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Abstrakt

Ceramidy jsou latky ze skupiny sfingolipidt, které jsou nezbytné pro spravnou
funkci kozni bariéry. Kozni bariéra se nachdzi v nejsvrchnéjsi vrstvé kize nazyvané
stratum corneum. Spolecné s cholesterolem a volnymi mastnymi kyselinami jsou zde
ceramidy zastoupeny V ekvimolarnim mnozstvi. Kozni ceramidy jsou acylované
sfingoidni baze, kterymi mohou byt bud’ sfingosin, fytosfingosin, dihydrosfingosin nebo
6-hydroxysfingosin. Sfingoidni baze jsou N-acylovany nehydroxylovanou, a-

hydroxylovanou nebo m-hydroxylovanou mastnou kyselinou.

Cilem této prace bylo studium permeability a mikrostruktury modelovych
membran obsahujici ceramidy S nesubstituovanym (nehydroxylovanym) a o-
hydroxylovanym acylem. Dale byl u a-hydroxylovanych ceramiddi zkouman vliv
stereochemie hydroxylové skupiny v poloze 2 acylové ¢asti. Byly pfipraveny modelové
lipidové membrany obsahujici pfislusny ceramid, smés mastnych kyselin (Cie-24),
cholesterol a 5% podil cholesterol-sulfatu. Na takto pfipravenych membranach byly
studovany bariérové vlastnosti ceramidti pomoci vybranych permeacnich parametrii:
relativni ztrata vody pfes membranu, elektricka impedance, flux theofylinu a flux
indomethacinu. Mikrostruktura a misitelnost ceramidu s ostatnimi lipidy byla hodnocena

pomoci infraéervené spektroskopie a rentgenové praskové difrakce.

Vysledky experimentl na modelovych membranach ukazaly nékteré rozdily mezi
jednotlivymi ceramidy. Napiiklad vliv struktury sfingoidni baze v molekule ceramidu se
vyznamné projevil u relativni ztraty vody, nebo u fluxu indomethacinu. U fluxu
theofylinu se zase vyrazné projevil vliv a-hydroxylace v acylové ¢asti molekuly, kdy
témet vSechny a-hydroxylované ceramidy vykazovaly mensi propustnost pro dané lécivo
V porovnani s nehydroxylovanymi ceramidy. U vSech strukturnich typli ceramidi se u
nékterych permeacnich parametrti projevil také vliv stereochemie, jako tomu bylo
napiiklad u a-hydroxylovanych ceramidti odvozenych od sfingoidni baze fytosfingosinu
v ramci vysledki elektrické impedance. Signifikatné vyssi (tzn. lepsi) hodnoty elektrické
impedance byly naméfeny u Sizomeru. Rozdily mezi ceramidy se ukazaly i
vV mikrostruktufe lipidovych membran, kdy nejvyznamnéj$im poznatkem bylo nalezeni
dlouhé lamelarni faze v modelovych membranach obsahujicich ceramid s 6-
hydroxysfingosinem jako sfingoidni bazi a s nehydroxylovanou acylovou ¢asti. Miizeme
tedy konstatovat, ze kazdy typ ceramidu ma jedine¢né vlastnosti a kazda zména v jejich

struktufe vede k rozdilim v bariérové funkci modelovych lipidovych membran.
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Abstract

Ceramides are lipid components in the uppermost layer of the skin, stratum
corneum and they are essential for correct function of a skin barrier. In the stratum
corneum, ceramides with cholesterol and free fatty acids are in equimolar ratio.
Ceramides contain sphingoid bases, which are amino alcohols sphingosine,
phytosphingosine, dihydrosphingosine or 6-hydroxysphingosine. These sphingoid bases
are N-acylated by non-hydroxylated, a-hydroxylated or w-hydroxylated fatty acid, mostly
by lignoceric (C24) acid.

The aim of this work was to study the permeability and microstructure of the
model membranes containing non-hydroxylated ceramides. Moreover, we aimed to study
the effect of additional o-hydroxyl group in ceramides including the effect of
stereochemistry in position 2. We prepared model membranes based on Cer, free fatty
acids (Cue-24), cholesterol and a small amount of cholesteryl sulfate (5 wt%). We
investigated four permeability markers: electrical impedance, water loss through the
membrane, flux of theophylline and flux of indomethacin. The microstructure and
miscibility of ceramides with other lipids were studied by infrared spectroscopy and X-

ray powder diffraction.

The results from experiments showed some differences between ceramides. For
example the effect of the type of sphingoid base is greatly manifested in the water loss
through the membrane or in flux of indomethacin. The effect of additional a-hydroxyl
group in ceramides was discovered as very important in flux of theophylline. For all
structure types of ceramides the effect of stereochemistry in position 2 was observed in
some permeability markers. Differences between ceramides was reflected even in the
microstructure of lipid model membranes. The most significant finding was discovering
of long lamellar phase in membranes with ceramide containing 6-hydroxysphingosine
and non-hydroxylated fatty acid. So we can conclude that every type of ceramides has
unique properties and every change in their structure (type of sphingoid base, a-
hydroxylation and stereochemistry) leads to differences in barrier function of model lipid

membranes.



1. Uvod a cil prace

Jednou ze zakladnich funkci kuze je spolupodilet se na udrzeni homeostazy
organismu tim, ze ho chrani pted cizorodymi latkami, mechanickymi vlivy z okolniho
prostiedi a také, ze zabranuje nadmérné ztraté vody z t€la. Tyto funkce zajistuje kozni
bariéra, ktera je umisténa v nejsvrchnéjsi vrstvé pokozky, v rohové vrstvé (lat. stratum
corneum). Je dokazano, ze pro spravné bariérové vlastnosti ktize jsou dulezité latky ze
skupiny sfingolipidii - ceramidy, které piedstavuji jednu ze slozek intercelularniho

prostoru obklopujiciho kozZni buiiky (korneocyty).

Molekula ceramidu se sklada ze dvou ¢asti. Prvni ¢asti je sfingoidni béaze; pro
savéi kuzi jsou typické Ctyfi typy aminoalkohold, a to sfingosin, dihydrosfingosin,
fytosfingosin a 6-hydroxysfingosin. Acyl mastné kyseliny navazany na primarni
aminoskupinu bazického alkoholu, jez ptedstavuje druhou ¢ast struktury, mize byt
nehydroxylovany nebo hydroxylovany bud’ v poloze a- nebo ®-. Kombinaci jednoho ze
Ctyf aminoalkoholtl a tfi druhti acyli mastnych kyselin vznika dvanact strukturné

odlisnych typl ceramidi.

Cilem této prace bylo pfipravit modelové lipidové membrany s
nehydroxylovanymi nebo a-hydroxylovanymi ceramidy, které byly nasledné hodnoceny
permeacnimi pokusy. Dilé¢im cilem této prace bylo objasnit vyznam ceramidu
odvozeného od 6-hydroxysfingosinu a také oziejmit vliv stereochemie a-hydroxylu v
acylu molekul ceramidi. Kromé permeability modelovych lipidovych membran byla
hodnocena i jejich mikrostruktura za pomoci infracervené spektroskopie a rentgenové
praskové difrakce. Tyto vysledky by ndm mély objasnit zdkladni otazku, proc je v kozni
bariére zapotiebi tolik strukturné riznych typii ceramidii, tj. jaky vliv na spravnou funkci
epidermis ma struktura sfingoidni baze nebo piitomnost a-hydroxylu v acylové ¢asti

molekuly ceramidu.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Stratum corneum

Kuaze (lat. cutis, tec. derma) je nejvétéim orgénem lidského téla, ktery zaroven
pfed nezadoucimi vnéj$imi vlivy Zivotniho prostiedi.[1, 2] Kize se sklada ze dvou
zakladnich c¢asti, a to Skary (dermis) a pokozky (epidermis).[1] Pravé v epidermis,
ptesnéji ve vrstvé nazyvané stratum corneum (SC), se nachazeji ceramidy (Cer), které
jsou zodpovédné za bariérovou funkci kiize (obrazek 1).[3]

SC je nejsvrchnéjsi vrstva klize; je tvofena korneocyty, odumielymi koznimi
buitkami vyplnénymi z velké €asti keratinem, a intercelularni hmotou, kterd obsahuje
specifické lipidy. Na rozdil od jinych membranovych struktur, kde jsou zakladni
lipidovou slozkou fosfolipidy, v lameldrnich strukturach SC tomu tak neni. Misto
fosfolipidd jsou zde v nejvétsi mife zastoupeny Cer (50 hmotnostnich %), cholesterol (25
hmotnostnich %; Chol ) a volné mastné kyseliny (10 hmotnostnich %; FFA). Vedle téchto
tii hlavnich slozek lipidi zastoupenych ve SC (v ekvimolarnim mnozstvi) je zde také
mens$i podil estert Chol, cholesterol sulfatu (CholS) a glukosylceramidi.[4, 5]

Kromé ochrany organizmu je funkci kiize také zamezit nadmérné ztraté vody
Z téla. Pro spravnou funkci kozni bariéry je dilezité lipidové uspotadani ve SC, pficemz
hlavni roli vtomto sméru hraji Cer.[3] Cer pfispivaji k tvorbé lamelarnich struktur
Vv mezibuné¢ném prostoru SC, a prave toto usporadani ve vicevrstevné lamely je pro SC

jako bariéru velice vyznamné.[6]
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Obrazek 1. Nazorné uspotadani jednotlivych vrstev lidské kize.[7]



2.2 Ceramidy

Molekula Cer je tvofena bazickym aminoalkoholem, kterym muzZe byt nejcastéji
sfingosin (S), fytosfingosin (P), 6-hydroxysfingosin (H) nebo dihydrosfingosin (DS).
V téchto Ctyf strukturnich typech aminoalkohold je bud’ ptitomna dvojna vazba (v ptipadé
S a H) nebo je tato vazba redukovana (v ptipadé¢ P a DS). Molekula H se odliSuje od
molekuly S na zaklad¢ pritomnosti hydroxylu v poloze 6, pficemz P ma na rozdil od DS
hydroxylovany uhlik v poloze 4. Na primarni aminoskupinu bazického alkoholu je
amidov¢é navazana druha ¢ast molekuly Cer, kterou je acyl mastné kyseliny o 16-34
uhlicich. Acyl mastné kyseliny mtize obsahovat hydroxyl v poloze a- (A) nebo ®- (O),
kdy v takto hydroxylovaném fetézci je navic esterové vazana kyselina linolova (EO).
Krom¢ toho, acyly mastnych kyselin mohou byt i nesubstituované (N; Cer typu N nebo
N Cer).[3, 6] V dnesni dob¢ pouzivana nomenklatura dle Motty je vytvofena na zakladé
kombinaci pismen slouZicich k oznaceni typt aminoalkoholu a acylti mastné kyseliny.[8]
Naptiklad Cer oznacovany jako AS je tvofen a-hydroxylovanym acylem a S (obrazek 2).

Cer piedstavuji hlavni slozku sfingolipidta ve SC. V lidské kizi se vyskytuje velké
mnozstvi jejich pfirozenych strukturnich typa, které se vzajemné lisi stavbou polarni
hlavy, acylu a také délkou obou hydrofobnich fetézct. Tyto sfingolipidy maji amfifilni
charakter, tj. malou polarni hlavu (na rozdil od fosfolipidi) a dva dlouhé lipofilni

uhlovodikové fetézce (obrazek 2).

HOZ )
HO .
? NH |
polar . /
boad “QM\/\/\/\/\/\/\/\/\/\J
OH hydrophobic chains

Obrazek 2. Struktura Cer AS ve vlasenkové konformaci, tj. oba fetézce Cer jsou
orientovany do jednoho sméru. V pieruSované kruznici je naznaCena polarni hlava,

Vv obdélnicich jsou zvyraznény hydrofobni fetézce.

Cer spole¢né s dalsimi lipidy (FFA, Chol) jsou ve SC organizovany do
lamelarnich struktur (lamel) tak, Ze jejich hydrofobni ¢asti (fetézce acyll a sfingoidnich
bazi) smé&fuji dovnitt a hydrofilni ¢asti (polarni hlavy) vné, do vodného prostiedi.[3, 4]
Tyto lamely tvofi ve zdravé SC jednak dlouhou lamelarni fazi (~12-13 nm), ale také
kratkou lamelarni fazi (~5-6 nm) a fazi tvofenou separovanym krystalickym Chol (~3,4

nm).[9-11] Cer se od ostatnich typa lipidd 1isi mensi polarni hlavou a naopak delSimi
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hydrofobnimi fetézci, diky cemuz je mezibunécné lamelarni uspotadéani ve SC tésnéjsi a
jednotlivé lamely jsou vice propojené.[3, 4] Ne zcela objasnénou otazkou ztistava, jakym
zpusobem jsou usporadany hydrofobni fetézce Cer v lamelach, zda oba fetézce molekuly
Cer sméfuji stejnym smérem (tzv. vlasenkova konformace; obrazek 2) nebo jsou v tzv.
oteviené konformaci, kdy je kazdy fetézec orientovan na opacnou stranu.[12, 13] Je
mozné, ze ve SC se vyskytuji obé konformace a kazda zde ma jinou funkci. Je rovnéz
popsano, ze na zaklad¢ rozdilné délky fetézcli dochazi ke zméné vlasenkové konformace
Cer v konformaci otevienou.[14]

lamely, vyskytuji se lipidy bud’ v orthorhombickém uspotadani do obdélnikové miizky,
které je velmi tésné. Toto usporadani lipidi brani volné mobilité fetézct. Lipidy mizou
byt uspofddany rovnéz hexagonalné (Sestithelnikové usporadéani), kdy je fetézcim
umoznéno ¢astecné rotovat (obrazek 3). Kromé téchto dvou typt laterdlnich fazi mohou
byt fetézce v neusporddané kapalné-krystalické fazi, ve které ztraci lateralni
organizaci.[15] V lidském SC se nachazeji vSechny tii faze, pti¢emz nejvic zastoupenou

fazi je faze orthorhombicka.[16, 17]
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Obrazek 3. Orthorhombické (dole) a hexagonalni (nahofe) uspofadani lipidovych fetézct

v lamelach SC.[17]

11



Budouci vyuziti Cer v dermatologii je hlavné v terapii koZznich onemocnéni, pii
kterych ktze v bariérové funkci selhdva. U téchto onemocnéni, jako je atopicka
dermatitida nebo lupénka, se Casto objevuji abnormalni zmény v poctu nebo zastoupeni
jednotlivych Cer a pravé jeden zléCebnych piistupit by mohla byt jejich

suplementace.[18]

2.2.1 Ceramidy odvozené od 6-hydroxysfingosinu

Jak jiz z nazvu vyplyva, tato kapitola pojednava o sfingoidni bazi H a Cer, které
jsou od tohoto aminoalkoholu odvozené. 6-Hydroxyceramidy (6-hydroxyCer) se
vlidském SC vyskytuji v podobé jak s a-hydroxylovanymi (Cer AH), o-
hydroxylovanymi (Cer EOH), tak i nehydroxylovanymi acyly mastnych kyselin (Cer
NH). Rodinu 6-hydroxyCer dopliuje i kovalentn¢ vazany Cer OH.[19]

H na rozdil od ostatnich strukturnich sfingoidnich bazi (napi. P nebo DS) nebyl
nalezen v zadnych jinych tkanich nez v kuzi. Byl objeven v devadesatych letech minulého
stoleti,[20] ale jeho struktura byla zcela objasnéna az v roce 2003.[21] Navic Cer
odvozené od H nejsou typické pro vSechny savce, nejsou pfitomny napt. u prasat a U pst
se vyskytuji jen u nékterych plemen pst. Také neni zcela vylouceno, ze H neni pfitomen
ve velmi malém mnozstvi i v jinych oblastech organizmu.[19-21]

Rozdily v ptitomnosti Cer odvozenych od H byly popsany napiiklad u pacientd
s atopickou dermatitidou. O vyznamnosti 6-hydroxyCer i samotného H napovida také
jejich velké procentudlni zastoupeni v kozni bariéfe, napiiklad Cer AH ma 22% podil
v ramci lipida ve SC a pfiblizné 15% volnych sfingoidnich bazi v lidské kiiZi predstavuje
volny H.[19, 22]

Cer NH, Cer s nesubstituovanou mastnou kyselinou v acylové ¢asti molekuly, byl
objeven az v roce 1999 jako posledni z této skupiny. Jeho existence byla ve SC dlouho
prehlizena na zakladé velmi podobného reten¢niho faktoru s Cer AS v tenkovrstvé
chromatografii. [21, 23]

Kvuli teprve nedavné identifikaci 6-hydroxyCer[24] se doposud neobjasnily
nekteré skutecnosti souvisejici s jejich pfitomnosti, funkci nebo chovanim Vv kozni
bariéte. Neni znam piesny vyznam hydroxylace v poloze 6, ani jedine¢nost téchto Cer ve
SC. Rovnéz neni znam enzym zodpovédny za biosyntézu 6-hydroxyCer ve SC. Zda se
pravdépodobné, ze funkci 6-hydroxyCer je zajisténi spravné funkce kozni bariéry,

pravdépodobné se nepodileji na bunééné signalizaci.[19, 25, 26]
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Protoze H od S obsahuje o jednu hydroxylovou skupinu navic (v poloze 6), 6-
hydroxyCer by pravdépodobné mohly vytvaret siln€jsi vodikové mustky a tim posilovat
soudrznost lamelarnich struktur SC. V ramci zminéné teorie by pak Cer AH, ktery ma

navic hydroxyl v acylu v poloze 2, mohl byt v tomto sméru jesté ucinnéjsi.

2.2.2 Ceramidy s a-hydroxylovanymi acyly

Cer tvofi velice heterogenni skupinu latek. Kromé riiznych variant sfingoidni baze
pfispiva k jejich rGznorodosti také hydroxylace amidové navazanych mastnych
kyselin.[27] Hydroxylova skupina v acylové ¢asti molekuly muze byt pfitomna ve dvou
polohach, pticemz tato kapitola bude pojednavat o Cer, které ve své struktuie obsahuji a-
hydroxylované acyly (A) mastnych kyselin. Takto hydroxylované Cer (Cer typu A) se
hojné nachazeji v mozku a praveé také v kazi.[28, 29]

Hydroxylace mastné kyseliny na druhém uhliku je katalyzovana 2-hydroxyldzou
mastnych kyselin, NAD(P)H-dependentnim enzymem.[30, 31] Prvni krok syntézy téchto
Cer typu A piedstavuje a-hydroxylace piislusné mastné kyseliny. Poté je tato kyselina
zavedena pomoci jiného enzymu na sfingoidni bazi za vzniku amidové vazby.[32, 33]
Enzym 2- hydroxyldza je kdédovan genem FA2H a exprese tohoto genu spolecné s
produkci hydroxylovanych mastnych kyselin se zvySuje na zacatku diferenciace
keratinocytli, coz svéd¢i o tom, Ze syntéza zminéného typu sfingolipidii by mohla
probihat pravé v téchto bunkach.[27, 30] O vyznamnosti FA2H genu svéd¢i i nékteré
genetické studie u mnoha neurodegenerativnich onemocnéni, nebo vznikem
leukodystrofie ¢i spastické paraplegie spojené s mutaci genu FA2H.[34-36]

Cer typu A maji na a-uhliku dalsi chiralni centrum. I pfestoze bylo potvrzeno, ze
gen FA2H koduje 2-hydroxylazu, ktera je (2'R)-stereospeficickd, neni prokazano, ze jsou
ve SC piitomny Cer praveé v této konfiguraci.[31] Nicméné domnénka, Ze v lidském téle
jsou piitomny (2'R)-diastereoizomery, byla podpofena i vyzkumem feromonu
obsazenych ve chlupech kraba (rod Erimacrus isenbecii). V nich bylo nalezeno nékolik
typt Cer, mezi nimi i Cer typu A. Hydroxylu v poloze 2' byla pfifazena absolutni
konfigurace (2'R).[37]
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3. Metodicka cast

Hlavnim cilem této prace bylo prostudovat bariérové vlastnosti a mikrostrukturu
modelovych lipidovych membran SC obsahujici vybrané strukturni typy Cer.
K posouzeni permeability ndm poslouzilo méteni elektrické impedance nebo relativni
ztraty vody pres membranu, dale byla hodnocena permeabilita pro malé polarni nebo vétsi
lipofilni latky (modelova Ié¢iva). K hodnoceni mikrostruktury jsme vyuzili infracervenou
spektroskopii a rentgenovou praskovou difrakci. V této kapitole jsou popsany zminéné

metody, které byly v hodnoceni modelovych lipidovych membran pouzity.

3.1 Priprava modelovych membran

Ke tvorbé modelovych lipidovych membran, na kterych jsou provadény
permeacni pokusy a studium mikrostruktury, je zapotiebi si nejprve ptipravit lipidové
smési, které by svym slozenim mély pfipominat ptirozené prostiedi interceluldrniho
prostoru ve SC. Po piesném navazeni a rozpusténi lipidovych smési se lipidy nanaseji na
filtry Nucleopore prostiednictvim piistroje Linomat 5, ktery je vybaven ramenem

pohybujicim se po ose y tak, aby lipidy byly po nich rovnomérné rozprostieny.

3.2 Studium permeability ve Franzovych diftiznich celach

Franzovy diftzni cely slouZi k hodnoceni bariérovych vlastnosti pfipravenych
lipidovych membran. Tyto borosilikatové cely se skladaji ze dvou ¢asti. Prvni, vrchni ¢ast
slouzi jako donorova a pomoci této miizeme na zkouSenou membranu napiiklad aplikovat
roztoky 1é¢iv. Druhd, spodni Cast je Cast akceptorova a jeji soucasti je raminko, které
slouzi k odbérim vzorkl. Nedilnou soucasti akceptorové ¢asti je i michadlo, které zaruci

homogenizaci pfitomného roztoku.

3.3 Ztrata vody pres membranu

Voda za fyziologickych podminek prostupuje z hlubSich vrstev skrz lipidové
vrstvy SC savéi epidermis na jeji povrch pomoci pasivni difize. Dochéazi tak
k epidermalni ztraté¢ vody. Méfeni tohoto, v dermatologii vyznamného, biofyzikalniho
jevu je jedna z vhodnych metod k posouzeni spravné funkce kozni bariéry. PoSkozeni
kozni bariéry se promitne ve zvyseni epidermalni ztraty vody.[38] Prostiednictvim tohoto

parametru miZzeme hodnotit i modelové membrany.
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Principem hodnoceni trans-membranové ztraty vody (Tewametere TM 300) je
méteni tlakového spadu vodni pary, kterd je nepfimo sniména dvéma dvojicemi senzorti
umisténych ve dvou riznych vyskéach uvnitt hlavy sondy, ktera je soucasti pfistroje na
méieni trans-epidermalni ztraty vody. Pomoci senzort ptistroje je zaznamenavana teplota
a relativni vlhkost tésné¢ nad membranou. Na displeji pfistroje poté mizeme odecitat
namétfené hmotnosti vody proslé skrz membranu, vztazenou na ¢asovy interval a plochu,
kterou membrana zaujima [g/h/m?]. Dilezité je, aby velikost hlavy méfici sondy byla co
nejmensi kvili minimalizaci vlivu turbulence vzduchu uvnitt sondy, a aby podminky

prostiedi pii méfeni byly konstantni.[38, 39]

3.4 Elektricka impedance

Pii méfeni elektrické impedance se zjiStuje mérny odpor kladeny stfidavému
proudu modelové membrany vztazen na jednotku plochy membrany [kQ x cm?]. Mérny
odpor je veli¢ina nepfimo umérna propustnosti pro ionty. Timto parametrem mizeme
také kontrolovat a hodnotit integritu lidské ktize.[39]

Ptistroj k méteni elektrické impedance, LCR 4080, uzivd kmitocet 120 Hz.
Principem této metody je vytvofeni paralelniho obvodu, kterym prochazi stfidavy
elektricky proud. V naSem pfipadé dochazi k méteni odporu kladené¢ho proti tomuto
proudu.[39-41] Samotné méteni probiha na zakladé ptilozeni dvou nerezovych sond, tak
aby se elektricky obvod uzavtel a byla moZnost sledovat velikost odporu plisobiciho proti

proudu, ktery je vytvéafen tokem iontli a polarnich latek.

3.5 Infradervena (IR) spektroskopie

Infracervena (angl. infrared; IR) spektroskopie je jednou z metod, ktera byla
pouzita pro studium mikrostruktury lipidovych membran. Principem IR spektroskopie je
absorpce infracerveného zafeni molekulou, coz ma za nasledek zménu v jejich vibracich.
Tyto tzv. valenéni prechody jsou udavany ve vinoctech v [cm™]. Molekulové vibrace
délime na valen¢ni, pii kterych atomy vibruji ve sméru molekulovych vazeb, a na vibrace
deformacni, kdy se méni valen¢ni thly. Vystupem méteni je spektrum, které nejcastéji
znazoriuje zavislost absorbance na vinoc¢tu.[42]

Uspotadani lipidii (hlavné Cer a mastnych kyselin) v lipidovych membranach, t;.
konformace uhlovodikovych fetézcii a jejich laterdlni uspofadani je popsano nékolika

vibracemi. Kromé& toho, chovani jednotlivych lipidovych slozek miizeme sledovat
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oddélené. Docili se toho pomoci nahrady protonované (*H) &asti uhlovodikového Fetézce
lipidu deuterovanou (D). Timto mizeme sledovat vzijemnou misitelnost lipidd
vV membrané, a to z divodu odlisného posunu C-H a C-D vibraci v infracerveném
spektru.[43] Mezi nejvyznamnéjsi vibrace, na zakladé kterych mizeme popsat chovani
lipidd v modelovych membranach, patéi symetrickd valencni CH2/CD, vibrace a

deformacni niizkova CH2/CD> vibrace.[44]

3.6 Rentgenova praskova difrakce (RPD)

Rentgenovd praskova difrakce (RPD) je metoda vyuzivajici kratkovinné
elektromagnetické zateni. RPD je vhodna ke studiu strukturniho uspotadani pevnych
latek, miizeme s jeji pomoci zjistit nékteré informace o mikrostruktute lipid nejenom ve
SC, ale i v modelovych lipidovych membranach.[45, 46] VInova délka ionizujiciho zafeni
odpovida meziatomovym vzdalenostem ve vétsing struktur lipida. Principem této metody
je dopad rentgenového (RTG) zafeni na modelovou membranu pod thlem O, pii¢emz
dochazi k tzv. difrakci (ohybu) na elektronech jednotlivych atomt v latce. V ptipadé, ze
jsou jednotlivé atomy rozmistény do identickych strukturnich rovin se stejnou vzdalenosti
mezi rovinami (v pfipadé¢ modelovych membran mezi jednotlivé lamelarni struktury), je
drahovy rozdil rozptylenych paprskii na jednotlivych rovinach roven celociselnému
nasobku vlnové délky pouzitého zareni. V takovychto ptipadech pak dochazi ke
konstruktivni interferenci; na zdkladé vypocti lze zjistit pocet a délku rtznych
lamelarnich fazi (identickych strukturnich rovin) v dané modelové lipidové smési
(membrangé), které se periodicky opakuji.[45]

JelikoZ samotna méteni se provadéji praSkovymi difraktometry, méfené vzorky
Vv polykrystalické formé, by mély mit hladky a rovny povrch. Identifikace jednotlivych
fazi v nich probihd na principu ,,otisku palce®. Zakladnimi soucastmi pfistroje je zdroj
RTG zatfeni, monochromator, ktery upravuje smér zatfeni tak, aby dopadal na vzorek a
detektor. Vysledkem meéfeni je difraktogram, kde na ose x je zaznamenana poloha

detektoru ve stupnich 20 a na ose y je intenzita difraktovaného zateni.[45, 47]
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité lipidy a chemikalie

N-tetracosanoyl-sfingosin (Cer NS), N-tetracosanoyl-fytosfingosin (Cer NP), N-
tetracosanoyl-dihydrosfingosin (Cer NDS) byly zakoupeny od firmy Avanti Polar Lipids
(Alabaster, USA). N-tetracosanoyl-6-hydroxysfingosin (Cer NH), stejn¢ jako vSechny
Cer typu A (Cer AS, Cer AP a Cer ADS v¢etné jejich nefyziologickych diastereoizomert;
tabulka 1) byly piipraveny na Katedie anorganické a organické chemie v ramci jiného
projektu. Ostatni latky (FFA, Chol, CholS) véetné pouzitych rozpoustédel a dalsi
chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Némecko) a PENTA
(Praha, Ceska republika).

OH
N
HO > " CoaHy NS AS (R) / AS (5)
NH,
Sphingosine (S)

OH

HOWYC12HZ5 NH

NH, OH
6-Hydroxysphingosine (H)
OH
HO™ ™ gty NP AP (R) / AP (5)
NH, OH
Phytosphingosine (P)

OH
HO™ > CiaHy NdS AdS (R) / AdS (S)
NH,
Dihydrosphingosine (dS)

Tabulka 1. Vybrané nesubstituované (nehydroxylované, N) a a-hydroxylované (A) Cer,

které byly pouzity pro pfipravu modelovych lipidovych membran.

4.2 Priprava lipidovych smési a modelovych lipidovych membran

Pfed samotnymi permeacnimi pokusy bylo potieba piipravit lipidové smési a
nasledné znich modelové membrany Lipidové smési, resp. modelové membrany

obsahovaly ekvimolarni mnozstvi Chol, FFA (smés mastnych kyselin s délkou fetézce o
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16, 18, 20, 22 a 24 uhliku se zastoupenim 1,8 %, 4,0 %, 7,6 %, 47,8 % a 38,8 %) a Cer.

Z celkové hmotnosti modelové membrany tvoftil 5% podil CholS.

Pfesné¢ navazené smési lipidi byly rozpuStény ve smési rozpoustédel
hexan/ethanol 96% v poméru 2:1 tak, aby vysledna koncentrace lipidi ve vzniklém
roztoku byla 4,5 mg/ml. Nasledné byly lipidové smési nanaseny na filtry Nucleopore
S pramérem port 15 nm. Tyto filtry byly umistény v kovovych drzacich s kruhovym
otvorem o priméru 1 cm. Lipidové smési byly na tyto filtry nastfikavany pomoci piistroje
Linomat 5 (Camag, Muttenz, Svycarsko). V jedné davce bylo nanaseno 100 pl lipidové
smési, pficemz na 1 membranu byly aplikovany 3 davky (to odpovida 1,35 mg lipida
V jedné membrang). Od kazdého typu Cer byly ptipraveny 4 modelové membrany. Pro
zméteni rentgenové praskové difrakce byly jako nosny material namisto filtri pouZzity
kryci sklicka o rozmérech 22 x 22 mm. Nasttik lipida byl proveden stejnym zplsobem

jako v ptipadé€ pripravy modelovych membran pomoci filtri Nucleopore.

Modelové membrany (nebo sklicka) v kovovych drzécich byly nejdiive vysuSeny
Vv exsikatoru, poté byly zahtaty v elektrické peci na 90 °C, tedy na teplotu nad hodnotou
teploty fazového prechodu lipidi. Potom jsme byly ponechany velmi pomalu (béhem 3-
4h) vychladnout, ¢imz doslo k vytvofeni lamelarni struktury. Poté byly membrany

uchovavany 24 h v termostatu pfi teploté 32 °C, stejné teploté, jaka je v kuzi.

4.3 Méreni permeacnich parametri

Zméfenim permeacnich parametrli, kterymi jsou ztrata vody pies membranu,
elektricka impedance a kumulativni mnozstvi 1é¢iv, si mizeme u jednotlivych Cer udélat
predstavu o tom, jaké ma dany Cer bariérové vlastnosti, resp. jak pfispiva ke spravné
bariérové funkci kiize. Pro méfeni téchto 4 permeacnich parametrli jsme pfipravené

modelové membrany umistili do tzv. Franzovych diftiznich cel.

4.3.1 Franzovy difuzni cely

Modelova membrana se vklada mezi svrchni a spodni dil Franzovy diftzni cely,
ktera je zde umisténa do teflonovych drzakd. Franzova cela je nasledné naplnéna
definovanym objemem fosfatového pufru o pH 7,4. Kompletné sestavené cely jsou

umistény pied permeacnimi pokusy do magnetické vany, kterd je naplnéna vodou
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zahtatou na 32 °C. Jak hodnota pH fosfatového pufru, tak teplota ve vodni lazni maji

simulovat fyziologické podminky, tj. podminky ve zdravé kuzi.

4.3.2 Méfenti ztraty vody pies membrdanu

Prvnim meéfenym permeacnim parametrem byla relativni ztrata vody pres
membranu, méfend piistrojem Tewametere TM 300 a sondou a Multi Probe Adapter
Cutometera MPA 580 (CK electronic GmbH, Kolin, Némecko). Tato sada je bézné
pouzivana pro méfeni epidermalni ztraty vody (angl. transepidermal water loss; TEWL).
Vélcovité hlava sondy byla horizontalné postupné piikladana k jednotlivym membranam
potom, co byly odstranény donorové Franzovych difuznich cel. Bylo potieba, aby na
sondu byl vyvijen konstantni tlak a proto byla hlava sondy pfed kazdym méfenim
podepiena ve spravné vySce tak, aby cely obvod sondy byl umistén okolo povrchu
membrany. Po zahdjeni méfeni byl pomoci dvou part senzorti méfen tlakovy gradient
vypafované¢ vody. Na displeji Tewametru® bylo mozné sledovat hodnoty udavané
Vv jednotkach [g/h/m?] spoleéné s odchylkou vypocitanou na zakladé jednotlivych
zmétenych hodnot. Po zakladni dobé méfeni (ptiblizn€¢ 100 s) byla zaznamenavéana
vysledna hodnota, ktera ptfedstavovala primér vSech hodnot naméfenych v prubéhu
meéteni. Pokud byla odchylka vyssi nez 0,2, bylo nutné prodlouzit dobu méfeni, aby se

zvysil pocet pribéznych méfeni a tim doslo k zmenseni odchylky.

4.3.3 Mérieni elektrické impedance

Prvnim krokem u méfeni elektrické impedance je naneseni 500 pul fosfatového
pufru o pH 7,4 na kazdou modelovou membranu. Poté bylo pfistoupeno k méteni pomoci
ptistroje LCR 4080 (Conrad Electronic, Hirschau, Némecko, méfici rozpéti 20 Q - 10
MQ, méfeno v hodnotach kQ, chyby v hodnotach kQ < 0,5%), ktery byl nastaven v
paralelnim rezimu se stfidavou frekvenci 120 Hz. Soucasti pftistroje jsou dvé sondy
Z nerezové oceli. Méfeni probihalo tak, ze jsme jednu sondu ponofili do naneseného pufru
a druhou sondu za pouziti raménka do akceptorové ¢asti Franzovy difuzni cely. Tim byl
uzavien elektricky obvod a mohlo probihat samotné méfeni. Podobné jako u méfeni
relativni ztraty vody bylo mozné z displeje LCR pfistroje odecitat naméfené hodnoty. Po
zméfeni elektrické impedance byl pufru z membran odstranén pomoci celulézovych

pfifezl a vatovych tycinek.
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4.3.4 Méreni permeability membran pomoci modelovych léCiv

Pro zjisténi permeability, tedy propustnosti lipidovych membran pro rizné latky
z vngjsiho prostiedi, byly pouzity jako modelova 1é¢iva theofylin (TH; Mw = 180.164
g/mol, log P ~ 0), a indometacin (IND; Mw = 357.787 g/mol, log P ~ 4.3). Na zaklad¢
uvedenych molekulovych hmotnosti a hodnot log P je zifejmé, Ze pomoci TH byla
sledovana propustnost modelovych membran pro polarnéjsi latky s mensi molekulou a

naopak IND, ktery ma vétsi molekulovou hmotnost nam poslouzil jako modelové 1é¢ivo

pro studium permeability lipofilngjsich latek.

4.3.4.1 Priprava vzorki modelovych léciv (TH a IND)

Vzorky modelovych 1é¢iv byly pfipraveny jejich navazenim a nasledné nafedénim
60% vodnym roztokem propylén glykolu tak, aby vysledna koncentrace TH v suspenzi
byla 5% (w/v) a koncentrace IND ve vzorku byla 2% (w/v). Takto pfipravené suspenze
byly vlozeny do termostatu vytemperovaného na 32 °C. Aby vzorky 1é¢iv pted jejich
nanesenim na lipidové membrany byly co nejvice homogenni, byly vlozeny na 5 minut

do automatickych tiepacek.

4.3.4.2 Permeacni pokusy

Abychom mobhli sledovat propustnost modelovych membran pro modelova 1é¢iva
(TH a IND), byla aplikovana do donorové ¢asti Franzovych difaznich cel 100 pl suspenze
prvniho modelového 1é¢iva — TH. Nasledné byly odebirany po kazdych 2 hodinach
z akceptorové ¢asti kazdé cely vzorky o objemu 300 pl. Odebrany objem byl znovu
navracen v podobé stejného mnozstvi fosfatoveho pufru. Vzorky byly odebrany po 2, 4,
6, 8 a 10 hodinach. Pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) a
naslednych vypoctech, ve kterych byly zahrnuty i1 objemy fosfatového pufru
z akceptorovych ¢asti diftznich cel, bylo zjistovano kumulativni mnozstvi TH, které
proSlo skrz membranu. Po provedeni celého permeacniho pokusu s TH byly nejen
oCisStény membrany od tohoto 1éCiva, ale byl vyménén 1 cely obsah akceptorové ¢asti za
Cisty fosfatovy pufr o specifickém objemu pro kazdou celu. Na takto oSetfenych

membranach byl nésledné proveden tentyZz permeacni pokus s IND.
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4.3.4.3 Hodnoceni kumulativniho mnozstvi leciva proslého pies membranu

Mnozstvi  proslého 1éciva bylo v odebranych vzorcich detekovano
prostiednictvim HPLC, konkrétné pomoci pfistroje Shimadzu Prominence (Shimadzu,
Kyoto, Japonsko) skladajicim se z pumpy LC-20AD s odplynovace DGU-20A3,
autodavkovace SIL-20A HT, kolony CTO-20AC, detektoru SPD-M20A a
komunika¢niho modulu CBM-20A. Data byla analyzovdna za pouziti software
LCsolutions 1.22. Separace TH byla dosazena pomoci reverzni faze na koloné
LiChroCART 250-4 (LiChrospher 100 RP-18,5 um, Merck, Darmstadt, Némecko), jako
mobilni faze byla pouzita smés methanol/0,1 M NaH2PO4 v poméru 4:6 (v/v) a priutokové
rychlosti, ktera ¢inila 2ml/min. Métfeni UV absorbance bylo provedeno pfi vinové délce
272 nm, pfiemz retencni ¢as TH byl 3,240,1 min. Vzorky obsahujici IND byly
analyzovany pomoci kolony LiChroCART 250-4 (LiChrospher 100 RP-18,5 um, Merck)
za pouziti mobilni faze acetonitril/voda/kyseliny octova v poméru 90:60:5 (v/v/v) pfi
pratokové rychlosti 2 ml/min. UV absorbance byla mérena pti vinové délce 260 nm a

reten¢ni ¢as IND byl 3,1+0,1 min.

Na zékladé vyslednych koncentraci zjisténych pomoci HPLC, které jsme zahrnuli
do vypoctu, byla vyhodnocena kumulativni mnozstvi a také flux 1é¢iv (permeanttt), ktera

prosla ptes jednotlivé modelové membrany.

4.4 Vyhodnocovani dat IR spektroskopie

Vzorky jednotlivych lipidovych smési byly proméfovany pii teplotach od 28 —
100°C ptistrojem Nicolet IMPACT 400D FTIR spektrometr (Thermo Scientific, Ontario,
Kanada) vybaven MIRacle ATR ZnSe krystalem (PIKE Technologies, Madison, WI).
Vysledna IR spektra byla vyhodnocovana pomoci softwaru Bruker OPUS.

4.5 Vyhodnocovani dat RPD

Samotné méfeni probihalo ve spolupraci s pracovistétm na Vysoké Skole
chemicko-technologické v Praze. Vzorky (sklicka) byly méfeny praskovym
difraktometrem X'Pert PRO 0-0 (PANalytical B.V., Almelo, Nizozemsko) s CuKa
zétenim (A = 1.5418 A, U =40 kV, I = 30 mA) v upravenych drzacich na vzorky ptes
uhlovy rozsah 0.6-30° (20). Soucasti pfistroje byl i detektor X'Celerator s rozsahem
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0.0167° (20). Data pak byla hodnocena pomoci softwarového balicku X'Pert DataViewer
(PANalytical B.V., Almelo, Holandsko).[39, 41]

4.6 Statisticka analyza dat

Ke statistické analyze dat byla pouzita analyza rozptylu (ANOVA) s
Dunnettovym post-hoc testem.
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5. Vvsledky

5.1 Vysledky permeacnich pokusi

U kazdého meéfeného permeacniho parametru jsou vystupem Ctyfi grafy.
V prvnim grafu je mozné sledovat vliv sfingoidni baze Cer na permeabilitu (Cer typu N).
V naslednych tfech dalSich grafech jsou prezentovany vysledky Cer odvozenych od
stejné sfingoidni baze, a to Cer nehydroxylované v acylové ¢asti molekuly (N) i a-
hydroxylované ((2'R)- a (2'S)-), tudiz je mozné sledovat vliv pfitomnosti hydroxylové

skupiny v poloze 2 na acylu.

5.1.1 Vysledky méreni ztraty vody

Pti méfeni ztraty vody nebyla sonda TEWL metru ptikladana pfimo na membranu.
Kvili teflonovému drzaku, ve kterém byla lipidova membrana vloZena, byla sonda od
membrany vzdélena 0,6 cm. Pfi vyhodnocovani vysledkli bylo potfeba tuto okolnost
zohlednit. Proto kazd4 hodnota odectend z piistroje byla vynasobena konstantou 1,393.
Tato hodnota byla zjisténa kalibraci samotnych teflonovych drzdkt. Méteni kazdé
membrany prob&hlo dvakrat. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v jednotkach [g/m?/h].

V nize uvedeném grafu (Graf 1A) jsou porovnany vysledky méteni ztraty vody u
N Cer odvozenych od vSech ¢ty sfingoidnich bazi, to znamena Cer NS, Cer NDS, Cer
NP a Cer NH. U modelové membrany obsahujici Cer NS byly naméfeny a nasledné
vypoéteny hodnoty 1,38+0,11 g/m?h, u Cer NDS 2,65+0,12 g/m?h, u Cer NP byly
zjistény hodnoty 2,08+0.15 g/m?/h a u Cer NH 2,13+0,15 g/m?%h. V porovnani s Cer NS
se vSechny ostatni Cer svymi vyslednymi hodnotami statisticky vyznamné odliSuji (p <
0,05).

V dalsim grafu (Graf 1B) jsou znazornény vysledky méteni ztraty vody u Cer
odvozenych od S, konkrétné Cer NS, Cer AS(2'R) a Cer AS(2°S). Prumérna hodnota Cer
AS(2'R) je 2,32+0,20 g/m?h a u Cer AS(2'S) 2,48+0,43 g/m?h. Oba a-hydroxylované
Cer jsou svymi hodnotami statisticky vyznamné odlisné od Cer NS (p < 0,05).

Porovnani vyslednych hodnot ztraty vody u Cer odvozenych od DS miizeme vidét
na dal$im grafu (Graf 1C). Sledovanymi Cer v tomto grafu jsou Cer NDS, Cer ADS(2'R)
a Cer ADS(2°S). Vysledna hodnota ztraty vody pro membranu obsahujici Cer ADS(2'R)
je 2,68+0,28 g/m?/h a Cer ADS(2°S) 3,38+0,36 g/m?/h.
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Posledni graf (Graf 1D) srovnava vysledky méfeni ztraty vody pro membrany
obsahujici Cer odvozeny od P. Hodnota ztraty vody pro membranu s Cer AP(2'R) byla
2,90+0,34 g/m?/h a pro membrany s Cer AP(2’S) byla zjisténa hodnota 2,59:+0,50 g/m?/h.
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Graf 1A. 1B, 1C, 1D. Vysledky méfeni ztraty vody membranou. * znaci statisticky
vyznamné zvySeni ztraty vody (p < 0,05). Data jsou vyjadiena jako pramér vSech

naméfenych hodnot (n) + standardni chyba priméru (SEM); n = 8-28.

5.1.2 Vysledky méi‘eni elektrické impedance

Vyse popsanym zpusobem (kap. 4.3.3) byly postupné naméfeny hodnoty
elektrické impedance vSech modelovych membran. Hodnoty odectené z piistroje LCR
metr byly nejdiive vynasobeny hodnotou 0,5 a nasledné zaznamenavany v jednotkach
[KQ x cm?]. Kazd4 membrana byla proméfena minimalné dvakrat.

V prvnim grafu (Graf 2A) je moZné porovnat vysledné hodnoty elektrické
impedance u N Cer. Elektricka impedance Cer NS je 58,10+16,65 kQ x cm?, Cer NDS
42,59+15,69 kQ x cm?a Cer NP 68,59+16,03 kQ x cm?. Statisticky vyznamné odlisnou
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hodnotou (p < 0,05) od vSech zminénych hodnot je hodnota elektrick¢ impedance Cer
NH, ktera je nékolikanasobné vyssi, a ktera ¢ini 353,40+47,79 kQ x cm?.

Vysledné hodnoty elektrické impedance pro membrany obsahujici Cer odvozené
od S jsou zaznamenany v dal$im grafu (Graf 2B). Hodnoty obou a-hydroxylovanych Cer
jsou srovnatelné, ale zaroven statisticky vyznamné nizsi od Cer NS (p < 0,05). Vysledna
hodnota Cer AS(2'R) je 12,53+2,20 kQ x cm? a Cer AS(2°S) je 14,19+1,13 kQ x cm?,

Treti graf (Graf 2C) srovnava vysledky elektrické impedance pro membrany
obsahujici Cer s DS ve své molekule. Priimérné vysledna hodnota elektrické impedance
u Cer ADS(2'R) je 73,31+9,95 kQ x c¢cm? a u jeho S diastereoizomeru (ADS(2'S) je
73,57+12,29 kQ x cm?,

V poslednim grafu (Graf 2D) jsou znazornény vysledky méfeni elektrické
impedance u membran obsahujici Cer odvozenych od P. U této skupiny Cer je
zaznamenana prvni statisticky vyznamnd odliSna hodnota (p < 0,05) mezi
diastereoizomery. Na rozdil od vysledné hodnoty Cer AP(2'R), ktera ¢ini 37,88+5,32 kQ
x cm?, je vysledna hodnota jeho S izomeru vice nez desetinisobné vyssi, konkrétni
hodnota primérné elektrické impedance Cer AP(2°S) je 514,20+34,91 kQ x cm?. Zaroven
je tato hodnota staticky vyznamné odli$na (p < 0,05) i od vysledné hodnoty Cer NP.
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Graf 2A, 2B, 2C, 2D. Vysledky méfeni elektrické impedance. * znali statisticky
vyznamné zvySeni ztraty vody (p < 0,05). Data jsou vyjadfena jako primér vSech

namétenych hodnot (n) £ SEM; n = 8-37.

5.1.3 Vysledky méreni permeability membran pro TH

Vysledné hodnoty prostupnosti modelovych lipidovych membran pro TH byly
stanoveny na zdkladé hodnot koncentraci 1éc¢iva proslého skrze membranu, které byly
zjistény pomoci HPLC v jednotlivych vzorcich. Zhodnot koncentraci lé€iva
Vv jednotlivych Casovych intervalech se vypocita kumulativni mnoZstvi lé€iva.

Dalsi veli¢ina pouZivana pro vyjadieni propustnosti membrany pro TH je tzv. flux
léciva. Flux 1é¢iva je pocitan jako smérnice piimky vzniklé linearni regresi kumulace
1é¢iva v zavislosti na Case. Jeho hodnoty pro jednotlivé typy N Cer miizeme sledovat
v grafu (Graf 3A). Nejmensi hodnoty byly naméfeny a vypocitany u Cer NS a Cer NH,
0,29+0,03 ug/cm?h a 0,39+0,05 pg/cm?/h. Zbylé dva Cer vykazuji od téchto Cer nizsi a
zaroven statisticky vyznamné odlisné vysledné hodnoty (p < 0,05). Hodnota fluxu TH
Cer NDS je 0,65+0,09 pg/cm?/h a Cer NP 0,59+0,12 pg/cm?/h.
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Vysledné fluxy TH pro membrany obsahujici Cer se S v molekule jsou
znazornény v dalsim grafu (Graf 3B). a-Hydroxylované Cer podle téchto vysledkl
propoustéji mén¢ 1é¢iva oproti N Cer. I pfesto, ze vysledky obou diastereoizomeri jsou
srovnatelné, podle nami nastavené analytické metody je statisticky vyznamné odlisna (p
< 0,05) pouze vysledna hodnota R izomeru, ktera je 0,14+0,02 pg/cm?h. Hodnota
vysledného fluxu TH u S diastereoizomeru je 0,16+0,03 pg/cm?/h.

Nejnizsi hodnotu fluxu TH, 0,21+0,04 pg/cm?h, mezi Cer odvozenymi od DS
vykazuje Cer ADS(2'R) (Graf 3C). Tato hodnota je statisticky vyznamné odli$na (p <
0,05) od vysledné hodnoty Cer NDS i Cer ADS(2°S). Naméfena a vypocitana hodnota
fluxu TH u Cer ADS(2°S) je 0,67+0,15 pg/cm?/h.

Podobna zéavislost mezi vyslednymi hodnotami jako byla vypozorovana u Cer
odvozenych od S, je mozné sledovat i u Cer odvozenych od P, stim rozdilem, ze
statisticky vyznamné odli§na hodnota (p < 0,05), 0,21+0,07 pg/cm?/h, byla zjisténa u
S diastereoizomeru. Hodnota fluxu TH u Cer AP(2'R) je 0,27+0,03 pg/cm?/h.
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Graf 3A, 3B, 3C, 3D. Vysledky méfeni permeability membran pro TH. * znacfi statisticky
vyznamné zvySeni ztraty vody (p < 0,05). Data jsou vyjadfena jako primér vSech

namétfenych hodnot (n) + SEM; n = 6-20.

5.1.4 Vysledky méieni permeability membran pro IND

Hodnoceni propustnosti modelovych membran pro IND (lipofilngjsiho a vétSiho
1é¢iva) probihalo stejnym zptisobem jako u TH. Vysledky jsou opét prezentovany pomoci
grafii, v nichz je zobrazen flux IND.

Nejvétsi propustnost pro IND mezi N Cer (Graf 4A) byl nalezen u Cer NH, jehoz
flux je 0,31+0,04 pg/cm?/h. Ostatni Cer zahrnuty do toho grafu vykazuji velice podobné
vysledky. Flux membrany obsahujici Cer NS ¢&ini 0,12+0,02 pg/cm?h, Cer NDS
0,12+0,02 pg/cm?/h a Cer NP 0,12+0,02 pg/cm?/h.

Velice podobné vysledné fluxy IND byly zaznamenany u membran obsahujici Cer
odvozené od S (Graf 4B). Hodnota fluxu Cer AS(2'R) je 0,11+0,02 pg/cm?h a Cer
AS(2'S) 0,11£0,02 pg/cm?/h.
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V dalsim grafu (Graf 4C) jsou porovnany hodnoty fluxti IND u Cer odvozenych
od DS. Muzeme na tomto grafu vidét statisticky vyznamné odlisnou hodnotu (p < 0,05),
0,25+0,03 pg/cm?/h, u Cer ADS(2'R). Cer ADS(2°S) vykazoval vysledny flux 0,15+0,04
ug/cm?/h.

V poslednim grafu (Graf 4D) jsou zndzornény vysledné hodnoty fluxu IND u Cer
odvozenych od P. Vysledna hodnota fluxu IND pro Cer AP(2'R) je 0,16+0,05 pg/cm?/h
a pro Cer AP(2°S) 0,15+0,04 pg/cm?/h.
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Graf 4A, 4B, 4C, 4D. Vysledky métfeni permeability membran pro IND. * znaci
statisticky vyznamné zvySeni ztraty vody (p < 0,05). Data jsou vyjadiena jako pramér

vSech namétenych hodnot (n) £ SEM; n = 6-19.
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5.2 Vysledky IR spektroskopie

5.2.1 Symetrické valencni vibrace — fazové piechody lipidit v modelovych
membrdndch

Pomoci symetrickych valen¢nich methylenovych vibraci miizeme sledovat vliv
struktury Cer na konformaci lipidovych fetézcl. Pomoci zmény konformace v zavislosti
na teploté také urcit teplotu fazového prechodu (tj. teplotu, kdy dojde k desorganizaci
lipidovych fetézcti) a tedy 1 relativni velikost ptitazlivych sil v jednotlivych modelovych
membranach. Co se tyce konformaci lipidovych fetézch pii teploté kozniho povrchu, t;.
32 °C, ve vSech membranach jsou fetézce dobie uspotradany.

V ramci hodnoceni IR spekter byl pro kazdy Cer vypracovan graf, ve kterém je
mozné sledovat zavislost vinoctu na teploté. Hodnota vysledného teplotniho fazového
piechodu je pro zjednoduSeni nami vyjadiena jako teplota, pfi niz naméfeny vinocet
poprvé piesahne hodnotu 2850 cm™ u CHza 2090 cm™ u CD; fetézcii. Graf kazdého Cer
je rozdélen na dvé ¢asti. V prvni je znazornén teplotni fazovy ptechod pro smés Cer a
FFA, a v druhé ¢asti je mozné sledovat teplotni fAzovy ptechod zvlast pro Cer a zvlast
pro FFA, ¢ehoz bylo dosahnuto pomoci proméfeni membran, které obsahovaly misto
klasické smési FFA smés deuterovanych FFA (d-FFA).

Jednotlivé teplotni fazové piechody membran s N Cer jsou znazornény v grafu
(Graf 5). K fazovému ptechodu ve smési Cer NS a FFA dochazi pii 57 °C, u Cer NS
stejné jako u samotnych d-FFA dochazi k fazovému piechodu pti 55 °C. Ponékud vyssi
hodnoty fazového piechodu je mozné sledovat u Cer NDS. Vysledna teplota u smési Cer
NDS a FFA je 70 °C, u Cer NDS 83 °C au d-FFA 59 °C. U smé¢si Cer NH a FFA dochazi
k fazovému piechodu pii 71 °C stejné jako u samotného Cer NH, pro d-FFA byla
naméfena vysledna hodnota teplotniho fazového prechodu 57 °C. Nejsilnéjsi pritazlivé
sily byly timto experimentem zjistény u modelovych membran obsahujici Cer NP. Pro
smési Cer NP a FFA vysledna hodnota fazového pfechodu ¢ini 81 °C, pro samotny Cer
NP 89 °C a pro d-FFA 58 °C.
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Graf 5. Teplotni fazové prechody modelovych membran obsahujicich N Cer. Prvni ¢ést
grafu od kazdého typu Cer patii membranam s nedeuterovanymi fetézci popisujici
chovani Cer 1 FFA. Druha ¢ast grafu patii membranam s deuterovanymi fetézci FFA, kdy
V této ¢asti miizeme sledovat teplotni fazovy piechod samotného Cer (plné vybarvené

¢asti grafu) a samotnych FFA (nevybarvené Casti grafu). T znaci teplotni fazovy ptechod.

Teplotni fazové prechody lipidovych membran ptipravenych s Cer odvozenymi
od S je mozné sledovat v grafu (Graf 6). Smés Cer AS(2'R) a FFA vykazuje vyslednou
hodnotu teplotniho fazového ptechodu 73 °C, samotny Cer AS(2'R) 61 °C a d-FFA 59
°C. Fazovy prechod u smeési Cer AS(2°S) a FFA nastava pii 71 °C, u Cer AS(2°S) pii 67

°C au d-FFA pi1 59 °C.

Teplota [°C]
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Graf 7. Teplotni fazové ptfechody modelovych membran obsahujicich A Cer odvozené od
S. Prvni ¢ast grafu od kazdého typu Cer patii membranam s nedeuterovanymi fetézci
popisujici chovani Cer 1 FFA. Druh4 ¢ast grafu patii membrandm S deuterovanymi fetézci
FFA, kdy v této ¢asti muzeme sledovat teplotni fazovy piechod samotného Cer (plné
vybarvené Casti grafu) a samotnych FFA (nevybarvené ¢asti grafu). T znaci teplotni

tazovy prechod.

V grafu 7 jsou znazornény jednotlivé teploty fazovych ptrechodi modelovych
membran obsahujici Cer odvozené od DS. Usporadana struktura smési Cer ADS(2'R) a
FFA se rozpada pii 83 °C; u Cer ADS(2'R) pii 95 °C a u samotnych d-FFA pii 59 °C.
Hodnoty fazového piechodu naméfené u membran, ve kterych byl pfitomen S-
diastereoizomer Cer ADS jsou 79 °C u smési Cer a FFA, 89 °C u Cer ADS(2’S) a 63 °C
u d-FFA.
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Graf 7. Teplotni fazové prfechody modelovych membran obsahujicich Cer odvozené od
DS. Prvni ¢ast grafu od kazdého typu Cer patfi membranam s nedeuterovanymi fetézci

popisujici chovani Cer i FFA. Druha ¢ast grafu patfi membranam s deuterovanymi fetézci
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FFA, kdy v této ¢asti muzeme sledovat teplotni fazovy piechod samotného Cer (plné
vybarvené Casti grafu) a samotnych FFA (nevybarvené Casti grafu). T znaci teplotni

fazovy ptechod.

V poslednim grafu v této kapitole (Graf 8) jsou znazornény teplotni fazové
ptechody Cer modelovych membran s Cer NP, Cer AP(2'R) a Cer AP(2°S), tedy s Cer
odvozenych od P. Fazovy prechod pii 79 °C nastava jak u smési Cer AP(2'R) a FFA tak
1 u samotného Cer, u samotnych d-FFA fazovy piechod nastava pii 59 °C. Teplotni fazovy
ptechod pro smés Cer AP(2°S) a FFA je 75 °C, pro samotny Cer AP(2’S) 71 °C a pro
samotné d-FFA 72 °C.
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Graf 8. Teplotni fazové prfechody modelovych membran obsahujicich Cer odvozené od
P. Prvni cast grafu od kazdého typu Cer patii membrandm s nedeuterovanymi fetézci
popisujici chovani Cer 1 FFA. Druha ¢ast grafu patfi membranam s deuterovanymi fetézci
FFA, kdy v této ¢asti muzeme sledovat teplotni fazovy ptrechod samotného Cer (plné
vybarvené ¢asti grafu) a samotnych FFA (nevybarvené ¢asti grafu). T znaci teplotni

fazovy ptechod.

5.2.2 NuzZkové vibrace — laterdlni uspoidadani a misitelnost lipidii
V modelovych membrandch

Druhym typem vibraci IR spektroskopie, které jsem studovala, jsou nuzkové
methylenové vibrace, které ndm spolecné s valenénimi vibracemi pomahaji si utvofit
predstavu o mikrostruktufe lipidovych membran. Z ntizkovych vibraci Ize zjistit lateralni
uspofadani (orthorhombické ¢i hexagonalni) a pomoci selektivni deuterace vzajemnou

misitelnost Cer a FFA.
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V ramci hodnoceni kazdého typu modelové membrany v zavislosti na typu
pfitomného Cer jsem pfipravila dva typy grafi. Prvni graf zndzornuje ntizkové vibrace
lipidd v membrang pti 32 °C, coz je fyziologicka teplota kize. Tento graf je pro kazdou
membranu rozdélen na tfi ¢asti. Prvni ¢ast popisuje membranu s nedeuterovanymi lipidy
a popisuje lateralni usporadani — pokud je pfitomny dublet, jsou lipidové fetézce ve velmi
tésném orthorhombickém uspofadéani, pokud vidime pouze singlet, jde o mirn¢ volngjsi
usporddani  hexagonalni. Ve vétSin€ nasich membran  vidime  koexistenci
orthorhombického a hexagondlniho uspotfadani. Druha a tieti Cast grafu téze barvy
znazoriiuji membranu, kde byly FFA nahrazeny deuterovanymi FFA. Tyto grafy
vypovidaji o lateralnim uspofadani samotnych molekul Cer a FFA.

Druhy graf je sestrojen jako zavislost vino¢tu nizkovych methylenovych vibraci
na teploté, kterd je pfi méfeni nastavena vV rozmezi 25-100 °C, miZeme tedy na zakladé¢
tohoto grafu sledovat teplotni pribéh lateralniho uspofadani v jednotlivych membranéch.
Tento graf se od prvniho typu grafu lisi tim, Ze je rozd€len pouze na dvé Casti; v prvni
¢asti vidime neznaCenou membranu, tj. usporadani vsech lipid a v druhé ¢asti mizeme
sledovat hodnoty ntazkovych vibraci samotného Cer a samotnych FFA pohromadg.
Hodnoty niizkovych vibraci pro CHz jsou zaznamendvany v rozmezi 1462-1472 cm?,
hodnoty nizkovych vibraci pro CD; jsou pak zaznamenavany v rozmezi 1080-1090 cm-
! Vysledky jsou prezentovany formou komentafe, zda se v jednotlivych ¢astech grafii
vyskytuje singlet, kdy je v daném rozmezi rozpoznan pouze jeden zietelny signal nebo
dublet, kdy jsou v daném rozmezi rozpoznany dva zietelné signaly. Na zakladé
pritomnosti singleti a dubleti je mozné vyvodit zavéry o misitelnosti jednotlivych Cer
S ostatnimi lipidy.

Prvni série graft (Obr. 4) znazoriuje ntizkové vibrace pii 32 °C v membranach
obsahujicich N Cer. V ptipadé¢ membran s Cer NS a Cer NDS je mozZné vidét dublet ve
smési Cer s FFA, singlety u Cer a samotnych d-FFA. Smés Cer NH s FFA a samotné d-
FFA v membranach obsahujicich Cer NH vykazuji dublety a samotny Cer NH vykazuje
singlet s méné vyraznymi zacinajicimi dal§imi signaly. Dublety jsou pozorovany u smési

Cer NP s FFA a samotnych d-FFA, pficemz u samotného Cer NP je pfitomen singlet.
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Obrazek 4. Nizkové vibrace modelovych membran obsahujicich N Cer zméfené pti 32

°C.

Dalsi série grafii (Obr. 5) opét znazorfiuje vysledné ntizkové vibrace u N Cer, ale
Vvtomto piipadé se jedna o grafy znazornujici jejich celkovy vyvoj v prubéhu
konstantniho zvySovani teploty. Do 36 °C je u smési Cer NS s FFA sledovan dublet, ktery
se po prekroceni zminéné teploty sléva do singletu. Jak samotny Cer NS, tak i samotné
d-FFA v ramci celé teplotni Skaly vykazovaly singlety. Stejné vysledky byly naméteny i
u modelovych membran obsahujici Cer NDS, ale ke sliti dubletu do singletu doslo pii 66
°C. Cer NH ve smési s FFA vykazoval dublet do 64 °C, u samotného Cer NH v celém
rozmezi teplot byl sledovan singlet a d-FFA vykazovaly singlet od 40 °C. U smési Cer
NP s FFA a u samotnych d-FFA bylo vypozorovano, ze se piivodné pfitomny dublet pii
urcité teploté slil do singletu. U Cer s FFA k tomu doslo pti 60 °C a u samotnych d-FFA
pii 58 °C. U samotného Cer NP
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Obr. 5. Nuzkové vibrace modelovych membran obsahujici N Cer zméfené v rozmezi 25-

100°C. Prvni ¢ast grafu od kazdého typu Cer patii membranam s nedeuterovanymi fetézci

popisujici chovani Cer 1 FFA. Druha ¢ast grafu patfi membranam s deuterovanymi fetézci

FFA, kdy v této ¢asti miuzeme sledovat ntizkové vibrace samotného Cer (pIn€ vybarvené

¢asti grafu) a samotnych FFA (nevybarvené Casti grafu).

V potadi tieti sérii grafi (Obr. 6) jsou znazornény nuzkové vibrace pii 32 °C

zaznamenané u membran obsahujici Cer odvozené od S. Cer AS(2'R) a AS(2’S) se od

sebe 1isi pouze v piipadé tieti Casti grafu, kde je mozné sledovat misitelnost samotnych

d-FFA, kdy v pripadé¢ R-izomeru vidime dublet a v ptipadé S-izomeru singlet. V prvni

¢asti grafu, ktery znazoriiuje misitelnost Cer s FFA, u obou izomeri pozorujeme dublety

a Vv ¢astech grafu popisujicich misitelnost Cer jsou pfitomny singlety.
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Obr. 6. Nuzkové vibrace modelovych membran obsahujici Cer odvozené od S zmétené

pfi 32°C.

V nasledujicich grafech (Obr. 7) jsou op€t znazornény ntizkové vibrace tykajicich
se stejnych Cer jako v obrazku ptfedeslém s tim rozdilem, Ze v nich sledujeme vibrace
Vv teplotnim rozmezi 25-100 °C. U smési Cer AS(2'R) s FFA byl zaznamenan dublet do
teploty 78 °C, ktery nasledn¢ piesel v singlet, U samotnych d-FFA pozorujeme dublet do
58 °C. V ptipad¢ samotného Cer byl v pribéhu celého méfeni zméfen pouze singlet,
pti¢emz tentyz prubéh je sledovan i u samotného Cer AS(2°S). V prvni ¢asti grafu, u
smési Cer AS(2’'S) a FFA prechazi dublet v singlet pfi teploté¢ 70 °C a u samotnych d-
FFA pii teploté 40 °C.
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Obr. 7. Nuzkové vibrace modelovych membran obsahujici Cer odvozené od S zmétené
vrozmezi 25-100 °C. Prvni c¢ast grafu od kaZzdého typu Cer patii membrandm
s nedeuterovanymi fetézci popisujici chovani Cer i FFA. Druha c¢ast grafu patii
membrandm s deuterovanymi fetézci FFA, kdy v této Casti miZzeme sledovat ntizkové
vibrace samotného Cer (pIn€ vybarvené ¢asti grafu) a samotnych FFA (nevybarvené ¢asti

grafu).
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Nuzkové vibrace zaznamenané pii 32 °C u modelovych lipidovych membran
s Cer odvozenymi od DS jsou znazornény v dalsi sérii grafii (Obr. 8). U obou méfenych
smési Cer s FFA byly sledovany dublety, v ptipadé smési s Cer ADS(2°S) se dokonce
jedna o zacinajici triplet. U obou meétfeni d-FFA byl pozorovan dublet. V piipadé
samotného Cer ADS(2'R) byl pii 32 °C naméien singlet, kdezto u Cer ADS(2’S) dublet.
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Obr. 8. Nuzkové vibrace modelovych membran obsahujici Cer odvozené od DS zméiené

pii 32°C.

Teplotni vyvoj ntizkovych vibraci u stejnych typi lipidovych membran popisuji
nasledujici grafy (Obr. 9). Cer ADS(2'R) s FFA vykazoval dublet do 66 °C, samotny Cer
do 52 °C a d-FFA do 46 °C, a nasledné se vSechny dublety slily do singletu. U Cer
ADS(2’S) s FFA doslo ke zméné misitelnosti pii 78 °C, u samotného Cer pii 46 °C a u d-
FFA pii 56 °C.
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Obr. 9. Nizkové vibrace modelovych membran obsahujici Cer odvozené od DS zmétené
vrozmezi 25-100 °C. Prvni c¢ast grafu od kazdého typu Cer patii membrandm
s nedeuterovanymi fetézci popisujici chovani Cer i FFA. Druha c¢ast grafu patii
membrandm s deuterovanymi fetézci FFA, kdy v této Casti miZzeme sledovat ntizkové
vibrace samotného Cer (pIn€ vybarvené ¢asti grafu) a samotnych FFA (nevybarvené ¢asti

grafu).
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Misitelnost jednotlivych lipidd pfi 32 °C byla zkouména i1 v membranach
obsahujicich Cer odvozené od P, vysledky je mozné pozorovat v nize uvedenych grafech
(Obr. 10). Jak u smési Cer AP(2'R) s FFA a samotného Cer AP(2'R), tak i u smési Cer
AP(2°S) a samotného Cer AP(2’S) byly zaznamenany pii 32 °C dublety. Dublet byl
pozorovan i u samotnych d-FFA v membranach s Cer AP(2'R). V posledni ¢asti grafu,
tedy v casti, ktera znazornuje misitelnost samotnych d-FFA obsazenych v membranach

s Cer AP(2°S), byl zméten singlet.
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Obr. 10. Nuzkové vibrace modelovych membran obsahujici Cer odvozené od P zmétené

pii 32°C.

V posledni sérii grafa této kapitoly (Obr. 11) je mozné sledovat ntizkové vibrace
u stejnych typi membran pfi teplotach 25-100 °C. Ke sliti dubletu Vv singlet dochazi u
smé&si Cer AP(2'R) s FFA pii 66 °C, u samotného Cer pii 60 °C a u samotnych d-FFA pii
62 °C. Dublet ve smési Cer S FFA byl pozorovan do 74 °C, u samotného Cer do 72 °C a

u samotnych d-FFA byl po celou dobu méfeni sledovan singlet.
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Obr. 11. Nuzkové vibrace modelovych membran obsahujici Cer odvozené od P zmétené
vrozmezi 25-100 °C. Prvni c¢ast grafu od kazdého typu Cer patii membrandm
s nedeuterovanymi fetézci popisujici chovani Cer i FFA. Druha c¢éast grafu patii
membranam s deuterovanymi fetézci FFA, kdy v této ¢asti mizeme sledovat ntizkové

39



vibrace samotného Cer (pIn¢ vybarvené ¢asti grafu) a samotnych FFA (nevybarvené ¢asti

grafu).

5.3 Vysledky RPD

Pomoci RPD je mozné zjistit poet lamelarnich fazi nebo lamelarnich struktur,
které tvoii lipidy ve SC. Kromé po¢tu lamelarnich fazi nam RPD pomaha urcovat jejich
délku.

V nésledujicim grafu (Graf 9) jsou vyhodnoceny modelové membrany (vzorky)
obsahujici N Cer. Lamelarni struktura modelovych membran s Cer NS je tvofena fazi
krystalického Chol s délkou 3,42 nm a kratkou lamelarni fazi s délkou 5,33 nm. Stejny
pocet lamelarnich fazi byl nalezen i u membran obsahujici Cer NDS, kde faze Chol méfila
opét 3,42 nm a kratka lamelarni faze 5,35 nm. V modelovych membranach s Cer NH byla
nalezena faze Chol dlouha 3,42 nm a kromé kratké lamelarni faze o délce 3.80 nm také
faze dlouha o délce 10,56 nm. Tti lamelarni faze byly zjiStény i u membran s Cer NP, a

to konkrétné faze Chol dlouha 3,42 nm a dvé kratké lamelarni faze s délkami 5,56 nm a

3,73 nm.
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Graf 9. Vysledky RPD u membran obsahujici Cer NS nebo Cer NDS nebo Cer NP nebo
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Cer NH/FFA/Chol/CholS. Rimské ¢&islice predstavuji reflexe kratké lamelarni faze (~ 5.3-
5.6 nm), arabské Cislice predstavuji reflexe dlouhé lamelarni faze (~ 10.6 nm), pismena
predstavuji reflexe druhé kratké lamelarni faze (~ 3.8 nm) a hvézdicka predstavuje reflexe

krystalického Chol.

V dal$im grafu (Graf 10) je mozné sledovat vysledky z RPD tykajici se
modelovych membran obsahujicich Cer odvozené od S. U obou diastereoizomerti Cer AS
byla nalezena faze separovaného Chol spolu s jednou kratkou lamelarni fazi. V piipadé
membran s Cer AS(2'R) méiila faze Chol 3,44 nm a kratkd faze 5,22 nm, V piipadé

membran s Cer AS(2°S) méfila faze Chol 3,43 nm a kratka lamelarni faze 5,32 nm.
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Graf 10. Vysledky RPD modelovych membran (vzorkt) obsahujici Cer odvozené od S,
tj. Cer NS nebo Cer AS(2'R) nebo Cer AS(2'S)/FFA/Chol/CholS. Rimské &islice

predstavuji reflexe kratké lamelarni faze a hvézdicka predstavuje reflexe krystalického
Chol.
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Vysledky RDP membran s Cer obsahujici na misté sfingoidni baze DS je mozné
nalézt v nasledujicim grafu (Graf 11). Faze krystalického Chol u membrany s Cer
ADS(2'R) métila 3,39 nm a spolu s ni byly objeveny dvé kratké lamelarni faze, prvni s
délkou 5,27 nm a druha s délkou 3,75 nm. V membranach s Cer ADS(2°S) bylo nalezeno

o jednu kratkou fazi mén¢. Faze Chol méfila 3,42 nm a kratka faze 5,49 nm.

A Cer NdS/FFA/Chol/CholS
D'.,M nm
:g *N n:;nm
N L
8 ey
£ * Lol
I[ IV 14 15 18 17 18
| ] v VI 0.41 nm Q.37 nm
T T T IJ VIII* IX; L] I* *I
e BRET e 414 18T
Q[nm™]
A Cer AdS(2'R)IFFAIChoII(3:]t\10IS A Cer AdS(2°S)/FFA/Chol/CholS
H MW 0.41 nrm
2 £ }\
N r =
g It £ MWW%
£ 0.41 nm ‘E
¥ 038m = * e rar
' ¥
i 0.41 nm
A Vi . M
g g 1 3 5 7 9 11 13 15 17
Q [nm'1] Q [nm'1]

Graf 10. Vysledky RPD modelovych membran obsahujici Cer odvozenych od DS, tj. Cer
NP nebo Cer AP(2'R) nebo Cer AP(2'S)/FFA/Chol/CholS. Rimské &islice piedstavuji

reflexe kratké lamelarni faze, pismena ptedstavuji reflexe druhé kratké lamelarni faze a

hvézdicka predstavuje reflexe krystalického Chol.

V poslednim grafu (Graf 11) jsou zaznamendny vysledky RDP membran
obsahujici Cer s P ve své molekule. Oba izomery kromé faze cholesterolu, ktera v obou
ptipadech me¢fila 3,42 nm, obsahovaly ve své lamelarni struktute dalsi kratkou fazi. Délka

této kratké lamelarni faze u Cer AP(2'R) byla 5,40 nm a u Cer AP(2°S) 5,42 nm.
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Graf 11. Vysledky RPD modelovych membran obsahujici Cer odvozené od P, tj. Cer NP
nebo Cer AP(2'R) nebo Cer AP(2'S)/FFA/Chol/CholS. Rimské &islice predstavuji reflexe
kratké lameldrni faze, pismena predstavuji reflexe druhé kratké lamelarni faze a

hvézdicka predstavuje reflexe krystalického Chol.

Soucasti kazdého RPD grafu je vzdy i mensi graf zobrazujici oblast od 14 — 17 Q.
Tato oblast umoziuje ziskat informaci o laterdlnim uspotadani lipidi v modelovych
membranach. Pokud jsou v této oblasti pfitomné dva piky (~ 0,41 nm a ~0.37-0.38 nm),
znamena to, ze lipidy jsou ve velmi tésném, tzv. orthorombickém uspotfadani, jako je
tomu u membran obsahujici Cer NS, NDS, NH, NP a ADS(2'R). Pokud vsak je
zaznamenan pouze jeden pik (0,41 nm), znamena to, Ze lipidy jsou v lamele uspofadany

hexagonalné, jako je tomu u membran obsahujici Cer AS(2'R), AS(2'S), ADS(2°S),

AP(2'R) a AP(2'S).
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6. Diskuze

Cilem této prace bylo vytvofeni modelovych lipidovych membran, které svym
slozenim napodobovaly lipidovou smés mezibunécného prostoru ve SC, a které se
navzajem liSily pouZzitym typem Cer. Cer, se kterymi jsem pracovala, byly: Cer NS, Cer
NDS, Cer NP, Cer NH, Cer AS(2'R), Cer ADS(2'R), Cer AP(2'R), Cer AS(2’S), Cer
ADS(2’S) a Cer AP(2’S). Na zaklad¢ porovnani vysledki z permeacnich pokusu,
vysledktiz IR a RDP u N Cer jsem mohla sledovat vliv struktury sfingoidni baze na funkci
kozni bariéry, a podobné jsem sledovala vliv a-hydroxylace, tim Ze jsem porovnavala
vysledky permeacnich parametrti a mikrostruktury membran obsahujici Cer typu N a Cer
typu A. Dale jsem hodnotila vliv stereochemie u A Cer srovnanim jednotlivych (S)- a (R)-
diastereoizomerd. Je také dulezité zde uvést, ze u vSech zkoumanych Cer byla v acylové
¢asti pritomna kyselina lignocerova a to bud’ v nehydroxylované, nebo a-hydroxylované
podobé. Kromé odhaleni vlivu jednotlivych strukturnich zmén v molekule Cer nam tento
experiment poslouzil ke stanoveni bariérovych vlastnosti a mikrostruktury u kazdého
typu Cer zvlast.

V minulosti jiz byly provedeny podobné experimenty s Cer NS a NDS, které
pomohly vysledovat vliv pfitomnosti nasobné dvojné na uhliku v poloze 4 na
permeabilitu a mikrostrukturu modelovych membran. Mezi vyslednymi hodnotami
permeacnich parametri nebyly objeveny zadné signifikantni rozdily. Nicméné ze studia
mikrostruktury modelovych lipidovych membran s témito Cer vyplyvaji nékteré rozdily
mezi Cer NS a NDS. Naptiklad bylo zjisténo, Ze v membranach Cer NDS byly pfitomny
vétsi kohezivni sily.[48, 49]

Prvnim dtlezitym krokem k naplnéni cilti této prace byla tedy ptiprava lipidovych
membran. Od kazdého strukturniho typu Cer byly pfipraveny ¢tyii modelové membrany.
Béhem nasttiku jsme vypozorovali, ze se hlavné A Cer odvozené od DS chovaji rozdilné
od ostatnich Cer. Bylo patmné, Ze lipidy se na tyto modelové membrany nenandseji
rovnomeérné a vznikaji na povrchu membran nehomogenni oblasti Z téchto diivodii jsme
museli mirné upravit koncentraci lipidi v roztoku, ktery se pouzival k nastiiku a také
podminky samotného nastiiku. Dal§i kroky spocivajici v pfevazné¢ meéfeni a
vyhodnocovani jednotlivych permeacnich parametrti, IR a RPD probihaly bez vétsich
problémi.

Ztrata vody skrze membranu byla prvni méfena veli¢ina v rdmci permeacnich

experimentti. Nejméné propustnou membranou obsahujici Cer pro vodu byl Cer NS.
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V porovnani s timto Cer jsou ostatni Cer propustnéjsi. Z toho vyplyva, ze strukturni
zmény v molekule S vedouci ke vzniku jinych sfingoidnich bazi, ani a-hydroxylace
nezleps$uji propustnost membran pro vodu. Stereochemie tento zdkladni permeacni
parametr takika viibec neovliviiuje, jelikoz ani u jedné dvojice stereoizomer jsem
nenalezla signifikantni rozdil.

Pomoci elektrické impedance se zjistuje propustnost modelové membrany pro
ionty. Nejméné propustnymi membranami pro ionty byly membrany obsahujici Cer s H
jako sfingoidni bazi, tedy Cer NH. Hydroxylace v poloze 6 sfingoidni baze ma pozitivni
vliv na tento permeacni parametr. Ostatni N Cer vykazuji velice podobné hodnoty
elektrické impedance. Vliv o-hydroxylace na elektrickou impedanci se 1iS§i v ramci
jednotlivych strukturnich typti Cer, u Cer odvozenych od S a-hydroxylace zvysuje
propustnost pro ionty a polarni molekuly, u Cer odvozenych od DS nema a-hydroxylace
nijak zvlast’ znatelny vliv na elektrickou impedanci, a u Cer odvozenych od P ma vétsi
vliv na elektrickou impedanci stereochemie nez a-hydroxylace. Cer AP(2’S) vykazuje
signifikantn¢ mensi propustnost oproti zbylym dvéma Cer, tedy Cer AP(2'R) a Cer NP.

Vliv struktury sfingoidni baze na propustnost membran pro TH byl zaznamenan
hlavné u Cer NDS a Cer NP, v jejichz molekulach chybi dvojna vazba. Na rozdil od Cer,
které maji dvojnou vazbu v molekule sfingoidni baze, tedy Cer NS a Cer NH, vykazuji
zminované¢ Cer NDS a Cer NP signifikantné vyssi propustnost pro TH. I vliv a-
hydroxylace je u tohoto parametru znatelny. Jak u Cer odvozenych od S, tak i u Cer
odvozenych od P, bylo moZzné sledovat vyrazny pokles propustnosti 1é¢iva u membran
S a-hydroxylovanymi Cer. V ptipadé Cer odvozenych od DS je rozhodujici pfevazné vliv
stereochemie, jelikoZ membrana obsahujici Cer ADS(2'R) propousti zhruba tiikrat méné
TH v porovnani s Cer NDS a Cer ADS(2°S).

Hydroxylace sfingoidni baze v poloze 6 se ukazala byt nevyhodna v piipadé
fluxu pro IND, jelikoz membrany s Cer NH propoustély zhruba tiikrat vice tohoto 1é¢iva
nez ostatni N Cer. Ostatni strukturni vlivy, jako a-hydroxylace a stereochemie, se u tohoto
permeaéniho parametru neprojevily jako zdsadné rozhodujici, aZ na vét$i propustnost
IND membran obsahujicich Cer ADS(2'R) v porovnani s Cer NDS a Cer ADS(2°S).

Fazové pirechody, lateradlni uspofadani a misitelnost lipidd v modelovych
membranach byly hodnoceny pomoci IR spektroskopie. Nejvice pfitazlivych sil v ramci
modelovych membran obsahujici N Cer bylo u Cer NP, ktery vykazoval nejvyssi teplotni
fazovy prechod. Molekula P ma v porovnani s molekulou S redukovanou dvojnou vazbu

a zaroven jednu hydroxylovou skupinu navic. MiZeme se tedy domnivat, Ze ob¢ tyto
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strukturni zmény zvysuji teplotni odolnost lipidové smési. K tomuto tvrzeni piispiva i
fakt, Ze u lipidovych smési s Cer NDS a Cer NH, u kterych v molekule sfingoidni baze
probéhla jen jedna ze zminovanych strukturnich zmén, byly naméfeny vyssi teplotni
fazové prechody nez u membran s Cer NS. Nejen hydroxylace S, ale i a-hydroxylace
acylové casti Cer prispiva ke zvétSeni pfitazlivych sil v lipidovych smésich. U a-
hydroxylovanych Cer odvozenych od S a DS, tedy sfingoidnich bazi obsahujici ve své
molekule pouze dvé hydroxylové skupiny, byly totiz sledovany vyssi teplotni hodnoty
fazového piechodu nezZ u jejich nehydroxylovanych derivati. Mezi a-hydroxylovanych
Cer odvozenych od P, ktery ve své molekule obsahuje tii hydroxylové skupiny, a Cer NP
nebyly zaznamenany tak velké rozdily pii méfeni teplotniho fazového prechodu. Z toho
vyplyva domnénka, ze dal$i hydroxylace v molekule Cer nemé na velikost a mnozstvi
pfitazlivych sil v membrané zasadni vliv. Rozdily mezi jednotlivymi diastereoizomery
jsme zaznamenali u Cer ADS, kdy samotné d-FFA v modelovych membranach obsahujici
Cer ADS(2'R) vykazovaly teplotni fazovy piechod pii znateln€ nizsi teploté, nez tomu
bylo u d-FFA v membranach s Cer ADS(2°S). Zaroven byly zjistény rozdily v teplotnich
fazovych prechodech mezi samotnymi Cer AP(2'R) a AP(2°S), kdy u R izomeru byl
naméfen fazovy piechod pii teploté o 10 °C vyssi nez u S izomeru.

Vysledky nuzkovych methylenovych vibraci nam odhalily i nékteré rozdily
vV misitelnosti jednotlivych lipidi v ramci modelovych membran v zavislosti na
strukturnim typu obsazeného Cer a také v laterdlnim uspotradani fetézcii Cer a FFA.
Pomérné dobfe se Cer a FFA vzdjemné misi Vv membranach s Cer NS a Cer NDS. Cer
s hydroxylovanou sfingoidni bazi ve své struktufe, to znamena Cer NH a Cer NP, se
s FFA misi méng. Dokonce je z grafli o¢ividné, ze FFA vytvéreji v lipidové struktuie
vlastni domény. Tato skute¢nost by mohla souviset s vysledky relativni ztraty vody pies
membranu a fluxu TH, kdy Cer NS, jakoZto Cer s nehydroxylovanou sfingoidni bazi,
vykazoval lepsi vysledky nez Cer NH a Cer NP. U A Cer odvozenych od S i DS byla
zjisténa horsi misitelnost mezi Cer a FFA. U Cer AS(2'R) i Cer AS(2°S) si samotné FFA
vytvaii vlastni domény, coz vypovida o horsi schopnosti FFA se misit s témito Cer. Také
byly u téchto A Cer zaznamendny horsi vysledky elektrické impedance a relativni ztraty
vody pfes membranu V porovnani s Cer NS. V membranach s Cer ADS(2'R) a ADS(2°S)
si samostatné domény vedle FFA tvofi i ziejmé molekuly Cer. Spatna misitelnost Cer a
FFA byla zaznamenana i u Cer AP(2'R) i Cer AP(2'S), stejné jako u jejich
nehydroxylovaného strukturniho derivatu Cer NP. A proto mizeme konstatovat, Ze o-

hydroxylace v acylové ¢asti molekuly nepfispiva k lepsi misitelnosti Cer a FFA, ale
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naopak ji v modelovych membranach zhorsuje. Viv stereochemie byl v ramci niizkovych
vibraci zaznamenan u Cer AS(2'R) a Cer AS(2’'S), respektive u d-FFA obsazenych
v modelovych membranach s témito Cer. V membranach s Cer AS(2'S) se FFA s Cer
misi velmi dobie na rozdil od membran s AS(2'R), kde samotné¢ FFA tvofi své vlastni
domény. Uplné stejna situace nastala u d-FFA v modelovych membran s Cer AP (2'R) a
s Cer AP (2°S). Zminéné rozdily v mikrostruktuie téchto izomerti mohou souviset s jejich
rozdilnymi vysledky fluxu TH a IND.

Poslednim hodnocenym parametrem bylo studium mikrostruktury (lamelarniho a
lateralniho uspotadani) pomoci RPD. Touto metodou jsme mohli porovnat jednotlivé Cer
podle toho, kolik riznych lamelarnich fazi tvofi s ostatnimi lipidy v modelovych
membranéch a také v jakém lateralnim usporadani se v téchto lamelach lipidy nachézeji.
V acylové ¢asti nehydroxylované Cer, které maji v struktufe sfingoidni baze o jeden
hydroxyl navic, coz znamena Cer NP a Cer NH, tvoii v lipidovych membranach jednu
fazi navic na rozdil od Cer NS a Cer NDS. Je také dtlezité zminit, ze jediny Cer NH tvofi
s ostatnimi lipidy dlouhou lamelarni fazi, o které se myslelo, ze je tvofena pouze Cer
s ultra-dlouhymi acylovymi fetézci.[10, 50-52] Zatimco u Cer odvozenych od S jsem
nevypozorovala zadny rozdil v zavislosti na a-hydroxylaci nebo stereochemie, u Cer
odvozenych od DS byl prokdzan vliv stereoizomerie na pocet lamelarnich fazi
v membranach. Cer ADS(2'R) tvofi o jednu kratkou lamelarni fazi vice nez Cer
ADS(2’S), ktery tvofi stejny pocet lamelarnich fazi jako Cer NDS. Vliv a-hydroxylace
pak mtizeme sledovat u Cer AP(2'R) a AP(2°S), které v modelovych membranach tvoii
o jedno kratkou lamelarni fazi méné nez Cer NP. Hexagondlni usporadani lipida
Vv lamelach podle vysledkit RPD mtizeme nalézt v modelovych membranach obsahujici
a-hydroxylované Cer, kromé Cer ADS(2'R), ktery spole¢né s nehydroxylovanymi Cer
vykazuje orthorhombické usporadani lipidi v lamelach.

Dle vySe uvedenych vysledkll lze konstatovat, ze jakdkoli zména struktury
v molekule Cer, at’ uz se jedna o zménu sfingoidni baze, a-hydroxylaci nebo zménu ve
stereochemii na C’2, vede jednak Kk jeho rozdilnym bariérovym vlastnostem ale také

K rozdilim v mikrostruktute modelovych membran.
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7. Z.aveér

Cilem této diplomové prace byla piiprava modelovych membran s deseti riznymi
strukturnimi typy Cer. Jednotlivé Cer se lisily strukturou sfingoidni baze, a-hydroxylaci
nebo stereochemii. A proto zméfenim, vyhodnocenim a naslednym porovnanim
permeacnich parametri, IR a RPD jsme m¢éli pfilezitost zjistit vlivy téchto vyse
zminénych strukturnich zmén v molekule Cer na permeabilitu a mikrostrukturu
pfipravenych modelovych membran. Celd prace by nam mohla pomoci nalézt divody
k pritomnosti pomérné velkého poctu Cer ve SC.

Jelikoz se mi podatilo pfipravit modelové membrany deseti typy Cer a nasledné
na nich provést veskeré potfebné experimenty, dovolim si tvrdit, ze cil mé prace byl
splnén. Bylo zjisténo, Ze kazdy Cer ma jedine¢né vlastnosti, které riiznou mérou piispivaji
k bariérové funkci kozni bariéry. Dal§im velkym poznatkem vyplyvajici z této prace bylo
nalezeni dlouhé lamelarni faze v membranach obsahujici Cer NH, tento poznatek se stal
soucasti jiz publikované prace.[53]

Do budoucna by bylo zajimavé zkompletovat tyto tdaje spolec¢né s udaji o
permeabilité a mikrostruktute Cer AH(R) a Cer AH(S), které ale nejsou komercné

dostupné, proto je nutnosti nejprve provést jejich syntézu.
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