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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Hodnoceni pfipravy monovrstevnych lipidovych modela kozni

bariéry

Kuze, ochranna bariéra lidského téla, je tvofena nékolika vrstvami. Nejsvrchnéjsi z nich
je stratum corneum, soucast epidermis, jehoz mezibunéény prostor je sloZzen zejména
z ceramidil, cholesterolu a vysSich mastnych kyselin. Pravé jejich slozeni a uspotadani
jsou zéasadni pro bariérovou funkci ktize. Pro studium téchto koznich lipida
na molekularni trovni jsou vyuzivany rizné multivrstevné a monovrstevné modely.

Jednou z hodnoticich metod jsou Langmuirovy monovrstvy na rozhrani vzduch-kapalina.

V této préci jsem se zabyvala chovanim monovrstevnych lipidovych modelu pfi Ctyfech
riznych hodnotach pH kapalné subfiaze. Srovnavany byly lipidové smési izolované
z lidské kiize, lipidové smési pfipravené z jednotlivych sloZzek a pro rozsifeni také smés
mastnych kyselin. K hodnoceni byly pouZzity Langmuirovy izotermy a zobrazovaci

metoda Brewsterova thlova mikroskopie pfi riznych rychlostech komprese.

Z hodnoceni vyplynulo, Ze pH subfdze nemd na chovani lipidii zésadni vliv. Lipidy
projevovaly nejvétsi ochotu k uspofddani do monovrstvy pii neutrdlnim pH 7,0,
pfi vy$§im pH (7,4) molekuly zaujimaly vétsi plochu. Fyziologickd hodnota pH lidské
ktize se pohybuje okolo 5,5, ovSem pii této hodnoté lipidy nebyly nejtésnéji uspotradany.
Dilezity vliv na usporadani lipidi maji pravdépodobné mastné kyseliny, které byly
soucasti obou vzorki. V1iv pH na priibéh izoterm mastnych kyselin vykazuje stejny trend

jako smesi s ostatnimi lipidy.



Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmaceutical Technology

Author: Karolina Rtzi¢kova

Supervisor: PharmDr. Barbora Svecova, Ph.D.

Consultant: Mgr. Anna Novackova
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Skin, the protective barrier of human body, consists of several layers. The uppermost one
is the stratum corneum, part of epidermis, whose extracellular matrix is composed mainly
of ceramides, cholesterol and free fatty acids. The composition and arrangement of skin
lipids are essential for the proper skin barrier function. Various multilayer and monolayer
models are used to study skin lipids at the molecular level. Some of the evaluation

methods are Langmuir monolayers at the air interface.

In this work I dealt with the behavior of monolayer lipid models at four different pH
values of the liquid subphase. Lipids isolated from human skin, lipid mixture prepared
from the individual components, and a mixture of fatty acids were compared as well.
Langmuir isotherms and the Brewster angle microscopy at different compression rates

were used for this purpose.

The results showed that pH of the subphase has no major effect on lipids arrangement.
Lipids were most likely to form a tight monolayer at neutral pH 7,0, at a higher pH (7,4),
the molecules occupied a larger area. The physiological pH of the human skin is about
5.5, but at this value the lipids are not the most tightly arranged.

Free fatty acids, which were part of both samples, probably have an important effect
on lipid organization and their behavior in the mixture. The influence of pH on the shape

of fatty acid isotherms shows the same trend comparing isotherms of lipid mixtures.



1 Uvod a cil prace
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Pestrost lipidového slozeni a §ife moznosti organizace lipidovych molekul komplikuje
hledani principt, kterymi je tato funkce dana.

Na molekulové urovni jsou lipidy SC studovany pomoci multivrstevnych
1 monovrstevnych modelt (napt. Langmuirovy monovrstvy). K jejich hodnoceni
jsou vyuzivany razné fyzikalni metody.

Cilem mé prace bylo studium vlivu zmény pH kapalné subfaze na uspotradani lipidia
do Langmuirovych monovrstev (LM) na rozhrani vzduch-kapalina. Pouzity byly pufry
opH 4,0; 5,5; 7,0 a 7,4. Déle bylo srovnavano pouziti lipidovych smési pfipravenych
z jednotlivych slozek a lipidovych smési, které obsahovaly ceramidy (Cer) izolované
za timto Ucelem z lidské ktize. Pro rozsiteni ziskanych poznatkii byla do méteni zahrnuta
i smés mastnych kyselin. Lipidové monovrstevné modely byly hodnoceny pomoci
Langmuirovych izoterm. Pro doplnéni byly monovrstvy vizualizovany pomoci

Brewsterovy uhlové mikroskopie (BAM) pii rtiznych rychlostech komprese.



2 Seznam zkratek

Ais Teoreticka plocha jedné molekuly pfi povrchovém tlaku 1,5 mN/m
Ao Teoretické plocha jedné molekuly pti povrchovém tlaku 20 mN/m
BAM Brewsterova tthlova mikroskopie

Cer Ceramidy

Cinax Modul kompresibility

Cs Kompresibilita

FFA Vyssi mastné kyseliny

FFA-mix Vzorek smési mastnych kyselin

HPTLC Vysokoucinna tenkovrstva chromatografie

Chol Cholesterol

CholS Cholesterol sulfat

LM Langmuirovy monovrstvy

Mix Vzorek lipidovych smési

Mma Teoreticka plocha jedné molekuly

SC Stratum corneum

SC-mix Vzorek lipidl izolovanych ze stratum corneum

SP Povrchovy tlak



3 Teoreticka cast

3.1 Lidska kiiZe, jeji funkce a stavba

Kuze (cutis, derma) tvofi komplexni vné&jsi povrch lidského téla. U dospé€lého
¢lovéka zaujima plochu 1,6-2 m?, jeji tloustka ¢ini 1,54 mm v zavislosti na vyzivé
a lokalizaci. Véazi asi 3 kg, s tukovou tkdni az 20 kg, a obsahuje okolo 72 % vody.
V mistech télnich otvord plynule pfechazi ve sliznici. Kize je anatomicky i fyziologicky

specializovana tkan plnici nékolik funkci.!
3.1.1 Funkce kiiZe

Kuze tvoii vnéjsi ochrannou bariéru lidského téla nezbytnou pro udrzeni jeho
homeostazy, zabranuje uniku vody, a tim umoznuje zivot ¢lovéka na sousi. Kiize chrani
vnitini prostiedi organismu pfed Skodlivymi mikroorganismy, soucasné ale vytvari
vhodné Zivotni prostiedi pro symbiotickou kozni mikrofloru (napt. udrzovanim kyselého
pH kozniho pokryvu). Také néas chrani pfed nepfiznivymi vlivy okolniho prostfedi —
posSkozenim at’ uz mechanickym, tepelnym nebo chemickym. Podstata chemické ochrany
vyplyva z malé propustnosti klize pro vodu a v ni rozpusténé latky. Imunologickou
ochranu zajisStuji Langerhansovy a Gransteinovy buiiky, které prezentaci antigenu
spousti imunitni reakci organismu. Vlivem UV zafeni probiha v kiizi syntéza vitaminu
D3 z ptislusnych prekurzori, zaroven vsak pfitomnost melaninu v keratinocytech chrani
lidské télo pfed Skodlivymi ulinky nadmeérného slunéni. Déle se kize podili
na termoregulaci zménou pritoku krve v dermis, obsahem tuku v hypodermis, ktery
slouZzi 1 jako energetickd zasoba, a také vylucovanim potu. Pomoci potnich a mazovych
zlaz se organismus zbavuje toxickych a dalSich latek, napt. soli. Obsahem volnych
nervovych zakonceni a receptori umoznuje komunikaci s vnéjSim prostiedim, vnimani
bolesti, tepla a chladu. Diky mimice, pfipadné¢ pachovym signalim mize byt kiize

soucasti projevii emoci a non-verbdlni komunikace mezi lidmi. 23

10



3.1.2 Stavba kize

Kize se skladd z n¢kolika strukturdlné odliSnych vrstev, které jsou zachyceny

na obrazku 1 (ptevzato z medlineplus.gov?).

Epidermis—| [ : o o d

Dermis

Hypodermis -

Obrazek 1. Vrstvy Kiize — epidermis, dermis, hypodermis.

Hypodermis je spodni, podkoZni vrstva, kterd upeviiuje kozni tkan ke kostte nebo
svaliim. Je tvofena vazivem a obsahuje bunky tukové tkane.

Dermis tvoti sit’ propletenych elastickych a kolagennich vldken, kterd zajist'uji
pevnost a pruznost kiize. Soucésti dermis jsou nervova zakonceni — mechanoreceptory,
napt. Vater-Paciniho nebo Merkelova téliska a také cévy krevniho a lymfatického
systému.

Epidermis je vrchni vrstva kiize, kterou tvofi nékolik typd bunék. Nejcetnéjsi
z nich jsou keratinocyty, které jsou také zékladem vlast, chlupt a nehtti, dale melanocyty
obsahujici kozni barvivo melanin a builkky imunitniho systému (Langerhansenovy
a Gransteinovy buriky).?

Soucasti epidermis jsou i tzv. rohové derivaty — chlupy, nehty a kozni zlazy, které

v8ak maji ve srovnani s kizi zcela jinou anatomii.> 3
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3.1.2.1 Epidermis

Na hranici dermis a epidermis, kde se v bazalni vrstvé nachdzeji kmenové buiky,
vznikaji keratinocyty. Tyto builky maji schopnost se neomezené délit, probiha v nich
intenzivni mitéza a dcetfiné bunky migruji kolmo vzhiiru. Béhem putovéani se bunky
oplostuji, pozbyvaji jadra a organel, a dochazi k akumulaci keratinu uvniti bunék
a okolnich lipidi. Tento proces se nazyva keratinizace, jeho vysledkem jsou ploché
buiiky, obsahujici prakticky pouze keratin, stlacené a husté uspotfadané. Tyto “Supiny”
tvoti kozni bariéru, povrchovou vrstvu epidermis, z niz se opét odiraji a olupuji. Obnova
celé epidermis trvéa piiblizné 30 dni.> > Podle stadia diferenciace keratinocytii miizeme
epidermis rozdélit do Ctyt vrstev — stratum basale, spinosum, granulosum a corneum.
Na urcitych ¢astech téla se silnéjsi kiizi mizeme rozlisit také pas bezjadernych bunék —
stratum lucidum.® 7 Jednotlivé vrstvy epidermis znazorfiuje obrazek 2 (pfevzato

z www.dreamstime.com?®).

|
Dead cells flaking off J /N

at the skin surface

Stratum corneum

I Keratinocytes
¢ | moveupas
they age

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Dermis

Obrazek 2. Vrstvy epidermis. Na obrazku jsou déale zndzornény zploStujici

se keratinocyty, které se na povrchu odlupuji.
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3.1.2.2 Stratum corneum

Tato nejsvrchnéjsi vrstva ktize je 10-20 pum silna a je tvofena 18-21 vrstvami
bunék. Prestoze se tloustka SC zdéd zanedbatelna, pritomnost této vrstvy a zejména jeji
slozeni a vnitini uspofadani je zasadni pro bariérovou funkci kize. & °!!

SC je slozena z keratinocyti — plochych, vzajemné do sebe zapadajicich bun¢k
s proteinovou nepropustnou obalkou vyplnénou keratinem. Keratinocyty jsou vzajemné
spojeny desmozomy, které zajiStuji jejich soudrznost, a obklopeny lipidovou
extracelularni matrix, kovalentné¢ vazanou na bunéfnou membranu (viz obrazek 3,

pievzato z www.eucerin.cz'?).> % 13
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Obrazek 3. SC s keratinocyty a lipidovou matrix.

Lipidové extracelularni matrix zaujima asi 20 % objemu SC. Hlavnimi slozkami
jsou Cer, cholesterol (Chol) a vyssi mastné kyseliny (FFA) — behenova s délkou fetézce
22 C, lignocerova s délkou fetézce 24 C, palmitova s délkou fetézce 16 C, stearova
s délkou fetézce 18 C, atd. V mensi mife jsou pfitomny estery Chol s organickymi

kyselinami, cholesterol-sulfat (CholS) (2-5 %)"* a dalsi latky.>

13



3.2 Typy ceramidii v lidské kiizi a jejich usporadani

Molekuly Cer vznikaji spojenim sfingosinové baze a acylu FFA pomoci amidové
vazby. Vysledné molekuly se tak odlisuji nejen jejich kombinacemi, ale také poctem,
polohou a stereochemii dvojnych vazeb, poctem hydroxylovych skupin sfingosinové
baze a délkou fetézci.'*!® V lidském SC bylo doposud popsano 15 podtiid Cer

s rozdilnymi vlastnostmi i funkcemi.!”
3.2.1 Strukturni rozdily ceramidu

Ceramidové baze miizeme rozdélit na sfingosin (S), dihydrosfingosin (dS),
fytosfingosin (P), 6-hydroxysfingosin (H) a nejnovéji dihydroxysfinganin (T) se ¢tyimi
hydroxyly. Retézec FFA muize byt nasyceny (N), a-hydroxy (A) nebo w-hyhroxy (O),
ktery miize byt esterifikovan kyselinou linolovou (EO). Novéjsi vyzkumy popisuji také
esterifikaci hydroxylu v poloze 1 (1-O-acylované).'* ' 1 Strukturni typy Cer jsou

znazornény na obrazku 4 (pfevzato z Rabionet a kol.'®).

14
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Obrazek 4. Strukturni typy Cer.
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3.2.2 Usporadani lipidi ve stratum corneum

3.2.2.1 Prostorové usporadani (= konformace) ceramidu

Vsechny typy Cer obsahuji polarni hlavu a dva lipidové fetézce, teoreticky se tak
kromé rtznych ptfechodovych konformaci nachdzi ve dvou zékladnich — uzaviené
(vlasenkové) a oteviené konformaci. V oteviené konformaci jsou lipidové fetézce
postaveny naproti sob¢ v jedné roviné. V uzaviené konformaci jsou oba lipidové fetézce
orientovany paralelné vedle sebe.!* 2° Konformace znazortiuje obrazek 5 (pievzato

z Vavrova a kol.2").

Oteviena konformace

Obrazek 5. Konformace Cer — uzaviena a oteviena.
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3.2.2.2 Lamelarni usporadani lipidi stratum corneum

Lipidy mezibunécné hmoty SC jsou uspofddané do tzv. lamel, kterymi jsou
mysleny lipidové dvojvrstvy. Tyto dvojvrstvy vznikaji vzdjemnym usporadanim
lipidovych fetézct Cer (ptip. FFA) a polarnich ¢asti Cer na zaklad¢ slabych fyzikalnich
interakci — van der Waalsovych sil a vodikovych mustka. Predpoklada se oteviena
konformace Cer, tudiz lamela ma ve svém stiedu polarni ¢ast molekuly a od ni se pak
v rovin¢ rozkladaji dva lipidové fetézce (proto dvojvrstva). Do téchto lipidovych konct
mohou pronikat dalsi Cer (pfip. FFA), které se orientuji podobnym zptisobem — vsunutim
jejich lipidového fetézce se tak lamela rozsiti o dalsi vrstvu.

Lamelarni uspotadani mezibunécnych lipidit SC je mozné zachytit elektronovou
mikrografii. Na principu elektronové hustoty se pak lipidova dvojvrstva jevi jako bilé

pasy s vnitini Gernou linii v jejim stiedu.'* 2> ?* (viz obrazek 6, prevzato z Hill a kol.?*).

‘::::.-:':r:mt:J

-
....q‘\-ﬁ-"-

x..m

25 nm

Obrazek 6. Lamelarni usporadani SC — 3 a 6 lamel mezi korneocyty zachycenych

pomoci metody elektronové mikrografie.

Lipidové lamely jsou s korneocytem spojeny prostiednictvim lipidové obalky
korneocytu. Ta je tvofena w-hydroxylovanymi Cer, které se pfes svoji koncovou
hydroxylovou skupinu kovalentné¢ vaZou na bilkoviny korneocytu. Ptredpoklada se,

7e tyto Cer pak vytvaii vzor pro uspoiadani do lamel pro dalsi lipidy. '+ 24
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3.2.2.3 Lateralni usporadani lipidi stratum corneum

Lateralni uspotadani lipida pfedstavuje tésnost lipidovych fetézcl uvnitt lamely. Tato
organizace se muze ménit vlivem vngjSich podminek, napt. pfi zahfivani dochézi
k rozvolnéni fetézcti.?> Velmi tésné lateralni upotadani lipida se nazyva orthorhombické
faze, pro kterou je charakteristické, ze fetézce zaujimaji tzv. cik-cak konformaci a jsou
usporadany do obdélnikové krystalické miizky. Retézce tak nemaji moZnost volné rotace.
Céste¢na rotace fetézcil je mozna v Sestithelnikové miizce, kterd je typicka pro volngjsi

hexagonalni fazi.!'* 2® Obg faze zachycuje obrazek 7 (pievzato z Norlén, L.26).

A v e
e e
R T

Hexagonalni faze

Orthorhombicka faze

Obrazek 7. Lateralni usporadani lipidi — hexagonalni a orthorhombicka faze.
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3.3 Studium modelii usporadani lipidi stratum corneum

Usporadani lipidd na molekulové urovni je hodnoceno pomoci multivrstevnych
i monovrstevnych modelt s vyuzitim riznych fyzikdlnich metod — infracervena
spektroskopie, rentgenova difrakce apod.'* 2’ Ke studiu se pouzivaji komeréné dostupné
latky, lipidy syntetizované de novo nebo izolované z tkanovych stépt lidskych darct,
z kozni tkané prasat ¢i mysi. Cer se izoluji také z mozku hovéziho dobytku a prasat

a nékteré prekurzory Cer se ziskavaji i z vajec.!* 2% 2

3.3.1 Monovrstevné modely usporiadani lipidi stratum corneum

K hodnoceni monovrstevného modelu lipidového uspotfadani SC se poziva technika
Langmuirovych monovrstev (LM) na rozhrani vzduch-kapalina a technika Langmuir-
Blodgettové na rozhrani pevna faze-vzduch. K detailné;jsi charakterizaci monovrstevného
filmu se pozivaji vizualizaéni metody — Brewsterova uhlova mikroskopie (BAM),
fluorescenéni mikroskopie a dal$i techniky (rentgenova difrakce, infracervena
spektroskopie) popisujici lateralni uspotadani lipidovych fetézcl a interakce v oblasti

polarnich hlav Cer.!* 30-32

3.3.1.1 Langmuirovy monovrstvy na rozhrani vzduch — kapalina

Tato metoda je zalozena na schopnosti amfifilnich molekul nerozpustnych
ve vodé vytvoftit tenky film na rozhrani vzduch-kapalina. Tento film, zvany Langmuirova
monovrstva (LM, Viz obrazek 8, ptevzato z ilpi.com*?®), byva jen jednu molekulu tenky,
hydrofilni ¢4st molekuly je obracena smérem k polarni fazi (neboli subfazi), hydrofobni
¢ast se orientuje smérem ven. Polarni ¢ast molekuly musi byt dostate¢né hydrofilni, aby

“ukotvila” molekuly k subfazi a nedoslo ke hromadéni molekul.3* 3

air

I

Obriazek 8. Langmuirova monovrstva (monolayer) z molekul, jejichz polarni hlavicky

smétuji do subfaze (bulk water) a nepolarni konce smérem do vzduchu (air).
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3.3.2 Izotermy a fazové prechody

Vysledkem experimentalni komprese monovrstev je m-A izoterma — graf
zavislosti povrchového tlaku (SP) na teoretické plose jedné molekuly (Mma).!?
Pti kompresi prochdzeji monovrstvy fdzovymi zménami, které se na grafu projevi
zménou sklonu a pribéhu kiivky. V kazdé fadzi ma monovrstva jiny stupen
kompresibility, rozliSujeme nejcastéji Ctyii faze.

G (gaseous) faze neni vétSinou pozorovatelnd, vyskytuje se pii velké plose
amalém SP, kdy molekuly jsou nezavislé a daleko od sebe podobné jako u plynnych
latek.

LE neboli L (liquid-expanded) faze nastava ve chvili kdy SP za¢ne rtst, molekuly
jsou nuceny dotykat se jedna druhé a utvofi monovrstvu.

LC neboli L, (liquid-condensed) nastava po fazi plateau, jedna se o hlavni fazovy
ptechod. Molekuly jsou v tésném uspotfadani s malou moznosti pohybu.

S (solid) faze je charakterizovana strmou linedrni kiivkou, malou plochou

a nizkou kompresibilitou, zvySenim SP miZe dojit ke kolapsu monovrstyy.'4 3433
Jednotlivé fize zachycuje obrazek 9 (pfevzato z www.groups.ichf.edu.pl*®).
&
— . —

g Faze S

E. Monovrstva

= .

= Vaduch *iiigt Bariéra

= Subfza

,?: ,

o Faze 1,

o - '11-']’1 :'r .?;1 .

> ———i L i—

=

a FazeLi  Tooooa el ot

I ——
Faze G }

Plocha jedné molekuly [A?]

Obrazek 9. Graf zavislosti povrchového tlaku na teoretické plose jedné molekuly

se znazornénymi fazemi G, L1, L, S.
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3.3.3 Brewsterova uhlova mikroskopie

BAM je metoda reflexni spektroskopie (viz obrazek 10, pievzato
z www.biolinscientific.com?’), jejimZ principem je odraz polarizovaného svétla. Pokud
na povrch kapaliny dopada paprsek polarizovaného svétla pod urcitym thlem (cca 53°-
Brewstertiv uhel), neodrazi se, prochazi do kapaliny a obraz se jevi erny. V piipade,
ze se na rozhrani vzduch-kapalina nachdzi monovrstva, paprsek se odrazi a je detekovan

jako svétlé misto obrazu.’!3’

i k.

. I o
(=53 | Odraz
Monovrstva

Vzduch | Bez odrazu

Kapalina

& >

Obrazek 10. Lom paprsku na rozhrani dvou prostiedi (vzduch/kapalina) a jeho odraz

od monovrstvy.

Diky BAM muZeme neinvazivné pozorovat monovrstvy v redlném case béhem

experimentu, zaznamenat a pozdgji hodnotit.*®
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3.4 Vliv podminek na Langmuirovy monovrstvy
Pribéh izotermy vyznamné ovliviiuji vn€jsi faktory, napft. teplota ¢i slozeni subfaze.
3.4.1 pH a pufry

Acidobazické reakce jsou zalozeny na disociaci (rozkladu) latek, které za urcitych
okolnosti uvolfiuji ionty H" a OH". Podle Brensted-Lowryho teorie se latka, ktera
poskytuje proton H", nazyva kyselinou, a latka, ktera proton pfijima, zasadou (bazi). Jesté
jednodussi je teorie Lewisova, podle které je kyselinou latka, jez ma volny elektronovy
orbital, bazi pak latka s volnym elektronovym parem. Reakce kyselin a zasad se nazyva
neutralizace, vznika pii ni stil reagujici kyseliny a voda. Podle ochoty uvolnit proton do
reakce rozli§ujeme riizné sily kyselin a zasad.**!

Abychom mohli kyselost roztokd méfit, byla zavedena stupnice pH. Jedna
se o zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych iontd v roztoku. Hodnoty
0-7 odpovidaji kyselému pH, 7-14 zasaditému.*?

K udrZeni konstantniho pH pouzivame tzv. pufry. Jejich pfitomnost v roztoku

zvySuje mnozstvi kyseliny &i zasady, které je nutno dodat ke zméné pH.*
3.4.2 Vliv pH subfize na Langmuirovy monovrstvy

Dle jiz difive provedenych studii bylo zjiSténo, Ze urcity vliv pH na monovrstvy
pravdépodobné ma. Jiz za¢atkem minulého stoleti se problematikou zabyval Schulman

3, fosfatidylcholinu®®,

a Rideal*. Pozdg&ji byly zkoumdiny molekuly sfingomyelinu*
dipalmitoylfosfatidylcholinu/cholesterolu*’. V prvnich dvou ptipadech byl proveden
teoreticky vypocet, ktery byl experimentalné potvrzen. Déle byly zkoumany karboxylové
kyseliny, jejichZ disociace by mohla mit vliv na tvorbu monovrstev. Naptiklad stearova
kyselina (na rozdil od oktadekanolu) se se zvySujicim se pH stava rozpustngjsi

a z rozhrani ,,unika“ do subfaze.*®
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikalie a rozpoustédla

CerNS 24 (N-lignoceroylsfingosin) byl zakoupen od Avanti Polar Lipids
(Alabaster, USA). Tenkovrstevné chromatografie byly provadény na TLC deskach Silica
gel 60 Fzss, vyrobce Merck. Dalsi chemikalie a rozpoustédla v HPLC Cistoté byly
potizeny od Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Némecko). Ultracistd voda byla deionizovana,

destilovéna a filtrovana systémem Millipore Q.
4.2 Pristrojové vybaveni

Pro ptipravu LM byla pouzita vana KN 2001 (small) KSV NIMA a software KSV
NIMA (Kibron, Helsinky, Finsko).

Pro pozorovani monovrstev Brewsterovym uhlovym mikroskopem byla pouzita
vana KN 1003 (medium) KSV NIMA, mikroskop KSV NIMA MicroBAM a software
KSV NIMA.

Pro kvantitativni analyzu lipidt SC byl pouzit Linomat V, horizontalni vyvijeci

komora, Scanner 3 a software WinCats (vie Camag, Svycarsko).
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4.3 Priprava vzorki

4.3.1 Izolace lipidii ze stratum corneum a priprava vzorki

K izolaci byla pouzita lidska kiize z bticha pacientek, které podstoupily plastickou
operaci v centru Sanus Hradec Kralové. Pouziti lidské kiize bylo schvaleno souhlasem
Etické komise centra Sanus (No. 200609 S09P) abylo sni zachdzeno v souladu
se zasadami Helsinské deklarace. Podkozni tuk byl opatrné odstranén skalpelem, klize
byla opatrné otiena ubrouskem namocenym v acetonu, aby se odstranil kozni maz. Kize
byla omyta fosfatovym pufrem s gentamicinem a skladovéna pti -20 °C.>°

Izolace SC byla provedena podle jiz diive popsané metody.’! Zmrazena kiZze byla
pted izolaci volné rozmrazena, poté ponofena do vodni 14zn¢ o teploté 60 °C a pomoci
pinzet oddé¢lena epidermis. Epidermis byla polozena na hladinu roztoku trypsinu
a inkubovana 24 hodin pti 32 °C. Nasledné byly vatovou ty¢inkou odstranény trypsinem
degradované zbytky epidermis a ziskané SC bylo kratce oplachnuto acetonem
a ultracistou vodou, a nakonec vysuSeno pisobenim vakua v exsikatoru, jako susidlo byl
vzdy pouzit parafin a oxid fosforecny.

Ze ziskaného SC byly extrahovany koZni lipidy sérii smési chloroform:methanol
vpomeru 2:1, 1:1, 1:2 (v/v) vzdy po dobu dvou hodin. Smés byla zfiltrovana,
rozpoustédla byla odpafena na vakuové odparce a nasledné v exsikatoru.>

Pomoci sloupcové chromatografie byly od smési lipidd oddéleny necistoty.
Podobny proces separace byl jiz diive popsan.>® Byly pouzity tfi chromatografické
kolony, jako mobilni faze (MF) byly v nasledujicim pofadi pouZity smési:
chloroform:kyselina octova 99:1 (v/v), chloroform:methanol v poméru 100:1, 50:1, 10:1,
3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 (v/v), ¢isty methanol; chloroform:methanol v poméru 100:1,
50:1, 10:1, 3:1 (v/v) a hexan:ethylacetat 9:1 (v/v). Detekce byla provedena pomoci
tenkovrstvé chromatografie za pouziti 4 standardii (kyseliny stearové 18C, CerNS 24,
Chol a CholS) a derivatizaci roztokem 1 g Ce(SO4)2, 2 g H3[P(M03010)4], 5 ml konc.
H>S04, 100 ml H>O. Po vyc¢isténi bylo odpafeno rozpoustédlo pomoci rota¢ni vakuové
odparky, proudem dusiku a v exsikatoru.

Lipidy byly dale kvantitativné hodnoceny pomoci vysokoucinné tenkovrstvé
chromatografie (HPTLC), podle jiz validovaného postupu.>*

Pro ptfipravu vzorkd ktvorbé LM byly lipidy rozpustény ve smési

chloroform:methanol (3:1, v/v) a pfesnd mnozstvi vzorku byla do vialek pienesena
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za pouziti mikropipety, rozpoustédlo bylo odstranéno proudem dusiku, a jeho zbytky

pusobenim vakua v exsikatoru. Izolované lipidy byly skladovany pfi -20 °C.
4.3.2 Priprava lipidovych smési

V experimentech byla pouzita ekvimolarni smés CerNS 24 (M, 650,13 g/mol),
Chol (M; = 386,67 g/mol), lignocerové kyseliny (M: = 368,64 g/mol) a CholS (M; =
488,70 g/mol). Jednotlivé latky byly navazeny a natfedény v koncentraci 1 mg/ml a piesné
vypocitané mnozstvi bylo pieneseno do vialek mikropipetou. Rozpoustédlo bylo
odstranéno proudem dusiku, a jeho zbytky ptisobenim vakua v exsikatoru. Vzorky byly
skladovany pii -20 °C a pted kazdym méfenim rozpustény ve smési chloroform:methanol

(3:1, v/v) na koncentraci 1 mg/ml.
4.3.3 Priprava smési kyselin

Byla pouzita smes FFA o délce acylového fetézce 16, 18, 20, 22, 24 C v poméru
bézné se vyskytujicim v lidském SC>°, tabulka 1. Do kazdé vialky byl navazen 1 mg této
smési kyselin. Vzorky byly skladovany v lednici a pied kazdym méfenim rozpusStény

ve smési chloroform:methanol (3:1, v/v) na koncentraci 1 mg/ml.

Tab. 1 SloZeni smési kyselin

Délka acylového Molarni pomér [%] [Relativni molekulova [Hmotnost [mg]
Fetézce hmotnost [g/mol]

|C 16 1,80 256,42 4,62

|c 18 4,00 284,48 11,38

|C 20 7,60 312,54 23,75

|C 22 47,80 340,58 162,80

|C 24 38,80 368,63 143,03
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4.4 Priprava subfazi

4.4.1 Priprava fosfatového pufru pH 7,4

Fosfatovy pufr byl pfipraven rozpusténim latek uvedenych v tabulce 2 v 1 litru

ultracisté vody. Hodnota pH pufru byla zkontrolovana pomoci pH metru se sklenénou

elektrodou a ptipadné odchylky cilového pH byly upraveny kyselinou fosfore¢nou nebo

hydroxidem sodnym. Pfed pouzitim byl pufr pfefiltrovan a mezi méfenimi skladovan

v lednici.

Tab. 2 SloZeni fosfatového pufru

mmol/l g/l
NaH;P0O4.2H50 (156,0 g/mol) 2,0 0,312
NaHPO4.12H,0 (358,1 g/mol) 8,0 2,865
NaCl (58,4 g/mol) 137,0 8,000
KCI (74,6 g/mol) 2,7 0,201

4.4.2 Priprava vody pH 7,0

Byla pouzita ultracista voda upravena systémem Millipore Q. Hodnota pH byla

zkontrolovana pomoci pH metru se sklenénou elektrodou a ptipadné odchylky cilového

pH byly upraveny pfidavkem hydroxidu amonného. Pfed pouzZitim byla voda

ptefiltrovdna a mezi méfenimi skladovéana v lednici.
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4.4.3 Priprava acetatového pufru pH 5,5 a pH 4,0

Oba acetatové pufry byly pfipraveny rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi
kyseliny octové a chloridu sodného v ultradisté vodé. Slozeni jsou uvedena v tabulce 3,
mnozstvi slozek je uvedeno na 1 litr pufru. Hodnota pH byla zkontrolovana pomoci pH
metru se sklenénou elektrodou a ptipadné odchylky cilového pH byly upraveny kyselinou
octovou nebo roztokem amoniaku. Pfed pouzitim byl pufr prefiltrovan a mezi métenimi

skladovan v lednici.

Tab. 3 SloZeni acetdtovych pufii

pH 5,5 pH 4,0
CH;COOH 0,6 g 0,6 g
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4.5 Priprava monovrstevnych modelii na rozhrani vzduch-kapalina

4.5.1 Langmuirovy monovrstvy na rozhrani vzduch-kapalina

K vytvofeni monovrstev v laboratofi lze pouzit pfistroj (viz obrdzek 11, pfevzato
z www.biolinscientific.com®) sestavajici se z mélké vany vyrobené z hydrofobniho
materialu. Vana se naplni subfazi, na kterou se mikrostiikackou nanasi malé mnozstvi
substance rozpusténé v kapalin€ nemisitelné se subfazi. Na okrajich vany jsou umistény
hydrofobni bariéry, jejichz posunem (ovladano softwarem KSV Nima) dochazi
ke stlaceni monovrstvy. Zmény SP jsou méfeny platinovym pliskem ¢aste¢né ponofenym
do subfaze. V ptipadé potieby Ize do kapaliny ponofit teplotni ¢idlo a temperovat ji

na pozadovanou teplotu.** 3

Obrazek 11. Pristroj k pfipravé monovrstev.
1 - ram pfistroje, 2 - bariéry, 3 - vanicka, 4 - senzor SP, 5 - ponorny mechanismus

pro nanaSeni vzorkd na pevny podklad, 6 - spojovnik se softwarem
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Konkrétni subfaze byla nalita do ¢isté osusené vany (KN 2001; small), platinovy
pliSek métici SP byl zavéSen tak, aby byl z poloviny ponofen. Bariéry byly umistény
do koncovych poloh a do 14zné bylo ponofeno ¢idlo termostatu.

Opakovanym pftiblizovanim a oddalovanim bariér bylo pipetou provedeno odsati
necistot ulpivajicich na hranach bariér. Tento postup byl opakovan minimalné trikrat.

Kapalnad subfaze byla vytemperovana na 32 °C a na jeji povrch bylo pomoci
mikrostiikacky rovnomérné naneseno 10 pl vzorku rozpusténého ve smeési
chloroform:methanol (3:1, v/v) o koncentraci 1 mg/ml.

Samotné meéteni probéhlo po odpateni rozpoustédla (pfiblizné¢ 15-20 min)
a vynulovani SP. Byla nastavena konstantni rychlost bariér 20 mm/min a maximalni
hodnota SP 50 mN/m, poptipadé bylo méfeni ukoneno manualné.

Mezi méfenimi byly bariéry opldchnuty methanolem, c¢idlo, platinovy plisek
a vana smeési chloroform:methanol (3:1, v/v) a osuseny.

Ptistroj byl umistén v uzavieném boxu na protiotiesovém stole a mefeni kazdé

smési probéhlo nejmén¢ Sestkrat.
4.5.2 Priprava monovrstev pri pouziti Brewsterovy thlové mikroskopie

Oproti vySe uvedenému postupu byla pouzita vétsi vana (KN 1003; medium)
a naneseno vetsi mnozstvi vzorku (30 pl) stejné koncentrace. Pred nalitim pufru byla
veprostied vany umisténa odrazova desticka a nad jeji zkosenou plochu laserovy zdroj
Brewsterova thlového mikroskopu. Experiment probihal pfi tfech riznych rychlostech
bariér, a to 10; 2,5; 0,5 mm/min, za pouziti pufri fosfatového o pH 7,4 a acetdtového

opH 35,5.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Vysokoucinna tenkovrstva chromatografie

oL AR

Obrazek 12. HPTLC analyza lipidu izolovanych ze SC.

Na obrazku 12 mizeme vidét chromatogram analyzovaného vzorku lipida SC
(nejintenzivnéj$i sloupecky skvrn) a standardii. Horni c¢ast obrdzku zobrazuje
chromatogram za pouziti nepolarni mobilni faze, kde byly jako standardy pouZzity Chol,
kyselina lignocerova a razné strukturni typy Cer (viz kapitola 3.2.1), ru¢né je dopsana
jejich identifikace. Ve spodni ¢asti obrazku vidime chromatogram s pouzitim polarné;si
mobilni faze, jako standardy byly pouzity CholS, fosfolipidy (PL) a prekurzory Cer
(GCer — glukosylovany Cer, SM — sfingomyelin). Vzorky byly nastfikovany se snizujici

se koncentraci, jak mizeme vidét se zmensSujicimi se skvrnami zleva doprava.
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5.2 Langmuirovy monovrstvy
A

— pH 4,0
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Obrazek 13. Lipidové smési (mix) — panel A zobrazuje izotermy lipidovych smési,

panel B hodnoty Mma pii1 SP 1,5 a 20 mN/m (A1 5, A2o).
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Obrazek 14. Lipidy SC (SC-mix) — panel A zobrazuje izotermy lipidit SC, panel B
hodnoty A5 a Ao.
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Obrazek 15. Smés mastnych kyselin (FFA-mix) — panel A zobrazuje izotermy smési

FFA, panel B hodnoty A5 a Ao.
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Panely A obrazki 13-15 zobrazuji podle pH barevné odliSené izotermy lipidovych
smési (mix), lipidd SC (SC-mix) a smési FFA (FFA-mix).

Izotermy mix maji velmi podobny, stejn¢ strmy prubeh, ktery znaci ochotu lipidi
uspotadat se do monovrstvy. Fazové prechody nejsou ptitomny, coz je pravdépodobné
zplsobeno interakci mezi molekulami.”” Mensi vychylku doprava vidime u izotermy pH
7,4, podobn¢ jako u FFA-mix, coz mize znacit ionizaci kyselin, a jejich neschopnost
se misit s Chol (napt. kyselina lignocerova).>®

Izotermy SC-mix stoupaji velmi pozvolna, coz naznacuje, Ze se usporadavaji
do monovrstev méné¢ ochotné nez smési pripravené z jednotlivych slozek. To se da
vysvétlit tim, ze skladba lipidl izolovanych ze SC je mnohem komplexnéjsi nez slozeni
laboratorné ptipravenych vzorkl. Nejpozvolnéjsi je kiivka pti pH 4,0. Vidime 1 naznak
fazovych ptechodu. \Y literatuie byly nalezeny izotermy
N-(9-cis-octadecanoyl)sphingosinu s podobnym priubéhem, ale posunuté na grafu
doprava, takze s vétsi Mma.>

U izoterm FFA-mix miZeme vidét posun v zavislosti na pH. Nejvyrazngjsi posun
je upH 7,4, coz mize byt zplsobeno disociaci kyselin a jejich unikdnim do subféze,
zvySovanim pH by byl inik jesté vyraznéjsi. Naproti tomu izoterma neutralniho pH je na
grafu nejvice posunutd vlevo, coz znaci tésnéjS$i usporadani molekul. Zajimavé je,
ze izotermy pii pH 4,0 a 5,5 jsou téméf identické.

Na panelech B obrazkl 12-14 jsou zobrazeny Mma pti SP 1,5 a 20 mN/m. Jak je
z grafll patrné, pfi stejném SP zaujimaji prumérné nejvétsi plochu molekuly lipida SC.
Na obrazku 14B smési FFA-mix je dobfe patrna vétsi Mma (A5 = 58,1 A%; Ay = 47,2
A?) pii pH 7,4. Je zajimavosti, Ze tento trend se v mensi mife vyskytuje u viech tiech
vzorkl, nejmensi plochu vzdy zabiraji molekuly pti neutralnim pH 7,0, nejvétsi pii 7,4.

V piedchozi studii® stejné lipidové smési jako mix byla naméfena pii SP 1,5
mN/m hodnota Mma A 5= 36 +2 A2, To je hodnota vcelku rozdilna od A1 5= 46,6 A*(pH
7,0), ktera vyplyva z méfeni v této praci. Tento rozdil miize byt zplsoben pravé
odchylkou pH, kterou ve zminéné studii udrzovali v rozmezi 6,2-7,3, kvili ionizaci
FFA.%

Predpokladali jsme, Ze pH kapalné subfdze bude mit vliv hlavné na tvorbu
monovrstev FFA. Z vysledki ovSem vyplyva, ze urcitd zavislost zpusobena interakcemi
se subfazi se vyskytuje ve vSech vzorcich.

Je prekvapivé, Ze nejtésnéjsi usporadani molekul nebylo zjisténo pti pH kiize, tedy

5,5. Kyselé pH kozniho povrchu je mj. davano do souvislosti s pfirozené se vyskytujici

34



symbiotickou mikroflorou, pro kterou vytvari optimalni podminky. Kromé FFA se na pH
nejsvrchnéjsi vrstvy klize podileji také vymesky potnich a mazovych zlaz, zejména

kyselina mlééna a riizné aminokyseliny. % 66
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5.3 Modul kompresibility
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Obrazek 16. Moduly kompresibility (Cmax) vSech tii vzorkli — mixSC-mix a FFA-mix.

Cmax je definovan jako pfevracend hodnota kompresibility (Cs), kterou ziskame
z m-A izotermy jeji derivaci. Vypocita se ze vztahu Cs = (-1/A)/(dA/dr), ve kterém A je
teoretickd plocha jedné molekuly, © povrchovy tlak, a dale plati, Ze Cmax = Cs™.

Cim t&sné&ji jsou molekuly v monovrstvé uspofadany, tim vyssi hodnotu modul
kompresibility m4, udava tedy miru stladitelnosti, nebo naopak elasticity monovrstvy.°!-62

Nejvyssich hodnot Cmax dosahuje mix pii pH 7,0, a to 445 mN/m. V literatuie®
byla nalezena hodnota maximalniho modulu kompresibility smési stejného slozeni 508
mN/m pfi pH 6,2-7,3. Pfi neutralnim pH by nemé&lo dochazet k ionizaci sloZek lipidového
modelu. Eliminace molekulovych interakci tak miize umoznit té€sné€jsi uspotradani slozek

modelu.
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5.4 Hodnoceni lipidovych monovrstev Brewsterovym mikroskopem

A B C
Rychlost 10

Rychlost 2,5

Rychlost 0,5

Obrazek 17. mix pH 5,5.
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A B C
Rychlost 10

Rychlost 2,5

Rychlost 0,5

Obrizek 18. SC-mix
pH 5,5.
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A B
Rychlost 10

Rychlost 2,5

Rychlost 0,5

Obrazek 19. FFA-mix pH 5,5.
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Obrazek 20
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A B
Rychlost 10

Rychlost 2,5

Rychlost 0,5

Obrazek 21. SC-mix pH 7,4.
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A B
Rychlost 10

Rychlost 2,5

Rychlost 0,5

Obrazek 22. FFA-mix pH 7.4.
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Na obrazcich 17-22 jsou zobrazeny snimky pofizené pomoci BAM. Pfi nizkém
SP (1,5 mN/m — panely A) mizeme pozorovat rozvolnéné svétlé monovrstevné domény.
Velmi dobfe jsou viditelné u smési FFA, a to pfi vSech rychlostech komprese, ovSem
pouze pii pH subfaze 5,5. Pfi vyS$Sim pH domény nejsou téméi viditelné, coz je
pravdépodobné zptsobeno jejich disociaci a tyto vysledky koreluji s hodnotou Mma,
ktera je pti tomto pH mnohem vyssi. Pfi SP 20 mN/m (panely B) se monovrstvy nachazeji
ve velmi tésném usporadani, tudiz na snimcich je rozdil patrny jen malo. Pro zajimavost
uvadim nékteré snimky 1 pii vysokém SP 30 mN/m (panely C) kdy jiz doslo ke kolapsu
a preklopeni monovrstvy do vicevrstevnych ttvart, které na snimcich mizeme pozorovat
jako velmi svétlé chaotické shluky molekul.®*%

Metoda BAM méla, jako soucést této prace, zejména metodicky vyznam.

Vysledky z méteni byly pouzity pro doplnéni.
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6 Zavér

bariérové vlastnosti. Ke studiu organizace koznich lipidl jsou pouzivany rizné modely.
Na molekuldrni trovni mizeme uspofadani lipidd hodnotit napf. Langmuirovymi
monovrstvami na rozhrani vzduch-kapalina. Jedna se o velmi zjednoduseny model, ktery
nam vsSak mtiZze pomoci blize poznat mezimolekularni interakce lipidi zejména v oblasti
polarni hlavy Cer. Obménou vlastnosti polarni subfaze (kapaliny) mizeme také sledovat,
do jaké miry budou mit tyto zmény vliv na organizaci lipidi.

V této praci byl studovan ptredev§im vliv hodnoty pH kapalné subfaze
na uspotradani monovrstvy lipida SC. Pouzity byly smési lipida ptipravené z jednotlivych
slozek lipid (mix) a také smés izolovana z lidské kize (SC-mix). Izolace lipidi byla
taktéz soucasti této prace.
zpusobem neovliviuje. Prestoze pH lidské kiize se pohybuje okolo hodnoty 5,5, lipidy
v obou monovrstevnych modelech (mix i SC-mix) nebyly za téchto podminek nejtésnéji
usporddané. Nejvétsi ochotu kuspofddani do monovrstvy projevovaly lipidy
pii neutrdlnim pH 7,0, naopak pii vysSim pH (7,4) molekuly zaujimaly vétsi plochu.

Dulezity vliv na uspotadani lipidi budou mit pravdépodobné mastné kyseliny,
které byly souc¢asti obou vzork, a jejich chovani ve vlastni smési (FFA-mix) bylo pro
srovnani také sledovano. Vliv pH na prib¢h izoterm FFA-mix vykazuje stejny trend jako
smési s ostatnimi lipidy. Pfi¢inou tohoto chovani mohou byt mezimolekularni sily, které
se uplatiiuji zejména v oblasti polarnich hlav Cer a karboxylovych konci MK. Da
se pfedpokladat, Ze s rostouci hodnotou pH by uspotadanost lipidl klesala (hodnota pKA
MK se udava okolo 9-10).
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