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POPIS KRATICA

acylCer — acilirani ceramidi

AD - atopijski dermatitis

AMP — antimikrobni peptidi

Cer — ceramidi

Cer-Mg — krema s ceramidima i magnezijem
CerS — ceramid sintetaza

MK — masne kiseline

PAH — policikli¢ki aromatski ugljikovodici
phytoCer — fitosfingozinski ceramidi

RCT — randomized controlled trial
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SB - stratum basale

SC - stratum corneum
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1. UVOD



1.1. Grada i funkcija koZe
Koza kao organ ima brojne uloge: ima ulogu u termoregulaciji organizma, sprjecavajuci

dehidraciju i pregrijavanje, dio je sustava osjetila jer sadrzi brojne zivce i ziv€ane zavrSetke,
mehanicka je zastita, a naposljetku i barijera toksinima i patogenima. Koza je gradena slojevito,

organizirana je u tri specijalizirana sloja: hipodermis, dermis i epidermis (1).

Epidermis je vanjski dio, vodootporan je i ¢ine ga stratum corneum (SC), stratum

granulosum (SG), stratum spinosum (SS) 1 stratum basale (SB) (1).

Dermis je graden od papilarnog i retikularnog sloja. Kroz papilarni se protezu kapilare
u epidermis, a u retikularnom sloju su folikuli dlaka, sebaceozne zlijezde i Zlijezde znojnice. U
oba sloja dermisa se, osim fibroblasta i miofibroblasta, nalaze i stanice imunosnog sustava:
makrofagi, limfociti i mastociti. Strukturu pruza ekstracelularni matriks sastavljen od kolagena,

proteoglikana i elasti¢nih vlakana, koje proizvode fibroblasti (2).

Ispod dermisa se nalazi hipodermis, sloj masti kojeg ¢ine adipociti, proteoglikani i
glikozaminoglikani. Sloj skladisti energiju u obliku masnih kiselina. Posjeduje 1 endokrinu
funkciju — vazan je za metabolizam glukoze 1 metabolizam masti, a i kljuan je dio

termoregulacijskog mehanizma (2).

Glavna svojstva koZe kao fizicke barijere proizlaze iz SC-a. SC grade lipidi ugradeni
izmedu kornificiranih odumrlih stanica. Na Slici 1 moze se vidjeti formacija koZne barijere,
odnosno poredak ceramida (3). Korneociti su u SC-u uronjeni u ceramide, kolesterol i slobodne
masne kiseline, odnosno molekule iz skupine lipida. Lipidne ovojnice korneocita su vezane

keratinskim filamentima kako bi barijera dobila na rigidnosti (2).
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Slika 1. Formacija barijere (3).

KoZni pH je izmedu 5,4 1 5,9 kako bi nastao okoli§ nepogodan za razvoj mogucih
patogena, a i dalje pogodan za naseljavanje komenzalnih bakterija kao $to je Staphylococcus
epidermidis. Kiselosti koze pridonose masne kiseline iz SC kao i razlaganje filagrina, proteina

koji veze keratinska vlakna na histidin te proizvodi zlijezda znojnica — kiseli elektroliti i
mlijecna kiselina (2).
Osim navedenih fizickih barijera i pH-vrijednosti bitan mehanizam u odrzavanju

fizioloSke uloge koze 1 obrani organizma su 1 komenzalni mikroorganizmi. Mikrobiota koze

modulira odgovore interleukina 1a, komponenti komplementa i antimikrobnih peptida (4).

Dominantni je rod bakterija, pogotovo na vlaznim mjestima, Corynebacterium. Slijede

ga koagulaza-negativni Staphylococci, od kojih je istaknut S. epidermidis. Komenzalne



bakterije djeluju inhibirajuci rast patogenih vrsta od kojih se kao najces¢i patogeni mogu
izvojiti: S. aureus, Mycobacterium tuberculosis, M. ulcerans 1 Candida albicans. Osim
interakcija izmedu mikrobiote koze domacina s patogenima, kljucna je interakcija komenzala
s imunosnim sustavom domacina. Upravo su studije na S. epidermidis pokazale da bakterije
koje nastanjuju kozu aktiviraju imunoloSki odgovor na nacin ovisan o vrsti i rodu

mikroorganizma (4).

Primarni mehanizam u borbi protiv patogena je naruSavanje integriteta bakterijskih
membrana. Najvaznije biomolekule mehanizma su antimikrobni peptidi (AMP) 1 lipidi. AMP
su ampifatske molekule kojima pripadaju defenzini i katelicidini. Moduliraju imunoloski
odgovor domacina. Lipidi koji se iz intermedijara, sfingomijelina, glukoceramida i fosfolipida
konvertiraju u sfingozin 1 dihidrosfingozin pokazuju antibakterijsku aktivnost protiv
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Micrococcus leutus 1 Proprionibacterium

acnes (2).

U znoju, Zlijezde znojnice luc¢e dermicidin, koji djeluje na patogene, a sebum sadrzi
laurinsku 1 sapiensku kiselinu (5). Osim navedenih mehanizama, koZa posjeduje i imunoloske
— mijeloidne i1 limfoidne stanice koje mogu migrirati u periferne limfne ¢vorove i izazvati
imunoloski odgovor (2). Mijeloidne stanice u zdravoj kozi su Langerhansove stanice,
dendriticke stanice, makrofagi, mastociti i eozinofili. Neutrofile nalazimo u upalnim stanjima
koze 1 ako je koZa oStecena. Limfoidne stanice su yd T-limfociti i off T-limfociti te prirodene

T-stanice ubojice (2).

Signaliziranje stanica iz epitela odreduje put imunoloSkog odgovora. Prirodeni i ste¢eni
imunosni odgovor sinergisti¢ki djeluju s mikrobiotom kozZe i netaknutom koznom barijerom

kako bi osigurali optimalnu zaStitu od patogena (6).

1.2. Ceramidi
Ceramidi (Cer) su najzastupljeniji lipidi u SC-u 1 ¢ine priblizno 50 % tezine lipidnog

sloja. Gradeni su od sfingoidne baze povezane na lanac masnih kiselina (MK). Zbog visokog
sadrzaja hidrofilnih grupa u strukturi klju¢ni su za epidermalnu vlaznost i koheziju stanica.
Mogu potaknuti dijeljenje epidermalnih stanica i povecati izolaciju 1 zastitnu funkciju koze te

tako zastititi od vanjskih utjecaja (7).

Sastoje se od 18 razreda, a kako bi se razlikovali koristi se nomenklatura temeljena na

masnoj kiselini na koju je povezan. Neki su od razreda prikazani na Slici 2. Svaki razred se
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sastoji od 300 do 1000 vrsta, ovisno o kombinaciji masnih kiselina i baznih skupina. Razlikuju
se 1 duljinom acilnog lanca, dugih lanaca (C14 — C18), jako dugih lanaca (C20 — C26) i ultra-
dugih lanaca (> C26). Kod zdrave koZze pronalaze se lanci od C16 do C36, ve¢inom C24 (8).

Regulatori su apoptoze i stani¢nog ciklusa, a uloga im je odredena duljinom lanca MK-

a (9).

Postoje tri puta biosinteze: de novo sintezom, spasonosnim putem i sfingomijelinskim
putem. Seri palmitoil transferaza i ceramid sintetaza (CerS) su kljucne za de novo put.
Spasonosni put biosinteze se temelji na degradaciji kompleksa sfingolipida za sintezu Cer, a
posljedicno i1 sfingozina i sfingozin-1-fosfata (S1P) ceramidazom. Sfingomijelinski put

sintetizira Cer iz sfingomijelina 1 sfingomijelinaze (9).

De novo put je vazan kod obnove kozne barijere u atopijskom dermatitisu (AD).
Pokazano je da egzosomi iz ljudskih mezenhimalnih mati¢nih stanica iz adipoznog tkiva
smanjuju simptome AD-a smanjujuéi razine protuupalnih citokina i povecavajuéi stupanj
hidracije. Induciraju sintezu ceramida i dihidroceramida. Pretpostavljeni mehanizam je
poticanje ekspresije gena koji odrzavaju integritet barijere, metabolizam lipida, stani¢ni ciklus

i upalni odgovor (10).

Kako je ve¢ spomenuto, poremecaji u strukturi i rasporedu ceramida vode do upalnih
promjena na koZi, posebno vaznu ulogu imaju u patofiziologiji AD-a. Mjerenjem razina
slobodnih sfingoidnih baza, sfingozina i sfinganina te ceramida i glukoceramida u SC-u, kod
zdravih pojedinaca i pacijenata koji boluju od AD-a, s koznim lezijama 1 bez, nadena je
znacajna razlika u koncentraciji i strukturi ceramida kod pacijenata. Posebno znacajne razlike
su pronadene u pacijenata s koznim lezijama. Zabiljezene su i1 poviSene razine protupalnih
citokina 1 transdermalnog gubitka vode. Rezultati su korelirani s ozbiljno$¢u bolesti (ocjena
AD-a, SCORAD, scoring atopic dermatitis). Najjaca povezanost je povezana s omjerom
sfinganina/sfingozina. Rezultati pokazuju znacajnost slobodnih sfingoidnih baza u nastanku
AD-a. Transdermalnom gubitku vode najviSe pridonosi smanjenje glukoceramida. Ovakvi

nalazi lipidnih biomarkera su vazni u klinickoj primjeni i pracenju bolesti 1 terapije (11).
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Slika 2. Glavni razredi ceramida (11).

Skracivanje acilnog i sfingozinskog lanca te hidroksilacije na polozaju C-4 ili C-6 imaju
za posljedicu povecanje permeabilnosti kozne barijere. Zajednicko u gradi svih Cer su
hidroksilne skupine na C-1 i C-3 i amidna veza. Hidroksilacija na polozaju C-1 je klju¢na za
pravilno mijeSanje lipida i modifikacije hidroksilne skupine na C-1 dovode do fragmentacije i

kristalizacije (12).

Modifikacija skupine na C-3, 3-deoksi-Cer, rezultirala je dobrim mijeSanjem s lipidima,
ali veCom permeabilnos$¢u. Metilacija dusika u Cer povecala je mjesljivost s kolesterolom, ali
dramati¢no povecala permeabilnost. Rezultati govore u prilog klju¢noj ulozi hidroksilne
skupine na C-1 1 monosupstituirane amidne veze, dok bi se u buduc¢im terapijskim sustavima

hidroksilna skupina na C-3 mogla modificirati ili zamijeniti (12).

1.3. Poremecaji koZne barijere
NaruSavanje koZne barijere u podlozi je mnogih koZnih oboljenja. Upalna stanja ili

agresivni vanjski Cinitelji mogu dovesti do disbalansa u homeostazi koju odrzavaju
mikroorganizmi i stanice imunoloskog sustava. Tako nastaju bolesti 1 kozna stanja koje za
posljedicu imaju povecan transdermalni gubitak vode 1 neugodni pruritus koji nastaje
aktivacijom okrajina zivaca za svrbeZ u kozi — pruriceptora (13). Ostecenja epidermisa, koji je
prva linija obrane, moZe dovesti do senzitizacije i pokretanja tipa 2 imunoloskog odgovora.

Smatra se da ovakva reakcija moze biti prvi korak u nastanku atopijskog dermatitisa (12).
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Slika 3. Utjecaj mikrobiote na stanje koZe kroz zivot (1).

Na Slici 3 vidljivo je kako poremecaji u integritetu barijere mogu dovesti kozu u rizik

od oboljenja.

Jedan od takvih distruptora su 1 Cestice oneciS¢enja suspendirane u zraku
aerodinamickog promjera < 2.5 um (8). In-vitro studija na stanicama tretiranim cesticama
prikupljenima tijekom zime u Seoulu pokazala je da prodiru do folikula dlaka i izazivaju upalu
koze na misjem modelu (14). Cestice se mahom sastoje od policiklickih aromatskih
ugljikovodika (PAH), za koje je na Zivotinjskim modelima pokazano da zbog lipofilne prirode
prodiru kroz kozu 1 aktiviraju aril ugljikovidicne receptore u citoplazmi 1 induciraju

translokaciju u jezgru te tim putem reguliraju ekspresiju gena, odnosno djeluju mutageno (15).

KozZa nije cijelim tijelom izloZena istim utjecajima, stoga ni sastav koze nije uniforman.

Pokazuje varijacije u pokrovu dlaka, sastavu mikrobiote, koli¢ini Zlijezda 1 proizvodnji znoja



te sebuma. Svi ovi Cinitelji pridonose razli¢itoj permeabilnosti na razli¢itim mjestima koze.
Podrucja bogata zlijezdama su slabije permeabilnosti §to moze imati klinicki znac¢ajne primjene

kod oboljenja koze (16).

Osim okolisnih oneciS¢enja 1 toksina kojima je koza svakodnevno izloZzena, pogresan
izbor preparativne kozmetike moze dovesti od razvitka koznih stanja ili egzacerbacije
postojecih. S obzirom na razlike u interindividualnom i intraindividualnom sastavu koze, njegu
treba prilagoditi potrebama. Vecina Cistaca sadrzi povrsinski aktivne tvari — sufraktante. Oni
posjeduju potencijal narusavanja kozne barijere zbog interakcija s lipidima. Rezultati studije
provedene na kozi svinja, 2019. u Barceloni, pokazuju da anionski sufraktanti (npr. natrijev
lauril-sulfat — SLS), imaju ve¢i potencijal narusavanja barijere od neionskih Cistaca jer su

agresivniji u interakciji s proteinima SC-a (17).

Nove izazove donosi i sve dulji zivotni vijek jer koza starenjem gubi elasti¢nost, mijenja
joj se imunoloski odgovor, a funkcija fizi¢ke barijere slabi §to znaci da su stariji ljudi podlozniji
upalnim stanjima 1 infekcijama koze (5). Svi navedeni Cinitelji: okoliSni utjecaji, nepravilna
njega, sklonosti alergijama, disbalans mikrobiote i starenje, mogu, kako je ve¢ spomenuto,
dovesti do razvoja koznih oboljenja, od kojih je Cest atopijski dermatitis (AD). AD je upalna
bolest koze koja zahvaca 10 — 20 % djece i 2 — 10 % odraslih u razvijenim zemljama. Nastaje
zbog oStecene koZne barijere 1 pojacanog odgovora u signalnim imunoloskim putevima.
Klini¢ka prezentacija bolesti je crvena, suha koZa koja svrbi. Karakteriziraju je egzacerbacije

ekcema. Oboljeli su u vecem riziku od koznih infekcija, posebice S. aureusom (18).

AD, ali 1 druga oboljenja koja dovode do upale koZe, mijenjaju organizaciju lipidnih
slojeva koZe. Pravilna se organizacija lipida moZe vidjeti na Slici 4. Primijeceno je da lipidi
zauzimaju manje gustu lateralnu organizaciju. Stupanj narusSenosti barijere utjeCe i1 na
prisutnost parakeratoze, odnosno nepotpunog sazrijevanja keratinocita u kozi i zadrzavanja
jezgri u SC-u (19). Osim u organizaciji lipida primijecena je razlika i u sastavu lipida. U
istrazivanju na kozi inace zdravih trudnica, provedenom u Pekingu, zamijecena je promjena u
sastavu koznih lipida koja je zamijecena 1 u studiji provedenoj na kozi adolescenata s aknama.
Kod narusene barijere zamijeceno je skracivanje u lancima ceramida (Cer) 1 lancima masnih
kiselina (MK). Blago je povec¢an postotak zasi¢enih slobodnih masnih kiselina, a smanjen udio
nezasic¢enih. Stoga je zakljuceno da je smanjenje dugolancanih ceramida u kozi vazan faktor u

naruSavanju integriteta kozne barijere (7).
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Slika 4. Organizacija lipida u stratumu corneumu (19).

Psorijaza, joS jedna upalna bolest koZe posredovana T-stanicama, karakterizirana je
smanjenjem efikasnosti kozne barijere. PoboljSavanjem nacina mjerenja i veli¢ine uzorka
promijenjeno je prvotno misljenje da ukupna razina ceramida u kozi nije narusena kod
psorijaze. Ponovno je primije¢ena heksagonalna organizacija lipida zbog prevalencije kratkih
lanaca ceramida. Zamije¢eno je 1 da nedostatak fitosfingozinskih ceramida (phytoCer) i
aciliranih ceramida (acylCer) vodi do veceg transdermalnog gubitka vode i smanjenog
zadrzavanja vode. PhytoCer su vazni za strukturu SC-a koju odrzavaju formiranjem vodikovih

veza i terostabilnih domena (8).

Ihtioza obuhvaca grupu nasljednih poremecaja kojima su svima zajednicki poremecaji
u epidermalnoj barijeri. Uzrok je u poremecajima gena povezanih sa sintezom ceramida,
pogotovo acylCer. Ihtioze se razlikuju u klinickom fenotipu, ali sve ih karakterizira smanjen
ukupan sastav Cer 1 poremecaji lipidnog matriksa Sto rezultira hiperproliferacijom i

keratinizacijom (8).



Kao kod navedenih koznih oboljenja i kod akni je pronadeno skraéivanje lanaca Cer.
PatofizioloSki je to mehanizam nastanka suhe koze i iritacija kod pacijenata. IstraZivanje
provedeno nad 29 pacijenata s aknama, kojima je primijenjen ovlaziva¢ s Cer, otkrilo je

povecan broj dugolanc¢anih ceramida i smanjen transdermalni gubitak vode (8).

Starenje koze rezultat je zaravnjivanja dermalno-epidermalnih spojeva i disorganizacije
ekstracelularnog matriksa. ZabiljeZeno je dramati¢no smanjivanje postotka Cer u SC-u u kozi
koja stari. Nije pronadena razlika u postotku ceramida kod ispitanika koji su se stitili od sunca
1 onih koji nisu, $to indicira intrizicke promjene u metabolizmu Cer. Rezultati su pokazali
obecavajuce nalaze kod primjene topikalnih Cer kod formiranja bora i transdermalnog gubitka

vlage (8).

1.4. Ceramidi u njezi i terapiji koZnih oboljenja
S obzirom na to da poremecaji u strukturi i rasporedu Cer vode do oboljenja, potrebno

je istraziti moguce terapijske mogucnosti i upotrebu Cer u ponovnom uspostavljanju integriteta
kozne barijere. Primarna linija je topikalna upotreba glukokortikoida, ali oni nemaju povoljan
sigurnosni profil i lijeCenje je vremenski ograni¢eno. Nove terapijske strategije su usmjerene
pronalasku sigurnijeg i odrzivijeg lijeCenja. Rezultati studija kojima je pokazano da egzogeni
ceramidi imaju blagotvorne uc¢inke na obnovu barijere, Cer su sintetizirani za terapeutsku i
kozmeti¢ku svrhu. Na Slici 5 prikazani su mogu¢i mehanizmi djelovanja topikalnih Cer 1
njihova klasifikacija. Pokazano je da kreme 1 preparati koji sadrze analog Cer, N-tetrakozanoil-
(L)-serin tetradecil ester smanjuju transdermalni gubitak vode 1 poboljSavaju karakteristike
barijere (20). Koppes i suradnici su u randomiziranoj, dvostruko slijepoj, emolijentom i
glukokortikoidom kontroliranom istrazivanju, usporedili kremu koja sadrzi Cer i magnezij
(Cer-Mg s masti koja sadrzi hidrokortizon) u 100 pacijenata s AD-om te je Cer-Mg krema
pokazala superiorne rezultate nakon 45 dana. Povecana je hidracija koZe, smanjen

transdermalni gubitak vode, a povecan prirodni faktor vlazenja (20,21).

Izazov ovakve terapije je slaba penetracija odredenih Cer kroz SC, stoga se cilja na
ukljucivanje Cer u nanonosace. Nanonosaci su submikronske (< 1 pm) koloidne ¢estice u koje
se moze uklopiti aktivna tvar, a povrSina im se moze modificirati prema ciljanom mjestu. Takav
sustav, Cer u nanonosacu, osigurao bi optimizirano otpusStanje lipida i sigurniji popravak

barijere (20).
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Topikalni preparati s ceramidima su formulirani u prvom redu za lijeCenje psorijaze,
kseroze i AD-a. Pretpostavljena su tri mogu¢a mehanizma kako topikalni ceramidi mogu
blagotvorno djelovati na pobolj$anje stanja kozne barijere: (a) formiranjem tekucih kristalnih
struktura, lamelarnih struktura i gel struktura s drugim kemijskim sastojcima u formulaciji,
formirajuci barijeru na povrsini koze; (b) inkorporirajuéi se u lamelarne strukture, pojacavajuci
integritet SC-a; (c) penetrirajuci u slojeve epidermisa. Stupanj apsorpcije penetracijom ovisi o
stanju barijere. Apsorbirani Cer se hidroliziraju do sfingoidne baze i slobodne MK, a potom se

koriste za endogenu sintezu Cer (22).

U teoriji se za formulacije mogu koristit bilo koje vrste Cer ako formiraju stabilnu
formulaciju, ali treba biti pazljiv s izborom jer je u odredenim stanjima poremecéena brojnost
Cer u odnosu na duljinu lanca. Racemati N-acildihidrosfingozin, odnosno mjeSavine
endogenog (2S, 3R [D-eritro]dihidrosfingozin) i ne-endogenog [(2S, 3S i 2R, 3R te 2R, 3S [L-
treo] dihidrosfingozina] Cer, najceS¢e se nalaze u formulacijama koje se nalaze na trZiStu.
Poznato je da je lipidni poredak narusen kod lipidnih membrana koje sadrze L-treo Cer, stoga

je potreban oprez pri dizajnu formulacija (22).

Studija provedena kako bi se ocijenilo koji Cer posjeduju veéu sposobnost stvaranja
prekursora, zakljucila je da egzogeni N-acilhidrosfingozin ima veéu sposobnost prekursorskog

djelovanja, nego egzogeni Cer koji sadrzi 4-hidroksi dihidrosfingozin (23).

Exogenous (Topical) Cer

Role | Role Role
I *
¥V —
—————

Form (lamellar) liquid ——

crystalline and/or gel ——

structures on skin surface P Corneocyte
Inco > |
,;ncu,pmdm into SC & ‘ Keratinocytes

Epidermis SUpplement lamellar
slructures and repair \e@“&
&
o
R Group 1 b
Dermis 1st generation of Cer &~ Sphingosine "
agent Sphingoid base kinases tKC
. > S1P > o
+Fatty Acid differentiaion
Subcutaneous layer v v v
Become precurosor Modulate 1Protein & lipid
to endogenous  Innate immune Production used for
___ Cer synthesis responses bame_f fornm!:-on

Slika 5. Klasifikacija topikalnih pripravaka ceramida (23).
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Osim topikalnih pripravaka, pozornost su u novije vrijeme stekli i oralni, posebice oni
sli¢ni Cer iz koze, derivirani iz jestivih botanickih izvora, s obzirom na to da su sigurniji od
onih zivotinjskog i sintetskog podrijetla. Postoje obec¢avajuce studije na animalnim i humanim
modelima da oralni fitoceramidi poboljsavaju funkciju barijere. Fitoceramidi pokazuju vecu
raznolikost nego oni iz koZe sisavaca i razlikuju se u duljini lanca, hidroksilaciji 1 stupnju
zasi¢enosti lanca MK-a. U proizvodnji se uglavnom koriste riza, pSenica, krumpir, slatki
krumpir, kukuruz i konjac. Farmakokinetski aspekt primjene oralnih fitoceramida joS§ je

nedovoljno istrazen (24).

Ishikawa i suradnici su u animalnoj studiji provedenoj na miSevima promatrali
promjene razine sfingolipida nakon oralne primjene Cer. Kod miseva hranjenih Cer
primijecene su znatno vise razine sfingolipida nego kod miSeva iz kontrolne skupine, ali nije

jasno je li to rezultat de novo sinteze (25).

Razli¢iti autori su predlozili moguée mehanizme djelovanja oralno primijenjenih Cer:
(a) direktna upotreba 1 apsorpcija; (b) iskoriStavanje egzogenih Cer u keratinocitima i (c)

indukcija produkcije Cer u kozi metabolitima (24).

Ueda i suradnici su administriranjem radioaktivnog *H-Cer $takorima demonstrirali
distribuciju Cer u dermis 1 epidermis. Kasnije su pokazali i distribuciju dugolancanih
sfingozinskih baza. Neki dijelovi su transportirani nepromijenjeni, a neki su bili ukljuceni u

biosintetske puteve Cer (26).

Open-label prospektivna studija, u kojoj su ispitanici tijekom tri mjeseca primali oralnu
suplementaciju ekstraktima Cer iz rize (Oryza sativa L.) u obliku kapsule (40 mg), jednom
dnevno, dokazala je da je potaknuta proizvodnja sebuma i Cer. Smanjen je upalni odgovor,
bore, povecane su ¢vrstoca koZe i elasticnost. Nisu prijavljeni Stetni dogadaji, ali je ograni¢enje

studije nedostatak placebo grupe (27).

S obzirom na primjenu per os, postavilo se pitanje o sigurnosti takvih pripravaka. U
placebo kontroliranoj, randomiziranoj, dvostruko slijepoj paralelnoj studiji u trajanju od 12
tjedana, ispitanici su primali Acetobacter malorum NCI 1683. Acetobacter malorum NCI 1683
spada u skupinu gram-negativnih aerobnih bakterija koje produciraju acetatnu kiselinu

oksidativnom fermentacijom etanola. Dobro toleriraju osmotski stres 1 nizak pH zbog acetatne
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kiseline koju same proizvode. Molekule koje posjeduju ovakvu toleranciju su ceramidi koji se
nakupljaju u stanicama. Ispitanici su primali 4. malorum, neprekidno kroz 12 tjedana, Sto je
ekvivalent 0,8 mg/dan A. malorum deriviranog ceramida — dihidroceramida. Rezultati su

pokazali znacajno poboljSanje u hidraciji SC-a bez zabiljezenih Stetnih u€inaka (28).

U istrazivanju u kojem su ispitanici primali 1197 mg bakterija octene kiseline, koje su
sadrzavale 9,06 mg Cer, 4 tjedna, na temelju nalaza krvi, analize urina i fizickih mjerenja,

takoder nisu zabiljeZeni Stetni ucinci (29).

Nakon zakljuc¢ka da se Cer bar djelomicno apsorbiraju, postavilo se pitanje prolaze li
krvno-mozdanu barijeru. Studija je dizajnirana da se ispita prolazak kratkolan¢anog i
dugolancanog Cer. Ispitivanje je radeno na mi§jem modelu i stani¢noj kulturi, a rezultati
indiciraju prolaz krvno-mozdane barijere 1 djelomi¢ni metabolizam u sfingomijelin i

glukozilceramid (30).

Osim blagotvornih ucinaka za kozu, Cer mogu pomo¢i i kod primjene lijekova.
Pretpostavljeni mehanizmi su: (a) poboljSanjem barijere; (b) poboljSanjem lipofilnosti za

trazeni lijek i (c) djelujuéi kao prijelazni kanal za pretvaranje dvosloja koze u jednosloj (31).

Posebno su obecavajuca ispitivanja na kemoterapeuticima jer poboljSavaju prodor

lijeka u stanicu i pojacavaju citotoksicnost jer imaju sposobnost indukcije apoptoze (31).

Ceramidi su tako vrijedno oruzje, ne samo u njezi koze i terapiji koznih oboljenja, nego

1 za terapije ostalih bolesti i rjeSavanje farmakoloskih izazova (31).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Cilj ovog istrazivanja je utvrditi kvalitetu randomiziranih kontroliranih istrazivanja u

pacijenata koji koriste ceramide.
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3. MATERIJAL I METODE
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Istrazivanje je provedeno kao presjecno istrazivanje procjene kvalitete dostupnih
sazetaka 1 cijelih ¢lanaka randomiziranih kontrolnih istraZzivanja u pacijenata koji koriste
ceramide. PubMed je odabran kao pretrazivac, a strategija pretrazivanja je ukljucivala izraze
ceramide 1 skin. Randomized controlled trial je odabran kao filtar za tip Clanka. Kriterij
ukljucenja su bili dostupnost sazetaka, ¢lanaka i engleski jezik. Pretrazivanje je provedeno u

kolovozu 2022. godine.

Za ocjenu kvalitete sazetaka, koriStena je CONSORT lista sa 17 kontrolnih tocaka (32).
Analizirani su: naslov ¢lanka i opis istrazivanja kao RCT u naslovu, dostupnost kontakta
autora, dizajn ispitivanja (parallel group, cluster randomized, crossover, factorial, superiority,
equivalence or noninteriority), odredenost uklju¢nih kriterija za ispitanike i mjesto prikupljanja
podataka, intervencija za pokusnu i kontrolnu skupinu, jasno opisan cilj istrazivanja, navedeni
primarni ishodi, randomizacija, zasljepljivanje (tko je =zaslijepljen u istrazivanju), broj
ispitanika u svakoj skupini kojima ¢e se analizirati primarni ishod, rezultati za primarni ishod
u svakoj skupini, s procjenom velic¢ine u¢inka, Stetni ucinci prijavljeni tijekom ispitivanja,

zakljucak, broj registracije 1 izvor financiranja istrazivanja.

Ukljuceni su i podatci: godina izdavanja ¢lanka, naziv ¢asopisa u kojem je ¢lanak
objavljen, ¢imbenik utjecaja ¢asopisa 1 kvartil kategorije u 2022. godini (podatci preuzeti iz
Journal citation reports 1 Web of sceince). Za €asopise citirane u nekoliko kategorija, odabrana
je kategorija s viSom vrijednoS¢u kvartila. Analizirano je 1 je li istrazivanje uklju¢ivalo manje
ili viSe od 100 ispitanika, zemlja provodenja ispitivanja, je li ispitivanje farmakolosko,
multicentri¢nost, pokazuju li rezultati da je intervencija bolja od placeba, je li istraZivanje

provedeno u bolnici, izvor financiranja ¢lanka, broj autora i strukturiranost saZetka.

Prilikom pretrage MEDLINE baze podataka za ishodenje teksta ¢lanka, koriStena je
ista strategija pretrazivanja: ceramide 1 skin te filtar Randomized controlled trial. Za ispitivanje
kvalitete cijelih ¢lanaka randomiziranih kontroliranih istraZivanja u pacijenata koji koriste
ceramide, koriSten je CONSORT 2010 kontrolni popis za informacije koje je potrebno ukljuciti
kod izvjeStavanja rezultata randomiziranog kontroliranog istrazivanja. Obradene stavke su

navedene u Tablici 1.
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Tablica 1. CONSORT 2010 kontrolna lista za stavke koje je potrebno ukljuciti u ¢lanak (33).

Stavka

Pozadina
istrazivanja i
ciljevi
Dizajn
istrazivanja

Ispitanici

Intervencije

Ishodi

Veli¢ina
uzorka

Randomizacij
a:

Generiranje
sekvence

Mehanizam
skrivanja
alokacije

Implementaci
ja

Zasljepljivanj
e

la
1b
2a
2b

3a
3b
4a
4b

6a
6b
Ta
7b

8a
8b

10

lla

11
b

12a

Objasnjenje

Identifikacija istrazivanja kao randomiziranog u naslovu
Strukturirani sazetak

Znanstvena pozadina i objasnjenje

Ciljevi 1 hipoteza

Opis studije (parallel, factorial)

Promjene u metodama nakon pocetka istrazivanja, s objasnjenjem
Kriteriji ukljucenja

Mjesto prikupljanja podataka

Intervencije za kontrolnu i pokusnu skupinu, s dovoljno detalja za
replikaciju

Precizno definirani primarni i sekundarni ishodi
Promjene u ishodima nakon pocetka istrazivanja, s objaSnjenjem
Kako je odredena veli¢ina uzorka

Ako je primjenjivo, objasnjenje preliminarnih analiza

Metoda za generiranje nasumicne alokacijske sekvence

Vrsta randomizacije i bilo kakva ogranicenja

Mehanizmi implementacije nasumicnih alokacijskih sekvenci,
opisujuci

korake zasljepljivanja

Tko je generirao alokaciju, unovacio ispitanike i dodijelio
intervenciju

Tko 1 kako je zaslijepljen

Ukoliko je relevantno, sli¢nost intervencija

Statisticke metode za primarne 1 sekundarne ishode
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Statisticke
metode

Ispitanici
(preporuca se
dijagram
toka)

Regrutacija

Bazni podatci

Analizirani
brojevi

Ishodi

Sporedne
analize

Stetni ucinci
Ogranicenja

Uopcenost
istrazivanja

Interpretacija

12

13a

14a
14

15
16

17a

17
b

18

19
20
21

22

Ostale informacije

Registracija
Protokol

Financiranje

23
24
25

Metode za dodatne analize, kao §to je analiza podgrupa

Za svaku skupinu, broj ispitanika analiziranih za primarni ishod

Razlozi 1 broj gubitaka ispitanika za svaku skupinu

Datumi regrutacije i kontrola

Zasto je istrazivanje zaustavljeno

Tablica demografskih I klini¢kih podataka za svaku skupinu

Broj analiziranih ispitanika u svakoj skupini

Rezultati primarnih i sekundarnih ishoda za svaku skupinu s
procjenom
veli¢ine ucinka i preciznoscu.

Za binarne ishode je preporuceno izrazavanje i apsolutne i relativne
veli¢ine

Rezultati bilo kakvih drugih provedenih analiza

Nuspojave ili Stetni dogadaji
Ogranicenja istraZivanja, izvori pogreSaka

Vanjska valjanost 1 primjenjivost istrazivanja

Interpretacija u skladu s rezultatima, uzimajuéi u obzir Stetu i korist te

ostale relevantne dokaze

Broj registracije 1 ime registra istrazivanja
Gdje se mozZe pristupiti punom protokolu istrazivanja

Izvori financiranja ili materijala istrazivanja

Podatci su upisani u proracunske tablice u program Microsoft Office Excel 2021, a

potom je napravljena deskriptivna statisticka analiza. Rezultati su predstavljeni kao medijan,

cijeli brojevi i proporcije.

19



4. REZULTATI
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Pretrazivanje MEDLINE baze podataka ukupno je ishodilo 61 istrazivanje o
ceramidima, od kojih je u konacnici 51 bilo prikladno za analizu. Slika 6 prikazuje dijagram

toka ukljucenja istrazivanja u analizu kvalitete sazetaka.

PretraZivanje
baze podataka 61
rad

I

[ |
Nisu istraZivanja
na kozi
| 7 radova

~ Nisu istraZivanja
T na ljudima ili RCT
3 rada

Slika 6. Dijagram toka ukljucenja sazetaka istraZivanja o ceramidima u analizu

54 istraZivanja na
kozi

51 istraZivanje

Sazetak s najmanje stavki CONSORT liste imao je 0 trazenih tocaka, dok je sazetak s
najboljim ukupnim zbirom imao 12 navedenih informacija. Medijan za ukupni CONSORT zbir
je 5 (interval pouzdanosti 4 do 7). Najve¢i udio, 27,7%, ¢inila su istraZivanja objavljena u
drugome kvartilu ¢asopisa indeksiranih u Web of Science bazi podataka. Slika 7 prikazuje

kvalitetu Casopisa (kvartil) 1 kvalitetu sazetaka (ukupni zbir CONSORT tocaka).
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Slika 7. Medijani ukupnog zbira CONSORT tocaka prema kvartilima ¢asopisa

Cak 80 % istrazivanja imalo je ukupni broj ispitanika manji od 100, a 92,2 %
istrazivanja bilo je ustrojeno kao multicentri¢no istrazivanje. Nadalje, gotovo sva istrazivanja,
92,0 % njih, pokazala su da ceramidi imaju ucinak, kada se usporeduju s placebom. Takoder,

46,0 % saZetaka imalo je strukturirani sazetak.

Ukupan broj sazetaka koji je sadrzavao odredenu tocku CONSORT liste prikazan je u
Tablici 2. Podaci su prikazani kao cijeli brojevi (udjeli). Rezultati analize su pokazali da su
najmanje zastupljene bile informacije o financiranju, na¢inu randomizacije ispitanika te o
nuspojavama ceramida. Casopisi prvog i drugog kvartila nisu sadrzavali sazetke koji su imali

viSe vrijednosti ukupnog zbira CONSORT stavki.

Ukupno je analizirano 40 cijelih istrazivanja o ucinku ceramida na kozu, jer 11
znanstvenih radova nije bilo dostupno, iako su analizirani saZetci za iste. Rezultati analize
prema CONSORT listi pokazali su sli¢ne udjele zastupljenosti pojedinih stavki kao i rezultati
analize sazetaka. Primjerice, samo je 9 radova sadrzavalo informaciju o na¢inu randomizacije
(22,5 %), nuspojave su bile sadrzane u 13 radova (32,5 %), a izvor financiranja je naveden u 6

znanstvenih istrazivanja (15,0 %).
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Tablica 2. Broj i udio sazetaka koji su sadrzavali stavke CONSORT liste

N (%)
Naslov 19 (38,2)
Kontakt autora 17 (32,0)
Dizajn istrazivanja 4(7,8)
Ispitanici 19 (38,2)
Intervencija 22 (44,0)
Cilj 49 (98,0)
Ishodi 42 (84,0)
Nacin randomizacije 3 (6,0)
Zasljepljivanje 22 (44,0)
Podjela ispitanika 11 (22,0)
Regrutacija 32 (64,0)
Broj analiza 10 (20,0)
Ishodi 42 (84,0)
Nuspojave 7 (14,0)
Zakljucak 42 (84,0)
Registracija 5(10,0)
Financiranje 2 (4,0)
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Rezultati 92,0 % istraZzivanja pokazali su da su gotovo sva istrazivanja pokazala da
ceramidi imaju bolji u¢inak, u odnosu na placebo. Zbog navedenog se moze ocekivati da ¢e u
buduénosti postojati sve veci broj istrazivanja o njihovom utjecaju na razli¢ita kozna stanja, ali
i da ¢e na trziStu postojati sve veci broj proizvoda koji ¢e sadrzavati razli¢ite ceramide. Zbog
navedenog je veliki problem netransparentnost uo¢ena u analizi sazetaka i cijelih istrazivanja
u ovome radu. Naime, s obzirom na to da se rijetko navodi izvor financiranja u istrazivanjima
ucinaka ceramida na kozi, postoji mogucénost da ovaj moguci zbunjujuci ¢imbenik utjece na
prikaz rezultata istrazivanja. Takoder, veliki problem ¢ini Sto vecina istrazivanja ne navodi
registraciju samog istrazivanja prije regrutacije ispitanika, Sto znaci da se ne navode mjere
ishoda istrazivanja prije pocetka samog istrazivanja te primjerice autori mogu prilikom objave
istrazivanja u znanstvenom radu navoditi samo one mjere ishoda za koje su ceramidi pokazali

superiorniji u¢inak, u usporedbi s placebom.

Takoder, veliki nedostatak koji je uocen u ovome istrazivanju je nedostatak informacija
o ucestalosti nuspojava ceramida na kozi. Prema istrazivanju koje je provedeno na podacima
Ameri¢ke agencije za hranu i lijekove nisu pronadene ozbiljnije nuspojave ove skupine
kozmetickih proizvoda, u vidu karcinogenog ili genotoksi¢nog uc€inka, na osnovu rezultata
istrazivanja na Zivotinjama. Medutim, u istome istrazivanju se navodi kako su korisnici prijavili
nuspojave u vidu alergijskih reakcija, osipa i preosjetljivosti te je za ocekivati da su nuspojave

bile uocene barem u dijelu istrazivanja ukljuc¢enih u ovoj analizi (34).

Zanimljivo je da u ovome istrazivanju nije uoceno da je veca kvaliteta sazetaka radova
o ceramidima uocena u kvalitetnijim casopisima (prvog i drugog kvartila). lako je bilo
oc¢ekivano da kvalitetniji Casopisi imaju rigorozniji sustav recenziranja radova te posljedi¢no
ceS¢e koriste CONSORT listu prilikom izvjeStavanja istraZivanja, ovaj trend nije uocen u
analizi dostupnih saZetaka o ceramidima. Za pretpostaviti je da se CONSORT lista za saZetke
1 cijele radove joS$ uvijek nije implementirala u dermatoloska istraZzivanja, barem ne ona koja
ukljucuju kozmeticke proizvode, kao $to su ceramidi. Bez obzira na to Sto se radi o
kozmeti¢kim proizvodima kao intervenciji, svi randomizirani kontrolirani klinicki pokusi bi
trebali biti kvalitetno izvjeStavani, $to ukljucuje korisStenje CONSORT liste prilikom pisanja

znanstvenih radova.

Nase istrazivanje ima odredena ograni¢enja. Naime, u istrazivanju je ukljuena samo
jedna baza podataka, a to je MEDLINE. lako ona obuhvaca veliki broj istrazivanja i prednost

je Sto je javno dostupna baza podataka, buduca istrazivanja trebala bi ukljucivati 1 Google
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Scholar gdje se moze naci veliki broj istrazivanja, ukljucujuci i ona koja nisu objavljena u
znanstvenim casopisima. Medutim, za ocekivati je da je kvaliteta istrazivanja indeksiranih u
ovoj bazi podataka niska. Nadalje, drugo ograni¢enje istrazivanja je to S$to je za procjenu
kvalitete sazetaka i cijelih istrazivanja koriSten samo jedan alat, a to je CONSORT lista. Za
pretpostaviti je da bi se rezultati istrazivanja razlikovali da su koriSteni drugi dostupni i
validirani alati te bi buduca istrazivanja trebala usporediti rezultate kvalitete procijenjene

razli¢itim dostupnim alatima.
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Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da:

1.

Casopisi prvog i drugog kvartila nisu sadrzavali saZetke koji su imali vise
vrijednosti ukupnog zbira CONSORT stavki.

Medijan ukupnog zbira CONSORT liste za saZetke randomiziranih
kontroliranih pokusa ceramida na kozi bio je 5 (interkvartilni raspon 4-7).
Rezultati gotovo svih istrazivanja (92,0 %) pokazali su u¢inak ceramida na
kozu, u usporedbi s u¢inkom placeba.

Najmanje zastupljene stavke CONSORT liste i za saZetke i za cijele radove bili
su podaci o nacinu randomizacije ispitanika, nuspojavama te izvoru

financiranja.
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Cilj istrazivanja: Cilj istraZzivanja je bio analizirati javno dostupne sazetke randomiziranih
kontroliranih istrazivanja i potpuna istrazivanja o pacijentima koji koriste ceramide, dostupne

na PubMed-u koriste¢i CONSORT listu.

Materijal i metode: CONSORT lista sastavljena od 17 stavki je koriStena za ocjenu kvalitete
sazetaka. CONSORT 2010 kontrolna lista za stavke koje je potrebno ukljuciti u ¢lanak je
koriStena za ocjenu kvalitete cijelih istrazivanja. IzvrSena je PubMed pretraga koriste¢i kljucne
rijei: ceramides 1 skin. Randomized controlled trial je odabran kao filtar za tip ¢lanka. Kriterij
ukljucenja su bili dostupnost sazetaka, ¢lanaka i1 engleski jezik. Pretrazivanje je provedeno u

kolovozu 2022. godine.

Rezultati: Pretrazivanje je rezultiralo 61 dostupnim sazetkom, od kojih je 51 bio prikladan za
analizu. Medijan za ukupni CONSORT zbir je 5 (interval pouzdanosti 4 do 7). Sazetak s
najboljim ukupnim zbirom, imao je 12 trazenih stavki, dok sazetak s najmanjim zbirom nije
sadrzavao nijednu potrebnu stavku. Analizirano je 40 cijelih istrazivanja. Rezultati su sli¢ni
kao analiza saZetaka — 9 radova je sadrZavalo informacije o nacinu randomizacije (22,5 %),
nuspojave su navedene u 13 radova (32,5 %). Izvor financiranja naveden je u 6 istraZivanja

(15,0 %).

Zakljucak: Rezultati gotovo svih istraZivanja, odnosno 92,0 %, su pokazali u¢inak ceramida
na koZzu u usporedbi s uc¢inkom placeba. U buduénosti se stoga moze ocekivati vec¢i broj
istrazivanja na temu ucinka ceramida. Ovo istrazivanje je ukazalo na nisku kvalitetu dostupnih
sazetaka 1 istrazivanja, posebice nedostatak transparentnosti pri prijavljivanju nuspojava,
izvoru financiranja i nacinu regrutacije ispitanika. Ovakvi rezultati indiciraju potrebu da se u

buduénosti poveca kvaliteta saZetaka 1 istraZivanja.
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Diploma Thesis Title: The Reporting Quality of Randomized Controlled Trials on Patients
Who Use Ceramides

Objectives: The aim of this study was to analyse abstracts and randomized controlled trials

publicly available on PubMed, using the CONSORT checklist.

Materials and methods: CONSORT checklist made up of 17 items was used to assess the
quality of abstracts. CONSORT 2010 checklist was used to assess the quality of the randomized
controlled trials. The PubMed search was carried out using the keywords: ceramides and skin.
Randomized controlled trial was a filter used to find appropriate articles. Inclusion criteria were
the availability of the abstracts, whole articles, and the English language. The search was

carried out in August of 2022.

Results: The search resulted in 61 available abstract. 51 abstract was suitable for analysis. The
median value of the total sum was 5 (confidence interval 4-7). Abstract with the highest sum
had 12 necessary items, while the abstract with the lowest sum did not contain none of the
necessary items from the CONSORT checklist. 40 whole articles were analysed. The results
were similar to the ones from the analysed abstracts. 9 articles contained the randomisation
information (22.5 %), harms were detailed in 13 articles (32.5 %). Funding was listed in 6

articles (15.0 %).

Conclusion: The results of almost all of the analysed randomized controlled trials (92,0 %),
indicate superior ceramides skin effects when compared to placebo. In the future, it is to be
expected to see a rise in research about ceramides. This study indicated a low quality of
abstracts and the whole articles, especially when reporting harms, funding and the mode of
selecting the participants. These results show the need to increase the quality of reporting in

future trials.
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