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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Kultivace koZznich $tépti jako modelti pro vyzkum bariérové funkce
kaze

Kuze ochranuje lidsky organismus pied vnéjsimi skodlivymi vlivy prostiedi a udrzuje

vvvvvv
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zvysenou incidenci koznich onemocnéni a nerovnovahou ptitomnych lipidi.

Tato diplomova prace se zaobira vyvinutim ex vivo modelu lidské kize, ktery by
v budoucnu slouzil pro studium koZzni bariéry a hodnoceni topicky podavanych formulaci.
Cilem této prace je stanovit vhodné kultivacni podminky, tak aby bylo dosazeno dostatecné

viability a zaroven byla zachovana biosyntéza koznich lipidu.

K nastaveni kultiva¢nich podminek bylo zapotiebi zjistit, zda je z hlediska viability
vyhodné pouzit dermatomovanou ktizi. Dale byla kultivace provadéna ve Ctyiech zkoumanych
médiich s obsahem DMEM, kdy se sledoval vliv pifidavku Ham’s F-12 a fetalniho bovinniho
séra (FBS) na viabilitu a obsah lipidi ve SC. Viabilita byla kvantifikovana v definovanych
dnech kultivace implementaci TTC assay. Obsah lipidi ve SC byl analyzovan pomoci HPTLC.

Vzhledem k vy$$im hodnotdm viability béhem pilotni kultivace byla metoda validovéna
na dermatomovanou kuzi. Byla potvrzena vhodnost piidavku Ham’s F-12 pro déletrvajici
kultivaci. AvSak vhodnost FBS slozky v kultivacnich médiich nebyla z vysledki kultivace
jednoznaéné prokazana. Hlavnim zjiSténim této prace je skuteCnost, ze kultivaci modelt
v médiu DMEM-F12 je dosaZeno srovnatelné viability v porovnani s kontrolnim vzorkem.
Zaroven se potvrdil vzristajici trend celkového obsahu lipid ve SC, ktery naznacuje Zadouci
rust SC. Podatilo se tedy vyvinout validovany ex vivo model lidské kiize se zachovalou

viabilitou a rostoucim obsahem lipidi ve SC po dobu 12 dnti kultivace.



Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
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Author: Petra Kasparova

Title of the thesis: Human skin explants as models for research of skin barrier functions

The skin protects the human organism from harmful environmental effects and
maintains the stability of the internal environment of the human body. The protective function
is considered the most important role of the skin. It is provided primarily by the uppermost layer
of the epidermis, the stratum corneum (SC). The arrangement of the lipid layer surrounding
keratinocytes is especially important for it. This is evidenced by the association between the

increased incidence of skin diseases and the imbalance of present lipids.

This thesis deals with the development of an ex vivo model of human skin, which would
be used in the future to investigate skin barrier and topically administered formulations. The
aim of this thesis is to establish suitable ex vivo skin cultivation conditions to achieve its

sufficient viability and at the same time the biosynthesis of skin lipids.

Initially, it was necessary to determine whether the adjustment of the skin graft thickness
by dermatome is advantageous for their viability. Furthermore, the culture was maintained in
four media containing DMEM and different supplements (Ham’s F-12; fetal bovine serum,
FBS). The effect of supplements addition on viability and lipid content in SC was investigated.
Viability was quantified at defined days of cultivation by implementing the TTC assay. The
lipid content of the SC was analyzed by HPTLC.

Due to the higher viability values obtained during the pilot study, the method was
validated using dermatome-adjusted skin. The profitable presence of Ham’s F-12 for long-term
cultivation was confirmed. On the other hand, the role of the FBS could not be clearly proven.
The main finding of this thesis is that using DMEM-F12 medium a viability comparable than
the control is achieved. Concurrently, the increasing trend of the total lipid content in the SC
was confirmed, indicating desirable growth of SC. To conclude, an ex vivo human skin model
with preserved viability and increasing lipid content in the SC for 12 days of cultivation was

developed and validated.
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Zkratky

AB amfotericin B

CER ceramid

D3 (5,.) den 3 (5,..)

DMEM médium ,,Dubelco’s modified eagle medium *

DMEM/F-12 smes médii ,,Dubelco’s modified eagle medium/Ham’s F-12

medium “ v poméru 1:1

FBS fetalni hovezi sérum (fetal bovine serum)
GlcCer glukosyl ceramid

HMG-CoA 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A
HPTLC vysokouc¢inna tenkovrstva chromatografie (high

performance thin layer chromatography)

CHCl; chloroform

CHsOH methanol

Chol cholesterol

Chol S sodna sul cholesterol-3-sulfatu
Ml (2,..) médium 1 (2,..)

MF mobilni faze

PBS fostatovy pufr, pH 7,4

SC stratum corneum

SF staciondrni faze

S/P streptomycin/penicilin

TTC 2,3,5-trifenyltetrazolium chlorid
(VMK (volné) mastné kyseliny



Teoreticky Uvod a cil prace

Hlavnim cilem této préce je vytvofit vhodné podminky pro kultivaci zdravé kize, tak
aby byl vytvofen ex vivo model s vyhovujici viabilitou a obsahem lipidii po stanovenou dobu.
Navazujici vyzkum na tuto praci bude vénovan cilenému poskozeni kiize metodou stripovani
a nasledné sledovani regenerace kozni bariéry za pouziti topicky aplikovanych lipidi. Metody
a naméfena data z kultivace zdravé klize umozni sledovat nadchézejici vyzkum funkce kozni

bariéry.

V experimentu bude sledovéna kultivace v DMEM, ze zacatku bez suplementt
a pozd¢ji v obménéném DMEM. Jednotliva média budou mezi sebou porovnana a vyhodnoti
se vhodnost nastavenych podminek, ptipadné dojde k jejich uprave. Pied, béhem a po kultivaci

bude zjiSténa viabilita za pouziti TTC assay, obsah lipidi bude zméfen HPTLC metodou.
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1 Stavba a funkce kiZe

K{iZe je nejvétsim lidskym organem o priimérné plose 1,73 m? tvorici 8~16 % hmotnosti
téla. ! Soucasti kiize jsou ptidatné kozni organy (kozni adnexa), jako chlupy (vlasy), nehty
a kozni zlazy (mazové, potni a aromatické). Kaze plni Sirokou skalu funkci. Vytvari velmi
dilezitou ochrannou bariéru. Ochranuje lidsky organismus pied Skodlivymi fyzikalnimi
a chemickymi vlivy prostiedi. Skrze kizi se vylu¢uje mnoho latek, zejména voda, chlorid
sodny, mocovina, kyselina mocovd, aminokyseliny adal$i. Svoji stavbou ovliviiuje
termoregulaci téla vyluCovanim potu potnimi zldzami, zménou priutoku krve Skarou
a pritomnosti tukové vrstvy v hypodermis. Plni funkci imunitni, metabolickou, udrzuje stalost
vnittniho prostiedi (zabranuje ztratdm vody, bilkovin a iontil) a jako smyslovy organ umoziuje

Citi bolesti, chladu, tepla a hmatu.

Kize se déli na tfi Casti — nejspodnéjsi vrstva hypodermis, navazujici dermis
a nejsvrchngjsi epidermis. ' Naésledujici kapitola bude vénovéna anatomii koznich vrstev

s detailnim popisem charakteristickych funkci pro kazdou z nich.

1.1 Hypodermis (podkoZni vazivo, tela subcutanea)

Hypodermis pfipojuje kiiZi ke kostie a svaltim. 3 Upevnéni byva volné (oéni vicka) nebo
méné pohyblivé (nadpazek). Soucasti podkozi je tukové vazivo, které dosahuje inckolik
centimetri v oblasti bficha, hyzdi ¢&i stehen. 2 V hypodermis se nachazi cévni zasobovani

a hmatova téliska. !

Tukové buiiky zajistuji teplotni izolaci a mechanickou odolnost. > Zaroven se jedna
o zdroj tukt (energie). V subkutanni oblasti je uloZzeno kolem 80 % télesného tuku (nezahrnuto
obézni lidi). Tukové buiiky zastavaji endokrinni funkci v produkci hormonu leptinu, ktery

ovliviiuje pocit hladu a energeticky metabolismus. *

1.2 Dermis (Skara, corium)

Dermis ptedstavuje vazivovou vrstvu kiize tvofenou fibroblasty o tlouSt’ce v rozmezi
0,5 mm—5 mm. '* Mezi epidermis a dermis se nachazi bazalni membrana, kterou tvoii sit
proteinii a glykoproteind. * V dermis nalezneme hladkou svalovinu a senzorické zakondeni.
Skara se déli na dvé vrstvy. Stratum papillare vybiha prostfednictvim papil do epidermis
a stratum reticulare jako centrum potnich, aromatickych, mazovych 714z a vlasovych folikul. '

Dermis je z velké &sti (60 %) tvorena vodou. *
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Na rozdil od bezcévné epidermis je dermis vaskularizovana a zajistuje tak vyzivu
pokozky. Stratum reticulare je protkania kolagennimi a elastickymi vlakny. * Takové
usporddani dodavd kizi mechanickou pevnost, taznost, ohebnost a odolnost vici tahu.
Prostfednictvim elasticity se kiize navraci do ptivodni polohy. ° Dermis ovliviiuje termoregulaci
a to vasokonstrikei ¢i vasodilataci nebo sekreci potu. >* Dermis udrzuje kiizi hydratovanou

v ditsledku vysoké vazby vody z kyseliny hyaluronové na proteoglykany. *

1.3 Epidermis (pokozka)
1.3.1 Charakteristika bunék v epidermis

Epidermis sestdva z vicevrstevného dlazdicového epitelu. Tloustka se pohybuje
v rozmezi 0,05-0,10 mm. '* PokoZka je roz¢lenéna do Sesti vrstev podle typu obsazenych
bunék. ! Nejéetng&jsim typem buriky jsou keratinocyty. V hlubsich vrstvach kiize se mitoticky
déli a postupnym oplostovanim rohovati. Vysledkem jsou odumielé korneocyty ve stratum
corneum. Jedna se o bunky vyplnéné vodou, hygroskopickymi latkami a ve vod€ nerozpustnym

proteinem keratinem. >

Spole¢né s keratinocyty se v kuzi vyskytuji melanocyty
a Langerhansovy (dendritické) bunky umisténé v hlubSich vrstvach kiize (stratum spinosum,
stratum basale). Dendritické buiiky jsou zastupci antigen-prezentujicich bunc¢k. Merkelovy

buriky (Merkelova hmatova t&liska) patii do skupiny mechanoreceptort. !

1.3.2 Popis vrstev epidermis a pribéh keratinizace

Nejhlubsi vrstvou pokozky je stratum basale. Zakladnim bunéénym typem jsou
keratinocyty (bazalni buiiky) navzajem propojené proteinovymi utvary dezmozomy. %7 Mezi
keratinocyty jsou rozptyleny Merkelovy bunky a melanocyty poutajici se ke stratum basale
pomoci hemidezmozomi. ' Stratum basale spolecné s dalsi vrstvou stratum spinosum jsou
mistem vzniku keratinocytd. Ty se postupnou diferenciaci z bazalnich bun¢k oplostuji
a posouvaji do vys§ich sfér epidermis. *7 Ve stratum granulosum ztraceji bunééné organely.
Granule se postupné zacinaji plnit keratohyalinem. V této fazi dochdzi k transformaci
zivotaschopnych keratinocyti na korneocyty. ' Na tenkou vrstvu stratum lucidum navazuje
posledni vrstva epidermis stratum corneum (SC). Nejsvrchnéjsi vrstva kiize je tvofena zcela
oplosténymi, zrohovatélymi aneZivymi zbytky keratinocytl zvané Kkorneocyty.
V korneocytech je obsaZen keratin vznikajici pfeménou z eleidinu, ktery vznika z keratohyalinu
ve stratum lucidum. **’ Na povrchu pokozky se po odbourani dezmozomi odlupuji tenké

vrstvy Supinek odumielych bungk. ' Pfeména keratinocytt na korneocyty obvykle trva 30 dni.
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U koznich onemocnéni proces obnovy probiha rychleji.  Pfehledny popis vrstev epidermis je

na Obrazku 1.

— |Epidermis

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Dermis

Obrazek 1 Vrstvy epidermis. Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum granulosum, Stratum lucidum, Stratum
8
corneum.

1.3.3 Funkce epidermis

1.3.3.1 Ochranna funkce

Ochrana pted vnéjSim prostiedim spocCivd v nizké propustnosti kiize pro vodu v disledku
piitomného tukového mazu. ' Lipofilni film ma zvysenou resorpci pro latky rozpustné v tucich.
Resorp¢ni schopnost kiize se vyuziva v aplikaci hydrofobnich latek pro 1é¢ebné ucely, napt. ve
formé masti. >> Hydrofobni koZni povrch zamezuje nadmérnym transkutannim ztratam vody

odpafovanim a plisobi protektivné pred invazi mikrobi. * K ochranné bariérové funkci prispiva
,,,,, 1 10

1.3.3.2 Antimikrobialni funkce

Kysely plast kize opH 4-6 vytvafi nepfiznivé prostiedi pro rlst patogennich
mikroorganismi a naopak podporuje tvorbu fyziologické mikroflory. ' Kyselé pH je mimo jiné
vysledkem plsobeni bakteridlnich esterdz §tépici triacylglyceroly mazu za vzniku mastnych
kyselin. Imunologickou ochranu nadéle plni Langerhansovy buiiky. Svoji schopnosti
prezentovat antigen lymfocytiim pomahaji télo ochratiovat pted invazi virii a ektoparazitt. 23>

Pocet Langerhansovych bunék miiZze byt snizen plisobenim intenzivniho UV zéfeni. Dsledkem

miiZe byt snizend obranyschopnost. !
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1.3.3.3 Ochrana proti zareni
Melanin je hnédy pigment syntetizovany v cytoplasmé melanocytd. Absorpci UV zéieni
ochranuje hlubsi vrstvy kiize pfed mutagennim uc¢inkem zafeni. PoCet melanocytl se s expozici

UV zafeni zvysuje. !

1.3.3.4 Metabolicka funkce
Kuze predstavuje vyznamny zdroj vitaminu D. Pidsobenim UV zéafeni (prevazné
v oblasti 290-320 nm) dochazi k pfeméné¢ 7-dehydrocholesterolu ve stratum granulosum na

cholekalciferol (vitamin D3). 2

1.3.3.5 Hydratacni funkce

Hydratacni schopnost pokozky snizuje nachylnost ke vzniku chorob. Optimalni obsah
vody v pokozce by se mél pohybovat kolem 7-10 %. Nizsi obsah vede k suchosti kuze,
Supinaténi aZ popraskani. !> Snizena hydratace miize byt zptisobena nedostateénou produkci
mazu. Dulezitou roli v udrzeni dostate¢né hydratace maji lipidy mezibunééné hmoty ve SC

a voda s hygroskopickymi latkami v korneocytech. '

1.3.3.6 Senzoricka funkce
V klizi jsou Siroce rozmisténé somato-senzorické receptory pro dotyk, tlak, teplo a pro

bolest. ?

Hair shaft

Epidermis—]

Eccrine sweat gland
Arrector pili muscle

Dermis— Sebaceous (oil) gland

Reticular layer
Hair follicle

Hair root
, AL D Yo ﬂ
g L 90 ORI R
Cutaneous vascular
Nervous structures plexus
Sens fil
afy necve fiber Adipose tissue

Lamellar corpuscle

Hair follicle receptor
(root hair plexus)

Obrazek 2 Rez lidskou kiizi. Jsou zde viditelné jednotlivé vrstvy a uloZeni cév, potnich #ldz, nervovych zakoncent
a viasovych folikul. 8
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2 Lipidy ve Stratum corneum
Nasledujici ¢ast bude vénovana detailnimu popisu usporadani lipidové struktury

obklopujici korneocyty.

2.1 Usporadani ,cihel a malty”

Fyziologické uspoiadani lipidovych lamel se podili na ochranné bariéte kiize. '°
Dokladem je spojitost mezi snizenim mnozstvi lipidi ve SC a zvySenym vyskytem koznich
onemocnéni (psoridza, atopickd dermatitida). ®7 P¥im4 aplikace chybéjicich fyziologickych

lipiddi by mohla mit terapeuticky Gi¢inek v oblasti nemocné ¢&i zestarlé kize. 73

Zrohovatélou membranu korneocytii vytvari zesitény proteinovy obal tvofen zejména
involukrinem. Pfes Q-hydroxy skupinu ceramidii lipidové monovrstvy je kovalentné vazana
proteinova vrstva na multilamelarni lipidovou vrstvu (lipidové lamely). ¢7° Lipidovy obal na
rozhrani tak propojuje hydrofilni korneocyty a lipofilni vrstvu lamel. 7 Zjednodusené si lze
predstavit uspotadani ,,cihel a malty*, kdy ,,cithly* symbolizuji oplosténé korneocyty, které se

zanotuji do ,,malty* lipidd. °

2.2 TFidy lipidi ve SC

Mezi hlavni zastupce lipidové matrix se fadi ceramidy (CER, 50 %), volné mastné
kyseliny (VMK, 10-15 %), cholesterol (Chol, 27 %), estery cholesterolu (10 %) a cholesterol-
3-sulfat (Chol S, 2-5 %). ! Z obecného hlediska se SC sklada z 5-15 % lipidd, 75-80 %
proteinii a 5-10 % z doposud nezndmého materialu. 7 Existuje mnoho faktor(, které ovliviiuji
slozeni lipidi ve SC. Variabilita mezi pacienty se odviji od véku, pohlavi, tloustky SC,
mnozstvi mazovych zlaz ¢i expozici kize UV zéafenim (napf. vliv na CholS, kyselinu

lignocerovou). °

2.2.1 Ceramidy

CER se skladaji z hydrofobni ¢asti fetézce mastné kyseliny (MK) a sfingosinové baze
(aminoalkohol). Navzijem se poji pfes amidovou skupinu mezi aminoskupinou bdze
a hydroxyskupinou karboxylu MK. ° U savcli se vyskytuje pét typl sfingosinové baze:
dihydrosfingosin (DS), sfingosin (P), 6-hydroxysfingosin (H), 4,14-sfingadien (SD) a 5 typt
mastnych kyselin: nonhydroxy (N), o-hydroxy (A), PB-hydroxy (B), o-hydroxy (O)
a esterifikovany w-hydroxy (EO) (Obrazek 3). Tabulka C (Obréazek 3) ptedstavuje 24 moznych
kombinaci MK se sfingosinovou bazi. V lidské epidermis doposud nebyly nalezeny SD baze

a B-hydroxy MK. Na obrazku 3B vidime typickou proteinovou vazbu (P-O) mezi karboxylem
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esterifikované w-hydroxy MK. Porucha produkce EO MK ¢i P-O vede k vyskytu koznich

onemocnéni. °

A OH OH OH
/\/\/\N\/\/\.)Y\QH N N N OH /\/\/\NW\[)Y\OH
NH:z

NH: HO NH:
Dihydrosphingosine [DS] Sphingosine [S] Phytosphingosine [P]
OH 2 OH
NH: NH:
1,14-Sphingadiene [SD]
: OH
L o} 3 (0] 4 0
Non-hydroxy FA [N] a-Hydroxy FA [A]
S T . ' 0
HO -'*(q)r:\/\/\/\/\/\/\r(OH O n o) O "‘./}I;\N\/\/\/\/\(OH
0 > " . - (0]
w-Hydroxy FA [O] Esterified w-hydroxy FA [EO] Protein-bound FA [P-O]

c LCBs Dihydro- Sphingosine Phytosphingosine i 4 14-Sphingadiene
FAs sphingosine [DS] [S] [P] pl H SD
Non-hydroxy [N] NDS NS NP NH NSD

a-Hydroxy [A] ADS AS AP AH ASD

DS S P i SD

w-Hydroxy [O] oDs 0s oP OH 0sD
t“"q' . EODS EOS EOP EOH EOSD
Protein-bound [P-O] P-ODS P-0S P-OP P-OH P-0SD

Obrazek 3 Struktura a nazvoslovi 25 tiid CER vyskytujici se u savcii. ©

MK maji dlouhé nasycené uhlovodikové fetézce o délce C24-26. Délka fetézce ma
vyznamny vliv na koZni permeabilitu. Retézce s délkou C4—6 zvySuji permeabilitu kize
v disledku nedostate¢nych interakci s ostatnimi lipidy v lamelarni architekture. Vysledkem

mohou byt koZni onemocnéni. °

2.2.1.1 Biosyntéza ceramidl

Neosyntéza CER probihd ve stratum granulosum v keratinocytech. Enzym
serinpalmitoyl-CoA transferdza stoji na pocatku syntézy vSech sfingolipidi, mezi které se fadi
1 CER. Enzym katalyzuje kondenza¢ni reakci mezi serinem a palmitoyl-CoA. Na konci syntézy
jsou CER pifeménény na polarni prekurzory (sfingomyelin a glukosylceramid, GlcCer)
a pfesouvaji se do SC pomoci lamelarnich télisek. Tam jsou pak enzymaticky pfeménény na
CER. Negjvice CER vlidském SC wvznikd hydrolyzou prekurzori enzymem
B-glukocerebrosiddzou. Dalsi cesta syntézy CER vede pfes hydrolyzu sfingomyelinu kyselou

B-sfingomyelinzou. '
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2.2.2 Cholesterol

Chol a jeho derivaty jsou lipofilni steroidni latky s rigidni strukturou se ¢tyimi kruhy
oznacené ABCD (Obréazek 4). Vsechny steroly obsahuji v poloze 3 hydroxylovou skupinu
(esterova vazba u derivatll) a v poloze 17 alifaticky fetézec. Chol ma zasadni roli v oblasti
fluidity a udrzuje rigidni strukturu lipidové matrix ve SC. **'> CholS s p¥itomnou ionizovatelnou

skupinou je zasadni pro tvorbu lipidové dvojvrstvy. 4

Steroid structure

Cholesterol Esters
Obrazek 4 Chemicka struktura sterolii vyskytujici se v kiizi. °

2.2.2.1 Biosyntéza cholesterolu

Zékladem biosyntézy cholesterolu v epidermis je izoprenoidni jednotka. Syntéza za¢ina
reakci dvou molekul acetyl-CoA za vzniku acetoacyl-CoA. Nasledujici reakce je katalyzovana
3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A (HMG-CoA) syntdzou za vzniku HMG-CoA. !¢
Pfeména na mevalonat je zprostiedkovana enzymem HMG-CoA reduktdzou urcujici rychlost
syntézy cholesterolu. '# Dal§imi dvéma enzymatickymi reakcemi vznik4 zékladni izoprenova
jednotka isopentenyldifosfat (C5). Reakei Sesti izoprenovych jednotek vznika skvalen (30C),
jehoz cyklizaci se pfeméiuje na lanosterol (30C). Nasleduje osmi krokova enzymova reakce na

Chol. '

2.2.3 Mastné kyseliny

Ve SC se prevdzné objevuji nasycené a nerozvétvené MK o C16-26 ptitomné volné
(neesterifikované) ¢i vazané v CER. %!7 P¥itomnost karboxylové skupiny ve struktuie zvysuje
kyselost kozni bariéry, kterd se pohybuje kolem pH 4-5,5. Spole¢n¢ s CholS jsou jedini
zastupci lipidfi s ionizovatelnou skupinou, ktera je zasadni pro tvorbu lipidové dvojvrstvy. '

V epidermis se vyskytuje Siroké spektrum volnych MK, z nichZ nejvice rozsifend je kyselina
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palmitova (C16:0), kyselina stearova (C18:0), kyselina behenova (kys. dokosanova) (C22:0),
kyselina lignocerova (C24:0) a kyselina cerotova (hexakosanovd) (C26:0). MK s krat§im
fetézcem (C16, C18, C18:1 a C18:2) jsou umisténé k vn&j§imu povrchu epidermis. °!7
V soucasné dobé se predpokladd jejich mazovy puvod, kterym je vysvétlovan vyskyt na
povrchu kuze. Tyto MK jsou pravidelné eliminovany rozpousténim prostfednictvim ¢isticich

surfaktantd. !’

Méné rozsitené MK (25 % na celkové mnozstvi neesterifikovanych MK) jsou
nenasycené. Mezi n¢ se fadi kyselina olejova (C18:1, n-9), kyselina eikosapentaenova (C20:5,
n-3), kyselina dokosahexaenova (C22:6, n-3) a kyselina linolova (C18:2, n-6). ° Piehled MK
vyskytujicich se ve SC je znadzornén na Obrazku 5.

2.2.3.1 Biosyntéza MK
Klicovym enzymem urcujici rychlost syntézy MK je acetyl-CoA karboxyladza. Ta
katalyzuje karboxylaci acetyl-CoA na malonyl-CoA, ktery je substratem pro syntézu MK. !4

Unspecified Myristic acid (C14:0) Palmitic acid
13% 1% (C16:0)
14%

Palmitoleic acid
(C16:1, n-7)
2%

Lignoceric acid
(C24:0)
10%

Behenic acid
(C22:0)
3%
Arachidonic acid
(C20:4, n-6)
6%

Dihomo-y-linolenic aci
(C20:3, n-6)
1%

Oleic acid (€18:1,
n-9)

Eicosanoicaci ] ; : 15%
(€20:0) Linoleic acid (C18:2, n-6
29% 22%

Obrazek 5 Procentudlni vyjadieni MK vyskytujicich se ve SC. °

2.2.4 Triacylglyceroly a diacylglyceroly

Jedna se o triestery mastnych kyselin. Triacylglyceroly jsou dodavany mazovymi
zlazami na povrch epidermis. Ve SC maji dilezitou roli napf. pro bariérovou funkci
a epidermalni diferenciaci. Hydrolyzou triacylglyceroli se uvoliiuji MK potfebné k syntéze

Q-O-acylceramidu. °
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3 Kultivace koznich stépl

3.1 Exvivoklze

Ex vivo lidska kuze z plastickych operaci se jevi jako nejvhodnéjsi 3D model pro
farmakologicky, chemicky, dermatologicky a kosmeticky vyzkum. Umoznuje sledovat
patologické, ale i fyziologické procesy v kazi. ,, Predstavuje 3D organizaci a kombinaci
hlavnich zastupcii koznich buneék, jako jsou keratinocyty, fibroblasty, Langerhansovy buiiky,
endotelialni bunky a sloZky extracelularniho matrix (kolagen, elastin, glykosaminoglykany

a proteoglykany). “ '* Vyhodou jsou ptitomné dermalni papily a proteinova vlakna. '8

3.1.1 Vyznam a vyuZiti ex vivo klzZe (explantat lidské klze)
Velky vyznam tkvi v eliminaci etické problematiky testovani in vivo na dobrovolnicich

1819 Qvoji  dostupnosti acenou predstavuji pfistupnéj$i alternativu

¢1  zvitatech.
k rekonstruovanym modeltim. '8 V preklinickych studiich je tak dostupny testovaci model
reflektujici slozitost lidské kuze, ktery je navic standardizovany a vysledky jsou
reprodukovatelné. '° Rozvoj ex vivo modeldl otevira dalsi moZnosti testovani latek s hojicim
a regeneraénim uc¢inkem. 2° V experimentech se provadi poskozeni (naptiklad UV zafenim ¢&i
mechanicky) ex vivo kiize. 2%?! P¥ikladem je zkoumany reparaéni u¢inek (piesnéji reepitelizace,
vaskularizace a modulace zanétlivé imunitni odpovédi) aplikaci kmenovych bun¢k odvozenych
z tukové tkan¢ na model povrchové kozni rany. Nazorny pribéh vyzkumu ex vivo kultivace
s testovanymi kmenovymi bunkami lze vidét na Obrazku 6, kde ASC-CM piedstavuje

kondicionované médium kmenovych buné¢k odvozenych ztukové tkané a aplikace ASCs

piedstavuje derivované tukové kmenové buiiky. 2°

lf HE:E staining
A

g o B-catenin staining
. ASCs S _ ASC-CM z.-‘ Skin section
\ -
> [ DMEM . r
A Add 10 pL treatment solution Skin sample
Untreated # i X
\ > 4
AR V. . A ) o ATFCE Skin extract
- | ¥ W b
~ \ Remove and change'1 mL culture medium e —— Multiplex assay
£ A
x5 Medium collection
Day 0 Every day Every 3 days
12 days culture
Day 1, 3,6,9,12

Obrdzek 6 Protokol experimentu ucinku kmenovych bunék na regeneraci poranéné ex vivo koznich modelit. *°
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Ex vivo klize mize byt nadale vyuzita pro definovani mechanisml rozvoje infekce
v rané nebo zanétlivych reakcich vznikajicich po popaleni kiize. Podrobnéjsi poznatky
mechanismii mohou vést ke vzniku nové terapie. 2?* Prostfednictvim modelii se miize sledovat

U¢inek plasmy bohaté na trombocyty na proces regenerace a hojeni kize. 2*

Kultivace ex vivo klize muze slouzit jako model k odhaleni mechanismu ucinku
a hodnoceni kosmetickych latek pouzivanych ve spojitosti se zkraslujici, 1é¢ebnou (akné,

vypadavani vlasil) a hojici metodou mikrojehlickovani. %°

3.1.2 Nevyhody ex vivo klze

Zivotaschopnost kultivovanych ex vivo koznich §tépti je stale ¢asové omezena, jako je
tomu u ostatnich modeld. Po urcitou dobu dochazi k ireverzibilnim zménam, jako degenerace
bazalni vrstvy, snizeni poc¢tu dermalnich papil a odd€leni dermis od epidermis. Béhem
vyhodnocovani dat je tieba brat do uvahy interindividudlni variabilitu darct. '®!° Dalsi
nevyhodou je nemoznost pozménit slozeni takovychto modelt, a tim vytvofit model nemocné

kaze.

3.1.3 Délka kultivace ex vivo kdze v kultivaénim médiu

Dlouhotrvajici kultivace se zachovalou funk¢nosti klize je diilezita z toho hlediska, aby
mohl byt provadén experimentalni vyzkum ktze po co nejdelsi dobu. Kultivace kiize ex vivo
v médiu je nejcastéji provadéna po dobu 7-8 dnt. 326272829 Po tuto dobu jsou pozorovany
minimalni zmény ve struktuie kiize ve srovnani s kiizi v den 0. '® Déletrvajici kultivace po dobu
10—12 dnt se jevi jako stdle vyhovujici z hlediska struktury ktize. 3132 Den 14. se povazuje
za hrani¢ni. Do tohoto dne jsou popsany zmény v kultivované kizi, jako odd€lovani epidermis

od dermis, zména v tloust’ce epidermis (sniZeni poctu keratinocytii a dalsich bunék). 3!-*2

3.1.4 Kultivacni techniky
3.1.4.1 Kultivace organovych systému na rozhrani vzduch-kapalina

KozZni explantdt je umistén na rozhrani vzduch-kapalina pomoci vyvySené kovové
miizky '° nebo poloZenim na Zelatinovou chirurgickou houbu nasycenou kultivaénim médiem,
jak lze nazorn& vidét na Obrazku 7. ¥’ Rozhrani vzduch-kapalina napodobuje fyziologické
prostiedi neporusené kiize. Diky tomu probiha pfirozenéji keratinizace koznich §tépl. V této
kultivacni technice jsou pozorovany minimalni zmény ve struktuie kize po dobu 7 dnl

kultivace. '%1°
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Skin explant

]Air interface

Gelatin sponge

Culture media

Obrazek 7 Vzduch-kapalina rozhrani ex vivo kultivace koznich stépii. ¥

3.1.4.2 Kultivace organovych systému v médiu

Kozni §tép je umistén do kultivacniho média. Vyhodou této techniky je moznost provést
déletrvajici kultivaci se zachovalou viabilitou (viz 3.1.3) v disledku udrzeni prokrveni tkané.
Kultivace epidermis mulze probihat jak s odstranénou, tak s pfitomnou tukovou vrstvou.
Vyhodou ptfitomné tukové vrstvy je moznost simulovat prostfedi vzduch-kapalina vyvysSenim
svrchni ¢asti kiize nad hladinu média. '° Dale je mozné provést kultivaci v médiu tak, aby byl
S$tép ponofen pouze ¢astecné a povrch zistal suchy. Tim je umoznéno zrani SC na vzduchu tak

jako v lidském téle a zarovet je povrch kiize volny pro piipadnou aplikaci formulaci. 3334

3.1.5 SloZeni kultivaénich médii
3.1.5.1 Médias FBS

Rozsitenou komponentou v kultivaénim médiu je fetalni bovinni sérum (FBS). Rada
vyzkumnikl pfedpoklada, Ze jeho pfitomnost je nezbytnd pro proliferaci, ne-li pro preziti
bunek. %' V in vitro metodé jeho p¥imés ukazuje na dlouhodobou (40 dni) viabilitu tkang.
Jednim z nejdéle pouzivanym médiem je Eagle s minimal essential medium s ptidavkem 10 %
FBS. Pfi volbé kultiva¢niho média je rozhodujicim faktorem lokalita odebrané kliZe. Pro oblast
bticha a prsii se nejcastéji pouziva Dubelco’s modified eagle medium (DMEM) s pfidavkem
10 % FBS, naptiklad pro vyzkum lé€iv nebo sledovéani kozni biologické dostupnosti. Pro
vyzkum potnich 714z je typické DMEM + 5 % FBS a pro oblast trupu, rukou, nohou ¢i fetalni
tkan se voli DMEM + 10 % fetalni teleci sérum /FBS. VyuZivan je i Dubelco’s modified eagle
medium/Ham’s F-12 medium (DMEM-F12) s p¥idavkem séra. !°

3.1.5.2 Média bez FBS
Mezi zvifecim a lidskym sérem existuje jista odliSnost, kterd ma vliv pfi kultivaci na

epidermalni permeabilitu lidské kiize, zménu bunééného cyklu a migraci bunék, bunéénou
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diferenciaci a genovou expresi. Z tohoto diivodu se doporucuje zapocist kultivaci v bezsérovém
médiu naptiklad ve William's E medium s ptidavkem dalSich latek. Zminéné médium ma
definované kultivacni prostiedi a poskytuje kultivaci dostate¢né¢ dlouhou dobu pro vyzkum
kaze. Bezsérové slozeni média je nejcastéjsi pro kultivaci pokozky hlavy. Mezi dalsi média
patii DMEM, DMEM-F12 ¢i bazalni médium keratinocyti. Bazalni médium keratinocyti je
typicky pouzivané pro kultivaci kiize z oblasti ky¢le. ! Kultivace na rozhrani vzduch-kapalina

mize byt provedena v EpiLife medium calcium-free. *’

3.1.5.3 Suplementy

Ptiddvanymi suplementy do média byvaji antibiotika jako penicilin, streptomycin
a antimykotikum amfotericin B. Proti rozvoji zanétu se piiddva hydrokortizon. Nadale
pfidavanymi latkami jsou aminokyseliny jako adenin, glutamin a L-serin. Mezi specifictejsi
suplementy patii insulin, epidermalni rtstovy faktor, L-karnitin, L-thyronin, isoprenalin,
kyselina selenova, tokoferol acetat, vitamin C a MK jako kyselina linolova, kyselina

palmitova. 182627

3.2 Dalsi modely pouzivané pro vyzkum kize
3.2.1 2D modely

Mezi alternativni modely kozni bariéry patii 2D modely vyuzivané ke zkoumani
jednotlivych bunék a specifickych cil in vitro metodou. *° Radi se sem testovani na bunéénych
kulturéach, které mohou byt jednobunécné nebo tzv. ko-kultury bunék obsahujici keratinocyty,
melanocyty, fibroblasty ¢i endotelialni bunky. Nevyhodou jsou veliké morfologické rozdily od

nativni kuze. '3

3.2.2 3D modely

K lidské ktzi maji blize 3D modely obsahujici fibroblasty, keratinocyty, melanocyty,
Langerhansovy a/nebo endotelidlni buiiky. Jedna se bud’ o rekonstruovanou lidskou epidermis
nebo dermis s epidermis v in vitro podminkach. 83 Stile ale nelze hovofit o koznich
ekvivalentech. Nedostatkem je absence celé¢ fady slozek kize (dermalni papily, nervova
zakoncent, krevni kapilary, Merkelovy butiky). '®!° In vitro 3D modely se od nativni kiize lisi

zvy$enou propustnosti latek. K dalsim nevyhodam se fadi ndro¢na piiprava a vyssi cena. '*
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4 TTC assay
4.1 Vyuziti a princip ucinku

Latka 2,3,5-trifenyltetrazolium chlorid (TTC) je pouzivand jako barevné cinidlo
prokazujici metabolickou aktivitu bunék ve zkoumané tkani. Pokud je oblast tkané
zivotaschopnd, dojde kredukci bezbarvého TTC piitomnymi mitochondrialnimi
dehydrogendzami na Cerveny 1,3,5-trifenylformazan. V nekréze se tyto enzymy nenachazi
anedojde k redukci TTC nésledovanou zbarvenim. U lidi a zvifat se tato metoda pouZiva
k detekci ischemické choroby srde¢ni nebo cévni mozkové piihody. Nadale se TTC vyuziva
ke kvantifikaci zivotaschopnych bunék v planktonickych kulturdch a vyjadieni mnoZzstvi

bakterii ¢i kvasinek v koloniich. 3¢

Novéji se meéti mnozstvi redukovaného TTC s moznosti kvantifikovat zivotaschopnost
ktize. 3 Na Obrazku 8 vidime inkubaci epidermis pii 37 °C v TTC roztoku s nasledovnym
z€ervenanim prokazujici zivotaschopnost danych vzorkl. Ke kvantifikaci viability je zapotiebi
zm¢éfit absorbanci vyextrahovaného trifenylformazanu. Extrakci 1ze provést do organického
rozpoustédla, naptiklad do methoxyethanolu. Absorbance je pak métena pii 490 nm. Pti praci

s trifenylformazanem je tfeba brat v potaz jeho optickou nestabilitu. 3’

= < £l s @ -
' » © @ . 3
L 4 . @ - P ’

Obrdazek 8 Test viability za pouziti TTC.
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5 HPTLC

5.1 Charakteristika a princip metody

HPTLC  (high-performance thin layer chromatography) patii k modernim
instrumentalnim chromatografickym metoddm. Chromatografie zahrnuje skupinu technik
umoznujici separaci latek ze smési podle jejich schopnosti se rozdélit mezi dvé nemisitelné
faze. Jedna faze se oznacuje jako stacionarni (SF) a druhd jako mobilni (MF). HPTLC lze
kombinovat s jinymi analytickymi technikami (napt. spektroskopie). Umoziiuje provést

kvalitativni a kvantitativni analyzu. Dalsi vyhody jsou uvedeny v kapitole ¢. 5.4. *8

5.2 Prabéh

Vzorek se umisti na SF a je unaSen MF. Latky ve vzorku se rozdé€li podle své afinity
(interakce) mezi obé faze. Latka s nizkou afinitou ke SF je unaSena MF rychleji. Pro spravné
rozdéleni analytdi jsou dileZité vhodn& navolené chemické a fyzikalni vlastnosti SF a MF. ¥
Stale neni mozné zcela separovat vSechny druhy lipida biologického ptivodu v dasledku jejich
slozité molekularni stavby. ** Vyhodnoceni lze provést pomoci univerzalnich a selektivnich

detektori s moznosti elektronického uloZeni snimkd. Viechny kroky lze Fidit ptes pocitag. 8

Na Obrazku 9 je vytvoren chronologicky postup HPTLC analyzy, jednotlivé kroky jsou
podrobnéji popsany dale.

4 N\ ( N\ 4 N\
1. Vybér 6.
chromatografické Chromatografické 7. Detekce skvrn
desky vyvijeni
. J . J . J/
4 N\ ( N\ ( N\
2. Promyti o 8. Skenovani a
. 5. Sprejovani dokumentace
a aktivace desky 5
chromatogramu
. J . J . J
4 N\ 4 \ ( N\
3. Optimalizace 4. Prlproava .
e vzorkl a 9. Vyhodnoceni
mobilni faze o
standardil
. J . J . J

Obrazek 9 Strucny postup HPTLC analyzy. Prevzato a upraveno. 3

Vybér chromatografické desky (1): Pro studium 1éc¢iv a lipidi se nejCastéji provadi
adsorpce na normalnich fazich, tzn. SF je polarni tvofena pievazné ze silikagelu (silica gel 60).

Desky s potazenou silikagelovou vrstvickou mohou byt sklenéné nebo hlinikové. Deska se pred
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analyzou promyje a aktivuje (2), aby se odstranily necistoty a vlhkost. MF (3) mize byt
nepolarni napt. CHCI3-CHsOH-kyselina octova 190:9:1,5 (v/v/v) nebo polarni jako napt.
CHCI3-CHsOH-voda-kyselina octova 66:25:6:3 (v/v/v/v). Z obecného hlediska se SF a MF

vybira metodou pokus-omyl. Volba je zavisla na vlastnostech separovanych analytd.

Priprava vzorku (4) musi byt minimalisticka, tak aby byl co nejvice zachovan vzorek
v nativni podobé. Pokud je vzorek v pevné formé, je potfeba udélat extrakci a nasledné lze
roztok analyzovat. *! Na desku jsou sprejovany (5) v prouzkach vzorky a standardy nejcast&ji

za pouziti 100 pl injekéni stiikacky a linomatu. 4

Nejcastéji se k vyvijeni desky (6) pouziva zakryta sklenénd komora nasycena MF.
Deskou se postupné ascendentné vyviji MF od startu az k ¢elu. Deska se nasledné vysusi

(trouba, digestof, ohiiva¢ desek) tak, aby se MF zcela odpatila. >

Detekce (7) piima zahrnuje slouceniny, které vykazuji zabarveni. Vétsina latek (lipidy)
nejsou piirozené zbarvené. Proto se kjejich vizualizaci na desce vyuzivad reakci
tzv. postchromatografické derivatizace. Na analyty je bud’ navdzan UV indikator (detek¢ni
¢inidlo) a prostifednictvim UV absorp¢ni denzitometrie 1ze latku detekovat a kvantifikovat.
Nebo je latka derivatizovana oxidacnim cinidlem a nasledné zuhelnaténa pomoci vysoké
teploty. ** Aplikace ¢inidla miize byt napf. nastfikem, ponofenim desky do detekéniho roztoku
nebo vystavenim param. Piikladem detekéniho ¢inidla je Dragendorffovo cCinidlo (kofein,
papaverin), 2,7-dichlorfluorescein, jodova parni lazeni (rychlé¢ odbarveni pro vyhodnoceni
lipiddi) nebo pro lipidy &asto pouzivany 7,5 % CuSOu nebo 8 % H3POj atd. 34

Pomoci spektrofotometru (denzitometr, skener) za optimalni vinové délky se vytvori
snimek/sken (8) hodnotici vzorky astandardy vedle sebe. NejCastéji se provadi
kvantifikace (9) pomoci kalibra¢ni kiivky vytvofenim standardi pokryvajici cely rozsah

koncentraci. 404!

5.3 Vyhody

HPTLC metoda mé tyto charakteristiky: selektivni metoda (detekce analytu
v pritomnosti dalSich slozek), citlivA metoda (vytvofeni kalibra¢ni kiivky pro analyt),
validovana metoda, optimalizace, automatizace, reprodukovatelnost vysledk, relativné rychla
a pfesnd metoda, cena, skenovani, minimalni pfiprava vzorku, potfeba malého mnozZstvi
vzorku, moZnost vyhodnoceni vice vzorkil a standardi, relativné jednoduchd instrumentalni

metoda. #
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5.4 Analyza lipid( v k(zZi
HPTLC umoziuje detekci a kvantifikaci lipidi ze vzorku zméfenim pomoci
denzitometrie. Mezi vyhody HPTLC (mimo jiz vyjmenovanych) patfi moznost stanovit

molekularni strukturu zastupcti lipid&t CER, sfingolipidii nebo fosfolipidd. 4*

5.4.1 Extrakce lipidQ

K extrakei lipidl se nejcastéji pouziva Folchova metoda za pouziti smési rozpoustédel
CHCI3/CHsOH  (2:1 v/v). Alternativnim slozenim je 2-propanol/CH3OH (2:1 v/v) ¢i
hexan/CH30H (2:1 v/v) nebo jiné poméry CHCIl3/CH;OH. 3%*°

5.4.2 Chromatogram HPTLC analyzy lipid

Obrazek 10 je ukazkou chromatogramu probehlé HPTLC analyzy lipidii na normélnich
fazich. Jak lze vidét nejvice nepolarnim lipidem je Chol a u startu naopak nejvice polarnimi
lipidy jsou CER (AS) a CER (NP). Dvojity pik ve vzorku s ozna¢enim NEAE 2 u CER (AS) je
vytvoren v disledku zvyseni polarity systému. ** Dalsim diivodem vyskytu dvojitého piku
muze byt pfitomnost homologni série monohydroxylovaného nebo mononenasycené¢ho lipidu
lisici se délkou fetézce, jako napt. podfrakce CER AS, které mohou byt C16,18 nebo
C22,24,26. %

Obrdazek 10 HPTLC analyza lipidii. *!
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Experimentalni ¢ast
V ivodu experimentalni Casti jsou predstaveny veskeré chemické latky, biologické

latky, pfistroje a nastroje, se kterymi se béhem experimentu pracovalo.

Druha cast je vénovana podrobnému popisu experimentdlniho planu, cile prace
a pouzitych metod. V souhrnu se jedna o pripravu koznich §tépt, kultivace koznich Stépi
v samotném DMEM a pozd¢ji s piidavkem suplementii, odebrani vzorkd pted kultivaci
k analyze SC a extrahovanych lipidi metodou HPTLC. Na zavér je zatfazeno vyhodnoceni

vysledkil experimentu.
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6 Materidl a chemikalie
6.1 Pristroje

Dermatom (Aesculap, Némecko), laboratorni ultrazvukova vana K-12LE (Kraintek,
Cesko), trepacka LT 3 (Cesko), Vortex genie 2 (Scientific industries, USA), Dry Bath Incubator
(Major Science, Taiwan), vodni lazen (VWR International, UK), analytickd vaha Ohaus

Discovery (Svycarsko).

Prace s kizi za sterilnich podminek byla provadéna v laminarnim boxu CleanBench
(Haier, Cina). Pro inkubaci kize v kultivaénim médiu byl pouzivan CO» inkubator (PHC
Corporation, Japonsko). Médium se pipetovalo za pouziti laboratorni pipety Eppendorf
Research Plus 100-1000 pl (Némecko). K ptipravé TTC roztoku a médii byla vyuzita pipeta

tTM

Accu-jet"™ pro Pipet Controller (BrandTech™, Némecko).

Ptehled pftistrojii vyuzité k HPTLC analyze: automaticka vyvijeci komora ADC 2
model, Linomat 5, TLC Scanner 3 (Camag, Svycarsko). Laboratorni trouba UN 55 (Memmert,

Némecko).

6.2 Komponenty kultiva¢nich médii

DMEM s obsahem 4,5 g/l D-Glukosy, L-glutaminu a pyruvatu. Druhym zkoumanym
médiem byl DMEM/F-12 vpoméru 1:1. Pfidavanymi komponenty byly: 1 %
streptomycin/penicilin (S/P), 2,5 ul/ml amfotericin B (AB) a 10 % FBS. Vse bylo zakoupeno
od firmy Merck (Némecko).

6.3 Lipidy
Nepolarni: Chol, kyselina palmitova, CER NS, CER NP, CER AS, (Avanti, USA).
CER EOS, CER EOP a CER (S)-AP byly nasyntetizovany v ramci Skin Barrier Research

Group na Farmaceutické Fakult¢ v Hradci Kralové.

Polarni: sodna stl Chol S, CER AP, glukosyl ceramid (GlcCer), L-a-fosfatidylcholin,
sfingomyelin (Avanti, USA).

6.4 Chemikalie

1,5 % 2,3,5-trifenyltetrazolium chlorid (TTC), 3% sukcinat sodny, gentamycin sulfat,
fosfatem pufrovany fyziologicky roztok pH 7,4 (PBS), 2-methoxyethanol, aceton, trypsin
z prase¢i slinivky bfi$ni, dodekahydrat hydrogenfosforecnan disodny (NaxHPOs-12 H>0),
dihydrat hydrogenfosforecnan sodny (NaH>PO4-2 H>0), chlorid sodny (NaCl), chlorid draselny
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(KCl), chloroform (CHCI3), methanol (CH30H), kyselina octovda (CH3;COOH). Vse bylo

potizeno od firmy Merck (Némecko).

Derivacni ¢inidlo: modréa skalice (CuSO4-5H20), 85% kyselina fosforecna (H3POs),
methanol (CH3OH), Millipore voda.

K promyvani kGize byla pouzivana ultracistd voda, kterd se deionizovala, destilovala

a filtrovala ptes Millipore Q systém (Farmaceuticka fakulta, UK).

6.5 Klze

Kuze byla poskytovana dobrovolniky podstupujici plastickou operaci v Privatnim
chirurgickém centru Sanus v Hradci Kralové, po podepsani informované¢ho souhlasu
a schvaleni Etickou komisi (souhlas ¢. 5/4/2018). Vyzkum se provadél s kazi z biisni oblasti
od 3 dobrovolnikt. Thned po operaci se od epidermis a dermis odstranil podkozni tuk. Kiize
byla omyta v Millipore vod¢ a v PBS (pH 7,4) s gentamycinem a polozila se na gazu naséklou

PBS (pH 7.4) s gentamycinem.

6.6 Laboratorni pfislusenstvi

6-jamkov¢ sterilni desticky (VWR International, USA), 96-jamkova desticka (TPP,
Svycarsko), parafilm M (Sigma-Aldrich, USA), vialky se Sroubovym hrdlem (VWR
International, USA), 13 mm stfikackovy filtr o velikosti port 0,2 um (VWR International,
USA), Sklenéna HPTLC silikagelova desticka 20 x 10 cm (Merck, Némecko).
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7 Pouzité metody

7.1 Dermatomovani

K ziskéni kozniho Stépu se pouzil dermatom. Na podlozni diivko se umistila gaza a na
ni klize o¢isténd od podkozniho tuku. Pomoci ¢epele bateriového dermatomu se upravila vyska
na cca 0,5 mm. Kozni §tép se skalpelem natfezal na potfebny pocet ¢tvercti o velikosti piiblizné

1 x 1 cm. Vzorky se umistily na gazu s PBS (pH 7,4) a s gentamycinem.

7.2 Kultivace koznich stépU

Dermatomované ¢i nedermatomované kozni $tépy se pinzetou piendaly do 6-jamkové
desticky v laminarnim boxu. Napipetovalo se 750 pl kultivacniho média o teploté cca 37 °C
tak, aby byly Stépy Castecné ponofeny a epidermis ziistala sucha. V souhrnu se zkoumala tato

kultiva¢ni média:
1. DMEM
2. DMEM, 1 % S/P, 2,5 ul/ml AB
3. DMEM, 1 % S/P, 2,5 ul/ml AB, 10 % FBS
4. DMEM/F-12, 1 % S/P, 2,5 pl/ml AB
5. DMEM/F-12, 1 % S/P, 2,5 ul/ml AB, 10 % FBS.

Antibiotika (S/P) se piidavala k zabranéni bakterialni kontaminace a antimykotikum
(AB) proti vzniku plisn€. Vzorky se uloZily do inkubatoru za teploty 37 °C s obsahem 5 % COa.

Médium se ménilo po 48 hodinach.

7.3 Viabilita, TTC assay

Pro ptipravu TTC roztoku se pouzil 1,5 % TTC a 3% sukcinat sodny v PBS. Odbér klize
pro stanoveni viability se provadél v den vymény média. U ostatnich vzorkl se pokracovalo
v kultivaci. Dvé ¢tvrtiny kultivované kiize se piendaly do 2 ml vialek a jednotlivé se zjistila
jejich hmotnost (g). Samotné stanoveni viability pak probihalo na zéklad¢ jiZ publikovanych
metod. 3’5 Ke vzorkiim se pridal 1 ml TTC roztoku. Po napusténi dusikem probéhla inkubace
pii 37 "C. Zcervenanim klZe (vylouceni trifenylformazanu) se prokdzala Zivotaschopnost
epidermis. K osusenym vzorkiim kliZe se pipetovalo 1 ml methoxyethanolu a inkubovalo se
pfes noc na tmavém misté za laboratorni teploty. Methoxyethanol s vyextrahovanymi latkami
se prenesl do tmavych ependorfek. Skladovalo se pifi -20 °C. Pro ovéfeni spravnosti
nastavenych podminek a pro vypocet viability se pfipravila negativni kontrola (povareni
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v Millipore vod¢€) a blank (inkubace vzorku v 1 ml PBS). Nasledujici den bylo pipetovano
v duplikatech 100 pl do 96-jamkové mikrodesticky a zméfila se absorbance pii 490 nm.
Kvantitativné se viabilita vyjadiila absorbanci vzorku, od které se odecetla absorbance
negativni kontroly délené hmotnosti kiize v gramech a mnozstvim piidavaného rozpoustédla

v mililitrech a pfevedla na procenta. *°

7.4 zolace stratum corneum (SC)
Cast koznich $tépa kultivovanych ve zkoumaném médiu se odebralo pro izolaci SC.
Svrchni ¢ast ktize byla odejmuta ptisobenim trypsinu pfi teploté 32 “C. SC se ocistilo v HPLC

vodé-acetonu-HPLC vodé¢ a pies noc bylo ponechdno v exsikatoru. SC se skladovalo pti-20 °C.

7.5 HPTLC analyza
7.5.1 Extrakce lipidU

Uchované SC v mrazicim boxu se rozmrazilo a vysuSilo v exsikatoru. Zjistila se
hmotnost SC v mg a doplnil se 1 ml rozpoustédla (CHCls/MeOH, 2/1, v/v) namg SC. Extrakce
probihala s mirnymi modifikacemi, podle jiZ popsané metody. *¢ Nejprve se extrahovalo 90 min
na tiepacce. 3® Nasledovala filtrace za pouziti 13 mm stiikackového filtru o velikosti port
0,2 um. Extrakt lipida se nasal do mikrostiikacky, jehla se zaménila za filtr a obsah se vypustil
do nové 4 ml vialky pfes filtr. Dusikem se odpatilo rozpoustédlo. Ke zkoncentrovanym lipidim
se znovu napipetovalo rozpoustédlo v ml/mg a cely postup se opakoval. Vzorky se suSily pfes

noc v exsikatoru a byly skladovany pii -20 °C do HPTLC méfeni.

7.5.2 Kalibracni roztoky

Ptipravovaly se dv¢ kalibrace s polarnimi a nepolarnimi lipidy, které se fyziologicky
vyskytuji v lidském SC. Za nepolarni lipidy byly zvoleny: Chol, kyselina palmitova
a CER EOS, EOP, NS, NP, AS, (S)-AP. Redilo se 1 pg/ml rozpoustédlem CHCIz/MeOH 2:1
(v/v). Druhou kalibraci tvofily polarni lipidy: CholS, sfingomyelin, fosfatidylcholin, CER AP,
GlcCer. Redilo se 0,5 ul/ml. Vialky se pro lepsi rozpusténi zvortexovaly a sonifikovaly.

Kalibrace se uchovaly pii -20 °C.

7.5.3 HPTLC méfeni

Pomoci HPTLC se zjistovalo, jaky vliv méla kultivace na lipidy ve SC. Extrakei ziskané
lipidy se porovnaly s kalibra¢nim roztokem obsahujici lipidy pfitomné v lidské koZzni bariéte.
HPTLC bylo provedeno podle publikované metody s mirnymi Gpravami. *’ Postupovalo se

nasledovné.
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Pred vlastnim nastiikem se nejdiive aktivovala silikagelova sklenéna deska 20 x 10 cm.
Parami rozpoustédla CHCl3/MeOH 2:1 (v/v) se nechala 15 min saturovat a rozpoustédlem pro

vyvijeni se promyla. Deska byla vlozena do trouby na 120 °C, 30 min.

V programu Vision CATS se nastavily podminky pro HPTLC analyzu: velikost desky
20 x 10 cm a vzdalenost nastiiku od okraje v mm. Pro vyvijeni se piedvolila pouzita mobilni
faze ve slozeni pro nepolarni lipidy: CHCl;, CHsOH, kyselina octovd 95:4,5:0,75 (v/v/v)
a vyvijeni do 85 mm. Slozeni pro polarni lipidy: CHClz, CHsOH, kyselina octova a voda
66:25:6:3 (v/v/v/v) a vyvijeni do 85 mm. Nastavila se délka saturace na 15 min, délka aktivace
desky na 10 min a délka suSeni na 5 min pro nepolarni a 15 min pro polarni lipidy. Vyvijeni
probihalo pii kontrolované vlhkosti (33—-36 %) a teploté (25-27 °C). U skeneru se zvolil slit na
4 x 0,3 mm, deuterium a vlnova délka 350 nm. Pfipravilo se pfistrojové vybaveni. Byl pouzit
ptistroj pro nastfik vzorkd Linomat 5, automatickd vyvijeci komora ADC 2 a skener TLC

Scanner 3.

Sprejovani pomoci Linomatu probéhlo ve stfidavém potadi kalibrace a vzorek
(polérni/nepolarni deska). Na zacatku ana konci byly nandSeny kalibrace. Vzorek se
nastiikoval v koncentraci 1 mg/200 pl rozpoustédla CHCls/MeOH 2:1 (v/v). Vzorky se po

HPTLC analyze daly odpatit pod dusik a uchovaly se v mrazicim boxu.

Nasprejovana deska se vlozila do pfipravené automatické vyvijeci komory. Prob&hla

saturace a vyvijeni desky dle nastavenych podminek.

Nasprejované lipidy byly zviditelnény derivatizacnim cCinidlem (7,5 % CuSOs4, 8 %
H3PO4, 10 % MeOH ve vod¢). Doba plisobeni roztoku na lipidy byla v rozmezi 10-15 s. Deska
se vlozila do trouby na 160 °C a po 20 minutach byly viditelné vSechny skvrny lipidi (posledni

kyselina palmitova).

Deska se naskenovala a vytvofila se kalibracni kiivka v zavislosti koncentraci lipidli na
absorbanci. Body tvofici kiivku byly posuzovany pomoci korelaéniho koeficientu. Koncentrace
lipidii (png) ve 20 pl nastiikovaného rozpoustédla byla piepocitdna na hmotnost SC v mg. Data

se pfevedla do programu MS Excel a vyhodnotil se obsah lipidi ve SC.
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8 Vysledky a diskuze

Cilem této prace bylo stanovit vhodné podminky pro kultivaci koznich $tépti, aby bylo
v nasich laboratornich podminkach dosazeno dostate¢né viability a zaroven byla zachovana
biosyntéza koznich lipidi. Model byl testovan nejprve v pilotnich experimentech, kde byly
nastavovany vhodné podminky (dermatomovani klize, slozeni médii) a dale validovan n¢kolika
opakovanymi experimenty za stanovenych podminek. Podle toho jsou tedy vysledky rozdéleny

do dvou odpovidajicich ¢asti.

8.1 Nastaveni podminek kultivace

8.1.1 Porovnani dermatomované a nedermatomované kaze

V prvni ¢asti experimentu byla provadéna kultivace s dermatovanou a nedermatovanou
kazi. Cilem bylo zjistit, zda je vyslednd viabilita zavisla na Upravé tlouStky kize a nastavit
spravné podminky kultivace. V tomto pilotnim experimentu bylo jako kultivacni médium
vyuzito samotné DMEM a ke kazdé kizi se pipetoval 1 ml média. TTC assay byla provedena
v D3, D5 apo ukonceni kultivace (D8). Sedmy den kultivace byla zjisténa kontaminace

dermatomované kiize jednoho vzorku, jehoz kultivace byla tedy ukoncena diive.

Na Obrazku 11 vidime vyznamny rozdil dosazené relativni viability mezi
dermatomovanou a nedermatomovanou kizi v D3, 5 a 8. Hodnoty viability nedermatomované
ktize dosahuji primérnych hodnot v D3 1,76 + 0,32, v D5 1,95 + 0,60 av D8 1,08 + 0,35
a dermatomované ktize v D3 8,06 = 1,61, v D5 6,72 + 1,15a v D8 7,83 + 1,62.
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Viabilita (A,,-A,;)/Mg..
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Den kultivace

B Nedermatomovana klze B Dermatomovana klze

Obrazek 11 Porovnani viability nedermatomované a dermatomované kiize.
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Miuzeme tedy shrnout, Zze pro dosazeni vyssi relativni viability béhem kultivace, je

vhodné ktzi dermatomovat na cca 0,5 mm.

Mrw e

antimykotika v kultivaénim médiu nebo zavedenim kontaminace béhem vymény média. Do

kultiva¢niho média tedy bylo béhem nasledujicich experimentd vzdy piidavano AB a S/P.

Zaroven bylo zjisténo, ze pfi aplikaci 1 ml média ke kazdému vzorku, médium omyva
i povrch dermatomované kiize, coz je pfi stratifikaci SC nezadouci. ** Z toho diivodu bylo

zapotiebi snizit objem pfiddvaného média na 750 pl.

8.1.2 Hledani vhodného kultiva¢niho média

Na zékladé literatury '31%26 byla vybrana &tyfi média, kde zakladem bylo vzdy DMEM
a zjiStoval se vliv pfidavku F-12 a FBS. Zaroven byla k médiu vzdy ptfidana antibiotika
a antimykotika. Pfesné slozeni médii je zde pro piehled zopakovéano v Tabulce 1. Pomoci TTC
assay a HPTLC se posuzoval vliv média na relativni viabilitu a obsah lipidl v kultivované kiizi
(SC). Viabilita byla zmétena u 24 vzorkl kultivovanych ve Ctyi zkoumanych médii po dobu
5 dnt. Po tuto dobu jsou pozorovany minimdlni zmény ve struktufe kize ve srovnani s kzi
v den 0. '8 Po ukonéeni kultivace bylo odebrano SC a lipidy extrahovany. Na HPTLC analyzu
se sprejovaly polarni a nepoléarni lipidy. Protoze se jednalo o zdravou kiizi, byl piedpokladan
nizky obsah polérnich lipidi ve SC. Z tohoto diivodu byl kladen vétsi diiraz na vyhodnoceni

nepolérnich lipidu.

Tabulka 1 Prehled slozeni kultivacnich médii M1, M2, M3 a MA4.

Komponenty kultivaénich médii
Oznaceni klul.t,ivaénl'ch DMEM (/F-12) 1%/ 2,5 ul(ml 10 % FBS
médii amfotericin B
M1 DMEM ANO ANO NE
M2 DMEM ANO ANO ANO
M3 DMEM/F12 ANO ANO NE
M4 DMEM/F12 ANO ANO ANO

8.1.2.1 Viabilita sledovana pomoci TTC assay

Na Obrazku 12 vidime porovnani primérnych relativnich viabilit jednotlivych médiich
po tiech a péti dnech kultivace.

V M1 po tii denni kultivaci (D3) je viabilita 2,97 + 1,37, ktera klesé paty den kultivace
(D5) k2,32 £ 1,09. Po kultivaci v M2 v D3 dosahuje viabilita hodnoty 3,20 + 2,30 a v D5 se
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snizuje k 1,13 + 3,67. Po kultivaci v M3 je v D3 zméfena viabilita na 6,12 £ 1,20 a v D5 klesa
k 5,29 + 3,25.

V M4 dosahuje viabilita v D3 4,21 + 1,03 a v D5 se snizuje k 3,32 £ 1,65. Nejvyssich
hodnot viability je tedy dosazeno v D3 u M3 a M4. U vSech médii je pozorovan klesajici trend

viability s délkou kultivace.

Viabilita
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Den kultivace

m M1 (DMEM/S/P/AB) m M2 (DMEM/S/P/AB/FBS)

m M3 (DMEM/F12/S/P/AB) M4 (DMEM/F12/S/P/AB/FBS)

Obrazek 12 Graf viability 2. kultivace ve ¢tyr médii.

8.1.2.2 Obsah lipida stanoveny pomoci HPTLC

Na Obrazku 13 je ukéazka reprezentativniho chromatogramu nepolarnich lipidi. Lze
vidét separované lipidy v zavislosti na jejich polarité neboli afinité k MF ¢i SF. V draze 1, 3, 6,
8, 11, 14, 16 se nachazi kalibracni roztoky lipidd v klesajici koncentraci. Mezi kalibracni
roztoky jsou umisténé vzorky (extrakty lipidi) kultivované ve Etyfech médiich o slozeni viz
tabulka 11. V drdze 2 se nachdzi kontrolni vzorek. V draze 4, 5 je vidét kultivace v M1, v draze
7, 9 v M2, vdraze 10, 12 v M3 av draze 13, 15 v M4. Skvrnu Chol vidime nejbliZe k Celu,
reten¢ni faktor je 0,6. Jednd se o zastupce nejvice nepolarniho lipidu. Nésleduji MK a jednotlivé

CER v poradi: CER EOS, CER NS, CER EOP, CER NP, CER AS a CER AP.
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Obrazek 13 Reprezentativni chromatogram pro nepolarni lipidy.

Na Obrazku 14 je zobrazen reprezentativni chromatogram s polarnimi lipidy. Kalibrace
se nachazi ve stejnych drahach jako na chromatogramu vyse, obsahuje (shora) CER AP,
GlcCer, CholS, sfingomyelin a fosfatidylcholin. Zde vidime, ze SC obsahuje malé mnozstvi
polarnich lipidt, jak bylo ptedpokladano kviili tomu, Ze ve zdravém SC je jiz vétSina prekurzort
pfeménéna na nepoldrni lipidy. Za zminku stoji pouze CholS, jehoz obsah ve SC nasleduje

podobny trend jako nepolarni lipidy. Reten¢ni faktor CholS je 0,7, nachazi se v blizkosti cela.

Obrazek 14 Reprezentativni chromatogram pro polarni lipidy.

Co se tyce kvantifikace lipidii, u vS§ech médii, mimo M2, se objevuje rostouci trend
obsahu lipidl ve SC (Obrazek 15). Na grafu je porovnani s DO, tedy lipidy SC izolované pred
kultivaci s lipidy izolovanymi ze SC v D3 a D5. V tomto ohledu mé nejzajimavéjsi vysledky

M3 aM4 (M3 2z92,51 pg/mgna 110,85 pg/mga M4 z 120,28 pg/mg na 124,04 pg/mg). Naopak
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u M2 je pozorovan prudky pokles lipidi (zejména VMK z 40,62 na 26,78 pg/mg). Jedna se
o druhy nejnizsi obsah lipidi ve SC v D5 s obsahem 96,66 pg/mg.
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Obrazek 15 Graf HPTLC analyzy, 2. kultivace.

8.1.3 Vyhodnoceni pilotniho experimentu

Z TTC assay a HPTLC analyzy lze zkonstatovat, ze piidavek F-12 k DMEM v M3 a M4
je pravdépodobné pro delsi kultivaci dermatomované klize ptiznivéjsi nez samotny DMEM.
Tento vysledek koreluje s literaturou, kde bylo nalezeno, Ze DMEM je pouZzivano piedevsim
pro kratkodobéjsi kultivaci ktize. '#2* Ham’s F-12 je komplexnéjsi médium, které obsahuje vice
7ivin, aje proto Cast&ji vyuzivano v kultivaci koznich $tépi. ** Dulezitym poznatkem je
skutecnost, ze béhem kultivace v M3 a M4 nedochazi k poklesu obsahu lipidii ve SC, jako tomu

jeuMl aM2.

Co se tyce ptidavku FBS, neni pozorovén jednozna¢ny efekt na viabilitu a obsah lipidd.
Dle obecnych doporuceni popsanych v uvodu této prace byla provedena kultivace 1 bez
pfitomné FBS sloZky. Pfi po¢inajicim experimentu je vhodné zjistit, zda odliSnost zviteciho
séra (pfitomnost riistovych faktorti) od lidského nema vliv na strukturu a funk¢nost kultivované

lidské kize. '

Zavérem je tedy mozné shrnout, Ze média s obsahem F-12 se zdaji byt vhodnéjsi

z hlediska viability a zaroven nemaji negativni vliv na mnozstvi lipidi ve SC. Vhodnost FBS
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pro tyto modely nebyla jednoznaéné prokazana. Proto byla pro dalsi experimenty zvolena

média M3 a M4.

8.2 Validace modelu

Experiment byl tedy pro potvrzeni vhodnosti vybranych podminek zopakovan ve vét§im
méfitku. Viabilita byla zméfena u 15 vzorkl kultivovanych 12 dni ve dvou vybranych médiich
(M3 a M4), pro jednotlivé dny byla provedena TTC assay a extrakce lipidi ze SC. Tyto lipidy
pak byly dale podrobeny HPTLC analyze.

8.2.1 TTC assay
Na Obrazku 16 je zndzornén piehled naméfenych viabilit vzorkd v M3 (zluté) a M4
(modfe) ajejich porovnani se vzorkem ptedstavujici 100 % viabilitu s oznatenim DO

(oranzové). Jednalo se o kozni §tép pted kultivaci, o stejné velikosti (cca 1 x 1 cm) a od stejného

darce.
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Obrazek 16 Graf viability 3. kultivace ve dvou médii.

Hlavnim poznatkem je skutecnost, Ze po dobu 12 dni je u M3 a M4 viabilita zachovéna.
Viabilitu u obou médii Ize povaZovat za srovnatelnou. Délka kultivace je v ramci zachovani
viability v souladu s literaturou. Pfi delsi kultivaci se jiz zacinaji objevovat zmény ve struktuie
kiize. 3°*132 Hodnoceni Zivotaschopnosti ex vivo kiize pomoci TTC assay je prokazateln&
citlivgjsi neZ jiné testy viability, jako napf. uvolnéni laktatdehydrogendsy nebo MTT assay.

Mezi dal8i vyhody patii rychlost a jednoduchost metody. Z uvedenych diivodl 1ze TTC assay

38



povazovat za metodu prvni volby k testovani viability ex vivo kiize. V literatuie je popsan
vyznamny pokles viability od 4. dne kultivace, ktery by mohl zkreslovat vysledky testovanych
slougenin pti dlouhodobé kultivaci. '* V tomto experimentu je zasadni, Ze viabilita po dobu
12 dni je srovnatelnd s viabilitou kontrolniho vzorku pted kultivaci. Tudiz se predpoklada

minimalni vliv kolisavé viability na vysledky testovanych latek.

8.2.2 HPTLC analyza
8.2.2.1 Obsah lipida v jednotlivé dny kultivace

Nejprve byly hodnoceny lipidy extrahované ze SC po kazdém odbéru (D3, DS, DS
a D12), aby bylo zjisténo, jestli dochazi ke zménam ve vSech sledovanych dnech. Je potieba
dodat, Ze kazdy vzorek byl analyzovan pouze jednou, protoze se jedna pouze o orientacni
méfeni. Na obrazku 17 je graf znazoriiujici vyhodnoceni HPTLC analyzy porovnavajici
kultivaci vzorki v M3 a M4. Oranzové je znazornéna kontrola, tedy lipidy extrahované ze SC
odebraného z kiize pied kultivaci. Zluta barva znazorfiuje M3 a modra M4. U obou médii se
potvrdil vzristajici trend lipidd z D3 na D12 (M1 58,18-85,12 ng/mg a 69,21-95,76 ng/mg
uM2). Vposledni den kultivace byl uobou médii prevySen obsah nepolarnich lipida

kontrolniho vzorku 76,14 pg/mg vs. M3 85,12 pg/mg, M4 95,76 pg/mg.
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Obrdazek 17 Graf HPTLC analyzy 3. kultivace v M3 a M4, D3-D12.

8.2.2.2 HPTLC analyza vybranych vzork
Jelikoz na zacatku kultivace nebyly sledovany vyrazné zmény v obsahu lipidi (D3-D8),

byly nésledné porovnany s kontrolou pouze D5, D10 a D12. Na grafu (Obrazek 18) je opét
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oranzov¢ znacena kontrola, kde byl celkovy obsah nepolarnich lipidit 74,85 + 1,35 ug/mg.
Primérny obsah nepolarnich lipidi v D12 u M3 (zlut€) byl zméfen ve vysi 78,45 £ 1,91 pg/mg
a v druhém médiu (modie) 94,49 + 2,06 pg/mg. V D5, 10 a 12 byl naméfen v M4 srovnatelny
nebo vyssi primérny obsah lipidi jako v kontrolnim vzorku. V M3 byl zjistén v D5, 10 a 12
nizsi primérny obsah lipidi. Praimérné hodnoty obsaht nepolarnich lipidi jsou zobrazeny na

Obrazku 18.
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Obrazek 18 Graf HPTLC analyzy, primér obsahii lipidii vybranych vzorkai.

Z namétenych hodnot HPTLC analyzy lze zkonstatovat, ze v M4 je zachovéno
srovnatelného ¢i vyssiho obsahu nepolarnich lipidii v porovnani s kontrolou v D5, 10, 12. V M3
je vsouhrnu niz§i az srovnatelny obsah lipidi v porovnani s kontrolou v D5, 10, 12.
Z namétenych hodnot ze dvou kultivaci se opakované pozoruje nizsi nalez lipidi v M3 oproti
M4. ZvySeny obsah lipidi ve SC po kultivaci v M4 by mohl naznacovat rist SC v prubchu
kultivace. Je vSak tfeba, aby tato domnénka byla v budoucnu prokézana i dal$imi metodami,

jako je naptiklad mikroskopie fezu kazi.

Dale byl porovnan obsah jednotlivych podskupin lipidi (Chol, MK, CER) ve vzorcich
v D5, D10 a D12. Obsah CER je znazornén na grafu (Obréazek 19). U obou médii je znatelny
rostoucti trend obsahu CER, tedy u M3 v D5 23,35 + 1,19 pg/mg a v D12 32,06 + 1,98 pg/mg.
UM4 v DS 31,40 £ 1,57 pg/mg av D12 36,58 + 1,97 pg/mg. M4 prokazuje zna¢nou vyhodu
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oproti M3 a to takovou, ze po dobu celé kultivace je v M4 dosazeno srovnatelného obsahu CER

jako v kontrolnim vzorku (33,62 + 0,98 ug/mg).
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Obrazek 19 Priimérny obsah (ug/mg) CER ve vybranych dnech kultivace s kontrolnim vzorkem.

Obsah VMK je zndzornén na grafu (Obrazek 20). ZvySujici trend VMK s délkou
kultivace lze pozorovat pouze v M4. Nejvyssi obsah je dosazen v D12 uM4 ve vysi
21,21 £3,71 pg/mg v porovnani s kontrolou 14,40 + 2,94 ug/mg. V D10 je viditelny pokles
VMK u obou médii, kdy u M3 je obsah VMK (11,06 £ 0,89 pug/mg) dokonce nizsi nez
v kontrolnim vzorku. V M4 je po celou dobu kultivace srovnatelny nebo vyssi obsah VMK

v porovnani s kontrolnim vzorkem.
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Obrazek 20 Priimérny obsah VMK (ug/mg) ve SC ve vybranych dnech kultivace s kontrolnim vzorkem.
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Chol je znazornén na grafu (Obrazek 21). Obsah Chol je v M3 (D10 17,58 + 1,74 ng/mg)
av M4 (D10 17,63 + 2,55 pg/mg) srovnatelny s kontrolnim vzorkem, v kterém je obsah Chol
zméfen ve vysi 15,26 + 1,43 ug/mg. Téméf konstantni hladiny Chol béhem kultivace v obou
médiich naznacuji, ze pritomnost FBS slozky v médiu nema vyrazny vliv na hladiny Chol

v kultivované kuzi.
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Obrazek 21 Priumérny obsah Chol (ug/mg) ve SC ve vybranych dnech kultivace s kontrolnim vzorkem.

V porovnani s jinymi studiemi se mohou vystupni data li§it. Prvni rozdil v literatuie 2°
je popsan ve vyssim obsahu CER v kultivované kazi oproti kiizi nativni. Studie nepfisla na
piesny mechanismus odivodnujici zvySeny obsah CER. Publikace predpokladd zvysSenou
aktivitu sfingomyelindz preménujici sfingomyelin na CER NS a AS. Tento jev je odivodnén
jako stresova reakce keratinocytli na zménu vnéjsich podminek a naruseni kozni bariéry. 2
V této praci neni sledovan tento trend, obsah CER ztlistava 1 po 12 dnech kultivace srovnatelny
s kontrolou. Zvyseny obsah CER vzhledem k poméru Chol a VMK neni zddouci a nastavené

kultiva¢ni podminky v tomto ohledu jsou vyhovujici.

Soucasné je znamo, Ze fyziologicky se v kiiZi nejpocetnéji vyskytuji CER, ddle CHOL
a nejméné pocetné jsou VMK (v hmotnostnich procentech). V piepoctu na molarni mnozstvi
se tyto lipidy vyskytuji v ekvimoldrnim poméru. 2® V tomto experimentu bylo po piepoéteni
obsahu lipidi na molarni mnozstvi zji$té€no, Ze kontrolni vzorek obsahuje pfiblizné ekvimolarni
mnozstvi lipidli (CER:Chol:VMK). Toto mnoZstvi zlistdvad s mirnymi vykyvy beze zmény
béhem 12denni kultivace. Zajimavy je pokles mnozstvi MK pii kultivaci v obou médiich M3
1 M4 v D10. Naopak v D12 bylo opét sledovano vyssi mnozstvi MK ve SC. V literatuie 1ze

dohledat souvislost se zvySenim hladin medidtort RNA pro tvorbu syntaz syntetizujici MK
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pii naruseni kozni bariéry. '* V tomto experimentu je pouzita zdrava a neposkozend kiize. Je
vSak mozné, ze nartist mnozstvi MK je zptisoben poskozenim kozni bariéry béhem kultivace,
ktery by vSak musel byt ovéten dal§imi metodami (naptiklad méfeni transepidermalni ztraty
vody nebo elektrické impedance). AvSak vzhledem k tomu, zZe mnozstvi ostatnich lipida
zustava bez vyraznych zmén, nejspis se jedna pouze o nepfesnost analyzy. Lze se tedy

domnivat, Ze kozni bariéra ziistava béhem kultivace neporusena.

Zavérem tedy mizeme shrnout, ze béhem kultivace nedochazi k vyraznému poklesu
lipidil v kz1. Stoupajici trend v celkovém obsahu lipidi ve SC pii kultivaci v obou médiich
(Obrazek 18) naznacuje zadouci rist SC. Zaroven je nejasna korelace mezi médii obsahujici
FBS a vysledky kultivace. Zda se, Ze obsah lipidii byl mirné vyssi ve SC odebraného z klize
kultivované v M4 (Obrazek 17). Jak naznacuji data na Obrazku 16, lze se domnivat, ze FBS

nebude mit vyrazny vliv na viabilitu kiize.
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Zaveér

Experimentem se podafilo nastavit vhodné podminky pro nastavajici vyzkum koZzni
bariéry. V souhrnu lze zkonstatovat, ze obé vybrana média (M3, M4) vykazuji vyhovujici
slozeni pro kultivaci zdravé kize po dobu 12 dnti. Po tuto dobu je viabilita koznich §tépt
zachovana. Na rozdil od M1 a M2 je v téchto médiich rostouci trend obsahu lipidid. Mirné
lepsich vysledki z hlediska obsahu lipidi vykazuje kultivace v M4. Divodem by mohlo byt
piitomné FBS, mezi jehoZ benefity patii stimulace proliferace bungk. '%!° Zvolené slozeni M4
ma pravdépodobné ze vSech Ctyt zkoumanych médii nejptiznivéjsi vliv na zachovani zdravé

kize po dobu 12 dnl kultivace. Takovéto tvrzeni by muselo byt potvrzeno dalSim

experimentem.

V nasledujicim vyzkumu mohou byt pouzita zjisténa data z této prace jako referencni
pro zjisténi miry poSkozeni koZni bariéry a miry regenerace kiiZze. Pro tuto skutecnost je zcela
nezbytné dodrzet stanovené podminky a postupy pouzité v tomto experimentu. V nasledujicich
kultivacich je tfeba mit na paméti, Ze nelze navodit opakované totozné podminky. Hlavnim
davodem je prace s biologickym materidlem, ktery se muze od riznych dérct liSit. Z tohoto

davodu je zcela nezbytné vysledky opakované potvrdit.
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