UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

Katedra Farmaceutickej technologie

Diplomova praca

Vyvoj a validace modelu korneocytalni lipidové obalky in vitro |

(Corneocyte lipid envelope in vitro model development and validation 1)

FREDERIKA TKACOVA
Veduci diplomovej prace PharmDr. Anna Paraskevopoulou, Ph.D.

HRADEC KRALOVE, 2024



Prehlasujem, ze tato praca je mojim pdvodnym autorskym dielom, ktoré som
vypracovala samostatne. PouZita literataru a d’alSie zdroje ktoré som pri pisani pouzila
si uvedené v zozname pouzitej literatiry a v praci riadne citované. Praca nebola

vyuzita k ziskaniu iného alebo rovnakého titulu.

V Hradci Kralové 28.8.2024 Frederika Tkacova



Pod’akovanie

Touto cestou by som chcel vyjadrit’ vel'ké pod’akovanie svojej veducej diplomove;j
prace PharmDr. Anne Paraskevopoulou Ph.D. za tUstretovost, porozumenie, pomoc
a vel'kt davku trpezlivosti pri spracovani tejto diplomovej prace. Rovnaka vd’aka patri
prof. PharmDr. Katefiné¢ Vavrovej Ph.D a vSetkym ¢lenom vyskumnej skupiny Skin
Barrier Research Group. Za meranie IR dakujem doc. PharmDr. Andrejovi
Kovagikovi, Ph.D. Dalej d’akujem za finanénti podporu Univerzite Karlovej (SVV
260 547) a Grantovej agenture CR (GACR 120/53/ 225308). Za osobny zaujem

d’akujem rodine a priatel'om.



Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra Farmaceutickej technolédgie

Skolitel: PharmDr. Anna Paraskevopoulou, Ph.D.

Autor: Frederika Tkacova
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vitro [

Jednou z mnohych funkcii koZe je obranyschopnost” organizmu a ochrana
vnutorného prostredia. Tuto bariérova funkciu koze zaistuje vo velkej miere
epidermis, ktoré sa d’alej ¢leni az do jej najvrchnejSej vrstvy stratum corneum (SC). SC
je Struktara zlozend z korneocytov, ¢o st ploché bezjaderné keratinocyty, ktoré presli
urcitym stuptiom diferenciacie. Korneocyty maju na svojom povrchu tesne pod
cytoplazmatickou membranou zrohovateny obal nazvany korneocytdlna lipidova
obadlka (CLE). Tato obalka je monovrstva lipidov kovalentne naviazana na proteiny na
povrchu korneocytov. Predpokladé sa, Ze CLE hra déleziti tlohu bud’ ako lesenie pre
extraceluldrne lamely alebo pre sudrznost’ koreneocytov. Aby tato funkcia mohla byt

lepSie preskiimani je potrebné vyvinit’ r6zne modely CLE.

Cielom tejto prace bolo teda vyvinut a validovat metodu pre izoldciu CLE
a otestovat’ metodu Cistenia CLE pomocou gradientovej centrifugécie. Prvym krokom
v tejto ceste 1zolacie CLE bola izolacia SC z 'udskej koze podla uz skor publikovane;j
literatry a z nej extrahovat’ vol'né lipidy. Z takto delipidizovaného SC bolo nasledne
potrebné jednotlivé korneocyty rozvolnit, aby bolo mozné sledovat’ uz jednotlivé
samotn¢ korneocyty atym paddom izolované CLE. Tuto izolovani frakciu bolo
potrebné nasledne ocistit’ od zbytkov extrakénych pufrov naco bola v tejto praci
vybrana metoda gradientovej centrifugécie s roztokmi sachar6zy. Pri tomto Cisteni bola
snaha o r6zne obmeny kvoli vysokym stratim a nedostatocnému ocisteniu vzorky

CLE.

Dal§im a zaroved poslednym krokom bolo teda, po ogisteni frakcie CLE od pufrov

pomocou sachardzy, uz len ocistit’ frakciu CLE od zvySkov sacharozy, ¢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.
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The skin serves many functions, one of which is to defend the body and protect its
internal systems. This defence is primarily carried out by the epidermis, specifically its
outermost layer known as the stratum corneum (SC). The SC is composed of
specialized cells called corneocytes that have undergone differentiation and developed
an envelope directly beneath their cytoplasmatic membrane known as the corneocyte
lipid envelope (CLE). This envelope is made up of lipids covalently bound to proteins
on the corneocytes' surface and is believed to play a crucial role in supporting
extracellular lamellae or promoting corneocyte cohesion. To gain a better
understanding of its function, it is necessary to develop various models for studying the

CLE.

The objective of this study was to establish and validate a method for isolating the
CLE and to evaluate the effectiveness of CLE purification using gradient
centrifugation. The initial step in the CLE isolation process involved extracting the SC
from human skin, following previously published protocols, and extracting the free
lipids from it. Subsequently, individual corneocytes needed to be separated from this
delipidized SC in order to examine the isolated CLE. To purify this isolated fraction
and remove any residual extraction buffers, gradient centrifugation with sucrose
solutions was employed. However, due to significant losses and inadequate purification
of the samples, various modifications were attempted during the purification process.
Finally, after the CLE buffer extraction using sucrose solutions, the CLE fraction was

purified from sucrose residues using water. The presence, purity, and residue content of



the isolated CLE were confirmed using techniques such as optical microscopy, infrared

spectroscopy, and dynamic light scattering.

In conclusion, the CLE was successfully isolated and purified using gradient
centrifugation. However, given the time-consuming nature of this method and the
significant losses encountered, it is recommendet to replace it with a simpler filtration

method.
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Pouzité skratky

CHCl;4 Chloroform

C(L)E Korneocytalna (lipidova) obalka

CER Ceramidy

DDAO Dodecyldiamin oxid

(d)SDS (deuterovany) Dodecylsiran sodny

DTT Dithiotreitol

EDTA Kys. ethylendiamintetraoctova
EP-DDAO Extrakény pufer s obsahom DDAO
EP-dSDS Extrak¢ny pufer s obsahom (deuterovaného) SDS
EP-SDS Extrakény pufer s obsahom SDS

EtOH Etanol

CHOL Cholesterol

IC Infracervena (spektroskopia)

KC Korneocyty

LPP Féaza s dlhou periodicitov

MK Mastné kyseliny

PBS Fosfatom pufrovany fyziologicky roztok
SC Stratum corneum

SPP Féza s kratkou periodicitov



Tris-baza Tris-(hydroxymetyl)aminometan



1. Uvod a ciel prace

Koza ako najvacsi organ v l'udskom tele zaist'uje a kontroluje v organizme vel'ké
mnozstvo pochodov. Skladéa sa z mnohych réznych Struktir a obsahuje vel'ké mnozstva
rozli¢nych latok. Ako uz bolo potvrdené pri defektoch alebo nedostatku niektorych z ty
chto doélezitych latok dochadza k r6znym zdvaznym a kvalitu Zivota znizujicim

ochoreniam.

Tato praca je zamerani na jednu konkrétnu Cast’ a to epidermis konkrétne jej
najvrchnejSiu Cast’ stratum corneum (SC), elementy z ktorych je tato vrstva zloZena
korneocyty (KC) a ich obal korneocytalnu lipidova obalku (CLE). Tieto Casti SC st
dolezité pre nepriepustnost’ koznej bariéry a prispievaju k jej ochrannej funkcii.
Doposial’ v§ak nie je do detailu zname, ako je tato ¢ast’ bariéry formovana a ako je tato
funkcia zaist'ovand. Preto je potrebné vyvinut’ modely, ktoré by pomohli k pochopeniu

vysSie uveden¢ho.

Ciel'om tejto prace bolo vytvorit’ a validovat’ metddu pre izolaciu CLE. Aby bolo do
budicna mozné d’alej pracovat’ uz so samotnymi izolovanymi Strukturami CLE a viac
prehlbovat’ pochopenie aj tych najmensich komponentov l'udskej koze, ktoré maju

Castokrat nezamenitel'nt a jedine¢nu funkciu v organizme.
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2. Teoreticka ¢ast’

2.1. Koza

Koza je najviac¢Sim a primarnym ochrannym organom tela, pokryva cely jeho
vonkajsi povrch a sluzi ako fyzicka bariéra prvého radu proti vonkajSiemu prostrediu.
Medzi jej funkcie patri regulacia teploty, ochrana pred (UV) svetlom, traumou,
patogénmi, mikroorganizmami a toxinmi. Koza tiez hrd ulohu pri imunologickom
dohlade, zmyslovom vnimani, kontrole straty tekutin a homeostaze vo vSeobecnosti.

(1

Plo$ny rozsah koze je asi 1,7 — 2,0 m?, hriibka kolise medzi 0,5 - 4,0 mm. Hmotnost’
samotnej koze je asi 3 kg — s tukovym tkanivom mo6ze dosiahnut’ az 20 kg. (2) Cudska
koZza pozostava z vrstvenej bunkovej epidermis a pod fou leziacej dermis zo
spojivového tkaniva. Pod dermis je vrstva podkozného tuku (hypodermis), ktora je
oddelena od zvysku tela vrstvou prie¢ne pruhovaného svalstva. (3) Struktara 'udskej

koze je zndzornena na nasledujicom obrazku (Obrazok 1).

_—Epidermis

~Dermis

~Hypodermis

Obrdzok 1 Struktarny popis zakladnych vrstiev Tudskej koze. Obrazok je prevzaty
Z hitps.:.//www.acne.org/human-skin-basic-anatomy-and-functions . (4)
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Hypodermis

Hypodermis pozostadva hlavne z voI'ného spojivového tkaniva, ktoré v zavislosti
od miesta, vytvara klzné vrstvy alebo velké vreckd tukového tkaniva, ktoré izoluje
a chrani pokozku. Vézivové septd stuvisia s vizivom dermis a tvoria siet’, v ktorej su
laloc¢iky tukového tkaniva ulozené. (5) Tkanivo je obzvlast’ bohaté na proteoglykany
a glykozaminoglykany, ktoré pritahuju tekutinu do tkaniva, co mu dodéva slizni¢né

vlastnosti. (6)
Dermis

Dermis je vrstva koZze leziaca bezprostredne pod epidermou. Sluzi na
poskytovanie podpory azivin nad nou leziacej epidermis. (7) Matrica tohoto
spojivového tkaniva sa skladd z kolagénovych, elastickych, retickych vlakien,
ulozenych v amorfnej zékladnej latke mukoplysacharidov. Kolagénové a elastické
vlakna st navzajom zapletené a vytvaraju siet, ktord umoziuje napitiec v mnohych

smeroch a poskytuje fyzickt podporu nervom a cievam. (8)

V dermis prevazuju tri zdkladné druhy buniek: fibroblasty (aktivna forma
fibrocyty) st najdolezitejSie bunky pre syntézu véziva. Histocyty, ich enzymaticky
aktivne formy sa oznacCuji ako makrofagy, ktoré fagocytuju antigény, odpadové
produkty metabolizmu a produkuju r6zne medidtori. Mastocyty obsahuju histamin,

heparin, serotonin a d’alSie mediatori, ktoré sa uvol'nuju pri alergickej reakcii. (5)
Epidermis

Epidermis je vonkajSia vrstva koze, poskytuje vodeodolnu bariéru a prispieva
taktiez k tonu pokozky. PokoZzka je d’alej rozdelena do piatich vrstiev, ktoré sa na
jednotlivych miestach koZe liSia. Hruba koza dlani a chodidiel ma pat’ vrstiev, zatial’ Co
na inych miestach ma epidermis iba Styri vrstvy, bez stratum lucidum. (1) Vrstvy
epidermis zahfiiaju stratum basale (najhlbSia vrstva), stratum spinosum, stratum
granulosum, stratum lucidum a stratum corneum (najvrchnejSia vrstva). (9) Tieto

vrstvy sl zndzornené na Obrazku 2.
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Obrazok 2 Schematické znazormenie jednotlivych vrstiev  epidermis. Dostupné
z: hitps://www.eucerin.sk/o-kozi/zakladne-informacie/struktura-a-funkcie-koze. (10)

Stratum basale, tiez znama ako stratum germinativum, je najhlbSia vrstva,
oddelend od dermis bazalnou membranou (bazalna lamina) a pripojend k bazalnej
membrane hemidesmozomami. Tato vrstva obsahuje aj melanocyty. (9) Keratinocyty
sa pocas svojej migracie z bazalnej vrstvy epidermy smerom k vonkajSiemu povrchu
koze diferencuji v usmeriovanom procese a ndsledne vylucuju vel’ké mnoZzstvo
Specifickych proteinov, ako sa rdézne druhy keratinu, involukrin, lorikrin,
korneodesmozin, filagrin a iné. Paralelne prechadzaji sériou Strukturdlnych zmien

a transformujl sa na spindzne a potom granularne. (11)

Stratum spinosum - cytoplazma granuldrnych keratinocytov obsahuje pocetné
granule, zndme ako keratohyalinové granuly a tubulo-vezikuldrne Struktary. (11) St to
nepravidelné polyedrické bunky s cytoplazmatickymi vybezkami tieZ nazyvanymi aj

Ltne“, pretoze sa rozSiruji smerom von a prepajaju susedné bunky pomocou

desmozoémov. (9)

Stratum granulosum — na Urovni granularnej vrstvy tvoria proteiny s tesnym
spojenim tiez fokalne upeviiovacie Struktury, ktoré mozu ohraniCovat’ extracelularne

komponenty. (11)

Stratum lucidum tvori prechod medzi nezrohovatenou epidermis a SC. (5) Je to
tenka cCira vrstva pozostdvajuca z eleidinu, ktory je produktom transformacie

keratohyalinu. (9)
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Pocas zrohovatenia (keratinizacie) Specializovanej bunkovej smrti v epiderme,
bunky vytlaaji bohaté lipidové agregity a spracovavajii ich na multilamelarnu
extracelularnu matricu s dominanciou ceramidov v najvrchnejSej vrstve koze a teda

stratum corneum. (12) Tej bude venovana nasledujica podkapitola.

2.2.Stratum corneum

Stratum corneum (SC), 20 — 30 bunkovych vrstiev, je najvrchnejSia vrstva
tvorena keratinom a zrohovatenymi Supinami tvorenymi mftvymi korneocytami. (9)
Podiel'a sa na regulacii uvolnenia vody z orgdnov do vonkajSieho prostredia, tiez
znamej ako transepidermalna strata vody (TEWL). (13) SC tvori stvisla vrstvu buniek
obohatenych o proteiny spojenych korneodesmozdémami a ulozenych
v medzibunkovej matrici obohatenej o nepolarne lipidy a organizovanej ako lamelarne

lipidové vrstvy. (14)

2.2.1. Korneocyty
St to vlastne bezjadrové keratinocyty, ktoré dosiahli konecné Stadium
diferenciacie. Korneocyty zadrziavaju keratinové vldkna vo filagrinovej matrici

a zrohovateny lipidovy obal nahrddza plazmaticki membranu keratinocytov. (13)

Korneocyty poskytuji mechanicki a chemicki ochranu a spolu s ich
medzibunkovym lipidovym prostredim zabraiiuji nadmernej strate vody. Keratiny
a filagrin spolu tvoria 80 — 90 % proteinovej hmoty epidermy. (14) V epidermis
existuje urcity vapnikovy gradient, ktory ma v jednotlivych vrstvach rdzne
koncentracie. Tento gradient je velmi ddlezity pri termindlnej diferencidcii
keratinocytov. VysSia koncentracia vapnika v stratum granulosum spoOsobuje, Ze
keratohyalinové granuly uvolfiuju svoj obsah, ¢im je profilagrin vystaveny
spracovaniu a fragmentacii na aktivne monoméry filagrinu. Tento filagrin sa viaze na
intermediarne keratinove filamenty, ¢o spdsobuje ich agregaciu a zhutiiovanie, a to
vyvolava kolaps a splostenie buniek. (15) Na zaklade uvedeného a predchéadzajtcich
vyskumov bolo dokazané, Ze nulové mutacie v géne koédujicom filagrin silné

predisponuje k roznym koznym ochoreniam ako je napriklad atopicky ekzém. (16)
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Preto je SC a jeho obsahovym zlozkam, ako je napriklad filagrin, pripisovana velka

dolezitost’.

Dalsim komponentnom korneocytov su keratiny, hlavné $trukturalne proteiny
syntetizované v keratinocytoch. Su zostavené do sietového vzoru medzilahlych
vlakien. (14) V l'udskom organizme je 54 druhov keratinu, ktoré sa delia do dvoch
typov. Typ I obsahuje 17 koZznych keratinov a 11 vlasovych keratinov. Typ I md mnoho
funkcii, vratane ochrany buniek pred mechanickym stresom. Typ II obsahuje 20
koznych keratinov a Sest’ vlasovych keratinov. Pretoze keratin typu Il je menej kysle;j
povahy ako typu I, pomaha vyrovnavat’ rovnovéahu a riadit’ bunkovu aktivitu. (17) Pri
poruchach keratinu sa vlaknité siete zrutia okolo jadra a interakcia medzi susednymi

bunkami je preto pozmenena. (14)

2.2.2. Korneocytalna lipidova obalka (CLE)

Zrohovateny bunkovy obal, resp. korneocytdlna obdlka (CE), je tuha
protein/lipidova polymérna S$truktira vytvorena tesne pod cytoplazmatickou
membranou na vonkajSej strane KC. Sklada sa z dvoch casti proteinového obalu
a lipidového obalu (Obrazok 3). Proteinovy obal prispieva k biochemickym
vlastnostiam CE ako vysledok zosietovania Specializovanych Strukturnych proteinov

zrohovateného obalu, vratane involukrinu, lorikrinu, trichohyalinu a d’alSich proteinov.

(14)

Corneocyte-bound lipid envelope
Corneocyte-bound protein envelope 1

_ o] &5
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@U

Corneodesmnsome\ Lipid-enriched extracellular matrix with lipid bilayers

Obrazok 3 Korneocyty zbavené lipidov a obklopené vnutornym proteinovym obalom a
vonkajsim lipidovym obalom. (14)



Lipidovy obal naviazany na korneocyty je Struktira podobna plazmatickej
membrane, ktord nahradza plazmaticki membrdanu na vonkajSej strane cicav¢ich
korneocytov. Involukrin, envoplakin a periplakin sliZia ako substrat pre kovalentné
pripojenie o-hydroxyceramidov s N-acylovymi mastnymi kyselinami s vel'mi dlhym
retazcom. (14) AvsSak, involukrin je najddleZitejSim proteinom pre kovalentné
napojenie ceramidov na zrohovateny obal. VyluCovanie involukrinu je beZne

pozorovany len v hornych tfiiovych a granularnych vrstvach. (18)

2.2.3. Extracelularne lipidy v SC
Na zabezpecenie kompetentnej bariérovej funkcie su lipidy v SC vysoko
Specializované, prakticky neobsahuji Ziadne fosfolipidy a hlavnymi zlozkami su
ceramidy (CER), voI'né mastné kyseliny a bunkovy cholesterol (CHOL) v molarnom
pomere priblizne 1:1:1 (Obrazok 4). Tieto lipidy SC zabrafiuji nadmernej strate vody
z tela a brania prieniku neziadicich latok, alergénov a mikrébov z prostredia do

organizmu. (19)
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Obrdzok 4 Struktira SC a lipidov koznej bariéry (19)

V hornych tfiiovych a granuldrnych vrstvadch su epidermélne lamelarne
telieska, lamelarne vezikuly, ktoré pochadzaju z Golgiho aparatu a st obohatené

o polarne lipidy. V reakcii na ur€ité signaly, napr. zvySenie koncentracie vapnika
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v granularnych vrstvach, sa lamelarne telieska presunt k vrcholu najvyssich
granularnych buniek (koordinovanych vezikulo — tubuldrnym systémom). Tu
splynu s plazmatickou membranou a vylucuji svoj obsah do medzibunkovych
priestorov prostrednictvom exocytozy. Lipidy odvodené z lamelarnych teliesok
st nasledne modifikované ausporiadan¢ do medzibunkovych lamiel
umiestnenych rovnobeZne s povrchom bunky. Polarne lipidy sa enzymaticky
premienaji na nepolarne produkty. Hydrolyzou glykosfingolipidov vznikaju
CER zatial’ ¢o fosfolipidy sa premieniaju na vol'né mastné kyseliny. (14) Tento

proces je znazorneny na nasledujucom obrazku (Obrazok 5).
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Obrazok 5 Rozhranie stratum granulosum/ corneum a lamelarne telieska (20)

Pokozka obsahuje vol'né mastné kyseliny (MK), ako aj MK viazané
v triglyceridoch, fosfolipidoch, glykozylceramidoch a CER. DiZka retazca MK sa
pohybuje od C 12 do C 24. CHOL je tretou hlavnou triedou lipidov v SC. Hoci bazalne
bunky su schopné resorbovat CHOL z obehu, védcSina CHOL v epidermis sa
syntetizuje in situ z acetatu. (14) Okrem volnych lipidov su v SC pritomné lipidy

viazané na KC (popisané vyssie v kapitole o CLE).
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Molekularne usporiadanie lipidov SC je tiez vysoko Specializované: lipidy
koznej bariéry netvoria konvencné dvojvrstvy, ale multifaktordlne membrany.
Prevladajuce lateralne usporiadanie lipidov koZnej bariéry je ortorombicke, Co je
vel'mi tesne spojenie s vel'mi obmedzenou vol'nostou pohybu. Okrem toho su niektoré
lipidy usporiadané hexagondlne s vi¢Sou volnost'ou rotacie. MenSia lipidova frakcia
je tekutd. (19) V cicavcej SC tvoria CER, CHOL, vol'né MK dve koexistujlce
krystalické lamelarne fazy. Tieto fazy sa oznacuju ako faza s dlhou periodicitou (LPP)
a faza s kratkou periodicitou (SPP) (Obrazok 6), s opakujicou sa vzdialenostou

priblizne 1,3x 10°cm. (21)
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Obrazok 6 Lamelarne usporiadanie lipidov a jeho SPP alebo LPP forma (vlavo), laterdalne
usporiadanie lipidov a jeho hexagondlna, ortorombicka, tekuta forma (vpravo). (19)
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3. Metodicka ¢ast’

V tejto Casti bude teoreticky popisana metoda Cistenia - gradientova centrifugacia
a taktiez metddy pouzité na overenie Cistenia ako opticka mikroskopia a infraervena

spektroskopia.

3.1. Gradientova centrifugacia

Centrifiiga je akékol'vek zariadenie, ktoré pdsobi trvalou odstredivou silou — to
znamena silou sposobenou rotaciou. Centriftiga efektivne nahradza gravitacnu silu
podobnou silnejSou silou. Rotacny prvok centrifigy je zvyCajne pohanany okolo
pevnej osi elektromotorom alebo vzduchovou turbinou. Pri minimalizéacii vibracii
a namahania hriadela je nevyhnutné, aby zatazeny rotor bol dobre vyvazeny, t.j. aby
jeho celkova hmotnost’ bola rozloZené okolo osi rotacie. (22) Centrifugacia sa vyuziva
hlavne na odstredivkové oddel'ovanie, Cistenie zmesi biologickych castic v kvapalnom
médiu. (23) Medzi faktory ovplyviujice odstred’ovanie patri: teplota/viskozita,

hustota vzoriek aj roztoku, vzdialenost’ posunutia Castic, rychlost’ otdcania. (24)

Gradientova centrifugacia je typ centrifugacie, kedy je vyuzivand rozdielna
hustota centrifugovaného média a centrifugovanej vzorky. Je predpokladatelné, ze
pokial’ by bola suspenzia obsahujica tuhé Castice navrstvena na hustej$iu kvapalinu,
Castice zo suspenzie by sa pohybovali smerom nadol na zdklade ich hmotnosti. Avsak,
pokial’ na kvapalinu budu navrstvené Castice, ktoré maji omnoho vyssiu hustotu ako
prislusna kvapalina, prepadnu sa na dno ako celok a nebudu sa rozdel'ovat’ na zaklade
hustoty. Tomuto problému sa vSak predide, ak sa suspenzia Castic navrstvi, nie na
kvapalinu rovnomernej hustoty, ale na stipec kvapalin, ktorého hustota sa zvySuje
zhora nadol, t.j. cez gradient hustoty. (25) Vd’aka tomuto gradientu hustoty bude
mozné jednotlivé Castice separovat’ na zdklade roznych hustot média a tym padom sa
Castice z navrstvenej suspenzie nebudu prepadavat’ ako celok. Je mozné ju dalej

rozdelit’ na 2 podtypy, ktoré su popisané d’ale;j.
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Izopiknicka centrifugacia

Je analyticka technika, ktori moézeme pouzit na oddelenie Castic roztoku
v zavislosti od hustoty, ale nie do velkosti. (26) Suspendované Castice hustejSie ako
suspenzna kvapalina maju tendenciu migrovat’ smerom k okraju, zatial’ ¢o tie mene;j

husté sa pohybuju smerom k stredu. (22)
Rychlostna zonova centrifugacia

Rychlostna zénova centrifugacia je technika pouzivana na efektivne oddelenie
Castic r6znych velkosti. (26) Tymto sposobom rychlejSie sedimentujuce Castice nie st
kontaminované pomalS§imi Casticami. (27) Tento typ centrifugacie bol pouzity v tejto

praci, preto tu bude popisany detailnejsie.

Rychlost’ sedimentacie Castic zavisi od ich velkosti a hmotnosti, nie od hustoty.
Ako sa castice v pase pohybuju dole cez hustotné médium, vytvdraji sa zony
obsahujuce castice podobnej velkosti. Pretoze hustota Castic je vicSia ako hustota
gradientu, vSetky Castice nakoniec vytvoria peletu, ak su dostatocne dlho

odstred’ované. (28)

Ak sktimavka obsahuje niekol'ko kvapalin réznych hustot, odstred’ovanim ich
udrzi v samostatnych vrstvach v poradi podl'a hustoty, pricom najhustejsia kvapalina je
najbliz§ie k dnu centrifugacnej skimavky. Takéto vrstvenie viacerych kvapalin sa

nazyva ,,gradient hustoty®. (29)

Doélezitym krokom pri gradientovej centrifugaci je vyber média. Médium preto
musi pri centrifugaci s gradientom hustoty spiiiat’ nasledujice poziadavky: malo by
mat’ dostato¢nl rozpustnost’ na vytvorenie rozsahu pozadovanych hustot (netvori
roztok s vysokou viskozitou v poZzadovanom rozsahu hustoty), neinterferuje
s testovacimi postupmi ani nereaguje s centrifuganymi skumavkami, l'ahko sa
odstraniuje z Cisteného produktu, vykazuje vlastnosti, ktoré¢ mozno pouzit’ ako mieru
koncentracie. (28) Médium by tiez nemalo byt hyperosmotické alebo hypoosmoticke,

ked’ su Castice, ktoré sa maju odd’elit’ osmoticky citlivé, malo by mat’ nastaviteI'né pH
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a ionovu silu, ktora je kompatibilna so separovanymi zlozkami, taktiez by nemalo byt

ani toxické a metabolizované bunkami testovaného materialu. (27)

Na obrazku 7 je schematické znazornenie navrstvenia vzorky a média dvoch
rozdielnych hustdt, a to na zaklade tedrie o centrifugacii s gradientom hustoty (viz 3.1.
Gradientova centrifugiacia). Na l'avej strane je zobrazené navrstvenie suspenzie KC
na stipec kvapalin o dvoch rozdielnych hustotach, a to 20% a 60% sacharézu. Prava
strana poukazuje na rozdelenie KC medzi jednotlivé vrstvy na zaklade hustotného

gradientu.
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. 60% roztok sacharézy

20 % roztok sacharézy

\ vzorka KC v timivom roztoku

Obrazok 7 Vzorka SC pred navrstvenym na sacharozu a odstredenim (vl'avo) a po odstredeni
(vpravo).

Gradientova centrifugdcia ma vSak aj nevyhody, napr. odstred'ovanie modze
spoOsobit’ ur¢ité premieSanie alebo difiziu medzi vrstvami, ¢im sa znizi rozliSenie alebo
presnost’ separacie. Okrem toho tieto gradienty nemusia byt vhodné pre Castice, ktoré
maji podobné hustoty alebo sa prekryvaju hustoty vrstiev. Taktiez viskozita
a osmolarita roztokov méze ovplyvnit’ rychlost, sedimentéaciu alebo stabilitu cCastic.
(30) Avsak, samotnd centrifugicia ma aj vyhody, ako s praktickd jednoduchost
vykonania, ekonomickd nenarocnost’ a dostacujuce vysledky aj z malého objemu

vzorku. (31)

3.2. Infracervena spektroskopia

Infradervena (IC) spektroskopia meria absorpciu IC Ziarenia chemickymi

viazbami v materidli. Chemické Struktirne fragmenty, zname ako funkéné skupiny,
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maju tendenciu absorbovat’ IC Ziarenie v rovnakom frekvenénom rozsahu bez ohladu
na Struktiru zvySku molekuly. (32) Je mozné ju opisat’ ako pouzitie pristrojového
vybavenia pre meranie fyzikalnych vlastnosti hmoty a vzt'ahu udajov k chemickému
zlozeniu. PouZivany pristroj sa nazyva infraCerveny spektrofotometer a meranou
fyzikalnou vlastnostou je schopnost’ hmoty absorbovat’, prenasat’ alebo odrazat’ IC

ziarenia. Je to nedestruktivny typ analyzy. (33)

IC spektrum je dvojrozmerné zobrazenie absorpénych charakteristik molekuly.
Charakteristickym rysom su oblasti absorpcii, ktoré oznaCujeme ako absorpcné pasy
a obvykle ich charakterizujeme polohou maxima (vlnocet) a relativnou intenzitou. (34)
Poloha je bod na ose x alebo iseCka, kde sa pas objavuje a je vyjadrena Ciselne. Na opis
polohy sa pouzivaju Styri rdozne parametre: energia (v ergoch), frekvencia

(v sekundach), vlnoéet (v cm™) a vinova dizka (v mikrénoch). (33)

Nie kazda hmota je schopna produkovat’ IC spektrum (napr. kovy). Aby mohla
molekula interagovat s IC Ziarenim musi mat’ trvaly dipélovy moment a musi vibrovat
okolo vézby, alebo sa otacat’ okolo osi kolmej na vazbu. Hoci existuje vel'a moznych
vibracii, najdolezitejSie vibracie su tie, ktoré sposobuju zmenu dipdlového momentu
a teda pohyb natahovania alebo ohybania (noznicové, kyvavé...). (35) Spektra vacsiny
zludenin poskytuju mnozstvo pasiem, vinové dizky alebo frekvencie, pri ktorych sa

objavuju, poskytuji primarne udaje pouziteI'né na identifikaciu zlacenin. (33)

Priame informécie o molekulove;j Struktire st neoddelitenou sti¢ast'ou vibraénej
spektroskopie. Vo vibraénych spektrach membranovych zloziek je niekol’ko pasov,
ktoré priamo monitoruju lipidy. (36) Vd’aka IC spektroskopii je teda mozné odvodit’
lateralne usporiadanie lipidového retazca. Demonstruje aplikaciu tohoto parametra na
porovnanie organizacie lipidov SC v l'udskej kozi a na odhad zmien molekularnej

organizacie lipidov po lokélnej aplikacii chemikalii. (37)

Co sa tyka analyzy SC, charakteristicka vibracia pre lipidy SC je napriklad
symetrickd valen¢na vibracia methylénovych skupin (~2850 cm™), ktora charakterizuje
konformaciu acylovych retazcov (Obrazok 8). (38) DalSou vibraciou sledovanou pri

analyze l'udského SC ¢i jeho buniek, mdéze byt vibracia karbonylovej funkcnej
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skupiny, tzv. amid I (obvykle ~1640 cm™). Pokial’ sa intenzita tejto vibracie da do
pomeru s intenzitou symetrickej vibracie methylenovych skupin, méZeme z hodnoty
odvodit’ pomer lipidov (charakterizovany v tomto pripade methylenovou vibraciou) a
proteinov (charakterizovany vibraciou amid I). (39) Dalsia je vIC spektroskopii
lipidov SC obvykle sledovana oblast’ deformacnych vibracii, kde pritomnost’ dubletu

znaci ortorombické (tesn¢) usporiadanie lipidov do kryStdlovej mriezky. (40)
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Obrizok 8 Pre IC analyzu su pouZivane charakteristiky zndzornené schematicky na tomto
obrazku a vyssie popisane v texte. Zlava su sledované charakteristické valencné vibracie
metylénovej skupiny a karbonylové funkcéné skupiny. Dalsim popisom je pomer lipidov
a proteinov a nasleduje koexistencia velmi pevného ortorombického retazca s mierne
vonkajsim hexagonalnym obalom lipidov. (39)

3.3. Opticka mikroskopia

Ucelom svetelnej mikroskopie je poskytnat’ zvaciené obrazy vzoriek osvetlenych
alebo emitujicich svetlo vo viditelnom rozsahu spektra alebo v prilahlych

ultrafialovych alebo blizkych infraervenych oblastiach spektra. Optické zvacsSenie sa
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dosiahne prechodom svetla cez SoSovku. Po urc¢itom bode zvicSenia neodhali Ziadne

d’alSie detaily a obraz bude vysoko rozpixelovany. (41)
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4. Experimentalna cast’

4.1. Chemikalie a material

Dodecyldiamin oxid (DDAO), dodecylsiran sodny (SDS), dithiotreitol (DTT),
kys. Ethylenamintetraoctova (EDTA), NaOH (hydroxid sodny), PBS ((fosfatom
pufrovany fyziologicky roztok), CHCI3 (chloroform), MeOH (metanol), tris-
(hydroxymetyl) aminometan (Tris-baza), trypsin z prasaCieho pankreasu, Merck
(Schelldorf, Nemecko), nylonov¢ filtre s velkostou 6k 0,47 pum, sacharoza - Merck
(Schelldorf Nemecko), aceton, etanol 96%, koncentrovana HCI Penta (Chrudim, CR),
Cistena voda FaF UK KFT.

4.2. Pristrojové vybavenie

Dermatém, centrifuga podtyp MPW-260 R (MPW Medical Instrument ,VarSava,
Pol'sko), opticky mikroskop Olympus BXS51, sdigitdlnou kamerou DP72 so
softwarem analySIS auto 5.1 (Olympus GmbH, Némecko ), laboratérne analytické
vahy Ohaus PR SERIES (Ohaus, USA), IC spektrofotometer Nicolet 6700 FTIR
(Thermo Fisger Scientific, USA), vyhodnotenie pomocou programu OPUS (Bruker,
Némecko), Zetasizer Nano ZS (Malvern Pananalytical, Spojené kralovstvo), exsikéator,
vakuova odparka, Vortex, ultrazvuk, magneticka mieSacka IKA-WERKE RT 5 power,
(IKA, Staufen, Nemecko) 100- 1000 ot./min.

4.3. Izolacia SC

SC bolo i1zolované z koZe pacientov po abdominoplastike v Sanatoriu Sanus
(Hradec Kralové, CR) po podpisani informovaného sthlasu a schvaleni etickej komisie
pre Sanatoriu Sanus (souhlas ¢. 5/4/2018). Zmrazend koza bola vol'ne rozmrazend a
dermatoémovana na 0,5 mm. Izolacia SC bola prevadzana v roztoku trypsinu v PBS pH
7,4. Koza bola ponechana v inkubatore cez noc pri 32 °C. Oddelené SC bolo odobrané

pinzetou a nasledne premyté v Milipore vode, acetdne a oplachnuté zase vo vode.

[zolované SC bolo porozprestierané na Petriho miske a uloZené do exsikatora pod
vakuom, kde bolo ako suSidlo pouzité P,Os, parafin a NaOH. Izolované SC bolo

uchovavané pri — 20 °C a pripravené na d’alSie pouzitie.
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4.4. Extrakcia vol’nych lipidov

Na extrakciu bolo odvazene 0,3946 g rozmrazeného, izolovaného SC. Zmesi
rozpustadiel CHCl;/MeOH v pomeroch 2:1, 1:1, 1:2 boli postupne pridavané v
prislusnych pomeroch k SC.

Na 1 mg SC pripadal priblizne 1 ml rozpustadla a extrakcia v kazdej zmesi
prebiechala 2 hodiny na magnetickej mieSacke. Zmes bola nésledne filtrovand a
delipidizované SC bolo vysuSené pod vakuom a uchované pri— 20 C°. (42) Filtraty boli
spojené a odparen¢ na vakuovej odparke, vyextrahované lipidy ulozené na dalSie

pouzitie.
4.5. Priprava pufrov

4.5.1. Fosfatovy pufer 10 mM, pH 7,4 (PBS)
PBS bol pripraveny z tabliet, rozpustenim vo vode, pH bolo overené pomocou pH

metra a pripadne upravené hydroxidom sodnym. Pufer bol uchovany v chlade.

4.5.2. Extrakény pufer s obsahem SDS

Pre rozvolnenie korneocytov z izolovaného SC bol pouzity extrakény pufr s
obsahom SDS (EP-SDS), podrl'a skor publikovanej metodiky. (42) Roztok obsahoval 8
mM DDAO a 2 mM SDS v PBS, molarne hmotnosti a navazky pouzitych latok su
zhrnuté v tabul’ke 1. Po predchadzajucom rozpusteni PBS a overeni prislusného pH
bolo do fl'ase pridané navazene DDAO a SDS, zmes sa dala rozpustit’ na magnetick
mieSacku. Kvoli pripadnym zhlukom, ktoré boli v pufre bol umiestneny na par minuat
do ultrazvuku. Cely pufer bol nasledne filtrovany cez nylonové filtre s vel'kostou 6k

0,47 um. Takto pripraveny pufer bol uchovavany pri laboratérne;j teplote.

Tabulka 1 Zlozenie extrakcného pufru EP-SDS

DDAO SDS dSDS

Koncentracia (mM) 8,00 2,00 2,00
Molarna hmotnost’ (g/mol) 229,40 288,38 313,53
Pouzité mnozstvo (g) 1,84 0,58 0,63
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4.5.3. Extrak¢ény pufer s obsahom dSDS
Pre potvrdenie pritomnosti SDS vo findlnej vzorke, bol d’alej vyuzity extrakény
pufer s obsahom dSDS (EP-dSDS). Pri priprave sa postupovalo rovnako ako u EP-SDS
s rozdielom pridavku dSDS namiesto SDS.

4.5.4. Extrakény pufer bez SDS

Kvoli problémom s odstranenim SDS z findlnej vzorky, bola urobena aj extrakcia
s pufrom bez obsahu SDS, kde bol ako surfaktant pritomny len DDAO (EP-DDAO).
Na pripravu pufru boli navazené mnozstva odpovedajuce tabulke 2. Tris-baza bola
rozpustend na magnetickej mieSacke v 2 litroch milipore vody. V tejto zmesi bolo
pomocou pH metra odmerané pH a upravilo sa pomocou HCI na hodnotu pH priblizne
8. Do takto upravenej zmesi bola pridanda EDTA a zmes bola znovu umiestnend na
magneticki mieSacku, po rozpusteni EDTA doSlo k poklesu pH, ktoré bolo znova
potrebné upravit. Nakoniec bolo pridané eSte DTT a overené pH. Pripraveny bol aj
umyvaci pufer a z jeho zlozenia bol vynechany surfaktant DDAO inak sa neliSil od

pripravy EP-DDAO. Postup pripravy bol tiez totozny.

Tabul’ka 2 ZlozZenie extrakcného pufru EP-DDAO

Tris DTT EDTA DDAO
Koncentracia (mM) 20,00 10,00 5,00 8,00
Molarna hmotnost’ (g/mol) 157,60 154,30 416,24 229,40
Pouzité mnoZzstvo (g) 4,85 3,09 4,16 3,67

4.6. Nastavenie podmienok izolacie CLE

Najprv bolo stanovené, aké bude najvhodnejSie mnozstvo pufru na 1 mg SC. Bolo
odvazené 39,1 mg SC (dalej ako vzorka A) a 36, 5 mg SC (d’alej ako vzorka B). K
vzorke A bolo pridané¢ 80ml EP-SDS (dvakrat viac) a k vzorke B 140 ml EP-SDS

(Styrikrat viac).
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Zmesi boli uloZzené na magnetickt mieSacku s prednastavenou teplotou na 45 °C

a ponechané 24 hodin.

Po 24 hodinach boli zmesi uloZené¢ do ultrazvuku na 10 minut pri laboratérne;j
teplote. Zmesi boli nasledne rozdelené do 50 ml centrifugacnych skimaviek a

zcentrifugované na 6000 ot/min po dobu 20 min a pri teplote 20°C.

Peleta bola redispergovanad do 140 ml Cerstvého EP-SDS. Zmes bola znovu
ponechand na mieSacke 24 hodin. Po ukonceni extrakcie bol zopakovany postup

s centrifugaciou a sonik4ciou a pritomnost’ CLE bola overend mikroskopicky.

4.7.Cistenie disperzie CLE

Nasledujuce podkapitoly popisuju Cistenie disperzii CLE pomocou gradientovej

centrifugécie s roztokom sacharézy a pouzitia roznych pufrov.

4.7.1. Cistenie disperzie CLE pomocou gradientovej centrifugacie s roztokom

sacharozy

Prvym krokom pre zacatie celého Cistenia ako nosnej metddy tejto prace bola
priprava 60 % a 20 % roztoku sacharozy v PBS. Sachar6zové roztoky boli pripravené
rozpustanim za zvySenej teploty v PBS, za pouzitia magnetickej mieSacky. Do 15 ml
centrifugacnej skumavky bola opatrne navrstvend rozne koncentrovand sachar6za
a vzorky, a to v nasledujucom poradi. Na tGplné dno bol dany 60% roztok, na tento
roztok bol opatrne hrotom Spicky pipety, na vrchnt hladinu, navrstveny 20% roztok a

na tento opatrne, rovnako hrotom Spicky, navrstveny roztok vzorky po izol4cii.

Tato zmes bola zcentrifugovana, po prvej centrifugacii boli vidite'ne oddelené tri
vrstvy. Vrchnd vrstva (dalej ako V), strednd vrstva (d’alej ako M) a vrstva spodna
(dalej ako S). Po odobrati vzorky z kazdej frakcie bolo mikroskopicky overené, Ze
vrstva V obsahuje len minimalne mnozstvo KC, a preto s touto vrstvou uz viac nebolo
pracované. VsSetky vrstvy S, respektive M boli nasledne pospijané do mensich
skamaviek a zcentrifugované. Z tejto zmesi bol odobraty supernatant, peleta
redispergovana a nasledne bola pridand voda a zmes bola znovu zcentrifugovana.

Tento postup bol celkovo zopakovany trikrat a po kazdom cisteni boli mikroskopicky
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pozorované zmeny. Vzorky boli tiez podrobené IC spektroskopii, aby bolo zistené &i

sa tieto vrstvy liSia.

4.7.2. Cistenie a gradientova centrifugicia s roztokom sacharézy a EP-DDAO
Na cca 1 mg SC bolo pridaného asi 15 ml EP- DDAO a tato zmes sa tri dni
mieSala na magnetickej mieSacke. Nésledne bola zcentrifugovana 20 min pri 6000 ot\
min, bol odobraty supernatant, znova pridany umyvaci pufr (bez DDAQO) a tento
postup bol zopakovany dvakrat. Po druhom opakovani bol odobraty supernatant
a vzorka navrstvena na 60% a 20% roztok sachardzy a od tejto chvile prebiehala

gradientova centrifugacia - zhodne ako v prvom kroku kapitoly 4.7.1.

4.7.3. Cistenie a gradientova centrifugicia za pouZitia EP-dSDS

PretoZe sa spektrum lipidov na povrchu CLE a SDS prekryvalo, bola extrakcia
zopakovana za totoznych podmienok ako v predchadzajicom kroku, avSak za
pouzitia EP-dSDS. Az na pouzitie EP-dSDS bol postup zhodny s prvym krokom
podkapitoly 4.7.1

4.8.Charakterizacia vzorky

Pelety boli skladované v chladnicke a pripravené na charakterizaciu, ktora

prebehla pomocou optickej mikroskopie, IC spektroskopie a ZetaSizeru.

4.8.1. Opticka mikroskopia

Pomocou optickej mikroskopie bola pozorovand morfoldgia buniek na
podloznom skli¢ku, kam bola kvapnuta disperzia. Dalej boli bunky po¢itané pre
zaistenie efektivity extrakcie. Precistené pelety boli spojené a uchované v chlade.

Tieto vzorky boli ndsledne pomocou vortexu redispergované v PBS.

4.8.2. Pocitanie buniek pomocou hemocytometru

Do Neubauerove; komorky bolo pipetované 10 pl vzorky, kde boli pod
mikroskopom pri zva¢Seni 10x pocitané bunky v piatich §tvorcoch (Obrazok 9). Boli
pocitané len bunky neporusené, vo vnutri Stvorca a na lavom a spodnom okraji Stvorca,

aby nedoslo k duplicitam.
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Obrazok 9 Neubauverova komoroka pre pocitanie buniek (43)

Nasledne boli bunky pocitané na zaklade rovnice (Rovnica 1), kde y znaci zisteny
pocet buniek v piatich §tvorcoch (A-E, viz Obrazok 7) a je vynasobeny aplikovanym
mnozstvom (v tomto pripade 10 pul), 707 pro prepoéet z aplikovanych mikrolitrov na

mililitre a mnoZstvom vzorku, z ktorych bolo10 pl odobrané (teda 1 ml).
Rovnica 1 Pocitanie buniek pomocou hemocytometra

pocet buniek = y x aplikované mnoZstvo ( ul ) x 10" x mnozstvi vzorku(ml)

4.8.3. Overenie Cistoty vzorky pomocou infracervenej spektroskopie

Peleta, ziskana po preéisteni, bola zmerand pomocou IC spektroskopie. Meranie
bolo urobené¢ na Katedre Bioorganické a organické chémie. VysuSena peleta bola
aplikovana priamo na ATR kry$tal za podmienok 128 skenov pri rozliSeni 2 cm™.

Postup je uz popisany v predchadzajucej kapitole.

4.8.4. ZetaSizer
100 ul disperzie buniek v PBS bolo nariedené¢ do 1 ml PBS a zvortexované. Tato
nariedend disperzia bola naplnené do kyvety pre meranie zeta potencidlu a merané na

ZetaSizeri.
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5. Vysledky

5.1.Nastavenie podmienok izolacie

Ako uz bolo uvedené skor, najprv bolo potrebné nastavit’ podmienky extrakcie.
Jednou ztychto podmienok bola rychlost’ centrifugicie. Po samotnej extrakcii
pomocou EP-SDS a centrifugacii na 6000 ot/min (20 min, 20°C) bola ¢ast’ ziskané¢ho
supernatantu odobrata a pipetovana do centrifuga¢nych mikroskimaviek, v ktorych
bola dalej zcentrifugovana na 12000 ot/min (20 min, 20°C). Sediment bol
redispergovany v 10 ml PBS a z tejto disperzie bola odobrata vzorka na mikroskop.
Pretoze v supernatante nebolo pritomné vécsie mnozstvo CLE, bolo dokéazané, Ze
nizsie otacky st dostadujiice pre oddelenie CLE od d’alich zbytkov SC. Dalej bola teda

pre centrifugaciu po izoldcii pouzitd rychlost’ otd¢ok 6000 ot/min.

Okrem supernatantu bola mikroskopicky pozorovana aj ziskand peleta buniek
(sedimentované KC).Obrazok 10 popisuje KC po prvej samotnej extrakcii, kedy je
mozné zaznamenat, Ze sa korneocyty vyskytuju vo forme velkych zhlukov. Je
potrebné, aby KC boli vo vzorke ako samostatné¢ bunky, aby bolo potvrdené ich

rozdelenie pocas izolécie.

Obrazok 10 KC po 24 hodinovej extrakcii a prvej samotnej centrifugacii

Po zhodnoteni pilotného experimentu boli teda podmienky izolacie nastavené

nasledovne: cca 4 ml EP-SDS boli pouzité na 1 mg SC, zmes bola mieSana 24h pri
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45 °C, sonikovana 10 min, a centrifugovana na 6000 ot/min (20 min, 20°C). Dalej bol
supernatant odobraty, peleta redispergovana v ¢erstvom EP-SDS o rovnakom objeme

ako na zacCiatku a zmes bola ponechana na mieSacke d’alSich 24 h pri 45°C.

5.2. Opticka mikroskopia

Pod optickym mikroskopom boli sledované r6zne zmeny v priebehu celej prace
a taktiez tato metoda charakterizacie sluzila ako ddlezita kontrola, kedy bol

v experimente pri overeni vel'kosti, navrstvenosti a celkového vyzoru jednotlivych KC.

Na obrazku 11 su viditeI'né KC, ktoré boli vSak pred mikroskopiou ulozené do
ultrazvuku. Vplyvom posobenia mechanickych vin doslo k rozbitiu zhlukov KC na
jednotlivé KC. Tieto uz boli pod mikroskopom pekne viditelI'né a teda pre d’alSiu pracu

omnoho vyhovujucejsie.

i : "..LJI

Obrazok 11 KC ktoré boli pekne rozptylené pretoze pred centrifugdciou boli uloZené na
5 minut do ultrazvuku. Sipka na obrazku oznacuje oddeleny korneocyt.

Pre d’alSie overenie ¢i sa v jednotlivych oddelenych vrstvach V, M, S (viz.
Gradientova centrifugacia roztokom sachardzy) nachadzaji KC a¢i ma vobec
opodstatnenie s touto vrstvou d’alej pracovat’, bol taktiez pouzity opticky mikroskop.
Na obrazku 12 su viditelné KC po gradientovej centrifugacii cez sachardzu. V roztoku
sachar6zy sa oddelila vrstva ,,V*, kde je viditel'né, Ze obsahuje iba necistoty zo vzorky,

a preto nebola pre d’alSiu pracu pouzita. Vrstva ,M*“ a ,,S* (obrazok 12 vprave) uz

34



obsahovala samotné KC. Podl'a povodného experimentdlneho planu mali byt tieto

vzorky precistené trikrat vodou a trikrat etanolom.

Obrazok 12 Zlava vrstva V, dalej S

Obrazok 13 popisuje na l'avej strane vzorku precistent vodou. Na tejto vzorke je
viditel'n¢, Ze vplyvom centrifugécie a vody doslo k rozpusteniu sachar6zy vo vode, a ta
bola vo forme supernatantu nad usedenymi KC odobratd a teda aj odstranena
z roztoku. Na obrazku sprava vSak vidime obrovské zhluky krystalov sachardzy, ktoré

po precisteni etanolom ostavaju stale vo vzorke.

Obrazok 13 Zlava vzorka precistenad tri krat vodou a sprava vzorka precistenda etanolom

Na zaklade tohoto porovnania bolo viditeI'n€, Ze etanol na precistenie vzorky od
sachar6zy nie je dostato¢ny, kedZe aj po tretom Cisteni obsahovala vzorka vel'ké
mnozstvo kryStdlov sachardzy, ktoré sa v tejto faze experimentu uz vo vzorke

nachadzat’ nemali.
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Ked'Ze sa celkova vytaznost’ a masivne straty KC zo vzorky v priebehu prace
zdali privel’ké, bol pouzity extrakény pufer EP-DDAO viz. 4.5.4. Na obrazku 14
mozeme vidiet KC po extrakcii v extrakénom pufre, kedy po odbere supernatantu
a naslednej centrifugacii v EP-DDAO bolo viditelné vel'mi malé mnozstvo KC.

Vysledkom teda je, Ze sa pri pouziti EP-DDAO nepotvrdilo zvySenie vytaznosti.

Obrazok 14 Extrakcia za pouzitia EP-DDAO

5.3.Pocitanie buniek pomocou hemocytometra

Pocty buniek z jednotlivych §tvorcov boli spriemerované a nasledne dosadené do
rovnice 1. Na jej zdklade bol po spriemerovani vysledkov zisteny pocet buniek v pelete

po precisteni, a to 3x10* buniek.

5.4. Infracervena spektroskopia

Meranie IC spektroskopie bolo vyuzité pre sledovanie rezidui surfaktantu vo
vysuSenych peletich KC. Pretoze sa vibracie SDS prekryvaji s methylénovou
symetrickou vibraciou lipidov naviazanych na KC (~2850 cm™), nebolo mozné overit’,
¢i bol surfaktant vymyty. Tato vibracia je pre organizaciu lipidov v SC dolezitd a v
buducnosti by teda pri priprave modelov interferovala s ich charakterizaciou. Preto
bolo prejdené k overeniu pritomnosti surfaktantu vo findlnej pelete a bola zopakovana
izolacia extrakénym pufrom, ktory obsahoval namiesto SDS jeho deuterovanu verziu
(dSDS). V literatare bolo najdené, ze dSDS vykazuje dva vibraéné pasy, a to okolo
2095 cm™ a 2197 em™. (44) Po predisteni gradientovou centrifugiciou bola vysuSena

peleta zmerana a bola zistena pritomnost’ tychto vibra¢nych pasov (Obrazok 15). Tym
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bolo potvrdené, ze ani gradientova centrifugacia cez sachardzu neodstrani neziaducu

pritomnost’ SDS a bolo nutné hl'adat’ int1 cestu Cistenia izolovanych KC. (44)

— KC-EP-dSDS
--- jzolované SC

>tuur

-~
o~
\\“IA'

L L DL

Q Q L O
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VInoget (cm™)

Obrazok 15 IC spektrum popisujiice rozdielnu odozvu dSDS so zndzornenim ciarkovanej krivky
poukazujucej na odozvu SC a plnej krivky poukazujucej na dSDS.

Dalej bolo pomocou IC sledované, & je rozdiel v usporiadani lipidov v CLE
obsiahnutych vo vrstvich SaM po gradientovej centrifugacii. Bolo zistené, Ze
jednotlivé spektra sa neliSia, a preto bolo s tymito vzorkami zachiadzané ako so

zhodnymi v opakovani experimentu, potom boli vzdy vrstvy S a M zlucené.
5.5. Zetasizer

Pomocou ZetaSizeru bolo zistené, ze disperzia KC nema vlastnosti vhodné pre
meranie vel'kosti Castic a zetapotencialu metédou dynamického rozptylu svetla.
Vzorka mala vysoku polydisperzitu (PI>1), o znaci disperziu s mnohymi casticami

rozdielnej velkosti. Vzorka tiez v kyvete prili§ rychlo sedimentovala.
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6. Diskusia

Pri vyvoji a validacii tejto metody bolo potrebné nastavit’ optimalne podmienky,
ktoré¢ budu pre potencidlne vyextrahované KC vhodné, nebudu pre nich agresivne

a bude vhodné vytaznost.

V literatire bolo najdené¢, Ze pre rozvolnenie buniek SC sa beZzne vyuZiva
povarenie tkaniva s detergentom SDS. (45) (42) SDS bol teda vyuzity ako hlavna
zlozka extrakéného pufru. Dalej bola praca zamerana na vyvinutie metody precistenia.
Podobné bunecné suspenzie modzu byt dalej preCistené bud filtraciou alebo
centrifugaciou, ktora sa zdé uc¢innejsia. (46) V praci Schwarzendruber et al, je k tomuto
ucelu pouzita centrifugécia za vyuzitia roztokov o r6znej hustote. Preto bolo prejdené
ku gradientovej centrifugacii za pomoci sachardzy, ktord je k podobnym vzorkdm

Setrnd. (25)

Ziskané pelety boli podrobené IC, aviak kvoli prekryvajicim sa vibraciam SDS a
lipidov SC (44) bola extrakcia zopakovana tiez s dSDS. Bolo zistene, Ze (d)SDS sa zo
vzorku nepodarilo vymyt, ato ani gradientovou centrifugaciou. Modze to byt
sposobené vysokou afinitou SDS k membranovym proteinom, ¢o uz bolo skor

preskimané. (47)

Pretoze cielom tejto prace bolo najprv vyvinat a d’alej vyuzit’ pre precistenie
metodu gradientovej centrifugéacie, bolo teda d’alej prejdené k zmene pufru. Bol
pouzity EP-DDAO, kde bol surfaktantom len DDAO, ¢o je na rozdiel od SDS
surfaktantu bez naboja, o by mohlo znizZit’ jeho afinitu k proteinom v CLE. (48) Tento
pufer bol pouzity tiez v stibezne prebiehajucej diplomovej praci Tani Ryantovej, av§ak
len za precistenie pomocou filtracie. V tejto praci bolo cielom zistit, ¢i gradientova
centrifugdcia v kombinacii s tymto pufrom poskytne vyssi vytazok KC. Nasledovalo
teda samotné Cistenie ktoré zahfiialo gradientovu centrifugaciu v sachardze, aby boli
z KC odstranene zbytky pufru. Nésledne bola vodou, eventualne etanolom, Cistena
vzorka od krystalikov cukru. Ako uz bolo spomenuté vyssie etanol sa pre tieto ucely
neukdzal ako vhodny, pretoze zanechaval krysStaliky sachardzy vo vzorke, ¢o je

sposobené nizkou rozpustnost'ou sachardzy v etanole.
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Co sa tyka charakterizacie vzorku, boli, okrem optickej mikroskopie, vyuzité
dalsie metody. Ako vhodna sa ukazala IC spektroskopia, pretoze pomohla odhalit
zbytky detergentu vo vyslednej vzorke. Ako nevhodné sa naopak ukdzalo meranie
vel'kosti Castic pomocou metdody dynamického rozptylu svetla. V literatire bolo
najdené, Zze l'udské bunky boli touto metdédou merané. KC su vSak velmi atypické
bunky, je teda mozné, Ze sa ich nepodarilo zmerat’, bud’ kvoli ich tvaru/velkosti, alebo
pritomnosti menSich fragmentov, ktoré vznikli opakovanym premyvanim a sposobili

polydisperzitu vzorky. (49)

Nakoniec sa teda pomocou gradientovej centrifugacie podarilo ziskat’ peletu KC,
ktora bola ¢ista a s dobrou morfoldgiou. Avsak, tdito metoda je vel'mi Casovo narocna
a pre rutinné ziskavanie KC v laborat6riu je teda skor vhodné zvolit’ metodu precistenia
klasickou filtraciou. Je potrebné dodat’, Ze vysledky tejto prace st sucast’ou komplexne;j

publikacie, ktord sa zapodievala funkciou CLE na usporiadani lipidov kozZnej bariéry.

(12)
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7. Zaver

Korneocytélna lipidova obalka (CLE) je jednou z vel'mi dolezitych Casti koZe, na
ktorych prebieha stale velmi intenzivny vyskum, ktory je potrebny pre uplne

pochopenie CLE a teda aj samotnej koze ako celku.

Ciel'om tejto prace bol vyvoj a validacia modelu CLE in vitro. Hlavnym nosnym
pilierom tejto témy bolo teda upravit’ a nastavit podmienky pre precistenie vzorky
gradientovou centrifugdciou pomocou sachardzy. Cielom celého precistenia bolo
odstranit’ zo vzorky detergent a ndsledne pomocou precistenia vodou, odstranit’ zo
vzorky aj sacharozu. Vsetko toto sa podarilo, avSak je potrebné povedat’, ze na zaklade
vel'kého mnozstva zlu€ovani peliet a ich naslednej redispergacii v novom médiu boli

straty KC vysoké.

Z vysledkov tejto diplomovej prace je teda zrejmé, Ze vyvoj a validacia celého
procesu a hlavne gradientovej centrifugicie, bola uspeSnd a je mozné, nastavené
podmienky, reprodukovat’. AvSak aj na zéklade toho, Ze bola ziskand peleta KC, ktora
bola morfologicky v poriadku, je tdto metdda Casovo narocna a pre laboratorne

ziskavanie KC prakticky nevhodna.
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