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1. UVOD

1.1. GRADA EPIDERMISA

Epiderma je gradena od 5 razli¢itih slojeva stanica, a to su redom: stratum basale, stratum
spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum i stratum corneum; pri ¢emu je stratum lucidum
prisutan isklju¢ivo na djelovima tijela gdje je koZa izrazito zadebljana (dlanovi i stopala). Zive

stanice koze svih slojeva su keratinociti, dok su stanice koje grade stratum corneum korneociti.

Svaki sloj ima odredenu karakteristiku, te je stratum basale (monosloj stanica) jedini u potpunosti
nediferencirani sloj mati¢nih stanica ¢ija je glavna funkcija odrzavanje koze u dinami¢noj ravnotezi
izmedu stvaranja novih stanica i gubitka mrtvih stanica deskvamacijom s povrsine. Nadalje, kroz
stratum spinosum (varijabilno od 1, 2 do vise od 20 slojeva) i stratum granulosum (3 sloja) vidljive
su sve faze diferencijacije keratinocita kako se oni krecu suprabazalno do konacne formacije
mrtvog oroznjelog sloja stratum corneuma (debljina 10-20 slojeva stanica) (Freeman i Sonthalia,
2019; Jennings i sur., 2017).

Stratum corneum

Slika 1. Prikaz epidermalnih slojeva koze konja (preuzeto iz Jennings i sur., 2017.)



1.2. KOZNA BARIJERA I NJEZINA ULOGA

Glavna funkcija koze oc€ituje se kroz njezinu ulogu barijere sa svrhom zastite organizma ponajprije
od pretjeranog gubitka vode i elektrolita, a zatim i Stetnog UV zraCenja, prodora mikroorganizama
te ograniCavanja penetracije razli¢itih tvari poput lijekova, alergena, polutanata iz okolisa itd. Uz
sve navedeno, koza je i senzorni organ te najutjecajniji ¢imbenik u regulaciji tjelesne temperature
(Mojumdar i sur., 2013; Lee i sur., 2006).

Fizicku barijeru ¢ine slojevi oroznjelih mrtvih stanica (korneocita) stratum corneuma uklopljeni u
kompleksno organiziran izvanstani¢ni lipidni matriks ¢ije glavne komponente ¢ine ceramidi,
kolesterol i slobodne masne kiseline. Sami korneociti svoja svojstva, poput mehanic¢ke ¢vrstoce,
dobivaju zahvaljuju¢i vrlo uredenom procesu diferencijacije kroz koji epidermalne stanice
(keratinociti) prolaze prilikom sazrijevanja i programiranog umiranja. Iz razloga $to su korneociti
vrlo slabe propusnosti, vecina tvari ¢e prilikom transdermalnog kretanja imati tendenciju
prolaZzenja intercelularnim putem stoga je upravo ustroj medustani¢nog prostora kljuc¢an ¢imbenik

U ograni¢avanju permeabilnosti koze (Bouwstra i sur., 2003).
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Slika 2. Shematski prikaz fizicke barijere koze koji ukljucuje stanice i medustaniéni prostor stratum

corneuma (preuzeto i prilagodeno prema Bouwstra i sur., 2003).

Za druge navedene zastitne uloge koze zasluzni su razli¢iti medijatori upale poput prostaglandina,
histamina, leukotriena itd. koji reguliraju imunosne odgovore u kozi (imunosna barijera); zatim
melanin, metaboliti vitamina D i C te trans-urokanska kiselina sa svojstvima apsorpcije UV
zracenja te proteini toplinskog Soka, antimikrobni peptidi i regulatori pH (kemijska barijera) (Lee
i sur., 2006; Proksch i sur., 2006).



1.3. NASTANAK FUNKCIONALNE KOZNE BARIJERE

Na razvojnom putu od bazalnih mati¢nih stanica koze do funkcionalnih korneocita keratinociti
prolaze vrlo slozenu i strogo kontroliranu diferencijaciju. Sam proces zapocinje signalizacijom
preko integrinskih receptora na suprabazalnoj stanici nastaloj vertikalnom (asimetricnom) diobom
bazalne stanice (Eckhart i sur., 2013; Simpson i sur., 2011). Naime, bazalne stanice integrinima su

usidrene na bazalnu membranu $to je svojstvo koje diobom nastale stanice kéeri gube.

Integrini predstavljaju vaznu skupinu transmembranskih heterodimernih molekula koje
omogucavaju komunikaciju stanica s njihovim mikrookoliSem, sudjelujuci u provodenju signala iz
okoline u stanicu te iz unutra$njosti stanice prema izvastani¢cnom prostoru. Opisano je 11
integrinskih dimera u epidermalnim keratinocitima (kombinacije razli¢itih tipova a i B podjedinica)
od kojih veéina s citoplazmatske strane ostvaruje interakcije s aktinskim filamentima preko
proteina adaptora, a neki su, poput integrina a6f4, povezani s hemidezmosomima (Howe i
Addison, 2012; Simpson i sur., 2011; Sastry i Horwitz, 1993). Nakon odvajanja keratinocita od
bazalne membrane i aktivacije signalnih puteva koji dovode do diferencijacije stanice (pod
utjecajem p63 i drugih transformacijskih faktora) dolazi do promjena u genskoj ekspresiji (Eckhart
i sur., 2013).
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Slika 3. Prikaz interakcija bazalne stanice i bazalne membrane ostvarenih preko integrinskih

receptora (preuzeto i prilagodeno prema Simpson i sur., 2011).
Keratin i dezmosomi

Jedna od najvaznijih unutarstani¢nih struktura keratinocita svakako su proteini keratini koji se
udruzuju primarno u heterodimerne molekule gradene od po jednog keratina tipa | i tipa Il, a
sekundarno u tetramere i keratinske filamente ¢ija mreza omeduje jezgru i Siri se duz cijele

citoplazme prema periferiji stanice usidrujuci se u konacnici na dezmosomima (Slika 4).

Stvaranjem keratinske mreze postize se mehanicki integritet stanice, a preko dezmosoma koji
povezuju susjedne stanice i mehanicka stabilnost cijelog tkiva (epidermisa) klju¢na za
funkcionalnost kona¢ne kozne barijere (Moll i sur., 2008; Downing, 1992; Lu i Lane, 1990).
Upravo zbog znacaja dobre povezanosti stanica brojnost dezmosoma u epidermalnom tkivu je vrlo

visoka.

Slika 4. Prikaz organizacije keratinskih filamenata i njihova povezanost s dezmosomima u stanici
keratinocita. (A) Vizualizacija keratina K18 (crveno) i stani¢ne jezgre (plavo) dobiveno
imunofluorescentnim bojenjem; (B) Keratinski filamenti (crveno) i komponenta dezmosoma

dezmoplakin (zeleno) u kulturi keratinocita linije HaCaT (preuzeto iz Moll i sur., 2008).



Strukturno, dezmosomi su gradeni od nekoliko tipova proteina: dvije vrste kadherina: dezmogleina
I dezmokolina, ¢iji ekstracelularni dijelovi grade poveznicu s dezmosomom susjedne stanice, a
unutarstani¢ni dijelovi vezu proteine plakoglobin i plakofilin na koje se dalje nastavljaju
dezmoplakini, a u konacnici je cijela struktura povezana s keratinskim filamentima s$to ukupno
stvara dezmosomalni plak s unutrasnje strane stanicne membrane (Simpson i sur., 2011; Waschke,
2008).
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Slika 5. Prikaz dezmosoma dobiven elektronskom mikroskopijom; vidljivi su dezmosomski
plakovi unutar stanice te izvanstani¢ne domene kadherina koji grade poveznice izmedu dva

dezmosoma (preuzeto i prilagodeno prema Waschke, 2008).

Udio keratinskih filamenata u ukupnom stani¢cnom sadrzaju znacajno se povecava kako korneocit
prolazi razvojnim stadijima kroz stratum spinosum i stratum granulosum, a prijelazom iz bazalnog
sloja u stratum spinosum ujedno se mijenja i sam sastav keratinskih dimera. Naime, tip keratinskih
dimera utjee na sposobnost njihovog umreZavanja te time u konacnici i na stupanj mehanicke
¢vrstoce tkiva. Iz tog razloga epitelne stanice tkiva koja ne prolaze kroz znacajan mehanicki stres,
poput parenhimatoznih organa (jetra, zu¢ni mjehur, slezena, guSteraca itd.), stvaraju rahle i
malobrojne keratinske filamente, dok epitelne stanice suprabazalnih slojeva koze zahtjevaju

najizrazeniju mehanicku otpornost, a time i najveci stupanj umrezavanja keratina. Sukladno tome,



keratinski dimeri tipa K5/K14, prisutni u bazalnim stanicama, se u visim slojevima epidermisa

zamijenjuju tipom K1/K10 koji ima znacajno vecu sposobnost umrezavanja (Moll i sur., 2008).

K5 K10 \ - A,

Slika 6. Prikaz roznatog epitela u kojem je provedena vizualizacija keratina K5 (A) i K10 (B); (A)
Stanice bazalnog sloja vidljivo su bogate keratinom K5 dok se u suprabazalnim slojevima njegova
koli¢ina smanjuje; (B) Suprabazalni slojevi bogati su keratinom K10 dok je vidljivo potpuna
odsutnost tog tipa keratina u stanicama bazalnog sloja (preuzeto i prilagodeno prema Moll i sur.,
2008).

Keratohijalinske granule

Kako bi keratinska mreza bila jos ¢vrsca, sazrijevanjem keratinocita zapocinje sinteza i nakupljanje
profilagrinskih molekula u obliku kompleksa zvanih keratohijalinske granule. Svaka molekula
profilagrina (>400 kDa) u tom kompleksu polimer je filagrina s 10-12 ponavljanja.
Keratohijalinske granule u najve¢em broju vidljive su u stratum granulosumu koji je prema njima
dobio i ime. Potaknuto signalizacijom u stanici, zapocCinje defosforilacija profilagrina nakon ¢ega
slijedi proteoliza molekule do filagrinskin  monomera uz proteaze CAP1/Prss8 i
SASPase/ASPRV1. Vaznost filagrina je u njegovom svojstvu da se veze na keratinske filamente i
potice njihovu jo§ vecu agregaciju, stvarajuci time stabilan potporanj i temelj za izgradnju oroZene
ovojnice stanice, a kondenzacijom citoskeleta omogucavajuci i spljosteni oblik stanice do razine
vidljive u stratum corneumu (Freeman i Sonthalia, 2019; Egawa i Kabashima, 2017; Eckhart i sur.,
2013).

Lamelarna tjeleSca



Napredovanjem keratinocita kroz slojeve dolazi do jo§ jedne znacajne promjene U Stanici, a to je
pojava lamelarnih tjelesaca (granula) — posebnih organela, svojstvenih keratinocitima, ¢ija funkcija
je doprema raznih molekula poput lipida (uglavhom u obliku prekursora) vaznih za stvaranje
lipidnog izvanstani¢nog matriksa (detaljno opisano u poglavlju 4.), enzima potrebnih za razgradnju
lipidnih prekursora, proteaza klju¢ne za transformaciju dezmosoma i regulaciju procesa
deskvamacije te njihovih inhibitora itd. iz stanice u izvanstani¢ni prostor na granici Stratum

granulosuma i stratum corneuma (Elias i Wakefield, 2014).

Klju¢na za kasnije faze sazrijevanja keratinocita, lamelarna tjeleSca vidljiva su elektronskim
mikroskopom tek od visih slojeva stratum spinosuma gdje su jos malobrojna, a kroz daljnje slojeve
znacajno mijenjaju i Svoju brojnost, ali i morfologiju. Naime, prethodna teorija prema kojoj su
lamelarna tjeleSca iskljucivo vezikule koje fuzijom sa stanicnom membranom dopremaju svoj
sadrzaj u medustani¢ni prostor kako bi se omogu¢ilo stvaranje lipidnih lamela (Landmann, 1986),
zamijenjeno je suvremenom teorijom. Zahvaljuju¢i novim tehnikama poput FIB-SEM (eng.
Focused lon Beam — Scanning Electron Microscopy) omoguéeno je trodimenzionalno prouc¢avanje
stani¢nih organela te je kroz seriju slika zabiljezen cjelokupan razvoj trans-golgijeve mreze i
lamelarnih tjeleSaca od gornjih slojeva stratum spinosuma pa sve do najviseg sloja stratum
granulosuma (Hollander i sur., 2015). Dobivene slike povezane su u 3D prikaze i time je detaljno

razjasnjeno pitanje morfologije takvih organela.




Slika 7. (A-C) Vizualizacija razlika u morfologiji lamelarnih tjeleSaca kroz tri sloja stratum
granulosuma; (D) Dominantno retikularna morfologija uz nekoliko vidljivih vezikularnih oblika u
SG1 (glave strelica); (E) Retikularni oblik uz staniénu membranu (strelica) te vezikularni u
unutra$njosti (glava strelice) uo¢en u SG2; (F) Dominantno vezikularna morfologija uo¢ena u SG3

(glava strelice) (preuzeto iz Yamanishi i sur., 2019).

Prema tim saznanjima, lamelarne granule, koje svoje porijeklo nalaze u trans-golgiju, u najvisim
slojevima stratum spinosuma su iskljucivo jajolikog oblika (u skladu sa prethodnim teorijama), no
ve¢ u 2. sloju stratum granulosuma dolazi do zna¢ajne promjene iz vezikularnog u retikularno-
tubularni oblik. Naime, pomoc¢u metode bojanja teSkim metalima, FIB-SEM tehnikom je uocena
lokalizacija golgijevog aparata neposredno uz jezgru te razvoj i umrezavanje trans-golgijeve mreze
i lamelarnih granula kroz slojeve pri ¢emu se postupno stvara kontinuirana mreza tubula na
periferiji stanice koja je u 1. sloju stratum granulosuma ujedno i prevladavajuéi oblik ovih organela
(Yamanishi i sur., 2019).

LGs

Slika 8. (A-C) Vizualizacija sazrijevanja trans-golgijeve mreze (TGN) i lamelarnih granula (LG)
kroz stratum spinosum i sva 3 sloja stratum granulosuma; (D) Uveéani prikaz odnosa trans-
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golgijeve mreze i lamelarnih tjelesaca u 2. sloju stratum granulosuma; (F-1) 3D prikaz dijela slike
(D) koji potvrduje stvaranje kontinuirane tubularne mreze izmedu trans-golgija i lamelarnih

tjeleSaca (strelice) (preuzeto iz Yamanishi i sur., 2019).

Postojanje retikularno-tubularne morfologije klju¢no je za odvijanje tako opseznog lucenja
sadrzaja granula u medustani¢ni prostor iz razloga §to vezikularna morfologija podrazumijeva
proces formacije pupanjem vezikula iz trans-golgijeve mreze, difuziju vezikula do stanicne
membrane i u konaénici fuziju s membranom s$to zahtjeva utrosak mnogo vece koli¢ine energije,
vremenski je dugotrajnije, a sama kontrola procesa stvaranja barijere je smanjena zbog promjene
topologije membrane. Posljedi¢no to ¢ini tu metodu dopreme velikih koli¢ina lipida i drugih tvari

izvan stanice znatno manje uc¢inkovitom (Norlen, 2001).

OroZena ovojnica

U visim slojevima stratum granulosuma, paralelno s razvojem retikularne mreze lamelarnih
tjeleSaca zapocinje i Stvaranje orozene ovojnice na periferiji stanice. Sam proces odvija se u tri
kljucne faze, a ukljucuje sintezu i organizaciju nekoliko vaznih proteina, a to su: involukrin,

lorikrin, envoplakin, periplakin te novije otkriven perifilin (Lopez i sur., 2006).

Najprije se eksprimiraju geni za periplakin, envoplakin i involukrin povezano s porastom
unutarstani¢ne razine kalcija kroz stani¢ne slojeve radi postupne razgradnje endoplazmatskog
retikuluma. Nakon sinteze, envoplakin i periplakin stvaraju heterotetramere te zajedno s
involukrinom postaju asocirani uz stani¢nu membranu. Istovremeno nastaje i enzim
transglutaminaza 1 (TG1) koji se usidruje u staniénu membranu te potaknuto povisenom razinom
kalcijevih iona zapocinje proces umrezavanja navedenih proteina stvarajuc¢i N-(y-glutamil)lizin
1zopeptidne veze. Posljedicno, stvara se kontinuirani proteinski monosloj uz staniénu membranu
koji ukljucuje i dezmosome zahvaljuju¢i njihovim vezama s plakinskim dimerima (Egawa i

Kabashima, 2017; Kalinin i sur., 2001).

Sljedeci korak predstavlja sinteza lipidne ovojnice koja zapo€inje lucenjem sadrzaja lamelarnih
tjeleSaca. Tim putem w-hidroksi ceramidi dospijevaju u stanicnu membranu, premos$¢uju ju svojim
dugim hidrofobnim repovima i povezuju se s proteinskim monoslojem uz aktivnost TG1
stvaranjem o-hidroksiesterskih veza izmedu hidroksilnih krajeva ceramida i aminokiselinskih
ostataka glutaminske kiseline iz polipeptidnih lanaca proteina (Kalinin i sur., 2001). Istodobno se

9



luCe i razni enzimi iz porodice kiselih hidrolaza poput sekretornog oblika fosfolipaze Az koja
uklanja masne kiseline s fosfolipida stani¢ne membrane (Wertz, 2018; Maury i sur., 2000). Rezultat
takvih procesa je postupna razgradnja membrane i njena zamjena ceramidima kovalentno vezanim

na orozenu proteinsku ovojnicu.

Tre¢i 1 konacni korak je ucvrSéivanje nastale ovojnice dodatnim proteinima pri ¢emu je
najznacaniji lorikrin ¢iji udio u proteinskoj ovojnici prelazi 80% (Ishida-Yamamoto i Igawa, 2014).
Kao netopljivi protein, lorikrin se prvotno sekvestrira u obliku granula, a zatim stvara homo i
heterodimere s topljivim proteinima iz porodice SPR-ova (engl. small proline-rich proteins) uz
aktivnost citosolne transglutaminaze 3 (TG3) ¢ime se lorikrinu poveéava solubilizacija.
Translokacijom na periferiju, nastali kompleksi postaju dostupni TG1 te se povezuju s postoje¢om

proteinskom skelom postupno stvarajué¢i nove slojeve (Kalinin i sur., 2001).

Klju¢
e Emophkin
e Perplakin

Invohukrin

"( Transglutaminaza 1
( Transglutaminaza 3

TN Keratin 5714
I Keratin 172610
e N
() Lorikin
© SPR proteini
@ Drsiproteini
1 Fosfolipidi
== ()-OHCerami

== Masne kis., kolesterol itd. /
= Esterske veze ceramida /

Golgijev
aparat
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Slika 9. Slijed procesa ukljuéenih u stvaranje oroZene ovojnice (preuzeto i prilagodeno prema

Kalinin i sur., 2001).
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Korneodezmosomi

Drugi stani¢ni organeli poput ve¢ navedenog endoplazmatskog retikuluma, jezgre, ali i
mikrotubula, dezmosoma itd. za to se vrijeme razgraduju. Dezmosomi pri razgradnji zapravo
prolaze transformaciju u mnogo ¢vrs¢e korneodezmosome predvodeno molekulama koje
dospijevaju u medustaniéni prostor tokom sekrecije lamelarnih tjeleSaca ve¢ izmedu 2. 1 1. sloja
stratum granulosuma. Klju¢ne molekule u tom procesu su CDSN (korneodezmozin) te enzim CRP
(engl. kallikrein-related peptidase) i LEKTI (engl. lympho-epithelial Kazal-type related inhibitor)
(Jonca i sur., 2011).

Vazan korak je vezanje korneodezmozina na izvanstani¢ni dio dezmosoma koji na taj nain postaje
tzv. dezmosomalna plo¢a (Raknerud, 1975), proces kojim se radi snaznog adhezivnog svojstva
korneodezmozina u konacnici doprinosi funkcionalnosti kozne barijere smanjenjem nepozeljne

deskvamacije (Ishida-Yamamoto i lgawa, 2014).

" o keratinski filamenti
;_-_:-_U_ M — W

stani¢na
membrana

1 lamelarna
granula

kornificirana ovojnica keratinski makrofibrili

<«—dezmosomalna plo¢a

3 JAVAN 4

Slika 10. Shematski prikaz stvaranja korneodezmosoma (preuzeto i prilagodeno prema Ishida-

Yamamoto i Igawa, 2014).
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Voda

Voda se do epidermisa dovodi uglavnom preko akvaporina (pretezno AQP3) bazalnog sloja gdje
su oni najbrojniji, a njihov udio zna¢ajno se smanjuje prema stratum granulosumu te iz tog razloga
i sam udio vode pada u suprabazalnom smjeru. Za odrzavanje optimalne hidratacije visih slojeva
vazan je glicerol koji veze i zadrzava vodu. Ipak, izmedu stratum granulosuma i stratum corneuma
ustanovljen je drasti¢an pad udjela vode sa 70% na svega 10-15%. Takav gradijent vode vazan je
za odvijanje procesa djelomi¢ne proteolize filagrina u korneocitima kojim nastaju higroskopne
aminokiseline koje spadaju u skupinu koznih humektansa poznatu kao NMF (prirodni faktor
vlaznosti, engl. natural moisturising factor). Ve¢inom, to su Glu, Arg i His (oko 48%), ali i njihovi
daljnji derivati urokanska kiselina i pirolidon karboksilna kiselina, ¢iji nastanak je reguliran
kaspazom 14, kalpainom 1 i bleomicin hidrolazom. Uz sve navedene molekule zastitu od
pretjeranog gubitka vode pruzaju i mlije¢na kiselina (10%), ioni minerala poput kalcija, natrija i
kalija (5%) za Cije podrijetlo se zasluZzne smatraju zlijezde znojnice, zatim urea (oko 5%) i glukoza.
Nadalje, i sam keratin ima vaznu ulogu u odredivanju udjela vode zbog toga Sto njezino
zadrzavanje ovisi i o strukturnoj organizaciji keratinske mreze u stanici. Promatraju¢i stratum
corneum, vec¢inu vode posljedi¢no nalazimo unutar stanica, a ne u medustani¢énom prostoru (Egawa

i Kabashima, 2017; Guzman-Alonso i Cortazar, 2016; Caspers i sur., 2001).

Ispravno odvijanje svih navedenih stani¢nih promjena uslijed diferencijacije keratinocita u

konacnici ¢e rezultirati nastankom funkcionalne kozne barijere.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Zbog kompleksnosti lipidnog sastava koZze, znanstvenici su dugi niz godina pokusavali do¢i do
istinskih odgovora na pitanje konkretne strukturne organizacije svih ukljucenih lipida i njihovih
pojedinac¢nih funkcija. Sva otkri¢a podrucju iznimno su vazna za bolesnike koji pate od razli¢itih
koznih oboljenja poput psorijaze, akni, seboroi¢nog dermatitisa, rozaceje, atopicnog dermatitisa,
ihtioze itd. Za mnoge od tih bolesti patogeneza dugo nije bila poznata, a pozornost nije bila
dovoljno skrenuta na poremecaje u sastavu lipidnih komponenti i na sveukupne promjene koje
vode do narusenosti kozne barijere. S obzirom da su to bolesti koje oboljelima narusavaju kvalitetu
svakodnevnog zivota i smanjuju samopouzdanje, ovaj rad sluzi kao pregled svih vaznih procesa
koji se odvijaju u kozi kako bi nastala funkcionalna kozna barijera, te njenog cjelokupnog lipidnog
sastava, potkrijepljeno rezultatima novijih znanstvenih istrazivanja, uz prikaz aktualno prisutnih
kozmeceutika na trzistu s aktivnom ulogom u obnovi kozne barijere, a sve s ciljem boljeg

razumijevanja koze, a time i racionalnijeg pristupa odabiru kozmetickih pripravaka.
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3. METODE | MATERIJALI

Za izradu diplomskog rada koristene su on-line baze podataka: Pub Med, Elsevier, Journal of
Experimental Biology i NCBI kao izvor znanstvenih radova objavljenih u razli¢itim stru¢nim
Casopisima. Za potrebe istrazivanja koristene su kljuéne rije¢i na engleskom jeziku: skin lipid
composition, role of cholesterol sulfate, ceramide types, lamellar granules, desquamation,
keratin types, lipid lamellae organisation, lipid lamellae composition, sebaceal lipids, ceramide
synthesis, free fatty acids in skin, skin barrier function, corneocyte lipid envelope, corneocyte
differentiation, skin lipid models, epidermal surface lipids, role of cholesterol in skin, water
content in stratum corneum, lateral packing of lipids, ortorhombic lateral packing, electron

diffraction on lipids, involucrin, filaggrin, corneodesmosomes itd.

Pretrazivanjem ¢lanaka trazeni su odgovori na problematiku ovog rada i u tu svrhu izdvojeni

kriti¢ki prouceni znacajniji rezultati istrazivanja.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. CERAMIDI

Ceramidi su sfingolipidi gradeni od sfingoidne baze, koju ¢ini dugolan¢ani amino alkohol i masnih
kiselina povezanih amidnom vezom. Prema masenom udjelu ¢ine 50% lipidnog matriksa u
medustani¢nom prostoru stratum corneuma sto ih ¢ini njegovom glavnom komponentom (Vavrova
I sur., 2017). Do danas je otkriveno 18 podvrsta ceramida (Uche i sur., 2019a) od kojih u gradi
kozne barijere potvrdeno sudjeluje njih 12, a kategorizirani su prema razlikama u gradi njihovih
baza te stupnju hidroksilacije vezanih masnih Kkiselina. Prema bazi dijelimo ih na: sfingozin (S),
fitosfingozin (P), 6-hidroksisfingozin (H) i dihidrosfingozin (dS) ceramide, a masne kiseline mogu
biti: nehidroksilirane (N), a-hidroksilirane (A) ili o-hidroksilirane (O) pri ¢emu slova u zagradama
predstavljaju oznake nomenklature prema Motta i suradnici (1993) (Slika 11) (Cha i sur., 2016).

"((i'p r?asne Nehidroksilirane  a-hidroksilirane esterificirane ®-
SEUE masne kis. [N]  masne kis. [A] hidroksi masne kis. [EQ]
oj““““""‘“‘“ o;"“"“"""“‘ o""""""

baze
Dihidrosfingozin o o4 oH
/\;.'\“AMMM MO b "o "o nn
- [dS]  [NdS, Cer10]  [AdS, Cer 11] [EOdS]
Sfingozin - O VN SR . S
o HO HO Wy HO Ly
HO | OJ\ANW\M OJ\.N\M/N OJ\NWW\A
4l [S] [NS, Cer 2] “"[AS , Cer 5] [EOS, Cer 1]
Fitosfingozin H.qu no Ho oH
HO OH HO Ly HO \H HO \m
HO ‘“‘ OJ\/\/\M/VV\ OJ\"’WWVV\ OJ\MAMMOiAMMM
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- [H] [NH, Cer 8] [AH, Cer 7] [EOH], Cer 4

Slika 11. Tabli¢ni prikaz tipova ceramida (Cer) potvrdenih u stratum corneumu. Sivom bojom
slijeva nadesno prikazane su vrste vezanih masnih kiselina, a od vrha prema dolje vrste baza

(preuzeto i prilagodeno prema Jun Cha i sur., 2016).

Svi ceramidi bitni za izgradnju funkcionalne kozne barijere sintetiziraju se u endoplazmatskom

retikulumu prilikom sazrijevanja keratinocita, zatim se prevode u glukozilceramide i
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sfingomijeline kao svoje polarne prekursore uz aktivnost glukozilceramid sintaze i SM sintaze, te
se kao takvi translociraju do Golgijevog aparata. Putem lamelarnih tjelesaca izluuju se u
izvanstani¢ni prostor, a izvan stanice se prevode u funkcionalne ceramide uz aktivnost -
glukocerebrozidaze i kisele sfingomijelinaze te sudjeluju u izgradnji lipidne ovojnice i lipidnih
lamela. (Hanada, 2010). Sama lipidna ovojnica stvara se kako bi se organizacija medustani¢nih
lipida ispravno usmjerila te kako bi cijela struktura bila umrezena s ciljem smanjenja praznih
prostora, a time i boljeg ograni¢avanja nekontrolirane permeacije tvari kroz kozu (Vavrova i sur.,

2017).
Organizacija lipida u medustani¢nom prostoru stratum corneuma

Ve¢ 1989. godine uz pomo¢ transmisijske elektronske mikrografije utvrdena je lamelarna
organizacija lipida u medustanicnom prostoru Stratum corneuma, pri ¢emu je uoceno javljanje po
3, 6 ili 9 vidljivih vrpci ovisno o udaljenosti izmedu stanica, i to uvijek u obliku ponavljanja uzorka
Siroka-uska-siroka vrpca, §to je znanstvenike navodilo na zakljucak da se odredeni lipidi (duzih
lanaca) organiziraju u vanjske dvije lamele, te da samo kraci lipidni lanci i kolesterol mogu stati u
sredi$nju lamelu (Swartzendruber i sur., 1989). Opisana struktura, koju ¢ine tri lamele, nazvana je
dugom ponavljaju¢om fazom, zbog ¢injenice da je duga 13 nm, nasuprot kratkoj ponavljajucoj fazi

¢ija duljina iznosi 6 nm i koja predstavlja drugu moguénost organizacije lipida (Groen i sur., 2011).

Slika 12. Prikaz dobiven transmisijskom elektronskom mikrografijom na uzorku stratum corneuma

koze svinje. Vidljivo je 9 vrpci s ponavljanjem uzorka Siroka-uska-siroka. Strelice pokazuju po dva
susjedna lipidna dvosloja (pri ¢emu izraz dvosloj predstavlja sloj lipida Sirine slicne fosfolipidnom

dvosloju), a trokuti monoslojeve (preuzeto i prilagodeno prema Swartzendruber i sur., 1989).

U novije vrijeme znanstvenici se ne slazu s idejom homogene i definirane raspodjele lipida, ve¢

njihove studije ukazuju na moguénost neto¢nosti modela u kojem se duga ponavljajuéa faza sastoji
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od tri lamele u obrascu Siroka-uska-Siroka vrpca. Naime, pokazalo se da bi takav obrazac mogao
jednostavno biti manjkavost metode fiksacije lipida s rutenijevim tetroksidom. Prema njihovom
modelu lipidnih lamela, centralna lamela sadrzi nezasi¢ene linoleatne lance koje dvije vanjske
lamele nemaju (iz dugih Cer EOS-a koji se pruzaju iz dvije vanjske lamele u sredi$nju) te se prema
tome rutenijev tetroksid znacajno viSe reducira upravo u sredi$njoj lameli i nakuplja uz polarne
skupine na njezinim rubovima. Ako je ovaj model toc¢an, to bi znacilo da su sve tri lamele zapravo

iste duljine te da ne postoje restrikcije u tome koji se lipidi mogu nalaziti u pojedina¢nim lamelama

(Hill i Wertz, 2003).

HOCQ:QWY WM%
uE ¢ nu% &
e DR ST
H NM\AMH
Slika 13. Predlozeni model organizacije lipida u strukturnoj jedinici gradenoj od tri lamele

(preuzeto iz Hill i Wertz, 2003).

Ceramidi se u izvanstani¢nom prostoru teoretski mogu nalaziti u jednoj od dvije konformacije,
konformaciji ukosnice ili ispruzenoj konformaciji (slika 14), pri ¢emu se ispruZzena smatra
preferiranom zbog povezivanja susjednih lamela u cjelinu te omogucavanja gus¢eg lateralnog
pakiranja lipida koje prati porast van der Walsovih interakcija izmedu acilnih lanaca te stvaranje
viSe vodikovih veza izmedu polarnih skupina lipida Sto u konacnici rezultira smanjenjem

permeacije kroz takvu strukturu (Champagne i sur., 2018; Vavrova i sur., 2017).

Konformacije
ceramida

HO
[ \/\,/\/’\_/‘\/”\/\{.&\j ‘N R N N T e N N N

oH H

ispruzena konf.
Slika 14. Prikaz dviju moguéih konformacija ceramida (preuzeto i prilagodeno prema Vavrova i
sur., 2017).
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Vrste ceramida prisutne u koZi

lako je to¢na karakterizacija svih ceramida koZne barijere vrlo zahtjevan proces uzevsi u obzir
stupanj kompleksnosti grade koze, utvrdeno je da njihovo ponasanje 1 mogucnost stvaranja
funkcionalne barijere ovisi o duzini njihovih acilnih lanaca. Istrazivanja obujma permeacije na
modelnoj membrani stratum corneuma, s indometacinom kao testnom lipofilnom supstancom,
pokazala su da kratkolan¢ani CER povecéavaju permeabilnost membrane do maksimalnog ucinka
od 6,5 puta, uo¢enog na duljini acilnog lanca C4-C6. Zakljucak istrazivanja je taj da kra¢i ceramidi,
1ako se od duzih razlikuju samo u duljini acilnih lanaca te stoga imaju istu gradu polarne skupine,
a time 1 jednaku moguénost stvaranja vodikovih veza, ipak nisu pogodni za stvaranje funkcionalne
barijere zbog nemogucénosti stvaranja prikladnih hidrofobnih interakcija s drugim lipidima
(dokazano lose mijesanje s masnim kiselinama pri ¢emu dolazi do razdvajanja faza) (Skolova i
sur., 2013). Nadalje, istrazivanjem provedenom na uzorku zdrave koze tekuéinskom
kromatografijom visoke rezolucije spregnutom s Q-TOF masenom spektrometroskopijom
utvrdena je raspodjela razli¢itih ceramidnih skupina prema zastupljenosti pri ¢emu je kao
najzastupljeniji odreden CER [NP] (slika 15) (t'Kindt i sur., 2011). Vaznost vecinskog udjela tog
tipa ceramida potvrdena je i eksperimentalno in vitro studijama permeabilnosti uz UPLC metodu
na modelnim membranama stratum corneuma, pri ¢emu je pokazano kako povecanje udjela
sfingozin, a smanjenje fitosfingozin ceramida vodi smanjenoj funkciji duge ponavljajuce faze i

time povecanja permeabilnosti cjelokupne membrane (Uche i sur., 2019b).

CER[NH] 14.51%
CER[AH] 10.77%
/

CER[OH] 0.43%
CER{EOH] 4 26%

CER[AP] 8.78%
. CER[NT] 1.73%

CER[NDS] 9.83%

T

CER[NP] 22.10%
" CER[NS)] 7.44%

' (ZERQS] 9.58%
CER[EOS] 6.48% CER[0S]0.73
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Slika 15. Dijagram prikazuje raspodjelu odredenih CER tipova u ljudskom stratum corneumu.
Neimenovani tipovi su redom: a) CER [ADS] 1,63%, b) CER [EODS] 0,40%, c) CER [OP] 0,17%
i d) CER [EOP] 1,14% (preuzeto iz Kindt i sur., 2011).

Ceramidi i bolesti koze

Vaznost ceramida uocena je i proucavanjem etiologija razlicitih koznih bolesti poput atopijskog
dermatitisa, kontaktnog dermatitisa, ihtioze, psorijaze, te suhe i/ili na druge nacine ostecene koze
kojima je zajednicka narusenost kozne barijere. Ispitivanja su dokazala izmedu ostalog i zna¢ajno
smanjenje koli¢ine ukupnih ceramida, te posljedi¢éno promjena u lateralnom pakiranju lipida u
lamelama (smanjuje se gusto¢a pakiranja) sto dovodi do povecanog transepidermalnog gubitka
vode (TEWL).

Eksperimentalno je potvrdeno da topikalna primjena ceramida, ali u smjesi koja sadrzi i ostale
vazne lipide (kolesterol i masne kiseline), znac¢ajno ubrzava obnovu kozne barijere Sto pokazuje da
je ne samo jedna skupina, ve¢ pravilan omjer svih klju¢nih lipida, nuzan za postizanje kozne
homeostaze i time smanjenje simptoma poput ljustenja koze, crvenila, svrbeza, suhoce itd. (Choi 1
Maibach, 2005).

Tablica 1. Kozmeticki proizvodi s ceramidima dostupni u ljekarnama na podrucju RH.

Proizvodac Ime proizvoda Tip ceramida Namjena
La Roche-Posay Toleriane Sensitive ceramid [NP] njega osjetljive koze
AtopiControl Akut . Y
Eucerin ceramid [NP] smanjenje svrbeza i
krema crvenila atopi¢ne koze
Eucerin AtopiControl losion ceramid [NP] njega tijela atopicne
koze
Eucerin AtopiControl krema ceramid [NP] Njega lica atopicne
koze
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Eucerin

Eucerin

Bioderma

Vichy

Vichy

Uriage

Uriage

Caudalie

4.2. MASNE KISELINE

Urea repair rich

Lipo-Balance

Atoderm Intesive
Baume

Nutrilogie 1

Nutrilogie 2

Xémose krema

Xémose mlijeko za
tijelo

Resveratrol Lift

ceramid [NP] Intenzivna no¢na njega
suhe do vrlo suhe koze
lica
ceramid [NP] za suhu i osjetljivu

kozu koja zateze

fitosfingozin, ceramid

[NP], ceramid [EOP] obnova atopicne koze

ceramid [NdS]
(2-oleamido-1,3- njega suhe koze lica
oktadekanediol)

ceramid [NdS] njega vrlo suhe koze
(2-oleamido-1,3- lica
oktadekanediol)
fitosfingozin njega suhe koze sklone
atopiji
fitosfingozin, ®-3 i -6 njega suhe koze sklone
ceramidi atopiji 1 psorijazi

nocna regenerativna

ceramid [NP] njega

Masne kiseline se u stratum corneumu nalaze u rasponu duljine lanaca od 14 do 34 C atoma i

pretezno su zasicene 1 nerazgranate iako se mogu naci 1 male koli¢ine hidroksi masnih kiselina te

jednostruko 1 viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina. Vise od 50% masenog udjela slobodnih

masnih kiselina ¢ine lignocerinska (C24:0) i cerotinska (C26:0) kiselina (Van Smeden i Bouwstra,

2016). Za koznu homeostazu klju¢no je da se one s ceramidima i kolesterolom nalaze upravo u

ekvimolarnom omjeru (Vavrova i sur., 2017).

Lateralno pakiranje lipida u lamelama
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lako su ceramidi najzastupljeniji lipidi u stratum corneumu, bez masnih kiselina i kolesterola ne
mogu tvoriti lamele. Dugolan¢ane masne kiseline pridonose mije$anju svih lipida i omoguéavaju
njihovo gusto pakiranje. Naime, proucavajuci lipidne lamele Sirokokutnom difrakcijom X-zraka
(engl. wide angle X-ray difraction, WAXD) na povrsini uzorka 1-2 mm? utvrdeno je postojanje tri
moguca oblika lateralnog pakiranja lipida, a to su tekuéi (dokazan Sirokim pikom na 0,46nm),
heksagonalni (dokazan uskim pikom na 0,41nm) i ortorombi¢ni (dokazan s dva uska pika, na
0,41nm i 0,37nm) pri ¢emu gustoéa pakiranja, a time i funkcionalnost barijere raste od tekuceg
prema ortorombi¢nom obliku (slika 16). Nadalje, elektronska difrakcija je kao metoda omogucila
promatranje pojedinaénih kristala lipida izlaganjem povrsine od svega 1 um? snopu elektrona pri
¢emu su heksagonalni oblik okarakterizirale refleksije pod kutem od 60°, s pravilnim medusobnim
razmakom od 0,4 1nm, a ortorombi¢ni oblik refleksije pod kutem razli¢itim od 60°, s dvije refleksije

udaljene 0,37nm, a ¢etiri 0,41nm (Bouwstra i sur., 2002).

Lateralno Q OO
pakiranje OOO 0.375 nm

0.41 nm
ortorombi¢no

Q0 Q9

Q0@ 0 09
o 00.41 nm O o
heksagonalno tekuce

Slika 16. Prikaz mogucih oblika lateralnog pakiranja lipida u gradi lamela (preuzeto i prilagodeno
prema Vavrova i sur., 2017).

Takoder, IR spektroskopija s Fourierovom trasformacijom (FTIR) koja koristi vibracije svijanja
kako bi se identificirale interakcije susjednih kemijskih skupina, pokazuje dublet kod
ortorombi¢nog pakiranja zbog interakcija bliskih susjednih lanaca, dok heksagonalno pakiranje
pokazuje singlet (Mojumdar i sur., 2015).

Navedene analize pokazale su da je ortorombicno lateralno pakiranje ujedno 1 najzastupljeniji oblik
organizacije lipida u stratum corneumu jer takav stupanj uredenosti najbolje sprjecava pretjerani

gubitak vode 1 ogranicava prodor Stetnih tvari dublje u kozu. Ipak, manje uredena stanja poput
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tekuceg i heksagonalnog takoder su prisutna u manjem udjelu zbog toga §to omogucavaju svijanje
lamela nuzno za pracenje kontura korneocita i sprje¢avanje deformacija kod mehanickog stresa
(slika 17). Predlozen je i tzv. "sendvi¢ model" koji pretpostavlja da se, u strukturi od tri lamele, dio
lipida sredi$nje lamele nalazi u teku¢em obliku izmedu ostalog i kako bi se omogucila facilitacija
signala izmedu korneodezmosoma putem signalnih molekula. Takav model bio je prihvacen jer je
sugerirao da sve tvari uvijek moraju pro¢i vanjsku kristalini¢nu fazu koja ogranic¢ava permeaciju,

i tek onda mogu do¢i do tekuce faze u sredistu (Bouwstra i sur., 2002).
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Slika 17. Relativni udio triju faza odreden na modelnim lipidnim membranama koje sadrze smjesu
odgovarajucih ceramida, kolesterola, kolesteril sulfata i masnih kiselina pri 32°C. Vidljivo je da
dugolan¢ane CER vrste omogucavaju vecinsko ortorombi¢no pakiranje lipida (preuzeto i

prilagodeno prema Skolova i sur., 2013).
Utjecaj broja C atoma lipida na funkciju koZne barijere

Istrazivanja su potvrdila vaznost visokog udjela dugolan¢anih masnih kiselina u ukupnom udjelu
slobodnih masnih kiselina u sastavu lipidnih lamela time $to je na uzorcima bolesne koze uvijek
naden njihov smanjen udio, a znatno povecan udio kratkolancanih masnih kiselina, §to korelira s
manjim stupnjem uredenosti pakiranja lipidnih lamela, a time i smanjenjem funkcije koZne barijere.
Na modelnim membranama pokazano je kako zamjena kratkolan¢anih masnih kiselina

dugolan¢anima uspjeva dovesti do obnove funkcije koze (Jia i sur., 2017).

Najnovija studija permeabilnosti s etil-PABA-om provedena je na pet modelnih membrana stratum
corneuma kojima je mijenjan lipidni sastav na nacin da je prvi model predstavljao sastav zdrave
koze, u drugom modelu udjeli dugolan¢anih CER [NS]24 i CER [AS]24 smanjeni su za 50% i
zamijenjeni s CER [NS]16 i CER [AS]16. U tre¢em modelu CER [NS]24 i CER [AS]24 vracéeni
su gotovo na normalnu razinu, no znatno su smanjeni vazni CER [NP]24 i CER [EOS]24, te
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dodatno povecani udjeli CER [NS]16 i CER [AS]16, dok je u ¢etvrtom modelu udio svih CERova
ostao jednak onome zdrave koze, no mijenjan je sastav masnih kiselina na nac¢in da su udjeli C22
i C24 masnih kiselina znacajno smanjeni, a udjeli C16, C18 i C20 povecani. Zadnji model

predstavljao je kombinaciju modela tri i Cetiri (tablica 2).

Tablica 2. Sastav lipida prema ispitivanim modelima.

Naziv lipida i Molarni udio pojedinih lipida (%)
duzina lanca
Model 1 Model 2 Model 3 Model 4 Model 5
CER [EOS]30 15 15 7 15 7
CER [NS]24 13 6,5 12 13 12
CER [NS]16 - 6,5 12 - 12
CER [AS]24 13 6,5 12 13 12
CER [AS]16 - 6,5 12 - 12
CER [NP] 30 30 16 30 16
CER [AP] 16 16 16 16 16
Masne kiseline normalno normalno normalno  promijenjeno promijenjeno

Istrazivanje je pokazalo da je permeabilnost membrane u modelu 2 slabo povecana, a u modelu 3
je zamijeceno jos malo veée povecanje, no razlika nije bila znatna prema zdravom modelu. Znatno
povecanje permeabilnosti dokazano je u modelu 4 1 jo$ viSe u modelu 5 $to je pokazalo da prisutnost
ceramida s masnim kiselinama duzine 16 C atoma jo$§ uvijek omogucava normalno nastajanje
lamela i time odrZavanje funkcije barijere dok god su prisutne dugolan¢ane masne kiseline u
normalnom udjelu. Naime, kratkolancane masne kiseline se uz mjeSavinu CER 24 i kolesterola
odvoje u zasebnu domenu jer je smanjena kompatibilnost dugih i kratkih lanaca u takvoj mijesavini

lipida. Zakljucak je da je sastav ceramida vaZan za lamelarnu organizaciju lipida odnosno
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postojanje duge lamelarne faze, no za gusto¢u pakiranja i cjelokupnu funkciju barijere presudna je

I prisutnost odgovaraju¢ih masnih kiselina te stoga povecani udio kratkolan¢anih masnih kiselina

ima vecu ulogu u patogenezi bolesti koZe nego u istoj mjeri smanjena duzina CER lanaca (Uche i

sur., 2019a).

Sve navedene studije ukazuju na vaznost topikalnog nadomjeStanja masnih kiselina zajedno s

drugim funkcionalnim lipidima kako bi se omogucila najbolja njega i obnova bolesne koze s

prisutnim ostecenjima kozne barijere.

Tablica 3. Kozmeti¢ki proizvodi s masnim kiselinama dostupni u ljekarnama na podru¢ju RH.

Proizvodac Ime proizvoda Vrsta masne kiseline Namjena
Vichy Nutrilogie 1 stearinska, miristinska,  njega suhe koze lica
palmitinska
Vichy Nutrilogie 2 stearinska, miristinska, njega vrlo suhe koze
palmitinska lica
HYDRAPHASE intenzivna

La Roche-Posay

La Roche-Posay

La Roche-Posay

Pierre Fabre
DERMATOLOGIE

Dr. Wolff

Becutan

Intense riche

KERIUM DS krema

TOLERIANE Sensitive

DEXERYL krema

Linola® Fett krema

Djecja krema

stearinska kiselina ) )
rehidratantna njega

) - poticanje deskvamacije
stearinska, palmitinska
koze

stearinska, miristinska, njega osjetljive koze

palmitinska lica

stearinska

emolijentna njega

obnova koze s
atopijom

nezasi¢ene masne Kkis.
C18:2

svakodnevna njega
koze

stearinska
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Eucerin AtopiControl krema ®-6 masne kiseline njega atopicne koze

palmitinska, stearinska, zastita koze od
Eucerin pH5 krema zaruke  oleinska, miristinskai = isusivanja i obnova
arahidonska kozne barijere

Exomega Control emolijentna njega

A-derma 10-hidroksidekanska : g
krema protiv svrbeza
Exomega Control ulje . emolijens za ¢iS¢enje
A-derma g oo J laurinska ! Y y !
za tusiranje atopicne koze
dermalogica® barrier defense booster stearinska jaGanje kozne barijere

4.3. KOLESTEROL

Kolesterol je lipid iz skupine sterola. Graden je od Cetiri ugljikovodi¢na prstena te ugljikovodi¢nog
lanca na jednom kraju molekule, a hidroksilne skupine na drugom. Osim §to sudjeluje u gradi
stani¢énih membrana, preteca je i drugih vaznih steroida poput Zu¢nih soli, vitamina D i steroidnih
hormona (progestagena, glukokortikoida, androgena, estrogena 1 mineralokortikoida) koji su vazne
molekule u regulaciji razli¢itih funkcija ljudskog organizma (Berg i sur., 2013). Govoreci o
lipidnom sastavu kozne barijere, kolesterol masenim udjelom ¢ini njegovih 30-35% te se nalazi u

ve¢ spomenutom ekvimolarnom odnosu s ostalim lipidima (Pappas, 2009).

Nuznost kolesterola za postizanje koZzne homeostaze proizlazi iz Cinjenice da se bez njega ceramidi
i slobodne masne kiseline ne mijesaju dobro te ne moze doci do stvaranja duge ponavljajuce faze
u organizaciji lamela. Takoder, dokazano je da s povecéanjem udjela kolesterola (od nule do
normalno prisutne razine u koZi) raste i udio ortorombicnog lateralnog pakiranja lipida (Mojumdar
I sur., 2015). Kako se ni same masne kiseline i kolesterol ne mijeSaju dobro, potvrdeno na
modelnim sustavima, u strukturi ih nalazimo odvojene na suprotnim Kkrajevima ceramida u
izduzenoj konformaciji. To¢nije, prema hidrofobnoj podudarnosti masne kiseline se organiziraju
uz dugi acilni lanac izduzenih ceramida, a kolesterol uz njihovu sfingoidnu bazu. To je potvrdeno
i metodom Sirokokutne difrakcije X-zraka (WAXD) na izoliranom stratum corneumu koja je

ukazala na kristalinicno pakiranje ugljikovodi¢nih lanaca s odredenim obrascom ponavljanja
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udaljenosti (3,7-3,8 Aidal-42 A) koji se ne bi pojavili u sluc¢aju da se kolesterol nalazi i uz

sfingoidnu bazu i uz acilne lance ceramida (lwai i sur., 2012).

Kolesterol moguce predstavlja i odgovor na pitanje nacina kretanja vode i otopljenih tvari kroz
stratum corneum. Smatra se da sama medustani¢na voda stvara diskontinuirane plosnate bazencice
izmedu lamela smjestajuci se uz polarne glave lipida, te da se lateralna difuzija preferirano odvija
kroz podrucja bogata upravo kolesterolom, dok je difuzija u ravnini okomitoj na polozaj lipida u
lamelama najbrZza uz manje guste regije odnosno uz tzv. "centar mase dvosloja” (Slika 18) (Del
Regno i Notman, 2017).

Slika 18. Pojednostavljeni prikaz triju lipidnih lamela. Crvene linije i strelice pokazuju predloZeni
put permeacije vode i otopljenih tvari. Slova redom predstavljaju: A) lateralna difuzija i B)

vertikalna difuzija (preuzeto iz Del Regno i Notman, 2017).

Utjecaj kolesterola na obnovu kozZe u topikalno primjenjenim pripravcima proucavan je jo§ 1997.
godine u Kaliforniji na laboratorijskim miSevima i na starijim musSkarcima. Za potrebe
eksperimenta, metodom s trakama (engl. tape stripping) narusavan je integritet kozne barijere dok
transepidermalni gubitak vode nije iznosio 2-4 mg/cm? na sat, a zatim je mjeren jo$ nakon 3, 6 i 24
sata na kozi miSeva te nakon 6, 24, 48 1 168 sati na ljudima uz primjenu odredenog topikalnog

pripravka (Tablica 4).
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Tablica 4. Topikalni pripravci koristeni u eksperimentu koji su proveli Zettersten i suradnici
(1997).

TOPIKALNI Omjer kolesterola,ceramida, palmitinske i
PRIPRAVAK linoleinske kiseline u 2% lipidnoj smjesi
NA MISEVIMA NA LJUDIMA
1 3:1:1:1 3:1:1:1
2 1:1:1:1 Kolesterol
3 Podloga Podloga
4 1:1:2:2 /

Dobiveni rezultati pokazali su da uz koristenje topikalnih pripravaka s optimiziranim udjelom
fizioloski prisutnih lipida poput onog s udjelom kolesterola u omjeru 3:1:1:1 prema ostalim
lipidima znacajno ubrzava proces obnove funkcije oSte¢ene kozne barijere u usporedbi s
ekvimolarnim pripravkom lipida, pripravkom sa 2% kolesterola te samom podlogom, dok
pripravak na bazi masnih kiselina (1:1:2:2) rezultira znacajno sporijim oporavkom u odnosu na

samu podlogu (kod miseva). Rezultati su prikazani slikom 19 (Zettersten i sur., 1997).

lOO] ped.03 100
i 9014 i 90
3 801 pe0.0! | EEEREI E;_J‘ :‘;
5. 701 B 1 A |_BERRRI
v g & 1 0O podioga - d & B kolesterol
39 % 8 1122 3 b O podioga
- T 5% %
S 30 1 il | n=9 o 2] n=6
20" iy F 4 20
8 ; - ] 10
! 0
0 . 24 a8 168
3 _— "
vrijeme (h) vrijeme (h)

Slika 19. Rezultati eksperimenta obnove barijere uz topikalne pripravke s 2% lipida. Brojevi

predstavljaju omjere kolesterola, ceramida, palmitinske i linoleinske kiseline u ispitivanim
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pripravcima. Lijeva slika prikazuje rezultate dobivene na laboratorijskim miSevima, a desna slika

na muskarcima starosti 80 (£5) godina (preuzeto i prilagodeno prema Zettersten i sur., 1997).

Novija istrazivanja pokazuju da bolesna koza i starija/suha koza pokazuju narusen omjer
kolesterola i CER [EOS] koji je tada znacajno povecéan. Uz to, vidljiv je i porast ukupnog udjela
slobodnih masnih kiselina i to onih kratkolancanih, dok se udio dugolancanih smanjuje. Te
promjene zajedno dovode do ve¢ opisanih promjena u lateralnom pakiranju lipida i ukupno

smanjenoj funkciji kozne barijere (Déhnardt i sur., 2018; Jia i sur., 2017).
4.3.1. Uloga kolesterol sulfata

Sulfokonjugacija kolesterola zapocinje u bazalnom sloju keratinocita (uz aktivnost sulfotransferaze
SULT2B1b) i nastavlja se kroz njihove faze diferencijacije sve do postizanja maksimalne koli¢ine
kolesterol sulfata u stratum granulosumu. U stratum corneumu se zatim njegova koli¢ina

progresivno smanjuje hidrolizom uz aktivnost steroid sulfat sulfataze (Strott i Higashi, 2003).

Porastom njegovog udjela u ukupnom lipidnom sastavu epidermisa do 5%, a zatim pada do 1% u
vanjskim slojevima stratum corneuma zatvara se tzv. "ciklus kolesterol sulfata”. Visi udio
kolesterol sulfata u diferencirajuéim stanicama vaZzan je zbog njegove uloge u regulaciji
transkripcije i povecavanja kohezije izmedu stanica uslijed inhibitornog djelovanja na serin
proteaze. S druge strane, upravo zbog inhibitornog djelovanja od presudne je vaznosti njegov pad
koncetracije u viSim slojevima Stratum corneuma jer se u protivnom odgada proces deskvamacije
pretjeranim zadrZzavanjem korneodezmosoma. Takoder, bitna ¢injenica je da kolesterol sulfat
povecava topljivost kolesterola u lipidnoj mjesavini vodeci fluidnijem pakiranju lipida, $to se u
dubokim slojevima epidermisa uravnotezava poveéanom koncentracijom iona Ca?" Koji
promoviraju njihovo guiée pakiranje. Nadalje, kako se koncentracija Ca?* iona brzo smanjuje kroz
slojeve epidermisa prema povrsini, tako fluidnost lipida prati promjene koncentracije kolesterol
sulfata, koji pri povrsini svojim udjelom od 1% omoguéava kristaliziranje kolesterola, a time i

gusce pakiranje lipida (Elias i sur., 2014; Bouwstra i Dubbelaar, 2000).
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Tablica 5. Kozmeticki proizvodi s kolesterolom / kolesterolskim esterima dostupni u ljekarnama

na podruc¢ju RH.

Proizvodac Ime proizvoda Vrsta lipida Namjena
Vichy Nutrilogie 1 kolesterol hranjiva njega za lice
Vichy Nutrilogie 2 kolesterol hranjiva njega za lice

Bioderma Atoderm Intesive kolesterol njega atopicne koze
Baume licai tijela
Eucerin AtopiControl krema kolesterol njega atopi¢ne koze
Eucerin UreaRepair krema za olaksanje simptoma
kolesterol
stopala suhe koze
Avene Cold Cream Body kolesterol/lanosterol | njega suhe i osjetljive

lotion

4.4. ULOGA | SASTAV SEBUMA

esteri

koze

Uz sve navedene skupine lipida koje su ukljuene u izgradnju kompleksnog medustanicnog

prostora stratum corneuma, sebacealne zlijezde zasluzne su za stvaranje smjese nepolarnih lipida

poznate pod nazivom sebum ili loj i njezino svakodnevno luc¢enje na samu povrsinu koze. Sebum

je graden od triglicerida, slobodnih masnih kiselina, vostanih estera, skvalena i male koli¢ine

kolesterola, kolesterol estera i diglicerida (Slika 20), a neke od glavnih uloga su mu zastitno

djelovanje protiv suncevog zracenja, omogucavanje rasta povoljne mikroflore te ogranicavanje

naseljavanja gram-pozitivnih bakterija, zastita od oksidacije, pro- i protuupalno djelovanje te

sprjecavanje pretjeranog gubitka vode iz epidermisa (Picardo i sur., 2009).
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Trigliceridi

Trostruki esteri glicerola i masnih kiselina, trigliceridi, sa¢injavaju prosje¢no 45% ukupne mase
lipida sebuma. Proucavanjem sastava masnih kiselina koje ulaze u njihovu gradu, pokazalo se da
su najzastupljenije C16:0, C16:1A% C14:0 i C18:1A° s ukupnim udjelom od ~ 85% (Akaza i sur.,
2014).

Vostani esteri

Esteri dugolan¢anih masnih kiselina i dugolancanih alkohola sacinjavaju u prosjeku 25%
sebacealnih lipida, a uz to su i specificni za Zlijezde lojnice ne stvaraju¢i se ni u jednom drugom
tipu stanica u ljudskom organizmu. Kao $to im je uloga i u prirodi tako i na kozi ova skupina lipida
ima zastitnu ulogu koja proizlazi iz njihove visoke otpornosti na hidrolizu, oksidaciju i visoke
temperature, svojstva koja ih ¢ine izdrZljivijima od primjerice triglicerida. Iz tog razloga oni su

vazan izvor zastite koZe od dehidracije, a uz to djeluju i kao lubrikanti.

<

Lipidi sebuma A AN e R e A
ANAAAAANA L

5 )

trigliceridi 45-50%
0
ANANAAEANAN AAAANANANNANAN 259,
vostani esteri
NN AN CO0H

10%
slobodne masne kiseline

> s
5! 12% V\/\/WM)O\., 59

<O
skvalen kolesterol esteri

Slika 20. Strukturni prikaz svih skupina lipida prisutnih u sebumu (preuzeto i prilagodeno prema
Pappas, 2009).

Skvalen

Skvalen je po svojoj gradi nezasiceni triterpen nastao povezivanjem Sest izoprenskih jedinica 1 kao
takav je prekursor lanosterola i u konacnici kolesterola, a zanimljivo je njegovo nakupljanje u
sebumu gdje mu je maseni udio visokih 12%, za razliku od kolesterola koji ¢ini svega 2%. Vazan

je zbog Cinjenice da je snazan prirodni lubrikant te zbog svog antioksidativnog djelovanja koje
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proizlazi iz njegovih strukturnih karakteristika. 1z tog razloga smatra se da bi mogao imati

potencijalnu ulogu u zastiti koze od UV zracenja (Jia i sur., 2017).
Slobodne masne kiseline

Udio masnih kiselina u sebumu je procjenjen na 10% iako se mogu naci u rasponu od svega 5 pa
do 40%. Njihov udio i sastav uvelike ovisi i o sastavu bakterijske flore koja ih takoder stvara
hidrolizom triglicerida i drugim karakteristicnim kemijskim reakcijama. Najzastupljenija od svih
je sapienska kiselina (C16:1A°%), s udjelom od oko 40%, koja je specifiéna za sebum i ne moze se
naci ni na kojem drugom mjestu u ljudskom organizmu, a ne dobiva se ni prehranom. Uz sapiensku,
dokazan je i visok udio masnih kiselina C14:0, C16:0 i C18:1A® s ukupnim udjelom od oko 45%
(Akaza i sur., 2014). U sebacealnim Zlijezdama dolazi i do jedinstvene sintetske reakcije te iz

sapienske kiseline nastaje sebaleinska kiselina (C18:2A%®) (Pappas, 2009).

Poznato je da sastav 1 koli¢ina sebuma utjecu na funkciju koZe pri ¢emu njegov nedostatak dovodi
do dehidracije i suhoce koze, pojave bora itd., dok je pak njegovo pretjerano stvaranje uslijed
hormonskog disbalansa glavna podloga u patogenezi akni. 1z tog razloga i lipidi koji grade sebum
trebaju biti uzeti u obzir pri oblikovanju kozmetickih proizvoda ¢ija uloga je obnavljanje funkcije

bolesne i oste¢ene koze.
IstraZivanje utjecaja topikalno primijenjenih lipida na obnovu kozZe

Lipbarvis® metodom uzorkovanja i analiziranja lamelarne organizacije stratum corneuma,
znanstvenici iz Svicarske uspjeli su vizualno pratiti razlike u lipidnoj organizaciji kod razli¢itih
starosnih skupina i prema statusu koze. Provedena su mjerenja ukupne duljine lamela u
nanometrima na odredenom promatranom podrucju (engl. intercelullar lipid lamellae, ICLL) koja
su zatim normalizirana na povr§inu od 1000 nm? (engl. normalised ICLL, nICLL) kako bi se

rezultati mogli usporedivati (Tablica 6).
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Tablica 6. Prikaz rezultata pracenja prosjecne duljine lipidnih lamela Lipbarvis® metodom koje su

proveli Dahnardt i suradnici (2018).

STAROST (god) ZDRAVA KOZA SUHA KOZA ATOPICNA KOZA
(nICLL), nm (nICLL), nm (nICLL), nm
2-15 ~195 ~ 100 ~ 50
20-50 ~ 200 ~ 90 ~ 40
>70 / ~ 85 /

Istrazivanje pokazuje kako narusen sastav lipida smanjuje obujam lamelarne organizacije lipida i
gustocu njihovog pakiranja (Slika 21). Nadalje, isti tim struénjaka dokazao je da primjena pazljivo
oblikovanih topikalnih pripravaka moze dovesti do znacajnog poboljSanja funkcije kozne barijere
kroz provedenu placebo kontroliranu, randomiziranu studiju. Na SLS (natrijev lauril sulfat)
tretiranu kozu dva puta dnevno, kroz 21 dan, primijenjen je emolijent koji sadrzi vodu, ureu, decil-
oleat,butan, pantenol, cetilni alkohol, glicerin, propan, skvalan, ceramid 3, alantoin, karite maslac,
sorbitol, gliceride palme, stearinsku Kiselinu, gliceril stearat, trigliceride, hidrogenirani lecitin itd.
te je pracena nICLL vrijednost drugi dan te nakon 15, 22 i 29 dana. U grupi na kojoj je koristen
emolijent nICLL vrijednost se vratila na normalnu (= 200 nm) nakon 15 dana i ostala trajna, dok
je kod netretirane grupe zabiljezen zna¢ajno usporen povratak funkcije koze te se nICLL vrijednost
povecala do = 125 nm nakon 22 dana. Takoder, nakon studije pracen je i povratak lipidnog sastava

koZze na normalne vrijednosti i najznacajniji je bio za kolesterol (Dahnardt i sur., 2018).
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ICS ~16,400 nm?
ICLL ~3,120 nm2
niCLL ~192 nm?

c)

ICLL

ICS ~20,300 nm2
ICLL ~820 nm2
nICLL ~40 nm?

d) ICLL

Slika 21. Prikaz intercelularnih lamela dobiven transmisijskom elektronskom mikroskopijom

nakon analize Lipbarvis® metodom. A) lamelarna organizacija kod zdrave koZze, B) lamelarna

organizacija kod bolesne koze. C) i D) predstavljaju pojednostavljene prikaze i dobivene ra¢unske

rezultate za ICLL i nICLL, dok ICS predstavlja ukupnu povrSinu ozna¢enog medustani¢nog

prostora u nm? (engl. intercelullar space) (preuzeto i prilagodeno prema Déhnardt i sur., 2018).

Tablica 7. Kozmeticki proizvodi s esterima glicerola, voStanim esterima i/ili skvalanom dostupni

u ljekarnama na podrucju RH.

Proizvodac

Ime proizvoda

Vrsta lipida

Namjena

La Roche-Posay

La Roche-Posay

La Roche-Posay

CICAPLAST Baume
B5

CICAPLAST Levres

CICAPLAST Mains

tristearin, karite maslac
(trigliceridi)

kaprilik/kaprik
triglicerid, shea maslac

karite maslac, gliceril
stearat
(tri- i monogliceridi)

smirivanje i obnova
oStecene koze

njega ispucalih usnica

njega suhe koze ruku
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La Roche-Posay

La Roche-Posay

La Roche-Posay

La Roche-Posay

La Roche-Posay

La Roche-Posay

Eucerin

Eucerin

Avene

Dr. Wolff

Ducray

HYDRAPHASE

gliceril stearat
Intense Legere

karite maslac, gliceril-
linoleate, stearat,
linolenat, oleat
(monogliceridi)

HYDRAPHASE
Intense Riche

gliceril stearat,
kaprilik/kaprik/sukcinik
triglicerid, karite
maslac

HYDREANE Riche

LIPIKAR Baume karite maslac, gliceril

AP+M stearat

skvalan, karite maslac,
TOLERIANE Ultra o
gliceril stearat

TOLERIANE Sensitive

: skvalan, karite maslac
Riche

triizostearin,
kaprik/kaprilik
triglicerid

AtopiControl Akut
krema

UltraSensitive soothing
skvalan
care

cera alba (voStani
Cicalfate Repair cream  esteri), kaprik/kaprilik
triglicerid

decil oleat, ulje
kikirikija, ulje
suncokreta

Linola® Fett krema

DEXYANE MeD cera alba, kaprik
triglicerid, karite

maslac

intenzivna
rehidratantna njega

intenzivna
rehidratantna njega

njega osjetljive suhe
koze

njega iznimno suhe
koze sklone atopiji

njega suhe koze lica

njega suhe koze lica

njega atopicne koze

rehidratacija suhe koze

ubrzana obnova
oStecene koze

obnova koze s atopijom

umirujuca njega koze s
ekscemima
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Bioderma

Bayer

Atoderm Xereane

Bepanthol® body

karite maslac, skvalan

cetearil etilheksanoat

(vostani ester)

njega koze isusene
tretmanima ili boles¢u

njega i vlazenje vrlo
suhe koZe
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5. ZAKLJUCCI

Istrazivanja pokazuju kako je za oblikovanje kvalitetnih topikalnih pripravaka za njegu
oboljele/ostecene koze uz samu primjenu fizioloski prisutnih lipidnih komponenti nuzno pazljivo
odredivanje njihovog medusobnog omjera. U protivnom, ne postize Se zadovoljavajuce ubrzanje
procesa oporavka kozne barijere niti se znacajno nadoknaduju funkcionalni lipidi koze.
Funkcionalne lipidne komponente Siroko su zastupljene u kozmeti¢kim proizvodima dostupnim na
trzistu, no pitanje je ucinkovitosti njihovog djelovanja s obzirom da se u malom broju pripravaka
nalaze svi potrebni lipidi. Iz tog razloga je potrebno provesti daljnja istrazivanja koja bi pokazala
koji su kozmeticki proizvodi doista relevantni, odnosno koje bi se moglo neupitno preporucavati

pacijentima s razli¢itim vrstama koznih oboljenja.
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7. SAZETAK /| SUMMARY

Cilj diplomskog rada je opisati trenutno relevantne ¢injenice o cjelokupnom razvoju i organizaciji
zdrave i funkcionalne kozne barijere. Rad je strukturiran na nacin da su prvo izlozene osnovne
¢injenice o diferencijaciji keratinocita, odnosno procesu nastanka funkcionalnih korneocita, a
zatim su kategorizirane sve informacije o gradi intercelularnog prostora stratum corneuma i koznoj
homeostazi prema glavnim lipidnim skupinama. Kona¢no, radu su pridodani i tabli¢ni prikazi
kozmetickih proizvoda dostupnih u ljekarnama koji u svom sastavu imaju jednu ili viSe vrsta lipida
iz glavnih skupina, a ¢ija namjena je obnova kozne barijere 1 ublazavanje karakteristi¢nih tegoba
poput svrbeza, crvenila, ljuStenja i zatezanja s kojima se svakodnevno susre¢u osobe koje pate od

razli¢itih koznih bolesti.
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The main goal of this diploma thesis is to describe currently relevant facts concerning development
and organisation of healthy and fully-functional skin barrier. This thesis is conceptualized in a way
that the main information regarding keratinocyte diferentiation (the process of formation of
functional corneocytes) is stated first, followed by information about the structure of stratum
corneum intercellular space and skin homeostasis categorized by the main lipid groups. Finally,
added tables present lists of commercially available cosmeceuticals which contain one or more
lipid species from the main lipid groups and whose main purpose is to renew damaged skin barrier
and reduce signs of commonly present problems like itchyness, redness, scaling and tightness

which people struggling with various skin diseases are faced with in their daily life.
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