1 Ctverec.
pocet bunék v1ml = @ pocet bunék x 10* x ml suspenze
Rovnice 1 Vypocet poctu KC

4.5.2. Infradervena spektroskopie

Tato metoda byla vyuzita ke kontrole zbytki rezidua surfaktantu
v izolovanych KC. M¢éteny byly pelety bun¢k, které se po izolaci nechaly volné
uschnout pfi laboratorni teploté. Samotné meéfeni probihalo na Katedie
bioorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty UK. Peleta byla pfimo

aplikovana na ATR krystal a bylo zméfeno 128 skenii pti rozliSeni 2 cm-!.
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4.6. Priprava modelu korneocytarni lipidové obalky (CLE)

4.6.1. Priprava lipidovych vzorki

Pro ptipravu modelu byla pouZzita smés cholesterolu (Chol; Mr = 386,67
g/mol), ceramidi (Cer; Mr = 650,13 g/mol) a smési volnych mastnych kyselin
(VMK; Mr = 345, 58 g/mol) extrahovana z lidského SC. Pfesny postup extrakce
volnych lipida je popséan v podkapitole 4.3.1.

Vsechny vzorky byly skladovany pii teplot¢ -20°C apted kazdym
métfenim byly lipidy rozpustény ve smési chloroform:methanol (2:1; v/v), a to

v koncentraci 1 mg/ml.

4.6.2. Priprava acetatového pufru

Pro ptipravu acetatového pufru (10 mM, pH 5,5) byla potieba ultracisténa
voda Milipore, kyselina octova, NaCl a roztok hydroxidu sodného (NaOH).

Samotna piiprava zahrnovala rozpusténi 8,5 g NaCl a 0,6 g kyseliny
octové v 1 | ultracisSténé vody Milipore za stalého michani. Po iplném rozpusténi
bylo nutné zkontrolovat pH a dle potieby spravné pH nastavit pomoci NaOH.
Nasledné byl pufr pfed pouzitim zfiltrovan ve filtrani aparatute ptes filtry o
velikosti ok 0,45 pm za ptitomného vakua a mezi jednotlivymi métenimi byl

ziskany pufr uchovavan v chladnicce.

4.6.3. Langmuirovy monovrstvy na rozhrani kapalina-vzduch

Pro ptipravu modelit monovrstev byl pouzit ptistroj sklddajici se z mélké
vani¢ky vyrobené z hydrofobniho materialu. Na okrajich vanicky byly umistény
pohyblivé bariéry (vyrobené¢ z hydrofilniho materidlu), jejichZ posunem
(ovladano softwarem KSV NIMA) do stfedu vany dochéazi ke stlaceni
monovrstvy. Dalsi soucasti pfistroje byla platinova desticka slouzici pro

sledovani zmén SP a ¢idlo termostatu zaznamenavajici teplotu kapaliny.
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Obr. 14 Zarizeni wurcené Kk pripravé Langmuirovych monovrstev
A — mélka vanicka, B — ponorny mechanismus pro nandseni vzorku na pevny

podklad a zavesné zarizeni pro platinovy plisek, C — bariéry

Do cisté a osusené vanicky byl nalit acetatovy pufr, ktery slouzil jako
subfaze. Do subfdze byl ponofen platinovy pliSek tak, aby se nedotykal dna
vanicky. Na okraje vani¢ky byly umistény bariéry a do subfaze bylo ponoieno

¢idlo termostatu.

Pfed méfenim se ocistil povrch subfaze opakovanym pfiblizovanim
pohyblivych bariér smérem ke sttedu vanicky, kde byl situovany pliSek. Pomoci
pipety se odsaly ptipadné necistoty pfitomné na bariérach. Pomoci stejné pipety
byly odstranény i vzniklé bubliny v subfazi. Tento proces ¢isténi byl proveden

minimalné dvakrat.

Subfaze byla vytemperovana na teplotu 22 °C a bé¢hem temperace byl
vzorek lipidi rozpustén ve smési chloroform:methanol (2:1, v/v) na koncentraci
1 mg/ml. Nésledn¢ pomoci Hamiltonovy mikrosttikacky s teflonovym koncem
bylo naneseno 10 pl tohoto roztoku rovnomérné po kapkach po celém povrchu

subfaze.

Po odpateni rozpoustédla (20 minut) byl vynulovan SP a nésledné bylo
zahajeno méfeni. Béhem meéteni se bariéry k sobé ptiblizovaly rychlosti 10

mm/min. Bariéry se pohybovaly aZ do maximalni hodnoty SP 50 mN/m, kdy po
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dosazeni této hodnoty se bariéry zastavily, pfipadné¢ méfeni bylo ukonceno

manudlné. Samotné méfeni probihalo pfiblizné 20 minut,

Po ukonceni méteni vSechny soucasti pfistroje byly o€istény urenymi
rozpoustédly. Vanicka, platinovy plisSek acidlo byly oplachnuty smési
rozpoustédel chloroform:methanol (3:1, v/v), bariéry methanolem a nakonec

vSechny soucasti byly osuseny.
Vysledkem téchto méteni byly izotermy (kiivka zavislosti SP na MMA).

4.6.4. Langmuirovy monovrstvy na pevném podkladé

Ptenos Langmuirova filmu byl proveden na slidové sklicko ve vanicce,
kterd byla opatiena zafizenim na vertikalni posun pevného podkladu. Do drzédku
bylo upevnéno slidové sklicko (15x15 mm), které bylo protazeno skrze subfazi
tak, aby byl vytvofen meniskus kapaliny. Naneseno 10 pl vzorku, nasledovalo
odpareni rozpoustédla (20 minut) a ekvilibrace hodnoty SP na hodnotu 20 mN/m,
coz zajistuji pohyblivé bariéry. Béhem ptlisobeni konstantniho SP bylo slidové
sklicko vytazeno (2 mm/min) ze subfaze nad hladinu. Poté se sklicko zachytilo
drzédkem pro jednodussi manipulaci a bylo vlozeno do Siroké vialky, ktera byla

napusténa inertni atmosférou dusiku, uzaviena vickem a opatfena parafilmem.

Takto ziskané lipidové monovrstvy byly méfeny pomoci AFM na katedie

farmaceutické technologie dr. Svacinovou.

4.7. Zpracovani vysledkii

Pro zpracovani vysledkt byl pouzit Microsoft Excel a GraphPad Prism.
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5. Vysledky a diskuze

5.1. Extrakce SC

5.1.1. Cisténi KC pomoci centrifugace

DDADO je neionicky surfaktant, kdy jeho pfitomnost byla klicova, protoze
pomaha rozvolnit KC ve SC, avSak ve vysledném modelu by mohl vysledky
zkreslovat. Proto bylo potteba ho z disperze KC vymyt pomoci myciho pufru, ve

kterém se nenachazel.

Zpocatku bylo ¢isténi provedeno celkem trikrat s mycim pufrem pomoci
centrifugace. 3 Po tietim myti bunék ale nebyla vibec viditelna peleta bunék.
Pro zjisténi, zda byly ziskané né&jaké buiiky byla provedena opticka mikroskopie
(viz nasledujici kapitola). Cely experiment od filtrace az po €isténi byl proveden

celkem ctyfikrat.

Vzdy pied tfetim mytim byla pod mikroskopem viditelna peleta, ale po
tretim pfecisténi uz se ji ziskat nepodafilo. Proto bylo u dal§ich experimentt

provedeno promyvani s mycim pufrem pouze dvakrat.
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5.2. Hodnoceni KC

5.2.1. Opticka mikroskopie

Na Obrdazcich 15-17 jsou zobrazeny KC po jejich ¢iSténi s mycim pufrem.
Po prvnim myti (Obrdzek 15) byly viditelné pouze shluky bunék, kdy v kazdém
jednotlivém shluku bylo velké mnoZstvi korneocyti. Kvili shlukiim nebylo ani

mozné zjistit piesny pocet bunck ani jejich pfesnou morfologii.

Po druhém ptecisténi (Obrdzek 16) byly ziskané buiiky s velmi dobrou
morfologii, kdy viceméné vSechny meély stejny tvar. Pod mikroskopem byly
shluky minimalné, tudiz bylo mozné vidét jednotlivé KC vedle sebe a diky tomu

je bylo moZné ptesnéji spocitat.

Na Obrazku 17 miuzeme vidét KC po tfetim myti, kdy takto precisténé
buiiky maji naruSeny tvar. Po jejich pfepocitani, byl oproti poctu KC po 2.myti,
ziskdn velmi nizky pocet, se kterym nebylo mozné dale pracovat. Z tohoto

divodu v dalsich experimentech bylo myti provedené pouze dvakrat.

Obr. 15 Shluky KC po 1.myti Obr. 16 KC po 2. myti
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Obr. 17 KC po 3. myti

Pii kazdém experimentu byly KC vzdy spocitdny po druhém myti
a dosazeny do Rovnice 1, ze které byly ziskany nésledujici pocty bunék: KC1 =
550 000; KC2 = 615 000; KC3 = 436 000; KC4 = 662 000. Primérné tak bylo

ziskano z jedné extrakce cca 5-6 x 10° KC.

Obr. 18 Pocitani KC pomoci hemocytometru s Neubauerovou komiirkou
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5.3. Priprava modelu - Langmuirovy monovrstvy

5.3.1. Langmuirovy izotermy

KC ziskané v ptedchozi ¢asti prace pak byly pouzity pro modely CLE, kde
KC reprezentovaly CLE, na kterou by se mohly navazat volné lipidy SC. Chovani
téchto smési bylo pozorovano pomoci Langmuirovych monovrstev. V grafu
(Obrazek 19) vidime namétené dve reprezentativni izotermy, které jsou barevné

odlisené. Cerné je znazornén priibéh uspotadani samotnych lipidi.

60-
— 207 — lipidy
g 407 lipidy + 5x10* KC
E 30-
&% 20
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N QPP RS AD
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Obr. 19 Izoterma lipidi — Graf zndzornuje zavislost povrchového tlaku (SP) na
plose jedné molekuly (MMA) u samotnych lipidii a u lipidii s KC, které
reprezentuji model CLE.

Kontrolni izoterma samotnych lipiddi nastupuje pti MMA kolem 57 A2,
coz je v souladu s literaturou pro podobné modely. 3 Nastup pro lipidy s KC je
mirné posunut k vy$§im hodnotdm. Déle u nich dochézi k uspotaddani pomaleji,
nez je tomu u samotnych lipidd, u kterych je izoterma z poc¢atku strméjsi. K tomu

dochazi diky interakcim mezi jednotlivymi molekulami monovrstvy. 44

Béhem méfeni dochézi v urcitou chvili k piekroc¢eni SP (ptiblizné 20-25
mN/m), kdy se tvar izotermy lipidii s KC zacal podobat izotermé samotnych

lipida. Ob¢ izotermy ke konci méteni probihaly velmi podobné.
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5.3.2. Plocha jedné molekuly

Na Obrazku 20 jsou graficky znazornény hodnoty ziskané z izoterm, a to
MMA pii SP 1,5 mN/m (vlevo) a pii 20 mN/m (vpravo). Na zacatku komprese,
tedy pfi niz§im SP 1,5 mN/m, lipidy obecné zabiraji vétSi plochu na jednu
molekulu, coZ je zptsobeno volnosti pohybu molekul. 4 Primérna plocha pro
kontrolni vzorek byla 50,5+3 apro lipidy s KC 58,2+0,5. Lipidy s KC tedy
zabiraji mirné vétsi plochu, i kdyz tento rozdil neni statisticky vyznamny. Ve
chvili, kdy se SP zvysil na 20 mN/m, tak se hodnoty lipidi s KC a bez KC tém¢t
nelis$i. To miZe byt zpisobené tim, Ze se lipidy navazaly na CLE a diky tomu se
zlepsila jejich schopnost se uspotfadavat. Dalsi hypotézou je, ze mohlo dojit
k jejich vytlateni z monovrstvy. Tomu se dale vénovala navazujici prace

vyzkumné skupiny Skin Barrier Research Group, ve které bylo zjisténo, ze se
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Obr. 20 Plocha jedné molekuly — Grafické znazorneni plochy jedné molekuly
(MMA) na lipidy a na lipidy s KC pri povrchovem tlaku (SP) 1,5 a 20 mN/m.
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5.3.3. Modul kompresibility

Modul kompresibility (Cmax) pfedstavuje pifevracenou hodnotou
kompresibility (Cs), kterou lze ziskat derivaci izotermy ze vztahu Cs = (-
1/A)/(dA/dm), kde A je teoretickd plocha jedné molekuly pti povrchovém tlaku
. Z daného vzathu plati, Ze Cmax = Cs™!. Cim t&sn&jsi je uspotadani lipida
v monovrstve, tak tim je hodnota modulu kompresibility vyss§i. Cmax tedy udava
miru stlaitelnosti nebo naopak elasticitu monovrstvy. Volné€j$i usporadani lipida

v monovrstvé je charakterizovani niz§imi hodnotami Cmax ato vypovida o

elasti¢téjsim charakteru monovrstvy. 2
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Obr. 21 Modul kompresibility (Cmax)

Na Obrazku ¢. 21 jsou znazornéné samotné lipidy (Cern¢€) a lipidy s KC
(modfe), kdy v grafu mizeme vidét jejich Cimax (modul kompresibility). Primérna
hodnota kontrolniho vzorku byla 196,7+22 a po ptidani KC klesla na 127410,
rozdil nebyl statisticky signifikantni. Tento klesajici trend Cmax po ptfidani KC
znaci zvysujici se fluiditu lipida, tudiz zlepSeni elasticity monovrstvy. Diky tomu
se muze zlepSit schopnost lipidii uspofadat se do multivrstev. Samovolné
pretvareni lipidovych monovrstev v multivrstvy pii1 méfeni podobnych modeli

Toto chovani by rovnéz vysvétlovalo niz§i MMA po piidani KC k lipidim. Kvili

41



tomu tedy byly monovrstvy pfeneseny na pevny podklad a bylo sledovéno jejich
uspotadani pomoci AFM.
5.3.4. AFM
Metoda AFM byla vyuzita k zobrazeni monovrstev na pevném podkladé.
Diky této metodé bylo mozné pozorovat domény lipidi a bunék. Zaznamy
vzorkl byly potizené pii zvétSeni 10 pm. Svétlejsi oblasti jsou vyssi a tvofti je
domény lipidd.
Na Obrazku 22 muzeme vidét samotné KC, na Obrdzku 23 vidime

samotné lipidy a na Obrdzcich 24 a 25 mizeme vidét KC s navazanymi lipidy.

Z-Axis - Scan forward _Line fit

Obr. 22 Samotné KC

Z-Axis - Scan forward _Line fit

myor

10um

Obr. 24 a 25 KC s lipidy
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Na druhém mikrografu samotnych lipidt (Obrazek 23) je zobrazen okraj
bunky s charakteristickou strukturou. Na tfetim mikrografu (Obrdzek 24) jsou
zobrazeny domény lipidi, které se zachytily pii pienosu na slidové sklicko. Ty
jsou v porovnani se samotnymi lipidy bez KC uspotadany spiSe fetizkové
a objevuji se vétsi plochy lipidid uspotadanych do dvojvrstev (svétlejsi barva
znaci vy$s$i domény). Na ¢tvrtém mikrografu (Obrazek 25) 1ze opét pozorovat
povrch bun¢k s doménami charakteristickych pro lipidy, které se jiz usporadavaji
dokonce do multivrstev. Tomuto zjisténi odpovidaji 1 vySkové profily domén.
Samotné lipidy maji vySku typickou pro podobny vzorek kolem 2 nm (Obrdzek
23), udvojvrstvy byly naméteny ~4 nm (Obrdzek 24), zatimco multivrstevné
utvary (Obrdzek 25) maji vyskovy rozdil v desitkach nm. Je tedy pravdépodobné,
ze volné lipidy maji afinitu ke KC, a tedy CLE, ktera je schopna ménit vlastnosti
téchto lipidi a umoznuje jejich usporadadvani do multivrstev. To by odpovidalo
diive navrzené teorii, !7 Zze obalka KC slouzi jako templat pro volné lipidy. Je
tteba dodat, Ze tato teorie byla déale potvrzena v sou€asné probihajicim vyzkumu

(Dwivedi et al), ¥ jak uz bylo zminéno vyse.
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6. Zavér

V ramci této diplomové prace bylo cilem vyvinout a validovat model
korneocytarni lipidové obalky (CLE), diky kterému by bylo mozné sledovat interakce

pravé mezi CLE a volnymi koznimi lipidy.

Na zac¢atku experimentu byly izolovany KC, které byly dale v préci vyuzity pro
pfipravu modelu. Po druhém piecisténi bunék mycim pufrem a po prepocitini KC
pomoci hemocytometru s Neuebauerovou komtrkou bylo primémé ziskédno zjedné

extrakce ptiblizné 5-6 x 10° KC.
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nez u samotnych lipidd a také je jejich izoterma z pocatku méfeni strméjsi, to znaci
interakci mezi lipidy a KC. Ve chvili, kdy se pfi méfeni prekrocil urcity SP, tak se
hodnoty MMA u obou vzorki prakticky nelisi. To mlZe byt zapti¢ené navazanim lipidi
na CLE, a tim dojde ke zlepSeni jejich schopnosti se uspofadavat. Hodnota Cax se po
pridani bunék snizila, coz poukazuje na zlepSeni elasticity monovrstvy a diky tomu se
muze zlepSit schopnost lipidi se wuspotaddvat do multivrstev. Z vysledki
Langmuirovych monovrstev na rozhrani kapalina-vzduch lze vyvodit, Ze nejspiSe

k interakcim mezi volnymi lipidy a CLE dochazi.

Langmuirovy monovrstvy pieneseny na slidové sklicko zobrazené pomoci AFM,
kdy na zdznamu lipida s buiikkami 1ze sledovat domény lipida, které se uspotadavaji do
dvojvrstev az multivrstev. Tomu odpovidaji 1 vySkové profily domén. Pro samotné
lipidy ~2 nm, u dvojvrstvy ~4 nm a u miltivrstev je vySkovy profil v desitkach nm. Je
tedy mozné shrnout, Ze volné lipidy maji afinitu k CLE, kterd& umoZiuje jejich

usporadani do multivrstev.
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