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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutickej technologie

Autor: Andrea Doldkova

Skolitel’: PharmDr. Barbora Skolova, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Stadium monovrstevnych lipidovych modelov ochoreni

koznej bariéry

Koza chrani l'udské telo od vonkajSich vplyvov audrzuje vnutorni integritu
organizmu. Koznd bariéra je tvorena korneocytmi a lipidovou hmotou
v intercelularnom priestore stratum corneum, najvrchnej$ej vrstvy epidermis.
Lipidovd hmota je zlozena z ceramidov, volnych mastnych kyselin a cholesterolu.
Zlozenie a usporiadanie lipidovej matrix urCuje bariérové vlastnosti koze. Ceramidy
st syntetizované z glukozylovaného ceramidu a sfingomyelinu hydrolytickymi
enzymami B-glukocerebrozidazou a sfingomyelindzou. Nedostatok alebo nespravna

funkcia tychto enzymov vedie k nefunkcnej koznej bariére.

Cielom tejto prace bola priprava a S§tddium monovrstevnych lipidovych modelov,
ktoré simulovali poruchu funkcie sfingomyelindzy u koznych ochoreni. Pre
hodnotenie sme pouZzili metddy ako Langmuirove monovsrtvy, Brewsterova uhlova
mikroskopia (na rozhrani vzduch-kvapalina) a technika Langmuir-Blodgettovej

s naslednym hodnotenim pomocou atémovej silovej mikroskopie.

S rasticim povrchovym tlakom sa najochotnejSie usporaduvajii monovrstvy so
100% zastipenim sfingomyelinu a priebeh ich izotermy sa vel'mi podobé kontrolne;j
vzorke s ceramidom. Zaroven su tieto lipidové zmesi najtesnejSie usporiadané.
Stcasna pritomnost’ sfingomyelinu a ceramidu v zmesiach sa prejavuje rozvolnenim
monovrstiev. S rastucim zastipenim sfingomyelinu v lipidovych zmesiach klesé ich

schopnost’ tvorit’ kompaktné domény.

Poznatky o spravani sfingomyelinu v monovrstevnom lipidovom modele stratum
corneum ziskané touto pracou by v buducnosti mohli pomoct’ k jeho dalSiemu

Studiu.



Abstract
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Skin protects human body from external factors and maintain internal integrity of
organism. Skin barrier is formed by corneocytes and lipid matrix in intercellular
space of stratum corneum, the uppermost layer of epidermis. Lipid matrix consists of
ceramides, free fatty acids and cholesterol. The composition and organisation of lipid
matrix are essential for the skin barrier properties. Ceramides are synthetized from
glucosylated  ceramide and  sphingomyelin by  hydrolitic  enzymes
B-glucocerebrosidase and sphingomyelinase. Insufficiency or malfunction of these

enzymes lead to functionless skin barrier.

The aim of this work was to prepare and study monolayer lipid models, which
simulated the malfunction of sphingomyelinase in skin diseases. For valuation we
used several techniques such as Langmuir monolayers, Brewster angle microscopy
(at the air-liquid interface), Langmuir-Blodgett technique and atomic force

microscopy.

Monolayers with 100% substitution of sphingomyelin layout the most readily with
rising surface pressure and the course of their isotherm is very similar to control
mixture containing ceramide. Simultaneously these lipid mixtures are arranged most
tightly. The presence of both sphingomyelin and ceramide in mixtures show itself by
loosening of monolayers. The ability to form compact domains is decreasing with

rising substitution of sphingomyelin.

Knowledge about behavior of sphingomyelin in stratum corneum monolayer lipid

model gained by this work could be helpful for research in future.



1. Uvod a ciel prace

Stratum corneum (SC) ako najvrchnejSia vrstva epidermis predstavuje koznu
bariéru, ktora néas chrani nielen pred vplyvmi vonkajSieho prostredia, ale aj pred
transepidermalnou stratou vody a elektrolytov. Udrzuje tym homeostazu organizmu
a umoziuje ndm zivot na zemi.

Struktarne je SC zloZena z korneocytov, ktoré s zasadené do lipidovej
hmoty. Lipidy SC tvoria ceramidy, vol'né mastné kyseliny a cholesterol. Zlozenie
a usporiadanie medzibunkovych lipidov je pre bariérovi funkciu koze zisadné.
Ceramidy vznikaji zo svojich polarnejsSich prekurzorov — sfingomyelinu
a glukozylovaného ceramidu pdsobenim enzymov sfingomyelinaza
a B-glukocerebroziddza. Pokial' je tychto enzymov nedostatok, pripadne je ich
funkcia znizena, ceramidy nie st tvorené v dostatonom mnozstve, no naopak,
dochadza k hromadeniu prekurzorov. Tento jav sa potom moéze prejavit mnohymi
koznymi ochoreniami ako st psoridza, atopicka dermatitida ¢i ichtyozy, alebo ako
komplexné metabolické ochorenie lipidov, akym je napriklad Niemann-Pickova
choroba.

Cielom tejto prace bolo zistit’ vplyv percentualneho zastupenia (0%, 25%,
50%, 75% a 100%) sfingomyelinu na usporiadanie lipidov SC pomocou S§tudia
lipidovych monovrstevnych modelov. Priprava Langmuirovych izoteriem na
rozhrani ~ vzduch-kvapalina a hodnotenie = pomocou Brewsterovej uhlovej
mikroskopie, ¢i prendSeanie monovrstiev na pevny podklad a nasledné vyhodnotenie
vd’aka atémovej silove] mikroskopie by malo dopomdct k rieSeniu tejto

problematiky.



2. Zoznam skratiek

AFM atomova silova mikroskopia
BAM Brewsterova uhlova mikroskopia
Cer ceramidy

Chol cholesterol

SC stratum corneum

SM sfingomyelin

SMaza sfingomyelindza

VMK vol'né mastné kyseliny



3. Teoreticka cast’

3.1. Koza

Koza (cutis, derma) je najvac¢s§im organom l'udského tela pokryvajucim cely
jeho povrch (1,5 az 2 m?) oddelujic vonkajsie prostredie od vnutorného prostredia
organizmu.'? Hmotnost' koze je priblizne 4,5 kg, hribka mé priemerne 1-2 mm,
pricom najtensia je na ocnych vieckach (0,1 mm), najhrubSia na chodidlach

a dlaniach ruk (3,6 mm).'

Koza mé& mnoho funkcii, medzi ktoré patri ochrana pred vonkajSimi
neziaducimi vplyvmi prostredia (fyzikdlnymi, chemickymi i biologickymi), ¢im sa
zhGastiiuje na zabezpeovani integrity organizmu." * Zohrava tiez ulohu
v imunitnych reakciach (tvorba protiladtok) a podiela sa na udrzovani telesnej teploty
(termoregulaicia).1'2 Je organom schopnym exkrécie (mazové, potné a mliecne zl'azy)
a plni tiez depotnt funkciu (ukladanie vody a tuku v podkoznom vizive).'” Koza ma
schopnost’ resorbovat’ rozli¢né latky a je tiez percepénym organom (pre dotyk, teplo,
chlad a bolest).'?

Je tvorena pokozkou (epidermis), Skarou (dermis, corium) a podkoznym

vézivom (hypodermis, tela subcutanea) (vid’ obrazok 1, prevzaté z cancer. gov4).2’ >

Pokoika | [

Skira - Mazova il’aza

. Lvmfaticka cieva
Podkozné e
tkanive =
Vlasovy folikul i, . v‘\"Tukuvé tkanivo
A t  ila
1 Tepna

Potna Zl’aza

Obrazok 1. Stavba koze.



Najspodnejsia hypodermis je tvorena prevazne riedkym vizivom a st tu
ulozené tukové bunky. Podkozné vizivo spéja kozu so svalovym alebo kostrovym

. 12,5
tkanivom. ™

Dermis je hruba 0,5-2 mm a sklada sa z fibroblastov a extracelularnej hmoty,
obsahuje mnoho kapilar, lymfatickych ciev a nervovych zakonéeni.”™® V najvysiej
Casti dermis st bulby vlasovych folikulov spojené s mazovymi zl'azami, ako aj klbka

potnych Zliaz.'

Vrchna epidermis vytvara péat vrstiev, ktoré predstavuju rézne Stadia

. e, . . e, 1
diferenciacie buniek (keratinizacie)."’

e Stratum basale (cylindricum) — vznik keratinocytov

e  Stratum spinosum — splostovanie buniek

o Stratum granulosum — postupovanie k povrchu a bunkova smrt’

o Stratum lucidum — strata jadra

e Stratum corneum — ako najvrchnejSia vrstva koze je kone¢nym
produktom diferenciacie epidermélnych buniek (Uplne zrohovatené
bezjadrové keratinocyty, ozna¢ované ako rohové bunky — korneocyty)

. , .. ., , . 5.6
a je zodpovedna za jej bariérovu funkciu.

Pokozka obsahuje okrem keratinocytov melanocyty (pigmenticia koze),

Langerhansove bunky (imunitné reakcie) & Merkelove bunky (hmatové bunky).* >



3.2. Stratum corneum

Stratum corneum (SC, rohova vrstva) je hrubd 10-20 um, zvycajne ju tvori
10 — 25 vrstiev buniek (korneocytov) a intercelularna hmota. Sklad4 sa z 75 — 80 %
proteinov, ktoré st obsiahnuté v korneocytoch a lipidovej hmoty, ktora ich obklopuje

a tvori priblizne 20 % objemu SC.*"°

Korneocyty su keratinom vyplnené bezjadrové bunky odvodené z terminélne
diferencovanych keratinocytov. Uzko interaguji s ostatnymi korneocytmi
prostrednictvom korneodesmozoémov, ktoré st dolezité pre stdrznost SC (vid

, 11y 8,10
obrazok 2" ').”

! UV hariéra ]

I Antimikrobidlna bariéra

Mechanicki harié@ { =
=i ————“Antioxidatna bariéra
Hydraticia . ____}T'{

Bariéra permeability

Korneocyty z,ipidm'é hmota

Korneodesmozomy

Obrazok 2. Stavba SC.

Medzibunkovy priestor SC tvoria lamely zloZené z niekol’kych dvojvrstiev,
ktoré st usporiadané tak, Ze smeruji svojou hydrofébnou castou dovnutra
a hydrofilnou von, do vodného prostredia.® Lipidové dvojvrstvy st zlozené hlavne
z ceramidov (Cer), volnych mastnych kyselin (VMK, najmé nasytené¢ a s dlhym
retazcom) a cholesterolu (Chol) v takmer ekvimolarnom zastupeni. Hmotnostne
predstavuju Cer 50 %, Chol 25 % a VMK 10 %.% ' > Ostatné lipidy zahfiiaju

organické estery cholesterolu a cholesterol sulfat.* '

Stucastou korneocytov je proteinova vrstva, na ktord sa kovalentne viaze
z vonkajSej strany monovrstva Cer cez o-hydroxyskupinu kyseliny s 30 —34 C,
ktorej hydroxyl je esterifikovany kyselinou linolovou. Tato obalka sluzi ako

zaklad pre orientdciu d'alSich vrstiev lipidov. Extracelularne lamelarne usporiadanie

9



tvoria okrem Cer aj VMK (najcastejSie behenova a lignocerova) a Chol, ktory sluzi

ako stabilizator lipidovych §truktar.®”- ' 13

Urcity pomer arovnako zastupenie lipidov je dolezité pre spravne
usporiadanie lamelarnych membréanovych Struktir primarne zodpovednych za

funkciu koZnej bariéry a epidermalnu homeostazu.'* ¢

10



3.3. Ceramidy a ich prekurzory"

Cer patria medzi sfingolipidy a hraji délezitt ulohu nielen vo funkcii koznej
bariéry, ale aj bunkovej adhézie a epidermalnej diferenciacie. NavySe pracuju ako

druhi poslovia v stresom indukovanej apoptoze.'’ '

Cer su zlozené zo sfingoidnej bazy (dlhoretazcovy aminoalkohol) spojene;j
s mastnou kyselinou amidovou védzbou medzi karboxylom kyseliny a aminoskupinou
bazy (vid’ obrazok 3'%)."” Sfingoidna baza (dihydrosfingozin, sfingozin, fytosfingozin
alebo 6-hydroxy sfingozin) obsahuje poldrnu hlavu a nepolarny retazec (18 —20
uhlikaty), mastnd kyslina s 16—-36 uhlikatym retazcom (nehydroxylovana,

a-hydroxylovana alebo esterifikovand na -hydroxyle) obsahuje poziciu pre

o- a @-hydroxylaciu.'* "
Polirna hlava Nepolirny ret'azec
1 1
| | |
____________________________________ o
f OH Sfingoidna baza (C18-20) |

v S R R, o —EE—_—E—_—E—_—E—_—E—_—E—_—E—_—E——_—E—_—E—_—E—_———_ J
{2 v | e o i i S
Amidova |
viizha |
: 0 ! OH? |

: |

IL OH' Mastni kyslina (C16-36) :

! Hydroxyskupina v polohe a

2 Hvdroxyskupina v polohe &

Obrazok 3. Chemicka Struktira ceramidov.

Cer su syntetizované hlavne v endoplazmatickom retikule v stratum

spinosum. Su transferované z buniek z ich prekurzorov cez lamelarne telieska (tiez
’ r - 20 r -

nazyvané Odlandove telieska™) vytvorené v stratum granulosum atvoria

. , .y . : 12
multilamelarnu bariéru medzi korneocytmi v SC.

11



De novo syntéza spociva v reakcii serinu s palmitoyl koenzymom A aje
katalyzovana serinpalmitoyl-CoA-transferdzou a ceramidsyntazou. Degradaciu
prekurzorov, ktorymi su glukozylované ceramidy a sfingomyelin (SM), vznikaju

ceramidy (vid’ obrazok 4).'% 1 17-18. 2122

L-serin + palmitoyl-CoA

serinpalmitoy]-CoA-transferaza
Y

i-ketosfinganin

3-ketosfinganinreduktaza

\J

sfinganin

acyl-Cod )
ceranudsyntaza
CoA-SH

dihydroceramud

l dihvdroceranuddesaturaza

CERAMID
fosfatidvicholin
sfingomyelinsyntaza

diacylglveerol
O
- 1
iw”"%{j_p.{_g e
N &
© OH sfingomyelin
o _ sfingomvelnaza
fosfocholin
O

N N NN NN
HDVI\IN\/W\/W

OH
ceramd

Obrazok 4. Syntéza ceramidov.
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Tieto polarne prekurzory st menej lipofilnou transportnou formou a st
skladované¢ v lamelarnych  telieskach  spolu s katabolickymi  enzymami,
glykosfingolipidmi, vol'nymi sterolmi a fosfolipidmi vo forme lipidickych diskov.
Telieska migruji  k vonkajSej strane bunky, kde sa ich membrana spoji
s plazmatickou membranou a ich obsah je secernovany do interceluldrneho priestoru

medzi SC a stratum granulosum. Disky splynu a vytvoria stibor lipidovych lamiel.”
13-14,23-24

Glukozylovany Cer je prekurzorom vsetkych tried ceramidov SC.* Ma
v polohe 1 sfingoidnej bazy naviazanti glukézu aje hydrolyzovany enzymom

e 13,19,26
B-glukocerebroziddza. >

Sfingomyelin (SM) méa v polohe 1 sfingoidnej bazy naviazany fosforylcholin
aje prekurzorom dvoch tried Cer v SC - CerNS a AS." ¢ CerNS je tvoreny
sfingozinom (S) a nasytenou mastnou kyselinou (N), zatial' ¢o acyl AS Cer tvori
a-hydroxy kyselina. Toto ndzvoslovie Cer podl'a Motty je jednoduchou klasifikéciou,
ktora zoskupuje Cer nesuce Struktirne podobnosti.”” Oznalujii sa kombinaciou

sfingoidnej baze a typu mastnej kyseliny, ktoré tvoria Cer.

Dva izoenzymy mozu menit’ SM na Cer. Lyzozomalna kysl4 sfingomyelinaza
(SMaza, pH optimum 5,1-5,6) a nelyzozomalna neutrdlna SMaza.” ** *® Kysla
SMaza je kltCovym enzymom v sfingolipidovom metabolizme, Stiepi
fosfodiesterovi vizbu v SM na Cer a fosforylcholin.'® 2"+ **2° Prirodny SM je
zlozeny zo sfingoidnej bazy a acylu nasytenej kyseliny s dizkou retazca najéastejsie
od 16 do 24 C, baza ma vzdy konfiguraciu D-erythro. Semisyntetické SM maju
definovanti dizku acylového retazca, a kvoli epimerizacii na C3 su to racemické
zmesi. Stereochémia a dizka retazcov komeréne dostupnych SM (napr. z kuracieho
vajeéného Zitku, zhovidzieho mozgu &i kravského mlieka) ovplyviluje ich

biofyzikalne vlastnosti. *°

13



3.4. Poruchy koZnej bariéry

Zmeny v zlozeni a usporiadani lipidov v SC spdsobuji znizenie bariérovej
funkcie koze. Bariérové vlastnosti koze ovplyviiuju vonkajsie faktory (chemikalie,
UV ziarenie a pod.) a vnutorné faktory (vek, strava, psychicky stav). Vo vysledku je
koza suchd, popraskana, umoziuje vstup alergénom, toxinom a mikroorganizmom,

10,17

¢im sa zvysuje riziko infekcie. Zmeneny profil Cer v SC je popisany tiez

ukoznych ochoreni —atopickej dermatitidy, psoridzy & ichtyoézach.'® 2* !
U atopickej dermatitidy je znizeny obsah Cer (EOS) az o 50 %, avsak cholesterolu je
podstatne viac v porovnani so zdravou kozou.'” ** Aktivita katabolickych enzymov
degradujticich prekurzory je pozmenend, znizeny obsah kyslej SMazy a tiez
neutralnej SMazy vedie k znizenému obsahu Cer, a tym k abnormalitim v bariérovej

priepustnosti charakteristickej pre toto ochorenie.>

Zdedené poruchy v tychto hydrolytickych procesoch vSak spdsobuju i
smrtelné ochorenia.”® Nedostatok alebo nedostatoéna funkcia B-glukocerebrozidazy

29, 31

vedie k vaznej Gaucherovej chorobe. Je to zriedkavé genetické ochorenie, ktoré

ma za nasledok hromadenie glukozylovaného ceramidu a nedostatok Cer. Bariérova

funkcia koZe je redukovana, cerebrozidy sa ukladajii v slezine a kostnej dreni.> ' **

Farberova choroba (Farberova lipogranulomatéza) je ojedinelé lyzozémové
ochorenie metabolizmu lipidov spdsobené nedostatkom ceramiddzy (enzym Stiepiaci
Cer na sfingozin a mastné kyseliny).” '” Cer sa akumuluju takmer vo vetkych

tkanivach, najviac viak v okoli kibov. Prognéza nie je priazniva.”

14



3.5. Ochorenia koZe suvisiace s poruchami sfingomyelinazy

Pred vySe 100 rokmi nemecky pediater Albert Niemann popisal prvého
pacienta s extrémne vzacnym, recesivne dedicnym lyzozoémovym ochorenim. O par
rokov neskor sa zistilo, ze sa jednda o akumuldciu SM a koncom 60-tych rokov
minulého storocia vedci zistili, ze je za to zodpovedny prave nedostatok kyslej

SMélzy.32

Niemann-Pickova choroba je vrodené ochorenie s poruchou lipidového
metabolizmu.” Mutacia v kyslej SMaze vedie bud’ bud’ k vaznej neurovisceralnej
(typ A) alebo miernejSej visceralnej (typ B) forme ochorenia, v zavislosti na stupni

zvyskovej enzymovej aktivity (aj menej nez 2 %).'" 2%

Nedostatok SMaézy je charakterizovany patologickym hromadenim SM
v bunkéch a tkanivach.'"® Od ranného detstva vedie k tazkym porucham vyvoja.
Typ A (infantilna, neurodegenerativna forma)’> sa manifestuje okolo 4. mesiaca

Zivota hepatosplenomegaliou (vid’ obrazok 5, prevzaté z nature.com).

1 - ‘I
b, D

PR

Obrazok 5. Hepatosplenomegalia pri Niemann-Pickovej chorobe.

SM a Chol sa akumuluju v peceni, slezine, kostnej dreni a mozgu. Neurologicka
symptomatoldgia sa prejavi neskdr vyraznou hypotoniou, slepota a strata sluchu

nastdva v preterminalnom Stddiu choroby. NajcastejSie sa vyskytuje v zidovskej
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populacii, deti umieraju do 4. roku zivota. Typ B je benignou formou a nie je viazany
na ziadnu etnicki skupinu. SM sa akumuluje v peCeni av kostnej dreni.
Neurologické priznaky st minimalne alebo Ziadne a postihnuti jedinci sa dozivaja
normalneho veku, no prejavuje sa napr. hepatosplenomegalia, pI'icna nedostato¢nost’
& kardiovaskularne choroby.*® Typ C a D nespoéiva v deficite sfingomyelinazy, ale
v jej znizenej aktivite. Infantilnd forma sa manifestuje ikterom a hepatomegaliou uz
v novorodeneneckom veku, najcastejSie sa vSak manifestuje az okolo 2. roku zivota
extrapyramidalnou symptomatologiou a hepatosplenomegaliou. Typ D je viazany na

$kotsku populaciu.”
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3.6. Lipidové monovrstvy a ich hodnotenie™*™’

Napomocnym ndstrojom pre pochopenie molekulovych interakeii
v biologickych membranach je priprava lipidovych, tzv. Langmuirovych
monovrstiev (vid’ obrazok 6, prevzaté z biolinscientific.com®®). Lipidové monovrstvy
mdzu poskytnut’ uzitoéné informacie, napomahaju nam k pochopeniu mechanickych
vlastnosti membranovych Cer v lipidovych zmesiach atiez poskytuju prilezitost

1.5 %% V dnesnej dobe uz

preskimat’ zavislost’ fazového spravania na stlacenie molekt
naStastie nemame taky problém, s akym sa koncom 19. storo¢ia musela pasovat
Nemka Agnes Pockelsova. Hoci pracujic v kuchyni svojich rodicov prisla na sposob,
akym manipulovat’ s lipidovymi vrstvami na vode, ako Zena nebola v pozicii
publikovat’ vysledky svojho pozorovania v odbornych periodikéch. Preto sa obratila
na lorda Rayleigha, ktory sa neskor tejto problematike venoval ato ho viedlo
k zisteniu, ze tieto vrstvy su len jednomolekulové. Tymto polozil zaklad pre Stadium

nerozpustnych monovrstiev, ktoré v nasledujucich rokoch rozkvitalo vd’aka d’alsim

vedcom, akymi boli pani Devaux, Hardy ¢ Langmuir.”

Lipidovy film Vzduch
sl L
Bariéra
Kvapalina

Obrazok 6. Langmuirova monovrstva na rozhrani vzduch-kvapalina.

Latky, ktoré m6Zu tvorit’ monovrstvu na fazovom rozhrani vzduch-kvapalina
pozostavaji z molekul, ktoré su amfifilné. Hydrofébna ¢ast’ musi byt dost’ velka,
aby bola molekula nerozpustnd vo vode, zatial co hydrofilnd cast musi mat
dostatoénu pritazlivost k vode, aby sa molekuly pripevnili k vodnej subfazi
a zaistilo sa, Ze sa nebudt hromadit’ jedna na druha.*

17



Pristroj (vid' obrazok 7, prevzaté z z biolinscientific.com’®) pozostava
z temperovatel'nej vanicky z hydrofobneho materialu, obvykle polytetrafludretylénu
(PTFE, teflon, vysoko inertny material umozinujuci jednoduché Cistenie organickymi
rozpustadlami), z hydrofilnych bariér (z Delrinu, pre zvysenu stabilitu monovrstvy)
a pristroja na meranie povrchového napitia.”’ Vanitka je naplnend hydrofilnou
kvapalinou - voda, pufer (kvapalna subfaza) a bariéry leziace cez vanicku oddel’'uju
povrch asu pouzité na ohranicenie oblasti, kde sa monovrstva rozprestiera na
vodnom povrchu. NanaSa sa lipidova zmes rozpustena v organickom rozpustadle,
ktoré ked’ sa odpari, monovrstva moze byt stlacovana postivanim bariér po okrajoch

vanicky.

5

Obrazok 7. Pristroj na meranie izotermy. l-podstavec, 2-bariéry, 3-vanicka,

4-senzor povrchového tlaku, S-mechanizmus na ponaranie, 6-jednotka rozhrania

Platinovy plieSok je scasti ponoreny do subfidzy azaznameniva zmeny
povrchového tlaku. Pomocou softwaru KVS NIMA je hodnoteny merany povrchovy

tlak /7 a d’alSie parametre stlacitelnosti. Priebeh kompresie zaznamenava izoterma.

Izoterma je krivka zavislosti povrchového tlaku /7 [mN/m] na teoretickej
ploche jednej molekuly 4 [A%]. Tato plocha je vypogitana z molekulovej hmotnosti
a koncentracie, respektive mnozstva vzorky. Priblizovanim bariér sa znizuje plocha
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na jednu molekulu, a tym sa zvySuje povrchovy tlak. Izoterma nam déva informéciu
otom, ako ochotne sa lipidy usporadivaju (¢im je strmS$ia, tym ochotnejsie).
Monovrstvy prechddzaji fAzovymi zmenami, ktoré sa prejavuji zlomami na krivke,
od plynného stavu cez kvapalny a tuhy, az po kolaps monovrstvy (vid® obrazok 8,

prevzaté z z biolinscientific.com®).**!

Monovrstva

Vzduch
I = 25-50 mN/m nmn .. Vzostup
S Kvapalina l IBanera povrchového tlakn
I
o || 163 [
[mN/m] :
\
S f
T ) [ I

0.20 0.25 0.50 100
¢ [nm*/molekula]

Obrazok 8. Izoterma. Oznacenie: G (z angl. gas) = plynna faza, L, (z angl.
liquid-expanded) = kvapalno-rozpinava faza, L, (z angl. liquid-condensed) =

kvapalno-kondenzovana faza, S (z angl. solid) = tuha faza

Pri nizkych tlakoch st molekuly na povrchu subfazy v tzv. plynnej fazi
neusporiadané a hustota je nizka, avSak s rastlicou kompresiou sa dostupny priestor
redukuje alipidy prechadzaju do kvapalno-rozpinavej fdzy. Molekuly sa zacinaju
reorganizovat, polarna hlava sa orientuje na vodni subfazu a hydrofébny ret'azec
takmer kolmo na rovinu rozhrania. ESte vysSi tlak sposobuje prechod do

kompaktnejsej kvapalno-kondenzovanej, a nasledne tuhej fazy.**

Monovrstvy mdézeme prenasat’ na pevny podklad, napr. na sl'udové sklicko,
a potom ich hodnotit’ atbmovou silovou mikroskopiou ¢i inymi metédami. Podklad
je najprv ponoreny do kvapaliny a po naneseni vzorky prechadza monovrstvou
za konStantného povrchového tlaku. O techniku Langmuir-Blodgettovej sa jednd, ak

monovrstvou prechadza vertikalne (vid’ obrazok 9, prevzaté z biolinscientific.com®®).
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Vzduch

Monovrstva
S 2
SB%
LLLLLLLLLEI },@"' “'(-:';' SELLLELDLLLLE
Bariéra
Kvapalina N Vzorka

Obrazok 9. Langmuir-Blodgett technika.

Dalsou moznostou je prilozit podklad zhora a prenos monovrstvy sa tak
uskuto€ni horizontalne. V tom pripade hovorime o technike Langmuir-Schaefer (vid’

obrazok 10, prevzaté z z biolinscientific.com®®). **37

Vzorka

Monovrstva t / Vzduch

—p G

LLLLL LLLLLLLY

Barnéra

Obrazok 10. Langmuir-Schaeffer techika.
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3.7. Atémova silova mikroskopia (AFM)™

Technika mikroskopie atomarnych sil (z angl. Atomic force microscopy) ndm
poskytuje uzitocné informacie o povrchu monovrstvy na pevnom podklade. Povrch
vzorky je snimany a zaznamenavany pohybom sondy (vid’ obrazok 11, prevzaté

z physics.mff.cuni.cz*?).”

Sonda je upevnend na konzole, na ktoru svieti laser. Na piezoelektrickom
kmitajicom ¢lanku je umiestnend vzorka a nerovnosti na jej povrchu spdsobuju
zmeny ohybu konzoly. Odrazeny laserovy lu¢ snima fotodidoda a vyprodukovany
obrazok tak napodobiiuje topografiu vzorky zaznamenanim interakénych sil (van der

Waalsovych) medzi velmi ostrym hrotom sondy a atbmami na povrchu vzorky.*

Laser

Fotodioda |||

Konzola | |
:| Piezoelekiricky
tlanok
_. Riadiaca | .
. elektronika PC (zobrazovanie)

Obrazok 11. Znazornenie principu AFM.
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3.8. Brewsterova uhlova mikroskopia (BAM)*®*!#

Brewsterova uhlova mikroskopia (z angl. Brewster angle microscopy) je
vysoko citlivd zobrazovacia technika zaloZzena na principoch odrazovej
spektroskopie. Umoziiuje priamo a detailne skimat’ mikroskopické povrchové
Struktiry a vizualizovat'® usporiadanie domén v monovrstvich na rozhrani

vzduch-kvapalina.® *!

La¢ polarizovaného svetla dopadajici na hladinu vody pod Brewsterovym
uhlom (ktory ¢ini priblizne 53°) sa neodraza, ale prechddza do kvapaliny. AvSak
pritomnost’ monovrstvy rozlozenej na povrchu vedie k zmene indexu lomu (vid
obrazok 12, prevzaté z biolinscientific.com™). Mikroskop je vybaveny $pecidlnou
snimacou technikou, aby poskytoval ostré obrazky. Je ziadice mat’ kontrast medzi
oblastami, kde st pritomné zhustené monovrstevné domény a miestami, kde je

. ‘ . .71 35,44
relativne malo monovrstevného materialu.”

BAM
Langmuirov
Zhabok
B

?‘uda
Film

4 N\

RInmi vzduch
o

=53°| 5

monovrstva

" bez odrazm

& 4

Obrazok 12. BAM a Brewsterov uhol. RI n; — index lomu vzduchu, RI n, — index

lomu vody
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4. Experimentalna Cast’

4.1. Chemikalie a rozpustadla

Cer (N-lignoceroylsfingozin) a sfingomyelinovy prekurzor (SM, z kravského
mlieka) sme zakupili od Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA). Ostatné chemikalie
a rozpustadla v Cistote pre HPLC sme si zaobstarali od Sigma-Aldrich (Schnelldorf,
Nemecko). Ultraista voda bola deionizovand, destilovana a filtrovanad systémom

Millipore Q.

4.2. Pristrojové vybavenie

Pre pripravu Langmuirovych monovrstiev a techniku Langmuir-Blodgett sme
pouzili vani¢ku KN 2001 (small) KSV NIMA a software KSV NIMA.

Pre pozorovanie monovstiev Brewsterovym uhlovym mikroskopom sme
pouzili vanicku KN 1003 (medium) KSV NIMA, mikroskop KSV NIMA
MicroBAM a software KSV NIMA.

Pre atomovu silovii mikroskopiu sme pouzili zariadenie VEECO CP II,
kontaktny mod vyuzivajici sondu CONT20A-CP Si a software Veeco DI SPMLab
NT 6.0.2.

Ku $tatistickému spracovaniu dat sme pouZili test jednofaktorova (one-way)
ANOVA. Vysledky st prezentované ako priemery = SEM (Standardna chyba

priemeru).
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4.3. Pripava zmesi vo’nych mastnych kyslin (VMK)

Lipidové vzorky sme pripravovali zo zmesi nasytenych mastnych kyslin
palmitovej (C16), stearovej (C18), arachidovej (C20), behenove; (C22)
a lignocerovej (C24). V. molarnom zastupeni uvedenom v tabulke 1 sa priblizne

vyskytuju v Fudskej SC.*

Tabul’ka 1. ZloZenie zmesi kyselin.

. Relativna
Dlzka acylového
Molarny pomer molekulova Hmotnost’ [mg]|
ret'azca
hmotnost’ [g/mol]

Cl16 1,8 256,42 4,62

C18 4,0 284,48 11,38

C20 7,6 312,54 23,75

C22 47,8 340,58 162,80
C24 38,8 368,63 143,03
suma 100 345,58 345,58
Kyseliny sme navazili, zosypali dohromady, rozpustili v zmesi

chloroform/metanol (3:1, v/v) a zamiesali, az vznikla homogénna zmes. Po odpareni
rozpustadla pomocou rota¢nej vakuovej odparky, a nasledne pod prudom dusika sme
zmes nechali cez noc v exsikatore nad parafinom a oxidom fosfore¢nym, aby sme

docielili kompletné odstranenie pouZitych rozpustadiel.
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4.4. Priprava lipidovych zmesi

Pre pripravu kontrolnej vzorky, ktora simulovala spravnu funkciu koznej
bariéry, sme pouzili ekvimolarnu zmes Cer (odvodeného od 18-uhlikového
sfingozinu a lignocerovej kyseliny — Mr = 650,13 g/mol), zmes VMK (Mr =
345,58 g/mol) a cholesterol (Chol, Mr = 386,67 g/mol). Dalsie zmesi boli lipidovymi
modelmi SC s Ciastoénym alebo uplnym deficitom Cer, ktory sme v ré6znom
percentualnom zastipeni nahradzovali sfingomyelinom (SM, Mr = 801,22 g/mol),

vid’ tabulka 2.

Tabul’ka 2. ZloZenie lipidovych vzoriek.

Pomer ceramidu

a prekurzoru vo Hmotnost’ jednotlivych lipidov vo vzorkach [mg]
vzorkach [%]

Cer SM Cer VMK Chol SM

100 0 0,650 0,346 0,387 0

75 25 0,488 0,346 0,387 0,200

50 50 0,325 0,346 0,387 0,401

25 75 0,162 0,346 0,387 0,601
0 100 0 0,346 0,387 0,801

Hmotnosti jednotlivych lipidovych zloziek sme scitali, navazili a rozpustili na
koncentraciu 1 mg/ml v zmesi chloroform/metanol (3:1, v/v) v pripade Cer, VMK
a Chol, zatial' co SM v zmesi chloroform/metanol (1:1, v/v). Po rozpusteni sme
z tychto roztokov pripravili pozadované zmesi lipidov podl'a tabulky 2 a do vialky
sme mikrostriekackou preniesli vzdy presne také mnozstvo lipidov, ktoré odpovedalo
ich zastupeniu. Vzorky sme zhomogenizovali a organické rozpustadlo odparili pod
prudom dusika. V exsikatore, kde bol suSidlom parafin a oxid forsfore¢ny, sme
vzorky nechali do druhého dna, aby sa odstranili zvySky rozptstadla. Vzorky sme
skladovali v mraznicke apred kazdym meranim sme ich rozpustili v zmesi

chloroform/metanol (3:1. v/v) na koncentraciu 1 mg/ml.
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4.5. Priprava fosfatového pufru

Vodnou subfazou bol 10mM fosfatovy pufer s pH 7,4 (pH odpovedajice
rozhraniu stratum corneum a stratum granulosum®’) pripraveny rozpustenim
komeréne dostupnych tabliet (od Sigma-Aldrich) v ultracistej vode (5 tabliet na liter
pufru) adodanim hexahydratu chloridu hore¢natého. V tabulke 3 je uvedené

zloZenie pufru.

Tabul’ka 3. ZloZenie pufru.

Relativna
ZloZenie molekulova mmol/l g/l

hmotnost’ [g/mol]

NaH,P04.2H,0 156,01 2,0 0,312
Na,HPO,4.12H,0 358,14 8,0 2,865
NaCl 58,44 137,0 8,000

KCl 74,55 2,7 0,201
MgCl, 6H,O 203,31 2,0 0,407

Pufer sme po rozpusteni komponent prefiltrovali a pomocou pH-metru so
sklenenou elektrodou sme skontrolovali hodnotu pH. Ak to bolo potrebné, upravili
sme ju na pozadovani hodnotu kyselinou chlorovodikovou alebo hydroxidom
sodnym. Nasledne sme pufer pred pouZitim opéat’ prefiltrovali a medzi jednotlivymi

meraniami skladovali v chladnicke.
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4.6. Priprava monovrstevnych lipidovych modelov na rozhrani

vzduch-kvapalina a na pevnom podklade

4.6.1. Langmuirove monovrstvy na rozhrani vzduch-kvapalina

Postup pripravy monovrstiev bol nasledovny:

1)

2)

3)

4)

5)

Vanicku (KN 2001, small) sme naplnili pufrom a bariéry umiestnili do
krajnych poloh. Na hacik sme zavesili platinovy plieSok, ktory sa scasti do
pufru ponoril a zaznamenaval zmeny povrchového tlaku. Na meranie teploty
sme do kade ponorili tiez ¢idlo termostatu. Aby sme zabranili pradeniu
vzduchu, ktoré by mohlo rozhybat’ platinovy plieSok, ale tiez aby nedoslo ku
kontamindcii systému a zniZilo sa vyparovanie subfazy, celé zariadenie bolo
umiestnené v uzatvarate'nom boxe.

Povrch kvapalnej subfazy sme pred kazdym meranim distili pomocou pipety
opakovanym priblizovanim bariér ku stredu vanicky a odsatim necistot, ktoré
mohli prilnat’ na hranach bariér.

Lipidovi vzorku sme rozpustili v zmesi chloroform/metanol (3:1, v/v) na
koncentraciu 1 mg/ml. Ked’ bola kvapalna subfaza vytemperova na 32 °C
(teplota koze), pomocou mikrostriekacky sme naniesli 10 pl lipidovej vzorky
tak, aby sa nedoSlo ku kontaktu ihly s hladinou. V pripade vzorky, v ktorej bol
Cer kompletne nahradeny SM, sme nanasali 20 pl.

Priblizne po 15-tich minttach, ked’ uz bolo rozpustadlo odparené, sme
vynulovali povrchovy tlak, atiez poziciu bariér aspustili sme meranie
izotermy. Bariéry sa k sebe priblizovali rychlostou 20 mm/min k maximalne;j
hodnote povrchového tlaku 50 mN/m.

Po ukonceni merania sme obsah vanicky vyprazdnili, vanicku, cidlo
a platinovy plieSok viackrat premyli zmesou chloroform/metanol (3:1, v/v)
a bariéry metanolom a vysusili. Langmuirove izotermy jednej lipidovej zmesi

sme ziskali asponl z troch merani.
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4.6.2. Priprava monovrstiev pri pouziti BAM

Monovrstvy pri pouziti BAM sme pripravovali rovnakym spdésobom, ako uz
bolo uvedené, avSak s tym rozdielom, ze sme pouzili va¢siu vanicku (KN 1003;
medium). Priblizne do jej stredu sme vsadili dosticku, od ktorej sa laserovy luc¢
mohol odrazit’. Nakol’ko sme pracovali s vd¢Sou vanickou, aplikovali sme tiez vacsi
objem vzorky (30 pul).

Potom sme nad dosticku nad hladinou situovali zdroj, ktory emitoval laser
(vid obrazok 13, prevzaté z biolinscientific.com®). Pri merani sa bariéry k sebe
priblizovali rychlostou 10 mm/min, aby sme mali moznost pozorovat a tiez

zaznamenavat’, ¢o sa deje na povrchu kvapalnej subfazy.

Obrazok 13. Zariadenie BAM.
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4.6.3. Langmuir-Blodgett technika

Nandésanie Langmuirovej monovrstvy na pevny podklad prebiehalo opit’ vo
vanicke KN 2001 (small), ku ktorej sme pridali zariadenie na vertikdlne postivanie
pevnej faze, (vid’ obrazok 14, prevzaté z z biolinscientific.com®®). Cerstvo odlapené
sludové sklicko (rozmery 15x15 mm) sme vpravili do drziaku, a potom sme ho

ponorili do subfazy takmer po okraj.

Obrazok 14. Mechanizmus umoziujici vertikialne postvanie pevného podkladu

je farebne odliSeny ¢ervenym ramc¢ekom.

Naniesli sme vzorku a po odpareni rozpustadla (cca 15 minut) sme spustili
meranie. Sl'udové skli€¢ko sa vytahovalo rychlostou 2 mm/min pri konStantnom
povrchovom tlaku 20 mN/m. Po vynoreni sklicka, s ktorym sme manipulovali
pomocou drziaku, sme ho vsadili do sklenenej vialky. Aby sme zabranili
znehodnoteniu vzorky, sklicko bolo uchovavané v inertnej atmosfére argonu
v temnote pri pokojovej teplote. Z kazdej lipidovej zmesi sme pripravili 4

monovrstvy, ktoré boli nasledne hodnotené pomocou AFM.
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5. Vysledky a diskusia

5.1. Langmuirove izotermy

Izotermy vyjadruji spravanie monovrstiev, popisuju termodynamické
vlastnosti a fazové zmeny. V tabulke 4 je uvedené a farebne rozliSené percentudlne

zastupenie SM a Cer v jednotlivych vzorkach.

Tabul’ka 4. Znazornenie percentualneho pomeru SM/Cer v jednotlivych

vzorkach.
SM 25% 50% 75% 100%
Cer 100% 75% 50% 25% 0%

Na obrazku 15 mdzeme vidiet, Ze najstrmsSia je izoterma vzorky s Uplnym
nahradenim Cer SM prekurzorom (100%, Cierna). Ma vSak vel'mi podobny priebeh,

ako izoterma kontrolnej vzorky s Cer (0%, zlta), hoci td ma o ¢osi skor$i néstup.

60 -
— . — 100 %
E —_— 75
Z 0
E m— 50%
= - 25%
= 0%

>

=) » o o SM

=

(]

t S

>

=]

A

20 30 40 50 60

Plocha 1 molekuly [A%]

Obrazok 15. Izotermy vzoriek.
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Izoterma samotného SM (bodkovana) ma najpozvolnejsi priebeh, o znaci, ze sa
lipidy v monovrstve usporadivaji najmenej ochotne. V porovnani s inou Studiou je

priebeh SM prekurzoru podobny.*’ Spravanie SM zavisi od pH subfazy. *°

Vzorky s Ciastocnym nahradenim Cer SM maju stcasny nastup. Zvlast
vzorky s 25% a 75% SM su v priebehu takmer identické, zatial’ o vzorka s pomerom
Cer a SM 1:1 ma priebeh o nieCo pozvol'nejsi. Priebeh izotermy ovplyviiuje teplota,
ale tiez zlozenie kvapalnej subfazy. Pri naSom merani to vyzerd, ze vsetky izotermy
kolabuju pri tlaku priblizne 50 mN/m rovno z kvapalno-rozpinavej fazy.
Koexistencia kvapalno-rozpinavej a kvapalno-kondenzovanej fazy (platd na krivke)
nie je pritomna, ¢o je typické pre nenasytené fosfolipidy (napr. vajecny Zitok).**
Dovodom je skuto¢nost’, ze sa jedna o zmesi lipidov, ktorych molekuly medzi sebou

rozne interaguju.

Cer a SM sa lisia v ich afinite k ostatnym lipidom, zvlast k Chol. SM s Chol
interaguji a vytvaraji usporiadant Struktiru, zatial ¢o Cer ma k Chol slabu
pritazlivost.”® Méze to byt’ spdsobené tym, ze SM ma vel’kl polarnu fosfocholinova
hlavu, a prave t4 je ddlezita pre interakciu s Chol. Poskytne mu §tit, pod ktory sa
Chol mo6ze ukryt, aby sa vyhol vystavovaniu hydrofobnych casti vo¢i vode a to
poméha udrZat’ retazce v usporiadanom stave.”' > VMK sa zas prednostne miesaju

37, 53
s Cer’”

, no miesitelnost’ s Chol je obmedzena. Napriklad kyselina lignocerova sa
s Chol nemiesa, ale kyslina palmitova &iastoéne 4no.”* Pri zmesiach Cer, Chol
a VMK sa kyselina palmitovd miesa s kratkymi acylovymi ¢astami Cer (a s Chol),
zatial' ¢o kyselina lignocerova stymi dlhymi. Chol v monovrstvach s Cer tiez
zvysuje fluiditu.” Izotermy samotnych lipidov (Cer, Chol, VMK) st strmé, a hoci aj
ich zmesi maju podobny priebeh, plocha molekuly sa pridavkom d’alSich zloziek

zvysuje.t

Dobrou miesite'nostou Cer a VMK a na druhej strane SM a Chol, by sa dalo
vysvetlit, preCo prave vzorky so samotnym Cer alebo SM maju podobné izotermy
atiez menSie plochy jednej molekuly pri 1,5 mN/m a20 mN/m. Ked sa vSak
vyskytnu v zmesi sti€asne Cer aj SM (zéroven s Chol a VMK), spravanie lipidov sa

zmeni a vzdjomn¢ interakcie im brania v tesnejSom usporiadani.
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Obrazok 16. Zobrazenie hodndt plochy jednej molekuly pri 1,5 mN/m;
* Statisticky vyznamny rozdiel vo¢i hodnote plochy jednej molekuly SM
prekurzoru, + Statisticky vyznamny rozdiel vo¢i hodnote plochy jednej

molekuly vzorky bez prekurzoru (0%), P<0,05, ak je znak zvyrazneny na

¢erveno, P<0,0001.

Pri povrchovom tlaku 1,5 mN/m (vid® obrazok 16) dochidza k nastupu
izoteriem a ¢im su hodnoty teoretickych ploch jednej molekuly pri nizkom
povrchovom tlaku niz8ie, zna¢i to vdcSiu ochotu lipidov sa usporadiavat. Z toho
vyplyva, Ze lipidova zmes, v ktorej bol Cer uplne nahradeny SM A5 (100% SM) =
31,9 A%, ale tiez vzorka bez SM prekurzoru A; 5 (0% SM) = 33,2 A% sa usporadiivajii
najochotnejsie. Mohlo by to byt spdsobené tym, ze SM ma vel'kt polarnu hlavu
atiez zrejme zaujima podobnu plochu ako Cer. Ked’ je vSak pritomny Cer aj SM,
Ars (25% SM) = 36,7 A%, Ais (50% SM) = 37,3 A%, Ais (75% SM) = 36,8 A?,
ochota sa o Cosi znizuje pravdepodobne kvoli vzajomnému pdsobeniu a interakciam

so zvyskom pritomnych lipidov.
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Obrazok 17. Zobrazenie hodndt plochy jednej molekuly pri 20 mN/m;
* §tatisticky vyznamny rozdiel voéi hodnote plochy jednej molekuly SM

prekurzoru, P<0,05, ak je znak zvyrazneny na ¢erveno, P<0,0001.

SM mé najvacsiu plochu Ayy = 35,0 A% z¢&oho plynie predpoklad, Ze
najmensiu by sme mali hladat’ u vzorky bez prekurzoru A,y (0% SM) = 27,85 A”.
Pozoruhodné je, Ze tomu nie je celkom tak a najmensiu ma vzorka, kde je Cer tplne
nahradeny SM Ay (100% SM) = 27,54 A%, Hodnoty ploch molekul sa mozu ligit
v zavislosti na dizke retazca, konformacii & stupni nasytenia.” Pri stlasnej
pritomnosti Cer aj SM st medzi hodnotami len malé rozdiely A,y (25% SM) =
30,0 A% Asg (50% SM) = 29,0 A% Ay (75% SM) =29,5 A%

Trend priebehu hodndt A;s a Ay je velmi podobny. V praci, ktord bola
zamerana analogickym smerom, avSak Cer bol postupne nahradzovany druhym
prekurzorom, glukozylovanym ceramidom®®, bol trend tie? podobny, no napriek
ocakavaniam nebola plocha jednej molekuly A;s ceramidovej vzorky (totoZnej

evve

Cer prekurzorom.
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5.2. Modul kompresibility

Modul kompresibility (B) je prevratenou hodnotou kompresibility (Cs) a

o o . . ; s , .
vypo&itame ho derivaciou IT-A izotermy podla rovnice Cs'= —A vt 3857 Ud4ava mieru

sla¢itelnosti monovrstvy. Cim je hodnota modulu kompresibility vyssia, tym st

lipidy v monovrstve v tesnejsej blizkosti, ¢o odpoveda vyssej rigidite. Nizsie hodnoty

modulu kompresibility vypovedaji o elastickej$ej monovrstve. >
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Obrazok 18. Modul kompresibility pre jednotlivé lipidové vzorky; * Statisticky
vyznamny rozdiel vo¢i hodnote modulu kompresibility SM prekurzoru, P<0,05,

ak je znak zvyrazneny na ¢erveno, P<0,0001.

Na obrazku 18 mézeme vidiet’, ze najvyssiu hodnotu modulu kompresibility
ma vzorka Uplne nahradend prekurzorom B (100% SM) = 240,4 mN/m, takze lipidy
st usporiadané najtesnejsie a treba vyvinut’ najvyssi tlak pre jej stlacenie. Podobne je
na tom ceramidova vzorka B (0% SM) = 233,7 mN/m, zatial’ co zmesi Cer/SM su
o Cosi elastickejsSie B (25% SM) =217,1 mN/m, B (75% SM) = 193,0 mN/m. Vzorka

vve

modulu kompresibility f (50% SM) = 180,4 mN/m, tiez sa lisi v priebehu izotermy
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a vyzera to tak, ze Cer a SM navzajom superia a tato rivalita je podstatou najmense;j
ochoty sa usporiadat. NajelastickejSia je monovrstva samotného SM (B =

68,9 mN/m).

Elasticita monovrstvy zavisi na usporiadani lipidov anemdzeme tiez
zanedbat’ Specifické interakcie medzi molekulami. Nasytené lipidy ako SM tvoria
va&mi usporiadané fazy nez nenasytené.”” Pri zmesi s Chol sa vyrazne zlepiuje
usporiadanie lipidovych retazcov.”” Ceramidové monovrstvy maji v porovnani

s fosfolipidovymi monovrstvami nizku kompresibilitu. **

Za zaujimavi mozeme povazovat skutocnost, Ze napriek predpokladu, ze
najvyss$i modul bude mat’ vzorka bez prekurzoru a s postupnym pridavkom SM bude
klesat’, opat’ sa 100% vzorka v hodnotach priblizuje tej bez obsahu prekurzoru (0%).
Rovnako sa spravala lipidova zmes pri skimani druhého prekurzoru -

glukozylovaného ceramidu.®

Z toho vyplyva, ze ak zmes obsahuje bud’ samotny prekurzor alebo Cer, je
rigidnejsia, nez ked’ su v zmesi pritomné obidva. Za zmienku urcite stoji aj fakt, ze
cukornaté prekurzory Cer maju v porovnani so SM srovnakou diZkou retazca

omnoho vy§§iu hodnotu modulu kompresibilitiy.*’
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5.3. BAM

Spojenie tradi¢ne;j Langmuirove;j metodologie s modernou
fyzikélno-chemickou technikou Brewsterovej uhlovej mikroskopie prekvapivo
neprinieslo vysledky, aké by sme ocakévali. BAM bola pre néds skoér doplnkovou
metodou, a hoci je vel'mi presnd a citliva, jej nevyhoda spociva v tom, Ze nemdzeme
zarucit, ze sa senzor bude nachédzat’ prave na tom mieste, kde je monovrstva dobre
vidite'na. Pre tito metodologiu sme pouzili vacsiu vanicku, vacsi objem lipidovej
zmesi a tiez niz8iu rychlost, ktorou sa bariéry k sebe priblizovali, aby sme mohli

sledovat’ zmeny prebiehajiice na povrchu kvapalnej subfazy.

Na obrazku 19 moézeme vidiet, ze pri nizSich povrchovych tlakoch
(<1 mN/m) vo vzorke bez prekurzoru (0%) su lipidové domény (svetlejSie oblasti)
rozptylené. Tvoria velké kruhové domény a v tomto zlozeni sa usporaduvaju celkom
ochotne. Pri tlaku 0 mN/m je usporiadanie samovolné, pretoze na monovrstvu
neposobi zvySeny tlak. Domény sa usporadivaji nepravidelne v zavislosti na
podmienkach $irenia.** V zobrazeni vzorieck s25%, 50% a75% SM mozZeme
pozorovat’ eSte pozvolnejSie rozloZenie lipidovych domén z dovodu nedostatocnej
kompresie, pri kompletnom nahradeni Cer prekurzorom takmer nebadatelné.
S pribuidajucim obsahom SM vo vzorkach sa domény zmensuja, su horsie viditelné
arozptylenejSie. Tento uUkaz je zrejme sposobeny nizSou lipofilitou vzoriek

obsahujucich prekurzor.

Rozplyvanie lipidovych domén by sme mohli pre lepSiu predstavu
demonstrovat’ na priklade masového vyvaru, ved takymto sposobom Studovala
medzipovrchové javy uz slecna Pocklesova. Ak je pritomné vicsie mnozZstvo lipidov,
domény st vicSie, no pri nizSom pocte sa rozptyluju a vytvaraji mnoho malych

kruhovitych atvarov.

Mnozstvo a velkost domén by sa mala s rasticou kompresiou zvySovat'.
Dochadza k hustejSiemu usporiadaniu lipidov a medzery medzi nimi by sa mali
postupne vypliat’. Struktira domén sa vsak moze lisit, aj pri podobnych izotermach

A v ros v 144 o v . ..
moze byt morfologia odlisnd™, ¢o som mala moznost pozorovat aj vo svojich
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vysledkoch. Ked’ st monovrstvy usporiadané, molekuly na seba navzajom pdsobia
repulzivnou silou, a tym si zachovavaju linearitu. Pri usporiadani vSak nezélezi len

na Struktdre a amfifilite molekuly, ale tieZ na povrchovom tlaku a teplote.**

25%

50%

100%

Obrazok 19. Monovrstvy zobrazené Brewsterovym uhlovym mikroskopom pri

kompresii <1 mN/m.
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S prihliadnutim na vyskum druhého prekurzoru — glukozylovaného ceramidu,
v ktorom dochédzalo pri zvysenej kompresii k preklopeniu lipidov do dvojvrstvy’®,
tento jav u SM pozorovany nebol. Bez SM sa lipidy usporadavaju relativne ochotne,
avSak s rasticim obsahom SM sa z dévodu nizsej lipofility filmu domény zacinaji
zuzovat’ a rozptylovat’ do strdn. Svoju tlohu tiez méze zohravat’ asymetria molekuly
arovnako relativne vel'ka variabilita retazcov pritomnych v mliecnom SM (C 16 —

24).
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54. AFM

Pomocou AFM moézeme sledovat v2 a3D vyobrazeni, aky vplyv ma
mnozstvo SM prekurzoru na usporiadanie monovrstevnych lipidovych domén na
pevnom podklade. Za tzv. vysSiu fazu povazujeme zmes VMK a Cer, ktora je
usporiadana velmi dobre, tj. kompaktne.” Najvyssie percento plochy vysiej fazy
SM (32 %). Ostatné sa pohybuju od 44 % do 46 % (vid obrazok 20). Pokles
hodnoty vysSej fazy by sa dal vysvetlit rozdielom v polarite lipidovej zmesi,
respektive v rozdielnych vlastnostiach polarnych hlav Cer a SM. Prenasanie lipidove;j
monovrstvy prebieha pri povrchovom tlaku 20 mN/m, takze priblizne v polovicnej
hodnote v porovnani s hodnotenim izoteriem. Pri tejto strednej hodnote nie je
monovrstva na kvapalnej fadze Uplne stlacend ajej usporiadanie na hydrofilnom
sludovom sklicku je okrem interakcii lipidovych zloziek ovplyvnené interakciami
polarnych hlav s povrchom pevného podkladu. Rozdiely vo velkosti ploch vyssej
fazy u vzoriek s 50%, 75% a 100% SM su v porovnani so vzorkou bez prekurzoru

Statisticky vyznamné.

60 -

fazy

vysSej
E°N
(—}

a1l 3

% plochy
N
(—J
a1l 3

0 25 50 75 100
% SM

Obrazok 20. Percenta plochy vysSej faze pre jednotlivé zastipenie SM;
+ Statisticky vyznamny rozdiel vo¢i hodnote % plochy vysSej fazy ceramidového

vzorku (0%), P<0,05, ak je znak zvyrazneny na ¢erveno, P<0,0001.
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S pridavanim SM do vzoriek dochadza k rozptyl'ovaniu domén, je ich viac a
zaberaju mensiu plochu vySSej faze (na obrazkoch 21 —25 svetlejSie oblasti). Na
nasledujucich obrazkoch je pre kazdé percentualne zastiipenie SM zobrazené
usporiadanie monovrstvy na pevnom podklade v 3D vyobrazeni v rozliSeni 2x2pm
(panel A) a 10x10um (panel B). Na paneli C su v 2D vyobrazené monovrstvy

v rozliSeni 30x30um.

Opm 15 30

Obrazok 21. Zobrazenie monovrstiev pomocou AFM v rozliSeni 2x2pm (panel

A), 10x10pm (panel B) a 30x30um (panel C) vzorky bez obsahu SM.
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Opm 15 30

Obrazok 22. Zobrazenie monovrstiev pomocou AFM v rozliSeni 2x2pm (panel

A), 10x10pm (panel B) a 30x30pum (panel C) vzorky s 25% zastipenim SM.

Opm 15 30

Obrazok 23. Zobrazenie monovrstiev pomocou AFM v rozliSeni 2x2um (panel

A), 10x10pm (panel B) a 30x30pum (panel C) vzorky s 50% zastapenim SM.
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L nm

Opm 15 30

Obrazok 24. Zobrazenie monovrstiev pomocou AFM v rozliSeni 2x2pm (panel

A), 10x10pm (panel B) a 30x30pum (panel C) vzorky s 75% zastipenim SM.

4 Opm ' 30

Obrazok 25. Zobrazenie monovrstiev pomocou AFM v rozliSeni 2x2um (panel

A), 10x10pm (panel B) a 30x30pm (panel C) vzorky so 100% zastupenim SM.
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Na obrazku 21 moézeme vidiet’, ze vzorka bez prekurzoru je charakterizovana
suvislejSimi doménami, ktoré zaujimaju relativne vel'ka plochu. Znaci to ich dobra
schopnost’ tvorit’ kompaktné lipidové domény. Je zretel'né, Ze postupnym priddvanim
SM na tkor Cer sa lipidové domény rozptyl'uji a tvoria mensie kruhové utvary na
ukor tych stabilnejSich. Mohlo by to znamenat, ze SM monovrstvu rozrusuje,
pretoze aj keby dochadzalo k interakciam medzi VMK a Chol, ich zastupenie bolo
vo vsetkych vzorkach rovnaké, a tym padom by nemalo mat’ vplyv na zhlukovanie
domén. Na druhej strane, Chol ma velku afinitu k SM a tato asociacia by mohla byt’

podstatou zmeny usporiadania v monovrstve.”’

SM obsahuje skupiny, ktoré su donormi aj akceptormi vodikovych vézieb,
a teda prispievaju k inter- aj intramolekuldrnym interakcidm. Pritomnost’ NH skupiny
na C2 SM je esencialna pre interakciu s Chol. Hydroxyskupina na C3 tvori hlavne
intramolekularne vizby s fosfatovymi kyslikmi, zatial ¢o NH-skupina sa moze
spravat’ aj ako donor vo vodikovych vidzbach medzi molekulami SM. Chol a SM sa
teSia vel'mi Specidlnemu vztahu asilné interakcie medzi nimi st vystupiiované

’ 1z 1-
vd'aka van der Waalsovym silam.®"

Vo vSeobecnosti plati, ze vodikové vdzby su dolezité pre stabilizaciu
molekulovych interakcii v biologickych membranach.> Hoci su vodikové vizby
takmer vzdy slabé, SM ich tvori v znac¢nej miere. Pri asocidcii SM s Cer nemoZeme
zabudat, Ze hoci maji podobné funkéné skupiny (okrem fosfatovych kyslikov),
neznamena to, Ze aj vodikové vizby budu rovnaké. Vel'ka fosfocholinova hlava SM
sa sprava ako medzernik tak, Ze zabrafiuje moZnym hydrofébnym interakciam u Cer.

Cer aj Chol maju malé polarne hlavy a st to velmi hydrofobne molekuly.®*®
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6. Zaver

Této praca sa zaoberala pripravou a hodnotenim monovrstevnych lipidovych
modelov SC simulujucich poruchu funkcie SMazy u koznych ochoreni na rozhrani
vzduch-kvapalina a na pevnom povrchu. Je potrebné si uvedomit, Zze sme pouzili
zjednoduSeny model SC, ktory neobsahoval vSetky komponenty, no napriek tomu

mdze byt ndpomocnym nastrojom pre d’alSie skimanie SM.

Lipidové monovrstvy sa na fazovom rozhrani vzduch-kvapalina usporaduvaju
relativne tesne. Zmesi Cer a SM st elastickejSie, k ich kompresii staci vyvinit’ mensi
tlak, zatial’ ¢o lipidové zmesi so samotnym Cer alebo SM su rigidnejSie. Kedze je
SM oproti Cer vdaka fosfocholinovej hlave polarnejsi, vplyva na usporiadanie
lipidovych domén po preneseni na pevny podklad tym, ze ich rozvolnuje.

Rozvoltiovanim stabilnych lipidovych domén po ndhrade Cer SM by sa
mohlo vysvetlit' zniZzovanie bariérovej schopnosti koZe ajej vicSiu priepustnost.
Zrejme sa touto ndhradou meni lameldrne usporiadanie intercelularneho priestoru,
ktoré potom nemdze dostatocne plnit’ svoju funkciu. Mo6Zeme predpokladat, ze SM
netvori lamely v dostatonej miere, a tym destabilizuje domény a znacne prispieva
kich segregacii. Tato skutocnost, ako aj vSetky ostatné vysledky uvedené
v predchadzajlicom texte ndm napovedaju, Ze spravanie SM v naSich meraniach
potvrdzuje ddlezitost’ konverzie SM na Cer.

Tato praca je sucCastou rozsiahlejSej Studie prebiehajucej na Katedre
anorganickej a organickej chémie v ramci vyskumnej skupiny Skin Barrier Research
Group. Hoci sa jedna o zékladny fyzikalno-chemicky vyskum, ziskané poznatky by
mohli byt’ vyuzité v nastdvajicom badani ochoreni koznej bariéry. Jednou z prvych
moznosti roz$irenia by urcite stadlo za vyskuSanie sledovat’ spravanie lipidovych
monovrstiev pri percentudlnom zastipeni SM viac odpovedajlicom patologickym
stavom pri koznych ochoreniach, t.j. s 1 —10% zastipenim prekurzoru. Rovnako
podnetné by v budicnosti bolo sledovat’ vplyv pridania enzymu SMaza a simulovat’
tak fyziologicki premenu prekurzoru na ceramid na monovrstevnom lipidovom

modele.
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