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1. Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmaceutické technolégie

Autor: Denisa Kubdtovad

Skolitel: PharmDr. Andrej Kovdcik, Ph.D.

Konzultant: PharmDr. Lukds Opdlka, Ph.D.

Nazov  diplomovej prace: Hodnotenie sfingozinu, dihydrosfingozinu

a fytosfingozinu v modeloch koznej bariéry

Stratum corneum (SC), alebo rohova vrstva kozZe, ktorad sa nachadza v najvrchnejse;j
Casti epidermis, predstavuje koznu bariéru organizmu. SC je zlozené z kornecoytov
a intercelularnej lipidovej matrix, ktord tvoria najma ceramidy (Cer), volné mastné kyseliny
(angl. free fatty acids; FFA) a cholesterol (Chol) zastipené v ekvimolarnom pomere. Latky zo
skupiny sfingolipidov — Cer, su acylované sfingoidné bazy (napriklad sfingozin (S),
dihydrosfingozin (dS) ¢i fytosfingozin (P)), mastnou kyselinou (napriklad kyselinou
lignocerovou (LIG)). V lipidovej matrix sa nachadzaju aj metabolické produkty Cer (volné
sfingoidné bazy), avSak ich vyznam na bariérové funkcie SC nie su Uplne zndme. Niektoré
Studie ukazuju, Ze nielen jednotlivé Cer s réznymi sfingoidnymi bazami, ale aj pravdepodobne
zvySena pritomnost volnych baz, mézu viest k zmene permeability koZznej bariéry.

Cielom tejto prace bolo hodnotenie vplyvu volnych sfingoidnych baz na permeabilitu
modelovych membran SC. Bolo pripravenych dohromady devat typov membran liSiacich sa
jednak v pritomnosti Cer (Cer NS vs. NdS vs. NP), ale aj v pritomnosti jednotlivych volnych
sfindoidnych baz (S vs. dS vs. P). Modelové membrany vidy obsahovali zmes FFA (Ci6— Caa),
Chol a taktiez 5 % hmotnostny podiel cholesterol-sulfatu. Prvd, kontrolnd, séria obsahovala
Cer NS alebo Cer NdS alebo Cer NP. V druhej sérii sa miesto Cer nachadzali ich metabolické
produkty (konkrétna volnd bdza) a zodpovedajuce moldrne mnoistvo LIG, a tretiu sériu
predstavoval model, kde sa nachadzali v rovhakom molarnom pomere Cer, jeho volna baza
a LIG. Prostrednictvom jednotlivych parametrov, konkrétne straty vody, elektrickej
impedancie a sledovania fluxu dvoch rozdielnych permeantov — teofylinu (TH) a indometacinu

(IND), boli hodnotené jednotlivé permeacné vlastnosti modelovych membran SC.



Vsetky membrany obsahujlce S vykazovali oproti dS a P niZsiu priepustnost pre vodu,
nie vSak pre iény. Hypotéza, Ze ,rozbitim“ Cer dbjde k zvySeniu priepustnosti modelovych
membran SC sa potvrdila len pri membrdnach obsahujlcich S. Zaujimavé je taktiez,
Ze v pritomnosti volného dS doslo k zvyseniu priepustnosti membran SC pre modelové
permeanty, ale v pripade volného P sa ich priepustnost naopak zniZila. Vysledky experimentu
ukazali, Ze pri kazdom type Cer dochddza k odliSnej priepustnosti pre vodu, iény, TH a IND.
Praca prispela k pochopeniu vyznamu volnych sfingoidnych baz na priepustnost modelovych
membran, ¢o by mohlo byt vyuZitelné pri studiu komplexnych modelov simulujicich

zdravu/poskodent koznu bariéru.



2. Abstract

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

Author: Denisa Kubdtovad

Supervisor: PharmDr. Andrej Kovdcik, Ph.D.

Consultant: PharmDr. Lukds Opdlka, Ph.D.
Title of diploma thesis: Study of sphingosine, dihydrosphingosine and

phytosphingosine in skin barrier models

The stratum corneum (SC), the uppermost layer of the skin, localized in the uppermost
part of the epidermis, represents the skin barrier of the organism. SC is composed of
corneocytes and an intercellular lipid matrix, which is formed by ceramides (Cer), free fatty
acids (FFA), and cholesterol (Chol) in an equimolar ratio. Substances from the group of
sphingolipids — Cer, are sphingoid bases (for example, sphingosine (S), dihydrosphingosine
(dS), phytosphingosine (P)) acylated with a fatty acid (for example, lignoceric acid (LIG)). In the
lipid matrix, the metabolic products of Cer (free sphingoid bases) are also present, but their
role in SC barrier functions is not clear. Some studies show that Cer with different sphingoid
bases, and increased presence of free sphingoid bases, can lead to a change in the
permeability of the skin barrier.

This work aimed to study the effect of permeability of sphingoid bases on the model
membrane permeability. Nine types of membranes were prepared; they differed both in the
presence of Cer (Cer NS vs. NdS vs. NP) but also in the presence of free sphingoid bases
(Svs. dS vs. P). In each membrane, there was always a mixture of FFA (C16 — Ca4), Chol, and
5 % wt proportion of cholesteryl-sulfate. The first control series contained Cer NS or Cer NdS
or Cer NP. In the second series, there were metabolic products of Cer (free sphingoid base)
and appropriate molar amount of LIG, and the third series was a model where Cer, its free
base, and LIG were found in the same molar ratio. The individual permeation markers, water
loss, electrical impedance, and the flux of two different permeants — theophylline (TH) and

indomethacin (IND), permeability properties of the model membranes were evaluated.



All S-containing membranes showed lower (compared to dS and P) permeability to
water but not to ions. The hypothesis saying that "breaking" of Cer increases the permeability
of model membranes was confirmed only for membranes containing S. It is also interesting
that in the presence of free dS increased the permeability for model permeants, but in the
case of free P their permeability decreased. The results of the experiment showed that for
each type of Cer, there is a different permeability for water, ions, TH, and IND. The work
contributed to the understanding of the importance of free sphingoid bases on the
permeability of model membranes, which could be useful in the study of complex models

simulating a healthy/diseased skin barrier.



3. PouZité skratky

AD atopicka dermatitida

Cer ceramid(y)

ds dihydrosfingozin

El elektricka impedancia

FFA volné mastné kyseliny (z angl. free fatty acids)

H 6-hydroxysfingozin

HPLC vysokoucinnd kvapalinovd chromatografia (z angl. high-performance
chromatography)

Chol cholesterol

CholS cholesterol-sulfat

IND indometacin

LIG kyselina lignocerova

P fytosfingozin

PG propylénglykol

S sfingozin

SC stratum corneum

TEWL strata vody cez membranu (z angl. transepidermal water loss)

TH teofylin
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4. Uvod a ciel prdce

Sfingolipidy predstavuju jednu zo zakladnych tried lipidov, ktoré moZeme najst
v eukaryotickych bunkdach.[1] Ich spoloénym znakom je pritomnost sfingoidnej bazy, ktora
moze byt rézne substituovana. Ako ceramidy (Cer), ktoré predstavujd dominantné sfingolipidy
v stratum corneum (SC), oznacujeme latky, ktoré maju na sfingoidnej bdze N-acylovany
retazec mastnej kyseliny.[2] Zakladna Struktira Cer teda prestavuje sfingoidna bazu, na ktore;j
je naviazana mastna kyselina.

SC — najvrchnejsia cast epidermis, aj vdaka pritomnosti Cer, tvori ochranu pred
Skodlivinami z prostredia, zniZuje transpepidermalnu stratu vody, a podiela sa na homeostaze
epidermis acelého organizmu. Cer spolu svolnymi mastnymi  kyselinami
(angl. free fatty acids; FFA) a cholesterolom (Chol), predstavuju intercelularnu lipidova matrix
SC, ktora je nevyhnutna pre spravnu bariérovu funkciu koze. Funkciou Cer nie je len ich uloha
ako stavebnej zlozky epidermis, ale aj to, Ze sa podielaju ako bioaktivhe metabolity
v biochemickych procesoch a imunitnej reguldcii.[3]

Doposial este nebola Uplne objasnend pritomnost aaj ovplyviiovanie bariérovych
vlastnosti prave volnymi sfingoidnymi bdzami v koznej bariére. Preto bolo hlavnym cielom
mojej prace pripravit modelové membrany a hodnotit vplyv volnych sfingoidnych baz na ich
permeabilitu. Bolo pripravenych niekolko druhov membran, ktoré sa lisili v zastupeni
jednotlivych zloZiek. Cielom bolo skimat najma to, ako jednotlivé volné sfingoidné bazy
(sfingozin (S), dihydrosfingozin (dS) a fytosfingozin (P); Obrazok 1) budd pdsobit
na permeacné parametre modelovych membran a teda hodnotit ako su jednotlivé modelové
systémy schopné tvorit bariéru pre vybrané druhy latok (vodu, idny,

teofylin (TH) a indometacin (IND)).
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Obrdzok 1 — Vzorce sfingoidnych bdz vyuZivanych v tejto prdci.
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5. Teoreticka ¢ast

5.1 Koza

5.1.1 Vyznam a funkcie koze

Koza (lat. cutis, gréc. derma), predstavuje rozsiahly ploSny orgdn, ktory tvori vonkajsi
povrch organizmu a zdroven predstavuje bariéru a ochranu organizmu voci vonkajSiemu
prostrediu, a to vodi fyzikalnym, chemickym ¢i mikrobiologickym Skodlivindm. Funkcie koze su
rozsiahle a predstavuju napriklad funkciu termoregulaénu, ktord je zabezpecenda pomocou
potnych Zliaz a zmien prietoku krvi v cievnom systéme. Dalej méa koza funkciu exkre¢nt (vdaka
potnym a mazovym Zlazdm), a z malej, ale za to fyziologicky nezanedbatelnej Casti, taktiez
funkciu dychaciu. KoZza sa taktiez podiela na funkcidch imunitného systému. DolezZitou
funkciou koze je taktiez syntéza vitaminu D, ktora predstavuje hlavny zdroj tohto vitaminu pre
[udské organizmy.[4, 5]

KoZa u dospelého &loveka dosahuje plochy takmer 2 m? (priemerne 1,6 — 1,8 m?), jej
hrubka sa pohybuje v rozmedzi od 0,5 mm do 4 mm, v zavislosti na oblasti tela. Najtensia je
napriklad v oblasti o¢nych vie¢ok a naopak najhrubsia na chrbte. Hmotnost koze je priblizne
3 kg, no v extrémnych pripadoch méze dosiahnut az 20 kg a to v pripade vacSieho podielu
tukovych vankusikov.[4]

Pre spravnu funkciu koZe je taktiez doblezitd hodnota jej pH, ktorda sa pohybuje
v rozmedzi 4,1 — 5,8 a ku ktorej prispieva niekolko mechanizmov. Niektoré studie hovoria, Ze
s vekom dochddza k miernemu zvysSovaniu pH koZe.[6] pH koZe zabezpecuje hned niekolko
dolezitych funkcii. Kysla hodnota pH je délezita napriklad pre ochranu koZe pred osidlovanim
réznymi mikroorganizmami (napriklad Staphyloccocus areus alebo Malassezia sp.). Zistilo sa
ale aj to, Ze spravne pH koZze mdze ovplyviovat spravnu funkciu koznej bariéry, taktiez syntézu
lipidov alebo epidermalnu diferenciaciu a deskvamaciu. DoleZité je tiez poznamenat, Ze
niektoré enzymy metabolizmu Cer (napriklad glukocerebrozidaza alebo kysla sfingomyelinaza)

su regulované pomocou pH.[7]
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5.1.2 Stavba koze

Koza pozostdva z troch zdkladnych casti, a to z epidermis, dermis a tela subcutanea
(Obrazok 2). Kozu dalej tvoria jej derivaty, ako su potné ¢i mazové Zlazy, vlasové folikuly,

nervové zakoncenia apod.[4, 8]

:|— pokozka

vzpriamovac chlpu —.

— zamsa

vlasovy vacok

mazové zlaza

— podkoZné vazivo

L » = potna Zlaza
. 2 i ! Vater-Paciniho teliesko
Y, P

podkozny tuk A . » : krvné cievy

senzorické nervové
vlakno

Obrazok 2 — Zndzornenie zakladnych vrstiev ludskej koZe.[9]

5.1.2.1 Dermis a tela subcutanea

Tela subcutanea alebo tiez podkoZzné tukové vazivo, je najhlbSou vrstvou koZe. Spojuje
dermis s nizSie poloZzenymi tkanivami (svaly a $lachy) a je hlavne tvorené tukovymi bunkami
(adipocytmi) a lameldrne usporiadanym riedkym vazivom. Toto podkozné vazivo plni niekolko
funkcii, ako je napriklad funkcia ochrannd alebo izola¢na. Je skladistom zasobnych latok
(energie vo forme triglyceridov) a na niektorych miestach (dlane, chodidld) ma aj funkciu
mechanickd (tlak, narazy apod.). NajhrubSie tukové vazivo sa nachadza na bruchu
alebo stehnach a naopak z cela chyba na oénych vie¢kach, alebo na usnych lal6¢éikoch.[4, 8]

Dermis (zamsSa) je stredna vrstva koZe aje zloZend zvaziva s kolagenovymi
a elastickymi vlaknami, ¢o zarucuje dermis dostatocnu pruZnost aj pevnost. Jej hrubka

sa pohybuje vrozmedzi 0,6 — 3,0 mm, ama dve zakladné vrstvy, ato povrchovu
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vrstvu — stratum papillare a hibSiu vrstvu — stratum reticulare. V dermis sa nachadzaju

nervové zakoncenia, vlasové folikuly a taktiez mazové Ci potné zlazy.[4, 8]

5.1.2.2 Epidermis

NajvrchnejSou a najtensou vrstvou koZe je epidermis. Jej hrubka je od 0,3 mm
do 1,5 mm a je tvorend najma koznymi bunkami — keratinocytmi a bunkami viacvrstvového
rohovatejuceho dlazdicového epitelu. V epidermis sa nachadzaju aj iné bunky, ako napriklad
melanocyty (ktoré zabezpecuju pigmentaciu), Langerhansove bunky (podielaju sa
na imunitnych reakcidch), alebo Merkelove bunky (zabezpecujuce zmyslovu funkciu ako
mechanoreceptory).[8] Hrubka epidermalnej vrstvy, ktorej doba obnovy trvd priblizne dva
tyzdne, zavisi na niekolkych faktoroch. Jednak je to jej lokalizacia, dalej mechanicka stimulacia,
a istym sposobom su to taktiez genetické faktory.[10]

Epidermis sa deli na 4-5 zakladnych vrstiev (Obrazok 3). NajspodnejSou vrstvou, ktora
tvori rozhranie medzi epidermis a dermis je stratum basale, pre ktoru su typické palisddovo
radené cylindrické keratinocyty, ktoré maju velké jadra a malé mnoiZstvo cytoplazmy.
Nad touto vrstvou sa nachadza dalSia vrstva, ato konkrétne stratum spinosum, ktora je
k povrchu st oplostené. Keratinocyty dolnej ¢asti spolu s ¢astou buniek bazalnej vrstvy maju
schopnost delit sa. V hornej Casti stratum spinosum dochadza k premene keratinocytov
prakticky na keratin, ateda moZeme povedat, 7e tu zacina proces diferenciacie. Dalsimi
vrstvami, ktoré sa nachadzaju vyssie nad uvedenymi, su stratum granulosum (tvorené 1 az 3
radami oplosStenych buniek) a stratum lucidum (tvoriace prechod medzi nezrohovatenou
epidermis a stratum corneum). Nachadzaju sa tu prekurzory keratinu (granule keratohyalinu),
a bunky, ktoré su oznacované ako tranzitné keratinocyty, ktoré stracaju jadro aj organely.
Da sa povedat, Ze primarnou funkciou epidermis, je produkcia ochrannej a polopriepustnej
stratum corneum.[4, 8, 11] Ide o najvrchnejsiu vrstvou epidermis, alebo tiez povedané rohovu

vrstvu koze.
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Obrdzok 3 — Zndzornenie jednotlivych vrstiev ludskej epidermis — stratum basale, stratum
spinosum, stratum granulosum a stratum corneum.[12]

5.1.3 Stratum corneum —rohova vrstva koZe a kozna bariéra

Rohova wvrstva koZze, teda SC, je zlozend =zUplne zrohovatenych buniek,
tzv. korneocytov, ktoré su bez jadra. Tieto korneocyty su v kozi ulozené v priblizne 15-20
vrstvach, avpodstate sa jednda oodumrelé bunky.[4] Medzi tymito korneocytmi,
v extraceluldrnom priestore, sa nachadzaju vysoko usporiadané lipidy, ktoré vytvaraju
tzv. lipidovu matrix. V jednoduchosti mézeme povedat, Ze kozna bariéra je tvorena bunkami
ktoré do seba zapadaju (korneocyty) s tzv. nepriepustnou korneocytarnou obdlkou a je
obklopena lipidovou hmotou. Takéto usporiadanie taktieZz pripomina tzv. ,maltu (= matrix)
atehly (= korneocyty)“. Korneocytarna obdlka vtomto pripade tvori hranicu medzi
korneocytmi a lipidovou matrix.[13] Korneocyty zabezpecuju mechanickd podporu, chrania
bunky pred UV posSkodenim ¢i reguluju zapal. Lipidovd matrix sa podiela na reguldcii
permeability, deskvamadcii, a ma taktiez antimikrobidlnu aktivitu.[14, 15]

Lipidy v SC su v ekvimolarnom pomere zloZzené z Cer, FFA a Chol. Mensie zastupenie
ma taktieZ cholesterol-sulfat (CholS).[16, 17] Zaujimavostou je, Ze v SC sa nenasli, na rozdiel
od fosfolipidovych bunkovych membran, Ziadne fosfolipidy.[18] SC spolu s lipidovou matrix
predstavuju zasadnu rolu vo funkcii koznej bariéry.[17-19] Tato koZna bariéra je nevyhnuta
pre Zivot cicavcov na susi a zabezpecduje ochranu pred nadmernou stratou vody. Lipidy
SC taktieZ chrania pred vstupom réznych Skodlivych a cudzorodych castic do organizmu, ¢im
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sa podielaju na udrzani homeostdzy — teda stdlosti vnutorného prostredia.[2, 20] Prikladom
dolezitosti lipidovej matrix je taktiez fakt, Ze u r6znych koznych ochoreni su pozorované zmeny
zlozenia a usporiadania lipidov v SC.[19, 21] Taktiez urcité genetické zmeny v metabolizme
lipidov v SC vedu ku abnormalnej lipidovej Strukture a zniZeniu jej bariérovej funkcie.[11]
Kozna bariéra predstavuje bariéru rovnako aj pre vstup lie€iv do organizmu. Jednym
z moznych prestupov xenobiotik je transcelularny prenos, ktory je sprostredkovany skrz
korneocyty. Tento prestup je obtiazny, no méze byt ulahéeny zvysenim vody v SC. Korneocyty
nasavaju vodu, bobtnaju a dochadza k znizeniu viskozity lipidov a taktiez k poruseniu integrity
lamiel. To nastava vdaka pritomnosti hydrofilnych aminokyselin v korneocytoch, ktoré maju
funkéné skupiny vhodné pre viazanie vody (napriklad -COOH, -NH,, -OH). Vyznamnejsi prenos
xenobiotik je tzv. paraceluldrny prenos, pri ktorom xenobiotikum postupuje cez lamely
lipidovej matrix a ,,obchadza” korneocyty. Ktomu, aby bol prenos xenobiotika mozny,
jenutné, aby malo xenobiotikum (permeant) vhodné fyzikdlne-chemické vlastnosti
(molekulovd hmotnost, rozdelovaci koeficient a schopnost interagovat s vodikovymi

mostikmi).[22]
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5.2 Lipidy v stratum corneum

Hlavnymi lipidmi, ktoré sa nachadzaju v lamelach SC su Cer, FFA a Chol [23] (Obrazok 4).

Epidermis:
stratum barrier lipids
corneum —— corneocyte
stratum I i 3 e
L] . @ e
granulosum[ QL * O L] IO » lamellar granules
stratum b Q ﬁ‘ > Q ‘ * e
spinosum X l
stratum Q O O
basale :
dermis
Major skin barrier lipids:
HO. A o™ ™™™
HO\/\NH Ceramides
0
O Free fatty acids

HO

HO )\/J\ Cholesterol
~
\ S

Obrdazok 4 — Zndazornenie jednotlivych vrstiev epidermis spolu s tromi zakladnymi typmi
lipidov SC.[2]

5.2.1 Cholesterol a cholesterol-sulfat

Zakladnym sterolom v lipidovej matrix je Chol. Je nevyhnutny pre spravnu funkciu
bariérovej funkcie pokozky, prispieva k tekutosti lipidov a taktiez k ich spravnej lamelarnej
a laterdlnej strukture.[2] V zdravej pokoZke predstavuje 25 wt % a jeho syntéza je dbleZita pre
homeostazu epidermis, avSak jeho Uloha v permeabilite SC zatial nie je Uplne zndma.[24, 25]
Dokonca bolo zistené, Zze pomer 0,4:1:1 mol (Chol/Cer/FFA) v ludskej SC je dostatocny na to,
aby sa zabranilo strate vody, a predpoklada sa, Ze Chol v SC zohrava podstatnejsiu ulohu
ako len zamedzovat strate vody Ci vstupu Skodlivin z prostredia.[25]

CholS je sodna sol siranového esteru Chol. M6Zzeme ho rovnako ako Chol najst v SC
a predstavuje priblizne 5 % hmotnosti vSetkych lipidov SC. Jeho uloha zatial nie je uplne

objasnend, ale predpokladd sa, Ze zabezpecuje akusi sudrinost SC a taktieZ prispieva
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k regulacii deskvamicie, teda odlupovaniu vrchnych dasti epidermis, teda korneocytov

z0 SC.[2]

5.2.2 Volné mastné kyseliny

FFA predstavuju taktiez jednu zo zdkladnych zloZiek lipidovej matrix SC. Su to
karboxylové kyseliny o dizke 14-34 uhlikov. Najviac zastipenymi FFA v SC, ktoré tvoria aZ
50 % vietkych FFA, st kyselina lignocerova (LIG) o dizke 24 uhlikov a taktie? kyselina cerotova
o dizke 26 uhlikov.[2, 26] Je doleZité povedat, Ze vaciina FFA v SC je nasytend a nerozvetvend,
no naopak FFA ktoré su kratSie a s nenasytené (tzn. maju vo svojej molekule nasobné vazby),

nachadzame v SC pri patologickych dejoch, akym je napriklad atopicka dermatitida.[2]

5.2.3 Ceramidy

Poslednou skupinou lipidov, ktord ma svoje najvacSie zastupenie v SC su Cer.
Cer predstavuju priblizne 50 % vsetkych lipidov, ktoré nachadzame v SC. Cer patria do skupiny
sfingolipidov. Cer su charakterizované sfingoidnou bazou, ktora je rozne substituovana a ktora

je N-acylovana retazcom mastnej kyseliny [2] (vid' niZsie).

5.2.3.1 Biosyntéza ceramidov

Vznik Cer moze prebiehat roznymi spésobmi. Jednym z nich je biosyntéza Cer de novo
v bunkdch cicavcov (Obrazok 5), ktora prebieha v endoplazmatickom retikule a pozostdva
z niekolkych krokov. V prvom kroku syntézy dochadza ku kondenzacii serinu a palmitoyl-CoA
za vzniku 3-ketodihydrosfingozinu, ktory je nasledne redukovany na dS. dSje nasledne
acylovany za vzniku dihydro-Cer. Pomocou enzymu desaturazy méze doéjst k zavedeniu dvojnej
vazby do molekuly atak vzniku S-Cer. V pripade, Ze dochadza k hydroxylacii pomocou
Specifického enzymu hydroxylazy, dochadza k zavedeniu hydroxylovej skupiny a tak vzniku

Cer s P — (fyto-Cer).[27]
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Obrdzok 5 — Zobrazenie zjednodusenej schémy biosyntézy Cer de novo —
z palmitoyl-CoA a serinu vznika keto-derivat, z ktorého vznikd dihydrosfingozin a dalej
dihydro-Cer, z ktorych sa syntetizuje dihydro-Cer (desaturdzou), resp. fyto-Cer
(hydroxyldazou).[27]

Iny spOsob, ako moéze dojst k vzniku Cer, je hydrolyza sfingomyelinu v plazmaticke;j
membrane na Cer, ato pomocou enzymu sfingomyelinazy, ktora je aktivovana réznymi
bunkovymi podnetmi. DalSou moZnostou vzniku Cer je hydrolyticky rozpad glukozylceramidu
a galaktozylceramidu, ktoré su ndasledne pomocou Specifickych enzymov metabolizované
na Cer. Nové zistenia hovoria aj o dalSej mozZnosti, kedy pri Stiepeni sfingolipidov, dochadza
ku vzniku sfingozinu, ktory je nasledne acylovany na Cer. Jedna sa o tzv. sfingolipidovu

recyklacnu cestu.[28]

5.2.3.2 Struktlra a usporiadanie ceramidov v stratum corneum

Doposial bolo opisanych 15 podtried Cer, ktoré sa lidia napriklad réznymi dizkami
retazcov. Zjednodusene si Cer mdZeme predstavit ako molekulu, ktord je zloZzena z polarnej
hlavy a dvoch hydrofébnych retazcov. Jeden hydrofébny retazec predstavuje sfingoidnu bazu
a ten druhy acyl mastnej kyseliny, ktory je naviazany na sfingoidnu bazu pomocou amidickej
vazby. Ak by sme teda v kratkosti chceli vyjadrit nazov, tychto zlGéenin, jednalo by sa
o N-acylsfingoziny.

Sfingoidné bazy (ktoré budu popisané v dalSich kapitolach), predstavuju zvycajne
18 uhlikovy aminoalkohol a moéze ist konkrétne o S, dS, P, alebo 6-hydroxysfingozin (H). Acyl

mastnej kyseliny tvoria bud' dlhé (24 uhlikové) alebo ultradlhé (30 — 32 uhikové) retazce. Acyly
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tychto mastnych kyselin mozu byt bud bez substiticie (N), alebo a-hydroxylované (A) i
w-hydroxylované (O). w-hydroxylované acyly nachadzame u Cer, ktoré maju ultradlhy retazec
a na w-hydroxyl méze byt este naviazana kyselina linoleova (EO), alebo zvysky glutamatovych
proteinov, ktoré sa nachadzaju na povrchu korneocytov. Bola vSak aj objavend nova skupina
Cer, ktorda ma tri hydrofébne retazce a kde je treti retazec spojeny esterovou vazbou
s primarnym hydroxylom v polohe jedna sfingoidnej bazy (1-O-E).[2] Na Obrazku 6 mézeme
vidiet uvedené jednotlivé vzorce spominanych komponent Cer. Nazvoslovie vzniklo
kombindciou jak sfingoidnej baze (S, dS, P alebo H) tak acylu mastnej kyseliny (N, A, O, alebo
EO) a je definované podla Motty a kol.[29]

Sphingoid Dihydro- 6-Hydroxy- Phyto- 1-O-Acylsphingosine
bases Sphingosine (S) sphingosine (dS) sphingosine (H) sphingosine (P) (1-0-E_S)
1.9 5 12 5 1o 36.CpH 1,9 s 5 oH
HO T CiHyy  HOTY B Cighyr  HOTEBT T8 HOTY “Cutzr  Cyghy™ 0™ " Cohr
MH; NH2 MH2 OH NH2OH NH;
Fatty acid chains+ (d18:1) (d18:0) (t18:1) (118:0)
Non-hydroxy acid (N)
HO. CaaHir Ceramide NS Ceramide NdS Ceramide NH Ceramide NP Ceramide 1-O-ENS
s}

Alpha-hydroxy acid (A)
HO ¢ Ceramide AS Ceramide AdS Ceramide AH Ceramide AP Ceramide 1-O-EAS
g}\c?sz

Omega-linoleoyloxy
o acid (EOQ) Ceramide EQS Ceramide EQdS Ceramide EOH Ceramide EOP

Hi — —
OMOWC,‘:HH
o # ¥

Free human skin ceramides

Omega-hydroxy acid (0)

Ceramide OS Ceramide OdS Ceramide OH Ceramide OP
HO- Hon Protein bound ceramides
o (corneocyte lipid envelope)

Obradzok 6 — Zobrazenie jednotlivych strukturnych typov Cer a ich ndzvoslovie.[2]

Pre spravnu funkciu koZnej bariéry je samozrejme délezité aj jednotlivé usporiadanie
lipidov v intracelularnom priestore SC. V ostatnych membranach buniek nachadzame klasické
usporiadanie fosfolipidovej dvojvrstvy, ktoré vSak u SC chyba. Pre SC je totiz charakteristické
multilameldrne usporiadanie lipidovych retazcov, kde su tieto lamely ukotvené na povrchu
korneocytov. V porovnani s fosfolipidmi maju lipidy SC malud polarnu hlavu a dlhé hydrofébne
retazce, ktoré su nasytené a prevlada u nich all-trans konformacia.[2]

Vlastnostou lamelarne usporiadanych lipidov je tvorba tzv. dlhej lamelarnej fazy
(angl. long periodicity phase) s opakujucou sa vzdialenostou lamiel 11,9 — 13,1 nm, ktord bola
potvrdena aj réntgenovou difrakciou. Studie ukazuju ale aj pritomnost tzv. kratkej periodickej
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fazy (angl. short periodicity phase) s opakujicou sa vzdialenostou 5,3 — 6,4 nm (Obrazok 7).
Retazce lipidov vlamach SC moézZu vytvarat dve konformacie, ato bud tzv. vlasenkovu
(uzatvorenu), kde oba retazce su vedla seba, alebo otvorent konformaciu, kde retazce Cer
smeruju do opac¢ného smeru.[2]

Laterdlne usporiadanie lipidov v SC mdZeme rozdelit na tri typy. Prvé znich je
tzv. orthorhombické, ktoré je charakterizované velmi tesnym spojenim a obmedzenou
rotaciou lipidovych molekul. Druhé usporiadanie je hexagonalne, kde je mozna vacésia moznost
otdcania lipidov v mriezke a tretie usporiadanie je kvapalné (fluidné) usporiadanie, kde je
moznost otacania najvacSia (Obrazok 7). Pri fyziologickej teplote koze (32 °C) prevlada
u lipidov SC fudskych organizmov orthorhombické usporiadanie. Toto usporiadanie je nutné

k spravnej funkcii SC ako bariéry.[2, 30]
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Obrdzok 7 — Zobrazenie lameldrneho a laterdlneho usporiadanie lipidov v

membrdnach SC.[2]

5.3 Sfingoidné bazy

Hlavnou sucastou sfingolipidov, a teda sGcasne aj Cer, su sfingoidné bazy. Casto sa
stretneme s oznacenim ,bazy s dlhym retazcom®, o charakterizuje ich zvycajne 18 uhlikovy
retazec. Po chemickej stranke sa jedna o aminoalkoholy a niekedy sa im suhrne hovori aj
sfingoziny, podla prvej izolovanej bazy.[18, 31] Prvou objavenou (nemeckym chemikom
J. L. W. Thudichom) sfingoidnou bazou bol uz v roku 1884 sfingozin, ktory nesie meno po
sfinge, a to prave kvoli tajomnému chovaniu, ktoré oba tieto subjekty v sebe ukryvaju.[18, 32]
Volné sfingoidné bazy su jednak prekurzorom pre vznik Cer, a zaroven, pésobenim enzymov

ceramidaz na urcité typy Cer, dochadza v SC k ich uvolneniu.[33] Existuju Studie, ktoré
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potvrdzuju pritomnost volnych sfingoidnych baz v epidermis [34-36], a ich vy3Sie mnoZstvo
oproti inym tkanivam.[37] Priblizné mnoZstvo vzhladom k vSetkym lipidom v SC ¢ini 5 az
6 %.[38]

Pre ludi typické sfingoidné bdazy zaradujeme S a dS (¢asto oznacovany aj ako sfinganin),
ktoré sa nachadzaju vo vsetkych ludskych tkanivach. V mozgu, oblickach, peceni a kozi
nachddzame P. Baza, ktord sa nachddza len v kozi, je H. V sic¢asnosti su popisané aj dalsie typy
baz, napriklad (4E,14Z2)-sfingadién Ci (2R,3E)-2-aminooctadec-3-én-1,5-diol, ktoré sa vsak
v ludskej epidermis nenachddzaju.[18] Navyse bol v ludskej epidermis detekovany novy typ
sfingoidnej bazy obsahujuci styri hydroxylové funkéné skupiny.[39] Na Obrdazku 8 su zobrazené
vzorce spominanych sfingoidnych baz.

Je vhodné poznamenat, Ze sfingoidné bazy nenachadzame len v epidermis, ale aj
napriklad v cerumene, slindch, v materskom mlieku, krvi ¢i na povrchu Ustnej dutiny.
Ich vlastnostou je, Ze preukazuju antibakteridlnu, antivirusovd, anitiparaziticki ale aj
protiplesfiovu aktivitu. S, dS a aj P vykazuju SirSi rozsah aktivity proti baktériam aj proti
kvasinkam.[40] Existuje teda moZnost, Ze exogénne dodanie volnych baz do pokozky, moze
priniest novu terapeutickl mozZnost a poskytnut tak aj profylaxiu u ludi, uktorych hrozi
potencialna infekcia.[33] Sfingoidné bazy nachiadzame okrem Zivocichov aj u hub, rastlin,
hmyzu, vodnych organizmov a taktiez u niektorych druhov baktérii (rody Sphingomonas
a Bacterioides).[31, 32]

Hladiny volnych sfingoidnych bdz a Cer je taktiez predmetom skimania v suvislosti

s r6znymi koZznymi ochoreniami. Tejto problematike sa venuje kap. 5.4.
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Obrdzok 8 — Zobrazenie sfingoidnych baz pritomnych v ludskych tkanivach.[18]

5.3.1 Sfingozin

Sfingozin, prva objavend a popisana sfingoidnd baza, ma chemicky vzorec
(2S,3R,4E)-2-aminooktadec-4-en-1,3-diol.[32] Jednd sa o nenasyteny aminoalkohol, ktory
obsahuje dve hydroxylové skupiny a jednu dvojitu vazbu. Ak déjde v polohe 2 k naviazaniu
FFA, dochadza ku vzniku Cer. Ako bolo spominané vyssie, tuto sfingoidnu bazu mézeme najst
vo vsetkych [udskych tkanivach.[18] Katabolizmom Cer dochddza prostrednictvom ceramidaz
ku vzniku S. Ten je ndsledne pomocou sfingozinkindz fosforylovany na sfingozin-fosfat
(zvySena expresia receptorov pre sfinozinkindzy a sfingozin-fosfat je zistena v nadorovych
bunkach[41]), a k jeho Uplnému rozkladu dochadza v endoplazmatickom retikule pomocou
sfingozin-1-fosfat-lydzy.[42] Ak by sme chceli poukazat na vlastnosti S, ktoré priamo nesuvisia
s SC, mohli by sme napriklad spomenut jeho ulohu ako bioaktivnej molekuly. S pini Glohu
druhého posla, aje zahrnuty do réznych bunkovych procesov, ako napriklad proliferacie,
diferenciacie, zapalu ¢i apoptdzy.[32] MoZeme spomenut aj jeho inhibicny vplyv

na autofosforyldciu tyrozinkinazového inzulinového receptoru a inhibicie kalmodulin
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dependentnej proteinkindzy C.[43] Vlastnostou S je taktieZ ovplyvnenie prepustania urcitych
[dtok cez membrany. Ukdzalo sa totiz, Ze S robi fosfolipidovd vrstvu
v plazmatickych membrdanach priepustnejSou a tak dochadza k uniku bunkovych vezikul. S ma
pri fyziologickom pH totiz kladny ndboj atak mbéZe interagovat s negativne nabitymi

fosfolipidmi.[44, 45] Jeho dalSou vlastnostou je uz spominané antimikrobné p6sobenie.[40]

5.3.2 Dihydrosfingozin

Po chemickej stranke je dihydrosfingozin — (2S,3R)-2-aminooktadekan-1,3-diol
(Obrazok 8). Od S sa liSi nepritomnostou dvojitej vazby, a rovnako ako S, ho nachadzame
vo vsetkych tkanivach fudského organizmu.[18, 32] dS je povaZovany za medziprodukt syntézy
Cer a hra taktiez dolezitu ulohu v réznych reakcidch a procesoch v Zivych bunkach [46]
a zaroven ma tiez istu antimikrobidlnu aktivitu.[40] Okrem doélezitosti dS v epidermis
ako stucast Cer je napriklad zaujimavé jeho zvySené intraceluldrne mnoZstvo (spolu

s dihydro-Cer) pri lieCbe rakoviny y-tokotrienolom, na rozdiel od S a Cer-S.[47]

5.3.3 Fytosfingozin

Daldou bazou, ktorej je vhodné venovat pozornost, je fytosfingozin (P) s chemickym
vzorcom (2S,3S,4R)-2-aminooktadekan-1,3,4-triol. Na rozdiel od dS ma navyse jeden hydroxyl
v polohe 4.[32] Jeho ndzov naznaluje, Ze patri do skupiny lipidov, ktoré su rozSirené najma
v rastlinnej riSi ¢i u kvasiniek. Rovnako ako predchadzajuce spominané sfingoidné bazy,
poskytuje po jeho fosforylacii na fytosfingozin-fosfat délezitu signalnu molekulu v bunkovej
signalizacii. Prave zavedenie dalSieho hydroxylu u fyto-Cer pravdepodobne dochdadza
k silnejSej lipidovej sieti v membrane, ato vdaka zvySeniu mnoistva vodikovych vazieb
v medzifazovej oblasti membran SC.[42] Fyziologické Ulohy P v epidermis zatial nie su Uplne
prebddané. Je vsak zaujimavé, Ze P vykazuje urcité protizapalové vlastnosti spolu
so zastavenim rastu keratinocytov, ¢o moéze mat prinos v liecbe koZnych ochoreni.[48]
Dolezité su aj jeho vlastnosti nesuvisiace s epidermis a koZznou bariérou, ako napriklad zistena

schopnost P indukovat bunkova smrt fudskych rakovinovych buniek.[49]
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5.3.4 6-hydroxysfingozin

Poslednou bazou, ktora sice nebola predmetom tejto diplomovej prace, no je vhodné ju
spomenut, je H. Chemicky sa jednd o (2S,3R,4E,6R)-2-aminooktadec-4-en-1,3,6-triol. Tato
baza, objavend vroku 1994, stromi hydroxylovymi skupinami nie je eSte zcela
preskiumana, nie je ani komer¢ne dostupna a nachdadza sa len v ludskej epidermis. Je vSak
pozorované znizenie mnozstva Cer-H u pacientov s atopickou pokozkou.[18] Cer-H sa
v modeloch koznej bariéry chovaju odlisne oproti Cer-S ¢i Cer-P, a to napriklad v schopnosti
vo vytvarani dlhej opakujucej lamelarnej fazy (Co je typické len pre ultradlhé Cer), ¢i znizenej

permeabilite pre idny.[50]

5.4 Porucha koznej bariéry pri koznych ochoreniach

Kozné ochorenia predstavuju rozsiahlu skupinu ochoreni, ktoré zahrnuju napriklad
atopickd dermatitidu (AD), psoridzu, ichtyézu ¢i xerézu. Tato oblast je predmetom skimania
réznych stuadii, ktoré sa zaoberaju napriklad poruchou koznej bariéry. Pokial dojde
k modifikacii ¢i zmene zloZenia koznych lipidov, moézZe to viest k strate vsetkych délezitych
funkcii koZznej bariéry. Je zname, Ze ak je pritomné jedno zo spominanych koznych ochoreni,
dochadza k zniZeniu hladiny Cer, a taktieZz k zmene tzv. Cer profilov.[51] Pri topickej aplikovani
Cer (vo forme krému) dochadza ku zvysenej hydratacii pokozky a k zlepsSeniu jej bariérovych
vlastnosti.[52]

Pri AD, ktord sa povaZuje za najbeZnejSie chronické zapalové ochorenie koze a ma tiez
isty dedi¢ny podklad [53], moZe d6jst k naruseniu SC aj neprimeranym skrabanim pléch, ktoré
sU zasiahnuté a pacientov svrbia. Je potvrdené, Ze atopicka pokozka vykazuje zhorSené
bariérové funkcie (Obrazok 9), ¢o naznacuje zvySena transepidermalna strata vody
(angl. trans-epidermal water loss, TEWL). Rovnako je utychto pacientov zvySend expresia
enzymu sfingomyelin-deacyldzy, dochadza tak k zvySenej degraddcii prekurzorov Cer, a tak
znizenej pritomnosti Cer (napriklad Cer EOS). Rovnako aj u inych ochoreni koze, napriklad pri
psoridze dochadza ku zvySeniu TEWL oproti zdravému SC.[54, 55]

Existuju studie, ktoré hovoria taktiez ozmene pomeru volnych sfingoidnych baz
v nefyziologickej SC. Jedna sa napriklad o Studiu [38], ktora hovori, Ze pri AD dochadza

u zvySeniu volného S, no naopak zniZzeniu volného dS a taktiez k urcitej zmene laterdlnej
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Struktury lipidovych lamiel SC. Iné Studie hovoria, Ze pri psoriaze a AD dochadza ku zvySeniu

obidvoch spominanych volnych sfingoidnych baz a taktiez k zvySeniu TEWL [56, 57], ktord

sozmenou hladin volnych sfingoidnych baz sudvisi. Tato oblast vsak este nie je zcela

preskimana, a neexistuju v tejto problematike konzistentné vysledky.

Intercellular lipid lamellae:
Intercellular lipid lamellae ~ Abnormal composition and organization
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Obrdzok 9 — Zobrazenie porusenia koZnej bariéry pri AD.[58]
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6. Metodicka ast

Vtejto kapitole su vSeobecne opisané jednotlivé metddy, ktoré sa pri hodnoteni
modelovych membran vyuzivaju a ktoré tiez boli pouzité pri experimente. VSetky popisané
metddy su validované a zaroven publikované pracovnou skupinou Skin Barrier Research

Group.[50, 59, 60]

6.1 Priprava lipidovych zmesi a modelovych membran

Modelové lipidové membrany (v podobe tenkych filmov) sa pripravuju nastrekovanim
jednotlivych lipidovych zmesi. V prvom kroku je nutné lipidy navazit, rozpustit v organickom
rozpustadle a takto pripravené roztoky rozdelit v molarnom pomere 1:1:1 (Cer, FFA, Chol).
Cer zlozka méze byt nahradend inym sfingolipidom, napr. S ¢i dS. Zlozka mastnych kyselin
obsahuje jednu (LIG, najviac zastupena v SC [26]), ale ¢asto zmes mastnych kyselin. Pomery
jednotlivych zloZiek sa mézu menit v zavislosti na dizajnu experimentu. Vzniknuté roztoky
(lipidové zmesi) sa zahustia (odstrani sa rozpustadlo) a vysusia.

Suché lipidové zmesi sa potom rozpustia vo vhodnom rozpustadle a nastrekujd vo forme
organickych roztokov prostrednictvom pristroja Linomat 5 (Camag, Muttenz, Svajéiarsko), a to
na podporné filtre, ktoré ufah¢uju manipulaciu s lipidovymi filmami. Pristroj pracuje pod
prudom dusika a spravne nastrekovanie na filtre je mozné vdaka tomu, Ze je vybaveny dalSim
ramenom, ktory zabezpecuje pohyb po ose y.[60] Lipidové membrany, po celd dobu
nastrekovania uchytené v kovovych drziakoch, su nasledne vysusené v exsikatore a zahriate
v elektrickej peci nad teplotu fazového prechodu jednotlivych zloZiek; po vychladnuti
si membrdny vloZzené do termostatu, kde sa uchovavaju do ¢asu konania permeacného

experimentu.

6.2 Permeacné experimenty vo Franzovych celach

Jednotlivé permeacné parametre sa hodnotia prostrednictvom Franzovych difdznych
ciel. Franzové difuzne cely pozostavaju z dvoch casti — a to vrchnej (donorovej) a spodnej

(akceptorovej) Casti. Vrchna Cast cely sltzi na moznud aplikaciu permeantov, alebo meranie
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dermatologickych parametrov, napr. stratu vody. Spodna cast, ktora obsahuje ramienko, slizi
jednak na naplnenie Franzovej cely médiom (najcastejsSie pufrom), a nasledne na odoberanie
vzoriek (permeantov, ktoré presli z donorovej casti do média) aich dalSie spracovanie.
Sucastou spodnej Casti byva aj magnetické miesadlo, ktoré umoznuje premiesavanie a teda
homogenitu obsahu. Medzi jednotlivé Casti sa nachadzaju teflénové drziaky na umiestnenie
modelovych membran. Difizna oblast vtvare centrdlneho kruhu mé rozmer 0,5 cm?.
Pripravené Franzové cely s membranami je nasledne nutné umiestnit do magnetickej vane,
vytemperovanej na 32 + 0,5 °C, ¢o predstavuje fyziologicku teplotu koze. Po priblizne

12 hodinovej ekvilibracii sa moze prejst k meraniu straty vody a elektrickej impedancie.[59]

6.2.1 Strata vody cez membranu

Strata vody zndma pod skratkou TEWL je parameter, ktory je jeden zo zakladnych
ukazovatelov funkcie koznej bariéry.[61] Tento parameter je mozné merat prostrednictvom
pristroja AguaFlux (Aquaflux AF200, Biox, UK). AquaFlux sa vyuZiva najma v dermatoldgii,
pretoze prave nadmernd strata vody skrz SC mdze byt jednym z indikatorov poskodene;j
bariérovej funkcie. Uzatvorend komora Aquafluxu obsahuje senzory pre relativhu vlhkost
a teplotu a zaroven meria odparovanu vodu z povrchu membrany. Kondenzator nepretrizite
odvadza vodnu paru a uklada ju ako lad (Obrazok 10). Vysledny gradient vlhkosti sa vypocita
zdvoch nameranych hodnét, ktoré boli namerané v dvoch priestorovo oddelenych
bodoch.[62] Pristroje s uzatvorenymi komorami su vyhodné ato vdaka ich odolnosti voci
vonkajsim pohybom vzduchu.[61] Podmienky prostredia, pri ktorych meranie prebieha,
by mali byt konstantné.[63] Pred samotnym meranim je nutna kalibracia pristroja. Gradient
vlihkosti sa pouZije k vypoctu hustoty toku, tj. uréi sa hmotnost vody, ktora presla skrz

membranu, vztiahnutd na ¢asovy interval a plochu membrany [g/h/m?].
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Obrdzok 10 — Zobrazenie metody kondenzdtorovej komory TEWL.[64]

6.2.2 Elektrickd impedancia

Elektrickou impedanciou sa oznaCuje odpor membrany [kQ], ktory je kladeny
striedavému prudu a je vztiahnuty na jednotku jej plochy [kQ x cm?]. Je to odpor, ktory je
nepriamo Umerny priepustnosti pre nabité Castice, hlavne idny. Tento parameter sa vyuziva
k vvhodnocovaniu jak integrity, tak napr. neporusenosti pokozky.[65] Pre jeho meranie sa
pouZiva pristroj LCR 4080 (Conrad Electronic, Hirschau, Nemecko), srozpatim merania
200 -10 MQ, chyby pri hodnotach kQ < 0,5 %), ktory pracoval v paralelnom rezime so
striedavou frekvenciou 120 Hz, a dve nerezové sondy. Pri merani je jedna sonda vloZzena do
ramienka spodnej Casti Franzovej cely (ktora obsahuje fosfatovy pufor) a druha na povrchu
membrany, respektive ponorend do kvapky kvapaliny (najéastejSie 500 ul fosfatového pufru),
ktora bola na membranu aplikovana, aby uzavrela paralelny obvod a bolo mozné impedanciu
zmerat. Hodnota odporu sa odcita z displeja pristroja. Pufor sa po zmerani prislusného

parametru z donorovej Casti opatrne odstrani.[63]

6.2.3 Permeabilita modelovych membran pre teofylin aindometacin ako modelovych

permeantov

K hodnoteniu priepustnosti modelovych membran boli vykonané permeacné
experimenty s latkami, ktoré su vacsie nez voda a iény. Boli pouzité modelové permeanty
TH a IND Pomocou TH (Mw = 180,164 g/mol, log P~ 0) bola sledovana permeabilita membran
pre polarne latky s mensou molekulovou hmotnostou a pomocou IND (Mw = 357,787 g/mol,

log P ~ 4,3) zase permeabilita membran pre latky lipofilnejSie a vacSou molekulovou
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hmotnostou. Pre kvantifikdciu TH a IND bola pouzitd metéda vysokoucinnej kvapalinovej
chromatografie (HPLC). HPLC pracuje na principe reverznej fdzy za poutZitia pristroja
Schimadzu Prominence (Schimadzi Kjoto, Japonsko), ktory pozostdva z ¢erpadla LC-20AD,
odplynovaca DGU-20A3, autosamplera SIL-20A HT, kolény CTO-20AC, detektoru SPD-M20A
a komunikaéného modulu CBM-20A. Data su analyzované prostrednictvom softwaru
LC-Solutions 1.22. TH sa separuje pomocou reverznej faze na koléne LiChroCART 250-4,
a mobilnou fazou bola zmes methanolu/0,1 M NaH,PO4 v pomere 4:6 (v/v), prietokova
rychlost bola 1,2 ml/min. Meranie UV absorbancie bolo realizované pri vinove;j dizke 272 nm,
a teplote 35 °C, retencny €as TH bol 2,9 + 0,1 min. IND sa analyzuje taktiez pomocou kolény
LiChroCART 250-4, mobilni fazu vtomto pripade tvorila zmes acetonitrilu/vody/kyseliny
octovej v pomere 90:60:5 (v/v/v), prietokova rychlost bola 2 ml/min. UV absorbancia bola
merana pri vinovej dizke 260 nm a teplote 40 °C, retenény ¢as IND je 3,1 = 0,1 min.[60, 66]
Prostrednictvom HPLC metddy sa ziskaju hodnoty tzv. nekorigovanych koncentrécii
modelovych latok (permeantov). Korekcia tychto koncentracii spociva vo vypocte
kumulativheho mnoZstva [pug/cm?] a nasledného fluxu (toku) permeantov za &as [pug/cm?/h],
ktoré presli cez jednotlivé modelové membrany. Vo vypocte kumulativneho mnoiZstva sa
zohladniuje objem Franzovej cely (priblizne 7 ml) a objemy odberov jednotlivych vzoriek
(300 ul) adifuzna plocha membrany (kruh splochou priblizne 0,5 cm?). Hodnoty
kumulativneho mnoiZstva sa vynesu voci ¢asu [h], a flux permeantu sa vypocita zo smernice
rovnice priamky, ktord sa ziska linedarnou regresiou matematickej funkcie kumulativneho

mnozstva lieCiva v zavislosti na case.[63]
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7. Experimentdlna Cast

V tejto kapitole su popisané jednotlivé kroky experimentu vychddzajuce z metodickej

Casti tejto prace.

7.1 Pouzité lipidy a chemikalie

Lipidy ako su Cer NS, Cer NdS, Cer NP, S, dS a P boli zakupené od spolo¢nosti Avanti Polar
Lipids (Alabaster, USA). Chol, CholS a dalSie chemikalie boli zakupené u firiem Sigma-Aldrich
(Schnelldorf, Nemecko) a PENTA (Praha, Ceska republika).

7.2 NavaZovanie a priprava jednotlivych lipidovych zmesi

Pred pripravou lipidovych membran SC bolo potrebné pripravit lipidové zmesi. Do
18 vialiek boli navazené samostatné latky a nasledne sa kazda vialka zriedila pomocou
organického rozpustadla chloroform/methanol v pomere 2:1 (v/v). Po nariedeni sa organické
roztoky namiesali podla molarnych pomerov, ako uvéddza Tabulka 1. Pripravenych bolo
celkom 9 typov zmesi s oznacenim S1—S3, dS1—dS3 a P1 - P3. Organické rozpustadlo sa pod
priudom suchého dusika odstranilo do sucha. Vialky boli na noc vioZené do exsikatora
pripojeného na vakuum a na dalsi den sa vlozili do mraznicky, a boli pripravené na dalSie

pouZitie.
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Cer NS S LIG FFA Chol CholS
S1 1 0 0 1 1 5%
S2 0 1 1 1 1 5%

S3 0,5 05 05 1 1 5%

CerNdS dS LIG FFA Chol CholS
ds1 1 0 0 1 1 5%
ds2 0 1 1 1 1 5%

ds3 0,5 05 05 1 1 5%

Cer NP P LIG FFA Chol CholS
P1 1 0 0 1 1 5%
P2 0 1 1 1 1 5%

P3 0,5 05 05 1 1 5%

Tabulka 1 — ZloZenie modelovych membrdn. Uvedené su jednotlivé moldrne pomery
zastupenych zloZiek. V tabulke su zndzornené jednotlivé moldrne pomery pouZitych zloZiek.
K lipidovym zmesiam bolo vZdy pridanych 5 hmotnostnych percent CholS. Vzorky S1, dS1 a P1
znacia vZdy kontrolu, kde su zloZky Cer NS/Cer NdS/Cer NP, FFA a Chol v pomere 1:1:1. Vzorky
S2, dS2 a P2 oznacuju sériu, kde sa nenachddza dany Cer, ale len jeho volnd bdza (S, dS, P)
a LIG, FFA a Chol v moldrom pomere 1:1:1:1. Vzorky S3, dS3 a P3 znacia sériu, kde su v
rovnakom moldrnom pomere Cer, jeho volnd bdza (S, dS, P) a LIG. CholS sa nachddza v kaZdej

sérii, a tvori 5 % hmotnosti jednotlivej modelovej membradny.

7.3 Priprava modelovych lipidovych membran

Priprava modelovych membran pozostavala z niekolkych krokov. Najprv, bolo potrebné
si pripravit kovové drZiaky, ktorych priemer otvoru bol 1 cm. Medzi spodnu a vrchnu Cast sa
umiestnili teflonové tesnenia, na ktoré boli nasledne poloZené polykarbonatové filtre

Nucleopore s priemerom pérov 15 nm (Whatman, Kent, UK). Tieto podporné filtre nijak
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vyznamne neprispeli k bariérovym vlastnostiam membran.[67] Bolo pripravenych celkovo
42 drziakov s filtrami. Pre zmesi S1, dS1 a P1 3 drziaky (kontroly), pre zmesi S2, dS2 a P2
6 drziakov a pre zmesi $3, dS3 a P3 5 drziakov.

Vysusené lipidové zmesi (S1—S3, dS1—dS3 a P1 - P3) boli nasledne rozpustené v zmesi
rozpustadiel hexan/ethanol 96% v pomere 2:1 (v/v). Vysledna koncentrécia kazdej lipidovej
zmesi bola 4,5 mg/ml. Lipidové zmesi po rozpusteni boli nastrekované na pripravené filtre
umiestnené v kovovych drziakoch (Obrazok 11). Nastrek bol realizovany prostrednictvom
pristroja Linomat 5 (Camag, Muttenz, Svajciarsko). Jeden nastrek predstavoval davku lipidovej
zmesi 100 pl. Na kazdd membranu bol nastrek aplikovany celkovo trikrat, takze vyslednd

modelovd membrdana obsahovala 1,35 mg lipidov.

Obrdzok 11 — Nastrekovanie lipidovych zmesi (= zhotovovanie modelovych membrdn)
pomocou pristroja Linomat 5.

Po nastreku lipidovych zmesi boli membrany vysusené v exsikatore a nasledne zahriaté
v elektrickej peci na 70 £ 0,5 °C, po dobu 30 minut. V priestore sa nachadzala rovnako aj
kadi¢ka s vodou pre udrzanie vlhkosti po¢as zahrievania. Zvolena teplota v peci sa nachadza
nad teplotou fazového prechodu vsetkych lipidov. Membrany museli potom postupne

chladnut na laboratérnu teplotou, priblizne po dobu troch az Styroch hodin (Obrazok 12).
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Doslo tak k vytvoreniu multilameldrnej struktiry modelovych membran. Po vychladnuti boli
membrany vloZzené do termostatu na 24 hodin a uchované pri teplote ludskej koze, ¢o

odpoveda 32 °C.[59, 60]

Obrdzok 12 — Kovové drzZiaky s membrdanami dS1 — dS3 po nastreknuti lipidovych zmesi.

7.4 Meranie bariérovych vlastnosti modelovych lipidovych membran

7.4.1 Franzove difazne cely

Modelové lipidové membrany boli po vychladnuti opatrne vynaté z kovovych drziakov,
umiestnené do tefldnovych drziakov (s kruhovou difiznou plochou 0,5 cm?) a takto pripravené
vzorky boli presunuté medzi vrchnl a spodnd cast Franzovych difaznych ciel (Obrazok 13).
V spodnej Casti kazdej cely bolo magnetické miesadlo, ktoré zabezpecovalo stdle miesanie

obsahu cely.
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Obrdzok 13 — Franzova difuzna cela pripravend pre permeacny experiment.

Franzové difuzne cely boli nasledne naplnené fosfatovym pufrom opH 7,4
(NazPOa. 2H,0, NazP04. 12H,0, NaCl, KCl a gentamicin). Objemy, ktorymi boli cely naplnené
sa zaznamenavali a vyuzili sa neskoér pri vyhodnocovani vysledkov kumulativheho mnoZstva
permeantov. Priblizny objem sa pohyboval okolo 6,5 az 7,0 ml. Pripravené cely boli
umiestnené do magnetickej vane, v ktorej bola teplota vody temperovana na32 £ 0,5 °C. Pred
samotnym experimentom sa cely nechali vo vani temperovat po dobu 12 hodin (Obrazok 14).

£

Obrdzok 14 - Permeacnd vana s Franzovymi difuznymi celami pred experimentom.

36



7.4.1.1 Meranie straty vody cez membrénu

To, aké bariérové vlastnosti maju jednotlivé pripravené lipidové membrany, nam
pribliZilo meranie ich jednotlivych vlastnosti. Konkrétne sme sa zamerali na meranie straty
vody cez dani membranu, meranie elektrickej impedancie a taktiez meranie permeability
modelovych membran pre modelové permeanty (TH a IND).

Na meranie straty vody membranou bol pouzity pristroj AquaFlux. Tento pristroj je
vyuzivany najma v dermatolégii pri skimani napr. koznych defektov. Z Franzovej cely bola
odobrana donorova cast, a sonda pristroja bola polozend kolmo na povrch teflonového
drziaka tak, aby boli vSetky strany spravne prilnuté a cely obvod sondy bol okolo povrchu
membrany (Obrazok 15). Stlacenim tlacidla sa spustilo meranie, ktoré trvalo vidy priblizne 90
sekund, koniec bol identifikovany zaznenim signalu. Vysledna hodnota bola odcitand z
displeja pocitacu, s ktorym je pristroj AquaFlux spojeny. Vysledky nameranej straty vody boli
namerané v jednotkich [g/h/m?], &o teda predstavuje hmotnost vody, ktord prejde
membranou za urcity ¢as a urcitou plochou. Kazda modelovd membrana (42 vzoriek) bola

premerana minimalne dvakrat.

Obrdzok 15 — Meranie straty vody modelovych membrdan pomocou pristroja AquaFlux.
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7.4.1.2 Meranie elektrickej impedancie

Dalsim parametrom, ktory bol v experimente merany, bola elektrickd impedancia. Pred
samotnym meranim bolo potrebné aplikovat na kazdi membranu 500 pl fosfatového pufru
(pH 7,4). Po 60 minutove] ekvilibracii sa jedna sonda pristroja LCR 4080 vlozila do donorovej
Casti na kvapku naneseného fosfatového pufru a druha do ramienka akceptorovej casti
Franzovej difuznej cely. Zpristroja LCR boli nasledne odcitavané hodnoty elektrickej
impedancie. Po zmerani bolo nutné odstranit fosfatovy pufr z povrchu membran. Opatrne sa
odsal prostrednictvom vatovych tycCiniek. Meranie bolo uskuto¢nené v kazdej cele minimalne

dvakrat. Hodnoty boli prepocitané na difuznu plochu teflénovych drziakov.

7.4.1.3 Meranie permeability membrdn pre teofylin a indometacin

Po zmerani straty vody a elektrickej impedancie sa pomocou automatickej pipety
aplikovali suspenzie TH/IND na modelové membrany. Koncentracia TH bola 5 % (w/v)
a v pripade IND 2 % (w/v). Po navazeni TH/IND boli nariedené prostrednictvom 60 % vodného
roztoku propylénglykolu (PG). PG nemd na membrany neziadldce ucinky anemeni ich
vlastnosti.[60] V ¢ase 0 hodin bolo na kazdu membranu aplikovanych 100 ul 5% suspenzie TH.
V dvojhodinovych intervaloch (v ¢ase 2., 4., 6., 8. a 10. hodina) sa odobralo 300 ul kvapaliny
z akceptorovej Casti Franzovej cely do pripravenych vialiek. Rovnaky objem fosfatového pufru
bolo nutné po kazdom odbere vratit spat. Po experimente s TH sa fosfatovy pufor
v akceptorovej €asti vymenil za novy, membrany sa opatrne ocistili a po 12h ekvilibracii sa
aplikovala 2% suspenzia IND acely experiment sa zopakoval.[63] Vzorky TH a IND boli
nasledne vyhodnocované pomocou HPLC a vypoctov. Hodnotil sa permeacny profil a flux pre
TH a IND, teda jeho kumulativhe mnoiZstvo, ktoré cez modelovid membranu preslo do

akceptorovej ¢asti Franzovej cely.

7.5 Spracovanie dat

Spracovanie vysledkov a tvorba grafov boli realizované pomocou programov Microsoft
Excel a GraphPad. Na Statisticki analyzu dat bol pouzity program GraphPad so Statistickym

spracovanim pomocou analyzy rozptylu (ANOVA) a Dunnetovym post-hoc testom.
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8. Vysledky a diskusia

V tejto praci sme sa zamerali na hodnotenie volnych sfingoidnych baz aich vplyv na
bariérové vlastnosti modelovych membrdan SC. Pripravené modely boli hodnotené pomocou
permeacnych markerov, tj. straty vody (TEWL), elektrickej impedancie (El) a priepustnosti pre
modelové permeanty (TH a IND). Vysledky jednotlivych experimentov su v tejto kapitole
popisané za pouZitia grafov aslovného opisu. V kazdom grafe su zahrnuté vsetky typy
pripravenych modelovych lipidovych membran. Kazda séria, ktora sa liSi typom Cer je
oznacend samostatnou farbou. Cierny stipéek zna¢i membrany so S, modry s dS a éerveny s P.
V ramci sérii st odligne oznatené modelové membrany, kde plny stipéek znac¢i membranu kde
sa nachadzal cely Cer, prazdnym stipéekom st oznacené membrany kde sa nachadzala volna
sfingoidna baza a LIG. Tieto membrany simuluju tzv. Gplny rozklad Cer na sfingoidnu bazu
a LIG. Bodkovanym stipéekom st oznacené membrany, kde sa nachadzal Cer ivolna
sfingoidna baza a LIG. Tieto membréany zase simuluju tzv. ¢iasto¢ny rozklad Cer na sfingoidnu
bazu a LIG za sucasnej pritomnosti daného Cer. V popise je vyuZité oznacenie membran podla
Tabulky 1, tj. S1 — S3 suU oznacenia pre kontrolné membrany s Cer NS (prvy typ), dalej
membrany s S + LIG (druhy typ) a kone¢ne membrany s Cer NS + S + LIG (treti typ). Analogické
je oznacenie u membran na baze dS (dS1 —dS3) a P (P1 - P3).

Jednotlivé Statisticky vyznamné rozdiely (p < 0,05) v parametroch permeability su

v grafoch zndzornené prostrednictvom piktogramov:

* porovnanie parametrov kontrolnych membrdn medzi sebou (plné stipéeky),
tj. Cer NS (S1) vs. Cer NdS (dS1) vs. Cer NP (P1),

# porovnanie parametrov modelovych membran v ramci skupiny, napr. Cer NS
(S1) vs. S+ LIG (S2) vs. Cer NS + S + LIG (S3),

§ porovnanie parametrov membrdn simulujicich Uplny rozklad Cer na volnu
sfingoidnt bazu a LIG (prazdne stipéeky), tj. S + LIG (S2) vs. dS + LIG (dS2) vs. P + LIG (P2),

V' porovnanie parametrov membran simulujicich Ciasto¢ny rozklad Cer (bodkované

stipéeky), tj. Cer NS + S + LIG (S3) vs. Cer NdS + dS + LIG (dS3) vs. Cer NP + P + LIG (P3).
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8.1 Stratavody cez membranu

Vysledky merania straty vody cez membranu graficky zndzorriuje Obrazok 16, v ktorom
sa nachadzaju vsetky typy membran, farebne i tvarovo odliSené podla vysSie uvedeného
spdsobu znadenia. Vysledné hodnoty s uvedené v jednotkdch [g/h/m?]. Vyslednd hodnota
TEWL je vyjadrena ako priemer vSetkych nameranych hodnét pre dany typ membrany
s uvedenim Standardnej chyby priemeru (SEM, angl. standard error of mean).

V prvej sérii boli namerané andsledne vypocitané hodnoty pre S1 (Cer NS)
10,37 + 0,39 g/m?/h, preS2 (S + LIG) 14,15 + 0,65 g/m?/h, a preS3 (Cer NS + S + LIG)
12,29+ 0,58 g/m?/h. Vdruhej sérii modelovych membrdn boli namerané a ndsledne
vypocitané hodnoty TEWL pre dS1 (Cer NdS) 15,72 + 0,99 g/m?/h, predS2 (dS + LIG)
15,89 + 0,59 g/m?/h a pre dS3 (Cer NdS + dS + LIG) 14,87 + 1,19 g/m?/h.

Rovnako ako u membran s obsahom dS, tak aj membrany obsahujice polarne lipidy
(tj. sfingoidnu bazu P alebo Cer NP) vykazuju vyssie hodnoty TEWL. Pre modelové membrany
P1 (Cer NP) bola namerana hodnota 16,59 + 0,47 g/m?/h, pre P2 (P + LIG) 16,27 + 0,44 g/m?/h
apre P3 (Cer NP + P + LIG) 14,22 + 0,49 g/m?/h.

N
g

Water Loss [glhlmz]

Obradzok 16 — Grafické zndzornenie vysledkov TEWL, ddta su vyjadrené ako priemer
vSetkych nameranych hodnét (n) + SEM (standardnd chyba priemeru), n >3; *, #, §, VV
vyjadruju Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05).
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Statisticky vyznamné rozdiely (p < 0,05) v ramci porovnavania kontrolnych membran
su pozorované medzi vzorkami S1 (Cer NS) adS1 (Cer NdS) ataktiez medzi vzorkami
S1 (Cer NS) a P1 (Cer NP). V jednotlivych skupinach nachadzame Statisticky vyznamné rozdiely
medzi S1 (Cer NS) a S2 (S + LIG), a medzi P1 (Cer NP) a P3 (Cer NP + P + LIG). Dal3ie $tatistické
vyznamné rozdiely nachadzame medzi vzorkami S2 (S + LIG) aP2 (P + LIG), teda medzi
membranami ktoré obsahuju volnu sfingoidnU bdzu a taktiez medzi S3 (Cer SP + S + LIG)
a P3 (Cer NP + P + LIG), tj. vzorkami, ktoré maju Cer i volnu sfingoidnu bazu a LIG.

Z jednotlivych vysledkov mozeme usudit, ze hodnota TEWL, ktord ndm popisuje mieru
&ierny stipéek). Pri porovnani predchadzajucich prac [50, 59, 60], ktoré ukazuju, Ze membrany,
ktoré obsahuju S, vykazuju najvyssi odpor pre prechod vody membrdnou, je mozné toto
tvrdenie potvrdit, vzhladom na to, Ze je v tejto praci patrny signifikantny rozdiel medzi

Pri ,rozbiti“ Cer a pritomnosti volnych sfingoidnych baz doslo v pripade membran
S$2 (S+ LIG) kvyraznému ndarastu permeability pre molekuly vody oproti membranam
S1 (Cer NS), ¢o je odhadnutelny vzhladom k tomu, Ze bariérovy lipid je nahradeny za jeho
metabolické produkty. Je zaujimavé, Ze takto vyrazny rozdiel v priepustnosti membran pre
vodu vsak nebol pozorovany v pripade membran s dS (dS1 vs. dS2) a membran P (P1 vs. P2).

V pripade tretieho typu membran, ktory simuluje Ciastocné ,rozbitie” bariérového Cer
na rozkladné produkty, inymi slovami, kde sa nachadza Cer aj volna sfingoidna bdaza, vidime
znizenie priepustnosti u vietkych membranam (bodkované stipéeky v Obrazku 16), kde sa
nachadza len volnd baza + LIG. Zaujimavé su aj Statisticky vyznamné rozdiely medzi
membranami P1 aP3. Zaverom sa da povedat, Ze membrany obsahujice Cer ivolnu
sfingoidnu bazu vykazuju mensiu priepustnost.

Pri niektorych chorobach koZe, ako je napriklad AD, sa u pacientov predpoklada vyssia
priepustnost pokozky, ktorda moéze byt spésobend hydrolyzou Cer. Ak dochadza k zmenam
kompozicie, alebo Strukturdlnym zmenam sfingoidnych baz, méZe dochadzat k zmene
bariérovych vlastnosti membran.[38] To, Ze sa hodnota TEWL pri zvySujucej sa koncentracii
volnych sfingoidnych baz zvysuje, potvrdzuje aj Studia, zaoberajldca sa zmenami hladin S a dS
pri AD ¢&i psoriaze.[57, 68] Studia, ktora potvrdzuje zvy$enie volného S v pote pacientov s AD,

vSak hovori, Ze medzi zdravymi a pacientmi s AD neboli pozorované zmeny TEWL.[69]
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8.2 Elektrickd impedancia modelovych membran

Daldim permeaénym parametrom, ktory bol skimany, bola El, ktora bola zistovana
podla vyssie uvedeného postupu (kap 7.4.1.2.). Kazda membrana bola premerana minimalne
dvakrat. Vysledné hodnoty su zndzornené na Obrazku 17, kde je vyuzity rovnaky spdsob
oznacovania ako v predchadzajucom pripade, tj. priemer s uvedenim Standardnej chyby
priemeru (SEM). Hodnota El je vztiahnutd na jednotku difdznej plochy teflénového drziaka
a vyjadrend v jednotkach kQ x cm?.

V prvej sérii boli namerané a ndsledne vypocitané hodnoty El pre membrany
S1 (Cer NS) 95 + 26 kQ x cm?, pre S2 (S + LIG) 410 + 37 kQ x cm?, a pre $3 (Cer NS + S + LIG)
330 + 27 kQ x cm?. Nasytenie dvojnej vazby sa podpisalo na vyraznej zmene El, tj. v druhej sérii
boli vypod&itané hodnoty El pre dS1 (Cer NdS) 17 + 3 kQ x cm?, pre dS2 (dS + LIG)
22+ 3kQx cm?, apre dS3 (Cer NdS + dS + LIG) 108 + 10 kQ x cm?. Zmeny v polarnej hlave,
tj. zavedenie hydroxylovej skupiny do polohy C4 v sfingoidnej baze, sa zobrazilo v hodnotach
El nasledovne: pre membrany P1 (Cer NP) 13 + 0 kQ x cm?, pre P2 (P + LIG) 60 + 11 kQ x cm?,
apre P3 (Cer NP + P + LIG) 68 + 8 kQ x cm?. Statisticky vyznamné rozdiely (p < 0,05), podla
zobrazenia piktogramov na grafe vidime vo viacerych pripadoch, tj. jak medzi kontrolami

(S1 vs. dS1 vs. P1), tak v ramci jednotlivych skupin, ako je zobrazené na Obrazku 17.
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El. impedance x Area

Obrazok 17 — Grdfické zndzornenie vysledkov El, ddta su vyjadrené ako priemer
vsetkych nameranych hodnét (n) + SEM (Standardnd chyba priemeru), n > 3; *, #, §,
vyjadruju Statisticky vyznamny rozdiel ( p < 0,05).

Vysledky El, ktoré mézeme vidiet na Obrazku 17, sa vyznacuju vyssim mnozZstvom
Statisticky vyznamnych rozdielov. El je parameter, ktory je nepriamo Umerny priepustnosti pre
i6ny. Cim je hodnota El vy$Sia, tym je tok idnov mensi a membrana je silnejsia. Dole%ité je
zmienit, Ze hodnota TEWL by teoreticky mala korelovat s hodnotou El, s ktorou je nepriamo
umernd. Cim vyssia je priepustnost pre vodu, tym je El niz$ia a tok iénov je vy3si. V pripade
membran S1 — S3 sa toto pravidlo ale nepotvrdilo.

To, ze hodnoty elektrickej impedancie pri kontrolnych membranach dS1 (Cer NdS) a P1
(Cer NP), su oproti membranam S1 (Cer NS) niZsie, potvrdzuje vysledky uz predchadzajucich
prac.[59, 60] V pripade tohoto experimentu vykazuju kontrolné membrany (S1, dS1, P1)
postupnost v strate vody (TEWL) postupnost P1 > dS1 > S1. TEWL a hodnota El s vysledkami
jasne koreluje a obidva parametre vykazuju medzi membranami signifikantné rozdiely. V praci
Kovacik et al. [50] vSsak nachadzame postupnost dS1 > P1 > S1, kde hodnota El s hodnotou
TEWL nekoreluje, ¢o je pravdepodobne zapri¢inené inou metodikou pripravy modelovych
membran nez tych, ktoré boli pouZité v naSom experimente. Impedancia taktieZ patri medzi
parameter, ktory je zo vSetkych pouzitych najcitlivejsi, a i malé zmeny v membranach mé6zu
viest k zmenam vysledkov.[50]
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Hodnota El u membran S2 (S + LIG) rapidne stupla, teda tok idnov sa vyrazne znizil,
kdeZto pri strate vody vykazovala tdto membrana vyssiu priepustnost. Pri ostatnych sériach
(dS1 — dS3 a P1 - P3) sa tedria korelacie TEWL a El da pozorovat. Je zaujimavé, Ze v pripade
membran dS3 (Cer NdS + dS + LIG) sa da pozorovat najvyssi odpor, teda Ciastocné rozbitie
Cer NdS paradoxne zlepsi bariérové vlastnosti modelovych membran. Podobny trend by sa dal

pozorovat v pripade modelovych membran P3 (Cer NP + P + LIG).

8.3 Permeabilita modelovych membran pre modelové permeanty

Pripravené modelové membrany boli hodnotené na priepustnost pre vybrané
permeanty. Pre nds experiment bol pouzity TH, ¢o je latka malej molekulovej hmotnosti
a priblizne podobnou rozpustnostou vo vode a tukoch. TH pravdepodobne prestupuje cez
membranu mechanizmom prostej difuzie. Naopak IND je reprezentant typicky lipofilného
permeantu s velkou molekulovou hmotnostou, ktory uprednostriuje mechanizmus lateralnej
difuzie cez bariérové lipidy.[70] Pre opis vysledkov TH aj IND, bude vyuzivany rovnaky sp6sob,
ako v predchadzajucich pripadoch. Na Obrazku 18 a Obrazku 20, je vyjadrené pomocou grafov
kumulativne mnoiZstvo jednotlivych permeantov. Jednd sa o hodnotu korigovanej
koncentracie [pug/cm?], kde je zohladneny objem Franzovej cely, objem odberu jednotlivych
vzoriek, a difuzna plocha membrany. Obrazok 19 a Obrazok 21 znazornuju grafy, kde sa
nachadzaju hodnoty, ktoré sluzZia taktiez pre vyjadrenie priepustnosti membran. Ide o tzv. flux
(tok) modelovych permeantov. Tieto hodnoty sa ziskali linedrnou regresiou kumulacie
permeantov v zavislosti na ¢ase, vyjadrené jednotkou [pug/cm?/h]. Inymi slovami sa flux da
popisat ako smernica priamky, ktord predstavuje permeacny profil pre dany permeant. Plati,
Ze ¢im je hodnota fluxu vyssia, tym je dand membrana pre modelovy permeant (TH alebo IND)

priepustnejsia.

44



8.3.1 Flux teofylinu

Permeabilita pre TH uZz bola hodnotend v modelovych membrdnach s obsahom
Cer NS [67], Cer NdS [59, 66] a tiez membran s obsahom Cer NP [60] s obsahom LIG ¢i dokonca
zmesou FFA. Z grafu na Obrazku 18 a 19 z nasho experimentu je zrejmé, Ze priepustnost
kontrolnych modelovych membran S1 (Cer NS), dS1 (Cer NdS) a P1 (Cer NP) mala nasledovné
hodnoty fluxov: 0,10 + 0,03 pg/cm?/h (S1), 0,17 + 0,05 pg/cm?/h (dS1) a 0,58 + 0,06 pg/cm?/h
(P1).

Modelové membrany S2 (S + LIG) st vyrazne priepustné pre TH (0,23 + 0,04 pg/cm?/h),
naopak ciastocné ,rozbitie” Cer NS nema vyrazny vplyv na zmenu priepustnosti modelovych
membran S3 (Cer NS + S + LIG; 0,09 + 0,02 pg/cm?/h). Podobné zavery sa daju pozorovat aj pri
membranach dS2 (dS + LIG), ktoré su priepustnejsie nez kontroly dS1, tj. 0,65 + 0,10 ug/cm?/h.
Pritomnost volného dS znamena trvalo zvysenl permeabilitu, jak je patrné u dS3 membrany
(Cer NdS + dS + LIG) s fluxom 0,61 + 0,10 pg/cm?/h. Na druhej strane je velmi zaujimavé
zistenie, Ze priepustnost membrany P2 (P + LIG; 0,19 + 0,04 pg/cm?/h) je vyrazne nizia oproti
kontrolnej membrane P1 (Cer NP). V pripade, Ze modelova membrana obsahuje jak Cer NP,

tak volny P a LIG, modelové membrany P3 dosahuju hodnotu fluxu 0,26 + 0,06 pg/cm?/h.
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Obrdzok 18 — Grafické zndzornenie kumulativneho mnozstva pre TH IND modelovych
membrdn hodnotenych v tejto prdci.
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Flux of TH [ng/cm?/h]

Obrazok 19 — Grdfické zndzornenie vysledkov merania permeability pre TH, ddta su
vyjadrené ako priemer vsetkych nameranych hodnét (n) + SEM (standardnd chyba
priemeru), n > 3; *, #, §, Vvyjadruju statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05).

8.3.2 Flux indometacinu

Zgrafu na Obrazku 20 a 21 je mozné sledovat priepustnost membran pre IND,
permeantu, ktory ma vporovnani sTH vacsSiu molekulu aje lipofilnejsi.[71] V grafe
nachadzame taktiez Statisticky vyznamné rozdiely medzi kontrolnymi membranami
dS1 (Cer NdS; 0,11 + 0,01 pg/cm?/h) aP1 (Cer NP; 0,14 + 0,01 pg/cm?/h) a kontrolnou
membranou S1 (Cer NS; 0,04 + 0,01 ug/cm?/h). Opakuje sa situdcia, Ze membrany S1 a dS1
vykazuju mensiu priepustnost pre IND ako membrany P1, ¢o suhlasi s literaturou.[60]
Vo vseobecnosti, podla predchadzajucich prac sa da konstatovat, Ze kontrolné membrany
obsahujuce dS a P vykazuju oproti S vysSiu priepustnost pre TH a priblizne rovnaku
priepustnost pre IND.[50, 59] V tejto praci sa takyto vysledok u TH potvrdil, no nejedna sa

o Statisticky vyznamny rozdiel.
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V pripade modelovych membran S2 (S + LIG) vidime zvySenie priepustnosti pre IND,
tj. 0,09 + 0,01 pg/cm?/h. Zvysenie fluxu IND u membrany dS2 (dS + LIG; 0,16 + 0,03 pg/cm?/h)
pravdepodobne naznacuje, Ze nielen samotny Cer NdS, ale aj pritomnost volného dS zhorsuje
bariérové vlastnosti modelovych membran SC. Tento trend ale nepozorujeme u membran
P2 (P + LIG), kde hodnota fluxu (0,08 + 0,02 pg/cm?/h) je niz3ia neZ u kontrolnych membran
P1 (Cer NP). Zatial ¢o u membran S3 a P3 je hodnota fluxu podobna ako u S2 a P2, v pripade

dS3 membran je jeho hodnota vyrazne vyssia v porovnani s dS2.
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Obrdazok 20 — Grafické zndzornenie kumulativneho mnozZstva pre IND modelovych
membrdn hodnotenych v tejto prdci.

\%

025' I 1

0.20-
0.15-
0.10-
0.05-
0.00-

Flux of IND [ng/cm?/h]

Obrdzok 21 - Grafické zndzornenie vysledkov merania permeability pre IND, ddta su
vyjadrené ako priemer vsetkych nameranych hodnét (n) + SEM (standardnd chyba
priemeru), n > 3; *, #, §, Vvyjadruju Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05).
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9. Zdver

Cieflom tejto diplomovej prace bolo preskiumat vyznam volnych sfingoidnych baz na
bariérové vlastnosti modelovych membran SC. Bolo pripravenych 9 typov modelovych
systémov, ktoré boli hodnotené v permeacnych experimentoch, tj. bola u nich hodnotend
schopnost tvorby bariéry pre vybrané druhy latok (vodu, idny, malé polarne molekuly a velké
lipofilné latky).

Z vysledkov popisanych vtejto diplomovej praci sa da usudit, Ze pri kazdom type
ceramidu/sfingoidnej bazy dochadza k odlisnej priepustnosti modelovych membran. Neda sa
teda zovSeobecnit tvrdenie, Ze membrany s volnou sfingoidnou bazou (,Uplné rozbitie
ceramidu”), ¢i rovnakym pomerom ceramidu a volnej bazy (,,Ciastocné rozbitie ceramidu”),
vykazuju vyssiu ¢i nizsiu priepustnost pre vodu alebo dalSie modelové permeanty. Hypotéza
je platnd len v pripade modelovych membrdan na baze sfingozinu. Rozbitie Cer NS sa podpisuje
na zvySeni priepustnosti modelovych membran. Zatial ¢o membrany obsahujice volny
dihydrosfingozin maju voc¢i kontrolnej membrane vysSiu priepustnost pre malé ivelké
molekuly, membrany obsahujuce volny fytosfingozin maju nizsiu permeabilitu pre TH a IND.

Najvyznamnejsie zavery tejto prace su tieto:

- S1 membrany (,bez rozbitia Cer NS“) su najmenej priepustné pre vodu, iény a TH i
IND. Membrany S2, ktoré simuluju tzv. Uplné rozbitie Cer NS na Sa LIG su velmi
priepustné pre vodu, nie vSak pre iény. Zaroven vytvaraju tieto membrany vhodnu
bariéru jak pre malé polarne molekuly, tak pre vacsie, lipofilnejSie permeanty.
,Ciastoéné rozbitie Cer NS“ znamend zniZenie priepustnosti $3 membran, aviak
nedosahuju parametre membran S1.

- dS1 membrany (,bez rozbitia Cer NdS“) zvysuju priepustnost pre vodu v porovnani
s S§1, ale ,,Uplnym alebo Ciastoénym rozbitim Cer NdS“ (membrany dS2) nedochddza
v skupine k vyraznym zmendm TEWL.

- UP1 membran dochdadza taktiez k zvySeniu priepustnosti pre vodu (oproti S1), no je
zaujimavé, Ze u membrdany P3 (s ,CiastoCne rozbitym Cer NP“) dochadza k znizeniu
priepustnosti oproti kontrole P1, atak k potenciondlne lepSim bariérovym

vlastnostiam. ,,Rozbitie Cer NP“ v tomto pripade zniZuje priepustnost modelovych

48



membran P2 pre modelové permeanty, a mozZe teda poukazovat na lepsie bariérové
vlastnosti modelovych membran.

Vsetky hodnotené parametre, ktoré boli vyuzité pri hodnoteni experimentu (TEWL, El,
flux TH aIND), spolu do istej miery suvisia, a vypovedaju o bariérovych vlastnostiach
modelovych systémov SC v tejto praci. Je vhodné vsak poznamenat, Ze v tomto experimente
sa odliSoval postup pripravy modelovych membran, kedy membrany boli zahriaté v peci na
70 °C po dobu 30 minut, a v priestore sa nachadzala kadicka s vodou. V diskutovanych pracach
boli vSak membrany zahriate na 90 °C po dobu 10 minut bez pridanej vodnej pary.[50, 59, 60]

Praca a jej zavery modzu pomoct k pochopeniu vyznamu volnych baz v SC, a byt vyuZité pri
Studovani komplexnejsich modelov membran, ktoré budud predstavovat zdravu ¢i poskodent
koznu bariéru a prispiet tak k pochopeniu vzniku jej pordch. Taktiez mozu byt pouZité pre
$tudiu tychto modelov pomocou spektroskopickych metdd, ktoré by mohli objasnit ich
mikroStrukturu, vplyv sfingoidnych bdz na usporiadanie lipidov v SC a ich fazové chovanie.

Sucasne stymto experimentom prebiehal vramci Skin Barrier Research Group dalsi
experiment, ktory hodnotil vplyv sfingoidnych baz na izolovanom ludskom SC ex vivo modeli.
Vysledky oboch experimentov sa m6zu navzajom doplfiovat a zaistit tak lepsie pochopenie

tejto problematiky, ktord este nie je z cela objasnena.
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