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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Skolitel: doc. PharmDr. Andrej Kovagik, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Studium a hodnoceni topicky podavanych ceramida na poskozenou

kozni bariéru

Kize je nejvétsim organem lidského té€la a plni né€kolik klicovych funkci, jako je
napfiklad ochrana téla pied vnéjSimi vlivy nebo regulace teploty. Zdrava kiize je schopna
udrzet integritu a stabilitu organismu diky své komplexni struktufe. Kize je sloZena
z nékolika vrstev bunék, v¢. stratum corneum (SC), ktera tvoti vlastni ochrannou bariéru.

Ceramidy (CER) jsou jednim z hlavnich typt bariérovych lipidd, které se nachézeji
pravé ve SC. Tyto lipidové molekuly vytvaii spolu s dal$imi lipidy hydrofobni matrici, ktera
chrani pokozku pfed vysychanim a dal$imi vné&jSimi vlivy. Nedostatek CER v kozni bariéte
vede k naruSeni funkce kozni bariéry a zhorSeni stavu pokozky. To souvisi s mnoha
onemocnénimi, jako jsou dermatitidy, psoriaza a dalsi. Studium CER ve SC je dileZité proto,
abychom pochopili mechanismy ochrany pokozky, a také vyvoj novych terapeutickych
pristupt k 1é¢bé koznich onemocnéni.

Jednou z moznych cest 1€¢by koznich nemoci je topické podani bariérovych lipida,
zejména CER. Proto cilem této prace bylo pfipravit formulace obsahujici CER a posoudit
jejich vliv na modelové poskozenou SC; konkrétn€ byly studovany CER AP a CER EOS.
Bylo vytvofeno nékolik emulznich formulaci (pfipravkd), u kterych byl zkoumén vliv
jednotlivych slozek a koncentrace CER na stabilitu formulaci. Jednotlivé ptipravky byly
hodnoceny optickou mikroskopii a vliv bariérovych lipidii na modelové poSkozenou kozni
tkan byl popsan transepidermalni ztratou vody (TEWL) a infraervenou spektroskopii. V této
praci byly provedeny tfi permeaéni experimenty a vysledky ukazuji, ze lipidy topickych
formulaci pronikaji do poskozené SC, ale hodnoty TEWL nenaznacuji statistické zlepSeni
bariérovych vlastnosti této bariéry. Rovnéz bylo zjisténo, ze topicky podévané lipidy

Tato prace by mohla byt zdkladem ve studiu sloZeni formulaci a pfispét tak k lepSimu
poznani vlivu CER na poSkozenou SC. To by mohlo pfispét k tomu, abychom snaze nalezli

jejich uplatnéni v terapii patofyziologickych procesti v kozni bariéte.
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Skin Barrier

Skin is the largest organ of the human body and serves several key functions, such as
protection against external influences and regulation of body temperature. Healthy skin is able
to maintain the integrity and stability of the organism due to its complex structure. The skin is
composed of several layers of cells, including the stratum corneum (SC), which forms the
main protective barrier.

Ceramides (CER) are one of the main types of barrier lipids found in the SC. These
lipid molecules, along with other lipids, create a hydrophobic matrix that protects the skin
from dehydration and other external influences. The lack of CER in the skin barrier leads to
the disruption of its function and the worsening of the skin condition. This is associated with
many diseases, such as dermatitis, psoriasis, and others. The study of CER in the SC is
important to understand the mechanisms of skin protection and to develop new therapeutic
approaches for the treatment of skin diseases.

Topical administration of barrier lipids, especially CER, is one possible treatment
route for skin diseases. Therefore, the aim of this work was to prepare formulations
containing CER and assess their effect on modelled damaged SC; specifically, CER AP and
CER EOS were studied. Several emulsion formulations were prepared, and the effect of
individual components and CER concentration on the stability of the formulations was
investigated. The individual formulations were evaluated by optical microscopy, and the
effect of barrier lipids on modelled damaged skin tissue was described by transepidermal
water loss (TEWL) and infrared spectroscopy. Three permeation experiments were performed
in this work, and the results show that lipids from topical formulations penetrate into damaged
SC, but the TEWL values do not indicate statistical improvement of the barrier properties of
this barrier. It was also found that topically applied lipids do not statistically worsen the
arrangement of lipid chains in SC models.

This work could serve as a basis for changing the composition of formulations and
thus contribute to a better understanding of the impact of CER on damaged SC. This could

facilitate their use in the therapy of pathophysiological processes in the skin barrier.
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1. UVOD A CILE PRACE

Zdravé pokozka je selektivné propustna bariéra organismu pro vodu, vétsi molekuly
skrze ni nemohou za fyziologickych podminek prochazet. Tak tomu vSak neni u koznich
onemocnéni, u nichz dochézi k poskozeni vlastni kozni bariéry, tedy rohové vrstvy. Hrozi tak
opakovan¢ zanéty a dalSi problémy, které¢ jsou dusledkem Spatného slozeni a obsahu
dalezitych latek v epidermis, jako jsou bariérové lipidy, zejména ceramidy, jejichz hladiny
jsou u koznich nemoci snizené. Lékem volby u téchto nemoci byvaji topicky podavané
kortikoidy, které sice zmirnuji zanét, ale jejich dlouhodobé pouzivani mize vést ke zhorSeni
bariérovych funkci kiize. Pravé proto je dulezité najit zplisob, kterym by se bariérové lipidy
mohly lokaln¢ aplikovat, doplnit chybé&jici spektrum bariérovych lipidii a pfispét tak
ke zlepSeni stavu pacientll s onemocnénimi.

V této diplomové praci jsem navéazala na vysledky prace PharmDr. Roksolany
Kulhénkové, kterd v rdmci své diplomové prace navrhla smés topicky podévanych lipidi.
Tato formulace obsahuje bariérové lipidy, v€etné ceramida, které jsou esencidlni pro spravnou
funkei lidské ktize. Cilem mé prace tedy byla uprava, zjednoduseni slozeni topicky podavané
formulace na bazi bariérovych lipidi a zvyseni jejiho uc¢inku na bariérové vlastnosti modelove
poskozené kozni bariéry. To by mélo vést ke snizeni negativnich projevii poskozené kozni
bariéry, jako jsou vysoké hodnoty transepidermdlni ztrdty vody nebo neuspotadanost
lipidovych fetézcl. Vliv ceramidii na obnovu kozni bariéry touto formulaci bylo popsano
permeacnimi parametry jako je ztrata vody a uspotfadani bariérovych lipidi v lipidové matrici
rohové vrstvy bylo hodnoceno infracervenou spektroskopii za vyuziti deuteriem znacenych

lipidovych fetézct.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Kiize

Kuze savcu (Clovéka) je velky ploSny organ, tvofici bariéru organismu viici okoli, jeji
povrch tvori u dospé&lého &loveka témdF 2 m?. Jeji tloustka se odviji od mista vyskytu od
0,5 mm do 4 mm. Nejtenci je klize naptiklad na o¢nich vickach a nejsiln€j$i na zadech. Co se
tykd hmotnosti, pohybuje se kolem 3 kilogramii. Obsahuje-li v§ak velky objem podkozniho

tuku, mize mit az 20 kilogramd. [1, 2]

2.1.1. Funkce

Kuze chrani organismus pied Skodlivymi vlivy prostiedi, at’ uz to jsou chemické latky,
rizné druhy zafeni nebo mikroorganismy. Obrannou funkci lze rozdélit na fyzikélni,
chemickou a biologickou. Fyzikdlni bariéra zajiStuje mechanickou ochranu, a to diky
hydratované rohové vrstvé, desmozomiim, keratinocytim a také podkozni tukové tkani.
Za fyzikélni bariéru se také povazuje prirozend fotoprotekce pied ultrafialovym (angl.
ultraviolet; UV) zafenim. To je zaruCeno koznim pigmentem melaninem, betakarotenem
a aminokyselinami, které jsou schopny UV zafeni absorbovat a rohové vrstva je schopna ¢ast
zéfeni odrazit. Elektrickd bariéra je zajiSténa rohovou vrstvou, kterd ma elektronegativné
nabity povrch, a Szakallovou membranou (mezi rohovou a zrnitou vrstvou epidermis; viz
dale), jez funguje jako elektricky dipol, proto je pro nabité Castice penetrace kuzi ztizena.
Chemicka bariéra je dana kyselosti kozniho povrchu, jehoz pH byva 4-6. Kyselost se mize
mirné lisit podle mista na téle. Biologickou bariéru umoznuje samocistici schopnost kiize,
aikyselé pH. [1, 3, 4]

Sekre¢ni funkce je dillezita z hlediska termoregulace organismu, coz je mozné diky
sekreci potu (lat. sudor). T€lo se tak zbavuje prebytecné vody z organismu a ochlazuje koZni
povrch. Pot se vylucuje ekrinnimi a apokrinnimi Zldzami na celém téle. Jednd se
o hypotonicky sekret, ktery obsahuje sodné, draselné, chlorné i védpenaté ionty, dale pak
fosfaty, aminokyseliny, glukézu atd. Nemél by obsahovat bilkoviny, enzymy ani tuky.
Sekrece mazu (lat. sebum) je zprostiedkovdna mazovymi Zlazami. Maz je olejovité
konzistence, obsahuje triglyceridy, voskové/sterolové estery, skvalen a nékteré¢ volné mastné
kyseliny (angl. free fatty acids, FFA) a na povrchu kiize vytvaii ochranny tukovy film. [4]

Senzoricka funkce je zprostfedkovand pomoci receptorti doteku, tlaku, teploty

a bolesti. Organismus diky ni ziskdva informace o zevnim i vnitinim prostiedi.
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Termoregulacni funkce je neméné diilezitou funkci. Termoregulaci ovliviiuji zmény priutoku
krve cévami, poceni aodpafovani vody. Metabolickd funkce kize se tyka
predevsim metabolismu sacharidd, tukl ibilkovin. Kromé toho zde probihd i pfeména
provitamini na vitamin D. Imunologicka funkce je vyznamna, zejména proto, ze kiize se
dostava do kontaktu s antigeny velmi casto. Tuto funkci zajiStuji buiky jako jsou
keratinocyty, Langerhansovy ostrivky v epidermis, T-lymfocyty, makrofagy a mastocyty
v dermis. [3, 4]

2.1.2. Hypodermis

Kuze se sklada ze tii vrstev, jez jsou znazornény na Obrdzku 1. Podkozni je nejhlubsi
vrstva, kterd spojuje dermis s povrchovou fascii nebo periostem. Pochdzi z mezodermu a jsou
v ni uloZeny pfevdzné bunky tukové tkané€ tzv. adipocyty. Ty tvoifi vyznamnou energetickou
zasobu a jsou diilezité z hlediska tepelné-izola¢niho. Kazdy adipocyt je obkrouzen kapilarou.
[1,3,5,6]

- Stradwicorneint -
- Stvatien Tncidum

. Stratun graiitdosm-

| Strdung gpinosim

Epidermis ~{ :

Dermis - I

Hypodermis -

Obrazek 1: Znazornéni jednotlivych vrstev kiize. Na detailu popis jednotlivych vrstev epidermis. [7]

2.1.3. Dermis

Dermis je stfedni vrstva klize neboli Skara. Je mezenchymalniho ptivodu. Jedna se
o silnou, pevnou a pruznou vrstvu, jejimiz hlavnimi slozkami jsou kolagen a elastin tvorici
fibrily, ty se sdruzuji ve snopce a navzajem se proplétaji. TlouStka dermis miize byt 0,5 az

2,5 mm. Skara ma dvé vrstvy, a to horni a spodni. Povrchova neboli papilarni vrstva je
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protkana siti kapilar a obsahuje vétSi mnozstvi vazivovych bunék. Vrstva hlubsi (lat. stratum
reticulare) obsahuje mén¢ bunék nez vrstva papilarni .[1-3]

V dermis je pritomna i hladka svalovina, jako vzptimovace chluptl, coz jsou svazky
hladké svaloviny jdouci od pochvy chlupu k povrchu dermis. Nevyskytuji se vSude, chybi
napiiklad u voust a vlast. Sit¢ bunék hladkého svalstva jsou uloZeny i v hlubSich vrstvach
dermis, a to paralelné s povrchem. Dermis obsahuje mechanoreceptory pro vnimani doteku,
tlaku, vibraci, dale termoreceptory vnimajici zmény teplot a nociceptivni receptory pro
vnimani bolesti. Naléza se zde 1 cévni a lymfatické zasobeni kiize. [1, 3, 4]

Ditlezitou funkci déale maji fibroblasty, buiky, diky kterym je mozna syntéza
a degradace proteinli pojivové tkané. Zejména v papilarni dermis jsou hojné zastoupené
mastocyty, jedna se o sekre¢ni buiiky, které jsou schopny ze svych granul uvoliovat napiiklad

heparin ¢i histamin. [3, 5]

2.1.4. Epidermis

Zevni vrstva kize neboli pokozka (epidermis) je nejtenci slozka kozni tkdn€. Pochdzi
z ektodermu je tvofena 5 vrstvami koZnich bunck keratinocytl (zndzornéné na vyiezu
Obrazku 1). [1, 3]

Epidermalni vrstvy odspodu ke koznimu povrchu:

o Stratum germinativum (zarodeCna vrstva), ta se dale d€li na stratum basale, kde
probihd bunécné dé€leni; a na stratum spinosum, ktera obsahuje 2—5 vrstev bung¢k,
jez se smérem k povrchu oplostuji a ztencuji.

o  Stratum granulosum (vrstva zrnitych bunck), v této vrstvé zacina proces
keratinizace, tj. na bunkich se vytvaii zrna keratohyalinu, ze kterého nésledné
vznika keratin.

o Stratum lucidum (vrstva jasnych bunc¢k), tenka vrstva bunék, je patrnd pouze
na mistech, kde je kiize vyrazné zrohovatéla (napt. dlané, plosky nohou aj.).
Buiiky jsou zde k sobé pevné stlaceny a podléhaji bunééné smrti. Nemaji jadro
a pfesnou hranici pfechazi do posledni vrstvy.

e Stratum corneum (rohova vrstva; SC) obsahuje pouze zrohovatélé buiiky, které se
na jejim povrchu odlupuji, cemuz se také fika proces deskvamace. Obsahuje 15-20
vrstev korneocyti, které jsou oddéleny vysoce uspofadanymi lipidovymi vrstvami.
Ty lze pfirovnat k cihlové zdi, a proto diky nim ma kize tzv. bariérovou funkci.
Tyto bunky tedy chrani télo pfed ztratou dilezitych latek a také pied vnéjSimi
nepiiznivymi vlivy. [1, 5, 8-10]
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Za zakladni epidermalni bunky lze povazovat keratinocyty a dale melanocyty nebo
také builkky Langerhansovy ¢i Merkelovy. Keratinocyty jsou bunky, které se postupné
diferencuji od mista kontaktu s dermis az k povrchu epidermis. V poslednich stadiich této
diferenciace jsou obklopeny husté zesiténym proteinovym obalem, na ktery je kovalentné
navazana lipidovd monovrstva. Tato monovrstva se skladd z CER s w—hydroxyskupinami,
které jsou kovalentné véazadny na proteiny keratinocytd. Keratinocyty tvoii keratinova
tonofilamenta, ktera jsou prekurzorem keratinu. V bunice se vyskytuji ve svazich upinajicich
se do desmosomil, coz jsou bunécné spoje dulezité k udrzeni adheze mezi bunikami.
[1,5,8-11]

Melanocyty jsou bunky tvofici melanin, ptivodem jsou z neurdlni trubice a maji
dendritické vybézky, kterymi pfeddvaji melanin okolnim buiikdm. Jeho obsah se riizni mezi
populacemi. Jeho hlavni funkci je ochrana bun¢k pted Skodlivymi ucinky slune¢niho zéfeni.
Langerhansovy buniky (tzv. buniky prezentujici antigen, z angl. antigen-presenting cells; APC)
jsou ve stratum spinosum s funkci podobnou makrofagiim. Merkelovy buiiky jsou hmatové
buiiky ve spodnich vrstvach epidermis. Pokozka kromé dalSich struktur obsahuje také
Merkelova hmatové téliska, tedy nervova zakonceni, kterd fadime mezi mechanoreceptory.

[1,5,9,10]

2.1.5. Lipidy ve stratum corneum

SC obsahuje 5-15 % lipida, 75-80 % proteini a 5-10 % dalSich latek. Vyznamnou
roli sehravaji mezibunécné lipidy, které tvoii tzv. lipidovou matrici (matrix) SC. Smés lipida
v matrici je tvorena z 40-50 % CER, 20-33 % cholesterolu a 7-13 % volnych mastnych
kyselin. Lipidy tvofi mnohocetné lamely a jejich sloZeni pfimo ovliviiuje kvalitu bariérové
funkce. Mezi dalsi lipidy v lamelarnich vrstvach SC patii cholesterol-3-sulfat a estery
cholesterolu, které se 1i$i podle umisténi a hloubky ktize, véku, pohlavi a patologického stavu
jedince, taktéZ mezi jednotlivei, rasami, a naptiklad 1 béhem rocnich obdobi. Kromé
strukturalnich vlastnich bariérovych lipidi se dalsi lipidy vyskytuji i na povrchu kiize, kde
jsou vylu¢ovany mazovymi zldzami a jsou soucdsti ochranného hydro-lipidového filmu. Mezi

jejich funkce patii mimo jiné také samocistici funkce. [9, 12]

2.1.5.1. Ceramidy

Ve SC jsou ceramidy (CER) uvoliovany zjejich polarnich prekurzort
glukosylceramidii a sfingomyelini pomoci hydrolytickych enzymi. CER jsou tvofeny
sfingoidni bazi (aminoalkoholem), kterou miize byt zejména sfingosin (S), dihydrosfingosin

(DS), fytosfingosin (P) nebo 6-hydroxysfingosin (H). Tato skupina je amidovou vazbou



napojena na skupinu mastné kyseliny, kterd je bud’ nesubstituovana (N) nebo hydroxylovana
v poloze a- (A) nebo na konci (velmi) dlouhého fetézce (tzv. poloha w-; O). Posledni
zminéné acyly mohou byt v této poloze dale esterové vazany kyselinou linolovou (EO).
Kombinaci riznych sfingoidnich bazi (S, DS, P, H) a riiznych acyli (N, A, O, EO) tak lze ve
zdravém SC nalézt desitky podtypt bariérovych CER. Velka pismena uvedena v zdvorkach se
pak pouzivaji pro zkraceni nazvoslovi CER jako je uvedeno na Obrdzku 2; pro priklad CER
AP je oznacenim o — hydroxyacyl-fytosfingosinu.

Obsah jednotlivych tfid CER se podle rtiznych autort 1isi, nicméné CER NP a CER
NS maji vyssi zastoupeni nez CER AP a CER EOS. [10, 13—15] Dle studie Suzuki M a kol.
(2022) je nejhojnéjsi tiidou CER NP (29,4 %), nasleduje CER NH (23,4 %), CER NDS
(11,3 %), CER AH (9,1 %) a CER EOS (7,7 %). [16]

R1

Rs M(MO

R1 Rz Rs R4 Ri R R: Ry
CER[AS] OH H H H 4,5-double bond CER[AP] OH OH H H
CER[NS] H H H H 4,5-double bond CER[NP] H OH H H
CER[EOS] H H H OH 4,5-double bond CER[EOP] H OH H OH
CER[AH] OH H OH H 4,5-double bond CER[ADS] OH H H H
CER[NH] H H OH H 4,5-double bond CER[NDS] H H H H
CER[EOH] H H OH OH 4,5-double bond CER[EODS] H H H OH

Obrazek 2: Chemicka struktura CER, jednotlivé druhy podle substituentii. [10]

2.1.5.2. Cholesterol

Cholesterol je lipid, ktery ma relativné nizkou molekulovou hmotnost a je jedinym
velkym sterolem ve SC. Je schopen membranové domény fluidizovat nebo je ucinit
pevnéjSimi, v zavislosti na fyzikdlnich vlastnostech ostatnich lipidi a poméru cholesterolu
k ostatnim slozkam. Ulohou cholesterolu v epidermis je dodavat uréitou fluiditu, aby kaze
nebyla moc pevna a tim 1 kifehkd. Pfi procesu deskvamace v konecné fazi keratinizace se
nenasycené mastné kyseliny pfenasSeji do molekuly cholesterolu, kde produkuji jeho estery.

Tyto estery se pak usazuji v lipidové matrix ve SC. [17, 18]
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2.1.5.3. Volné mastné kyseliny

Vétsina volnych mastnych kyselin (angl. free fatty acids, FFA) ve SC méa dlouhy
fetézec o délce 14 az 28 uhlikid a jsou nasycené. Nejvice jsou zastoupeny kyseliny palmitova
(C16; 10 %), stearova (C18;10 %), behenova (C22; 15 %), lignocerova (C24; 25 %)
a hexakosanova (C26; 10 %). Jejich obsah je vyssi ve svrchnich vrstvach SC nez ve spodnich.
Dalsimi (nenasycenymi) FFA jsou kyseliny olejova (C18), eikosapentaenova (C20),
dokosahexaenova (C22) a linolova, coz je nejhojnéji zastoupend polynenasycenda mastna
kyselina, a jeji derivaty. Pfi nedostatku esencidlnich mastnych kyselin oledt nahrazuje

linoleat, coz zpisobuje bariérové abnormality. [10, 19]

2.1.6. Lamelarni a lateralni organizace lipidi ve stratum corneum

Jak bylo uvedeno, nejen obsah, ale i organizace lipidi ve SC je klicova pro spravnou
funkci kozni bariéry. Usporadani bariérovych lipida je zobrazeno na Obrazku 3. Lipidy jsou
v kozni bariétfe organizovany do lamel, které jsou pfiblizné paralelné s povrchem korneocyt.
Dulezita je délka tetézce CER, v ptfipadé zdravé SC tvori lipidy dvé lamelarni faze. Fazi
se vzdalenosti opakovani lamel pfiblizné 6 nm oznacujeme jako fazi s kratkou periodicitou
(angl. short periodicity phase; SPP), a se vzdalenosti 13 nm oznacujeme jako fazi s dlouhou
periodicitou (angl. long peridicity phase; LPP). Dlouhd lamelarni faze je povaZovana
za nezbytnou pro spravnou funkci kize jako bariéry. Jeji vznik je podminén piitomnosti
ultradlouhych CER (acylceramidt), jako je napt. CER EOS. [20, 21]

Lipidy uvnitt lamel jsou uspotfddany do organizovanych struktur, tzv. mfiZek. Jejich
uspofadani miZe byt tzv. ortorombické (¢tvercové), kde jsou molekuly velmi tésné vedle sebe
usporadané (vzdalenost lipidovych fetézcti v miizce je priblizné 0,37 a 0,41 nm). Tato mtizka
nepovoluje lipidovym fetézcim zadné difuzni ani rotacni pohyby. Dalsi uspotfadéani je
tzv. hexagondlni (Sestithelnikové), kde jsou lipidové fetézce sice také uspotfaddané, ale jejich
hustota neni tak vysoka jako u ortorombického uspofddani, nebot’ vzdalenost lipidovych
fetézcli v miizce je 0,41 nm. Tato mfizka umoziuje fetézcim vykondvat rizné lateralni
pohyby. Molekuly bariérovych lipidi mohou byt i v neuspofddaném stavu, jsou tedy
v kapalném (fluidnim) uskupeni (vzdalenost mezi fetézci lipida je pfiblizné 0,46 nm), diky
kterému je lipidova matrice flexibilnéjsi, aniz by doslo ke zhorSeni bariérovych vlastnosti SC.

Ve zdravé SC jsou vSechna uspotfadéani ptfitomna, pfiCemz pro spravnou funkci SC jako

rrrrrr
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Lamellar phases: X-ray diffraction
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Obrazek 3: Laterdlni a lameldrni organizace bariérovych lipidii ve stratum corneum. [22]

2.1.7. Onemocnéni spojena s poSkozenim koZni bariéry

Zmény obsahu ¢i usporddani koznich lipidii souvisi s projevy mnoha koznich
onemocnéni, jako jsou naptiklad psoriaza nebo atopicka dermatitida. U téchto onemocnéni

dochézi ke snizeni hladin epidermalnich CER. [23, 24]

2.1.7.1. Atopicka dermatitida (AD)

Atopicka dermatitida (AD) je chronické zanétlivé ekzematdzni onemocnéni, jehoz
patogeneze ma mnoho faktorti, jako jsou genetika, imunologickd odpovéd a také i vliv
vnéjsiho prostiedi. Mezi klinické projevy patii vznik zanétlivych, suchych a velmi svédivych
loZisek na kiizi po celém téle, coZz pacientliim sniZuje kvalitu Zivota. Toto onemocnéni, jezZ
doprovazi snizeni bariérové funkce kiize, maji ve SC niz$i obsah vody a CER. Studie uvadi,
ze u AD jsou snizené zejména skupiny CER EOS a CER NP, ale i CER EOH, CER EOP,
a CER NH, nicméné na druhou stranu je zvySena skupina CER AS. Navic zde také dochazi
ke zméné¢ slozeni FFA. Nékolik studii ukazalo, ze ackoli byly FFA s velmi dlouhym fetézcem
(>24 uhlikid) u AD snizeny, krat§$i FFA (zejména kyselina palmitovd a kyselina stearova)
anenasycené¢ FFA byly u pacienti s AD zvySeny. Dysfunkéni kozni bariéra umoziiuje
pronikéni alergentl, jako jsou roztoCi, potraviny a dal$i patogeny. To jeste¢ vice prohlubuje
patologickou reakci kiize. Pacienti s AD maji Casto zvySené sérové hladiny imunoglobulinti

a dal$ich latek, vedouci k uvolnéni histaminu, jez zvySuje pocit svédéni. [12, 25-27]
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Dalsim faktorem pro rozvoj AD jsou také mutace genu pro filaggrin. Jedna se
o protein obsazeny v korneocytech, ktery je v dolnich vrstvich SC vadzan na keratinocyty
a v hornich vrstvach SC dochézi k jeho hydrolyze na aminokyseliny. Tyto aminokyseliny jsou
dale deaminovany za vzniku osmoticky aktivnich kyselych produkti, které udrzuji kyselé pH
a hydrataci kiize, jez je nezbytna pro spravnou tvorbu SC. [28]

V soucasné dobé se 1écba AD primarné¢ fesi lokdlnim podénim kortikosteroidt, ¢imz
dochazi k potlaceni zanétlivé imunitni reakce. Délka topické terapie steroidy zalezi na
klinickém zlepSeni a obvykle je dva tydny. Pro minimalizaci nezddoucich u¢ink by mé¢l byt
nezadouci projevy u terapie kortikosteroidy patii atrofie kiize, zména barvy, purpura,
teleangiektazie, strie nebo hypopigmentace. Kortikosteroidy nejsou dokonalym feSenim pro
1écbu AD, protoze pouze potlacuji jeji projevy, ale nelé¢i onemocnéni jako takové. Dilezité
pro kontrolu tohoto onemocnéni je kazdodenni promazavani klze emolienty, mastmi

¢i krémy, které zvysuji hydrataci pokozky. [29, 30]

2.1.7.2. Psoriaza (Lupénka)

Jedna se o chronické neinfekéni koZni onemocnéni s hyperproliferaci. Patogeneze neni
zcela objasnéna, ale je spojena se zvySenou aktivitou bunék imunitniho systému a nadmérnou
expresi zanétlivych agens. Roli mize hrat geneticka predispozice nebo typ rasy, protoze
vyskyt psoriazy je nejvyssi u rasy europoidni. [31-34]

Kuze u psoridzy ma zvysenou hodnotu TEWL, z divodu snizenych hladin CER i FFA.
Dochazi také ke zménam v zastoupeni jednotlivych CER v porovnani se zdravou kiizi. Obsah
CER EOS a CER obsahujici fytosfingosinovou bazi je nizsi, kdezto obsah CER obsahujici
sfingosin je vyssi. [33, 34]

Obdobn¢ jako u 1écby AD je zde zakladnim pfistupem lokalni terapie kortikosteroidy,
jejiz sila zalezi na zavaZznosti a rozsahu loZisek. DalSimi pfistupy jsou naptiklad podéni analog
vitaminu D3 u ambulantni 1écby a cignolinu, popfipad¢ ichthamolu u hospitaliza¢ni 1écby.
Stejné jako u vSech koznich onemocnéni je dilezité casté promazavani emoliencii
a keratolytiky, které zmekcuji vytvarejici se Supiny kize a usnadnuji tak jejich odstranéni.
Kromé farmakologické terapie se uplatituje i fototerapie, kdy se vyuziva predev§sim UVB
moznosti, se mize uvazovat o nasazeni systémové terapie. Nejvice se pouziva acitretin,
cyklosporin A a methotrexat. Mezi nové piistupy dnes patii biologicka 1écba, jejiz velkou

nevyhodou je finan¢ni nakladnost. [35, 36]
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2.1.8. Topické podavani bariérovych lipidi

Topicka aplikace je zplusob podani 1éCiv, pfi niz latky ptsobi pouze lokalné na
poskozenou tkan bez systémového ucinku. Piipravky pro toto pouziti jsou nejcastéji polotuhé
(napf. masti, krémy, gely) nebo tekuté (napft. roztoky, emulze — lotiony). [37, 38]

Pro topicky podavané ptipravky je velmi dulezité, aby jejich hodnota pH byla v kyselé
oblasti, ovSem velmi zaleZi i na vybéru latek, které pomahaji ptispivat ke zlepSeni bariérovych
vlastnosti kiize, mezi ty fadime humektanty a emolienty. Humektanty jsou hygroskopické
latky, které se chovaji podobnym zptuisobem jako piirozeny hydratacni faktor (angl. natural
moisturizing factor; NMF) v kuzi, ten zahrnuje latky se silnym hydratacnim uc¢inkem,
pfedevSim aminokyseliny a jejich derivaty. NMF zadrzuje a pfitahuje vodu v klizi a néktera
zvlhéovadla maji také zme&kcujici vlastnosti. Jako humektanty se pouzivaji naptiklad glycerol,
propylenglykol, panthenol, sorbitol, mocovina a kyselina hyaluronova. Emolienty vypliuji
prostory mezi korneocyty a pusobi v kuzi pocity mékkosti a plasticity., ¢imz ji brani ztracet
vodu. Mezi emolienty tfadime naptiklad cholesterol, skvalen, kyselinu linolovou, kyselinu
stearovou, kyselinu olejovou a mastné alkoholy. [37, 38]

ProtoZe se sniZzené hladiny CER ve SC ukézaly byt hlavnim diivodem vyskytu koZnich
poruch, pfichézi v potaz moznost zlepSeni koznich onemocnéni pomoci aplikace chybéjicich
CER. CER lze extrahovat z ptirodnich ZivociSnych zdroji, ale tento proces je zdlouhavy,
drahy a omezené dostupny. Dale existuji obavy, ze pfi tomto procesu mohou vznikat toxické
produkty a je zde i riziko ptfenosu infekci. Vice neZ ptirodni CER se dnes pouZivaji syntetické
tzv. pseudoceramidy, které¢ maji dobry bezpecnostni profil a jsou levnéjsi. [39]

V USA existuje registrovany 1é¢ivy piipravek obsahujici CER s ndzvem EpiCeram®,
ktery vyvinula biofarmaceutické spole¢nost Ceragenix Pharmaceutical zabyvajici se vyvojem
produktl pro dermatologii a infekéni onemocnéni. Tato spolecnost v roce 2006 ziskala pro
EpiCeram® registraci a v roce 2008 ho spole¢nost Primus Pharmaceuticals uvedla na trh.
EpiCeram® je emulze, obsahujici CER, konjugovanou kyselinu linolovou a cholesterol
v poméru 3:1:1. V tomto pfipravku jako CER vyuzivaji molekulu hydroxypropyl bispalmitat
monoethanolamidu, kterd by méla mit G€inky srovnatelné s CER NP. Je zde vyuZita
patentovana technologie MultiSal™, coz je systém dvojitého zapouzdfeni, ktery umoziuje
delsi ptisobeni a lepsi absorpci latek. [40]

Také produkty znatky Ceradan® obsahuji CER, cholesterol a FFA v poméru 3:1:1.
Produkty jsou vylepSeny systémem Active pH Control pro udrzitelné snizeni pH pokozky
a diky této technologii ji byl udélen britsky patent. Tato firma maé sidlo v Singapouru

a produkty jsou zatim dostupné pouze v Asii a Oceanii. [41]
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V Ceské republice zatim neni registrovany 1é¢ivy piipravek, na trhu jsou pouze volné
prodejné kosmetické pripravky. Mezi n& patii produkty znatky CeraVe ®, které obsahuji CER
EOS, CER NP a CER AP, dale také cholesterol, FFA a fytosfingosin. [42] Déle znacka The
Inkey List™ ma na trhu krém Ceramide Night Treatment, ktery obsahuje 3% smés CER,
véetné AP a EOP. [43] Piipravek Bepanthen® sensiderm krém obsahuje tzv. LLT lipidy,
jejichZ struktura je podobna CER pokozky. V Ceské republice je dostupny jako registrovany
zdravotnicky prostfedek Kadermin® obsahujici CER NP. [44]

Pouzivani téchto produktli ma piredevsim preventivni vyznam, zabranuje se tak tézkym
projeviim koznich onemocnéni. Cilem pouzivani CER je sniZeni spotfeby steroidii, které se
pii tézkych projevech onemocnéni pouzivaji. Huang a kol. (2008) zkoumali vliv CER emulzi
s obsahem CER EOS, CER NP a jejich smési. Emulze byly aplikovany na modelové
poskozené kize u zdravych pacientl. Jejich zavérem je, Ze emulze mély piiznivy ucinek na
funkci koZni bariéry a smés CER EOS + CER NP zlepsila stav pokozky nejvyraznéji. [45]
Kromé¢ aplikace CER pomoci krémii ¢i masti bylo také studovano pouziti nanocastic, které
umoznuji efektivnéjsi a rychlejsi vstrebavani CER do kozni bariéry. Takada a kol. (2022)
pozorovali plsobeni nanoemulze, kterd ve svém slozeni obsahovala i CER NP. Jejich
vysledky ukazuji, Ze formulace ma zietelny potencidl ke zmirnéni atopickych symptomil
suché kiize u pacientd s AD. Uéinky jsou ale pravdépodobné disledkem paisobeni dalsich
obsahovych latek, protoze nedoslo ke zlepSeni samotné bariérové funkce. [46] Ve studii
Tokudome a kol. (2014) zkusili aplikovat CER jinou metodou, kde CER uzavieli
v liposomech, coZ umoZnilo hlubsi a cilenou penetraci CER do koZnich bunék. Takto
zkoumali pasobeni CER AP, CER AS, NP a CER NS na kvalitu a kvantitu kozni bariéry.
Dobré¢ vysledky vykazoval vzorek s obsahem CER AS, protoze jeho hladiny se v pokozce
statisticky zvysily. [47]
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzité chemikalie a materialy

Farmaceutické suroviny Adeps solidus, Alcoholum cetylicus, Chlolesterolum,
Helianthi oleum raffinatum, 1,3-propandiolum, Glycerolum 85 %, Polysorbatum 80,
Glyceroli monostearas byly zakoupeny od spoleénosti Fagron a.s. (Olomouc, Ceska
republika).

Jednotlivé FFA byly zakoupené od spolecnosti Merck — Sigma Aldrich (Schelldorf,
Neémecko) a deuterované FFA (DFFA) od spole¢nosti CDN Isotopes (Pointe-Claire, Canada).
Smés FFA byla pfipravena smisenim jednotlivych FFA podle daného poméru (viz nize).

Molarni zastoupeni a molarni hmotnosti FFA jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Procentualni zastoupeni (mol%) a moldarni hmotnost (M,,) jednotlivych FFA ve smési.

FFA mol% M,

Ci6:0 PALMITOVA 1,8 % 256,40
Cis0 STEAROVA 4,0 % 284,48
C200 ARACHIDOVA 7,6 % 312,53
C.:.0 BEHENOVA 47,8 % 340,58
C,40 LIGNOCEROVA 38,8 % 368,63

Nejdrive byla vypocitana primérna molarni hmotnost (Mrr4p) vSech FFA dle vzorce:

Mppag = mol%ci16 X Myc16 + Mmol%c1g X My,c1g + mol%cz0 X My g0 + mol%c,;
X Mycoz + mol%cas X Myycaa

MFFA@ = 345,57236

Posléze byla navéazka jednotlivych FFA vypocitana tak, aby celkové mnoZstvi (mgmesi)
bylo 200 mg. Pro piiklad lze uvést vypocet pro kyselinu palmitovou (C16), zbylé FFA byly
vypocitany analogicky:

r;::z: X Myc1e X %Ci6
B 0,2
Mc1e = 34557236

Mcie =

X 256,40 x 0,018
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Vysledné navazky [mg] pro jednotlivé FFA byly:
mcis 2,67 mg
mcis 6,59 mg
mey 13,75 mg
mcy; 94,22 mg
meyy 82,78 mg

Obdobnym zpiisobem byla piipravena také smés DFFA. 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
v ramci jiného projektu dle validovanych postupii. [48] Dalsi chemikalie jako jsou trypsin,
anorganické soli pro piipravu octanového a fosfatového pufru, polykarbonétové filtry
(s prumérem pora 0,015 pum) a dal§i pomiicky byly nakoupeny u spole¢nosti Merck — Sigma

Aldrich (Schelldorf, Némecko).

3.2. Priprava topickych formulaci

Pro ptipravu topicky poddvanych formulaci se pouzila melaminova tfenka s térkou,
Iékarenskd infralampa, analytické¢ vahy a dalsi Iékarenské laboratorni pomiicky. Formulace
byly vytvofeny anglickou metodou piipravy emulznich systémi, tj. spojovanim olejové
a vodné faze za stejnych teplotnich a tlakovych podminek. Do vytdrované melaminové tienky
s térkou byly navaZeny nejprve pevné lipofilni slozky, které se pod infracervenou lampou
roztavily. Poté byla k zahfaté smeési po Castech pfidana vodna faze, zahtata pfiblizn€ na
stejnou teplotu jako olejova faze ve ttence (£ 5 °C). Po spojeni obou fazi byla vysledna
emulze michana az do vychladnuti. Poté byla kvantitativné ptfevedena do Sroubovacich
Iékovek, uzaviena vickem a chranéna pied svétlem na temném a suchém misté. Slozeni
jednotlivych formulaci pouzitych v prvnim a druhém permeacnim experimentu (viz dale), je
uvedeno v Tabulce 2—10. V tabulkach je v levé Casti sloZzeni ptfipravku bez CER-slozky

(tzv. placebo) a v ¢asti pravé je slozeni daného ptipravku obohaceného o CER-frakei.



Tabulka 2: Kvantitativni slozeni zakladni formulace MSIA a MSIB.

MS1 MS1A: placebo MS1B: CER AP (0,5 %)
Ceramidum AP / 0,025
Adeps solidus 0,15 0,15
Alcoholum cetylicus 0,55 0,55
FFA mixtura 0,0125 0,0125
Cholesterolum 0,0125 0,0125
Polysorbatum 80 0,3 0,3
Glyceroli monostearas 0,15 0,15
Helianthi ol. raff. 0,2 0,2
1,3-propandiolum 0,5 0,5
Glycerolum 85 % 0,5 0,5
Sol. Natrii acetatis cum acido acetico pH 5,5 ad 5,0 ad 5,0

Tabulka 3: Kvantitativni slozeni formulace bez obsahu Glycerolum 85 % a 1,3-propandiolum MS2A

a MS2B.

MS2 MS2A: placebo MS2B: CER AP (0,5 %)
Ceramidum AP / 0,025
Adeps solidus 0,15 0,15
Alcoholum cetylicus 0,55 0,55
FFA mixtura 0,0125 0,0125
Cholesterolum 0,0125 0,0125
Polysorbatum 80 0,3 0,3
Glyceroli monostearas 0,15 0,15
Helianthi ol. Raff. 0,2 0,2
Sol. Natrii acetatis cum acido acetico pH 5,5 ad 5,0 ad 5,0

Tabulka 4: Kvantitativni slozeni formulace bez obsahu Glycerolum 85 %, 1,3-propandiolum a Adeps

solidus MS34 a MS3B.

MS3

MS3A: placebo

MS3B: CER AP (0,5 %)

Ceramidum AP / 0,025
Alcoholum cetylicus 0,55 0,55
FFA mixtura 0,0125 0,0125
Cholesterolum 0,0125 0,0125
Polysorbatum 80 0,3 0,3
Glyceroli monostearas 0,15 0,15
Helianthi ol. raff. 0,2 0,2
Sol. Natrii acetatis cum acido acetico pH 5,5 ad 5,0 ad 5,0
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Tabulka 5: Kvantitativni slozeni formulace bez obsahu Glycerolum 85 %,

a Alcoholum cetylicus MS44 a MS4B.

1,3-propandiolum

MS4

MS4A: placebo

MS4B: CER AP (0,5 %)

Ceramidum AP / 0,025
Adeps solidus 0,15 0,15
FFA mixtura 0,0125 0,0125
Cholesterolum 0,0125 0,0125
Polysorbatum 80 0,3 0,3
Glyceroli monostearas 0,15 0,15
Helianthi ol. Raff. 0,2 0,2
Sol. Natrii acetatis cum acido acetico pH 5,5 ad 5,0 ad 5,0

Tabulka 6: Kvantitativni slozeni formulace bez obsahu Glycerolum 85 %,

a Helianthi oleum MS5A4 a MS5B.

1,3-propandiolum

MS5 MSS5A: placebo MSS5B: CER AP (0,5 %)
Ceramidum AP / 0,025

Adeps solidus 0,15 0,15
Alcoholum cetylicus 0,55 0,55

FFA mixtura 0,0125 0,0125
Cholesterolum 0,0125 0,0125
Polysorbatum 80 0,3 0,3

Glyceroli monostearas 0,15 0,15

Sol. Natrii acetatis cum acido acetico pH 5,5 ad 5,0 ad 5,0

Tabulka 7: Kvantitativni sloZeni formulace bez obsahu Glycerolum 85 %, 1,3-propandiolum, Adeps

solidus a Alcoholum cetylicus MS64 a MS6B.

MS6 MS6A: placebo MS6B: CER AP (0,5 %)
Ceramidum AP / 0,025

FFA mixtura 0,0125 0,0125
Cholesterolum 0,0125 0,0125
Polysorbatum 80 0,3 0,3

Glyceroli monostearas 0,15 0,15

Helianthi ol. raff. 0,2 0,2

Sol. Natrii acetatis cum acido acetico pH 5,5 ad 5,0 ad 5,0
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Tabulka 8: Kvantitativni slozeni formulace bez obsahu Glycerolum 85 %, 1,3-propandiolum, Adeps

solidus a Helianthi oleum MS7A4 a MS7B.

MS7 MS7A: placebo MS7B: CER AP (0,5 %)
Ceramidum AP / 0,025
Alcoholum cetylicus 0,55 0,55

FFA mixtura 0,0125 0,0125
Cholesterolum 0,0125 0,0125
Polysorbatum 80 0,3 0,3

Glyceroli monostearas 0,15 0,15

Sol. Natrii acetatis cum acido acetico pH 5,5 ad 5,0 ad 5,0

Tabulka 9: Kvantitativni slozeni formulace bez obsahu Glycerolum 85 %, 1,3-propandiolum,

Alcoholum cetylicus a Helianthi oleum MSS8A a MSSB.

MS8 MSS8A: placebo MSS8B: CER AP (0,5 %)
Ceramidum AP / 0,025

Adeps solidus 0,15 0,15

FFA mixtura 0,0125 0,0125
Cholesterolum 0,0125 0,0125
Polysorbatum 80 0,3 0,3

Glyceroli monostearas 0,15 0,15

Sol. Natrii acetatis cum acido acetico pH 5,5 ad 5,0 ad 5,0

Tabulka 10: Kvantitativni sloZeni formulace bez obsahu Glycerolum 85 %, 1,3-propandiolum, Adeps

solidus, Alcoholum cetylicus a Helianthi oleum MS9A4 a MS9B.

MS9 MS9A: placebo MS9B: CER AP (0,5 %)
Ceramidum AP / 0,025

FFA mixtura 0,0125 0,0125
Cholesterolum 0,0125 0,0125
Polysorbatum 80 0,3 0,3

Glyceroli monostearas 0,15 0,15

Sol. Natrii acetatis cum acido acetico pH 5,5 ad 5,0 ad 5,0

Vyse uvedené formulace byly dale modifikovany, tj. CER-sloZka byla tvofena CER
EOS (formulace MS10; Tabulka 11), nebo kombinaci dvou typi CER (formulace MS11;
Tabulka 12). Pro lepsi pochopeni chovani bariérovych lipidi formulace s kozni bariérou byla
ptipravena modifikovana formulace MS10 s tim rozdilem, Ze FFA sm¢s byla nahrazena smési
DFFA ve stejném kvantitativnim zastoupeni jednotlivych kyselin. Slozeni zna¢ené formulace
MSI12 je uvedeno v Tabulce 13. Formulace MS12 byla ptipravena s DFFA smési proto, aby
pomoci IR spektroskopie mohly byt studovany interakce bariérovych lipidi a kozni

bariéry.[49]
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Tabulka 11: Kvantitativni slozeni formulace jako MS9B, pouze CER AP je zamenén za CER EOS.

MS10: CER EOS (0,5 %)

Ceramidum EOS 0,025
FFA mixtura 0,0125
Cholesterolum 0,0125
Polysorbatum 80 0,3
Glyceroli monostearas 0,15
Sol. Natrii acetatis cum acido acetico pH 5,5 ad 5,0

Tabulka 12: Kvantitativni sloZeni formulace jako MS9B, ale CER jsou ve smési CER AP a CER EOS.

MS11: smés CER AP + CER EOS (0,5 %)

Ceramidum AP 0,0145
Ceramidum EOS 0,0105
FFA mixtura 0,0125
Cholesterolum 0,0125
Polysorbatum 80 0,3
Glyceroli monostearas 0,15
Sol. Natrii acetatis cum acido acetico pH 5,5 ad 5,0

Tabulka 13: Kvantitativni sloZeni formulace jako MS10 se smési DFFA.

MS12: CER EOS (0,5 %) a DFFA

Ceramidum EOS 0,025
DFFA mixtura 0,0125
Cholesterolum 0,0125
Polysorbatum 80 0,3
Glyceroli monostearas 0,15
Sol. Natrii acetatis cum acido acetico pH 5,5 ad 5,0

Pro treti experiment byly pfipraveny formulace MS13A (,,placebo®), MS13B (CER
AP 1 %) a MSI3C (smés CER AP + CER EOS 1 %), jejichz slozeni vychazi z formulaci
MS9A, MS9B a MSI10 stim rozdilem, Ze byla zdvojndsobena koncentrace lipidi
(,,zahu$ténim* formulace na polovinu se docililo zvySeni koncentrace CER na 1 %), coZ
umoznilo aplikaci formulace v poloviénim mnoZstvi, ale stejnym mnozstvim bariérovych
lipidii. Vzhledem k nedostatku ultradlouhého CER EOS formulace obsahujici pouze CER
EOS nebyla pfipravena.

3.3. Opticka mikroskopie

Opticka mikroskopie je zdkladni zobrazovaci metoda, ktera pracuje se svétlem
o vinové délce 380-720 nm, které je viditelné pro lidské oko. Pouziva se pro vizualizaci

jemnych detaili pozorovanych objekti. Pozorovany predmét dokaze zvétsit pomoci fady
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sklenénych a konvexnich ¢ocek. Zatimco sklenéné Cocky nejprve zaostii paprsek svétla na
objekt nebo skrz n¢j, cocky konvexni zvétsuji vytvoreny obraz. Jednd se o velmi univerzalni
metodu, protoze ji lze vyuzit u celé¢ fady vzorkl Casto s minimalni pfipravou studovaného
vzorku. Obraz ze svételného mikroskopu je barevny a lze jej pozorovat piimo okem,
potizovat fotografické nebo videové zaznamy a pocitacoveé analyzovat jeho jednotlivé slozky.
Rozsah zvétseni saha od 10x do 1000x, s rozliSovaci schopnosti fadoveé 0,2 pm v zavislosti na
typu mikroskopu. Dal$i dalezitou velicinou je rozliSeni mikroskopu, které charakterizuje
nejmensi velikost objektu rozlisitelného pii daném celkovém zvétSeni okem. Opticky
mikroskop se skldda z mechanickych dild, jako je stativ, stolek mikroskopu, revolverovy
méni¢ mikroskopu, Srouby pro hrubé a jemné ostfeni aj. Z optickych dilu je to pak objektiv,
okular, kondenzor. Dulezitou soucasti jsou také zdroj svétla a clony. [50]

Pii teSeni této prace byl pro vSechny vzorky pouZzit mikroskop Olympus BX51
(Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Miinster, Némecko). Pfipravené formulace byly
v tenké vrstvé naneseny na podlozni sklicka a poté prekryty sklickem krycim. Vzorky byly
za béznych laboratornich (teplotnich, vlhkostnich) podminek sledovany nejdiive pod 100
apoté 200, resp. 400nasobnym zvétSenim. Z kazdého vzorku byly pofizeny alespoint dva

charakteristické snimky.

3.4. Izolace a zpracovani lidské kiiZe pro permeacni experimenty

Lidské ktize, které byly vyuzity k izolaci SC, byly od pacienti podstupujicich operace
vramci plastické chirurgie diky spolupraci Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové
se Sanatoriem Sanus a.s. v Hradci Kralové. Postup izolace tkané je v souladu se stanoviskem
Etické komise centra Sanus (3/11/2022) a s kiizemi bylo nakladano v souladu se zasadami
Helsinské deklarace. VSichni darci poskytli ustni a pisemny informovany souhlas.

U prvniho a tfetiho permeacniho pokusu byly pouzité kiize od zdravych pacientek,
u druhého pokusu byla kiize od pacientky trpici diabetem. Je nutno poznamenat, ze zdravotni
stav donorti nebyl podrobnéji zkouman; donofi neméli Zadnou kozni abnormalitu ¢i jinou
nemoc. Kiize byla odebrana z abdominalni Casti téla. Pfiprava kozni tkdn¢ zacala odstranénim
podkozniho tuku, nasledné¢ se kize musela dikladné omyt v cisténé vodé
(tzv. voda Millipore) a po této upravé byly Casti kiize zamrazeny (-20 °C), aby nedoslo
k jejich poskozeni. [14]

Pfed samotnym permeacnim experimentem byly kize rozmrazeny v Millipore vodé
ohtéaté na 60 °C (cca 2 min) a jejich jednotlivé ¢asti byly pomoci skalpelu rozdé€leny na mensi
kusy, u nichz se pomoci pinzet a vatovych tyCinek opatrn¢ odd¢lila epidermis od dermélni

casti. Takto ziskané preparaty epidermis se piesunuly do Petriho misek, celé se zalily

25



fosfatovym pufrem o pH 7,4 a piidal se roztok trypsinu. V ném byly ponechény po dobu 12 h
pti teploté 32 + 0,5 °C. Trypsin byl pfidan do roztoku, aby rozdélil spodni vrstvu epidermis
od vrchni, ktera neobsahuje zivé buiky, tj. SC. Po inkubaci byly jednotlivé ¢asti SC opét
oplachnuty v Millipore vod€ a na nékolik vtefin ponofeny do acetonu, ¢imz se odstranily
povrchové lipidy a zbylé necistoty. [51]

V dalsim kroku se pro experiment musely pfipravit modelové poskozené kozni
bariéry, a to extrakei nejprve v roztoku hexan/ethanol 96 % v poméru 2:1 (v/v) po dobu 2 h,
nasledné¢ 2 h vroztoku hexan/ethanol 96 % v poméru 1:1 (v/v). [14] VSechny vzorky
(,,zdravé™ 1 modelové poSkozené) se vlozily do Petriho misek s Millipore vodou, kde se ¢asti
SC prevadély na polykarbonatové podptrné filtry, které nemaji vliv na bariérové vlastnosti
a diky nimz se se vzorky Iépe manipuluje (Obrdzek 4). SC na filtrech se poté pfipevnily na
teflonové drzaky s difuzni plochou 1 cm?, které se skladaji ze dvou &asti: SC s filtrem se
upeviiuje na spodni (ten¢i) desticku, na niZ se nasledné¢ pomoci silikonové pasty upevni
desticka horni (siln¢j$i) a cely drzak se zafixuje. Je dilezité, aby SC sméfovala nahoru

smérem do vzduchu.

Obrazek 4: Zleva: lidska kiize pouzita k druhému permeacnimu pokusu, priprava SC na podpiirnych

filtrech, zblizka pripravena SC na filtru, pripravené teflonové drzaky

3.5. Permeacni experimenty

3.5.1. Franzovy difazni cely

Francovy difizni cely se pouzivaji k hodnoceni permeacnich parametri kize, jejich
pouziti poskytuje informace o vztazich mezi pokozkou, 1é¢ivem a formulaci. Jsou vyrobené
z inertniho materialu, skladaji se ze dvou sklenénych casti — vrchni donorova a spodni
akceptorova (receptorovd) ¢ast s objemem 6,5 = 0,5 ml. Donorova ¢ast je urcena k aplikaci
zkoumanych permeantii (pfipravenych formulaci) na membranu. Akceptorova (receptorova)

¢ast ma raménko, kterym je mozno celu plnit kapalnym médiem (pufrem) a také odebirat
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vzorky napi. pomoci injek¢ni stfikacky. Do spodni Casti se vzdy musi dat magnetické
michadlo, které udrzuje konstantni koncentraci a teplotu pufru. Mezi jednotlivé ¢asti cely
se nasledn¢ upevni pomoci silikonové fixacni pasty teflonovy drzak, v némz je upevnéna SC

na podptrném filtru. Jednotlivé Casti Franzovy cely jsou znazornény na Obrdzku 5. [52]
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Obrazek 5: Popis jednotlivych casti Franzovy cely [53]

V této diplomové praci byla receptorova cast Franzovy cely pies odbérové raménko
naplnéna fosfatovym pufrem o pH 7.4 ve sloZzeni NaH,PO4.2H,O (2 mmol/l),
NaH;P04.12H,0 (8 mmol/I), NaCl (137 mmol/l) a KCI (2,7 mmol/l), s piidavkem
gentamicin-sulfatu (50 mg/1) jako protimikrobni ptisady. [54] Naplnéné cely byly vloZeny do

drzakl vodni 14zné€ a ponechany 12 h pti 32 £ 0,5 °C, tj. teploté koZniho povrchu.

3.5.2. Transepidermalni ztrata vody (TEWL)

TEWL je parametr, ktery posuzuje permeabilitu SC, prostiednictvim méfeni mnozstvi
ztraty vody. Obecné plati, Ze jeho zvySenad hodnota je spojena s posSkozenou kozni bariérou,
jako je tomu u vySe popsanych koznich onemocnéni. Méteni TEWL v této praci bylo
provedeno pomoci pfistroje AquaFluxTM AF200 (Biox Systems Ltd, Londyn, Anglie), ktery
je propojen s pocitatem. Tento piistroj je mozno kalibrovat, nastavovat potiebné parametry
a sledovat vysledné hodnoty. M¢teni spociva v pfiloZzeni sondy (hlava pfistroje) kolmo
k difuzni ploSe membrany. Sonda je tvotfena méfici komorou, kterd je z jedné strany oteviena
a z druh¢ uzaviena kondenzatorem (Obrdzek 6). Ten je udrzovan pod bodem mrazu vody, fidi
vlhkost v komote nezavisle na okolnich podminkach. Funguje jako jimka pary tak, Ze na
svém povrchu tvofi led, a tim je v jeho okoli nizka vlhkost. SC je naopak zdrojem péary a ma
ve svém okoli vlhkost vys$si. Tento rozdil vlhkosti zpusobi, Ze vodni para migruje ze zdroje do

Jimky tzv. pasivni diftzi. Dochazi tedy k linearni distribuci, kterd je rovnobéZna s osou



komory za ustadlenych podminek. Tok vodni pary se vypocitd z méfeni tohoto gradientu
vlhkosti a prvniho Fickova zakona diftize. Pfistroj vyhodnoti tzv. flux (tok), neboli hmotnost
vody, kterd béhem definované doby méfeni prosla membranou s definovanou diftizni plochou
(g/h/m?). [55, 56]

V této praci byly nejdiive zméteny hodnoty TEWL vSech Franzovych cel (,,zdrava*
imodelové poskozenda SC) pred aplikaci formulaci apoté v jednotlivych casovych

intervalech, tj. po 24 h, 48 h a 72 h po odstranéni formulace.

AHAT

- ~Semuors

Obrazek 6: Zleva: sonda pro méreni transepidermalni ztraty vody, mérici komora pristroje

AquaFluxTM AF200 [56]

Pro prvni permeacni experiment byla pouzita modelové poSkozend kozni bariéra
(extrahované¢ SC), na kterou byly naneseny jednotlivé emulze, jak uvadi Tabulka 14.
V experimentu byla pro kontrolu pouZzita ,zdravd* (Franzovy cely 1-5) a modelové
poskozena SC (Franzovy cely 6-10), na kterou po celou dobu konani experimentu nebyla
aplikovana zadna formulace. Na dalsi extrahované SC byly aplikovany formulace MS9A
(,,placebo™), MS9B a dale MS10-12. Na modelové poskozené membrany byly u prvniho
experimentu aplikovany pfipravené formulace pomoci inzulinovych stfikacek v mnoZstvi
200 mg (1 mg CER-frakce). Poté byly formulace z membrany odstranény. Po odstranéni
formulaci byly membrany dvakrat oplachnuty Millipore vodou (cca 1 ml) a ponechany 12 h

pii teploté 32 °C.
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Tabulka 14: Rozdéleni pozorovanych SC podle ocislovanych Franzovych cel pro prvni permeacni
experiment.

Cislo Franzovy cely

1,2,3,4,5 Kontrola 1: ,,zdrava“ SC

6,7,8,9,10 Kontrola 2: extrahovana SC

11,12, 13, 14, 15 Extrahovand SC + MS9A — ,,placebo

16,17, 18,19, 20 Extrahovana SC + MS9B — CER AP 0,5 %

21, 22, 23,24, 25 Extrahovana SC + MS10 — CER EOS 0,5 %

26, 27, 28, 29, 30 Extrahovana SC + MS11 — CER AP 0,29 % + CER EOS 0,21 %
31, 32, 33, 34, 35 Extrahovana SC + MS12 — CER AP 0,5 % a DFFA

Provedeni celého druhého pokusu bylo jako u prvniho permeac¢niho experimentu s tim
rozdilem, ze davka aplikované formulace byla po celou dobu permeacniho experimentu
ponechana na SC. V pokusu byly pouzity nasledujici vzorky — zdravd/nemocné kontrola, dale
,placebo” formulace a formulace sobsahem CER AP, CER EOS, a nakonec jejich
kombinace. V pfipadé¢ tfetiho permeacniho experimentu (Tabulka 15) bylo mnozstvi
formulace snizeno na polovinu (100 mg), pficemz mnozstvi CER-frakce zlstalo stejné
(1 mg). Z Casovych atechnickych diivodi byla v ptipadé tetiho permeacniho experimentu

délka experimentu zkracena na 48 h.

Tabulka 15: Rozdeéleni pozorovanych SC podle ocislovanych Franzovych cel pro treti permeacni
experiment.

Cislo Franzovy cely

1,2,3,4,5 Kontrola 1: ,,zdrava“ SC

6,7,8,9,10 Kontrola 2: extrahovana SC

11, 12, 13, 14, 15 Extrahovana SC s formulaci MS13A —, ,placebo*

16,17, 18, 19, 20 Extrahovana SC s formulaci MS13B — CER AP 1 %

21, 22, 23, 24, 25 Extrahovana SC s formulaci MS13C — CER AP 0,6 %+ CER EOS 0,4 %

3.5.3. Infracervena spektroskopie

Infracervend (z angl. infrared, IR) spektroskopie patii mezi neinvazivni zobrazovaci
metody s Sirokym vyuzitim. Podstatou je interakce IR zareni se zkoumanou latkou. Pokud
dochazi k pohlceni fotond, jedna se o absorpéni IR spektroskopii, jestlize vSak latka fotony
vyzatuje, jde o emisni IR spektroskopii. IR zafeni je v rozsahu vinovych délek od 700 nm
do 1000 pm a vlno&ta 12 821-10 cm™. Na tomto zakladé mizeme IR spektroskopii rozdslit
na blizkou (z angl. near infrared, NIR), sttedni (z angl. middle infrared, MIR) a vzdalenou



(z angl. far infrared, FIR). Nejvétsi vyznam v urCovani strukturalniho uspotadani molekul ma
MIR.

IR zafeni ma velmi malou energii, proto pfi interakci s ¢asticemi hmoty dochéazi pouze
ke zmén¢ vibracné — rotacniho stavu molekuly. Pokud dochazi k absorpci zafeni v rozmezi
vlno&tu cca 4000—-1500 cm™, dojde ke zmén& vibraci ptitomnych vazeb a funkénich skupin
v molekule. Jednad se o tzv. valen¢ni vibrace (v). V molekule mize dochdzet i ke zméné

valentnich uhld, a to pii absorpci zafeni o vInoétu cca 1500-500 cm™

, tyto zmény
oznaCujeme jako tzv. deformacni vibrace (Obrazek 7). Aby byla vibrace v IR spektru
viditelna, musi pfi ni dochazet ke zméné dipdlového momentu. Napiiklad polarni vazby (napf.
C=N) jsou obvykle aktivni, kdezto nepolarni vazby v symetrické molekule (napi. C=C) budou

zafeni absorbovat velmi slab¢. [57, 58]

e { @
N LN N

4

valenéni valenéni deformatni
symelricka antsymeatricka niitkava

T XRXE
@ 8 @

i — Y & '\._
defarmatni defarmatni deformadnl
kyvadlova VEjifova kroutiva

Obrdazek 7: Priklady typii vibraci [59]

Pro studium bariérovych lipidd ve SC se nejcastéji pouziva IR spektroskopie
zeslabeného uplného odrazu s Fourierovou transformaci (angl. attenuated total reflection-
Fourier transform infrared, ATR-FTIR). Vyhodou ATR je minimalni pfiprava vzorku pro
analyzu a jeho principem je ndsobny Uplny odraz zateni na fazovém rozhrani zkoumaného
vzorku a méficiho krystalu z materidlu s vysokym indexem lomu. Krystaly jsou vétSinou
planarni, ve tvaru lichobéZnikového hranolu a jsou napt. ze selenidu zine¢natého (ZnSe),
germania, kfemiku ¢i safiru. Méteny vzorek je v uplném kontaktu s ATR krystalem a zafeni
castecné pronikd do zkoumané latky. Prinik zafeni do zkoumané latky se zvySuje s rostouci
vlnovou délkou. FTIR spektroskopie poskytuje biochemicky profil proteinti, nukleovych
kyselin, lipidi a sacharidi v biologickém vzorku, téZ nazyvany ,biomolekularni

fingerprinting“. Ten je dostatecné citlivy na to, aby postfehl jemné zmény v molekularni
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struktuie a mikroprostiedi, jako je sekundarni struktura proteinli, mutace nukleovych kyselin
a peroxidace fosfolipidi. [59]

Po permeacnich experimentech byly vzorky SC vyjmuty z teflonovych drzéka,
vysuseny v exsikatoru a po 12 h temperaci (32 °C v termostatu) byly méfeny na ZnSe ATR
krystalu za laboratorni teploty, bylo pofizeno 128 skeni s rozlisenim 2 cm™. Ziskana spektra

byla analyzovéana pomoci programu OPUS.

3.5.4. Zpracovani vysledkii

Vsechny vysledky jednotlivych permeacnich experiment byly zpracovany

v programech Microsoft Excel a GraphPad. Byla provedena statistickd analyza (ANOVA).
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci této kapitoly je pojednano o vysledcich experimentu, tj. piipravé a slozeni
topickych formulaci s bariérovymi lipidy, jejich hodnoceni a nasledném vybéru pro aplikaci
na modeloveé posSkozenou kozni bariéru. Veskeré vysledky vSech permeacnich experimentt
jsou prezentovany ve formé grafii a zaroven doplnény slovnim popisem.

Cilem této prace bylo pfipravit topicky podavanou smés bariérovych lipidi, kterd by
po aplikaci na poSkozenou kozni bariéru mohla zlepsit jeji propustnost a mikrostrukturu. Tato
prace vychazi zptedchozich vysledkti dr. Kulhankové, které byly predstaveny v jeji
diplomové praci. [60] Zakladnim pozadavkem bylo ekvimolarni zastoupeni bariérovych
lipida, tj. CER, FFA smés a cholesterolu. V tomto experimentu byly jednotlivé bariérové
lipidy zastoupeny v hmotnostnim pomeéru 2:1:1 (CER/ smés FFA /cholesterol), coz odpovida

fyziologickému molarnimu poméru jednotlivych slozek, tj. 1:1:1. [61]

4.1. Prvni permeacni experiment

4.1.1. Priprava a charakterizace formulaci

Pro prvni permeacni experiment, v némz byly vzorky formulaci MS1 az MS12, které
vychédzely zjiz hodnocené formulace dr. Kulhdnkové. Samotnou piipravu formulaci
ptedchézela ptiprava smési FFA, jejiz slozeni bylo v souladu s kvantitativnim zastoupenim
ve zdravém SC. [62] Nejprve byla pfipravena zakladni formulace, jejiz slozeni je uvedeno
v Tabulce 10. Do olejové faze byla ptidana faze vodna, vCetné¢ emulgatoru polysorbatu 80.
[63] Soucasti vodné faze byl octanovy pufr o pH 5,5, simulujici pfirozené kyselé prostiedi
kozniho povrchu.[64] JelikoZz zakladni mySlenkou této prace bylo piipravit co nejjednodussi
topickou formulaci bariérovych lipidd, v této praci byla modifikovana zakladni formulace.
Dalsi pfipravky se od plvodni liSily absenci hydrofilnich kapalin (glycerol 85 % a 1,3-
propandiol) a ¢aste€nou nebo Uplnou absenci nékteré/nékterych z hydrofobnich slozek.

Formulace MS1-9 byly pozorovany optickym mikroskopem pti 100x a 200 zvétSenti,
piicemz nekteré formulace obsahovaly zrna/kapénky. Pravdépodobné by se mohlo jednat
o Castice cholesterolu a/nebo oddélené kapky Ccisténého slunecnicového oleje ¢i jinych
komponent. V nasledujicich obrazcich (Obrdzek 8—16) jsou ukazky ptipravenych formulaci
pii obou zvétSenich; u kazdé formulace jsou pii daném zvétSeni zobrazeny dva snimky (levy

a pravy v daném fadku).



MSIA

200x%

Obrazek 8: Zobrazeni topickych formulaci MS1A a MS1B optickym mikroskopem pri 100% a 200 %

zveétseni.

MS2B

100x

W -
- "

Obrazek 9: Zobrazeni topickych formulaci MS2A a MS2B optickym mikroskopem pri 100% a 200 %

zvétseni.

MS3A MS3B

. . -- )
- -- -

Obrazek 10: Zobrazeni topickych formulaci MS3A4 a MS3B optickym mikroskopem pri 100x a 200 x

zveétseni.
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Obrazek 11: Zobrazeni topickych formulaci MS4A4 a MS4B optickym mikroskopem pri 100x a 200 x

zveétseni.

MS5B

100x

200x%

Obrazek 12: Zobrazeni topickych formulaci MS54 a MS5B optickym mikroskopem pri 100x a 200 x

zvétseni.

MS6A MS6B

-- -- -

Obrazek 13: Zobrazeni topickych formulaci MS6A4 a MS6B optickym mikroskopem pri 100x a 200 x

100x

zveétseni.
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MS7A

100x

200x%

=

7
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i

Obrazek 14.: Zobrazeni topickych formulaci MS7A4 a MS7B optickym mikroskopem pri 100x a 200 x

zveétseni.

100x

200x%

7))
®
=

Obrazek 15: Zobrazeni topickych formulaci MS84 a MS8B optickym mikroskopem pri 100x a 200 x

zvétseni.

MS9A

100x

200x

..g
W
&
=

Obrdazek 16: Zobrazeni topickych formulaci MS94 A MS9B optickym mikroskopem pri 100% a 200 %

zveétseni.

35



Formulace bez pomocnych konstitutivnich latek byly vice tekuté, pouhym okem se
jevily jako stabilni a homogenni. Vzhledem k tomu, Ze u formulaci nebyla pozorovana fazova
separace ani jin¢ vétsi zmeny ve stabilité, pro dalsi ¢ast experimentu byly déle studovany
formulace MS9A a MS9B obsahujici nejméné surovin (nepfitomnost hydrofobnich
konstitutivnich latek a hydrofilnich kapalin), coZz by mohlo odstranit potencidlni interakce
excipientl v dalSich fazich experimentu.

Vzhledem ke skutecnosti, ze kli¢ovou slozkou v kozni bariéfe jsou ultradlouhé
acylceramidy, byly podle formulace MS9B pfipraveny formulace obsahujici samotny
ultradlouhy CER EOS (0,5 %; MS10) a kombinaci obou typi CER, tj. CER EOS a CER AP
(MS11), jejiz molarni pomér ¢inil 0,7:0,3. [60] Stejné¢ jako ptedchozi, také modifikované
formulace byly pozorovany pod optickym mikroskopem. Emulze se jevily homogenni
anevykazovaly fazovou separaci, pouze vzorek MSI11 (Obrdzek 17) obsahoval vice
vzduchovych bublin. Formulace na bézi ultradlouhého CER EOS (MS10, MS11 a MS12)
byly stejn¢ jako formulace MS9A a MS9B pouzity pro permeacéni experiment.

MS11

100x%

200x%

100x

200x%

Obrazek 17: Zobrazeni topickych formulaci MS10, MS11 a MS12 optickym mikroskopem pri 100%

a 200 x zvetseni.
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4.1.2. TEWL modelii koZni bariéry pred a po aplikaci formulaci

Nejdiive byly u vSech hodnocenych Franzovych cel zméfeny hodnoty TEWL v Case
0 h. Poté¢ byly na kazdy vzorek poskozené kozni bariéry aplikovany formulace v takovém
objemu, aby mnozstvi formulace bylo 200 mg a hmotnost CER frakce byla 1 mg. Aplikované
mnozstvi byva 300 pl, ale i 600 pl [65, 66], kde se jedna vice o kapalné formulace a zalezi
pak na hustot¢ dané formulace, aby pfili$ nezatizila zkoumané SC. [60]

U zdravé kontroly (v Obrdzku 18 &erng) byla zméfena hodnota 14,13 + 0,73 g/h/m?;
zatimco u poSkozené kozni bariéry (extrahované SC) byla hodnota TEWL 2541 =+
1,84 g/h/m?. Hodnota TEWL extrahované SC je niZ§i, neZ obvykle byva u onemocnéni jako je
naptiklad AD, ty jsou obvykle 10-70 g/h/m?, s primé&rnou hodnotou kolem 30 g/h/m?. [67]
Ocekavalo by se, Ze jeji hodnoty budou ze vSech vzorkli nejvyssi. Je tedy mozné, Ze pfi
modelovém poskozeni SC nedoslo k fadné extrakei bariérovych lipidd, proto je hodnota nizsi.
Pocatecni hodnoty extrahovanych SC se mirné 1isi, piestoze extrakce byla provedena stejnym
zpusobem. Po aplikaci formulace bez CER-frakce (,,placebo®; svétle rizova) na poskozenou
bariéru byla po 24 h naméfena ztraty vody 35,98 = 1,91 g/h/m*; dale u formulace s CER AP
(zndzornéno cervenou barvou) 29,01 + 1,12 g/h/mz; a formulace CER EOS (zndzornéno
modrou barvou) 25,53 + 0,82 g/h/m”. Mezi vlivy jednotlivych formulaci nebyly pozorovany
statistické rozdily. Jak je patrné z Obrazku 18, v pribéhu celého experimentu (Casy 48 a 72 h)
byl pozorovan pouze nepatrny pokles v hladinaich TEWL.

60
gE 50 o SO
< 40 -= SC EXTR
__'-E 30
; 20 -+~ Cer AP
o - Cer EOS
10 . CerAP
0 + Cer EOS
i (N SR (TR
0 24 48 72

Cas [h]

Obrdzek 18: Grafické zndzornéni méreni TEWL [g/h/m’] prvniho permeacniho experimentu
u modelové poskozené kozni bariéry (SC) v zavislosti na casu (h). Hodnoty jsou vyjadieny jako
aritmeticky primér = SEM (stredni chyba priiméru) vsech péti vzorkii u kazdé skupiny. Cernou barvou
je zndazornena kontrola 1, Sedou kontrola 2. Dalsi barvy predstavuji vzorky s aplikovanymi

formulacemi dle popisu.
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Po dokonceni méfeni TEWL byly vzorky métfeny technikou ATR-FTIR. Konformace
lipidi 1ze odvodit ze symetrickych valen¢nich vibraci methylenovych vazeb. Pokud jsou
kozni lipidy v tzv. all-trans (,,cik cak) konformaci [68], znamen4 to, Ze fetézce jsou spravné
uspotradany a vlnocCty symetrickych methylenovych valen¢nich vibraci tak nejsou vyssi nez
2850 cm™. [69] Pokud jsou hodnoty vlno&tii vy$$i neZ tato hodnota, lipidy jsou mén&
uspotfddané az neuspoiadané, jelikoz se zvySuje mnozstvi tzv. gouche konformerd. [70]

Na Obrdzku 19 jsou reprezentativné znazornény pasy methylenové symetrické vibrace.

k'-. Uspofadané

- Cer AP +
Cer EOS

Cer EOS
Cer AP

Intenzita [a. u.]

SC EXTR
T | SC "zdrava"

4;1 o 2] ]
A

Vinocet [r.:m'1l

Obrazek 19: Symetrické valencni vibrace methylenovych skupin bariérovych lipidii v jednotlivych
formulacich u ATR-FTIR spektra. Cernou barvou je zndazornéna kontrola 1, Sedou kontrola 2. Dalst

barvy predstavuji vzorky s aplikovanymi formulacemi dle popisu.

Maxima vinocti methylenovych symetrickych vibraci naznacuji dobré uspotadani
fetdzct ve studovanych vzorcich, tj. 2848,4 cm™ (,,zdrava“ SC), 2848,9 cm™ ' (,placebo®),
2848,6 cm (formulace s CER AP), 2848,7 cm™ (formulace s CER EOS) a 2848,6 cm’
(formulace se smési CER AP a CER EOS). To znaci, ze po podani CER formulace doslo
ke zlepSeni organizace lipidi ve SC, ale bez statistického vyznamu. Extrahovand SC
nevykazovala silné vibrace vtomto spektru, protoze kvili extrakci neobsahuje mnoho

methylenovych skupin, a tudiz odezva v naméfeném spektru nebyla ptili§ velka.
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Obrazek 20: Valencni vibrace methylenovych skupin bariérvych lipidii ve formulaci obsahujici DFFA
u ATR-FTIR spektra. Panel A zobrazuje valencni vibrace methylenovych skupin protonovanych
a panel B deuterovanych retézcii. Panel C zndzornuje primer ze vSech vzorkii (+ smérodatnd

odchylka) téchto dvou skupin u vsech vzorkii (n=>35).

Pro lepsi pochopeni chovani bariérovych lipidi byla na poskozenou kozni bariéru
aplikovéna znacend formulace. IR spektroskopie u vzorku obsahujici DFFA je zobrazena na
Obrazku 15. IR hodnoty ukazuji, Ze sm&€s DFFA pronikla do SC, jak naznacuje pfitomnost
symetrickych methylenovych vibraci protonovanych (panel A) a deuterovanych fetézcii
(panel B). [71, 72] Zatimco lipidy CH, fetézci jsou relativné dobie usporadany (2848,6 cm™),
fetézce DFFA jsou usporadany hiife, coZ je patrné z posunu maxima CD; vibrace na hodnotu
2089,1 cm™ (panel C).

Z prvniho permeacniho experimentu lze vyvodit n¢kolik zavért. Ackoliv piipravené
formulace obsahovaly bariérové lipidy, jejich topické podani na poskozenou kozni bariéru
nepiinesly statisticky vyznamny pokles TEWL. Z vysledkl prvniho experimentu vsak lze fici,
ze piipravené formulace nemély negativni vliv na uspofadani lipidovych fetézcii a také

na TEWL.

4.2. Druhy permeacni experiment

Neuspésné obnoveni kozni bariéry v prvnim experimentu mohlo byt pravdépodobné
zpiisobeno odstranénim formulaci po aplikaci, a proto v tomto experimentu byly formulace na
vzorcich SC po celou dobu ponechany. Pro permeaci byly pouZity stejné vzorky jako
v prvnim ptipad¢€ (Tabulky 10-12), konkrétne tedy MS9A (bez CER; ,,placebo*), MS9B (CER
AP; 0,5 %), MS10 (CER EOS; 0,5 %) a MS11 (0,5 %; CER AP + CER EOS). Zmény hodnot
TEWL v casech 0 h (pfed aplikaci) a 24, 48 a 72 h po aplikaci jsou zobrazeny v Obrdzku 21.

Z vysledkl kontrol vyplyva, Ze extrakce prob&hla fadné€, protoze poskozena SC ma mnohem
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vy$$i hodnoty TEWL nez ,zdrava“ SC.[60] Celkové jsou vysledky oproti prvnimu
experimentu vice konzistentni. Pfi méteni po 48 h se zdalo, ze se hodnoty zacaly snizovat, ale

po tfech dnech doslo k paradoxnimu zvySeni TEWL.

120-|
rg 110% - SC
E %5 -8 SC EXTR
o
=
E 90 -+ Cer AP
= 40 -+ Cer EOS

20 e Cer AP

0 ————r—r—1 + Cer EOS

24 48 72
Cas [h]

Obrdzek 21: Grafické zndzornéni méreni TEWL [g/h/m’] druhého permeacniho experimentu
u modelove poskozené kozni bariéry (SC) v zavislosti na casu (h). Hodnoty jsou vyjadieny jako
aritmeticky primér + SEM (stredni chyba priiméru) vSech péti vzorkii u kazdé skupiny (n = 5). Cernou
barvou je znazornéna kontrola 1, Sedou kontrola 2. DalSi barvy predstavuji vzorky s aplikovanymi

formulacemi dle popisu.

Vysledky IR spektroskopie, znazornény na Obrazku 22, naznacuji podobné zavéry
jako u prvniho permeaéniho experimentu. Z maxim vIno¢tl symetrickych methylenovych
vibraci (,,zdrava™“ SC — 2848,8 cm'l; »placebo® — 2848.8 cm'l; s CER AP — 28484 cm'l;
s CER EOS — 2848,6 cm™'; se smési CER AP + CER EOS — 2848.6 cm'l) lze konstatovat, ze
ponechani formulace se vyrazné neprojevi ani na zlepSeni, ani na zhorSeni bariérovych

vlastnosti studovanych modelli poSkozené bariéry vcetné jeji mikrostruktury.
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Obrazek 22: Symetrické valencni vibrace methylenovych skupin bariérovych lipidii v jednotlivych
formulacich u ATR-FTIR spektra. Cernou barvou je zndzornéna kontrola 1, sedou kontrola 2. Dalsi

barvy predstavuji vzorky s aplikovanymi formulacemi dle popisu.

4.3. Treti permeacni experiment

Vzhledem k tomu, Ze mnozstvi topickych formulaci s obsahem bariérovych lipidi
nebyva piilis velké [65], tieti experiment byl proveden s polovi¢nim mnozstvim formulaci,
ale stejnym mnozstvim CER-frakce. Pripravené formulace byly pozorovany optickou
mikroskopii se zvétSenim 100%, 200x a 400x. Pfipravené emulze byly diky niZz§imu podilu
octanového pufru visk6znéjsi, nicméne podle vysledki z optické mikroskopie (Obrazek 23)

nebyly pozorovany projevy nestability ¢i fdzové separace piipravenych formulaci.
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MS13A MS13B

100x

200x%

400x%

MS13C

100x

200x

400x

Obrazek 23: Zobrazeni topickych formulaci optickym mikroskopem pri 100%, 200 x a 400 % zvétseni.

Vysledky TEWL a IR spektroskopie jsou znazornéné na Obrazku 24. Vysledna
hodnota TEWL u zdravé kontroly byla 18,31 + 0,86 g/h/m*. U poskozené kozni bariéry byla
hodnota 70,49 + 1,59 g/h/mz, u ,,placebo* formulaci vysly hodnoty 73,66 + 10,46 g/h/mz, dale
s CER AP bylo zmé&feno 63,78 + 4,95 g/h/m” a u smési CER EOS + CER AP byly hodnoty
71,49 + 11,33 g/h/m*>. Po podéni formulaci na poskozenou kozni bariéru nedoslo
ke statistickému poklesu hodnot TEWL.

U IR spektroskopie (provedena shodné s predeslymi experimenty) stanovené hodnoty
vlnoCtl ukazaly, Ze u vzorki s obsahem CER je vice fetézcli dobfe usporadanych. Hodnoty
maxim vlnoétd methylenovych vibraci po aplikaci ,,placebo” formulace byly srovnatelné
(2848,8 cm™) s témi, které byly namé&feny u membran po aplikaci formulace s CER AP nebo

dokonce smési CER AP + CER EOS (u obou typii vzorki hodnota 2848, 7 cm™). Kromé
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symetrickych valen¢nich vibraci, vykazovaly vzorky vibrace i v oblasti deformacnich
niizkovych (oblast 1470-1460 cm™) a kyvavych vibraci (oblast 750-700 cm™), aviak zmény

mezi jednotlivymi vzorky nebyly statisticky vyznamné (nezobrazeno).

Neusporadang
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Obrazek 24: Vievo: Grafické znazornéni meéreni TEWL [g/h/m’] tretiho permeacniho experimentu
u modelove poskozené kozni bariéry (SC) v zavislosti na casu (h). Hodnoty jsou vyjadreny jako
aritmeticky prumer £ SEM (stredni chyba pruméru) vsech péti vzorkit u kazdé skupiny (n = 5).
Vpravo: Symetrické valencni vibrace methylenovych skupin bariérovych lipidu v jednotlivych
formulacich u ATR-FTIR spektra. Cernou barvou je zndzornéna kontrola 1, Sedou kontrola 2. Dalsi

barvy predstavuji vzorky s aplikovanymi formulacemi dle popisu.

Vysledky tfetiho permeacniho experimentu rovnéZz nenaznacuji ptfiznivy vliv topicky
podavanych bariérovych lipidi na poSkozenou kozni bariéru. Tato skutecnost mohla byt
zpisobena nékolika faktory. V potaz pfichazi uprava poméru CER/cholesterol/FFA ze 2:1:1
na 3:1:1 podobné jako u registrovaného piipravku EpiCeram® v USA. [40] Také je mozné, e
extrakce SC byly nevhodné provedené a samotnou extrakci tak doSlo k mechanickému
poskozeni tkan€. Otazkou tedy zlstava zplsob a provedeni modelového poskozeni kozni
bariéry. Kuptikladu De Paepe a kol. (2002) poskozovali kiizi na zdravych dobrovolnicich
pomoci acetonu a lauryl-sulfatu sodného. Z jejich vysledku je patrné, Ze poskozeni kize bylo
velmi povrchové, a proto vliv aplikace zkoumanych formulaci nebyl mozny pozorovat. [73]
Pravé proto je dulezité provéfit i dalsi moznosti modelového poskozeni SC, napt. pomoci
stripovani (angl. fape stripping) ¢i jinymi zpusoby. Dale mohla hrat roli nevhodna aplikace
CER nebo jejich interakce s dal§imi slozkami formulace. Tyto faktory musi byt zvazeny, coz

znaci potfebu dalSiho vyzkumu v této oblasti.
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5. ZAVER

Ceramidy jsou klicovou slozkou ve stratum corneum, kde hraji dulezitou roli
v udrzovani kozni bariéry a ochrané pied vnéjsimi vlivy. Vzhledem k tomu, Ze ceramidy jsou
ptirozenou slozkou kozni tkén€, jsou velmi dobfe snaSeny a maji minimalni vedlejsi ucinky.
To znamend, ze pouziti ceramidi v topickych pfipravcich miize byt velmi efektivni
a bezpetné. Z téchto duvodu je stale dilezité zkoumat vliv ceramidii na poskozenou kozni
tkan a objevovat nové moznosti v 1é¢b¢ a péci o pokozku.

Cilem této prace bylo vytvofit formulaci obsahujici v kosmetice Casto pouzivany
fytoceramid AP a ultradlouhy acylceramid EOS, ktery hraje nezastupitelnou roli v udrzeni
bariérovych funkci kiize. Formulace vychéazely zjiz publikované prace; cilem bylo jejich
zjednodusSeni, nasledné¢ hodnoceni a studium jejich vlivu na modelové poskozenou kozni
bariéru. Toto bylo studovano méfenim ztraty vody a déle infracervenou spektroskopii, diky
které 1ze hloubéji nahlédnout do mikrostruktury studovanych modeli. Vysledky ukazuji, ze
ceramidy se do poSkozené stratum corneum vsttebaly, ale nebyly schopné integrovat
s poskozenou tkani natolik, aby dostate¢né zlepSily jeji bariérové vlastnosti. Prestoze tato
prace neposkytuje ocekavané vysledky topického podani bariérovych lipidd na poskozenou
kozni bariéru, mlze slouzit jako podklad pro budouci vyzkumy v oblasti bariérovych lipida,
jejich uspofadani, chovéani s dalSimi latkami a pochopit tak jejich roli, a to nejen

ve fyziologickych, ale také patofyziologickych stavech organismu.
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6. POUZITE ZKRATKY

AD
ATR-FTIR IR

CER
DFFA
FFA
IR
LPP
NMF
SC
SPP
TEWL
(A%
VIS

atopicka dermatitida

spektroskopie zeslabeného uplného odrazu s Fourierovou transformaci
(angl. attenuated total reflection-Fourier transform infrared)

ceramid(y)

deuterované volné mastné kyseliny (angl. deuterated free fatty acids)

volné mastné kyseliny (angl. free fatty acids)

infracervené zareni

faze s dlouhou periodicitou (angl. long periodicity phase)

piirozené hydratacni faktory (angl. natural moisturtizing factors)

rohova vrstva (lat. stratum corneum)

faze s kratkou periodicitou (angl. short periodicity phase)

ztrata vody pfes membranu (angl. trans-epidermal water loss)

ultrafialové zateni

viditelné svétlo
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