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Ná ev diplomové práce: Studium a hodnocení topicky podávaných ceramid  na poško enou 

kožní bariéru 

 

K že je největším or ánem lidského těla a plní několik klíčových funkcí, jako je 

například ochrana těla před vnějšími vlivy nebo re ulace teploty. Zdravá k že je schopna 

udržet inte ritu a stabilitu organismu díky své komplexní struktuře. K že je složena 

z několika vrstev buněk, vč. stratum corneum (SC), která tvoří vlastní ochrannou bariéru. 

Ceramidy (CER) jsou jedním   hlavních typ  bariérových lipid , které se nachá ejí 

právě ve SC. Tyto lipidové molekuly vytváří spolu s dalšími lipidy hydrofobní matrici, která 

chrání pokožku před vysýcháním a dalšími vnějšími vlivy. Nedostatek CER v kožní bariéře 

vede k narušení funkce kožní bariéry a  horšení stavu pokožky. To souvisí s mnoha 

onemocněními, jako jsou dermatitidy, psoriá a a další. Studium CER ve SC je d ležité proto, 

abychom pochopili mechanismy ochrany pokožky, a také vývoj nových terapeutických 

přístup  k léčbě kožních onemocnění. 

Jednou z možných cest léčby kožních nemocí je topické podání bariérových lipid , 

 ejména CE . Proto cílem této práce bylo připravit formulace obsahující CE  a posoudit 

jejich vliv na modelově poško enou SC; konkrétně byly studovány CE  AP a CER EOS. 

 ylo vytvořeno několik emul ních formulací (přípravk ), u kterých byl  koumán vliv 

jednotlivých složek a koncentrace CE  na stabilitu formulací. Jednotlivé přípravky byly 

hodnoceny optickou mikroskopií a vliv bariérových lipid  na modelově poško enou kožní 

tkáň byl popsán transepidermální  trátou vody (TEWL) a infračervenou spektroskopií. V této 

práci byly provedeny tři permeační experimenty a výsledky uka ují, že lipidy topických 

formulací pronikají do poško ené SC, ale hodnoty TEWL nena načují statistické  lepšení 

bariérových vlastností této bariéry.  ovněž bylo  jištěno, že topicky podávané lipidy 

statisticky ne horšují uspořádání lipidových řetě c  v modelech SC. 

Tato práce by mohla být  ákladem ve studiu složení formulací a přispět tak k lepšímu 

po nání vlivu CE  na poško enou SC. To by mohlo přispět k tomu, abychom sná e nale li 

jejich uplatnění v terapii patofy iolo ických proces  v kožní bariéře. 

 

 

https://is.cuni.cz/studium/dipl_st/redir.php?id=c75efad6c4150fcf0abfca4578b7a361&tid=1&redir=detail&did=238737
https://is.cuni.cz/studium/dipl_st/redir.php?id=c75efad6c4150fcf0abfca4578b7a361&tid=1&redir=detail&did=238737
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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. ÚVOD A CÍLE PRÁCE 

Zdravá pokožka je selektivně propustná bariéra or anismu pro vodu, větší molekuly 

skrze ni nemohou  a fy iolo ických podmínek prochá et. Tak tomu však není u kožních 

onemocnění, u nichž dochá í k poško ení vlastní kožní bariéry, tedy rohové vrstvy. Hro í tak 

opakované  áněty a další problémy, které jsou d sledkem špatného složení a obsahu 

d ležitých látek v epidermis, jako jsou bariérové lipidy,  ejména ceramidy, jejichž hladiny 

jsou u kožních nemocí snížené. Lékem volby u těchto nemocí bývají topicky podávané 

kortikoidy, které sice  mírňují  ánět, ale jejich dlouhodobé používání m že vést ke  horšení 

bariérových funkcí k že. Právě proto je d ležité najít  p sob, kterým by se bariérové lipidy 

mohly lokálně aplikovat, doplnit chybějící spektrum bariérových lipid  a přispět tak 

ke  lepšení stavu pacient  s onemocněními.  

V této diplomové práci jsem navá ala na výsledky práce PharmDr.  oksolany 

Kulhánkové, která v rámci své diplomové práce navrhla směs topicky podávaných lipid . 

Tato formulace obsahuje bariérové lipidy, včetně ceramid , které jsou esenciální pro správnou 

funkci lidské k že. Cílem mé práce tedy byla úprava,  jednodušení složení topicky podávané 

formulace na bá i bariérových lipid  a  výšení jejího účinku na bariérové vlastnosti modelově 

poško ené kožní bariéry. To by mělo vést ke snížení ne ativních projev  poško ené kožní 

bariéry, jako jsou vysoké hodnoty transepidermální  tráty vody nebo neuspořádanost 

lipidových řetě c . Vliv ceramid  na obnovu kožní bariéry touto formulací bylo popsáno 

permeačními parametry jako je  tráta vody a uspořádání bariérových lipid  v lipidové matrici 

rohové vrstvy bylo hodnoceno infračervenou spektroskopií  a využití deuteriem  načených 

lipidových řetě c .  
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2. TEORETICKÁ ČÁST 

2.1. Kůže 

K že savc  (člověka) je velký plošný or án, tvořící bariéru or anismu v či okolí, její 

povrch tvoří u dospělého člověka téměř 2 m
2
. Její tloušťka se odvíjí od místa výskytu od 

0,5 mm do 4 mm. Nejtenčí je k že například na očních víčkách a nejsilnější na  ádech. Co se 

týká hmotnosti, pohybuje se kolem 3 kilo ram . Obsahuje-li však velký objem podkožního 

tuku, m že mít až 20 kilo ram . [1, 2]  

2.1.1. Funkce  

K že chrání or anismus před škodlivými vlivy prostředí, ať už to jsou chemické látky, 

r  né druhy  áření nebo mikroor anismy. Obrannou funkci lze rozdělit na fy ikální, 

chemickou a biologickou.  y ikální bariéra  ajišťuje mechanickou ochranu, a to díky 

hydratované rohové vrstvě, desmozom m, keratinocyt m a také podkožní tukové tkáni. 

Za fy ikální bariéru se také považuje přiro ená fotoprotekce před ultrafialovým (angl. 

ultraviolet; UV)  ářením. To je  aručeno kožním pi mentem melaninem, betakarotenem 

a aminokyselinami, které jsou schopny UV  áření absorbovat a rohová vrstva je schopna část 

 áření odra it. Elektrická bariéra je  ajištěna rohovou vrstvou, která má elektrone ativně 

nabitý povrch, a S akallovou membránou (me i rohovou a zrnitou vrstvou epidermis; viz 

dále), jež fun uje jako elektrický dipól, proto je pro nabité částice penetrace k ží  tížena. 

Chemická bariéra je dána kyselostí kožního povrchu, jehož pH bývá 4–6. Kyselost se m že 

mírně lišit podle místa na těle.  iolo ickou bariéru umožňuje samočistící schopnost k že, 

a i kyselé pH. [1, 3, 4]  

Sekreční funkce je d ležitá   hlediska termore ulace or anismu, což je možné díky 

sekreci potu (lat. sudor). Tělo se tak  bavuje přebytečné vody   or anismu a ochla uje kožní 

povrch. Pot se vylučuje ekrinními a apokrinními žlá ami na celém těle. Jedná se 

o hypotonický sekret, který obsahuje sodné, draselné, chlorné i vápenaté ionty, dále pak 

fosfáty, aminokyseliny,  lukó u atd. Neměl by obsahovat bílkoviny, en ymy ani tuky. 

Sekrece mazu (lat. sebum) je  prostředkována ma ovými žlá ami. Maz je olejovité 

konzistence, obsahuje triglyceridy, voskové/sterolové estery, skvalen a některé volné mastné 

kyseliny (angl. free fatty acids, FFA) a na povrchu k že vytváří ochranný tukový film. [4] 

Sen orická funkce je  prostředkovaná pomocí receptor  doteku, tlaku, teploty 

a bolesti. Organismus díky ní  ískává informace o  evním i vnitřním prostředí.  
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Termore ulační funkce je neméně d ležitou funkcí. Termore ulaci ovlivňují  měny pr toku 

krve cévami, pocení a odpařování vody. Metabolická funkce k že se týká 

především metabolismu sacharid , tuk  i bílkovin. Kromě toho  de probíhá i přeměna 

provitamín  na vitamín D. Imunolo ická funkce je vý namná,  ejména proto, že k že se 

dostává do kontaktu s anti eny velmi často. Tuto funkci  ajišťují buňky jako jsou 

keratinocyty, Lan erhansovy ostr vky v epidermis, T-lymfocyty, makrofá y a mastocyty 

v dermis. [3, 4] 

2.1.2. Hypodermis  

K že se skládá  e tří vrstev, jež jsou  ná orněny na O       1. Podkožní je nejhlubší 

vrstva, která spojuje dermis s povrchovou fascií nebo periostem. Pochá í   mezodermu a jsou 

v ní uloženy převážně buňky tukové tkáně tzv. adipocyty. Ty tvoří vý namnou ener etickou 

 ásobu a jsou d ležité   hlediska tepelně-i olačního. Každý adipocyt je obkroužen kapilárou. 

[1, 3, 5, 6]  

 

O       1: Z                                    N                                             . [7] 

2.1.3. Dermis 

Dermis je střední vrstva k že neboli škára. Je me enchymálního p vodu. Jedná se 

o silnou, pevnou a pružnou vrstvu, jejímiž hlavními složkami jsou kolagen a elastin tvořící 

fibrily, ty se sdružují ve snopce a nav ájem se proplétají. Tloušťka dermis m že být 0,5 až 

2,5 mm.  kára má dvě vrstvy, a to horní a spodní. Povrchová neboli papilární vrstva je 
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protkaná sítí kapilár a obsahuje větší množství va ivových buněk. Vrstva hlubší (lat. stratum 

reticulare) obsahuje méně buněk než vrstva papilární .[1–3] 

V dermis je přítomna i hladká svalovina, jako v přimovače chlup , což jsou svazky 

hladké svaloviny jdoucí od pochvy chlupu k povrchu dermis. Nevyskytují se všude, chybí 

například u vous  a vlas . Sítě buněk hladkého svalstva jsou uloženy i v hlubších vrstvách 

dermis, a to paralelně s povrchem. Dermis obsahuje mechanoreceptory pro vnímání doteku, 

tlaku, vibrací, dále termoreceptory vnímající  měny teplot a nociceptivní receptory pro 

vnímání bolesti. Nalé á se  de i cévní a lymfatické  ásobení k že. [1, 3, 4] 

D ležitou funkci dále mají fibroblasty, buňky, díky kterým je možná synté a 

a degradace protein  pojivové tkáně. Zejména v papilární dermis jsou hojně  astoupené 

mastocyty, jedná se o sekreční buňky, které jsou schopny  e svých  ranul uvolňovat například 

heparin či histamin. [3, 5]  

2.1.4. Epidermis  

Zevní vrstva k že neboli pokožka (epidermis) je nejtenčí složka kožní tkáně. Pochá í 

z ektodermu je tvořena 5 vrstvami kožních buněk keratinocyt  ( ná orněné na výře u 

O       1). [1, 3]  

Epidermální vrstvy odspodu ke kožnímu povrchu: 

 Stratum germinativum ( árodečná vrstva), ta se dále dělí na stratum basale, kde 

probíhá buněčné dělení; a na stratum spinosum, která obsahuje 2–5 vrstev buněk, 

jež se směrem k povrchu oplošťují a  tenčují. 

 Stratum granulosum (vrstva  rnitých buněk), v této vrstvě začíná proces 

keratinizace, tj. na buňkách se vytváří zrna keratohyalinu, ze kterého následně 

v niká keratin.  

 Stratum lucidum (vrstva jasných buněk), tenká vrstva buněk, je patrná pou e 

na místech, kde je k že výra ně  rohovatělá (např. dlaně, plosky nohou aj.). 

Buňky jsou zde k sobě pevně stlačeny a podléhají buněčné smrti. Nemají jádro 

a přesnou hranicí přechá í do poslední vrstvy.  

 Stratum corneum (rohová vrstva; SC) obsahuje pou e  rohovatělé buňky, které se 

na jejím povrchu odlupují, čemuž se také říká proces deskvamace. Obsahuje 15-20 

vrstev korneocyt , které jsou odděleny vysoce uspořádanými lipidovými vrstvami. 

Ty lze přirovnat k cihlové  di, a proto díky nim má k že tzv. bariérovou funkci. 

Tyto buňky tedy chrání tělo před  trátou d ležitých látek a také před vnějšími 

nepří nivými vlivy. [1, 5, 8–10]  
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Za  ákladní epidermální buňky l e považovat keratinocyty a dále melanocyty nebo 

také buňky Lan erhansovy či Merkelovy. Keratinocyty jsou buňky, které se postupně 

diferencují od místa kontaktu s dermis až k povrchu epidermis. V posledních stádiích této 

diferenciace jsou obklopeny hustě  esítěným proteinovým obalem, na který je kovalentně 

navá ána lipidová monovrstva. Tato monovrstva se skládá   CER s ω–hydroxyskupinami, 

které jsou kovalentně vá ány na proteiny keratinocyt . Keratinocyty tvoří keratinová 

tonofilamenta, která jsou prekurzorem keratinu. V buňce se vyskytují ve sva ích upínajících 

se do desmosom , což jsou buněčné spoje d ležité k udržení adhe e me i buňkami.  

[1, 5, 8–11] 

Melanocyty jsou buňky tvořící melanin, p vodem jsou   neurální trubice a mají 

dendritické výběžky, kterými předávají melanin okolním buňkám. Jeho obsah se r  ní mezi 

populacemi. Jeho hlavní funkcí je ochrana buněk před škodlivými účinky slunečního  áření.  

Lan erhansovy buňky (tzv. buňky prezentující anti en, z angl. antigen-presenting cells; APC) 

jsou ve stratum spinosum s funkcí podobnou makrofá  m. Merkelovy buňky jsou hmatové 

buňky ve spodních vrstvách epidermis. Pokožka kromě dalších struktur obsahuje také 

Merkelova hmatová tělíska, tedy nervová  akončení, která řadíme mezi mechanoreceptory.  

[1, 5, 9, 10]   

2.1.5. Lipidy ve stratum corneum 

 SC obsahuje 5–15 % lipid , 75–80 % protein  a 5–10 % dalších látek. Vý namnou 

roli sehrávají me ibuněčné lipidy, které tvoří t v. lipidovou matrici (matrix) SC. Směs lipid  

v matrici je tvořena z 40–50 % CER, 20–33 % cholesterolu a 7–13 % volných mastných 

kyselin. Lipidy tvoří mnohočetné lamely a jejich složení přímo ovlivňuje kvalitu bariérové 

funkce. Me i další lipidy v lamelárních vrstvách SC patří cholesterol-3-sulfát a estery 

cholesterolu, které se liší podle umístění a hloubky k že, věku, pohlaví a patolo ického stavu 

jedince, taktéž me i jednotlivci, rasami, a například i během ročních období. Kromě 

strukturálních vlastních bariérových lipid  se další lipidy vyskytují i na povrchu k že, kde 

jsou vylučovány ma ovými žlá ami a jsou součástí ochranného hydro-lipidového filmu. Mezi 

jejich funkce patří mimo jiné také samočisticí funkce. [9, 12] 

2.1.5.1. Ceramidy 

Ve SC jsou ceramidy (CE ) uvolňovány   jejich polárních prekur or  

 lukosylceramid  a sfin omyelin  pomocí hydrolytických en ym . CE  jsou tvořeny 

sfin oidní bá í (aminoalkoholem), kterou m že být  ejména sfingosin (S), dihydrosfingosin 

(DS), fytosfingosin (P) nebo 6-hydroxysfingosin (H). Tato skupina je amidovou vazbou 
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napojena na skupinu mastné kyseliny, která je buď nesubstituovaná (N) nebo hydroxylovaná 

v poloze α- (A) nebo na konci (velmi) dlouhého řetě ce (t v. poloha ω-; O). Poslední 

 míněné acyly mohou být v této polo e dále esterově vá ány kyselinou linolovou (EO). 

Kombinací r  ných sfin oidních bá í (S, DS, P, H) a r  ných acyl  (N, A, O, EO) tak l e ve 

 dravém SC nalé t desítky podtyp  bariérových CE . Velká písmena uvedená v  ávorkách se 

pak používají pro  krácení ná vosloví CER jako je uvedeno na O       2; pro příklad CER 

AP je o načením α – hydroxyacyl-fytosfingosinu.  

Obsah jednotlivých tříd CER se podle r  ných autor  liší, nicméně CER NP a CER 

NS mají vyšší  astoupení než CE  AP a CER EOS. [10, 13–15] Dle studie Suzuki M a kol. 

(2022) je nejhojnější třídou CER NP (29,4 %), následuje CER NH (23,4 %), CER NDS 

(11,3 %), CER AH (9,1 %) a CER EOS (7,7 %). [16] 

Obr     2: C                  CER, je                                 . [10] 

2.1.5.2. Cholesterol 

Cholesterol je lipid, který má relativně ní kou molekulovou hmotnost a je jediným 

velkým sterolem ve SC. Je schopen membránové domény fluidi ovat nebo je učinit 

pevnějšími, v  ávislosti na fy ikálních vlastnostech ostatních lipid  a poměru cholesterolu 

k ostatním složkám. Úlohou cholesterolu v epidermis je dodávat určitou fluiditu, aby k že 

nebyla moc pevná a tím i křehká. Při procesu deskvamace v konečné fá i keratinizace se 

nenasycené mastné kyseliny přenášejí do molekuly cholesterolu, kde produkují jeho estery. 

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

Většina volných mastných kyselin (angl. free fatty acids, FFA) ve SC má dlouhý 

řetě ec o délce 14 až 28 uhlík  a jsou nasycené. Nejvíce jsou  astoupeny kyseliny palmitová 

(C16; 10 %), stearová (C18;10 %), behenová (C22; 15 %), li nocerová (C24; 25 %) 

a hexakosanová (C26; 10 %). Jejich obsah je vyšší ve svrchních vrstvách SC než ve spodních. 

Dalšími (nenasycenými) FFA jsou kyseliny olejová (C18), eikosapentaenová (C20), 

dokosahexaenová (C22) a linolová, což je nejhojněji  astoupená polynenasycená mastná 

kyselina, a její deriváty. Při nedostatku esenciálních mastných kyselin oleát nahra uje 

linoleát, což  p sobuje bariérové abnormality. [10, 19]  

2.1.6. Lamelární a laterální organizace lipidů ve stratum corneum 

Jak bylo uvedeno, nejen obsah, ale i or ani ace lipid  ve SC je klíčová pro správnou 

funkci kožní bariéry.  spořádání bariérových lipid  je  obra eno na O       3. Lipidy jsou 

v kožní bariéře or ani ovány do lamel, které jsou přibližně paralelně s povrchem korneocyt . 

D ležitá je délka řetě ce CE , v případě  dravé SC tvoří lipidy dvě lamelární fá e.  á i 

se v dáleností opakování lamel přibližně 6 nm o načujeme jako fá i s krátkou periodicitou 

(angl. short periodicity phase; SPP), a se v dáleností 13 nm o načujeme jako fá i s dlouhou 

periodicitou (angl. long peridicity phase; LPP). Dlouhá lamelární fá e je považována 

za ne bytnou pro správnou funkci k že jako bariéry. Její v nik je podmíněn přítomností 

ultradlouhých CE  (acylceramid ), jako je např. CE  EOS.  [20, 21] 

Lipidy uvnitř lamel jsou uspořádány do or ani ovaných struktur, t v. mřížek. Jejich 

uspořádání m že být t v. ortorombické (čtvercové), kde jsou molekuly velmi těsně vedle sebe 

uspořádané (v dálenost lipidových řetě c  v mřížce je přibližně 0,37 a 0,41 nm). Tato mřížka 

nepovoluje lipidovým řetě c m žádné difu ní ani rotační pohyby. Další uspořádání je 

tzv. hexa onální (šestiúhelníkové), kde jsou lipidové řetě ce sice také uspořádané, ale jejich 

hustota není tak vysoká jako u ortorombického uspořádání, neboť v dálenost lipidových 

řetě c  v mřížce je 0,41 nm. Tato mřížka umožňuje řetě c m vykonávat r  né laterální 

pohyby. Molekuly bariérových lipid  mohou být i v neuspořádaném stavu, jsou tedy 

v kapalném (fluidním) uskupení (v dálenost me i řetě ci lipid  je přibližně 0,46 nm), díky 

kterému je lipidová matrice flexibilnější, aniž by došlo ke  horšení bariérových vlastností SC. 

Ve  dravé SC jsou všechna uspořádání přítomna, přičemž pro správnou funkci SC jako 

bariéry je ortorombické uspořádání lipidových řetě c  esenciální. [20, 21] 
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Ob      3: Later l                 g   zace                    ve stratum corneum. [22] 

2.1.7. Onemocnění spojená s poškozením kožní bariéry  

Změny obsahu či uspořádání kožních lipid  souvisí s projevy mnoha kožních 

onemocnění, jako jsou například psoriá a nebo atopická dermatitida.   těchto onemocnění 

dochá í ke snížení hladin epidermálních CER. [23, 24] 

2.1.7.1. Atopická dermatitida (AD) 

Atopická dermatitida (AD) je chronické  ánětlivé ek emató ní onemocnění, jehož 

pato ene e má mnoho faktor , jako jsou  enetika, imunolo ická odpověď a také i vliv 

vnějšího prostředí. Me i klinické projevy patří v nik  ánětlivých, suchých a velmi svědivých 

ložisek na k ži po celém těle, což pacient m snižuje kvalitu života. Toto onemocnění, jež 

doprová í snížení bariérové funkce k že, mají ve SC nižší obsah vody a CER. Studie uvádí, 

že u AD jsou snížené  ejména skupiny CER EOS a CER NP, ale i CER EOH, CER EOP, 

a CER NH, nicméně na druhou stranu je  výšena skupina CER AS. Navíc  de také dochá í 

ke  měně složení   A. Několik studií uká alo, že ačkoli byly   A s velmi dlouhým řetě cem 

(≥24 uhlík ) u AD sníženy, kratší   A ( ejména kyselina palmitová a kyselina stearová) 

a nenasycené   A byly u pacient  s AD  výšeny. Dysfunkční kožní bariéra umožňuje 

pronikání aler en , jako jsou ro toči, potraviny a další patogeny. To ještě více prohlubuje 

patolo ickou reakci k že. Pacienti s AD mají často  výšené sérové hladiny imuno lobulin  

a dalších látek, vedoucí k uvolnění histaminu, jež  vyšuje pocit svědění. [12, 25–27]  
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Dalším faktorem pro rozvoj AD jsou také mutace genu pro filaggrin. Jedná se 

o protein obsažený v korneocytech, který je v dolních vrstvách SC vá án na keratinocyty 

a v horních vrstvách SC dochá í k jeho hydrolý e na aminokyseliny. Tyto aminokyseliny jsou 

dále deaminovány  a v niku osmoticky aktivních kyselých produkt , které udržují kyselé pH 

a hydrataci k že, jež je nezbytná pro správnou tvorbu SC. [28] 

V současné době se léčba AD primárně řeší lokálním podáním kortikosteroid , čímž 

dochá í k potlačení  ánětlivé imunitní reakce. Délka topické terapie steroidy  áleží na 

klinickém  lepšení a obvykle je dva týdny. Pro minimali aci nežádoucích účink  by měl být 

lokální steroid s nejnižší možnou účinností používán po co nejkratší možnou dobu. Mezi 

nežádoucí projevy u terapie kortikosteroidy patří atrofie k že,  měna barvy, purpura, 

telean iektá ie, strie nebo hypopigmentace. Kortikosteroidy nejsou dokonalým řešením pro 

léčbu AD, protože pou e potlačují její projevy, ale neléčí onemocnění jako takové. D ležité 

pro kontrolu tohoto onemocnění je každodenní proma ávání k že emolienty, mastmi 

či krémy, které  vyšují hydrataci pokožky. [29, 30]  

2.1.7.2. Psoriáza (Lupénka) 

 Jedná se o chronické neinfekční kožní onemocnění s hyperproliferací. Pato ene e není 

 cela objasněna, ale je spojena se  výšenou aktivitou buněk imunitního systému a nadměrnou 

expresí  ánětlivých a ens.  oli m že hrát  enetická predispo ice nebo typ rasy, protože 

výskyt psoriá y je nejvyšší u rasy europoidní. [31–34] 

 K že u psoriá y má  výšenou hodnotu TEWL,   d vodu snížených hladin CER i FFA. 

Dochá í také ke  měnám v zastoupení jednotlivých CER v porovnání se  dravou k ží. Obsah 

CER EOS a CER obsahující fytosfin osinovou bá i je nižší, kdežto obsah CER obsahující 

sfingosin je vyšší. [33, 34] 

 Obdobně jako u léčby AD je  de  ákladním přístupem lokální terapie kortikosteroidy, 

jejíž síla  áleží na  ávažnosti a ro sahu ložisek. Dalšími přístupy jsou například podání analo  

vitamínu D3 u ambulantní léčby a cignolinu, popřípadě ichthamolu u hospitali ační léčby. 

Stejně jako u všech kožních onemocnění je d ležité časté proma ávání emoliencii 

a keratolytiky, které  měkčují vytvářející se šupiny k že a usnadňují tak jejich odstranění. 

Kromě farmakolo ické terapie se uplatňuje i fototerapie, kdy se využívá především  V  

spektrum o vlnové délce 311 nm.   nejtěžších případ , kdy nepomáhá žádná   předcho ích 

možností, se m že uvažovat o nasa ení systémové terapie. Nejvíce se používá acitretin, 

cyklosporin A a methotrexát. Me i nové přístupy dnes patří biolo ická léčba, jejíž velkou 

nevýhodou je finanční nákladnost. [35, 36] 
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2.1.8. Topické podávání bariérových lipidů 

 Topická aplikace je  p sob podání léčiv, při níž látky p sobí pou e lokálně na 

poško enou tkáň be  systémového účinku. Přípravky pro toto použití jsou nejčastěji polotuhé 

(např. masti, krémy,  ely) nebo tekuté (např. ro toky, emulze – lotiony). [37, 38] 

Pro topicky podávané přípravky je velmi d ležité, aby jejich hodnota pH byla v kyselé 

oblasti, ovšem velmi  áleží i na výběru látek, které pomáhají přispívat ke  lepšení bariérových 

vlastností k že, me i ty řadíme humektanty a emolienty. Humektanty jsou hy roskopické 

látky, které se chovají podobným  p sobem jako přiro ený hydratační faktor (angl. natural 

moisturizing factor; NMF) v k ži, ten  ahrnuje látky se silným hydratačním účinkem, 

především aminokyseliny a jejich deriváty. NMF zadržuje a přitahuje vodu v k ži a některá 

 vlhčovadla mají také  měkčující vlastnosti. Jako humektanty se používají například  lycerol, 

propylen lykol, panthenol, sorbitol, močovina a kyselina hyaluronová. Emolienty vyplňují 

prostory mezi korneocyty a p sobí v k ži pocity měkkosti a plasticity., čímž jí brání  trácet 

vodu. Mezi emolienty řadíme například cholesterol, skvalen, kyselinu linolovou, kyselinu 

stearovou, kyselinu olejovou a mastné alkoholy. [37, 38] 

Protože se snížené hladiny CE  ve SC uká aly být hlavním d vodem výskytu kožních 

poruch, přichá í v pota  možnost  lepšení kožních onemocnění pomocí aplikace chybějících 

CER. CER l e extrahovat   přírodních živočišných  droj , ale tento proces je  dlouhavý, 

drahý a omezeně dostupný. Dále existují obavy, že při tomto procesu mohou v nikat toxické 

produkty a je  de i ri iko přenosu infekcí. Více než přírodní CE  se dnes používají syntetické 

tzv. pseudoceramidy, které mají dobrý be pečnostní profil a jsou levnější. [39] 

V USA existuje registrovaný léčivý přípravek obsahující CE  s ná vem EpiCeram
®
, 

který vyvinula biofarmaceutická společnost Cera enix Pharmaceutical  abývající se vývojem 

produkt  pro dermatolo ii a infekční onemocnění. Tato společnost v roce 2006  ískala pro 

EpiCeram
®
 registraci a v roce 2008 ho společnost Primus Pharmaceuticals

 
uvedla na trh. 

EpiCeram
® 

je emulze, obsahující CER, konjugovanou kyselinu linolovou a cholesterol 

v poměru 3:1:1. V tomto přípravku jako CE  využívají molekulu hydroxypropyl bispalmitát 

monoethanolamidu, která by měla mít účinky srovnatelné s CER NP. Je  de využita 

patentovaná technologie MultiSal™, což je systém dvojitého  apou dření, který umožňuje 

delší p sobení a lepší absorpci látek. [40] 

Také produkty  načky Ceradan
® 
obsahují CE , cholesterol a   A v poměru 3:1:1. 

Produkty jsou vylepšeny systémem Active pH Control pro udržitelné snížení pH pokožky 

a díky této technolo ii jí byl udělen britský patent. Tato firma má sídlo v Singapouru 

a produkty jsou  atím dostupné pou e v Asii a Oceánii. [41] 
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V České republice  atím není re istrovaný léčivý přípravek, na trhu jsou pouze volně 

prodejné kosmetické přípravky. Mezi ně patří produkty  načky CeraVe 
®
, které obsahují CE  

EOS, CER NP a CER AP, dále také cholesterol,   A a fytosfingosin. [42] Dále  načka The 

Inkey List
TM

 má na trhu krém Ceramide Ni ht Treatment, který obsahuje 3% směs CE , 

včetně AP a EOP. [43] Přípravek  epanthen
®
 sensiderm krém obsahuje t v. LLT lipidy, 

jejichž struktura je podobná CER pokožky. V České republice je dostupný jako re istrovaný 

 dravotnický prostředek Kadermin
®
 obsahující CER NP. [44]  

Používání těchto produkt  má především preventivní vý nam,  abraňuje se tak těžkým 

projev m kožních onemocnění. Cílem používání CE  je snížení spotřeby steroid , které se 

při těžkých projevech onemocnění používají. Huang a kol. (2008)  koumali vliv CE  emul í 

s obsahem CE  EOS, CE  NP a jejich směsi. Emul e byly aplikovány na modelově 

poško ené k že u  dravých pacient . Jejich  ávěrem je, že emul e měly pří nivý účinek na 

funkci kožní bariéry a směs CE  EOS + CER NP  lepšila stav pokožky nejvýra něji. [45] 

Kromě aplikace CE  pomocí krém  či mastí bylo také studováno použití nanočástic, které 

umožňují efektivnější a rychlejší vstřebávání CER do kožní bariéry. Takada a kol. (2022) 

po orovali p sobení nanoemul e, která ve svém složení obsahovala i CE  NP. Jejich 

výsledky uka ují, že formulace má  řetelný potenciál ke  mírnění atopických symptom  

suché k že u pacient  s AD. Účinky jsou ale pravděpodobně d sledkem p sobení dalších 

obsahových látek, protože nedošlo ke  lepšení samotné bariérové funkce. [46] Ve studii 

Tokudome a kol. (2014) zkusili aplikovat CER jinou metodou, kde CER u avřeli 

v liposomech, což umožnilo hlubší a cílenou penetraci CER do kožních buněk. Takto 

 koumali p sobení CE  AP, CE  AS, NP a CE  NS na kvalitu a kvantitu kožní bariéry. 

Dobré výsledky vyka oval v orek s obsahem CER AS, protože jeho hladiny se v pokožce 

statisticky  výšily. [47]  
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1. Použité chemikálie a materiály 

 armaceutické suroviny Adeps solidus, Alcoholum cetylicus, Chlolesterolum, 

Helianthi oleum raffinatum, 1,3-propandiolum, Glycerolum 85 %, Polysorbatum 80, 

Glyceroli monostearas byly zakoupeny od společnosti Fagron a.s. (Olomouc, Česká 

republika). 

Jednotlivé   A byly  akoupené od společnosti Merck – Si ma Aldrich (Schelldorf, 

Německo) a deuterované FFA (DFFA) od společnosti CDN Isotopes (Pointe-Claire, Canada). 

Směs   A byla připravena smísením jednotlivých   A podle daného poměru (vi  níže). 

Molární  astoupení a molární hmotnosti   A jsou uvedeny v Tabulce 1. 

 

T       1:                         (   %)                    (Mw)              FFA           

FFA mol% Mw 

C16:0 PALMITOVÁ 1,8 % 256,40 

C18:0 STEAROVÁ 4,0 % 284,48 

C20:0 ARACHIDOVÁ 7,6 % 312,53 

C22:0 BEHENOVÁ 47,8 % 340,58 

C24:0 LIGNOCEROVÁ 38,8 % 368,63 

 

Nejdříve byla vypočítána pr měrná molární hmotnost (MFFAØ) všech   A dle vzorce: 

 

                                                                  

                         

                

 

Poslé e byla navážka jednotlivých   A vypočítána tak, aby celkové množství (m     ) 

bylo 200 mg. Pro příklad l e uvést výpočet pro kyselinu palmitovou (C16),  bylé   A byly 

vypočítány analo icky: 

      
      
     

                

      
   

         
                 

 

 



 20 

Výsledné navážky [m ] pro jednotlivé   A byly: 

 

 

 

 

 

 

Obdobným  p sobem byla připravena také směs D  A. CE  AP byl  akoupen od 

firmy Evonik Industries (Essen, Německo) a CE  EOS byl synteti ován a charakteri ován na 

Katedře or anické a bioor anické chemie  armaceutické fakulty  K v Hradci Králové 

v rámci jiného projektu dle validovaných postup . [48] Další chemikálie jako jsou trypsin, 

anor anické soli pro přípravu octanového a fosfátového pufru, polykarbonátové filtry 

(s pr měrem pór  0,015  m) a další pom cky byly nakoupeny u společnosti Merck – Si ma 

Aldrich (Schelldorf, Německo).  

3.2. Příprava topických formulací 

Pro přípravu topicky podávaných formulací se použila melaminová třenka s těrkou, 

lékárenská infralampa, analytické váhy a další lékárenské laboratorní pom cky. Formulace 

byly vytvořeny an lickou metodou přípravy emul ních systém , tj. spojováním olejové 

a vodné fá e  a stejných teplotních a tlakových podmínek. Do vytárované melaminové třenky 

s těrkou byly naváženy nejprve pevné lipofilní složky, které se pod infračervenou lampou 

roztavily. Poté byla k  ahřáté směsi po částech přidána vodná fá e,  ahřátá přibližně na 

stejnou teplotu jako olejová fá e ve třence (± 5 °C). Po spojení obou fá í byla výsledná 

emul e míchána až do vychladnutí. Poté byla kvantitativně převedena do šroubovacích 

lékovek, u avřena víčkem a chráněna před světlem na temném a suchém místě. Složení 

jednotlivých formulací použitých v prvním a druhém permeačním experimentu (vi  dále), je 

uvedeno v Tabulce 2–10. V tabulkách je v levé části složení přípravku be  CE -složky 

(tzv. placebo) a v části pravé je složení daného přípravku obohaceného o CE -frakci. 

  

mC16 2,67 mg 

mC18 6,59 mg 

mC20 13,75 mg 

mC22 94,22 mg 

mC24 82,78 mg 
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Tabulka 2: K                              f         MS1A   MS1B. 

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: K                     f         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: K                     f         bez obsahu Glycerolum 85 %, 1,3-propandiolum a Adeps 

solidus MS3A 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: K                     f         bez obsahu Glycerolum 85 %, 1,3-propandiolum 

a Alcoholum cetylicus MS4A a MS4B. 

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: K                     f         bez obsahu Glycerolum 85 %, 1,3-propandiolum 

a Helianthi oleum MS5A a MS5B. 

MS5 MS5A: placebo MS5B: 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: K                     f         bez obsahu Glycerolum 85 %, 1,3-propandiolum, Adeps 

solidus a Alcoholum cetylicus MS6A 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: K                     f         bez obsahu Glycerolum 85 %, 1,3-propandiolum, Adeps 

solidus a Helianthi oleum MS7A 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: K                     f         bez obsahu Glycerolum 85 %, 1,3-propandiolum, 

Alcoholum cetylicus a Helianthi oleum MS8A a MS8B. 

MS8 MS8A: placebo MS8B: 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: K                     f         bez obsahu Glycerolum 85 %, 1,3-propandiolum, Adeps 

solidus, Alcoholum cetylicus a Helianthi oleum MS9A 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 

 

Výše uvedené formulace byly dále modifikovány, tj. CE -složka byla tvořena CE  

EOS (formulace MS10; Tabulka 11), nebo kombinací dvou typ  CE  (formulace MS11; 

Tabulka 12). Pro lepší pochopení chování bariérových lipid  formulace s kožní bariérou byla 

připravena modifikovaná formulace MS10 s tím ro dílem, že   A směs byla nahra ena směsí 

D  A ve stejném kvantitativním  astoupení jednotlivých kyselin. Složení  načené formulace 

MS12 je uvedeno v Tabulce 13. Formulace MS12 byla připravena s D  A směsí proto, aby 

pomocí I  spektroskopie mohly být studovány interakce bariérových lipid  a kožní 

bariéry.[49] 



 24 

Tabulka 11: K                     f              MS9B        CER A                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: K                     f         jako MS9B, ale CER               CER A    CER EOS  

MS11: směs 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: K                     f         jako MS10 s        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 třetí experiment byly připraveny formulace MS13A („placebo“), MS13  (CE  

AP 1 %) a MS13C (směs CE  AP + CE  EOS 1 %), jejichž složení vychá í   formulací 

MS9A, MS9B a MS10 s tím ro dílem, že byla  dvojnásobena koncentrace lipid  

(„ ahuštěním“ formulace na polovinu se docílilo  výšení koncentrace CER na 1 %), což 

umožnilo aplikaci formulace v polovičním množství, ale stejným množstvím bariérových 

lipid . V hledem k nedostatku ultradlouhého CE  EOS formulace obsahující pou e CE  

EOS nebyla připravena. 

3.3. Optická mikroskopie 

Optická mikroskopie je  ákladní  obra ovací metoda, která pracuje se světlem 

o vlnové délce 380–720 nm, které je viditelné pro lidské oko. Používá se pro vi uali aci 

jemných detail  po orovaných objekt . Po orovaný předmět dokáže  většit pomocí řady 
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skleněných a konvexních čoček. Zatímco skleněné čočky nejprve  aostří paprsek světla na 

objekt nebo skr  něj, čočky konvexní  většují vytvořený obraz. Jedná se o velmi univer ální 

metodu, protože ji l e využít u celé řady v ork  často s minimální přípravou studovaného 

vzorku. Obraz ze světelného mikroskopu je barevný a l e jej po orovat přímo okem, 

poři ovat foto rafické nebo videové  á namy a počítačově analy ovat jeho jednotlivé složky. 

 o sah  většení sahá od 10× do 1000×, s ro lišovací schopností řádově 0,2  m v  ávislosti na 

typu mikroskopu. Další d ležitou veličinou je ro lišení mikroskopu, které charakterizuje 

nejmenší velikost objektu ro lišitelného při daném celkovém  většení okem. Optický 

mikroskop se skládá   mechanických díl , jako je stativ, stolek mikroskopu, revolverový 

měnič mikroskopu, šrouby pro hrubé a jemné ostření aj. Z optických díl  je to pak objektiv, 

okulár, konden or. D ležitou součástí jsou také  droj světla a clony. [50] 

Při řešení této práce byl pro všechny v orky použit mikroskop Olympus BX51 

(Olympus Soft Ima in  Solutions  mbH, M nster, Německo). Připravené formulace byly 

v tenké vrstvě naneseny na podložní sklíčka a poté překryty sklíčkem krycím. Vzorky byly 

za běžných laboratorních (teplotních, vlhkostních) podmínek sledovány nejdříve pod 100 

a poté 200, resp. 400násobným  většením. Z každého v orku byly poří eny alespoň dva 

charakteristické snímky. 

3.4. Izolace a zpracovaní lidské kůže pro permeační experimenty 

Lidské k že, které byly využity k izolaci SC, byly od pacient  podstupujících operace 

v rámci plastické chirur ie díky spolupráci  armaceutické fakulty  K v Hradci Králové 

se Sanatoriem Sanus a.s. v Hradci Králové. Postup i olace tkáně je v souladu se stanoviskem 

Etické komise centra Sanus (3/11/2022) a s k žemi bylo nakládáno v souladu se  ásadami 

Helsinské deklarace. Všichni dárci poskytli ústní a písemný informovaný souhlas.  

  prvního a třetího permeačního pokusu byly použité k že od  dravých pacientek, 

u druhého pokusu byla k že od pacientky trpící diabetem. Je nutno po namenat, že  dravotní 

stav donor  nebyl podrobněji  koumán; donoři neměli žádnou kožní abnormalitu či jinou 

nemoc. K že byla odebrána   abdominální části těla. Příprava kožní tkáně  ačala odstraněním 

podkožního tuku, následně se k že musela d kladně omýt v čištěné vodě 

(tzv. voda Millipore) a po této úpravě byly části k že  amra eny (-20 °C), aby nedošlo 

k jejich poško ení. [14] 

Před samotným permeačním experimentem byly k že ro mra eny v Millipore vodě 

ohřáté na 60 °C (cca 2 min) a jejich jednotlivé části byly pomocí skalpelu ro děleny na menší 

kusy, u nichž se pomocí pin et a vatových tyčinek opatrně oddělila epidermis od dermální 

části. Takto  ískané preparáty epidermis se přesunuly do Petriho misek, celé se  alily 
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fosfátovým pufrem o pH 7,4 a přidal se ro tok trypsinu. V něm byly ponechány po dobu 12 h 

při teplotě 32 ± 0,5 °C. Trypsin byl přidán do ro toku, aby ro dělil spodní vrstvu epidermis 

od vrchní, která neobsahuje živé buňky, tj. SC. Po inkubaci byly jednotlivé části SC opět 

opláchnuty v Millipore vodě a na několik vteřin ponořeny do acetonu, čímž se odstranily 

povrchové lipidy a  bylé nečistoty. [51] 

V dalším kroku se pro experiment musely připravit modelově poško ené kožní 

bariéry, a to extrakcí nejprve v roztoku hexan/ethanol 96 % v poměru 2:1 (v/v) po dobu 2 h, 

následně 2 h v roztoku hexan/ethanol 96 % v poměru 1:1 (v/v). [14] Všechny v orky 

(„ dravé“ i modelově poško ené) se vložily do Petriho misek s Millipore vodou, kde se části 

SC převáděly na polykarbonátové podp rné filtry, které nemají vliv na bariérové vlastnosti 

a díky nimž se se v orky lépe manipuluje (O       4). SC na filtrech se poté připevnily na 

teflonové držáky s difú ní plochou 1 cm
2
, které se skládají  e dvou částí: SC s filtrem se 

upevňuje na spodní (tenčí) destičku, na niž se následně pomocí silikonové pasty upevní 

destička horní (silnější) a celý držák se  afixuje. Je d ležité, aby SC směřovala nahoru 

směrem do v duchu. 

 

 

O       4: Z    :                                                            SC               

f                            SC    f                    f            y 

3.5. Permeační experimenty 

3.5.1. Franzovy difúzní cely 

  rancovy difú ní cely se používají k hodnocení permeačních parametr  k že, jejich 

použití poskytuje informace o v ta ích me i pokožkou, léčivem a formulací. Jsou vyrobené 

z inertního materiálu, skládají se  e dvou skleněných částí – vrchní donorová a spodní 

akceptorová (receptorová) část s objemem 6,5 ± 0,5 ml. Donorová část je určena k aplikaci 

 koumaných permeant  (připravených formulací) na membránu. Akceptorová (receptorová) 

část má raménko, kterým je možno celu plnit kapalným médiem (pufrem) a také odebírat 
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v orky např. pomocí injekční stříkačky. Do spodní části se vždy musí dát ma netické 

míchadlo, které udržuje konstantní koncentraci a teplotu pufru. Me i jednotlivé části cely 

se následně upevní pomocí silikonové fixační pasty teflonový držák, v němž je upevněna SC 

na podp rném filtru. Jednotlivé části  ran ovy cely jsou  ná orněny na O       5. [52] 

 

O       5:                          F             [53] 

 

V této diplomové práci byla receptorová část  ran ovy cely přes odběrové raménko 

naplněna fosfátovým pufrem o pH 7,4 ve složení NaH2PO4.2H2O (2 mmol/l), 

NaH2PO4.12H2O (8 mmol/l), NaCl (137 mmol/l) a KCl (2,7 mmol/l), s přídavkem 

 entamicin-sulfátu (50 mg/l) jako protimikrobní přísady. [54] Naplněné cely byly vloženy do 

držák  vodní lá ně a ponechány 12 h při 32 ± 0,5 °C, tj. teplotě kožního povrchu.  

3.5.2. Transepidermální ztráta vody (TEWL) 

TEWL je parametr, který posu uje permeabilitu SC, prostřednictvím měření množství 

 tráty vody. Obecně platí, že jeho  výšená hodnota je spojena s poško enou kožní bariérou, 

jako je tomu u výše popsaných kožních onemocnění. Měření TEWL v této práci bylo 

provedeno pomocí přístroje A ua luxTM A 200 ( iox Systems Ltd, Londýn, Anglie), který 

je propojen s počítačem. Tento přístroj je možno kalibrovat, nastavovat potřebné parametry 

a sledovat výsledné hodnoty. Měření spočívá v přiložení sondy (hlava přístroje) kolmo 

k difú ní ploše membrány. Sonda je tvořena měřící komorou, která je   jedné strany otevřená 

a z druhé u avřená konden átorem (O       6). Ten je udržován pod bodem mra u vody, řídí 

vlhkost v komoře ne ávisle na okolních podmínkách. Funguje jako jímka páry tak, že na 

svém povrchu tvoří led, a tím je v jeho okolí ní ká vlhkost. SC je naopak zdrojem páry a má 

ve svém okolí vlhkost vyšší. Tento ro díl vlhkosti  p sobí, že vodní pára mi ruje  e  droje do 

jímky tzv. pasivní difú í. Dochá í tedy k lineární distribuci, která je rovnoběžná s osou 
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komory za ustálených podmínek. Tok vodní páry se vypočítá   měření tohoto  radientu 

vlhkosti a prvního  ickova  ákona difú e. Přístroj vyhodnotí t v. flux (tok), neboli hmotnost 

vody, která během definované doby měření prošla membránou s definovanou difú ní plochou 

(g/h/m
2
). [55, 56] 

V této práci byly nejdříve změřeny hodnoty TEWL všech  ran ových cel („ dravá“ 

i modelově poško ená SC) před aplikací formulací a poté v jednotlivých časových 

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

 

 

O       6: Z    :                                                                        

AquaFluxTM AF200  [56] 

 

Pro první permeační experiment byla použita modelově poško ená kožní bariéra 

(extrahované SC), na kterou byly naneseny jednotlivé emul e, jak uvádí Tabulka 14. 

V experimentu byla pro kontrolu použita „ dravá“ ( ran ovy cely 1–5) a modelově 

poško ená SC ( ranzovy cely 6–10), na kterou po celou dobu konání experimentu nebyla 

aplikována žádná formulace. Na další extrahované SC byly aplikovány formulace MS9A 

(„placebo“), MS9  a dále MS10-12. Na modelově poško ené membrány byly u prvního 

experimentu aplikovány připravené formulace pomocí in ulinových stříkaček v množství 

200 mg (1 mg CER-frakce). Poté byly formulace   membrány odstraněny. Po odstranění 

formulací byly membrány dvakrát opláchnuty Millipore vodou (cca 1 ml) a ponechány 12 h 

při teplotě 32 °C. 
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Tabulka 14: R                      SC                    F                                  

experiment. 

Číslo Franzovy cely 

1, 2, 3, 4, 5 Kontrola 1: „ dravá“ SC 

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

11, 12, 13, 14, 15 Extrahovaná SC + MS9A – „placebo“ 

16, 17, 18, 19, 20 Extrahovaná SC + MS9B – CER AP 0,5 % 

21, 22, 23, 24, 25 Extrahovaná SC + MS10 – CER EOS 0,5 % 

26, 27, 28, 29, 30 Extrahovaná SC + MS11 – CER AP 0,29 % + CER EOS 0,21 % 

31, 32, 33, 34, 35 Extrahovaná SC + MS12 – CER AP 0,5 % a DFFA 

 

Provedení celého druhého pokusu bylo jako u prvního permeačního experimentu s tím 

ro dílem, že dávka aplikované formulace byla po celou dobu permeačního experimentu 

ponechána na SC. V pokusu byly použity následující v orky –  dravá/nemocná kontrola, dále 

„placebo“ formulace a formulace s obsahem CER AP, CER EOS, a nakonec jejich 

kombinace. V případě třetího permeačního experimentu (Tabulka 15) bylo množství 

formulace sníženo na polovinu (100 mg), přičemž množství CE -frakce   stalo stejné 

(1 mg). Z časových a technických d vod  byla v případě třetího permeačního experimentu 

délka experimentu  krácena na 48 h. 

 

Tabulka 15: R                      SC                    F                                  

experiment. 

Číslo Franzovy cely 

1, 2, 3, 4, 5 Kontrola 1: „ dravá“ SC 

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

11, 12, 13, 14, 15 Extrahovaná SC s formulací MS13A – „placebo“ 

16, 17, 18, 19, 20 Extrahovaná SC s formulací MS13B – CER AP 1 % 

21, 22, 23, 24, 25 Extrahovaná SC s formulací MS13C – CER AP 0,6 %+ CER EOS 0,4 % 

3.5.3. Infračervená spektroskopie  

Infračervená (z angl. infrared, IR) spektroskopie patří me i neinva ivní  obra ovací 

metody s širokým využitím. Podstatou je interakce IR  áření se  koumanou látkou. Pokud 

dochá í k pohlcení foton , jedná se o absorpční IR spektroskopii, jestliže však látka fotony 

vy ařuje, jde o emisní IR spektroskopii. IR  áření je v rozsahu vlnových délek od 700 nm 

do 1000  m a vlnočt  12 821–10 cm
-1
. Na tomto  ákladě m žeme I  spektroskopii ro dělit 

na blí kou (z angl. near infrared, NIR), střední (z angl. middle infrared, MIR) a v dálenou 
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(z angl. far infrared, FI ). Největší vý nam v určování strukturálního uspořádání molekul má 

MIR.  

IR  áření má velmi malou ener ii, proto při interakci s částicemi hmoty dochá í pou e 

ke  měně vibračně – rotačního stavu molekuly. Pokud dochá í k absorpci  áření v ro me í 

vlnočtu cca 4000–1500 cm
-1

, dojde ke  měně vibrací přítomných va eb a funkčních skupin 

v molekule. Jedná se o t v. valenční vibrace (υ). V molekule m že dochá et i ke  měně 

valenčních úhl , a to při absorpci  áření o vlnočtu cca 1500–500 cm
-1

, tyto  měny 

o načujeme jako tzv. deformační vibrace (O       7).  Aby byla vibrace v IR spektru 

viditelná, musí při ní dochá et ke  měně dipólového momentu. Například polární va by (např. 

C=N) jsou obvykle aktivní, kdežto nepolární va by v symetrické molekule (např. C=C) budou 

 áření absorbovat velmi slabě. [57, 58]  

 

O       7:                       [59] 

 

Pro studium bariérových lipid  ve SC se nejčastěji používá I  spektroskopie 

 eslabeného úplného odra u s  ourierovou transformací (angl. attenuated total reflection-

Fourier transform infrared, ATR-FTIR). Výhodou AT  je minimální příprava v orku pro 

analý u a jeho principem je násobný úplný odra   áření na fá ovém ro hraní  koumaného 

v orku a měřícího krystalu   materiálu s vysokým indexem lomu. Krystaly jsou většinou 

planární, ve tvaru lichoběžníkového hranolu a jsou např.  e selenidu  inečnatého (ZnSe), 

 ermania, křemíku či safíru. Měřený v orek je v úplném kontaktu s AT  krystalem a  áření 

částečně proniká do  koumané látky. Pr nik  áření do  koumané látky se  vyšuje s rostoucí 

vlnovou délkou. FTIR spektroskopie poskytuje biochemický profil protein , nukleových 

kyselin, lipid  a sacharid  v biolo ickém v orku, též na ývaný „biomolekulární 

fin erprintin “. Ten je dostatečně citlivý na to, aby postřehl jemné  měny v molekulární 
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struktuře a mikroprostředí, jako je sekundární struktura protein , mutace nukleových kyselin 

a peroxidace fosfolipid . [59] 

Po permeačních experimentech byly v orky SC vyjmuty   teflonových držák , 

vysušeny v exsikátoru a po 12 h temperaci (32 °C v termostatu) byly měřeny na ZnSe AT  

krystalu  a laboratorní teploty, bylo poří eno 128 sken  s ro lišením 2 cm
-1
. Získaná spektra 

byla analy ována pomocí pro ramu OP S.  

3.5.4. Zpracování výsledků 

 Všechny výsledky jednotlivých permeačních experiment  byly  pracovány 

v programech Microsoft Excel a GraphPad.  yla provedena statistická analý a (ANOVA). 
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4. VÝSLEDKY A DISKUZE 

V rámci této kapitoly je pojednáno o výsledcích experimentu, tj. přípravě a složení 

topických formulací s bariérovými lipidy, jejich hodnocení a následném výběru pro aplikaci 

na modelově poško enou kožní bariéru. Veškeré výsledky všech permeačních experiment  

jsou pre entovány ve formě  raf  a  ároveň doplněny slovním popisem. 

Cílem této práce bylo připravit topicky podávanou směs bariérových lipid , která by 

po aplikaci na poško enou kožní bariéru mohla  lepšit její propustnost a mikrostrukturu. Tato 

práce vychá í z předcho ích výsledk  dr. Kulhánkové, které byly představeny v její 

diplomové práci. [60] Základním požadavkem bylo ekvimolární  astoupení bariérových 

lipid , tj. CE ,   A směs a cholesterolu. V tomto experimentu byly jednotlivé bariérové 

lipidy zastoupeny v hmotnostním poměru 2:1:1 (CE / směs F A /cholesterol), což odpovídá 

fy iolo ickému molárnímu poměru jednotlivých složek, tj. 1:1:1. [61] 

4.1. První permeační experiment 

4.1.1. Příprava a charakterizace formulací 

Pro první permeační experiment, v němž byly v orky formulací MS1 až MS12, které 

vychá ely z již hodnocené formulace dr. Kulhánkové. Samotnou přípravu formulací 

předchá ela příprava směsi FFA, jejíž složení bylo v souladu s kvantitativním  astoupením 

ve  dravém SC. [62] Nejprve byla připravena  ákladní formulace, jejíž složení je uvedeno 

v Tabulce 10. Do olejové fá e byla přidána fá e vodná, včetně emul átoru polysorbátu 80. 

[63] Součástí vodné fá e byl octanový pufr o pH 5,5, simulující přiro eně kyselé prostředí 

kožního povrchu.[64] Jelikož  ákladní myšlenkou této práce bylo připravit co nejjednodušší 

topickou formulaci bariérových lipid , v této práci byla modifikována  ákladní formulace. 

Další přípravky se od p vodní lišily absencí hydrofilních kapalin ( lycerol 85 % a 1,3-

propandiol) a částečnou nebo úplnou absencí některé/některých   hydrofobních složek. 

 Formulace MS1-9 byly po orovány optickým mikroskopem při 100× a 200×  většení, 

přičemž některé formulace obsahovaly  rna/kapénky. Pravděpodobně by se mohlo jednat 

o částice cholesterolu a/nebo oddělené kapky čištěného slunečnicového oleje či jiných 

komponent. V následujících obrá cích (O       8–16) jsou uká ky připravených formulací 

při obou  většeních; u každé formulace jsou při daném  většení  obra eny dva snímky (levý 

a pravý v daném řádku). 
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MS1A       MS1B 

 

100× 

 

 

 

200× 

 

 

O       8: Z                   f         MS1A   MS1B                          100× a 200× 

        . 

 

MS2A       MS2B 

 

100× 

 

 

 

200× 

 

 

O       9: Z                   f         MS2A a MS2B optic                    100× a 200× 

        . 

 

MS3A      MS3B 

 

100× 

 

 

 

200× 

 

 

 

O       10: Z                   f         MS3A a MS3B                          100× a 200× 

        . 
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MS4A       MS4B 

 

100× 

 

 

 

200× 

 

 

O       11: Z                   f         MS4A a MS4B                          100× a 200× 

        . 

 

MS5A      MS5B 

 

100× 

 

 

 

200× 

 

 

O       12: Z                   f         MS5A a MS5B                          100× a 200× 

        . 

 

MS6A      MS6B 

 

100× 

 

 

 

200× 

 

 

O       13: Z                   f         MS6A a MS6B                          100× a 200× 

        . 
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MS7A       MS7B 

 

100× 

 

  

 

200× 

 

 

O       14: Z                   f         MS7A a MS7B                          100× a 200× 

        . 

 

MS8A      MS8B 

 

100× 

 

 

 

200× 

 

 

O       15: Zobra               f         MS8A a MS8B                          100× a 200× 

        . 

 

MS9A      MS9B 

 

100× 

 

 

 

200× 

 

 

O       16: Z              k    f         MS9A A MS9B                          100× a 200× 
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Formulace be  pomocných konstitutivních látek byly více tekuté, pouhým okem se 

jevily jako stabilní a homo enní. Vzhledem k tomu, že u formulací nebyla po orována fá ová 

separace ani jiné větší  měny ve stabilitě, pro další část experimentu byly dále studovány 

formulace MS9A a MS9  obsahující nejméně surovin (nepřítomnost hydrofobních 

konstitutivních látek a hydrofilních kapalin), což by mohlo odstranit potenciální interakce 

excipient  v dalších fá ích experimentu. 

V hledem ke skutečnosti, že klíčovou složkou v kožní bariéře jsou ultradlouhé 

acylceramidy, byly podle formulace MS9  připraveny formulace obsahující samotný 

ultradlouhý CE  EOS (0,5 %; MS10) a kombinaci obou typ  CE , tj. CER EOS a CER AP 

(MS11), jejíž molární poměr činil 0,7:0,3. [60] Stejně jako předcho í, také modifikované 

formulace byly po orovány pod optickým mikroskopem. Emul e se jevily homo enní 

a nevyka ovaly fá ovou separaci, pouze vzorek MS11 (O       17) obsahoval více 

v duchových bublin.  ormulace na bá i ultradlouhého CE  EOS (MS10, MS11 a MS12) 

byly stejně jako formulace MS9A a MS9  použity pro permeační experiment. 

 

MS10      MS11 

 

100× 

 

 

 

200× 

 

 

MS12 

 

100× 

 

 

 

200× 

 

 

O       17: Z              k    f         MS10, MS11 a MS12                          100× 

a 200×           
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4.1.2. TEWL modelů kožní bariéry před a po aplikaci formulací 

Nejdříve byly u všech hodnocených  ran ových cel  měřeny hodnoty TEWL v čase 

0 h. Poté byly na každý v orek poško ené kožní bariéry aplikovány formulace v takovém 

objemu, aby množství formulace bylo 200 mg a hmotnost CER frakce byla 1 mg. Aplikované 

množství bývá 300  l, ale i 600  l [65, 66], kde se jedná více o kapalné formulace a  áleží 

pak na hustotě dané formulace, aby příliš ne atížila  koumané SC. [60]  

   dravé kontroly (v O       18 černě) byla  měřena hodnota 14,13 ± 0,73 g/h/m
2
; 

 atímco u poško ené kožní bariéry (extrahované SC) byla hodnota TEWL 25,41 ± 

1,84 g/h/m
2
. Hodnota TEWL extrahované SC je nižší, než obvykle bývá u onemocnění jako je 

například AD, ty jsou obvykle 10-70 g/h/m
2
, s pr měrnou hodnotou kolem 30  /h/m

2
. [67] 

Očekávalo by se, že její hodnoty budou  e všech v ork  nejvyšší. Je tedy možné, že při 

modelovém poško ení SC nedošlo k řádné extrakci bariérových lipid , proto je hodnota nižší. 

Počáteční hodnoty extrahovaných SC se mírně liší, přestože extrakce byla provedena stejným 

 p sobem. Po aplikaci formulace bez CER-frakce („placebo“; světle r žová) na poško enou 

bariéru byla po 24 h naměřena  tráty vody 35,98 ± 1,91 g/h/m
2
; dále u formulace s CER AP 

( ná orněno červenou barvou) 29,01 ± 1,12 g/h/m
2
; a formulace CER EOS ( ná orněno 

modrou barvou) 25,53 ± 0,82 g/h/m
2
. Me i vlivy jednotlivých formulací nebyly po orovány 

statistické ro díly. Jak je patrné   O       18, v pr běhu celého experimentu (časy 48 a 72 h) 

byl po orován pou e nepatrný pokles v hladinách TEWL. 

 

O       18:    f                       TEWL [g/h/m
2
                                  

u                                  (SC) v        s           ( )                              

                     SEM (                     )                                  . Č             

                       1                 2  D                                             

formulacemi dle popisu. 
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Po dokončení měření TEWL byly v orky měřeny technikou AT -FTIR. Konformace 

lipid  l e odvodit  e symetrických valenčních vibrací methylenových va eb. Pokud jsou 

kožní lipidy v tzv. all-trans („cik cak“) konformaci [68],  namená to, že řetě ce jsou správně 

uspořádány a vlnočty symetrických methylenových valenčních vibrací tak nejsou vyšší než 

2850 cm
-1

. [69] Pokud jsou hodnoty vlnočt  vyšší než tato hodnota, lipidy jsou méně 

uspořádané až neuspořádané, jelikož se  vyšuje množství t v. gouche konformer . [70] 

Na O     u 19 jsou repre entativně  ná orněny pásy methylenové symetrické vibrace.  

 

 

O       19: S                                                                                  

f        ch u ATR-FTIR spektra. Č                                    1                 2  D     

                                        f                     . 

 

Maxima vlnočt  methylenových symetrických vibrací na načují dobré uspořádání 

řetě c  ve studovaných v orcích, tj. 2848,4 cm
-1 

(„ dravá“ SC), 2848,9 cm
- 1

 („placebo“), 

2848,6 cm
-1 

(formulace s CER AP), 2848,7 cm
-1 

(formulace s CER EOS) a 2848,6 cm
-1

 

(formulace se směsí CE  AP a CER EOS). To značí, že po podání CE  formulace došlo 

ke  lepšení organizace lipid  ve SC, ale be  statistického vý namu. Extrahovaná SC 

nevyka ovala silné vibrace v tomto spektru, protože kv li extrakci neobsahuje mnoho 

methylenových skupin, a tudíž ode va v naměřeném spektru nebyla příliš velká. 
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O       20:                                                            f                    DFFA 

u ATR-FTIR spektra. Panel A                                                               

a       B                            l C       ň                           (             

        )        dvou skupin                ( =5)  

 

Pro lepší pochopení chování bariérových lipid  byla na poško enou kožní bariéru 

aplikována  načená formulace. I  spektroskopie u v orku obsahující DFFA je zobrazena na 

O       15. I  hodnoty uka ují, že směs D  A pronikla do SC, jak na načuje přítomnost 

symetrických methylenových vibrací protonovaných (panel A) a deuterovaných řetě c  

(panel B). [71, 72] Zatímco lipidy CH2 řetě c  jsou relativně dobře uspořádány (2848,6 cm
-1

), 

řetě ce D  A jsou uspořádány h ře, což je patrné   posunu maxima CD2 vibrace na hodnotu 

2089,1 cm
-1 

(panel C). 

Z prvního permeačního experimentu lze vyvodit několik  ávěr . Ačkoliv připravené 

formulace obsahovaly bariérové lipidy, jejich topické podání na poško enou kožní bariéru 

nepřinesly statisticky vý namný pokles TEWL. Z výsledk  prvního experimentu však l e říci, 

že připravené formulace neměly ne ativní vliv na uspořádání lipidových řetě c  a také 

na TEWL.  

4.2. Druhý permeační experiment 

Neúspěšné obnovení kožní bariéry v prvním experimentu mohlo být pravděpodobně 

 p sobeno odstraněním formulací po aplikaci, a proto v tomto experimentu byly formulace na 

v orcích SC po celou dobu ponechány. Pro permeaci byly použity stejné v orky jako 

v prvním případě (Tabulky 10-12), konkrétně tedy MS9A (be  CE ; „placebo“), MS9  (CE  

AP; 0,5 %), MS10 (CER EOS; 0,5 %) a MS11 (0,5 %; CER AP + CER EOS). Změny hodnot 

TEWL v časech 0 h (před aplikací) a 24, 48 a 72 h po aplikaci jsou zobrazeny v O       21. 

Z výsledk  kontrol vyplývá, že extrakce proběhla řádně, protože poško ená SC má mnohem 
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vyšší hodnoty TEWL než „ dravá“ SC.[60] Celkově jsou výsledky oproti prvnímu 

experimentu více kon istentní. Při měření po 48 h se  dálo, že se hodnoty  ačaly snižovat, ale 

po třech dnech došlo k paradoxnímu  výšení TEWL. 

 

 

O       21:    f                       TEWL [g/h/m
2
]                                 

u mode                             (SC) v                    ( )                              

                     SEM (                     )                                   (  = 5). Č      

                              1                 2  D                                             

formulacemi dle popisu. 

 

Výsledky I  spektroskopie,  ná orněny na O       22, na načují podobné  ávěry 

jako u prvního permeačního experimentu. Z maxim vlnočt  symetrických methylenových 

vibrací („ dravá“ SC – 2848,8 cm
-1
; „placebo“ – 2848,8 cm

-1
; s CER AP – 2848,4 cm

-1
; 

s CER EOS – 2848,6 cm
-1
; se směsí CE  AP + CER EOS – 2848,6 cm

-1
) lze konstatovat, že 

ponechání formulace se výra ně neprojeví ani na  lepšení, ani na  horšení bariérových 

vlastností studovaných model  poško ené bariéry včetně její mikrostruktury.  
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O       22: S                                                                                  

f        ch u ATR-FTIR spektra. Č                                    1                 2  D     

barvy p                                 f                        

4.3. Třetí permeační experiment 

Vzhledem k tomu, že množství topických formulací s obsahem bariérových lipid  

nebývá příliš velké [65], třetí experiment byl proveden s polovičním množstvím formulací, 

ale stejným množstvím CE -frakce. Připravené formulace byly po orovány optickou 

mikroskopií se  většením 100×, 200× a 400×. Připravené emul e byly díky nižšímu podílu 

octanového pufru viskó nější, nicméně podle výsledk    optické mikroskopie (O       23) 

nebyly po orovány projevy nestability či fá ové separace připravených formulací.  
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MS13A     MS13B 

 

100×  

 

 

 

200× 

 

 

 

400× 

 

 

MS13C 

 

100× 

 

 

 

200× 

 

 

 

400× 

 

 

O    ek 23: Z              k    f                                  100×, 200× a 400×           

 

Výsledky TEWL a I  spektroskopie jsou  ná orněné na O       24. Výsledná 

hodnota TEWL u  dravé kontroly byla 18,31 ± 0,86 g/h/m
2
.   poško ené kožní bariéry byla 

hodnota 70,49 ± 1,59 g/h/m
2
, u „placebo“ formulací vyšly hodnoty 73,66 ± 10,46 g/h/m

2
, dále 

s CER AP bylo  měřeno 63,78 ± 4,95 g/h/m
2
 a u směsi CE  EOS + CE  AP byly hodnoty 

71,49 ± 11,33 g/h/m
2
. Po podání formulací na poško enou kožní bariéru nedošlo 

ke statistickému poklesu hodnot TEWL. 

  I  spektroskopie (provedena shodně s předešlými experimenty) stanovené hodnoty 

vlnočt  uká aly, že u v ork  s obsahem CE  je více řetě c  dobře uspořádaných. Hodnoty 

maxim vlnočt  methylenových vibrací po aplikaci „placebo“ formulace byly srovnatelné 

(2848,8 cm
-1

) s těmi, které byly naměřeny u membrán po aplikaci formulace s CER AP nebo 

dokonce směsí CE  AP + CER EOS (u obou typ  v ork  hodnota 2848, 7 cm
-1

). Kromě 
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symetrických valenčních vibrací, vyka ovaly v orky vibrace i v oblasti deformačních 

n žkových (oblast 1470–1460 cm
-1
) a kývavých vibrací (oblast 750–700 cm

-1
), avšak  měny 

me i jednotlivými v orky nebyly statisticky vý namné (ne obra eno).  

 

 

O       24: Vlevo:    f                       TEWL [g/h/m
2
]       o                         

u                                  (SC) v                  u (h)                              

                     SEM (                     )                                   (  = 5). 

Vpravo: S                                                                                  

f        ch u ATR-FTIR spektra. Č                                    1                 2  D     

                                        f                        

 

Výsledky třetího permeačního experimentu rovněž nena načují pří nivý vliv topicky 

podávaných bariérových lipid  na poško enou kožní bariéru. Tato skutečnost mohla být 

 p sobena několika faktory. V pota  přichá í úprava poměru CER/cholesterol/FFA ze 2:1:1 

na 3:1:1 podobně jako u registrovaného přípravku EpiCeram
® 

v USA. [40] Také je možné, že 

extrakce SC byly nevhodně provedené a samotnou extrakcí tak došlo k mechanickému 

poško ení tkáně. Otá kou tedy   stává  p sob a provedení modelového poško ení kožní 

bariéry. Kupříkladu De Paepe a kol. (2002) poško ovali k ži na  dravých dobrovolnících 

pomocí acetonu a lauryl-sulfátu sodného. Z jejich výsledk  je patrné, že poško ení k že bylo 

velmi povrchové, a proto vliv aplikace  koumaných formulací nebyl možný po orovat. [73] 

Právě proto je d ležité prověřit i další možnosti modelového poško ení SC, např. pomocí 

stripování (an l. tape stripping) či jinými  p soby. Dále mohla hrát roli nevhodná aplikace 

CER nebo jejich interakce s dalšími složkami formulace. Tyto faktory musí být  váženy, což 

 načí potřebu dalšího vý kumu v této oblasti.  
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5. ZÁVĚR 

Ceramidy jsou klíčovou složkou ve stratum corneum, kde hrají d ležitou roli 

v udržování kožní bariéry a ochraně před vnějšími vlivy. V hledem k tomu, že ceramidy jsou 

přiro enou složkou kožní tkáně, jsou velmi dobře snášeny a mají minimální vedlejší účinky. 

To  namená, že použití ceramid  v topických přípravcích m že být velmi efektivní 

a be pečné. Z těchto d vod  je stále d ležité  koumat vliv ceramid  na poško enou kožní 

tkáň a objevovat nové možnosti v léčbě a péči o pokožku. 

Cílem této práce bylo vytvořit formulaci obsahující v kosmetice často používaný 

fytoceramid AP a ultradlouhý acylceramid EOS, který hraje ne astupitelnou roli v udržení 

bariérových funkcí k že.  ormulace vychá ely z již publikované práce; cílem bylo jejich 

 jednodušení, následně hodnocení a studium jejich vlivu na modelově poško enou kožní 

bariéru. Toto bylo studováno měřením  tráty vody a dále infračervenou spektroskopií, díky 

které l e hlouběji nahlédnout do mikrostruktury studovaných model . Výsledky uka ují, že 

ceramidy se do poško ené stratum corneum vstřebaly, ale nebyly schopné inte rovat 

s poško enou tkání natolik, aby dostatečně  lepšily její bariérové vlastnosti. Přestože tato 

práce neposkytuje očekávané výsledky topického podání bariérových lipid  na poško enou 

kožní bariéru, m že sloužit jako podklad pro budoucí vý kumy v oblasti bariérových lipid , 

jejich uspořádání, chování s dalšími látkami a pochopit tak jejich roli, a to nejen 

ve fy iolo ických, ale také patofy iolo ických stavech or anismu. 
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6. POUŽITÉ ZKRATKY 

AD    atopická dermatitida 

ATR-FTIR IR  spektroskopie  eslabeného úplného odra u s  ourierovou transformací 

(angl. attenuated total reflection-Fourier transform infrared)  

CER    ceramid(y)  

DFFA   deuterované volné mastné kyseliny (an l. deuterated free fatty acids) 

FFA   volné mastné kyseliny (an l. free fatty acids) 

IR    infračervené  áření 

LPP    fá e s dlouhou periodicitou (angl. long periodicity phase)  

NMF    přiro ené hydratační faktory (angl. natural moisturtizing factors)  

SC    rohová vrstva (lat. stratum corneum) 

SPP    fá e s krátkou periodicitou (angl. short periodicity phase)  

TEWL    tráta vody přes membránu (angl. trans-epidermal water loss)  

UV    ultrafialové  áření 

VIS    viditelné světlo  
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