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Jednou z mnohych funkcii koze je obranyschopnost organizmu a ochrana
vnutorného prostredia. Tuto bariérovu funkciu koze zaistuje vo velkej miere
epidermis, ktora sa d’alej Cleni az do jej najvrchnejSej vrstvy stratum corneum (SC). SC
je Struktara zlozend z korneocytov, ¢o st ploché bezjaderné keratinocyty, ktoré presli
uritym stupfiom diferencidcie. Korneocyty maji na svojom povrchu tesne pod
cytoplazmatickou membranou zrohovateny obal nazvany korneocytalna lipidova
obalka (CLE). Tato obalka je monovrstva lipidov kovalentne naviazana na proteiny na
povrchu korneocytov. Predpoklada sa, ze CLE hra ddlezitu tilohu bud’ ako leSenie pre
extracelularne lamely alebo pre stidrznost’ koreneocytov. Aby tato funkcia mohla byt

lepSie preskimana je potrebné vyvinut’ r6zne modely CLE.

Cielom tejto prace bolo teda vyvinut a validovat’ metodu pre izoldciu CLE
a otestovat’ metddu Cistenia CLE pomocou gradientovej centrifugéacie. Prvym krokom
v tejto ceste izolacie CLE bola izolacia SC z 'udskej kozZe podl'a uz skor publikovane;j
literatary a z nej extrahovat’ vol'né lipidy. Z takto delipidizovaného SC bolo nésledne
potrebné jednotlivé korneocyty rozvolnit, aby bolo mozné sledovat’ uz jednotlivé
samotné korneocyty atym paddom izolované CLE. Tuto izolovanu frakciu bolo
potrebné nasledne ocistit’ od zbytkov extrakénych pufrov naco bola v tejto praci
vybrana metoda gradientovej centrifugécie s roztokmi sachardzy. Pri tomto Cisteni bola
snaha o r6zne obmeny kvoéli vysokym stratam a nedostatocnému ocisteniu vzorky

CLE.

Dal§im a zarovei poslednym krokom bolo teda, po o&isteni frakcie CLE od pufrov

pomocou sachardzy, uz len odistit’ frakciu CLE od zvysSkov sachardzy, ¢o bolo



vykonané pomocou precistenia vodou. Pre overenie pritomnosti, Cistoty a obsahu
rezidui boli pouzivane metddy optickej mikroskopie, infracervenej spektroskopie
a merania velkosti Castic pomocou dynamického rozptylu svetla. Nakoniec teda
mozZeme konStatovat, ze bola uspesne izolovana CLE a pomocou gradientovej
centrifugacie precistend. Kvoli ¢asovej naro¢nosti a vel'kym stratdm je vSak vhodné

tuto metddu nahradit’ jednoduchou filtraciou.



	Abstrakt

