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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra anorganické a organické chemie

Kandidat: Pospisilova, Markéta

Skolitel: doc. PharmDr. Katetina Vavrova, Ph.D.

Nézev diplomové prace: Studium lipidovych membran obsahujicich lysolipidy jako

modell atopické dermatitidy.

Pred vlivem Skodlivého vnéjsiho prostfedi jsme chranéni kozni bariérou, ktera je
lokalizovana ve stratum corneum, a ktera zaroven zabraiiuje nadmérnym ztratdm vody
u zdravého Clovéka syntetizovany z glukosylceramida a sfingomyelinii prostfednictvim
enzymi glukocerebrosidazy a sfingomyelinazy. Pokud je ve stratum corneum ceramidi
nedostatek, tedy, pokud tyto mechanismy funguji nedostatecné, rozviji se atopicka
dermatitida. Ve stratum corneum pacienta s atopickou dermatitidou jsou
glukosylceramidy a sfingomyeliny hydrolyzovany glukosylceramid/sfingomyelin
deacylazou za vzniku lysolipidi (glukosylsfingosinu nebo sfingosinfosforylcholinu)
a volné mastné kyseliny. V této praci jsme pfipravili modely membran, které
napodobuji slozeni lipidd stratum corneum pacienta s atopickou dermatitidou, tedy, ve
kterych jsou ceramidy castecné (25 % - 75 %) nebo uplné nahrazeny lysolipidy.
Modelové membrany byly pfipraveny jako ekvimolarni smés lysolipidi nebo ceramidu,
smési mastnych kyselin (C16 — C24) a cholesterolu s ptidavkem 5 % cholesterol-sulfatu
na polykarbonatovych filtrech. Vliv lysolipidli na rozpustnost pfipravenych membran
byl studovdn pomoci modelovych permeant theofylinu a indomethacinu za pouziti
Franzovych difuznich cel. Dale byla méfena ztrita vody membranami a elektricka

impedance. MnoZstvi permeantli proslych pfes membrany bylo stanoveno pomoci



HPLC. Vysledky ukézaly, Zze ptfitomnost sfingosinfosforylcholinu ma za nasledek
zvySeni ztraty vody membranou a zvySenou propustnost membran pro oba modelové
permeanty, nejvice pfi nahrazeni 25 % ceramidu sfingosinfosforylcholinem. ZvySena
propustnost membran se objevila i u glukosylsfingosinu, opét nejvice pti ndhrad¢ 25 %
ceramidu glukosylsfingosinem. Tato studie prokazala, ze ptitomnost obou lysolipidi je
zodpovédna za zvySenou propustnost stratum corneum u atopické dermatitidy a za

zvysené ztraty vody z epidermis.



ABSTRACT
Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of inorganic and organic chemistry

Candidate: Pospisilova, Markéta

Supervisor: Assoc. Prof. PharmDr. Katetina Vavrova, Ph.D.

Title of Diploma Thesis: Study of lipid membranes with lysolipids as models of atopic

dermatitis

We are protected against the harmful influence of the external environment by a skin
barrier, which is located in the stratum corneum. The skin barrier also prevents
excessive water loss through the skin. Ceramides have the most important role in the
barrier function of the skin. The healthy skin’s ceramides are synthesized
of glucosylceramide and sphingomyelin via enzymes sphingomyelinase and
glucocerebrosidase. If there is a lack of ceramide in the stratum corneum, which means,
if these mechanisms work insufficiently, it gives rise to atopic dermatitis. In the stratum
corneum of a patient who suffers from atopic dermatitis are glucosylceramide and
sphingomyelin hydrolyzed by glucosylceramide/sphingomyeline deacylase which leads
to free fatty acids and lysolipids (glucosylsphingosine and
sphingosinephosphorylcholine) generation. In this work, we prepared model membranes
which simulate a composition of lipids of the stratum corneum of a patient with atopic
dermatitis, in which ceramides are replaced by lysolipids partially (25 % - 75 %)
or completely. Model membranes were prepared as an equimolar mixtures of lysolipids,
ceramide, mixtures of free fatty acids (C16 — C24) and cholesterol with the addition
of cholesterol sulphate on polycarbonate filters. Effect of lysolipids on permeability
prepared membranes was studied by model permeants theophylline and indomethacin

by using Franz diffusion cells. Then we measured a loss of water through the



membranes and electrical impedance. The amount of permeants which passed through
the membranes was determined by HPLC. Results showed that the presence
of sphingosinephosphorylcholine causes increase in loss of water from the membrane
and increased permeability of membranes for both model permeants. This most
happened when we replaced 25 % of ceramide by sphingosinephosphorylcholine.
Increased permeability of the membranes was also found at glucosylsphingosine, and it
happened mostly in the case of replacing 25 % of ceramide by glucosylsphingosine.
This study demonstrated that the presence of both lysolipids is responsible for the
increased permeability of the stratum corneum of atopic dermatitis, and it is also
responsible for increased loss of water from the epidermis.
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2. CiL PRACE

Atopicka dermatitida je zdné&tlivé kozni onemocnéni V. KoZni bariéra je u tohoto
onemocnéni poSkozena a neni schopna plnit svoji funkci: chranit pfed Skodlivinami
z vngj§iho prostiedi a zadrzovat vodu @. P¥i¢inou je nedostatek ceramidil ve stratum
corneum @, ktery se objevuje, krom jiného, i v disledku abnormalni exprese
glukosylceramid/sfingomyelin deacylazy ). Produktem této enzymové reakce nejsou
ceramidy, ale lysolipidy (glukosylsfingosin nebo sfingosinfosforylcholin) a volné mastné
kyseliny.

Cilem této prace bylo pfipravit modelové membrany, které by napodobovaly
sloZzeni lipidii stratum corneum s timto neobvyklym enzymem v kiizi pacienta
s atopickou dermatitidou, tedy, které by obsahovaly glukosylsfingosin a volné mastné
kyseliny nebo sfingosinfosforylcholin a volné mastné kyseliny misto ceramidu (z 25 %
az 100 %) a studovat jejich propustnost.

Vliv lysolipidii ve srovnani s ceramidy byl u pfipravenych membran hodnocen
pomoci méfeni ztraty vody, elektrické impedance a fluxu dvou modelovych latek
theofylinu a indomethacinu pfes membrany kviili posouzeni, do jaké miry pfitomnost
téchto lysolipidd ve stratum corneum pacienta s atopickou dermatitidou ovliviiuje ztraty

vody a celkovou propustnost.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Kozni bariéra

3.1.1 Stratum corneum

Suchozemsti Zivocichové jsou pred negativnimi vlivy vnéjsiho prostiedi chranéni

funkéni bariérou ®. Tato propustna bariéra je u savci lokalizovana ve stratum corneum

(SC), kter¢ je tvofeno extracelularnimi lipidy

a korneocyty (Obr. 1) 45 6:7:8),

Epidermis

Lipidova ;
matrix — =
Keratinocyty 3

(extracelularni  matrix)

Stratum corneum

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

=
i — Bazalni vrstva

Obr. 1 ©, Vrstvy epidermis. Keratinocyty vznikaji z bazalni vrstvy epidermis a migruji ke
koznimu povrchu. Po dosazeni SC jsou plné¢ diferencované. Tento proces je nazyvan
keratinizace a je nezbytny pro tvorbu funkéni kozni bariéry. Lipidova matrix chrani ktzi pred
ztrdtami vody a prinikem $kodlivych latek (819 Keratin v keratinocytech je hydratovany, tim

udrzuje kdzi pruznou (1D,

3.1.2 Keratinocyty

Korneocyty jsou termindlné diferencované keratinocyty. Keratinocyty vznikaji

z kmenovych bunék bazalni vrstvy na hranici dermis a epidermis. Béhem diferenciace

kize migruji smérem ke koznimu povrchu ®). Béhem své migrace postupné ztraci
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organely a v SC se z nich stavaji mrtvé zplostélé bunky zbavené organel, ale plné
keratinovych vlaken (9,
Keratinocyty tedy béhem své migrace postupné utvari vsechny vrstvy epidermis:

stratum basale (SB), stratum spinosum (SS), stratum granulosum (SG) a SC (Obr. 1) @,

3.1.3 Lamelarni granula

Ve vrstvé SS se poprvé objevuji lameldrni granula, diive zvana také jako
Odlandova téliska. Tato lamelarni granula jsou vyplnéna mnozstvim lipidickych disk,
v nichz jsou skladovany prekurzory ceramidi, glukosylceramidy (GCer, Obr. 2)
a sfingomyeliny (SM, Obr. 2), které jsou syntetizovany ze serinu
a palmitoylkoenzymu A @. Déle jsou v nich skladovany také cholesterol (Chol), dalsi

fosfolipidy a enzymy fosfolipaza A2, glukocerebrosidaza a sfingomyelinaza 1),

OH

OH
o) N
HQ&A/O
2 HNYV\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/

glukosylceramid

O sfingomyelin

Obr. 2. Strukturni vzorce GCer a SM.

V pozdni fazi diferenciace keratinocytt, na rozhrani SG a SC, lamelarni granula
migruji do vnéjsi Casti keratinocytu a jejich membrany splyvaji (12; 13; 14; 15; 16; 17). Tim
jsou hydrolytické enzymy uvolnény do extracelularniho prostoru (4; 12; 18), kde
konvertuji rovnéZ uvolnéné prekurzory na ceramidy a volné mastné kyseliny (MK) (4; 5;
12; 18; 19). Vzniklé ceramidy a volné MK (4; 12; 18) spolu s uvolnénym Chol vytvari
lipidovou matrix. VSechny slozky jsou v téméf ekvimolarnim mnoZstvi a pfitomno je i

mensi mnozstvi cholesterol-sulfatu (CholS) (6).
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3.1.4 Ceramidy

GCer jsou stépeny glukocerebrosidazou ©% 2D SM sfingomyelindzou ?2),
Produktem obou reakci jsou jiz zminéné ceramidy (Obr. 3) * 2. Sfingomyelinaza
a glukocerebrosidaza tak maji klicovou roli v generovani ceramidli pro bariérovou
funkci SC @3 24 25 26 2)) 3 pro nezbytné zadrzovani vody v kuzi @4 28 29

Nasyntetizované ceramidy nasledné vytvari lamelarni strukturu, coz je kli¢ovy faktor

bariérové funkce kiize G031
palmitoyl-CoA + serin
\]
3-ketosfinganin
\j
sfinganin
v
dihydroceramid
ceramld
- / \
H‘Qjég»o,\l/\/\/\/v\/\/\/\ NN PO’\‘/\/\/\/\/\/\/\/\
OH HN A~ A~~~ N A A A A A A AN
Oglukosylceramid O sfingomyelin
glukocerebrosidaza sfingomyelinaza
glukoza OH fosforylcholin

HO ™S S S oSS S
HN

O ceramid

Obr. 3 ®2), Biosyntéza ceramid. Biosyntéza ceramidii vychazi z palmitoylkoenzymu A a serinu
412 Touto cestou se syntetizuji prekurzory ceramidi, GCer a SM 12 které jsou Stépeny
piislusnymi enzymy, glukocerebrosidazou % 29 a sfingomyelinazou ©®? za vzniku ceramidi
a glukozy nebo fosforylcholinu.

3.2 Atopicka dermatitida

3.2.1 Epidemiologie

Atopicka dermatitida (AD) je zanétlive, recidivujici a sveédivé onemocnéni

vvvvv

postihuje 15 — 30 % déti a 2 — 10 % dospélych ve vyspélych zemich 334,
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3.2.2 Projevy

Mezi projevy tohoto onemocnéni patfi suchd a Supinatd kuze, kterd pokryva
obvykle celé télo, u déti s vyjimkou oblasti plenek, a dale intenzivné svédici zarudlé
1éze, které se tvoii hlavné v ohybech rukou a nohou, na obliceji a na krku % 35 36:37),
Tyto projevy jsou zpusobeny velkymi ztratami vody, k nimz dochazi v duasledku

(8 Poskozenou kizi mohou nasledné velmi snadno

poskozené funkce kozni bariéry
pronikat alergeny, drazdivé latky & mikroorganismy @. Prinik tchto latek ma za
nasledek rozvoj zanétu, tim dochazi k dalsimu poskozeni kozni bariéry @ a ,bludny

kruh AD se uzavira ©9,

3.2.3 Etiologie

Mnoho studii prokéazalo, Ze etiologickym faktorem pro vznik atopické suché
kize s naruSenou bariérovou funkci je nedostatek ceramidia v SC & 5 29 40; 41 42)
Nedostatek ceramidt byl prokazan v SC pacientd s AD, a to jak v ekzematické, tak
i v neekzematické kizi “9. Dalsi studie prokazaly, Ze za nedostatkem ceramidii v SC

@ 3 43 ceramiddza Y a dale snizena aktivita

stoji enzymy GCer/SM deacyldza
sfingomyelinazy @9 40 42 45 Snizena aktivita sfingomyelinazy “® a zvysené aktivity
GCer/SM deacylazy ®® a ceramidazy “ byly popsany v SC pacienti s AD, a to jak
v ekzematické, tak 1 v neekzematické kiizi ve srovnani se zdravymi jedinci.

U zdravého jedince ceramidy vznikaji hydrolyzou GCer a SM prostifednictvim

(0 21) 3 sfingomyelinazy ®? za soudasného odstépeni glukozy

glukocerebrosidazy
a fosforylcholinu (Obr. 3). U pacienta s AD jsou ale GCer i SM hydrolyzovany v misté
amidické vazby pfisluSnou deacyldzou za vzniku ptisluSnych lysolipidi a volnych MK
(Obr. 4) ©®2, Z GCer prostiednictvim GCer deacylazy vznika glukosylsfingosin (GS,
Obr. 4) 2:32:43), 3 ze SM vznika prostiednictvim SM deacylazy sfingosinfosforylcholin

(SPC, Obr. 4) (2:3:43).
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palmitoyl-CoA + serin

\j
3-ketosfinganin
\]
sfinganin
\J
dihydroceramid
ceramud
N / \
0 o'\/vvvvvv\/\ NN P ’YWVV\/\/\/\
OH HNW\/WWW\/\/\/
O glukosylceramid Osﬁngomyelm
glukocerebrosidaza sfingomyelinaza

glukdza fosforylcholin

O ceramid
glukosylceramid deacylaza ceramidaza sfingomylin deacylaza
\ﬁstné kyselina mastna kyselina mastna kyseliﬁj
Y OH Y
oH o "R o . oH
MOW\/\/\N\/\/\ Nh"op e T T VoV N
OH NH; glukosylsfingosin NH2 sfingosinfosforylcholin

Obr. 4 @2, Zm&nény metabolismus sfingolipidd v epidermis pacientd s AD. Prekurzory
ceramidd, GCer a SM, jsou S$tépeny piislusnymi deacylazami za vzniku lysolipidi, GS ©2)

a SPC ¥3) a MK ©2_ Ceramidaza hydrolyzuje ceramidy na sfingosin a MK. Tento enzym se
(44)

vyskytuje i v SC zdravych jedincii, ale v SC pacientli s AD vykazuje vyssi aktivitu
Ceramidéza je enzym produkovany bakteriemi, nejvice bakterii Staphylococcus

aureus “®). Ceramidéza rozklada ceramidy za vzniku sfingosinu a MK (Obr. 4) 4,

3.2.4 Glukosylceramid sfingomyelin deacylaza

V roce 1995 byl popsan novy enzym se Sirokou specifitou, ktery hydrolyzuje
amidickou vazbu mezi MK a sfingosinovou bazi. Studie prokazala, Ze nestépi ceramidy,
tim padem je odliSny od ceramidazy, ale ze rozklada sfingolypididy za vzniku jejich
lysoforem. Provedena studie popsala prvni generaci lysosfingomyelinu z SM
specifickou hydroldzou. Enzym byl pojmenovan jako sfingolipid ceramid N-deacylaza

a byl izolovén z bakterie Pseudomonas sp. TK4 @9,
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Studie zabyvajici se AD odhalily, ze v SC pacientii s AD je sniZeny obsah
ceramidi @ % 2% 40: 4%42) ‘Mechanismus nedostatku ceramidi v SC pacienti s AD byl
vSak stale neznamy. Ve studiich orientovanych na ceramidy v SC bylo prokazano, ze
hladina ceramidii je regulovana dynamickou rovnovdhou mezi enzymy
sfingomyelindzou, glukocerebrosiddzou a ceramidazou, které jsou skladovany
v lamelarnich granulech, a které jsou aktivovany exocytézou na rozhrani SG a SC “8)

V ramci studii, béhem kterych se pacientim s AD odebiraly vzorky ktze, byla
objevena SM deacylaza @. SM deacylaza hydrolyzuje SM v misté amidické vazby za
vzniku jeho lysoformy, SPC, a kompetuje tak se sfingomyelindzou o SM & 43,
Dusledkem této hydrolyzy je nedostatek ceramidii v SC pacientd v AD. Katalyticka
aktivita této deacylazy je zavisla na pH a optimum ma pii pH 5,0. Molekulova hmotnost
gini kolem 40 000 Da a pl hodnota je 4,2 ®. Tyto enzymatické charakteristiky
dokladaji, ze SM deacyldza je naprosto odlisnd od ostatnich dosud znamych
a popsanych deacylaz ®?. Pripisoval se ji bakterialni ptivod, protoze lidska epidermis je
osidlena fadou mikroorganismu, a velmi ¢asto byl na koznim povrchu identifikovan
Staphylococcus aureus. Tato hypotéza ovSem byla vyvracena dukazem, Ze aktivita
SM deacylazy byla popsana i v ,,germ-free epidermis, tedy v epidermis zbavené vsech
mikroorganismi “8),

ProtoZe ne viechny ceramidy jsou odvozeny od SM “9, byl hledan novy enzym,
ktery by mohl komplexné objasnit nedostatek ceramidi v SC pacienti s AD. Byl
objeven novy enzym, GCer deacylaza, ktery hydrolyzuje amidickou vazbu GCer za
vzniku GS. Stanoveni enzymatickych charakteristik prokdzalo shodu se SM deacylazou,
a tento enzym je tedy nazyvan SM/GCer deacylaza & 32

Pritomnost tohoto enzymu se piedpoklada u vSech pacientd s AD. Toto tvrzeni
vychézi z poznatku, ze u vSech pacientli s AD, kterym byl odebran vzorek epidermis,
byl tento enzym nalezen “®. V SC ekzematické kiize pacienta s AD byla aktivita tohoto
enzymu vice nez Skrat vy$si nez v SC zdravého jedince, a v SC neekzematické kize
byla aktivita vys§i 3krat ©2),

SM/GCer deacylaza je exprimovana in situ ve vyznamnych hladinach v epidermis
pacienti s AD. Diusledkem jeji pfitomnosti je nedostatek ceramidi v SC,

coZ je etiologicky faktor pro vznik AD ©8),
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie

N-tetrakosanoyl-D-erythro-sfingosin (Ceramid NS, Obr. 5), GS (Obr. 5) a SPC
(Obr. 5) byly zakoupeny od firmy Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA). Chol (Obr. 5),
CholS (Obr. 5), kyselina palmitova (Obr. 5), kyselina stearova (Obr. 5), kyselina
arachidova (Obr. 5), kyselina behenova (Obr. 5), kyselina lignocerova (Obr. 5),
theofylin (TH, Obr. 5), indomethacin (IND, Obr. 5), gentamicin, propylenglykol
a rozpoustédla byla zakoupena od firmy Sigma-Aldrich Chemie Gmbh (Schnelldorf,
Némecko). VSechna rozpoustédla byla analytické nebo HPLC kvality.

OH
HO Z
HN
O ceramid NS
OH OH
HQ&&O ~
OH NH; glukosylsfingosin
0 OH
\N‘/\/O\ P’ s <
-\ y \O/Y\/\/\/\/\/\/\/\
NH; sfingosinfosforylcholin

cholesterol

0=S=0 cholesterol-sulfat
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HO/U\/\/\/\/\/\/\/\

palmitova kyselina
(0]

Ho/u\/\/\/\/\/\/\/\/\

stearova kyselina
o)

Ho/”\/\/\/\/\/\/\/\/\/\

arachidova kyselina
(0]

HO’”\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\

behenova kyselina

HO

lignocerova kyselina

0O
HaC. )K/[H
N i >
/4
o)\N N
CH,
theofylin

0
O
N

‘0 p—CHs
OH

HaC

o)

indomethacin

Obr. 5. Strukturni vzorce pouzitych latek.

4.2 Priprava modelovych lipidovych membran

4.2.1 Priprava smési mastnych kyselin

Pro pfipravu smési byla pouzita kyselina palmitova (1,3 % z celkového
latkového mnozstvi vSech MK), kyselina stearova (3,3 %), kyselina arachidova (6,9 %),
kyselina behenova (47,1 %) a kyselina lignocerova (41,4 %). Navazené MK byly

rozpustény ve smési hexan/96 9% ethanol v poméru 2:1 (v/v) a smichany
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ve vySe uvedeném poméru. Po rozpusténi byla pouzita rozpousStédla odstranéna
proudem dusiku a smés MK byla ponechana pies noc ve vakuu v exikatoru nad

parafinem a P20s z diivodu kompletniho odstranéni pouzitych rozpoustédel.

4.2.2 Priprava smési lipidu

Nasledujicim krokem byla ptfiprava smési zkoumanych lysolipidi (GS nebo
SPC), ceramidu, vyse uvedené smési MK, Chol a CholS. Jako kontrolni vzorek (model
lipidovych membran ve zdravé kozni bariéfe) byla pfipravena ekvimolarni smeés
ceramidu, Chol a MK s ptidavkem 5 hmotnostnich % CholS. V dalsich vzorcich bylo
25, 50, 75 ¢i 100 molarnich % ceramidu nahrazeno ekvimolarni smési daného
lysolipidu a smési MK, coz simuluje ¢astecny ¢i Gplny deficit ceramidt kvili rozkladu
jejich prekurzorit SM/GCer deacylazou.

Lysolipidy a cholesterolsulfat byly rozpustény v ethanolu (1 mg/100 ul) a MK,
ceramid a Chol ve smési hexan/96 % ethanol v poméru 2:1 (1 mg/100 pl).

Po smichani vSech lipidi v pozadovaném pomeécru byly pfipravené smeési
vysuSeny proudem dusiku a ponechany ptes noc ve vakuu v exikatoru nad parafinem

a P20s.

4.2.3 Priprava lipidovych membran

Abychom mohli studovat propustnost lipidovych membran, pfipravili jsme tyto
multivrstevné lipidové lamely na podkladovém filtru. Jako podkladové filtry byly
pouzity Nuclepore polykarbonatové filtry s pory o velikosti 0,015 pm (Whatman, Kent,
Velka Britanie). Nasttik pfipravené lipidové smési probihal pomoci proudu dusiku na
Linomatu IV (Camag, Muttenz, Svycarsko), ktery byl pro tento Gi¢el upraven, aby se
nanaSeci hlava pohybovala také ve sméru osy y. Pohyb zafizeni byl nastaven tak, aby
byla lipidova smés rovnomérné nastfikana na celou plochu membrany.

Pfipravend lipidovd smés byla rozpusSténa ve smési hexan/96 % ethanol
v poméru 2:1 (v/v) v koncentraci 4,5 mg/ml. Pii nastfiku byly pouZity stiikacky
o objemu 100 pl. Na kazdy filtr bylo aplikovano tfikrat 100 ul roztoku lipidd, a to
pokazdé z jiného thlu kvili dokonalému rozloZeni lipidové smési. TlouStka nanesené
lipidové vrstvy byla v priméru 11 pm ©9,

Ptipravené lipidové membrany byly nasledné zahtaty na teplotu 90 °C. Tato
teplota prevySuje teplotu hlavniho fazového ptechodu. Ptipravené lipidové membrany

byly pfi této teplot¢ ponechany 10 minut. Poté se nechaly 4 hodiny chladnout

19



na pokojovou teplotu a po dalSich 24 hodin byly temperovany v termostatu pfi teploté

32 °C. Tato metoda byla validovana v nasi diivéjsi praci ©9.

4.3 Permeacni pokusy

4.3.1 Piiprava donorovych vzorki modelovych permeanti

Jako donorové vzorky byly pouzity suspenze 5 % TH v 60 % propylenglykolu
a suspenze 2 % IND v 60 % propylenglykolu. Ptipravené suspenze byly do doby pouziti
uchovany v termostatu pii 32 °C, a tésné pied pouzitim probéhla homogenizace na

tfepacce.

4.3.2 Piiprava pufru jako akceptorové faze

Akceptorova pufrovaci faze byla tvofena 10 mM fosfatovym pufrem o pH 7,4
s pfidavkem gentamicinu o koncentraci 50 mg/l, ktery zde plnil konzervaéni funkci.
Ptipraveny pufr byl kratce odplynén v ultrazvuku a piesunut do termostatu o teploté
32 °C. V c¢as potieby byly touto ptipravenou akceptorovou fazi naplnény dolni ¢asti
nize zminénych Franzovych cel. Mnozstvi akceptorové faze bylo u kazdé cely

zaznamenano a pouzito pti vypoctu toku dané latky pres membranu.

4.3.3 Priprava Franzovych difuznich cel

Franzovy cely byly slozeny ze dvou sklenénych ¢asti, dvou teflonovych drzak,
membrany a michadla. Dolni sklenénd ¢ast (akceptorovd), dole uzaviena, nahote
oteviend, s objemem pfiblizn€¢ 6 ml, méla vzestupné raménko, kterym se pii pokusu
odebiraly vzorky. Dale v ni bylo vloZeno michadlo a byla naplnéna akceptorovou fazi.
Na hornim konci této spodni sklenéné ¢asti byly umistény teflonové drzéky s otvory
0,5 cm?, které mezi sebou drzely membranu orientovanou lipidovym filmem nahoru.
K utésnéni byly drzéky potieny silikonovym tukem. Horni sklenéna ¢ast Franzovy cely
(donorovd), s horni 1 dolni ¢asti otevienou, nasedala na drzdky s membranou. Celé
soustava byla fixovana gumic¢kami. Takto pfipravené difuzni cely, s propustnou difuzni
plochou 0,5 cm?, byly umistény do vodni 14zné o teploté 32 °C a ponechany pies noc

k rovnomérné hydrataci membran ©9,
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4.3.4 Méreni ztraty vody membranami

Transepidermalni ztrata vody (TEWL) je velmi dulezitou hodnotou bariérové
funkce ktize ®Y. My jsme pouzili tento parametr pro charakterizaci pfipravenych
membran. Méfend ztrata vody je charakterizovdna jako mnozstvi vody proslé danou
bariérou (kiizi nebo membranou) o jednotkové plose za jednotku ¢asu (g/h/m?). Méfeni
TEWL probihalo na membranach pii 45,1 % vlhkosti a pfi teploté 25,7 °C. Pouzity
pristroj byl Tewameter® TM 300 piipojeny k Multi Probe Adapter Cutometer®
MPA 580 (CK electronic GmbH, Koln, Némecko). Tento pfistroj méii teplotu
a relativni vlhkost vzduchu dvéma senzory umisténymi v dutém valci (vyska 2 cm,
praimér 1 cm) ve dvou riznych vzdalenostech od méfeného povrchu ®?. K nasemu
meéfeni in vitro byla vzdy docCasné odstranéna horni ¢ast Franzovy cely, a méfici sonda
byla pfiloZena na vrchni otvor teflonového drzaku, ve kterém byla upevnéna lipidova
membrana. Doba méteni byla 80 - 100 s; vysledna praimérna hodnota v ustdleném stavu
byla zaznamenéana. Vzhledem k tomu, ze otvor v membrané je mensi (pramér 0,8 cm)
nez otvor v sondé, a vzdalenost sondy je 6 mm od povrchu membrany, byly namétené
hodnoty vynasobeny koeficientem 1,3, ktery byl dfive ziskan kalibraci tohoto zplisobu

méteni (Pullmannova, P., dosud nepublikovana data).

4.3.5 Méreni elektrické impedance

Elektrickd impedance lipidové membrany je métitkem propustnosti membrany
pro ionty. Pro vlastni méfeni byla na povrch membrany aplikovana akceptorova
pufrovaci faze v mnozstvi 500 pul a nésledné byla méfena impedance. Méteni probihalo
pomoci LCR piistroje 4080 (Condar Electronic, Hirschau, Némecko, méfici rozpéti
20 Q - 10 MQ, chyba v kQ hodnotach < 0,5 %), v nastaveném paralelnim rezimu
s frekvenci 120 Hz, kterd zajistila ziskdni nejlepSi citlivosti pro malé zmény
impedance ®® Pii méfeni byla jedna sonda piistroje opatrné ponofena do pufru
v donorové casti difuzni cely, druha sonda byla ponotfena do raménka akceptorové ¢asti
difuzni cely a hodnota byla zaznamenéana. Méfeni bylo opakovano minimaln¢ dvakrat pro

kazdou Franzovu celu a poté byl pufr z donorové ¢asti opatrné odstranén.

4.3.6 Vlastni permeace
V case 0 hodin bylo do donorové ¢asti kazdé cely aplikovano 100 pl donorové
suspenze s lécivem. Z raminka akceptorové casti byly odebirdny vzorky v cCase

2 hodiny, 4 hodiny, 6 hodin a 8 hodin. Tato doba byla dostatecn4 k dosaZeni ustalené¢ho
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stavu. Odebirané mnozstvi ¢inilo 300 pl. Mnozstvi latky proslé pres membranu bylo
stanoveno pomoci HPLC (viz nize). Chybé&jici mnozstvi bylo ihned po odebrani vzorku
doplnéno 300 pl akceptorové faze. Mnozstvi aplikovaného 1éCiva, které prosSlo pies
membranu, bylo v zavislosti na Case vyneseno do grafu, a ze smérnice piimky

V ustaleném stavu odeétena hodnota fluxu léc¢iva (ug/cm?/h).

4.3.7 Podminky HPLC analyzy

TH a IND ve vzorcich akceptorové faze byly méteny za izokratickych podminek
na reverzni fazi HPLC pfistrojem Shimadzu Prominence (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
skladajicim se z pumpy LC-20AD s odplynovacem DGU-20A3, autosamplerem
SIL-20A HT, kolonovym termostatem CTO-20AC, diode array detektorem SPD-M20A
a komunikaénim modulem CBM-20A. Data byla analyzovana softwarem
LCsolutions 1.22.

Separace TH byla provedena na kolon¢ LiChroCART 250-4
(LiChrospher 100 RP-18,5 pm, Merck) piti 35 °C s pouzitim mobilni faze
methanol/0,1M NaH:PO4 4:6 (v/v) pii pratoku 1,2 ml/min. Na kolonu jsme nastiikli
20 pl vzorku a TH byl méfen pii vilnové délce 272 nm. Retencni ¢as TH byl
2,9 £ 0,1 min.

Vzorky IND byly analyzovany na koloné¢ LiChroCART 250-4
(LiChrospher 100 RP-18, 5 um, Merck) s pouzitim mobilni faze
acetonitril/voda/kyselina octova 90:60:5 (v/v/v) pti prutoku 1,2 ml/min. Na kolonu bylo
nastfiknuto 100 pl, teplota byla udrzovana na 40 °C. UV absorpce byla monitorovana
pfi vlnové délce 270 nm a reten¢ni €as byl 3,1 = 0,1 min. Obé metody byly validovany

difve 9,

4.3.8 Statisticka analyza dat

VsSechna data jsou prezentovana jako aritmeticky primér + stfedni chyba
priméru (SEM), pocet opakovani (n) je vyznacen u ptislusného obrazku ve vysledcich.
Pro srovnani charakteristik pfipravenych membran obsahujicich lysolipidy vzhledem ke
kontrole (100 % ceramidi) byla pouZita analyza rozptylu (ANOVA) s Dunnettovym
testem (na hladiné pravdépodobnosti p < 0,05) v programu GraphPad Prism v. 6.01.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem mé prace bylo pfipravit multivrstevné lipidové membrany, které svym
sloZzenim simuluji lipidovou matrix nejsvrchnéjsi vrstvy kiize, SC, se zvySenou expresi
enzymu SM/GCer deacylazy, a sledovat propustnost téchto membran. Tento enzym,
ktery hydrolyzuje prekurzory ceramidii SM a GCer na SPC, respektive GS, a MK, se
vyskytuje u nékterych pacienti s AD a jeho pfitomnost byla davana do souvislosti
s poruchami bariérové funkce kiize u téchto pacientd ®. P¥imy dikaz viak chybi,
protoze u lidské klize je nemozné izolovat poSkozeni bariéry kvili expresi tohoto
enzymu od jinych faktorG. Neni také znamo, jestli je pfiCinou zvySené propustnosti
nedostatek ceramidll ¢i samotné rozkladné produkty SPC €1 GS. Proto jsme se rozhodli
studovat lipidové membrany, kde jsou ceramidy postupné (z 25 % - 75 %) az Gplné
nahrazovany ekvimolarni smési SPC a MK ¢i GS a MK.

Modelové membrany byly pfipraveny podle jiz dfive publikovaného
a validovaného postupu jako multivrstevné lamelarni utvary na podkladovych
filtrech ®®. Mira jejich propustnosti byla uréovana pomoci ¢tyf réiznych markerd:
TEWL, tok dvou latek TH a IND, a pomoci elektrické impedance. Métenim TEWL, coz
ztraty vody pies studované membrany. PfestoZze v naSem piipadé neslo
0 ,.transepidermalni* ztratu vody, pouzivdme zde ustalenou zkratku TEWL, protoze jde
o stejnou veli¢inu a byla méfena stejnym pfistrojem, jakym se TEWL méii in vivo
u pacientd ®?. Dal§im parametrem, ktery jsme vyuzili k charakterizaci lipidovych
membran, bylo méfeni toku dvou modelovych latek TH a IND membranami
Vv ustaleném stavu. Pouzité latky jsou shodou okolnosti 1éCiva, ale pro tuto praci byly
vybrany pro jejich rizné fyzikalné-chemické vlastnosti. TH je pomérné¢ mald molekula
(180,17 g/mol) s vyvazenou lipofilitou (logP ~ 0), molekula IND ma velikost
dvojnésobnou (357,79 g/mol) a je lipofilng;si (logP ~ 3,1). Méfeni elektrické impedance
nam poskytlo udaje, které se daji zjednoduSené interpretovat jako métitko propustnosti
membran pro ionty.

Vsechna méfeni byla porovndvana s kontrolnim vzorkem, coz je membrana
simulujici lipidovou bariéru zdravé kiiZe.

Nameétfené hodnoty TEWL ukazuji srovnatelnou ztratu vody u piipravenych

membran s GS ve srovnani s kontrolnim vzorkem (4,23 + 0,33 g/m?/h) (Obr. 6: B).
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Hodnoty TEWL membran se SPC rovnéz ukazuji srovnatelnou transepidermalni ztratu
vody Vv porovnani s kontrolnim vzorkem, s vyjimkou membrany, kde 25 % ceramidu
bylo nahrazeno SPC (13,37 + 1,28 g/m?/h) (Obr. 6: A). Hodnota TEWL je zde 3krat

vys$i, coz je statisticky vyznamné zvySeni viici kontrole.
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Obr. 6. Naméfené hodnoty TEWL pfi rizném slozeni membran (A, B). Cerné sloupce
predstavuji kontrolni vzorek, bilé sloupce pak membrany se vzrlstajicim mnozstvim SPC
(graf A) a GS (graf B). Data jsou vyjadfena jako primér £ SEM, n = 7. * znaci statisticky
vyznamné zvySeni TEWL oproti kontrolnimu vzorku (p < 0,05).

Elektrickd impedance membran se SPC je v priméru niz$i ve srovnani
s kontrolnim vzorkem (Obr. 7: C). Elektricka impedance kontrolniho vzorku je
84,85 + 45,35 kQ/cm?, elektrické impedance membran, kde bylo 25 %, 50 %, 75 %
a 100 % ceramidu nahrazeno SPC, jsou 4,0 + 1,08 kQ/cm?, 20,29 + 8,17 kQ/cm?,
65,33 + 28,84 kQ/cm? a 29,17 + 5,17 kQ/cm? Oproti tomu elektricka impedance
membran s GS je v priméru vyssi, nez ve srovnani s kontrolnim vzorkem (Obr. 7: D).
Elektrickd impedance kontrolniho vzorku je 84,85 + 4535 kQ/cm?, elektrické
impedance membran, kde bylo 25 %, 50 %, 75 % a 100 % ceramidu nahrazeno SPC,
jsou 11,83 £ 3,60 kQ/cm?, 11520 + 46,09 kQ/cm?, 101,70 + 5536 kQ/cm?
a 204,80 + 83,05 kQ/cm?. Zadny z pozorovanych rozdiléi mezi kontrolnim vzorkem
a membranami s lysolipidy neni statisticky vyznamny, coz je zfejm¢ zplisobeno

znacnou variabilitou impedanci kontrolnich vzork.
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Obr. 7. Namétené hodnoty elektrické impedance pfi rizném slozeni membran (B, C).
Cerné sloupce predstavuji kontrolni vzorek, bilé sloupce pak membrany se vzriistajicim
mnozstvim SPC (graf C) a GS (graf D). Data jsou vyjadiena jako primér £ SEM, n=7.

Flux (tok) TH membranami se SPC zvySen u vSech pfipravenych membran
Vv porovnani s kontrolnim vzorkem (Obr. 8: E). Flux TH je u kontrolniho vzorku
0,32 = 0,03 pg/em?h, flux TH u membran, kde bylo 25 %, 50 %, 75 %
a 100 % ceramidu nahrazeno SPC, je 5,60 + 2,83 pg/cm?h, 1,35 + 0,61 pg/cm?/h,
1,04 £ 0,37 pg/cm?h a 0,56 + 0,11 pg/cm?/h. Na membranach, kde bylo 25 % ceramidu
nahrazeno SPC, je flux statisticky vyznamné vyssi (téméf 18krat), nez u ostatnich
pfipravenych membran.

Flux IND membranami se SPC je rovnéz zvySeny u vSech pfipravenych
membran v porovnani s kontrolnim vzorkem (Obr. 8: F). Flux IND je u kontrolniho
vzorku 0,19 + 0,03 pg/cm?h, flux IND u membran, kde bylo 25 %, 50 %, 75 % a 100 %
ceramidu nahrazeno SPC, je 1,33 = 0,38 pg/cm%h, 0,28 + 0,07 pg/cm?/h,
0,31 + 0,12 pg/cm?h a 0,45 + 0,14 pug/cm?h. Opét na membrang, kde bylo 25 %
ceramidu nahrazeno SPC, je flux IND 7krat vys8i neZ u kontrolni membrany bez
lysolipidii. Porovname-li flux TH a IND na membranach se SPC, ptitomnost 25 % SPC
ma vétsi vliv na flux TH neZ na flux vice lipofilniho IND.

Flux TH je na membranich s GS zvySen u vSech pfipravenych membran
V porovnani s kontrolnim vzorkem (Obr. 8: G). Flux TH je u kontrolniho vzorku
0,32 £+ 0,03 pg/cm?h, flux TH u membran, kde bylo 25 %, 50 %, 75 %
a 100 % ceramidu nahrazeno GS, je 3,69 + 1,69 pg/cm?h, 3,24 + 1,93 pg/cm?/h,
3,36 £ 1,18 pg/cm?h a 1,37 + 0,48 pg/cm?h. U membrany, kde bylo 25 % ceramidi
nahrazeno GS, je flux TH zvysen témét 12krat ve srovnani s kontrolou, tento rozdil je
statisticky vyznamny.
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Stejné tak flux IND je na membrandch s GS zvySen u vSech pfipravenych
membran v porovnani s kontrolnim vzorkem (Obr. 8: H). Flux IND je u kontrolniho
vzorku 0,19 + 0,03 pg/cm?h, flux IND u membran, kde bylo 25 %, 50 %, 75 %
a 100 % ceramidu nahrazeno GS, je 1,33 + 0,64 pg/cm?h, 0,94 + 0,38 pg/cm?/h,
0,58 £ 0,13 pg/cm?h a 0,67 + 0,13 pg/cm?/h. Na membrang, kde bylo 25 % ceramidu
nahrazeno GS, je flux IND statisticky vyznamné vyssi nez u kontrolniho vzorku (7krat

vys$i flux nez u kontrolniho vzorku).
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Obr. 8. Flux TH a IND pii rtizném slozeni membran. Cerné sloupce piedstavuji
kontrolni vzorek, bilé sloupce pak membrany se vzristajicim mnozstvim SPC (graf E, F) a GS
(graf G, H). Data jsou vyjadfena jako primér £ SEM, n = 7. * znadi statisticky vyznamny rozdil
oproti kontrolnimu vzorku (p < 0,05).
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Z permeacnich profilti (Obr. 9), ze kterych byly vyse uvedené hodnoty fluxu
pocitany, je ziejmé, ze obé modelové latky dosahly béhem pokusu ustidleného stavu
(tedy linearni zavislosti kumulativniho mnozstvi 1éCiva proslého pifes membrany

Vv zavislosti na Case).
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Obr. 9. Permeac¢ni profily TH a IND na membranach se SCP a s GS. Grafy jsou
vyjadieny jako zavislost mnozstvi 1é¢iva, které proslo membranou, na Case.

Co se tyce koncentraci lysolipidii u pacientti, byly prokazany vyznamné zvySené
hladiny GS v ekzematickém i neekzematickém SC pacientd s AD Vv porovnani se
zdravymi jedinci stejného vé€ku. Obsah GS v ng/mg SC byl u pacientli s AD vyznamné
zvysen oproti zdravym pacientim (n = 90 — 100, p < 0,001). Obsah GS v ekzematickém
SC pacienti s AD ¢inil 15,9 ng/mg SC, obsah GS v neekzematickém SC ¢inil
13,2 ng/mg SC a u zdravych jedinct byl obsah GS 7,7 ng/mg SC. V ramci této studie
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bylo uvedeno, ze v hornich vrstvach SC pacienti s AD se kromé kumulace GS objevuje
i kumulace SPC ©2),

Prestoze studované koncentrace lysolipidd v této praci byly vys§i nez
koncentrace nalezené u pacientli, nase vysledky potvrzuji piimy vliv hydrolyzy
prekurzorii ceramidi na lysolipidy a mastné kyseliny na patologicky zvySenou

propustnost kiize u pacienti s AD.
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6. ZAVER

Cilem této prace bylo studium lipidovych membran s obsahem lysolipidi,
jakozto modeld AD. Vysledky ukazaly, ze pfitomnost SPC v membranich ma za
nasledek zvysSeni ztraty vody membranami (az 3krat), a déale zvySenou propustnost
membran pro modelové latky TH (az 18krat) a IND (az 7krat) ve srovnani s kontrolou.
Ztrata vody 1 propustnost byly nejvétsi u membran, kde bylo nahrazeno 25 % ceramidu.
ZvySena propustnost se prokazala i u membran s obsahem GS. | zde nejvétsi
propustnost vykazovaly membrany, kde bylo nahrazeno 25 % ceramidu (12krat vyssi
flux TH a 7krat vyssi flux IND oproti kontrole). Zajimavé je, ze GS nemél vliv na ztratu
vody membranou. Vzhledem k tomu, Ze negativni vliv lysolipidi na propustnost
studovanych lipidovych membran byl prokdzan v nejnizsi pouzité koncentraci (25 %),
bylo by do budoucna zajimavé vyzkouset vliv jesté nizsich koncentraci lysolipidu.

Zavérem lze fici, ze tyto vysledky potvrdily hypotézu, Ze pritomnost SPC a GS
v SC pacientii s AD je pfimo zodpovédna za zvySenou propustnost SC pro cizorodé

latky a za zvySenou ztratu vody z epidermis.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AD
GCer
GS
HPLC
Chol
CholS
IND
MK
SB
SC
SEM
SG
SM
SPC
SS
TEWL
TH

atopicka dermatitida
glukosylceramid
glukosylsfingosin
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
cholesterol
cholesterol-sulfat
indomethacin

mastna kyselina

stratum basale

stratum corneum

standardni chyba praméru
stratum granulosum
sfingomyelin
sfingosinfosforylcholin
stratum spinosum
transepidermdlni ztrata vody

theofylin
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