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Naézev diplomové prace: Studium topicky poddvanych ceramidii

Lidska rohova vrstva kaze (stratum corneum; SC) je nejsvrchngjsi vrstva epidermis, ktera je
tvofena z n¢kolika vrstev korneocytll. Prostor mezi korneocyty je vyplnén bariérovymi lipidy,
tj. ceramidy, cholesterolem a mastnymi kyselinami, které jsou zastoupeny v ekvimolarnim
poméru. Uspotadani mezibunéénych lipidi ma vyznamny vliv na bariérové vlastnosti kiize.
Poskozena kozni bariéra (napf. u atopické dermatitidy) je spjata s nedostatkem lipida v lipidové
matrici SC, coZ se projevuje zvySenim trans-epidermalni ztraty vody a zhorSenim kvality kize
(napf. vyraznou suchosti, Supinaténim a prasklinkami). Jednou z potencialnich cest v obnoveni
kozni bariéry je topické podavani bariérovych lipidl, zejména ceramidi (Cer).

Cilem této prace bylo studovat vliv topicky podavanych Cer (velmi dlouhy Cer AP
samostatné nebo v kombinaci s ultradlouhym Cer EOS) na modelové poskozené SC a jejich
ucinku v procesu obnovy bariérové funkce. Bylo pfipraveno nékolik topicky podavanych
formulaci (krémt), u kterych byly hodnoceny vlivy hydrofilnich kapalin, viskozitni ptisady
a zejména charakter emulgatorti, tj. sorbitan-monostearatu, glycerol-monostearatu
a polysorbatu 80. Pfipravené formulace s bariérovymi lipidy byly hodnoceny pomoci
rentgenové difrakce a optické mikroskopie. Vliv bariérovych lipidii na obnoveni poskozené
kozni bariéry bylo hodnoceno pomoci permeacnich experimenti na modelové poskozeném SC.
Bari¢rové vlastnosti a uspofadani bariérovych lipidi ve SC byly popsadny pomoci
trans-epidermalni ztraty vody (TEWL), elektrické impedance a infracervené spektroskopie.
Z vysledkii této prace lze fict, ze aplikace topické formulace na bézi hydrofilniho
a hydrofobniho emulgatoru s obsahem smési Cer AP + Cer EOS statisticky sniZzuje propustnost
SC pro vodu. Ziskané vysledky jsou tak vhodnym podkladem pro dalsi studium moznosti
obnovovani poskozené/nemocné kozni bariéry, coZ by mohlo najit uplatnéni v terapii koznich

nemoci (napf. atopické dermatitidy) ¢i jinych patofyziologickych procest v kizi.
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The human stratum corneum (SC) is the uppermost layer of the epidermis, which is made up
of several layers of corneocytes. The space between the corneocytes is filled with barrier lipids,
i.e., ceramides, cholesterol, and fatty acids, which are represented in an equimolar ratio. The
arrangement of intercellular lipids has a significant effect on the barrier properties of the skin.
Damaged skin barrier (e.g., in atopic dermatitis) is associated with a lack of lipids in the SC
lipid matrix, which is reflected in increased trans-epidermal water loss and deterioration of skin
quality (e.g., severe dryness, flaking, and cracks). One of the potential ways to restore the skin
barrier is the topical administration of barrier lipids, especially ceramides (Cer).

The goal of this work was to study the effect of topically administered Cer (very long-chain Cer
AP alone or in combination with ultra-long-chain Cer EOS) on model-damaged SC and their
effect in the process of restoring barrier function. Several topically administered formulations
(creams) were prepared, which were evaluated for the effects of hydrophilic liquids, viscosity
additives, and especially the nature of emulsifiers, i.e., sorbitan monostearate, glycerol
monostearate, and polysorbate 80. Prepared formulations with barrier lipids were evaluated by
X-ray diffraction and optical microscopy. The effect of barrier lipids on the restoration of the
damaged skin barrier was evaluated using permeation experiments on a model-damaged SC.
Barrier properties and arrangement of barrier lipids in SC have been described by trans-
epidermal water loss (TEWL), electrical impedance, and infrared spectroscopy. From the
results of this work we found out that the application of a topical formulation based on
a hydrophilic and hydrophobic emulsifier containing a mixture of Cer AP + Cer EOS
statistically decreases the permeability of SC to water. The obtained results are a suitable basis
for further study of the possibilities of restoring the damaged/diseased skin barrier, which could
find application in the treatment of skin diseases (e.g., atopic dermatitis) or other

pathophysiological processes in the skin.
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1. Uvod a cil prace

Hlavnim tkolem sav¢i (lidské) kiize je chranit organismus pfed okolnim prostiedim
a tvofit bariéru mezi organismem a okolim, ve kterém se organismus pohybuje/zije (1). Tato
bariéra propustnosti sidli v nejsvrchnéjsi vrstvé a je nezbytna pro existenci zivota savcl na
suché zemi. Nejsvrchnéjsi vrstva kiize je zrohovatély kozni epitel selektivné propustny pro
vodu. Funkce kozni bariéry je déna jak slozenim, tak uspoiddanim jednotlivych slozek.
V nékterych piipadech, kdy je kozni bariéra poskozena (napf. u koznich nemoci) je kize
ochuzena o klicové latky s bariérovymi vlastnostmi. Jednou z moznych cest obnoveni kozni
bariéry je topické podavani chybé&jicich bariérovych lipidi. Tyto latky, mezi které patii hlavné
ceramidy (Cer), lze cilen¢€ aplikovat na poSkozenou koZzni bariéru pomoci topicky podavanych
aplikacnich forem.

Cilem této diplomové prace bylo navrhnout a pfipravit topicky podavanou formulaci,
ktera by obsahovala bariérové lipidy (vCetn€ pro kozni bariéru nevyhnutelného Cer
s ultradlouhym fetézcem), byla vhodné a pohodIn¢ aplikovatelna na kozni tkdn a aby jeji
pusobeni snizilo projevy poSkozeni kozni bariéry. Cilem této prace bylo také pfipravené
formulace charakterizovat a hodnotit jejich vliv na modelové poskozenou kozni bariéru.
Soucasti této prace byla optimalizace podminek a metodiky ptipravy modelové posSkozené
kozni bariéry. Pro sledovani obnovy kozni bariéry bylo cilem charakterizovat permeacni
parametry, jako je napf. ztrata vody. Vliv topicky podavanych formulaci s bariérovymi lipidy
na usporadani bariérovych lipida v lipidové matrici bylo charakterizovano pomoci infracervené

spektroskopie.



2. Teoreticka cast

2.1.Lidska kize
Kiize (cutis, derma) patti mezi tkan€ povrchu téla, ktera chrani cely organismus pied vnéjSimi
vlivy. V oblasti t€lnich otvora plynule piechazi ve sliznice jednotlivych ustroji, a proto lze ktizi
spole¢né¢ se sliznicemi oznacit jako intergumenty (intergumentum commune). Ty jsou
zodpovédné za ochranu téla a jeho organti a tvofi tak prvni linii v obrané organismu (2). Role
ktze je zésadni pro zajisténi fady vitalnich funkci v€etné€ udrzeni stalosti vnitiniho prostredi
(homeostazy).

Kuze je bezesporu nejvétsim organem lidského t€la a tvofi zhruba 16 % celkové
hmotnosti t&la ¢lovéka (3). Kize u dospélého ¢lovéka zaujima plochu ptiblizné 1,6 — 2 m? a jeji
tloustka je n€kolik milimetri. Oblast s velmi tenkou kiiZi se nachazi napf. na o¢nich vickach
(ptiblizné€ 0,5 mm), naopak v oblasti zad je kiiZe siln¢j$i a dosahuje az 4 mm. Hmotnost kiize

u prumérného dospélého jedince je ptiblizné 3 kg (4).

2.1.1. Funkce

Kiize tvoti bariéru mezi lidskym télem a vnéj$Sim prostiedim. Poskytuje ochrannou funkci
a vytvari fyzickou bariéru proti pronikani drazdivych latek. Kize minimalizuje mechanické,
chemické, tepelné a dalSich vlivy vnéjsiho prostredi. Kize je také smyslovym orgdnem, reaguje
na rtizné poruchy vznikajici na rozhrani vnitiniho (organismu) a vngj$iho prosttedi, jako jsou
tepelné poruchy. Kiize je dulezitym tepelnym izolatorem, coz je zajisténo vrstvou podkozniho
tuku (viz nize). Kze také slouZzi jako receptorovy organ; je zde lokalizovan obrovsky pocet
receptorll umoziujicich komunikaci s vnéj$im prostfedim, tj. dotykové a tlakové receptory,
termoreceptory a v neposledni fadé¢ také receptory pro detekcei bolesti. Kiize je zodpovédna za
resorpci a exkreci. Exkrecni funkce je zajiSténa ¢innosti potnich a mazovych zlaz. Kozni maz,
tvoten triglyceridy, vosky, skvalenem a dalSimi lipidy, chrani kazi pfed vysychanim a jeho

slozky méji baktericidni G¢inky (5).

2.1.2. Stavba

Lidsk4d kize se skladd ze tii hlavnich vrstev, a to zvrchni epidermis, stfedni dermis
a hypodermis. Soucasti kozni tkdné€ jsou také kozni derivaty, kam se fadi vlasové folikuly,
mazoveé, mlééné a potni zlazy, dale vlasy, chlupy a nehty (6). Stavba a jednotlivé soucasti lidské

ktze jsou zobrazeny v Obrdzku 1.
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Obrazek 1. Schématické zndzornéni vrstev kiize (epidermis, dermis a hypodermis) a jejich soucasti
vcetné derivatu kiize (7).

2.1.2.1. Hypodermis
Podkozni tkan (hypodermis, tela subcutanea) je tvotena vrstvami tukovych bunék (adipocytl)
uspotfddanych do lalickt, které jsou propojeny kolagenovymi a elastinovymi vlakny.
Hypodermis oddéluje vyse umisténé vrstvy kiize od povrchové fascie a periostu. Hlavni funkei
podkozni tkdné je tepelnd izolace a ochrana pied fyzickymi ndrazy, mimo jiné také tvofi

zasobarnu energie (6,4).

2.1.2.2. Dermis

Skara (dermis, corium) je 2 az 5 mm §iroké vrstva tvofena kolagennimi vldkny a elastickou
pojivovou tkani zajist'ujici elasticitu a flexibilitu celého organu. Dermis je tvofena dvéma
vrstvami, a to vn&j$i (stratum papillare) a vnitini (stratum reticulare). Papilarni oblast je
umisténa bezprostfedné pod pokozkou a je tvofena papilami. Ty sestavaji z fidkého vaziva,
tenkych kolagennich (typ III a I) a elastickych vldken. V neposledni fad¢ je v dermdlni oblasti
ktze velké mnozstvi riznych typli bunék imunitniho systému; vyskytuji se zde napt. zirné
buniky vyplavujici histamin, spoluzodpovédné za vznik projevi typickych pro zanét (svédéni
zarudnuti a otok). Papily jsou vybaveny volnymi nervovymi zakoncenimi vedoucimi bolest
a pocit svédéni. Nachdzeji se zde tzv. Meissnerova hmatova téliska vnimajici pocit lehkych
a povrchovych vibraci. V dermis se kromé vlasovych folikulii a riznych zlazek také nachéze;ji

tzv. Ruffiniho téliska, které se uplatnuji jako receptory tahu (8).

10



2.1.2.3. Epidermis

Pokozka (epidermis) je vicevrstevna oblast s tloustkou od 0,6 mm (o¢ni vicka) do 0,8 mm
(dlan¢ a plosky nohou). Epidermis lze rozd€lit na ¢tyti zdkladni vrstvy, a to na vrstvu bazalni
(stratum basale), vrstvu ostnitou (stratum spinosum), déale vrstvu granulozni (stratum
granulosum) a kone¢n¢€ vrstvu rohovou (stratum corneum; SC; Obrazek 2) (6,9).

Zékladnim typem koZznich bunék pokozky jsou keratinocyty. Ty vytvareji keratinové
monofilamenty, tedy prekurzory vlastniho keratinu. Keratinocyty jsou upnuty do desmosomil
(spojit) bunécné membrany, které jsou prubézné odbouravany a noveé vytvareny, aby se mohly
buiiky posunovat a postupovat smérem k povrchu (4).

Jednotlivé vrstvy pokoZky piedstavuji riznd stadia diferenciace koZnich bunck
(keratinocytil), které jsou vytvareny z kmenovych bunék v bazalni vrstvé na hranici epidermis
a dermis a migruji smérem ke koznimu povrchu. Ve sméru od dermis k epidermis/koznimu
povrchu ubyva kysliku i1 zivin, dochazi ke zméndm bunéénych struktur, zplostovani
keratinocytli a akumulaci keratinu (vznik keratohyalinnich granul) a prekurzort bariérovych
v ostnité vrstve, kde jsou buiiky uspotadany ve 2—5 vrstvach. Pti keratinizaci keratinocytii jsou
bunécné organely degradovany a keratinova vldkna se spojuji do svazki, ty zcela vyplni vnitiek
keratinocytll. V pozdni fazi diferenciace keratinocytli Odlandova téliska migruji k okrajovym
castem keratinocytl, kde se jejich membrana spoji s plazmatickou membranou a lipidové
prekurzory jsou uvolnény do mezibunécného prostoru. Nasledné dojde k hydrolyze prekurzort
lipidii pomoci soucasné uvolnénych enzymu. Dochazi k vytvoreni souboru lipidovych lamel,
které zcela vyplni mezibunééné prostory jiz nejsvrchnéjsi vrstvy epidermis, tedy SC. Proces
od vzniku keratinocytii ve stratum basale a jeho odlouceni jako zrohovatélé bunky z oblasti SC

trvé piiblizné 4 tydny (3,4,6,8,9).

11



Stratum corneum

Stratum Granulosurn/

Stratum Spinosum .. ’

Stratum Basale |.

Dermis

Obrazek 2. Schématické zndzornéni lidské pokozky (epidermis) a jednotlivych vrstev, tj. stratum

corneum, stratum granulosum, stratum spinosum a stratum basale (3).

2.1.2.4. DalSi buiiky epidermalni tkané
Epidermalni tkan tvoti kromé keratinocytti (korneocyttr) také napi. melanocyty, Langerhansovy
a Merkelovy buiiky. Melanocyty jsou zodpovédné za barvu kiize diky syntéze tmaveé hnédého
pigmentu melaninu. Funkce melaninu spociva v absorpci UV zéfeni a tim ochrané kize pied
Skodlivym t¢inkem slunecniho zafeni. Vybeézky melanocytl se v&tvi mezi keratinocyty, které
z nich ptebiraji prostfednictvim endocytézy pigment melanin (4,10). Langerhansovy bunky
pochazeji z monocytl kostni diené a predstavuji mononukledrni fagocytarni systém v kuzi.
Tyto buiiky jsou morfologicky a funkéné podobné makrofaglm. Jsou umistény v rozsahu
stratum basale az stratum granulosum. Merkelovy buiniky se nachézeji ve stratum basale a zevni
epitelové pochvé vlasového folikulu, a to bud’ jednotlivé nebo ve vrstvach. Podileji se na
mechanorecepci, a proto jsou v synaptickych kontaktech aferenti nervova vlakna, jinymi slovy

jakykoliv pohyb vlasového stvolu vede ke stimulaci téchto bunék (4,8,10).

2.1.3. Stratum corneum
Rohova vrstva (SC) je tvofena z deseti az pétadvaceti vrstev korneocytt, které jsou orientovany
ptiblizn€ rovnobezné s povrchem kiize. Korneocyty jsou oplosténé buiiky postradajici bunééné
organely vcetné bunécného jadra, obsahuji malé mnozstvi vody a jsou prakticky vyplnény
mikrofibrilarnim keratinem, ktery je obklopen zrohovatélym obalem skladajiciho se z husté
zesitované vrstvy proteinil, jako je filaggrin, lorikrin a involukrin. Korneocyty maji tvar
polygonalnich desticek, které jsou mezi sebou spojeny korneodesmozomy. Po proteolytickém
rozvolnéni korneodesmozomut se zrohovatélé builky jednotlivé odlupuji. Tento proces se

nazyva deskvamace.
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Mezibunécné prostory SC, tedy prostor mezi nasklddanymi korneocyty je vyplnén
vysoce komplexni smési latek lipidové povahy, které se oznacuji jako lipidova matrice (matrix)
a kterd je tvofena zejména cholesterolem, dale volnymi mastnymi kyselinami a sfingolipidy
(tedy Cer) pfiblizné v ekvimolarnim poméru (11). Pfiblizn€¢ polovinu hmotnosti lipidové
matrice, ktera na rozdil od bunéénych membran neobsahuje zadné fosfolipidy, tvoii Cer.
Vyzkum bariérovych lipidi sahd az do roku 1970, kdy Ansari et al. popsali slozeni lidské
epidermis pomoci plynové/kapalinové chromatografie. Podrobnéjsi studium Cer se objevuje
vroce 1978, kdy Gray a White popsali nékolik podttid Cer pomoci vysoce ucinné
chromatografie na tenké vrstvé (12).

Cer jsou lipidy amfifilni povahy; maji malou polarni hlavicku a dva lipofilni fetézce.
Zakladem molekuly Cer je bazicky amino-alkohol (sfingoidni baze s délkou nejcastéji 18 C),
kterym miZe byt napt. dihydrosfingosin (dS), sfingosin (s dvojnou vazbou na ¢tvrtém uhliku;
S), fytosfingosin (s hydroxylovou skupinou v poloze 4; P) nebo 6-hydroxysfingosin (H), jezZ je
typicky dvojnou vazbou v poloze 4 a hydroxylovou skupinou v poloze 6 na svém fetézci. Na
primarni aminoskupinu sfingoidnich bézi je v poloze 2 amidicky vazana mastna kyselina. Acyl
dlouhé nebo velmi dlouhé mastné kyseliny mtze byt nesubstituovany (N) nebo substitovany
hydroxylovou skupinou na za¢atku (v poloze a; A) anebo na konci fetézce (v poloze w; O).
Délka acylového fetézce se pohybuje od 16 az do 34 uhlikd, pfiCemz nejcastéji se vyskytuji
kyseliny obsahujici 24 atomt uhlikti. Hydroxylova skupina v poloze omega, ktera je typicka
pro acyly s velkym poctem uhlikli (nejCastéji 30), mlizZe byt esterové spojena s kyselinou
linolovou. Takové poddruhy Cer se oznacuji jako acylceramidy, resp. Cer typu EO a pro
spravnou funkci kiize jako bariéry jsou nepostradatelné. Kombinaci riznych typa sfingoidnich
bazi (S, dS, P, H) a acyli mastnych kyselin (N, A, O, EO) vznika cela fada strukturnich podtypti.
Jako ptiklad lze wuvést Cer AP, tedy molekulu fytosfingosinu acylovanou
alfa-hydroxy-kyselinou. Jinym piikladem je ultradlouhy Cer EOS, tj. sfingosin acylovany
omega-hydroxy-kyselinou, kterd je dale esterifikovana kyselinou linolovou. Struktura

a nomenklatura bariérovych Cer jsou zobrazeny na Obrazku 3 (9,13,14).

13



Polar head group

(0] | Fatty acid chain with
W variable chain length
H —

HN
OH | Sphingosine chain with
variable chain length
OH
H _—
Non-hydroxy fatty acid a-hydroxy fatty acid Esterified o-hydroxy fatty acid
[N] [A] [EO]
\NW\"’V\’W"’T’O Wgﬂ WOW/W\MA/W\PO
Dihydrosphingosine fwwv:’ifon HN_~on HN o
OH MMMAr
[dS] [NdS] [AdS] ™ [EOdS] -
0 OHO
. . b e it sttts o SAAAAAAAAAANS AMMO‘\ANWW\/\NWO
Sphingosine WTrgH HN_.on L
*OH /\er 2
(8] INS] [AS] o [EOS] o
7 n = W\N\ANM
Phytosphingosine N\N\N\Tfo” HN .o HN o0
OH MAMI\/\I\ M
B Nep O P oH [EOP] S
WVWW“f'O \MNV\NWV\R’:O IWZVZW\/\)%WVWW\?O
6-hydroxy sphingosine HN .64 HN_on HN o
[H] Y OH SAOH SAOH
[NH]  OH [AH] OH [EOH] OH

Obrazek 3. Struktura a nomenklatura bariérovych ceramidit (Cer). Vsechny Cer jsou tvoreny poldrni
hlavni skupinou a dvéma dlouhymi uhlikovymi retézci. Cer jsou tvoreny polarni charakteristickou
skupinou (znacena cervené), sfingoidni bazi (modré znaceni) a rFetezcem mastné kyseliny (Sedé znaceni)
(13).

SC vytvareji v mezibunéénych prostorech pravidelné se opakujici uskupeni, tzv.
lamelarni taze. Vedle uskupeni, které se oznacuje jako faze s kratkou periodicitou (angl. short
periodicity phase; SPP) s délkou lamel asi 6 nm, je ve zdravé lipidové matrici SC pfitomna faze
s dlouhou periodicitou (angl. long periodicity phase; LPP). Dlouhd lameléarni periodické faze,
jejiz velikost je pfiblizné 13 nm, je pro spravnou funkci SC jako bariéry nezbytna
a klicova. Uvnitf lipidovych lamel jsou lipidy lateraln¢ uspofadany do tzv. miizek. Prvni
a velmi diilezité usporadani je tzv. ¢tvercova (ortorombickd) mftizka, kterd je pro spravnou
funkci klize jako bariéry esencialni. Vedle ortorombického uspofddani mohou byt bariérové
lipidy uspotadany do Sestithelniku (hexagonaln€) nebo nemusi byt uspotadany vibec a jsou
v kapalném stavu (kapalné-krystalické mftizce). Ve zdravém SC jsou ve vSech tiech typech
uskupeni. Architektura bariérovych lipidii (zejména fetézcli mastnych kyselin a Cer) jsou

uvedeny na Obrazku 4 (13).
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Obrazek 4. Schematické zobrazeni organizace lipidii v lidskem SC: laterdlni usporadani (ortorombicka,
hexagonalni nebo kapalnda mrizka) a lameldarni usporadani (dlouha a kratka lamelarni periodicka faze)
(13).

Pro kozni bariéru a jeji ochrannou funkci je nezbytna spravnd organizace lipidl
v mezibunéénych lamelach, coZ mimo jiné zavisi i na pH. V nejvnitinéjsi vrstvé SC je pH 7,
coz zpisobi 90% ionizaci mastnych kyselin a odpuzovani hlavnich skupin, naopak na povrchu
SC zplisobi pH 5 tvorbu neiontovych mastnych kyselin a minimélni odpuzovani hlavnich
skupin a vznik dvouvrstvé struktury. Mimo jiné pH reguluje tvorbu SC aktivaci
B-glukocerebrosiddzy a kyselé sfingomyelinazy. Tyto enzymy jsou aktivni pouze pii nizkém
pH a jejich sniZena aktivita je zodpovédna za sniZeni bariérovych funkei.
B-glukocerebrosidaza je zodpovédna za obnovu bariéry a kysela sfingomyelinaza je zapojena
do epidermalni diferenciace.

U zdravé, patologicky nenaruSené kiize je pH na povrchu kyselé a pohybuje se
v rozmezi 4,1 — 5,8. Oblasti s nejkyselejsim pH zahrnuji ¢elo (pH 4,4) a horni o¢ni vicko (pH
4,6), naopak hodnoty pH mezi 6,1 — 7,4 1ze nalézt v oblasti tfisel, mezi prsty dolnich koncetin,
ale i v oblasti kone¢niku. Vyznamné jsou i rasové rozdily; tmaveé pigmentovani jedinci (vysoky

stupen fototypu) mohou vykazovat nizs$i pH ve srovnani s jedinci s nizkym fototypem (pH 4,6
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oproti 5,0). K acidifikaci ktize pfispiva n€kolik faktort, jako je napft. kyselina urokanova, dale
protonova pumpa, volné mastné kyseliny uvolnény hydrolyzou fosfolipidii apod. Dilezitost
kyselého pH spociva ve schopnosti inhibovat kolonizaci kize patogennimi bakteriemi, jako je

zejména Staphylococcus aureus (15).

2.2.PoSkozeni kozni bariéry
Jak bylo zminéno vyse, kiize chrani vnitini orgény pred fyzickym a chemickym traumatem,
invazi mikroorganismt a ultrafialovym zafenim. Integrita kiize mize byt ohrozena fadou
faktort, které lze rozdé€lit na vnitini (napf. kozni nemoci; viz nize) a vnéjsi. Mezi
nejvyznamnéjsi vnéjsi faktory patii napt. infekce, alergie, zmény obsahu vzdusné vlhkosti, ale
také faktory fyzikalniho, chemického ¢i mechanického pivodu. Tyto faktory mohou vyvolat
zmény ve slozeni bariérovych lipida ¢i hydro-lipidovém filmu a v neposledni fad¢é poruchy

metabolismu vody ¢i zmény pH povrchu kize (16,17).

2.2.1. Fyzikalni faktory poSkozeni kozni bariéry
Radiace je jeden znejcastéjSich fyzikalnich faktort, které mohou vést k poskozeni kize.
S ohledem na soucasny ubytek ozonové vrstvy ve stratosféfe mize slunecni zafeni, zejména
UVA a UVB (viz dale), pronikat na Zemi ve vys§i mife a vyvolat tak nezaddouci a Skodlivé
ucinky na lidskou pokozku (18). PIn¢é optické spektrum slunecniho svétla zahrnuje ultrafialové,
viditelné a infracervené, s vinovou délkou v rozmezi od 200 nm do 1 mm. Bylo prokazéno, ze
slune¢ni spektrum ovliviluje k0iZi rGznymi zpisoby v zavislosti na vlnové délce. Zafeni
s kratkou vlnovou délkou v ultrafialové oblasti ma vyssi energii, a proto je potencidlné
Skodlivéjsi.

Ultrafialové zateni (angl. ultraviolet;, UV) lze délit na UVC, UVB a UVA.
Vysokoenergetické UVC (200-280 nm) zafeni je normaln¢ snadno filtrovatelné atmosférickou
zonou a je tak silné, ze je schopné pii vystaveni zabijet jednobunécné organismy. UVB
(280-315 nm) paprsky pronikaji do povrchovych vrstev kize az k bazalni vrstvé epidermis, kde
vytvaii Skodlivé reaktivni formy kysliku a dusiku (ROS a RNS), a s tim souvisejici zanéty
a spaleniny a urychluje starnuti pokozky. ROS vznikaji v pribéhu uvoliiovani energie poté, co
je svétlo absorbovano chromofory, jako je napf. melanin v kazi. UVB zéafeni mize byt
absorbovano nukleovymi bazemi DNA a vést k tvorbé mutagennich 1ézi. Tyto mutace jsou poté

reparovany pomoci nukleotidové excesni opravy, v pfipadé selhdni nebo piekroceni kapacity
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téchto oprav dochazi ke kumulaci mutaci v koznich bunkéch a vyvoji rakoviny kiize souvisejici
s UV zéafenim.

Méné energetické, nez UVB je UVA zéfeni (315400 nm), které pronika hloubéji do
ktze, dosahuje dermis a je pifitomno ve vétSim mnozstvi nez UVB. Piestoze je UVA
pronikavéjsi, zpiisobuje méné zjevné poskozeni, ale i presto UVA generuje ROS a RNS, které
méni proteiny, lipidy a DNA. Oxida¢ni poskozeni vyznamné pfispiva k pred¢asnému starnuti
kize a tvorbé vrasek a také nepfimo zvySuje riziko rakoviny prostfednictvim tvorby
oxidovanych bazi DNA. Okamzitad pigmentace vyvoland UVA se vyskytuje diky fotooxidaci
existujiciho melaninu spiSe nez syntézou novych pigmentl a poskytuje malou fotoprotektivni
vyhodu, coz stavi kiizi do nevyhodné pozice pro budouci vystaveni slunci (19).

Viditelné svétlo (angl. visible; VIS) (400700 nm) ptredstavuje pfiblizné 50 %
celkového slune¢niho spektra. Pronika hluboko do biologickych tkdni a v malém procentu
dosahuje 1 hypodermis. Zda se, Ze VIS ovlivituje DNA prostfednictvim tvorby oxidovanych
bazi DNA, avsak studie provedena na bunkach ¢inského kiecka naznacila, ze piispiva k méné
nez 10 % celkového poSkozeni DNA zptsobeného slunecni expozici (19,20).
slune¢nim spektru. IR zafeni je tvofeno vinovymi délkami od 800 nm do 1 mm a je rozdéleno
do 3 oblasti s rostouci vlnovou délkou, tj. IRA (700-1400 nm), IRB (1400-3000 nm) a IRC
(3000 nm — 1 mm). Stejné jako UV a VIS i IR generuje tvorbu ROS v lidské ktiZi, ale na rozdil
od UV a VIS je vSak IR $patn¢ absorbovano obvyklymi koznimi chromofory, jako je melanin,
a je prili§ slabé na to, aby pfimo ovlivnilo DNA. Lidska kiize je stale vic vystavovana IRA
(tzv. blizké IR) zéafeni at’ uz jde o ptirozené slunecni zafeni ¢i IRA pouzivané pro terapeutické
tigely. Uginek IRA na lidskou kiizi se lisi dle miry jeji pigmentace. Lehce pigmentovana kiize
je nejzranitelnéjsi, u lidi s timto typem kize dochazi ke snizeni syntézy kolagenu a zvySeni
exprese matrixové metaloproteinazy 1 (MMP-1) a matrixové metaloproteinazy 3 (MMP-3),
zatimco vliv na kolagen a MMP u vysoce pigmentovanou kiizi je minimalni, ale dochazi ke
stimulaci produkce melaninu. Bunétnd infiltrace narusuje dermalni extracelularni matrici
indukci MMP a méni dermadlni strukturni proteiny, ¢imz ptispiva k pfedCasnému starnuti kize

(19,21,22).
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2.2.2. Chemické faktory poskozeni koZni bariéry
Alkohol a jeho intenzivni a nadmérny piijem lze povazovat za chemicky faktor posSkozujici
kozni bariéru. Metabolismus alkoholu ma za nasledek tvorbu acetaldehydu, ktery je
zodpovédny za narusSeni stfevni bariéry, a tvorbu ROS (23). Bylo zjisténo, ze ethanol
a aceton mohou podporovat proliferaci keratinocytii in vitro a mohou tak zvysit propustnost
ktize a narusit jeji bariérovou funkci. Ethanol ma také vliv na metabolismus lipidii, jako jsou
triglyceridy a cholesterol, a mtize tak ovlivnit i lipidové slozeni kozni bariéry. Studie autort
Farkase a Keményiho popisuje také zvySené hladiny prozéanétlivych cytokinii, zvySenou
produkci tumor nekrotizujiciho faktoru o (TNF-a) z monocytli a makrofagi periferni krve
a zvySenou proliferaci a aktivaci lymfocytli zpisobenou dlouhodobym piijmem alkoholu.
Alkohol mtze ovlivnit pribéh koznich nemoci, napft. psoriazy, a to nékolika mechanismy, jako
jsou zvysena nachylnost k infekcim, stimulace proliferace lymfocyta a keratinocytt a produkce
prozanétlivych cytokini. Konzumace alkoholu u pacientii s psoridzou neni spojena pouze se
ttislech a flexurach nebo se projevuje hyperkeratotickymi 1ézemi (24).

Topickd aplikace ethanolu je v praxi velmi rozSifena; ethanol se uplatiiuje jako
rozpoustédlo v fadé 1écivych/kosmetickych piipravkii. Lokalné aplikovany ethanol piisobi jako
urychlova¢ permeace (akcelerant), mtize tedy usnadnit prichod 1é¢iv pres kozni bariéru (SC)
a umoznit transdermalni absorpci xenobiotik. Na druhou stranu ethanol miZe také vyvolat
podrazdéni kiize nebo kontaktni dermatitidu zejména u lidi s deficitem aldehyddehydrogendzy.
Obecné vsak lze ftict, ze pokud je ethanol aplikovan lokalné na neposkozenou lidskou kiizi
nevyvola akutni nebo systémové toxické ucinky (25).

Mezi dalsi latky, které mohou ovlivnit funkei kozni bariéry patii povrchové aktivni latky
(PAL, surfaktanty), nejcastéji mydla a detergenty. PAL vyvolavaji biochemické zmény
pokozky pii mistni aplikaci a zpiisobuji drazdivé kozni reakce, zejména na trovni bariérovych
lipidii. Tyto U€inky zavisi jak na absolutni koncentraci surfaktantd, tak na molarnim pomeéru
surfaktantu a lipidu. Aniontové surfaktanty jsou siln€ drazdivymi latkami pro lidskou a zviteci
kazi. Kationtové PAL jsou pfinejmensSim stejné drazdivé, ale vice cytotoxické nez aniontové.

Drazdivy potenciél neiontovych PAL je nejnizsi (26).
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2.2.3. Mechanické faktory poskozeni koZzni bariéry
Mezi mechanické sily, které mohou zpiisobit poSkozeni kozni bariéry patii tlak, tfeni a smyk.
Smykové sily jsou sily piisobici paraleln€ s kizi na rozhrani s opérnym povrchem, coz ma ¢asto
za nasledek okluzi kapilar, naslednou ischemii tkané s piridruzenou lokalizovanou hypoxii.
Tento proces naruSuje dodavku zivotné dulezitych zivin, jako je zejména kyslik. Navic
pridruzena lymfatickd okluze vede k akumulaci toxickych metabolitti. Vysledna bunécéné smrt
brani jakémukoli procesu remodelace a méa za nasledek mistni rozpad meékkych tkani.
Pritomnost smykovych sil ve spojeni s tlakem mize vést ke zvySené mife odumirdni bun¢k
zpusobené zvySenym narusenim tkané a zvysSenou okluzi krevni cévy (16,27).

Tlak pfedstavuje normalovou silu na jednotku plochy piisobici na kazi. V ptipadé, ze
vngj$i tlak bude vyssi nez 33 mm Hg (coz je horni hranice kapilarniho tlaku v kiizi), dochazi
k uzavirani krevnich cév a pokud tlak pokracuje po kritickou dobu, dojde k bunécné smrti ¢i
nekréze mékkych tkani. Jak smykové sily, tak pusobeni vnéjsiho tlaku hraji velkou roli

v procesu vzniku viedu (27,28).

2.2.4. Atopicka dermatitida

Atopickd dermatitida (exzema atopicum; AD) je chronické, multifaktoridlni zanétlivé
onemocnéni, casto spojené s potravinovou alergii, alergickou rhinitidou, astmatem
a vysokou hladinou celkovych protilatek IgE 1 specifickych IgE v séru (tzv. extrinsic forma
AD). Zhruba 20 % pacienti ma normalni hladiny IgE v séru a netrpi alergiemi ze zevniho
prostiedi (tzv. intrinsic forma AD). AD je komplexni onemocnéni, podminéné slozitou
interakci genetické predispozice (geneticky komplexni choroba), vlivii zevniho prostfedi,
neuro-imunologické nerovnovahy a porusené epidermalni bariéry. Klinicky se AD projevuje
svédénim, suchosti a zanétem kaze. Vyvoj onemocnéni probihda od détstvi do dospélosti
a oznacuje se jako atopicky pochod (angl. atopic march) (29).

U pacientil s AD jsou sniZzeny hladiny Cer ve SC v porovndni se zdravymi jedinci.
Celkové mnozstvi Cer je témét polovicni u AD kiize ve srovnani se zdravymi pacienty. Byly
pozorovany snizené hladiny Cer NS s velmi dlouhym acylovym fetézcem (C24), zatimco Cer
NS s kratSimi fetézci (<40 celkového poctu uhlikil), byl zastoupen ve vyssi mife. Zaroveil je u
atopickych pacientd pozorovdna snizena produkce ultradlouhych Cer, zejména Cer EOS.
Snizené hladiny bariérovych Cer koreluji s charakteristickymi parametry kozni bariérové

funkce, jako je témét Ctyinasobné zvyseni TEWL (30).
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2.2.5. Psoriaza
Psoriaza patfi mezi nejCastéj$i kozni choroby a je charakterizovana jako geneticka,
imunologickd a systémova choroba. Jedinec dédi predispozici k této chorob¢, ne chorobu
samotnou. Nej¢astéji se dava vazbé souvislost choroby na tzv. lokus PSORS 1, ktery se naléza
na kratkém raménku 6. chromozomu v oblasti kodujici HLA L. a IIl. tfidy. Vznik je mozny
v kazdém veku, nejcastéji vSak v obdobi puberty a klimakteria. Dle vazby na HLA se klasifikuji
dva typy psoriazy, s vazbou na HLA postihujici mladsi jedince do 40. roku a bez vazby na HLA
postihujici jedince mezi 57. az 60. rokem zivota (31).

U psoriatickych pacientt, stejné jako u nemocnych s AD, byly pozorovany snizené
hladiny bariérovych lipida. Ve studii zabyvajici se vztahem mezi klinickou zdvaznosti psoriazy
a syntézou Cer bylo pozorovano, Ze u téchto pacientli dochézi ke snizeni syntézy Cer. Pfic¢inou
je pokles aktivity serin-palmitoyl transferazy v 1ézich vyskytujicich se na povrchu epidermis
pacientll s psoridzou. Zmény v aktivit¢ sfingomyelindzy a glukocerebrosidazy nebyly
pozorovany. Neni vSak jasné, zda zmény v aktivité enzymu jsou pfi¢inou vzniku onemocnéni
nebo zda jde o sekundéarni ptihodu vznikajici az v pribéhu jiz existujiciho onemocnéni.
Nemocnd kozni bariéra obsahuje niz§i mnozstvi Cer NP a Cer AP, naopak u téchto pacientl
bylo pozorovano vyznamné zvyseni hladin Cer NS a Cer AS. MnoZstvi Cer EOS je asi 0 40 %
niz$i nez u zdravé pokozky. Nedostatek bariérovych Cer (zejména Cer EOS) se zrcadli ve
vlastnostech koZni bariéry; kiiZe je vice propustna pro vodu a je nachyInéjsi k poskozeni (14).
Pomoci analyzy MALDI-TOF-MS (angl. matrix-assisted laser desorption/ionization time-of
light mass spektrometry) bylo stanoveno, ze podil Cer NH s poc¢tem uhlikii 40 a 43 byl vyssi,
avSak podil C47-Cso u Cer NH byl nizsi u pacientd s psoriazou ve srovnani se zdravymi jedinci.
Mnozstvi Cer NH s Cs4-Cs se také snizil. Podobné zmény v hladindch Cer byly u téchto
pacientll pozorovano také v ptipadé Cer ADS/NP a Cer AP, podil Cer ADS/NP s C3s-Caz a Cer
AP s C33-Cq2 se zvysil, zatimco hladiny Cer ADS/NP s C49-Csz a Cer AP s C45-Cag se snizil
(14,32,33).
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2.3.Topicky podavané bariérové lipidy

Za topicky aplikované ptipravky lze povazovat takové ptipravky, u nichz se neprojevi
systémové, nybrz lokalni ucinky. Takovéto piipravky (napft. krémy, lotiony, masti) mohou byt
vyuzivany v podavani na poskozenou kozni bariéru. Casto jsou to piipravky obsahujici
minimalné¢ dvé faze (vodnou a olejovou), snastavenym pH v kyselé¢ oblasti a konecné
s obsahem takovych latek, které ovliviiuji/lé¢i poskozenou kozni bariéru. Zakladnim cilem
vSech téchto ptipravkl je obnoveni bariérovych vlastnosti, a to riiznymi mechanismy. Mezi
nejvyznamngjs$i patii zvySovani obsahu vody v kiizi napf. pomoci tzv. humektantt, tedy
hygroskopickych latek poutajicich vodu. Tyto hygroskopické latky se nachdzeji predevsim
uvnitt korneocytll a oznacuji se jako pfirozeny hydratacni faktor (angl. natural moisturizing
factor; NMF). Jsou to zejména organické slouCeniny ze skupiny polyolii schopné zadrzovat
vlhkost pti zméné vné&jsi vlhkosti po delsi dobu (napt. glycerol, propylenglykol a sorbitol).
Radime sem i latky jako jsou moc¢ovina nebo kyselina mlééna, v piipadé polysacharidi je to
kyselina hyaluronova a jeji sodna stl a chitosan. Optimalné hydratovana kize vykazuje
ohebnost a koherentnost vrstvy SC. Idedlni obsah vody se pohybuje mezi 7-10 %. Dale lze
v topickych ptipravcich na nemocnou/poskozenou kozni bariéru aplikovat tzv. emolienty.
Jedna se o hydrofobni latky, nejcastéji rostlinné (mandlovy, olivovy) nebo mineralni oleje,
zejména parafiny a vazeliny, které po rozetieni na kizi vytvareji neprodysny film zamezujici
evaporaci vodni pary z téla. Dal§imi latkami, které vykazuji G€inky pfipisované emolientim
jsou tuk z ov¢i viny, isopropyl-palmitat, glycerol-stearat, acetylovany/hydrogenovany ricinovy
olej, cholesterol a dalsi (34,35).

Nezastupitelnou sloZkou ptipravkil k obnové koZni bariéry se zdaji byt také Cer, které
nahrazuji chybéjici lipidy u koznich onemocnénich s narusenou vrstvou SC. Nékdy se 1ze setkat
1 s tzv. pseudoceramidy. Jedna se o latky podobné struktury jako Cer, nicméné jejich vyroba
a zpracovani do topickych ptipravkil je mén¢ ekonomicky naro¢né. Topicky podavané Cer jako
registrované 1é¢ivé piipravky se v Ceské republice prozatim nevyskytuji. V zahranici
biofarmaceutickad spole¢nost Ceragenix Pharmaceuticals se sidlem v Coloradu vyviji 1é¢ivé
pfipravky na platformé patentovanych povrchové aktivnich technologii (tzv. Skin Barrier
Repair Technology a Cerageninis). Tato spolecnost ziskala roku 2006 registraci k pfipravku
EpiCream®. Jedna se o Cer kozni emulze bez parfemace. Bariérové lipidy jsou obsazeny
vpoméru Cer, konjugovand kyselina linolovd a cholesterol (3:1:1), dispergovany ve
zmekcujicim zakladu. Roli Cer zde hraje hydroxypropyl bispalmitamid monoethanolamid

(MEA); jde o molekulu vytvorenou v laboratofi napodobujici vlastnosti pfirodnich Cer, jeho
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ucinky by mély byt srovnatelné s Cer NP. Fyziologické lipidy jsou kontinualn¢ dodavany
pomoci fizeného uvolilovani, coz je dano unikdtnim patentovanym systémem sestavajicim
z viceslozkovych mikrokulicek, které obsahuji submikronové kulicky. Ptipravek je indikovan
k 1é¢beé suchych koznich onemocnéni a ke zvladadni a zmirnéni paleni a svédéni spojenych
s riznymi typy dermatdz, véetné AD, drazdivé kontaktni dermatitidy a radia¢ni dermatitidy
(36). Z vysledku studie, porovnavajici u¢innost ceramidového piipravku EpiCream® a krému
na bazi topického kortikoidu (fluticasonu) bylo zjisténo, ze v obou ptipadech dochazi ke snizeni
klinické zavaznosti onemocnéni, avSak v pfipadé fluticasonu, miizeme toto zlepSeni pozorovat
diive. Ptipravek na bazi fyziologickych lipidi vSak ptredstavuji do budoucna Gc¢innou terapii
(samostatnou/doplinkovou) détskych pacientli s AD (37).

Aplikace lipidové smési, tj. smesi Cer, cholesterolu a FFA v poméru 3:1:1 vedou
k obnové kozni bariéry a ve srovnani s aplikaci samotného Cer tyto smési vykazuji rychlejsi
proces obnovy kozni vrstvy, lipidové lamelarni struktury a sloZeni Cer ve SC (38). Existuje
fada volné prodejnych ptipravki s obsahem Cer. Jako piiklad lze uvést pripravek CeraVe®.
Jedna se o krém s obsahem Cer EOP, Cer NP a Cer AP. Ptipravek dale obsahuje cholesterol,
volné mastné kyseliny a volnou sfingoidni bazi fytosfingosin. Ceramedx® je dal$i pfipravek
obsahujici esencialni Cer ziskané z ryzovych otrub, rostlinny cholesterol a extrakt mastnych
kyselin s nizvem Riceramide®-3. Ptipravek Aveeno® vyrobeny z komplexu Triple Oat
Complex, Cer a bohatych zmé¢kcovadel je také bez parfemace. DalSimi piipravky jsou také
SkinCeuticals Triple Lipid Restore 2:4:2, Elizabeth Arden Ceramide Capsules a Eucerin®.
Dostupné jsou i1 kosmetické piipravky s obsahem Cer, nékteré¢ jsou registrované jako
zdravotnické prostiedky napt. Bepanthen® sensiderm krém a KAdermin® krém obsahujici Cer
NP.

Pseudoceramidy snizuji uzivani steroidit a mohou slouzit jako prevence vzplanuti
onemocnéni. Curel® Moisture cream obsahuje 8 % syntetického pseudoceramidu, sfingolipidu
E (cetyl- propylenglykolhydroxy-ethylpalmitamid), ktery svymi G¢inku odpovida Cer 2 (39).

Neocera™ je krém se sloZzenim obsahujici synteticky Cer PC-104, kyselinu
glycerrhetinovou, palmitoylethanolamid MEA, protizanétlivd aktivita téchto sloZzek
pravdépodobné zplsobuje inhibici proliferativni aktivity T-buné€k prostfednictvim mitogenem

aktivované proteinkindzy a signalnich drah nuklearniho faktoru kappa B (40).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1.Pouzité chemikalie a materialy
Farmaceutické suroviny Adeps solidus, Alcoholum cetylicus, Acidum stearicum,
Chlolesterolum, Helianthi oleum raffinatum, 1,3-propandiolum, Glycerolum 85%, Sorbitani
monostearas, Polysorbatum 80, Glyceroli monostearas, Carbomerum, Trolaminum byly
zakoupeny od spoleénosti Fagron a.s. (Olomouc, Ceska republika). Cer AP byl zakoupen
od firmy Evonik Industries (Essen, Némecko) a Cer EOS byl syntetizovan a charakterizovan
na Katedie organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové dle
validovanych postupii (41). Dalsi chemikalie jako jsou trypsin, anorganické soli pro zhotoveni
octanového a fosfatového pufru, polykarbonatové filtry (s primérem péra 0,015 um) a dalsi
pomucky byly nakoupeny u spole¢nosti Merck — Sigma Aldrich (Schelldorf, Némecko).
Pro pfipravu topicky podavanych formulaci se pouzila melaminova tfenka s térkou, dile

1ékéarenskd infralampa, analytické vahy a dalsi drobné 1ékdrenské laboratorni pomticky.

3.2.Priprava topickych formulaci
Zékladni slozeni ptipravku vychazelo z nutnosti pfipravit formulaci obsahujici pfirozené se
vyskytujici kozZni lipidy, které omezuji ztratu vody pies SC. Suroviny, které formulaci tvori
jsou castecné pievzaté z literatury (42). Dal§im pozadavkem pro formulace byla optimalni
hodnota pH (cca 5,5) a také dostate¢né mnozstvi vodné faze, kterd by vytvofila s fazi olejovou
emulzni systém, ale také aby byl ptipravek jednoduse aplikovatelny, tj. aby mél vhodnou
konzistenci (viskozitu).

K pfipravé topicky podavanych formulaci (krémil) byla vyuZzita anglickd metoda
pfipravy emulznich systémi. Do vytarované melaminové tfenky s térkou byly navéazeny
hydrofobni slozky, v€etné emulgatori. Smeés latek se opatrné roztavi pod infralampou. Vodna
faze se zahteje na teplotu stejnou nebo mirn€ vyssi (£ 5 °C), a poté se po ¢astech a za pomalého
michani pfidava do roztavené hydrofobni faze. Nakonec se nahradila odpafena voda a krém byl
michan do vychladnuti (43). Pfipravené krémy byly hodnoceny pomoci fyzikalnich metod,

konkrétné optické mikroskopie a rentgenové difrakce.
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3.3.0pticka mikroskopie

Opticka mikroskopie je neinvazivni metoda umoziujici zobrazovani vzork, tedy i topickych
formulaci s bariérovymi lipidy. Piipravené topické formulace byly charakterizovany pomoci
optického mikroskopu Olympus BX51 (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Miinster,
Némecko). Malé mnozstvi z kazdé ptipravené formulace (pfiblizn€ 0,5 ml) bylo naneseno na
podlozné sklicko a pfikryto sklickem krycim tak, aby formulace vytvofila souvislou tenkou
vrstvu. VSechny takto pfipravené vzorky byly hodnoceny pii 100 a 200nasobném zvétSeni za
laboratorni teploty.

Optické mikroskopy jsou tvofené objektivem, ktery vytvari prevraceny obraz objektu.
Déle obsahuji okular, ktery umoziiuje pozorovat objekt, podobné jako pomoci lupy. Dalsi
nezbytnou soucasti je zdroj svétla s kondenzorem. RozliSovaci schopnost objektivu je ddna
vzdalenosti tzv. Airyho krouzk (difrakénich obrazct vznikajicich ohybem svétla na vystupni
pupile objektivu). Bodovy objekt se zobrazuje jako jeden bod v ptipadé, ze dojde k prekryvani
Airyho krouzk pfi jejich minimélni vzidjemné vzdalenosti. Tuto vzdalenost definuji
Rayleighova kritéria a uplatiiuji se pouze v pfipadé vizudlniho hodnoceni obrazli. Spojenim
téchto kritérii s teorii difrakce na kruhovém otvoru lze stanovit takovou minimalni vzdalenost,
ktera vede krozliSeni dvou bodi. Ke kvantitativni analyze obrazci lze vyuzit

mikrofotografovani ¢i videomikroskopie s ndslednym pocitaCovym zpracovanim (44).

3.4.Rentgenova difrakce

K hodnoceni mikrostruktury topicky podavanych formulaci byla vyuZita rentgenova difrakce,
jejiz princip je zaloZeny na ozafeni vzorku monochromatickym rentgenovym (RTG) zafenim.
Ptipravené formulace byly hodnoceny za pouziti praskového difraktometru X Pert PRO 0-0
(PANalytical B.V., Almelo, Nizozemi). Malé mnoZstvi z pfipravené formulace (pfiblizné€ 2 ml)
bylo ptfevedeno do specidlniho drzdku (vanic¢ky) a drzak byl umistén do pracovni Casti
difraktometru. Samotné méfeni, provedené v Centréalnich laboratofich VSCHT (RNDr. Jaroslav
Maixner, CSc.), bylo provedeno za laboratorni teploty.

Dopadajici RTG svazek se rozptyluje na elektronech méfeného materidlu (tj. krému),
elektrony v obalech atoml se rozkmitaji s frekvenci odpovidajici vinové délce zateni.
Diusledkem interference téchto parcidlnich vinéni je za jistych okolnosti zesileni rozptyleného
rentgenového zareni v urcitych smérech a v jinych zrusenich. Tento jev se nazyva difrakce
a paprsky zesilen¢ho zareni se oznacuji jako reflexe. Aby doslo k difrakci RTG zareni, tak musi

byt splnéné jisté podminky, které popisuje Braggova rovnice. Ta popisuje difrakci jako odraz

24



RTG zatfeni na strukturnich rovinach krystalu. Svazek rovnobéznych paprskit RTG zateni
o vlnové délce /, ktery dopada pod tthlem @ (théta) na roviny vzdaleny od sebe o hodnotu d.
K difrakci dojde v piipadé€, ze se paprsek odrazeny od jedné roviny zpozdi viici paprsku
odrazenému od vedlejsi roviny o cely nasobek jeho vinové délky. Vysledkem meéfeni je
tzv. difrakéni obrazec (difraktogram) (45,46). Ziskané obrazce byly vyhodnoceny pomoci
programu X’Pert Data Viewer (PANalytical B.V., Almelo, Nizozemi).

3.5.1zolace a zpracovani lidské kiiZe pro permea¢ni experimenty
Lidska kaze vyuzita k izolaci SC byla ziskana diky spolupraci Farmaceutické fakulty UK
v Hradci Krélové se Sanatoriem Sanus a.s. v Hradci Kralové (Oddéleni plastické chirurgie).
Pouziti lidské kiiZze bylo v souladu s Etickou komisi centra Sanus (4/5/2018) a zaroven s ni bylo
nakladano v souladu se zasadami Helsinské deklarace. VSichni darci pied zdkrokem poskytli
ustni a pisemny informovany souhlas (47).

Pouzitd kize v tomto experimentu byla z pacientky, ktera podstoupila chirurgicky
zakrok v abdomindlni krajin€. Kize byla o€isténa, zbavena podkozniho tuku, omyta v ultracisté
(Millipore) vodé a zmrazena, aby nedoslo k jejimu znehodnoceni. Izolace SC se provadi dle
validovaného postupu uvedeného v publikaci autortt Kligman and Christophel (48).

Kuze byla tésné pied zacatkem experimentu rozmrazena, a to vlozenim do kadinky
s ultracistou vodou o teploté 60 °C na nékolik vtefin. Nasledné byla staZena epidermis pomoci
pinzet s tupym koncem, aby nedoslo k naruSenti jeji celistvosti. Oddélena epidermis od dermalni
¢asti byla nasledné vloZena do Petriho misky s fosfatovym pufrem (pH = 7,4; slozeni viz dale)
a trypsinem a inkubovana 12 hodin pii teploté¢ 32 + 0,5 °C (Obrdzek 5). Pouziti trypsinu
umoziuje rozloZeni spodnich (,,Zivych®) vrstev epidermis od jeji ,,nezivé* Casti, tj. SC. Poté
bylo SC n¢kolikrat oplachnuto v ultracisté vodé, a nakonec n¢kolik vtefin v acetonu za i¢elem

odstranéni povrchovych lipida a dalSich necistot.
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Obrazek 5. Zleva lidska kiize ocisténd od podkozniho tuku, epidermis v trypsinu, SC zbaveno zbylych

vrstev epidermis, SC na kruhovém polykarbonatovém filtru.

V ptipad¢é modeloveé poskozené kozni bariéry bylo SC po ocisténi vlozeno do Petriho
misky se smési hexan/ethanol 96% (HEX/EtOH 96%) a extrahovano nejdiive v poméru 2:1
(v/v) 30 min (resp. 2 h) a poté v poméru 1:1 (v/v) 30 min (resp. 2 h). Po definované dob¢
extrakce byly vzorky opatrné prevedeny do Petriho misky s ultracistou vodou. SC bylo
prevedeno z vodného prostiedi na podptrny filtr s definovanymi rozméry pora, ktery umoznil
lepsi manipulaci se vzorky (Obrdzek 5). Kontrolni (neextrahované SC) a poskozené modely
kozni bariéry (extrahované SC) byly spolecné s filtry vloZeny do teflonovych drzakt

s kruhovou difuzni plochou pfiblizné 1 cm?.

3.6.Permeacni experimenty

Pro hodnoceni ucinnosti topicky podavanych formulaci na poSkozenou kozni bariéru byly
pouzity Franzovy difuzni cely (Obrdazek 6). Ty jsou tvofeny dvéma svisle usporadanymi
sklenénymi castmi, a to horni donorovou a dolni receptorovou (akceptorovou) ¢ésti
o pfiblizném objemu 6,5 ml (49). Ob¢ ¢asti jsou oddélené bariérou (= SC + podptrny filtr),
ktera je umisténa v teflonovém drzaku. Vrchni (tlustsi) Sirsi teflonova desticka, ktera ptiléha
k donorové ¢asti Franzovy cely a spodni deska ptiléha k akceptorové ¢asti Franzovy cely.

Vsechny kontaktni plochy v provedeném permeacnim experimentu byly promazany
silikonovou pastou, kterd zvysSovala pfilnavost jednotlivych komponent k sobé, ale zarovein
zamezovala prostupu kapalin. Receptorovd ¢ast Franzovy cely byla pomoci odbérového
raménka naplnéna fosfatovym pufrem (pH = 7,4) ve sloZzeni NaH>PO4.2H,O (2 mmol/l),
NaH>PO4.12H>O (8 mmol/l), NaCl (137 mmol/l) a KCI (2,7 mmol/l), s ptidavkem
gentamicin-sulfatu (50 mg/l). V akceptorové casti bylo umisténo magnetické michadlo pro
zajiSténi homogenity akceptorové faze cely. Takto pfipravené Franzovy cely byly vlozeny

do vodni lazné temperované na teplotu 32 °C. Propustnost modeli kozni bariéry
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((ne)extrahované SC) byly pied a po aplikaci topickych formulaci s bariérovymi lipidy

charakterizovany méfenim TEWL a elektrické impedance.

Obrazek 6. Schématické zndzornéni permeacniho experimentu (vlevo) a ukazka Franzovy difuzni cely,
pouzité v permeacnim experimentu s topicky podavanymi formulacemi na model poskozené kozni

bariéry (vpravo).

3.6.1. Trans-epidermalni ztrata vody (TEWL)

Trans-epidermalni ztrata vody (angl. trans-epidermal water loss; TEWL) hodnocenych model
kozni bariéry byla méfena pfistrojem AquaFlux™ AF200 (Biox Systems Ltd, Londyn, Anglie)
zobrazenym na Obrdazku 7. Princip tohoto méfeni spociva v méteni toku vodni pary uvoliujici
se z urc¢ité plochy povrchu membrany ¢i jiné bariéry. Ta je pomoci vykonného kondenzatoru
pifeménéna na led a nasledné kvantifikovana v ¢ase [g/h/m?] (50).

Po kalibraci pfistroje se sejmula donorova ¢ast Franzovy cely a méfici sonda se ptiloZila
kolmo na otvor drzaku tak, aby nevznikaly zadné otvory pro prostup vzduchu. Signél pro
oznameni vysledku se dostavil ptiblizné do 2 minut od zahédjeni méteni vzorkd. V ptipadé, ze
doSlo k akumulaci velkého mnozstvi ledu, bylo potfeba jej odstranit. K tomu byly pouzity
specialni ty¢inky dodavané vyrobcem, které jsou tvotreny mekkou Spickou. Podminky, za
kterych byla TEWL méfena, se fidila doporucenim vyrobce a po celou dobu byly tyto podminky

konstantni. Okolni teplota mistnosti v rozmezi 20-22 + 1 °C s relativni vlhkosti nizs$i nez 60 %

(51).
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Obrazek 7. Schematické zndazornéni méreni trans-epidermalni ztraty vody (TEWL) pomoci pristroje

AquaFlux™.

Stanoveni TEWL se provadélo u vSech vzorkti kozni bariéry pied a po aplikaci
formulace a vramci jednoho méfeni byla provedena alesponn tii opakovani. Pfi prvnim
permeacnim experimentu se provedlo méfeni pied aplikaci formulaci, tj. po 12h temperaci pfi
32 °C (to). Poté byly na extrahované vzorky SC aplikovany formulace, které na nich byly
ponechany 12 h pfi teploté 32°C. Po této dobé byly formulace opatrné odstranény vatovou
ty¢inkou, nasledné oplachnuty ultracistou vodou a ponechény 12h temperaci pfi teploté 32 °C.
Potom byla u neextrahovanych i extrahovanych vzorki SC zméfena TEWL podruhé (= 12 h po
odstranéni formulace t;), potfeti (= 18 h po odstranéni formulace; t2) a poctvrté (= 24 h po
odstranéni formulace; t3). Pf1 druhém permeacnim experimentu byly vzorky SC zméteny pred
aplikaci (to), a v ¢asech 12 h (t1), 16 h (t2), 24 h (t3) a 36 h (t4) po odstranéni topicky podaného

krému.

3.6.2. Elektricka impedance
Elektrickd impedance pokozky je piimym méfitkem propustnosti kiize a lze ji pouzit
k hodnoceni integrity pokozky a také kozni bariéry, jejiho poSkozeni a zotaveni. V piipadé, ze
je kozni bariéra naruSena, ocekava se snizeni hodnot elektrické impedance, protoZe transportni
rychlost iontli proudicich pres ktizi je vyssi.

Elektricka impedance, stejn¢ jako TEWL, byla provedena u vSech studovanych vzorka
kozni bariéry. K méfeni byl pouzit pfistroj LCR 4080, uzivajici kmitocet 120 Hz. Byla
provedena dvé méfeni, tedy pfed nanesenim formulace a po jejim odstranéni. Pfed samotnym
meéfenim se do horni ¢asti Franzovy cely naneslo 500 pl fosfatového pufru pomoci pipety po
dobu 60 minut. Nasledné byla do plniciho raménka akceptorové ¢asti vlozena prvni sonda LCR
metru. Sonda druha (se $ir§im zakonc¢enim) byla vloZzena do donorové ¢asti Franzovy cely tak,
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aby se dotykala vzniklé vrstvy fosfatovém pufru na SC. U vSech vzorki byla v rdmci jednoho
méteni provedena dvé opakovani. Vysledné hodnoty odporu membran byly zapsany v podobé

odporu membrany o definované plose [kQ x cm?] (52).

3.6.3. Infracervena spektroskopie
Infracervena (angl. infrared; IR) spektroskopie je nedestruktivni zobrazovaci metoda, ktera ma
mimo jiné uplatnéni v hodnoceni organizace lipidi v kozni bariéfe na molekularni irovni (53).
Principem této metody je absorpce fotonti IR zéfeni, coz vede ke zmén¢ vibra¢né-rotacnich
pohybt molekuly. IR zafeni je cast elektromagnetického spektra v oblasti vinovych délek
od 700 nm do 1000 um (vInoéty 12 821-10 cm™). Dle vInoétl mizeme rozdélit IR spektrum
na tfi oblasti, a to na blizkou, stfedni a vzdalenou. NejvéEtsi vyznam pii feSeni strukturdlniho
uspoiadani molekul v SC ma stiedni IR oblast (2,5 x 10° m do 2,5 x 107 m) (54).

Pti studiu uspotadani lipidd v SC je Casto vyuzivana IR spektroskopie zeslabeného
uplného odrazu s Fourierovou transformaci (angl. attenuated total reflection-Fourier transform
infrared, ATR-FTIR). Principem ATR techniky je Gplny odraz IR zafeni na fAzovém rozhrani
méteného vzorku a méficiho krystalu s dostatecné vysokym indexem lomu. Svazek paprsku
dopada pod wurCitym uUhlem na krystal, ktery mé& tvar hranolu a je tvofeny
napf. germaniem nebo selenidem. Métfeny vzorek je v tésném kontaktu s ATR krystalem
a pokud vzorek absorbuje zafeni o urcité frekvenci, pak v totdln¢ odraZzeném zatfeni bude tato
slozka zeslabena.

Vysledkem méteni je IR spektrum, coz je zavislost propustnosti (transmitance) T, ptip.
absorbance A (pozn. zaporny dekadicky logaritmus transmitance) na vlno¢tu (cm™). V ramci
vysledného IR spektra sledujeme dva typy vibraci, tj. valenéni a deformacni (Tabulka 1).
U valenc¢nich vibraci dochdzi k natahovani vazeb (méni se délka vazby), zatimco deformacni
vibrace jsou odpovédné za ohybani vazeb. Deformacni vibrace dale d€lime na rovinné
(zejm. nizkové a kyvavé) a mimorovinné (zejm. v&jitové a kroutivé). Valenéni vibrace
vykazuji vy$si frekvence nez vibrace deformacni, jelikoz energie potfebnd na natazeni vazby je

vy$$i nez na jeji ohnuti (54,55).
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/POZNAMKA

VALENCNI KONFORMACE RETEZCU
SYMETRICKA

2847-2855 ALL-TRANS (<2850 CM™") = DOBRE

USPORADANI
GAUCHE (>2850 CM™") = ZLE USPORADANI

VALENCNI KONFORMACE RETEZCU
ASYMETRICKA

2915-2924 MENE CITLIVA NA KONFORMACNI{ ZMENY
DEFORMACNI LATERALNI USPORADANI DO
NUZKOVA KRYSTALICKE MRIZKY

DUBLET V

ROZMEZI ORTOROMBICKE

@ ~1462-1473
aCH
SINGLET V HEXAGONALNI/KAPALNE
OBLASTI
~1468

DEFORMACNI LATERALNI USPORADANI DO
KYVAVA KRYSTALICKE MRIZKY

DUBLET V

o« ROZMEZI | (ORTOROMBICKE/HEXAGONALNI/KAPALNE)
~720-730

Tabulka 1. Charakteristické valencni a deformacni vibrace methylenovych retézcii bariérovych lipidii,

které Ize studovat v IR spektru. V tabulce je uvedena oblast vinoctit a informace, které lze z dané vibrace

vyvodit (56,57).
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Vliv topickych formulaci na uspotfadani lipidovych fetézcii v modelech bylo hodnoceno
pomoci IR spektrometru Nicolet 6700 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Vzorky SC
byly po permeacnim experimentu vyjmuty z teflonovych drzaki, vysuSeny v exsikatoru a po
12h temperaci (32 °C v termostatu) méfeny na ZnSe ATR krystalu za laboratorni teploty.
Ziskana spektra byla vyhodnocena pomoci programu OPUS.

3.6.4. Zpracovani vysledkii
Veskera namétena data ur¢ena k hodnoceni integrity a stavu lidské ktize, konkrétné vrstvy SC
byly zpracované pomoci programiit Microsoft Excel a GraphPad. Tyto data byly nasledné
podrobeny statistické analyze (ANOVA, t-test).
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4. Vysledky a diskuze

Tato kapitola zahrnuje vysledky provedenych experimenta, tj. piipravu topickych formulaci
s bariérovymi lipidy, jejich hodnoceni a naslednou aplikaci na SC, a kone¢né hodnoceni
vlastnosti SC pied a po aplikaci topickych krémi. Vysledky jsou vyjadieny ve formé grafi

a tabulek, doplnény o slovni popis a diskuzi.

4.1.Prvni permeacni experiment

4.1.1. Priprava a nasledna volba formulaci pouzitych do experimentu

Tuhé lipofilni substance byly navazeny do vytdrované melaminové tfenky s térkou
a nataveny pod infralampou. Po roztaveni se postupné piidaval Cistény slunecnicovy olej
pomoci pipety a obsah tfenky se promisil. Do druhé tfenky byl navazen karbomer a po ¢astech
byla k nému pfidana ¢isténd voda (cca 2 g). Do kadinky byl navazen glycerol 85%,
1,3-propandiol a ¢isténa voda (5,4 g). Smés kapalin byla pomoci sklenéné tyCinky pridana do
trenky s karbomerovym gelem (jiZ neutralizovanym trolaminem). Pomoci infralampy byly obé&
trenky zahtaty na stejnou teplotu (v ptipad€ vodné faze i mirné vyssi). Nakonec se do lipofilni
faze po Castech za pomalého michani ptidala fdze vodna (karbomerovy gel s hydrofilnimi
kapalinami). Ptipravek byl dikladn¢ michan do vychladnuti. Vedle formulaci s karbomerem
byly rovnéZ ptipraveny formulace bez ptidavku viskozitni ptisady (Obrdazek 8). Ptipravené
formulace byly hodnoceny barevnymi reakcemi (methylenova modft pro systémy o/v a Sudan

III pro systémy v/0).

Obrazek 8. Ukazka jedné z pripravenych topickych formulaci, tj. polotuhych emulzi (krémii).

Celkem bylo ptipraveno 8 zékladnich formulaci (krémil/emulgelti/polotuhych emulzi),
které se jednak liSily pfitomnosti viskozitni pfisady, jednak typem pouzitého emulgatoru. Byla
vyuzita 1 zdména ¢i kombinace jednotlivych emulgétor. Slozeni jednotlivych formulaci je
uvedeno v Tabulce 2. Byly ptipraveny krémy obsahujici sorbitan-monostearat + polysorbat 80
s karbomerem (A) nebo bez karbomeru (Al), dile formulace obsahujici kombinaci

glycerol-monostearat + polysorbat 80 s karbomerem (B), nebo bez karbomeru (B1), poté
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formulace obsahujici pouze polysorbat 80 s karbomerem (C), nebo bez karbomery (Cl1),

a konecéné

formulace

obsahujici kombinaci hydrofobniho sorbitan-monostearatu
a glycerol-monostearatu s karbomerem (D), nebo bez karbomeru (D1).

Slozeni/Oznacdeni formulace A A1 B B1 C C1 D D1
olejova faze

Adeps solidus \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/
Alcoholum cetylicus \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/
Acidum stearicum \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/
Cholesterolum \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/
Helianthi oleum raffinatum \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/
vodna faze

1,3-propandiolum \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/
Glycerolum 85% \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/
Agq. purificata \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/
emulgatory

Sorbitani monostearas VvV xxx x vV
Polysorbatum 80 VAN ENEVENENE B
Glyceroli monostearas x x VvV x xS
viskozitni pfisada

Carbomerum/Trolaminum v X v x  x  x

Tabulka 2. Kvalitativni slozeni topickych formulaci se zietelem na typ emulgdatoru a pouziti viskozitni

prisady.

NiZe je uvedeno kvantitativni slozeni pfipravenych formulaci:

33

Formulace A

Adeps solidus
Alcoholum cetilicus
Acidum stearicum
Cholesterolum
Sorbitani monostearas
Polysorbatum 80
Helianthi oleum raffinatum
1,3-propandiolum
Glycerolum 85%
Carbomerum
Trolaminum

Agq. purificata

ad

10g
0,15
0,55
0,09
0,08
0,30
0,15
0,20
0,50
0,50
0,03
0,035
10,0
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Formulace A1

Adeps solidus
Alcoholum cetilicus
Acidum stearicum
Cholesterolum
Sorbitani monostearas
Polysorbatum 80
Helianthi oleum raffinatum
1,3-propandiolum
Glycerolum 85%

Agq. purificata

Formulace B

Adeps solidus
Alcoholum cetilicus
Acidum stearicum
Cholesterolum
Polysorbatum 80
Glyceroli monostearas
Helianthi oleum raffinatum
1,3-propandiolum
Glycerolum 85%
Carbomerum
Trolaminum

Agq. purificata

Formulace Bl
Adeps solidus
Alcoholum cetilicus
Acidum stearicum
Cholesterolum
Polysorbatum 80

Glyceroli monostearas

ad

ad

10g
0,15
0,55
0,09
0,08
0,30
0,15
0,20
0,50
0,50
10,0

10g
0,15
0,55
0,09
0,08
0,30
0,15
0,20
0,50
0,50
0,03
0,035
10,0

10g
0,15
0,55
0,09
0,08
0,30
0,15
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Helianthi oleum raffinatum
1,3-propandiolum
Glycerolum 85%

Aq. purificata

Formulace C
Adeps solidus
Alcoholum cetilicus
Acidum stearicum
Cholesterolum
Polysorbatum 80
Helianthi oleum raffinatum
1,3-propandiolum
Glycerolum 85%
Carbomerum
Trolaminum

Agq. purificata

Formulace C1

Adeps solidus

Alcoholum cetilicus
Acidum stearicum
Cholesterolum
Polysorbatum 80
Helianthi oleum raffinatum
1,3-propandiolum
Glycerolum 85%

Agq. purificata

Formulace D
Adeps solidus
Alcoholum cetilicus
Acidum stearicum

Cholesterolum

ad

ad

ad

0,20
0,50
0,50
10,0

10g
0,15
0,55
0,09
0,08
0,45
0,20
0,50
0,50
0,03
0,035
10,0

10g
0,15
0,55
0,09
0,08
0,45
0,20
0,50
0,50
10,0

10g
0,15
0,55
0,09
0,08



Sorbitani monostearas 0,30

Glyceroli monostearas 0,15
Helianthi oleum raffinatum 0,20
1,3-propandiolum 0,50
Glycerolum 85% 0,50
Carbomerum 0,03
Trolaminum 0,035
Aq. purificata ad 10,0
Formulace D1 10g
Adeps solidus 0,15
Alcoholum cetilicus 0,55
Acidum stearicum 0,09
Cholesterolum 0,08
Sorbitani monostearas 0,30
Glyceroli monostearas 0,15
Helianthi oleum raffinatum 0,20
1,3-propandiolum 0,50
Glycerolum 85% 0,50
Agq. purificata ad 10,0

Ze zacatku ptipravy krémi byl studovan vliv hydrofilnich kapalin na vysledny vzhled
a konzistenci formulace. To zahrnovalo pfitomnost/neptitomnost 1,3-propandiolu, glycerolu
85% nebo obou slozek. Bylo ptipraveno nékolik formulaci, ve kterych bylo zastoupeni téchto
kapalin pozménéno ¢i dokonce eliminovano. U téchto ptipravkia vSak nebyla pozorovana
vyraznd vizualni zména v homogenité. Na druhou stranu vSak byla pozorovana nepatrné vyssi
viskozita ptipravki. Vzhledem k tomu, Ze tyto zmény nebyly na kvalitu formulaci znac¢né, byly
hydrofilni kapaliny pro dalsi zpracovani ve formulacich ponechdny. Poté byl zkouman vliv
emulgatorl, tj. sorbitan-monostearatu, glycerol-monostearatu a polysorbatu 80, ktery nebyl
soucasti ptivodni receptury. Polysorbat 80 (znamy pod komerénim nazvem Tween® 80) je ester
kyseliny olejové konjugovany s piiblizn€ 20 jednotkami ethylenoxidu. Jde o neiontovou PAL
bez zapachu a chuti s hydrofilné-lipofilni rovnovahou pftiblizné 15. Polysorbat 80 je schopen

snizovat mezifazové napéti systému a pouziva se také jako solubilizator ¢i sméacedlo (58).
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Po pripravé jednotlivych formulaci byla provedena optickd mikroskopie. Formulace se
pozorovaly pfi 100x a 200x nasobném zvétSeni. U kazdé jednotlivé formulace se vytvorily
alespont dva snimky pii uvedeném zvétSeni. Obrdzek 9 zobrazuje mikrostrukturu formulaci
(A-Al, B-Bl1, C-Cl1, D-DI). V horni ¢asti (nad snimky) jsou uvedeny nazvy formulaci,
postranni znaceni vlevo udava zvétSeni. Je patrné, Ze velikost kapének u A-Al, B-B1 a C-Cl
je vyrazné mens$i nez v ptipadé formulace D-D1, nezdvisle na pfitomnosti/nepfitomnosti
karbomeru. U téchto ptipravkll byla pozorovana zna¢nd zrnitost, a proto formulace D a D1

nebyly pouzity do dal$iho kroku.

=00k

=00¢

=00k

=00g

Obrazek 9. Zobrazeni topickych formulaci (krémii) se zietelem na typ emulgatoru a pouziti viskozitni

prisady (karbomeru).

Pti pozorovani formulaci optickou mikroskopii nebyla u piipravki obsahujicich
viskozitni ptisadu pozorovana vyrazna zrnitost, avSak ptipravky obsahujici karbomer mély pro
dalsi experimenty nezadouci konzistenci, coz by cinilo pfipravky obtizn¢ aplikovatelné. Pro
dalsi ¢ast experimentu byly proto zvoleny ty formulace, které neobsahovaly viskozitni ptisadu

a byly zaloZeny na kombinaci hydrofilniho a hydrofobniho emulgétoru, tj. formulace Al, B1
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a C1. Do téchto formulaci byly zapracovany Cer, tedy latky diilezité pro strukturu a zachovani
bariérovych vlastnosti SC, a tedy zlepSeni schopnosti zadrzovat vodu (59).

Nejdiive byly pfipraveny topické formulace obsahujici Cer AP, jehoz acyl mastné
kyseliny (C18) je hydroxylovan v poloze o (A) a jehoz sfingoidni baze je tvofena
fytosfingosinem (P). Cer AP je schopen tvofit vysoce stabilni nanostrukturu diky svym ¢tyfem
hydroxylovym skupinam, které vytvati silnou sit’ postrannich vodikovych vazeb. Jeho vyhodou
je mensi finan¢ni narocnost v porovnani s Cer s velmi dlouhymi nebo ultradlouhymi fetézci,
napt. Cer EOS ¢i Cer EOP. Vedle formulaci s fytoceramidem byly také ptipraveny formulace
obsahujici kombinaci Cer AP a ultradlouhého Cer EOS. Cer EOS je nejcastéjsi pfirozené se
vyskytujici ultradlouhy Cer ve SC. Jeho acylova ¢ast (C32) je w-hydroxylovana a esteroveé
vazana s kyselinou linolovou (EO), sfingoidni ¢ast molekuly Cer tvofi sfingosin (S) (60).

Mnozstvi pouzitych Cer do formulaci tvofila 0,6 % hmotnosti celého piipravku.
U kazdého typu formulace byl pfipraven ptipravek obsahujici 0,6 % Cer AP nebo 0,6 % Cer
AP + Cer EOS, jehoz molarni pomér byl 0,7:0,3. Pro 10g topicky pripravek bylo zapotiebi 60
mg (0,6 %) bariérovych Cer. Vypocet mnozstvi Cer AP a Cer EOS je uveden nize:

Mprim) = 0,7 - 599,97 (Cer AP) + 0,3 -1013,0 (Cer EOS) = 723,873 g/mol

a tedy mnoZstvi jednotlivych Cer je

0,06
Meer ap = 733873 599,97-0,7 = 0,034 g na 10 g pripravku

0,06
Mcer E0s = 723873

pficemZ Mpram) odpovidd souctu soucinit poZzadovanych molarnich pomérti a molekulovych

-1013,0- 0,3 =0,026 g na 10 g pripravku

hmotnosti Cer AP a Cer EOS; kde Mcer ap 0dpovida molekulové hmotnosti Cer AP a Mcer Eos
odpovida molekulové hmotnosti Cer EOS.

Ptiprava formulaci s bariérovymi Cer byla podobna jako u krémt bez Cer. Do natavené
olejové faze, jejiz soucasti byl(y) pouzit(y) Cer, byla postupné emulgovana faze vodna. Zde
byla ¢isténa voda nahrazena octanovym pufrem, ktery udrzoval kyselé (~5,5) pH vodné faze.
Celkove byly ptipraveny formulace bez Cer (,,placebo®), dale ptipravek s Cer AP a piipravek
s kombinaci Cer AP a Cer EOS. Kvalitativni a kvantitativni sloZeni pfipravenych formulaci je

uvedeno v Tabulce 3.
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Formulace A1 Formulace B1 Formulace C1

Cer AP + Cer AP + Cer AP +
Slozeni »placebo* c(:::sf}? Cer EOS ,placebo* ?:rsﬁ;? Cer EOS »placebo* ((::23? Cer EOS
27 (0.34%10.26%) o (0.34%/0.26%) e (0.34%/0.26%)
Ceramidum AP - 0,06 - 0,06 0,034 - 0,06 0,034
Ceramidum EOS - - - - - 0,026 - - 0,026
Adeps solidus 0,15 0,15 - 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Alcoholum cetylicus 0,55 0,55 - 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55
Acidum stearicum 0,09 0,09 - 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09
Cholesterolum 0,08 0,08 - 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
Polysorbatum 80 0,15 0,15 - 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Sorbitani monostearas 0,30 0,30 - - - - - - -
Glyceroli monostearas - - - 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Helianthi ol. raff. 0,20 0,20 - 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
1,3-propandiolum 0,50 0,50 - 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Glycerolum 85% 0,50 0,50 - 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Sol. natrii acetatis cum 10,0 10,0 ; 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0

acido acetico pH 5,5 ad

Tabulka 3. Kvantitativni a kvalitativni slozeni formulaci bez bariérového Cer nebo s Cer AP nebo

kombinaci Cer AP a Cer EOS.

Po zapracovani Cer AP do formulaci liSicich se pouzitymi emulgéatory (formulace Al,
B1 a C1) byly vzniklé ptipravky vizualné hodnoceny. U formulace A1 obsahujici Cer AP byla
patrnd véEtsi zrnitost krému a mens$i homogenita ve srovnani s formulacemi B1 a C1. Proto
formulace Al s obsahem Cer AP + Cer EOS jiz nebyla déale pfipravena a formulace Al
(,,placebo* a ,,Cer AP (0,6%)“) nebyly jiz déale studovany. Celkové tedy bylo pfipraveno
8 formulaci (Obrazek 10), které byly hodnoceny pomoci optické mikroskopie. Popisky v horni
¢asti Obrdzku 10 ukazuji oznaceni formulace, zatimco postranni popisek vpravo uvadi zvétseni.

Formulace B1 ,,placebo* obsahovala pomérné velké shlukujici se castice, byt byl
ptipravek pouhym okem homogenni. MiiZe jit o ¢astice cholesterolu nebo oddélené olejové
kapicky ¢isténého slunecnicového oleje €1 jinych komponent. Pfidavek Cer AP nebo kombinace
Cer AP + EOS nevedl k rozpadu emulzniho systému ani vzniku zrn ¢i nerozpusténych castic
v pfipravku B1. Na obrazku jsou patrné velmi jemné a homogenni struktury obou krémd.
Prakticky velmi podobnou mikrostrukturu pii zvétSeni 100%/200x mély formulace C1, a to jak
v ptipad¢ ,,placeba®, tak i formulaci na bazi Cer AP ¢i formulace s Cer AP a Cer EOS (Obrazek
10).
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Obrdazek 10. Zobrazeni topickych formulaci bez bariérového Cer nebo s Cer AP nebo kombinaci Cer

AP a Cer EOS.

Ptipravené krémy B1 a C1 byly dale hodnoceny pomoci rentgenové difrakce, ktera byla
provedena ve spolupraci s Centralnimi laboratofemi Vysoké Skoly chemicko-technologické
v Praze. Na Obrdazku 11 je zobrazen difraktogram, v jehoz pravé €asti (oblast Sirokych thla) 1ze
hodnotit laterdlni uspotfaddani lipidovych fetézci v pfipravenych formulacich. Ve vSech
difraktogramech byl nalezen difrakéni pik (s pfibliznou délkou 0,41 nm), ktery znaci
hexagonalni uspotrddani. Ve formulaci C1, ktera obsahuje kombinaci Cer AP a Cer EOS byla
nalezena tzv. La faze s periodicitou 3,74 nm. Velmi podobnd mezirovinna vzdalenost byla
pozorovana i pti studiu mikrostruktury modelovych membran SC a byla oznacena jako faze
separovan¢ho fytoceramidu (61-63). Z vysledkti hodnoceni struktury formulaci 1ze tedy
naznacit, Ze u formulace C1 na bazi Cer AP a Cer EOS byla zjiSténa Castecna fazova separace

fytoceramidu. U vSech ostatnich formulaci nebyla tato skutecnost pozorovana.
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Obrazek 11. Difraktogramy topickych formulaci (formulace Bl na bazi glycerol-monosteardtu
a polysorbatu 80 v odstinech cervené a formulace CI na bazi polysorbatu 80 v odstinech zelené) bez

bariérového Cer nebo s Cer AP nebo kombinaci Cer AP a Cer EOS.

4.1.2. Aplikace topickych formulaci na modelové poskozenou koZni
bariéru

Aby se mohl studovat vliv Cer AP a Cer EOS na bariérové vlastnosti SC, bylo nutné ¢ast vzorki
SC modelové poskodit. Pred zacitkem vlastntho permea¢niho experimentu bylo SC
extrahovano po dobu 30 min ve smési HEX/EtOH 96%. Nasledné¢ bylo SC vloZeno na
polykarbonatovou podplrnou membranu (filtr), kterd sama o sobé nema vliv na podporu
bariérovych vlastnosti SC, jak jiz bylo diskutovano ve studii zabyvajici se délkou Cer a jejich
roli v kozni lipidové membran¢ (64).

V permeacnim experimentu bylo pouZito nativni SC jako kontrolni membrany (po péti
opakovanich), tj. zdrava kozni bariéra. Na modelové posSkozené (= extrahované) SC bylo
pomoci specidlné¢ upravenych plastovych stfikacek aplikovdno 6 rtznych piipravka Bl
(,,placebo*, ,,Cer AP (0,6%)“ a ,,Cer EOS (0,34%) + Cer AP (0,26%)*) a C1 (,,placebo®, ,,Cer
AP (0,6%)“ a ,,Cer EOS (0,34%) + Cer AP (0,26%)“) po péti opakovanich. Na modelové
poskozené SC bylo vzdy naneseno 0,166 g dané formulace, tedy takové mnozstvi, které
odpovidalo 1 mg topicky podaného Cer AP nebo Cer AP + Cer EOS.

Vysledky TEWL vradmci prvniho permeacniho experimentu jsou zobrazeny na
Obrazku 12. U kontroly (¢erné sloupce) byla zméfena hodnota 12,29 + 0,56 g/h/m?(65).
V ptipadé ,,placebo* formulaci B1 (s obsahem glycerol-monostearatu a polysorbatu 80; svétle
rizové sloupky) byly naméieny hodnoty TEWL nasledovné: 25,47 + 0,56 g/h/m* (pied
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aplikaci) a 27,10 + 0,56 g/h/m? (24 h po aplikaci). Podobné hodnoty byly naméfeny i v piipadé
formulaci B1 s Cer AP (32,64 + 0,56 g/h/m?; tmavé rizové sloupky) a Cer AP + Cer EOS
(24,82 + 0,56 g/h/m?; gervené sloupky). Podobné hodnoty TEWL byly rovnéz naméfeny 24 h
po aplikaci formulaci Cl1, tj. ,,placeba“ (svétle zelené sloupky), formulace s Cer AP (neonové
zelené sloupky) a formulace s Cer AP + Cer EOS (tmavé zelené sloupky), jak je uvedeno

v Obrazku 12. Zmény mezi jednotlivymi hodnotami TEWL nebyly statisticky vyznamné.

501
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Obrazek 12. Grafické znazornéni méreni TEWL [g/h/m’] v ramci prvniho permeacniho experimentu
u modelové poskozené kozni bariéry (SC). Hodnoty jsou vyjadreny jako aritmeticky primer + SEM
(stiedni chyba priméru). Cernou barvou je oznacend kontrola, tj. SC bez extrakce a aplikace jakékoliv
formulace. Sloupky v odstinech cervené patii vzorkiim, na které byla aplikovana formulace na bazi
glycerol-monosteardtu (GMS) a polysorbdtu 80 (Tween®™), tedy formulace Bl. Sloupky v odstinech
zelené patii vzorkiim, na které byla aplikovina formulace na bazi polysorbatu 80 (Tween®), tedy
formulace CI. Bily sloupek znaci hodnotu TEWL pred (znaménko minus) a plny sloupek znaci hodnotu

TEWL po aplikaci prislusné formulace = mereno 24 h po aplikaci (znaménko plus).

Dal$im permeacnim parametrem byla elektrickd impedance, jejiz vysledky jsou
zobrazeny v grafu na Obrazku 13. Zpisob oznaceni vzorkl se shoduje se systémem oznaceni
v ramci méfeni TEWL (viz vySe). V grafu je hodnota elektrické impedance vztaZend na
jednotku plochy, tedy plochu kruhu teflonovém drzaku. U kontroly (neextrahované SC; Cerny
sloupek) byla zméfena hodnota 68 + 9 kQ x cm? (66). Pro formulace B1 byly naméfeny hodnoty
elektrické impedance bez statistickych rozdilt (sloupky v odstinech cervené barvy). V piipadé
formulaci C1 (sloupky odstinti zelené barvy) byly hodnoty elektrické impedance nizsi ve

srovnani s formulacemi B1, rovnéz vSak nebyla pozorovana statisticky vyznamna zmeéna.
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Hodnoty elektrické impedance u modelové poskozené bariéry po aplikaci formulaci (24 h) C1
byly nasledujici: 2 = 9 kQ x cm? (,,placebo®), 3 + 9 kQ x cm? (,,Cer AP (0,6%)*) a 3 = 9 kQ x
cm? (,,Cer AP (0,34%) + Cer EOS (0,26%)).
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-t - F - F -+ - F -+
GMS/Tween Tween '

Obrazek 13. Grafické znazornéni méreni elektrické impedance [kQ x cm?] v ramci prvniho permeacniho
experimentu u modelové poskozené kozni bariéry (SC). Hodnoty jsou vyjadreny jako aritmeticky priimer
+ SEM (stiedni chyba priiméru). Cernou barvou je oznacend kontrola, tj. SC bez extrakce a aplikace
Jjakékoliv formulace. Sloupky v odstinech cervené patii vzorkiim, na které byla aplikovana formulace na
bazi glycerol-monosteardtu (GMS) a polysorbdtu 80 (Tween®), tedy formulace B1. Sloupky v odstinech
zelené patii vzorkiim, na které byla aplikovéna formulace na bdzi polysorbdtu 80 (Tween®), tedy
formulace C1. Bily sloupek znaci hodnotu elektrické impedance pred (znaménko minus) a plny sloupek

znacl hodnotu elektrické impedance po aplikaci prislusné formulace (znaménko plus).

Po permeacnim experimentu byly vzorky SC opatrné vyjmuty z Franzovych difuznich
cel a vysuSeny v exsikatoru po dobu 12 h. Poté byly vzorky SC ptfevedeny do Petriho misky,
kde byly hydratovany vodni parou pii teploté 32 °C po dobu 12 h. Po této dobé byly vzorky
meéfeny technikou ATR-FTIR. IR spektroskopie byla vyuzita pro hodnoceni mikrostruktury SC,
Mg¢éfteni bylo provedeno pfti laboratorni teploté (25 °C). Pokud jsou ve studovaném vzorku kozni
lipidy prevazné v tzv. all-trans (,,cik-cak®) konformaci, jsou lipidové fetézce velmi dobie
uspofadany. Toto je charakteristické tim, ze hodnoty vlnoctl symetrickych methylenovych
valenénich vibraci nejsou vy$si nez 2850 cm™ (67). Cim je hodnota maxima pasu vyssi, tim

jsou lipidy hiife uspoiadany. Pokud jsou hodnoty vInoéth vyssi jak 2850 cm™, jsou lipidy
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neusporadany a tvoii tzv. gouche konformace, coz mé za nasledek také snizeni bariérovych
funkci ktize. Hodnoty typické pro zdravé SC se pohybuji kolem 2848 cm™ (67,68).

Obrazek 14 znazoriuje symetrické methylenové valenéni vibrace lipidovych fetézci,
a to jak kontrolni membrany (¢erna barva), tak modelové poskozené (Seda barva) a také vibracni
pasy po aplikaci formulaci B1 a C1 na modelové poskozené SC. Z polohy maxima kontrolni
membrany je patrné, ze lipidy jsou velmi dobfe uspotadany (hodnota pfiblizné¢ 28482849
cm™). Sedy spektralni pés, ktery patii modelové poikozené bariéfe, tj. extrahovanému SC, je
posunut k vy$§im hodnotam vInoCtl, coz znaci horSi uspotadéani lipidovych fetézca,
a vysvétluje také zhorSeni bariérové funkce SC. Po aplikaci topickych formulaci B1 a C1 doslo
sice k poklesu maxim charakteristickych vibraci, avSak tato zména nedosahuje vychozi
hodnoty, jinymi slovy nebyl tento pokles statisticky vyznamny. Stejné¢ tak nebyly viditelné

statistické rozdily mezi jednotlivymi typy formulaci Bla C1.

A B
A A
Cer AP
—_ +CerEOS  ~— Cer AP
=] s + Cer EOS
& 8,
i} =
N ‘N
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3 8
£ SC EXTR E
SC EXTR
SC (kontrola)
SC (kontrola)

O
P

P e D P P
& F P & PP
Vinocet [cm'1] Vinocet [cm'1]

Obrazek 14. ATR-FTIR spektra zndzornujici symetrické valencni vibrace methylenovych skupin
kontrolni modelové membrany (nativni SC; cerna barva), modelové poskozené bariéry (extrahované
SC; Seda barva) a modelové poskozené bariéry po aplikaci topické formulace Bl na bdzi

glycerol-monosteardtu a polysorbatu 80 (panel A) a formulace C1 na bazi polysorbatu 80 (panel B).

Z hodnot methylenové ntizkové (deformacni) vibrace (Obrazek 15), mizeme stanovit
lateralni uspofadani fetézcli v prostoru. Za fyziologickych podminek mohou byt lipidy
v ortorobickém (Ctvercovém) usporadani, pro které je typické velmi tésné uspotfadani
lipidovych fetézcti. Retézce mohou byt uspotadany i volnéji, a to do hexagonalni ¢i kapalné
(fluidni) miizky. Pfitomnost tzv. dubletu v oblasti (vlnoCty maxim pftiblizné¢ 1462 a 1472

cm') ve spektru vypovidd o ortorombickém uspotadani, naopak singlet (vinoéty maxima
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piiblizné 1468 cm™) je vysledkem hexagonalniho, resp. fluidniho uspotadani (viz Tabulka 1)
(57,69).

Ptitomnost dubletu lze pozorovat u vSech studovanych vzorkd, tj. vSechny studované
membrany jsou v t€sném ortorombickém uspotradani. U extrahovaného SC je vidét rozsiteni
dubletu (Sedy pas ve spektru). Po aplikaci formulaci B1 je naopak mozné vidét jeho zuzeni,
pfiCemz tato nejveétsi zmeéna je patrnd u formulace s obsahem Cer AP a Cer EOS. V pfipad¢, ze
je na extrahované SC aplikovana formulace s hydrofilnim polysorbatem 80 (formulace C1),
k zazeni dubletu dochazi, ale zaroven je mozné vidét jeho proménu v raménko a lze pozorovat
i postupny nértist hexagondlniho uspofadani (centralni singlet o pfiblizné hodnot& 1468 cm™).
U formulace C1 je tedy pfitomnost dubletu méné vyrazna; lipidy jsou pravdépodobné volngji

uspotradany.

Cer AP Cer AP
+ Cer EOS + Cer EOS

Intenzita [a.u.]
Intenzita [a.u.]

SC EXTR SC EXTR
SC (kontrola)

SC (kontrola)
) Q \7) ) Q \2)
< A < A
RN QIR RS

Vinocet [cm'1] Vinocet [cm"]

Obrazek 15. ATR-FTIR spektra zndzornujici methylenové niizkové vibrace kontrolni modelové
membrany (nativni SC; cerna barva), modelové poSkozené bariéry (extrahované SC; Seda barva)
a modelove poskozené bariéry po aplikaci topické formulace Bl na badzi glycerol-monosteardtu

a polysorbdtu 80 (panel A) a formulace CI na bazi polysorbatu 80 (panel B).

Z prvniho permeaéniho experimentu Ize shrnout nékolik zavért. Topicky podavané
formulace s hydrofilnimi kapalinami (napf. glycerolem 85%) maji srovnatelné vlastnosti jako
formulace, u kterych jsou tyto kapaliny nahrazeny ¢isténou vodou. Pomoci optické mikroskopie
byly formulace s bariérovymi Cer na bazi glycerol-monostearadtu a sorbitan-monostearatu,
resp. sorbitan-monostearatu a polysorbatu 80, vyhodnoceny jako nevyhovujici z divodu tvorby
zrn a jejich nasledného spojovani do velkych shluk. Pomoci rentgenové difrakce byla
u formulace s bariérovymi Cer AP a Cer EOS na bazi polysorbatu 80 pozorovéna fazova

separace. Modelové poskozena bariéra (extrahované SC) ma po aplikaci topické formulace (bez
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ohledu na pouzity emulgator) bez bariérovych Cer podobné bariérové vlastnosti, jako
extrahované SC, na které byla aplikovana formulace s bariérovymi Cer. Vysledky vSak nejsou
zcela jednoznacné, proto byly upraveny nékteré podminky a postupy, napi. koncentrace

bariérovych lipidi ve formulacich ¢i délka permeracniho experimentu.

46



4.2.Druhy permeacni experiment

4.2.1. Priprava a nasledna volba formulaci pouzitych do experimentu
Pro dal$i experiment byla zvolena formulace Bl, tj. polotuhd emulze na bazi hydrofilniho
(polysorbat 80) a hydrofobniho emulgatoru (glycerol-monostearat), u které byla upravena
koncentrace Cer tak, aby mnozstvi aplikované formulace bylo v druhém permeacnim
experimentu polovicni, ale zadroven bylo zaruceno, Ze na modelové poskozenou kozni bariéru
bude aplikovano 1 mg Cer AP (+ Cer EOS).

Ptiprava formulaci do druhého permeacniho experimentu probihala ve stejném duchu
jako v ramci prvniho experimentu s tim rozdilem, Ze koncentrace Cer byla dvojnasobné vétsi
oproti prvnimu pokusu (1,2 %) a zaroven snizeni mnozstvi vodné faze (octanového pufru).
Dtivodem bylo zmenseni objemu aplikované formulace na model poskozené kozni bariéry,
pricemz mnozstvi aplikovaného Cer AP, resp. smési Cer AP a Cer EOS zlstalo stejné jako
v pfipadé€ prvniho permeacniho experimentu. Poméry vSech ostatnich slozek (zejména olejové
faze) zlstaly zachovany. Byly pfipraveny 3 formulace B1 zaloZené na kombinaci polysorbatu

80 a glycerol-monostearatu, jak uvadi Tabulka 4.

Formulace B1

Cer AP +
Slozeni »placebo Cle;:y) Cer EOS
(12%)  0.68%/0.52%)
Ceramidum AP - 0,06 0,034
Ceramidum EOS - - 0,026
Adeps solidus 0,15 0,15 0,15
Alcoholum cetylicus 0,55 0,55 0,55
Acidum stearicum 0,09 0,09 0,09
Cholesterolum 0,08 0,08 0,08
Polysorbatum 80 0,30 0,30 0,30
Glyceroli monostearas 0,15 0,15 0,15
Helianthi ol. raff. 0,20 0,20 0,20
1,3-propandiolum 0,50 0,50 0,50
Glycerolum 85% 0,50 0,50 0,50
Sol. natrii acetatis cum 5.0 5.0 5.0

acido acetico pH 5,5 ad

Tabulka 4. Kvantitativni slozeni formulact bez bariérového Cer nebo Cer AP nebo kombinaci Cer AP a

Cer EOS, pouzitych v druhém permeacnim experimentu.

Po piipravé téchto formulaci, ktera vychazela ze stejnych postupl jako v ptipadé
prvniho experimentu, byla provedena opét opticka mikroskopie. Formulace byly pozorovany

pii zvétSeni 100x a 200x. Na Obrdazku 16 je zobrazena mikrostruktura formulace B1 (,,placebo®,
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,»Cer AP (1,2%)“ a ,,Cer AP (0,68%) + Cer EOS (0,52%)*), které byly pouzity do druhého
permeacniho experimentu. V horni ¢asti nad snimky je uveden typ formulace, postranni znaceni
vpravo pak udava zvétSeni, které bylo pouzito. Velikost ¢astic je priblizné stejna u vSech

ptipravk, ¢astice jsou relativné rovnomeérné rozvrstvené a netvoii shluky.

Cer AP (0,68%) +
»~placebo” Cer AP (1,2%) Cer EOS (0,52%)

x001

Formulace B1

x002

Obrazek 16. Zobrazeni topickych formulaci (krémit) Bl na bazi glycerol-monostearatu a polysorbatu

80 bez bariérového Cer nebo s Cer AP nebo Cer EOS.

V duisledku ¢asového deficitu a technickych problémi s pfistrojem na externim pracovisti

nebylo provedeno méteni mikrostruktury pfipravenych formulaci pomoci RTG difrakce.

4.2.2. Aplikace topickych formulaci na modelové poSkozenou koZni
bariéru
Mimo upravu koncentrace Cer v topickych formulacich byly také upraveny extrakéni
podminky pro SC, za kterych byla modelové kozni bariéra poSkozena. SC bylo extrahovano ve
smesi HEX/EtOH 96% (2:1, v/v) po dobu 2 h a poté extrahovano dalsi 2 h ve smési HEX/EtOH
96% (1:1, v/v). ProdlouZenim extrakéniho ¢asu bylo zarueno dokonalé poSkozeni kozni
bariéry.

Na modelové poskozenou kozni bariéru bylo aplikovano poloviéni mnoZzstvi topické
formulace ve srovnéni s prvnim experimentem, tj. 0,083 g, pficemZ mnozZstvi aplikovaného Cer
AP nebo Cer AP + Cer EOS bylo stejné jako v prvnim ptipadé, tedy 1 mg. Oproti prvnimu
experimentu byl u druhého pokusu prodlouzena délka celého experimentu, tak jak je uvedeno
v metodické ¢asti prace. Pro druhy permeacni experiment byly zvoleny pouze formulace Bl,
tj. ,,placebo®, formulace ,,Cer AP (1,2%)* a formulace ,,Cer AP (0,68%) + Cer EOS (0,52%)".

U modelti zdravé a poSkozené/extrahované kozni bariéry byla métfena ztrata vody

(TEWL; Obrazek 17). U kontrolnich membran (neextrahovaného SC) byla namétena hodnota
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38,54 + 0,56 g/h/m?, ktera byla po celou dobu (36 h) experimentu konstantni. V piipadé
topickych formulaci l1ze pozorovat, Ze po jejich aplikaci na modelové poskozenou kozni bariéru
(extrahované SC) dochazi k poklesu ztraty vody v Case. Je zajimavé, ze po aplikaci formulace
bez bariérovych Cer je hodnota TEWL niZsi (66,22 + 0,56 g/h/m?) neZ po aplikaci formulace
obsahujici Cer AP, tj. 75,27 + 0,56 g/h/m?. V piipadé poskozené bariéry, na kterou byl
aplikovan topicky ptipravek ,,Cer AP (0,68%) + Cer EOS (0,52%)* byla naméfena nejnizsi
hodnota TEWL, tj. 61,16 + 0,56 g/h/m* Byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil mezi
vlivem formulaci ,,Cer AP (1,2%)* a ,,Cer AP (0,68%) + Cer EOS (0,52%)* ve 24 a 36 hoding
experimentu. Jinymi slovy lze pozorovat signifikantni pokles v propustnosti bariéry po podéni
formulace obsahujici kombinaci bariérovych Cer. Statisticky vyznamny rozdil byl také
pozorovan v ptipad¢ vlivu formulace ,,Cer AP (0,68%) + Cer EOS (0,52%)“ mezi zacatkem

(t=0 h) a koncem experimentu (t = 36 h).

90+
N'E 80_
< 70- i .
5 A
= 60- # sy S
< 1 * 4 o
w 50
=
40- }———H—H Cer AP +
] " CerEOS

1
0 12 24 36
Cas [h]

Obrazek 17. Grafické zndzornéni méreni TEWL [g/h/m’] v ramci druhého permeacniho experimentu
u modelové poskozené kozni bariéry (SC). Hodnoty jsou vyjadreny jako aritmeticky prumer = SEM
(stredni chyba priméru), * zndzornuje statisticky vyzmamny rozdil po aplikaci formulace
,,Cer AP + Cer EOS* mezi zacatkem a koncem experimentu, # zndzornuje statisticky vyznamny rozdil

viivu formulact ,,Cer AP* a ,,Cer AP + Cer EOS*.

Pti druhém permeacnim experimentu bylo provedeno pouze méieni TEWL. V dasledku
casového deficitu a technickych problémi nebylo provedeno méteni elektrické impedance a IR

spektroskopie.
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5. Zavér

Ceramidy jsou nedilnou soucasti lidské ktze a jejich diilezitost je pro zivot savcu bezesporu
velmi vyznamna. Snizené frakce nékterych typt ceramidii (zejména s ultradlouhym fetézcem)
byla pozorovana u pacientl s atopickou dermatitidou ¢i psoriazou, a proto lze fict, ze vyzkum

téchto latek je pro skupinu pacientti trpici koZznimi onemocnénimi do budoucna velmi pfinosna.

vvvvv

vvvvv

at’ jde o jejich imunosupresivni ucinky, zvySenou tvorbu akné, zten¢ovani tkan¢ a paradoxni
snizeni bariérovych ucinkll kize. VySe zminéné nevyhody jsou podnétem pro intenzivni
vyzkum alternativnich cest v 1é€bé poSkozené kozni bariéry, jako je napf. zevni podavani
bariérovych lipidd, a to hlavné ceramida.

Cilem této prace bylo navrhnout a pfipravit pomérné jednoduchou formulaci na bazi
bariérovych ceramidi (s velmi dlouhym Cer AP a ultradlouhym Cer EOS), s kyselym pH vodné
faze a nendrocnou aplikaci na misto podédni. Dal§im cilem této diplomové prace bylo hodnotit
vliv formulaci na bariérové vlastnosti modelové poskozené kozni tkané. Bylo pfipraveno
n¢kolik zékladnich typt topicky podavanych krémd, u kterych byly hodnoceny jejich vlastnosti,
jako jsou homogenita a vzhled/textura. Nasledné byly formulace (liSici se typem pouZitého
emulgatoru) hodnoceny v permeacnim experimentu na poskozené kozni bariéte (rohové vrstveé
lidské ktze) dle validovanych postupti. Na zéklad¢ ziskanych vysledki z prvniho permeaéniho
experimentu, kde nebyly pozorovany statistické zmény, byla navrzena uprava koncentrace
bariérovych Cer vybrané formulace, dale byly pozménény extrakéni podminky rohové vrstvy
kize a konec¢né délka permeacniho experimentu. Po aplikaci topickych kréml v druhém
permeacnim experimentu bylo pozorovano, ze ptidavek bariérovych lipidi statisticky snizuje
propustnost modelové posSkozené kozni bariéry. Tato skutecnost otevira cestu k dalSimu studiu
topicky podéavanych ptipravkil s ceramidy. Vysledky této diplomové prace mohou najit
uplatnéni ve vyvoji topicky podavanych formulaci s bariérovymi lipidy a byt vhodnym
podkladem pro studium posSkozené kozni bariéry a potencialnich cest jejiho efektivniho

obnoveni.
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6. Pouzité zkratky

AD
ATR-FTIR

Cer

IR

LPP
MALDI-TOF-MS

MMP
NMF
PAL
ROS
RON
RTG
SC
SPP
TEWL
TNF-a
uv
VIS
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atopicka dermatitida

IR spektroskopie zeslaben¢ho uplného odrazu s Fourierovou
transformaci (angl. attenuated total reflection-Fourier transform
infrared)

ceramid(y)

infracervené zafeni

faze s dlouhou periodicitou (angl. long periodicity phase)

(angl. matrix-assisted laser desorption/ionization time-of light mass
spektrometry)

matrixova metaloproteinaza

ptirozené hydratacni faktory (angl. natural moisturtizing factors)
povrchove aktivni latky

reaktivni formy kysliku

reaktivni formy dusiku

rentgenove zareni

rohova vrstva (lat. stratum corneum)

faze s kratkou periodicitou (angl. short periodicity phase)

ztrata vody pfes membranu (angl. trans-epidermal water loss)
tumor nekrotizujici faktor o (angl. tumor necrosis factor )
ultrafialové zateni

viditelné svétlo
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