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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra organické a bioorganické chemie

Pavla Audrlicka

Skolitel: prof. PharmDr. Katefina Vavrova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Studium deplece cholesterolu v lidské koZni bariéie

Kozni bariéra Clovéka spoc¢iva v mezibunééné lipidové matrix nejsvrchngjsi vrstvy kuze,
stratum corneum (SC). Tuto lipidovou matrix tvofi ptiblizné ekvimolarni smées ceramidii (Cer),
volnych mastnych kyselin (MK) a cholesterolu (Chol).! Cholesterol je nutny pro organizaci
lipidd a tvorbu funk¢ni bariéry. Neni vSak znam divod jeho pfitomnosti v mnozstvi
tak vysokém, Ze se s ostatnimi lipidy jiZz nemisi a tvoii separované domény.> Experimenty
na syntetickych membranach se snizenym obsahem Chol ukazaly, Ze pro tvorbu a komplexni

funkci lipidové bariéry je dostadujici molarni pomér Cer:MK:Chol 1:1:0,4.3

Cilem této prace bylo snizit obsah Chol v ex vivo lidském SC a zkoumat vliv takového zésahu

na permeabilitu a mikrostrukturu SC.

Byla vyvinuta metoda selektivni extrakce Chol ze SC ex vivo od zdravych déarci pomoci
methyl-B-cyklodextrinu (MBCD). Obsah Chol byl snizen na 78 % pavodniho mnozstvi,
extrahované SC nejevilo zmény v obsahu Cer a MK. Permeabilita byla studovana pomoci
meéfeni transepidermalni ztraty vody (TEWL), elektrické impedance (EI) a propustnosti
pro theofylin (TH) a indomethacin (IND). Nebyl zaznamenan signifikanti rozdil mezi TEWL
MBCD extrahovan¢ho a kontrolniho SC. Byl pozorovan pokles El a permeability pro TH
a mirné zvySeni permeability pro IND. To koresponduje s vysledky ze syntetickych membran
s odpovidajicim obsahem Chol a ukazuje, Ze bariérova funkce SC neni signifikantné narusena
takovym sniZenim pfirozeného obsahu Chol. Studium molekularni organizace pomoci
infratervené spektroskopie neukazalo signifikantni zmény. Rentgenova difrak¢éni analyza
v oblasti malych uhli potvrdila sniZeni intenzity reflexi faze separovaného Chol ve SC po CD
extrakci, pficemz intenzity smiSenych lipidovych fazi se jevily relativné stabilni. Nase vysledky

ukazuji, ze separované domény Chol nejsou podstatné pro vznik a bariérovou funkci SC.

Tato studie probéhla za financéni podpory Grantové agentury CR prostiednictvim projektu
16-25687J a Univerzity Karlovy prostiednictvim projektit GAUK 936216 a SVV 260 401.



Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Organic and Bioorganic Chemistry

Pavla Audrlicka

Supervisor: prof. PharmDr. Katetina Vavrova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Study of cholesterol depletion in human skin barrier

Barrier function of human skin barrier dwells in intercellular lipid membranes of the uppermost
skin layer, the stratum corneum (SC), composed of equimolar mixture of ceramides (Cer), free
fatty acids (FFA) and cholesterol (Chol).! Chol is required for proper lipid organization of SC,
however, it stays unclear, why is it present in an amount so high that it separates from other
lipids.? Experiments using synthetic model membranes with decreased Chol content suggested
that molar ratio of Cer:FFA:Chol 1:1:0,4 is sufficient for lipid barrier formation and its complex

functionality.’

The aim of this work was to manipulate Chol content directly in human SC and to study

the effects of decreased Chol content on the SC permeability and microstructure.

Ex vivo SC obtained from healthy donors was extracted by methyl-B-cyclodextrin (MBCD)
to reduce natural Chol content. The extracted SC did not show significant changes in Cer
or FFA whilst the amount of Chol was lowered to 78 %. SC barrier properties were evaluated
by measurements of transepidermal water loss (TEWL), electrical impedance (EI)
and permeabilities for theophylline (TH) and indomethacin (IND). Significant difference
between TEWL of CD-extracted and control sample was not detected. Decreased EI
and permeability to TH, and a slight increase in permeability to IND were found. That
corresponds to synthetic membranes with similar Chol content, suggesting that barrier function
of SC with lower than natural amount of Chol is not significantly impaired. Molecular
organization, investigated using infrared spectroscopy, did not reveal significant changes.
Furthermore, small angle X-ray diffraction suggested that the MBCD treatment decreased
the intensity of the separated Chol while that of a SC mixed lipid phase appeared relatively
stable. Our results suggest that the separated Chol domains are not necessary for the SC barrier

formation and function.

The study was supported by the Czech Science Foundation (16-25687J) and Charles University
(GAUK 936216 and SVV 260 401).
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Seznam pouzitych zkratek

AFM mikroskopie atomarnich sil

ATR-FTIR infraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci v mdédu zeslabeného
uplného odrazu, z angl. attenuated total reflectance FTIR

CD cyklodextrin(y)

Cer ceramid(y)

dSC stratum corneum s depleci Casti ptirozené pritomného cholesterolu

EI elektricka impedance

FFA volné mastné kyseliny, z angl. free fatty acids

FTIR infraervena spektroskopie s Fourrierovou transformaci

hCer purifikovana smés ceramidu lidského stratum corneum

HPBCD hydroxypropyl-B-cyklodextrin

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie z angl. high-performance liquid
chromatography

HPTLC vysokoucinna chromatografie na tenké vrstvé z angl. high-performance thin
layer chromatography

Chol cholesterol

IND indomethacin

IR infracervena spektroskopie, z angl. infrared

LPP lamelarni faze s dlouhou periodou, z angl. long periodicity phase

MBCD methyl-B-cyklodextrin

MK mastné kyseliny

MS hmotnostni spektrometrie, z angl. mass spektrometry

PBS isotonicky fosfatovy pufr, z angl. phosphate buffered saline

PG propylenglykol

RXLI recesivni X-vazand ichtyosa, z angl. recessive X-linked ichthyosis

SAXRD rentgenova difrakeni analyza v oblasti malych uhld, z angl. small-angle
X-ray diffraction

SC Stratum corneum

SG stratum granulosum

SPP lameléarni faze s kratkou periodou, z angl. short periodicity phase

TEWL ztrata vody pies epidermis, z angl. trans-epidermal water loss

TH theofylin

uv ultrafialové, z angl. Ultra-violet

XRD rentgenova difrak¢ni analyza, z angl. x-ray diffraction

7-dehydroChol  7-dehydrocholesterol



1. Uvod a cil prace

Funk¢ni kozni bariéra je predpokladem a podminkou suchozemského zivota. Bariérova funkce

kiiZe je pfitom soustfedéna do jeji nejsvrchnéjsi rohové vrstvy, stratum corneum (SC).*

Stavba a fyziologie rohové vrstvy kize je predmétem detailniho zkoumani nékolika poslednich
dekad, ale piestoze bylo shromazdéno mnoho poznatkii o jejich slozkach, zakonitostech
propustnosti, o jejim metabolismu 1 stavbé, a navrZzeno nékolik modelt jejiho uspotadani,
zustavaji skutecna struktura a fungovani SC neobjasnény. Vime, ze jej tvoii zplostélé odumielé
buiiky vyplnéné keratinem, korneocyty, a lipidovd matrix, kterd vyplituje zbylé prostory
mezi korneocyty, a tvoii hlavni bariéru limitujici ztraty vody z vnitiniho i prostup Skodlivin
z vn¢jSiho prostiedi. Tato lipidova matrix se dale sklada ze tii hlavnich skupin bariérovych
lipidii, ceramidu (Cer), cholesterolu (Chol) a mastnych kyselin s dlouhym fetézcem (MK),
v ptiblizné ekvimolarnim mnozstvi. VSechny tfi lipidové slozky se vzajemné misi a tvori
multilamelarni struktury s nizkou propustnosti pro nabité ¢astice, vodu a dalsi latky. Zatimco
studiu chovani Cer a MK v multilamelarnich fazich bylo vénovano mnoho pozornosti,
cholesterolova slozka zistavala relativné opomijena. Bylo vSak zji§téno, Ze ¢ast Chol ve SC
se na tvorb¢ téchto lamelarnich struktur nepodili a tvofi separované domény. Funkce tohoto

nadbytec¢ného, fazove separovaného Chol (v udrzovani kozni bariéry) je dosud neznama.

Cilem této prace bylo studium vlivu deplece Chol v ex vivo lidském SC na permeabilitu
a mikrostrukturu této vrstvy klize, predstavujici klicovou slozku kozni bariéry suchozemskych
savcl, za ucelem hlubsiho porozuméni funkci Chol v kozni bariéte. Vysledky studie na takto
upraveném SC byly srovnavany s vysledky ziskanymi diive pfi studiu umélych lipidovych
membran se snizenym obsahem Chol.* Cilem se tak stalo také posouzeni vhodnosti tohoto

modelu kozni bariéry a validace poznatkli ziskanych s jejich pomoci.
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2. Teoreticka Cast

2.1 Kize

KZe je mezi organy lidského téla nejvétsi, tvoii cca 7 % jeho hmotnosti.> Funkce, které plni,
jsou Cetné, mnohé z nich pak nepostradatelné pro zivot ¢loveéka jako suchozemského savce
1 jako spolecenské bytosti. Predné oddéluje otevienou soustavu téla od okoli i naopak. I pfesto,
7e je pro bariérové vlastnosti kli¢ova vrstva kiize nasobné tenéi nez list papiru,’ tvoii prekvapivé
odolnou bariéru vii¢i chemickym, mikrobialnim’” i fyzikalnim stresortim zvenéi a zaroven viiéi
nadmérnym ztratam vody a elektrolytii zevniti organismu.™> %! Umoziiuje viak vyménu plynt
a ptes transkripcni faktor HIF-la se spolu s ostatnimi tkanémi také podili na signalizaci
hypoxie a adaptaci organismu na snizeny parcialni tlak kysliku ve vzduchu.'? Podili se téz
na endogenni tvorbé aktivni formy vitaminu D i na imunitni odpovédi.'* '* Merkelovy buriky
v bazalni vrstvé epidermis 1imnoZstvi nervovych zakonceni, napi. Meissnerova
¢i Vater-Paciniho téliska, zajistuji mechanorecepci, podili se na vnimani bolesti, kizi je
zajisténo téZ vnimani tepla a chladu. Kiize se vyznamné zapojuje do termoregulace. Podkozni
tukova vrstva kromé energetické zasoby poskytuje teplotni izolaci a zména prutoku krve

systémem kapildr umoziiuje odevzdavani tepla okoli.> ! 13

Kuzi délime na tfi funkéni vrstvy, z vnéjSku postupné epidermis (pokozka), dermis (corium,
Skara) a treti, kterd nckdy nebyva ke zbylym dvéma fazena, hypodermis ¢i tela subcutanea

(podkozni vazivo).> !

2.1.1 Hypodermis

Hypodermis je podpiirna podkozni tkan tvofena pievazné fidkym vazivem a tukovymi
bunikami. V1dkna vychazejici z hypodermis upeviiuji kiizi na povazku svalt a kosti. Podkozni
tukova tkan plni zasobni funkci, ale tvofi téZ termoizolaéni vrstvu a ochranu
proti mechanickému stresu.!> Hypodermis je bohaté cévné zdsobena a zajistuje vyzivu vrstev
kize lezicich nad ni. Najdeme zde také Vater-Paciniho téliska, nervova zakonceni uzplisobena

k ¢iti tlaku. Jejich ¢ast se pak nachézi i v dermis. > !!

2.1.2 Dermis

Dermis naseda na hloubé&ji uloZenou hypodermis a zajiStuje kompletni vyzivu bezcévné
epidermis lezici nad ni. Je tvofena hustou siti pevnych a elastickych kolagennich a dalSich
vazivovych vldken odolnou proti mechanickému stresu, proteoglykany, vodou, z buné¢k
tu najdeme piedevs§im fibroblasty, myofibroblasty, ale také rizné buiikky imunitniho systému,

a ve spodni ¢asti mnozstvi adipocyti tvoticich dermalni bilou tukovou tkan.'* V dermis se také
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nachazi vétSina koznich nervovych zakonceni. Ve spodni silnéjSi retikularni casti jsou
tu obklopeny tukovymi buiikami ukotveny vlasové a chlupové folikuly i potni a mazové zlazy.
Horni cast dermis tvoii v kzi Clovéka papilarni vybézky zasahujici vySe do epidermis.
Skrze tyto vybézky jsou hustou siti vlaseCnic dopravovany ziviny pro aktivné se délici

epidermalni buiiky.> 1617

2.1.3 Epidermis
Epidermis navazuje na dermis. Je posledni, vnéjsi vrstvou klize, a je v neustalém kontaktu
s okolnim prostiedim. Neni cévné zasobena a neobsahuje zasobni tukové bunky, zavisi tedy

zcela na vyzivé z hlubsich koznich vrstev.

Najdeme zde 4 rodiny bunck. Pfevazujicim bunéénym typem jsou keratinocyty, kozni buniky,
které vznikaji ze zdrodecné vrstvy sousedici s dermis a béhem svého zivotniho cyklu putuji
vyse k povrchu klize, méni tvar i metabolismus, aby byly nakonec odlouceny pii procesu

odlupovani svrchnich koznich vrstev.

Kolem 8 9% bun¢k epidermis tvoifi melanocyty. Kozni melanocyty jsou usazeny
mezi zarodecnymi bunikami nejhlubSi vrstvy epidermis, ale jejich vybézky zasahuji
mezi keratinocyty vysSich vrstev. Produkuji pigment melanin, ktery v podob¢ granul dopravuji
skrze své vybézky do keratinocyt. V keratinocytech je melanin vyuzit k tvorbé vrstvicky

nad jadrem, chranici jadernou informaci pted UV-zafenim.> '8

KlZe je vyznamnym organem imunity, a i v epidermis najdeme antigen-prezentujici
Langerhansovy butiky, pfipravené pohotové fagocytovat a prezentovat navazujicim imunitnim

buiikdm antigeny z vnéjsiho prostiedi.'*

Posledni populaci bunck epidermis jsou pozoruhodné Merkelovy builky. Epidermis neni
inervovana, Merkelovy buniky jsou vSak v kontaktu s vyb&Zky senzorickych nervi
(tzv. Merkelovymi disky, viz obr. 1 vlevo ,, Tactile epithelial cell* a ,, Tactile disc*) v nize lezici
dermis aumoznuji tak Cciti dotyku znejvzdalenéjsi myslitelné¢ periferie téla. Phvod
Merkelovych bunék je doposud kontroverzni. Podle nékterych autori jsou derivatem
epidermis,’ jini se priklani khledani jejich piivodu aZvneurdlni list¢ podobné

jako napt. u myoepitelovych bunék duhovky.?°
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2.1.4 Epidermalni vrstvy
V ramci epidermis dale rozliSujeme podle diferenciace bunc¢k, které je tvoii, nékolik vrstev,

jak znazornuje obrazek 1.

Epidermis: ——= -— —d Dead s 2 S .
Stratum : = e ~— =~ keratinocytes Superficial = S corneum
corneum =—— == A Stratum
Stratum = = lucidum
lucidum Stratum

granulosum
Stratum Lamellar
granulosum granules
Stratum
spinosum
Stratum
basale
Stratum
spinosum _
Intraepidermal Epidermal
;s ' macrophage cell ridge
- 0’ Tactile
k . epithelial cell
B\
& Tactile disc
Sensory
Corpuscle
R of touch
in dermal
Melanocyte sk
S;r:;'l';m Dermis Y

Obrazek 1 Vpravo prurez epidermis a papildarni vrstvy dermis pod svételnym mikroskopem zobrazujici
Jjednotlivé epidermalni vrstvy, v papilarnim vybezku je patrné nervové zakonceni, Merkeliv disk,
napojené na Merkelovu buiiku ve stratum basale. Vlevo schematické znazorneni podobné oblasti

s naznacenou morfologii keratinocytii v riiznych vrstvach eidermis. >

2.1.4.1 Stratum basale

Na spodni dermis naseda bazalni vrstva epidermis, stratum basale. To je vrstva cylindrickych
az kubickych bunék, z nichz nékteré maji zachovanou schopnost se délit a z jejichz produkce
pochazi vSechny buiky vysSich vrstev epidermis. Pro tuto vlastnost se nazyva téz stratum
germinativum. Zranéni, ktera zasahuji pod tuto vrstvu, se jiz zpravidla hoji jizvou, ale dojde-li
pouze k poSkozeni epidermis nad stratum basale, defekt jednoduse odroste spolu s dalsi
generaci keratinocytii.!" 2! Mezi keratinocyty, stratum basale jsou vmezefeny zmiiiované
melanocyty a Merkelovy bunky, jak je vidét na obrazku 1. V cytoplasmé keratinocyti
se nachazi intermediarni filamenta keratinu, z nichz ve vysSich vrstvach epidermis vznika
keratin. Bunky jsou propojené mezi sebou desmosomy a ke spodni tkani je poutaji

hemidesmosomy.> 2
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2.1.4.2 Stratum spinosum

Nové keratinocyty opousti zdrodecnou bazalni vrstvu, méni se a tvoti dalsi rozlisitelnou vrstvu,
stratum  spinosum. Stratum spinosum tvori 8-10 vrstev bunék kulového tvaru.
V mikroskopickych preparatech se jinak okrouhlé buiiky stahuji a méni tvar, takze se jevi
jako pokryté trnitymi vybeézky, odtud tedy trnita vrstva. Kazdy vybézek pfitom konci
desmosomem, ktery pevné propojuje keratinocyty mezi sebou. Uvniti trnit¢ého vybézku
se na desmosom napojuji intermediarni filamenta keratinu. Sitovité propojeni keratinocytii
desmosomy dava pokozce pevnost a mechanickou odolnost. Keratinocyty trnité vrstvy jsou
jesté metabolicky aktivni a keratinova vlakna se v nich spojuji ve vétsi svazky. Ve stratum

spinosum dal najdeme epidermalni makrofagy a zasahuji sem vyb&zky melanocytt.> !!

2.1.4.3 Stratum granulosum

Keratinocyty trnité vrstvy vSak vystupuji vySe, postupné se zplost'uji a v prib¢hu nasledujicich
3-5 wvrstev tvofi granuldrni vrstvu, stratum granulosum (SG). Bunky granuldrni vrstvy
prochazeji fizenou bunécnou smrti. Bézné bunécné organely piitomné u bunck nizsich vrstev
degeneruji a mizi. Keratinocyty granuldrni vrstvy ztraci metabolickou aktivitu a jiz netvoii
keratinovd mikrofilamenta. Obzvlast patrnymi v barvenych preparatech jsou vSak granula
keratohyalinu, podle nichz =ziskala vrstva sviij ndzev, aktera soustfeduji zminéna

mikrofilamenta pro vznik samotného keratinu.’

V cytoplasmé zdejSich bunék se dale objevuji lamelarni téliska, vesikularni utvary naplnéné
prekurzory budoucich extracelularnich lipidii ¢i hotovymi lipidy a degrada¢nimi enzymy.
Lamelarni téliska splyvaji s apikalni bunéénou membranou keratinocytl stratum granulosum
na prechodu SG/SC a uvoliuji sviij obsah do mezibun&ného prostoru.> ! Lipidy jsou poté
Jiz v extracelularnim prostoru enzymaticky uvoliiovany ze svych hydrofilnéjSich prekurzort
(napt. ceramidy z glukosylceramidii pomoci B-glukocerebrosidasy) a vytvareji extracelularni

lipidovou matrix SC.

Nekteré acylglukosylceramidy (prekurzory -hydroxyceramidii) navic prochéazi oxidaci
na o-hydroxylu z né¢hoz je uvolnéna kyselina linolova a jsou timtéZ hydroxylem navazany
na zbytek kyseliny glutamové zesiténych proteinii korneocytarni obalky (CE), pfedevsim
involukrinu, lorikrinu a fillagrinu, ¢imZ vznikd zdklad korneocytdrni lipidové obalky
(CLE).?: % Jelikoz keratinocyty s prechodem ze SG do SC ztraci svou fosfolipidovou buné&nou

membranu, slouzi proteinova korneocytarni obalka a na ni navazana CLE jako jeji nadhrada.
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Kovalentné vdzana CLE navic vytvafi prostor pro kontakt hydrofilniho povrchu korneocyta

a lipofilni mezibun&&né matrix.?+2°

2.1.4.4 Stratum lucidum

V nékterych oblastech téla, kde je klze siln€jSi a vice namdhand, napt. dlan€, chodidla,
ale i konecky prsti, je mozné najit jesté 4-6 vrstev mrtvych keratinocytl se silnou plasmatickou
membranou, které se v mikroskopickych preparatech jevi jako svétla vrstva mezi SG a SC,
odtud jeji ndzev stratum lucidum. Keratinocyty ve stratum lucidum jsou vyplnény kromé
keratinu 1 eleidinem, prihlednym intracelularnim proteinem, ktery dava celé vrstvé jeji
charakteristicky vzhled. Tato vrstvicka muze slouzit jako dodateéné zpevnéni v oblastech
s vys§i mechanickou zatézi. Jelikoz keratinocyty stratum lucidum jiz prodélaly bunéénou smrt,

byva vrstva klasifikovana jako sou¢ast nejsvrchnéjsi vrstvy epidermis, stratum corneum.> '*

15



2.2 Kozni bariéra - stratum corneum

Stratum corneum je posledni a nejsvrchnéjsi vrstvou epidermis, tvoii vnéjsi obal naseho téla.
Je funkéné nejpodstatnéjsi bariérou oddé€lujici organismus od okoli. Tvofi jej proménlivé
mnozstvi vrstev zplo§télych mrtvych rohovych bunék vyplnénych keratinem, keratinocyta,
a lipidova matrix vypliujici prostory mezi nimi. V mistech s nejslabsi kiizi mize mit pouhych
6 vrstev keratinocytll, na patach, kde je kiize silnd, se pocet vrstev muize blizit stu. Na vétsi ¢asti
trupu a koncetin se podet vrstev pohybuje mezi 10 a 20.> 2”8 Jeho tloustka se 1isi v rtiznych
oblastech téla stejné jako pocet vrstev. Nejsilngj$i najdeme v oblasti zad, plosek nohou ¢i dlani,
anaopak nejslabsi naptiklad v obliceji, pficemz za stfedni hodnotu byva oznacovano

20 “m.28, 29

Samo SC miZeme dale rozdélit na stratum corneum compactum, nize uloZenou kompaktné
uspofadanou vrstvu odpovédnou za bariérovou funkci, a stratum corneum disjunctum, horni

k odlupovéni starych koznich bunék.>

Celé SC je tvofeno pfiblizné ze tii Ctvrtin hmotnostné ptevazujici proteinovou slozkou,
korneocyty. Zbyla ¢tvrtina pfipada na hydrofobni lipidovou matrix, kterda vyplituje prostory
mezi korneocyty. Dle ,,brick and mortar* modelu SC jsou korneocyty ulozeny v lipidové matrix

podobné jako cihly v malté, viz obr. 2.%!

Obrazek 2 Podobnost vrstev korneocytii a mezibunéecné lipidové matrix s cihlovou zdi

spojenou maltou.”® *
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2.2.1 Korneocyty

Korneocyty jsou zplost&lé bezjaderné buiiky vyplnéné keratinem, obsahuji téz NMF a vodu.>
Vznikaji dé€livou aktivitou stratum basale jako jaderné, metabolicky aktivni keratinocyty
abéhem svého zZivotniho cyklu vystupuji postupné vyse k povrchu kuze za prodélani
pievratnych zmén ve stavbé i metabolismu, které koné&i Fizenou apoptosou.'® ** Béhem
pfemény v korneocyty ztraci keratinocyty fosfolipidovou membranu, a ve chvili, kdy dosahuji
stratum corneum, jejich stroma jiz zcela vypliuje zesitény keratin, obaluje jej korneocytarni
obalka tvofena hustou siti keratinu a dalSich proteinli, a bunky jsou mezi sebou spojeny
korneodesmosomy (desmosomy s obsahem korneodesmosinu),'® ¢imz je vytvorena pevna sit
bun¢k schopna odolavat mechanickému stresu, jez tvofi prostor pro ukotveni lipidovych
membran zajistujicich samotnou bariérovou funkci. Postupnd degradace a rozvolnovani
korneodesmosomil jsou pak dulezité pro fyziologickou deskvamaci nejstarSich vnéjSich vrstev

bunék.®

=, 1 1 e
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Obrazek 3 Snimek korneocytu porizeny pomoci AFM (mikroskopie atomarnich sil) doplnény o zdaznam
vyskového profilu ve vyznacené linii.’

Korneocyty, jakoZto termindlné diferencované keratinocyty, maji typicky polygondlni tvar
ajsou vyrazné zplos§télé, v horizontdlni rovin€ maji rozméry ~40 pm, ale jejich tloustka
se pohybuje v rozmezi pouhych ~0,5-1 um, jak ukazuje AFM snimek na obrazku 3. Buiky
lezici nejCastéji v 10-20 vrstvach nad sebou tak spolu s lipidovou matrix vytvaii SC, jehoz

tloustka v suchém stavu se pohybuje okolo pouhych 10 um.*¢
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2.2.2 Korneocytarni lipidova obalka

Jak jiz bylo zminéno, fosfolipidova membrana, ktera diive obalovala keratinocyty, je u jejich
pozdéjsitho vyvojového stadia korneocytl, vystfidana obalem ze zesiténych proteint,
korneocytarni obalkou (CE). CE obsahuje mimo keratinu téZ involukrin, lorikrin a také
filaggrin, jehoz degrada¢ni produkty maji dalsi diilezité funkce.? ?* Na zbytky kyseliny
glutamové proteinti CE jsou kovalentné vazany piedevsim Cer s m-hydroxyskupinou a dale

o-hydroxy-MK.*"3?

Tato kovalentn¢€ vazana monovrstva se nazyva korneocytarni lipidova obalka (CLE), a vznika
pravdépodobné z glukosylceramidii obsazenych v lamelérnich téliscich. Jejich m-hydroxyl je
zbaven mastné kyseliny a transesterifikovan na volné karboxylové skupiny proteini CE.
Po navazani na CE jsou ¢innosti B-glukocerebrosidasy zbaveny cukerného zbytku stejné jako
ostatni volné glukosylceramidy, a zistava kovalentné vazany Cer. Ceramidasa potom z takto
vazaného Cer muze odstepit sfingosinovou ¢ast a navazana zustane uz jen MK. Tato pfeména
je vSak minoritni, k odstépeni sfingosinu dojde za fyziologickych podminek u malé Casti
vazanych Cer, takZe CLE je tvofena prevazné kovalentné vazanymi Cer. CLE by vSak mohla
mit jesté jiny zdroj, a to sice obal lamelarnich télisek, ktery splyva s apikdlni membranou
keratinocytt SG. Tuto domnénku podporuje skutecnost, ze pti onemocnéni harlekynskou
ichtyosou, kdy je nefunk¢éni transmembranovy lipidovy pienase¢ ABCA12, a do lamelarnich
télisek se proto nedostavaji glukosylCer (t€liska jsou celkové takika bez obsahu, ale tvofi

se ve velkych mnoZstvich), byla vné CE nalezena normalni CLE.>* 2640

Vznikla CLE, vrstva lipidii vazanych kovalentné na povrchu rohovych bun¢k, pak podle
vSeobecné piijimané teorie slouzi ziejm& jako matrice pro skladani dalSich, volnych
mezibunécnych lipidi do lipidovych lamel, ale pravdépodobné také upravuje permeabilitu
rozhrani korneocyt-lipidova matrix.>* 2> *! N&kteii autoti uvadéji téz moznou roli CLE v kohezi
rohovych bungk.?* 2 4% 4 V pogatecnich fazich maturace korneocytdi jsou vazané Cer jesté
glukosylované a tedy odolné vii¢i ceramidasam. V téchto fazich mize CLE fungovat také jako
semipermeabilni vrstva propoustéjici vodu, ale zadrzujici rozmérnéjsi hygroskopické molekuly
takzvaného ptirozeného zvlh€ujiciho faktoru (NMF), jako jsou degradacéni produkty fillagrinu,

uvnitt korneocytil, a mohou se tak zapojovat do udrzovéani hydratace SC.?>*!

Korneocyty jsou tedy v okolni matrix usazeny nejen jako cihly v malté, ale s pomyslnou vysoce

strukturovanou maltou je propojuji té€z kovalentni vazby.
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2.2.3 Voda a NMF ve stratum corneum

Pro vyvoj a maturaci korneocytt, funkci specifickych epidermélnich enzymu a fyziologickou
deskvamaci je klicova ptitomnost vody. Ta tvoti vice nez 10 %, obvykle okolo 20 %, zdravého
SC.* Dostate¢ny obsah vody je zajistén jednak nizkou propustnosti mezibunéénych lipidé SC,

jednak skupinou latek souhrnné nazyvanou ptirozeny zvlhcujici faktor (NMF).

Tyto latky jsou predevsim soucasti stroma korneocytli, kde poutaji ¢ast celkové vody SC
asvymi hygroskopickymi vlastnostmi brani vysychani epidermis. Soucéasti NMF je
napft. glycerol vznikajici degradaci triglyceridii a fosfolipidi bunéénych membran keratinocyti,
ktery je Casto pridavan do ,,hydrata¢nich* topickych formulaci, ddle mnozstvi aminokyselin,
pyrrolidon karboxylova a urokanova kyselina vznikajici proteolyzou fillagrinu v korneocytech,
ale také laktat, mocovina a dal$i. Tato smés G€innych humektanti tvoii ptiblizné 20-30 %
celkového suchého podilu SC.* Sougasti topickych formulaci uréenych k hydrataci pokozky
jsou dale c¢asto rGzné hyaluronany, které nachazime ve vétSim mnozstvi v dermis a jsou
odpovédné za hydrataci hlubsich vrstev kize. Ukazuje se vsak, Ze i tyto molekuly se podili

na piirozené hydrataci SC a dalsich aspektech fyziologie korneocytii.*®

2.2.4 Lipidova matrix a bariérova funkce kiize

Lipidova matrix SC je tvofena smési neutralnich lipidd a sfingolipidi. Obsahuje ceramidy
(Cer), volné mastné kyseliny (MK) a cholesterol (Chol) v pfiblizné ekvimolarnim mnozstvi,
coz predstavuje hmotnostné asi 45-50 % Cer, 10-15 % MK a 25 % Chol.* *7* Proporcionalni
zastoupeni tfi hlavnich slozek je podstatné pro bariérovou funkci a byva zménéno u poruch
kozni bariéry nejriiznéjsi etiologie.* ¥ Zbytek tvoii estery Chol, zvlasté cholesterol-sulfat

30,51 3 dalsi

(CholS), jehoz klesajici mnoZstvi ve SC souvisi s fyziologickou deskvamaci,
minoritni sloZzky napf. volny sfingosin, glycerol z degradovanych triglyceridi, nebo dalsi
molekuly, jez udrzuji ve SC vlhkost.* Fosfolipidy bun&énych membrin keratinocyts
1 fosfolipidy pfitomné v lamelarnich téliscich jsou rozloZeny za vzniku patti¢nych MK a nejsou
ve zdravém SC piitomny.*® Lipidy tvofi multilamelarni struktury, o nichZ mame mnoho

poznatkd, jejich piesné uspotfadani je vSak stale pfedmétem zkoumani.

Lipidy jsou do mezibunéénych prostor SC dopravovany z nizSich vrstev epidermis, kde jsou
tvofeny dosud metabolicky aktivnimi koznimi bunikami a pro transport baleny do vesikul,
nazyvanych lamelarnimi tclisky. Lamelarni téliska se odd€luji pravdépodobné z Golgiho
aparatu a obsahuji bariérové lipidy a jejich prekurzory uspoifadané do membranovych diskt,

jak je vidét na obrazku 4 na nasledujici strang.>®
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Obrazek 4 Vievo nahore snimek porizeny pomoci elektronové mikroskopie zachycujici lamelarni
telisko v epidermis mysi, vpravo schéma stavby lamelarniho téliska dle Landmanna (1986), dole
snimek zobrazujici obsah lamelarnich télisek vylévajici se do mezibunécéného prostoru (ICS)

na rozhrani stratum granulosum (G) a stratum corneum.”

Lamelarni téliska jsou dale exocytosou vypuzena na apikalni membrané pfislusnych
keratinocytli na rozhrani granularni a rohové vrstvy (viz. obrazek 4 dole) a jejich obsah vylit
do mezibunééného prostoru, kde dochdzi k dalSim metabolickym pfeméndm. Vysledné
produkty, tedy predev§im Cer, MK a Chol, se uspofddavaji do nc€kolikavrstevnych lamel
a za¢inaji plnit svou hlavni funkci, totiz zajisStovani bariéry pro volny prostup vody zevnitt
anezaddoucich agens (mikroorganismti, UV =zafeni, cizorodych latek) zvenc¢i. Tvorba
a udrzovani této bariéry se povazuje za hlavni funkci SC.* Disponuji ji az na vyjimky vsichni
suchozemsti savci, pfi¢emz nékteti vyjimecni tvorové jako ryposi lysi (obr. 5), jsou schopni

ji vyuzivat jen v uréitych obdobich, kdy ji potiebuji.>?
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Obrazek 5 Rypos lysy (Heterocephalus glaber). Ryposi predstavuji extenzivné zkoumany Zivocisny
druh, a to nejen pro vyjimecné viastnosti své kozni bariéry.””

My, lidé, vSak bez kozni bariéry nejsme Zivota na sousi schopni. Bariéra tvotfena SC je vskutku
podminkou zivota savcl na sousi, nebot’ brani ztraté¢ vody z vnitiniho prostfedi organismu,
a tedy dehydrataci relativné nezavisle na humidité vnéjsiho prostiedi.* Jeji dileZitost se da

dokladovat fatalitou jejich poruch.’*>°

2.2.5 Skladba lipidové matrix stratum corneum

2.2.5.1 Ceramidy

Ceramidy jsou nejpocetnéjsi tfidou rodiny sfingolipidd. Nalezneme je ve vétsing, ne-li vSech
bunkach lidského téla, kde plni Siroké spektrum funkci, Casto jako soucasti signalnich drah.
Ve SC jsou ptitomny v neobvykle vysokém mnozstvi, tvoii kolem 50 % hmotnosti lipidické

sloiky56’ 37

a najdeme zde i Sirokou Skalu jejich podtyptl, z nichZ nékteré se zdaji byt specifické
pouze pro SC.’® Zarovei se jim piiklada nejvétsi dileZitost pro tvorbu funkéni bariéry, jsou

nezbytné pro specifické lamelarni usporadani lipida SC.%% >

Po chemické strance jsou Cer amidy aminoalkoholu (sfingoidni base) a mastné kyseliny.
Podobné jako znaméjsi fosfolipidy maji i Cer amfifilni strukturu. Hydrofilni hlavu Cer tvofi
amidova vazba mezi sfingoidni basi a karboxylem MK a také hydroxylové skupiny sfingoidni
base. Hydrofobni ¢ast je pak tvofena uhlikatym fetézcem sfingoidni base a druhym uhlikatym
fetézcem pfinalezejicim MK. V Cer najdeme nejcastéji vdzané MK s délkou fetézce
16 az 38 C. w-hydroxyceramidy maji na distalnim konci fetézce MK jeste hydroxyl, ktery mtize

byt esterifikovan dal§i MK za vzniku ultradlouhych o—acylceramidd.’” 3
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2.2.5.1.1 Diverzita ceramidu

Cer se d¢€li podle uspotfadani hydrofilni hlavy a podle délky acylovych fetézci. Dosud bylo
v lidském SC identifikovano minimalné 19 typt volnych Cer, coz v kombinaci s riznymi
moznymi délkami fetézct implikuje vice neZ tisic konkrétnich struktur,?”-° ale ani tento podet
pravdépodobné nebude konecny. Nejdéle znamé jsou Cer vznikajici kombinaci ¢ty zékladnich
sfingoidnich basi sriizn¢ substituovanymi MK (tii typy substituce), které se tradicné
pojmenovavaji kombinaci pismene znaciciho konkrétni basi a pismene ¢i pismen znacicich typ

substituce MK (viz obr. 6) na zakladé nazvoslovi poprvé publikovaného Mottou et al. 1993.6!

Ceramide Sphingoid Dihydro- 6-Hydroxy- Phyto-  1-O-Acylsphingosine
bases Sphingosine (S) sphingosine (dS) sphingosine (H) sphingosine (P) (1-0-E_S)
! ZQH 3 i ZQ';'! 5 1 2QH 56(: H 1 2@1 5 n i
\[ﬁ‘ HO’Y:,‘\f\CgHg-; HO ™Y 3" CraHyr HO/Y&‘\,‘/\( e HO ™ 3% CisHor C'BH:MALOW\C“EHQ?
o NHz NH; NH; ~ OH NH,OH NH;,
Fatty acid chains* (d18:1) (d18:0) (t18:1) (t18:0)
Non-hydroxy acid (N)
HO. CasHar Ceramide NS Ceramide NdS Ceramide NH Ceramide NP Ceramide 1-O-ENS

0

Alpha-hydroxy acid (A)
OH

HO Ceramide AS Ceramide AdS Ceramide AH Ceramide AP Ceramide 1-O-EAS
\H/'\CZZHdS
o]
Omega-linoleoyloxy
o acid (EO) Ceramide EOS  Ceramide EQdS Ceramide EQH Ceramide EOP
HO ———
ﬁ?WCSH” Free human skin ceramides

Omega-hydroxy acid (O)

Ceramide OS Ceramide OdS Ceramide OH Ceramide OP

HO\Hon Protein bound ceramides
o (corneocyte lipid envelope)

Obrazek 6 Prehled sfingoidnich basi, a druhii substituce MK, které se podili na tvorbé
nejzastoupenéjsich typii ceramidii.”

Nejvyssi zastoupeni ze Ctyf sfingoidnich basi md mononenasyceny sfingosin (S, C18:1)
s dvojnou vazbou v poloze 4, jeho nasycenym derivatem je dihydrosfingosin (sfinganin, dS,
C18:0). S témito dvéma sfingoidnimi basemi se setkame i v jinych tkanich ¢loveka a dalSich
eukaryot napt. sou¢ast myelinu jako glukosylované Cer, cerebrosidy & gangliosidy.®* % Pro SC
cloveka jsou specifické hydroxylované sfingoidni base fytosfingosin (P, C18:0) a predevSim
6-hydroxysfingosin (H, C18:1).%% ¢! Skupina téchto &ty sfingoidnich basi SC byla v poslednich
letech roz$ifena o dihydroxysfinganin (T) identifikovany v lidském SC. Piesnd poloha jeho

dvou hydroxylii zatim nebyla potvrzena.®

Retézec MK vCer mize byt bud nesubstituovany (N), o-hydroxylovany (A)
nebo w-hydroxylovany (0).! o-hydroxykyseliny byvaji zpravidla 16-26uhlikaté, zatimco

o-hydroxykyseliny mivaji ultradlouhé 28-38uhlikaté fetézce. Jejich koncovad hydroxylova
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skupina je vétSinou dale esterifikovana. U volnych Cer je tak ultradlouhy fetézec prodlouzen
jeste o kyselinu linolovou (EO). Jsou to pravé w-hydroxyceramidy, jez jsou vazany koncovym
hydroxylem se zbytkem kyseliny glutamové z proteini korneocytarni obalky a tvoti CLE,
korneocytarni lipidovou obélku.? 374! Relativni novinkou jsou 1-O-acylceramidy, u nichz je
na hydroxyl v poloze 1 sfingosinu vazana dalsi MK. Jsou to tedy Cer se tfemi uhlikatymi fetézci

vystupujicimi z jedné polarni hlavy. Zatim byly identifikovany v my$im a lidském SC.%*

2.2.5.2 Mastné kyseliny

Volné mastné kyseliny jsou ve SC zastoupeny jak nasycenymi, tak nenasycenymi zastupci
se sudym i lichym poétem uhlikii a s délkou fetézce obvykle mezi 14 a 32 C.%% %567 Prevazuji
ale nasycené MK s vice nez 20 C a nejvétsi podil pripada na dlouhé nasycené MK behenovou
(C22:0) a lignocerovou (C24:0). Nenasycené¢ MK ve SC maji vzdy sudy pocet uhlikti a byli zde
nalezeni mono 1 polynenasyceni zastupci, ponejvice kyselina olejova (C18:1) alinolova
(C18:2), v malém mnozstvi byly nalezeny i kyseliny s hydroxylovou skupinou.®® %7 Esencidlni
nenasycené MK SC jako kys. linolovéa a arachidonova pochézeji z potravnich zdroji. Jsou
zachycovany prednostné ze systémové cirkulace a ve SC koncentrovany. Jejich ptipadny
nedostatek vede ke komplexnim porucham kozni bariéry.>> 6% 6% 7da se, Ze n&které MK véetng
esencidlnich mohou byt do SC b&zné€ inkorporovany také zvenci, z produkce mazovych 714z
jejiz jsou soudasti.®® " To koresponduje s pozorovanim vy$si koncentrace MK a nenasycenych

MK s krat$im fetézcem ve svrchngj$ich vrstvach SC.7! 7

MK se kromé podilu na tvorb& kozni bariéry Ucastni 1 okyselovani SC. UdrZzovani kyselého
prostiedi je potiebné pro ¢innost mnoha enzymu zapojenych do metabolismu koznich lipidu,
napft. B-glukocerebrosidas, které uvoliuji hotové Cer z jejich transportni formy. DiileZitost této
funkce si mizeme demonstrovat napt. u novorozenct ¢i novorozenych mysi, kde je hodnota
pH SC blizkéd neutralni. To se projevi pomalejSi obnovou kozni bariéry pfi jejim naruseni.
Schazi totiz vhodné acidobazické prostiedi potifebné pro pohotové zvyseni aktivity ptisluSnych
enzymil a urychlené doplnéni Cer ze zasobnich forem, jak ho zndme u dospélych.”>”7> Kyselost
je dulezité i pti vyvoji kozni bariéry a MK se v nizsich vrstvach, kde jsou jeste viabilni buiiky,

podileji na bunééné signalizaci a pomdhaji tak udrzovat homeostazu pokozky.”® 7’
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2.2.5.3 Cholesterol

Jako jedna ze tfi prevazujicich slozek lipidové matrix se volny Chol spolu s Cer a MK podili
na tvorb¢ bariéry proti transepidermalnim ztratdam vody z organismu i proti priniku Skodlivin
z vn¢jSiho prostiedi. Spolu s Cer a MK je obsazen v lipidovych lamelach s periodickou

mezirovinnou vzdalenosti, takzvanych lamelarnich fazich.” "

Podle starsich praci je nezbytnou slozkou pro spravné uspotadani lipidovych lamel a tvorbu
funkéni kozni bariéry.® 4 7 80 Praci, které by se systematicky zabyvaly jeho vlivem
na detailnéj8i organizaci lipidii SC, v§ak neni mnoho, navic jsou obvykle zaloZeny na studiu
jednoduchych modeld.’! Experimenty namodelech lipidové matrix SC doneddvna
naznacovaly, ze pritomnost Chol je nutnou podminkou tvorby obou zndmych lamelarnich fazi,
kratké SPP 1 dlouhé LPP, jeZ jsou zaroven pokladany za podminku dobré bariérové funkce SC.
SPP ani LPP nevznikaly ve smési prasecich ani lidskych Cer bez ptitomnosti Chol. Obé& faze se
pak tvorily p¥i poméru obsahu Chol, Cer a MK vy$§im nez 0,2:1:1.8% % Podobnych vysledki
bylo dosazeno pii studiu membran tvofenych uméle ptipravenymi Cer, které tvotily bud’ pouze
SPP nebo LPP.” Dal§i experimenty skomplexn&j§im modelem, membranami na bazi
purifikované frakce Cer lidského SC (hCer), vSak nepotvrdily nutnost Chol pro tvorbu LPP,

pfi¢emz tato lamelarni faze vznikala i ve vzorku samotnych hCer.?

Obrazek 7 Snimek porizeny pomoci kryo-TEM (transmisni elektronové mikroskopie) zachycujici
lipidové lamely mezi dvéma korneocyty SC (bily obdélnik, periodické prouzky s rozdilnou
elektronovou hustotou). Sipky ukazuji na keratinova intermedidrni filamenta rozvolnéna v diisledku
zvysené hydratace.™

Detailngji byla studovéna i pozice Chol v ramci LPP. Autofi vychézeli z piedchoziho modelu

5> astudiem deuterovanych lipidi v modelovych membranach

LPP slozené ze tii vrstev,®
tvoticich LPP dosli ke zjisténi, Ze Chol je pfitomen ve dvou vnéjSich vrstvach tvoticich LPP,
pficemz jeho hydroxyl tvoii vodikovy miistek s esterovou skupinou piitomného acylceramidu.?

Préace kombinujici kryo-TEM lamel SC (viz obr. 7) a molekulové modelovani potom predklada
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model SC, podle néhoz jsou Cer v rdmci lamel v pIlné oteviené konformaci a Chol je v této

modelové struktufe soustfedén v oblasti sfingosinovych &asti molekul Cer.®*

Déle byl popsan vliv Chol na denzitu uspotfadani lipidi SC. Obsah Chol zvySuje podil
ortorhombického usporddani lipidi, které umoznuje jejich tésnéjsi pfiblizeni a tvorbu
nepropustné&jsi bariéry.” Chol svou piitomnosti v lipidovych membranach ptispiva také k jejich

piiméfené fluidits, zlepSuje misitelnost ostatnich koznich lipidd a tim pruznost SC.2 7

Volny Chol tvoii cca 25 % hmotnostniho podilu lipidd SC. S dal§imi dvéma majoritnimi
slozkami, Cer a FFA, je v pfiblizném molarnim poméru 1:1:1. Podle n¢kterych studii je toto
mnozstvi ve smési lipidi nadbyteéné. Cast Chol se s lipidy v lamelach plné nemisi a tvoii
separované domény, a to jiz pii poloviénim neZ fyziologickém molarnim mnozstvi.> 7 Dle
méfeni na modelovych membranadch na bazi hCer tvofi mezi 40 a 60 % fyziologického
mnozstvi Chol separované domény,® a to je ve shodé s publikovanymi zji§ténimi, Ze méné
nez polovina Chol je ve SC zapojena do tvorby smiSenych lipidovych lamel.> 7 P¥i¢ina tohoto

jevu ani role samostatnych Chol domén neni dosud znama.

Chol najdeme ve SC nejen volny, ale i vazany ve formé estert organickych a anorganickych
kyselin. Nejvice zastoupenym esterem Chol ve SC je cholesterol-sulfat (CholS), jehoZ obsah
opét 1 %.”! Podle vieobecné ptijimaného predpokladu snizovani obsahu CholS ve SC smérem
k povrchu souvisi s jeho hlavni funkci — zajiStovanim soudrZnosti korneocytli v hlubSich
vrstvach SC a regulaci deskvamace, tedy postupného odlupovani hornich vrstev pokozky.
Piedpoklada se téZ jeho podil na regulaci diferenciace keratinocyt.’® *! Studie na modelech
lipidové slozky lidského SC naznacuji, Ze obsah CholS také snizuje separaci Chol
do samostatnych domén.®? CholS vznikd z volného Chol v hlubsich vrstvach epidermis
aktivitou sulfotransferasy (SULT2B1b). Muze byt také preveden zpét na Chol
cholesterolsulfatasou. Pfi onemocnéni recesivni X-vazanou ichtyosou cholesterolsulfatasa
nejen v hornich vrstvach epidermis chybi, coz vede k poruse deskvamace a miize zpiisobit

zavaznou dysfunkci kiize.*
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2.3 Mikrostruktura lipidové matrix stratum corneum
SC se vyznacuje slozitou strukturou, kterou ptes nepatrnou tloustku SC stale pfesné nezname.

Z dosavadnich poznatkl vSak plyne, ze je podstatné pro bariérovou funkei kiize a nejriizné;si
poruchy vedouci k jejim zméndm maji pro organismus zavazné nasledky. Mikrostruktura

lipidové matrix SC piedstavuje stale oteviené pole studia.®

2.3.1 Lamelarni usporadani

Stran lipidovych lamel SC byly popsany faze s kratkou periodicitou (SPP) s mezirovinnou
vzdalenosti okolo 6 nm, kterou tvoii spolecné Cer, MK i Chol, a faze s dlouhou periodicitou
(LPP). Na tvorbé LPP se pak vyznamné podileji ultradlouhé w-esterifikované ceramidy. Tato
faze je charakteristickd mezirovinnou vzdalenosti okolo 13 nm a je poklddana za nezbytnou
pro optimalni bariérovou funkci kiize.®” % V neptitomnosti LPP (zp@isobeno napf. vlivem
nedostatku patfiénych Cer pfi n€kterych chorobéch) je podle poznatkli ziskanych na modelech
propustnost kozni bariéry zvysend.*” Kromé zminénych dvou fazi tvofenych smési lipidii byla
ve SC popsana i faze separovaného Chol s mezirovinnou vzdalenosti ptiblizné 3,4 nm’ %% %1,

jejiz ptivod ani funkce v kozni bariéte nejsou dosud uspokojivé vysvétleny. Proto se stfedem

zajmu predkladané préce stalo pravé ovlivnéni této slozky lipidové matrix.

2.3.2 Lateralni usporadani

Retézce lipidti v lamelach jsou zaroveii usporadany do struktur s odliSnou tsnosti a z ni
vyplyvajici pohyblivosti, coZ popisujeme jako laterdlni uspofddani. Za fyziologickych
podminek a pii obvyklé teploté koZzniho povrchu cca 32 °C zaujima vétsi ¢ast lipida
ortorhombické (kosoctverecné) uspotadani, které je pevné, brani volnému pohybu fetézci,
fetézce jsou rigidni, all-trans konformované a tvoii pevnou bariéru. Mensi ¢ast lipidi potom
nalezneme ve volngj$im hexagonalnim uspotfadani (téZ gelova faze) kdy je umoZnén omezeny
pohyb fetézclh a zvySeni podilu méné€ uspotadanych gauche-konformeri. Mezi lipidy SC
nejméné zastoupena je kapalné-krystalickd faze umoziujici nejvétsi miru rotace a pohybu
fetézch.”? Neékteré modely SC uvazuji vyskyt ortorhombického a hexagonalniho uspoiadani
v ramci jedné molekuly, kdy distalni ¢ast fetézch dal od polarni hlavy vykazuje pohyblivéjsi
gelové chovani, zatimco polarni hlavy spolu s proximalni casti fet€zcl jsou uspofadany
rigidng.”® Intramolekularni vyskyt voln&jsiho a rigidng&j$iho uspoiadéni byl zaznamenan
v molekule ceramidu EOS.** Prehled konformaéniho chovani lipidovych fetézcti a znamych
moznosti jejich lateralniho uspotfddani v ramci lamel spolu s odpovidajicimi IR vibracemi

podava shrnuti na nasledujici strané (obr. 8).
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Obrazek 8 Prehled molekuldarni organizace lipidii a jejiho studia pomoci IR. MozZnosti konformacniho
usporadant lipidovych retezcit a odpovidajici odezva symetrické valencni vibrace metylenové skupiny
v IR spektrech (horni cast), moznosti laterdlniho usporadani s odpovidajicimi signaly v oblasti
nuzkoveé vibrace téze skupiny (spodni cast). OR-ortorhombickd, HEX-hexagonalni,
LIQ-kapalné-krystalicka fize.”

2.3.3 Studium mikrostruktury SC

Ke studiu mikrostruktury SC se vyuZivda mnoha, predevS§im spektroskopickych
a mikroskopickych, metod. Elektronovd mikroskopie, ktera provazi debatu o lamelarnim
usporadani lipidové matrix SC od pocatku, dovoluje zobrazit lamely tvorené lipidy, CLE,
desmosomy spojujici jednotlivé keratinocyty etc.3*°> Kromé konvenéni svételné mikroskopie,
jez je znacné limitovana, co se tyCe rozmért zobrazitelnych struktur SC, se hojné vyuziva
mikroskopie fluorescencni. Fluorescen¢ni mikroskopie vyzaduje zaneseni fluoroforu
do zkoumaného vzorku. MlzZe poslouzit ke zobrazeni priichodu znafené latky skrze koZni
bariéru, vyuziti vSak nalézd spiSe pfistudiu modelii kozni bariéry s obsahem znacenych
molekul a rekonstruovanych modelt epidermis.’® °” Vibrace v infradervené oblasti poskytuji
informace o konformaci a intramolekuldrnim uspofadani dlouhych uhlovodikovych fetézcii
lipidi, jejich intermolekularnim uspotadani 1 o proteinech keratinocytl. Spektroskopie v této

oblasti m4 pfi studiu kozni bariéry §iroké vyuziti, dovoluje také sledovat fazové piechody.* 2

27



V ptipadé komplementarni Ramanovy spektroskopie je dokonce mozné studovat SC in vivo.”®

Rentgenova difrak¢ni analyza umoziuje studovat usporadani na dlouhou vzdalenost, v ptipadé
SC tedy vzdalenosti strukturnich rovin, piedev§im lipidovych lamel. Miize vSak poskytnout
1 informace o lateralnim uspotradani lipidovych fetézct a s jeji pomoci je také mozné zkoumat
usporadani proteini keratinocytd.®® Neutronova difrakéni analyza ma podobné vyuziti
jako rentgenova difrakce, navic rozliSuje izotopy prvkl tvoricich lipidové fetézce a poskytuje
tak vhled do struktury modelt SC pti vyuziti deuterovanych molekul.? Kalorimetrické metody
pak umoziiuji zaznamenat energetické zmény souvisejici se zménami mikrostruktury.” SC je
také mozné analyzovat pomoci nuklearni magnetické rezonance na pevné fazi.’* Ani tento vydet

metod studia mikrostruktury SC vsak jesté neni, samoziejmé, tplny.

2.3.4 Teoretické modely koZni bariéry

Béhem let byly pfedloZeny rizné modely ptedpokladaného uspotadani lipidi SC s ohledem
na poznatky o lamelarnich fazich ziskané pomoci XRD studia pievazné modelovych membran
i na dalsi informace o slozeni uspofadani lipidi SC a o chovani SC. Brick and mortar model,
tedy model cihel a malty jmenovany vyse patii dosud k nejzminiovanéj$im, a svou sttizlivosti
poskytuje jednoduchy vstup k prvotnimu myslenkovému obrazu stavby celého SC.*! Dalsi
modely poskytovaly propracovanéjsi pohled na stavbu samotné lipidové matrix. V roce 1994
byl Forslindem ptedlozen mozaikovy model, ktery pocital s ptfitomnosti gelové
a kapalng-krystalické lipidové faze zaroven.!” Kapaln&-krystalickd slozka by pfitom nebyla
kontinudlni ve sméru kolmém k povrchu SC, coZby znamenalo zachovani nutnosti
pro piipadny permeant projit pii prichodu SC krystalickou fazi. Bariéra by tedy nebyla
omezena zvySenou propustnosti volnéji usporadané faze, ale kapalnd faze by vysvétlila
pruznost lipidové matrix. Sendvi¢ovy model piedlozeny Bowstrou a kol. se Forslindovu
podoba.'®! Pogitd s mozaikou pevnéji usporadanych lipidovych domén obklopenych kapalng
krystalickou fazi, do niZ volné pfechazi. Autofi predpokladali (a pozdé&ji pfedpoklad rozvijeli)
odlisné sloZeni obou fazi, jistou separaci raznych lipidd, pficemz tekuté fazi pfisuzovali
pravdépodobny vyssi obsah Chol, pfipadné kratSich MK v kontaktu s linoleatem ultradlouhych
Cer, jejichz zbyvajici ¢ast by jiz byla soucasti gelové faze.”® 92 Brzy nato pribyl Norléndv
model spojité gelové faze, ktery oproti piedchozim ptedpoklada naopak vysokou homogenitu
uspotradani bez tvorby jakychkoli separovanych domén. Koherentni gelovou fazi oznacuje
za nejodolnéjsi a validitu modelu podkladda mimo jiné informacemi o fazovych piechodech,
které v SC nejsou pfili§ ostré, a to mize byt ddno prav€ nahodilym vcelku homogennim

usporadanim velmi heterogenni lipidové matrix.”?
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3. Poznamky k pouzitym metodam

3.1 Model kozni bariéry - ex vivo SC

Modely kozni bariéry umoznuji zkoumat jeji vlastnosti v systému omezenych proménnych,
kde je snazsi spojovat experimentalni vysledky v urcité souvislosti. V praxi jsou k takovému
studiu vyuzivany kozni modely rizného stupné komplexnosti od uméle vytvofenych membran
slozenych z rozli¢nych smési lipida az po in vitro kultivovanou epidermis. V piedkladané praci
bylo pro ovéfeni vysledk ziskanych v experimentech na lipidovych membranach pouzito
ex vivo lidské stratum corneum (SC) jakoZto model vyssi, avSak komplementarni, jelikoz je
i pfes jeho kiehkost mozné pozménit slozeni jeho lipidové slozky (a sledovat vliv takového
zasahu na jeho propustnost). V této praci byl ze SC ¢astecné extrahovan Chol. Experimenty
tedy byly provadény na SC ex vivo s modifikovanymi vlastnostmi jakoZto modelu koZzni

bariéry.

3.2 Méreni bariérovych vlastnosti kiiZe (permeabilitni experimenty)

Bariérové vlastnosti kiize 1ze zkoumat mnoha metodami. Mezi nimi patii ke klicovym méteni
permeability béhem permeabilitnich experimentt, jejichz cilem je zjistit, do jaké miry je dana
membrana, v piipadé predkladané prace rizné modifikované izolované lidské SC, propustna

pro nejriiznéj$i modelové permeanty.”% 192

3.2.1 Propustnost pro vodu (TEWL)

Zkratka TEWL z anglického trans-epidermal water loss zna¢i ztratu vody ptes epidermis.
Obecné je tato zkratka pouZivana také pro meéfeni ztraty vody pies kiizi nebo modelové
membrany. Jednd se o metodu méfeni mnozstvi vody proSlého pies plochu membrany
za jednotku ¢asu. Vyslednou hodnotou je flux vody pfes membranu. Vztadhneme-li jej na lidské
télo, potom je to charakteristika uniku vody smérem zevnitf ven, tedy pravé ten pohyb vody,
ktery funkéni kozni bariéra znaéné limituje. Cim je tedy hodnota TEWL nizsi, tim lepsi bariéru
vici prostupu vody danym smérem membrana predstavuje. Pfi naruSeni koZzni bariéry ztrita

vody z téla, a tedy i hodnota TEWL, stoup4.!!

Me¢éteni je mozné provadét pomoci piistrojii nékolika principli uspotadani. V predkladané praci
pouzity ptistroj (AquaFlux AF (Biox Systems Ltd, VB) funguje na principu kryokondenza¢ni
komiirky. Voda prosla pfes membranu je nad ni zachycena na podchlazeném povrchu ¢idla,

které jeji mnozstvi stanovuje monitorovanim hmotnosti ptibytku ledu béhem méteni
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3.2.2 Propustnost pro nabité ¢astice (elektricka impedance)

Elektricka impedance (EI) je elektrochemicka veli¢ina charakterizujici odpor materialu vici
prachodu stfidavého proudu. Bylo zjisténo, Ze jeji hodnota negativné koreluje s permeabilitou
kozni bariéry.!® P#i studiu propustnosti kozni bariéry a jejich modelti lze EI vyuZit

k charakterizaci propustnosti pro nabité ¢astice.

3.2.3 Propustnost pro modelové latky

Testovani propustnosti pro modelové latky patii k nejuzivanéjSim metodam experimentalniho
studia kozni bariéry. Kozni bariéra totiz predstavuje hlavni pifekazku pii formulaci
transdermalnich Iékovych forem, které umoziuji vyhodny zplsob podéani 1éciv zvlaste
v pripadech, kdy jiné cesty podani nejsou mozné. Bylo vynaloZzeno mnoho usili k matematicko-
fyzikalnimu popisu zdkonitosti prichodu latek charakteru 1é¢iv skrze bariéru pfedstavovanou
ptedevsim SC, pfiCemz se jako vhodny pfistup ukézalo zohlednéni velikosti molekuly

permeantu a jeho lipofilita.!®

Experimentalni zjiSténi permeability vSak zlstava
nenahraditelnym. Latky mohou kozni bariéru pfekonavat v zékladu dvéma cestami, a to bud’
skrze pory, nebo pies lipidové a bunééné struktury SC, kde je limitujici schopnost latky projit
pravé pres mezibun&éné lamely lipidové matrix!! 19 Pfi studiu bariérovych vlastnosti kiize
a jejich modeli je vyhodné testovat permeabilitu pro vice modelovych latek, které maji odlisny
potencial interagovat s riznymi slozkami bariéry (hydrofilnimi korneocyty, lipidovou matrix).
Proto byly i ve zvolené praci ke studiu permeability pouzity dvé modelové latky odliSnych

vlastnosti, theofylin (TH, mensi molekula, vyvaZené hydrofilné-lipofilni vlastnosti)

a indomethacin (IND, vét§i molekula, vyssi lipofilita).

3.3 Studium sloZeni lipidové matrix (HPTLC)

SloZeni lipidové matrix koZni bariéry je studovano po mnoho dekad a az do soucasnosti
se v poptedi drzi metody chromatograficke, avSak v dneSni dobé¢ jiz spojené 1 s detekci vysoce
sofistikovanymi metodami jako je hmotnostni spektrometrie (MS).%° V ptedkladané praci bylo
lipidové sloZeni kontrolnich membran (SC) i membran se snizenym obsahem Chol (dSC)

studovano pomoci vysokouc¢inné chromatografie na tenké vrstvé (high-performance thin layer

chromatography, HPTLC).

HPTLC umoznuje rozdélit lipidy SC na zéklad¢ jejich afinity ke stacionarni a mobilni fazi
podobné jako konven¢ni chromatografie na tenké vrstveé. Od té se vSak odliSuje preciznosti
a citlivosti, diky niZ je moZné pti zvoleni vhodné metodiky na jedné chromatografické desce

oddélit Chol, MK, ale i jednotlivé druhy Cer. Detekce je denzitometrickd, kvantifikace
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se provadi za pomoci vn¢jSich standardt. Ukazka vyvinuté desky s vizualizovanymi

rozdélenymi lipidy viz obr. 9.

D G = e w— e e p— PR——
-
— c— | mmm— | — — —

Kal 1 Kal 2 Vz 1 Vz2 Kal 3 vz 3 Kal 4 Vz 4 Kal 5 vz 5 Kal 6 Vz 6 Kal 7 vz7 Vz 8 Kal 8

30 ul 20 pl 40 pl 40 pl 10 pl 40 pl 8l 40 pl 6 ul 40 pl 4 ul 40 pl 2ul 40 pl 40 pl 1l

Obrazek 9 Priklad naneseni vzorkii (Vz 1-8) a kalibrace (Kal 1-8) na chromatografickou desku
a rozdeélené lipidy jednotlivych nandsek po vyvinuti a vizualizaci.

3.4 Studium mikrostruktury stratum corneum

3.4.1 Infracervena spektroskopie

Pomoci infracervené spektroskopie (IR) bylo studovano lateralni uspotadani lipida SC. V této
praci bylo vyuzito techniky ATR-FTIR coz je technika zeslabeného Uplného odrazu (ATR,
attenuated total reflectance) infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR).
Paprsek prochazi jedno (v naSem ptipad¢) ¢i viceodrazovym ATR krystalem na ktery je umistén
meéteny vzorek. Vyhodou tohoto uspofadani je, Ze vzorek je mozné méfit bez vétSich tprav

a hydratovany, tedy v co mozna pfirozenych podminkach.

Sledovali jsme ptredevsim pas symetrické valen¢ni vibrace methylenové skupiny. Fyziologicky
se hodnoty maxim absorpénich pasii této vibrace nachazeji v oblasti vinoctu 2847-2849 cm™,
coz znali all-trans konformaci dlouhych fetézc membranovych lipidd, kterd umoznuje tésnéjsi
usporadani téchto lipidi v ramci lamel a odpovida ortorhombické ¢&i hexagonalni f4zi.*® Posun
k vys§im hodnotam vinocétu se pak povazuje za indikator nardstu podilu méné uspotradanych
gauche-konformert lipidovych fetézcli a posun k voln&jSimu usporadani lipid, vedoucimu
az v postupny rozvrat mikrostruktury membrany spolu se zhorSenim aZz ztratou jeji bariérové

funkce.®
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3.4.2 Rentgenova difrakéni analyza (XRD)

Lamelarni uspotadani lipidi SC bylo studovano pomoci rentgenové praskové difrakce. Byla
vyuzita technika SAXRD (angl. small angle X-ray diffraction), rentgenova difrakce vyuzivajici
nizké thly dopadu rentgenového zareni. Metoda umozinuje zkoumat, na zakladé vyhodnoceni
mezirovinnych vzdalenosti, struktury s pravidelnym uspofadanim napf. lipidové lamelarni faze,

podle Braggova zakona
nl =2d sin 0 ,

kde n je tad difrakce (kladny celo¢iselny nasobek vinové délky), 4 vinova délka dopadajiciho
zéateni, € uhel dopadu tohoto zafeni na strukturni rovinu a d je mezirovinnd vzdalenost,

charakterizujici napt. $itku lipidové lamely. %
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4. Experimentalni Cast

4.1 Chemikalie a material

Gentamicin-sulfat (z Micromonospora purpurea, 700 U/mg), trypsin (z vepirového
pankreatu, ~1500 U/mg), cholesterol (Chol, z lanolinu, 99%), kys. palmitovd (99%),
kys. lignocerova (LIG, 96%), theofylin (TH, 99%), indomethacin (IND, 99%), propylenglykol
(PG, 99,5%), methyl-B-cyclodextrin (MBCD, priméma Mn 1310), hydroxypropyl-B-CD
(HPBCD, priimérna Mn 1380), dalsi chemikalie k ptipravé pufrti a rozpoustédla HPLC stupné
Cistoty byly zakoupeny od Sigma-Aldrich Chemie Gmbh (Schnelldorf, Némecko).

Supercista voda byla pfipravena s vyuzitim systému Millipore Q purification.

Membranové filtry s velikosti port 0,45 um (Magna Nylon filters) byly zakoupeny od GVS
Life Sciences (Maine, USA), HPTLC chromatografické desky (silica gel 60, 20x10 cm) dodala
firma Merck (Darmstadt, Némecko)

Standardy pro HPTLC: CerNS AS, NP, AP (99%) byl ziskan od Avanti Polar Lipids (Alabaster,
Alabama, USA), CerEOS a EOP pripravili kolegové z Katedry organické a bioorganické
chemie FaF UK.!%

4.2 Ex vivo SC, ziskani a zpracovani

Kuize byla sinformovanym souhlasem ziskana od zdravych darct, ktefi podstupovali
plastickou operaci. Jeji pouziti bylo schvaleno etickou komisi chirurgické kliniky Sanus
(4/6/2015) a probihalo v souladu s principy Helsinské deklarace. Jednalo se o kiiZi z oblasti
bricha nebo prsou. Po excizi byla ktize mechanicky pomoci skalpelu zbavena podkozniho tuku
a do doby experimentu skladovana v plastovém obalu pfii - 20 °C. Pfed experimentem byla
takto pfipravend kiize vZdy ponechdna pfi laboratorni teploté do rozmrznuti, nasledoval proces

oddéleni SC od hlubsich kozZnich vrstev.

SC bylo pro vSechny experimenty oddéleno jiz dfive popsanym postupem.'®” Rozmrazené
ctverce klize o rozmeéru cca 4x4 cm byly na 90 s ponoteny do destilované vody o teploté 60 °C,
poté byla pomoci pinzet opatrn¢ stazena epidermis. Oddelené epidermis byla déle zpracovéna.
K rozrusSenti jejich nizSich vrstev a ziskani SC byl pouzit proteolyticky enzym trypsin, s jehoz
roztokem v PBS (cca 0,1%) byla epidermis inkubovédna 12 h pii 32 °C. Ziskané SC bylo
nasledné oplachnuto PBS, mechanicky zbaveno piipadnych zbytkli zlyzované epidermalni
tkané, oplachnuto kratce acetonem k odstranéni povrchovych lipidii a pfipadnych necistot,

nasledoval zavére¢ny oplach PBS.
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V ¢asti pokust bylo vyuzito stripovani SC s cilem odstranit ¢ast jeho povrchové vrstvy,
takzvaného stratum corneum disjunctum Kize byla po rozmrazeni stripovana opakovanym
nalepenim a strzenim lepici pasky. Poté byla provedena vyse popsand separace SC stejnym
zpusobem jako u kiize nestripované. Stripovani samotného SC by nebylo pro jeho kiehkost

proveditelné.

Ziskané¢ SC bylo déale zpracovano v zavislosti na typu dalSiho studia. V pocatecnich
experimentech slouzilo vzdy Ccerstvé izolované SC k testovani vlivu rtznych extrakci
a stripovani na jeho lipidové slozeni, jak je popsano v kapitole 4.3. V ramci experimentu se SC
upravenym vybranou extrakci pak byla provedena extrakce lipidové slozky SC pro analyzu
lipidd pomoci HPTLC. Po extrakci findlni metodou vétSina SC poslouzila k provedeni
permeabilitnich experimentl, slouzicich ke zjisténi vlivu ¢astecné extrakce Chol na propustnost
této jinak velmi nepropustné tkan¢, nékolik vzorkl bylo pfipraveno pro méfeni rentgenové
difrakce v oblasti malych tthlti (SAXRD), dalsi pro studium uspotadanosti pomoci infra¢ervené

spektroskopie (IR).

Ve vsech pokusech poslouzilo za kontrolu soubézné ptipravené SC, do jehoz lipidového slozeni

nebylo zasazeno.

4.3 Hledani metody selektivni parcialni extrakce cholesterolu ze SC

4.3.1 Extrakce pomoci 2-hydroxypropyl-B-cyklodextrinu
V prvnim pokusu byl k extrakci pouZzit vodny roztok 2-hydroxypropyl-B-cyklodextrinu
(HPBCD), ktery podle Legendre et al.'% selektivng extrahoval Chol z potkaniho SC.

Experiment slouzil jako pilotni zkouska pro adaptaci publikovanych vysledkii pro nase potieby.

Z izolovaného SC byly pomoci kruhové raznice vyseknuty kousky o plose ~ 2 cm?,
4 ks kontrolni a 3 ks pro kazdy extrakcni ¢as (2, 6, 12, 24 h), vloZzeny do piedvazenych

sklenénych vialek o objemu cca 8 ml, vysuSeny v exsikatoru nad P,Os, a suché presné€ zvazeny.

Vysusené fragmenty SC v 8 ml vialkach byly zality 2 ml Cerstvé pfipraveného vodného roztoku
HPBCD (100 mg/ml), a ponechany pii 4 °C po dobu 2, 6, 12 nebo 24 h. Kontrolni vzorky byly
bez extrakce rovnou zpracovany dal. Po uplynuti doby extrakce bylo SC vytazeno z roztoku
CD, oplachnuto vodou, umisténo do piedvazené 4 ml vialky, vysuSeno v exsikatoru a suché

piesné zvazeno.

Ze SC po extrakci HPBCD a SC kontrolniho byl déale popsanym zpisobem (viz kapitola 4.4)
ziskan lipidovy podil a obsah lipida analyzovan pomoci HPTLC.
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Vzhledem k nedostatecné selektivité¢ extrakce HPBCD jsme byli nuceni hledat jinou metodu

extrakce.

4.3.2 Jednoducha zkouSka rozpustnosti
Tento jednoduchy experiment poslouzil ke srovnani rozpustnosti Chol a MK v roztocich dvou
odlisnych cyklodextrini (MBCD a HPBCD) a néslednému rozhodnuti, ktery z téchto

jmenovanych bude pouzit pro dalsi extrakce SC.

Oba CD byly rozpustény v H>O na koncentraci 100 mg/ml. Byl pouzit Chol a kyseliny
palmitova a  lignocerova, reprezentativni MK, které patii vlidském SC
k nejzastoupendjsim.®*% Do vialky bylo navazeno bud’ 2 mg Chol nebo 1 mg k. palmitové
almg k. lignocerové. K rozpousténym latkim se po 100 pl pfidaval roztok jednoho

nebo druhého CD do vytvoreni ¢irého roztoku.
Na zékladé€ vysledki tohoto experimentu jsme k dalsi extrakci SC pouzili MBCD.

4.3.3 Extrakce pomoci methyl-B-cyklodextrinu
Z vyizolovaného SC byly stejné jako u extrakci HPBCD ptipraveny kruhové vyseky o plose

piiblizné 2 cm?, po 3 vzorcich pro kazdy extrakéni ¢as a 4 kontroly.

Vzorky byly v Petriho miskach s roztokem MBCD ve vodé (100 mg/ml) zatizeny géazou,
aby byly ponofeny, a takto byly inkubovéany pfi teploté 4 °C po zvolenou dobu. Byly zvoleny
celkem 4 extrak¢ni Casy a to 6, 12, 24 a 48 hodin. Po danych Casovych intervalech byly vzorky
SC vynaty z extrakéni 1azné, oplachnuty vodou a stejné jako kontroly vysuSeny a piesné

zvéazeny. Kontrolni vzorky extrahovany nebyly.

Popsanou metodou (kapitola 4.4) byla ziskana lipidova slozka ze vzorkti SC po extrakci MBCD
stejné jako ze vzorkl kontrolnich. Zbytky SC po extrakci lipidi byly opét vysuSeny a piesné
zvazeny, vysusené a presné zvazen¢ lipidy byly analyzovany pomoci HPTLC. Z hmotnosti SC
pted a po extrakci lipidové slozky a hmotnosti vyextrahovanych lipidii byla zjiStovéana

navratnost extrakce.

Na podkladé tohoto experimentu byla jako findlni metoda ke snizeni obsahu Chol ve SC

zvolena extrakce MBCD po dobu 24 h.

4.3.4. Extrakce pomoci propylenglykolu
Extrakce PG slouzila k ovéfeni, zda samotny PG béhem 24h permeace nevymyva

ze zkouSeného SC Chol.

35



Zkoumané vzorky byly extrahovany na Petriho miskach v erstvé pfipraveném roztoku 60%
PG. Vzorky SC maji bézn¢ tendenci drzet se na hladiné vodnych roztoki, proto byly (stejné
jako pti extrakcich SC cyklodextriny) zatizeny gazou, aby byla zajiS§téna rovnomérna extrakce
z obou stran SC. S kontrolnimi vzorky bylo provedeno totéz, ale ponotfeny byly pouze v Cisténé
vodé. VSechny vzorky byly pak po dobu extrakce inkubovany pii 32 °C, teploté, pti které jsme
provadéli i permeacni experimenty. Abychom jesté posilili efekt extrakce PG, byl extrakéni

roztok béhem 24h trvani pokusu 2x nahrazen Cerstvym.

Po 24 h bylo SC vynato z extrak¢éni lazné a abychom se zbavili pfipadnych zbytkt PG,
dikladné vyplachnuto v kddince s ¢isténou vodou, osuseno a oplachnuto ¢isténou vodou

ze stfiCky, pficemz tento postup se 3x opakoval vzdy s cerstvou vodou.

Takto pripravené vzorky vcéetné kontrol byly poté ulozeny do suchych predvazenych vialek,
vysuseny v exsikatoru a presn¢ zvazeny. Ze suchého SC byly smési chloroform/ methanol 2:1
(v/v) podle popsané metodiky (kapitola 4.4) extrahovany lipidy, které byly nasledné
analyzovany pomoci HPTLC.

4.3.5 Zkouska stripovani
Zkouska stripovani slouZila ke zjiSténi, zda Ize stripovanim omezit obsah kratkych MK, které
rusily béhem HPTLC analyzy, ve SC, a zda lze s takto oSetienym SC provést permeacni

experimenty. Za tim ti¢elem bylo testovano stripovani riznym poctem stripti.

KlZe byla po rozmrznuti podrobena stripovani 2x, 5%, 10x, 15x nebo 20x, paralelné byly

ze stejné kliZe pfipraveny 1 kontrolni vzorky, které stripovany nebyly.

Nasledovala izolace takto zten¢eného SC, suSeni, extrakce lipidi a jejich HPTLC analyza.

TotoZnym procesem prosly i1 vzorky kontrolni.

4.4 Extrakce lipidové slozky SC pro analyzu HPTLC

Ze SC ze vSech experimentl byly lipidy pro HPTLC analyzu extrahovany obdobné. VysuSené
fragmenty SC byly ve vialkdch zality smési chloroform/methanol 2:1 (v/v) a extrahovany
na tfepacce po dobu 2 h. Poté byl extrakt preveden do Cistych pifedvazenych vialek, SC zalito
dalSimi 2 ml smési a cyklus se opakoval. Po uplynuti 2 h na tfepacce byl druhy podil extraktu
spojen s prvnim, SC bylo jesté oplachnuto 0,5 ml smési (spojeno s extrakty), vysuseno
a zvazeno. Extrakty byly zahuStény pod proudem dusiku, vysuSeny v exsikatoru, zvaZzeny

a analyzovany pomoci HPTLC.
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4.5 HPTLC

Provedeni bylo obdobné pro vSechny ziskané lipidové extrakty. VysuSené lipidy ziskané
extrakci smeési chloroform/methanol 2:1 (v/v) (viz kapitola 4.4) byly pomoci smési
chloroform/methanol 2:1 (v/v) nafedény na koncentraci 1 mg/ml. Ve stejné smési rozpoustédel

byla ptipravena smés o zndmé koncentraci jednotlivych lipidu, ktera slouzila jako standard.

Na HPTLC chromatografické desky aktivované promytim mobilni fazi a vyzihanim pti 120 °C
po dobu 30 minut bylo sprejovanim v proudu dusiku za pouziti Linomatu 5 (Camag, Muttenz,

Svycarsko) naneseno vzdy 40 pl vzorku lipidt ze zkoumaného SC v nékolika opakovanich.

Zaroven se vzorky byla nadesku nanesena standardni smés lipidi v kalibraéni fadé
pro kvantitativni vyhodnoceni. Najednu desku bylo naneseno vzdy 8 kalibracnich
a 8 testovanych vzorkli. Mnozstvi jednotlivych standardii ve vSech uzitych kalibra¢nich
hladinach zobrazuje nasledujici tabulka 1:

Tabulka 1 Standardy pro HPTLC analyzu. Horni Fadek-objem standardni smési lipidii jednotlivych
nanesenych kalibracnich hladin. Sloupce-obsah jednotlivych lipidit v dané kalibracni hladine [ug].

30pl | 20l | 10l 8 ul 6ul | 4ul | 2pl | Tul

LIG [pg] 7,5 6,0 3,0 2,4 1,8 1,2 0,6 0,3
Chol [ug] 7,5 6,0 3,0 2,4 1,8 1,2 0,6 0,3
Cer NS [pg] 3,0 2,0 1,0 0,8 0,6 0,4 0,2 0,1

Cer NP [pg] 5,550 | 3,700 | 1,850 | 1,480 | 1,110 | 0,740 | 0,370 | 1,185
Cer EOS [pg] 1,000 | 0,500 | 0,250 | 0,200 | 0,150 | 0,100 | 0,050 | 0,025
Cer EOP [pg] 0,450 | 0,300 | 0,150 | 0,120 | 0,090 | 0,060 | 0,030 | 0,015

Cer AS [pg] 2,00 | 1,00 0,50 0,40 | 0,30 | 0,20 | 0,06 | 0,03

Cer AP [pg] 2,00 | 1,00 0,50 0,40 | 0,30 | 0,20 | 0,06 | 0,03

Po naneseni a zaschnuti byla deska dvakratvyvijena ve vyvijeci komotfe smési
chloroform/methanol/kys. octova 95:4,5:0,75. Pfi prvnich pokusech byla pouzita horizontalni
vyvijeci komora Camag (Camag, Muttenz, Svycarsko). V dalsich pokusech jsme pracovali
s plné automatickou ADC2 komorou pro vertikalni vyvijeni (Camag, Muttenz, Svycarsko).
Po kazdém vyvijeni byla deska vysuSena horkym vzduchem (do 45 °C). Lipidy byly
vizualizovany ponofenim desky na 10s do derivatizatni smési ndasledujiciho slozeni

(dle tabulky 2).
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Tabulka 2 Slozeni derivatizacni smési.

CuSO4x5H20 126 g
H3PO4 85 % 76 ml
methanol 40 ml
voda 684 ml

a naslednym vyzihdnim desky pii 160 °C. Mnozstvi lipidd bylo poté hodnoceno
denzitometricky pomoci TLC Scanner 3 (Camag, Muttenz, Svycarsko). Pii po¢atednich
pokusech v programu Wincats (Camag, Muttenz, Svycarsko), pozd&ji za pouZiti softwaru
visionCATS software (Camag, Muttenz, Svycarsko) pomoci néhoz byla ovladana i automaticka

vyvijeci komora.

Mnozstvi MK, Chol i jednotlivych typt Cer ve vzorcich lipidi extrahovanych ze SC bylo
vypocteno podle znamych mnozstvi strukturné nejblizsich lipidt v kalibraci. Kazdy vzorek byl
hodnocen v nékolika opakovanich. Prezentované vysledky jsou kombinaci jednotlivych

hodnot.

4.6 Studium permeability a mikrostruktury SC extrahovaného MBCD

4.6.1 Priprava stratum corneum se sniZenym obsahem cholesterolu

Izolované SC bylo podrobeno 24h extrakci MBCD, v poloviné extrakéniho ¢asu byl roztok
MBCD nahrazen novym, aby byla zajiSténa co nejvétSi extrakéni kapacita CD pro Chol.
Kontrolni vzorky SC byly smontovany do teflonovych drzaka (viz kap. 4.6.2) a ponechany
pii 4 °C v zaparafilmovanych Petriho miskach nad PBS, aby byla zachovana jejich hydratace

do doby provedeni spole¢nych permeacnich experimentt.

K ovéfeni lipidového slozeni analyzou HPTLC poslouzily 3 vzorky dSC a 4 vzorky
kontrolniho SC. Lipidova sloZzka SC po manipulaci s lipidovym sloZenim pro analyzu lipida
pomoci HPTLC byla ziskdvana extrakci smési chloroform/methanol 2:1 (v/v) podle metodiky

popsané v kapitole 4.4.

4.6.2 Permeabilitni experimenty

Pro experimenty jsme pouzili modifikované Franzovy diftzni cely. Jde o sklenéné cely
sestavajici z horni-donorové a spodni-akceptorové ¢asti. Ze spodni ¢asti je vyvedeno raménko
pro odbér vzorkl akceptorové tekutiny. Mezi horni a spodni Cast cely se fixuje zkouSena

membrana upevnéna v teflonovém drzaku. Tento drzak je opatfen kruhovym vyfezem
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definujicim plochu pro aplikaci donorového vzorku na studovanou membranu, ktery tak bude

v pfimém kontaktu se zkousenou membranou praveé na dané plose.

Po uplynuti doby extrakce bylo SC oplachnuto PBS, pievedeno na filtry a upevnéno
do Franzovych cel s permeaéni plochou 0,5 cm? epidermalni stranou dolii, smérem k akceptoru.
Filtr nema potencial ovliviiovat prichod permeantt skrz SC, ale znacné uleh¢uje manipulaci
s kiehkym SC. Akceptorovy kompartment cel byl naplnén fostatovym pufrem (PBS) o pH 7.4,
tedy pH lidské plasmy, s pfidavkem 0.005 % (w/v) gentamicin-sulfatu pro zajisténi mikrobialni
stability. Objem akceptoru byl pro kazdou celu zvlast zaznamenan a zohlednén pii vypoctech.
Cely byly umistény do vodni 1azné o teploté 32 °C, kterd odpovida teploté povrchu lidské
9

kiize,'” a za michani magnetickou micha¢kou ponechany 2 h ustalit. Po uplynuti této doby byla

métena transepidermalni ztrata vody (TEWL).

4.6.2.1 Ztrata vody pres membranu (TEWL)

Hodnota TEWL byla méfena pfistrojem AquaFlux AF (Biox Systems Ltd, VB)
po smontovani Franzovych cel a jejich ustaleni po dobu alespoii 2 h v 1azni pfi teploté 32 °C
za michani akceptorové faze. Méfeni probihala po odstranéni horni sklenéné casti cely, v urovni
1 em nad SC (horni hrana teflonového drzaku), pii vlhkosti vzduchu cca 30-36 % za laboratorni
teploty. Nasledné bylo do donorového prostoru cel napipetovano 250 pl PBS a po 20 minutach

zmeétena elektrickd impedance.

4.6.2.2 Elektricka impedance (EI)

El byla méfena na SC smontovaném do Franzovych cel za pomoci digitdlniho multimetru LCR
meter 4080 (Conrad Electronic, Hirschau, Némecko). Méfeni navazovala na méteni TEWL.
Do prostoru  ur¢eného pro donor bylo napipetovano 250 pul PBS, cely byly
pfed méfenim ponechany k ustaleni alesponi 30 min. Jedna elektroda byla skrz raménko
zavedena do akceptorové Casti cely, druha byla ponofena do PBS v donorovém prostoru.
El kazdé cely métena ve 2 opakovanich. Po méteni byl povrch SC vysuSen a pied nanesenim

donorovych vzorkil opét ponechan ustalit.

4.6.2.3 Permeabilita pro modelové latky

Kazdd smontovana cela byla peclivé zkontrolovana a ty cely, jejichz hodnoty TEWL
a impedance vypovidaly o makroskopickém poSkozeni, pfitomnosti trhlin apod., byly
z experimentu vyfazeny. Povrch SC byl po méfeni EI zbaven PBS, vysuSen pomoci

celulosovych ¢tvereckll a po uplynuti 12 h zacalo méteni permeability pro modelové latky.
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Oba permeanty byly na SC nandSeny ve formé suspenze v 60% PG (5% TH, 2% IND).
Donorové suspenze byly po pfipravé minimalné 24 h inkubovany pfi 32 °C, aby doslo k jejich

ustaleni.

Pti zahajeni experimentu bylo na horni, vnéjsi stranu SC naneseno 100 pl donorové suspenze
theofylinu nebo indomethacinu. Celé¢ uspofadani tak simulovalo podminky prichodu

permeantl zvenc¢i do organismu.

Po naneseni donoru byla mezi horni sklenénou ¢ast cel a teflonovy drzak vsunuta sklicka,
aby bylo zabranéno excesivnimu odpafovani donorti. V intervalech 2, 4, 6, 8, 10 a 24 h byl
odebran vzorek 300 ul akceptorové tekutiny, ktery byl ihned nahrazen stejnym objemem
cerstvého PBS predehiatého na teplotu 32 °C. Tato manipulace byla zohlednéna pii vypoctech.

Béhem dané doby byl dosazen ustaleny stav.

V odebranych vzorcich byl poté pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)
stanoven obsah modelovych permeantd. V obou pfipadech jsme kvantifikovali pomoci
kalibra¢ni kiivky podle dfive validovanych metod'!® na sestavé Shimadzu Prominence
instrument (Kyoto, Japonsko) na kolon¢ LiChroCART 250-4 s naplni LiChrospher 100 RP-18
5 um (Merck, Darmstadt, Némecko).

Jako mobilni faze pro TH byla pouzita smés methanol/0.1 M NaH2POj4 4:6 (v/v) o pratoku
1,2 ml/min pii teploté 35 °C a tlaku ~18,4 MPa, pro IND pak smés acetonitril/voda/kys. octova
90:60:5 (v/v/v), prutok 2 ml/min pfi teploté 40 °C a tlaku ~17 MPa. TH byl detekovan pomoci
detektoru diodového pole DAD SPD-M20A (Shimadzu, Kyoto, Japonsko) pii vinové délce
272 nm a IND pfti 260 nm.

Pti vypoctech byly pro kazdou celu zohlednény odbéry, ptidavky cistého PBS 1 pfesny objem
akceptoru. Z vysledkl byl sestaven permeacni profil dané latky pro danou membranu, tedy
zavislost kumulativniho mnozstvi permeantu proSlého pfes jednotku plochy membrany
(zde SC) na Case. Priklad takové zavislosti ukazuje obrazek 10. Smérnici vzniklé kiivky v jejim
linedrnim useku, kdy je dosazen setrvaly stav tzv. steady state, je flux cili tok Iéiva
pfes membranu, v nasem piipade ptes SC. Obecné, vyssi flux latky pfes membranu vypovida

0 vys$§i propustnosti této membrany pro danou latku.
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Obrazek 10 Modelovy permeacni profil. Vysledkem permeacnich experimentii je flux
(J, [ug x cm’ x b ]) modelové latky pies danou membranu. Vynesenim zavislosti kumulativniho
mnozstvi modelového permeantu v akceptorovém médiu na jednotku plochy membrany na case vznikne
krivka, jejiz smérnice v linedarnim useku odpovida fluxu latky pres membranu.

4.6.3 Studium mikrostruktury

Vzorky SC pripravené v ramci piedkladané prace byly studovany pomoci infraervené
spektroskopie a rentgenové difrakce. Vzorky pro studium obéma metodami byly pfipravovany
zaroven se vzorky pro permeace, ze stejného SC, které bylo v rdmci experimentu extrahovano
CD ke sniZzeni obsahu Chol, aby byla zachovana homogenita vysledkl. Jako kontrolni

poslouzila ¢ast ptipravovaného SC, ktera neprosla extrakci.

Byly ptipraveny 3 vzorky dSC, 3 kontroly pro mé&feni SAXRD, 5 vzorki dSC a 5 kontrol

pro méfeni IR. Pfiprava a méteni probéhly podle dale popsanych metod.

4.6.3.1 Infracervena spektroskopie

rrrrrr

Hydratované fragmenty SC ur¢ené pro meéfeni IR byly pfevedeny do sklenénych vialek
a uloZeny pfi teploté — 20 °C. Pfed samotnym métenim byly za laboratorni teploty ponechany

do rozmrznuti a poté méteny bez dalSich Gprav.

K meéteni byl pouzit spektrometr Nicolet 6700 (Thermo Scientific, USA) vybaveny
jednoodrazovym MIRacle ATR ZnSe krystalem (PIKE Technologies, Madison, USA). Méteni
probihalo za konstantniho zatiZeni, finalni spektrum je vysledkem primérovani 128 skenti
s rozliSenim 2 cm™!. Spektra byla analyzovana pomoci software OPUS (Bruker Billerica,

Massachusetts, USA).
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4.6.3.2 Rentgenova difrak¢ni analyza

rrrrrr

uhli (small angle X-ray diffraction, SAXRD).

Hydratované SC bylo pfevedeno na podlozni sklicko a takto pfipraveny vzorek zmrazen
aulozen pii teplot¢ — 20 °C. DalSi zpracovani probéhlo bezprostiedné pred merenim
na externim pracovisti, kde byly vzorky rozmrazeny a pfed méifenim hydratovany 12 h

pti 100% relativni vlhkosti vzduchu.

Meg¢fteni bylo provadéno za laboratorni teploty (25 °C). K méfeni byl pouzit rentgenovy
difraktometr pro praskové vzorky X'Pert PRO 6-0 (PANalytical B.V., Almelo, Holandsko)
s parafokusovacim Bragg-Brentanovym goniometrem s vyuzitim Cu Ko, zafeni (A = 1,7902 A,
U=40kV, =30 mA) v tthlovém rozsahu 0,6-30° s detekci provedenou XCelerator ultrafast
detektorem s délkou kroku 0,0167° a méficim casem 20,32 s/ krok, Ziskand data byla
vyhodnocena s vyuzitim software HighScore Plus (PANalytical B.V., Almelo, Holandsko)
podle popsané metodiky.’

4.7 Statistické zpracovani dat

Zpracovani veskerych dat probihalo za pomoci softwaru GraphPad (GraphPad SoftwarePro,
San Diego, USA). Pro porovnani dvou sad vysledkli byl vyuzit neparovy Studentiiv t-test,
pii srovndvani vice sad vysledkli potom one-way ANOVA (z angl. analysis of variance,
analyza rozptylu) s Bonferroniho post hoc analyzou. Za statisticky vyznamné byly povaZovany

vysledky s hodnotou pravdépodobnosti pod hladinou vyznamnosti 0,05.
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5. Vysledky a diskuse

Pfedmétem této prace bylo studium vlivu deplece cholesterolu (Chol) v ex vivo lidském stratum
corneum (SC) na permeabilitu a mikrostrukturu této vrstvy kize, kterd predstavuje klicovou
slozku kozni bariéry suchozemskych savct. Vysledky studie na takto upraveném SC byly
srovnavany s vysledky ziskanymi pifi studiu umélych lipidovych membran se snizenym

obsahem Chol.?

vvvvvv

se snizenym podilem Chol, provedeného kolegy znasSi pracovni skupiny, na lidském SC
ex vivo. SC ma oproti zminénym umélym membrandm nativni usporadani lipidd, navic
se z cca 80 % sklada z rohovych bunék, korneocytd, coz jej jako model oproti membrandm
tvofenym pouze lipidy posunuje na podstatné vyssi uroven slozitosti a blize skute¢nym in vivo

podminkam.

Nejprve bylo nutné zajistit modelové vzorky SC se snizenym obsahem Chol. V piipad¢
modelovych membran nebylo slozité ptipravit model s niz§im podilem Chol slozky. Pfi miseni
lipidil pro pfipravu membrany jej bylo jednoduSe ptiddno pouze kyzené mnozstvi. Takto byly
pfipraveny a zkoumany membrany se 100, 80, 70, 60, 50, 40 a 20 % bézného mnozstvi Chol

i zcela Chol slozku postradajici.’> V ptipadé ex vivo SC se vsak jednalo o niro¢néjsi proces

a vysledné snizeni obsahu Chol bylo limitovano.
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5.1 Extrakce za ti¢elem sniZeni obsahu cholesterolu v izolovaném lidském SC

Snizeni podilu Chol ve SC jsme zamysleli docilit pomoci extrakce. Ta vSak musela byt
dostatecn¢ selektivni, aby nebyly dotCeny ostatni lipidy. Vzhledem k povaze vsech lipidi SC
se jednalo o nelehky ukol. Rozdily v jejich vlastnostech, diky kterym by bylo mozné jednu
slozku selektivné odstranit, jsou totiz mizivé. Na podkladé literatury jsme zvolili extrakci

pomoci vodnych roztokii cyklodextrinii (CD).!%8

| 0~CH,
LCHy / 3

0 O /__\__/0

s
| 0 \
~0 Hod—"
HyC 90
0 C o O
HO .
/"0\. CH,
(8] “CHy 0
v |
HyC ) HyC- gy ).'
(8]

o OH |

1
0 H,C ~
E ; 3 0
CH, {
0 ~OH [ * on © O HaC
T ANE %{“J

0
HC

Obrdzek 10 Strukturni vzorec heptakis-(2,6-di-O-methyl)- -cyklodextrinu.""’!

Pro extrakce byly pouzity konkrétné 2-hydroxypropyl-f-CD (HPBCD, primérmd Mn 1380)
a methyl-f-CD (MBCD, primérmad Mn 1310). Mnozstvi a poloha methylovych substituentt
u komercéné dostupnych methyl-B-CD jsou obvykle proménlivé vyjma zcela methylovaného
trimethyl-B-CD.!"! Primé&ma Mn pouzitého MBCD odpovid4 stupni substituce o néco méng
nez 2, tedy Mn molekuly s o néco méné nez dvéma methylovymi zbytky na kazdy monomer

glukosy v cyklu, jako je tomu u heptakis-(2,6-di-O-methyl)-B-CD na obrazku 11.

5.1.1 Extrakce 2-hydroxypropyl-B-cyklodextrinem

Na zakladé¢ studie Legendre ef al. na potkanim SC jsme nejprve testovali extrakci HPBCD, ktery
ve zminéné studii projevil selektivitu v extrakci Chol.'® Tento CD v nasi studii sice zbavoval
casti Chol 1lidské SC, avSak toto sniZeni bylo doprovazeno zjevnym sniZovanim obsahu
mastnych kyselin (MK). Casové zavislé sniZzovani relativniho obsahu Chol bdhem extrakce je
zobrazeno v grafu 1. Graf 2 potom ukazuje porovnani poklesu mnozstvi Chol oproti kontrole
s poklesem v obsahu MK pfi nejdelsim extrakénim ¢asu 24 h. Relativni mnozstvi Chol po 24h

extrakci je v obou grafech zvyraznéno modre.
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Graf'1 (vievo) Postupné snizovani obsahu Chol v lidském SC s rostouct délkou extrakce HP fCD
oproti kontrole (K, odpovida obsahu pred extrakci), a graf 2 (vpravo) Srovnani poklesu mnozstvi
mastnych kyselin (MK) a Chol v lidském SC oproti kontrolam (MK K, Chol K) po 24h extrakci
HPBCD. Rozdily nebyly statisticky vyznamné na hladiné vyznamnosti p < 0,05. N > 3.

Vysledna mnozstvi lipidi, které ve SC zbyly po extrakci vodnym HPBCD, potvrdila, Ze extrakci
bylo docileno ubytku Chol, ktery naristal s delSi dobou extrakce. Po 24 h zistavalo ve SC
67 + 14 % Chol, ale bez statistické vyznamnosti oproti kontrole. Zaroven vSak dochazelo
k ubytku casti MK (77 £8 % FFA po24h), coz byl pro naSe potteby nezddouci jev
vypovidajici o nedostatecné selektivité extrakce HPBCD v ptipad¢ lidského SC.

Bylo tedy zjiSténo, Ze selektivita extrakce HPBCD neni pro nase ti¢ely dostatecna, coZ je patrné
dano rozdilnymi vlastnostmi lidského a potkaniho SC. Da se pfedpokladat napft. odlisna
penetrace pomérné rozmérné molekuly CD do obou typit membran ovlivnéna jednak jejich

rozdilnou tloustkou, jednak moznymi rozdily v jejich stavbé.!!?

5.1.2 Jednoducha zkouska rozpustnosti

Po neuspokojivych vysledcich dosazenych pomoci HPBCD, které se pfili§ neshodovaly
se zdrojovou literaturou (publikovana data se vSak tykala SC potkaniho, nikoli lidského)!'%®,
jsme se rozhodli provést jednoduchy experiment, ktery by ndm poskytl informace
o rozpustnosti samotného Chol a MK ve vodném roztoku tohoto CD. Ve zminéné studii byl
pouzit i MBCD (avs$ak ve vychozi studii vii¢i Chol vykazoval mensi selektivitu nez HPBCD),

ktery jsme se po neuspéchu s HPBCD pokusili jednoduchou zkouskou rozpustnosti s timto CD

porovnat. ZjiStovali jsme objem vodného roztoku kazdého ze zminénych CD (100 mg/ml)
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potiebny k rozpusténi piiblizn¢ 2 mg Chol a pfiblizné 2 mg smési MK. Uspoiradani

experimentu shrnuje nésledujici tabulka 3:

Tabulka 3 Usporadani a vysledky experimentu zjistovani rozpustnosti Chol a MK ve vodnych
roztocich 2-hydroxypropyl-f-cyklodextrinu (HPPCD) a methyl-f-cyklodextrinu (MBCD).

HPBCD HPBCD MBCD MBCD
k. palmitova [mg] 1,00 - 1,04 -
k. lignocerova [mg] 1,11 - 1,16 -
Chol [mg] - 1,96 - 1,96
spotieba roztoku CD
>>10 >10 >7.7 3
na rozpusténi [ml]

Vysledky jsou téz vyneseny v tabulce 3. K Gplnému rozpusténi 2 mg Chol nestacilo ani 10 ml
roztoku HPBCD, v ptipadé¢ MK mél tento CD pii stejném objemu k jejich rozpusténi zjevné
jesté dale. Prekvapenim byl ale roztok MBCD. Na rozpusténi 2 mg Chol stacily 3 ml jeho
roztoku, kdezto MK se zcela nerozpoustély ani po ptidani 7,7 ml roztoku MBCD. Solubiliza¢ni
kapacita MBCD pro Chol a MK se tak zdéala zna¢né rozdilnd, pfestoze zdrojova studie uvad¢la,
ze tento CD extrahoval z potkaniho SC vSechny lipidy bez vyznamnych rozdilt, oproti HPBCD,
ktery preferoval Chol.!%

Ze MBCD vykazoval ve zdrojové studii odligny vliv na mnozstvi Chol a ostatnich lipidi ve SC
po extrakci mohlo byt ddno, podobné jako v ptipadé HPBCD, odlisnosti potkaniho a lidského
SC. Na solubiliza¢ni kapacitu CD nejen pro Chol ma vSak vyznamny vliv také konkrétni stupen,
rozloZeni a homogenita substituce, coZ bylo pro rizné substituované MBCD pfi rozpousténi
Chol detailn& popsano.!!'! Zdrojova studie sice uvadi stupeit substituce 1,8.!%, coZ je hodnota
blizkd nasemu MBCD, avSak homogenita substituce konkrétni chemikalie mohla byt zna¢né
odlisna.

Timto experimentem jsme si ovéfili, Ze roztok HPBCD nevykazuje kyZenou aktivitu
a selektivitu v rozpousSténi Chol, zjistili jsme vSak, Ze roztok MBCD ma vyssi rozpoustéci
kapacitu pro Chol nez HPBCD, a navic se zdalo, ze MK jsou v ném rozpustné o néco méné.
Na zéklad¢ wvysledkti tohoto pokusu jsme serozhodli vyzkouSet MBCD v obdobném
experimentu jako prve HPBCD azjistit, zda podobn€ uspokojivé vysledky poskytne

1 pii extrakci realného SC.
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5.1.3 Extrakce methyl-B-cyklodextrinem

Extrakce pomoci MBCD byla provedena podobné¢ jako prvni experiment s HPBCD. Bylo
izolovano SC, cast vzorkii zkazdé ktize byla podrobena extrakci a cast ponechéana
jako kontrolni. Vzhledem k vysledkiim piedchozi extrakce jsme se rozhodli GpIn€ vynechat
nejkratsi extrakéni Cas, a naopak vyzkouset Cas delsi. Zvolili jsme 4 extrakéni ¢asy a to 6, 12,
24 a 48 h. Zmény v obsahu Chol pro jednotlivé extrakéni Casy zjistené HPTLC analyzou

zobrazuje nasledujici graf 3:
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Graf 3 Relativni obsah Chol oproti kontrole (K) pri riiznych délkach extrakce SC
methyl-f-cyklodextrinem. Hvézdicka znaci statisticky signifikantni odlisnost od kontroly na hladiné
vyznamnosti p < 0,05. N > 3.

HPTLC analyza zbytkovych lipidii ukazala signifikantni Gbytek Chol po extrakci vodnym
roztokem MBCD 24 h a 48 h. Ubytek byl v piipadé kratsich extrakénich Gast jednoznacné
Casoveé zavisly, pro extrakéni ¢as 24 h nabyvalo mnoZstvi zistatku Chol ve SC hodnoty

64 + 4 % oproti kontrole (100 %).

Po 48 h jiZ nebyl ubytek oproti 24h extrakci signifikantné vyssi, coz mohlo byt zplisobeno
naplnénim extrakéni kapacity CD roztoku, piipadné uplatnénim dalSich mechanismu.
V minulosti bylo napf. studovdno téz obohacovani bunéénych membran a bunéénych kultur
Chol a dalsimi lipidy, pomoci cyklodextrind. Bylo popsano, zZe pfi oSetfeni roztokem CD muze
dochéazet bud’ k depleci ¢asti Chol nebo obohacovani membran ¢i bunék Chol v zavislosti
na poméru Chol a CD v daném roztoku. Jinymi slovy, roztok CD miiZze Chol z bunéénych
membran ¢i bunék extrahovat, jak vidime pii extrakénich Casech 6 az 24 h, ale za urcitych
podminek, zejména pii vysokém obsahu Chol v roztoku CD, miiZe dochazet ke zcela opacnému

ievu, totiz dopaci membran ¢i bunék Chol.''* "% Dosazeni takového nasyceni roztoku CD
9
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vyextrahovanym Chol by mohlo vysvétlit, pro¢ po 48h extrakci nebylo v extrahovaném SC
Chol méné nez po extrakci 24h. Naopak, nasyceny CD by uz mohl hypoteticky vracet Chol
do membran, avSak ne nutné tak, jak v nich byl pivodné pfitomen. I proto jsme jiz delsi

extrak¢éni Casy nestudovali a déle byla vyuzivana 24h extrakce.

Na rozdil od extrakce HPBCD zde nebyl pozorovan zasah do mnozstvi ostatnich sledovanych
lipidt. Pro ptiklad, po 24h extrakci bylo mnozstvi zbytkovych MK 111 £ 7 % oproti kontrole,

jak ukazuje nésledujici graf 4.
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Graf 4 Relativni obsah Chol a MK oproti kontrole (K) po 24h extrakci SC methyl-[-cyklodextrinem.
Hvezdicka znaci statisticky signifikantni odlisnost od kontroly na hladiné vyznamnosti p < 0,05. N > 3.

Z hmotnosti SC pted extrakci chloroform/methanol, hmotnosti po této extrakci a hmotnosti
vyextrahovanych lipidi byla zkontrolovdna navratnost extrakce. Soucet hmotnosti
vyextrahovanych lipidii a SC po extrakci by mél byt co nejblizsi hmotnosti SC pred extrakci.
V piipad¢€ kontrol byl rozdil mezi sou¢tem hmotnosti vyextrahovanych lipidt s hmotnosti SC
po extrakci a hmotnosti SC pred extrakci zanedbatelny. U vzorki po extrakci MBCD byl rozdil
vzdy kladny a ackoli ne signifikantné, vzdy vétSi nez v pfipadé kontrol, coz mohlo byt
zpusobeno zbytkovym CD navazanym na SC a piipadné vodou, kterou vaze. Proto jsme

v dalsich experimentech SC po extrakci vodnym roztokem CD dtikladnéji oplachovali.

Metoda snizovani obsahu Chol v ex vivo SC za tcelem studia vlivu jeho ¢astecné deplece
na bariérové vlastnosti a mikrostrukturu SC tedy byla zaloZena na extrakci vodnym roztokem
MBCD. A vzhledem k malym rozdiliim mezi vysledky extrakce po dobu 24 a48 h a také

vzhledem k mozZnosti nezddouci vymény Chol mezi CD v roztoku a extrahovanou tkani
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pii vyssi koncentraci Chol v roztoku, jsme se rozhodli vyuzivat v dalSich experimentech 24 h

extrakci s vyménou extrakéniho roztoku v poloviné Casu.

5.1.4 Extrakce propylenglykolem

Nalezli jsme téz referenci, podle které by Chol mohl ze SC selektivné extrahovat samotny
propylenglykol.®® Vzhledem k tomu, Ze 60% propylenglykol (PG) pouzivame jako vehikulum
pro donory pii permeabilitnich experimentech, piipadalo nam zajimavé vyzkouset, jaky vliv
ma samotny PG na lipidy zkouSené¢ho SC v nasich podminkach. JelikoZ nase permeace na SC
trvaji obvykle 10-24 h, byl navrzen experiment pro zjisténi zmény lipidového spektra SC
po 24h extrakci 60% PG. Vysledek vlivu 24h extrakce 60% PG na obsah Chol zkousené¢ho SC

ukazuje graf 5.
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Graf 5 Relativni obsah Chol v lidském ex vivo SC (PG) po extrakci propylenglykolem ve srovnani
s neosetienym SC (K). Rozdily nebyly statisticky vyznamné na hladine vyznamnosti p < 0,05. N > 3.

Po extrakci lidského SC pomoci PG provedené v ramci predkladané prace jsme
oproti kontrolnim vzorkiim neshledali zadny ubytek Chol, ani dalSich dvou hlavnich skupin
bariérovych lipid. Tento vysledek odlisny od vysledkli vySe zminéné publikace miize byt
zpusoben kromé atypického sloZzeni modelovych membran ve zminéné studii simulujicich
psoriatickou kiizi (mimo jiné zvySeny obsah Chol a mén¢ MK) opét napft. rozdilnou penetraci
molekul PG do lidského SC. To je totiz oproti modelovym membranam studovanym Bowstrou
akol. tvofeno nejen lipidy, ale jeho pfevaznou ¢ast predstavuji korneocyty.**°! Lipidova matrix
pfitom vypliiuje prostory mezi korneocyty, a tvoii jen asi 10 % objemu SC. Autoii konkrétni
tlouStku membran neuvadéji. V ptipadé Cisté lipidovych membran byva mnozstvi lipidi
obvykle vys$si nez ve SC o stejné plosSe, tloustka membran vSak stale zlstava nizsi nez u SC.

Uz pouhd tloustka SC je tak pravdépodobné odlisna od Bouwstrou a kol. studovanych
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modelovych membran, coz muze mit nepochybné vliv na prabéh extrakce a mnoZzstvi
vyextrahovanych lipidii. Mnohem vyznamnéj$i vliv se pak dd ocekéavat vlivem piipadné
odli$nosti v uspotfadani lipidi membran skrze nepiitomnost korneocytarni lipidové obalky
(CLE).2*2% 115 Nutno zminit, Ze piivod rozdilu miZe byt téZ v koncentraci PG (Bouwstra a kol.

uvadeji pouziti 100% PG) €i v provedeni analyzy a citlivosti detekce obsahu lipidi.

Pro nasi pracovni skupinu byl experiment s extrakci SC propylenglykolem zaroven piinosnym
ovéfenim, ze 60% PG pouzivany jako vehikulum pro donory pfi permeacnich experimentech
neinterferuje s vysledky méfeni dodateénym vymyvanim Chol béhem pokust. Vliv 60% PG
béhem permeabilitnich experimentd na slozeni modelovych lipidovych membran byl jiz také
studovén a stejné jako z ex vivo SC ani z lipidovych membran PG lipidy neextrahoval.'%

5.1.5 Kratké mastné kyseliny, rusivy vliv pfi analyze lipida

Analyzu lipidového slozeni pomoci HPTLC nam v ptfedchozich experimentech ponékud
komplikovaly kratké mastné kyseliny, které¢ byly na HPTLC desce viditelné hned pod skvrnou
MK a ztézovaly jejich kvantifikaci.

Kratké mastné kyseliny jsou piedev§im soucdsti povrchovych lipidi SC, které pochazi
z produkce mazovych zlaz, nejbohatsi je na né tedy povrch SC. Pravé z tohoto diivodu je SC
b&hem procesu izolace oplachovano kratce acetonem, ktery jej ma této nezadouci slozky zbavit.

Co se samotného izolovaného SC tyce, vétSi mnozstvi kratkych MK nalezneme ve stratum

wvewr

Ze se skuteéné jedna o kratké MK jsme si po separaci lipida vyvinutim HPTLC desky ovéfili
extrakci silikagelu z pfislusné oblasti se sledovanym chromatografickym prouzkem pomoci
smési chloroform/methanol 2:1 (v/v) a analyzou ziskanych lipidi pomoci hmotnostni

spektrometrie (MS). MS analyza byla provedena Mgr. Hanou Bavlovi¢-Piskackovou.

Situaci mirn¢ ztéZovala skuteCnost, Ze pro vizualizaci lipidi na chromatografické desce je
pouzivana pro slouceniny destruktivni metoda vyZzihani desky po jejim ponofeni do detekéni
smési obsahujici kyselinu fosfore¢nou a médnaté ionty. Pro MS analyzu jsme potifebovali
ziskat lipidy v pivodnim stavu, proto byla deska se dvéma identickymi nanesenymi vzorky
po vyvinuti rozdélena na dveé Casti, jedna Cast prosla beéznou destrukéni vizualizaci,
a podle polohy zviditelnéné neznamé skvrny na této poloviné jsme odebrali pfislusnou ¢ast

silikagelu z druhé, nedetekované ¢asti desky.
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Nas predpoklad byl potvrzen a podle vysledki MS analyzy byla ve vyextrahované Casti

silikagelu ptivodné smés MK s fetézci < 16 uhliki.

5.1.6 Zkouska stripovani ex vivo lidského SC ke sniZeni obsahu kratkych MK

Vzhledem ke komplikacim, které ptsobily kratké MK v HPTLC analyze lipida v predeslych
experimentech, jsme se rozhodli vyzkousSet experiment s vyuzitim SC zbaveného nékolika
svrchnich vrstev. S pfihlédnutim k tomu, Ze pro bariérovou funkci ma rozhodujici vliv
predev$im spodni kompaktni ¢ast SC,” by tim mohl byt v idedlnim piipadé odstranén

nezadouci vliv kratkych MK, zatimco validita modelu by zlstala zachovéana.

Je zavedenou praxi docilovat plynulého odstranovani jednotlivych vrstvicek SC stripovanim,
tedy opakovanym nalepovanim a strhavénim lepici pasky.”! Dalo se predpokladat, ze SC bude
mens$im experimentem ovéftili, jak se bude SC chovat po riizném poctu stripi. Potiebovali jsme
zjistit po kolika stripech jesté bude technicky mozné SC pouzit pro permeaéni experimenty,
a jaky vliv bude stripovani mit na lipidové slozeni, predev§im na mnozstvi pfitomnych kratkych
MK. Cilem bylo najit pocet stript, ktery zajisti co nejnizsi mnozstvi kratkych MK a zaroven
bude se vzniklou membranou jesté mozné piijatelné manipulovat. V neposledni fadé bylo tieba
davat pozor na to, aby si takto pfipravené SC zachovalo své bariérové vlastnosti a odpovidajici

obsah bariérovych lipida.

Se SC po stripovani 2, 5 a 10x jesté¢ bylo mozné manipulovat, i kdyZ 10x stripované SC bylo
ktehké a nebylo snadné ziskat vétsi plochu této tkdné veelku. 15% stripované SC bylo jiZ velmi
ktehké a manipulace s nim obtiznd. V ptipad¢ 20x stripovaného SC nebylo mozné ziskat
cca 4x4 cm velky fragment bez trhlin a dér, jeho vyuziti pro permeaéni experimenty tedy

nepiipadalo v tvahu.

Vysledky HPTLC analyzy lipidii vyextrahovanych smési chloroform/metanol 2:1 z takto
stripovanych fragment SC vSak nevypovidaly o zddaném snizeni mnozstvi kratkych MK
ve vzorcich. Stripovani mnozstvi kratkych MK vyrazn€ neovlivnilo, coZ znamena, Ze kratké
MK ve vzorcich ziejmé& nepochazely jen z povrchu SC, ale byly pfitomny i v hlubsich vrstvach.
To vSak nemusi nutné znamenat, Ze by nepochazely z produkce mazovych Zlaz. Jiz dtive byla
diskutovdna mozna inkorporace povrchovych lipidl, zvlasté kratSich a nenasycenych MK,

do lamel bariérovych lipidéi SC.”

Na zékladé vysledk tohoto pokusu, kdy stripovani nemélo Zadany efekt, jsme od jeho pouZziti

v permeacnich experimentech upustili.
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5.1.7 DalSi moZnosti experimentalniho sniZovani obsahu Chol ve SC

Jako alternativni zptsob ziskani SC s jeste niz§im obsahem Chol se nabizi lokalni podani statint
u zdravych dobrovolnikli, od nichz by nasledné bylo SC ziskdno biopsii, jako v nékterych
specifickych studiich.”! V nagich podminkach by ptipadné bylo mozné zvazit lokalni podavani

statinti v obdobi pied planovanou operaci darcii.

Jak vSak ukazaly pokusy na mysich, pouziti statinii v mite, ktera by podle pfedpokladi mé¢la
mistné znemoznit produkci Chol, by s nejvyssi pravdépodobnosti ovlivnilo mikrostrukturu
lipidii komplexné&jSim zplisobem a na vice uUrovnich nez prosté odstranéni Chol ze zdravého

SC 116,117

Chol se totiz v hlubsich vrstvach epidermis podili 1 na enkapsulaci lipida a jejich prekurzorii
do transportnich lamelarnich télisek, a pti zdsahu do fyziologie jedné skupiny lipidl na této
urovni se da oCekavat ovlivnéni fyziologie skupin ostatnich. Navic u zvitrat vykazovala statiny
dlouhodob¢ oSetfovand epidermis dokonce normalni obsah Chol. K tomuto doSlo vlivem
upregulace HMG CoA-reduktizy, pravdépodobné spusténé blokddou ¢asti tohoto enzymu
statiny a vzniklym poklesem mnoZstvi Chol.''® 17 Feingold et al. tak pfipisuji pozorované
zhorSeni bariérové funkce kiize mysi oSetfovanych topickymi statiny spiSe soucasné upregulaci
syntézy MK a naslednému naruseni fyziologického poméru lipidi koZzni bariéry excesivnim

mnozstvim MK.!16

I u lidského SC by se tak po lokalni aplikaci statinil dalo oc¢ekéavat, Ze zmény v propustnosti
1 mikrostruktufe budou zpisobené spise zdsahem do transportnich mechanismi, metabolickych
drah a celkového sloZeni lipidové matrix neZ prostou absenci Chol. Extrakce ex vivo SC
tak zstava nejvhodnéjsi moznosti ziskani modelu SC s niz§im nez fyziologickym obsahem

Chol.

5.2 Studium permeability a mikrostruktury SC se sniZenym obsahem Chol

Majice metodu pro extrakci alesponn Casti Chol pfitomného ve SC, mohli jsme pfiistoupit
k primarnimu cili zajmu, tj. ke zkoumani zmén, které po odstranéni ¢asti Chol ze SC nastanou.
Pred experimentem byly pfipraveny vzorky SC se snizenym obsahem Chol (dSC), lipidové
sloZeni pfipravenych dSC vzorki oproti kontrolam, které nebyly extrahovany CD, bylo ovéfeno
pomoci HPTLC analyzy. SC se snizenym obsahem Chol i SC kontrolni pak byly podrobeny
permeacnim experimentlim, béhem nichz byly zjistovany zmény v propustnosti pro modelové
latky theofylin (TH) a indomethacin (IND), vodu a ionty. Mikrostruktura SC 1 dSC byla

zkoumana pomoci infracervené spektroskopie (IR) a rentgenové difrakce (SAXRD).
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lipidové modelové membrany s vlastnostmi co nejblizSimi lipidové slozce SC. Kontrolni
membrany byly pfipraveny z ekvimolarni smési hCer, FFA a Chol s pfidavkem 5 % (w/w)
CholS, v dalsich membranich pak bylo postupné snizovano mnozstvi Chol
oproti fyziologickému (100 %) az kjeho Uplné nepiitomnosti (0 %).> Nami piipravené
SC se snizenym obsahem Chol (dSC) bylo studovano stejnymi metodami jako tyto membrany.
Jelikoz Ucelem experimentii s ex vivo dSC bylo také porovnani s vysledky ziskanymi
na zminénych modelovych membranach, budou vysledky obou modeli kozni bariéry
s castecné depletovanym obsahem Chol pro porovnani uvadény paralelné¢ a diskutovany

spole¢né.

5.2.1 SniZeni obsahu Chol

Ke sniZeni obsahu Chol v kozni bariéte jsme po vysledcich pilotnich pokust vyuZzili metody
extrakce vodnym roztokem MBBCD po dobu 24 h. HPTLC analyza, jejiz souhrnné vysledky
jsou vyneseny v nasledujicim grafu €. 6, potvrdila selektivitu vii¢i Chol, jehoz mnozstvi v takto
extrahovaném SC pokleslo oproti kontrole (100 %) na 78 + 3 %, zatimco mnozstvi MK a Cer
zlstalo nezménéno. Vysledky permeacnich experimentli a studia mikrostruktury dSC je tak
mozné porovnavat s vysledky ze syntetickych membran s obsahem Chol sniZzenym na 80 %

fyziologické hodnoty, ktery je nejblize hodnotdm v ndmi upraveném SC.?
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Graf 6 Relativni zména obsahu tii hlavnich skupin lipidit ve SC po 24h extrakci
methyl-[- cyklodextrinem oproti kontrole. Hvézdicka znaci statisticky signifikantni odlisnost
od kontroly na hladiné vyznamnosti p < 0,05. N > 3.
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5.2.2. Permeabilitni experimenty

Permeabilita SC byla testovana pomoci méteni propustnosti pro Ctyti bézn¢ uzivané markery,
konkrétné vodu, sttidavy elektricky proud a dva modelové permeanty (TH a IND).> %% 19 Byly
zameérn¢ vybrany stejné markery jako v predchozich experimentech na modelovych

membranach.?

5.2.2.1 Propustnost modifikovaného SC pro vodu (TEWL)

Cim je hodnota ztraty vody (TEWL) niZ§i, tim mensi je propustnost SC pro vodu a tim lepsi je
jeho bariérova funkce. Jak ukazuje graf 7, hodnota TEWL byla u dSC blizka kontrolnim
vzorkim SC (10,5+0,4 g x h' xm? vs. 10,87 0,49 g x h'' x m?). Tento parametr tedy

vypovida o zachovani bariérové funkce u dSC.
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Graf 7 Zména hodnoty TEWL u dSC (CD) oproti kontrole (K) nebyla signifikantni na hladine
vyznamnosti p < 0,05. N > 20.

Vysledek méteni koreluje s vyvojem pozorovanym na modelovych membranach, u nichz mélo
snizovani obsahu Chol ptekvapivé zjevny pozitivni G€inek na bariérovou funkci vuci ztraté

vody. TEWL u zkoumanych membran s postupnou depleci Chol v porovnani s kontrolou

cvwvr

Dle Deamera a Bramhalla'? je priichod vody pfes membrany v zdkladu moZné popsat pomoci

dvou modelt. Prvnim z nich je prostd difuze jednotlivych molekul vody, druhy model
predpoklada existenci ndhodné vznikajicich pfechodnych defekti membrany, které poskytnou
permeantu cestu. V piipadé fosfolipidovych membran bylo popsano, ze Chol snizuje vyskyt
takovych defektl a snizuje permeabilitu. Ackoli SC dle vySe zminované studie vykazuje obecné
podstatné nizsi propustnost nez fosfolipidové membrany, da se u néj piedpokladat podobny

efekt Chol jako ve fosfolipidovych membranach, zvlasté¢ v mnozstvi, kdy je jeSté s ostatnimi
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lipidy smisen, pod hranici, nad niZ vznik4 separovand faze, coz je mezi40 a 60 %

fyziologického mnozstvi Chol.% 3 7

To, ze se propustnost dSC pro vodu nemeénila, a Ze bariérova funkce modelovych membran
proti prostupu vody zistala zachovéna iu vzorkd s niz§im obsahem Chol, nezZ se podaftilo
docilit v ptipadé dSC, by se za platnosti takové premisy dalo vysvétlit tak, ze voda prochazi
pies SC predevsim prostou difuzi, resp. ze se v ptipadé SC jako membrany uplatni spise prvni
model predpokladaného mechanismu priichodu vody.> 1?° Chybéjici Chol a s deficitem spojeny
chyb¢jici efekt Chol na snizeni vyskytu prechodnych defekti by tak mél na vyslednou

permeabilitu SC pro vodu minimalni vliv, jak to vidime na realnych vysledcich.?

5.2.2.2 Elektricka impedance modifikovaného SC

Elektricka impedance (EI) vyjadiuje odpor membrany vici prichodu stiidavého proudu. Jeji

cvwr

membrany a bariérova funkce je tak lepsi.
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Graf 8 Signifikantni pokles elektrické impedance SC se snizenym obsahem Chol (CD)
oproti kontrole (K). p < 0,05. N > 20.

Pokud jde o SC, odstranéni cca 20 % Chol vedlok signifikantnimu poklesu EI,
769 =3 kQ x cm? (kontrolni SC bez z4sahu do mnozstvi Chol) na 54 + 5 kQ x cm? (dSC),

jak zobrazuje graf 8.

Tento ptiblizn€ 20% pokles je jen o néco mensi nez pokles pozorovany u membran s 80%
obsahem Chol (viz tabulka 4 shrnujici relativni permeability). EI modelovych membran
pii snizovani Chol podilu nejprve signifikantné poklesla, a to jeSté o néco vice nez v piipadé

dSC. S dal$im sniZovanim obsahu Chol pak mirné€ stoupala k hodnotam bez signifikantniho
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postradajici vSak jevily zndmky vazného poruseni bariéry vaci stfidavému proudu,

coz reflektoval vyrazny pokles EI danych membran.

vvvvvv

pfipravené stejnymi postupy jako smésné membrany. Ty mohly velmi hrubé napodobovat
vlastnosti separovanych Chol domén. Propustnost t€chto membran tvoienych pouze Chol byla
vzhledem ke smési SC lipidit 10 x vyssi pro TH, 5 x vyssi pro IND a 2 x vyssi pro vodu,
coz sveéd¢i o vyrazné nizSich bariérovych vlastnostech separovaného Chol oproti skutecné
bariéte zabezpeCované smési lipidi. Hodnoty EI byly naproti tomu jediné, které u ¢isté Chol
membran vypovidaly o vyrazné leps$i bariéfe vici prostupu stiidavého proudu, potazmo iontt,

nez u kontrol (10 x vyssi EI).3

Pti poklesu Chol o 20 %, jako u dSC, se da predpokladat prednostni vymizeni samostatnych
Chol domén, spiSe nez Ubytek Chol rozptyleného v lamelach. Tomu nasvédcuji 1 vysledky
To by ndm spolu se signifikantnim poklesem hodnot EI pfi takto snizeném obsahu Chol a s vySe
zminénym pozorovanim vysoké EI &isté Chol membran® poskytovalo diivod se domnivat,
ze tyto domény separovan¢ho Chol maji funkci pfedevSim ve zvySovani odporu SC viici
prichodu sttidavého proudu, coz koreluje s odporem vic¢i prachodu nabitych Ccastic

(napt. fyziologickych ionti, soluti, protontl).

Pokud by tomu tak skute¢né bylo, odstranénim ¢asti (moZzna az poloviny, viz kapitola 2.2.3.2
o vysledcich SAXRD) téchto domén bychom pfipravili SC o ¢ast slozky zabezpecujici vysokou
EIL, a dSC by mélo vykazovat EI vyrazné snizenou. Pozorovany pokles byl pfitom signifikantni,

ale ne tak vyrazny, pouze cca o 20 % (viz tabulka 4 shrnujici relativnich permeability).

Je vSak nutné mit na paméti odliSnost souvislych membran tvofenych ¢istym Chol a domén
separovan¢ho Chol ve SC, o jejichz (ne)propojenosti, velikosti ani zdkonitostech propustnosti
fazovych rozhrani mezi nimi a ostatnimi lipidy neméame dostatek informaci. Ackoli se Chol
domény na zaklad¢ zminéného studia Chol membran zdaji byt méné propustné pro ionty, bude
ve SC tato vlastnost modulovana propustnosti fizovych rozhrani, ktera miize byt vysoka.’
Takovy pohled by vysvétloval nepfitomnost tak vyrazné zmény v impedanci dSC. K dal§imu
vyraznéjSimu zvySeni permeability pro ionty pak doSlo u modelovych membran po dalSim

snizeni obsahu Chol na 20 az 0 %, kdy podle SAXRD separované domény chybi.?

56



Nasobn¢ zvysSena permeabilita ¢ist¢ Chol membran pro vodu, TH a IND, kterd velmi volné
napodobuje permeabilitu separovanych domén (nikoli v§ak fAzovych rozhrani),® mize ¢astecné
vysvétlit také snizeni permeability u dSC, z n€hoz byla ¢ast téchto separovanych domén

odstranéna.

5.2.2.3 Propustnost modifikovaného SC pro modelové latky

Permeabilita SC i modelovych membran byla testovana také pomoci dvou modelovych
permeantii s odliSnymi vlastnostmi (viz obrazek 12). Theofylin (TH) mé& malou molekulu
(180,16 g/mol) a vyvazené hydro-lipofilni vlastnosti (logP 0), naproti tomu indomethacin
(IND) mé pftiblizné dvojnadsobnou molekulovou hmotnost (357,8 g/mol) a je znacné lipofilni

(logP 4,3).“8’ 19
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Obrazek 12 Strukturni vzorce indomethacinu a theofylinu.

Na zakladé rozdilii v téchto vlastnostech zvolenych permeantt je piedpokladano jejich odlisné
chovani pii priichodu komplexni membranou, jakou je SC. Je zndmo, Ze SC muze vykazovat
rozdilnou permeabilitu pro latky rliznych vlastnosti a flux té€chto latek pies SC miiZe byt znacné
odlisny.!% Muze tedy vypovidat také o rlizném vlivu zmén v lipidovém sloZeni SC na riizny

zptisob prichodu latek skrze SC.

Obe¢ latky byly nanaSeny na testované SC ve formé suspenze v 60% PG. (5% TH, 2% IND).
Pouziti suspenzniho donoru ptfedstavuje elegantni zptisob, jak v donoru po dobu trvani pokusu
zajistit stalou koncentraci rozpusténého permeantu, nebot’ ibytek rozpusténé modelové latky
z donorového roztoku do akceptorového média je kompenzovén jejim dal$im rozpousténim

z pevnych ¢astic.
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Zmény propustnosti SC po odstranéni ¢asti Chol extrakci CD (CD) v porovnani s propustnosti
kontrolniho SC, z né&jz Chol odstraniovan nebyl (K), pro obé modelové latky jsou znazornény
grafy 9 a 10 na nasledujici stran¢€. Propustnost membrany v tomto pfipadé vyjadiuje flux

cwwvr

pro tuto latku.
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Graf 9 (vlevo) Flux (J) TH a graf 10 IND (vpravo) Flux (J) pres kontrolni (K) a cyklodextrinovou
extrakci modifikované (CD) SC. Zmény nejsou ve srovnani s kontrolou statisticky vyznamné
na hladiné vyznamnosti p < 0,05. N > 10.

5.2.2.1.1 Flux TH pi‘es modifikované SC

Permeabilita dSC pro TH (mald molekula s vyvaZzenou lipofilitou) ptedstavovana hodnotou
fluxu byla oproti kontrole sniZena pfiblizné o 30 %, avSak s vysokou hodnotou smérodatné
odchylky, jak je vidét v grafu 9. Toto mirné zlepSeni bariéry vici prostupu TH odpovidalo

vysledkiim studia modelovych membran s 80 % bézného mnozstvi Chol.

I kdyZ neni zlepSeni bariéry statisticky signifikantni (stejné jako u modelovych membran
s podobnou hladinou Chol), velmi slibn¢ koreluje pravé s vysledky pokusti pro modeloveé
membrany s mnoZzstvim Chol snizenym o 20 %. U membréan pak doSlo s dalSim snizovanim
podilu Chol ke statisticky vyznamnému snizeni fluxu (plynuly pokles aZ do dosaZeni minimalni
hodnoty pii obsahu 40 % fyziologického mnozstvi Chol) a tim potvrzeni trendu patrné

poéinajiciho jiz pti poklesu mnozstvi Chol na 80 %.’

Mirné snizeni permeability a s nim spojené zlepSeni bariéry viici TH u nami upraveného SC je

tedy zcela ve shod¢ s vysledky pozorovanymi na syntetickych membranach na bazi hCer.
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5.2.2.1.2 Flux IND pres modifikované SC

Druhou modelovou latkou jejiz prostup dSC jsme sledovali, byl lipofilngjsi indomethacin
s rozmérnéjsi molekulou. Flux IND vykazoval u dSC oproti fluxu TH naopak vzestupny trend
a byl nepatrné vyssi nez flux pies kontrolni SC, avsak opét bez statistické signifikance, jak je

patrné z grafu 10.

Tento vysledek pro ex vivo SC odpovida téz nesignifikantnimu zvySeni fluxu IND
pfes modelové membrany s 80% obsahem Chol a u obou modeld shodné€ naznacuje pti ubytku
Chol mirnou zménu spiSe smérem k vyssi propustnosti pro IND. Pti 40 % Chol ale propustnost
membran nahle signifikantné poklesla, takze byla pii tomto obsahu Chol nejnizsi, coz znaci
nejlepsi bariéru. S dalSim poklesem Chol podilu v membranich na 20% a 0%
se pak permeabilita opét vratila k vy$§im hodnotdm bez signifikantni odliSnosti od kontroly
podobné jako v piipadé TH.?

5.2.2.4 Souhrn permeabilitnich experimentii

Vysledky permeabilitnich experimentil shrnuje nasledujici tabulka 4 doplnénd o vysledky
stejnych experimentii na modelovych membranich s odpovidajicim obsahem Chol.?> Hodnoty
charakterizujici propustnost SC a modelovych membran pro kazdy ze 4 markert jsou doplnény
hodnotami relativnich permeabilit, tj. poméri permeabilitnich ukazatelti pro SC ¢i membrany
s niz§im obsahem Chol a pro kontrolni SC ¢i membrany.

Tabulka 4 Souhrnné porovnani permeabilit a relativnich permeabilit SC a modelovych membrdn
na bazi hCer’ pro 4 modelova agens pouZita v predkladané praci.

flux TH flux IND EI TEWL
[ug x em? x h'] | [ug x em?x h'] | [KQ x em?] [gxh! x m?]
(l;‘:)':)tﬁzl'ghs;)% 0,15+ 0,03 0,07+ 0,01 69+3 10,87 049
(78 + h Chol) 0,11 0,04 0,09+ 0,01 54+5  10,5+0,40
Relat(i;élg/g%'?;)a]bilita 73 129 -3 97
100 I(f/'obg:;)g. 0,10+ 0,01 0064001 | 203415 = 864001
(g)ej}:béﬁgf)g, 0,09 = 0,01 007001 | 13014  676=0.01

Je tfeba si uvédomit, Ze ¢iselné hodnoty permeabilit SC a modelovych membran nelze ptimo

srovnavat, nebot’ jsou odlisné, podobné jako samotné modely. Jednd se mimo jiné o modely
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s odli$nou tloustkou. Zatimco SC miize mit v zavislosti na hydrataci tloustku ramcove nékolik

36,122 modelové membrany piedstavuji predev$im simulaci lipidové matrix, ktera

desitek pm,
ve zdravém SC tvoii ~10 % celkového objemu.'?* Modelové membrany se za u¢elem piiblizeni
vlastnostem SC vytvari z vétsStho mnozstvi lipidd, nez by obsahovala stejna plocha SC, ptesto
nedosahuji tloustky SC. PfedevSim vSak modelové membrany postradaji korneocytarni slozku
vcetn¢ CLE. Proto ma skutecny vyznam srovnavat spiSe poméry hodnot upravenych vzorka
(dSC, membrany se snizenym obsahem Chol) vic¢i kontroldm (SC, kontrolni membrana
s mnozstvim Chol odpovidajicim fyziologickému), tedy relativni permeability. Na nich
muzeme, jak bylo vyse nastinéno, pozorovat trendy, které ukazuji, ze deplece Chol méa podobny
vliv na sledované parametry u Cisté lipidovych modelovych membran i u ex vivo lidského SC
se vSemi jeho zbyvajicimi souc¢astmi. Takovato shoda pak do zna¢né miry potvrzuje relevanci

vysledku ziskanych na syntetickych membranach, a tedy jejich vhodnost jako modelu pro tento

konkrétni ucel studia.

Vysledky naSich studii permeability celkove ukazuji, ze za klidovych podminek je esencidlni
bariérova funkce SC, tedy restrikce ztrat vody z téla a pruniku potencialnich Skodlivin

do organismu, pravdépodobné relativné nezavisla na urcitych zménach v obsahu Chol.

5.2.3 Mikrostruktura modifikovaného SC

5.23.11R

IR spektra dSC nevykazovala zndmky signifikantnich zmén v konformaci a lateralnim
uspotadani lipidovych fetézcl oproti spektriim kontrolniho SC. To je mozné demonstrovat
napasu symetrické valencni vibrace methylenové skupiny, jejiz vlnocet u dSC
(2849,6 £ 0,2 cm™) byl takika shodny s vino&tem téZe vibrace ve spektrech kontrolnich vzorki
(2849,6 = 0,1 cm). Tato hodnota niz§i nez 2850 cm™ je povazovéna za fyziologickou
a odpovidd vysoké organizovanosti uspofddani lipidovych fetézci, kterd se povazuje

za indikator dobrych bariérovych vlastnosti kiize.> 1** 125 Posun maxima pasu této vibrace

wevr

24

zvyseni hodnoty $itky v poloving vy§ky zmin&ného vibraéniho pasu.'?’ Ani tato zména nebyla

pozorovana.

Vysledky studia dSC pomoci IR jsou prezentovany formou pasu valen¢ni vibrace methylenové

skupiny v grafech 11 a 12. Je patrné, Ze hodnota vlnoctu této vibrace vzorkti dSC zlstava
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pod hranici 2850 cm™ a nelisi se od kontrolnich vzorkii (porovnani formou sloupcového grafu

rrrrr

absorbance [a.u.]

2860 2850 2840 dSC SC

vinocet [cm'1]

Graf 11 (vlevo) Vynatek z IR spekter zobrazujici pas symetrické valencni metylenové vibrace.
Krivka cerné barvy odpovida kontrolnimu SC, modra krivka odpovida dSC. a graf 12
(vpravo) Porovnani hodnot polohy maxim tohoto pasu u kontrolniho SC (K) a dSC (CD).
Zména neni statisticky vyznamnd na hladiné vyznamnosti p < 0,05. N > 6.

Tyto vysledky jsou ve shodé¢ se studii, ktera se zabyvala extrakci Chol ze SC potkanti pomoci
riizné substituovanych B-cyklodextrinii.!® Ackoli, jak je zmin&no v kapitole 5.1, bylo jejich
pozorovani selektivity ibytku Chol v potkanim SC odlisné od naSeho, a selektivita byla zjiSténa
u HPBCD, spise nez u MBCD, jejich analyza modifikované¢ho SC se snizenym obsahem Chol

pomoci infracervené spektroskopie stejné jako nase neukdzala na vyznamné zmény

mikrostruktury.'%

Konformace a laterdlni uspofadani zlstaly zachovany iv pfipadé modelovych membran
s obsahem Chol podobnym dSC, jejichz spektra také vypovidala o vysoké uspotadanosti. FTIR
spektroskopie navic neodhalila Zadné ¢i pouze nepatrné zmény uspotfadani vlivem postupné
Chol deplece 1 v ptipad€ modelovych membran s obsahem Chol vyrazn€ niz§im, nez se podafilo
docilit u dSC. To znamena, Ze u modelovych membran zlstaly lipidy dobfe organizované

i po odstranéni ¢4sti Chol odpovidajici separovanym doménam.?
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Podle zjisténi Mojumdara et al. Chol zvySuje relativni zastoupeni ortorhombického uspotadéani
lipidii v modelovych membranach tvoiicich LPP (40 % Cer EOS)” atento vliv Chol
na usporddani fetézci je popsan iv piipadé dvojvrstev jinych lipidd s dlouhymi
uhlovodikovymi fetézci.'?® 12 My jsme viak u dSC, kde chybélo piiblizné 20 % Chol, kromé
drobnych nuanci nepozorovali zadné signifikantni zmény v uspotadani lipidi. Tyto zmény
navic nebyly pozorovany ani u modelovych membran s postupné se snizujicim obsahem Chol.
MK a hCer dokonce vykazovaly vysokou organizovanost fetézcli nezavisle na mnozstvi
pritomného Chol, aisamotné¢ hCer nebo samotné mastné kyseliny s dlouhymi fetézci

zaujimaly v podobné vytvoienych membranach vétsinové ortorhombické uspoiadani.?

Tato zjisténi pon¢kud umensuji pfedpokladany vyznam Chol v udrzovéani ortorhombického
uspofddani bariérovych lipidd. Pokud by vSak poruchy struktury byly omezeny pouze
na nckteré lipidy ¢i nékteré oblasti a struktury, pfipadala by v uvahu moznost, ze tyto anomalie
nejsme schopni pomoci nasich méteni zachytit, ze odezva této pozménéné a minoritni skupiny
je pii méfeni piekryta odezvou usporadané vétSiny ostatnich lipida, ptipadné dalSich struktur
SC. Stejné dobfe je vSak mozZné, Ze smés tii hlavnich skupin bariérovych lipidil je pfipravena
na mozné zmény a naruseni homeostazy, a Ze heterogenita MK a Cer lidského SC je schopna

do jisté miry zajistit nahradu zasahti do obsahu Chol.

Bylo by Skoda nezminit, Ze byla pozorovana i vibrace charakteristickd pro samotny Chol
pii 1055 cm™! piisuzovana deformaéni vibraci kruhii cholesterolového skeletu.!3% 3! Chol byl
v dfivéjsich pracich povazovan v IR spektrech SC za tichy.!*? Tato vibrace byla patrna
ve spektrech modelovych membran, kde se spolu se snizujicim se % Chol linearné snizovala

jeji intenzita,® i ve spektrech SC, kde vSak nebyla dobfe ¢itelna.

2.2.3.2 SAXD

Rentgenovou difrakéni analyzou bylo studovano lamelarni uspotadani lipidit dSC po odstranéni
casti Chol 1 SC bez zasahli. Vysledkem analyzy vzorkli jsou difraktogramy (graf 13
na nasledujici strang), kde na ose x je vynesena reciproka vzdalenost ptipadnych fazi a na ose y

intenzita reflexi.

Difraktogramy celého SC jakoZto ex vivo tkané€ jsou podstatné hife Citelné nez ty z lipidovych
modeld, pfedevSim kvili pfitomnosti korneocyti a vlivem vétStho mnozstvi dalSich
interferujicich struktur. I proto dosud nebyla publikovéna studie, ktera by nalezla SPP a LPP
s jednoznacnou periodicitou pravé v ex vivo SC. Ani v nasem piipadé¢ tomu nebylo jinak

a pfestoze reflexe, které by mohly odpovidat obéma smiSenym lamelarnim fazim, jsou
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v difraktogramech patrné, neni je mozné s uspokojivou mirou jistoty ptifadit konkrétnim fazim

s jednoznacnou periodicitou.

IreI. [a-u-]

kontrolni SC

Q[nm™

Graf 13 Difraktogramy kontrolniho a Chol-depletovaného SC. Hvézdickou jsou oznaceny reflexe faze
separovaného Chol. ... je relativni intenzita, Q reciproka vzddlenost.

Jsou vSak patrné dvé reflexe (v grafu 13 oznafené hvézdickami), které s nejvyssi
pravdépodobnosti odpovidaji fazi separovaného Chol s mezirovinnou vzdéalenosti pfiblizné
3 nm. Mezirovinnd vzdalenost fazi separovaného Chol se u dSC oproti kontrole signifikantné
neliSila, ale byla pozorovana odli$nd intenzita obou piisluSnych reflexi. Zjevny a statisticky
vyznamny ubytek v intenzit¢ téchto reflexi u dSC oproti kontrole miizeme povazovat
za potvrzeni predpokladu, Ze Chol, ktery ze SC odstrafiujeme extrakci, je pfevazné ten

ze separovanych domén, kdezto Chol ve smiSené lipidové fazi ziistava nedotcen.

Vychodiskem pro nase studium vlivu odstranéni separovaného Chol na permeabilitu
a mikrostrukturu SC byl mimo jiné piedpoklad, Ze sniZenim obsahu Chol v ex vivo SC extrakci
pfiblizné na 80 % (dSC) dojde piedevsim k odstranéni ¢asti domén separovaného Chol a Chol
pritomny v lamelach zistane nedotCen. Ve prospéch naseho piedpokladu o tbytku Chol
primarné v separované fazi svédci i tyto vysledky SAXRD meétfeni dSC, které ukazuji
signifikantni sniZeni intenzity reflexi fdze separovaného Chol oproti kontrole. Nesignifikantni
zmény intenzity byly pozorovany 1v pfipad€ reflexi smiSenych lipidovych fazi, které

ale z dvodu obtizné Citelnosti difraktogramli neni mozné s pfijatelnou jistotou pfiradit
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konkrétnim fazim. Mazeme se vSak domnivat, ze extrakci CD byl odstranén predevsim fazové
separovany Chol, kdezto Chol zapojeny do tvorby lamelarnich fazi s ostatnimi lipidy ztstal

pravdépodobné z vétSiny nedotcen.

vvvvvv

kdy v modelovych membranach s 60 % Chol byly pomoci SAXRD detekovany LPP, SPP i faze
separovan¢ho Chol, av§ak v membréanach se 40 % Chol pii zachovani LPP i SPP nebyla jiz faze
separovaného Chol patrnd a snejvétsi pravdépodobnosti tedy doslo kjeji eliminaci.’
Pro ptedkladanou praci ma dale hodnotu zjisténi, ze faze separovaného Chol predstavuje vice
nez 40 % (az 60 % obvyklého mnozstvi Chol). To je ve shod¢ s diive publikovanym udajem,
7e separovany Chol piedstavuje asi polovinu celkového Chol.> 7 Extrakei cca 20 % Chol ze SC

jsme tak odstranili nejvyse asi polovinu separovaného mnoZzstvi.

Nase vysledky jsou =zaroven ve shod¢ svysledky zmodelovych —membran,
kde k pozorovatelnym  vyraznéjSim  zméndm v usporadéani lipidi  dochazelo
az pfi podstatn&j$im snizeni mnozstvi Chol,®> a potvrzuji zjisténi z IR, totiz Ze odstranéni
cca 20 % prirozené pritomného Chol vyrazné nenarusuje mikrostrukturu lipidi a bariérova
funkce SC zlstava v tomto smyslu i po takovém zasahu zachovana. Fakt, ze takovyto zdsah
do SC nemél vliv na jeho bariérovou funkci, I1ze dale podpofit vysledky z permeacnich
experimentll na modelovych membranéach, kdy bylo pozorovéno, ze k optimdlni bariérové
funkeci postacuje 40 % fyziologicky pfitomného mnozstvi Chol, ktery se zcela misi s ostatnimi

lipidy v lamelarnich fazich a fizi separovanou jiz netvoii.?

V uméle pfipravenych membranach na bazi hCer s odpovidajicim obsahem Chol byly
detekovany obé& lamelarni faze, SPP 1 LPP, s mezirovinnymi vzdalenostmi odpovidajicimi
soucasnym poznatktim o SC, a stejné jako v dSC také faze separovaného Chol. Bylo patrné
postupné sniZzovani intenzity reflexi separovaného Chol s jeho snizujicim se celkovym
obsahem, podobné¢ jako v ptipadé dSC. Reflexe separovaného Chol v modelovych membranach

zcela vymizely pti 40 % ptivodniho mnozstvi celkového Chol.?

5.3 Biologicky vyznam fazové separovaného Chol v koZni bariére

5.3.1 Tvorba vitaminu D v kiiZi a 7-dehydrocholesterol reduktasa

Jestlize nadbyte¢ny Chol tvofici separovanou fazi priméarné neslouZzi jako aktivni soucast kozni
bariéry, jak se zda dle naSeho pozorovani, nabizi se rozmanité moZznosti, jak jeho pfitomnost
zduvodnit. Separované domény by naptiklad mohly ptedstavovat zpusob, jakym se té€lo zbavuje

ptipadného nadbyte¢ného Chol. Proti této predstavé mluvi relativné stabilni obsah Chol ve SC
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napfic studiemi i testovanymi dobrovolniky, kteti téméf jisté méli rozdilné dlouhodobé hladiny

lipida v krvi.

Je zndmo, ze Chol je tvoren de novo epidermalnimi bunkami a jeho obsah v keratinocytech
se smérem ke SC zvySuje. Nebylo ale dosud prokdzéno, ze by vSechen Chol pfitomny
v epidermis byl tamtéz tvoren, a nemohl tedy pochazet z krevniho tecisté, tedy bud’ ziskany
alimentarni cestou nebo z produkce jinych orgdnt. Buiky stratum basale jsou v kontaktu
s kapilarami v dermis a exprimuji LDL receptory. Ptesto se zda, ze hladina Chol v séru nema

na mnozstvi Chol v epidermis vliv.!3: 134

Ptes tato zjisténi se nabizi otdzka, zda se takto epidermis nezbavuje napft. jinych sterold, které
by byly pfeménovany na Chol. Jednim z adeptd by mohl byt 7-dehydrocholesterol
(7-dehydroChol), jenz v kiiZi slouZi jako substrat pro fotochemickou reakci, pii niZz z ngj
za pusobeni UVB zafeni vznika vitamin Ds;. Za fyziologickych podminek je mnozstvi
7-dehydroChol dostupného pro pfeménu mnohondsobné¢ vyssi nez mnozstvi vyprodukovaného
vitaminu D3.!* 13 Chol ve SC tak s nejvyssi pravdépodobnosti alespoii z ¢4sti pochazi z tohoto
zdroje, a separované domény by mohly byt dost dobfe pouze zplisobem, jakym se epidermis

zbavuje odpadniho sterolu, ktery nebyl vyuzit k pfeméné na vitamin Ds.

Pfeména 7-dehydroChol na Chol se d&e redukci dvojné vazby na C7 Ccinnosti
7-dehydrocholesterol reduktasy, enzymu, ktery je poslednim krokem syntézy Chol
(Kandutsch-Russellovou cestou). Byla také nalezena ziejma souvislost mezi riznymi
genetickymi variantami 7-dehydroChol reduktasy arozdily v hladinach cirkulujiciho
25-hydroxyvitaminu D (kalcifediolu).'*® P#i absenci funkéni 7-dehydroChol reduktasy vede
akumulace 7-dehydroChol spolu s nizkymi hladinami Chol k z&vaZné vyvojové poruse
Smith-Lemli-Opitz syndromu.'*’'¥ Podle v§eho vSak miZe niz$i aktivita tohoto enzymu
do jisté miry predstavovat pro organismus i vyhodu.!3% 4! SniZen4 aktivita enzymu totiZ vede
ke hromadéni 7-dehydroChol a zvyseni tvorby vitaminu D3, Aktivita 7-dehydroChol reduktasy
je posttranslacné regulovdna kone¢nym produktem dréhy, cholesterolem, ktery urychluje
degradaci enzymu v proteasomu.'® Jista pfemira Chol v mistech s aktivitou 7-dehydroChol je

tak 1 pojistkou dostatecné nabidky substratu pro produkci vitaminu Ds.
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5.3.2 Cholesterol v o¢ni ¢occe a bariéra vii€i kysliku

Dalsi cestu k vysvétleni funkce domén separované¢ho Chol v klizi by mohlo poskytnout srovnani
s vlakny o¢ni ¢ocky, fibrae lentis. Velmi zjednodusené se jedna o soubor koncentrickych vrstev
protahlych Sestibokych bunék (viz obr. 13), v hornich vrstvach pfevazné bezjadernych, které
tvofi vnéjsi obal cocky. Tyto builky vznikaji z niZe uloZenych progenitorti, projdou fizenou
bunécnou smrti podobné jako korneocyty a jsou asi ze 40 % vyplnéné specializovanymi
proteiny a pievazné zbavené organel, diky ¢emuz jsou priihledné.!*? Plasmatickd membrana
fibrae lentis obsahuje podobné vysoké mnozstvi Chol jako membrany lipidové matrix SC,

molarni pomér Chol a fosfolipidii je zde 1:1 az 4:1.!41%

Obrazek 13 A Snimek charakteristického hexagondalniho priifezu viaken cocky (fibrae lentis) porizeny
pomoci skenovaci elektronové mikroskopie.'*® B Snimek vidkna cocky clovéka poFizeny transmisni
elektronovou mikroskopii. Jedna buiika o velikosti priblizné 2 um * 10 um je zvyraznéna modre. Osa
buiiky je kolmda na linii pritbéhu povrchu cocky.'”

Zda se, ze dobfe organizované domény Chol jsou pro fyziologii t€chto bun¢k vyznamné, a to
zejména k zajisténi propustnosti Cocky jakozto refrak¢ni struktury oka pro svétlo, a branéni

143. 144 Chol domény ¢ini dvouvrstvu fosfolipidové bunécné

nezadouci agregaci proteintl,
membrany hlads$i, ¢imz omezuji nezadouci svételné jevy a podporuji jeji propustnost
pro svétlo.'¥” Saturace dvojvrstvy Chol, jisténad pravé separovanymi doménami Chol,
pravdépodobné piispiva ke stabilité vlastnosti Cocky pii proménlivém fosfolipidovém sloZeni
membran. V neposledni fadé pak uspofddané domény separovaného Chol ¢ini membranu
rezistentni viéi prichodu kysliku.'*’ Zjisténi, jaky vliv ma p¥itomnost separovaného Chol
ve SC na jeho prostupnost pro kyslik by do budoucna mohlo pfinést velmi zajimavé informace

pro srovnani.
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5.3.3 Starnouci epidermis
Odpovéd na otazku po funkcei fyziologického mnozstvi Chol v kozni bariéfe miizeme hledat
také srovnanim nasich vysledkl se situacemi, kdy je Chol v kozni bariéfe méné¢, at’ uz vlivem

chorob nebo starnuti organismu.

Snizujici se syntéza Chol ve staii negativné ovliviiuje homeostazu kozni bariéry. Je znam pokles
v syntéze Chol i v aktivit¢ HMG-CoA-reduktasy u starych zvifat.'* Stejné jako celkovy pokles
mnozstvi extracelularni matrix ve SC lidi nad 75 let véku a starSich mysi, ktery sice nenarusuje
normalni bariérovou funkci v klidovém stavu, ale pfi akutnim poskozeni bariéry je jim oslabena
celkova reakce. Ta spociva ve zvySeni uvoliiovani lamelarnich télisek a syntézy lipida, a
obvykle vede k rychlému obnoveni homeostazy SC.'*% 1% U starych mysi navic topické podani
exogenniho Chol ¢i mevalonatu vyznamné zlepsilo homeostazu kozni bariéry.!*®: 1% Tyto
zavéry zdlraziuji vyznam vysokého mnozstvi Chol v povrchovych vrstvach kiize nikoli jen
pro jeji bariérovou funkeci v klidu, ale zejména pti akutnim poskozeni této tkan€. Nase zjisténi,
ze urcité snizeni mnozstvi Chol nevede pfimo ke zhorSeni bariéry, je s t€émito pozorovanimi
v souladu, prestoze u pozorovanych SC at’ uz lidi ¢i zvifat vysokého veéku se jednalo o jisty

pokles ve vSech skupinach bariérovych lipida.

Nase in vitro experimenty bohuZel nedovoluji zkoumat mechanismy naruseni a obnovy
homeostazy po akutnim poskozeni koZni bariéry. Anitento d¢j vSak nemiiZzeme ve vyctu

moznych vyznamu fyziologicky vysokého mnozstvi Chol ve SC zanedbat.

5.3.4 Recesivni X-vazana ichtyosa

Jinym stavem, kdy je Chol v kozni bariéfe méné, je onemocnéni recesivni X-vdzanou
ichtyosou.’® 131 152 Jedna se o Uplné nebo E4ste¢né chybéni aktivity cholesterolsulfatasy,
enzymu, ktery katalyzuje pfeménu cholesterolsulfatu (CholS) na Chol.!>* Hromadici se CholS
navic inhibuje HMG-CoA-reduktasu, syntéza Chol je tak ve vysledku naruSena na vice
tirovnich.*

Pokud se na problematiku RXLI podivame letmo, vidime defekt v enzymu, jenZ se podili
na metabolismu Chol v koZzni bariéfe, ktery se projevuje poruchou funkce kize.
V nepfitomnosti enzymu nevzniké dostatek Chol, a tak je jeho pomér vii¢i Cer a MK podstatné

)11, a kize v rizné mife vykazuje znaky onemocnéni. To

nizsinez 1:1:1 (uvadi se asi polovi¢ni
predstavuje pravy opak naseho experimentalniho pozorovani, podle n¢jz ubytek obsahu Chol
v ex vivo SC parametry funkéni bariéry kiize spisSe zlepsil, aniz by poskodil mikrostrukturu.
Pozorovani na modelovych membranadch pak dokonce ukéazalo pro bariérovou funkci
nejvhodnéjsi vzajemny pomér Chol, Cer a FFA 0,4:1:1, tedy s mén€ nez polovinou Chol
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piitomného u zdravych jedinct.’ Bylo by divodné na zikladé takovych zjisténi odekavat,
ze bariérova funkce klize pacienta trpiciho RXLI bude ve srovnani se zdravym jedincem jesté

lepsi prave proto, ze obsahuje méné Chol.

Pti detailngjSim pohledu zjistime, Ze kozni bariéra pacienta s RXLI zpravidla vykazuje
nanejvyse mirné abnormality. Za klidového stavu se klize téchto pacientli mtize jevit naprosto
zdrava,'>? coz je v souladu s na§im pozorovanim, kdy ztratou &asti Chol ze SC nedochézelo
k naruSeni bariérové funkce a nase zjisténi, ze bariéra neni snadno narusena ztratou ¢asti Chol,
tedy neni mylné. To se tyka statické bariéry, kterou umime dostupnymi metodami popsat
in vitro. Defekt se ale, stejn¢ jako u zestarlé¢ klize, projevi ve chvili, kdy dojde k akutnimu
poskozeni bariéry. Ta se bude u pacienta s RXLI obnovovat signifikantn¢ déle nez u zdravého
probanda.!>% 134 Tehdy totiZ ptichazi na fadu dynamicka slozka fungovéni kozni bariéry, aktivni
zachovavani homeostdzy, a na ném se podili cela epidermis. Kiize pacienta s RXLI, ktera
se vlivem defektu cholesterolsulfatasy po akutnim poskozeni v inicidlnich fazich reparace
opozd'uje syntézou a uvoliiovanim Chol za syntézou a uvoliiovanim ostatnich bariérovych
lipidd, !> '** bude vykazovat vyznamné zmény v propustnosti pro vodu, kterd bude v nasem
ptipad¢é akutniho poSkozeni kize i pétindsobné zvySend. To mize byt zplsobeno nejen
nedostate¢nou tvorbou Chol, ale i tim, ze pacientovo SC obsahuje také zvySené mnozstvi

CholS, jehoz mozny efekt na destabilizaci bariéry proti prostupu vody miZe byt vyznamny. '3!

68



6. Zavér
Pfedmétem této prace bylo studium vlivu deplece cholesterolu v ex vivo lidském stratum

corneum na permeabilitu a mikrostrukturu této tkan¢ a srovnani ziskanych dat s vysledky

ziskanymi diive na umélych lipidovych membranach se snizenym obsahem cholesterolu.

Byla vyvinuta metoda parcidlni extrakce cholesterolu ze stratum corneum s minimalnim
zasahem do mnozZstvi ostatnich bariérovych lipidi. Po zjisténi nedostate¢né selektivity extrakce
pomoci 2-hydroxypropyl-p-cyklodextrinu, ktery dle literatury extrahoval selektivné cholesterol
z potkaniho stratum corneum, jsme jej jednoduchou zkouskou rozpustnosti srovnali
s methyl-B-cyklodextrinem. Na zéklad¢ slibného poméru rozpustnosti cholesterolu a smési
mastnych kyselin ve vodném roztoku methyl-B-cyklodextrinu jsme pak tento cyklodextrin
otestovali také pfi extrakci lidského stratum corneum. 1 zde doslo k ¢asoveé zavislému tbytku
cholesterolu v extrahovanych tkdnich, na rozdil od 2-hydroxypropyl-B-cyklodextrinu jsme
vSak nepozorovali zdsah do obsahu ostatnich lipidd, a proto byla ddle pouzivand metoda

extrakce zaloZena na pouziti vodného roztoku methyl-p-cyklodextrinu.

Pomoci extrakce vodnym roztokem methyl-fB-cyklodextrinu se podil cholesterolu ve stratum
corneum urceném pro dal§i studium podafilo snizit na 78 % plivodniho mnozstvi, coz je
srovnatelné¢ s modelovymi membranami s 80% obsahem cholesterolu. Odstranénych 20 %
cholesterolu mize ptredstavovat az polovinu separovaného cholesterolu ve stratum corneum.
DosaZeni niz§iho obsahu cholesterolu ve stratum corneum by bylo moZné, ale nikoli

bez zasaZeni dalSich lipidovych sloZek této bariéry.

Vzhledem k tomu, Ze pii permeacnich pokusech jsou donorové vzorky nanédsené v 60%
propylenglykolu, zkoumali jsme, zda i tento neextrahuje lipidy stratum corneum a neovliviiuje
timto zplisobem jeho permeabilitu, jak bylo upozoriiovano.®® Po 24h extrakci stratum corneum
60% propylenglykolem jsme vSak nenalezli signifikantni Ubytek v zddné ze tii pfevazujicich
skupin bariérovych lipidd, ¢imz bylo ovéteno, ze vysledky 24h permeacnich experimentt
na stratum corneum nejsou zkreslovany extrakci cholesterolu propylenglykolem, ktery je

slozkou donorového vehikula.

Studium stratum corneum se snizenym obsahem cholesterolu pomoci infraervené
spektroskopie a rentgenové difrakéni analyzy neodhalilo znamky poruSeni mikrostruktury
a organizace lipidi. Intramolekularni organizace fetézcli pozorovand pomoci infracervené

spektroskopie vypovidala o stejn¢ organizovaném uspotadani jako u kontrolniho stratum

69



corneum. Rentgenova difrakéni analyza neukazala pfitomnost zmén v lamelarnich fazich
po odstranéni ¢asti cholesterolu oproti kontrole. Byla nalezena faze separovaného cholesterolu
s rozdily v intenzit¢ u stratum corneum po odstranéni ¢asti cholesterolu, ubytek cholesterolu
tedy nastal v této a nikoli smisené lipidové fazi. To odpovidd vysledkim z ptislusSnych

modelovych membran.?

Ackoli jsme ze stratum corneum odstranili jen pfiblizné 20 % cholesterolu a pozorovali
piredevsim trendy bez statistické signifikance, relativni permeability (vztazené na kontrolni
stratum corneum) jsou v dobré shod¢ s relativnimi permeabilitami modelovych membran
s 80 % cholesterolu.® Propustnost pro ionty reprezentovana hodnotou elektrické impedance
byla mirné, avSak statisticky vyznamné zvySena. Bariéra proti prostupu vody zlstala
zachovana, stejn¢ jako bariéra proti prostupu indomethacinu, modelového permeantu s vétsi
molekulou a vyssi lipofilitou. Bariéra proti prostupu mensiho theofylinu s vyvazenou lipofilitou
vSak byla mirn¢ zvysSena stejné¢ jako u modelovych membran, kde tento trend nartstal
se snizujicim se podilem cholesterolu. VSechny tyto trendy odpovidaji vysledkiim
pozorovanym na modelovych membrandch, kde sejako optimalni obsah cholesterolu

z hlediska bariérovych vlastnosti jevilo 40 % obvyklého mnozstvi.?

Vysledky z extrahovaného ex vivo lidského stratum corneum tedy potvrzuji vysledky ziskané
na modelovych membréanach, které se tak pro tento konkrétni Gcel zdaji byt vhodnym modelem
umoziujicim navodit podminky v piipadé ex vivo stratum corneum nedosazitelné, navic

bez velké spotieby lidskych tkani, jejichz ziskani mize byt komplikované.

Z vysledkt pak vyplyva, ze obsah cholesterolu, ktery se jiz nepodili na tvorbé lamelarnich fazi
a tvofi separované faze ve smési bariérovych lipida (pravdépodobné ptiblizné 50 % celkového
fyziologického obsahu cholesterolu) nepfispiva k bariérové funkci stratum corneum. Staticka

bariéra se naopak jevi Iépe funkéni bez tohoto nadbyte¢ného mnozstvi.

Presny plivod a funkce nadbytecného fazové separovaného cholesterolu ve stratum corneum
tedy zGstavaji nevysvétleny. Jestlize vSak funkce cholesterolovych domén nespociva
v ptispévku k bariérové funkci v klidovém stavu, miize byt souc¢asti mechanismi dynamického
udrzovani homeostazy epidermis nebo miize byt jeji skutecnd funkce s bariérovou funkci
nesouvisejici a zcela specifickd. Z dalSich moznosti se nabizi napf. role pfi procesu tvorby

prekurzori vitaminu D v dermis, ¢i modulace prichodu kysliku skrze stratum corneum.
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