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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceutickéa fakulta v Hradci Kralové

Katedra Katedra farmaceutické technologie

Kandidat Mgr. Anna Novackova

Skolitel doc. Mgr. Jarmila Zbytovska, Dr. rer. nat.

Nazev disertacni prace Studium latek ovliviujicich propustnost kozni bariéry

Kozni bariéra hraje zasadni roli v ochran¢ lidského organismu a umoziuje tak savcim
suchozemsky zivot. Hlavni bariérovou funkci ma epidermis diky né€kolika vrstvam bunék, které
se postupn¢ diferencuji do svého konecného stadia, rohové vrstvy (stratum corneum, SC). SC je
tvofeno zrohovatélymi keratinocyty (tzv. korneocyty) obklopenymi lipidovou matrix. Tato
mezibunéna hmota se sklada z ptiblizné ekvimolarniho mnozstvi ceramidii, volnych mastnych
kyselin a cholesterolu. Jsou to latky velmi specifické, tvotrené v epidermis z prekurzorti béhem
diferenciace keratinocytti a jejich spravné uspotradani do multivrstevnych lamel je zasadni pro
nepropustnost kozni bariéry. Nékteré latky nebo faktory vSak mohou kozni bariéru narusit.
Vétsinou se jedna o naruseni nezadouci, kdy dochazi k nerovnovaze lipidi, coz zapfticini poruchy
a onemocnéni kozni bariéry. AvSak existuji i latky, které¢ byly cilen€¢ vyvinuty pro reverzibilni
naruseni kozni bariéry (tzv. enhancery), aby umoznily prunik 1é¢iv pifi (trans)dermalnim

podavavani.

Cilem této prace bylo studovat ob¢ tyto skupiny latek a jejich vliv na kozni bariéru za
pouziti vhodnych modelti kozni bariéry. Byly vyuzity pfedev§im modely lipidické, jejichz vyhoda
spociva ve snadné modifikovatelnosti a oddé€leni ostatnich biochemickych procesii probihajicich
v kuzi. Diky tomu bylo mozné studovat vliv prekurzoru ceramidd a méniciho se pH pfi vzniku
kozni bariéry. Byla objevena nova funkce kyselého pH v kozni bariéfe, a to pfimy vliv na
formovani multivrstevnych utvari v mezibunééné matrix. Dale byly pomoci lipidickych modelt
sledovany interakce lipidd kozni bariéry s potencionalnimi enhancery — dendrimery. Do
budoucna se jedna o zajimavou metodu pro charakterizaci latek interagujicich s koznimi lipidy.
Dals$im vyuzitym modelem byly 3D bunééné modely epidermis nebo klize, které 1ze geneticky
modifikovat a vytvorit tak model simulujici onemocnéni klize nebo pozorovat vliv jednotlivych
slozek kiize v komplexné&jsim méfitku. Takto byla piipravena rekonstruovani lidska epidermis
s defektem v syntéze w-O-acylceramidu, ktery byl pak do epidermis dodavan pomoci lipidickych
formulaci a byl pozorovan jeho efekt na regeneraci kozni bariéry. Byly porovnany dva typy
modell a vyvinut protokol pro aplikaci téchto formulaci na modely. Modely rekonstruované
lidské kuze byly ptipraveny kolegy z Némecka za Gcelem pozorovani interakci mezi buikami
epidermis (keratinocyty) a dermis (fibroblasty). Bylo zjiSténo, Ze pfitomnost fibroblasti je
dalezita pro diferenciaci keratinocytd do kozni bariéry, ¢emuz napomohly i analyzy lipidd SC
provedené u nas v laboratofi. Poslednim v této praci vyuzitym modelem byly kozni §tépy ex vivo.
Je to svym sloZzenim model nejkomplexné;si, ktery v§ak nelze modifikovat jako ty pfedchozi. Na
druhou stranu je Casto vyuzivan pro svou dokonalou bariérovou funkci pro testovani permeability

latek. V této praci byl vyuzit pro testovani v nasi vyzkumné skupiné nové syntetizovanych
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enhancert kozni permeace. Byly zjistény vyhodné vlastnosti esterti terpend na doru¢eni 1é¢iva
cidofovir do kiize bez nezadoucich vedlejsich Ucinkti. Dale byl zjistovan vliv generace
a koncentrace dendrimerd na (trans)dermalni doruceni 5-fluorouracilu, kdy se jako nejvyhodné;jsi

jevily nizsi koncentrace tfeti generace syntetizovanych dendrimera.

Byly tedy objeveny nové poznatky z oblasti latek ovliviiujicich kozni bariéru a zaroven
bylo prokazéano, ze modely maji nezastupitelnou roli v jejich vyzkumu. Je tieba zminit, Ze neni
mozné vybrat jeden univerzalni model, ale vzdy je potieba ho prizplisobit zamySlenému

vyzkumu.
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Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department Department of Pharmaceutical Technology

Candidate Mgr. Anna Novackova

Supervisor doc. Mgr. Jarmila Zbytovska, Dr. rer. nat.

Title of Doctoral Thesis Study of substances affecting permeability of the skin barrier

The skin barrier plays a vital role in protecting the human body and enables mammals'
life on dry land. The epidermis has the primary barrier function due to several cells' layers, which
gradually differentiate to their final stage, the stratum corneum (SC). SC is formed by stratified
keratinocytes (known as corneocytes) surrounded by a lipid matrix. This intercellular matrix
consists of an approximately equimolar ratio of ceramides, free fatty acids and cholesterol. These
are particular substances formed in the epidermis from their precursors during the keratinocyte's
differentiation, and their arrangement into the multilamellar structure is essential for the
impermeability of the skin barrier. However, some substances or factors can disrupt the skin
barrier. It is usually an undesirable process of lipid disbalance resulting in disorders or diseases
of the skin barrier. On the other hand, specific substances have been developed for a reversible
disruption of the skin barrier (so-called enhancers) to allow drug penetration in (trans)dermal drug

delivery.

The aim of this work was to study both groups of these substances and their effect on the
skin barrier using appropriate skin barrier models. Lipid models have been used for their
advantage of easily modifiable structure, as well as the possibility to separate other biochemical
processes that occur in the skin. These advantages allowed to study the effect of the ceramide
precursor and the changing of the pH during the skin barrier formation. A new function of acidic
pH in the skin barrier was discovered, more specifically, a direct influence of pH on the formation
of the unique multilayer structure in the lipid matrix. Furthermore, interactions of skin barrier
lipids with potential enhancers - dendrimers - were monitored using lipid models. It could be an
interesting method for characterizing substances that interact with skin lipids in future use. Next,
3D cell models of the epidermis or skin were used. These models can be genetically modified to
simulate skin diseases. Another advantage is the possibility to observe the effect of individual
skin components on a more complex scale. It was prepared a reconstructed human epidermis with
a defect in the synthesis of ®w-O-acylceramide and using lipid formulations was observed effect
of ®-O-acylceramide's delivery on skin barrier regeneration. Two types of models were
compared, and a protocol for formulations application was developed. Reconstructed human skin
models were prepared by colleagues in Germany to observe interactions between cells of the
epidermis (keratinocytes) and dermis (fibroblasts). It was found that the presence of fibroblasts is
essential for the differentiation of keratinocytes into the skin barrier, which was also achieved
through SC lipids analyzes performed in our laboratory. The last model used in this work were
ex vivo skin grafts. Thanks to its composition, it is the most complex model but without the
possibility of being modified (like the previously described models). Nevertheless, it is often used
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for its barrier function. In this work, it was used for testing in our research group newly
synthesized skin permeation enhancers. Advantageous properties of terpene esters to deliver
cidofovir to the skin without adverse side effects were found. Furthermore, the effect of
generation and concentration of dendrimers on (trans)dermal delivery of 5-fluorouracil was
investigated. Surprisingly, the lower tested concentrations of the third generation of synthesized

dendrimers appeared to be the most suitable.

Thus, new findings in the field of substances affecting the skin barrier were discovered,
and at the same time, it was proved that the models have an irreplaceable role in their research. It
should be mentioned that it is not possible to choose one universal model, but it is always

necessary to adapt it to the intended research.
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Seznam zkratek

5-FU
ACN
AFM

ARCI

B-DAK
B-GlcCer-aza
BAM
C-DAK
CDV

Cer
Ci-DAK
CLE
CoA
DHPC
DPPC
ELOVL
FAS
G(n)
G(n)-HCI

GlcCer
HMG-CoA

HPLC

HPTLC

HSOC
Chol
CholE
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5-fluorouracil
acetonitril
mikroskopie atomarnich sil (atomic force microscopy)

autozomalni recesivni kongenitélni ichtydza (autosomal

recesive congenital ichtyosis)

bornyl 6-(dimethylamino)hexanoat

B-glukocerebrozidaza

Brewstertiv thlovy mikroskop (Brewster angle microscopy)
citronellyl 6-(dimethylamino)hexanoat

cidofovir

ceramid

cinnamyl 6-(dimethylamino)hexanoat

korneocytarni lipidova obalka (corneocyte lipid envelope)
koenzym A

dihexanoylfosfatidylcholin

dipalmitoylfosfatidylocholin

elongaza mastnych kyselin (elongation of very long fatty acids)
syntaza mastnych kyselin (fatty acid synthase)

n generace PAMAM dendrimert (napt. G1 je prvni generace)

chlorovodikova sul n generace polyamidoaminodendrimerd

s ethylendiaminovym jadrem a aminoskupinami na periferii
glukosylceramid
3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A

vysokoucinna kapalinova chromatografie (high performance

liquid chromatography)

vysokoucinna tenkovrstva chromatografie (high performance

thin layer chromatography)
organova kultura lidské ktize (human skin organ culture)
cholesterol

cholesteryl palmitat



CholS

(FT)IR

KGF
LA

LBms

LBs

LC-MS/MS

LPP
(V)MK
MMA
PAMAM
PG

RHE

RHS
SAP
SC
SD
SG

shRNA (204/207)

SM
SP
SPP
TDCH

TEWL

XRD
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cholesteryl sulfat

infracervena spektroskopie (s metodou Fourierovy

transformace)
keratinocytovy rustovy faktor (keratinocyte growth factor)
kyselina lignocerova (lignoceric acid)

formulace simulujici lamelarni téliska (lamellar bodies mimetic

systems)
lamelarni téliska (lamellar bodies)

kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni

spektrometrii

dlouhé lamelérni faze (long periodicity phase)

(volnd) mastna kyselina

teoreticka plocha jedné molekuly (mean molecular area)
poly(amidoamin) dendrimery

propylenglykol

rekonstruovana lidska epidermis (reconstructed human

epidermis)

rekonstruovana lidska kaze (reconstructed human skin)
protein aktivujici sfingolipidy (sphingolipid activator protein)
rohova vrstva epidermis (stratum corneum)

smérodatna odchylka (standart deviation)

zrnita vrstva epidermis (stratum granulosum)

short hairpin RNA pouzita pro transdukci keratinocytd
(typ 204/207)

sfingomyelin

povrchovy tlak (surface pressure)

kratka lamelarni faze (short periodicity phase)
taurodeoxycholat

ztrata vody pres kiizi nebo membranu (transepidermal water

loss)

rentgenova difrakce (X-ray diffraction)



Uvod a cile prace

Kozni bariéra se nachazi v nejvrchnéjsi vrstvé klUze (stratum corneum), diky své
ochranné funkci brani lidsky organismus pied vstupem nezddoucich latek a mikroorganismt
a zaroven proti nezadoucim ztratdm vody. Sklada se z odumfelych koznich bun¢k (korneocyti)
a mezibunééné lipidové matrix (pfiblizné ekvimolarni smés ceramidd, mastnych kyselin,
cholesterolu). 2 Doposud vSak neni piesné jasna jeji struktura, konkrétné uspofadani lipidi
v extracelularni matrix.> Naopak je zndmo, ze mnoho latek miize ovliviiovat integritu
a propustnost kozni bariéry. Ve veétSiné piipadi je takové naruseni nezadouci, dochazi
k nerovnovaze v kiizi pfirozen¢ se vyskytujicich latek, coz zapticini poruchy nebo onemocnéni
kozni bariéry.* 3 AvSak existuji ilatky, které byly cilené vyvinuty, aby docasn& narusily
bariérovou funkci. Tyto latky tak pomahaji 1é¢ivu proniknout pres kizi v piipade
(trans)dermalnich formulaci a nazyvaji se enhancery kozni permeace.®’ MuzZe se zdat, Ze pro
studium latek a faktorti ovliviiyjicich lidskou ktizi a jeji permeabilitu by bylo ideédlni vyuzit
lidskou kazi. To vSak nemusi byt pokazdé mozné a mnohdy ani vhodné, jak bude vysvétleno
v této praci. Proto je jednim z pozadavkl na vyzkum kozni bariéry potfeba vyvinout modely,
které napodobuji kiizi, kozni bariéru nebo jeji ¢ast. Kazdy model ma sva specifika a je tieba dobie

zvazit jeho vyuZziti podle zamyslenych experimenttl, aby bylo co nejefektivngjsi.®°®

Cilem této prace je hodnotit vliv latek a faktort na koZni bariéru pomoci vhodného

modelu. Mezi dil¢i cile patii:

= Sledovani vlivu prekurzoru ceramidu (glukosylovaného ceramidu) a dalSich
podminek na uspoi-adavani lipidu ve stratum corneum. Bude provedeno postupné
nahrazeni prekurzoru za ceramid andsledné experimenty s enzymem
B-glukocerebrozidaza a jejich vliv na uspofadavani lipidd. Je znamo, Ze se béhem
tohoto procesu v epidermis méni pH od neutralniho po kyselé, coz ma mimo jiné vliv
na aktivaci enzymu ddlezitych pro pfeménu prekurzort na lipidy.!° Je tedy otéazkou,

jestli je tato zména pH diilezita pro samotné lipidy a jejich uspotadani.

= Hodnoceni vlivu ®-O-acylCer na regeneraci rekonstruované epidermis
s navozenym defektem v syntéze tohoto lipidu. V nedavné dob¢ bylo prokazano,
7e jednim z faktord poSkozené kozni bariéry u vzacného ichtyotického kozniho
onemocnéni (autozomalni recesivni kongenitalni ichtydza) je snizena exprese genu
pro enzym PNPLA1.!" 12 Bylo také navrzeno, ze dodani syntetickych o-O-acylCer
do kiZe pacientli by mohlo pomoci v 1é¢b& tohoto onemocnéni.'* Ve spolupraci
s pracovistétm ve Francii bude pfipravena rekonstruovana lidska epidermis
s defektem PNPLAI, ktera bude simulovat naruSeni kozni bariéry pfi tomto
onemocnéni. Na takto pfipravenych modelech pak bude hodnocen vliv formulace

s obsahem w-O-acylCer.

= Vliv fibroblasti na spravny vyvin keZni bariéry. Bylo zjisténo, ze v ktizi probiha

na bunééné urovni tzv. cross-talk mezi keratinocyty v epidermis a fibroblasty
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v dermis.'* Neni vak jasné, jaky vliv maji tyto interakce na diferenciaci kozni bariéry
a jeji fungovani. Ve spolupraci s kolegy z Némecka bude sledovan vliv fibroblasti
na diferenciaci kozni bariéry v modelech rekonstruované kize. Bude hodnocen
n¢kolika metodami, vCetné infracervené spektroskopie a vysokouc¢inné tenkovrstvé

chromatografie (obsah lipidt ve stratum corneum).

Testovani enhanceri koZni permeace. Budou testovany latky nove syntetizované
v nasi vyzkumné skuping (estery terpenii a dendrimery) na jejich schopnost zlepsit
dodani 1é¢iv do/ptes klzi ex vivo. Zaroven budou hodnoceny interakce komeréné
dostupnych dendrimert s lipidy kozni bariéry. Tyto latky jiz byly jako enhancery

vyuzity, ale doposud neni objasnén jejich mechanismus u¢inku. ' 16

V praci jsou tedy nejprve popsana doposud znama fakta o kozni bariéfe a latkach ji

ovliviiyjicich. Dale je uveden popis jednotlivych modeld, jejich vyhody, nevyhody a moznosti

vyuziti. Experimentalni ¢ast pak vysvétluje, pro¢ byly jednotlivé modely pouzity pro konkrétni

projekt a popisuje metodiku piipravy a hodnoceni modelt. V dalsi ¢asti jsou shrnuté vysledky

publikovanych i nepublikovanych praci.
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Teoreticky uvod

V teoretickém uvodu je popsana kozni bariéra, jeji sloZeni a funkce. Dale se prace zabyva
piehledem faktort a latek, které maji na spravné fungujici kozni bariéru vliv. Protoze byl vliv
latek na funk¢nost kozni bariéry studovan pomoci modeltl, jsou popsany typy modelt od
nejjednodussich lipidovych monovrstev az po kozni $tépy. Kazdy model ma své vyhody
anevyhody a je tieba dobfe zvazit jeho vyuziti podle zamyslenych experimentd, aby bylo co

nejefektivnéjsi.
1.  Funkce a struktura zdravé lidské klize

Kuze (fec. derma) je nejvetsi lidsky organ, ktery u dospélého jedince dosahuje piiblizné
2 m* a 5 kg. Hlavni funkci lidské kiZe je chranit lidsky organismus, a to nejen pied vnéj$imi
vlivy, ale také pied ztratou dileZitych latek zevnité z organismu.> 7 Lidska kize se déli na tii
hlavni vrstvy (podkozi, skara, pokozka), z nichz kazda hraje v ochrané€ organismu nezastupitelnou
roli' (Obrazek 1). PodkoZi (fec. hypodermis) diky pfitomnosti tukovych bunék chrani
organismus pred ztratami tepla a poméha tlumit poranéni. 7 Skara (fec. dermis) diky
kolagennim a elastinovym vlakniim poskytuje ochrannou vrstvu v ni uloZzenym cévam, nervovym
zakonCenim a zlazam. Nejvrchnéjsi vrstva pokozka (fec. epidermis) ma piredev§im bariérovou
funkei a poskytuje ochranu pfed priinikem xenobiotik, mikroorganismi, UV zafeni a zaroven
brani ztratdm vody a elektrolyt z organismu.!? Na pokoZce se dale nachézi slabéa vrstva lipida
ptivodem pfedevdim zmazovych Zlaz (triglyceridy, estery voskd, skvalen).'® DuleZitou
ochrannou soucasti lidské kize je i kozni mikrobiom, neboli soubor mikrobu, ktery osidluje
povrch lidské pokozky v homeostaze s lidskym organismem (nejhojnéji jsou zastoupeny bakterie

rodu Corynebacterium, Propionibacterium a Staphylococcus)."®

pory potni
Zlazy
/ vlasy,
. . o e chlupy

epidermis ~

i

mazoveé
Zlazy
dermis < ;
nervova
potni zakonceni
Zlaza —— cévy
hypodermis S .\
i vlasovy
vacek

Obrazek 1 Zakladni vrstvy lidské kaze. Prevzato a upraveno z britannica.com.? Lidska kize se
déli na epidermis, dermis a hypodermis. Je zobrazeno i ulozeni koznich adnex (vlasové folikuly,
potni a mazové zlazy).
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Pokozka je cyklicky se obnovujici tkaf tvofena z vice nez 90 % keratinocyty.'”! Déle
lze v pokozce najit i pigmentové bunky melanocyty, Langerhansovy bunky imunitniho systému
¢i mechanoreceptorové Merkelovy buiky. Keratinocyty se vyvijeji a postupné migruji k povrchu
pokozky, az dojde k jejich odlouceni. Tento vyvojovy cyklus (rohovaténi, keratinizace) trva
ptiblizne¢ 2-4 tydny apostupné béhem n¢j dochazi ke zmeéné tvaru, struktury i funkce
keratinocyt(.?! Béhem keratinizace bufiky syntetizuji proteiny ddleZité pro spravny pribéh tohoto
procesu. Jedna se napiiklad o rozdilné typy keratinu, involukrin, lorikrin a filaggrin. Keratinocyty
se postupné zplostuji, dochazi ke ztrat€ jejich bunééného jadra, vyvinuti proteinové obalky
a odlou¢eni odumielych bunék (deskvamaci).?? Diky tomu Ize pokozku délit na Zivou epidermis
arohovou vrstvu. Konkrétné se podle vyvojového stadia keratinocytl v pokozce rozlisuji ¢tyti
hlavni vrstvy (Obrazek 2):

= bazalni vrstva (stratum basale)
= trnita vrstva (stratum spinosum)
= zrnita vrstva (stratum granulosum)

= rohova vrstva (stratum corneum).

Na nékterych ¢astech téla (pfedevSim ve vyssi mite zrohovatélych, jako naptiklad dlané
¢i chodidla) 1ze rozeznat i vrstvu patou (stratum lucidum), ktera se nachazi mezi vrstvou zrnitou

a rohovou.

.~ tight junctions

_ lamelarni
téliska

Zrnita vrstva

Stratum Spinosum

- bunécné jadro

- hemidesmozom

Obrazek 2 Zakladni vrstvy lidské pokozky podle stadia diferenciace keratinocytii. Porovnani
histologického fezu a schematického znazornéni (prevzato a upraveno z ubwp.buffalo.edu,?
accessmedicine.mhmedical.com?¥). Nejnize ulozena je bazalni vrstva (stratum basale), nasleduje
trnitd vrstva (stratum spinosum), zrnitd vrstva (stratum granulosum) a rohova vrstva (stratum
corneum). Na histologickém fezu jsou znazornény i dalsi bunky pfitomné v pokozce (melanocyty
a Langerhansovy bunky); schéma znazorfuje navic bunécné spoje (hemidesmozomy, desmozomy,
tight junction) aj.
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Bazalni vrstva je tvofena jednovrstevnym kubickym epitelem keratinocytu, které jsou
pevné propojeny s bazalni laminou hemidesmozomy a mezi sebou desmozomy (tyto bunécné
spoje jsou pozorovany v celé zivé epidermis).?" 2> V bazalni vrstvé jsou buiiky mitoticky aktivni,
déli se amigruji do vysSich vrstev. V zmité vrstvé jsou pozorovatelné¢ zrnité struktury
o rozmérech v f4du mikrometri — granule keratohyalinu. Keratohyalin je prekurzorem proteinu
filaggrin, ktery pomaha v agregaci keratinovych filament pozdéji v rohové vrstvé a také se podili
na hydrataci kiize. S postupem do horni ¢asti zrnité vrstvy, kde dochazi k ptechodu na vrstvu
rohovou, jsou pozorovany také mensi struktury o velikosti 100-300 nm. Tyto organely se nazyvaji
Odlandova nebo také lamelarni téliska a hraji klicovou roli ve formovani lipidické kozni
bariéry. '7-! Rohova vrstva je tvofena kompletné keratinizovanymi butikami (korneocyty), které
jsou bezjaderné, vyplnéné agregovanymi keratinovymi filamenty a ohrani¢ené proteinovou

obalkou.?®?” Rohova vrstva je detailn& popséana v nasledujici kapitole.
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2.  Kozni bariéra

Jiz v 19. stoleti bylo prokazéno, ze mezi epidermis adermis je znacny rozdil
v permeabilité, ale az nasledné pokusy béhem 20. stoleti dokéazaly, ze hlavni bariéra se nachazi
v nejvrchngjsi rohové vrstve, stratum corneum (SC).?*° Tuto funkci SC plni diky své struktuie
tvofené 18-21 vrstvami korneocytt obklopenymi lipidovou matrix.> 3! 3> Podpiirnou bariérovou
roli hraji i ostatni vrstvy kiize, jako ptiklad 1ze uvést tésné spoje, tight junctions, nachazejici se
v zrnité vrstve, stratum granulosum (SG). Tyto proteinové struktury se podili predevS§im na

ochrané pied ztratou vody a iontil zevnitt z organismu.> ¥

2.1 Lipidova kozni bariéra
Mezibunécna lipidova smes je tvofena velmi specificky usporadanymi lipidy, z nichz
nejveétsi podil tvoii ceramidy (Cer, az 50 % wt), cholesterol (Chol, 25 % wt) a volné mastné
kyseliny (VMK, 15 % wt). V pfepo¢tu na molarni pomér je zastoupeni Cer/Chol/VMK 1:1:1,
adané ekvimolarni sloZeni je dilezité pro fungujici koZni bariéru.’* 3° Kromé& téchto tii
zakladnich slozek, se zde nachazi malé mnozstvi esterti cholesterolu, predevsim cholesteryl sulfat
(CholS, 5 % wt).**3” Role CholS zatim neni plné objasnéna, ale jednou z hypotéz je jeho vliv na

kohezi a deskvamaci korneocytt.*®

2.1.1 Ceramidy

Ceramidy jsou povazovany za kli€ové pro bariérovou funkci SC. Kromé toho plni
i funkci signdlnich molekul apodili se na proliferaci, diferenciaci a apoptdéze bunék
v epidermis.*® V lidském SC bylo dodnes popséano 18 typt Cer, které mohou byt bud’ volné, nebo

navazané na proteinovou obalku korneocyti.*

2111 Struktura a nazvoslovi ceramidd
Jelikoz Cer patfi do skupiny sfingolipidii, 1ze v jejich struktufe rozlisit sfingoidni bazi

a acylovy fetézec mastné kyseliny (MK).*

= Acylova ¢ast je navazana na primarni amin sfingoidni baze a miize mit 16-26 uhlikii
(nejCast&ji 24), v pfipadé tzv. ultradlouhych Cer 28-38 uhlikll (nejéast&ji 30-32).3% 40
Obvykle se jedna o nasycenou nehydroxylovanou MK [N], dile a-hydroxylovanou
MK [A], o-hydroxylovanou MK [O] nebo ®m-hydroxylovanou MK esterifikovanou
dale kyselinou linolovou [EO] (Obrazek 3A). Pokud je w-hydroxylovand MK navédzana

na proteinovou obalku korneocyttl, jedna se o kovalentn& vazané Cer.** 40

= Sfingoidni baze je chemicky aminoalkohol s dlouhym fetézcem (12-28 uhliki, nejCastéji
18) avlidské kizi lze najit nejcastéji sfingosin [S], dale dihydrosfingosin [dS],
fytosfingosin [P], 6-hydroxysfingosin [H] ¢i posledné objeveny dihydroxysfinganin
[T].*! Baze se 1i$i umisténim hydroxylovych skupin a dvojné vazby. Piehled sfingoidnich
bazi nejcastéji tvorici Cer v lidském SC je schematicky znazornén na Obrazku 3B.
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Kombinaci acyli MK a sfingoidnich bazi s riiznou délkou fetézce tak mlze vzniknout
velké mnozstvi Cer, pro jejich rozliSeni bylo v roce 1998 Mottou a kol. navrhnuto nazvoslovi.*?
To je zalozeno na kombinaci vySe uvedenych zkratek. Napf. sfingosin (oznaceni [S])
s navazanym fetézcem kyseliny lignocerové (nehydroxylovana MK, oznaceni [N]) se oznacuje
jako Cer[NS]. S objevem novych typt Cer pak bylo nazvoslovi dale rozsifovano.*’ Napiiklad lze
rozlisit Cer, které maji ve své struktufe dal$i acyl (esterifikace sfingosinu na primarni
hydroxyskuping), tzv. 1-O-acylsfingosin [1-O-E_S].** Pfiklady Cer, které mohou byt takto

tvoteny, jsou na Obrazku 3C.
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Obrazek 3 Struktura Cer. V horni ¢asti je schematicky zobrazena molekula Cer, ktera se vyznacuje
polarni hlavou a lipofilni ¢asti s rdznou délkou retézcl. Ve strukture Cer Ize rozlisit acyl MK (cerné,
panel A) a sfingoidni bazi (zelené, B). Na panelu C jsou zobrazeny pfiklady Cer, které vznikaji jejich
kombinaci.
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2.1.1.2. Biosyntéza ceramidu a jejich prekurzort
Kozni Cer jsou syntetizovany de novo v keratinocytech zivé epidermis. Prvnim, a zaroven

syntézu limitujicim krokem, je kondenzace L-serinu a palmitoyl-koenzymu A (CoA) enzymem
serin-palmitoyl-transferazou. Vzniké 3-ketosfinganin, ktery je dale redukovan na sfinganin
pomoci 3-ketosfinganin-reduktazy. Acylaci aminoskupiny sfinganinu enzymem Cer-syntazou
vznika dihydroCer (tj. Cer odvozeny od baze [dS]).* Dalsi typy Cer pak vznikaji z Cer[dS]

nasledovné:

» Hydroxylaci v poloze 4 enzymem acylfytosfingosin-syntazou vznika Cer[P].
* Desaturaci enzymem dihydroCer-desaturdzou vznika Cer[S].* Z né&j pak pravdépodobné
vznik4 hydroxylaci v poloze 6 Cer[H], jehoZ syntéza doposud nebyla pln& objasnéna.*®

Biosyntéza Cer de novo je shrnuta na Obrazku 4.

palmitoyl-CoA  serin
Tserin—patmftoyl—transferdza

3-ketosfinganin
+ 3-ketosfinganin-reduktdza
sfinganin
+ Cer-syntdaza
Cer[dS]
acylfytosfingosin-syntdza / \ dihydroCer-desaturaza
Cer[P] Cer[S]

AN
Cer[H]

Obrazek 4 Biosyntéza Cer probiha v keratinocytech. lhned po syntéze jsou preménény na
polarni formu glukosylovany Cer (GlcCer) a sfingomyelin (SM). Enzymy jsou na obrazku vyznaceny
kurzivou.

Kviili své biologické aktivité jsou Cer ihned po syntéze pfeméneény v Golgiho aparatu
keratinocytd na glukosylovany Cer (GlcCer) asfingomyelin (SM) pomoci enzymi
GlcCer-syntaza, respektive SM-syntaza.** 47 V této polarni formé jsou skladovany a doru¢eny do
SC, kde jsou enzymaticky rozlozeny na Cer (detailné popsano v kapitole 2.1.4 Transport lipidii
do SC). GlcCer slouzi jako prekurzor pro vSechny typy Cer, zatimco SM pouze pro Cer typu NS
a AS.48’ 49
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2.1.2 Cholesterol

Cholesterol (Chol) je hlavni sterol pfitomny v lidském SC. Kromé néj je zde pfitomno
1 malé mnozstvi jeho derivata (prevazné CholS), které vznikaji esterifikaci nenasycenymi MK.

rrrrrrr

Malé¢ mnozstvi Chol je pfijimano z krevniho obé&hu ptes LDL-receptory bazalnich
keratinocytli a je vyuzito pfedevsim pro regulaci de novo syntézy Chol.** Biosyntéza Chol probiha
v keratinocytech (hlavni kroky jsou shrnuty na Obrazku 5), pfedev§im v niz§ich vrstvach
epidermis.®® Kli¢ovy meziprodukt 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA (HMG-CoA) vznika
kondenzaci tfi molekul acetyl-CoA. Nasleduje redukce tohoto meziproduktu enzymem HMG-
CoA-reduktizou na mevalonat. Dalsi kaskada enzymatickych reakei vede ke vzniku skvalenu,
ktery je dale podroben cyklizaci a je pfeveden (mj. pies lanosterol a 7-dehydroChol) na Chol.”!

Cést 7-dehydroChol je v epidermis pomoci sluneéniho zafeni pfeménéna na vitamin D.>

acetyl-CoA

v

HMG-CoA
+ HMG-CoA-reduktdza

mevalonat

v

skvalen

v

lanosterol

v

Vitamin D —«=— 7-dehydroChol

\

Chol HO

Obrazek 5 Shrnuti hlavnich krokti de novo syntézy Chol; probiha v keratinocytech a klicovym
enzymem je HMG-CoA-reduktaza.

Klicovym enzymem biosyntézy Chol je HMG-CoA-reduktaza. Po laboratorné
navozeném poskozeni kozni bariéry u mysi bylo prokazano, ze obnova Chol v epidermis je
zplisobend zvySenim aktivity enzymu HMG-CoA-reduktaza jako reakce na toto poskozeni.’* 3
Pro bariérovou funkci je taktéz dulezitd rovnovaha mezi Chol a CholS (tzv. epidermalni CholS
cyklus).>* Chol je v zivé epidermis pfemé&hovan pomoci enzymu cholesterolsulfo-transferazy
(SULT2b1b) na CholS, aby byl ve SC opét pfeménén na Chol enzymem steroid-sulfatazou. Tento
kolobéh je dulezity pro regulaci diferenciace keratinocytdi, bariérovou funkci a spravné

odlupovani hornich vrstev SC.>
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2.1.3 Volné mastné kyseliny
V lidském SC se vyskytuji zejména nasycené VMK s dlouhym uhlikatym fetézcem

(14-34 C), nejhojnéji kyselina lignocerova (LA, 24 C).°® VMK se podileji na spravné struktufe
SC, maji signalni funkci a také okyseluji SC.%7 Tim mimo jiné pomaéhaji udrzovat nizké pH SC
(tzv. kysely plast, z angl. acid mantle), které je dulezité pro spravnou funkci ktize (viz kapitola
3.1 Viiv pH).>®

VMK obsazené v epidermis jsou bud’ pfijimdny z potravy, nebo jsou de novo
syntetizovany v keratinocytech.>” V cytoplasmé keratinocytll nejprve vznikaji kratsi VMK, které
jsou pak v endoplasmatickém retikulu prodlouzeny. Nejprve dochézi k pteméné acetyl-CoA na
malonyl-CoA enzymem acetyl-CoA-karboxylazou. Nasleduje cyklickd kondenzace malonyl-
CoA na acetyl-CoA, takze se acetyl-CoA postupné prodluzuje o 2 uhliky. Komplex enzym?, které
se na tomto kroku podileji, se oznacuje jako syntaza MK (FAS, z angl. fatty acid synthase)*- ®°
Takto vznikaji MK s délkou fetézce do 16 uhlikd (kyselina palmitova), které jsou pak dale
prodluzovany enzymy zrodiny elongaz, tzv. ELOVL (z angl. elongation-of-very-long-fatty-
acids).®® Proces je schematicky zobrazen na Obrazku 6. Vyznam ELOVL pro fungujici koZni
bariéru byl prokazan v experimentech na mysich, kdy pfi depleci ELOVL nedochézelo k syntéze
nejen dlouhych VMK, ale také od nich odvozenych Cer a jejich prekurzori, a tedy vznikala

defektni kozni bariéra.®! 62
acetyl-CoA Cc16
+ acetyl-CoA-karboxyldza
ELOVL
malonyl-CoA
C18-C26

endoplasmatické retikulum
acetyl-CoA (n) . malonyl-CoA

+ q FAS /
acetyl-CoA (n+2)

Y

Obrazek 6 Schematické znazornéni syntézy VMK. De novo syntéza kratSich MK (do C16)
probiha v cytosolu keratinocyt(, retézec je prodlouzen v endoplasmatickém retikulu. Enzymy jsou
zvyraznény kurzivou. (FAS=syntaza MK, ELOVL=elongaza MK)

2.1.4 Transport lipid( do SC
Protoze buiiky SC jsou jiz odumfelé, nejsou schopny syntézy potiebnych lipidi. Ty musi

byt tedy doruceny (bud’ pifimo, nebo ve formé prekurzor) do SC ze zivych vrstev epidermis.

vvvvv
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lamelarni téliska (LBs).®> Za¢inaji byt pozorovéana ve vrchni &asti stratum spinosum a nejvetsi
pocet jich lze najit ve SG. Kromé koznich lipida a jejich prekurzorti (Chol, GlcCer, SM,
fosfolipidy) obsahuji i katabolické enzymy, proteiny ¢i antimikrobni peptidy. Doruc¢enim téchto
latek se tedy podili na tvorbé lipidové bariéry, spravné kohezi a deskvamaci korneocytt
1 antimikrobni ochrané SC. Obsah LBs je vyloucen na pomezi SG a SC, kde nésleduje pireména

na lipidy SC.%* % Tento ,kolob&h lipidi“ v epidermis je schematicky znazornén na Obrazku 7.

MK Cer
. /N
l g _.\ ,
Fosfolipidy GlcCer SM Chol
+
sekrece z lamelarnich telisek Ch|0|5
Lamelarni
teliska
ABC '\\ Chols

Fosfolipidy GIcCer Chol

\/'

Dlouhé
MK
2

MK Chol

Obrazek 7 Transport bariérovych lipidti do SC. Prevzato a upraveno dle Feingold et al.®® Lipidy
vznikajici v zivych keratinocytech (Cer, resp. MK) jsou pfeménény na svou polarnéjsi formu (GlcCer,
SM, resp. fosfolipidy), ve které jsou doruceny v LBs do SG. Na rozhrani SG/SC jsou vylouceny
a enzymaticky rozloZzeny na bariérové lipidy. Enzymy jsou oznaleny oranzové a kurzivou,
transportéry zelené.

LBs vznikaji v Golgiho aparatu keratinocytil, jejich tvorba je podminéna kyselym pH
(regulovano aniontovym kanalem, tzv. Golgi pH regulator) a ptitomnosti transportnich
proteini.*® ® Ty nejspis hraji roli ve vstupu koznich lipidi a jejich prekurzorii do LBs, avsak
tento proces neni doposud plné objasnén.®® Bylo navrzeno, ze na transportu GlcCer do LBs se
¢astecné podili ABCA12 transportéry (membranové transportéry lipidt). Ve studiich na mysich
s navozenym deficitem tohoto transportéru®’ nebo keratinocytech izolovanych z pacienti trpicich
onemocnénim spojenym s mutaci v genu pro ABCA12% bylo pozorovano hromadéni GlecCer

anedostatek Cer ve SC. Hypotézou pro vstup Chol do LBs je vyuziti transportéri ABCG1
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(v lidském téle slouzi hlavné jako pfenase¢ Chol do HDL ¢astic), jejichz ubytek byl pozorovan
pii abnormalni tvorb& LBs.%’ Nicméné& vstup fosfolipidii (prekurzory VMK) do LBs zfistava

nejasny.

K exocytdze LBs dochdzi mezi SG a SC (konkrétné z keratinocytti SG do mezibunécného
prostoru SC). Sekreci reguluji proteiny (CLIP170, Tmem?79 atd.)®® a hladina véapenatych iontl
(Ca*).** V epidermis se nachazi tzv. gradient Ca?" iontd; v bazalni vrstvé je hladina
extracelularnich Ca®" nejnizsi a s diferenciaci keratinocytl postupné stoupa. Nizka hladina Ca?*
napomahd bunéénému déleni, anaopak vysokd koncentrace Ca®* podporuje diferenciaci

a stratifikaci keratinocytti a sekreci LBs.5% 7

Po vylouceni obsahu LBs dochazi k rozkladu GlcCer (pomoci enzymu B-gluko-
cerebrosidaza; -GlcCer-aza) a SM (pomoci enzymu kysela sfingomyelinaza) na Cer, zatimco
fosfolipidy jsou pfeménény na VMK (pomoci enzymu fosfolipaza A,).> Enzym B-GlcCer-dza
rozklada GlcCer na Cer a glukézu a v lidském téle vykazuje nejvyssi aktivitu ve vrchnich
vrstvach epidermis a pii kyselém pH.** Pro jeho aktivaci je nezbytna pitomnost kofaktoru,
proteinu zrodiny saposinti (SAP, z angl. sphingolipid activator protein) SAP-C.”! SM
v epidermis degraduje kysela sfingomyelindza na Cer a fosforylcholin, pfi optimalnim pH 4-5.7
Fosfolipidy jsou enzymaticky pfeménény v epidermis fosfolipazou A, na VMK, coz zpisobi
okyseleni SC. 7> ™ Protoze fosfolipdza A2 ma optimum spiSe pii neutralnim pH (6-7,5),” nabizi
se hypotéza, Ze nize ve SG/SC nejprve dochazi ke vzniku VMK, coz okyseli SC, a tim padem se

zlepsi podminky pro funk&nost enzymul pfeméfiujicich SM a GlcCer na Cer.”®

2.1.5 Usporadani lipidové matrix
Na proteinovou obalku korneocytti (konkrétné na glutaminové zbytky involukrinu) je
kovalentné navazana monovrstva lipidi tvotfena ultradlouhymi Cer a VMK, kterd se nazyva

korneocytarni lipidova obalka (CLE; z angl. corneocyte lipide envelope;*” Obrazek 8).

mezibunécna

- = \ lipidova matrix

- Ziva
1 epidermis

Obrazek 8 Stavba rohové vrstvy (SC). Prevzato a upraveno dle Krieg et al.”” SC je tvoreno
korneocyty, na jejichz povrchu je proteinova korneocytarni obéalka (na obr. oznacena jako CE). Na
ni je kovalentné vazana monovrstva lipidt (CLE), ktera slouzi ziejmé jako templat pro lamelarni
uspofadani lipidové matrix.

Doposud neni jasné, jakou funkci ma CLE. Mezi hypotézy patii jeji dtlezitost pro kohezi
SC™, funkce polopropustné membrany kli¢ové pro hydrataci SC”, nebo Ze slouzi jako templat

pro uspofadani bariérovych lipidii v mezibun&¢ném prostoru keratinocyta.®
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Lipidy v mezibunééné matrix tvoii multivrstevné utvary, které si lze predstavit jako na
sebe navrstvené dvojvrstvy lipidl, ve kterych se lipidy orientuji podle polarity (polarni hlavy vs.
nepolarni fetézce; Obrazek 9). Toto uspofadani se nazyva lamelarni a v lidském SC Ize rozlisit
ti rizné faze, které se lidi délkou mezirovinné vzdalenosti lamel (d).>* Dlouhd lamelarni faze
(LPP, z angl. long periodicity phase) vykazuje opakujici se vzdalenost 11,9—13,1 nm a pro jeji
vznik je nezbytna piitomnost dlouhych acylCer. 3! Dale byla ve SC popséana kratka lamelarni
faze (SPP, zangl. short periodicity phase; d=5,3—6,4nm.) afaze separovaného Chol
(d~3,4 nm). ® 85 86 P¥i pohledu na multivrstevné Utvary jako na trojrozmérnou soustavu, kde
pomyslnou svislou osou (z) je mezirovinna vzdalenost lamel (d, Obrazek 9), 1ze pak pozorovat
usporadani lipidl v jednotlivych lamelach (osa x vs. osa y). Toto uspotfadani se nazyva lateralni
a predpoklada se, ze lipidy v lidském SC koexistuji ve tfech odliSnych konformacich.’* &
Nejteésnéji usporadané jsou v konformaci orthorombické (krystalické) diky tomu, Ze acylové
fetézce Cer a VMK jsou v all-trans konformaci a molekuly jsou tak v kosoctverecné krystalické
miizce. Tuto konformaci zaujima vétSina lipidd SC a je dualezitd pro udrzeni fungujici kozni
bariéry.®” V hexagonalni (gelové) konformaci jsou molekuly lipidi uspofadany do Sesterecné
krystalické mftizky, tedy volné&ji, kvuli pritomnosti gauche konformerd. Tato konformace se
v lidském SC vyskytuje v mensi mife, pfitomna je pfedev§im ve SC pacientl s poruchami kozni
bariéry.* Malé mnozstvi lipidi ve SC také tvoii neuspoiddanou kapalné-krystalickou fazi

s prevahou gauche konformer.®” %

Lateralni usporadani

e

epidermis

stratum corneum

Lamelarni usporadani

e S

Rl

lipidova matrix f...
uspofadana do lamel °

z~13nm z~6nm
(LPP) (SPP)

Obrazek 9 Usporadani lipidové matrix. Prevzato a upraveno dle Janssens et al.® Lipidy jsou
v mezibunécné matrix usporadany do lamel; v lidském SC se vyskytuji lamely s délkou kolem
13 nm (LPP) a6 nm (SPP). Pfi pohledu na lamelu ,shora” pak lze rozlisit orthorombické,
hexagonalni a kapalné usporadani lipid(, které udava ,tésnost” usporadani v dané lamele.
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Cer diky své struktufe, tvofené dvéma lipofilnimi fetézci a polarni hlavou, mohou
v lamelach zaujimat bud’ uzavienou nebo otevienou konformaci. V uzaviené neboli vlasenkové
(z angl. hairpin) konformaci, jsou oba lipofilni fetézce vedle sebe (Obrazek 10A). Naopak
v oteviené (tzv. splayed) konformaci, jsou fetézce usporadany kazdy na opacnou stranu
(Obrazek 10B).”*°! Nejnovéjsi vyzkum navrhuje, Zze Cer ve SC preferuji otevienou konformaci
a zaroven je mozné, ze méni svou konformaci béhem vzniku kozni bariéry (tzn. od nejnizsich
vrstev epidermis smérem k povrchu) zuzaviené do oteviené. Ostatni lipidy SC jsou pak

vmezefeny mezi molekuly Cer”! %2

A
\/W\/\N\/\/\/\N\f,o

/\/\/\/W\/FTI\OH
OH

B
OHH
/W\/\NV\)joNn/\/\/\/\/\N\/\/\/\/\/
Ho® ©

Obrazek 10 Mozné konformace Cer v kozni bariéfe. Na panelu a je uzavrena (tzv. hairpin) a na
panelu B oteviena (tzv. splayed) konformace Cer.
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3.  Faktory a latky ovlivhujici propustnost kozni bariéry

Spravna funkce kozni bariéry je dilezitd pro fyzické i psychické zdravi jedince.” Jeji
naruseni muze v leh¢ich pfipadech zptsobit iritaci ktize, avSak poSkozeni kozni bariéry
u nékterych geneticky podminénych onemocnéni nejsou sluditelna se zivotem.!”** Zdrava kozni
bariéra mize byt naruSena nékolika faktory, jako naptiklad zména pH, poranéni, zanéty nebo
stres. U onemocnéni kozni bariéry casto dochdzi k dysbalanci bariérovych lipidi a jejich
Spatnému uspoiadavani.* *° Jediny piipad, kdy je poruSeni kozni bariéry Zzadouci, je
(trans)dermalni aplikace 1é¢iv. V tomto pripadé se ale musi jednat o naruSeni reverzibilni.®
V této kapitole budou detailné popsany nékteré z mnoha faktorti a latek, které ovliviiuji

propustnost kozni bariéry, na které byla zaméfena tato prace.

3.1 VlivpH

Fyziologické pH ktize se lii v riznych vrstvach kiize, konkrétn€ 1ze hovofit o gradientu
pH. Na povrchu ktize (SC) je pH kyselé (~5), pficemz pfesné hodnoty se lisi podle mista téla, kde
je mé&feno.”®°7 Smérem do hlubsich vrstev epidermis se pH zvySuje a bliZi se k pH neutralnimu.”
Kyselé pH zptisobuji pfedevsim tfi hlavni faktory: pfeména fosfolipidi na VMK, vznik trans-
urokanové kyseliny z filaggrinu (pfes meziprodukt histidin) a transport H+ pies membranu
keratinocytll (Na+/H+ antiport).'® P¥i naruseni fyziologického pH muze dochazet k hromadéni
mikroorganismti, produkci prozanétlivych cytokini ¢i aktivaci serin-proteaz (a naslednému
odbouravani korneodesmosomtt). Kromé toho hraje kyselé pH dilezitou roli v procesu transportu
lipidit do SC i jejich nasledné pfemené, coz nejspi§ souvisi s naruSenim permeability kozni

bariéry ¢i jeji nedokonalé regeneraci pti zménach pH. ! 76

3.2 Patofyziologické aspekty
Onemocnéni kozni bariéry vétSinou souvisi s nerovnovahou koznich lipida a jejich
metabolismu, coz vyulsti v nefunkéni usporadavani lipidové matrix. Jednotlivé poruchy jsou

popsany nize s ptihlédnutim k vlivu latek, které je zptisobuji.

3.2.1 Atopicka dermatitida

Toto chronické zanétlivé onemocnéni se manifestuje ekzémem, suchou a svédici kazi
a postihuje az 20 % détské a 3 % dospélé populace. Vznika na genetickém podkladé (mutace genu
pro filaggrin, zvySend funkce enzymii degradujicich prekurzory Cer atd.), a naruSeni kozni
bariéry je dale zpisobeno vlivy imunologickymi a vlivem zivotniho prostiedi. Cyklicky se
objevuji zanétliva a svédiva loziska, kterd jsou nachylnéjsi k prostupu drazdivych latek, tim se
dale aktivuje imunitni odpovéd’ a zanét se zhorsuje.”® *° V kirzi pacientii s atopickou dermatitidou
je snizené celkové mnozstvi lipidd SC a zaroven narusen jejich pomér. To je ¢aste¢né zptisobeno
nadmérnou expresi enzymi degradujicich prekurzory Cer (GlcCer-deacylaza, respektive SM-
deacylaza), které odbouravaji GlcCer, respektive SM na glukosyl-sfingosin, respektive sfingosyl-
fosforylcholin.'® ! Obecné dochazi k poklesu nékterych tfid Cer, naptiklad CerEOS, CerNP
nebo kovalentné vazanych o-hydroxyCer a tedy naruseni spravného laterarniho i lamelarniho

uspofadavani lipida. - 102103
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3.2.2 Ichtydzy

Pacienti trpici ichty6zou maji obecné ktzi suchou, ztvrdlou a nadmémé se odlupujici.
Prabéh zavisi predevSim na typu ichtydzy, ale vSechny typy maji spolecné snizené mnozstvi
lipidd SC.'™ Nejéast&jsim a nejmirn&j$im je typ ichtyosis vulgaris, ktery je zpisobeny mutaci
genu pro filaggrin. DalSi typy ichtydz se fadi mezi vzacnd onemocnéni. Patii mezi n¢ napiiklad
X chromozomaln€ recesivné vazana ichtydza vznikajici na podkladé defektu steroid sulfatazy,
a tedy hromadéni CholS a nedostatku Chol ve SC.% Nejhorsi priibéh mivaji tzv. autosomalng
recesivni kongenitalni ichty6zy (ARCI) zptsobené mutaci nékolika genil, naptiklad ABCAI2
(defekt transportu GlcCer do LBs), rodiny ALOX (defekt enzymatické pfemény kyseliny
arachidonové a nasledné tvorby transmembranovych transportérl) ¢i PNPLA (defekt v syntéze
acylCer, a tedy vzniku CLE). Radi se mezi né lamelarni ichty6za, kongenitalni ichtyosiformni
erytrodermie a harlekynska ichty6za. U téchto onemocnéni je pozorovano snizené mnozstvi

acylCer a kovalentné vazanych w-hydroxyCer.!% %4105

3.2.3 Psoriaza
Jedna se o autoimunitni onemocnéni na genetickém podkladé, které se projevuje

zanétlivymi lozisky, ztlustélou kiizi a jejim nadmérnym odlupovanim. Kvili chronickému zanétu
vkizi dochdzi ke stimulaci proliferace keratinocytd a defektnimu procesu keratinizace
(korneocyty si zachovavaji bunééné jadro).!% U pacientl s psoridzou byla pozorovana i porusena
bariérova funkce kize, konkrétné zvySeny piestup vody pies kozni bariéru (TEWL, z angl.
transepidermal water loss). To bylo vysvétleno pozménénym spektrem Cer, kdy celkovy obsah
Cer zlstava srovnatelny se zdravou kuzi, avSak dochazi ke zvySeni koncentrace Cer se

sfingosinovou bazi na ukor Cer s fytosfingosinovou bazi.**

3.24 Syndromy

Defektni metabolismus lipidi zptisobuje i fadu vzacnych syndromd, u ne€kolika z nich
zpusobuje i kozni piiznaky. Gaucherova choroba (podtyp 2) je genetické onemocnéni zptisobené
nedostatkem ¢i tplnou absenci enzymu B-GlcCer-aza, kdy nedochazi k pfeméné GlcCer na Cer.
Koznim projevem je ichtydza; kvili narGstu GlcCer na tkor Cer se tvoii defektni lamelarni
struktura SC a dochazi ke ztratdm vody pres kizi.'"” 1% Niemann-Pickova choroba je vrozeny
nedostatek kyselé sfingomyelinazy, dochazi tedy k nedostate¢nému zpracovani SM na Cer. Kozni
projevy jsou vzacné a spocCivaji ve snizené schopnosti regenerace kozni bariéry po jejim
naruseni.'”” CHILD syndrom (z angl. Congenital hemidysplasia with ichtyosis and limb defects)
je naruSena biosyntéza Chol a projevuje se ichtyotickymi 1ézemi.''

3.3 Enhancery kozni permeace a (trans)dermalni podavani léCiv

Jak bylo feceno v uvodu této kapitoly, naruSeni kozni bariéry mize byt i zddouci. Toho
se vyuziva pfi (trans)dermalnim podavani 1é¢iv, kde je potieba dorucit aktivni latku do nékteré
z vrstev kiize (topické, dermalni podani) ¢i ptes kuzi do krevniho obéhu (transdermélni podani).
Transdermalni podani 1é¢iv nabyva na oblibenosti nejen diky zjednoduSeni uZivani 1é¢iv pro
pacienty (nebolestivost, dlouha doba piisobeni 1é¢iva), ale nespornou vyhodou je vylouceni first-
pass efektu (nezddouci degradace 1é¢iva pii prichodu jatry).!'! Aby mohlo byt 1é¢ivo dodéno do
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ob&hu pres kizi, m¢lo by splnovat nasledujici podminky: molekulovd hmotnost <500 g/mol,
logP = 1-5, vysoka potence (davkovani <10 mg/den), bod tani <250 °C.°

Enhancery (neboli akceleranty, urychlovace) kozni permeace/penetrace jsou latky, které
umoznuji, piipadné ulehcuji a urychluji, prostup latek pres kozni bariéru. Mély by umoziiovat
prostup latky do organismu, ale zamezit Uniku endogennich latek z organismu. Dale musi
spliiovat poZadavky jako je reverzibilita i¢inku, kompatibilita s ostatnimi 1é¢ivymi/pomocnymi

latkami a zaroven nesmi byt toxické, drazdivé a mit vlastni farmakologicky efekt.!!?

Jako enhancery se vyuzivaji chemické latky (respektive molekuly), které mohou
ovliviiovat vlastnosti 1é¢iva (rozpustnost, rozdélovaci koeficient) nebo interagovat se slozkami
SC.% '3 Pfi interakci s intercelularnimi lipidy dochazi k naru$eni lamelarniho a laterarniho
uspotadani lipidd bud’ diky interakcim molekul s polarni hlavou koznich lipidG (naruSeni
vodikovych vazeb; naptiklad ethanol v malé koncentraci) nebo vmezetenim amfifilni molekuly
enhanceru do lamel (napiiklad MK, azon). Pokud je enhancerem rozpoustédlo (napiiklad ethanol,
dimethylsulfoxid), dochazi k extrakci koZnich lipidd.''* ''* Enhancery koZni permeace na bazi
organickych sloucenin jsou studovany jiz mnoho let a jsou isoucasti komeréné¢ dostupnych
piipravka. 119

Jinym pfistupem je vyuziti latek s nadmolekuldrni strukturou, jako jsou

116, 117 119-121
2 b

nanodastice nano/mikroemulze!'®,  liposomy, transferosomy,  ethosomy

dendrimery!'?> 123

a dalsi. Vyuziva se jejich vlastnosti jako je mala velikost ¢i pfipadné ménitelna
konformace atvar (liposomy, transferosomy, ethosomy, dendrimery).!%% '3 Vé&tSinou jsou
pfipraveny na bazi biodegradibilnich polymert nebo lipidi, aby se dosahlo jejich nizké
toxicity.!?* 12° Tyto latky maji rizné mechanismy G&inku z4vislé na jejich struktufe a sloZeni.
Lécivo v nich mlze byt enkapsulované nebo navdzané na jejich povrch. Mohou bud’ ptimo
pronikat do SC s enkapsulovanym/navazanym léCivem, zvySovat rozpustnost 1é€iva nebo tvofit
na povrchu okluzivni nanocasticovy film, pod kterym se 1€¢ivo 1épe vstieba. Mnohdy vSak piesny
mechanismus G¢inku neni znam.''"- 116122 Jako pokrogilé systémy lze vyuZit i kombinaci téchto
latek. Napiiklad kombinaci liposomt s dendrimery bylo docileno vyssi enkapsulaéni efektivity

a pozvolného uvolfiovani 1é¢iva z formulace v porovnani se samotnymi liposomy. '
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4. Modely pro vyzkum kozni bariéry

Modely kozni bariéry mohou slouzit pro zakladni vyzkum, kdy napomahaji pochopit
zakladni charakteristiky kozni bariéry (uspofadani lipidi, mechanismus onemocnéni kozni
bariéry) a jejich vliv na permeabilitu. Dal$i mozZnosti je jejich vyuziti v aplikovaném vyzkumu,
kdy se na komplexné&jSich modelech testuji 1éCiva ¢i formulace urcené pro (trans)dermalni podani
(permeabilita, iritabilita aj.). Je tedy dilezité vybrat vzdy pro zamysleny vyzkum vhodny model.
Tato kapitola shrnuje modely od téch nejjednodussich lipidovych az po kultivaci koznich §tépti.

4.1 Monovrstevné a multivrstevné modely lipid SC a jejich

hodnoceni

Jedny znejjednodussich modeld jsou meodely lipidové matrix. Jejich vyhodou je
moznost snadno pozménit obsah lipidd, a tim simulovat rizna kozni onemocnéni. Nejcastéji se
vyuzivaji tfi hlavni bariérové lipidy (Cer, VMK a Chol), které se smisi v ekvimolarnim poméru,
aby jejich mnozstvi odpovidalo fyziologickému sloZeni, ptipadné s 5% wt piidavkem CholS. Lze
vyuzit i Cer izolované z lidského SC doplnéné o VMK a Chol.®® Déle je mozné studovat vliv
jednotlivych podtiid lipida a pfipravit model napiiklad pouze s LA & CerNS.!?”- 128 Kromé toho
je mozné bariérové lipidy nahradit jejich prekurzory nebo degrada¢nimi produkty, ¢imz se
simuluje vznik kozni bariéry nebo onemocnéni s deficitem pfislusnych lipidi.'?* Z takto
ptipravenych vzorkl se dale mohou ptipravit modely monovrstevné nebo multivrstevné. V této

praci byly vyuzity predevsim monovrstevné modely, proto jsou dale detailnéji popsany.

4.1.1 Langmuirovy monovrstvy

Pomoci monovrstevnych modeld (nazyvany také Langmuirovy monovrstvy ¢i
Langmuirovy filmy) Ize studovat lateralni usporadavani lipidd, tedy jejich interakce v oblasti
polarni hlavy ¢& hydrofobnich Fetézct.!** Méfeni probihd na mezifazi kapalina-vzduch
amonovrstevny film je vytvofen nanesenim vzorku s amfifilnimi vlastnostmi na kapalnou
subfazi. Molekuly se tak orientuji polarni hlavou smérem do subfaze, zatimco nepolarni fetézce
smérem ven. Zakladni vybaveni pro pfipravu monovrstev je Langmuirova vanicka
z hydrofobniho materialu, pohyblivé hydrofilni bariéry a Wilhelmyho desticka (Wilhelmy plate,

platinovy pliSek pro méfeni povrchového tlaku) zav&seny na elektronickych mikrovahach.'3!

Zakladni charakteristikou je izoterma, tedy kiivka zévislosti povrchového tlaku (SP,
Surface Pressure) na teoretické ploSe jedné molekuly (MMA, Mean Molecular Area,
Obrazek 11A). SP je vprubéhu méfeni zvySovan priblizovanim bariér a zaznamenavan
Wilhelmyho destickou. Pocateéni MMA je vypocitana z molekulové hmotnosti vzorku.
Z izotermy lze vyvodit dalsi charakteristiky, napfiklad plochu métené smési pii urcitém
povrchovém tlaku, kompresibilitu (stlacitelnost) ¢i fazové prechody. Kompresibilita je
hodnocena jako Modul kompresibility (Cs™) a uréuje elasticitu monovrstvy. Fazové prechody
jsou na kiivce znatelné jako mirna zalomeni (Obrazek 11A), alze rozlisit 4 zakladni faze,
kterymi monovrstva prochazi: plynna (G, gaseous), kapalné-expandovana (LE neboli L1, liguid-
expanded), kapaln&-kondenzovana (Lc neboli L2, liguid-condensed) a pevna faze (S, solid)."3" 13
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Obrazek 11 Langmuirovy monovrstvy. Na panelu A je zobrazena monovrstva na rozhrani voda-
vzduch. BEhem stlaéovani pohyblivych bariér prochazi monovrstva fazovymi prechody, které jsou
zachyceny vpravo na izotermé jako mirna zakfiveni. Panel B schematicky predstavuje odraz
laserového paprsku od monovrstvy, coz je zakladem méreni pomoci Brewsterova Uhlového
mikroskopu. Na panelu C je pak zndzornén pfenos monovrstvy na pevny podklad; takovy vzorek
je podroben méreni na AFM, coz umozni pozorovat domény lipidd.

Dalsi technikou pro pozorovani monovrstev na rozhrani kapalina-vzduch je Brewsteriv
uhlovy mikroskop (BAM, Brewster angle microscope), ktery je umoznuje sledovat v realném
Case. Pristroj vyzatuje pod uhlem 53° (BrewsterGv uhel pro vodné roztoky) laserovy paprsek,
ktery prochazi Cistou subfazi, ale pokud je na povrchu subfaze monovrstva, odrazi se od ni
(Obrazek 11B)."** ** Vystupem je mikrograf o velikosti v fadu mm, ktery zobrazuje domény

lipidd, piipadné na ném lze pozorovat fazové piechody.'*®

Monovrstvy lze pfenést na pevny podklad a dale je hodnotit pomoci mikroskopie
atomarnich sil (AFM, Atomic force microscopy). Pokud je monovrstva vytvorena na polarni
kapalné subfazi a je méné rigidni, je vhodné pro pfenos pouzit techniku Langmuir-Blodgett, kdy
podklad (nejéastéji slidové sklicko) prochazi vertikalné monovrstvou (Obrazek 11C). Diky
interakcim sklicka spolarmni hlavou lipidd dojde k zachyceni monovrstvy. Déle je mozné
monovrstvu prenést technikou Langmuir-Schaefer, kdy je monovrstva zachycena pies svou
hydrofobni ¢ast na hydrofobni podklad.'*> Monovrstvu je vhodné pienést v L. fazi (coz obvykle
odpovida SP 20-40 mN/m)'*? a substrat je vytahovan konstantni rychlosti pomoci piidavného

automatického zafizeni. Po pfenosu je vzorek skladovéan v inertnim prostfedi (pod dusikem) az
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desitek nm. Pro pozorovani lipidl se nejcastéji pouziva kontaktni mod, kdy hrot na kantilevru
skenuje povrch méfeného vzorku. Diky interakcim na bazi atomarnich sil mezi hrotem a vzorkem

se ohyba kantilevr, od ng&j se odrazejici laserovy paprsek je detekovan a vznikd mikrograf. 136137

Velkou vyhodou monovrstevnych modell je moznost vyuZit je pro studium interakei
latek s membranami.'*® 13° V tomto piipadé se k piipravené monovrstvé pfida studovana latka (do
subfaze ¢i shora, zalezi na studovanych interakcich a fyzikalné-chemickych vlastnostech dané
latky) a zmény se hodnoti pomoci zaznamenavani SP/MMA a jejich zmén, BAM ¢i AFM. 139141
Diky tomu je mozné studovat interakce s proteiny (naptiklad enzymy, které se podileji na tvorbé
)142, 143 139, 144

kozni bariéry nebo potenciondlnimi enhancery ¢i nanocasticemi.

4.1.2 Multivrstevné modely

Tyto modely jsou komplexnéjsi, tedy bliz$i uspotadani lipidd ve SC. Roztok (nebo
suspenze) lipidd je sprejovan pomoci Linomatu v nékolika vrstvach na podklad (napft. filtr)
a diky nasledné hydrataci a fizenému zahiivani (nad teplotu tani lipidil) a chlazeni se lipidy
organizuji do lamel.® ' Takto pfipravené membrany se upevni do Franzovych diftznich cel
a mohou byt podrobeny studiu na permeabilitu modelovych permeantd, ztratu vody (TEWL)
nebo prostup iontl (elektricka impedance). TEWL je v dermatologii Siroce vyuzivand metoda,
ktera slouzi jako marker funkcnosti kozni bariéry. Je zaloZzena na stanoveni mnozstvi vody
vypafované z organismu pies epidermis (v pfipadé modelovych membran pies membranu) za
ur¢ity ¢as.'*® 7 Pomoci elektrické impedance se hodnoti odpor membrany nebo SC pro
elektricky proud.'*®

Uspotadani lipidl je pozorovano pomoci infracervené spektroskopie (IR, z angl. infrared
spectroscopy) arentgenové difrakce (XRD, zangl. X-ray diffraction). Obé metody jsou
nedestruktivni, a krom¢ membrén je lze pouZit i pro SC piipadné celou epidermis. IR umoziuje
ameéni tak jejich energeticky stav. To se projevi jako vibrace ve spektru. Pro lipidy jsou
charakteristické valenéni vibrace methylenovych skupin (symetrickd 2848-2854 cm!
a asymetricka 2915-2924 cm™) reflektujici konformaci acylovych fetézct. Pokud je hodnota nizsi
nez 2850 cm’!, Ize piedpokladat orthorombické & hexagonalni uspoiadani, tudiz spravné
bariérové vlastnosti koznich lipidi.'>* ! Dalsi sledovanou oblasti je oblast karboxylu VMK
(1710-1690 cm™) a tzv. amid 1 (1690-1610 cm™) typicky pro Cer.!* 132 Deformaéni vibrace
(ntizkova 1462-1474 cm™ a kyvava 728-720 cm™) vypovidaji o lateralnim uspotadani lipidd.
Nachazi-li se v téchto oblastech spektra (~1468 cm™'; ~720 cm™) dublet (rozdvojeny peak), lze
ztoho vyvodit orthorombické usporadani lipidi. Naopak singlet znaci usporadani
deuterium, ktery vykazuje jiné vinocty. Vyhodou je, Ze Ize pak pozorovat chovani deuterovanych
fetézcll, aniz by interferovaly s vInolty fetézcii vodikovych.!>% 133 XRD umoziiuje studovat
lamelarni usporadani lipidl, konkrétné mezirovinné vzdalenosti (d) jednotlivych lamel a rozlisit
tak LPP, SPP a fazi separovaného Chol. Rentgenovy paprsek o ur¢ité vinové délce (A) dopada na
vzorek pod Braggovym thlem (0). Pokud paprsek dopada na pravidelné se opakujici struktury
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aje splnéna Braggova rovnice 2dsinf=nA, paprsek interferuje ana difraktogramu jsou
pozorovany reflexe (peaky). Hodnota d pak odpovida mezirovinné vzdalenosti jednotlivych

lamel, respektive jeji tloust'ce v nm.% 127

4.2 In vitro modely
In vitro modely neboli 3D bunécné modely, jsou vytvotené kultivaci koznich bunék. Je
mozné piipravit modely pouze epidermis Ci celé kiize. Vyhodou je moznost ziskat modely
upravené genovym inzenyrstvim ¢i z keratinocytll pacientd s riznymi onemocnénimi, které pak

154,155 Nevyhodou je Casova a finanéni néaro¢nost

slouzi k simulaci poruch koZzni bariéry.
a variabilita modeld zptisobend odbérem primarnich bun€k od pacientli. Takto ziskané modely
Ize nésledné vyuzit pro testovani 1é¢iv (permeabilita, iritabilita, toxicita, hojeni ran atd.).* '3
S vyhodou jsou vyuzivany i pii testovani kosmetickych produkti a slozek v nich pouZzivanych,
a to kvili zadkazu testovani téchto latek na zvifatech.!”” V dnesni dob& jsou 3D bun&né modely

i komer¢né dostupné.’

4.2.1 Rekonstruovana lidska epidermis (Reconstructed human
epidermis, RHE)

Jedna se o 3D bunécny model kultivovanych diferenciovanych keratinocyti. Primarni
buiiky jsou ziskany z kiize darcii (nejcastéji predlokti, pfedkozka) po chirurgickych zakrocich.
Diky postupné zméné podminek kultivace (médium, vlhkost, vystaveni vzduchu atd.;
Obrazek 12) je vytvoren stratifikovany model lidské epidermis. Po validaci modelu (viabilita,
morfologické a bariérové vlastnosti), mtize byt dale testovan napiiklad na permeabilitu ¢i

iritabilitu 1é¢iv/1ékovych forem.!*® Primarni keratinocyty je mozné dale geneticky modifikovat

a navodit onemocnéni koZni bariéry.'> 134
OEDCEOK BEOEDID .‘;',ﬂ:.m:';.':'.:
D, Dg: presun na rozhranf D,_15: vyména média
B . vzduch-kapalina obden:; stratifikace
Epilife medium
?;50 000 bU”Ek/'”Se’TD Epilife + vitamin C + KGF Epilife + vitamin C + KGF
37°C, RH 100 %, CO, 5 % 37°C, RH 50 %, CO, 5 % 37°C, RH 50 %, CO, 5 %

Obrazek 12 Priprava rekonstruované epidermis. Na obrazku je schematicky znazornéna
pfiprava RHE dle Frankart et al'>® Primarni keratinocyty jsou nasazeny do insertd
s polopropustnou membranou, diky zméné vnéjsich faktord, dochézi k jejich déleni a diferenciaci.
Vysledné RHE je dosazeno pfiblizné dvanacty den (D12), kdy je jiz dosazeno stratifikace. V pravém
hornim rohu je snimek histologického fezu RHE. (RH=relativni vlihkost, KGF=keratinocytovy
rlstovy faktor.)
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4.2.2 Rekonstruovana lidska klze (Reconstructed human skin, RHS)
RHS je komplexnéjsi model, ktery diky pfitomnosti dermalniho kompartmentu obsahuje

kromé keratinocytil i dermalni buiiky fibroblasty a kolagen. Diky tomu jsou umoznény interakce
mezi fibroblasty a keratinocyty, coZ je diilezité pro udrzeni homeostazy ktize.'* Fibroblasty jsou
nejprve kultivovany v kolagenové matrix apo nékolika dnech jsou na né nasazeny
keratinocyty.'*® Déle je provedeno hodnoceni modelii; kromé biochemickych a histologickych
zkouSek mize byt provedeno i hodnoceni lipidi ve SC pomoci analytickych metod.!®® SC
SC extrahovany a analyzovany pomoci napf. vysokoucinné tenkovrstvé chromatografie (HPTLC,
zangl. high performance thin layer chromatography).®® ' HPTLC umoZiiuje piesné
kvantifikovat bariérové lipidy (jednotlivé skupiny Cer, MK, Chol) i jejich polarnéjsi prekurzory
(GlcCer, SM, fosfolipidy, CholS) diky rozdilné afinité latek ke silikagelu HPTLC desek a zvolené
mobilni fazi. Pro dosazeni dostate¢ného rozdéleni latek je potieba zvlast’ kvantifikovat bariérové
lipidy azvlast jejich polarni prekurzory (jind mobilni faze, viz Experimentalni Ccast
3.2.1.2 Analyza SC ziskaného z RHS). Analyzované latky jsou na desky nanaSeny spolecné se
standardy, ze kterych je pak sestavena kalibraéni kiivka pro vypocet koncentrace vzorki.”

4.3 Ex vivo modely
Ex vivo experimenty na kizi Ize vyuzit napfiklad pro stanoveni ucinnosti a bezpecnosti
1é¢iv, vyzkum hojeni ran, starnuti kiize atd.'®" 12 Mohou byt provadény na kizi zvifeci ¢i lidské.
Casto je vyuzivana praseéi kiize, ato pro svoji dostupnost a podobnost s kiizi lidskou.'®® Pfi
vyuziti lidské ktize jsou kozni $tépy nejéastéji ziskané od darcti podstupujici plastické operace
v oblasti bficha ¢i prsou a je nutné mit tento proces schvaleny etickou komisi. Nevyhodou ex vivo
modelt je variabilita kiize od riznych darch. Zaroven neni mozné modifikovat slozeni ¢i

morfologii modeld, tak jak tomu bylo u ptedchozich dvou skupin.

4.3.1 Permeacni pokusy

Pro permeacni pokusy neni vétSinou potieba udrzet kiizi biochemicky aktivni, dilezita je
jeji bariérova funkce. Kuzi je tedy mozné zmrazit a uchovavat po operaci del$i dobu az do
permeace.'® 15 Po odstranéni podkoZniho tuku se vyuziva bud’ kiize pIné tloustky (angl. full-
thickness skin, priblizna tloustka 0,9-1,2 mm) nebo klze upravena na specifickou tloustku
pomoci dermatomu (tzn. Casteéné odiiznuti dermis, tloustka nejcast&ji 0,2-0,5 mm).!6 167
Permeacni pokusy probihaji v modifikovanych Franzovych difaznich celach, kde je napnuta
ktze epidermis nahoru (Obrazek 13). Vrchni ¢ast cely (donorova) slouzi pro aplikaci permeantu,
respektive formulace, spodni (akceptorovd) simuluje vnitini prostfedi organismu.'® Po
probéhnuti permeace je pomoci vhodné analytické metody (vétSinou vysokoucinné kapalinové
chromatografie, HPLC) sledovana koncentrace permeantu v jednotlivych kompartmentech.
Akceptorova faze je odebirdna v danych Casovych intervalech a je pfimo analyzovéna. Ktize se
po ukonceni experimentu oddéli na epidermis a dermis a 1é¢ivo je extrahovano do extrakéniho
¢inidla, které je analyzovano. Béhem pokusu Ize také sledovat propustnost kiize pro vodu (TEWL)
nebo ionty (elektrickd impedance), ¢ehoz se vyuziva predevsim pii studiu reverzibility a¢inku

enhancert. 4719
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Obrazek 13 Schéma permeacniho experimentu. Vlevo je modifikovana Franzova difuzni cela;
sklada se z horni donorové casti (aplikace permeantu), drzakd, které upevnuji kGzi a vymezuji
permeacni plochu a spodni akceptorové ¢asti naplnéné fosfatovym pufrem (michan magnetickym
michadlem). Tyto cely jsou umistény ve vodni lazni s teplotou udrzovanou na 32 °C. Béhem
experimentu jsou raménkem odebirany vzorky akceptorové faze. Po ukonceni pokusu je z kiize
odstranéna formulace a po vyseknuti permeacni plochy je oddélena epidermis od dermis.
Permeant je z jednotlivych vrstev kiize extrahovan do daného cinidla a vSechny ziskané roztoky
jsou podrobeny HPLC analyze.

4.3.2 Kultivace lidské kGize (Human skin organ culture, HSOC)

Kultivaci lidské ktize 1ze v odborné literatute nalézt pod anglickymi pojmy Auman skin
organ culture (HSOC), human skin explant nebo ex vivo skin."’% "' Hlavni vyhodou HSOC je
komplexnost a biochemicka aktivita, ze vSech uvedenych modeli je tento nejblizsi klinické
realité. HSOC obsahuje na rozdil od 3D bunéénych modelt celé spektrum kozZnich bunék
a proteint a diky pfitomnosti derméalnich papil, které spojuji epidermis a dermis, je oproti 3D
modeltim daleko mechanicky odolnéjsi. To usnadiiuje manipulaci béhem kultivace i naslednych
experiment(.!’’ Na HSOC Ize naptiklad navodit zanét, poskozeni UVB zéafenim nebo mechanické
ochranu kiize pied UVB zafenim nebo hojeni ran.!”""!'”* HSOC se kultivuje za stalé teploty
a vlhkosti (37 °C, 5% RH) v médiu obvykle zvoleném podle typu klize. Pro kizi ziskanou
z abdominalni plastiky se nejc¢astéji pouziva DMEM (Dubelco s modified eagle medium). HSOC
lze kultivovat 7-9 dni, je vSak potieba pribézn¢ provadét testovani viability a monitorovat
metabolickou aktivitu. Po delsi dobé kultivace dochazi i k morfologickym zménam, jako je
odd¢lovani epidermis od dermis nebo jednotlivych vrstev epidermis. Nevyhodou kultivace HSOC

je riznorodost darcd, je tedy vhodné zafadit do experimentu ki vice jedinct.!”% 171 174
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Experimentalni Cast

V experimentalni Casti je nejprve souhrnné uveden seznam chemikalii, materialu

a pristroji pouzitych v této praci. Nasleduje déleni experimentii podle modeli, které byly ke

studiu latek ovliviijicich kozni bariéru vyuzity. Tato Cast poskytuje informace o konkrétnich

metodach a shrnuje publikované ¢i popisuje nepublikované vysledky prace. Pokud se jednalo

o spolupraci, je také v textu vysvétleno mé zapojeni do projekti.
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1.1

1.2

1.3

Material a chemikalie

Lipidy
CerAP, CerAS, CerNP, CerNS, GlcCer, dipalmitoylfosfatidylocholin (DPPC)
a dihexanoylfosfatidylcholin (DHPC), (Avanti Polar Lipids, USA).

CerEOS, CerEOP, deuterovany CerNS (dCerNS), (syntéza Dr. Opalka, Farmaceuticka
fakulta, UK!3175),

Cholesterol z lanolinu (Chol), cholesteryl sulfat (CholS), cholesteryl palmitat (CholE),
kyseliny palmitova, stearova, arachidonova, behenova a lignocerova (LA), sfingomyelin
(SM) z hovéziho mozku, fosfolipidy z vajecného bilku, (Merck, Némecko).

Deuterované analogy kyselin ({VMK), (C/D/N isotopes, Kanada).

Permeanty a enhancery kozni permeace
Cidofovir (CDV), 5-fluorouracil (5-FU), Luciferova zlut’, propylenglykol (PG), (Merck,

Némecko).

Bornyl 6-(dimethylamino)hexanoat (B-DAK), citronellyl 6-(dimethylamino)hexanoat
(C-DAK), cinnamyl 6-(dimethylamino)hexanoat (Ci-DAK), (syntéza Dr. Kopecna,

Farmaceuticka fakulta, UK'7).

Polyamidoaminodendrimery s ethylendiaminovym jadrem a aminoskupinami na periferii
(nulta az tfeti generace, chlorovodikové soli: GO-HCIl, G1-HCI, G2-HCIl, G3-HCI),
(syntéza Dr. Paraskevopoulos, Mgr. Houskova a Mgr. Chladova, Farmaceuticka fakulta
UK177, 178)‘

Chemikalie pro pripravu pufrd, subfazi a detekcnich roztoku
Dodekahydrat hydrogenfosforecnanu disodného, gentamicin sulfat, p-glukosidaza
z mandli, taurodeoxycholat sodny (TDCH), komeréné dostupné PAMAM dendrimery
prvni az ¢tvrté generace (G1-G3), dispaza (Merck, Némecko).

Chlorid sodny, hydroxid sodny, chlorid draselny, dihydrat hydrogenfosfore¢nanu

sodného, kyselina fosfore¢na, siran méd’naty (Lachema, CR).

Nylonové filtry (0,45 pm), (Fisher Scientific, EU).



1.4

1.5

Kultivacni media, suplementy
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), (Fisher Scientific, EU).

Dermalife, Epilife (CellSystems, Germany).

Chlorid vapenaty, keratinocytovy rastovy faktor (KGF), vitamin C (Merck, Némecko).

Chemikalie, proteiny a protilatky pro elektroforézu a jeji

hodnoceni

1.6

1.7

1.8

1.9
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Glycerol, glycin, 2- merkaptoetanol, dodecylsulfat sodny, bromfenolova modt, tris-baze,
akrylamid, N,N,N’,N'-tetramethylethylenediamin, persulfdit amonny, Ponceau S, ECL
Prime kit®, Tween 20, krali¢i protilatka proti PNPLA1, (Merck, Némecko).

Mysi protilatka proti aktinu 1501 (Millipore, USA).

S peroxidazou konjugované sekundarni protilatky proti krali¢i (SouthernBiotech, USA)
a mys$i primarni protilatce (Bethyl Laboratories, USA).

Rozpoustédla
Rozpoustédla v HPLC kvalité (Merck, Némecko).

Voda byla deionizovana, destilovana a filtrovana systémem Millipore Q (Farmaceuticka
fakulta, UK).

HPLC kolony
SeQuantTM ZIC®-HILIC (5 pm, 200 A) 150-4,6 mm, LiChrospher® 100 RP-18 (5 um),
LiChroCART® 250-4 (Merck, Némecko).

Pomocny material pro pfipravu modell
Slidova sklicka (15 x 15 mm), (SPI Supplies, USA).

Kryci sklicka (22 x 22 mm), (Erie Scientific LLC, USA).
Polykarbonatové membrany (0,015 pm), (Whatman, UK).
Polykarbonatové inzerty (primér 0,63 cm?, velikost porti 0,4 um), (Millipore, USA).

6 a 96jamkové desticky, Petriho misky (primér 3,5 cm), (Merck, Némecko).

Lidska kaze a izolace lipid(
Lidska kize z abdominoplastik; Sanus prvni privatni chirurgické centrum (Hradec
Kréalové, CR). Schvaleno Etickou komisi pii Sanus prvni privatni chirurgické centrum

a provadéno dle Helsinské deklarace. VSichni pacienti podepsali informovany souhlas.

Trypsin z praseci slinivky, hlinikové TLC desky se silikagelem 60 F 254, sklenéné
HPTLC desky se silikagelem (20 % 10 cm), (Merck, Némecko).
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Pristrojové vybaveni

Monovrstvy a jejich hodnoceni

Langmuirova vanicka KN 1003 (medium), Langmuir-Blodgett vanicka KN 2001 (small),
delrinové bariéry KN 0040, platinova Wilhelmyho desticka KN 0002, Brewstertiv thlovy
mikroskop MicroBAM, softwarare (KSV NIMA, Finsko).

Mikroskop atomarnich sil VEECO CP II, kontaktni méd, CONT20A-CP Si sonda, Veeco
DI SPMLab NT 6.0.2 software; Dimension ICON, silikonova sonda, SCANASYST-AIR,
NanoScope Analysis software (Bruker Corp., Billerica, USA).

Multivrstvy a jejich hodnoceni, HPTLC
Linomat V, automatickd vyvijeci komora ADC2, Scanner 3, software VisionCats

(Camag, Svycarsko).

IR spektrometr Nicolet 6700 (Thermofisher, USA) vybaveny krystalem MIRacle ATR
ZnSe (PIKE Technologies, USA). K vyhodnoceni byl vyuzit software Bruker OPUS.

Rentgenovy difraktometr X'Pert PRO 0-0 (PANalytical B.V., Nizozemsko) s Bragg-
Brentano geometrii, za pouziti CuKa radiace, detektorem PIXCEL a softwarem X'Pert
Data Viewer software (PANalytical B.V., Nizozemsko).

Kultivace a hodnoceni RHE
Inverzni mikroskop EVOS, epitelidlni voltmetr EVOM2m se sondou ENDOHM 12,
fluorimetr Varioskan Flash (Thermofisher, USA).

Modularni systém pro vertikalni elektroforézu na dvou gelech Criterion™, zdroj
PowerPac™, Quantity One 1-D software pro analyzu (Bio-Rad, USA).

Svételny a fluorescencni mikroskop Nikon Eclipse 80i vybaveny fotoaparatem DXM
1200 a softwarem NIS Elements AR (Nikon, Japonsko).

Zatizeni pro tape-stripping D'Squame® se 7 mm disky (Monaderm, Francie).

Vybaveni pro LC-MS/MS analyzu Aquity I-class UPLC aXevo TQ-S “triple-
quadrupole” (Waters, USA).

Permeace
Sklenéné modifikované Franzovy diftzni cely s objemem 6-7 ml (permeaéni plocha

0,5-1 cm?) nebo 10-12 ml (permeaéni plocha 2 cm?).

Vyhfivand vana na permeace (Memmert, Némecko) s magnetickou vicemistnou
michackou VARIOMAG (Thermofisher, USA).
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HPLC Schimadzu Prominence (Schimadzu, Japonsko) skladajici se z: pumpy LC-20AD
s odplynovacem DGU-20A3, autosampleru SIL-20A HT, termostatu kolony CTO-20AC,
UV detektoru SPD-M20A, modulu CBM-20A a softwaru LCsolutions 1.22.

TEWL-metr Aquaflux™ AF200 Evaporimeter (Biox, Velka Britanie).

Zpracovani grafll a statistické hodnoceni
Program GraphPad Prism, verze 8.2.1 (GraphPad Software, USA)



3.  Experimenty na pripravenych modelech

3.1 Lipidové modely

Lipidové modely simuluji extracelularni matrix ve SC a byly vyuzity diky moznosti
a pozorovat tak lateralni uspotfadani lipidi nebo multivrstevné a zamétit se na lameldrni
uspoiadani. Tyto dvé techniky je vhodné kombinovat, protoze kazda z nich dokaze odhalit jiné
zmeény v lipidovém modelu. Lipidové modely jsou ze vSech modeld uvedenych v této praci
nejjednodussi (nejvzdalenéjsi od opravdové struktury kiize). AvSak dokézou simulovat diilezitou
¢ast kozni bariéry — lipidovou matrix. Diky tomu lze sledovat izolované vlivy riznych faktord
nebo latek pouze na tuto dilezitou ¢ast kozni bariéry. Bylo tedy ideélni pouzit tyto modely pfi
(1) testovani vlivu kyselého pH na schopnost lipidi tvofit multivrstevné utvary dilezité pro
bariérovou funkci kiize (prvoautorska publikace Novackova et al 2021,'” P¥iloha 1). Pfi vyuZiti
biochemicky aktivnich 3D bunécnych kultur, koznich $tépti nebo dokonce geneticky upravenych
mysi by bylo slozité oddélit vliv pozménéného pH na enzymatické pochody probihajici v kiizi
(syntéza Cer z prekurzorit) od vlivu na usporadani lipidi. Dale byly lipidové modely vyuzity
k pozorovani interakci lipidd (2) senzymem B-glukosiddza (nepublikovana data) nebo

(3) s potencionalnimi permeacnimi enhancery (PAMAM dendrimery, nepublikovana data), kde

rrrrrrr

V této kapitole je tedy uvedena nejprve metodika pro ptipravu lipidovych vzorkl (véetné
izolace lipidi SC) a nasleduje piiprava monovrstev a multivrstev a jejich hodnoceni (izotermy,
AFM, BAM; FTIR). Dalsi ¢ast prezentuje ziskané vysledky rozdélené do tii projektd uvedenych

v textu vyse.

3.1.1 Priprava vzorku

Vzorky ze syntetickych lipidi byly pfipraveny rozpusSténim jednotlivych lipida
v koncentraci 1 mg/ml ve smési rozpoustédel chloroform/methanol 3:1 (v/v) a smisenim do
pozadovanych smési. Izolované lipidy byly ziskdny z klizi pacientli podstupujicich plastické
operace podle jiz validovanych metod. Stru¢né, podkozni tuk byl odstranén skalpelem
a epidermis byla odd¢lena od dermis tepelné (pii 60 °C). Epidermis byla inkubovéana (24 h, 32 °C)
s trypsinem pro ziskani SC.'® Lipidy byly ze SC extrahovany postupné smési rozpoustédel
chloroform/methanol 2:1, 1:1, 1:2 (v/v) po dobu dvou hodin, zfiltrovany, rozpoustédlo bylo
odpafeno a lipidy vysuseny pod vakuem.'®! Nakonec byly lipidy piecistény pomoci sloupcové

chromatografie podle dfive publikované metody,'*’

s vyuzitim nasledujicich mobilnich fazi:
chloroform/kyselina octova 99:1 (v/v), chloroform, chloroform/methanol 100:1, 50:1, 10:1, 3:1,
2:1,1:1, 1:2, 1:4, 1:8 (v/v), methanol. Na vakuové odparce bylo odstranéno rozpoustédlo a lipidy
byly dosuSeny pod vakuem. SloZeni ziskanych lipidi bylo ovéteno pomoci HPTLC analyzy podle
jiz validovaného postupu.”- 16

Slozeni jednotlivych vzorkti bylo pro monovrstvy (a) ekvimolarni smés lipida
(GlcCer/VMK/Chol), kde byl GlcCer postupné nahrazovan (25, 50, 75, 90, 95,100 %) CerNS;

(b) ekvimolarni smés CerNS/LA/Chol a 5% wt CholS (c) lipidy izolované z lidského SC. Pro
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multivrstvy byla vyuZita (d) ekvimolarni smési lipidi (CerNS/VMK/Chol), kde VMK nebo
VMK a CerNS byly deuterovany. Pro prehlednost je rozdéleni vzorkd pro jednotlivé experimenty

uvedeno v Tabulce 1.

Tabulka 1 SloZeni jednotlivych vzorku a prehled experimenti.

SloZeni smési (molarni podil) Provedené experimenty
(@) GlcCer/VMK/Chol (1:1:1) (1) Vliv pH na usporadani lipid{
GlcCer/CerNS/VMK/Chol (0,75:0,25:1:1) (2) Interakce s enzymem

GlcCer/CerNS/VMK/Chol (0,5:0,5:1:1) B-glukosidaza

GlcCer/CerNS/VMK/Chol (0,25:0,75:1:1)

D
.
% GlcCer/CerNS/VMK/Chol (0,1:0,9:1:1)
s
g GlcCer/CerNS/VMK/Chol (0,05:0,95:1:1)
CerNS/VMK/Chol (1:1:1)
(b) CerNS/LA/Chol + CholS (1:1:1 + 5 % wt) (3) Interakce s dendrimery
() Lipidy izolované z lidského SC (1) Vliv pH na usporadani lipid(i
(3) Interakce s dendrimery
> (d) CerNS/VMK/Chol (1:1:1) (1) Vliv pH na usporadani lipid(i
13 (hodnoceni pomoci IR)
£ CerNS/dVMK/Chol (1:1:1) P
-
g dCerNS/dVMK/Chol (1:1:1)
3.1.2 Metody
3.1.2.1 Langmuirovy monovrstvy a jejich hodnoceni

Langmuirovy monovrstvy byly vyuZity v publikaci Nova¢kova et al 2021'”° (P¥iloha 1),
kde byly pfipraveny monovrstvy ze syntetickych smési a s pomoci Dr. Ruzickové monovrstvy
z lipidi izolovanych z lidského SC. Dale byly vyuzity pii nepublikovanych experimentech
s enzymem [-glukosiddzou a pilotni studii s PAMAM dendrimery. Je zde tedy rozepsana

metodika tykajici se téchto experimentd.

Langmuirovy monovrstvy na rozhrani kapalina-vzduch byly pfipraveny na zaklad¢ jiz
validovanych metod,'®? pii pouziti vani¢ky KN 2001 (aplikace 10ul vzorku) nebo KN 1003 (30 pl
vzorku). Méfeni probihalo pfi teploté 32 °C a pH 5,5 (10mM isotonicky octanovy pufr) nebo 7,4
(10mM isotonicky fosfatovy pufr). Na povrch subfaze byl nanesen vzorek a po 15minutovém
odpareni rozpoustédla byly pfiblizovany bariéry (10-20 mm/min) a zaznamenany SP/MMA
izotermy. Po dokonceni méfeni byla vanicka vyciSténa a postup zopakovan. Pii vyuziti BAM byla
zvolena vani¢ka KN 1003, jinak se podminky neli$ily. Langmuir-Blodgett technika pro pfenos

monovrstev na pevny podklad byla provedena na KN 2001 se slidovym sklickem zanofenym do
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subfaze. Po stlaeni bariér na 20 mN/m byla monovrstva ekvilibrovana na 15 min, sklicko bylo
vertikaln¢ vytazeno (2 mm/min) a uchovavano pod dusikem do métfeni na AFM. Na AFM byl
vyuzit kontaktni mod a probihalo na VSCHT v Praze (prof. Slepi¢ka).

Pokusy s enzymem (B-glukosiddza) probihaly na rozhrani kapalina-vzduch. Enzym byl
nejprve testovan ve vialkach na svou aktivitu (jednalo se o B-glukosidazu z mandli). Do subfaze
o pH 5,5 byl piidan TDCH, ktery slouzi jako aktivator enzymu in vitro.'®* Roztok obsahoval
enzym o koncentraci 5 pg/ml s ptidavkem TDCH v koncentraci 0,1 mg na 1 mg enzymu. Na
povrch vialky bylo naneseno 15 pl GlecCer a po ur¢itém casovém intervalu (0-24 h), kdy byly
vzorky inkubovany pfi 37 °C, byl experiment ukoncen pfidanim chloroformu. Lipidy byly
vytfepany do smési organickych rozpoustédel chloroform/methanol 2:1 (v/v) a extrakt byl
odparen. VysuSeny extrakt byl nafedén na 90 pl v chloroform/methanol 2:1 (v/v) a najednou
nastiiknut na HPTLC desku pro kvantitativni hodnoceni lipidd. Jako standardy pro tvorbu
kalibracni kiivky byla pouzita smés CerNS (100 pg/ml), GlcCer (100 pg/ml), TDCH (200 pg/ml),
Chol (200 pg/ml) a LA (200 pg/ml). Roztok standardi byl Linomatem pod proudem dusiku
nanesen na desku zaroven se vzorky. Desky byly vyvinuty v automatické komote ADC2 do vysky
85 mm pomoci mobilni faze rozdilné pro eluci GlcCer (chloroform/methanol 5:1, v/v) a CerNS
(chloroform/methanol/kyselina octova 95:4,5:0,75, v/v/v). Lipidy byly derivatizovany
a kvantifikovany podle jiz validované metody.” Stru¢né popsano, tato metoda spo¢iva v ponoieni
desky do detekeni smési (7,5% siran méd’naty, 8% kyselina fosfore¢na a 10% methanol ve vod¢)
na 10 s anaslednému zahtati na 160 °C po dobu 20-30 min. Dale je deska densitometricky
prevedena skenerem do softwaru a vyhodnocena. Pro pokusy na Langmuirové vanicce byl enzym
vpraven injekéni stiikackou pod monovrstvu stlacenou na 12+3 mN/m a byly hodnoceny (a)
zména SP (ASP) a (b) chovani domén pomoci BAM. Kvili aktivaci enzymu experiment probihal

pii 37 °C po dobu 8 h (specialné upravena vanicka proti vypafovani subfaze).

Interakce lipidi s dendrimery byly sledovany na rozhrani kapalina-vzduch za
pfitomnosti dendrimerd v subfazi. Komeréné dostupny roztok rozdilnych generaci PAMAM
dendrimeri (G2-G4) byl pipetovan v koncentraci 2,5; 5; 10 nebo 20 uM do pfedem pfipraveného
isotonického octanového pufru o pH 5,5. Na takto pfipravenou subfazi bylo naneseno 10 uL
lipidového vzorku a pfi teploté 32 °C probihalo pozorovani monovrstev pomoci izoterm podle

vyse popsaného postupu.

3122 Multivrstevné modely a jejich hodnoceni
Multivrstevné modely byly vyuzity v publikaci Novackova et al 2021'" (P¥iloha 1).

Syntetické smési, které byly CasteCn¢ deuterované, byly podrobeny IR analyze (popsano dale
v textu). Dale byly spoluautory Dr.Sagrafena, Dr. Pullmannovou, Dr. Paraskevopoulosem,
Dr. Mazumder a Dr. Dwivedi provedeny experimenty s lipidy izolovanymi z lidského SC
a samotnym izolovanym SC (permeacni studie a XRD hodnoceni). Je zde tedy uvedena podrobna
metodika k pfipravé modell ze syntetickych lipida a jejich hodnoceni pomoci IR. Detailni popis

metodiky k izolovanym lipidim a samotnému izolovanému SC je uveden v publikaci.

Lipidy byly rozpustény ve smési rozpoustédel hexan/ethanol 2:1 (v/v) na koncentraci

1 mg/200 pl). Pomoci Linomatu byl roztok o objemu 100 pl sprejovan pod proudem dusiku (tlak
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5 bar) na podkladova skli¢ka vzdy dvakrat, a to pii rychlosti 10,2 pl/min, na plochu 10 mm?2. Mezi
jednotlivym sprejovanim bylo vzdy sklicko oto¢eno po sméru hodinovych rucicek, aby doslo
k rovnomérnému nésttiku. Nasprejované vzorky byly pfes noc hydratovany pfi teploté 70 °C pfi
dvou rozdilnych pH (5,5 nebo 7,4) ponofenim do pufri, které byly pripraveny stejnym zptisobem
jako pro monovrstvy. Sklicka byla ekvilibrovana do druhého dne pfi laboratorni teploté
a podrobeny IR analyze. IR analyza probihala pomoci metody Fourierovy transformace (FTIR)
za laboratorni teploty. Vzorek byl seskrabnut ze sklicka, nanesen na ATR krystal a bylo
provedeno 256 skend pii rozliSeni 2 cm!.
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3.1.3 Vysledky a diskuze
(1) Vliv pH na uspofadani lipida a tvorbu multivrstev p¥i formovani kozni
bariéry
Vysledky jsou shrnuty v publikaci Novackova et al 2021'” (P¥iloha 1). Tomuto
vyzkumu jsem se vénovala béhem celého studia a jedné se o hlavni vystup této prace. Publikace
vznikla ve spolupraci s kolegy ze Skin Barrier Research Group az VSCHT v Praze, podil na
publikaci je uveden v ptiloze. V podkapitole (2) jsou pak popsany experimenty s enzymem, které

s touto praci také souvisi, ale dosud nebyly publikovany.

Cilem préce bylo in vitro simulovat vznik kozni bariéry a odhalit faktory, které tento
proces ovliviiuji. Nejprve byl sledovan vliv prekurzoru GleCer na uspotfadavani lipida do
monovrstvy. GlcCer byl obsazen v ekvimolarni smési lipidd, kde ho postupné nahrazoval CerNS,
na ktery se pti vzniku kozni bariéry enzymaticky pfeménuje. Zaroven bylo méteni provedeno za
neutralniho a kyselého pH, coZ simuluje zmény v jednotlivych ¢astech SC. Na Obrazku 14 jsou
reprezentativni izotermy jednotlivych smési pii pH 7,4 (Cerna) a pH 5,5 (Cervenad). Z izoterm
vyplyva, ze pH ovlivituje uspotradani lipidit do monovrstev — pfi kyselém pH zaujimaji molekuly

lipidt mensi plochu, coZ je pravdépodobné zpisobeno VMK, které nejsou ionizované.'$*

GlcCer/FFAs/Chol GlcCer/Cer/FFAs/Chol GlcCer/Cer/FFAs/Chol GlcCer/Cer/FFAs/Chol
1:1:1 0.75:0.25:1:1 0.5:0.5:1:1 0.25:0.75:1:1
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Obrazek 14 Izotermy lipidickych smési s postupnou nahradou GlcCer za Cer. Grafy jsou
sefazeny podle postupné ubyvajiciho GlcCer, ktery je nahrazovan CerNS. Cerné jsou znaceny
izotermy nahravané pfi pH 7,4; cervené pfi pH 5,5. (Reprezentativni izotermy, n > 4.)
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Kdyz koncentrace Cer ve vzorcich pievysila koncentraci prekurzoru GlcCer, lipidy pfi
neutralnim pH zaujimaly daleko vysSi plochu jedné molekuly (MMA) v porovnani s teoretickou
MMA (vypocitand z MMA individualnich lipid; Obrazek 15). Naopak pti kyselém pH MMA
smési odpovidala teoretické MMA. Tato data naznacuji, Ze vlastnosti lipidi SC se méni béhem

keratinizace v zavislosti na pH.

[4 pH 7.4 experimental
--- pH 7.4 calculated

n
o

N
(&3]
T

Mean molecular area
at 20 mN/m [A?]
w A
a2

O pH 5.5 experimental
30'-'-- pH 5.5 callculateg

GlcCer 1 0.75 0.5 025 ©
Cer 0 025 05 075 1

(GlcCer/Cer/FFAs/Chol)

Obrazek 15 Teoreticka vs. experimentalni plocha jedné molekuly (MMA) pfi povrchovém
tlaku 20 mN/m. Na ose x je vyznacena ménici se koncentrace GlcCer/Cer. Cerné jsou znaceny
hodnoty pfi pH 7,4; Cervené pfi 5,5. Symboly oznaduji experimentalni plochu, zatimco prerusovana
cara znadi teoretickou plochu, kterd byla vypoditdna z MMA jednotlivych lipidG. (Prdmérné
hodnoty +SD, n > 4, * znaci signifikantni rozdil mezi pH 5,5 a 7,4, p<0,05, neparovy Mann-Whitney
test)

Pro lepsi pochopeni na izotermach pozorovaného chovani byly monovrstvy pieneseny na
slidova sklicka. Pomoci AFM bylo prokazano, ze pti neutralnim pH lipidové filmy tvoii dveé
hlavni domény (rozdil ~1,1 nm), bez ohledu na obsah GlcCer (Obrazek 16; grafické znazornéni
vysky domén je na Obrazku 17A). Avsak pii kyselém pH se takto chovaly jen smési s vysokym
obsahem GlcCer.

Cer/GlcCer ratio

FCerFFAs/Chol
h1:1:1 BN

(GIcCerCerFFAS/Chol B
0.25:0.75:1:1

20

pH 5.5

-20

Obrazek 16 AFM mikrografy smési pfenesenych na pevny podklad. V horni fadé jsou smési
pfi pH 7,4; v dolni fadé pri 5,5. Slozeni smési je popsano v bilém obdélniku, vzorky jsou fazeny dle
pfibyvajiciho mnozstvi Cer ve smésich (znazornéno klinem v horni ¢asti obrazku). Na mikrografu
vzorku bez prekurzoru pfi kyselém pH je Sipkami vyznacena oblast, kterd byla podrobena sek¢ni
analyze zndzornéné na Obrazku 17B. (Reprezentativni mikrografy, n=3.)
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Kdyz obsah Cer prevysil obsah GlcCer, byly pozorovany svétlé ostriivky prevySujici
primarni vrstvu o 10-14 nm. Tento vySkovy rozdil odpovida Ctyfem na sebe navrstvenym
monovrstvam (Obrazek 17B), coz koreluje s vysledky z XRD nasi vyzkumné skupiny

provedenymi na multivrstevnych modelech smési se slozenim Cer/VMK/Chol. !

A 8 e B 15 #* cenrrAsichal
B p -2 (multllayers e
= :Ié'_{ g i _ {‘L‘l.j), pJ_f|5.5
8 E > = -/ Q c 10 aa? Y A PR
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£ 3L
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‘D 2t P e J-_-Ji--:f“
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GlcCer 1 075 05 025 0 0 04 08 1.2
Cer 0 025 05 075 1 T
(GlcCer/Cer/FFAs/Chol)

Obrazek 17 Vyskové rozdily jednotlivych fazi zobrazenych pomoci AFM. Na panelu A je
prehled jednotlivych smési (oznadeno na ose x). Cerné jsou znaceny rozdily vysek fazi pfi
neutrdlnim pH, &ervené prazdné kolecko znadi vyskovy rozdil pfi kyselém pH a Cervené piné
kolecko oznacuje vyskovy rozdil pfi kyselém pH v pfipadé, ze byla pozorovana tvorba multivrstev.
(Primérné hodnoty +SD, n=10.) Na panelu B je pak vyskovy profil vybrané smési (smés bez
prekurzoru pfi kyselém pH) a naznaceni vzniku multivrstev. Sipky oznacuji misto na snimku (viz
Obrazek 16), které bylo podrobeno sekéni analyze.

rrrrr

VMK, které pii pH 7,4 monovrstvu stabilizuji. Tomu odpovida i v literatuie nalezené chovani
liposomu z lipidt SC, které vykazovaly vys§i stabilitu pouze pii vyssich hodnotach pH."*® Bylo
navrzeno, ze mechanismem pro tento jev by mohla byt hydrofobni nekompatibilita rigidnich Cer
acylovych Fetézeu apohyblivych fetézcti sfingosinovych fetézci Cer, ktera zpusobuje
energetické znevyhodnéni uzaviené (hairpin) konformace Cer.”! Kvili této nekompatibilité pak
nejspis dochazi k remodelaci membrany do multivrstev, kde Cer je v oteviené konformaci se

sdruzenymi rigidnimi a mobilnimi fetdzci.%?

Pro potvrzeni této hypotézy, byla smés Cer/VMK/Chol po nastfiknuti Linomatem,
hydratovana pufrem o pH 5,5 ¢i 7,4 a podrobena FTIR méteni. Pii kyselém pH byla vétsina lipida
v dobie usporadané orthorombické konformaci, coz se projevilo jako dublet v niizkové vibraci
(dublet je zptuisoben diky tésnému usporadani fetézct, které umoznuje coupling vibraci mezi nimi,
Obrazek 18i)). Naopak deuterace VMK zpusobila CH; a CD; singlet v oblasti niizkové vibrace
(Obrazek 18ii)). To navrhuje dobrou misitelnost VMK a Cer, protoZe coupling vibraci, ktery
zpisobuje vznik dubletu, se nevyskytuje mezi C-H a C-D vazbami.'*® Pii deuteraci VMK
a zaroven Cer (deuterace na acylu) byl dublet posunut do CD; oblasti (Obrazek 18iii)), coz znaci
sdruzovani acylu Cer a VMK bez naruseni Chol nebo sfingosinovym fetézcem Cer
(nedeuterované fetézce by oslabily tuto reflexi). Z toho lze usoudit, Ze Cer uprednostiiuji
otevirenou konformaci, kde je jejich acylovy fetézec sdruzeny s neionizovanou VMK, zatimco
sfingosinovy fetézec se sdruzuje s Chol, coz je v souladu s jiz publikovanymi daty.”" '3> Na

druhou stranu, pfi neutrdlnim pH byly ve vSech deuterovanych vzorcich viditelné singlety
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v oblasti ntuzkovych vibraci, které naznacuji miseni deuterovanych a nedeuterovanych lipida.
Okyseleni tedy zplsobuje sdruzovani VMK a acylovych fetézci Cer, které by mohlo byt
klicovym momentem ve vzniku lipidovych multivrstev.

i) i) ) o.FFAs!
Cer/FFAs/ Cer/ d-Cer acyl
d-FFAs h
|".\ A Cp°' n sphchain/| T

[ I Chol ||

pH 5.5

pH 7.4

Wavenumber [cm'1]

Obrazek 18 FTIR spektra smési v multivristevném modelu po deuteraci jednotlivych slozek.
Cerné jsou vyznaceny vyfezy z reprezentativnich spekter pfi neutralnim pH, cervené pfi kyselém
pH. Vzorky se liSily deuteraci jednotlivych slozek: i) nedeuterovand smés Cer/VMK/Chol,
(i) deuterace VMK, iii) deuterace VMK a acylu Cer.

Me¢ieni monovrstev bylo opakovano i s lipidy izolovanymi z lidského SC, tedy smési
blizsi fyziologickému slozeni SC. Izolované lipidy byly chromatograficky pteciStény a jejich
sloZeni bylo ovéteno pomoci HPTLC (Obrazek 19A). Poté byly naneseny na subfazi o pH 5,5
nebo 7,4. Izotermy izolovanych lipidd byly v porovnani se syntetickymi lipidy méné strmé a na
izotermé byl viditelny fazovy prechod kolem 22-23 mN/m, ktery byl vice znatelny pti kyselém
pH (Obrazek 19B). V porovnani se syntetickymi lipidy mély monovrstvy z izolovanych lipidl
daleko nizsi modul kompresibility (<100 mN/m vs. Cer/VMK/Chol pH 7,4 = 385 mN/m oproti
pH 5,5=513 mN/m), to mize byt zpilisobeno komplexnosti smesi, predev§im pfitomnosti

acylCer.!87- 188

A B

Human stratum

—= 60
corneum lipids E " —oH74
Z 50- P g
E "t
s Chol S 40
— w r
}FFAs @ 30
_EOdSEOS & o f
2 (e o 20
o ~EOP/NP £ 4ot
E 5 3
% AdSIASINH @& [
5 AP Ve =n 3n wr eh
& il 20 30 40 50 60 70

Mean molecular area [A?]

Obrazek 19 SloZeni izolovanych lipidil a pfislusné izotermy. SloZeni smési je znazornéno na
vyfezu HPTLC desky (panel A). Izotermy (panel B) byly nahrédvény pfi neutralnim pH (¢erné)
a kyselém pH (Cervené). (Reprezentativni izotermy, n=8.)

Pti pfeneseni téchto monovrstev na pevny podklad a podrobeni AFM, bylo pfi neutralnim
pH pozorovano formovani dvou hlavnich domén (vyskovy rozdil 1,8 nm), kde vyssi faze byla
spojita a zabirala pfiblizn€ 45 % métené plochy. Pfi kyselém pH byla tato vy$§i doména nespojita

a misty se objevovaly svétlé ostruvky s vyskou pfiblizné 11 nm. Tato hodnota je velice blizka
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opakované vzdalenosti lipidovych lamel v lidském SC (d=12-13 nm'** ° nebo 11 nm®> 1),
Zajimavé je porovnani s vysledky uvedenymi v diplomové praci Dr. Sramové'®?, které jsem byla
konzultantkou, kde byly studovany pomoci monovrstev smési slozené z lidskych izolovanych
Cer, ale ostatni slozky byly ptidany syntetické (VMK, Chol, CholS). V této praci nebyl pozorovan
ani na izotermach fazovy pfechod, ani tvorba multivrstev pfi pfenosu na pevny podklad. To
naznacuje dileZitost celého lipidového spektra (nejspis predev§im VMK) pro tento proces.
Zaroven dilezitou roli hraje i teplota, ktera zde byla udrzovana na 32 °C (fyziologicka teplota

ktize), avsak v podobné studii, kde byla teplota nastavena na 21 °C nebyl pfi pfenosu pozorovan
vznik multivrstev.'*?
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Obrazek 20 AFM mikrografy izolovanych lipida a jejich vyskovy profil. Vlevé casti je
mikrograf vzorku preneseného pfi kyselém pH, kde cervend Usecka znadi oblast sekcni analyzy,
kterd je uvedena uprostied. V pravé casti je mikrograf vzorku preneseného pfi neutrélnim pH
s modfe vyznacenou oblasti sekéni analyzy uvedené uprostred. (Reprezentativni mikrografy, n=3.)

Pro lepsi pochopeni remodelace monovrstev na multivrstevné ttvary byly lipidy
izolované z lidského SC nasprejovany na sklicka a hydratovany za stejnych podminek jako
deuterované lipidy. FTIR prokazalo (¢astecnou) ionizaci VMK pfi neutralnim pH (Obrazek 21A)
a vyssi hodnoty vinoctu methylenové symetrické vibrace v porovnani s kyselym pH, coz znaci
niz§i miru uspoiadanosti lipidovych Fetézci pri neutralnim pH (Obrazek 21B). Pomér
intenzit pii 730 cm™'/720 cm™! graficky zndzornény na Obrazku 21C ukazuje na sniZeny podil
lipidd v orthorombickém uspofadani pfi neutralnim pH.'*
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Obrazek 21 FTIR méfeni multivrstevnych modeli lipida izolovanych z lidského SC. Cervena
barva oznacuje modely hydratované pfi kyselém pH, ¢erna pfi neutralnim pH. Na panelu A je vyrez
spektra s vibracemi charakteristickymi pro VMK, kde je vidét jejich ionizace. Panel B graficky
znazornuje hodnoty vinoctu methylenové symetrické vibrace a panel C pomér intenzit (Primérné
hodnoty £SD, n=4, * znadi signifikantni rozdil, p<0,05, neparovy Mann-Whitney test.)
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Pti kyselém pH byla pomoci XRD odhalena pfitomnost LPP (d=13.53 —13.72 nm) a SPP
(d = 5.56 — 5.60 nm). Rovnéz byly pozorovany opakované mezirovinné vzdalenosti 0,41 nm
a 0,37 nm, coz jsou reflexe charakteristické pro orthorombické uspotradani a byly v lidském SC
nalezeny jiz diive.'”® 1 Pfi hydrataci za neutralniho pH lipidy nevykazovaly usporadani

charakteristické pro SC, byly pozorovany pouze stopy LPP (Obrazek 22).
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Obrazek 22 XRD difraktogram multivrstevnych modelu lipidi izolovanych z lidského SC.
Lipidy byly hydratovany pfi neutrdlnim (Cernad barva) a kyselém (Cervend) pH. Arabské Cislice
oznacuji LPP, fimské SPP, * znaci stopy Chol. (Reprezentativni difraktogramy, n=4).

///////

membran pro vodu (zvySeny TEWL; Obrazek 23A). Vliv pH na propustnost modelt byl také
ovéien na trypsinem izolovaném SC, které bylo hydratovano za stejnych podminek jako lipidy.
Opét doslo k vétsi propustnosti SC hydratovaného pti neutralnim pH (Obrazek 23B).
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Obrazek 23 Ztrata vody pfes membranu. Panel A graficky vyjadfuje rozdilné hodnoty TEWL
modelovych multivrstevnych membrén lipidG izolovanych ze SC, panel B lidského trypsinem
izolovaného SC pfi rozdilném pH pufru, ve kterém byly hydratovany. Cervena barva znaci kyselé,
cerna neutralni pH. (Primérné hodnoty +SD, n>5, * znadi signifikantni rozdil, p<0,05, neparovy
Mann-Whitney test.)

Naruseni okyseleni SC bylo popsano u novorozenct, starSich lidi ¢i pacientl s atopickou
dermatitidou.'® * 196 Ve viech piipadech byla pozorovana porucha usporadani lipidi ve SC
a zvySeny TEWL, coz vedlo ke zvySené nachylnosti k narusené kozni bariéte. Tyto poruchy byly

dosud prisuzovany nedostatku Cer nebo kumulaci GlcCer v disledku nespravné ¢i chybé&jici
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enzymatické pfemény na Cer. Jak jiz bylo fe¢eno v tvodu, k aktivaci tohoto enzymu je potiebné
kyselé pH. V této studii v§ak bylo dokazano, Ze kyselé pH ma dalsi funkce a pfimo ovliviiuje

mimo jiné i jedine¢né usporadani lipidii do multivrstevnych utvari ve SC.
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(2) Interakce enzymu B-glukosidaza s koznimi lipidy

Enzym B-GlcCer-aza hraje dileZitou roli v pfemén¢ GlcCer na Cer. Proto byl testovan
jeho vliv na GlcCer monovrstvu. Tato studie navazovala na experimenty publikované
v Novackova et al 2021'” (Pi¥iloha 1), kde byla tato pfemé&na simulovana ubytkem GlcCer
a nahrazenim Cer ve smésich.

Dalsim krokem bylo tedy testovani enzymu na rozklad GlcCer piimo na monovrstevnych
modelech. Nejprve byla provedena pilotni studie ve vialkach, ktera potvrdila, Ze koncentrace
GlcCer v case klesa. Pomoci HPTLC byla kvantifikovana koncentrace GlcCer, hodnoty byly
nasledujici:  con=81,414£2,45 pg/ml,  ciosn=65,28+1,75 pg/ml,  cun=49,07+0,03 pg/ml,
cuz2n= 38,54+6,08 pug/ml, coon=27,84+4,42 pg/ml, cosn= 18,68+2,39 ng/ml, graficky vyjadreno
na Obrazku 24A. Bohuzel se nepotvrdil rozklad na Cer, ten se ani po zménéni mobilni faze na
mén¢ polarni nepovedlo ve vzorcich pomoci HPTLC detekovat, respektive odlisit od necistot.
Bylo tedy potvrzeno, ze GlcCer je enzymem rozklddan, avSak nepodafilo se pomoci zvolené
metody detekovat jeho rozkladny produkt. Vstiiknuti enzymu pod stlatenou monovrstvu lipida
se nejprve projevilo jako mirné zvyseni SP, které bylo pozorovano i u kontrolniho roztoku bez
obsahu enzymu (Obrazek 24B). Poté vsak SP u pokusu s enzymem v subfazi dale rostlo, coz
u kontroly pozorovdno nebylo. Zvyseni SP mtze byt zplsobeno bud adhezi enzymu
k monovrstvé nebo  strukturalnimi zménami spojenymi s preorganizovanim lipidi
v monovrstvé."*% 17 Monovrstva byla v obou piipadech pozorovana pomoci BAM, aviak nebyly
potvrzeny zadné opakovatelné rozdily v doménach.
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Obrazek 24 Koncentrace GlcCer stanovena pomoci HPTLC (panel A) a zména povrchového
tlaku (SP) po vpraveni enzymu pod stlacenou monovrstvu (panel B). Na panelu A je graficky
znazornéné ubyvajici mnozstvi GlcCer v ¢ase. Sipka na panelu B znaci ¢as, ve kterém byl vpraven
bud’ cisty roztok pufru s TDCH (Cernd barva) nebo roztok enzymu ve stejném rozpoustédle
(Cervenad).
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(3) Interakce PAMAM dendrimert s koznimi lipidy

Komeréné dostupné PAMAM dendrimery byly v minulosti vyuZzity pro zvyseni
prostupnosti 1é¢iv (indometacin, S-fluorouracil, ketoprofen) do klize nebo pies kazi, avSak
doposud neni znam jejich mechanismus u¢inku.'®> Studium interakci dendrimer( s lipidy koZzni
bariéry pomoci monovrstevnych modelti by tento mechanismus mohlo pomoci ptiblizit. Byly
testovany druha (G2), treti (G3) a ¢tvrta (G4) generace PAMAM dendrimert na lipidické smési
(CerNS/LA/Chol/CholS) alipidech izolovanych ze SC. Izotermy prokazaly, Ze pii tvorbé
monovrstev na subfazi s pridavkem G2 dochazi k posunu k vy$§im hodnotam teoretické plochy
jedné molekuly (MMA; Obrazek 25) — izotermy nastupuji v porovnani s kontrolou diive a zda
se, ze lipidy setrvavaji delsi dobu v LE fazi (oznaceno Sipkou). Zajimava je zavislost na
koncentraci, kdy po pridani nejnizsi testované koncentrace (5 uM) je posun nejvice znatelny.
V pravém hornim rohu Obrazku 25 jsou hodnoty MMA pfi SP 1,5 a20 mN/m odectené
z izoterm. Na subfazi s pfidavkem dendrimert je plocha, kterou lipidy zaujimaji, signifikantné
vy$si. Miize to byt zptsobeno bud’ vmezetenim dendrimerti mezi lipidy nebo interakcemi s lipidy.
Je znamo, Ze pfi niz§im SP (1,5 mN/m) je uspotadani lipidi ovlivnéno piedevsim interakcemi
mezi polarnimi hlavami a vodnou subfazi.'** To by potvrzovalo piedeslou hypotézu, ze zvySené
MMA je zpusobeno interakci lipidd, respektive jejich polarnich casti, s dendrimery v subfazi.
Rovnéz by to objasniovalo, pro¢ se zfejme nejedna o pouhé vmezeteni dendrimert do monovrstvy.
V tomto ptipadé (pii zvySovani koncentrace, a tedy mnozstvi dendrimerti v subfazi) by totiz rostla
MMA v zavislosti na zvySujici se koncentraci dendrimerti. Pfi vysSich tlacich (kdy se jedna
predevS§im o interakci mezi hydrofobnimi fetézci lipidit) mezi jednotlivymi koncentracemi
dendrimeri v subfdzi neni tak velky rozdil, avSak v porovnani s kontrolni smeési jsou hodnoty
MMA signifikantné zvysené. Podobné zvySeni MMA bylo nalezeno v literatufe ve studii
peptidovych dendrimerd, které byly piidany do subfaze pod fosfolipidovou monovrstvu.'?® V této
praci bylo chovani vysvétleno inkorporaci dendrimertt do monovrstvy. Béhem komprese pak
doslo k op€tovnému snizeni MMA, které bylo vysvétleno vytlacenim dendrimerti z monovrstvy.

Avsak to zde pozorovano nebylo.
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Obrazek 25 Izotermy lipidické smési po pFidani G2 dendrimeri do subfaze. Cern izoterma
znadi kontrolni smés, barevné jsou pak odliseny izotermy smési po pridani druhé generace (G2)
dendrimerd do subfaze v rizné koncentraci. V pravém hornim rohu jsou extrahované hodnoty
MMA. (Reprezentativni izotermy, prdmérné hodnoty £SD, n=3, * znadi signifikantni rozdil mezi
kontrolni monovrstvou a monovrstvami s dendrimery v subfazi, p<0,05, ANOVA-Dunnett(v test.)
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Pti testovani vlivu G4 dendrimer( v subfazi byl opét pozorovan posun izoterm k vyS$Sim
hodnotam MMA a prodlouZeni LE faze oproti kontrolnimu vzorku (Obrazek 26). Na rozdil od
G2 vsak nebyl zjistén rozdil mezi jednotlivymi koncentracemi. Hodnoty MMA pfi 1,5 a 20 mN/m
byly signifikantn¢ vyssi v porovnani s kontrolou, vyrazny rozdil byl pozorovan opét pii MMA
1,5 mN/m, coz opét ukazuje na interakce dendrimert s polarnimi hlavami lipida. V literatufe
byly nalezeny interakce PAMAM dendrimerti s fosfolipidovymi membranami, kde byla
prokézana interakce aminoskupin dendrimert s polarnimi hlavami lipida.'® Tyto interakce viak
mohou byt ovlivnény iontovymi interakcemi fosfolipidii s dendrimery, které u lipidd SC pfi
pH 5,5 nebudou tolik vyrazné.
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Obrazek 26 Izotermy lipidické smési po pFidani G4 dendrimer( do subfaze. Cerna izoterma
znaci kontrolni smés, barevné jsou pak odliseny izotermy smési po pfidani ctvrté generace (G4)
dendrimerd do subfaze v rdzné koncentraci. V pravém hornim rohu jsou extrahované hodnoty
MMA. (Reprezentativni izotermy, primérné hodnoty + SD, n=3, * znadi signifikantni rozdil mezi
kontrolni monovrstvou a monovrstvami s dendrimery v subfazi, p<0,05, ANOVA-Dunnett(v test.)

Protoze byly vyuzity PAMAM dendrimery s funkénimi primarnimi aminoskupinami, byl
také sledovan jejich vliv. S rostouci generaci dendrimeri roste i pocet aminoskupin (G2=16,
G3=32, G4=64 atd.), takze pro porovnani byly zvoleny odpovidajici koncentrace rozdilnych
generaci: G4 2,5uM - G2 10uM a G4 5uM - G2 20uM. Pokud by se jednalo o vliv aminoskupin,
m¢ély by tyto dvojice vykazovat podobné chovani. To se vSak nepotvrdilo, izotermy téchto dvojic
byly rozdilné. Vysledky jsou prezentovany jako z izoterm ziskané hodnoty MMA pfi 1,5 mN/m,
jako reprezentativni byla vybrana dvojice G4 SuM - G2 20uM a spolecné s ostatnimi parametry

generaci jsou shrnuty na konci kapitoly v Tabulce 2.

Pro slozeni blizsi fyziologickému SC byl vliv dendrimert testovan ina lipidech
izolovanych zlidského SC. Screening koncentraci generaci bude predmétem budouciho
vyzkumu. Zatim se podafilo porovnat pouze rizné koncentrace G4 a jednotlivé generace
v odpovidajicich koncentracich pro zjisténi vlivu primarnich aminoskupin. Izoterma izolovanych
lipidt byla oproti syntetickym podle o¢ekavani méné strma. Po pfidani G4 v koncentraci 2,5 uM
doslo k velkému posunu MMA, avsak na rozdil od syntetickych smési byl tento posun k niz§im
hodnotam MMA (Obrazek 27). Pii zvySovani koncentrace hodnota MMA rostla, avsak byla
signifikantn€ niz8§i nez MMA kontrolniho vzorku. Tento trend byl pozorovan pii SP 1,5 mN/m
i dale pii vyssich SP. Posun k niz§im MMA by mohl byt pfi¢inou interakci dendrimeru s lipidy
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(z davodid zminénych u syntetickych smési nepravdépodobné) nebo solubilizace lipida

z monovrstvy do vodné subfaze (zvySeni rozpustnost lipidd ve vodg).2*
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Obrazek 27 Izotermy izolovanych lipidii ze SC po pFidani G4 dendrimert do subfaze. Cern
izoterma znaci kontrolni vzorek, barevné jsou pak odliSeny izotermy po pridani ctvrté generace
(G4) dendrimerd do subfaze v rlizné koncentraci. Vpravo jsou extrahované hodnoty MMA.
(Reprezentativni izotermy, primérné hodnoty + SD, n=4, * znadi signifikantni rozdil mezi kontrolni
monovrstvou a monovrstvami s dendrimery v subfazi, p<0,05, ANOVA-DunnettQv test.)

Dale byl studovan vliv primarnich aminoskupin na uspotadani lipidi po ptidani G2, G3
aG4 PAMAM dendrimerti. V zavislosti ndrGstu aminoskupin s generaci byla sniZovana
koncentrace dendrimert tak, aby odpovidalo mnozstvi aminoskupin v roztoku: G2 (20 uM), G3
(10 uM) a G4 (5 uM). V porovnani s kontrolnimi lipidy byl u vSech generaci pozorovan posun
doleva (k niz§im hodnotam MMA) a nebyl znatelny rozdil mezi izotermami jednotlivych generaci
(Obrazek 28). Hodnoty MMA byly oproti kontrole signifikantné niz$§i a mezi jednotlivymi
generacemi nebyl signifikantni rozdil. To by mohlo znacit vliv primarnich aminoskupin na

uspoiadani lipidi do monovrstvy. Parametry jednotlivych generaci jsou shrnuty v Tabulce 2.
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Obrazek 28 Izotermy lipida izolovanych z lidského SC po pfidani G2, G3 a G4 dendrimera
do subfaze. Cerna izoterma znadi lipidy izolované z lidského SC (hSC lipidy), barevné jsou pak
odliseny izotermy po pfidani G2, G3 a G4 do subfaze ve 20, 10 a 5uM koncentraci. Vpravo jsou
extrahované hodnoty MMA. (Reprezentativni izotermy, prdmérné hodnoty +SD, n=4, * znaci
signifikantni rozdil mezi kontrolni monovrstvou a monovrstvami s dendrimery v subfazi, p<0,05,
ANOVA-Dunnett(yv test.)
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Tabulka 2 Parametry generaci G2, G3 a G4

G2 G3 G4
Mw [g/mol] 3 256,0 6 909,0 14 215,0
Velikost [nm] 2,9 3,6 4,5
Pocet primarnich aminoskupin 16,0 32,0 64,0
MMA pfi1,5 mN/m [A2]* 42,5+0,8 - 532+ 1,20
MMA pfi1,5 mN/m [A2]** 484 + 1,7 470+0,8 456 £ 1,4

Hodnoty MMA byly odelteny zizoterm a pro zjisténi vlivu funkéni skupin byly vybrany
odpovidajici koncentrace G2 (5uM), G3 (10uM) a G4 (20uM). Hvézdickou (*) je oznacena MMA pfi
1,5 mN/m pro smés Cer/LA/Chol/CholS, dvé hvézdicky (**) znaci lidské izolované lipidy. (Primérné
hodnoty +SD, n>3.)

Muze byt tedy shrnuto, ze dendrimery v subfazi nejspi$ interaguji s poldrnimi hlavami
lipidti, coz se projevuje jako zména v MMA. Dalsi hypotézou je, Ze u izolovanych lipidi by
pokles MMA mohl byt zpisobeny solubilizaci lipidi z monovrstvy v subfazi. Vliv funkénich
aminoskupin na povrchu dendrimerd by mohl stat za srovnatelnou MMA pii tlaku 1,5 mN/m
umonovrstev  zizolovanych lipidd na subfdzi srozdilnymi generacemi dendrimerii
v odpovidajici koncentraci. Je vSak potieba vyuzit k hodnoceni idalsi metody. Pro lepsi
pochopeni interakci dendrimerti s lipidy budou provedeny experimenty s pfiddnim roztoku
dendrimeri k jiz stlaené monovrstvé. Diky tomu bude mozné pozorovat narust/pokles MMA
v redlném Case, ptipadné pozorovat zmény pomoci BAM. AFM mikroskopie monovrstev by
mohla odhalit rozdil v tvorbé domén mezi monovrstvami na Cisté subfdzi a monovrstvami na
subfazi s dendrimery. VSechny tyto studie by mohly pomoci objasnit vliv dendrimeri na lateralni
usporadani lipidd. Pro lepsi pochopeni chovani v komplexn&j$im multivrstevném modelu, budou
vyuzity vicevrstevné modely, kdy budou dendrimery ptidany ptimo do smési sprejovanych lipidi.

Takto pripravené vzorky pak budou podrobeny IR a XRD.

Zaveérem je potieba dodat, Ze v kombinaci s lipidy kozni bariéry se jedna o pomérné€ malo
prozkoumanou metodu. Jiz diive byla vyuzita k hodnoceni enhancerii na bazi urey a taurinu,?!

neionickych surfaktanti,?’? 139

nebo lipidickych nanocastic'>” na modelech simulujicich SC. Avsak
pti prohledani literatury nebyla nalezena zminka o interakcich monovrstev lipida SC
s dendrimery. Je tedy zndmo, Ze se tato metoda vyuziva (v kombinaci s dal§imi metodami) pro

moznost odhaleni mechanismu uc¢inku enhancert a do budoucna bude zajimavé se ji vénovat.
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3.2 In vitro modely

V této kapitole je popsana piiprava 3D bunécnych modeld neboli rekonstruované lidské
epidermis (RHE) a kiize (RHS). Tyto modely obsahuji na rozdil od lipidickych i bunécnou
slozku, tedy keratinocyty, ptipadné fibroblasty. Jsou to tedy komplexnéj$i modely a Ize je vyuzit
pro hodnoceni vlivu latek na epidermis/ktizi bez nutnosti feseni etickych problémi spojenych
s klinickym hodnocenim in vivo. Velkou vyhodou je jejich modifikovatelnost a moznost navodit
riznd onemocnéni. Toho bylo vyuzito pii ptipravé RHE (1), ktera vznikla ve spolupraci
s assoc. prof. Jonca (Inserm, Toulouse, Francie) a byla zvolena jako model se sniZenou expresi
genu pro protein PNPLA1, ktery zptisobuje onemocnéni ARCI. Na takto upravené RHE pak byly
testovany formulace obsahujicich ®@-O-acylCer, protoze syntéza tohoto lipidu je v epidermis
pacientd s ARCI snizend ajeho dodani do epidermis by mohlo pomoci pfi regeneraci kozni
bariéry.'! Z etického hlediska je vSak velmi slozité testovat formulace pfimo na pacientech nebo
ziskat od pacientii poskozené keratinocyty, ze kterych by se modely péstovaly. Proto byla vyuzita
metoda genové transdukce pomoci short hairpin RNA (shRNA). Byl tak zpisoben knockdown
(sniZend exprese) genu pro protein PNPLA1.!? ProtoZe porucha u pacientii s ARCI je lokalizovana
v epidermis, nebylo potfeba vyuzit model celé ktize a kvili lepSimu porozuméni vlivu formulaci
na epidermis byla vyuzita RHE. Modely RHS (2) vznikly ve spolupraci s vyzkumnou skupinou
prof. Hedtrich (Freie Universitit Berlin, Némecko). Jedna se o komplexnéjsi model, kde jsou
kromé¢ keratinocytii obsazeny i fibroblasty (dermalni bunky). Byl zvolen kvili zamySlenému
sledovani interakci (pfenosu bunécnych signald, tzv. crosstalk) mezi keratinocyty (epidermis)
a fibroblasty (dermis). RHS byla zvolena také diky snadné modifikovatelnosti, kdy byla
vypestovana RHS s nebo bez fibroblasta.

Tato podkapitola tedy zahrnuje dva projekty. Nejprve je uvedena pilotni studie s RHE,
pti které jsem pomahala v ramci vyzkumné staze vyvinout metodiku pro aplikaci formulaci na
RHE. Druha ¢ast popisuje ptipravu a hodnoceni RHS, je zaméfena pfedevsim na hodnoceni lipidu
izolovanych ze SC modelt, které jsem provadéla. Tato prace je shrnuta v publikaci
Jevtic et al 2020°* (P¥iloha 2).

3.2.1 Metody

3.2.11 Priprava RHE
Pro ptipravu kontrolnich RHE byly pouzity zmrazené primarni keratinocyty extrahované

z lidské predkozky nebo piedlokti. Byla vyuzita metoda dle Frankart et al.'*® Stru¢ng, bufiky byly
rozmrazeny a kultivovany 24 h v médiu Dermalife, poté v Epilife do dosazeni 60-70%
konfluence. Po trypsinizaci byly buiky resuspendovany a nasazeny do inzertd v poc¢tu 350 000
bun€k na inzert. Buiiky byly inkubovany pii 37 °C, vlhkosti 100 % a5 % CO,. Po 48 h byly
bunky presunuty na rozhrani médium-vzduch a inkubovany za stejnych podminek, avSak snizené
vlhkosti (50 %). Médium bylo ménéno po 48 h po dobu 12 dnii. Pro ptipravu RHE s knockdown
pro protein PNPLA1 byly vyuzity zmrazené jiz geneticky upravené keratinocyty (transdukce

154

pomoci shRNA) podle jiz publikované procedury, >* proces ptipravy jinak zlstal stejny jako pro
kontrolni RHE. Po 12 dnech byla zméfena transepiteliarrni elektricka rezistence (TEER)**™
a aplikovano 80 pl Cerstvé ptipravené formulace. Formulace byla ptipravena podle publikované

procedury?® s mirnymi modifikacemi. Nejprve byl pfipraven tenky film obsahujici
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fosfatidylcholin, lysofosfatidylcholin a kyselinu stearovou. Tento film byl dale hydratovan
ptipravenymi disky (DPPC/DHPC + CholS/CholE/CerEOS), které se od slozeni uvedeného ve
zminéné publikaci liSily obsahem CerEOS misto CerNP. Po odstranéni formulace byl povrch
RHE ocistén a opét zméfena TEER. Vybrané RHE byly dale hodnoceny na permeabilitu pro
Luciferovou zlut. Po naneseni roztoku barviva na povrch RHE byly odebirany vzorky z média
po 4, 6 a24 h a hodnoceny spektrofotometricky. Po ukonceni kultivace byla RHE vyseknuta
z inzertu a dale hodnocena. Pomoci svételné mikroskopie byly sledovany histologické tezy, které
byly piipraveny po fixaci RHE formaldehydem a parafinem.'? V ptipadé RHE po aplikaci
Luciferové zluti byl vzorek pfipraven stejnym zpusobem a hodnocen pomoci fluorescencni
mikroskopie.”** Dalsi vzorky byly vyuZity pro analyzu proteint. Nejprve byl k RHE piidan
Laemmliho pufr a vzorky byly zahtaty dvakrat na 100 °C. Proteiny byly rozdéleny pomoci
elektroforézy na akrylamidovych gelech a detekovany imunologicky podle jiz popsanych
metod.'>* Posledni ¢ast vzorki byla pfipravena pro LC/MS-MS analyzu a pro hodnoceni poslana
do Némecka (prof. Sandhoff, German Cancer Research Center, Némecko). Epidermis byla
oddélena od polykarbondtové membrany pomoci enzymu dispaza, vysusena a skladovana
pii -20 °C. Na dalsich vzorcich byl proveden tape-stripping (odloupnuti jednotlivych vrstev
epidermis) pomoci diskti (naplasti) D'Squame®, a to celkem 4x na kazdém modelu.'* 2% Zbyla

epidermis byla mikroskopicky hodnocena pro ovéfeni odbéru vrstev.

3212 Analyza SC ziskaného z RHS

RHS byly pfipraveny kolegy v Némecku dle jiz validovanych metod, model bez
fibroblastl byl pfipraven odstranénim fibroblastii z pfipravené dermis osmotickym Sokem.?- 208
Dale pak byly modely podrobeny standardnim biochemickym, histologickym a permea¢nim
hodnocenim. Pro analyzu lipidd bylo SC oddé€leno pomoci trypsinu ado dalSich analyz
uchovavéno pii -20 °C.' Po ptepraveni do nasi laboratofe bylo SC hydratovano a podrobeno IR
analyze. Hydratace probihala pfes noc za stalé teploty 32 °C pomoci vypari vody. IR bylo méfeno
pomoci FTIR za laboratorni teploty. SC bylo naneseno na ATR krystal a bylo provedeno
256 skent pfi rozliSeni 2 cm™. Poté bylo SC vysuseno pod vakuem a byly zné&j extrahovany
lipidy smési rozpoustédel chloroform/methanol 2:1 (v/v), dvakrat po dobu 1,5 h. Extrakt byl
zfiltrovan, rozpoustédla byla odpatena pod dusikem a vzorek dosusen pod vakuem a skladovan
do analyzy pfi -20 °C. Lipidy byly nafedény na koncentraci 1 mg/200 ul a pomoci Linomatu
sprejovany v piesném objemu (20 ul) na HPTLC desky spolu se standardy podle jiz validované
metody.” Struéné, desky byly vyvinuty v automatické vyvijeci komoie do 85 mm, jako mobilni
faze byla pouzita smes rozpoustédel (a) chloroform/methanol/kyselina octova 190:9:1,5 (v/v/v)
pro oddéleni Cer/Chol/VMK (dvakrat) (b) chloroform/methanol/kyselina octova/voda 66:25:6:3
(v/vivlv) pro oddéleni polarnich lipidi (CholS, GlcCer, SM, fosfolipidy). Lipidy byly
vizualizovany pomoci derivatizace (ponofeni do derivatizacniho roztoku se slozenim 7,5% siran
médnaty, 8% kyselina fosfore¢na a 10% methanol ve vod¢) a zahiati na 160 °C po dobu
20-30 min. Deska byla pfevedena denzitometrickym skenem do softwaru, kde byly
kvantifikovany jednotlivé skupiny lipidu.
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3.2.2 Vysledky a diskuze
(1) RHE jako nastroj pro studium koznich onemocnéni a jejich lécby

Této praci jsem se veénovala béhem vyzkumné staze v laboratoii UDEAR (Inserm
Toulouse, Francie) pod vedenim assoc. prof. Jonca. Naucila jsem se pfipravovat modely RHE

a vyvinula protokol pro aplikaci formulaci na RHE.

Byly pfipraveny modely zdravé RHE a RHE s defektem enzymu PNPLALI, a tedy
nedostate¢nou syntézou w-O-acylCer, které slouzily jako modely ichtyotické epidermis (ARCI).
Lécba ARCI je dosud pouze symptomaticka, ale v nedavné studii byla navrzena moznost lécby
pomoci w-O-acylCer."® Proto bylo cilem této studie testovat systémy s obsahem ®-O-acylCer,
které by pomohly obnovit bariérovou funkci SC. Jednalo se o systémy pfipominajici lamelarni
téliska (tzv. lamellar bodies mimetic system, LBms), které byly jiz diive vyvinuty vyzkumnou
skupinou Dr. Lopéz (Biophysics of lipids and interfaces, Barcelona).?* Pro tcely této prace byly
tyto systémy ve spolupraci s vyzkumnou skupinou Dr. Lopéz upraveny pro doruceni
®-0-acylCer (konkrétné CerEOS) do SC.

Samotna kultivace modelli probihala z primarnich keratinocytd, které byly v piipadé
simulace castecného defektu PNPL1 (knockdown) geneticky upraveny transdukci pomoci
shRNA. Protoze byly nové ke kultivaci RHE vyuzity zmrazené jiz transdukované bunky, bylo
nejdiive ovéfeno, jestli je knockdown dostatecny, a to na primarnich keratinocytech (shCtrl)
a primarnich keratinocytech po transdukci dvéma typy shRNA (sh204 a sh207). Bunky byly
kultivovany po dobu 7 dni a po rozdé€leni proteini pomoci elektroforézy bylo kvantifikovano
mnozstvi PNPLAI, pro kontrolu obsahu proteinti na vzorek slouzil aktin (Obrazek 29). Bylo
potvrzeno, Ze mnozstvi PNPLA1 je v porovnani se shCtrl snizeno na 18,1 % u bun¢k sh204 a na
31,9 % u sh207.

Al RN
S8 S8
= « PNPLA1
(~58 kDa) —— | 4= 3ctin
(~42 kDa)
anti-PNPLA1 anti-ACTIN

Obrazek 29 Western-blott analyza proteint. Vievo je analyza proteinu PNPLA1, vpravo
kontrolni protein aktin. Kontrolni vzorek je oznacen jako shCtrl a transdukované keratinocyty jako
sh204 a sh207.

Dale pak byly ptipraveny shCtrl-RHE, sh204-RHE a sh207-RHE a byla hodnocena jejich
morfologie a TEER. Na histologickych fezech byla pozorovana morfologie jednotlivych modelt
abyl porovnan vliv transdukce keratinocyti na vyslednou RHE. U kontrolni RHE byly

pozorovany vsSechny vrstvy epidermis s kompaktnim SC (Obrazek 30A). V porovnani
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s kontrolou byly obé sh-RHE tenci, vSechny vrstvy v¢etné SC byly méné vyvinuté. Zaroven
u sh204-RHE nebylo SC celistvé a odlupovalo se. Dale byl zjistovan odpor RHE pro ionty
pomoci TEER, atim byla ovéfena kompaktnost tkdn€ a spravné vyvinuté mezibunééné spoje
takto kultivovanych modelt.?** 2* Hodnota TEER u kontrolnich RHE dosahla primérnych
hodnot pfiblizng 7000 Q/cm? (Obrazek 30B), coz potvrzuje hodnoty uvedené v literatuie pro
model RHE kultivovany 12 dni.!*® Pfekvapenim byly srovnatelné hodnoty pro sh204-RHE, které
nebyly konzistentni s histologicky zjisténym zten¢enim RHE. Viditelné sniZeni bylo pozorovano
u sh207-RHE, kde hodnoty klesly az pod ~2000 Q/cm?.

10000~ ks

S S A
VAT A T —

o sha04
shCtrl sh207 0@ > "9,\
EE

Obrazek 30 Porovnani morfologie histologickych fezii jednotlivych RHE a TEER. Kontrolni
RHE je oznacena jako shCtrl a RHE pfipravené z transdukovanych keratinocytd jako sh204 a sh207.
Na panelu A jsou histologické fezy, panel B ukazuje graf TEER. (* znadi signifikantni rozdil mezi
kontrolni RHE a sh-RHE, p<0,0001, ANOVA-Dunnettlv test. TEER byl méfen na kazdém RHE
dvakrat, ncirre=8, Nsh204=4, Nsh207=4.)

Cést vzorkil pak byla testovana na permeabilitu pro Luciferovou zlut'. Byl vybran model
sh207-RHE, kvili niz§im hodnotam TEER, atedy ptfedpokladané vyssi permeabilité. Po
vyhodnoceni priniku Luciferové Zluti do média po 4, 6 a 24 h (Obrazek 31) bylo zjisténo, ze
koncentrace barviva v médiu se s postupem casu zvySuje. Po 24 h byla pozorovana signifikantné

zvySena koncentrace barviva v médiu sh207-RHE v porovnani s kontrolou.
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Obrazek 31 Koncentrace Luciferové zluti v médiu. Cerné jsou znaceny kontrolni RHE, ¢ervené
sh207-RHE. (* znadi signifikantni rozdil mezi jednotlivymi vzorky v danych Casovych intervalech,
p<0,05, neparovy t-test.)

Nakonec byl vyvinut protokol pro aplikaci LBms na RHE. Aplikace probé¢hla dvanacty
den kultivace, po vyménéni média a zméfeni TEER. Bylo aplikovano takové mnozstvi formulace,

aby byl povrch RHE pokryty (80 ul). Jako kontrolni vzorek slouzila sterilni voda a prazdné LBms
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(bez obsahu disku, tzn. bez Cer) ve stejném mnozstvi (80 ul). Po naneseni byly RHE opét
umistény do inkubatoru. Po 20 h byl zbytek formulaci odstranén mikropipetou a povrch RHE byl
opatrné oplachovan vodou, dokud nebyly odstranény zbytky formulace. Posledni oplach byl
proveden fosfatovym pufrem (pH 7,4). Inserty se pak nechaly oschnout v inkubatoru piiblizn¢
1 h a nasledné byl opét zméfen TEER. Na Obrazku 32 je graf, ktery porovndva hodnoty pted
aplikaci a po aplikaci, pro ptehlednost bylo vybrano porovnani LBms s prazdnymi LBms (empty).
U kontrolniho RHE doslo po aplikaci LBms i prazdnych formulaci ke signifikantnimu snizeni
TEER. To by mohlo znacit poskozeni RHE odstraniovanim formulace, avSak nic podobného
nebylo pozorovano u sh-RHE. U sh-RHE byl znét trend k mirnému zvySeni TEER po aplikaci,
avsak nebyl pozorovan rozdil mezi aplikaci LBms a prazdnych formulaci. Experimenty budou
opakovany, avSak zda se, ze TEER zifejmé neni vhodnou metodou k pozorovani zmén po aplikaci.
Je to vSak vyhodna metoda pro vylouceni RHE, které nejsou vhodné pro dalsi experimenty. Diky
tomu byly RHE s pfili§ nizkou/odlisnou hodnotou TEER vylouceny z dal$iho hodnoceni.

10000- *
* Hl shCtrl before app
8000+ shCtrl after app
(2]
g 6000 sh204 before app
a sh204 after app
14
ul 4000 Bl sh207 before app
= sh207 after app
2000- g % %
N i
) &
& ¥

Obrazek 32 TEER pfed a po aplikaci LBms a kontrolni formulace (empty). Barevné jsou
rozliSeny jednotlivé RHE: kontrolni RHE je oznalena Cerné (shCtrl), Sedé je vyznalena sh204
a Cervené sh207. Je zobrazen TEER pred aplikaci (plnd barva, before app) apo aplikaci
(.Ctvereckované”, after app). (* znadi signifikantni rozdil mezi TEER pred a po aplikaci, p<0,05,
neparovy t-test. TEER byl méfen na kazdém RHE dvakrat, n=4.)
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Cast vybranych vzorkd pak byla opét podrobena testovani permeability, zbylé RHE byly
vyseknuty z inzertl a byly pfipraveny na histologii, analyzu proteinti a analyzu lipidt. V praniku
Luciferové zluti v ¢ase nebyl pozorovan rozdil mezi jednotlivymi formulacemi. Po 24 h pak byl
vzorek pfipraven k hodnoceni priniku barviva do jednotlivych vrstev epidermis pomoci
fluorescencni mikroskopie (Obrazek 33).

shCtrl / water sh207 / water

shCtrl / LBms

Obrazek 33 Hodnoceni permeability pomoci fluorescencni mikroskopie. V levé &asti jsou
kontrolni vzorky, vpravo pak sh207-RHE. V horni radé jsou snimky po aplikaci vody, dole pak po
aplikaci LBms.

Bylo zjisténo, Ze u kontrolni RHE proniklo barvivo do vrchni vrstvy SC, avsak u sh-RHE
bylo v celém SC. Fluorescence byla pozorovana u kontrolniho vzorku i ve spodnich vrstvach
epidermis, coz bylo pozdéji vyhodnoceno jako vliv exspirované piisady v médiu (v budoucich
experimentech byly pozorovany i dalsi problémy skompletnim odloucenim epidermis od
insertu). Co se tyce jednotlivych formulaci, nebyl pozorovan rozdil mezi aplikaci vody/prazdnych
formulaci/LBms. Doslo tedy k potvrzeni vysledki ziskanych béhem méfeni koncentrace barviva
v médiu v Case. Histologie potvrdila, Ze aplikace formulaci a jejich omyvani neposkodilo RHE,

morfologie zustala zachovana u shCtrl-RHE i sh-RHE.
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Pomoci LC/MS-MS byl nejprve proveden screening profilu ceramidd izolovanych
z kontrolnich RHE. Byly nalezeny zakladni podskupiny Cer s riznym typem sfingoidni baze
v kombinaci s riznou délkou acylového fetézce (nehydroxylovany, a-, w-hydroxy acylovy
fetézec), které se nachazeji v lidské epidermis. Dale pak byl analyzovan CerEOS pfitomny
v aplikovanych formulacich. Je dulezité zminit, ze do LBms byl enkapsulovan CerEOS
s nefyziologickou délkou fetézce (C29), aby bylo mozné ho odlisit od endogenniho CerEOS
(C30). Bylo porovnano zastoupeni syntetického C29-CerEOS (Obrazek 34, oznaceni S; retencni
¢as ~8,1 min) i endogenniho CerEOS (Obrazek 34, oznaceni E; retencni ¢as ~8,4 min). Na
obrazku je analyza kontrolni RHE, vlevo po aplikaci LBms, vpravo po aplikaci prazdnych
formulaci. Jsou zde vyznaceny jednotlivé vrstvy, které byly odebrany pomoci metody tape-
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Obrazek 34 LC/MS-MS analyza lipidii - porovnani mnozstvi syntetického a endogenniho
CerEOS. Jedna se o lipidy izolované z jednotlivych vrstev SC, vrstvy odebrany metodou tape-
stripping, které jsou oznacené jako S1 (nejvyssi) az S4 (nejnizsi vrstva). Vlevo je analyza RHE po
aplikaci LBms, vpravo po aplikaci prazdnych formulaci. S oznacuje synteticky CerEOS, E endogenni.
Na ose Y je relativni intenzita v % a na ose X retencni ¢as v minutach.
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Synteticky C29-CerEOS byl nejvice zastoupen ve vrchnich vrstvach SC, ale penetroval
ido nizSich vrstev. Endogenni CerEOS byl naopak nejvice zastoupen v nizSich vrstvach
SC. Zaroven bylo zjisténo, ze RHE sama o sobé produkuje malé mnozstvi C29-CerEOS (bylo
pozorovano v RHE po aplikaci prazdnych formulaci). V budoucnu budou analyzovany i lipidy
ze sh-RHE.

Zavérem je tedy mozné shrnout, Ze byla potvrzena moznost vyuziti takto pfipravenych
modelt pro simulaci onemocnéni ARCI, avSak je otazkou, jestli je tento defekt dostateCny.
V budoucnu by bylo vhodné zaméfit se na optimalizaci modelu, moznosti by bylo vyuziti
nezmrazenych shRNA keratinocyt, ptipadné vyuzit jinou techniku pro vytazeni genu PNPLAI
(napt. technologii Crispr-Cas9) a imortalizované linie keratinocyt. Dilezitym vysledkem je
hlavn¢ zajisténi proveditelnosti piipravy LBms ve francouzské laboratofi a vyvinuti protokolu
pro aplikaci formulaci na RHE.

68



(2) Vliv fibroblastti na homeostazu kozni bariéry

Tato studie probihala ve spolupraci s laboratofi prof. Hedtrich (Freie Universitit Berlin,
Neémecko). V Némecku byly pfipraveny a hodnoceny modely RHS, ze kterych bylo odstranéno
SC a zaslano k analyze do nasi laboratofe. Detaily k ¢asti provedené v Némecku jsou uvedeny
v publikaci Jevtic et al 20202 (P¥iloha 2). Podilela jsem se na piipravé vzorki na IR a jejich
vyhodnoceni, extrakci lipidi, HPTLC analyze lipidii, vyhodnoceni, grafickému znazornéni dat

a pripravé manuskriptu.

Cilem bylo sledovat vliv mezibunéénych interakci mezi keratinocyty a fibroblasty
a dilezitost pfitomnosti fibroblast v RHS. I kdyz je zndmo, Ze k témto interakcim dochdzi, neni
doposud znam dopad na diferenciaci lidské epidermis.?!® Z morfologického hlediska bylo
zjisténo, ze v RHS bez fibroblasti dochézi k nedokonalé diferenciaci, keratinocyty byly tenci
a protahlého tvaru a jednotlivé vrstvy epidermis nebyly plné rozliSitelné. Na histologickych
fezech bylo SC modelt s fibroblasty tvofeno pfedevsim korneocyty (pozorovano jako odumielé
buiiky vypInéné keratinem), avSak v piipadé modelti bez fibroblastii obsahovalo kromé nich
1 bunky, které nebyly pln€ keratinizované. Dale byla u modelt bez fibroblasti zjiSténa sniZena
exprese proteint filaggrin (protein charakteristicky pro diferenciované keratinocyty) a claudin
(protein tvorici bunécné spoje tight junctions). Zaroven byla pozorovdna zvySend exprese
proteinu involukrin (protein dalezity v tvorbé korneocytarni lipidové obalky), coz je ziejme
kompenzacni reakce na sniZzeni filaggrinu.'®® 207 Co se tyce bariérovych vlastnosti, byla
pozorovana zvySena permeabilita RHS bez fibroblasti pro hydrofilni i lipofilni latky
(Luciferova zlut, testosteron, kofein). To by mohlo souviset s hor§im uspofddanim bariérovych
lipida®’, pfipadné s jejich niz§im zastoupeni v RHS bez fibroblasti. To bylo potvrzeno FTIR
hodnocenim SC, kde u ekvivalentl bez fibroblasti byla tendence k horSimu usporadani
lipidovych fetézcli (mirné vyssi hodnoty methylenové symetrické vibrace, Obrazek 35A).
Zaroven byl zjiStén sniZeny obsah lipidii (Obrazek 35B) ve SC modelt bez fibroblastii. Obsah
lipidii byl vztazen na proteiny a byl vypocitan jako pomér intenzit (vySka peaku) methylenové

symetrické vibrace (charakteristickd pro lipidy) aamid [ vibrace (charakteristicka pro

proteiny).'#
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Obrazek 35 FTIR analyza SC izolovaného z RHS. Cerné jsou zobrazeny ekvivalenty kiize
s fibroblasty (Kc + Fb), bild znaci modely bez fibroblastd (Kc only). Na grafu A jsou hodnoty vinoctu
methylenové symetrické vibrace, tedy usporadani lipidovych retézcd. Na grafu B je pomér intenzit
methylenové symetrické vibrace a amid | vibrace, ktera charakterizuje pomér lipidG a protein{i ve
SC. (Primérné hodnoty +SEM, n=5, * znadi signifikantni rozdil, p<0,05, parovy t-test.)
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Dale byl pomoci HPTLC stanoven obsah lipidi extrahovanych ze SC. Mnozstvi bylo
kvantifikovano jako absolutni hmotnost lipidd ve SC ekvivalentti. Celkové mnozstvi volnych
lipidi (tzn. vSechny lipidy detekované pomoci HPTLC ve SC kromé kovalentn€ vazanych lipidd,
které nejsou pii takto nastavené extrakci izolovany)™ 2'! je vidét na Obrazku 36A. Byl
pozorovan trend ke zvySeni mnozstvi lipida v ekvivalentech s fibroblasty, coz souhlasi s vysledky
ziskanymi pomoci FTIR analyzy. Pii analyze hlavnich bariérovych lipida bylo zjisténo, Ze oba
ekvivalenty ktize obsahuji vSechny hlavni bariérové lipidy (Cer, VMK, Chol, Obrazek 36B-D),
bez velkych rozdilii mezi ekvivalenty.

D

Free SC lipids Ceramides Cholesterol Free fatty acids
300 20 30 100
g 200 5 5 5 oo
5 1007 ) g 107 )
s 2 7 2 g 20
0- o 0- 0-
LS L L& L0
\l.c' {‘0 \l.o *‘_O +-° {5) *5’ {.0

Obrazek 36 HPTLC analyza lipidii extrahovanych ze SC RHS. Cerné jsou zobrazeny ekvivalenty
kdze s fibroblasty (Kc + Fb), bild znaci modely bez fibroblastl (Kc only). Na grafu A jsou vsechny
volné lipidy izolované ze SC kvantifikované pomoci HPTLC. Grafy B-D zobrazuji mnozstvi Cer (B),
Chol (C) a VMK (D). (Primérné hodnoty +SEM, n=5, byl proveden parovy t-test bez nalezeni
signifikantnich rozdild mezi skupinami.)

Dale byly analyzovany jednotlivé skupiny Cer, ale ani zde nebyl pozorovén signifikantni
rozdil v zavislosti na modelu (Obrazek 37). Jak jiz bylo feéeno, RHS lze upravit do
pozadovaného modelu riznymi zpisoby (zména podminek kultivace, ptitomnost uréitych bunék,
knockdown genu atd.). Kvili tomu nelze tedy jednoduse srovnat mnozstvi Cer s dostupnou

literaturou, protoZe jejich mnozstvi je na téchto faktorech zavislé.!60-207.212.213
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Obrazek 37 Kvantifikace podskupin Cer pomoci HPTLC. Cerné jsou zobrazeny ekvivalenty kiize
s fibroblasty, bild znac¢i modely bez fibroblastd. Postupné jsou uvedeny jednotlivé kozni Cer.
(Priimérné hodnoty +SEM, n=5, pii p<0,05 parovy t-test neprokazal signifikantni rozdil.)

Posledni skupinou analyzovanou HPTLC byly polarni lipidy. Jedna se o prekurzory hlavnich
bariérovych lipidt a v lidské kuizi jsou detekovany predevsim v nizsich vrstvach epidermis. Ve

SC se nalézaji pouze v malém mnozstvi, protoze dochazi k jejich enzymatické preméné (viz
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kapitola 2.1.4 Transport lipidit do SC). V koznich modelech pak byva vét§inou nalezeno vyssi
mnozstvi téchto lipidt?'% 213, jako se potvrdilo i zde (Obrazek 38A-C). To by mohlo ukazovat na
neuplnou postsekreéni enzymatickou pfeménu lipidd v takto pfipravenych modelech. Byl
pozorovan urcity trend ke snizeni téchto lipidi v modelech bez fibroblastt, avSak rozdil nebyl
statisticky signifikantni. GlcCer a Chol se nepodafilo ptfesné¢ oddélit, jsou tedy uvedeny
dohromady.
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Obrazek 38 HPTLC analyza prekurzord hlavnich bariérovych lipidi extrahovanych ze SC
RHS. Cerné jsou zobrazeny ekvivalenty kize s fibroblasty (Kc + Fb), bild zna¢i modely bez
fibroblastd (Kc only). Na jednotlivych grafech je mnozstvi SM (prekurzor Cer; graf A), GlcCer
a CholS (prekurzor Cer, resp Chol; graf B) a fosfolipidd (prekurzory VMK; graf C). (Primérné
hodnoty +SEM, n=5, pfi p<0,05 parovy t-test neprokazal signifikantni rozdil.)

Zavérem je tedy dialezité zminit, Ze pokud nebyly fibroblasty v modelu pfitomny,
dochazelo k porucham rohovaténi SC v disledku nedokonalé diferenciace keratinocytli. Déle
bylo zjisténo, ze pritomnost fibroblastl je dilezita pro syntézu koznich lipidi. Celkové mnoZzstvi
lipidii bylo v modelech bez fibroblasti signifikantné snizené a lipidové fetézce mély tendenci
htte se uspotradavat. Nebyl vSak pozorovan rozdil v mnozstvi jednotlivych podskupin lipidi.
Muze byt tedy shrnuto, Ze fibroblasty hraji klicovou roli béhem diferenciace a zrani koZni
bariéry.
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3.3 Ex vivo modely

Jak jiz bylo feceno, testovani latek na koznich stépech je nejblizsi klinickému testovani.
Jsou vyuzivany vSechny vyhody, jako je komplexnost slozeni nebo mechanicka odolnost. Pro
permeacni pokusy byla pouzita lidska klize pro jeji bariérové schopnosti. Byl na ni hodnocen
prostup 1é¢iv CDV (1) a 5-FU (2) ptes klizi za vyuziti enhancerti koZni permeace syntetizovanych
v nadi vyzkumné skuping - derivatl terpenti (Kopeéna et al 2019'¢, Piiloha 3) a dendrimerd
(nepublikovana data). Byly také provedeny pilotni experimenty s kultivaci HSOC, ale nebyl
ziskan dostatek dat, takze tyto pokusy nejsou v praci komentovany.

3.3.1 Metody

3.3.11 Permeacni experimenty
Permeace probihaly podle jiz validované metody.!®® Po operaci byla z kiize oddé&lena

hypodermis a ktize byla skladovana pii -20 °C. Pied samotnym experimentem se ktize nechala
volné rozmrazit, byla nafezana na ctverce o velikosti pfiblizné 2 X 2 c¢m aupevnéna do cel
s fosfatovym pufrem (10mM, pH 7,4 s ptidavkem gentamicinu 0,0005 %) jako akceptorovou fazi.
Po ekvilibraci na teplotu 32 °C byly aplikovany testované formulace. Béhem pokusu byly
odebirany vzorky z akceptorové faze v danych cCasovych intervalech. Akceptorova faze byla
ptimo analyzovana pomoci HPLC. Po ukonceni experimentu byla formulace z povrchu kiize
ocisténa, cely byly rozebrany a byla vyseknuta permeacni plocha a tepelné oddélena epidermis
od dermis. Casti kiize byly zvaZeny a 1é&ivo z nich bylo extrahovano do extrakéniho ¢inidla po
dobu 24 h. Extrakt byl zfiltrovan a analyzovan pomoci HPLC. Detaily metod jednotlivych
permeacnich experimenti jsou pro piehlednost uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3 Detaily permeacnich experimentii.

Estery terpent Dendrimery
Lécivo Cbv 5-FU
Formulace Roztok Roztok
Enhancery B-DAK, C-DAK, Ci-DAK GO-HCL, G1-HCl, G2-HCl, G3-HClI
(30 mM) (5, 10, 20 mg/ml)
Extrakéni ¢inidlo  75% ACN/50 mM ACN
octan amonny (v/v)
HPLC metoda Epidermis/dermis Akceptorova fdze

Mobilni faze 75% ACN/50 mM 95% ACN/2,5 mM 5% metanol/voda (v/v)
octan amonny (v/v) octan. pufr (pH 4, v/v)
Kolona ZIC®-HILIC ZIC®-HILIC LiChrospher® RP-18

Teplota (°C)
Nastrik (ul)

Pratok (ml/min)
Doba analyzy (min)
UV detekce (nm)
Retencni ¢as (min)
Kalibracni krivka
(ug/ml)

150-4,6 mm (5 pm)
30

10

2

7,5

274

6,3

0,1-100

(r* > 0,999, p <0,001)

150-4,6 mm (5 pm)
45

50

0,75

15/30

264

53

0,01-5

(r* > 0,999, p <0,001)

250-4 mm (5 pm)

35

50

1

30

265

3,6

0,05-50

(r* > 0,999, p <0,001)

CDV=cidofovir, 5-FU=5-fluorouracil, ACN=acetonitril
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3.3.2 Vysledky a diskuze
(1) Estery terpent jako enhancery kozni permeace

V této praci byly hodnoceny vlastnosti nové syntetizovanych derivati terpenti jako
enhancert kozni permeace. Tyto latky byly syntetizovany a hodnoceny Dr. Kope¢nou, v ramci
spoluprace jsem se zapojila do permeacnich pokust s CDV, zpracovani dat a pfipravy
manuskriptu. Detaily experimentt, které predchazely permeaci s CDV jsou uvedeny v publikaci
Kopedéna et al 2019'7° (P¥iloha 3).

Byly navrzeny latky, které ve své struktufe vyuzivaji vyhody molekul terpenti a derivata
aminokyselin. Oboje jsou latky pfirodniho ptivodu bez velké drazdivosti s prokazanou schopnosti
zlepSovat prostupnost 1é¢iv pies kizi.?!* 2!> Konkrétné se jednalo o estery terpenii (citronelol,
geraniol, nerol, farnesol, linalool, perilylalkohol, menthol, borneol, carveol, cinamylalkohol)
s 6-(dimethylamino)hexanovou kyselinou. Vyhodou esterti netoxickych piirodnich latek je jejich
biodegradibilita, a tedy rozklad esterdzami na metabolity s nizkou toxicitou.?!> 2! Po syntéze byl
testovan vliv enhancerti na permeabilitu modelovych 1éCiv (teofylin a hydrokortison) do kiize
a pres kiizi. Byly zjistény velmi dobré vysledky nekterych enhancerti, napiiklad flux 1éCiv pies
ktzi byl pii pouziti enhanceru C-DAK az 47x vyssi pro teofylin a 50x vyssi pro hydrokortizon.
Dale byly na zaklad¢ tohoto screeningu vybrany tfi nejuc¢innéjsi enhancery: C-DAK, B-DAK
a Ci-DAK. Ty byly dale testovany na bunécnou toxicitu, reversibilitu u¢inku, interakce s proteiny
a lipidy SC a schopnost dorucit antivirotikum CDV do/ptes lidskou kiizi ex vivo. Bunééna toxicita
vSech testovanych enhancerii byla velmi nizk4, coz bylo ofekavatelné, protoze u strukturné
podobnych latek byla jiz diive pozorovéna jejich hydrolyza v zivé epidermis.?!” Tim se potvrdila
vhodnost zaméru kombinace netoxickych pfirodnich latek. Pomoci TEWL a elektrické
impedance byla prokézana reverzibilita ¢inku vSech tfi enhancerti. I ptes to, ze byl TEWL po
aplikaci enhancerti zvysen (3-4x) a elektrickd impedance mirné€ sniZzena, po 24 h od aplikace se
hodnoty opét vratily do normélu. Po aplikaci enhancerti na SC bylo vyhodnoceno pomoci IR, Ze
(posun k vy$§im hodnotam methylenovych vibraci).'** " Jako mechanismus G¢inku enhancerti

byla navrzena fluidizace lipidi ve SC.

Nakonec pak byl zjistovan vliv enhancerti na ukladani 1é¢iva CDV do ktize a jeho prostup
pfes kuizi. Pro permeacni pokusy byla pouzita formulace obsahujici 1% roztok CDV v citratovém
pufru (pH 6) s 30 mM pridavkem testovanych enhancerd. Jako kontrola slouzil roztok stejného
sloZeni, avSak bez enhancerti. Toto médium bylo vybrano diky velmi vysoké rozpustnosti CDV
formulace a byl sledovan prinik CDV do jednotlivych koZznich kompartmentt (po 48 h) a do
akceptorové faze (po 24, 40, 44, 48, 52, 64, 68 a 72 h). Jako akceptorova faze byl vyuzit fosfatovy
pufr, diky vysoké rozpustnosti CDV (> 100 mg/ml) nebyl nutny ptidavek kosolventa.
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Bylo zjisténo, ze do kiize formulace s enhancery dorudily signifikantné vyss$i mnoZstvi

CDV v porovnani s kontrolnim roztokem (graficky znazornéno na Obrazku 39).
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Obrazek 39 Vliv vybranych latek na koncentraci CDV v jednotlivych koznich
kompartmentech. Na panelu A je koncentrace CDV v epidermis, na panelu B v dermis. Barevné
jsou rozliSeny jednotlivé formulace s obsahem C-DAK (oranzovd), B-DAK (cervend), Ci-DAK
(zelend), kontrola je znacena cerné. (Primérné hodnoty +SD, n=5, * znaci signifikantni rozdil
v porovnani s kontrolou, p<0,05, ANOVA-DunnettQv test.)

Konkrétn¢ do epidermis bylo bez enhancerii doru¢eno 28,4+22,5ng CDV/mg tkan¢,
CDV v epidermis. V dermis bylo nalezeno bez enhancerti 0,44 + 0,17 ng CDV/mg tkané¢, ale pti
pouziti C-DAK a B-DAK byly hodnoty signifikantn¢ zvysené 8x, respektive 4x. Mnozstvi CDV
v akceptorové fazi bylo u formulaci s obsahem i bez obsahu enhancerti pod/na hranici detekéniho
limitu, proto ani nebylo mozné stanovit flux 1é¢iva. To bylo jiz dfive pozorovano u CDV,'¢% 218
ale i u podobnych 1é¢iv jako je adefovir’' nebo 2,6-diaminopurinova antivirotika.”?* Obecné je
u velmi hydrofilnich 1é¢iv jako je CDV (logP= -3,9%*") o¢ekavan nizky prestup pres kazi.''! 22

Zavérem je tedy mozné shrnout, ze C-DAK, B-DAK a Ci-DAK jsou schopny dorudit
(trans)dermaln¢ jak modelova 1éciva (teofylin, hydrokortison), tak i klinicky relevantni CDV.
Diky testovanym enhancerim se podafilo zadrzet CDV v kuzi (pomohly zvysit detekované
mnozstvi CDV v epidermis az 15x a v dermis az 8%), avSak nepodafilo se pfekonat kompletné
kozni bariéru, coz je vidét z nizkych hodnot doruc¢eného CDV v dermis a téméf nulovych
v akceptorové fazi. Tento fakt zavisi na pouzitém lécivu, jak jiz bylo feceno vySe, koncentrace
modelovych 1é¢iv byla po pouziti enhancert signifikantné vyssi ve vSech kompartmentech.
Zaroven v experimentech predchazejicich permeaci bylo zjisténo, Ze tyto nove navrhnuté estery
terpenti nemaji nezadouci vedlej$i ucinky, byla u nich prokazana nizka bunééna toxicita a jejich
ucinek byl reverzibilni. Jako mechanismus ucinku byla navrhnuta fluidizace lipidi ve SC. Bylo
tedy prokazano, ze testované nové syntetizované latky spliiuji pozadavky na enhancery kozni

permeace.
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(2) Permeace s dendrimery

7 aMgr. Chladové!”™ byly navrhnuty,

V ramci diplomovych praci Mgr. Houskové!’
syntetizovany a testovany nové polyamidoaminodendrimery s ethylendiaminovym jadrem
a aminoskupinami na periferii. Jako konzultantka praci jsem se zapojila do permeacnich studii

a jejich vyhodnoceni.

Syntetizované dendrimery jsou strukturné podobné PAMAM dendrimertim, které jiz
v minulosti byly pouzivany jako enhancery kozni permeace.’”® Aviak diky své mensi molarni
hmotnosti by mély byt vhodngjsi pro transdermalni podavani 1é¢iv. Zaroven byly zvoleny
aminoskupiny na periferii diky lepS§im vysledkiim doruceni 1é¢iv do ktize v porovnani s jinymi
funkénimi skupinami.'?? Byly tedy syntetizovany nulta az treti generace (G0-G3) dendrimeri
a nasledné podrobeny permeacnim studiim. Vybranym lécivem byl 5-FU pouzivany v terapii
koznich poruch vyvolanych hyperproliferaci keratinocytd??*, jako enhancery byly zkouseny
chlorovodikové soli syntetizovanych dendrimerti nulté az treti generace (GO-HCIl, G1-HCI,
G2-HCI, G3-HCI). Formulace byly ve formé roztokd, jako vehikulum byl pouzit 60% PG ve vodé
s pfidavkem dendrimert v urcité koncentraci (popsano dale). Lécivo (5-FU) bylo ptidano do
roztoku v koncentraci 4,75 mg/ml, coz odpovida ptipravku Verrumal dostupném na ¢eském trhu.
Jako kontrolni roztok byl zvolen 5-FU v 60% PG a Verrumal. Pro screening generaci bylo
naneseno 100 pl formulace o koncentraci dendrimerti 20 mg/ml na 24 h. Mnozstvi doruceného
5-FU do jednotlivych kompartmentti vykazovalo rostouci trend v zavislosti na rostouci generaci
dendrimeri (Obrazek 40).

A B C
_0.84 0.10-
= 5
- £ 0.08-
il k!
£ 2 0.064
© 0.4 E
= 8 0.041
[(+] >
> -
> A T 0.02-

I wn
Te]
0.0- 0.00-
5 4‘?}&6\
N
5(0 <<\>

Obrazek 40 Vliv generace dendrimerii na permeaci 5-FU do jednotlivych kompartmentu
kaze ex vivo. Na panelech A-C jsou postupné zobrazeny jednotlivé kompartmenty: epidermis (A),
dermis (B), akceptorova faze (C). Cerné je znacena kontrola Verrumal, sedé kontrola 5-FU v 60%
PG. Bézova barva znaci formulaci, kterd obsahovala jako enhancer nultou generaci dendrimer(
(GO0), oranzovéa formulaci s prvni generaci dendrimer(i (G1), ¢ervena formulaci s druhou generaci
dendrimert (G2) a zelena formulaci s treti generaci dendrimerd (G3). Koncentrace dendrimer( ve
vsech formulacich byla 20 mg/ml. (Primérné hodnoty +SD, n=5, * znadi signifikantni rozdil mezi
jednotlivymi vzorky a Verrumalem, # signifikantni rozdil mezi jednotlivymi vzorky a 5-FU v 60%
PG, p<0,05, ANOVA-Dunnettlv test.)
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V porovnani s komeréné dostupnym roztokem obsahujici 5-FU dorucily formulace
s dendrimery do kiize i pres kiizi (do akceptorové faze) signifikantn€ nizsi mnozstvi ucinné latky.
Verrumal je ur€en k pouziti na zrohovatélou kizi, tudiz obsahuje keratolytickou kyselinu
salicylovou a enhancery kozni permeace (dimethylsulfoxid, ethylacetat, ethanol).''> 22° Kviili
tomu byl tento ucinek ocekdvany a formulace byly porovnany také s roztokem 5-FU v PG, ktery
slouzil jako relevantngj$i kontrola. V epidermis i v akceptorové fazi bylo v porovnani s 5-FU
v PG nalezeno srovnatelné mnozstvi 5-FU. Signifikantn€ vys$$i mnozstvi 1éCiva v porovnani
s kontrolnim roztokem 5-FU v PG bylo detekovano v dermis za pouziti formulace s obsahem
G3-HCI. Protoze mezi ostatnimi formulacemi obsahujicimi dendrimery a roztokem 5-FU v PG

> avlivem

nebyl signifikantni rozdil, neni mozné rozlisit mezi vlivem PG jako enhanceru'!
dendrimeri. Je potteba zdlraznit, ze Verrumal sice dorucil v porovnani s dendrimery vyssi
mnozstvi 5-FU do ktize, ale zaroven i mnohem vys$§i mnozstvi pies kuzi, coz je v ptipad¢ cileni

1é¢by do epidermis (misto u¢inku 5-FU?*%) nezadouci.

V literatuie byly nalezeny studie, kde PAMAM dendrimery zvySovaly (trans)dermalni
permeaci hydrofilnich i lipofilnich 1é¢iv. 2% 223227 Bylo zji§téno, Ze niz8i generace (G2) PAMAM
dendrimert byly v doruéeni 5-FU u¢innéjsi, coz bylo pfi¢itano niz§i molarni hmotnosti.?”* Zda se
tedy, Ze uprava molarni hmotnosti byla v ptipadé novych formulaci uspésna, protoze i vyssi
generace (G3) tspésné dorucily 1é¢ivo do cilovych ¢asti kiize. V uvedené publikaci bylo zjisténo,
ze vys$i koncentrace dendrimerti dorucily pres ktzi vyss§i mnozstvi 5-FU, avSak lepsi retence
lé¢iva v kiizi byla dosaZena pii pouziti niz§ich koncentraci dendrimert.?® Protoze mistem G¢inku
5-FU je epidermis®*®, byla v naslednych experimentech zvolena niz$i koncentrace dendrimert
kvili zacileni 5-FU do epidermis.

Byly vybrany u€innéjsi generace (G2-HCI a G3-HCI), které byly aplikovany na kizi
stejnym zptsobem, avSak ve dvou riznych koncentracich (5 a 10 mg/ml). Vysledky pak byly
srovnany s predchozi permeaci (koncentrace 20 mg/ml) a data z obou experimentll jsou shrnuta
v Tabulce 4.

Tabulka 4 Mnozstvi léciva detekované v jednotlivych kompartmentech

epidermis dermis akceptorova faze
[ug/mg] [ug/mg] [ug/1cm?]
Verrumal 0,32 £ 0,26 0,06 + 0,03 162,10 + 56,89
5-FU/PG 0,11 £ 0,07 0,01 + 0,01 2,64 + 1,50
G0 20 mg/ml 0,05 + 0,01 0,02 + 0,01 1,61+ 1,15
G120 mg/ml 0,06 + 0,03 0,02 + 0,01 3,47 + 2,51
G2 20 mg/ml 0,14 +£ 0,10 0,03 + 0,01 16,46 + 15,80
10 mg/ml 0,21 + 0,08 0,03 + 0,02 10,14 £ 17,85
5 mg/ml 0,24 + 0,11 0,04 + 0,03 12,77 £ 1517
G3 20 mg/ml 0,14 + 0,06 0,04 + 0,01 18,26 + 12,86
10 mg/ml 0,17 £ 0,10 0,04 + 0,02 26,41 + 20,40
5 mg/ml 0,22 + 0,07 0,03 + 0,02 8,01 £ 12,37

V tabulce jsou uvedena souhrnna data z vice permeaci. (Primérné hodnoty +SD.)
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Co se ty€e epidermis, formulace obsahujici G2-HCI o koncentraci 5 mg/ml, respektive
10 mg/ml dorucily do epidermis 1,7x, respektive 1,1x vy$§i mnozstvi 5-FU v porovnani
s formulaci o koncentraci G2-HCl 20 mg/ml. V ptipadé G3 doSlo k podobnému navyseni:
formulace s G3-HCI v koncentraci 5 mg/ml, respektive 10 mg/ml pomohly zvysit detekované
mnozstvi 5-FU v epidermis 1,6, respektive 1,2x v porovnani s koncentraci 20 mg/ml. Rovnéz
rozdil mezi mnozstvim 5-FU v epidermis doruc¢eném témito formulacemi nebyl signifikantné
rozdilny v porovnani s Verrumalem (Obrazek 41). Do dermis niz§i koncentrace 5 mg/ml G2-HCI
pomohla dorucit srovnatelné mnozstvi s Verrumalem. Nebyl pozorovan ani signifikantni rozdil
mezi Verrumalem a G2-HCI 10 mg/ml a dale G3-HCI o koncentraci 10 a 20 mg/ml. Velmi slibné
je oproti Verrumalu signifikantn€ niz§i mnozstvi 5-FU v dermis v ptipad¢ G3-HCI 5 mg/ml. Jak
jiz bylo feceno, mistem ucinku 5-FU v kiizi je epidermis, je tedy Zadouci dorucit ti¢innou latku
do epidermis, bez zvySeného priniku pfes klzi. Tato vyhoda vSech testovanych formulaci se
projevila i v poslednim sledovaném kompartmentu — akceptorové fazi. Zde bylo mnozstvi 5-FU
az 20x niz$i v porovnani s Verrumalem pro formulaci s obsahem G3-HCl 5 mg/ml. Obecné
vSechny generace a koncentrace dendrimerii pomohly dorucit lé¢ivo do epidermis a zaroven
zabranit nechténému priniku do akceptorové faze. Co se tyce koncentrace, bylo tedy prokazano,

Ze v porovnani s vyssi koncentraci byly nizsi koncentrace dendrimert t¢inng;jsi.
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Obrazek 41 Vliv koncentrace vyssich generaci (G2 a G3) dendrimerd na permeaci 5-FU do
jednotlivych kompartmentii kiiZe ex vivo. Na panelech A-C jsou postupné zobrazeny jednotlivé
kompartmenty: epidermis (A), dermis (B), akceptorova faze (C). Cerné je znacena kontrola
Verrumal, $edé kontrola 5-FU v 60% PG. Cervena barva znadi formulace, které obsahovaly jako
enhancer druhou generaci dendrimer( v koncentraci 5-20 mg/ml. Zelena barva znaci formulace,
které obsahovaly jako enhancer tfeti generaci dendrimer(l v koncentraci 5-20 mg/ml. (Primérné
hodnoty #SD, n=5, * znadi signifikantni rozdil mezi jednotlivymi vzorky a Verrumalem,
# signifikantni rozdil mezi jednotlivymi vzorky a 5-FU v 60% PG, p<0,05, ANOVA-Dunnett(lv test.)

Miuzeme tedy shrnout, Ze se potvrdila vyhodnost snizeni molarni hmotnosti dendrimerti
oproti komer¢né dostupnym PAMAM dendrimerim pro (trans)dermalni podani. U nové
syntetizovanych dendrimerd pomohly pro doruceni 1é¢iva do klize i vy$$i generace (G3-HCI).
Dale bylo potvrzeno, Ze nizsi koncentrace se jevi jako vhodnéjsi pro cileni 5-FU do epidermis,
coz je z hlediska mechanismu G¢inku pozadovana tkan. Pro zjisténi efektu v zivé epidermis

(atedy keratinocytli schopnych dé¢leni) by bylo vhodné doplnit experimenty o fape-stripping
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(metoda pouzivana pro odstranéni zrohovatélych bun¢k SC). Co se ty¢e porovnani formulaci
s komer¢né¢ dostupnym Verrumalem, testované dendrimery pomohly dorucit do epidermis
srovnatelné mnozstvi 5-FU, avSak bez nezadouciho pruniku latky ptes kizi. Nejlepsich vysledki
bylo dosazeno u formulaci s obsahem G3-HCI o koncentraci 5 mg/ml, kde bylo dorucené
mnozstvi do epidermis porovnatelné s Verrumalem, a zdroven prinik do akceptorové faze byl
20x niz§i. Do budoucna by bylo vhodné zaméfit se na studium cytotoxicity a reverzibility u¢inku
dendrimerd na kiizi.
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Zaver

V této praci jsou shrnuty poznatky, které byly ziskany studiem vlivu latek a faktoru na

tvorbu kozni bariéry. Podle zjistovanych vlastnosti byl vzdy vybran odpovidajici model, ktery

se jevil pro dany projekt jako nejvhodné;jsi.
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Pro studium vliva prekurzoru Cer (GlcCer) a pH na vznik multivrstevnych lamel
diilezitych pro spravnou bariérovou funkci byl vyuZit monovrstevny a multi-
vrstevny model. Ty byly vybrany diky své modifikovatelnosti, kdy je mozné ménit
sloZeni lipidi (nahrazeni GlcCer za Cer, deuterace lipidli). Protoze se jedna o model
pouze lipidové extraceluldrni matrix kozni bariéry, lze navic oddélit vliv ostatnich
biochemickych vlivli probihajicich v kiizi na uspotadavani lipidi. Toho bylo vyuZito pii
sledovani vlivu pH na uspotadavani lipida SC (odd€leni vlivu enzymatickych ptemén
odehravajicich se v kizi/bunéénych modelech). Pti piipravé monovrstev smési
syntetickych lipid izotermy odhalily rozdilné chovani smési pii pH 5,5 a 7,4. Rovnéz
byl po preneseni na pevny podklad pozorovan rozdil mezi tvorbou fazi. Smési, kde obsah
Cer pievysil GlcCer zacaly tvofit multivrstevné utvary (10-14 nm), avSak pouze pfi
kyselém pH. Podobné chovani bylo pozorovano i u lipidd izolovanych ze SC, kde pouze
pti kyselém pH byla pozorovana tvorba vyssi fdze ~ 11 nm. Toto chovani bylo pfi¢itano
konformaci ftetézc Cer, ktera je pifi fyziologickém pH ziejmé oteviena (kvili
nekompatibilité rigidnich acylovych a pohyblivych sfingosinovych fetézcti). To bylo
potvrzeno deuteraci slozek smési, kde bylo pozorovano sdruzovani acylovych fetézctu
Cer s neionizovanou VMK, zatimco sfingosinové fetézce se sdruzovaly s Chol, ato
pouze za kyselého pH. Diulezitost kyselého pH byla potvrzena dalSimi experimenty
(nespravné lamelarni usporadani a zvySseny TEWL pii neutrdlnim pH). Byl tedy
prokazan primy vliv kyselého pH na uspoiadavani lipidia ve SC, jejich remodelaci
do multivrstevnych utvari, atedy spravnou bariérovou funkci lipidové koZni

bariéry.

Monovrstevny model byl dale vyuzit pfi studiu interakci enzymu B-GlcCer-aza
a PAMAM dendrimeri s lipidy. V tomto ptipadé je vyhodou moznost pozorovat ptimo
lateralni uspotadavani lipidi a jejich ovliviiovani latkami v subfazi. Diky tomu je mozné
priblizit mechanismus U¢inku téchto latek. To se bohuzel nepodafilo pfi pozorovani
aktivity enzymu [-GlcCer-dza, kdy byla potvrzena pouze adsorpce enzymu na
monovrstvu tvofenou koznimi lipidy, avSak ptimy rozklad prokazan nebyl. Pilotni
testovaini PAMAM dendrimert navrhuje, Ze PAMAM dendrimery interaguji
s polarnimi hlavami lipidi. Pravdépodobné v téchto interakcich hraji roli aminoskupiny
na periferii molekul dendrimerti. To vSak musi byt v budoucnu potvrzeno dal§imi
metodami (AFM, multivrstevné modely). V kombinaci s lipidy koZni bariéry se jedna
o novou metodu, kterd by mohla v budoucnu usnadnit pochopeni fungovani
nanonosicovych systému pro (trans)dermalni doruceni a ma tak do budoucna slibné

vyuZiti.
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Modely RHE byly vybrany diky moZnosti navodit v keratinocytech defekt enzymu
PNPLAI (sniZena syntéza ®-O-acylCer), a tim simulovat onemocnéni ARCI. Jedna
se 0 3D bunécné modely, které byly pfipraveny béhem vyzkumné staze na pracovisti
Inserm, Toulouse, pod vedenim assoc. prof. Jonca. Byla to prvni moznost vyuzit shRNA-
RHE jako modelu onemocnéni ARCI (metoda vyvinuta v laboratofi ve Francii) pro
testovani LBms s obsahem w-O-acylCer (formulace vyvinuta u nas v laboratofi). V ramci
staze byla provedena pilotni studie na modelech, které budou v budoucnu slouzit jako
preklinicky model pro 1é¢bu onemocnéni kozni bariéry pomoci lipidickych formulaci.
Data potvrdila, Ze bylo ziskano u obou typ shRNA dostacujici uml¢eni genu pro protein
PNPLAT1 (70-80 %). Avsak zda se, ze to neni dostacujici pro navozeni defektu kozni
bariéry, jaky je pfitomny u pacientl s touto mutaci nebo Pnplal knockout mysi (aplné
,vypnuti genu). I kdyZ tedy tyto modely budou muset byt dale optimalizovany,
nespornou vyhodou bylo zajiSténi technické proveditelnosti pripravy formulaci na
pracovisti ve Francii a vyvinuti protokolu pro aplikaci formulace na RHE. To bude
do budoucna dtlezité pro opakovatelnost experimentti ve Francii a obecné pro spolupraci
mezi nasimi laboratofemi. Dale bylo prokazano, ze formulace nemaji nezadouci vliv na

viabilitu a morfologii RHE.

Modely RHS byly vybrany diky pritomnosti dermalniho kompartmentu a mohly
tak byt sledovany interakce mezi keratinocyty a fibroblasty a jejich vliv na spravné
fungujici koZni bariéru. Tyto 3D bunééné modely byly pfipraveny kolegy v Némecku
(Freie Universitéit Berlin, Némecko, prof. Hedtrich). Po biologickém hodnoceni modelt
bylo odstranéno SC a zaslano k nam do laboratote. SC pak bylo charakterizovano pomoci
IR aobsah lipidd byl stanoven HPTLC. Byla prokazana dulezitost interakci mezi
keratinocyty a fibroblasty pro spravnou diferenciaci epidermis, v¢etné morfologie
a slozeni lipidi SC. P¥i nepfitomnosti fibroblasti se keratinocyty nevyvijely spravné,
RHS byla vice propustna a obsahovala sniZeny celkovy obsah bariérovych lipidu,
které mély tendenci se hiife usporadavat. Nebyl vSak pozorovan vliv pfitomnosti

fibroblastti na syntézu jednotlivych podskupin lipidd, hlavné pak Cer.

Posledni skupinou v této praci vyuZivanych modelu byly lidské koZni §tépy, neboli
lidska kiiZe ex vivo, které byly vyuzity k testovani enhanceru koZni permeace. Jsou
to modely nejblizsi klinickému testovani, vyhodou je jejich komplexnost, mechanicka
odolnost nebo moznost zachovani biochemické aktivity. Tyto modely vSak nelze
modifikovat jako ty vySe uvedené anelze je tedy vyuzit pro simulaci koznich
onemocnéni. Kozni Stépy byly vyuzity predev§Sim pro permeacni studie, diky své
schopnosti dokonale modelovat bariérovou funkci kozni bariéry. Testovany byly v nasi
vyzkumné skupiné nové syntetizované enhancery koZni permeace na bazi terpent
(B-DAK, C-DAK, Ci-DAK) a polyamidoaminodendrimery s ethylendiaminovym
jadrem a aminoskupinami na periferii. B-DAK, C-DAK a Ci-DAK pomohly piekonat
kozni bariéru pro lé¢ivo CDV, kdy pii permeacnich pokusech na lidské kizi ex vivo
zvySily ukladani 1éc¢iva az 15x (epidermis), respektive 8x (dermis). Zaroven byla

prokdzana jejich reverzibilita anizkd toxicita. Ve druhé studii byl testovan vliv



chlorovodikovych soli dendrimerd na propustnost kozni bariéry pro 1é¢ivo 5-FU. Byl
sledovan vliv generaci a koncentraci dendrimert a bylo zjisténo, Ze uc¢innéjsi jsou vyssi
generace (G2-HCI a G3-HCI) vnizsich koncentracich (5 a 10 mg/ml). Ze vSech
nejvyhodnéjsi se jevila formulace s obsahem G3-HCI o koncentraci 5 mg/ml. Ta dorucila
do epidermis srovnatelné mnozstvi 5-FU s komeréné dostupnym piipravkem, av$ak bez
nezadouciho priniku do akceptorové faze (signifikantné nizs§i doru¢ené mnozstvi 5-FU

v porovnani s kontrolou).

Vysledky této prace tedy pomohly porozumeéni kozni bariéry v mnoha aspektech.
»Kyselého plasté,” ale jeho piimy vliv na usporadani lipidd ve SC. Vyuziti monovrstevného
modelu koZnich lipidi pro interakce s potencionalnimi enhancery se zda byt do budoucna
zajimavou technikou pro hlediani mechanismu tcdinku latek interagujicich s kozni bariérou.
Vyznamnou soucasti prace bylo vyvinuti protokolu pro aplikaci lipidovych formulaci na RHE
s defektem enzymu PLNPLA1 v laboratofi ve Francii. Je to dalezitym prvnim krokem
v preklinickém hodnoceni téchto formulaci a umozni budouci spolupraci naSich pracovist.
Analyza lipid SC u modelti RHS s/bez fibroblasti pomohla prokazat dalsi roli fibroblasta pii
tvorbé kozni bariéry abyla tak umoznéna spoluprice mezinidrodniho tymu a kombinace
nekolika metod. Diky permeacnim experimentlim na lidské ktizi ex vivo byly ovéteny schopnosti
nove syntetizovanych enhancerii kozni permeace (esterd terpenti a dendrimertt) dorucit aé¢innou
latku pres kuZi ¢i do kiZe. To je podstatnym krokem ve vyvoji novych latek, které by mohly
slouzit jako enhancery. Jak je videt, neexistuje jeden univerzalni model, ktery by byl pouzitelny
pro hodnoceni latek ovliviijicich kozni bariéru. Pokazdé je dilezité dobte zvazit vSechna zndma
fakta a zamyslené hypotézy v kontextu se sloZzenim modeli. Zavérem je potieba dodat, Ze modely
maji ve vyzkumu kozni bariéry a latek ji ovliviiujicich nezastupitelnou roli a jsou nezbytnym

nastrojem v mnoha farmaceutickych védach, vCetn¢ farmaceutické technologie.
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