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Kozni bariéra, lokalizovana ve stratum corneum (SC), se sklada z korneocytd
a intercelularni matrix tvofené tfemi zakladnimi typy lipidovych molekul — ceramidy,
volnymi mastnymi kyselinami a cholesterolem, zastoupenymi v ekvimoldrnim

poméru. Celkové uspotradani lipidl je organizované a velmi specifické.

Ceramidy jsou strukturné tvofeny acylem mastné kyseliny, pfipojenym na
sfingoidni bazi. V malém, ale nezanedbatelném mnozstvi 1ze vSak v kozni bariéte
nalézt 1 volné sfingoidni baze. Nékteré studie ukazuji, Ze u poruch kozZni bariéry, jako
je naptiklad atopickd dermatitida, dochazi k zvySeni jejich obsahu. Ackoliv se
predpoklada, ze se volné sfingoidni baze podileji na vlastnostech kozni bariéry, dodnes
neni piesné objasnén zpiisob jejich participace. Nedostatek studii, pfipadné jejich
rtiznorodé¢ vysledky, nas ptivadi k hlavnimu cili této prace — objasnit, jakym zpiisobem

volné sfingoidni baze plsobi na kozni bariéru.

V této praci byly pfipraveny modelové membrany izolaci lidského SC ex vivo.
Na SC byly aplikovani zéastupci volnych sfingoidnich bazi: sfingosin (S),
dihydrosfingosin (dS) a fytosfingosin (P). Pro komplexnéjsi posouzeni byly pouzity
nejen baze samotné, ale i nékteré jejich smési v pomérech napodobujicich stav
fyziologického a patologického SC. Sfingoidni baze, stejné jako jejich smési, byly
aplikovany jako 1% suspenze v smési propylenglykolu a ethanolu v poméru 7:3 (v/v).
Experiment hodnoti permeacni parametry — ztrdtu vody (TEWL), elektrickou
impedanci (EI) a propustnost membran pro modelovy permeant theofylin (TH). Pro
kazdou skupinu vzorki byly zméfeny permeacni parametry pted a po aplikaci suspenzi

nebo smési rozpoustédel u kontrolnich membran. Na zaklad¢ vyhodnoceni vysledkt



permeacnich experimentil v této praci lze potvrdit predpoklad, Ze volné sfingoidni baze
maji vliv na vSechny tfi testované parametry. U modelovych membran s pfidanymi
suspenzemi S, dS i P bylo pozorovano zvySeni TEWL, snizeni EI a zvySeny flux TH.
Soucasné 1ze dospét k zavéru, ze jednotlivé sfingoidni baze v tomto plisobeni nejsou

rovnocenné, kazdd zménila permeacni parametry jinou mérou.

Tato prace nastiniuje problematiku vlivu volnych sfingoidnich bazi na
permeabilitni vlastnosti kozni bariéry, ¢imz se stava soucasti komplexnéjSiho poznani,
které by dale mohlo zahrnovat napfiklad vliv volnych sfingoidnich bazi na strukturalni

uspotadani SC ¢i objasnéni nékterych patologickych procest v kozni bariére.
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The skin barrier, localized in the stratum corneum (SC), consists of corneocytes
and an intercellular matrix formed from three types of lipids — ceramides, free fatty
acids, and cholesterol, represented in an equimolar ratio. The overall arrangement of

lipids is organized and highly specialized.

Ceramides are structurally formed from the fatty acid acyl attached to a
sphingoid base. In minor but not insignificant amounts, free sphingoid bases can also
be found in the skin barrier. Several studies show that there is an increased
concentration of free sphingoid bases in skin barrier disorders, such as atopic
dermatitis. Although it is assumed that the presence of free sphingoid bases affects the
skin barrier, it is not elucidated the way of their participation till today. The lack of
studies or their diverse results leads us to the main goal of this thesis — to clarify how

free sphingoid bases influence the skin barrier.

In this work, the model membranes were prepared by the isolation of human
SC ex vivo. Sphingosine (S), dihydrosphingosine (dS), and phytosphingosine (P) were
applied onto the SC. For more comprehensive assessment there were used both bases
themselves and some of their mixtures in defined ratios, which mimic the condition of
physiological and pathological SC. Sphingoid bases were applied as 1% suspensions
in the mixture of propylene glycol and ethanol in a ratio of 7:3 (v/v), as same as their
mixtures. The experiment investigated the permeation parameters — transepidermal
water loss (TEWL), electrical impedance (EI), and membrane permeability for the

model permeant theophylline (TH). Permeation parameters were measured for each



group of samples in two phases — before and after application of suspensions of sample
or mixture of solvents on the control membranes. Based on the evaluation of results of
permeation experiments in this thesis, it is possible to confirm the assumption that free
sphingoid bases influence all three tested parameters. In model membranes with added
suspensions of S, dS and P, there were observed increased TEWL, decreased EI, and
increased flux of TH. It can be concluded that the individual sphingoid bases are not

equivalent. Each of them influenced the permeation parameters in a varying manner.

This thesis outlines the issue of the influence of free sphingoid bases on the
permeability properties of the skin barrier. It becomes a part of more complex
knowledge which could further include, for example, the influence of free sphingoid

bases on the structural arrangement of SC or pathological processes in the skin barrier.
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1 UVOD A CILE PRACE

Lidska ktize se v priitbé¢hu svého vyvoje dostala na vysokou troven druhové
specifity. Predev$im diky svym povrchovym strukturdm epidermis, jako je stratum
corneum (SC), jsou lidé schopni piezit v suchozemském prostiedi.[1] Na zakladé
uspofadani a vlastnosti SC se tato nejsvrchngjsi vrstva pokozky oznacuje jako koZni
bariéra. Zakladni kostru SC tvoii korneocyty a lipidova mezibunééna hmota. Tato
lipidova matrix se sklada ze tii zdkladnich sloZek — ceramidd, cholesterolu a volnych
mastnych kyselin v molarnim poméru 1:1:1. Ceramidy jsou tvofeny sfingoidni bazi a
mastnou kyselinou. V mensi mife ve SC nalezneme 1 dalsi latky, jako jsou naptiklad
volné sfingoidni baze. Cel4 skupina téchto koznich lipidd je velmi rozmanita, jenom

ceramidt je, co do poctu, nékolik set.[2]

Z toho vseho vyplyva, ze kozni bariéra je t€ématem velmi Sirokym a poskytuje
rozsahlé portfolio oblasti, kterymi je mozné se zabyvat. To nas privadi k tomu, ze
stejn¢ tak, jako toho o kozni bariéte uz mnoho vime, tak jsou zde témata, kterd nebyla
zatim objasnéna. Jednim z nich jsou pravé volné sfingoidni baze. Jimi, respektive
jejich vlivem na kozni bariéru, se bude zabyvat tato diplomova prace. Nejprve se
zamétfime na teoreticky podklad, ktery shrnuje informace o kidzi, kozni bariéte,
sfingoidnich bazich a kratce 1 o nékterych poruchéach kozni bariéry a modelech, které
se pro jeji vyzkum vyuzivaji. Poté nasleduje metodicka cast, a nakonec stézejni Cast,

cast experimentalni spolu s vysledky, zakonc¢ena diskuzi a zavérem.

Vychozim cilem experimentalni prace bylo piipravit si modelové membrany,
respektive izolovat SC z lidské kiize, které poslouzilo jako modelova membrana.
Dal$im cilem bylo proméfeni permeacnich parametrt, tedy transepidermalni ztraty
vody (TEWL), elektrick¢ impedance (EI) a propustnosti pro modelovy permeant
theofylin (TH), pti¢emz vysledné hodnoty mély poslouzit jako prostfedek pro hlavni
cil diplomové prace. Timto cilem bylo na zédklad¢ permeacnich parametrii jednotlivych
vzorkli vyhodnotit vliv volnych sfingoidnich bazi na vlastnosti kozni bariéry. Mimo
samostatnych volnych sfingoidnich bézi byl studovan i vliv n¢kterych jejich smési
v uréitych pomérech. Vramci komplexnosti této studie se dalSim cilem stalo

porovnani vysledkli tohoto experimentu s publikovanymi vysledky doposud



provedenych studii, které se vlivem volnych sfingoidnich bazi na kozni bariéru také

zabyvaly.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Lidska kuze

Kuze (lat. cutis, fec. derma) je orgén, ktery, spolu se sliznicemi, patii mezi
povrchové tkané. Jedna se o ¢ast, ktera se dostava jako prvni piimo do kontaktu
s prostfedim a spolu dalsimi mechanismy se podili na homeostaze, tedy udrzovani

rovnovahy vnitiniho prostfedi lidského téla.[3, 4]

Plochou zaujima lidska kiize az 2 m2, u dospélého jedince to byva v praméru
1,6 — 1,8 m2. Tloustka kize je rtizna, zalezi, o jakou ¢Gast téla se jedna. Ramcové se
pohybuje od 0,5 mm (oblast o¢nich vicek nebo penisu) az do 4 mm (klize zad). Ve
vSeobecnosti je kiize trupu slabsi veptedu a siln€jsi vzadu. Primérnd hmotnost celé
ktze ¢ini cca 3 kg, tato hodnota se opét méni v zavislosti na jedinci. Pokud se vezme
v potaz 1 tukova vrstva, tak se hmotnost pohybuje az kolem 20 kg.[5] Z vétSinové

casti (72 %) je klize tvotena vodou.[4]

Pro kiizi je typické kyselé pH (5,6 — 6,4) a to hned z n€kolika divodu. Zaprvé
hraje klicovou roli v obran¢ proti mikroorganismim; naptiklad novorozenci, jejichz
pH klze je po narozeni neutrdlni, maji ztohoto divodu vyssi riziko nasednuti
bakterialni nebo kvasinkové infekce. Dale je kyselé prostiedi dilezit¢é pro obnovu
kozni bariéry, napiiklad pfi néjakém poSkozeni.[6, 7] V neposledni fad¢ je kyselé pH
optimalni pro cCinnost enzymi, jako je napiiklad B-glukocerebrosidasa nebo
sfingomyelinasa, které metabolizuji prekurzory koznich lipida. Cinnosti téchto
enzymi pak vznikaji ceramidy, které jsou vyznamnou soucasti kozni bariéry. Na
tvorbé tohoto tzv. kyselého plaste kize se podili volné mastné kyseliny, které vznikaji
z kozniho mazu c¢innosti mikroorganismi, poté kyselina mlé¢nd diky cinnosti
ekrinnich 714z, kyselina urokanova, kterd vzniké v keratinocytech z filaggrinu, nebo

volné mastné kyseliny vznikajici hydrolyzou z fosfolipida.[6-8]
2.2 Funkce kiize

Lidska ktze tvofi na téle bariéru, jejiz stézejni funkci je funkce ochranna.

V tomto ohledu je pisobeni kiize komplexni, chrani télo jak pfed riznymi fyzikalnimi



(mechanické, tepelné a svételné poskozeni) a chemickymi, tak i mikrobiologickymi
vlivy. Lidska ktze, respektive Langerhansovy builky, které se nachdzi ve stratum
spinosum, jsou souc¢asti imunitniho systému. Jedna se o buniky podobné makrofagiim;
jsou schopné rozpoznat, zpracovat a prezentovat antigen. Nutno podotknout, Ze
ochrana probihd pouze v urCitych mezich, kiizi tedy nelze oznacit jako dokonale

nepropustnou bariéru.[4, 5]

Kize se dale podili na termoregulaci, jednak pomoci zmén prisvitu cév
(zmény aktivovany vlivem okolni teploty a vnitini teploty téla), a poté skrz sekreci

potu neboli odpatfovanim.[4, 5]

Dalsi vyznamnou funkci je funkce exkre€ni a resorpéni. Schopnost resorpce
souvisi napiiklad s dobrou vstiebatelnosti latek rozpustnych v tucich (vyznam pro
transdermalni podavani 1é¢iv). Na exkreci kiize se podili potni Zlazy a pak Zlazy
mazové. Sekrece mazu skrz mazové zlazy je dilezitym faktorem pro ochranu lidské
ktze pted dehydrataci ptipadné pied vlivem vlhka. Na povrchu pomdahaji vytvafet
tukovy film, ktery ma mimo jiné 1 baktericidni u€inky. Bakterie, které kizi osidlyji,
jsou schopné pomoci esteras $tépit triacylglyceroly piitomnych lipidl na volné mastné

kyseliny a ty se spolu s dalSimi faktory podileji na kyselém pH ktize.[4, 5]

Dalsi nedilnou soucasti pochodt v kiizi je dychani. Ackoliv u ¢loveéka jakoZto
savce je kozni dychani zastoupeno v malé mifte, tvoii nezastupitelny podil. Kromé
jiného je v lidské kizi Cetné zastoupen také receptorovy systém, ktery se podili na
somato-senzorickém vnimani. Jedna se o receptory dotyku a tlaku, receptory pro bolest
a termoreceptory. Nelze opomenout i ur€ity podil kiize na socidlni komunikaci a
v neposledni tad¢ je tfeba zminit Ucast kiize na tvorbé vitaminu D s pomoci
sluneéniho zateni. Nachazi se zde (konkrétn€¢ ve stratum granulosum)
7-dehydrocholesterol, prekurzor cholekalciferolu neboli vitaminu Ds. Zajimavé je, Ze
ktze neni pouze mistem, kde dochazi k jeho tvorbe. Vitamin D je 1 dlilezitym faktorem
pro ne¢které pochody v kiizi, jako je naptiklad proliferace, diferenciace nebo apoptdza

keratinocytt.[4, 5, 9]



2.3 Stavba (anatomie) lidské kuze

Z hlediska anatomie se kuze da rozdélit do trech zakladnich

vrstev — hypodermis, dermis a epidermis (Obrazek 1).

usti kanalkd
potnich #laz
stratum corneum
epidermis

potni Zléza
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svaloviny

m. arrector pili
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hypodermis

Py tukova tkan
senzorické

zakonceni
a senzorické
nervy

arteriola
venula

vlakna auto-
nomniho nervu

Obrazek 1 — Stavba (anatomie) lidské kiize; vyobrazeni jednotlivych vrstev (epidermis,
dermis, hypodermis) vcetné jejich charakteristickych casti. [3]

2.3.1 Hypodermis (podkoZni vazivo)

Podkozni vazivo (lat. tela subcutanea) neboli hypodermis (lat. subcutis) tvoti vrstvu
nejspodnéjsi a obsahuje predevsim vazivo, které upind kizi v nékterych mistech ke
svalim a v n€kterych ke kostem. Déle zde najdeme i tukové buiiky, které z této vrstvy
¢ini zasobarnu energie a zaroven slouzi k izolaci a mechanické ochran¢é. Rozlozeni
tohoto podkozniho tuku je riizné v zavislosti na pohlavi, také se mize ménit naptiklad
hormonalnimi zménami nebo vékem.[5, 10] Ptiblizné¢ 80 % veskerého télesného tuku
je pravé v podkozi. U starSich lidi je typické niz§i mnozstvi tuku v kiizi, protoze
zatimco mnozstvi viscerdlniho tuku roste, podkozni zasoby klesaji.[11] Obecné Ize
nalézt nejvice podkozniho tuku na bfiSe, hyZdich nebo na vnitini strané stehen. Oproti
tomu jsou mista, kde tato vrstva neni pfitomna téméft viibec, napiiklad usni boltce, o¢ni

vicka, hibet nosu nebo penis a klitoris.[5, 10]



2.3.2 Dermis (Skara)

Druhou, stfedni vrstvou, je dermis (lat. corium), kterd ma obvykle
0,5 — 2,5 mm. Zakladem jsou kolagenni a elastickd vldkna spolu s vazivem. Sklada se
ze dvou dil¢ich cCasti. Prvni Cast ptedstavuje stratum papilare (povrchova vrstva),
kterou tvoii pfedevSim pojivova tkan, a v které se nachazi vice vazivovych bunck a
bohata sit’ cév. Druha cast, stratum reticulare (hlubsi ¢ast), obsahuje bun¢k méné¢, ale
zato je zde velké mnozstvi fibril kolagenu, ktery tvoii silnou a hustou vrstvu. Skaru
tvofii tfi druhy bun¢k — fibroblasty, histiocyty a mastocyty. Fibroblasty (tzv. aktivni
forma fibrocytll) se nachazi mezi vazivovymi vlakny a probihd zde syntéza vaziva.
Z krve do dermis pronikaji monocyty, které pak oznacujeme jako histiocyty a jejich
aktivni formou jsou makrofagy. Pak jsou to mastocyty (Zirné buiiky), které obsahuji

latky, jejichz uvolnéni je typické pii projevech zanétu nebo alergie.[5, 10]

Cinnosti vy$e zmin&nych fibroblastii vznikaji étyfi druhy vlaken. Prvni z nich
jsou kolagenni vlakna, kterd davaji kizi pevnost. Ve stejné mife se v dermis nachézi
i elasticka vlakna, kterd zodpovidaji jak za pevnost, tak i elasticitu kiize. Ve stafi je
typicky jejich ubytek, coz se projevi na charakteristice klize. Dale zde nalezneme
vlakna retikulinova, ktera jsou velmi jemna a nachazi se naptiklad kolem cév nebo
potnich zlaz. Posledni jsou tzv. kotvici fibrily, které jsou velmi podobné tém
kolagennim, ale chemicky se lisi, a jak z ndzvu vyplyva, tak v podstaté¢ upeviuji

dermis k epidermis.[5, 10]

Dermis je vrstvou ktize, jeZ je protkana siti cév (na rozdil od epidermis). Také

se zde nachazi nervy, a to bud’ vegetativni nebo cerebrospinalni senzitivni.[5, 10]

Mezi ptidatné organy dermis spada a je zde umisténa vétSina koznich adnex,
ale na zakladé n€kterych jejich charakteristik je lze fadit i do spojitosti s ostatnimi
vrstvami ktize. Podle vlastnosti se déli na adnexa Zlazova a keratinizovana. Do prvni

skupiny se fadi mazové a potni Zlazy.[5, 10]

Mazové zZlazy (lat. glandulae sebaceae) jsou holokrinni, to znamena, ze celé
zlazové bunky se preménuji na produkt — kozni maz (lat. sebum). Kozni maz je, jak jiz
bylo zminéno, dilezitym ochrannym faktorem ktize. Jednak ji chrani pfed smacenim,

ale na druhou stranou je dilezitym faktorem hydratace.[5, 10]
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Potni Zlazy (lat. glandulae sudoriferae) jsou oproti mazovym merokrinni.
V tomto piipadé nedochdzi k zaniku bunck, ale sekret je pomoci bun€k pouze
produkovan. Mohou byt apokrinni, n¢kdy ne Gplné spravné oznacované jako velké
potni zlazy, jejich vyvod se nachédzi na vyusténi mazové Zlazy. Najdeme je v oblasti
axil, prsnich dvorcti, andlniho otvoru nebo genitalii. Ty neprodukuji pot v pravém
slova smyslu, jedna se spiSe o tekutinu, kterd obsahuje latky jako jsou naptiklad lipidy
spolu s odd€lenymi ¢astmi bun€k. Druhym typem potnich Z1az jsou zlazy ekrinni, které
se nachazi na takika celém povrchu téla. Ty se oznacuji jako malé potni Zlazy a jiz
produkuji opravdu pot, coz je tekutina slozena z vody a iontt.[5, 10] Smés potu a mazu
je soucasti povrchového ochranného filmu pokozky, omezuje ztraty vody

odpatfovanim a také podporuje piirozenou kozni mikrofloru.[12]

Keratinizované kozni adnexy jsou nehty a poté vlasy (chlupy). Vlasy (chlupy)
vyristaji z vlasovych folikul (vchlipeniny epidermis do dermis). Nehty jsou tvoieny
zrohovatélym keratinem. Rohova vrstva epidermis se odlupuje, u nehtu to vsak neplati.
Nehtové lizko je charakteristické nedokonale zrohovatélou epidermis a neni zde

ptitomné stratum granulosum a melanocyty.[5, 10]

233 Epidermis (pokozka)

Epidermis je nejsvrchnéjsi vrstvou lidské kiize, zaroven se jedna o nejtenci
cast, tloustkou se pohybuje od 0,3 do 1,5 mm. Je tvofena vrstevnatym dlazdicovym
epitelem, ktery smérem k povrchu rohovati. Zaklad pokozky tvofi keratinocyty a poté

dalsi typy bun¢k — melanocyty, Langerhansovy a Merkelovy bunky.[10]

Anatomicky muzeme epidermis dale dé¢lit na charakteristické vrstvy, od
hlubsich vrstev stratum basale, stratum spinosum, ptes stratum granulosum a
prechodné stratum lucidum, az po vrstvu povrchovou, stratum corneum

(Obrézek 2).[10]
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Obrazek 2 — Epidermis (pokozka), vyobrazeni jednotlivych vrstev.[13]

Keratinocyty jsou buiiky, které se v pribéhu jednotlivych vrstev epidermis
vyvijeji. D4 se fict, ze v podstaté ,,cestuji“ ze spodnich vrstev az na povrch, kde se
meéni na tzv. korneocyty (neziva forma keratinocytl). Tento proces trva cca 28 dni, to
je doba od mitodzy bunék v stratum basale az po jejich odlouceni se ze SC. Keratinocyt
je klasickd buika, kterd se vyznacuje typickym rysem v podobé keratinovych
tonofilament. Ta se s postupem ve vysSich vrstvaich méni (zpeviiuji) a tvofi tzv.
Odlandova téliska (lamelarni téliska). Odlandova téliska uvoliiuji do mezibuné¢nych
prostor hmotu. Az do vrstvy stratum granulosum je mezibunéénd hmota (s vysokym
obsahem proteoglykanti) prostupna, pot¢ v SC je tato hmota tvofena lipidy

uvolnénymi z Odlandovych télisek a je nepropustna.[5, 10]

Pfitomnost melanocyti je typickd pro vrstvu bazalni a okoli vlasovych
folikuld, jejich dendritické vybézky vSak zasahuji i do vrstev vysSich, az do stratum
spinosum. Obsahuji melanosomy produkujici melanin, putuji skrz vybézky do hornich
vrstev, dozravaji a ptivodni bezbarvy melanin se méni na barevny pigment. Takto se
melanocyty dostavaji az do okolnich keratinocytd, které pigmentem zdsobuji.
Vétsinou je to cca 30 keratinocytil, se kterymi tvofi tzv. epidermélni melanocytové

jednotky.[5, 10]

Langerhansovy buiiky tvoii koZni ¢ast imunitniho systému, jsou umistény ve
stratum spinosum. Jedna se o buiiky, které z krve prechazi do kiize a funguji zde jako
makrofagy. Jsou tedy schopné rozpoznat, zpracovat a prezentovat antigen

lymfocytim.[5, 10]



Poslednim typem bunék v epidermis jsou Merkelovy buiiky. Jsou umistény
v bazdlni vrstvé a maji funkci mechanoreceptori. Tvofi spojeni s volnymi
nervovymi zakoncenimi a zaroven se skrz desmosomy pfipojuji k sousednim

keratinocytim.[5, 10]

2.3.3.1 SloZeni a vlastnosti jednotlivych vrstev epidermis

Prvni vrstvou smérem od dermis je stratum basale (cylindricum) — vrstva
zékladni. Tu tvofi cylindrické keratinocyty v jedné vrstvé, charakteristické svymi
velkymi jadry v poméru k malému procentu cytoplazmy. Je to ¢ast pokozky, kde
dochazi k vzniku novych bunék bunéénym délenim. Kromé keratinocyti se zde
vyskytuji buiiky Merkelovy a melanocyty. Sousedni buiiky spojuji tzv. desmosomy
(pevné spoje), které vSak zanikaji a pak opét nové vznikaji, aby byl umoznén
charakteristicky posun bunc¢k epidermis smérem nahoru. Déale tu jsou
tzv. hemidesmosomy, které pfipojuji tyto buiikky k bazdlni membrané. Bazalni

membrana je na pomezi epidermis a dermis, kde jsou pfitomny kotvici fibrily.[5, 10]

Nad stratum basale se nachazi stratum spinosum — vrstva Spicata. Zde jsou
buniky uz v 2 az 5 vrstvach. Méni se jejich tvar, postupem k povrchu se oplostuji, tvar
je ostnity, kopinaty (odtud nazev Spicatd vrstva). Krom¢ keratinocytl se zde nachdzi
Langerhansovy buiiky. Také zde vznikaji ovalna Odlandova téliska, ktera obsahuji
lipidy (glykolipidy, steroly). V této vrstvé v mensi mife pfetrvava schopnost bunék
délit se, proto se n¢kdy vrstva stratum basale spolu se stratum spinosum oznacuji jako
stratum germinativum — vrstva zarode¢nd. Ve svrchni ¢asti uz lze pozorovat proces

diferenciace.[5, 10]

Tteti vrstvou je stratum granulosum — vrstva zrnita, kterd obsahuje 1 az 3 fady
bunék, opét oplostelych, které obsahuji granula keratohyalinu (odtud vrstva zrnitd).
Keratohyalin je prekurzorem keratinu. Granula keratohyalinu maji uvnitf
profilaggrin — protein, ktery se dale pfeméni a v rohové vrstvé se jiz nachazi filaggrin.
Filaggrin se vdze na keratinova vldkna a spojuje je. Po n¢jaké dob¢ se filaggrin
rozklada (jiz v rohové vrstvé) a vznika z néj kyselina urokanové, zodpovédna za
ochranu kuze proti UV zafeni, a kyselina pyrrolidonkarboxylova, ktera je soucasti
kyselého plaste kiize a je dllezitym faktorem pro hydrataci. Odlandova téliska splynou

s buné¢nou membranou a uvolnuji lipidy, které pak tvoii nepropustnou hmotu. Na



vnitini strané¢ plazmatické membrany vznikd pruh keratinocytd, ktery predchazi
uplnému zrohovaténi. Kompletni zrohovaténi nastava ¢innosti enzymu, které¢ znici

organely keratinocytt.[5, 10]

Stratum lucidum — vrstva svétla, je prechodem mezi nezrohovatélou ¢asti
epidermis a SC. Tato svétlolomna vrstva je velmi tenkd, vice znatelnd muze byt
v oblasti dlani nebo plosek chodidel. Keratinocyty zde ztraci organely vcetné jadra a

JiZ se tvoti keratin z tonofibril a keratohyalinovych granul.[5, 10]

Posledni a zaroven nejsvrchnéjsi vrstvou je SC — vrstva rohova, jednd se o

kozni bariéru jako takovou.

2.4 Stratum corneum

Tato povrchovd vrstva epidermis, rohova vrstva, je pro clovéka velmi
specificka a diky své struktuie a vlastnostem se ¢asto oznacuje prave jako tzv. kozni
bariéra nebo epidermalni bariéra. Na samotné bariérové funkci se podili cela tato
vrstva, ackoliv z morfologického hlediska se za kozni bariéru povazuje predevsim
jedna z jejich ¢asti, a to stratum conjunctum. Jedné se o vrstvu hlubsi, kompaktné;si,
kde k sob¢ bunky velice tésné pfiléhaji. Zde hovoiime jiz o korneocytech, tedy
odumielych keratinocytech. Uplné na povrchu pak najdeme stratum disjunctum, kde
se buiikky nachézi jiz ve fazi, kdy se postupné odlupuji a oddéluji od téla; dochazi
k tzv. deskvamaci.[1, 10] Jednotlivé buiiky jsou spojeny skrz intercelularni spoje
zvané korneodesmosomy. Jelikoz je zde rovnovaha mezi proliferaci keratinocytli a
jejich ztratou, dochdzi k degradaci korneodesmosomi pomoci proteas, ¢imz je

deskvamace umoznéna.[14]

SC zabranuje ztrat¢ vody ztéla a priniku potencidlné¢ Skodlivych latek a
mikroorganismi z okoli. Zarovei je pro ni charakteristicky nizky stupen hydratace.
Na rozdil od ostatnich tkani, kde se to pohybuje okolo 70 %, tak zde je to ptibliZzné jen
1020 %.[15-17] 1 pfesto je mnozstvi vazané vody stézejni pro udrzeni bariérové
funkce. Kozni bariéra reguluje prunik vody v obou smérech, zabraiuje tedy nejen

ztraté vody, ale i nadmérné hydrataci.[1]
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Udrzeni této optimalni hydratace kozni bariéry je slozity proces, na kterém se
podili hned nékolik mechanismi. Za prvé je to ochranny film na povrchu, ktery vytvari
emulzni smes z mazu, potu a olupujicich se bunék. Poté jsou to lipidy, a to jak ty
obsazené¢ v korneocytech (w-hydroxy-alkylceramidy, které vytvaii tésné spojeni
esterovou vazbou s proteiny koznich bun¢€k), tak i intercelularni lipidy (ceramidy,
volné mastné kyseliny a cholesterol) tvofici multilamelarni struktury. Nalezneme zde
i hyaluronan sodny, produkovany v horni ¢asti stratum granulosum, ktery se na
hydrataci téZ podili. Poslednim velmi vyznamnym faktorem, respektive souborem
faktord jsou tzv. NMF (angl. Natural Moisturizing Factors).[1] NMF je soubor latek,
které vznikaji kompletni proteolyzou filaggrinu a funguji zde jako humektanty.
Z nejveétsi ¢asti ho tvoii rdzné aminokyseliny a jejich derivaty, jako je kyselina
pyrrolidonkarboxylova nebo urokanova, poté sem spada kyselina mlé¢na, sacharidy,

urea, chloridy, sodik, draslik a dals$i.[18]

2.4.1 Korneocyty a korneocytarni lipidova obalka

To, co ma u SC naprosto stéZzejni vyznam pro jeho fyzikdlné-chemické a
funkéni vlastnosti, je jeho stavba a slozeni. ZjednoduSené se uspofddani nckdy
prirovnava k cihlové zdi, tzv. model ,,bricks and mortar. Korneocyty se ptipodobiiyji

k cihlam a mezibuné¢na hmota tvoii néco jako maltu, tmel.[19, 20]

Zaklad SC (tzv. ,bricks®) tvofi korneocyty, coz jsou vlastné keratinocyty
v kone¢ném stadium diferenciace. Jedna se jiz o nezivé buiky bez jadra, naskladané
do nékolika vrstev. Primérné je to cca 20, ale obecné se to pohybuje v rozmezi
od 4 do 122 vrstev, nejvice je to naptiklad v oblasti plosek nohou.[5, 15] Korneocyty
maji charakteristicky protahly a zplostély tvar, mohou byt az 50 um dlouhé, ale jen asi

1,5 pm tlusté. Jejich hlavnim slozkou je keratin, ktery tvoii 70—80 % téchto bun¢k.[15]

Zatimco v hlubSich castech epidermis je kolem keratinocytl piitomna
fosfolipidova membrana, pii ptechodu ze stratum granulosum do SC je tato vrstva
nahrazena a fosfolipidy zde nenalezneme.[6] Kolem korneocytli se vyskytuje
tzv. zrohovatéla obalka (angl. cornified envelope; CE). Jedna se o vrstvu pfitomnou
pfimo pod cytoplazmatickou membranou buiky, kterd je tvofena siti

proteint — involukrin, lorikrin, malé proteiny bohaté na prolin, cystatin A, elafin,
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desmosomalni proteiny a v neposledni fad¢ 1 keratinova vlakna. Jednotlivé proteiny
jsou spojeny skrz disulfidické mistky[21] nebo skrz N-(y-glutamyl) lysinové vazby,
jejichz vznik katalyzuje Ca?"-dependentni enzym, transglutaminasa.[21, 22]
Jednotlivd keratinova vlakna jsou spojena pomoci filaggrinu, ktery vznika
z profilaggrinu v granul6ozni vrstvé. Tim se tedy sam o sob¢ také podili na strukturalni
a mechanické integrit¢ obdlky. Degrada¢ni produkty filaggrinu, NMF, jsou
zodpoveédné za udrzovani optimalniho stupné hydratace SC a zaroven za vytvareni
kyselého pH. Spravné pH a hydratace jsou vyznamné pro homeostdzu kozni bariéry a
pro pfitomné enzymy, které pak reguluji deskvamaci, syntézu lipidi nebo tfeba

zanétlivy proces.[23]

Proteinova slozka SC je propojena s lipidovou slozkou zvanou korneocytarni
lipidova obalka (angl. corneocyte lipid envelope; CLE). CLE je tvofena monovrstvou
o-hydroxy-ceramidi a v mensi mife i o-hydroxy-mastnych kyselin, které jsou pomoci
kovalentnich vazeb piipojeny na glutamatové zbytky proteinti.[24] Z pocatku je tato
CLE obohacena o w-hydroxyglukosyl-ceramidy. Ty jsou nasledné zbaveny cukerné
sloZzky pomoci B-glukocerebrosidasy a vznikaji ®-hydroxy-ceramidy, které jsou stale
kovalentné vazany k proteinim CE. VétSina téchto w-hydroxy-ceramidl zlstava jiz
dale nedotcena, ale v malém procentu zde dochézi ¢innosti kyselé ceramidasy k dalsi
degradaci a vznikaji ®-hydroxy-mastné kyseliny a sfingoidni baze.[24, 25] Rizné
studie uvadi, ze ve zdravém SC jsou charakteristické nizké hladiny volnych
sfingoidnich bazi, coz potvrzuje piedpoklad, ze w-hydroxy-ceramidy ziistavaji bez

dalsi premény.[24, 26]

Tato korneocytarni lipidova obalka v podstaté vytvaii ptfechodnou hranici,
semipermeabilni membranu, mezi buiikami (korneocyty) a mezibunéénou hmotou
(lipidovéa matrix). CLE sama o sob¢& neslouzi jako bariéra proti ztratdm vody,[27] spiSe
se predpoklada, Ze je diilezitd pro vzajemnou kohezi korneocytii [28] a zaroveii slouzi
jako jakasi matrice pro utvaieni lamelarni organizace volnych bariérovych lipidi.[29]
Zajimavé je napiiklad to, Ze zatimco CLE je odolnd vici pusobeni organickych
rozpoustédel, tak lipidy usporadané do extracelularnich lamel jsou jejich plisobenim

snadno poskozeny.[30]
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2.4.2 Lipidova matrix

Kolem korneocyti se v mezibunéénych prostorech nachézi lipidovéd matrix
(tzv. ,,mortar*). Jednd se o smés lipida, jejiz slozeni je velmi specifické a rozmanité.
Nalezneme zde ti1 hlavni skupiny lipidid. Jedna se o ceramidy, volné mastné kyseliny
a chlolesterol, vSechny v pfiblizné ekvimolarnim mnozstvi, tedy 1:1:1. Minoritné se
zde nachazi 1 dalsi slou€eniny jako je cholesterol-sulfat, volné sfingoidni baze a dalsi.
Jak jiz bylo zminéno, tak charakter lipidickych latek SC, to znamena jejich samotna
pritomnost, jejich mnozstvi, vzajemny pomér nebo tieba jejich strukturalni zmény,
muze vést k naruseni funkce kozni bariéry. Ackoliv neni kozni bariéra kompletné
prozkoumand a nékteré nalezitosti nejsou uplné objasnéné, vi se, ze vSechny slozky
SC maji urcity vyznam. Obecné je tento vyznam hlavné ochrana pted ztratami vody a

pied prunikem rtznych latek z vnéjSiho prostiedi.[2]

2.4.2.1 Volné mastné kyseliny

Volné mastné kyseliny kozni bariéry obsahuji dlouhy uhlovodikovy fetézec o
14-34 jednotkach. Asi 50 % z nich tvoii dvé nejcetnéjsi mastné kyseliny — kyselina
lignocerova C24 (tetrakosanova) a kyselina cerotova C26 (hexakosanova). V mensi
mife zde najdeme Siroké spektrum dalSich mastnych kyselin, pfi¢emz, az na vyjimky,
vSechny maji spolecné to, Ze jsou nasycené a nerozvétvené. Co se tyce kratSich a
nenasycenych mastnych kyselin, nalezneme je nékdy v kozni bariéte také, ale v téchto

pfipadech se ¢asto jedna o patologické SC.[2]

2.4.2.2 Cholesterol

Dalsi nejcetnéjsi lipidovou slozku SC tvoii cholesterol. Cholesterol zde
prispiva k fluidité (,,tekutosti) membrany a také k spravnému strukturdlnimu
uskupeni, jelikoz je soucésti lamelarniho usporadani. Ve SC byl nalezen i volny

cholesterol (nezabudovan do lamel), jehoz funkce neni zatim uplné€ objasnéna.[2]

2.4.2.3 Ceramidy

Tteti skupinou jsou ceramidy. Pokryvaji asi jednu ttetinu z veSkerych lipidi
v SC. Chemicky se jednd o N-acylsfingosiny, které spadaji do rodiny sfingolipida.[2]
Metabolismus sfingolipidii obecné zacind v endoplazmatickém retikulu a postupné

dochazi k syntéze ceramidii, a ndsledné 1 dalSich dvou skupin, sfingomyelini a
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glykosfingolipidi, které se dale degraduji na ceramid a poté sfingosin.[31] Ceramidy
jsou tedy syntetizovany tfemi zplsoby. Zaprvé je to ze sfingosinu a mastnych kyselin
pomoci palmitoyltransferasy a ceramidsyntasy. Druhd cesta je pak hydrolyzou
z glykosfingolipidu diky B-glukocerebrosidase, piipadné pak pomoci tieti cesty,
tj. hydrolyzy sfingomyelinu, kterd zahrnuje sfingomyelinasu. Degradace ceramidd je

pak katalyzovana ceramidasami (Obrazek 3).[32]
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Obrazek 3 — Biosyntéza a premeény jednotlivych ceramidii a sfingoidnich bazi v savcich
bunkdach; tri hlavni sfingoidni baze jsou zobrazeny pod cisly:
6 (sfingosin), 2 (dihydrosfingosin, sfinganin) a 7 (fytosfingosin).[33]

Chemicky maji ceramidy amfifilni charakter, to znamend, Ze maji ve své
struktufe polarni (hydrofilni) ¢ast, tzv. ,,hlavu® a poté dva nepolarni (hydrofobni)
fetézce, tzv. ,,ocas®. Jedna se o polarni sfingoidni bazi a nepolarni fetézce mastnych
kyselin, které jsou k bazi piipojeny jako acyl skrz dusik; odtud N-acylsfingosiny. Jedna
se o velice heterogenni skupinu, kterd zahrnuje az stovky sloucenin, protoze mame

15 podtiid ceramidu, které se dale lisi délkou fetézce.[2]
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Mastné kyseliny jsou navazané na sfingoidni baze jako acyl. Sfingoidni baze
obsahuji dlouhy uhlovodikovy fetézec, vétSinou C18. Spadd sem sfingosin (S),
dihydrosfingosin (dS), fytosfingosin (P) a 6-hydroxysfingosin (H). Vzhledem k tomu,
ze naplni experimentu této diplomové prace jsou pravé volné sfingoidni baze, je o

nich podrobnéji pojednano v kapitole 2.5 Sfingoidni baze.[2]

Stingoidni baze jsou acylované mastnymi kyselinami. Ty jsou bézné€ nasycené,
nerozvétvené a maji dlouhy uhlovodikovy fetézec. Na zdkladé toho délime ceramidy
na ty s dlouhymi (cca C24) a na ty s ultradlouhymi mastnymi kyselinami (C30 — C32).
Tyto mastné kyseliny mohou byt bez substituce (Non-hydroxy acid, N),
a-hydroxylované (Alpha-hydroxy adic, A), o-hydroxylované
(Omega-hydroxy acid, O) nebo je na w-hydroxyl jesté navazana esterové kyselina
linoleova (Omega-linoleoyloxy acid, EO). Nové objevena skupina ceramida pak miize
obsahovat navazany i tfeti nepolarni fetézec, a to esterové na uhlik Cislo jedna
sfingoidni baze (1-O-E). Na zakladé pismennych zkratek a Cisel byla zavedena
nomenklatura pro jednotlivé ceramidy. K pismenné zkratce se pak jesté piidava cislo,
které vyjadiuje délku uhlovodikového fetézce mastné kyseliny. Nomenklatura

ceramidu je znazornéna na Obrazku 4.[2]

Sphingoid Dihydro- 6-Hydroxy- Phyto-  1-O-Acylsphingosine
bases Sphingosine (S) sphingosine (dS) sphingosine (H) sphingosine (P) (1-0-E_S)
— - -
1.2 8 129 s 122" 5 e 122 5 Q..
HO 3 0ty HOTTB "CiHy  HOTET RO HO ™ 3T Cubyr  Cogtar™ 07 Y " CogH
NH; NH; NH; © OH NH,OH NH,
Fatty acid chains* (d18:1) (d18:0) (t18:1) (t18:0)
Non-hydroxy acid (N)
HO‘TFC“H” Ceramide NS Ceramide NdS Ceramide NH Ceramide NP Ceramide 1-O-ENS

(o]

Alpha-hydroxy acid (A)
OH

How("c " Ceramide AS Ceramide AdS Ceramide AH Ceramide AP Ceramide 1-0-EAS
5 22145
Omega-linoleoyloxy
0 acid (EO) Ceramide EOS Ceramide EOdS Ceramide EOH Ceramide EQOP
HO —__=
m&jWCEH' Free human skin ceramides

Omega-hydroxy acid (O)

Ceramide OS Ceramide OdS Ceramide OH Ceramide OP

HOtHom Protein bound ceramides
o ¥ (corneocyte lipid envelope)

Obrazek 4 — Obecny vzorec ceramidii;, ndzvoslovi jednotlivych typii ceramidii pomoci
pismennych oznaceni a chemickych vzorcii. [2]

V mezibunéénych prostorech jsou bariérové lipidy velmi specificky
usporadany. Na rozdil od ostatnich membran, kde je charakteristickd pfitomnost
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fosfolipidové dvojvrstvy, tak zde nalezneme multilamelarni uspofadani. Prvni vrstva
je ptipojena k povrchu korneocytti, skrz CLE, konkrétné zde vznika kovalentni vazba.
Fosfolipidy obsahuji velkou polarni hlavu, kterou u bariérovych lipidi SC nenajdeme.
Polarni ¢ast ceramidl je mal4 v kontrastu s velmi dlouhym a zaroveni i nasycenym
hydrofobnim uhlovodikovym fetézcem. Pro tento fetézec je typicka dominujici
konformace all-trans. Ptevladajici laterdlni uspofadani (tzn. pohled na multilamelarni
usporadani z boku) je orthorhombické, jedna se o velmi tésné spojeni s omezenou
rotaci. Déle Ize nalézt i hexagonalni uspofadani, kde uz je moZnost rotace o néco vétsi,
a vibec nejméné omezeny pohyb a rotace je u takzvaného kapalného usporadani

(Obrazek 5).[2]

Ceramidy se mohou v kozni bariéfe nachazet ve dvou konformacich, a to je
uzaviend (vlasenkovd), kdy oba hydrofobni konce smétuji na stejnou stranu, a poté
oteviena, kdy kazdy konec smétfuje jinam. Podle délky délime lamelarni fdze na
dlouhou periodickou fazi (angl. long periodicity phase; LPP) s opakujici se vzdalenosti
11,9 — 13,1 nm. Pfitomnost téchto tutvari byla objevena nejdiive pomoci
elektronového mikroskopu a pozdéji potvrzena rentgenovou difrakci. Mimo to je
popisovana i kratka periodicka faze (angl. short periodicity phase; SPP) s délkou od
5,3 do 6,4 nm a také faze separovaného cholesterolu (Obrazek 5).[2]

QQ
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Obrazek 5 — Lamelarni usporadani ceramidit v kozni bariére — kratkd periodicka faze a
dlouha periodicka faze, lateralni usporddani (z boku) — orthorhombicke, hexagonalni a

kapalné.[2]
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2.5 Sfingoidni baze

Sfingoidni baze se v kozni bariéte nachdzi predevsim jako soucast ceramida,
mensi Cast vSak tvofi volné sfingoidni bdze. Byt dle nékterych studiich najdeme
v kozni bariéfe sfingoidni baze voln€ jen minoritné[34, 35], tak existuji i prace, které
tvrdi, Ze toto zastoupeni je signifikantni.[36-39] Obecné se predpoklada, ze pokud je
procento vyskytu volnych sfingoidnich bazi zvysSené, pravdépodobné se jedna o

néjakou poruchu kozni bariéry.[26, 40-43]

Sfingoidni baze se n€kdy obecné nazyvaji jako sfingosiny, jelikoz tento
zastupce byl objeven a popsan jako prvni. Bylo to vroce 1884, kdy ho
J. L. E. Thudichum objevil a pojmenoval, a jeho strukturu o par let pozdéji, v roce
1947, objasnil Herb Carter. (25,3R,4E)-2-aminooctadec-4-en-1,3-diol byl ptivodné
pojmenovan trividlné jako sfingosin podle egyptské sfingy, ktera, stejné jako tato
sloucenina, také skryvala urcité tajemstvi. Do jist¢é miry bychom toto pojmenovani

zvolili 1 dnes, jelikoZ o sfingoidnich bazich stéale jesté nevime vse.[44, 45]

Jak jiz bylo feceno, sfingoidni baze se chemicky povazuji za aminoalkoholy,
zahrnujici Siroké spektrum latek, které se 1iSi v délce uhlovodikového fetézce,
dvojnych vazbach (poctu, pozici a stereochemii) nebo piipojenych hydroxylech. Nejen
kozni bariéra obsahuje ve svych strukturach sfingoidni baze. Nachazi se i1 v jinych
eukaryotickych buitkdch a nékteré strukturné podobné latky tvoii tfeba i houby.
Napriklad fumonisin je mykotoxin, ktery je odvozen od hub rodu Fusarium, a mize
zpisobit n€které nemoci, jelikoZ naruSuje metabolismus sfingolipidii. Na druhou
stranu je tieba zminit potencial té€chto latek v 1€¢bé, jelikoz nékteré sfingoidni baze
jsou schopné nicit nadorové buniky nebo mikroorganismy a spadaji mezi

tzv. pharmaceutical leads.[33]

V kozni bariéfe najdeme CcCtyfi zakladni sfingoidni baze — sfingosin,
dihydrosfinosin, fytosfingosin a 6-hydroxysfingosin. VSechny maji stejnou zakladni
kostru, ale lisi se ptfitomnosti dvojnych vazeb a hydroxyli (Obrazek 6). Sfingosin a
dihydrosfingosin jsou typickymi bazemi pro vSechny eukaryotické buiilky,
fytosfingosin pouze pro ur¢ité druhy tkani a nejnovéji popsany 6-hydroxysfingosin se

vyskytuje vyhradné v epidermis.[2]
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Obrazek 6 — Chemicka struktura jednotlivych sfingoidnich bazi. [46]

Sfingosin, jak jiz bylo fec¢eno, byl prvni objevenou sfingoidni bazi. Chemicky
se jedna o (25,3R,4E)-2-aminooktadec-4-en-1,3-diol.[45] Vznikd deacylaci ceramidi
pomoci ceramidas, které jsou zavislé na pH. Pomoci kinas pak dochézi k jeho preméné
na sfingosin-1-fosfat,[47] ktery funguje jako signalni molekula v ramci procest, které
vedou casto k opaénym d¢jim, nez tém, které jsou vyvolany ptiisobenim sfingosinu a
ceramidu.[48] Tato sfingoidni baze v bunéénych membranach slouzi jako druhy posel,
inhibuje agregaci desticek, rustovy faktor a proteinkinasu C, ¢imz ovliviiyje bunéény
rust. Z dalSich proteinovych kinas pak ovliviiuje 1 kalmodulin-dependentni kinasu
nebo tyrosinkinasu.[45, 49, 50] Sfingosin také ptisobi antimikrobné.[51] Studie uvadi,
ze sfingosin je schopny ovliviiovat permeabilitu membran tak, Ze tvoii zmény ve
struktute, které vedou k odd€leni lipidové faze na tuhou a tekutou. Dalsi studie uvadi,
ze méni propustnost skrz tvorbu malych kanall s kratkou zivotnosti, které umozni
prichod malych ionti a molekul, a také interaguje s negativné nabitymi lipidy, ¢imz

se tvofi nelamelarni struktury.[52-54]

Dihydrosfingosin je chemicky (2S,3R)-2-aminooktadekan-1,3-diol, n¢kdy
byva nazyvan sfinganin. Podili se riznymi mechanismy na procesu autofagie, bunécné
proliferaci, metabolické regulaci a oxidativnim stresu.[45] Je také znamo, Ze se GcCastni
smrti T bunék [55] a stejné jako sfingosin pisobi jako inhibitor proteinkinasy C a patii

mezi antimikrobni lipidy.[49, 51] Ackoliv tato sfingoidni baze neni tak dobie
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prostudovana jako S, i zde je pravdépodobné ovlivnéni struktury bunécnych membran.

Dihydrosfingosin je schopny stabilizovat domény bohaté na cholesterol.[56]

Fytosfingosin je (25,35,4R)-2-aminooktadekan-1,3,4-triol. Jednd se o
sfingoidni bazi, ktera vznika hydroxylaci sfingosinu pomoci
dihydroceramidhydroxylasy. Jeho ndzev je odvozen na zéklad¢ jeho ¢etného vyskytu
v rostlinné i$i, ale mimo to se nachdzi i u kvasinek, hub, motskych organismii nebo
pravé u savcl.[45] Volny P vykazuje protizanétlivé a antiproliferativni ucinky,
disponuje potencidlnim terapeutickym vyuzitim v 1€c¢b¢ zanétlivych a proliferativnich
koznich nemoci. Je schopen zabranit infiltraci zanétlivych bunék do dermis.[57] P je
také schopny inhibovat rast bakterii obdobné jako ostatni sfingoidni baze.[58] Od S i
dS se P lisi pfitomnosti dal§iho hydroxylu v poloze 4, coz mé vliv na biofyzikalni
vlastnosti, protoze to slouzi jako dalsi misto pro tvorbu vodikovych mistka. Diky
témto vazbam pak lze prepokladat, ze ceramidy obsahujici P tvoifi pevnéjsi lipidovou

sit.[45]

6-hydroxysfingosin, (25,3R,4E,6R)-2-aminooktadec-4-en-1,3,6-triol,  je
nejnoveji popsanou sfingoidni bazi. Tato sfingoidni baze, ktera se vyskytuje vyhradné
v epidermis, byla objevena teprve vroce 1994 a stereochemickd struktura byla
objasnéna vroce 2005.[59] Stim souvisi to, Ze neni komeréné¢ dostupna pro

experimenty a neni prozkoumana tolik, jako je tomu u zbylych sfingoidnich bazi.[46]

2.5.1 Vyznam sfingoidnich bazi v koZni bariére

Sfingoidni baze a volné mastné kyseliny, souhrnné oznafovany jako
antimikrobidlni lipidy (angl. antimicrobial lipids; AML), vykazuji antimikrobni
aktivitu. Je tieba upozornit, ze zde hovotime o volnych mastnych kyselinach ptivodem
z kozniho mazu (kyselina laurova a sapienovd), a ne o téch s dlouhym fetézcem
pochazejicich z ceramidu, které vlastnosti antimikrobni nemaji.[51, 60] Tyto dva typy
latek ptsobi nejen antibakterialné (proti grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim),
ale 1 antifungalné, antivirové nebo antiparaziticky.[51, 61, 62] Zatimco u mastnych
kyselin existuje n¢kolik studii, které se touto jejich vlastnosti zabyvaji, u sfingoidnich
bazi je to spiSe minimalné. Kazdopadné je potvrzeno, Ze u obou téchto skupin je

aktivita pfitomna, je specifickd a na davce zavisla. Nékdy se tyto antimikrobidlni lipidy
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povazuji za soucast vrozené imunity. Baze, u kterych byla detekovana antimikrobialni
aktivita, jsou S, dS, H a P.[51] Co se ty¢e mechanismu tohoto antimikrobidlniho
pusobeni, predpoklada se, ze mize dochazet k tvorbé pért v bakterialni bunécné sténe,
k 1yze bunck, a to bud’ zasazenim prostorového uspotradani nebo ptfimou vazbou na
proteiny (napfiklad inhibice bakterialni proteinkinasy). Nékdy se uvadi, ze snizuji
bakteridlni adherenci.[62-64] N¢které studie ukazuji rozdil jak v plisobeni
jednotlivych typt sfingodinich bazi, tak 1 odlisné dopady plisobeni na jednotlivé druhy
bakterii. Niz8i potencial vlivu na bakterie ukazuje napiiklad P, ktery je o néco
hydrofiln€j$i nez ostatni, a pronika tedy pravdépodobné o néco hiife ptes bakterialni
membrany.[65] Na zdklad€ tohoto plisobeni jsou sfingoidni baze povaZovany za latky
s potencidlnim profylaktickym nebo terapeutickym ucinkem u infekénich

onemocnéni.[61]

Zatimco oblast antimikrobniho plsobeni, tedy podil sfingoidnich bazi na
ochrané proti mikrobtim v kiizi, je viceméné objasnéna, zbylé ovlivnéni bariérovych
funkci je zatim nejasné. Je znamo, Ze ceramidy spadaji mezi kozni lipidy, které jsou
zodpovédné za bariérovou funkci SC tvorbou multilamelarnich struktur, tedy chrani
télo pred pronikanim latek z vnéjSiho prostiedi a zdroven se podili na optimalni kozni
hydrataci.[2] Jejich degradaci vznikaji volné mastné kyseliny, které se taktéz podileji
na lamelarnim uspotadani, zatimco druha vétev, sfingoidni baze [32], ziistavaji ne
uplné prozkoumané a o jejich vlivu na permeabilitu kozni bariéry se toho piili§ nevi.
Vzhledem k minoritnimu mnozstvi volnych sfingoidnich béazi oproti tfem hlavnim
koznim lipidim, se u zdravé kozni bariéry volné sfingoidni baze tézko posuzuyji.
Z celkového mnozstvi lipida ve SC tvoii volné sfingoidni baze cca 0,4 % a v celém

epidermis je to jen piiblizné 0,1 %.[37]

Sfingoidni baze mohou ovlivitovat permeabilitu SC a pokud dojde ke zménam
pomeéra S:dS, pravdépodobné miize dojit k naruseni stability lameldrnich membran
nebo dokonce k naruseni lamelarni organizace. Predpoklada se, Ze sfingoidni baze
ovlivni permeabilitu SC spiSe strukturalné nez svym chovanim se jako detergent na

zékladé amfifilni povahy.[26, 41, 54]
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2.6 Poruchy kozni bariéry

Setkavame se s velkou fadou koznich nemoci rtizného charakteru. Atopicka
dermatitida (AD), psoridza (lupénka) a lamelarni ichty6za, to jsou tfi nejcastéjsi
defekty ktize, jejichz hlavni charakteristicky rys je porusend kozni bariéra.[1] To je i
diivodem, pro¢ velké mnozstvi studi, které se kozni bariérou zabyvaji, vyuziva praveé
modely vychézejici z téchto onemocnéni. Na jednu stranu to slouzi k lepSimu poznani
jejich patologického procesu, na druhou stranu samotnd porucha ndm muize pomoci

poznavat kozni bariéru jako takovou.

2.6.1 Atopicka dermatitida

Atopicka dermatitida je chronické zanétlivé kozni onemocnéni, které postihuje
az 20 % détské a 10 % dospelé populace. Projevuje se piedevsim svédénim a suchosti
ktze. Jeji patofyziologie je komplexni, vznikd na podkladé genetickych a
environmentéalnich rizikovych faktord. Mezi zékladni patogenetické faktory spada
porusend vrozena imunita (snizené hladiny defenzinti, které piisobi antibakterialng,
antivirové a antimykoticky), infekce Staphylococcus aureus (souvisi s deficitem
defenzinii a poruSenou bariérovou funkci) a zménéna imunita (zvysené hladiny IgE a
T bunék vedouci k autoimunitni reakci). V neposledni fadé madme poruSenou kozni
bariéru, predpoklddanou hlavni pfic¢inu rozvoje atopické dermatitidy.[66, 67] Porusena
kozni bariéra souvisi s mutaci filaggrinu, klicového proteinu piitomného v SC, a poté
s defekty u koznich lipidi. Filaggrin je velmi dulezity pro bariérovou funkci,
konkrétné pro kyselé pH, které pottebuji ceramidy, respektive enzymy, které se na
metabolismu ceramidii podili.[68] Studie ukazuji zvySené hladiny Cer AS, Cer AH,
Cer AP, Cer NS a téch s kratkymi fetézci do C42 nebo naopak snizeni hladin Cer NP,
Cer NH, acylceramidu a téch s dlouhymi fetézci nad C44. Obdobné lze pozorovat
zmény 1 u hladin volnych mastnych kyselin, kdy dochazi k zvySeni koncentrace téch
s kratkymi fetézci, a naopak poklesu téch s dlouhymi fetézci.[69] Nékolik praci pak
potvrzuje i zménu hladin volnych sfingoidnich bazi.[26, 41-43]
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2.6.2 Psoriaza (lupénka)

Psoriaza je zanétlivé onemocnéni, pii kterém dochazi k zvySené proliferaci a
zéroven k defektni diferenciaci keratinocytii, a které postihuje 2-3 % populace.
Patogeneze probihd na podkladu zvysSené aktivace T bun€k a poruSeni epidermalni
bariéry. Stejné jako u atopické dermatitidy i zde ukazuji studie zmény hladin ceramidi
jako je zvySeni Cer NS a snizeni Cer NP, Cer AP a acylceramidl. Za zmény je
pravdépodobné zodpovédny deficit palmitoyltransferasy u pacientl s psoridzou, ktery
je zodpovédny za syntézu ceramidid de novo.[66, 70] Opéct existuji studie, které
objevily zvySené hladiny sfingodinich bazi ve volné form¢ u epidermis psoriatickych

pacientti.[40]

2.6.3 Ichtyosis vulgaris

Ichtyozy jsou Sirokou skupinou koZnich nemoci, které nejsou prili§ Casté.
S nejvyssi incidenci (1:300) se potkdme u tzv. ichtyosis vulgaris. Projevuje se
hyperproliferaci a keratinizaci, na klzi jsou pak piitomny napadné Supiny. Toto
onemocnéni mé velmi podobny patogeneticky podklad jako atopickéd dermatitida, také
je zde charakteristickd pfitomnost mutace genu pro filaggrin. Opét zde dochazi
k zmé&nam hladin ceramidi, konkrétné jejich snizeni véetné redukovanych koncentraci

acylceramidi.[66, 70]
2.7 SC ex vivo a dalsi modely koZni bariéry

Pouziti lidské kiize in vivo je sice nejvhodnéjsi variantou pro napodobeni
realnych podminek, ale kvili finanéni naro¢nosti a moznym efektlim na jedince pfi
aplikaci toxickych latek ne uplné casté. Problémem je také obtiznd meéfitelnost
vysledkl a vysoka variabilita. Z tohoto divodu je v experimentech s kozni bariérou
vyuzivano spise SC ex vivo.[71] Ex vivo znamena mimo Zijici organismus, tedy ze
organ, buiikky nebo tkan¢ jsou ziskany od Zijiciho organismu, ale pracuje se s nimi
mimo né&j.[72] Kaze od lidskych jedincti pochazi hlavné z oblasti hrudniku, bficha
nebo zad, a i zde je tfeba pocitat s jistou variabilitou, pfedev§im co do tloustky SC,
stupné¢ hydratace nebo lipidového sloZeni. Je vhodnéjsi pouzivat jako modelovou

membranu praveé epidermis nebo samotné SC, které napodobuji stav vazodilatace.
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Kapilarni cirkulace za fyziologickych podminek odstrafiuje proniklé molekuly, a
pokud by byla pouzita kize v plné tloustce, vedlo by to k situaci napodobujici
vazokonstrikci.[71] Zaroven je vhodné i pouziti celého SC, nejen jeho svrchnich
vrstev, protoze napiiklad zmény lipidovych struktur se projevuji az v hlubSich

vrstvach.[73]

Jesté o néco dostupnéjsi, nez lidské SC ex vivo jsou analogické modely, ale
ziskané od zvitat. Vyuziva se klize ziskana od hlodavct (mys, potkan), prasete nebo
hadi. Praseci ktize je z histologického hlediska i tloustkou srovnatelna s kiizi lidskou.
V prase¢im SC pievazuje hexagonalni uspotadani lipida, zatimco v lidském je to
orthorhombické, a ackoliv jsou zde ceramidy, cholesterol a volné mastné kyseliny také
v ekvimolarnim poméru, kompozice se od lidského SC do jisté miry lisi. Studie vSak
ukazuji, Ze propustnost veptové klize jak pro hydrofilni, tak pro lipofilni permeanty je
velmi podobna, na rozdil tieba od psti a hlodavcl. Zajimavym modelem je pak ktize
hadi, ktera obsahuje ploché dlazdicové bunky obklopené fosfolipidy. U tohoto modelu
je permeabilita velmi podobna jako u lidské kiize, je tfeba ale zohlednit mezidruhové
rozdily hadi. Asi nejvyuzivanéjsi, kvtli snadné dostupnosti, je ale kiize hlodavci in
vitro, nejvice se lidské kuzi blizi potkani, ktera ale obecné byva o néco

propustngjsi.[71]

V nékterych ohledech jsou lepsi zjednodusené modely, které sice nesimuluji
tak dobfe redln¢ SC, ale jsou méné¢ variabilni a jejich slozeni potazmo strukturu
muzeme pii jejich ptipravé prizpisobit potiebam konkrétniho experimentu. Kozni
lipidy nebo jejich analoga se aplikuji na urcity povrch, ¢imz se vytvoii modelova
membrana. Membrany se pak pro méfeni umist'uji do Franzovych difuznich cel nebo
se vyuziva tzv. PAMPA (angl. parallel artificial membrane permeability assay).[74,
75]
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3 METODICKA CAST

3.1 Pristroje a metodika

V této Casti diplomové prace jsou predstaveny jednotlivé metody, které byly
vyuzity v ramci experimentu, zaroven jsou zde ve zkratce popsany pouzité pristroje,

jejich konstrukce a principy.

3.1.1 Priprava lidské kuZze a izolace SC

Lidskd klze pro permeacni experimenty je ziskavdna od pacientil, ktefi
podstupuji operace v ramci plastické chirurgie. Kiize je ze zdravotnického zatizeni
dodavana s podkoznim tukem, ktery je nutné pred zahajenim experimentu pecliveé
odstranit pomoci skalpelu. Poté je klize otfena pomoci acetonu, tim je zbavena zbytkl
podkozniho tuku a zéroven kozniho mazu, aby v ramci experimentu nedoslo ke
kontaminaci vzorkl tukem. Kize zbavena podkozi se oplachuje ve fosfatovém pufru
o pH 7,4 (viz kapitola 4.1.2 Chemikalie pfipravené pro experiment) a je peclivé
osusena a zabalena do plastovych sackt. Kiaze je poté skladovana v mraznicce pfti

teploté -20 + 0,5 °C.[76]

Z predptipravené lidské ktuze se izoluje SC dle validovaného postupu, ktery
uvadi Kligman and Christophers. Nejprve je kiize rozmrazena a vlozena do ultracisté
vody o teploté priblizné¢ 60 °C po dobu nékolika vtefin. Za pouziti dvou pinzet se
opatrn¢ stahne epidermis oddélenim od dermalni ¢asti, vzdy pomoci tupych ¢asti, aby
nedoslo protrzeni. Oddélena epidermis se vlozi do Petriho misky s fosfatovym pufrem
a trypsinem (koncentrace cca 0,5 %), pomoci néhoz dojde k rozruSeni spodnich vrstev
(bazalni, Spicaté a granuldzni). Epidermis je takto inkubovana 12 hodin pii teploté
32 £0,5 °C. Po této dobé se ziska SC (spodni vrstvy jsou trypsinem destruovany); SC
se nakonec oplachne fosfaitovym pufrem a acetonem s cilem zbaveni se ptipadnych

necistot a povrchovych lipida.[77]

3.1.2 Franzovy difuzni cely

Franzovy difuzni cely se pouzivaji pro hodnoceni permeacnich parametri

lipidovych membran, jednoduchych i komplexnéjsich modelt, tedy i izolovanych ¢asti
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ktze (SC). Franzovy cely, vyrobené z inertniho materidlu, se skladaji ze dvou
sklenénych ¢asti, donorové a akceptorové (receptorové) sobjemem v rozsahu
od 0,5 do 10 ml. Vrchni donorova ¢ast slouzi predevsim k aplikaci riznych permeanti
na membranu. Spodni akceptorova ¢ast ma raménko, které slouzi k plnéni kapalnym
médiem (nejcastéji pufrem) a k odbéru vzorkd pomoci mikropipety nebo injekéni
stiikacky. Ve spodni ¢asti cely se nachdzi také magnetické michadlo, kter¢ je dulezité
pro udrZeni konstantni koncentrace a teploty kapaliny (Obrazek 7). Mezi donorovou a
akceptorovou casti cely je umistén teflonovy drzdk sestdvajici z tenci (pfiléha
k akceptorové casti cely) a tlustsi desticky, ktera priléha k donorové ¢asti Franzovy
cely. Mezi desti¢ky jsou vkladany jednotlivé membrany. U vétSiny studii permeability
je membrana v drzaku ulozena horizontaln€ a stranou odpovidajici svrchni ¢asti ktize
tak, aby sméfovala do vzduchu. Plocha vystavené membrany se

pohybuje od 0,2 do 2 cm?2.[78, 79]

Donor chamber —— : /“ o
Skin membrane —s S
Receptor chamber —» '1

Receptor thuid
Magnetic stirver bar

Obrazek 7 — Schéma Franzovy difuzni cely.[79]

3.1.3 Ztriata vody pies membranu

Ztrata vody pfes membranu neboli TEWL (angl. transepidermal water loss) je
jednim z parametrli, které umoziuji posouzeni permeability SC, konkrétné
permeability pro hydrofilni molekulu vody. Obecné plati, ze se zvySujici se hodnotou
ztraty vody byva spojené urcité naruSeni bariérové funkce kiize. Proto je tento

parametr také kliCovym v posouzeni dermatologickych onemocnéni.[15]

Pro méteni TEWL je wvyuzivan pfistroj AquaFlux AF200 (Biox

Systems Ltd, UK). Ten je spojen s pocitacem, ktery umoznuje piistroj kalibrovat,
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nastavovat pfislusné parametry meéteni, sledovat jeho pribéh a kone¢né zobrazit
vysledky méteni. Méfeni je zaloZzeno na pfilozeni hlavy pfistroje k difuzni plose
membrany. Hlava pfistroje (sonda) je tvofena méfici komorou, ktera je z jedné strany
oteviend a z druhé uzaviend kondenzatorem. Oteviend cast se piiklada kolmo na
méfeny povrch, zatimco kondenzator je udrzovan pii teploté pod bodem mrazu
(Obrazek 8). Kondenzator odvadi vodni paru z membrany a uklada ji jako led. Ptistroj
je schopen zpracovat gradient vlhkosti vypoctem ze dvou hodnot naméfenych
v rozdilnych prostorech. Po uplynuti definované doby méfeni pfiistroj méfeni
vyhodnoti, coz se projevi jako tzv. flux (tok), tedy hmotnost vody, kterd za urcity Cas

prosla membranou o definované difuzni plose [g/h/m?].[80]

Comdenser
(Vapour Sink)
2 =

{

o

g { | Sensors for RH Condenser-chamber

& Temperature AquaFiux

(Vapour Source)

Obrazek 8 — Pristroj pro méreni ztraty vody (AquaFlux AF 200), systém s kondenzacni
komorou.[81]

3.1.4 Elektricka impedance

Elektrickd impedance je dalSim z permeaCnich parametri, ktery slouzi
k stanoveni permeability pro nabité Castice. Principem je méfeni odporu kladené¢ho
sttidavému proudu v kQ, ktery je v pfipad¢ stanoveni u modelovych membran vztazen
na jednotku plochy [kQ x cm?]. Cim niZ&i je méry odpor, tim vy$§i je propustnost
studované membrany pro nabité Castice.[76] Elektricka impedance odrazi stav SC
(celistvost, pfitomnost dér apod.), tedy i kozni bariéry. Rizné defekty ve SC jsou

obecné spojeny s poklesem elektrické impedance.[82]

Pro méfeni se vyuziva multimetr LCR 4080 (Conrad Elecronic, Hirschau,

Némecko) s méficim rozpétim 20 Q — 10 MQ a chybami v hodnotach kQ < 0,5 %. Pro
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meéfeni elektrické impedance modelovych membran je nastaven paralelni rezim se

sttidavou frekvenci 120 Hz.[83]

3.1.5 Permeabilita pro modelovy permeant TH

Dal$im z parametr@ pro hodnoceni modelovych membran/SC/kize je
stanoveni permeability pro modelové permeanty, konkrétné TH. Na modelovou
membranu se TH nanési v podob¢ suspenze (viz kapitola 4.1.2 Chemikalie ptipravené
pro experiment) a zjistuje se tzv. flux TH v urcitych ¢asovych tsecich. Principem je
stanoveni kumulativniho mnozstvi TH proslého membranou, které je poté vztazeno na
difuzni plochu a c¢as, za ktery permeant proSel membranou. Tato zavislost je
oznacovana jako permeacni profil. Kumulativni mnozstvi se vyhodnocuje pomoci

vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC).[84]

Ke kvantifikaci mnoZzstvi TH by vyuzit HPLC pfistroj Shimadzu Prominence
(Shimadzu, Kyoto, Japonsko) slozeny =z pumpy LC-20AD s odplynovadem
DGU-20A3, autosampleru SIL-20A HT, kolony CTO-20AC, diode array detektoru
SPD-M20A a komunika¢niho modulu CBM-20A. Soucasti pak je 1 kolona
LiChroCART 250-4 s naplni LiChrospher 100 RP-18 5 um (Merck, Darmstadt,
Némecko).[83]
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie a rozpoustédla

4.1.1 Komer¢né dostupné chemikalie a material

Sfingoidni baze (S, dS, P) byly zakoupeny od firmy Avanti Polar Lipids
(Alabaster, Alabama, USA). Rozpoustédla v HPLC kvalité a ostatni rozpoustédla byla
zakoupena od Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Schnelldorf, Némecko), stejné jako
propylenglykol, trypsin z praseciho pankreatu, TH a dodekahydrat fosfore¢nanu
sodného. Chlorid sodny, chlorid draselny a dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného
byly zakoupeny od firmy Lachema (Neratovice, Ceska republika). Kruhové nylonové
membranové filtry (primér: 47 mm, velikost pord: 0,45 pum) byly zakoupeny od

spolecnosti GVS Life Sciences (Maine, USA).

4.1.2 Chemikalie pFipravené pro experiment

Nejdiive byla ptipravena smés propylenglykolu a ethanolu v poméru 7:3 (v/v).
Volba a pomér rozpoustédel byl zvolen podle literatury [85] a s ohledem na to, aby
rozpoustédla nevyextrahovala lipidy a nezni¢ila tak SC. V této smési byly nasledné
suspendovany sfingoidni baze v takovém mnozstvi, aby vznikly 1% suspenze. Pro
lepsi dispergaci byla vyuzita ultrazvukova lazen, a zaroven, aby byla smés pii aplikaci
co nejvice homogenni, byla vialka se smési vlozena do automatické tfepacky. Bylo

piipraveno nékolik typl suspenzi:

1% suspenze S,

1% suspenze dS,

1% suspenze P,
1% suspenze S:dS (5:1, m/m),
1% suspenze S:dS (15:1, m/m).

U poslednich dvou typl suspenzi byly poméry voleny zamérn€, na zaklad¢ jiného
experimentu. Zastoupeni sfingoidnich bazi se snazilo pfiblizit poméru sfingoidnich

bazi v zdravé (5:1, m/m) a nemocné kiizi (15:1, m/m).[26]
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V permeacnim experimentu byl pouzivan fosfatovy pufr 10 mmol/l (pH 7.,4),
ktery se skladd z NaH,POs . 2H>O (2 mmol/l), NaaHPO4 . 12H>O (8 mmol/l),
NaCl (137 mmol/1), KCI (2,7 mmol/l), ultracisté vody a gentamicinu (50 mg/1), ktery
slouzi k zabranéni mikrobialni kontaminace. Pro permeaci byla pfipravena 5% (w/v)
suspenze TH v 60% vodném roztoku propylenglykolu. Vialka byla opét vlozena do
ultrazvuku a nésledné ponechéna temperovat v termostatu na 32 + 0,5 °C. Ultradista

voda byla pfipravena pouzitim filtracniho systému Millipore Q.
4.2 Pribéh experimentu

Tato ¢ast popisuje postupné priibéh celého experimentu od piipravy modeli
SC az po ziskéani vysledkd. Veskera prace byla provedena dle validovanych metod,

popsanych vyse, a s pouzitim diive uvedenych chemikalii a pfistroja.
4.2.1 Priprava modelového SC

V ramci experimentu byla vyuzita lidskéd kizZe, ziskand od pacientky (Zena,
zdrava, rok narozeni 1970), kterd podstoupila operaci v zdravotnickém zafizeni
Sanatorium Sanus v Hradci Kralové na Oddé€leni plastické a estetické chirurgie. Lidska
kiGze byla pouzita na zakladé souhlasu Etické komise centra Sanus (4/5/2018) a
zaroven s ni bylo naklddano v souladu se zdsadami Helsinské deklarace. Klize byla
zpracovana a nasledné€ bylo izolovano SC podle vyse popsané metodiky (viz kapitola
3.1.1 Piiprava lidské kiize a izolace SC). Jednotlivé kroky, tj. odstranovani podkozi,
izolace epidermis ponofenim ktize do horké vody a izolace epidermis trypsinem, jsou

zobrazeny na Obrazku 9.
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Obrazek 9 — zleva: lidska kiize v procesu zbavovani se podkozniho tuku, epidermis oddelena
pinzetami ve smesi pufru a trypsinu, izolované SC pripravené pro permeacni experiment.

4.2.2 Instalace SC do Franzovych cel

Izolované SC bylo umisténo na kruhové nylonové membranové filtry, svrchni
¢asti smérem vné, a pomoci skalpelu bylo SC s filtrem rozifezano na takové kousky,
aby mohly byt umistény do teflonovych drzaki s difuzni plochou 1 cm?2. Nékteré ¢asti
SC byly pii odd€lovani od zbylych vrstev posSkozeny, bylo tedy tfeba peclivé vybrat
kousky, které neobsahovaly Zadné okem viditelné trhliny a jiné defekty. Celkem bylo
ptipraveno 42 vzorkt SC (6 typt vzorkl po 7 opakovanich), které byly instalovany do
teflonovych drzdkl. Vzorky byly umistény mezi teflonové desticky horizontalné.
Sestavené cely s drzédky (Obrazek 10) se poté naplnily pufrem vzdy tak, aby bylo
sklenéné raménko akceptorové Casti plné po okraj. Pfesné objemy pufru (primérné
7,5 ml) byly zaznamenany, aby mohly byt nasledné pouzity pro vyhodnoceni vysledki
experimentu. Naplnéné cely byly vlozeny do drzdkli ve vané s vodou a ponechany
12 hodin ekvilibrovat pfi 32 + 0,5 °C, tedy pii teplot¢ fyziologické pro kizi
(Obrazek 10).[86]
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Obrazek 10 — Sestavené Franzovy difuzni cely ve vané s vodou temperovanou na 32 = 0,5 °C.

4.2.3 Méreni permeacnich parametra

Po ustéleni ve Franzovych celach nésledovalo samotné méfeni permeacnich
parametri. V prvni fazi byly méfeny parametry (TEWL a elektricka impedance) pro
samotné SC a v druhé fazi pak parametry (TEWL, elektricka impedance a flux TH) po
pfidani vzorkli v podob¢ suspenzi lipidi nebo smeési rozpoustédel na kontrolni
membranu. V ramci toho bylo 42 cel rozd€leno do Sesti skupin po sedmi opakovénich

(Obrazek 11):

1. typ vzorku: ,,kontrola“ — SC, na které bylo naneseno 100 pl smési PG:EtOH

(7:3, v/v),

- 2. typ vzorku: ,sfingosin®“ — SC + aplikovano 100 upl 1% suspenze
S v PG:EtOH (7:3, v/v),

- 3. typ vzorku: ,,dihydrosfingosin“ — SC + aplikovano 100 ul 1% suspenze dS
v PG:EtOH (7:3, v/v),

- 4. typ vzorku: ,fytosfingosin“ — SC + aplikovano 100 pl 1% suspenze P
v PG:EtOH (7:3, v/v),

- 5. typ vzorku: ,,zdrava kozni bariéra™ — SC + aplikovano 100 pl 1% suspenze
S:dS (5:1, m/m) v PG:EtOH (7:3, v/v),

- 6. typ vzorku: ,,nemocnd kozni bariéra“ — SC + aplikovano 100 pul 1% suspenze

S:dS (15:1, m/m) v PG:EtOH (7:3, v/v).
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Po aplikaci smési rozpoustédel/1% suspenzi sfingoidnich bazi byly Franzovy
cely ponechany pfes noc pii teploté 32 + 0,5 °C. Druhy den byly zbytky suspenzi
omyty fosfatovym pufrem, opatrn€ osuseny pomoci vatovych tamponti a ponechany

pii teploté 32 + 0,5 °C po dobu 2 hodin.

Typ vzorku

»kontrola“ SC 100 ul PG + EtOH (7:3, v/v)

100 pl 1% suspenze S

»sfingosin SC v PG:EtOH (7:3, v/v)

100 pl 1% suspenze dS

dydrostingosin® 5¢ v PG:EtOH (7:3, v/v)
»fytosfingosin“ SC 1/01()) (E]llEi g) };lz;pgjlf,?vf

»fyziologické SC* SC 1(1?1/;1) 1:/0P g;ﬂgn;e(?isvgi) 1,
,»patologické SC* SC 100 pl 1% suspenze S:dS (15:1,

m/m) v PG:EtOH (7:3, v/v)

Obrazek 11 — Tabulka s typy vzorkit v jednotlivych fazich.
4.2.3.1 Meéreni ztrdty vody piFes membrdnu

Me¢ieni ztraty vody bylo provadéno na zacatku experimentu u vSech vzorku.
Analogicky probihalo méfeni TEWL i1 v druhé féazi, tedy po naneseni smési

rozpoustédel (PG/EtOH)/1% suspenzi sfingoidnich bazi.

Ztrata vody byla méfena pomoci AquaFlux AF200. Nejdiive bylo potfeba
pfistroj kalibrovat. Pro zméfeni jednotlivych vzorki byla sundédna vrchni (donorova)
cast Franzovy cely a hlava pfistroje pfiloZena na otvor drzaku kolmo, aby pfiléhala ze
vSech stran teflonového drzédku. Po zaznéni signalu, ktery oznamoval, Ze piistroj

doméfil, byla zapsana hodnota ztraty vody v [g/h/m?].
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Mg¢éteni po celou dobu probihalo za konstantnich podminek, coz bylo ¢astecné
usnadnéno pfistrojem, ktery neni vyrazné citlivy na okolni zmény teploty nebo
vlhkosti.[87] Takto bylo proméieno vSech 42 vzorkli, a to miniméalné¢ ve dvou
opakovanich. V ptipadé, Ze se hodnoty mezi sebou vyrazné lisily, bylo provedeno tteti

opakovani.

4.2.3.2 Meéreni elektrické impedance
Me¢éieni elektrické impedance néasledovalo vzdy az po méfeni TEWL a stejné
jako u méteni ztraty vody, ve dvou fazich, tj. na zacatku experimentu u vSech vzorki

a po naneseni smési rozpoustédel (PG/EtOH)/1% suspenzi sfingoidnich bazi.

Samotnému méteni piredchazela aplikace 500 pl fosfatového pufru o pH 7,4
pomoci pipety na kazdy vzorek. Po 60 minutach ustaleni se jedna nerezovad sonda
ponofila do nanesen¢ho pufru v donorové casti cely tak, aby se pifimo nedotykala
membrany. Druha sonda byla skrz raménko Franzovy cely umisténa do akceptorové
casti, ¢imz byl uzavien elektricky obvod. Na displeji pfistroje pak mohly byt piimo
odecitany a zapisovany hodnoty v kQ. V druhé fazi, tedy po aplikaci suspenzi lipidii

bylo provadéno méteni stejnym zptsobem, tedy opét az nasledovné po métreni TEWL.

4.2.3.3 Meéreni permeability pomoci modelového permeantu TH

Posledni z permeacnich parametrd, které byly v ramci experimentu méfeny,
byla propustnost membran pro TH. Na zacatku byla na kazdy vzorek SC skrz
donorovou ¢ast Franzovy cely aplikovdna predpfipravena suspenze TH v 60% PG,
konkrétné 100 pl. Poté po dobu 8 hodin bylo z akceptorové Casti skrz raminko
odebirano 300 pl pufru, do které¢ho postupné piechazel TH. Po kazdém odbéru byla
Franzova cela zpét doplnéna stejnym objemem nového fosfatového pufru. Prvni odbér
byl proveden v ¢ase 1 hodina, pak 2 hodiny, 4 hodiny, 6 hodin a nakonec 8 hodin. Pro
kazdou sérii odbért bylo pak pomoci HPLC stanovovano kumulativni mnozstvi TH
proS§lého nasi membranou. U HPLC byla pouzita jako mobilni faze smés
MeOH/0,1M NaH>PO4 v poméru 4:6 (v/v), pratokova rychlost byla 1,2 ml/min,
méteni probihalo pfi teploté¢ 35 °C a vinové délce 272 nm. Nastiikovany objem byl

20 pl a nasttik probihal po dobu 4 minut. Reten¢ni ¢as TH byl 2,9 + 0,1 min.[84]
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4.2.3.4 Zpracovani vysledki

Vesker¢é ziskané hodnoty byly zpracovany pomoci programu Microsoft Excel
a GraphPad s vyuzitim metody analyzy rozptylu (ANOVA). V ptipad¢ TEWL se
zapsané hodnoty fluxu v jednotkach [g/h/m?] pro kazdou skupinu membran
zprimeérovaly a stanovila se jejich standardni chyba priméru (SEM). Dale se u TEWL
urCoval tzv. fold change, tedy pomér hodnot TEWL pted a po naneseni 1% suspenze
sfingoidnich bazi, ptipadn¢ smési rozpoustédel (PG/EtOH). Totozny postup byl vyuzit
1 pfi zpracovani hodnot ziskanych z méfeni elektrické impedance; priméry ziskanych

hodnot byly dany do poméru a urcen fold change.

U permeability TH jsou vstupnimi hodnotami pro zpracovani nekorigované
koncentrace zméfené pomoci HPLC. Tyto koncentrace byly zkorigovany na objem
odbéru (300 pl), objem Franzovy cely (~ 7,5 ml) a na plochu membrany (1 cm?).
Z korigovanych hodnot koncentraci TH bylo ziskdno tzv. kumulativni mnozstvi TH
proslého membranou. Toto kumulativni mnozstvi bylo zaneseno do grafu zavislosti
koncentrace na Case, aby se pomoci linedrni regrese spocitala hodnota smérnice

pfimky, kterd odpovida tzv. fluxu TH.
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5 VYSLEDKY

V ramci této kapitoly je pojednano o vysledcich experimentu. Vysledky vSech
permeacnich parametrli jsou zobrazeny v podobé¢ grafli a souasn¢ doplnény slovnim

popisem.

Jednotlivé membrany byly vzdy oznaceny tak, aby ndzev vyjadioval, jaky typ
sfingoidni baze byl aplikovén a zda je pojednavano o membrané pred, nebo po aplikaci
1% suspenzi lipidi na SC. Pokud je tedy pouzito napfiklad oznaceni dS (+), jedna se
o membranu jiz po aplikaci 1% suspenze na modelové SC, konkrétné 1% suspenze
dihydrosfingosinu (dS). Kontrolni membrana je oznacena jako Ctrl (-) pfed nanesenim

a Ctrl (+) po naneseni smési rozpoustédel (PG/EtOH).

5.1.1 Vysledky méreni ztraty vody pres membranu

Vysledky méfeni ztraty vody pies membranu zobrazuje Obrazek 12. Cerna
barva byla zvolena pro tzv. kontrolni membranu, na kterou v druhé fazi nebyla
aplikovéana suspenze lipidd, ale pouze smés rozpoustédel (PG/EtOH). V grafu A a
grafu B Sedé barva znazornuje udaje pro S, modré jsou sloupce pro dS a ¢ervené pro
P. V grafu C a D zobrazuje zelena barva smés S:dS (5:1, m/m) a oranzova barva smés
S:dS (15:1, m/m). V grafech A a Clze vidét TEWL v g/h/m?, kdy byly zvoleny sloupce
s vyplni (-) pro hodnoty v prvni fazi (izolované SC pifed nanesenim vzorkl suspenzi).
Sloupce bez vyplné (+) jsou pak pro druhou fazi méteni (po aplikaci 1% suspenzi nebo
smési rozpoustédel). Graf B a D znazoriiuje hodnotu fold change, tedy pomér hodnot
ztraty vody pfed a po naneseni suspenze, piipadné¢ smési rozpoustédel (PG/EtOH).

Nameéiené hodnoty TEWL byly zprimérovany.

U Ctrl (-) byla zméfena a vypoétena hodnota 23,41 + 1,31 g/h/m? a u
Ctrl (+) 29,35 £ 0,82 g/h/m?. Dale byly zjistény hodnoty pro S (-) 27,35 + 0,52 g/h/m?,
S (+) 54,44 + 4,72 g/h/m?, dS (-) 24,92 + 1,19 g/h/m? a dS (+) 65,07 + 12,59 g/h/m?.
Pro P (-) byly ziskany hodnoty 21,46 + 1,19 g/h/m? a pro P (+) 37,08 + 1,75 g/h/m?.
Pro samostatné volné sfingoidni baze 1 pro kontrolni membranu se vSechny hodnoty
TEWL (-) statisticky vyznamné 1i§i od TEWL (+) hodnot (p < 0,05)
(Obrazek 12, Graf A).
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U S:dS (5:1, m/m) (-) byly naméfeny a vypoc¢teny hodnoty 24,47 + 2,23 g/h/m?
a u S:dS (5:1, m/m) (+) 57,87 +£ 12,51 g/h/m? Dalsi hodnoty jsou pro
S:dS (15:1, m/m) (-) 26,14 + 248 g/h/m> a pro dalsi membranu
S:dS(15:1, m/m) (+) 40,58 £ 5,90 g/h/m?. Hodnoty TEWL pted a po naneseni 1%
suspenzi smesi S a dS v riznych pomérech se opét statisticky vyznamné lisi (p < 0,05)

(Obrazek 12, Graf C).

V dalsich grafech lze vidét vyjadieni pomoci fold change. Pomér hodnot pted
a po naneseni 1% suspenzi nebo smési rozpoustédel (PG/EtOH) je 1,27 + 0,08 pro
Ctrl; 2,00 £ 0,18 pro S; 2,56 + 0,44 pro dS a 1,99 £ 0,26 pro P (Obrazek 12, Graf B).
Dale byla ziskana hodnota pro S:dS (5:1, m/m), ktera je 2,28 + 0,38 a pro
S:dS (15:1, m/m) ¢ini 1,53 £ 0,09 (Obrazek 12, Graf D). V ptipadé fold change byl
statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p < 0,05) zaznamenan pouze u vzorki s

aplikovanym dS a S:dS (5:1, m/m).
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Obrazek 12 — (grafy A, B, C, D): Grafické zndazorneni vysledkii TEWL,; hodnoty jsou
prezentovany jako prumer = SEM (stredni chyba priméru), n > 6, * zndazornuje statisticky
vyznamny rozdil TEWL (p < 0,05).

5.1.2 Vysledky méreni elektrické impedance

Dal$im zjistovanym permeacnim parametrem je elektricka impedance, jejiz
vysledné hodnoty znazoriuji grafy na Obrazku 13. Co se tyce oznaceni jednotlivych
vzorki, tak byl pouzit stejny systém jako u méfeni hodnot TEWL. V grafech A a C je
vyjadiena EI vztazend na jednotku difuzni plochy (kruh v teflonovém drzaku) v
kQ x cm2. Grafy B a D znazorfiuji vysledky méfeni EI pomoci fold change. Po

stanoveni EI byly namétfené hodnoty zprimérovany.
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Pro Ctrl (-) byla zméfena a vypoétena hodnota 20 + 2 kQ x cm?, pro
Ctrl () 10£ 1 kQ xecm?2 US (-)jeto 27+ 6 kQ x ecm?, u S (+) 6 £ 1 kQ x cm?, u
dS (-) 37+ 5kQ x cm? a dS (+) 9 = 3 kQ x cm?. Vysledna hodnota EI pro P (-) ¢ini
23+ 9 kQ x cm?apro P (+) 8 + 1 Q x cm? (Obrazek 13, Graf A). Statisticky vyznamny
rozdil (p < 0,05) mezi EI (-) a EI (+) Ize nalézt u Ctrl, S a dS.

Dale byla zméfena a vypoctena hodnota pro S:dS (5:1, m/m) (-), kterd je
13+7 kQ x cm? a pro S:dS (5:1, m/m) (+) ¢ini 8 £ 4 kQ x cm?. Pro S:dS (15:1, m/m) (-)
byla ziskana hodnota 33 + 7 kQ x cm? a pro S:dS (15:1, m/m) (+) 13 + 3 kQ x cm?
(Obrazek 13, Graf C). Statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) mezi hodnotami pied a
po naneseni 1% suspenzi nebo rozpoustédla (PG/EtOH) nastal u S:dS (15:1, m/m).

V dalsich grafech jsou znazornény hodnoty fold change. Fold change pro Ctrl
je 0,50 £ 0,08, pro S0,33 + 0,10, pro dS 0,39 + 0,08 a pro P 0,47 £ 0,11
(Obrazek 13, Graf B). U S:dS (5:1, m/m) byla ziskédna hodnota 0,75 + 0,09. Déle u
S:dS (15:1, m/m) byla zméfena a vypoctena hodnota 0,56 + 0,15 (Obrazek 13, Graf D).
V ptipad¢ fold change elektrické impedance vztazené na plochu nebyly zjistény

hodnoty, které by se daly oznacit jako statisticky vyznamné rozdilné oproti Ctrl.
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Obrazek 13— (grafy A, B, C, D): Grafické znazornéni vysledkii elektrické impedance; hodnoty
Jjsou prezentovany jako primer £ SEM (stredni chyba priimeéru), n > 4, * znazornuje statisticky
vyznamny rozdil EI (p < 0,05).

5.1.3 Vysledky méreni permeability pro modelovy permeant TH

S pouzitim stejného systému oznaCovani jsou uvedeny vysledky pro méfeni
permeability membran pro TH. V grafech A a C (Obrazek 14) lze vidét vyjadieni
pomoci kumulativniho mnozstvi TH; jednd se o korigované mnozstvi (hodnoty
ziskané z HPLC korigované objemem jednotlivych odbérti, objemem Franzovy cel a
plochou modelové membrany) vztazené na jednotku plochy [ug/cm?]. Linearni regresi
byl nasledné ziskan flux TH [ug/cm?*h], ktery je zobrazen v grafech B a D
(Obrazek 14). Veskeré hodnoty plati pro membriny aZz po naneseni smeési

rozpoustédel (PG/EtOH) nebo 1% suspenzi lipidd, membrany tedy nesou
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oznaceni (+). Chybova usecka je vzdy vyjadiena z priméri mnozstvi v jednotlivych

¢asech odbéru.

Pro Ctrl (+) byla zméfena a vypoétena hodnota fluxu TH 1,71 + 0,63 pg/cm?/h.
Dale byla ziskana hodnota pro S (+), ktera je 2,50 = 0,57 pug/cm?/h, pro dS (+) ¢ini
1,98 £0,53 ug/cm¥ha pro P (+) je to 2,24 + 1,15 ug/cm?/h. Pro membrany s nanesenou
smési lipidd v daném poméru byl zjistén flux TH 2,54 + 0,87 pg/cm*h pro
S:dS (5:1, m/m) (+) a pro druhou smés, S:dS (15:1, m/m) (+), je hodnota fluxu
3,14 + 0,80 pg/cm?/h.
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Obrazek 14 — Grafické zndzorneéni vysledkii méreni permeability pro TH, hodnoty jsou
prezentovany jako priumer = SEM (stredni chyba priumeéru), n > 4.
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6 DISKUZE

Po zapsani a analyze vysledkii vSech provedenych méteni v ramci permeacniho
experimentu (stanoveni TEWL, EI a fluxu TH) 1ze zhodnotit vliv volnych sfingoidnich
bazi na kozni bariéru, tedy hlavni namét této diplomové prace. Experiment vedl
k posouzeni vlivu tii volnych sfingoidnich bazi — S, dS a P. Dalsi, nejnovéji popsanou
sfingoidni bazi, tento experiment nezahrnoval, jelikoz 6-hydroxysfingosin neni
komer¢né dostupny a jeho syntéza je casoveé narocna. Jednotlivé permeacni parametry
spolu do jist¢ miry souvisi, minimalné¢ vSechny jsou schopné vypovidat o nékterych
bariérovych vlastnostech SC. Existuji prace, které se zabyvaji kozni bariérou v jinych
ohledech, naptiklad z hlediska charakterizace poruch kozni bariéry, at’ uz v ramci
patofyziologie nebo klinického obrazu.[67, 69] Dalsi prace, napiiklad nékteré
publikované vyzkumnou skupinou Skin Barrier Research Group, studuji vliv hlavnich
slozek SC, jako jsou ceramidy, volné mastné kyseliny nebo cholesterol. V mnohych
ohledech je kozni bariéra dobfe prozkoumana, ale nckteré jeji aspekty jsou zatim
neprobadané. Toto plati 1 o volnych sfingoidnich bazich, jelikoz doposud

publikovanych studii, které by se zabyvaly jejich vlivem na kozni bariéru, neni mnoho.

Je znamo, Ze u poruch kozni bariéry byva, co se tyce sloZzeni, zménény pomér
volnych sfingoidnich bazi oproti zdravé kozni bariéte. Obecné je nedostatek studii,
které by se volnymi sfingoidnimi bazemi u zdravého i poruseného SC zabyvaly, ale
ty, které existuji, tento predpoklad potvrzuji. Naptiklad Loiseau a kol.[26], podle
kterého jsme volili pomery smési S a dS pro experiment, tvrdi, Ze mnoZstvi S se u
modelt SC s AD zvySuje, zatimco mnozstvi dS se snizuje. Toncic a kol.[41] (u kiize
s AD) stejné jako Moon a kol.[40] (u kize s psoriazou) vsak ukazuji, ze se zvySuje
mnozstvi jak S, tak 1 dS. Ob¢ tyto studie se shoduji v tom, ze pomér S:dS se u SCs AD
zvySuje. Dalsi publikace, kterd zmény potvrzuje, pochazi od Agrawal a kol.[42], ktery
zjistil zvySené hladiny S v potu subjekti s AD; ponékud zajimavé je zde 1 zjisténi
genderovych rozdili mezi hladinami volného S, u muzskych subjekt s AD bylo
zvySeni hladin vétsi oproti Zenskym subjektim s AD. Wakita a kol.[43] ukazuje u
pacientd s psoriazou zvySeni hladin S a dS. Paradoxné existuje i studie, kterd tvrdi
opak; Arikawa a kol.[88] publikoval vysledky, které ukazuji pokles hladiny Su

pacienti s AD, souvisejici s vétSim osidlenim bakteriemi jako je Staphylococcus
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aureus. Tato studie vSak nevyuziva ve svém experimentu celé¢ SC, pouze svrchni ¢ast,
a jelikoZ podle Fartasch a kol.[73] se projevuji zmény lipidovych struktur az v hlubsich
vrstvach, pro posouzeni je pravdépodobné vhodnéjsi vyuzivat SC celé. Na druhou
stranu je nutno podotknout, Ze zjisténi této studie je na zaklad¢ znalosti klinickych
projevii AD celkem logické. Je znamo, ze atopickd pokozka je nachylnéjsi
k infekci.[66] Zaroven vétSina zde uvedenych studii tvrdi, Zze u AD je hladina volnych
sfingoidnich bézi zvysSena, a to se ponckud vylucuje sjejich antimikrobnim
plsobenim, které by pak u AD mélo vést spiSe k niZz§imu riziku nasednuti infekce.
Otazka, jak je to mozné, je tedy na misté. Teoreticky by to mohlo byt zptisobené tim,
ze volné sfingoidni baze ovlivni kozni bariéru v mnoha ohledech (pravé i tteba zménou
permeability), které vedou k zvySené nachylnosti k infekci, a jejich antimikrobni

pusobeni je pak jaksi zastinéno.

Vime tedy, ze se hladiny volnych sfingoidnich bazi u poruch SC nepochybné
méni, ale nevime pfesné, jak to ovlivni bariérové vlastnosti SC. To je i divodem pro¢
byly vtéto studii na modelové membrany aplikovany pravé samostatné volné

sfingoidni baze.

Zvolené permeacni parametry pomohly analyzovat dopad zménénych hladin
volnych sfingoidnich béazi na SC, a to jak v obecné roving, tak i rozdilné ovlivnéni
jednotlivymi sfingoidnimi bazemi. TEWL, EI a flux TH samoziejmé nejsou jedinymi
parametry, které mohou vypovidat o vlivu volnych sfingoidnich bazi na kozni bariéru.
Volné sfingoindni baze ovliviiyji SC i v jinych ohledech, které vyplyvaji z jejich
funkce, a ty jsou shrnuty v teoretické casti této prace na zaklad¢ reSerSe publikovanych

praci (viz kapitola 2.5.1 Vyznam sfingoidnich bazi v kozni bariéte).

V tomto experimentu byl jako prvni parametr méfen TEWL, ktery ukazuje
ztratu vody skrz SC v g/h/m?. Z doposud ziskanych informaci vime, Ze pokud je ztrata
vody vysoka, vypovida to o zhorSeném stavu SC, coZz, jak jiz bylo zminéno, spada
mezi znaky nékterych koznich nemoci.[89] V grafech, pfipadné u samotnych hodnot,
lze vidét nékteré tendence (viz kapitola 5.1.1 Vysledky méfeni ztraty vody ptes
membranu). Jednoznaéné lze tvrdit, Ze po aplikaci volnych sfingoidnich bazi
(S, dS a P) v podobé 1% suspenzi doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni TEWL

(p < 0,05) oproti samotnému modelovému SC. Tendenci zvySujiciho se TEWL
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potvrzuje 1 Toncic a kol.[41], kde skrz analyzu pomoci linearni regrese ukazuje, ze
s rostouci koncentraci [pmol/mg] jak S, tak 1dS dochazi k ristu TEWL. Ur¢ité zvySeni
je vnasem experimentu vidét i u Ctrl, kdyz byla aplikovina smés
rozpoustédel (PG/EtOH). Oproti Ctrl je statisticky vyznamné odlisné zvySeni TEWL
(p < 0,05) pouze u dS, ale u ostatnich sfingoidnich bazi lze urc¢ité zvyseni oproti Ctrl
vidét téZ. U P doslo ke zvySeni TEWL, které je srovnatelné se zvySenim u S, zaroven
tedy nizsi oproti dS. Z méfeni TEWL v této studii tedy lze soudit, Ze ze samostatnych
volnych sfingoidnich bazi ma na ztratu vody nejvétsi vliv dS. Pokud se podivaime na
vysledky u membran, kde byly aplikovany dvé smési volnych sfingoidnich bazi,
v obou piipadech je opét statisticky vyznamny nartist TEWL (p < 0,05) po aplikaci 1%
suspenzi smési. Membrana napodobujici fyziologicky stav SC, S:dS (5:1, m/m),
vykazuje oproti Ctrl statisticky vyznamné zvySeni TEWL. Rozdil oproti Ctrl u druhé
smési, ,,patologické* S:dS (15:1, m/m), je spiSe zanedbatelny. Toto zjisténi teoreticky
viceméné koresponduje s vysledky ziskanymi u samostatného Sa dS, kdy dS
zpusobilo vétsi zvyseni TEWL; analogicky pak u ,,fyziologické™ smési, obsahujici
pomérové vic dS oproti S, je toto zvySeni také vétsi. Napiiklad Agrawal a kol.[42],
ktery v potu subjektti s AD zjistil vyssi hladiny S oproti subjektim bez AD, uvadi
zaroven, Ze u téchto dvou typt subjektl nebyla zaznamenana zména TEWL. Vysledky
tohoto experimentu u membran s aplikovanymi smésmi Sa dS tedy vyvraci
ptedpoklad, ze u zdravého SC by ztrata vody méla byt zachovana niz$i, aby kozni
bariéra plnila svou hlavni funkci — zabranéni dehydratace. Experiment byl vSak
provadén na modelovém izolovaném lidském SC a zvolené poméry vychézi z prace,
ktera poméry stanovila u mysiho modelového SC. Ziskané vysledky v jednotlivych
experimentech nelze dogmatizovat, jelikoZ jednotlivé modelové membrany nelze

povazovat za totozné, ackoliv se v mnoha parametrech shoduyji.

Druhy méfeny permeaéni parametr, EI, je nepiimo umérny toku iontt. Cim
vyssi tedy bude EI, tim méne budou skrz membranu prochdzet ionty a membrana bude
vice rezistentni. Vi¢i TEWL je EI nepifimo umérna téz, tzn. méli bychom pozorovat
opacnou tendenci, po aplikaci volnych sfingoidnich bazi by mélo dojit ke snizeni EI.
Tento predpoklad spliiuji vSechny vzorky, jak se samotnymi volnymi sfingoidnimi
bazemi, tak i se smé€smi (viz kapitola 5.1.2 Vysledky méteni elektrické impedance).

Statisticky vyznamna zména byla zjisténa u S, dS a smési S:dS (15:1, m/m), u zbylych
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membran, P a S:dS (5:1, m/m), je vidét pokles EI, ktery ale neni statisticky vyznamny,
pravdépodobné kvili velké SEM. To, Ze u ,fyziologické“ membrany nedoSlo
k statisticky vyznamné zméné EI, potvrzuje ptedpoklad, ze po ptidani smeési

S:dS (5:1, m/m) by nemélo ke zméné dojit; membrana si téméf zachovala hodnotu EI.

Poslednim zjistovanym parametrem je flux TH. V ramci této studie nebyly
zaznamenany zadné statisticky vyznamné zmény fluxu TH oproti Ctrl, avSak nékteré
tendence lze i tak v grafech a u hodnot pozorovat (viz kapitola 5.1.3 Vysledky méfeni
permeability pomoci modelového permeantu TH). Vysledky ukazuji, Ze jednotlivé
volné sfingoidni baze vykazuji vétsi flux TH oproti kontrolnim membranam. Je vidét
korespondence u samostatnych volnych sfingoidnich bazi a jejich smési ve zvolenych
pomeérech; u ,,patologické* smési je flux TH vyssi, nez u ,,fyziologické®, stejné jako je
vyssi flux TH u S oproti dS. Na zaklad¢ téchto zjisténi Ize tvrdit, Ze model zdravé
kozni bariéry je pro TH mén¢ propustny nez model bariéry nemocné. S timto tvrzenim
souhlasi 1 Yoshiike a kol.[90], ktery porovnaval difuzi [pg/ml/h] TH u subjektl
trpicich AD a zdravych kontrolnich subjektti, kterd se u kiize s AD signifikantné

zvétsila.
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7 ZAVER

Stingoidni baze jsou nedilnou souc¢ésti kozni bariéry, a to at’ uz o nich hovotime
jako o stavebni jednotce ceramidii, nebo jako o jejich volné forme. Vyznam volnych
sfingoidnich bazi je jednou z méné prozkoumanych oblasti vyzkumu kozni bariéry.
A¢ se jednd, co do obsahu, o skupinu latek spiSe minoritni, jeji poznani je neméné
dilezité.

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zjistit, jak volné sfingoidni baze
ovliviiuji  kozni  bariéru. Konkrétné jsme se zaméfili na  bariérové
vlastnosti — permeacni parametry. Pro vyhodnoceni ndm poslouzily tfi metody, méfili
jsme TEWL, El a flux TH. Jako model kozni bariéry jsme vyuZili izolované lidské SC
ex vivo a jako zastupce volnych sfingoidnich bazi jsme zvolili S, dS a P a dale pak
nekteré jejich smési. Hlavniho cile se ndm podafilo dosdhnout, na zakladé vysledk

tohoto experimentu Ize vyvodit n¢kolik zavérh.

Zaprvé bylo potvrzeno, Ze na zéklad€é vSech tfech parametrti maji vSechny
zkoumané volné sfingoidni baze (S, dS, P) na koZni bariéru vliv, kazda vSak do jiné
miry. Obecné po pfidani suspenzi s bdzemi doslo u vSech testovanych membran
k zvySeni TEWL. Oproti kontrolni membrané je vidét nejvyraznéjsi, statisticky
vyznamna zména u dS. Lze tedy soudit, Ze dS ovliviiuje tento parametr nejvice.
Pon¢kud zajimavé je paradoxni zvySeni TEWL u smési S:dS (5:1, m/m), kterd
napodobuje fyziologicky stav SC, pravdépodobné zpiisobené riiznosti modelu
lidského a myS$iho SC. EI je pak nepfimo iimérnd pfidanému mnozstvi sfingoidnich
bazi, doslo k jejimu sniZeni. Flux TH vykazuje stejnou tendenci jako TEWL, S, dS1 P
prichod TH skrz modelové SC zvysuji.

V diskuzni ¢asti této prace je vidét, ze doposud ziskané informace o volnych
sfingoidnich bazi, vcetn¢ téch vyplyvajicich z tohoto experimentu, jsou obcas
paradoxni, a ne vzdy sourodé. V ramci vyzkumné skupiny Skin Barrier Research
Group probihal soucasné stimto jiny experiment, ktery se zabyval hodnocenim
permeacnich parametrti pro S, dS a P pomoci zjednodusenych modeld kozni bariéry.
Ten by mohl nase vysledky v urcitych ohledech dopliovat. Nutno podotknout, Ze tato

oblast vyzkumu je zatim netplnd a volnymi sfingoidnimi bazemi je tieba se zabyvat
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z Sirsiho pohledu. Naptiklad by se mohlo jednat o jejich spektroskopické hodnocenti,
které by vliv na permeacni parametry doplnilo o poznatky o vlivu volnych sfingoidnich
bazi na strukturu SC, uspofadani lipidi nebo jejich fazové chovani. Komplexni
pochopeni vyznamu volnych sfingoidnich bédzi v kozni bariéfe mulze piispét
k pochopeni nejen ji samotné, ale naptiklad i patofyziologickych pochodt vedoucich

k rozvoji poruch kozni bariéry, které s touto oblasti tizce souvisi.
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8 POUZITE ZKRATKY

AD
CE
Cer
CLE
Ctrl
ds

EI
EtOH
HPLC

MeOH
NMF

PG

SC
SEM
TEWL
TH

atopicka dermatitida

zrohovatéla obalka (angl. corneocyte envelope)

ceramid

korneocytarni lipidova obalka (angl. corneocyte lipide envelope)
kontrolni membrana

dihydrosfingosin

elektricka impedance

ethanol

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (angl. high-performance
liquid chromatography)

methanol

piirozené¢ hydratacni faktory (angl. natural moisturizing factors)
fytosfingosin

propylenglykol

sfingosin

rohova vrstva (lat. stratum corneum)

standardni chyba priméru

ztrata vody pfes membranu (angl. transepidermal water loss)

theofylin
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