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Abstrakt
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Autor: Aneta Kelemanova

Skolitel: Mgr. Petra Pullmannové, Ph.D.

Nizev diplomové prace: Vliv Ca®" kationtl a cholesteryl sulfitu na model lidské koZni

bariéry

Struktura a slozeni nejsvrchnéjsi vrstvy epidermis, stratum corneum, tvoti kozni
bariéru proti transepidermalni ztrat¢ vody. Hlavnimi slozkami stratum corneum jsou
korneocyty a mezibunécna lipidova matrix. Mezibunécna lipidova matrix je smési ceramidd,
cholesterolu a volnych mastnych kyselin. Estery cholesterolu, jako je cholesteryl sulfat, jsou
také ptitomny. Tato unikatni lipidova smés tvoii multilameldrni vrstvy s kratkou a dlouhou
krystalickou fazi s periodicitou zhruba 6 a 13 nm. Odd¢lend faze cholesterolu s periodicitou
okolo 3,4 nm se také nachazi ve stratum corneum. Nejcastéjsi lateralni uspotradani lipidové

smési je orthorombické. Hexagonalni nebo fluidni uspotadani je méné Casté.

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat podminky pro spontanni uspotfadani
izolovanych lidskych koznich lipidii ve vodném prostiedi s ptidavkem Ca®" kationtii a
cholesteryl sulfatu. Model lidské kozZni bariéry byl vytvoien z ptipravené lipidové disperze a

byl pouzit pro sledovani vlivu ptidavku Ca** kationtti a cholesteryl sulfatu na lamelarni faze a

rrrrr

Lipidy pouzité pro experimentalni ¢ast této prace byly ziskany z izolovaného lidského
stratum corneum. Nejprve bylo stratum corneum izolovéano z epidermis a lipidy byly
extrahovany organickymi rozpoustédly, poté nasledovala purifikace pomoci kolonové
chromatografie. Ziskané¢ lipidy byly déle analyzovéany vysokoucinnou tenkovrstvou
chromatografii pro semikvantitativni a kvalitativni stanoveni. V dalSim kroku byl proveden
pilotni experiment umoziujici vytvofeni disperze izolovanych lipidi ve vodném prostiedi.
Nasledné byla piipravena disperze izolovanych lipidii ve vodném prostiedi s pfidavkem Ca®*
kationtil a cholesteryl sulfatu. Agregaty vznikaly zménou pH z alkalického na kyselé anebo

zménou teploty (ochlazenim). Agregace indukovana zménou pH vedla ke vzniku



nedostatecné¢ kompaktnich agregata. Mikrostruktura téchto agregatti byla studovéana

rozptylem rentgenového zateni.

Rozptyl rentgenového zafeni odhalil, Ze piitomnost Ca** kationtii a cholesteryl sulfatu
umoziuje tvorbu dlouhé faze s periodicitou ~ 13 nm 1 v nefyziologickém prostiedi (pH 7,4 a
8,5). Krom¢ toho byly nalezeny dalsi faze s periodicitou ~ 5,8 nm (v kyselém a neutralnim
pH) a ~ 9 nm (v neutralnim a alkalickém pH) v pfitomnosti Ca*" kationt{ a cholesteryl

sulfatu. Soucasné byla zachovéna struktura lateralniho orthorombického usporadani.
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Title of diploma thesis: The effect of Ca®" cations and cholesteryl sulfate on the human skin

barrier model

The structure and composition of the outermost layer of the epidermis, the stratum
corneum, form a skin barrier to transepidermal water loss. The main components of the
stratum corneum are corneocytes and the intercellular lipid matrix. The intercellular lipid
matrix is a mixture of ceramides, cholesterol, and free fatty acids. Cholesterol esters, such as
cholesteryl sulfate, are also present. This unique lipid mixture forms a multilamellar layer
with short and long crystalline phases with periodicities of approximately 6 and 13 nm. A
separated cholesterol phase with a periodicity of about 3,4 nm can also be found in the
stratum corneum. The most common lateral packing of the lipid mixture is orthorhombic.

Hexagonal or fluid packing is less common.

The aim of this diploma thesis was to optimize the conditions for spontaneous
arrangement of the isolated human skin lipids in an aqueous medium with the addition of Ca**
cations and cholesteryl sulfate. A human skin barrier model was created from the prepared
lipid dispersion and used to monitor the impact of the addition of Ca®" cations and cholesteryl

sulfate on the lamellar phases and lateral packing of the lipids.

The lipids used for the experimental part of this diploma thesis were obtained from the
isolated human stratum corneum. First, the stratum corneum was isolated from the epidermis
and the lipids were extracted with organic solvents, followed with purification by column
chromatography. The acquired lipids were then analysed by high-performance thin-layer
chromatography for semiquantitative and qualitative determination. In the next step, a pilot
experiment was performed to enable the formation of a dispersion of isolated lipids in an
aqueous medium. Subsequently, a dispersion of isolated lipids was prepared in an aqueous
medium with the addition of Ca** cations and cholesteryl sulfate. Aggregates were created by

changing the pH from alkaline to acidic or by changing the temperature (cooling).



Aggregation induced by a change of pH led to insufficiently compact aggregates. The

microstructure of these aggregates was studied by X-ray scattering.

X-ray scattering revealed that the presence of Ca** cations and cholesteryl sulfate
allows the formation of a long phase with a periodicity of ~ 13 nm even in a
non-physiological environment (pH 7,4 and 8,5). Furthermore, other phases with periodicity
of ~ 5,8 nm (at acidic and neutral pH) and ~ 9 nm (at neutral and alkaline pH) were found in
the presence of Ca®" cations and cholesteryl sulfate. At the same time, the structure of the

lateral orthorhombic packing was maintained.
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1. Uvod a cil prace

Ktize predstavuje slozity a zivotné diillezity organ lidského téla. Spravna funkce kozni
bariéry se odrazi od stavby kiize, predevsim jeji nejsvrchnéjsi vrstvy — stratum corneum (SC),
ktera je soucasti epidermis. Hlavnimi slozkami SC jsou korneocyty obklopené hydrofobni
mezibunécnou matrix, kterd obsahuje jedine¢nou smés koznich lipidii. Tuto smés tvoti z 50 %
ceramidy (Cer), z 25 % cholesterol (Chol), z 15 % volné mastné kyseliny (VMK) a zbytek
n¢kolik dalSich slozek, napt. cholesteryl sulfat (ChS) a dalsi estery Chol. Tyto lipidy se
seskupuji do pravidelnych struktur. Smés lipidi SC vytvaii mezi korneocyty spojitou
multilamelarni vrstvu s dvéma fazemi — dlouhou fazi s periodicitou okolo 13 nm a kratkou
fazi s periodicitou zhruba 6 nm. Lateralné, tedy v roviné lamely, zaujimaji lipidy bud’

usporadani fluidni (amorfni), hexagonalni anebo orthorombické (husté, rigidni).

Z piedeslych publikaci je znamo, Zze ChS a Ca*" kationty vyskytujici se napii¢
epidermis upravuji mnoho fyziologickych procesti a miizeme mezi né zatadit i ovlivilovani

vlastnosti smési lipidii v mezibunécné matrix SC.

V této praci chceme sledovat vliv ChS a Ca?" kationtii na chovani sloZitého modelu
lidské kozni bariéry. Pro pozorovani je dulezité zjistit a optimalizovat podminky, pfi kterych
budou schopné slozky (lipidy lidského SC, ptidavek ChS a Ca®" kationt(l) mezi sebou
interagovat. Navaze se tak na star$i prace, ve kterych se studijni skupiny zabyvaly ptipravou
liposom1 z lipidi SC. Cilem této préace je pozorovat tvorbu uspotfadanych struktur
z izolovanych lipid SC v ptitomnosti pridavku ChS a Ca** kationtii a dale zkoumat, o jaké

struktury se jedna.
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2. Teoreticka ¢ast

2.1 Stavba a funkce kiiZe

Ktze, lat. cutis, fec. derma, je organ tvotici zevni povrch lidského organismu. Nachazi se
na rozhrani vnéjsiho a vnitiniho prostedi a predstavuje tak dileZity prvek homeostazy.!>* Jedna
se o jeden z nejtézsich a nejvétsich organt lidského téla, ktery tvoii zhruba 16 % celkové télesné

hmotnosti a zaujima plochu 1,2-2,3 m?.*

Kozni reliéf je Clenity, rizné€ hluboké ryhy a zdhyby definuji tzv. polygonalni policka. Na
ploskéach nohou a dlanich tvoti vrasky jemné paralelni listy (dermatoglyfy), které jsou pro kazdého
jedince unikatni a b&hem Zivota neménné.>>% Na rliznych krajindch t&la nachazime kazi v odlisné

tloustce, kterd miize byt od 0,5 mm do 4 mm.!

Kromé ochranné funkce pfed chemickymi (napt. ve vodé rozpustné chemické latky),
fyzikdlnimi (napt. UV zéfeni, teplo a chlad) a mikrobiologickymi vlivy zastava ktuze dalsi
nepostradatelné funkce. Jedna se o funkci sekre¢ni (tvorba mazu, potu, pigmentu melaninu a
keratinu), metabolickou (pfeména provitaminu vlivem UV zéfeni na vitamin D), regula¢ni (fizeni
termoregulace), depotni (slouzi napft. jako rezervoar vody, krve, lipidi, glukézy anebo depo
farmakologicky tc¢innych latek) a senzorickou (pfitomnost receptort pro chlad, teplo, bolest nebo
dotyk). JelikoZ se zde nachazi Langerhansovy bunky, makrofidgy, mastocyty a dalsi

imunokompetentni buiiky, pedstavuje kiize i dileZity prvek imunitniho systému ¢lovéka.>>

Obrazek 1. Histologicka stavba kiize. Ed — epidermis, De — dermis, Sb — stratum basale, Ss — stratum

spinosum, Sg — stratum granulosum, SI — stratum lucidum, Sc — stratum corneum a Sd — vyvod potni Zldzy.
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Na ktzi popisujeme 3 hlavni vrstvy, nejhloubé&ji posazenou vrstvu — podkozni vazivo
(hypodermis, subcutis), sttedni vrstvu — skaru (dermis, corium) a nejsvrchng€jsi vrstvu — pokozku

(epidermis). >* Jednotlivé vrstvy kiize 1ze pozorovat na obr. 1.

2.2 Hypodermis

Podkozni vazivo se nachazi pod dermis a spojuje kizi s ptilehlymi strukturami, jako jsou
svalové fascie nebo okostice. Hypodermis obsahuje fidké kolagenni vazivo a tukovou tkan
slozenou z tukovych bunék (adipocytil), které vytvaii riizné silnou vrstvu v zavislosti na pohlavi,
stavu vyzivy a anatomické lokalizaci. Tukova tkan pasobi jako tepelny izolant, energetické depo a

ochrana pfed narazy.°

2.3 Dermis

Skara je vrstva lokalizovana mezi hypodermis a epidermis. Ma podptirnou funkci a
vyzivuje epidermis.® Obsahuje dvé hlavni vrstvy, které mezi sebou nemaji zfetelnou hranici.*
Zevni tenkd vrstva se nazyva stratum papillare a je tvotena fidkym kolagennim vazivem, které
vybiha v papily smétujici k epidermis. Hloubéji ulozenou vrstvu piedstavuje stratum reticulare,

jenz obsahuje husté neuspoiadané kolagenni vazivo.*’

V dermis nachazime mnoho typt bunék s riznymi funkcemi. Nejcetnéjsi jsou fibroblasty
(produkuji kolagen, elastin a glykosaminoglykany), histiocyty (vznikaji z monocytl, do dermis se
dostavaji z krevniho ob¢hu), makrofagy (enzymaticky aktivni formy histiocytli, maji schopnost
fagocytdzy a syntetizuji cytokiny) a mastocyty (obsahuji histamin, serotonin, heparin a maji hlavni

tlohu pii zanétlivych a alergickych reakcich).>

Skara ma vlaknitou strukturu a najdeme zde &tyfi typy vlaken — kolagenni, elastick4,
retikulinova a kotvici fibrily. Kolagenni vldkna jsou uspotfadana do vazivovych snopcti a udavaji
ktzi pevnost, zatimco elasticka vldkna tvofi sit’ a zodpovidaji za pruznost kiize. Kolem cév,
potnich 714z a bazalni membrany nachazime jemna retikulinova vlakna. Kotvici fibrily vystupuji

ze stratum papillare a vazou dermis k epidermis >*>

V dermis rozliSujeme dva cévni plexy, které mezi sebou tvoii spojky — anastomozy.

Najdeme zde i sit’ lymfatickych cév, vlasové folikuly, mazové zlazy, volna nervova zakonceni a

specialni receptory. Builky, vlakna a ostatni struktury spojuje v dermis amorfni mezibunécna
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matrix. Hlavni slozkou této zakladni substance jsou kysel¢ mukopolysacharidy (kyselina

hyaluronov4) a glykosaminoglykany (dermatansulfat).>’

2.4 Epidermis

Epidermis je nejsvrchngjsi vrstva kiize a od dermis ji oddéluje bazalni membrana.* Podle
tloustky epidermis délime ktizi na dva typy — tlusty a tenky. Kizi tlustého typu nachdzime na
dlanich a ploskach nohou a popisujeme na ni smérem od dermis zevné pét vrstev epidermis —
stratum basale (SB), stratum spinosum (SS), stratum granulosum (SG), stratum lucidum (SL) a
stratum corneum (SC). Tenky typ klize pokryva ostatni ¢asti téla a na rozdil od tlustého typu kiize
se zde vyskytuji vlasové folikuly. V tenkém typu ktize neni SL zietelné, a proto zde popisujeme

zbylé &tyfi vrstvy.®
Nejpocetnéjsi epidermalni bunky, keratinocyty, jsou uspotadané do vrstevnatého
dlazdicového rohovéjiciho epitelu. Déle se v epidermis nachazi melanocyty, Langerhansenovy

buiiky a Merkelovy buiiky.!*

Stratum basale

Ve vrstvé SB jsou keratinocyty kubického az cylindrického tvaru. Butiky jsou mezi sebou
spojeny pomoci desmozomil a hemidesmozomy je pfipojuji k bazalni membrang. Pfitomné buiky
jsou mitoticky aktivni a zajist'uji zdroj keratinocytii pro dalsi vrstvy epidermis. Smérem od SB
totiz noveé vzniklé fady bunék migruji do zevnich vrstev a diferencuji se (méni sviij tvar a bunécny

obsah).>6.7:8

Ve SB a ve vlasovych folikulech nachazime systém pigmentovych bun¢k, melanocytt.
Melanocyty maji sférické télo s nékolika vybézky, které prochazi mezi keratinocyty ve vrstvach
SB a SS.” Melanocyty produkuji a hromadi melanin v melanosomech. Finalnim produktem jsou
melaninova granula a pomoci vybézki melanocytli dochézi k jejich pfesunu do keratinocytt, kde
ochranuji délici se bunky pted Skodlivym UV zafenim. Syntetizované mnoZstvi melaninu a presun

melaninovych granul do keratinocytii pak uréuje stupeni zbarveni ktize.*¢

Merkelovy buiiky jsou ve SB a vlasovych folikulech pfitomné v malém poctu. Jedna se o

mechanoreceptory s vysokou citlivosti na jemny dotyk.>
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Stratum spinosum

Keratinocyty ve SS maji polyedricky tvar, ostnaty povrch, tvoii nékolik fad a jsou spojené
pomoci desmozomu. Spodni fady keratinocytl vykazuji mitotickou aktivitu, zatimco fady
keratinocytli umisténé blize k povrchu se diferencuji, oplostuji a obsahuji vétsi mnozstvi
cytokeratinovych filament, které se seskupuji do svazkd a tvoii tonofibrily.*® Filamenta se

pripojuji k desmozom{im a poméhaji tak udrzovat odolnost bunék a celé vrstvy proti odéru.*’

Ve SS jsou piitomné dendritické Langerhansovy bunky s piivodem z kostni diené a plni

tlohu v prezentovani antigenti buiikdm imunitniho systému.>’

Stratum granulosum

SG je tvofeno 1-5 fadami oplosténych polygondlnich keratinocyti, které spojuji
desmozomy. Uvnitf bunék jsou uloZena neohrani¢end keratohyalinova granula, jez obsahuji
profilaggrin a dalsi proteiny bohaté na aminokyseliny cystein a histidin. Profilaggrin se v dalSich
vrstvach pfemétiuje na filaggrin, a nakonec se ve SC rozklada na volné aminokyseliny. 2>
V cytoplazmé bunék se déle nachdzi membranou ohranic¢end lamelarni granula s obsahem
cholesterolu, fosfolipidl, glukosylceramidi, sfingomyelint a dalSich latek. Lamelarni granula
vznikaji aktivitou Golgiho aparatu keratinocytii a jejich obsah se pomoci exocytézy dostava do
mezibunécného prostoru SG, kde podléhd metabolickym zménam a ptisobi jako bariéra proti

ztratdm vody z organismu. %710

Stratum lucidum

Tato tenkd vrstva epidermis, patrna v kiizi tlustého typu, se vyznacuje 1-3 vrstvami znané
oplosténych bunek. Bunky jsou spojeny pomoci desmozomt a jejich jadra i bunééné organely

nejsou téméi patrné. Keratohyalinova granula se pfeméuji na keratin.*>
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2.5 Stratum corneum — koZzni bariéra

Nejsvrchnéjsi vrstva epidermis sestava zhruba z 15-25 tad korneocytt, které spojuji
korneodesmozomy. Korneocyty jsou hexagonalni, ploché, bezjaderné a keratinizované bunky
obklopené mezibunécnou hydrofobni lipidovou matrix. Pfedstavuji finalni stidium keratinocytt a
cely proces diferenciace keratinocytll v korneocyty trva pramérné 4 tydny (na pokozce hlavy asi

polovinu ¢asu).>*37%:10

Svrchni fady korneocyt SC, podléhajici olupovani neboli deskvamaci ve formé jemnych
Supinek, nazyvame stratum disjunctum. Deskvamace korneocytii probiha na zaklad¢ degradace
korneodesmozomtl pomoci protedz. Spodni fady SC jsou kompaktnéjsi, stale drzi pevné u sebe a

oznadujeme je jako stratum conjunctum.>>°

wev

$kodlivych vlivii a ochrana pied nadbyte¢nou ztratou vody a elektrolytfi.!! Voda ve SC je klicova
pro vzhled, pruznost, celistvost a fyziologické funkce, protoZe se ucastni enzymatickych procest,
které jsou nezbytné napt. pro deskvamaci. Pfi nedostate¢né hydrataci SC totiz dochéazi k naruSeni
procesu deskvamace a korneocyty se akumuluji na povrchu ktize, coz se projevi na pohled suchou
a Supinatou pokozkou. Dulezitou ulohu v udrZzovani dostatecné hydratace maji nejen lipidy ve SC,
ale 1 soubor latek ptirozeného zvlhcujiciho faktoru (NMF) obsaZeného v korneocytech. Slozky
NMF puisobi jako humektanty a fadime mezi n€ aminokyseliny a jejich derivaty, napt. degradacni
produkty epidermalniho filaggrinu, tedy kyselinu urokanovou a kyselinu pyrrolidonkarboxylovou,

déle také laktat, glycerol nebo mogovinu.'?

2.5.1 Struktura stratum corneum

Jak jiz bylo vySe zminéno, SC je tvoteno nekolika vrstvami korneocytti ulozenych
v hydrofobni lipidové matrix.!” Tento systém se ¢asto znazortiuje nejjednodussim modelem SC,
tedy modelem cihel a malty, kde prave ,,cihly* pfedstavuji korneocyty a ,,maltu* hydrofobni

lipidovéa matrix organizovana do lipidovych lamel.'!:!?

Korneocyty

Korneocyty jsou vyplnény zejména vodou, NMF a cytoskeletalnimi keratinovymi vladkny,
ktera jsou prostfednictvim proteinu filaggrinu agregovana do pevnych svazki. Tento proces

agregace vlaken zacina jiz na urovni SG v keratohyalinovych granulich a vede k terminalni zméné
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keratinocytl v korneocyty. Svazky keratinovych vlaken jsou v korneocytech z velké ¢asti ulozeny

paralelné s povrchem kiize, ¢imZ je umoznén vznik oplosténych bungk.>1%1113

Korneocyvtarni lipidova obalka

Povrch kazdého korneocytu pokryva korneocytarni obalka (CE), kterd nahrazuje
fosfolipidovou membranu. CE ma dv¢ hlavni ¢asti a je pripojena k cytoskeletu, tedy svazkim
keratinovych vldken. Cytoplazmatickou ¢ast obalky tvofi proteiny, jako jsou involucrin, loricrin,
cystatin A, periplakin, envoplakin a dalsi, zesitované Ca?* dependentni transglutaminazou I.!1-1416
Periferni ¢ast CE je lipidového charakteru a nazyva se korneocytarni lipidova obalka (CLE). Jedna
se o lipidovou monovrstvu slozenou z Cer a mastnych kyselin (MK) s ultradlouhymi fetezci,
konktrétné z w-hydroxy-Cer a ®w-hydroxy-MK. Substraty pro kovalentni pfipojeni CLE
k proteinové Casti ptedstavuji involucrin, envoplakin a periplakin. Jednd se o vazbu
o-hydroxylovych skupin Cer a MK obsaZenych v CLE s glutamatovymi zbytky proteind.
Ptedpoklada se, Ze toto spojeni vznik4 aktivitou Ca*" dependentni transglutaminazy 1.1%:15:16

Schéma CE je popséano na obr. 2.

Prekurzorem w-hydroxy-cer jsou pravdépodobné glukosylceramidy pochazejici
z lamelarnich granul SG.!7 Dale se piedpoklada, ze CLE je nejen diilezita pro soudrznost SC a
zabranéni nadmérné ztraté vody, ale 1 pro usporadani lipidd v lipidovych lamelach mezi

korneocyty.!

corneocyte lipid envelope l
K | Intercellular lipid layers
cornified cell
keratin, filaggrin and their L ~ envelope

degradation products

e

R e
Cornified cell

Obrazek 2. Schéma usporadani korneocytii s korneocytarni obdlkou v mezibunécné matrix. Obsah

korneocytii, CE, CLE i mezibunécna lipidova matrix se podili na funkci kozni bariéry."®
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Extracelularni lipidova matrix

V mezibunééné matrix SC se nachazi unikatni smés lipidi, ktera se lisi od smési lipida
tvofici vétSinu biologickych membran. Z celkové hmotnosti lipidii SC tvoti zhruba 45-50 % Cer,
25 % Chol, 10-15 % VMK a 5 % né&kolik dalSich slozek, z nichz je nejvyrazng;si ChS a dalsi
estery Chol.!®!” Prekurzory téchto nepolarnich lipidi jsou polarni lipidy s ptivodem z lamelarnich
granul SG. Jak jiz bylo vySe zminéno, obsah lamelarnich granul (fosfolipidy, glukosylceramidy,
sfingomyeliny, Chol, enzymy a dalsi slozky) se uvoliiuje do mezibunééného prostoru exocytézou

a nasledné tento obsah podléha enzymatickym zménam.”*°
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2.6 Usporadani lipidi v extracelularnim prostoru

2.6.1 Lamelarni usporadani

Po vzniku piislusnych Cer, Chol, VMK a dalsich slozek dochazi v mezibunécném prostoru
k tvorbé spojité multilamelarni vrstvy, kterd je charakteristicka pravé pro SC.2! Smés lipidii
v jednotlivych lamelach je uspotfaddana do dvou krystalickych koexistujicich lamelarnich fazi, které
oznacujeme jako fazi s dlouhou periodicitou (LPP) s opakovaci vzdalenosti zhruba 13 nm a fazi
s kratkou periodicitou (SPP) s opakovaci vzdalenosti zhruba 6 nm. Pro tvorbu LPP je nezbytna
pritomnost acylceramidii (EO Cer) v ur¢itém mnozstvi. Béhem experimentl in vitro se zjistilo, ze
pti nadbytku EO Cer je snizena tvorba SPP a pfi nedostatku EO Cer je naopak snizena tvorba
LPP 22232425 Djle byla identifikovana i odd&lena ¢ast Chol, ktera neni do tvorby LPP nebo SPP
zapojena a je soudasti fize s opakovaci vzdalenosti zhruba 3,4 nm.?¢ Na obr. 3 je znazornén rozdil

mezi lameldrnim a lateralnim uspotfadanim.

Lateral (x-y)
organization

Lamellar (z-y)
organization

Obrazek 3. Schéma lamelarniho a laterdlniho usporaddni molekul lipidii ve SC.%

2.6.2 Lateralni usporadani

V roving jednotlivych lamel mohou molekuly lipidd zaujmout 3 typy usporadani —
orthorombické, hexagonalni anebo fluidni (obr. 4). Ve zdravém SC prevlada nejhustsi a nejméné
propustné orthorombické usporadani, ve kterém zaujimaji fetézce molekul all-trans konformaci a
nemohou se voln¢ pohybovat okolo své osy. Vzdalenost fetézcli ve sméru x a y se lisi, na
difrakcénim obrazci jsou typicke 2 silné reflexe poskytujici mezirovinné vzdalenosti 0,37 nm a 0,41

nm. V hexagondlnim uspotddani je ve sméru x a y vzdalenost molekul totoznd, v difrakénim
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obrazci pozorujeme dominantni pik odpovidajici mezirovinné vzdalenosti 0,41 nm. Retézce
molekul zaujimaji zejména all-trans konformaci a mohou se volné€ otacet kolem své osy. Toto
uspotadani se oznacuje jako gelova faze a je propustnéjsi nez orthorombické. Nejvice permeabilni
a nejméné husté je uspofadani fluidni, oznacované jako kapalna faze. Zde lze u fetézcl pozorovat

vysoky stupeii gauche izomerace a fetézce maji moznost rota¢niho i translaéniho pohybu.®2%27

Orthorhombic Hexagonal Liquid-crystalline
(OR) (HEX) (LIQ)

1L /-
AARL 44444 KBK

Obrdazek 4. Typy lateralniho usporadani molekul lipidii ve SC. Zleva orthorombické, hexagondalni a
Sfluidni.

19



2.7 Ceramidy

Cer se tadi do rodiny sfingolipidi a jsou nejen dillezitou soucasti biologickych membran a
funk¢ni kozni bariéry, ale jsou klicové 1 pro dalsi fyziologické funkce. Intracelularné se ucastni
bunécné signalizace, které vede napt. k zastaveni ristu bunék, diferenciaci bun€k, apoptoze bunck
nebo imunitni odpovédi.?*?® Ve vétsing lidskych tkani se Cer vyskytuji spie minoritng, zatimco
ve SC tvofi hmotnostné zhruba polovinu vSech pfitomnych lipidt. V lidském SC nachézime velice

slozité Cer, které mohou byt volné, anebo vazané na proteiny v CE.!%-2%2°

2.7.1 Chemicka struktura ceramidi

Chemicky se jednd o molekuly obsahujici sfingoidni bazi navazanou prostfednictvim
amidové vazby na acyl MK.*° Délky uhlovodikovych fetézcl sfingoidnich bazi i acylovych zbytki
jsou rtiznorodé, nejbéznéjsi jsou vsak délky 18-22 uhlikovych atomi pro fetézce sfingoidni bazi,
24-26 atomt uhliku pro velmi dlouh¢ acylové zbytky MK a 30-32 atomt uhliku pro ultradlouhé
acylové zbytky MK.2*?> Acylové zbytky MK mohou navic vykazovat riizny stupefi nasycen,
riznou miru hydroxylace anebo rozdilné rozvétveni uhlovodikového fetézce. Tyto rozdily vedou
k pestré biologické rozmanitosti epidermalnich Cer, nej¢astéji se vSak jedna o nasycené,

nerozvétvené a velice dlouhé uhlovodikové fetézce.>*%°

Sfingoidni baze

Stingoidni baze jsou aminoalkoholy s dlouhym uhlovodikovym fetézcem a fadi se mezi né
hlavné sfingosin (S), 6-hydroxysfingosin (H), dihydrosfingosin (dS), fytosfingosin (P) a také
dihydroxysfinganin (T). SC obsahuje i volné sfingoidni baze, hlavné S, dS a H.?!*>%

Zbvytek mastné kyseliny

Acylovy fetézec miZze byt nesubstituovany (N), a-hydroxylovany (A) anebo w-
hydroxylovany (0).2”-* Dale jsou nékteré Cer béZné& oznacovany jako acylceramidy (EO), protoze
na w-hydroxy skupinu acylového zbytku MK je esteroveé navazana kyselina linolova nebo
glutamatové zbytky proteini CE.>**! Nejpozdgji objevena tiida Cer se vyznacuje esterové
vazanym acylovym zbytkem na hydroxyl sfingoidni baze v poloze 1 (1-O-acylceramidy) a maji

tedy v molekule celkem 3 uhlovodikové fetézce.**
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2.7.2 Nazvoslovi ceramida

Bézné€ uzivany systém pro oznaceni nazva Cer byl prvné uvedeny Mottou. Jedna se o

prehledny systém, ve kterém se spojuji vyse uvedené pismenkové zkratky sfingoidni baze a acylu

MK_.* Ptiklady nazvil jsou na obr. 5.

Ceramide $phingoid Dihydro- 6-Hydroxy- Phyto-  1.0-Acylsphingosine
: bases Sphingosine (8) sphingosine (dS) sphingosine (H) sphingosine (P) (1-0-E_S)
OH OH OH OH ) oH
152" 5 1,55 1 9= Seo o 1 554 5 .
Ho"*zra\f“c-lﬁn HO ™ 3~""CuaHzy HG"%&‘{‘\E}C"”"‘ HO™ T T “Citar  Coe ™ 0™ ~"C 3oy
MH, NH3 NH; ~ OH NH30H NH;
Fatty acid chains+ (d18:1) (d18:0) (t18:1) (t18:0)
Non-hydroxy acid (N)
HO. CasHar Ceramide NS Ceramide NdS Ceramide NH Ceramide NP Ceramide 1-0-ENS
0
Alpha-hydroxy acid (A)
HO M Ceramide AS Ceramide AdS Ceramide AH Ceramide AP Ceramide 1-0-EAS
'n”!‘c?zHas
0
Omega-linoleoyloxy
o acid (EQ) Ceramide EOS Ceramide EQdS Ceramide EOH Ceramide EOP
HO ’”f f==
EHJ? 7 CaHnn Free human skin ceramides
Omega-hydroxy acid (0) ) .
Ceramide OS Ceramide OdS Ceramide OH Ceramide OP

Ot on
0 1]

Protein bound ceramides
(corneocyte lipid envelope)

Obrazek 5. Princip tvorby ndzvii ceramidii.”*
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2.8 Cholesterol

Chol je lipid obsazeny ve vSech bunéénych membranach, ve kterych je dilezity hlavné pro
udrzeni pevnosti (rigidity), tekutosti (fluidity) a orientaci lipidii. Ve SC piedstavuje Chol nejvice
zastoupeny individualni lipid a v dostupné literatuie ptevazuji ditkazy o nutnosti jeho pfitomnosti

pro vznik LPP a SPP. Déle ptitomnost Chol ve SC pftispiva k tvorb¢ hustého orthorombického
,,,,,,, 33,3435

2.9 Volné mastné kyseliny

Vedle Cer, Chol a ChS jsou VMK dalsi nepostradatelnou slozkou lipidové matrix.
Pfevazné se jedna o nasycené a nerozvétvené MK, jejichz uhlovodikovy fetézec mtize
obsahovat 12-30 atomd uhliku. Piikladem muze byt kyselina palmitova (C16:0), kyselina stearova
(C18:0), kyselina behenova (C22:0), kyselina lignocerova (C24:0) nebo kyselina hexakosanova
(C26:0). V menSim mnozstvi ve SC najdeme i mononenasycené a polynenasycené¢ VMK, napf.
kyselinu olejovou (C18:1, n-9), kyselinu eikosapentaenovou (C20:5, n-3) nebo kyselinu linolovou
(C18:2, n-6).>** VMK zpiisobuji na povrchu SC kyselé pH okolo 4-5,5 a jsou spolu s ChS jediné
lipidy, které maji pti vys$Sim pH ionizovatelnou skupinu, a proto je pravdépodobné¢ jejich

piitomnost diileZitd pro tvorbu lipidovych lamel.!
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2.10 Cholesteryl sulfat

ChS je nejvice zastoupeny ester Chol, ktery tvoii zhruba 2-5 % vsech lipida SC. Na trovni
SB a SS dochazi k syntéze ChS z Chol pomoci sulfotransferazy (SULT2B1b), ktera zaroven
hladinu ChS v epidermis reguluje. Nejvyssi hladiny dosahuje ChS ve SG a smérem ke SC
nasledné hladina klesd, protoze pii ptechodu ze SG do SC dochézi za casti steroidni sulfatazy
k odbouravani ChS zpét na Chol. V epidermis tedy existuje urcity gradient ChS a pteména Chol —

ChS — Chol se oznacuje za tzv. cholesterol sulfatovy cyklus, viz obr. 6.33-36:37.38:41

Stratum Basale Stratum Granulosum Stratum Corneum
-S0,
SULT2B1b Ssase

Chol —————— Cholesle/rol Sulfate + Chol
f_» transcriptional \
regulation KIk inhibitor
+SO4 / \
Differentiation Cohesion Permeability

Barrier

Chol SO,
gradient: ’

S. Basale S. Granulosum Lower Outer
Stratum Stratum

Obrazek 6. Schéma vyskytu a metabolismu ChS v epidermis.”’

ChS se castni procesu diferenciace keratinocytil a podili se na soudrznosti SC. Vyvoj
keratinocytt ovliviiuje zvySenim exprese involucrinu, ¢asného markeru diferenciace keratinocyta.
Taktéz indukuje transkripci genu pro transglutaminazu I, enzymu nutného k zesiténi proteinti v
CE. Dale se ukazalo, Ze ovliviiuje proces deskvamace inhibici serinovych proteaz, které jsou

zodpovédné za degradaci korneodesmozomi, !0-33-36:38.39:40

Delece v genu pritomného na chromozomu X, zodpovédného za syntézu steroidni
sulfatazy, zplisobuje X-véazanou recesivni ichtyozu.*! Kviili nedostatku steroidni sulfatdzy se ve
SC hromadi ChS, ale obsah Chol je sniZen. Nahromadény ChS muze naruSovat fyziologickou
deskvamaci jiz zminénou inhibici serinovych proteaz a déle stabilizaci lamelarnich fazi

v hlubokych vrstvach SC, coZ se pak projevi pfitomnosti velkych suchych Supin na pokozce. %4142
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2.11 Ca?** kationty v epidermis

V epidermis jsou Ca>" kationty nepostradatelnou slozkou, protoze se u¢astni hned nékolika
fyziologickych procest, jako je extracelularni signalizace anebo bariérova funkce. V epidermis se
nachézi tzv. kalciovy gradient. Mnozstvi Ca** kationtd stoupa smérem od SB a nejvyssi hladiny
dosahuji Ca?" kationty v okoli keratinocytli ve SG. Ve SC pak hladina Ca*" kationt{i znatelng
klesa.!%*? P¥i poskozeni kozni bariéry dochazi ke zvy$enému piesunu vody a Ca®" kationtl
smérem ze SG do SC. SniZena koncentrace Ca** kationti v SG pak indukuje sekreci lamelarnich
granul do extracelularniho prostoru a je zahdjena reparace kozni bariéry. Reparacni proces vSak
pravdépodobné ovlivituji i dalsi latky, napt. K™ kationty nebo cytokiny. Dale se Ca*" kationty
podili na regulaci syntézy proteinti CE (napf. filaggrinu a loricrinu), jsou dulezité pro diferenciaci
keratinocytti, deskvamaci a adhezi mezi buiikami.!*!®4? Distribuce a hladiny Ca*" kationtti se
v epidermis méni v zavislosti na v€ku, coZ koreluje se zménami ve sloZeni CE u starSich osob

(snizena exprese filaggrinu a loricrinu).'*

2.12 Vliv Ca?* kationti a cholesteryl sulfatu na uspoiadani lipidi koZni bariéry
Napfi¢ epidermis existuje velmi podobny gradient pro ChS a pro Ca** kationty. Kombinace

rrrrr

v lamelach.*>*

Pomoci rentgenové (RTQ) difrakce se zjistilo, Ze v ekvimolarni smési Chol : Cer : VMK
zvySuje ChS solubilitu Chol a sniZuje tvorbu krystalickych domén. K tomu nejspiSe dochazi
vlivem elektrostatickych repulznich sil mezi nabitymi sulfatovymi skupinami a vznika tak vice
fluidni uspofadani. To znamena nizsi hustotu molekul lipidi v miiZce a mozZnost vét§iho pohybu
ichty6zou, u kterych je ptitomny prave nadbytek ChS ve SC. Naopak neptitomnost ChS
v ekvimolarni smési Chol : Cer : VMK vede k orthorombickému uspofadani v lamelach. Snizena
fluidita by mohla zplisobovat niZsi elasticitu lipidovych fazi, branit vzniku lamel okolo
korneocytil, snizovat soudrznost mezi korneocyty a podpofit tak proces deskvamace. Pritomnost
vysSich hladin ChS v hlubsich vrstvach epidermis nejspise zvysSuje pohyblivost lipida a stabilizuje
lamelarni faze, v povrchovych vrstvach pak snizené hladina ChS vede k fyziologické deskvamaci

destabilizaci lameldrniho uspoiadani a snadnéjsi degradaci korneodesmozom.*
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Dale bylo zjisténo, ze v ekvimolarni smési Chol : Cer : VMK s ptidavkem ChS podporuje
piitomnost Ca** kationtii vznik separovanych krystalickych fazi Chol a vykazuje tim protichiidny
ti¢inek viici ChS. Ca®" kationty nejspise snizuji hustotu povrchového naboje sulfatové skupiny
anebo disociovanych VMK, ¢imz se snizuji elektrostatické repulzni sily a udrzi se vyssi hustota

lipid v mfizce.**
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2.13 Rentgenova difraktometrie

small angle X-ray scattering) a WAXS (angl. wide angle X-ray scattering). Méieni SAXS, tedy

s malym uhlem dopadu RTG zafeni, poskytuje informace o vzdalenosti opakujicich se lamelarnich
fazi. Informace o lateralnim uspotfadani lze ziskat pomoci WAXS, méfenim s vét§im tthlem

dopadu RTG zateni.?’

Na obr. 7 lze pozorovat, zZe pii dopadu RTG zatreni pod tthlem 6 na vzorek s pravidelnou
strukturou s obsahem rovnobéznych rovin dochazi k difrakci (ohybu) a pruznému rozptylu. Lipidy
se pak stavaji zdrojem elektromagnetického zéareni, kdy vinova délka A dopadajiciho a
difraktovaného zareni je totozna. RTG paprsky se zrcadlové odrazeji od povrchu jednotlivych
rovin. Pokud je drahovy rozdil RTG paprski totozny s vinovou délkou A nebo s celo¢iselnym
nasobkem vlnové délky A, miize dojit k interferenci téchto paprskii a vznika difrakéni obrazec.

Tento jev vyjadiuje Braggova rovnice (1):

2dsin@ =nAi (1)

ve které d je mezirovinna vzdalenost (vzdalenost mezi sousednimi atomovymi rovinami,
v tomto ptipad¢ vzdalenost mezi lipidovymi lamelami), & znaci difrakéni uhel (thel dopadu
zafeni na rovinu struktury), » je fad reflexe a A je vlnova délka dopadajiciho a difraktovaného

Zéfeni. 34546

Obrazek 7. Schéma Braggova zdkona. Z obrazku lze vycist, Ze druha vina urazi delsi vzdalenost —

vzdalenost PN (pied tim, nez dojde k odrazu) a vzdalenost NQ (po odrazu).”
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2.14 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla (DLS, z angl. dynamic light scattering) je metoda, kterou lze
charakterizovat velikost Castic v disperzni soustaveé. Na Casticich v disperzi dochazi k rozptylu
svétla z laserového zdroje, avSak intenzita rozptyleného svétla kolisa v disledku Brownova pohybu
castic v disperzi. Rozptylené svétlo je zachyceno fotodetektorem. Analyza fluktuace intenzity
rozptyleného svétla ptimo souvisi s rychlosti Brownova pohybu a lze tak odvodit velikost ¢astic

v disperzi. Pro vypocet velikosti ¢astic plati Stokestv-Einsteintiv vztah (2):

d(H) = kT/3mnD 2)

ve kterém d(H) znaci hydrodynamicky primér ¢astice, k£ Boltzmannovu konstantu, 7

absolutni teplotu, 1 viskozitu a D je translaéni difuzni koeficient.*’
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie, materialy a pFistroje

Pouzita rozpoustédla a chemikalie byly v HPLC nebo analytické Cistoté a spolu s
dalsimi materidly byly zakoupeny od nékolika firem. Motsky pisek na kolonovou
chromatografii, aceton a kyselina octova 99% byly zakoupené od firmy Lach-ner (Neratovice,
Ceska republika). Octan sodny, H3BO3 a CaCl, byly ziskané od firmy Lachema (Brno, Ceska
republika). Etanol 96%, chloroform, H3PO4, NaOH a HCI1 35% byly zakoupené od firmy
Penta Chemicals (Praha, Ceska republika). Cholesterol, cholesteryl sulfét, kyselina
lignocerova, trypsin, slozky detekéniho €inidla pro tenkovrstvou chromatografii (H2SOs,
Ce(S04)2 a H3[P(M03010)4]) a slozky detek¢éniho €inidla pro vysokoucinnou tenkovrstvou
chromatografii (CuSOs4. 5H20, H3PO485%, CH30H) byly pouZity od firmy Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Schnelldorf, Némecko). Ceramid AP byl zakoupen od firmy Avanti Polar
Lipids (Birmingham, Alabama, USA), ceramid EOS byl syntetizovan na Katedfe organické a
bioorganické chemie. Od firmy Merck KGaA (Darmstadt, Némecko) byl pouzit hexan,
silikagel 60 na kolonovou chromatografii, deska na tenkovrstvou chromatografii TLC Silica
gel 60 Fas4 a sklenénd deska na vysoce u€innou tenkovrstvou chromatografii HPTLC Silica
gel 60 s rozmérem 20 x 10 cm. Pouzity membranovy polyamidovy filtr s velikosti port 0,45
pum a primérem 47 mm byl od vyrobce Whatman (Maidstone, Kent, USA). Stripovaci
naplasti D-Squame byly pouzity od firmy Cuderm Corporation (Dallas, Texas, USA).
Kfemenné a borosilikatové kapilary o tloust’ce 1,5 a 2 mm pro rozptyl RTG zafeni byly od
firmy WJM-Glas Miiller GmbH (Berlin, Némecko). Také byl vyuzit systém Millipore Q pro
ziskani ultracisté, destilované, filtrované a deionizované vody od firmy Merck Millipore

(Billerica, MA, USA). Na zmrazovani vzorkl byl pouzit tekuty dusik od firmy Linde Gas.

Pufr, ktery byl pouzit pii odd€lovani epidermis byl piipraven z PBS tablet od firmy
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Schnelldorf, Némecko). Pufr pouZity pro ptipravu findlnich
vzorkl byl pfipraven z Hepes (kyselina N'-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2 ethansulfonova),
minimum 99,5% titration od firmy Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Schnelldorf, Némecko).

K ziskéni epidermis se pouzila lidska klize celkem od 6 subjektii (muz 28 let, 2 Zeny

41 let, 2 Zeny 48 let a zena bez znamého roku narozeni). Klize byly ziskané z oblasti bficha

nebo prsou od pacientl po zakrocich ze Sanatoria Sanus v Hradci Kralové.
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Na méfteni pH pufrt byl pouzit pH metr od firmy Hanna Instruments (Woonsocket,
Rhode Island, USA) a pozdé&ji novéjsi pH metr SevenCompact od firmy Mettler Toledo
(Svycarsko).

Pro néstiik vzorku a standardu na sklenénou desku pro vysokoucinnou tenkovrstvou
chromatografii (HPTLC) byl pouzit Linomat 5 (Camag, Muttenz, Svycarsko), na kvantitativni

analyzu lipid pak automaticka vertikalni vyvijeci komora (Camag, Muttenz, Svycarsko).

Na odpateni rozpoustédel byla pouzita rotacni vakuova odparka od vyrobce Heidolph
Instruments GmbH & Co. (Schwabach, Némecko). Dale byl vyuzivan vakuovy exsikator

s obsahem P>0s a parafinu.

Pro stanoveni velikosti lipidovych ¢astic byl pouZit piistroj Zetasizer Nano Series od
firmy Malvern Panalytical (Malvern, Velka Britanie) a méteni se provedlo na Katedie

farmaceutické technologie na Farmaceutické fakulté¢ Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.
Analyza vzorki probéhla na Ustavu makromolekuldrni chemie Akademie véd CR

v Praze pomoci metody méteni RTG rozptylu, za pomoci ptistroje Rigaku Micromax-003

(Rigaku, Japonsko) a detektoru Pilatus3 300K (Dectris, Svycarsko).
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3.2 Izolace lipidu z lidského stratum corneum

3.2.1 Oddélovani epidermis z lidské kuze
Pti laboratorni teploté se nechaly rozmrazit vzorky kazi. Skvrny od lihového fixu a zbytky

kozniho mazu byly odstranény pomoci gazy s acetonem.

Ptipravila se vodni lazein s destilovanou vodou. Lazen byla temperovana na 60 °C, teplota
se monitorovala pomoci laboratorniho teploméru. Pripravené vzorky kiizi se postupné ve vodni
lazni spaftily a poté se pomoci pinzety epidermis oddélila a vlozila do Petriho misky s PBS pufrem
o pH 7,4. Petriho misky se ulozily do lednice a druhy den se vlozily do termostatované trouby na

dobu 24 hodin pti 32 °C s 0,5% roztokem trypsinu.

Po inkubaci se pomoci vatovych ty¢inek vzorky SC ocistily od ostatnich vrstev epidermis a
potom se oplachly v PBS pufru o pH 7,4 a nakonec v acetonu. Takto o¢isténé vzorky SC se
pokladaly do Cistych Petriho misek a nechaly se vysusit v exsikatoru po dobu 24 hodin. Po

vysuSeni se SC uloZilo do mrazéku.

3.2.2 Extrakce lipidi z vysuSeného stratum corneum

Extrakce lipidi byla provedena v Erlenmeyerové baiice na michacce bez zahtivani.
Vysusené vzorky SC se zvazily, ziskalo se 1,0987 g. Zvazila se i sucha Cista destilacni bainika
s kulatym dnem, kteréd vazila 184,2 g. Do Erlenmeyerovy baiiky se pfidaly vysusené vzorky SC a
150 ml smési hexanu a etanolu 96% v poméru 2 : 1 (v/v). Déle se do baiiky umistilo magnetické
michadlo a 2 hodiny se smés nechala michat na michacce v digestofi. Pfes gazu se extrakt
zfiltroval a prenesl do destila¢ni banky, kterd se pak ptipojila na vakuovou odparku a rozpoustédlo
se nechalo odpaftit. Oddélena epidermis se ptenesla do dalsi Erlermeyerovy banky, pfidala se smés
hexanu a etanolu 96% v poméru 1 : 1 (v/v). Smes se znovu nechala michat 2 hodiny na michacce
v digestofi. Druhy extrakt se zfiltroval ptes gazu, spojil se s prvnim extraktem a umistil na
vakuovou odparku odpatit. Zbyla epidermis a izolované lipidy se nechaly vysuSit v exsikatoru a

nasledné byly uloZzeny do mrazaku. Celkem jsme z naSich vzorka SC izolovaly 414 mg extraktu.
3.2.3 Purifikace lipidi

Purifikaci se podrobilo celkem 414 mg ziskanych lipidd. Purifikace lipida byla provedena

sloupcovou chromatografii.
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Postup sloupcové chromatografie

Nejdiive se sestavila aparatura na provedeni sloupcové chromatografie. Piipraveny sloupec
se naplnil stacionarni fazi — silikagelem. Dale se 414 mg lipidl rozpustilo ve 100 ml smési
chloroformu a metanolu v poméru 2 : 1 (v/v) a ptidalo se k nim 1,6 g silikagelu, coz je
Ctyfnasobek hmotnosti lipidii. Smés se nechala odpatit na vakuové odparce, kdy doslo k vysuseni
lipidt a adsorpci na silikagel. VysuSend smés se pak navrstvila na staciondrni fazi, a nakonec se

ptidala tenka vrstva moiského pisku.

Prvni mobilni fazi tvotila kyselina octova 0,1% v chloroformu, druhou mobilni fazi tvotila
smes chloroformu a metanolu v poméru 10 : 1 (v/v) a byla pouzita az po odebrani 18. frakce.
Sloupec nesmi nikdy vyschnout, proto se mobilni faze neustale dopliovala a pod sloupcem se

postupné odebiraly jednotlivé frakce. Celkem se odebralo 30 frakci.

Postup tenkovrstvé chromatografie

Odebrané frakce se podrobily tenkovrstvé chromatografii (TLC), aby se zjistilo, kde se
nachazi ne€istoty. PouZilo se n€kolik standardi — Chol, lignocerova kyselina (Lig), Cer AP a Cer
EOS. Standardy mély koncentraci 1 mg/ml a pfipravily se rozpusténim 0,002 g dané latky ve 2 ml
smesi chloroformu a metanolu v poméru 2 : 1 (v/v). Mobilni faze pouzitd pro TLC byla smés
chloroformu, metanolu a etanolu v poméru 95 : 4,5 : 0,75 (v/v/v). Stacionarni fazi tvotila deska

TLC Silica gel 60 Fasa.

Ptipravilo se n€kolik malych desticek, na které se nanesly standardy a prubézné odebrané
vzorky z jednotlivych frakci. Piipravené desticky se vyvijely v komote nasycené mobilni fazi.
Poté se desticky ponofily v detekénim ¢inidle pfipraveném na Katedfe organické a bioorganické
chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy. Cinidlo bylo pfipraveno z 1g Ce(SO4)2, 2g
H3[P(M03O10)4] , 5 ml H2SO4 a 100 ml H>O. Desti¢ky se pak vysuSily teplym vzduchem, ¢imz se

aktivovalo ¢inidlo a vizudln¢ se detekovaly nanesené vzorky a standardy.

Pomoci TLC se zjistilo, ze frakce ¢. 1-9 obsahuje necistoty a frakce ¢. 10 obsahuje Chol a
necistoty. Frakce €. 11-30 se kvantitativné spojily do jedné banky, ktera se umistila na vakuovou
odparku a rozpoustédla se nechala odpaftit. Poté byly lipidy umistény do exsikatoru na dosuseni a

nasledné byly skladovany v mrazéku.
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3.2.4 Provedeni HPTLC analyzy

Ptipravila se mobilni faze, kterou tvofil chloroform a metanol v poméru 2 : 1 (v/v),
sklenéna HPTLC deska se promyla touto mobilni fazi v horizontalni komote. Horizontalni komora
se nejdiiv pomoci vodovahy vyrovnala, potom se do velkého prostoru a do mensiho zlabku nalila
mobilni faze. Deska se vlozila silikagelovou vrstvou smérem dolit do komory a nechala se 15
minut nasytit. Poté se posunula piepdzka ve zlabku a deska se nechala promyt mobilni f4zi. Deska

se vyndala a ulozila do papiru.

Navazilo se 1,1 mg lipidi, které se rozpustily v 1 ml smési chloroformu a metanolu v
poméru 2 : 1 (v/v). Déle se pouzil standard s piedpokladanym spektrem latek na kalibraci HPTLC
analyzy. Standard byl pfipraveny na Katedfe organické a bioorganické chemie Farmaceutické
fakulty Univerzity Karlovy a obsahoval Chol, ChS, Lig, palmitovou kyselinu (Pal) a Cer (NP, AS,
AP, NS, EOS a EOP).

Ptipravend HPTLC deska se umistila do Linomatu 5 a pfistroj na desku nasttikl vzorek
s izolovanymi lipidy a kalibra¢ni smés. Pocet drah a objem nanaSené¢ho vzorku a kalibra¢ni smési
se nastavilo predem v programu VisionCATS. HPTLC deska se po nastfiknuti nechala vysusit a
pak se umistila do automatické vertikalni komory s mobilni fazi slozenou z chloroformu, metanolu
a kyseliny octové v poméru 95 : 4,5 : 0,75 (v/v/v). Komora se automaticky nasytila za 20 minut,

poté probihalo vyvijeni.

Po dokonceni vyvijeni se deska vyndala z komory a ponofila se do detekéniho ¢inidla
pfipraveného na Katedfe organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy, tvofeného ze 126 g CuSOs4. SH>O, 76 ml H3PO4 85%, 40 ml CH30H a 684 ml H>O.
Deska se vlozila na 20 minut do pfedem vyhtaté trouby na 160 °C. Vypalena deska byla
vyhodnocena v pfistroji TLC scanner 3 denzitometricky a poté manudlné v programu

VisionCATS.
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3.3 Pilotni experiment

3.3.1 Priprava lipidového filmu ve zkumavkach

Pouzité lipidy pro pilotni experiment byly izolovany 22.4.2020 na Katedfe organické a
bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy totoznym zptisobem popsanym
v kapitole 3.2. Navazilo se 12,32 mg izolovanych lipida do vialky a rozpustily se ve 3 ml smési
chloroformu a metanolu v poméru 2 : 1 (v/v). Vzaly se 3 zkumavky a do kazdé se pieneslo 0,5 ml
rozpusténych lipidl, to odpovida obsahu 2 mg lipidii v kazdé zkumavce. Zkumavky se umistily
pod proud dusiku a neustalym otacenim zkumavek se vytvofil tenky lipidovy film. Takto
ptipravené zkumavky s lipidovym filmem se nechaly dosusit ve vakuovém exsikatoru nad P>Os a

parafinem a poté byly uskladnény v mrazaku.

3.3.2 Priprava pufra
Priprava univerzalniho pufru

Piipravil se 1 1zakladniho pufru dle H.T.S. Brittona a R.A.Robinsona>® s obsahem 0,04 M
H3PO4, 0,04 M CH3COOH a 0,04 M H3BO3 a také se ptipravil 1 10,2 M roztoku NaOH.

Nejdiive se provedl vypocet mnozstvi surovin na ptipravu 1 1 zékladniho pufrua 11
roztoku NaOH, poté probéhla samotna ptiprava pufru a roztoku NaOH rozpusSténim latek v

ultracisté vodé. Pufr byl prefiltrovany pfes membranovy polyamidovy filtr.

Vypocet
M=cXV XM

+ H3BO3 (M.V. = 61,84)
m(H3BO3)=0,04 X 1 X 61,84=247 ¢

. CH:;COOH 99% (M.v. = 60,05; 1 1 odpovida 1,05 kg)
m(CH;COOH) = 0,04 X 1 X 60,05 = 2,40 g CH;:COOH 100%

m(CH;COOH) = 222222 = 2 43 g CH;COOH 99%

2,43

V(CH;COOH) = = =231 ml CH;COOH 99%
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«  H3P0485% (M.v.=98,00; 1 1 odpovida 1,7 kg)
m(HsPO4) = 0,04 X 1 X 98,00 = 3,92 g H;PO4 100%

3,92 X100
85

V(H3POs) = 22 =2,71 ml H;POs 85%

m(HsPOy) = = 4,61 g HsPO4 85%

* NaOH pecky p.a. (M.v.=40,00)
m(NaOH) =0,2 X 1 X 40,00 = 8 g (navazeno bylo 8,25 g NaOH)

Ptipravil se 0,113 M roztok HCI a byla provedena titrace pro stanoveni pfesné koncentrace
roztoku NaOH. Pfipraveny roztok NaOH byl v byreté, 20 ml 0,113 M roztoku HCI v kadince.
Primérna spotfeba NaOH byla 12,3 ml. Pfesna koncentrace piipraveného roztoku NaOH byla

0,184 mol/l.

Vypocet

ci1XVi=c2X V2

0,113 x20=12,3 X c2
c2=0,184 mol/l

Priprava pufru o specifickém pH

Roztok 0,184 M NaOH byl postupné pfidavan k 50 ml univerzéalniho pufru, dokud se
nedocililo chténého pH. Pfidany objem roztoku NaOH k univerzalnimu pufru je uveden v tab. 1.

Pribézné se métilo pH pomoci pH metru.

Tabulka 1. Objemy pridavku NaOH pro docileni prislusnych pH.
V (univerzalni pufr) Cilové pH V (0,184 M NaOH) Dosazené pH

50 ml 55 18,57 ml 5,46
50 ml 8,0 30,20 ml 8,03
50 ml 9,0 33,80 ml 8,97
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3.3.3. Priprava vzorki k analyze pomoci metody dynamického rozptylu svétla

Zkumavky s lipidovym filmem se vyndaly z mrazaku, nechaly rozmrazit pfi laboratorni
teploté a ptidaly se do nich 2 ml pfislusnych pufrt (tab. 2). Lipidy se nechaly hydratovat 18 hodin
v lednici. Dals$i den se ptipravila vodni lazen temperovana na 75-80 °C, do které¢ se zkumavky
vlozily. Daéle se pfipravila termoska s tekutym dusikem, ve kterém se nahtaté zkumavky nechaly
po nahtati v ldzni zmrazit. Takto se stfidalo ohfivani a zmrazovani zkumavek. Celkem se provedlo

10 cykli pro kazdou zkumavku.

U zkumavek s obsahem zasaditého pufru (HSL 8/5.5 a HSL 9/5.5) doslo jiz po 2. cyklu k
vytvofeni téméet homogenni disperze. Po 4. a 10. cyklu se u téchto zkumavek provedlo méteni zeta
potencialu a velikosti ¢astic pomoci metody DLS. Vzorek HSL 5.5 nebyl analyzovan, jelikoz
nedoslo k vytvofeni homogenni disperze vhodné k méteni. Po zméteni metodou DLS bylo ke
vzorklim pfidano malé mnoZzstvi 2M roztoku HCI, kdy doslo k okyseleni vzorkl na pH 5,5 a lipidy
se vysrazely (viz obr. 8 a 9). Takto ptipravené vzorky se dale nechaly analyzovat metodou RTG

rozptylu.

Tabulka 2. Oznaceni vzorkii a zména pH.

Oznaceni zkumavky Pridavek pufru pH pridaného pufru Konecné pH

HSL 5.5 2 ml 5,5 5,5
HSL 8/5.5 2 ml 8 5,5
HSL 9/5.5 2 ml 9 5,5

Obrazek 8. Dispergované lipidy v pufru o pH 8 a vysrazené lipidy po okyselen.
-

Obrazek 9. Dispergované lipidy v pufru o pH 9 a vysrazené lipidy po okyselen.
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3.4 Experiment €. 1 s vyuzitim tenkych vrstev stratum corneum

3.4.1 Saponifikace stratum corneum

Extrahované SC se vyndalo z mrazaku a nechalo se rozmrazit pti laboratorni teplot¢.
Celkem se navazilo 0,6545 g delipidizovaného SC. Z toho se 0,1252 g saponifikovalo, 0,2432 g se
pouzilo v delipidizovaném stavu a 0,2861 g se ulozilo do mrazaku jako zasobni delipidizované

SC.

Delipidizované SC se vlozilo do Petriho misky a ptidala se k nému smés 10 M NaOH a
metanolu v poméru 1 : 9 (v/v). Petriho miska se pak dala do trouby vyhiaté na 45 °C na
60 minut. Hotové saponifikované SC se okyselilo 2 M HCI do kyselé reakce s pomoci pH
papirku a po okyseleni se SC oplachlo metanolem. Celkem se ziskalo 0,1028 g

saponifikovaného SC.

3.4.2 Umisténi vrstev stratum corneum do vialek a na stripovaci naplasti
Ptipravené delipidizované SC a saponifikované SC se umistilo do vialek — pfichystaly se 2

vialky pro delipidizované a 2 vialky pro saponifikované SC.

Dale probéhlo stripovani delipidizované i saponifikovaného SC. Delipidizované SC se
nalepilo na obycejnou lepici pasku, ktera se zafixovala a z ni se potom pomoci stripovaci naplasti
D-squame sejmulo nékolik vrstev bunék. Saponifikované SC se nalepilo na stripovaci néplast a
pomoci dalsi stripovaci néplasti se sejmuly dvé vrstvy SC. Stripovaci naplasti se uloZily na sklicko

a umistily do komtirek.

3.4.3 Priprava lipidového filmu s pridavkem cholesteryl sulfatu

Navazilo se 16,575 mg izolovanych a purifikovanych lipida a 0,425 mg cholesteryl sulfatu
sodného a ptidaly se 4 ml smési chloroformu a metanolu v poméru 2 : 1 (v/v). Déle se ptichystaly
kontrolni vzorky v malych zkumavkach, do kterych se odebralo 470 pl této smési (odpovida 2 mg
lipidil) a zbytek se nechal v jedné vétsi zkumavcee. VSechny 3 zkumavky se umistily pod proud

dusiku a pomalym ota¢enim zkumavek se vytvofil lipidovy film.
3.4.4 Piiprava pufri o pH 5,5 a 8,5 a pFidani Ca?" kationtd do pufri

Prvni pufr o pH 5,5 byl acetatovy, ptipraveny z 0,0806 ml kyseliny octoveé 99% a 1,4288 g

octanu sodného. Tyto latky se premistily do odmérné baiiky o 100 ml a batika se doplnila
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ultracistou vodou po rysku. Druhy pufr o pH 8,5 byl pfipraven z 2,859 g Hepes, minimum 99,5%
titration a ultracisté vody. Cilové pH se docililo ptidanim 30 kapek 10 M NaOH. Do 20 ml pufru o
pH 5,5 a do 20 ml pufru o pH 8,5 se ptidalo 0,01111 g CaCl,. Vysledna koncentrace Ca>" byla
0,005 mol/I.

3.4.5 Pridani pufri do zkumavek s lipidovym filmem

Do velké zkumavky s obsahem 13 mg lipidi se ptidal pufr o pH 8,5 s p¥idavkem Ca®*
kationt o objemu 2,6 ml (vzorek HSL ChS 8.5 Ca 1). Do kontrolnich malych zkumavek
(vzorek HSL. ChS 5.5 Ca 1 aHSL ChS 5.5 Ca 2)s obsahem 2 mg lipidu se ptidal pufr o pH
5,5 s ptidavkem Ca®* kationtli o objemu 0,4 ml. SloZeni vzorkii je uvedeno v tab. 3. Vysledna
koncentrace lipidli ve zkumavkéch byla 5 mg/ml. Zkumavky byly podrobeny sedmi cykliim

ohfivani ve vodni 14zni vyhiaté na 75-80 °C a zmrazovani v tekutém dusiku. Mezi cykly byly

vvvvvv

Lidské kozni lipidy (HSL) v alkalickém pH 8,5 vSak nebylo mozné dispergovat,
pravdépodobné vlivem pfitomnosti Ca®" kationtdi a ChS. Na obr. 10 lze pozorovat vzniklé shluky,
které byly z velké ¢asti nalepeny na sténu zkumavky. Tyto agregaty nebylo mozné pienést na
pripravené saponifikované a delipidizované SC. Ptipravené vzorky byly dale méteny metodou
prekvapivé, a tak jsme se rozhodli pozménit piivodni cil prace. Ptipravil se tedy dalsi set vzorka
s cilem optimalizovat podminky pro spontdnni uspofadani lipidd v pfitomnosti Ca®" kationtti

(ptehled je uveden v tab. 4).

Obrazek 10. Shluky lipidii v pufiu o pH 8,5 s obsahem Ca’* kationtii — vzorek HSL ChS 8.5 Ca 1.
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Tabulka 3. Planované slozeni jednotlivych vzorkii s vyuzitim tenkych vrstev SC. Vzorky oznacené Sedou
barvou nebyly pripraveny.

Vzorek ChS lipidy DSC SapSC pocateéni konecné liposomy Ca**
(%) (mg) (mg) (mg) pH pH (ml)
HSL ChS 5.5 Ca 1 2,5 2 5,5 5,5 0,4 ano
HSL ChS 5.5 Ca 2 2,5 2 5,5 5.5 0,4 ano
HSL ChS 8.5 Ca 1 2,5 2 8,5 8,5 0,4 ano
HSL ChS 8.5 Ca 2 2,5 2 8,5 5,5 0,4 ano
DSC 55 1 6 5,5 5,5 ano
DSC 55 2 6 5,5 5,5 ano
DSC 85 1 6 8,5 5,5 ano
DSC 8.5 2 6 8,5 5,5 ano
SapSC 5.5 1 6 5,5 5,5 ano
SapSC 5.5 2 6 5,5 5,5 ano
SapSC 8.5 1 6 8,5 5,5 ano
SapSC 8.5 2 6 8,5 5,5 ano
HSL ChS DSC 8.5 1 2,5 1 6 8,5 5,5 0,2 ano
kapilara
HSL ChS DSC 852 | 25 1 6 8,5 5,5 0,2 ano
kapilara
HSL ChS DSC 8.5 1 2,5 | 0,25 8,5 5,5 0,05 ano
D-squame naplast
HSL ChS DSC 852 | 2,5 | 0,25 8,5 5,5 0,05 ano
D-squame néplast
HSL ChS SapSC 85 1| 25 1 6 8,5 5,5 0,2 ano
kapilara
HSL ChS SapSC 85 2| 2,5 1 6 8,5 5,5 0,2 ano
kapilara
HSL ChS-SapSC 85 1 2,5 | 0,25 8,5 5,5 0,05 ano
D-squame naplast
HSL ChS-SapSC 85 2 | 2,5 | 0,25 8,5 5,5 0,05 ano

D-squame naplast
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3.5 Experiment ¢. 2 — optimalizace podminek pro spontanni usporadani lipidu
v piitomnosti Ca?" kationtd
3.5.1 Priprava pufru o pH 7,4
Ptipravil se novy pufr z HEPES, minimum 99,5% titration rozpus§ténim 2,859 g latky v
ultradisté vodé. Dale se pomoci nékolika kapek 10 M NaOH pufr nastavil na pH 7,37. Cast pufru

se odebrala a upravila pfidavkem CaCl, na koncentraci Ca** kationtd 0,005 mol/I.

Tabulka 4. Slozeni a obsah jednotlivych zkumavek v experimentu ¢. 2. HSL znaci lidské kozni lipidy a ChS

cholesteryl sulfat.
Oznateni pocatecni vysledné Cal* lipidy
pH pH
1 HSL 7.4 7,4 7,4 ne 4 mg HSL
2 HSL 7.4 Ca 7,4 7,4 ano 4 mg HSL
3 HSL 5.5 Ca 5,5 5,5 ano 4 mg HSL
4 HSL 8.5 Ca 8,5 8,5 ano 4 mg HSL
5 HSL ChS 5.5 5,5 5,5 ne 3,9 mgHSL a 0,1 mg ChS
6 HSL ChS 8.5/5.5 8,5 55 ne  3,9mgHSL a0,1 mg ChS
7 HSL ChS 7.4 7,4 7,4 ne 3,9 mg HSL a 0,1 mg ChS
8 HSL ChS 7.4 Ca 7,4 7,4 ano 3,9 mg HSL a 0,1 mg ChS

3.5.2 Priprava lipidového filmu ve zkumavkach

Zbylé mnozstvi lipidi s hmotnosti 41,63 mg se rozpustilo ve 2 ml smési chloroformu a
metanolu v poméru 2 : 1 (v/v). Pfipravilo se celkem 8 malych zkumavek, ptehled je uveden
v tab. 4. Do zkumavek HSL. 7.4, HSL 7.4 Ca, HSL 5.5 CaaHSL 8.5 Ca bylo pouzilo
0,1922 ml — to odpovida 4 mg lipidi. Do zbylych zkumavek se pouZilo 0,1873 ml — to
odpovida 3,9 mg lipidii. Dale se pfipravil roztok cholesteryl sulfatu sodného o koncentraci 1
mg/ml a ke vzorkiim s obsahem 3,9 mg lipidii se pfidalo 0,1 ml tohoto roztoku — to odpovida
0,1 mg cholesteryl sulfatu sodnému. V kazdé zkumavce se vytvoftil pomoci proudu dusiku
tenky lipidovy film, ktery se nechal dosusit v exsikatoru. Déle se do zkumavek ptidaly pufry o

objemu 0,8 ml podle rozpisu v tab. 4. Vysledna koncentrace lipidii byla 5 mg/ml.

Ptipravila se vodni lazenl vyhtatd na 75-80 °C a termoska s tekutym dusikem. Kazda

zkumavka se podrobila 5 cykliim zahfivani a zmrazovani a mezi cykly byly zkumavky

;o g e
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vzhledu jednotlivych vzorki je v tab. 5 a také na obr. 11 a 12. Vzorek HSL. ChS 8.5/5.5 byl
okyselen pomoci 2 M HCl na pH 5,5. Obsahy zkumavek byly ddle méteny metodou rozptylu
RTG zafeni.

Tabulka 5. Vysledky pozorovani obsahu zkumavek po 5 cyklech zahiivani a zmrazovani.

Oznaceni zkumavky Vysledek pozorovani obsahu zkumavek

1 HSL 7.4 ¢ast lipidi dispergovana, ¢ast agregovana na stén¢ zkumavky
2 HSL 7.4 Ca agregaty lipiddi na sténé zkumavky

3 HSL 5.5 Ca ¢ast lipidd dispergovana, ¢ast agregovana na stén¢ zkumavky
4 HSL 8.5 Ca agregaty lipidii na stén¢ zkumavky

5 HSL ChS 5.5 agregaty lipidd na sténé zkumavky

6 HSL ChS 8.5/5.5 nejlépe dispergované lipidy (pfed okyselenim)

7 HSL ChS 7.4 agregaty lipidi na stén¢ zkumavky

8 HSL ChS 7.4 Ca agregaty lipidd na stén¢ zkumavky

Obrazek 11. Set vzorkii 1-4.

Obrazek 12. Set vzorkii 5-8.
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3.6 Méreni rozptylu RTG zareni u vzorku

3.6.1 Podminky a parametry méreni

Vzorky byly vpraveny do borosilikatovych nebo kiemennych kapilar o tloust’ce 1,5 a 2
mm a analyzovany pti pokojové teploté metodou RTG difrakce s malymi a vétSimi thly
dopadu RTG zateni na Ustavu makromolekularni chemie Akademie véd Ceské republiky, se

sidlem Heyrovského namésti 2, Praha 6 — Bfevnov, 162 06.

Svazek zateni CuKa o vinové délce 0,154 nm byl generovan pomoci piistroje Rigaku
Micromax-003, ktery je vybaven RTG optikou pracujici pii napéti 50 kV a proudu 0,6 mA.
Rozptyl byl detekovan 2D detektorem Pilatus3 300K (Dectris, Svycarsko) ve vzdalenostech
0,541 a 0,052 m od vzorku. Data z téchto vzdalenosti byla slou¢ena a bylo dosaZeno

spolehlivého intervalu ¢ od 0,13 do 35 nm™'.

Kapilary se vzorky byly pfed méfenim vzduchotésné uzavieny plamenem z plynového
kahanu. Vzdalenost vzorku od detektoru byla kalibrovana pomoci standardu behenatu stiibra
a kfemiku. Rozptylena intenzita byla azimutalné zprimérovand a data se prevedla na
absolutni jednotku pomoci skelné¢ho uhliku. Vyhodnocovani ziskanych dat bylo provedeno

v programu OriginPro.

3.6.2. Postup pri vyhodnocovani dat

Cilem méteni bylo studium mikrostruktury izolovanych lipida SC v prostiedi o
rtizném pH a v pfitomnosti ¢i nepiitomnosti piidavku Ca** kationtd a ChS. Za fyziologickych
podminek jsou v extracelularnim prostoru lipidy SC uspotadany do multilameléarni vrstvy, ve
které 1ze dale pozorovat LPP s periodicitou zhruba 13 nm a SPP s periodicitou okolo 6

nn,1.21,22

Metoda je vhodna pro analyzu fazi s periodicky se opakujici strukturou. SAXS a
WAXS je méfeni rozptylu RTG zafeni na vzorku v oblasti malych a velkych uhli. Zavislost
relativni rozptylené intenzity na velikosti rozptylového vektoru se nazyva difraktogram.
Velikost rozptylového vektoru ¢, ktery v sobé zahrnuje vinovou délku A pouzitého RTG

zafeni, se vypocita podle rovnice (3):

__4msin6

q =" 3)

41



kde 6 ptedstavuje polovinu thlu mezi dopadajicim a rozptylenym zaifenim. Pozadi

v difraktogramu bylo fitovano pomoci exponencialni nebo linedrni funkce a piky byly
fitovany za pouziti funkce Gaussian-LorenCross v programu OriginPro. Gaussian-LorenCross
funkci predstavuje rovnice (4), kde yp — posun na ose Y, x. — centrum piku na ose X, 4 —

amplituda, w — §itka piku a s — tvar piku. Graf této funkce je na obr. 13.%2

A
Yy =Y t Py ol C)
110w (x52)
i ...II l
|III II".
_||:||_= 1 III. I|I
W:E II.'I 1
g=1 ' A
— v

Obrazek 13. Graf pouzité Gaussian-LorenCross funkce pro fitovani pikii v programu OriginPro.”

Vypoctem ze vztahu (4) jsme ziskali parametr x., ktery charakterizuje polohu piku v ¢.
Podle Braggova difrakéniho zakona plati vztah (5):

niA = 2dsin@ (5)

Ze vztahu (5) lze odvodit vztah (6) pro mezirovinnou vzdalenost d:

ni
Zsind ©)

Vztah (3) lze také uvést ve tvaru rovnice (7) a (8):

q= 2 2 s;ne (7)
2@ A
q  2sin6 (®)

Spojenim ptfedchozich rovnic ziskame vztah (9) a z né&j vztah (10):

d_ A _2=m
;_Zsino_q (9)
q=>n (10)
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Pro n =1 ziskdme hodnotu d, kterd odpovida mezirovinné vzdalenosti, podle vztahu

(11):

d == (11)

Hodnota g je podle vztahu (10) linearni funkci fadu n se smérnici %T, ktera by méla

prochazet bodem (0,0). Pro vSechny fady jsme vynesli hodnotu ¢ jako funkci n. V ptipadé, ze
je zavislost linearni a ptiblizné prochazi pocatkem (0,0), difrak¢ni fady nalezi jedné struktuie.
Zavislost byla proloZena regresni linearni funkci a opakujici se mezirovinna vzdalenost mezi
lamelami d (periodicita) se vypocitala podle vztahu (12), ve kterém a ptedstavuje zjisténou

smérnici regresni piimky:
d= — (12)

Ptiklad regresni ptimky se smérnici a a absolutnim ¢lenem b je na obr. 14.

Koeficient determinace vyjadifuje miru kvality regresivniho modelu a mél by se

pohybovat okolo hodnoty 0,9999. Nenulovy absolutni ¢len rovnice ptimky by mél mit co

cvwr

chybg.
HSL_ 5.5 Ca
3
— 55 y=0,4722x-0,0461 ... ®
- ’ R2=0,9998...*""
e 2  TTETE
Soas | e
e s
= W
= S
E 0,5 o
S 0
o) 0 1 2 3 4 5 6 7
S
rad

Obrdazek 14. Urceni rovnice regresni primky pro vzorek HSL 5.5 Ca s presnosti koeficientu
determinace R’ 0,9998.

43



4. Vysledky a diskuze

4.1 HPTLC analyza

Na HPTLC analyzu byly pouzity lipidy, které jsme ziskali z lidského SC. Nejdiive
jsme oddélili epidermis z lidské ktize, izolovali SC a poté provedli extrakci lipidové smési SC
pomoci organickych rozpoustédel. Ziskany extrakt jsme pomoci sloupcové chromatografie
purifikovali (odebrali jsme frakce, které obsahovaly necistoty). Nasledné prob&hla samotna
HPTLC analyza — ptiprava HPTLC desky, naneseni kalibracni smeési a vzorku na desku
pomoci Linomatu 5, vyvijeni v automatické vertikalni komoie, detekce skvrn na
chromatogramu ponoifenim desky do detek¢niho ¢inidla a vypaleni desky ve vyhiaté troubé.

TLC scanner byl pouzit pro denzitometrické vyhodnoceni.

Zvolenou metodou jsme ovéfili, Ze se v purifikované smési nachdzi lipidy ptitomné

ve SC a je mozné smés pouzit na piipravu modelu lidské kozni bariéry v experimentu ¢. 1 a 2.

4.1.1 Kvalitativni analyza

Na obr. 15 Ize pozorovat denzitometricky vyhodnocenou HPTLC desku s popisem
lipidii obsazenych ve standardu (CAL, sloupec vlevo) a lipidi obsazenych ve smési
extrahovanych lipidit (HSL, sloupec vpravo). Na ptipravu standardu byl pouzit Chol, ChS,
Lig, Pal a Cer — EOS, NS, EOP, NP, AS, AP. V pravém sloupci jsou zobrazeny jednak slozky
shodujici se se standardem, ale i dal$i sloZky lipidového extraktu — Cer EOH a AH, které¢ byly
urceny na zaklad¢ jejich reten¢niho faktoru (Ry) a jejich polarity, respektive podle jejich

afinity k mobilni a stacionarni fazi.
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Chol W S Chol

Lig S VMK s dlouhym fetézcem

VMK s kratkym fetézcem
EOS/NS/EOP . . EOS/NS/EOP
T p— NP
AS Eg’idWH
AP ﬁ[
start Chs ChS
CAL HSL

Obrazek 15. Chromatogram HPTLC analyzy.
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4.1.2 Zastoupeni jednotlivych sloZek v analyzované smési lipidi
Hodnoceni HPTLC analyzy probihalo v programu VisionCATS. Z dostupnych dat se
ur¢ilo hmotnostni procentudlni zastoupeni jednotlivych slozek v analyzovaném vzorku,

uvedené v tab. 6.

Tabulka. 6. Procentudlni (hmotnostni %) zastoupeni slozek v analyzovaném vzorku extrahovanych a

purifikovanych lipidii ze SC.

Slozka Obsah ve smési (%)
Chol + estery 16,84
Dlouh¢ VMK 27,52
Kratké VMK 16,40

EOS/NS 8,92
EOP 1,05
NP 11,14
AS/AdS/NH 8,26
AP 3,55
Ostatni Cer 4,68
ChS 1,64

Analyzou vysledkt v programu VisionCATS jsme zjistili hmotnostni procenta — pro
Cer 38 %, pro Chol 17 % a pro VMK 44 % ve vzorku. Obsah VMK v analyzované smési
lipidd je vysSi ve srovnani s fyziologickym zastoupenim. Fyziologicky je smés lipidi
v mezibunécéné matrix SC tvorena zhruba 45-50 % Cer, 25 % Chol, 10-15 % VMK a 5 %
dalsimi slozkami (ChS a dalsi estery Chol).'®!° Mohlo by to byt zpiisobeno vy3$§im obsahem
VMK ve vzorku, anebo mtize byt mnozstvi VMK nadhodnocené viici skutecnému obsahu.
Ptedpoklddame, Ze se jedna o nadhodnoceni v disledku toho, Ze provedend analyza je pouze
semikvantitativni (v kalibra¢ni smési neni pro vSechny lipidy SC standard). V analyzovaném
vzorku koznich lipidl se nachéazi bohaté spektrum strukturné heterogennich VMK. Béhem
chromatografického vyvijeni nedoslo k jejich dostate¢né separaci a VMK s dlouhym a
s kratkym fetézcem vytvorily jednu skvrnu s velkou plochou. V kalibra¢ni smési byla pouzita
pouze Lig a Pal. Pal se nepodafilo samostatné vyhodnotit, jelikoZ se na ziskaném
chromatogramu dala pozorovat malo ¢itelna skvrna ve sloupci CAL. Nebylo proto mozné

sestavit kalibracni kiivku pro Pal a ostatni VMK byly hodnoceny podle kalibra¢ni kiivky Lig.

46



Vsechny tyto faktory pravdépodobné ptispély k pritomnému nadhodnoceni VMK

v analyzovaném vzorku. Ostatni Cer odpovidaji urcenym Cer EOH a AH. Ukazka

z vyhodnocovani v programu VisionCATS je na obr. 16.

0.7
0.6 9 12
0.5 I| lll IIl
|| 11 || |I
| 1
0.4 |
1 34 7 10," III | |I
2 I | /] | |
< 03 f i i | / lll | | VAN
L | \ | I| f | | 1 P!
|| A { | ] | ] /o
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o | I|\| l | I| |r I| { I| |II I| | II. .-"-.f_\j
T Nty | | | \ N/
0.0 IR RAT 1) | le' L/ | f M e .
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf
Peak Start Max End Area Manual Substance
# Rf H Rf H %  Rf H A %  peak Name
1 0.009 ;,_“-022 0.019 0.3194 8,16 0.030 0.1502 0.00397 3.25 Yes PP CholS
2 0.031 0.1445 0.031 0.1445 3.69 0.047 0.0000 0.00096 0.79 Yes PP polar lipid
3 0.047 0.0000 0.062 0.3155 8.06 0.070 0.1980 0.00431 3.53 No PP AH
4 0.071 0.1972 0.081 0.3279 8.37 0.095 0.0000 0.00482 3.95 No PP AP
5 0.099 0.0000 0.124 0.3553 9.07 0.152 0.1206 0.01074 8.81 No PP AS
6 0.152 0.1206 0.162 0.1633 4.17 0.179 0.0000 0.00276 2.26 No PP EOH
7 0.179 0.0000 0.218 0.3392 8.66 0.251 0.0000 0.01244 10.20 No PP NP
8 0.255 0.0000 0.278 0.1117 2.85 0.287 0.0863 0.00239 1.96 No PP EOP
9 0.289 0.0946 0.307 0.5383 13.75 0.341 0.0003 0.01269 10.40 Yes PP NS
10 0.342 0.0000 0.403 0.3422 8.74 0.420 0.3200 0.01643 13.46 No PP PAL
11 0.420 0.3200 0.448 0.4071 10.40 0.493 0.0000 0.02060 16.88 No PP LIG
12 0.496 0.0000 0.537 0.5516 14.09 0.605 0.0157 0.02990 24.51 No PP Chol

Obrazek 16. Reprezentativni ukdazka z vyhodnocovani v programu VisionCATS, na kterém lze

pozorovat plochy pikii jednotlivych slozek a jejich Ry.

Na obr. 15 mliizeme pozorovat, Ze eluce nékterych slozek neprobéhla oddélené. Proto

je jejich obsah pocitan dohromady s Cer, které maji podobné retencni faktory. Relativni

zastoupeni jednotlivych Cer nebo skupin Cer ve vzorku je porovnano s jinym publikovanym

zastoupenim Cer ve SC na obr. 17. Skladba Cer ve vzorku pomérné dobfe odpovida

zastoupeni Cer publikovanému v literatufe.*®
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Obrazek 17. Zastoupeni jednotlivych Cer nebo skupin Cer viici celkovemu mnozstvi Cer ve vzorku

(oranzovy sloupec vievo) a zastoupeni Cer ve SC dle literatury (Zluty sloupec vpravo).
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4.2 Pilotni experiment

4.2.1 Analyza lipidovych disperzi

V pilotnim experimentu jsme potiebovali zjistit, jak se lipidy chovaji v prostiedi o
razném pH, tedy ve kterém pH tvofi disperze, které bychom mohli déle pouzit v experimentu
¢. 1. Pro pilotni experiment byly pouzity HSL z pfedeslé izolace a purifikace smési lipidi
provedené na Katedie organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy. Z téchto lipidt byl pomoci proudu dusiku vytvoien suchy lipidovy film, ktery se
nechal hydratovat pufry o rizném pH — pufr o pH 5,5, 8, a 9. Fyziologicka hodnota ve SC se
pohybuje okolo kyselého pH, piiblizné 5,5.!> Po hydrataci lipidového filmu byla provedena
homogenizace pomoci cyklického zmrazovani v tekutém dusiku a ohfivani ve vodni lazni

temperované na 75-80 °C.

Tato metoda patii mezi nejcastéjsi postupy na pripravu multilamelarnich
fosfolipidovych liposomd, které predstavuji disperzni systém. Plnou hydrataci lipidd I1ze
zajistit nadbytkem pufri. Behem zmrazovani fosfolipidit dochézi k rozruSeni lamelarnich
struktur vlivem vzniku ledovych krystalii a pfi ohfivani nad teplotu hlavniho fazového
prechodu daného systému dochazi k tranzici do fluidniho uspotadani. Tento postup byl zvolen
pro dosazeni homogenizace vzorku — rovnomérné hydrataci a vzniku jedné lipidové faze
(jeden typ uspotadani v nadbytku pufru). Chovani HSL se vSak od fosfolipidi odliSuje a pfi
tomto postupu nevede homogenizace lipidl v kyselém pH ke vzniku disperze ani pii nadbytku
pufru. Pii fyziologickém pH 5,5 dochazi pouze k omezené hydrataci lipidi a tyto ziistavaji
v alkalickém pH 8 a 9. V alkalickém prosttedi doslo k vyznamné hydrataci lipidd, jejich
odlouceni od stény zkumavky a vzniku disperze. Tyto vzniklé disperze byly po 4. a 10. cyklu

zmrazovani a ohfivani charakterizovany méfenim zeta potencidlu a velikosti Castic.

Tabulka. 7. Priiméry a zeta potencidaly castic po 4. a po 10. cyklu ohvivani a zmrazovani.

pH Diameter (nm) Diameter (nm) Zeta potencial Zeta potencial
po 4. cyklu po 10. cyklu (mV) po 4. cyklu (mV) po 10. cyklu
8 1229 13247 -53 -29
9 4017 10615 -47 -46
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Po 4. a 10. cyklu jsme ziskali udaje uvedené v tab. 7. Po navyseni poctu cyklu
nepozorujeme zmenseni ¢astic v disperzi, a tak jsme neziskali ani vice homogenni disperzi.
Smés lipid SC, ktera je tvofena pfevazne Cer, Chol a VMK, netvoii za fyziologicky
relevantnich podminek disperze. Hydratace lipidii je v kyselém prostiedi velmi omezena.

V dostupné literatufe se udava, ze na 1 molekulu lipidu pfipada pouze 1-2 molekuly vody.*
Pii ptipravé disperzi jsme vychézeli z dostupné literatury — Wertz, P.W. et al.’® a Hatfield, R.
M. & Fung, L. W.°!

Pozorovali jsme, Ze lipidy z izolované smési se v alkalickém pH vyznamn¢ hydratuji a
dochazi tak ke vzniku disperze ve vodném prostiedi. K takovému chovani dochazi vlivem
ptritomnosti VMK, které jsou soucasti izolované smési lipidii SC. V alkalickém prostiedi
dochézi k odstépeni protonu vodiku z karboxylové skupiny VMK a vznika ionizované forma
této skupiny. lonizovana forma VMK nese v alkalickém prostfedi zdporny naboj, ptitahuje
molekuly vody a 1épe se rozpousti nebo hydratuje. Ve smési lipidl tak vznikaji ¢astice, které
jsou na rozhrani koloidni a hrubé disperze. Zaporny néboj ionizovanych forem VMK vede ke

vzniku zaporného zeta potencialu, ktery vzniklou disperzi stabilizuje.

Po charakterizaci ¢astic ptipravenych disperzi metodou DLS byly vzorky (HSL_8/5.5
a HSL 9/5.5) okyseleny postupnym ptidavanim 2M HCI na pH pfiblizné 5,5. Piechod do
kyselé fyziologické oblasti byl kontrolovan indikatorovym papirkem. VMK piesly timto
pfidavkem na neionizovanou formu, doSlo k destabilizaci disperze, k precipitaci a vzniku
agregati. Predpokladali jsme, Ze tyto agregaty budou vzhledem k radikéalni zméné pH
prostiedi vytvaret silné hydrofobni interakce a vzniknou kompaktni agregaty. DoSlo vSak ke
vzniku agregati mensich rozmé&ra s hustotou mensi, nezZ ma voda a hromadily se na hladiné
vodného roztoku pufru. Cést agregatu spolu s &asti pufru byla pienesena do kapilér a provedlo

se méfeni rozptylu RTG zafeni.

Pilotni experiment pomohl zjistit podminky, za kterych lze HSL dispergovat ve
vodném roztoku. Na zakladé téchto zjiSténi jsme pro dalsi pokracovani experimentu zvolili
pro dispergaci HSL alkalické prostiedi o pH 8,5 a dale fyziologické kyselé prostiedi o pH 5,5

pro kontrolni vzorky.
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4.2.2 Difraktogramy pilotniho experimentu

Cast zateni prochazejici kapilarou se vzorkem méni smér a takto rozptylené zafeni
detekujeme jako exponencidlni pozadi v oblasti SAXS a jako Siroky pik v oblasti WAXS.
Pokud vzorek obsahuje pravidelné se opakujici strukturni prvky, ¢ast dopadajiciho zéaieni
splnuje podminku difrakce a dochazi k zesileni pii thlech, které vyhovuji Braggoveé

difrakénimu zdkonu. Toto detekujeme jako difrakcni piky.

Na obr. 18 vidime difraktogram vzorku HSL 8/5.5 v oblasti SAXS. Difrakéni piky
v oblasti malych thli odpovidaji podle Braggova difrak¢niho zdkona velkym mezirovinnym
vzdalenostem. Z méteni v oblastech SAXS ziskdvame informace o vzdalenosti opakujicich se
jednotek lamelarnich f4zi.?” Dominantni pik, ktery poskytuje vétsina lipidii v tomto vzorku,
odpovida mezirovinné vzdalenosti ~ 6,5 nm. Dale si miizeme povSimnout pomérné Sirokého
piku, ktery tvofi tzv. raménko (z angl. shoulder). Tento pik je pfipojeny k piku detekovanému
pfi 6,5 nm. Dochézi zde tedy ke konvoluci pikd. Pfitomnost raménka svéd¢i o tom, Ze se ve
vzorku nachazi vice typu strukturnich fazi. Dalsi vyrazné piky, které¢ bychom mohli
k predeslym pikim pftifadit, se na difraktogramu nenachdazi, a tak nelze ptesné urcit, jakou

fazi ptedstavuje dominantni pik nebo jeho raménko.

Na difraktogramu se dale nachazi dva ostré piky oznacené hvézdickou. Poloha téchto
pikli odpovidd mezirovinné vzdalenosti 3,4 nm a tato je typicka pro separovany krystalicky

Chol. Tato vzdalenost odpovida jiz diive publikovanym naleziim.>
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Obrazek 18. Difraktogram vzorku HSL 8/5.5, SAXS. Hvézdicky znaci piky separovaného Chol.
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Na obr. 19 je zobrazeny difraktogram vzorku HSL 8/5.5 v oblasti WAXS. Miizeme
zde pozorovat Siroky pik, ktery ¢aste¢né vznika rozptylem zafeni na materialu kapilary, ale i
rozptylem na lipidech ve vzorku. Tyto lipidy vSak nemaji pfili§ pravidelné uspotadant,
pievazuje usporadani fluidni. Na Sirokém piku lze urcit maly ostiejsi pik, ktery by mohl
piedstavovat krystalickou subdoménu orthorombické faze, ve které jsou fetézce lipidu

rrrrrr

ziskavame informace o uspofadani v roviné jedné lamely.?’
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Obrazek 19. Difraktogram vzorku HSL 8/5.5, WAXS.
Obr. 20 je difraktogramem pro vzorek HSL 9/5.5 v SAXS oblasti. Dominantni pik
v tomto ptipad¢ predstavuje mezirovinna vzdalenost ~ 6,64 nm. Stejné jako v predeslém
vzorku HSL 8/5.5 k nému nelze ptifadit Zadné dalsi vyrazné piky, a proto nelze predpokladat,
jakou fazi tento pik ptedstavuje. Pik oznaceny hvézdiCkou lze ptitadit separované krystalicke

fazi Chol.
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Obrdazek 20. Difraktogram vzorku HSL 9/5.5, SAXS. Hvézdicka znaci pik separovaného Chol.

52



Na obr. 21 se nachazi difraktogram z oblasti WAXS pro vzorek HSL 9/5.5. Miizeme
zde pozorovat pouze Siroky pik, ktery vznikl rozptylem zéaieni na materidlu kapilary a na
ptitomnych lipidech. Retézce téchto lipidii nevytvaii plné pravidelné struktury (tvoii amorfni

faze).>* Malé ostré piky, které by signalizovaly pfitomnost orthorombické faze lipidi, se zde

oproti difraktogramu na obr. 19 nenachazi.
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Obrazek 21. Difraktogram vzorku HSL 9/5.5, WAXS.
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4.3 Agregace lipidi a vznik usporadanych struktur — model lidské kozni bariéry

4.3.1 Experiment ¢. 1
Piivodnim cilem této prace bylo zjistit, jaky ma vliv ptidavek ChS a Ca*" kationtti na
chovani modelu lidské kozni bariéry s vyuzitim tenkych vrstev SC. Na pfipravu disperze HSL
s ptidavkem ChS a pufru s obsahem Ca?" kationti bylo zvoleno pH 8,5 na zakladé vysledki
pozorovani pilotniho experimentu. Kontrolni vzorek byl pfipraven pti pH 5,5. Pfidavek ChS
byl zvolen podle zjisténych hmotnostnich procent z HPTLC analyzy. V naSem vzorku jsme
urcili 1,64 % ChS z celkového mnozstvi lipidi. V mezibunécné matrix SC je vSak
)

fyziologicky mnozstvi ChS vyssi (pohybuje se kolem 2-5 %)™, a tak jsme jeho mnozstvi ve

vzorku navysili jesté o 2,5 % (m/m).

K purifikovanym HSL byl pfidan ChS a smés byla pouzita na ptipravu suchého
lipidového filmu, ktery se pak nechal hydratovat pufry s obsahem Ca** kationtii o pH 8,5 a
5,5. Nasledné se provedlo 7 cyklli zmrazovani v tekutém dusiku a ohfivani ve vodni lazni
temperované na 75-80 °C. Tento postup pro homogenizaci smési vSak pti pH 8,5 neumoznil
vznik disperze. Lipidovy film se od stény zkumavky odlou¢il, ale ve vodném roztoku vznikly

agregaty, které se nasledn¢ prichytily zpét na sténu zkumavky.

Ptedpokladany vznik disperze HSL v alkalickém prostfedi mél umoznit ptenos lipid
ve formé disperze na piipravené saponifikované a delipidizované SC. Pienesenim disperze
smési lipidl na tkdn€ jsme chtéli pozorovat, jestli dojde po okyseleni smési lipidii na tkanich
ke vzniku pravidelného uspotadani. Pro vznik modelu lidské koZni bariéry je totiZ nutné
prevést smés lipidl do agregovaného — fyziologického stavu. Zaporny naboj karboxylovych
skupin VMK umoziuje v alkalickém prosttedi vznik stabilni disperze a pfechod do kyselé
oblasti by m¢l zajistit destabilizaci tohoto systému a vést k precipitaci smési lipidt. Pouziti
delipidizovaného a saponifikovaného SC mélo byt vyuzité pro porovnani chovani smési lipida

na tkanich se zachovalou korneocytarni lipidovou obalkou a na tkanich bez této obalky.

Agregaty ze vzorkl, uvedené v tab. 8, byly spolu s ¢asti pufru pieneseny do kapilar a

provedlo se u nich méteni rozptylu RTG zareni.
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Tabulka 8. Analyzované vzorky z experimentu ¢.1.

Oznaceni Pocateéni pH Konetné pH Ca** lipidy
HSL ChS 5.5 Ca 1 5,5 55 ano 1,95 mg HSL a 0,05 mg ChS
HSL ChS 5.5 Ca 2 5,5 5,5 ano 1,95 mg HSL a 0,05 mg ChS
HSL ChS 8.5 Ca 1 8,5 8,5 ano 1,95 mg HSL a 0,05 mg ChS

Difraktogramy z experimentu ¢&. 1
Na obr. 22 a 23 se nachazi difraktogramy paralelnich vzorkit HSL ChS 5.5 Ca 1 a
HSL ChS 5.5 Ca 2 s totoznym slozenim v oblastech SAXS. Na obou obrazcich Ize

pozorovat, e v kyselém prostiedi s piidavkem Ca*" kationtii a ChS tvofi systém vysoce
uspotadané struktury. Jsou zde patrné pomérné uzké piky, jejichz poloha se nachéazi ve
vyznacenych svislych ¢arach na difraktogramu. Je zde az 9 patrnych piki, které znaci
pritomnost opakujici se pravidelné struktury. Uréend mezirovinna vzdalenost je 13,44 nm pro
vzorek na obr. 22 a 13,75 nm pro vzorek na obr. 23. Tyto vzdalenosti jsou srovnatelné se

vzdalenosti LPP ~ 13 nm, uvadénou v dostupné literatute.?!?

Na obr. 22 dale pozorujeme maly pik s mezirovinnou vzdalenosti 5,8 nm, ktery
piipisujeme piidavku Ca** kationti a ChS. Odpovida piiblizné tomu, co bylo v literatute

popséno jako SPP 2%}
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Obrdazek 22. Difraktogram vzorku HSL _ChS 5.5 Ca 1, SAXS.
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—— HSL_ChS_5.5_Ca_2

log intensity [a.u.]

Obrazek 23. Difraktogram vzorku HSL ChS 5.5 Ca 2, SAXS.

Na obr. 24 a 25 jsou vyobrazeny difraktogramy vzorku s totoznym sloZenim jako
v predeslych difraktogramech na obr. 22 a 23, ale nachézi se v oblastech WAXS. Na obou Ize
pozorovat Siroky pik, odpovidajici rozptylu zafeni na malo usporadanych lipidech a na

materialu kapilary.>*

Na $irokém piku jsou na obou obrazcich 2 dominantni piky, jejichz ptitomnost svéd¢i

rrrrr

patrné i dalsi 2 mensi piky v oblasti ¢ = 20-35 nm’!, které pravdépodobné také naleZi k rigidni

krystalické orthorombické miizce fetézcu.
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Obrdazek 24. Difraktogram vzorku HSL _ChS 5.5 Ca I, WAXS.
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Obrazek 25. Difraktogram vzorku HSL _ChS 5.5 Ca_ 2, WAXS.

Na obr. 26 mizeme sledovat difraktogram v oblasti SAXS pro vzorek
HSL_ChS 8.5 Ca_l. Kombinace ptidavku Ca** kationtdi a ChS v zasadité oblasti ndm
neumoznila predpokladany vznik disperze, ze které by pak pii ptrechodu do oblasti kyselé
vznikaly pravidelné struktury. V zésadité oblasti se u toho vzorku vytvorily nekompaktni
agregaty. Piidavek Ca** kationtii nejspise vedl ke vzniku vépenatych soli s disociovanymi
karboxylovymi skupinami VMK a zajistila se tak stabilizace lipidd. Ca** kationty mohou
interagovat stejnym zplisobem 1 s pfitomnym ChS. Pro tento vzorek byla uréena mezirovinna
vzdalenost ~ 13,3 nm, ktera piedstavuje dlouhou opakovaci vzdalenost a je opét srovnatelna
s vysledky jinych publikaci.?!*? Zvolené podminky, které nereflektuji fyziologické kyselé
prostiedi v§ak vedly k udrzeni pomérné pravidelné struktury. Na difraktogramu se dale
objevuje pik s mezirovinnou vzdalenosti ~ 8,9 nm. Takova struktura zatim popsana nebyla a

nepodafila se ndm urcit.

57



HSL_ChS_8.5_Ca

8.9 nm

log intensity [a.u.]

T T
A N og® s D D AN BN WD S O
FFEFPFE SO PN PPN

q[1/nm]

Obrazek 26. Difraktogram vzorku HSL ChS 8.5 Ca_ 1, SAXS.

Obr. 27 je difraktogramem vzorku HSL ChS 8.5 Ca 1 v oblasti WAXS. Piky, které

by svédc¢ily o ptitomnosti krystalické orthorombické faze jsou malo patrné a v lateralni
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Obrdazek 27. Difraktogram vzorku HSL ChS 8.5 Ca I, WAXS.

58



4.3.2 Experiment ¢&. 2 - optimalizace podminek pro vznik disperze v pFitomnosti Ca?*
kationti

Vzhledem k zajimavému chovani HSL v alkalickém pH 8,5 s pfidavkem Ca®* kationtl
s ChS byl cil prace dale zaméten na zjiSténi vlivu tohoto pridavku na chovani modelu lidské
kozni bariéry, avSak bez ptitomnosti tenkych vrstev SC. Podminky experimentu byly
upraveny a vyuzili jsme vodné prostiedi o pH 5,5, 7,4 a 8,5. V nékterych vzorcich byl pouzit
piidavek ChS anebo Ca** kationtii, do nékterych byly pfidané slozky obé. Piehled nové
pripravenych vzorkd, jejich slozeni a prechod do kyselého pH ptidavkem 2M HCI jsou
uvedené v tab. 9. Ptiprava vzorkt a princip vzniku agregatii probihaly stejnym zptsobem jako

v kapitole 4.3.1.

Tabulka 9. Novy set vzorkii.

Oznaceni Pocateéni pH Koneéné pH Ca? lipidy
HSL 7.4 7,4 7,4 ne 4 mg HSL
HSL 7.4 Ca 7,4 7,4 ano 4 mg HSL
HSL 5.5 Ca 5,5 5,5 ano 4 mg HSL
HSL 8.5 Ca 8,5 8,5 ano 4 mg HSL
HSL ChS 7.4 7,4 7,4 ne 3,9 mg HSL a 0,1 mg ChS
HSL ChS 5.5 5,5 5,5 ne 3,9 mgHSL a 0,1 mg ChS
HSL ChS 8.5/5.5 8,5 5,5 ne 3,9 mg HSL a 0,1 mg ChS
HSL ChS 7.4 Ca 7,4 7,4 ano 3,9 mg HSL a 0,1 mg ChS

Ptipravené agregaty lipidl byly spolu s ¢asti pufru preneseny do kapilér a provedlo se
méteni rozptylu RTG zéfeni. V kapildrach byla métena pouze malé ¢ast vnitiniho objemu
kapilar a méfeni je z velké Casti ovlivnéno i1 pracovnikem, ktery ptistroj obsluhuje. Pracovnik
vybirad konkrétni misto v kapilafe pro méfeni a miiZe se stat, Ze nezvoli v kapilafe
nejvhodnéjsi oblast s dostate€nou koncentraci lipidi. Dale mize dojit k tomu, Ze se ve

zvoleném mist¢ lipidy viibec nenachéazeji a timto je celd analyza ovlivnéna.
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Difraktogramy experimentu ¢. 2
Kysela oblast — pH 5,5
Difraktogram na obr. 28 patii vzorku HSL 5.5 Ca v oblasti SAXS. Uzké piky

nachazejici se na difraktogramu znaci vznik vysoce usporadané lamelarni struktury
s vypocitanou opakovaci vzdalenosti 13,39 nm. Mlzeme konstatovat, ze vzorek ve zvoleném
kyselém pH (reflektujici pH fyziologické) s piidavkem Ca** kationtii vykazuje podobnou

rrrrrr

obr. 28 je srovnatelna se strukturou vzorkii na obr. 22 a 23.
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Obrazek 28. Difraktogram vzorku HSL 5.5 Ca, SAXS.

Na obr. 29 se nachazi difraktogram z oblasti WAXS pro vzorek HSL 5.5 Ca. Ostré

piky na Sirokém piku dokazuji krystalické orthorombické uspotadani molekul lipidi v roviné

jednotlivych lamel.
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Obrazek 29. Difraktogram vzorku HSL 5.5 Ca, WAXS.
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Na obr. 30 je difraktogram z oblasti SAXS pro vzorek HSL. ChS 5.5, ze kterého
nebylo mozné urcit piesnou strukturu kvili absenci dominantnich piki. Pfi méfeni mohlo
dojit k nepfesnému mifeni zafeni na misto v kapilare, kde se nachazi dostate¢né mnozstvi
odebranych agregatl ze vzorku anebo mnozstvi agregati nebylo dostate¢né. Piesto se pfi
malych hodnotach ¢ na ose X nachazi nékolik Spatné rozliSenych pikii poukazujicich na
moznou pritomnost faze s pravideln¢ se opakujici vzdalenosti, kterou u vzorku v kyselé
oblasti pH predpokladame.
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Obrazek 30. Difraktogram vzorku HSL ChS 5.5, SAXS.

Na difraktogramu pro oblast WAXS vzorku HSL ChS 5.5 (obr. 31) se na Sirokém

;o e oge e

mensi ostré piky poukazujici na orthorombickeé rigidni uspofadani v ramci jedné lamelarni

roviny.
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Obrdazek 31. Difraktogram vzorku HSL _ChS 5.5, WAXS.

61



Neutralni oblast — pH 7,4

Na difraktogramu vzorku HSL 7.4 v oblastech SAXS na obr. 32 lze pozorovat az 9
pikd, které znaci tvorbu pravidelné usporddané struktury s vypocitanou opakujici se
mezirovinnou vzdalenosti 13,33 nm. Tuto vzdalenost mizeme ptifadit lamelarni fazi s
dlouhou periodicitou (LPP).2!?? Zjistili jsme, Ze pufr o neutralnim pH 7,4 umoZiiuje vznik a
zachovani pravidelné struktury lipidi. Distribuce relativni intenzity napfic jednotlivymi fady

se mirn¢ 1i§i od podobnych vzorki ptipravenych pti pH 5,5.
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Obrazek 32. Difraktogram vzorku HSL 7.4, SAXS.

Difraktogram pro vzorek HSL 7.4 z oblasti WAXS na obr. 33 znaci orthorombické
lateralni usporadani lipidti na zaklad¢é 2 ostrych pikii na Sirokém piku. Jak bylo jiz vyse
zminéno, jedna se o husté rigidni uspotradani dlouhych lipidovych fetézct.
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Obrdzek 33. Difraktogram vzorku HSL 7.4, WAXS.
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Na obr. 34 a 35 jsou vyobrazeny difraktogramy pro vzorek HSL 7.4 Ca v oblasti

SAXS (vlevo) a v oblasti WAXS (vpravo). Neptitomnost pikl pravdépodobné poukazuje na

chybu pfi ptenosu vzorku do kapilary nebo pti méteni vzorku v kapilare. RTG zafeni mohlo

byt mifeno na ¢ast kapilary, kde se nevyskytoval vzorek. Z divodu vysoké vytizenosti

piistroje a technické naro¢nosti mefeni nebylo méteni tohoto vzorku bohuzel opakovano.

Nepredpokladame, ze by zvolené podminky nevedly k tvorbé pravidelné struktury s opakujici

se vzdalenosti vzhledem k ostatnim vysledkim z této neutralni oblasti.

0.1

HSL 7.4 Ca 0.08

0.06

log intensity [a.u.]
o
g

0.02

q [1/nm]

~ HSL_7.4 _Ca
5 10 15 20 25 30 315
q [1/nm]

Obrazek 34. a 35. Difraktogramy vzorku HSL 7.4 Ca, SAXS (vievo) a WAXS (vpravo).

Obr. 36 obsahuje difraktogram vzorku HSL ChS 7.4 z oblasti SAXS. Je zde az 6 pika

naznacujicich vznik dlouhé faze s vypocitanou opakujici se vzdalenosti 13,31 nm. Mizeme

tedy konstatovat, ze pravidelna struktura se v neutralni oblasti udrzela i s ptfidavkem ChS.
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Obrdazek 36. Difraktogram vzorku HSL _ChS 7.4, SAXS.
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Difraktogram z oblasti WAXS pro vzorek HSL ChS 7.4 (obr. 37) ma 2 mensi piky na
Sirokém piku vytvotfeného rozptylem zafeni na materialu kapilary a na ptitomnych lipidech,
které zaujimaji méné& uspotrddané struktury — amorfni uspofadani.’* Tyto 2 malé piky znaéi

tvorbu orthorombického uspotadani molekul lipidi v jednotlivych lameldrnich rovinach.
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Obrazek 37. Difraktogram vzorku HSL ChS 7.4, WAXS.

Difraktogram vzorku HSL ChS 7.4 Ca z oblasti SAXS (obr. 38) vykazuje pfitomnost
nékolika dominantnich pikt. Piky, kterych poloha odpovida polohdm mftizkovych car, patii
pravdépodobné lamelarni f4zi s dlouhou periodicitou ~ 13,1 nm. Opakujici se vzdalenost této

dlouhé faze se nepodafila urcit tak pfesné jako na obr. 32 nebo 36.

Déle na tomto difraktogramu pozorujeme piky, kterych poloha odpovida
mezirovinnym vzdalenostem ~ 9,17 nm a ~ 5,8 nm. Prvni z téchto struktur zatim nebyla
v literatufe popsana. Podobny pik s hodnotou d ~ 8,9 nm se vyskytuje i na obr. 26, kde bylo
zvoleno podobné slozeni vzorku (zasadité prostredi, pridavek ChS a Ca®" kationtil). Druha
zminéna struktura o d ~ 5,8 nm pfiblizn& odpovida tomu, co bylo publikovano jako SPP?%%,
Pik se stejnou hodnotou (d ~ 5,8 nm) je k vidéni i na obr. 22, kde se vzorek 1i$i kyselym

prostiedim. Vznik t&chto struktur je pravdépodobné podminén vlivem piidavku Ca*" kationtti

a ChS.
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Obrazek 38. Difraktogram vzorku HSL _ChS 7.4 Ca, SAXS.

Na obr. 39 se nachazi difraktogram vzorku HSL. ChS 7.4 Ca z oblasti WAXS. Na
Sirokém piku, ktery se vytvaii na zdklade€ rozptylu svétla na materidle kapilary a na lipidech
tvotici minimalné usporadané struktury, se objevuji piky s hodnotou d ~ 0,41 nm a 0,37 nm.
Oba piky znaci orthorombické usporadani lipidt v roving lamely. V dostupné literatuie se
uvadi, ze hodnoty d ~ 0,41 nm a 0,37 nm ve WAXS oblasti odpovidaji krystalickému
orthorombickému usporadani a Ze vzdalenost d ~ 0,41 nm oznacuje 1 hexagonalni lateralni
uspofadani.>**> Dale pozorujeme pik pii ¢ = 14,8 nm™!, ktery odpovida d ~ 0,42 nm. I tento
pik by mohl odpovidat méné tésnému hexagondlnimu uspotradéani. Dalsi pik je pti g = 18,9

nm!, ktery odpovida d ~ 0,33 nm. Tento pik se nepovedlo piifadit.
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Obrdazek 39. Difraktogram vzorku HSL _ChS 7.4 Ca, WAXS.
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log intensity [a.u.]

Alkalicka oblast — pH 8,5

Na nasledujicich difraktogramech z oblasti SAXS a WAXS pro vzorek HSL 8.5 Ca

(obr. 40 a 41) nelze urcovat zadné faze s opakujici se vzdalenosti ve vzorku, protoze jsou piky

prili§ malé a Spatné rozliSitelné od Sumu. Na rozdil od vzorku na obr. 34 a 35 vykazuje vzorek

HSL 8.5 Ca alespoil malé piky v oblasti SAXS. Nelze proto jednoznacné urcit, zda doslo

k chybé pfi plnéni kapilary ¢i méfeni, anebo se jedna o malo uspotadanou strukturu lipida.

Me¢éteni bohuzel nebylo mozné opakovat z hlediska vytizeni pfistroje a Casové naro¢nosti

analyzy.

HSL_8.5_Ca
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Obrazek 40 a 41. Difraktogramy vzorku HSL 8.5 Ca, SAXS (vlevo) a WAXS (vpravo).
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Prechod z alkalické do kyselé oblasti —z pH 8,5 na pH 5,5

Na difraktogramu pro oblast SAXS vzorku HSL ChS 8.5/5.5 (obr. 42) nebylo mozné
ptesné urcit opakujici se vzdalenost faze. Pfi malych hodnotach ¢ lze pozorovat obtizné
viditelny pik poukazujici na pfitomnost faze s dlouhou pravidelné se opakujici vzdalenosti.
Piky oznacené hvézdickou oznacuji fazi odpovidajici separovanému krystalickému Chol
s opakujici se vzdalenosti ~ 3,4 nm. Tato vzdalenost byla jiz diive publikovana v dostupné
literatufe.>® U ostatnich vzorki z experimentu ¢&. 1 a 2 jsme separovany Chol nepozorovali
nebo nedokazali identifikovat. To by mohlo naznacovat, ze pti piipravé vzorkl okyselenim do

kyselého pH nastavaji procesy, které usnadiuji ¢i potencuji krystalizaci a separaci Chol.

HSL_ChS_8.5/5.5
£l
S,
=
2 014 -
Q
£
(=]
o
0.01 T T T T T T
1 2 3 4 5 6
q[1/nm]

Obrdazek 42. Difraktogram vzorku HSL ChS 8.5/5.5, SAXS. Hvezdicky znaci piky separovaného Chol.

Na obr. 43 je zobrazen difraktogram pro WAXS oblast vzorku HSL ChS 8.5/5.5. Lze
na ném pozorovat Siroky pik, ktery je vysledkem rozptylu zafeni na lipidech a materialu
kapilary. Na tomto Sirokém piku je jeden maly ostry pik a dalsi hiife rozliseny pik, které

svédc¢i o vzniku orthorombického rigidniho uspofadani v roving jednotlivych lamel.

67



0.09 1
0.08 4
0.07 -

0.06 -

HSL_ChS_8.5/5.5|

"5'0.05 4

a.u

— : "oy,

0.04 3 -,

0.03 5

log intensity

0.02 1

|

5 10 15 20 25 30 35
q[1/nm]

Obrazek 43. Difraktogram vzorku HSL ChS 8.5/5.5, WAXS.
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4.3.3 Shrnuti vyslednych usporadanych struktur ve zvolenych podminkach
V tab. 10 je shrnuto vysledné chovani HSL zaméfené na vznik pravidelné struktury

s mezirovinnou vzdalenosti d (nm) a orthorombického uspotadani v jednotlivych vzorcich.

Tabulka 10. Vysledky vyhodnocovani vzorkii z pilotniho experimentu, experimentu ¢. 1 a experimentu

¢. 2 (~ oznacuje pribliznou hodnotu).

WAXS — lateralni

Vzorek SAXS — lamelarni usporadani vras .
usporadani
HSL_8/5.5 D10l 6’,5 il () n eu’rceno) orthorombické
- separovany krystalicky Chol
pik pfi ~ 6,64 (d neurceno) 1o
HSL_9/5.5 separovany krystalicky Chol bez piku
d = 13,44 (odpovida LPP) _
HSL_ChS_5.5 Ca_1 pik pfi ~ 5,8 nm (odpovid4 SPP) orthorombické
HSL_ChS_5.5 Ca_2 d = 13,75 (odpovida LPP) orthorombické
d ~ 13,3 (odpovida LPP) malo patrné
LE61l (Gl (31 (C ] pik pfi d ~ 8,9 nm (neurceno) orthorombické
HSL 5.5 Ca d =13,39 (odpovida LPP) orthorombické
HSL_ChS_5.5 bez pikt bez pikt
HSL_7.4 d = 13,33 (odpovida LPP) orthorombické
HSL_7.4 Ca bez pikt bez pikt
HSL_ChS_7.4 d =13,31 (odpovida LPP) orthorombické
d ~ 13,1 (odpovida LPP) 1
HSL_ChS_7.4_Ca piky pfi ~ 5,8 nm (odpovida zfejmé ﬁ?f:rgrﬁll’;fke
SPP) a ~ 9,17 nm (neurceno) &
HSL 8.5 Ca velmi slabé piky bez pikt
d neuceno, pravidelna struktura blizka
HSL_ChS_8.5/5.5 LPP orthorombické

separovany krystalicky Chol
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V dostupné literatuie prevazuji nadzory, ze pro dostateCnou organizaci lipidit do
uspofadanych struktur je nutné prostredi s kyselym pH 5,5. V tomto pH maji VMK
karboxylovou skupinu nedisociovanou. V neutralnim a alkalickém prostiedi vsak dochazi
k deprotonizaci karboxylové skupiny VMK a pravdépodobné se tim neumozni vznik
dostatecn¢ uspotradanych struktur. Déle se piedpoklada, ze ionizace karboxylové skupiny
VMK vede ke snizené tvorb¢ lateralniho orthorombického uspotadani. Oproti vysoce
uspofadanym strukturam, které vznikaji pti fyziologickém kyselém pH, jsou struktury vzniklé
v neutralnim pH 7,4 mén¢€ odolné viici ztratdam vody a nemayji tak dostatecnou bariérovou
funkci. Nizsi acidita ve SC je spojena s poruchou kozni bariéry napft. u pacienti s atopickou

dermatitidou.’’

Na zakladé zjisténych vysledkl z provedenych experimentt 1ze usoudit, Ze pfidavek

Ca** kationtti a ChS ma vyznamny vliv na vznik a udrZeni vysoce uspoiadanych struktur, tedy

rrrrrr

Ve fyziologickém pH 5,5 obecné pozorujeme vznik LPP a orthorombického
uspoiadani lipidd i pfi piidavku Ca®" kationti a ChS. Ve vzorku HSL_ChS 5.5 Ca_1
pozorujeme navic pik s d ~ 5,8 (odpovidajici zhruba SPP). U vzorku, ve kterych vznikaly
agregaty prechodem z alkalického na kyselé pH okolo 5,5 (HSL 8/5.5, HSL 9/5.5a
HSL ChS 8.5/5.5) pozorujeme taktéz vznik struktur s urcitou pravidelnosti a dale vznik faze

separovaného krystalického Chol.

Vznik LPP a orthorombického uspotadani je dale patrny v prostifedi neutralnim. Pti
piidavku Ca?* kationtti a ChS v neutralnim prostiedi (vzorek HSL ChS 7.4 Ca) jsme navic
urcili SPP s periodicitou ~ 5,8 nm a dale fazi s periodicitou ~ 9,17 nm, ktera zatim nebyla
v literatufe popsana. Kromé orthorombického uspotadani je ve vzorku patrné i hexagonalni.
Zajimavé je, ze pridavek Ca** kationtdi a ChS pozitivné ovlivnil vznik a udrzeni LPP
s periodicitou ~ 13,3 nm 1 v alkalickém prosttedi ve vzorku HSL _ChS 8.5 Ca 1.V tomto
vzorku vznikla dale faze s periodicitou ~ 8,9 nm, ktera dosud nebyla popséna v zadné

publikaci.

Piedpoklada se, e piitomnost Ca** kationtii ve smési lipidi SC s p¥idavkem ChS
podnécuje tvorbu krystalickych fazi separovaného Chol. Ca?* kationty tvoii v neutralnim a

zasaditém pH pravdépodobné komplexy s disociovanymi VMK a sulfatovou skupinou ChS,
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HSL ChS 7.4 CaaHSL ChS 8.5 Ca l.
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5. Zavér

Cilem prace bylo sledovat vliv ChS a Ca*" kationtfi na chovani modelu lidské koZni
bariéry. Experiment byl zaméfen na vznik disperze lipidi ve vodném prostredi a optimalizaci
HSL obohacené o ChS byl ale tak velky, ze pti alkalickém pH nebylo mozné ptipravit
disperzi lipidii pro dalsi ¢ast experimentu. V praci jsme se dale zaméfili na vliv podminek
(pH, pfitomnost Ca*" kationtd, pfitomnost ChS) na spontanni uspotadavani lipidd. Ca?*

kationty a ChS jsou fyziologicky soucasti lidské kozni lipidové bariéry.

Pilotni experiment byl proveden za pouziti jiz izolovanych a purifikovanych lipida SC
s cilem ziskat piedstavu, za jakych podminek vznikne ve vodném prostiedi disperze téchto
lipidii. Ovéfili jsme, ze pro vznik disperze je vhodné zvolit alkalické prostiedi o pH ~ 8,5.
V alkalické oblasti dochazi k ionizaci karboxylovych skupin VMK a je umoZnéna hydratace
lipidfi. Vznikly zidporny naboj VMK navic disperzi stabilizuje. P¥itomnost Ca** kationtti
komplikuje vznik disperze kviili silnym interakcim mezi témito kationty a anionty VMK
vzniklych v alkalickém prostiedi. Abychom ziskali optimalni vysledky o strukturach lipida,
piipravily se vzorky s rtiznym sloZenim (s piidavkem ChS nebo bez, s piidavkem Ca**
kationtli nebo bez). Pro dal$i experimenty bylo nutné provést novou izolaci a purifikaci lipid

z lidského SC.

Vznik uspofadanych struktur lipida byl podminén zménou teploty (po ochlazeni)
anebo zménou pH z alkalické do kyselé oblasti. Pti pfechodu z alkalického do kyselého
prostiedi dochéazelo k preméné disperzniho systému na agregovany (obr. 42 a 43).
Nedochézelo vsak k dal§imu shlukovani agregati na kompaktni srazeninu, kterou jsme
predpokladali na zaklad€ siln¢ hydrofobnich interakci lipidd, ale vznikaly pouze rozptylené

nekompaktni agregaty.

Pomoci méteni rozptylu RTG zétfeni jsme zjistili, Ze pii fyziologickém pH 5,5 se tvoii
struktura odpovidajici dlouhé fazi s periodicitou ~ 13 nm. P¥idavek Ca?* kationti a ChS
v kyselém prostfedi navic vedl ke vzniku faze s periodicitou 5,8 nm. Tato faze vznikla i
v piipadé pouziti neutralniho pH s piidavkem Ca?* kationtii a ChS. Kombinace Ca*" kationtii

a ChS tedy vede ke vzniku faze, ktera se v jejich absenci netvofi.
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Neutralni prostfedi o pH 7,4 taktéz umoznilo vznik a udrzeni dlouhé faze
s periodicitou ~ 13 nm. Ve zvoleném alkalickém prostfedi o pH 8,5 s piidavkem Ca*" kationtti
a ChS byla struktura LPP taktéz zachovana. Déle se v tomto prostiedi vytvofila struktura
s periodicitou ~ 8,9 nm, ktera se nepodafila identifikovat. P¥idavek ChS a Ca*" kationtl
v alkalickém prostfedi umoznil udrzeni struktury LPP stabilizaci lipidi danou silnymi
interakcemi mezi Ca?" kationty a anionty VMK. Interakce mezi sebou navic vykazuji Ca**

kationty a sulfatova skupina ChS.

Ptidavek Ca®" kationtii ve vzorcich pak nejspise vedl k udrzeni lateralniho
orthorombického usporadani. Pridavek ChS naopak pravdépodobné podpofil tvorbu fluidniho
usporadani. Ve vzorcich, kde se vyskytuji ChS i Ca** kationty, se orthorombické uspotadani

udrzelo.

U nékterych vzorkl doslo pravdépodobné k chybé v métfeni. Paprsek zatreni nejspis
mifil na misto, kde se odebrany agregat nenachazel anebo tam nebyl v dostatecném mnozstvi.

Dalsi moznosti je, Ze se nepodaftilo najit vhodné misto v kapilare pro méfeni.

Pro potvrzeni vysledki by bylo potieba cely experiment zopakovat s vétSim poctem
vzorkl a také analytickymi metodami verifikovat, ze béhem ptipravy vzorki nedochazi
k vyznamngj$im zméndm ve sloZeni lipidd, naptiklad vlivem degradace nékterych typt Cer.
V takovém piipadé by bylo nutné provést dalsi optimalizaci metody. V budoucnu by bylo déle
vhodné piipravit disperzi lipidii s obsahem Ca** kationttl, ktera by se dala pfenést na
delipidizované a saponifikované SC a po okyseleni sledovat, jak se budou lipidy chovat za

riznych podminek.
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6. Seznam zkratek

CE — korneocytarni obalka

Cer — ceramidy

CLE — korneocytarni lipidova obalka

DLS — dynamicky rozptyl svétla, z angl. dynamic light scattering

EO Cer — acylceramid

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

HPTLC — vysokoucinna tenkovrstva chromatografie, z angl. high-performace thin-layer
chromatography

HSL — lidské kozni lipidy, z angl. human skin lipids

Chol — cholesterol

ChS — cholesteryl sulfat

LPP — faze s dlouhou periodicitou, z angl. long periodicity phase

MK — mastné kyseliny

NMF — ptirozeny zvlhcujici faktor, z angl. natural moisturizing factor

PBS — fosfatovy puft, z angl. phosphate puftered saline

R¢— retenéni faktor

RTG — rentgenové

SAXS — rozptyl rentgenového zateni s malym uhlem dopadu, z angl. small angle x-ray
scattering

SB — stratum basale

SC — stratum corneum

SG — stratum granulosum

SL — stratum lucidum

SPP — faze s kratkou peridocitou, z angl. short periodicity phase

SS — stratum spinosum

TLC — chromatografie na tenké vrstvé, z angl. thin layer chromatography

VMK - volné mastné kyseliny

WAXS — rozptyl rentgenového zéateni s vétsim tthlem dopadu, z angl. wide angle x-ray

scattering
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