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Abstrakt
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Skolitel: Dr. Georgios Paraskevopoulos, Ph.D.

Konzultant: Mgr. Anna Novackova

Nazev diplomové prace: Studium vlivu koncentrace cholesterolu na monovrstevné
modely

Kuze je tvofena tfemi hlavnimi vrstvami: hypodermis, dermis a epidermis. Pro bariérovou
(SC). Struktura SC ptipomina dobie postavenou zed’, kde funkci ,,cihel* plni korneocyty
a lipidova matrix funguje jako ,,malta®. Ceramidy, volné mastné kyseliny a cholesterol
(Chol) jsou hlavnimi lipidy tvofici tuto matrix. Ve zdravém SC je pomér téchto lipida
ekvimolarni a je kliCovy pro spravnou bariérovou funkci klize a organizaci lipida. Chol je
vyznamny pro spravné uspotradani jednotlivych lipidii do lamel (lamelarni) a zarovei pro
jejich organizaci v lamelach (lateralni) ve SC. Abnormality v poméru lipidii spojené
s defekty v metabolismu Chol mtzou vést k poSkozeni kozni bariéry, coz se projevuje
jako kozni ¢i systémova onemocnéni (napt. recesivné X-vazanad ichtydza, Conradi-
Hiinermannav-Happliv syndrom a CHILD syndrom).

V této praci byl studovan vliv deficience Chol na usporadavani lipidid za vyuziti
monovrstevnych modelt simulujicich lipidovou matrix SC. Jako charakterizacni metody
byly pouzity Langmuirovy monovrstvy narozhrani vzduch-kapalina, Brewsterova thlova
mikroskopie a mikroskopie atomérnich sil (AFM). Pro naméfené izotermy vSech
lipidovych vzork je charakteristicky pozvolny pribéh (pomaly néartist povrchového tlaku
pii snizovani plochy jedné molekuly). Nejvétsi strmost vykazuje izoterma vzorku, kde
bylo 80 % Chol své fyziologické koncentrace. SloZeni vzorkl a rozdilnd koncentrace
Chol ve smési ovlivnila organizaci lipidi. Konkrétné plocha jedné molekuly pfi
povrchovém tlaku 1,5 mN/m (A1 5) se u jednotlivych vzorkl vyznamné liSila. Zaroven se
potvrdilo, Ze s klesajicim mnoZstvim Chol ve smési se do jisté miry zvySuje elasticita
monovrstvy (az do smési, kdy Chol dosdhne 40 % své fyziologické koncentrace).
Pro niz§i koncentrace byl pozorovan opacny efekt. Podobny trend jako u elasticity
monovrstev byl pozorovan také pro velikost domén pomoci AFM, kdy nejmensi velikost

lipidovych domén byla pozorovana u vzorku Chol 40 %.
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Skin is composed of 3 major layers: hypodermis, dermis, and epidermis. The uppermost
layer, which is called stratum corneum (SC), has a unique structure resembling a
well-built wall. Corneocytes represent bricks and the lipid matrix works like a mortar.
Ceramides, free fatty acids, and cholesterol (Chol) are the main lipids creating the human
SC matrix. In a healthy SC, the ratio of these lipids is equimolar. This ratio is crucial, not
only to maintain the barrier function of the skin, but also for the organization of lipids in
SC. Chol appears to be required for the correct lamellar organization, and the ordering of
lipids inside of the lamellar formation (lateral organization) in SC. Abnormalities in the
ratio of the lipids and depleted amount of Chol can lead to a disruption of the skin barrier
function resulting in skin disease or multisystemic diseases (e.g. X-linked ichthyosis,
Conradi-Hiinermann-Happle syndrome, and CHILD syndrome.)

The present work deals with a Chol deficiency study on lipid organization on monolayer
models simulating the lipid matrix. Langmuir monolayers at the gas-liquid interface,
Brewster angle microscopy, and atomic force microscopy (AFM) were used as
characterization techniques. The main characteristic of all recorded isotherms is their
gradual shape (slow increase of surface pressure when mean molecular area is decreased).
The steepest isotherm was observed for the sample where Chol was 80 % of its
physiological concentration. The lipid organization was always depended on the
composition of the samples. More specifically, the mean molecular area of single samples
when surface pressure is 1.5 mN/m (A1 s) was significantly different between each other.
On the other hand, the Axo values showed only negligible variation. The elasticity of
monolayers is increasing when the concentration of Chol is getting lower (until Chol is
40 % of its physiological concentration). For lower concentrations, an opposite
dependence was noticed. A similar trend like elasticity was observed for the size of lipid

domains by AFM where the smallest size was noticed at the 40 % Chol sample.



1.Seznam zkratek

Ais plocha jedné molekuly pfi povrchovém tlaku 1,5 mN/m
Azo plocha jedné molekuly pfi povrchovém tlaku 20 mN/m
AD atopicka dermatitida

AFM atomova silova mikroskopie

BAM Brewstertiv uhlovy mikroskop

Cer ceramidy

Cinax modul kompresibility

Chol cholesterol

CholS cholesteryl sulfat

LA kyselina lignocerova

LPP dlouhd lamelarni faze

Mma plocha jedné molekuly

PA kyselina palmitova

SC Stratum corneum

SP povrchovy tlak

SPP kratka lamelarni faze

VMK volné mastné kyseliny



2.Uvod a cile prace

Kuze je nejrozsahlejsi organ lidského téla. Mezi jeji nejpodstatnéjsi funkce patii:
termoregulace, bariérova funkce a sekrece endogennich latek. Bariérova funkce kiize je

definovana ve stratum corneum (SC), coz je nejsvrchnéjsi a nejtenci vrstva ktize.

Struktura SC ptfipomind zed’, kde korneocyty plni funkeci ,,cihel* a funkce lipidové
matrix se prirovnava k ,,malté*. Pro spravnou bariérovou funkci ktize je klicové sloZeni
a usporadani koznich lipidd v lipidové matrix. Mezi hlavni lipidy matrix SC se fadi:
ceramidy, cholesterol (Chol) a volné mastné kyseliny. Ve fyziologickém SC jsou tyto
lipidy zastoupeny v ekvimoldrnim pomeéru, ktery je klicovy pro spravnou bariérovou
funkci ktze. Déle je zde ptitomno malé mnozstvi cholesteryl sulfatu (CholS), ktery je
kromé& organizace lipidi zapojen i do metabolickych procest (prekurzor Chol). Chol se
ve SC nachazi volny anebo vazany. Volny Chol je dileZity pro spravné usporadani
jednotlivych lipidii do lamel (lameldrni uspotfaddani) a zérovenl pro jejich organizaci

v téchto lamelach (lateralni usporadant).

Naruseni ekvimolarniho poméru lipidii v matrix SC vede k poruseni bariérovych
vlastnosti kiize, napft. u recesivné X-vazan¢ ichtydzy bylo zjisténo snizené¢ mnozstvi Chol
a zvySené mnozstvi CholS ve SC. Tyto abnormality vedou k defektnimu usporadani
lipidii do lamel v matrix SC, coz mé za nasledek poskozeni bariérovych funkci kiize

a manifestaci onemocnéni.

Cilem prace bylo zjistit vliv deficience Chol na uspotfadavani lipidit za vyuziti
monovrstevnych modelll simulujicich lipidovou matrix SC. Lipidové monovrstvy byly
studovdny pomoci Langmuirovych izoterm a Brewsterovy uhlové mikroskopie na

rozhrani vzduch-kapalina a na pevném podkladé pomoci mikroskopie atomarnich sil.



3.Teoreticka Cast

3.1 Stavba lidské kiiZe a jeji funkce

Ktze (cutis, derma) je nejrozsahlejsi organ lidského téla (1,6 — 1,8 m?). Hmotnost
kaze je priblizné 3 kg a jeji primérna tloustka se pohybuje mezi 0,5 — 4 mm, nejtenci

kize je na ocnich vickach a nejtlustsi je naopak na zadech. (1)

Kuze poskytuje ochrannou bariéru organismu vuci vnéjsim vlivim,; fyzikalnim,
chemickym a mikrobidlnim. KGze mé dale funkce termoregulacni, tzn. fidi télesnou
teplotu odpatovanim vody skrze potni zlazy z vnitiniho do vné&jsiho prostredi. Kiize také
plni funkci imunologickou; dochézi zde ke tvorbé protilatek a vlivem sluneéniho svétla
je v ktizi tvofen vitamin D z prekurzora (ergosterol) uloZzenych v kiizi. Kiize je orgdnem
zajistujicim exkreci diky pfitomnosti potnich, mazovych a mléénych 714z (u Zen) a plni
také funkci depotni (ukladani tuku v podkoznim vazivu). V kiizi je pfitomno mnoho

nervovych zakonceni a cév a funguje jako percepcni organ pro dotyk, chlad, bolest

a teplo. (1) (2) (3)

V kiizi rozeznavame 3 hlavni vrstvy (viz obrazek ¢. 1, prevzato z Eucerin.cz (4)).
Nejspodnéjsi vrstva je bohatd zejména na vazivo (tela subcutanea, hypodermis),
prostiedni vrstva se nazyva Skdra (corium, dermis) a na povrchu se nachazi pokozka
(epidermis). (2) (3) (4)

Epidermis |:>

LU ——

Hypndermisl::>

© Eucerin

Obrazek €. 1 Schematické znazornéni lidské kuze. Nejspodnéjsi cast, podkozni vazivo
(hypodermis), je v kontaktu s vnitrnimi organy. Nad vazivem se nachazi skara (dermis),

ktera prechazi v pokozku (epidermis).
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Hypodermis je nejspodnéjsi vrstva klze, kterd je tvorena tukovymi buiikami
a podkoznim vazivem. Podkozni tuk je dulezity pro tepelnou izolaci a slouZzi zaroven jako
zasoba energie. Podkozni vazivo spojuje kizi se svalovou anebo kosterni tkani. (1) (2)
(3) Dermis je 0,5-3 mm Siroka vazivova tkan skladajici se zejména z kolagennich
a elastickych vléken. V této casti kiize Ize nalézt receptory nervového zakonceni, krevni
a lymfatické cévy a jsou zde zakotveny potni a mazové zlazy a vlasové folikuly. (1) (2)
(3) Epidermis je nejsvrchngjsi a zaroven nejtenci vrstva kuze (0,06-0,8 mm). Pro tuto
vrstvu jsou typické kozni bunky (keratinocyty), dale se zde vyskytuji Langerhansovy
buiky (imunitni funkce) a melanocyty (pigmentujici kuzi). Epidermis je tvoiena

vicevrstvym dlazdicovym epitelem, ktery na povrchu rohovati. (1) (2) (3)

Epidermis se z histologického hlediska déli na Ctyti vrstvy (viz obrazek ¢. 2,
prevzato z Eucerin.cz (4)). Kazda zvrstev je charakteristickd urcitym stadiem
diferenciace keratinocytii (keratinizace). Vrstvy jsou sefazeny shora sestupné: stratum
corneum, stratum lucidum, stratum granulosum, stratum spinosum, stratum basale.
Ve stratum basale dochazi k mitotickému déleni a vznikaji zde keratinocyty, které se ve
vysSich vrstvach diferencuji (stratum spinosum), a ziskévaji charakteristicky zplostély
tvar. Keratinocyty se postupné pies stratum granulosum, dostavaji do nejsvrchnéjsi
vrstvy (stratum corneum). V této vrstveé se vyskytuji bezjaderné (odumielé) keratinocyty,
tzv. korneocyty. Na povrchu epidermis dochézi k jejich deskvamaci neboli odlupovani.

Zivotni cyklus keratinocytt trva 2-4 tydny. (3) (4)

STRATUM
CORNEUM

STRATUM ot e meT \

GRANULOSUM B

STRATUM

v e

i | [AeBBRE

© Eucerin®

Obrazek €. 2 Zobrazeni jednotlivych vrstev epidermis.
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3.2 Rohova vrstva — Stratum corneum

Rohova vrstva neboli stratum corneum (SC) je nejsvrchnéjsi vrstva kiize a je
zodpovédna za jeji bariérovou funkci. Bariérovd schopnost spociva v zamezeni
nadmérnych ztrat vody z kiize a eliminaci rizika priniku cizorodych ¢astic do organismu

(mikroorganismd, alergenil, chemickych latek, mechanickych ¢astic atd.) (5) (6)

SC je velmi tenka Cast epidermis méfici 10-20 um. Tato vrstva je tvofena 18-21
vrstvami bunék a intracelularni hmotou. Uspotadani vrstvenych bunék a intracelularni
hmoty ve SC pfipomina ,,cihly a maltu®, kde korneocyty plni funkci cihel a lipidova
matrix malty (viz obrazek ¢. 3, prevzato z Eucerin.cz (4)). Lipidova matrix je tvofena
smesi cholesterolu (Chol), volnych mastnych kyselin (VMK) a ceramidi (Cer).
Zastoupeni jednotlivych lipidit ve SC je ekvimolarni a je velmi diilezité pro spravnou
bariérovou funkci kiize; zména v zastoupeni lipidd vede k dysfunkci bariérovych

vlastnosti ktize. (7) (8) (9)

Ochrana pred

- . §k0dllvym| ]atkaml
- o -
-+
o P
' v Hydrolipidicky film
ot §
B S —_—
e TR g g = - - =
5-9—= |ipidy rohové vrstyy —* o
. ———— —_ L PR b;&_:_
B e S . Zrohovatélé buriky =
— S m— & e b —
Rohova == = s
e ¢ e [ = v e v =T O p—
vrstva N i ...-I.“F\er‘e""::. = Jﬁ_ =
— C z“}mﬁ__}u___,\:: n‘i;r e — u—:,—;i‘_: oz
e e ey et P ) cc-ﬁ»-“’“'ﬂq :,-Y.::.Ef’;gw.a %‘_&f 5
D0 8 L
5.'{_ =] EU W 5!
©° ©o M Ochrana proti ziraté
of %o vody

)

© Eucerin®

Obrazek ¢. 3 Schematické znazornéni stratum corneum, nejsvrchnéjsi vrstvy lidské
kiize. Funkce a usporadani korneocytu a lipidové matrix ve SC je zndazornovano jako

6«

model ,,cihly a malta*.
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3.2.1 Lipidova matrix SC-vyznam, metabolismus a usporadani lipidi

V lipidové matrix SC se kromé ekvimolarni smési lipidi nachdzi rizné typy
sterolt, estery Chol (CholS), organické kyseliny, glukosylceramidy a malé mnozstvi
vody. Na rozdil od bunéénych membran nejsou ve SC ptitomny fosfolipidy. (8) Lipidy
se do SC dostavaji pomoci sekreCnich organel tzv. lamelarnich télisek. Béhem
diferenciace keratinocytd ve spodnich vrstvach epidermis (stratum spinosum) dochazi
k formaci lamelarnich télisek, které obsahuji latky lipidové povahy a prekurzory koznich
lipidt (nejvyssi zastoupeni ma Chol, fosfolipidy a prekurzory Cer). Mimo to jsou zde
ulozeny enzymy, které zajistuji hydrolyticky rozklad prekurzorti. Pomoci exocytozy
dochazi k uvolnéni obsahu lamelarnich télisek do extraceluldrniho prostoru SC.
K uvolnéni obsahu lamelarnich télisek dochazi na rozhrani stratum granulosum a SC. (7)
(10) Vyjimku tvoti CholS, jehoZ transport do SC neni pfesné znadm. Pravdépodobné vSak
(diky jeho vysoce amfifilnimu charakteru) dochazi k jeho piestupu pies bunécné

membrany pomoci jednoduché¢ difize anebo jsou vyuzivany specifické transportéry. (11)

13



3.2.1.1 Cholesterol

Chol je nejcastéji zastoupeny sterol v lipidové matrix SC. Chol se ve SC nachazi
volny anebo vazany ve formé organickych anebo anorganickych esterti. Volny Chol je
velmi dutlezity pro spravné uspofadani jednotlivych lipidd do lamel (lamelarni
usporadani) a zarovenn pro jejich organizaci v téchto lamelach (lateralni usporadani).
Diky Chol mohou byt lipidy v lamelach vkapalné¢ fazi aje tak zajisténa fluidita
lipidovych lamel a pruznost vrchnich vrstev pokozky. Bylo zjisténo, Ze pouze polovina
z fyziologického mnozstvi Chol ve SC muze byt inkorporovana do lipidovych lamel.
Zbylé mnozstvi Chol vytvaii samostatné domény. PfiCina tvorby separovanych domén
Chol nebyla doposud objasnéna a stale je otdzkou, zda je jejich ptitomnost dilezita pro

spravnou bariérovou funkei kiize. (5) (12) (13)

Nejcastéji vyskytujicim se derivatem Chol ve SC je CholS, jehoz funkce neni
doposud zcela objasnéna, ale jeho pfitomnost pravdépodobné poskytuje urcitou miru
soudrznosti korneocytii. Ve fyziologickém SC dosahuje mnoZstvi CholS 5 % (w/w)
z celkového obsahu koznich lipidi. Mnozstvi CholS se ve SC snizuje smérem k povrchu
pokozky, dochdzi k rozvoliovani sit¢ korneocytl a nastava deskvamace. CholS je také

zapojen do diferenciace keratinocyta. (5) (11)
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3.2.1.2 Syntéza cholesterolu

Chol je v epidermis syntetizovan de novo v keratinocytech, kdy plati, ze
s diferenciaci keratinocytii stoupa i mnozstvi Chol uvnitt bunék. Bunky ve stratum basale
mohou zajistit 1ipfijeti Chol ze systémové cirkulace pomoci LDL receptori.

Hladiny sérového Chol maji v§ak zanedbatelny vliv na jeho mnozstvi v epidermis. (14)

Syntéza cholesterolu zahrnuje mnoho krokt (viz obrdazek ¢. 4, prevzato z:
Sochorova M., Disertacni prace (15)), tim kliCovym krokem je pfeména 3-hydroxy-3-
methylglutaryl koenzymu A (HMG-CoA) na mevalonat enzymem HMG-CoA reduktaza.
Jeho zvySena aktivita, a tim padem vysSi syntéza Chol, byla pozorovana u akutniho

a chronického poskozeni koZni bariéry. (14) (15) (16)

HMG-Cod
reduktaza kondenzsos
3 acetyl—[:nﬁ.v Hr'.-'lhi':‘-C-::n.ﬂ'u7w,b mevalonat 71) mevanolyldifosfat 7T isopentenyldifosfat T‘-
]

2 CoA 2MWADPH 2 NADP 2 ATP 2 ADP ATP ADP+P PP
- Coh - GOy
+ izopantanyldifasiat kondanzaca 2 krowy mnohokrokova synidza
—= paranyldifosfat T"‘ farnesyldifosfat 7?— skvalen |aNostenn| — cholestarol
Cl C15 c30 30 cx
FP 2MNADPH 2 NADP 0:  H.O

Obrazek ¢. 4 Syntéza cholesterolu. K/icovym enzymem pri syntéze Chol je HMG-CoA

reduktdaza, ktery ridi i rychlost celé syntézy.
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V nizsich vrstvach epidermis je ur¢it¢ mnozstvi Chol preméinovano na CholS
pomoci cholesterol sulfotransferazy (SULT2B1b). Ve vysSich vrstvach epidermis je pak
CholS pteveden zpét na Chol pomoci enzymu steroid sulfatazy (SSase). Aktivita tohoto
enzymu se zvySuje smérem ke svrchnim vrstvdm epidermis. Pii dysfunkci tohoto
kolobé&hu (viz obrdzek ¢. 5, prevzato a upraveno dle Elias et al. (11)) dochazi k naruseni

deskvamace a naruSeni permeability kozni bariéry. (11) (17)

Stratum basale Stratum granulosum Stratum corneum (SC)
-50,
Chol SULT2B1b CholS Ssase "  chol

/ \

leerenmace Koheze Bariérova
funkce
Gradlent
:
Stratum basale Stratum granulosum Spodni Vichul

c¢ast SC cast SC

Obrazek ¢. 5 Schematické znazornéni kolobéhu Chol a CholS. v jednotlivych
vrstvach epidermis. CholS ma obecne vyssi zastoupeni v nizsich vrstvach a Chol ve
vwsSich vrstvach epidermis. Nejvyssi zastoupeni ma CholS ve stratum granulosum.
Zkratka SULT2B1b oznacuje enzym cholesterol sulfotransferaza a zkratka SSase ve

schématu zastupuje enzym steroid sulfatazu.
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3.2.1.3 Ceramidy

Cer tvoii 50 % celkové hmotnosti lipidii ve SC a jsou klicové pro spravnou funkci
kozni bariéry. Mimo to funguji jako signalni molekuly bunéénych membran a podileji se
na fizeni bunécnych procest, jako je proliferace, diferenciace a apoptéza. Aby kvuli
témto funkcim nedoslo k poskozeni zivych vrstev epidermis, jsou Cer skladovany ve SC
ve form¢ polarnich prekurzort, které jsou preménény na Cer az ve vyssich vrstvach (na
rozhrani stratum granulosum a SC). Cer pak vytvaii s ostatnimi lipidy extracelularni

lamely (viz dale kapitola Uspotadani lipidové matrix). (5) (18) (19)

Cer tadime do skupiny sfingolipid(; zaklad jejich struktury je tvofen sfingoidni
bazi, a acylem mastné kyseliny navazanym pies amidovou vazbu. Ve struktuie Cer je
obsazena mald polarni hlava adva lipofilni fetézce. Jeden hydrofobni fetézec je
nerozvétveny 2-aminoalkohol, jehoZ délka fetézce je nejcastéji 18 uhlikd, a druhy je acyl

mastné kyseliny (nejvice zastoupeny jsou fetézce s 24-28 uhliky). (5) (7)

V lidském SC bylo popsano 15 typa Cer. Cer zastoupené ve SC se znacné lisi
svoji strukturou a jejich heterogenita je definovana zejména v polarni casti molekuly
(riznym stupném hydroxylace, poctem dvojnych vazeb a jejich umisténim). Kozni Cer
mohou mit jako sfingoidni bazi nejcastéji: sfingosin (S), dyhydrosfingosin (dS),
fytosfingosin (P) anebo 6-hydroxysfingosin (H). Ve SC jsou nejcastéjsi Cer odvozené od
sfingosinu (S). Acylova ¢ast Cer je vétSinou tvoiena nerozvétvenou nasycenou mastnou
kyselinou (nejcastéji je zastoupend kyselina lignocerova (24 C)), ktera muze byt
nesubstituovana (N) anebo je substituovana hydroxylem v poloze a- (A) nebo ®- (O).
Ptes o-hydroxylovou skupinu mlze byt dile navazéna esterovou vazbou kyselina
linolova (EO) anebo miize byt ptes tento hydroxyl navazén Cer na bilkoviny (involukrin)

na povrchu korneocytt (viz déle, kapitola Uspotadani lipidové matrix). (5) (6) (19) (20)
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V soucasné dobé se pro pojmenovani Cer pouziva nazvoslovi dle S. Motty. (5)

(20) Néazev Cer je tvoten kombinaci pismen, kde prvni pismeno definuje acyl MK (N, A,

EO) a druhé oznacuje sfingoidni bazi (S, dS, P, H a 1-O-E _S) (viz obrazek ¢. 6, prevzato

z Vavrova et al. (5) ). (6) (20)

Ceramide OH | Sphingoid Dihydra- 6-Hydroxy- Phyto-  1-.0-Acylsphingosine
2 bases Sphingosine (S) sphingosine (dS)  sphingosine (H) sphingosine (P) (1-0-E_S})
HO IR e _
HN. _R? 1,9 s 1,% 5 1, M 5 1,9 s o oH
hick HD"“‘{E?‘“ZA‘CuH;,- HO ™5 T CyaHyr HO'““?’S“{"“r 2 I Cutar CuHar 0T Crtr
0 HH; NH; NH; © OH NHOH HH,
Fatty acid chains Y (d18:1) (d18:0) (118:1) (t18:0)
Mon-hydroxy acid (M) |
HO. oty Ceramide NS Ceramide NdS Ceramide NH Ceramide NP Ceramide 1-0-ENS
s}
Alpha-hydroxy acid (A)
HD 5 Ceramide AS Ceramide AdS Ceramide AH Ceramide AP Ceramide 1-0-EAS
T Caphas
0 2245
Omega-linoleoyloxy
o acid (EQ) Ceramide EQOS Ceramide EOdS Ceramide EOH Ceramide EOP
HO. b o M o
E,AFL?A' + Gl Free human skin ceramides
Omega-hydroxy acid (0)
Ceramide O3 Ceramide OdS Ceramide OH Ceramide OP
HO-Hon Protein bound ceramides
o 3

(corneocyte lipid envelope)

Obrazek €. 6 Nazvoslovi Cer a struktury sfingoidnich bazi a acylovych c¢asti.

3.2.14 Volné mastné kyseliny

Ve SC jsou nejvice zastoupeny nasycené¢ VMK s nerozvétvenym skeletem.
D¢lka jejich tetézce se pohybuje od 14 do 34 uhlikti. Nejhojnéji se ve zdravém SC
vyskytuji kyselina behenova (C22:0) a lignocerova (C24:0), jejichZ obsah tvoii 50 %

hmotnosti vS§ech VMK ve SC. VMK se ve SC podileji na tvorb& kyselého pH, které je

dilezité pro spravnou funkci kozni bariéry. Jejich ptitomnost ve SC je také dilezita pro

tvorbu lamel, tedy spravné uspotadani lipidi. (5) (21)
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3.2.1.5 Usporadani lipidové matrix

V ptipad¢ organizace lipidi ve SC lIze hovofit o lameldrnim a laterdlnim
usporadani (viz obrazek ¢. 7, prevzato z Vavrova et al. (5)). Lipidy jsou ve SC usporadany
do dvojvrstev; polarni ¢ast lipidd je orientovana ven anepolarni ¢ast dovnitf.
Tyto dvojvrstvy jsou tvofeny multivrstevnymi lamelami, které jsou kovalentné navazany

pres w-hydroxyskupiny Cer na proteinovou obalku korneocyti. (6) (7) (8)

Lipidy SC se uspotadavaji do lamel o riznych délkach. RozliSujeme dlouhou
lamelarni fazi (angl. long periodicity phase, LPP, lamelarni vzdalenost ~13,1 nm),
kratkou lamelarni fazi (angl. short periodicity phase; SPP; ~6,4 nm) a fazi separovaného
Chol (~3,4 nm). LPP je nezbytnd pro bariérovou funkci SC. (5) (6) Pro spravné
1 v ptipad¢ absence Chol, naopak SPP se tvofi pouze u lipidovych smési obsahujicich
alesponi 40 % Chol (z fyziologického mnozstvi Chol). Je také zndmo, Ze se sniZzujicim se

mnozstvim Chol klesa délka SPP. (13)

Uspotadani lipidii v ramci jedné lamely se nazyva lateralni uspotradani, které mize
byt trojiho typu: orthorombické, hexagonalni a kapalné-krystalické uspotradani.
Lipidy nejcastéji  tvotfi orthorhombickou fazi. Toto velmi tésné usporddani do
obdélnikové miizky je umoznéno diky tzv. all-trans konformaci lipidovych fetézct.
Mensi zastoupeni ma hexagonalni faze, pro kterou je typické uspotradani fetézcti do
Sestithelnikové miizky a jejich Castecnd rotace. Kapalné-krystalicka faze se vyskytuje

vzacné a uspotadani lipidi je zde nepravidelné. (5) (20)

_ K229
Lamellar £ ﬁ Lateral O'OOO
organization < packing 0.375 nm

g y

ﬁ ? Orthorhombic

A EQ Q =5
== 5
HIllE (| 0o o0,
£e S|l @990 o 99
%’E : L O 00.4‘1 nm O O
e E i Hexagonal Liquid
o

Obrazek ¢. 7 Lamelarni a lateralni organizace lipidii.
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3.3 Onemocnéni koZni bariéry s abnormalitami v koncentraci

cholesterolu

U koznich onemocnéni, kde dochazi k poruSe bariérové funkce kize, byly
pozorovany zmény ve slozeni lipidové matrix a v metabolismu lipidt. Na podkladé téchto
aspektt se poté lipidy ve SC defektné uspotradavaji. (7) V této kapitole budou popsana

onemocnéni s abnormalitami v koncentraci cholesterolu.

3.3.1 Ichtyozy

Jedna se o hyperkeratdzy, u kterych dochazi k naruseni kozni bariéry kvili
abnormalnimu usporadani lipidd do lamel v extracelularnim prostoru ve SC.
Tato dysfunkce muze byt zplisobena piimo defektem v metabolismu koznich lipida
anebo problémy v korneocytech, které bud brani sekreci lipidi anebo maji

modifikovanou funkei pro tvorbu templatu k uspotfadani lipidi do lamel. (17) (22)

Ichtyozy (fecky: ichthys — ryba) se manifestuji ztlustélou, suchou a Supinatici se
pokozkou, kterd se Casto viditeln¢ odlupuje. K tomu dochézi v disledku nerovnovahy
mezi novotvorbou a odlupovanim rohové vrstvy. Zesileni rohové vrstvy je u tohoto
onemocnéni zpisobeno dvéma mechanismy: v prvni fadé¢ dochéazi k hyperprodukci
rohovych bunék (proliferacni hyperkerat6za), v druhém piipadé se na povrchu kuze
odlupuje jen malé mnozstvi bunck SC (tj. reten¢ni hyperkeratoza). (17) (23)
Zéavaznost onemocnéni se muze vyrazné liSit u jednotlivych forem ichtyoz.
Projevy onemocnéni se také méni s vékem pacienta a ro¢nim obdobim. Ichtydzy mohou
byt genetického anebo ziskan¢ho pivodu. Ichty6za se muize také manifestovat jako
symptom u systémovych genetickych onemocnéni, respektive syndromi jako je napf.:
CHILD syndrom, Chanarin-Dorfman syndrom a Conradi-Hiinermanniiv syndrom (viz

dale). (17) (22)

Mezi nejcastéjsi a zaroven nejmirnéjsi formy onemocnéni patii Ichtyosis vulgaris,

kterd mize byt ziskand i dédicnd. Dédicna forma se fadi mezi autozomalné dominantni

o 24

o324

forma vrozené ichty6zy se nazyva Harlekynska ichtyoza, kterd je velmi Casto neslucitelna
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se zivotem. Kvili mutaci genu pro ABCA12 transportér nedochézi ke vzniku Cer

z prekurzorti, coz ma za nasledek defekt ve vzniku lamel lipidové matrix. (17) (22) (24)

Vzacnou formou onemocnéni je lamelarni ichty6za, jejiz pri¢ina spociva zejména
v defektu transglutaminazy 1. Tento enzym je dilezity pro tvorbu bilkovinné obalky na
povrchu korneocytii. Vysledkem je dysfunkce kozni bariéry, zména slozeni lipidové

slozky (snizeni VMK, Cer) a snizena schopnost lipida se usporadavat. (7) (17) (19) (22)

Mutace genu pro mikrozomalni enzym steroidsulfatazu zptisobuje recesivné X-
vazanou ichtyozu. Steroidsulfataza je enzym, ktery je zodpoveédny za pteménu CholS na
Chol; v disledku defektu enzymu dochézi k hromadéni CholS a snizeni produkce Chol
ve SC (zvysené mnozstvi CholS zptsobuje inhibici HMG-CoA reduktazy). VSechny tyto
aspekty vedou k naruSeni bariérové funkce SC. (11) (17) (22)

3.3.2 CHILD Syndrom

CHILD syndrom (Congenital hemidysplasia with ichthyosiform erythroderma
and limb defects) je dominantni X-vazané genetické onemocnéni, respektive soubor
priznaki, které vznikaji na podkladé mutace genu kodujici NSDHL (sterol-4a-
karboxylat-3-dehydrogenaza). NSDHL je enzym, ktery je soucasti syntézy Chol
v lidském téle. Pii dysfunkci tohoto enzymu dochézi k depleci Chol v membrénach
a kumulaci metaboliti. Tyto aspekty jsou pravdépodobné zodpovédné za manifestaci
onemocnéni. CHILD syndrom se projevuje nasledujicimu symptomy: ichtyozou,
difuznim zanétem kiize, nedostateCnym vyvojem jedné strany téla (Castéji prava strana),

absenci jednoho nebo vice prstli na nohou nebo na rukou a zkracenim koncetin. (17)

3.3.3 Conradi-Hiinermanniiv-Happliiv syndrom

Jedné se o vzacné, dominantni X-vazané genetické onemocnéni, které vznika na
podkladé mutace genu kodujici enzym fidici syntézu Chol (3B-hydroxy-steroidA8-A7-
isomeraza). Defekt tohoto enzymu se projevuje kumulaci prekurzori a nedostatkem Chol.
Onemocnéni je letalni pro muzské pohlavi a dochazi k umrti plodu béhem té€hotenstvi.
U Zenského pohlavi se syndrom projevuje mnohocetnymi malformacemi, kataraktou,

alopecii a ichty6zou. (17) (25)
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3.3.4 Atopicka dermatitida

AD je chronické, recidivujici zanétlivé kozni onemocnéni, které vznikd na
podkladé kombinace n¢kolika faktord (genetika, imunita, porusena kozni bariéra a vné&jsi
vlivy). Onemocnéni neni zivot ohrozujici, ale ma vyrazny vliv na kvalitu Zivota pacienti.
Poruseni lipidové kozni bariéry zptisobuje zvysené ztraty vody a pokozka pacientd s AD
je proto znacné suchd a nachylnéjs$i pro uchyceni patogent a prostup alergent, které
mohou pribéh onemocnéni zhorS$it, nikoliv vSak vyvolat. BéZnymi symptomy
onemocnéni jsou: chronicky kozni zanét, suchost a vyrazna svédivost, ktera miize vést

k rozskrabani lozisek AD. (7) (15) (26) (27)

Co se tycCe slozeni koznich lipidii, bylo prokazano, ze ve SC pacienti s AD je
snizené¢ mnozstvi Cer, VMK s dlouhymi fetézci a zvySené mnozstvi Chol v porovnani se
zdravym SC. VSechny tyto aspekty vedou ke zhorSeni bariérovych funkci ktize. (7) (19)
(28)
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3.4 Langmuirovy monovrstvy na rozhrani vzduch-kapalina

Tato laboratorni technika umoziiuje vytvoreni Langmuirovy monovrstvy neboli
jednovrstvého lipidového filmu, ktery se nachézi na rozhrani dvou fazi: vzduchu
a kapaliny. Horni plynna faze je tvofena vzduchem a dolni faze tzv. subfaze je zastoupena
polarni kapalinou. Latky, které tvofi tyto monovrstvy, maji amfifilni charakter.
Hydrofobni ¢ast molekuly je orientovana smérem do vzduchu. Hydrofilni ¢ast molekuly

musi mit dostate¢nou afinitu k vod¢ a je orientovana do subfaze. (29) (30)

Ptistroj (viz obrazek ¢. 8, prevzato z Biolinscientific.com (31)) se sklada z vanicky
z hydrofobniho materidlu obvykle polytetrafluoretylénu (vysoce inertni material, ktery
1ze Cistit organickymi rozpoustédly). Pfi méfeni Langmuirovych monovrstev je vanicka
(C) naplnéna polérni kapalinou, ktera je temperovana na predepsanou teplotu pomoci
piipojeného termostatu. Teplota je méfena pomoci teplotniho ¢idla, které je ponoieno do
kapaliny. Dulezitou soucasti pristroje jsou také bariéry (B) z hydrofilniho materialu
(Delrinu, polyoxymethylen), které jsou pohyblivé a jsou umistény na obou stranach
vanicky. Bariéry jsou béhem experimentu ovladany pomoci softwaru KSV NIMA.
Pti jejich pfiblizovani danou rychlosti nastdvd komprese monovrstvy. Stlacovanim
monovrstvy dochazi ke zméndm povrchového tlak. Tyto zmény jsou snimany pomoci

senzoru. Jako senzor slouzi platinovy plisek, ¢aste¢né ponotfeny do subfaze. (D) (31)

Obrazek ¢. 8 Pristroj na méreni izotermy. A — podstavec, B — bariéry, C — vanicka, D

— drzak a senzor povrchového tlaku a E — ponorovaci mechanismus
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3.4.1 Langmuirovy izotermy

Kompresi monovrstvy popisuje graf zavislosti povrchového tlaku (SP), 77 [mN/m]
na plose jedné molekuly (Mma), 4 [A?], neboli izoterma. Mma lze vypocitat
z molekulové hmotnosti a koncentrace vzorku, respektive mnozstvi pouzitého lipidového
vzorku pro experiment. Pfed jednotlivym méfenim je potfeba tyto parametry zadat pro
kazdy vzorek individualné. Ptiblizovanim bariér ke stfedu vanicky klesa hodnota veliciny
Mma, a naopak SP vzrista. [zoterma poskytuje informace o tom, jak jsou lipidy ochotné

se usporadavat. Obecné plati, Ze strméjsi izoterma vypovida o vyssi ochoté molekul lipida

se usporadavat. (29) (31)

Monovrstva
I | |." l -il Bariéery
S Subfaze ) e
Zvysovani
povrchoveho
tlaku (SP)

SP [mN/m]

Obrazek ¢. 9 Izoterma. Graf zavislosti povrchoveho napéti (Surface pressure [mN/mj])
na plose jedné molekuly (Molecular area [A%.]). Se zvysujicim povrchovym napétim je

usporddanost molekul vétsi. Na obrdzku jsou zndzornény fazové prechody.

Pti stla¢ovani monovrstvy dochazi k fazovym neboli strukturdlnim prechodiim,
které se projevuji zakiivenim izotermy. Jedna se o 4 faze: gas (G) - plynna faze, liquid-
expanded (L1) - kapalné-rozptylend faze, liquid-condensed (L2) - kapalné-kondenzovana
faze asolid (S) - pevna faze (viz obrdazek ¢. 9, prevzato a upraveno dle
Biolinscientific.com (31)). Pro plynnou fazi je typicky nizky SP a neusporadanost
systému. Se zvySujicim se SP se zmenSuji prostory mezi jednotlivymi molekulami
a nastava kapalné-rozptylend faze. Molekuly vzorku se zac¢inaji orientovat dle polarity,

tzn. polarni ¢ast smérem ke kapalné hydrofilni subfazi a hydrofobni ¢ast smérem
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do vzduchu. ZvysSujici se SP zprostfedkovava piechod molekul lipidd do

kapalné-kondenzované faze, a nakonec do tuhé faze. (29) (30) (31)

Dalsi dutlezitou charakteristikou monovrstev je modul kompresibility
(Compression modulus, Cmax [mN/m]). Tato veli¢ina je prevracenou hodnotou
kompresibility a je ukazatelem elasticity monovrstvy. Cmax ziskdme derivaci izotermy.

Teplota a slozeni subfadze maji vyrazny vliv na tuto veli¢inu. (20) (29)
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3.4.2 Brewsteriv thlovy mikroskop

Brewsterova thlovd mikroskopie (Brewster angle microscopy, BAM) je
neinvazivni zobrazovaci metoda, kterd ndm umoziuje prostudovat povrchové struktury
monovrstev a zobrazit usporddani jejich domén na rozhrani fazi vzduch-kapalina
v realném case, diky ¢emuz jsme schopni zaznamenat déje probihajici v monovrstvé

béhem komprese pomoci snimku a nasledné je vyhodnotit.

Princip BAM spocivd v lomu svétla na rozhrani dvou opticky rozdilnych
prostiedi. Pokud polarizované svétlo dopada na povrch pod Brewsterovym uhlem, ktery
¢ini pro rozhrani vzduch-kapalina 53°, paprsek se neodrazi, ale prochazi kapalinou.
Ke zménam indexu lomu a odrazu svétla dochazi, pokud je na povrchu kapaliny nanesena
monovrstva. Odraz svétla je nasledné detekovan a zobrazen jako 2D mikrograf.

(viz obrazek ¢. 10, prevzato a upraveno dle Biolinscientific.com (31)). (31) (29) (32)

Langmuirova
vanicka

Vodna
subfaze
Monovrstva

Odraz
paprsku \ono-

| Nedochazi 1 vrelva
\ kodrazu \(/

Vzduch

Vodna
subfaze

Obrazek ¢. 10 Brewsteriiv mikroskop a Brewstertuv thel. Nanesend monovrstva na

povrch kapaliny zpusobi odraz paprsku, ktery dopada pod Brewsterovym tihlem.
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3.5 Langmuirovy monovrstvy na pevném podkladu

Langmuirovy monovrstvy lze pfenést na pevny podklad a nasledné prostudovat
jejich vlastnosti pomoci technik jako je napf. atomova silovd mikroskopie (AFM),
infracervena spektroskopie nebo rentgenova difrakce. (29) Pfenos monovrstvy je mozné
uskuteCnit pomoci dvou metod: Langmuir-Blodgett a Langmuir-Schaefer. Pii metodé
Langmuir-Blodgett dochdzi k fixaci monovrstvy na pevny podklad (napt. slidové
sklicko), pii vertikdlnim prichodu podkladu subfazi (viz obrazek ¢. 114, prevzato
a upraveno dle Bioscientific.com (31)). Metoda Langmuir-Schaefer (viz obrazek ¢. 11B,
prevzato a upraveno dle Bioscientific.com (31)) je vhodnd pro rigidn€j$i monovrstvy.
Ptenos je zajistén piilozenim hydrofobniho materidlu (napt. pyrolyticky grafit anebo

silanizovany oxid kfemicity) shora k monovrstvé, tedy horizontalné. (29) (31) (33)

Pro spréavny pienos monovrstvy na pevny podklad je dilezit¢ dodrzet podminky
konstantni komprese, tj. povrchovy tlak v rozmezi od 20 do 40 mN/m. Tyto podminky

jsou dilezité kviili zachovani soudrznosti monovrstvy pfi jejim pfenosu na pevny povrch.
(200 (29 (31)

Bariéery

t Vzorek
Monovrstva Monovrstva t B

I i B |

Subfaze Vzorek B Subfaze

Obrazek ¢. 11 A: Langmuir-Blodgett metoda. Zndzornéni vertikdlniho priichodu

pevného podkladu subfazi. B: Langmuir-Schaefer metoda. Zndzornéni horizontalniho

priichodu pevného podkladu subfazi.
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3.5.1 Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atomarnich sil (Afomic force microscopy, AFM) slouzi k zobrazeni
povrchu monovrstvy nanesené na hladky pevny podklad (napt. Cerstvé odloupnuté
slidové sklicko). Povrch monovrstvy je snimany sondou pohybujici se v t€sné blizkosti
povrchu. Pfistroj se sklada z kmitajiciho ¢lanku, na ktery je umistén zkoumany vzorek.
Povrch vzorku je snimany pomoci sondy pfichycené na kantilevr, na ktery sviti laser.
Struktury na povrchu vzorku zptisobuji rizny ohyb kantilevru, na kterém dojde k odrazu
paprsku laseru, ktery je zaznamenan pomoci detektoru. Z detekovaného signalu je
nasledné vytvoten obrazek povrchu vzorku (viz obrazek ¢. 12, prevzato a upraveno dle

http://www.nanometrologie.cz/cz/techs_afm.php (34)). (29) (34) (35).

Detektor—-

Laserovy paprsek

Drzak kantilevru

& kantilevr se sondou «—Vzorek

Obrazek €. 12 Princip mikroskopie atomarnich sil.
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4.Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikalie a rozpoustédla

Cer byly izolovany z lidského SC. VMK, Chol a CholS byly zakoupeny od Sigma
Aldrich. Pro experiment byla pouzita ultracistd voda, jejiz Cistota byla zajiSténa
deionizaci, destilaci a filtraci syst¢émem Milipore Q. Ostatni chemikalie a rozpoustédla,
jejichz cistota odpovidala pouziti pro HPLC, byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich
(Schnelldorf, Némecko).

4.2 Pristrojové vybaveni

Na pfipravu Langmuirovych monovrstev a k metodé¢ Langmuir-Blodgett byla pouzita

vana typu KN 2001 (small) a software KSV NIMA.

Pro zobrazeni Langmuirovych monovrstev Brewsterovym thlovym mikroskopem byla
pouzita vana KN NIMA 1003 (medium), mikroskop typu KSV NIMA MicroBAM
a software KSV NIMA.

Pro mikroskopii atomarnich sil bylo vyuzito zatizeni VEECO CP II, kontaktni mod,
sonda CONT20A-CP Si, software Veeco DI SPMLab NT 6.0.2.

Vyhodnoceni a statisticka analyza byla provedena v programu GraphPad Prism 8.

4.3 Priprava acetatového pufru

Jako subfaze Langmuirovych monovrstev byl pouzit izotonicky acetatovy pufr
(10mM, pH 5,5). Pufr byl pfipraven rozpusténim 8,5 g chloridu sodného, 0,6 g kyseliny
octové (99 %) v 11 ultracisté vody. Hodnota pH byla zméfena pomoci pH metru se
sklenénou elektrodou. Pro naslednou tpravu pH na pozadovanou hodnotu byla pouzita
kyselina octova nebo hydroxid sodny. Acetatovy pufr byl poté zfiltrovan pies filtr, jehoz

velikost porti byla 0,45 um. Mezi jednotlivymi méteni byl pufr skladovan v lednici.
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4.4 Priprava smési volnych mastnych kyselin

Pro pfipravu vzork lipidd byla vyuzita smés VMK (viz tabulka ¢. I).
Pomér molarniho mnozstvi jednotlivych kyselin v této smési odpovida jejich
fyziologickému zastoupeni ve SC. (36) Predepsané mnozstvi jednotlivych VMK bylo
navazeno a rozpusténo ve smesi rozpoustédel chloroform:metanol (3:1, v/v). Vysledna
koncentrace pak ¢inila 1 mg/ml v. Po smiseni bylo rozpoustédlo ze smési odpaieno
pomoci proudu dusiku a zbytkova vlhkost byla odstranéna ve vakuu v exsikatoru (jako

suSidlo byl pouzit parafin a oxid fosforecny).

Relativni
Délka acylového Molarni
molekulova Hmotnost [mg]
Fetézce pomeér [%]
hmotnost [g/mol]
Cl6 1,79 256,43 1,33
C18 4,00 284,48 3,30
C20 7,62 312,54 6,89
C22 47,80 340,59 47,11
C24 38,79 368,65 41,38

Tabulka €. 1 SloZzeni smési VMK
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4.5 Priprava lipidovych vzorki

Lipidové vzorky obsahovaly lidské Cer, smés VMK, Chol a CholS. V kontrolnim

vzorku bylo mnozstvi Cer, VMK a Chol ekvimolarni. K této smési bylo ptfidano 5 %

(w/w) CholS. Ostatni vzorky obsahovaly snizené mnozstvi Chol, ale mnozstvi Cer
a VMK bylo vzdy ekvimolarni. Kazdy vzorek obsahoval 5 % (w/w) CholS a celkova
hmotnost kazdého vzorku byla 1 mg. Vzorky byly oznaceny jako Chol X %, kde X je

procento Chol v poméru k Cer a VMK (napf.: Chol 80 % znamena, Ze vzorek obsahuje

Cer: VMK: Chol v poméru 1:1:0,8). Pro vypocty byly pouzity molekulové hmotnosti

Chol (M:=386,65 g/mol) a CholS (M;=488,70 g/mol). Dale byly pouzity primérné

hodnoty molekulové hmotnosti pro lidské Cer (M=691,29 g/mol) a VMK (M,=345,58

g/mol). Rozpis konkrétnich vzorkil je uveden v tabulce ¢. 2.

Mnozstvi jednotlivych lipidia ve vzorcich [ng]

Suma lipida

Zastoupeni
Lidské ve vzorku
Chol [%] VMK Chol CholS

Cer [ng]

100 (kontrola) | 461,34 230,63 258,04 50,00 1000
80 487,84 243,87 218,29 50,00 1000

60 517,57 258,74 173,69 50,00 1000

40 551,16 275,53 123,31 50,00 1000

20 589,42 294,65 65,93 50,00 1000

0 633,38 316,63 0 50,00 1000

Tabulka €. 2. SloZeni lipidovych vzorki.
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Na piipravu roztokt jednotlivych lipidii byly hmotnosti jednotlivych typi lipida secteny,
navazeny andsledn¢ bylo pfidano takové mnozstvi smési rozpoustédel
chloroform:metanol (3:1, v/v), respektive (2:1, v/v) pro CholS, aby vznikl roztok o
koncentraci 1 mg/ml. Kazdd koncentrace byla zastoupena dvéma vzorky.
Mikrostiikackou bylo odebrano piedepsané mnozstvi jednotlivych roztoku lipidd, (podle
hmotnosti uvedenych v tabulce ¢. 2) apteneseno do piedem piipravenych vialek.
Vzorky byly nasledné¢ homogenizovany a rozpoustédlo bylo odpatfeno v digestoti pod
proudem dusiku. Ptebyte¢nd vlhkost byla odstranéna vakuovym suSenim v exsikatoru,
ktery obsahoval suSidla, parafin a oxid fosfore¢ny. Vzorky byly uchovavany v mrazaku
pii -20 °C. Pfed danym métenim byly lipidové vzorky rozpustény ve smési rozpoustédel

chloroform: metanol (3:1, v/v). Cilova koncentrace vzorkii pak byla 1 mg/ml.
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4.6 Priprava monovrstevhych modeli na rozhrani

vzduch-kapalina a na pevném podkladu

4.6.1 Langmuirovy monovrstvy na rozhrani vzduch-kapalina
Monovrstvy byly pfipraveny nésledujicim postupem:

1. Vanicka (KN 2001, small) byla umisténa na podstavec pfistroje a naplnéna
acetaitovym pufrem. Bariéry byly umistény do krajnich poloh vanicky.
Do acetatového pufru byl ponoten platinovy plisek (k méteni zmén povrchového
napéti), ktery byl zavéSen na hafek senzorového apardtu. Déle bylo do l4zné
ponofeno €idlo termostatu pro méfeni teploty lazng. Cely ptistroj byl umistény
v uzavieném boxu, ¢imZ se sniZilo plsobeni vngjSich vlivil, napf. proudéni
vzduchu, prachovych ¢astic atd. Uzavieny systém dale zabranoval vypatrovani
subfaze a rozpoustédel ze vzorkii do okoli.

2. Pfed kazdym méfenim byl povrch vy¢€istén odsatim necistot z hran bariér pomoci
pipety, cemuz predchazelo piiblizeni bariér do stfedu vanicky.

3. Lazen acetatového pufru byla vytemperovana na teplotu 32 °C. Pfipravené
lipidové vzorky jsme rozpustili ve smeési chloroform:metanol (3:1, v/v) na
koncentraci 1 mg/ml. Nésledné jsme pomoci mikrostiikacky nanesli 10 pl vzorku.
Vzorek byl rozmistén rovnomérné v nékolika kapkach po celé ploSe subfaze tak,
aby nedoslo ke kontaktu mikrostiikacky s hladinou subfaze.

4. Po 15 minutach doSlo k odpafeni rozpoustédla, byla vynulovana hodnota
povrchového tlaku a bylo spuSténo meéteni. Bariéry se pohybovaly rychlosti
20 mm/min a maximalni hodnotu povrchového tlaku jsme pfedem nastavili na
50 mN/m.

5. Po skonceni méteni jsme nékolikrat omyli vanicku, pliSek a teplotni ¢idlo smési
rozpoustédel chloroform:metanol (3:1, v/v). Bariéry byly oplachnuty metanolem.
Nasledné byly vSechny ¢asti ptistroje dikladné vysuseny. Pro vytvoieni izotermy

byly pouzity vysledky alespon ze 4 méfeni.
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4.6.2 Priprava monovrstev za pouziti BAM

Ptiprava monovrstev se pfili$ neliSila od postupu uvedené¢ho u Langmuirovych
monovrstev. Rozdil v§ak spocival v pouziti vétsi vanicky (KN 1003; medium) a ve vétsim
mnozstvi pouzité¢ho acetatového pufru. Dale byla doprostied vanicky umisténa desticka,
od které se odrazi laser (viz obrdzek ¢. 13, prevzato z biolinscientific.com (32)).
Zdroj laseru byl umistén nad vyse zminénou desticku. Pro méteni bylo pouzito 30 ul
vzorku, ktery byl rovnomérné rozmistén po celé plose vanicky pomoci mikrostiikacky.
Mgfteni bylo provedeno u lipidovych vzorkli o koncentraci Chol 100 %, 40 % a 0 %.

Rychlost pfiblizovani bariér byla nastavena na 20 mm/min.

Obrazek ¢. 13 BAM a instrumentalni vybaveni.
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4.6.3 Langmuir-Blodgett technika

Pfeneseni Langmuirovy monovrstvy na pevny podklad bylo uskuteénéno pomoci
techniky Langmuir-Blodgett. Jako pevny podklad bylo pouzito hydrofilni slidové skli¢ko,
pficemz méfeni probihalo v mensi vanicce (KN 2001; small). Tésn¢ pfed mefenim bylo
odloupnuto cerstvé slidové sklicko o velikosti 15%X15 mm aupevnéno do drzaku
(viz obrazek ¢. 14, prevzato z Biolinscientific.com (31)), ktery byl nasledn¢ ponoten do
subfaze az po okraj. Poté byl nanesen lipidovy vzorek obdobné jako u predchozich metod
a rozpoustédlo bylo odpafovano po dobu 15 minut. Monovrstva byla stlatena na
20 mN/m a po 15min. ekvilibraci bylo sklicko vytazeno ze subfaze rychlosti 2 mm/min.
Slidové sklicko bylo uloZeno do vialek. Pro zvySeni stability byly vzorky uchovavany
v inertni atmosféie dusiku pti pokojové teploté¢ do doby méfeni. Pfenos monovrstvy na
pevny podklad byl proveden vzdy dvakrat pro konkrétni vzorek. Hodnoceni lipidovych
monovrstev pomoci AFM bylo provedeno u lipidovych vzorka s koncentraci Chol: 0 %,

20 %, 40 %, 60 %, 80 % a 100 %

Obrazek &. 14 Zarizeni pro Langmuir Blodgett techniku. Sipka sméiuje k posuvnému

zarizeni, na kterém je upevnén drzak pro uchopeni slidového sklicka.
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5.Vysledky a diskuse

5.1 Izotermy

Obrazek ¢. 15 zobrazuje barevné odlisSené izotermy jednotlivych vzork.
V ptipravenych vzorcich bylo zvySeno mnozstvi Cer a VMK na ukor Chol. Tim bylo
napodobeno snizeni Chol pii patologickych stavech. Pomér Cer a VMK byl po celou

dobu konstantni (1:1 mol).

50-
] — Chol 100%
: Chol 80%
40- Chol 60%
: Chol 40%
T 1. — Chol 20%
S ) — Chol 0%
£ ]
7 T
10-:
0 oo e T
20 70 80 90

Mma [A?]

Obrazek ¢. 15 Izotermy. Izotermy jednotlivych vzorkui jsou zobrazeny riiznymi barvami.

Nameétené izotermy maji obecné pozvolngjsi pribéh, coz se shoduje s vysledky
z ptedchozi prace, kde byly pouzity izolované lipidy ze SC. (37) Pozvolny charakter
muze byt zapfic¢inény komplexnosti smési a ptitomnosti lidskych Cer. To naznacuje, Ze i
kdyZ smés neni kompletn€ izolovana ze SC, m& podobné chovéni jako kdyby byla.

Jedinym rozdilem od izoterm smési lipidi izolovanych z lidského SC (37) bylo, ze
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izotermy v této praci nevykazuji vyraznéjsi fazové prechody (zakiiveni izotermy) béhem

jejich prabéhu.

Je ocekavano, ze izoterma Cisté latky bude strméjsi diky podobnym interakcim
mezi jednotlivymi molekulami. Podobné chovani by bylo logické i pro smési latek, které
maji mezi sebou podobnou strukturu. V literatuie byla nalezena izoterma ¢istého Chol,
ktera je velmi strmd a za¢ina nastupovat kolem 45 A2, (38) Naméfené izotermy naznacuji,
ze ekvimolarni smés Cer a VMK (Chol 0 %) ma velmi strmy pribéh, coz je v souladu
s obecnymi pravidly, protoze tyto dvé kategorie latek maji obdobnou strukturu (polarni
hlava a délka fetézcl). Méné strmy prub¢h izoterm je pozorovany pro smési, které
obsahuji latky, které nemaji tolik podobnou strukturu (Cer, VMK, Chol). Piekvapivé

nejvice strma izoterma byla naméfena pro vzorek Chol 80 %.

V literatufe byly vyhledany izotermy Cdcistych latek (nebo smési strukturné
podobnych latek), aby bylo mozné ptedpokladat teoretické vlastnosti izoterm. Kromé jiz
zminéného Chol, byly nalezeny i izotermy Cer (izolované praseci i lidské a syntetické),
kyseliny palmitové (PA) a lignocerové (LA) a smési kyselin (VMK). 1zoterma samotného
Chol je tedy velmi strma (strmost vypovida o vySs$i ochoté uspotaddvani lipidd).
Naopak izotermy Cer maji pozvolnéjsi prub¢h. Izoterma smési prasecich Cer nastupuje
kolem 65 A2, (38) Priib&h izotermy syntetickych Cer zavisi na délce jejich fetézce a na
teploté béhem experimentu. (39) Cer s délkou fetézce 16-24 uhliki, které jsou v lidském
SC nejhojnéjsi, maji nastup izotermy kolem 60-70 AZ2. (20) (38) (40) Izoterma volnych
lipidG extrahovanych z lidského SC se zadind zvedat kolem 70 A% (37) Izotermy
jednotlivych kyselin maji nastup ~27 A2, izotermy smési ~35 A% (37) (40) V nasem
piipadé bychom tedy ocekavali, Ze s klesajicim mnoZstvim Chol bude klesat strmost
izotermy a prub¢h bude spiSe pozvolnéjsi, coz se do jisté miry potvrdilo. Nutno vSak
zohlednit, Ze nase smés obsahovala lidské Cer a smés VMK, a musime tedy ocekavat

komplexnéjsi chovani vzorkd.

Obrdazek ¢.16 zachycuje grafické zndzornéni zavislosti plochy jedné molekuly na
mnozstvi Chol v lipidovych vzorcich pii SP 1,5 mN/m a SP 20 mN/m. K urceni téchto
hodnot byly pouZity nejméné 4 reprezentativni vzorky od kazdé koncentrace Chol, ze
kterych byl nasledné vypocitan primér a stanovena smérodatnd odchylka. Jednotlivé

smési se mezi sebou 1i8i zejména hodnotou plochy jedné molekuly pti SP 1,5 mN/m (A15)
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a na grafu jsou reprezentovany ¢ernymi ¢tverci. Pii tomto SP dochézi k nastupu izotermy
a molekuly lipidii se uspotfadavaji spise samovolné bez vétSiho plsobeni SP. Nizké
hodnoty A5 charakterizuji ochotu lipidii se usporadavat tésnéji a projevuji se vyssi

strmosti izotermy. (40)

Plocha jedné molekuly

90
1 = 1,5mN/m
80-: *

*
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Obrazek ¢. 16 Plocha jedné molekuly. Grafické znazornéni zavislosti plochy jedné
molekuly na mnozstvi Chol v lipidovych vzorcich pri povrchovém tlaku (SP) 1,5 a 20
mN/m. Data jsou prezentovana jako prumerna hodnota = SEM, n > 4, * znaci statisticky

vyznamny rozdil viici kontrolnimu vzorku (100 %), p <0,05.

Podle obsahu jednotlivych vzorka pouzitych v této préci by se dalo ptedpokladat,
ze ekvimolarni smés VMK a Cer (Chol 0 %) bude mit nejnizsi hodnotu A5, coZ mize
Teoreticky by nésledovala ekvimolarni smé&s Cer/CMK/Chol (Chol 100 %) a potom
ostatni smési s depleci Chol. V experimentu bylo dokazéano, Ze tato hypotéza byla spravna
a 7e pro vzorek Chol 0 % byla naméfena niz$i hodnota (A1s = 57,58 + 1,5 A?) neZ pro
Chol 100 % (A1s = 60,5 £2,6 A?). Také bylo prokdzano, e s depleci Chol primérna
hodnota A s stoupa [Chol 60 % (A5 = 70,7+1,8 A?), Chol 40 % (Ais = 68,5+ 2,7 A?)
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a Chol 20 % (A1s = 74,6 = 1,1 A?)]. Vyjimka této hypotézy byl vzorek Chol 80 %, ktery

nejochotnéji usporadavaji.

Smeés s ekvimolarnim obsahem CerNS 24/VMK/Chol a 5% ptidavkem (w/w)
CholS, byla zkoumana jiz v pfedchozi praci. (41) Podminky meéfeni byly totozné
(tj. teplota atyp subfize). Hodnoty A;s dosahovaly 38,2 A2 coz je v porovnini
s vysledky této prace podstatng nizsi (Chol 100 % (A1s = 59,70 A?)). Avsak podle vyse
zminéné hypotézy, Ze méné komplexni model (konkrétné model obsahujici pouze CerNS
24 misto smési Cer), je to oekavané. To se potvrdilo jiz v pfedchozim vyzkumu (37),
kde namétené izotermy lipidi SC vykazovaly podstatné méné strmy prubéh (tedy nizsi

ochotu usporadavani lipidi) nez izotermy vzorki ptipravenych ze syntetickych lipidi.

Hodnoty Mma jednotlivych vzorka pfi SP 20 mN/m (A 20) se na rozdil od Ais
ptili§ nelisi (viz obrdzek ¢. 17, Cervena kolecka). Pfi vySsim SP dochézi k organizaci
lipidii zejména na zdkladé komprese, nikoli samovolné. V literatuie byla nalezena
hodnota Ao ¢&istého Chol pfi 32 °C, avsak jiném pH (A -38 A?). (39) Ve stejné praci
byla Axo lipidové smési (CerNS 24/LA/Chol/CholS) zjisténa ~38 A2. Izoterma volnych
lipidt izolovanych z lidského SC za stejné teploty a pH jako v nasem experimentu
dosahla ~47 A%. (37) U kontrolniho vzorku Chol 100 % byla naméfena hodnota nizsi
(A= 36,6 2,5 A?). Tato hodnota odpovida spise smési s obsahem syntetického Cer.
Z toho vyplyva, ze Az zifejm¢ nezavisi na podobnosti ve smési obsazenych molekul,

a tedy na interakcich mezi nimi, ale je ovlivnéna jinymi faktory.
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5.2 Modul kompresibility

Modul kompresibility (Cmax) je pievracend hodnota kompresibility (Cs), kterou
ziskame derivaci izotermy podle rovnice Cs= (-1/4)/(dA/dr). A vyjadiuje teoretickou
plochu jedné molekuly a 7 je povrchovy tlak. Cmax udava miru stlacitelnosti monovrstvy
neboli jeji elasticitu. Cim je hodnota Cmax vySSi, tim je t&sn&jsi uspotradani lipidd
v monovrstveé, coz odpovida vyssi rigidit€. Volnéjsi uspotradani lipidi v monovrstvé je

vvvvvv

monovrstvy. (42)

Na obrazku ¢. 17 jsou znazornény hodnoty Cmax (Cervena kolecka). Hodnoty Mma
reprezentované Cernymi Ctverecky vyjadiuji plochu jedné molekuly, pfi které dosdhla
monovrstva nejvyssi hodnoty Cmax. Tato veli¢ina definuje misto, kde je nejvetsi strmost
izotermy. K urceni téchto hodnot byly pouzity nejméné 4 reprezentativni vzorky od kazdé
koncentrace Chol, ze kterych byl nasledné vypocitin primér a stanovena smeérodatna

odchylka.
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Modul kompresibility (C,ax)
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Obrazek €. 17 Grafické znazornéni zavislosti modulu kompresibility (Cmax) na
mnozstvi Chol v lipidovych vzorcich. Mma neboli plocha jedné molekuly zde vyjadiuje
hodnotu, pri které monovrstva dosahla nejvyssich hodnot Cuax. Data jsou prezentovana
jako primeérnd hodnota = SEM, n > 4, * znaci statisticky vyznamny rozdil viici

kontrolnimu vzorku (100 %), p <0,0001.

Kontrolni vzorek (Chol 100 %) ma hodnotu Mma 38,5 A2. S klesajici koncentraci
Chol Mma také kleséa az ke vzorku Chol 40 %. Poté dochazi k zvySeni Mma aZz do Chol
0 %, kde je hodnota Mma 30 A? (tedy niz8i nez Chol 100 %). Z vysledk® vyplynulo, Ze
mezi vyslednymi hodnotami Mma u smési Chol 40 %, 20 % a 0% je statisticky

vyznamny rozdil vii¢i kontrolnimu vzorku (Chol 100 %).

Kitivka zavislosti Cmax na koncentraci Chol mé podobny priibéh jako bylo popséano
pro kiivku zavislosti Mma na koncentraci Chol. Jedinym rozdilem je hodnota Cmax pro
Chol 80 %, kde je primér mirné¢ vyS$8i neZz kontrolni vzorek, ale bez statistické
vyznamnosti. Hodnoty Cmax byly nasledujici: Chol 100 % (Cmax = 104,7 £+ 10,2 mN/m),
Chol 80 % (Cmax = 108,8 = 11,0 mN/m), Chol 60 % (Cmax = 91,7 + 13,1 mN/m),
Chol 40 % (Cmax = 69,2 + 4,8 mN/m), Chol 20 % (Cnax = 76,5 = 8,5 mN/m) a
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Chol 0 % (Cmax= 89,7 £ 10,2 mN/m). Z namétenych vysledkl vyplyva, Ze hodnoty Crmax

smési s vy$sim podilem Chol se téméf nelisi.

Vysledky Cmax kontrolni smési (Chol 100 %) Ize porovnat s piedchozi praci (41),
kde byla pouzita ekvimolarni smés syntetického CerNS 24/VMK/Chol s 5% pridavkem
CholS (ostatni podminky tj. teplota a typ subfaze byly stejn¢). Hodnoty Cuax u této studie
(41) byly 3,7x vys$$i (Cmax = 382 mN/m). Lze fict, ze uspofadani lipidd u vzorku
obsahujici lidské Cer (Chol 100 %) je volngjsi a charakter monovrstvy je elastictéjsi nez

té, ktera obsahuje synteticky CerNS 24.

V pfedchozim vyzkumu zaméfeném na propustnost komplexnégjSich
multivrstevnych lipidovych modelovych membran SC (sloZeni membran bylo stejné jako
piipravené lipidové vzorky v této praci, liSila se metoda ptipravy membran) (13) byl
pozorovan podobny trend prubéhu jako mé ziskana kiivka zavislosti Cmax na koncentraci
Chol. Konkrétn€ permeabilita piipravenych membran SC pro modelové 1€¢ivo theofylin
klesala od vzorku Chol 100 % aZ ke vzorku Chol 40 %. Nasledné pak permeabilita opét
stoupala s klesajicim mnozstvim Chol. Na prvni pohled tyto vysledky kompletné odporuji
naSim zavérim, ale musime vzit v potaz, Ze lipidy takto ptfipravenych multivrstevnych
membran se nachazeji v pevné fazi. V literatuie bylo nalezeno, ze ptitomnost Chol
zvysuje rigiditu smési lipidi nachazejici se v kapalné fazi, naopak u lipidovych smési
nachazejici se v pevné fazi Chol zabranuje rigidnimu uspoiadani. (43)V naSem piipadé
se lipidy nachazely v kapalné fazi a predpokladali bychom tedy, ze s ubytkem Chol ve
smési bude klesat 1jeji rigidita neboli bude se snizovat modul kompresibility, coz

odpovida zjisténym vysledkim.
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5.3 AFM

Metoda AFM byla pouzita k zobrazeni lipidovych monovrstev na pevném
podkladé. Diky této technice je mozné identifikovat rizné struktury a domény lipidovych
vzorkl. Ziskané informace by mohly pomoct pii objasnéni vlivu koncentrace Chol na
lateralni uspotadavani lipidd ve SC. (33) Snimky vzorkii byly pofizeny pii tfech
zvétsenich: 3%3 um a 10x10 um a 30x30 um. Nejmensi zvétSeni (30x30 um) zde neni

uvedeno, jelikoz vzorky s niz$i koncentraci Chol pfi ném nebyly zcela homogenni.

Zastoupeni Chol [%] Rozdil mezi jednotlivymi Zastoupeni vyssi faze

fazemi [nm] [%]

100 (kontrola) 1,7+0,1 278

59 1,8+0,1 30,1

60 1,1 +0,1 36.3

40 1,3+0,1 105

20 1,7+0,2 44,5

0 1,5+0,1 231

Tabulka €. 3 VySka monovrstvy a % zastoupeni vysSi faze v jednotlivych vzorcich.

Na obrazku ¢. 18 jsou v levém sloupci AFM mikrografy pii zvétSeni 1010 um
sefazené podle klesajiciho zastoupeni Chol ve smési. V pravém sloupci je pak 3X3 um
zvétSeni. Na mikrografech jsou patrné svétlejsi domény, které vystupuji na povrch a maji
vys§i zastoupeni dlouhych Cer a VMK. (39). Téchto domén na obrazcich ptibyva
s narustajicim mnozstvim Cer a VMK a poklesem Chol. Tmavsi domény, které se vice
vyskytuji u vzorkl s vy§§im mnozstvim Chol, charakterizuji niZsi polohu a jsou bohaté
na Chol, CholS a kratké Cer. (39) Z tabulky ¢. 3 vyplyva, Ze rozdil vysky mezi fazemi
(niz8§imi a vy$$imi doménami) se v jednotlivych smésich pfili§ nelisi (~1,1-1,8 nm)

a odpovida literature (38) (~1,3-1,6 nm).

U vzorku Chol 100 % a Chol 80 % jsou viditelné dvé dobie odd€lené faze, coz
smési VMK a Cer. VMK obsazené ve SC vykazuji riznou misitelnost s Chol, napt. PA
(C16) je castecne misitelnd s Chol (v poméru 1:1 dochézi k tvorbé dvou separovanych

fazi) a LA (C24) se s Chol viibec nemisi (tvori se dvé faze). (40) Cer jsou v malém
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mnozstvi misitelné s fazi vysoce bohatou na Chol, naopak pfi nizkém mnozstvi az
sttednim mnozstvim Chol dochazi k tvorbé dvou fazi. Misitelnost dale zavisi na délce

retézce Cer (kratsi Cer jsou misitelné 1épe). (40)

Domény vzorkti Chol 100 % a Chol 80 % maji fetizkovity a vétveny charakter,
coz se shoduje s vysledky predchoziho vyzkumu (33), kde byla pouzita smés podobného
slozeni jako vzorek Chol 100 %. Obdobny tvar domén byl také pozorovan u ptredchozi
studie (40), kde byla pouzita ekvimolarni smés praseciho Cer, Chol a LA. Je patrné, ze
s ubyvajicim mnozstvim Chol se méni charakter svétlych vyssich domén. U vzorkti Chol
60 % a Chol 40 % lze pozorovat hustou sit’” kulatych, drobnych domén, které jsou
navzajem propojeny, avSak nemaji jiz fetizkovity charakter jako kontrolni smés.
Déle piibyvaji drobné, svétlé, granulovité domény, pfiCemz nejvice jich lze spatfit u
vzorku Chol 0 %. Tento jev miiZze byt zptisobeny piibyvajicim mnozstvim Cer (coz muze
byt zplsobeno kvili naristu Cer a VMK ve zkoumanych vzorcich). (33) Bylo také
popsano, ze Chol a CholS zvySuji rozptyleni domén Cer. AvSak piidani VMK do smési
zpusobi piednostni miseni Cer s VMK a vznik vys$Sich domén, které se ochotné&ji
uspotadavaji, a tim je potlacen dispergujici efekt Chol. (33) Bylo by tedy ocekavano, ze
vysS§i mnozstvi VMK a Cer zplsobi nartst ploch vyssich domén a zvysi se celkova
rigidita a kompaktnost systému, coz se Castecné potvrdilo. Byl totiz pozorovan mirny
narust plochy vyssi faze (Tabulka ¢. 3) s ptibyvanim Cer a VMK (a tedy ubytkem Chol).
Pro kontrolni smés byla stanovena plocha vyssi faze 27,8 %. Tato hodnota se poté
postupné zvysuje (zastoupeni vyssi faze pro Chol 80 % = 30,1 %; Chol 60 % = 36,3 %:;
40 % = 42,5 %; 20 % = 44,5 %) a k vyraznému poklesu nasledné dojde u vzorku bez
obsahu Chol (zastoupeni vyssi faze pro Chol 0 % = 23,1 %).

Jak jiz bylo fe€eno, s klesajicim mnozstvim Chol ve vzorcich byla pozorovana
ztrata fetizkového charakteru vysSich domén, naopak se zacinaji vytvaret kulovité
domény, které se postupné zmensuji. Zajimavé je, Ze nejmensi velikost svétlych domén
byla pozorovana u smési Chol 40 %. Podobny trend, tedy zména chovani smési ve 40 %
Chol, byl pozorovan u vysledkit modulu kompresibility (viz kapitola ¢. 5.2), kde nejnizsi
hodnota Cmax byla naméfena také u vzorku Chol 40 %. Opétny ndrGst domén lze
pozorovat od vzorku Chol. 20 %. Nésledny riist domén by mohl byt zapfi¢inény

interakcemi s pfibyvajicim mnozstvim VMK ve smési. (38)
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Chol
100 %
5.0nm 5.0 nm
-5.0 nm -5.0 nm
600.0 nm
Chol
80 %
5.0 nm 5.0 nm
-5.0 nm -5.0 nm
2.0um 600.0 nm
Chol
60 %
5.0 nm
-5.0 nm

2.0um 600.0 nm
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Chol

40 %
5.0 nm
-5.0 nm
600.0 nm
Chol
20 %
5.0 nm
-5.0 nm
2.0um 600.0 nm
Chol
0 %
5.0 nm
-5.0 nm

2.0um 600.0 nm

Obrazek €. 18 Zobrazeni monovrstev pomoci techniky AFM. Ve sloupci A jsou

monovrstvy zobrazeny pri zvétseni 10x10um a ve sloupci B pri zvétseni 3x3um.
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5.4 Hodnoceni lipidovych monovrstev pomoci BAM

Metoda BAM byla pouzita jako komplementarni metoda pro studium lipidovych
monovrstev. Ackoliv je BAM vysoce citliva metoda, ktera dovoluje studovat struktury
v fadu pm, jeji nevyhoda spociva v tom, ze nelze zarucit pfitomnost senzoru v okoli
dilezitych ¢asti monovrstvy. Pfi této metod¢ byla pouzita vétsi vanicka a veétsi mnozstvi

vzorku.

BAM dokéaze zachytit predev§im zmény probihajici na mezitazi. Pokud je
monovrstva kompaktni nebo neni pfitomna v blizkosti senzoru (tj. je zobrazena pouze
subfaze), na mikrografech je viditelnd pouze Cerna barva. Naopak jestlize je senzorem
zachycena koexistence vice fazi, svétle jsou zobrazeny cCasti monovrstvy s tésnéji
uspofddanymi molekulami (vétSinou se jednd o kapalné-rozptylenou (L1)
a kondenzovanou (L2) fazi). (44) Tvar domén mize byt ovlivnén nejen chemickou
strukturou lipida, ale také povrchovym tlakem, teplotou a pH subfaze. (45) V nasem

piipad¢ se ménilo slozeni jednotlivych vzorkl a povrchovy tlak.

Lipidové smési jsou zachyceny na obrazcich pii SP 1,5 mN/m, SP 20 mN/m a pro
zajimavost je uveden i1 obrdzek lipidové smési, kde SP dosahuje 40 mN/m, coz je tlak
blizky kolapsu monovrstvy. Pii piiblizovani bariér do stfedu vanicky (se zvySujicim se
SP) dochazi ke snizovani plochy jedné molekuly a k t€snéjSimu uspotradéani lipidi ve
vzorcich. Hodnoty Mma lipidovych vzorkt jsou uvedeny pod obrazky (viz obrazek ¢. 19),
avsak nelze porovnat jejich zavislost na hodnotach SP s hodnotami v kapitole 5.1, jelikoz

zde byla pouzita vétsi vana a veétsi mnozstvi pufru a vzorku a nizsi rychlost bariér.

Na obrazcich je moZzné pozorovat zejména pruhovité domény rizné Sife. Pti SP
1,5 mN/m jsou viditelné Sir$i pruhovité domény lipidi, které vystupuji na povrch.
Naopak pfti SP 20 mN/m jsou domény tenci, ale maji stile pruhovity charakter.
Site domén je také ovlivnéna zastoupenim Chol ve vzorcich; nejtenéi domény jsou
s literaturou (46), kde bylo nalezeno, Ze po pfidani Chol k monovrstvé fosfolipidi,
dochazi k tvorbé tenkych pruhovitych Utvari. Zaroven se zvySujicim mnoZstvim Chol
anebo se zvySujici se kompresi dochazi k prodluZzovani a ztenovani pruht. (46).

Vznik pruhovitych domén mize byt také ovlivnén pitomnosti dipdlovych interakei, které
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pusobi mezi jednotlivymi lipidy ve vzorcich. Tyto interakce ovliviuji spiSe délku
pruhovitych domén. Pokud na sebe dipdly plsobi repulzn€, pak dochéazi ke vzniku
dlouhych pruhovitych lipidovych domén, anebo se mohou opacné nabité dipdly

pritahovat, coz se projevi kratSimi pruhovitymi doménami. (45) (46) (47)

Zajimavé jsou jasné bilé bodovité domény, které se ve zvysené miie zobrazuji u
smési s ¢astecnou depleci Chol (Chol 40 %), ale nejsou tolik viditelné u kontrolni smési
a prekvapivé ani u smési bez obsahu Chol. V literatuie bylo nalezeno, Ze podobné
domény jsou blize k mikroskopu, tedy vystupuji nad povrch monovrstvy. (48) Mohlo by
se jednat o useky monovrstvy, kde se kvili vysokému SP, lipidy pieklopily do

vicevrstevnych domén.
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Chol 100 % Chol 100 %
SP = 1,5 mN/m SP =20 mN/m
Mma = 51,71 A2 Mma = 44,28 A4°

Chol 40 % Chol 40 %
SP =15mN/m SP =20 mN/m
Mma = 37,86 A4° Mma = 27,54 4°
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Chol 0 % Chol 0 %
SP=154 SP=20A4
Mma = 62,52 A2 Mma= 46,76 A°

Chol 100 %
SP = 40 mN/m
Mma = 27,99 4°

Obrazek ¢. 19 Lipidové monovrstvy zobrazené pomoci BAM. Snimky zachycuji
monovrstvy pri kompresi 1,5 mN/m a 20 mN/m. Posledni obrdzek zndzorniuje monovrstvu

Chol 100 % pri SP = 40 mN/m.
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6.Zaveér

Spravné uspotradani koznich lipidii v lipidové matrix SC je kli¢ové pro zachovani
bariérovych vlastnosti ktize. V této praci byl studovan vliv koncentrace Chol na
usporadavani lipidi za vyuziti monovrstevnych model. Jako hlavni charakteriza¢ni
techniky byly pouzity metody Langmuirovy monovrstvy na rozhrani vzduch-kapalina,

BAM a AFM.

Komplexnost méfenych lipidovych smési a ptitomnost lidskych Cer zplsobila
pozvolny priubeh izoterm, pricemz nejveétsi strmost vykazovala izoterma vzorku Chol
80 %. Bylo zjisténo, ze rizné mnozstvi Chol ve smési ma vliv zejména na samovolné
uspotadavani lipidd, tj. hodnoty Ais jednotlivych smési se mezi sebou vyznamné lisi,
naopak hodnoty Axo vykazuji jen nepatrné rozdily. Zaroven se potvrdilo, Ze s klesajicim
mnozstvim Chol ve smési se do jisté miry zvySuje elasticita monovrstvy. Prekvapive bylo
zji§téno, Ze tyto smési maji daleko niz8i Cmax nez podobné smési s obsahem syntetickych
Cer (3,7 % niz8i nez smesi s obsahem CerNS 24). Protoze smési v této praci byly
komplexnéjsi a blizsi fyziologickému slozeni lipidi ve SC nez zminéné modely se
syntetickymi Cer, nabizi se tedy hypotéza, ze nizsi Cmax a tedy vyssi elasticita membran
muze byt dilezitd pro fyziologickou funkci kozni bariéry. Nejnizsi hodnoty Cmax a tudiz
nejvetsi elasticita, byla zjiSténa u vzorku Chol 40 %. Pomoci AFM byla také u tohoto
vzorku zaznamenana nejmensi velikost svétlych lipidovych domén. AFM mikrografy
také potvrdily zvysené ,,fetizkovani domén s vyssim obsahem Chol. Zda se tedy, ze Chol
hraje dtlezitou roli v propojeni lipidickych domén. Velice pozoruhodné je, ze podobny
trend pribéhu jako ma graf zavislosti Cmax na koncentraci Chol a rist velikosti vy$sich
domén u AFM mikrografl, byl jiz dfive pozorovan a bylo zjiSténo, Ze vyss$i mnoZstvi
Chol v multivrstevnych membranach neni nezbytné nutné pro permeabilitu, a tedy
bariérovou funkci. To by mohlo souviset se zvySenou elasticitou Chol deficitnich

monovrstev.

Do budoucna by mohlo byt zajimavé zkoumat chovani lipidové smési

s ekvimoldrnim mnozstvim Cer/VMK/Chol a s 5% ptidavkem (w/w) CholS, kde by

postupné klesalo mnozstvi Chol a na jeho Ukor by nartistalo zastoupeni CholS. Takto

nastavené podminky by mohly pomoct pii objasnéni patologickych pochodl u recesivné
X-véazané ichtyozy.
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