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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické technologie
Kandidat Mgr. Martina Gillova
Konzultant RNDr. Marie Musilova, CSc.

Nazev rigordzni prace DSC lipidickych excipentu

V této praci je pomoci DSC (diferencialni skenovaci kalorimetrie) hodnocena interakce
lipidickych slozek s vodou. V prvni ¢asti prace byly pouzity vzorky obsahujici fosfolipid (DMPE).
Vzorky pouzité v druhé &asti prace obsahovaly kozni lipidy, prezentované pseudoceramidy
(14S24 a H6524) a cholesterolem.

Pozornost byla zaméfena predevS§im na prokazani existence rGznych strukturnich
usporadani hydratovanych lipidickych slozZek.

U vzork( obsahujicich fosfolipid DMPE jsme na nami pouzitém kalorimetru zaznamenali
pfi pouziti mirné modifikovanych podminek vétsinu v literatufe uvadénych fazovych prechodu.

U komerc¢né vyrabéného pseudoceramidu H6524 jsme za obdobnych podminek méfeni
z riznych fazovych prechodll zaznamenali pouze krystalizaéni pik.

U syntetického pseudoceramidu 14S24 se nam, za nami pouZzitych podminek méfeni,
nepodafilo zadné fazové prechody prokazat.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Technology
Candidate Mgr. Martina Gillova
Consultant RNDr. Marie Musilova, CSc.
Title of Thesis DSC of lipidic excipients

In this work was evaluated the interaction of the lipidic components with water by using
DSC (differential scanning calorimetry). In the first part of this work, we used samples which
contained a phospholipid (DMPE). The samples which we used in the second part of the work,
contained cutaneous lipids presented by pseudoceramides (14S24 and H6524) and cholesterol.

Our attention was especially payed to the vindication of the existence of different
structure organizations of hydrated lipidic components.

By the samples which contained the phospholipid DMPE, we registered the most
of the phase transitions presented in the literature on our calorimeter by using slightly
modificated conditions.

In similar conditions of the measurement we registered only the crystallization peak
from the different phase transitions by the commercially produced pseudoceramide H6524.

By the synthetic pseudoceramide 14S24 by used conditions of the measurement
we didn’t prove any phase transitions.



1. Zadani prace

Tato prace vyuziva diferencni skenovaci kalorimetrii ke zjiSténi strukturalnich
zmén nékterych hydratovanych lipidickych excipienti.

Préace je rozdélena do dvou casti. V prvni Casti je pouzit vzorek DMPE, jehoz
chovani je v literatufe popsano. V této Casti prace je zjiStovano, zda zaznamendme
na nami pouzivaném kalorimetru strukturni zmény v hydratovaném vzorku v zavislosti
na riznych podminkach méfeni.

Ve druhé césti je pouzit analog ceramidu, oznaceny jako 14S24. Tento
pseudoceramid byl syntetizovan na Katedfe anorganické a organické chemie
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. U tohoto ceramidu jiz byla prokazana
interakce s vodou.

Cilem je zjistit, zda a za jakych podminek mizeme na kiivce DSC zaznamenat
existenci ruznych strukturnich uspotfadani tohoto hydratovaného vzorku.

Cilem hodnoceni jsou i smési s cholesterolem a eventudlné i néktery z dalSich

ceramidq.



2. Uvod

Tato prace se zabyva problematikou interakci vybranych lipidit s vodou. Lipidy
jsou soucasti celé fady lékovych forem. Pouzivaji se v klasickych 1ékovych forméach
jako jsou masti, krémy, emulze, pasty..., ale také tvoii zdklad novych lékovych forem,
jako jsou mikro- a nanoformy (napf. lipozomy). Siroce se pouZivaji rovnéz v kosmetice.

Fosfolipidy tvoii zakladni slozku biologickych membran a hraji dulezitou roli
pii transportu tukt.

Ceramidy jsou pfitomny v klizi a ovliviiuji propustnost kozni bariéry a mnozstvi
vody zadrzované v rohové vrstvé. Pii nedostatku ceramidu je kiiZze suchd. Nizké hladiny
ceramidii nebo jejich pozménéné zastoupeni v kizi se vyskytuje u prednich koznich
nemoci jako jsou atopicka dermatitida ¢i lupénka. PoruSeni bariérové funkce kiize muze
byt vrozené (atopickd dermatitis) nebo ziskané (nezadoucim ptisobenim Skodlivych
latek ze zevniho prostiedi). Ke zlepSeni bariérové funkce kiize u pacientl s atopickou
dermatitidou, xer6zou klize a s chronickymi lozisky ekzému se pouzivaji emoliencia.
Jsou to pfipravky, které zvlacnuji a promast'uji kizi, pomahaji vazat vodu v epidermis
a zabranuji nadmérnym transepidermélnim ztratdm vody, popt. obsahuji latky podobné
epidermalni matrix (ceramidy, nenasysené mastné kyseliny, cholesterol).

V soucasné dobé¢ se na jednu stranu hledaji latky, které by dokazaly propustnost
ktize docCasné zvysit, coz ma vyznam pii transdermalni aplikaci 1€¢iv. Na stran¢ druhé
se vSak hledaji latky, kter¢ by byly schopné obnovovat kozni bariéru a nasly
by tak uplatnéni pifi 1é€bé koznich onemocnéni. Jako nadéjné latky se jevi analogy
ceramidd.

V této praci jsou shrnuty nejnovéjsi poznatky tykajici se fosfolipidl, ceramidi
ajejich analogl. Experimentalni ¢ast se vénuje interakcim DMPE s vodou, 14S24
s vodou, 14S24 s cholesterolem a vodou, H6524 svodou, H6524 s cholesterolem
a vodou. DMPE a H6524 jsou komercn¢ dostupné latky, 14S24 je ceramidovy analog
syntetizovany na Katedfe anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty

v Hradci Kralové.



3. Teoreticka c¢ast
3.1. Fosfolipidy. DMPE

3.1.1. Struktura a vvznam fosfolipidu, DMPE

Lipidové dvojvrstvy jsou zéakladni slozkou biologickych membran.! Jednou
zhlavnich t¥d lipida vyskytujicich se v membranach jsou fosfolipidy.” Vétsinu
fosfolipidi. v biologickych ~ membranach  pfedstavuji  fosfatidylethanolamin
a fosfatidylcholin.? Fosfolipidy jsou diestery sn-glycero-3-fosforené kyseliny. Acylové
zbytky mastnych kyselin v polohach sn-1 a sn-2 glycerolu se 1isi svoji délkou
(14 —24 uhlikovych atomil) a stupném nenasycenosti (1 — 4 dvojné vazby).
V ptirodnich fosfolipidech jsou obvykle na -OH skupiny glycerolu esterifikovany
dvé rizné mastné kyseliny. Na fosfatovou skupinu je obvykle navazan alkohol

(ethanolamin, cholin).?

0
CHy(CHy)7C - O - r‘: H,
CHy (CH):C-0-CH  _
D ‘ 101
|
H,C=0=P-0-X
\Df
n =14 - 24

Obr. 1 — Chemicka struktura fosfolipidii. X = riizna skupina — p¥. ethanolamin.’

Soucasti membran jsou také rizné periferni a integralni proteiny, cholesterol
a glykokonjugaty (glykolipidy a glykoproteiny). Hlavni funkci lipidové matrix je tvorba
bariéry pro hydrofilni slouceniny a ionty, dalsi struktury jsou zodpovédné za ostatni
dalezité funkce, jako je vyziva bunky a jeji komunikace s okolim, udrzovani dynamické

rovnovahy uvnitt buiiky.*
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Obr. 2 — Obecny model bunééné membrany — dvojvrstva fosfolipidl, periferni

a integralni slozky jako cholesterol, proteiny, glykokonjugaty.’

Riizné typy membran se lisi svym lipidickym slozenim, které souvisi s jejich
funkci. Fosfolipidi existuje celd fada.’ Jsou-li fosfolipidy suspendovany ve vodném
prostiedi, vytvaieji multilamelarni disperze. Lipidické dvojvrstvé lamely se v zavislosti
na teploté vyskytuji obvykle jako gelova nebo tekuta krystalicka faze.°

Pro studium fazového chovéni lipidovych dvojvrstev se pouziva diferencialni
skenovaci  kalorimetrie.!  V literatufe je popsano fazové chovani DMPE
(1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-fosfatidylethanolamin),  lipidu ~ schopného  tvorby

vodikovych mustki.’

Obr. 3 — Struktura DMPE (1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-fosfatidylethanolamin).’



Z technologického hlediska jsou komer¢ni fosfolipidy vyznamné pro vyrobu

1ékovych mikroforem — lipozomi a jako latky dispergujici, emulgujici a stabilizujici.®

3.1.2. Termické chovani systému (DMPE)-voda

Systémy lipid-voda vykazuji polymorfni chovani. Pln¢ hydratovany systém
(DMPE)-voda pfipousti existenci nékolika fazi. Jednd se o gel, metastabilni
krystalickou fazi, stabilni krystalickou fazi a tekutou krystalickou fazi. Plné
hydratovany vzorek obsahuje 25% vody.' V pln& hydratovaném vzorku se vedle
lameldrni faze nachazi nadbytek volné vody. Vzorky byly podrobeny riznym teplotnim
rezimim.' Na DSC kiivkach byly zachyceny nésledujici fazové piechody:

Ty — pfeména gelu na tekutou krystalickou fazi
TL — pfeména méné stabilni krystalické faze v gel

Ty — pfeména stabilni krystalické faze na tekuté krystaly.’

3.1.2.1. Gelova faze

DSC kiivka byla ziskana okamzitym zahfdnim vzorku poté, co byl z tekuté
krystalické faze zchlazen na teplotu -40 °C. U vzorku byl pozorovan pik pii teploté
50 °C' (T piechod),” ktery byl zptisoben piechodem gelu na tekutou krystalickou fazi.'

Vzorky byly podrobeny opakovanym teplotnim cyklim pii teplotach
nad a pod pfechodem na tekutou krystalickou fazi, aby byla zajiSténa homogenita smési.

Cykly byly opakovany, dokud nebyl pozorovan stejny pik.”

Studie systému fosfatidylethanolamin-voda prokéazaly existenci dvou typu
krystalickych fazi o rtizné stabilité. Stabilni krystalickd faze se pfimo pieménuje
na tekutou krystalickou fazi, naopak mén¢ stabilni krystalickd faze se pfeménuje na fazi

tekutych krystalt cestou gelové faze.’

3.1.2.2. Metastabilni krystalicka faze

Pokud byl syst¢ém DMPE-voda podroben temperaci pii -5 °C po dobu az tficeti
dnd' (nejméné 5 dnd)’, byly pozorovany piky pii cca 43 °C' (T. piechod)’
a 50 °C' (Ty prechod)’. Pik pti 43 °C odpovidal ptechodu metastabilni krystalické faze

na gelovou fazi.'



3.1.2.3. Stabilni krystalicka faze

Syst¢tm DMPE-voda byl podroben dvoustupiiové temperaci pii riznych
teplotach. Nejprve byl udrzovan pii cca -50 °C po dobu nékolika hodin, kdy dochéazelo
k tvorbé krystalovych zarodkd. Potom byl vzorek udrzovan po stejnou dobu
pti cca 47 °C, kdy dochazelo k rustu jader. Vzorek vykazoval pik pti 56 °C, ktery
odpovidal piimému prechodu stabilni krystalické fize na fazi tekutych krystald'
(Ty ptechod). Teplota ptechodu je tedy asi o 6 °C vyssi nez teplota pfechodu gelu
na fazi tekutych krystali.’

3.1.2.4. Piky odpovidajici tani ledu v hydratovanych vzorcich

Téni ledu odpovidaji endotermické piky pozorované pfi teplotach kolem 0 °C.
DSC ktivky znazoriiujici tani ledu se od sebe u jednotlivych zminovanych fazi lisi.

U gelové faze led zacina tat jiz od cca -35 °C. U metastabilni krystalické faze
zacina led tat pii -20 °C. Tvar piku je odlisny - vedle normalniho piku tani pii 0°C byl
pozorovan hibet piku pii -5 °C. Kifivka tani ledu u stabilni krystalické faze zacina
pficca -10 °C.

Tani ledu pozorované pii teplotich pod 0 °C se tyka molekul vody
interagujicich s hlavickami lipidi. Volna voda taje pii 0 °C. Pocet molekul nemrznouci

vody, ktery ptipada na molekulu lipidu, zavisi na typu lipidu.'
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Obr. 4 — DSC kiivky pro systém DMPE-voda (25% vody) — rizné teplotni rezimy'®
a) zaznam méteni bez uchovavani pii nizké teploté
b) zaznam meéieni po uchovévani pii -5 °C po dobu 30 dnti

. ‘o Y - 10
¢) zdznam méteni po dvoustupiiové temperaci.

3.1.2.5. Pieména gelu na stabilni krystalickou fazi

Kompletni preména gelové faze na stabilni krystalickou fazi byla dosazena
dvoustupniovou temperaci pii rdznych teplotach. Kdyz byl vzorek zahtivan
z -50 na-10 °C rychlosti 0,1 °C/min, byl pozorovan pii dalSim zahfivani stejnou
rychlosti exotermicky pik v misté endotermického prechodu Ty. Tento pik odpovidal

rustu jader a byl okamzité nasledovan neuplnym endotermnim pikem, ktery odpovidal

preméné krystalt na tekutou krystalickou fazi.”
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Obr. 5 — Preména gelu na stabilni krystalickou fazi (vzorek obsahujici 29,9% vody)
a) vzorek nebyl podroben temperaci na -50 °C, nebyl zahtivan z -50 °C na -10°C
rychlosti 0,1 °C/min — na DSC zaznamu je vidét pouze pik Ty

b) vzorek zahiivany z -50 na -10 °C rychlosti 0,1 °C/min.’

Pokud byl takto zchlazeny vzorek nésledné podroben temperaci okolo

47 — 48 °C, na DSC zéznamu byl pozorovan endotermni pik Ty pfechodu (jako

na obrazku 4c).’

3.1.2.6. Vliv rychlosti zahiivani

Byly porovnavany DSC kiivky dvou vzorkil, ziskané pti riznych rychlostech
zahtivani. Oba vzorky obsahovaly 25% vody. Prvni vzorek byl zchlazen z teploty tekuté
krystalické faze 70 °C na -60 °C a byl pfi ni udrzovan nejméné Sest hodin. Druhy

vzorek nebyl vystaven takto nizké teplotd — byl zchlazen ze 70 °C na 20 °C.°

Prvni vzorek

Pii zahfivani prvniho vzorku rychlosti 0,1 °C/min je vidét exotermicky pik
v Sirokém teplotnim rozmezi od 43 do 50 °C pii teplot¢ pod Ty piechodem,
pak nésleduje endotermicky pik Ty. Témét stejny vysledek byl pozorovan rovnéz

pfi rychlosti ohfevu 0,2 °C/min.°



Je-1i prvni vzorek zahtivan rychlosti 0,5 °C/min, nachédzi se exotermicky pik
mezi piky Ty a Ty prechodi.’®
Pti rychlosti ohfevu nad 1 °C/min neni pozorovan jiny exotermicky

ani endotermicky pik nez pik Ty prechodu.’

Druhy vzorek
U druhého vzorku je vidét slaby exotermicky pik pii teplotich mezi piechody
Ty a Ty pii rychlosti ohfevu 0,1 °C/min. Pii vy$S§i rychlosti ohievu je na DSC

’ ’ r v 6
zaznamu pozorovan pouze pik Ty piechodu.

A B
T i ln Ty
20keal K mol” ] H
] H i
| i Ij
O /J'r- 1 Thiiting s - .I' :l f e b
& _3__&__“& e N T— A A 9 i
v | i
.EE E i'i.E-. y J|.: ;]I.l“'r
X | ™ Jl i
| ! ‘- | H
E‘g N .__JI.- I'.,'. .'; Ao el L A ustCimin
; Zf | _
i B F‘; ,"_k-, F.\-;
| [4 "™ ki
e - N Y |
| -_-nn-r:-_ L 1 3 B -L_ — 1 N L | S -
a0 A0 50 B0 30 40 50 &0 70
T/°C Tr°C

Obr. 6 — DSC krivky systétmu DMPE-voda (25% vody) namérené pri riznych
rychlostech zah¥ivani.°

vzorek A — pted zacatkem DSC byl zchlazen na -60 °C

vzorek B — nebyl zchlazen na -60 °C

a) rychlost ohievu 0,1 °C/min

b) rychlost ohievu 0,5 °C/min

¢) rychlost ohfevu 1,0 °C/min



3.2. Ceramidy a jejich analogy

3.2.1. Struktura a vvznam ceramidu

Lipidy stratum corneum se skladaji z ceramidl (50%), cholesterolu (25%),
volnych mastnych kyselin (10%), esterti cholesterolu a cholesterolsulfatu.'' Ceramidy
predstavuji nejdtlezit&jsi ¢ast lipida stratum corneum.'? Tyto sloudeniny patii do tiidy
sfingolipidt.”® V nejsvrchngjsi vrstvé kize tvol hlavni soudast mezibun&énych
lipidovych lamel,'* ovliviiuji propustnost kozni bariéry a mnoZstvi vody zadrzované
v rohové vrstvé.® Vyvin této ochranné vrstvy byl kritickym krokem v rozvoji Zivota
na soudi."”” Zivot na sousi totiz vyzaduje piitomnost bariéry, kterd zabrafiuje ztratim
vody a predchazi vysouSeni. Zabrana prostupnosti vody neni absolutni, existuje
normalni pohyb vody pfes rohovou vrstvu do atmosféry, ktery je zndm pod pojmem
transepidermalni ztrata vody (TEWL = transepidermal water loss).'®

Ceramidy jsou tvofeny bazickymi nenasycenymi alkoholy sfingosinem,
fytosfingosinem nebo 6-hydroxysfingosinem, které jsou amidickou vazbou pfipojeny
k mastné kyseliné (nejcastéji s délkou fetézce 24 uhliki). Tato kyselina muize byt

. , oy . < 12
nesubstituovana nebo se miiZe jednat o a- ¢i ®-hydroxykyselinu.

oH oH
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HOL A HO. A HO. .~
e NH sfingosin T “MH,  fytosfingesin " “NH. Bhydroxysfingosin

Obr. 7 — Sfingosin a jeho strukturni obmény. "

Jednotlivé ceramidy se 1isi stavbou polarni hlavy a délkou fetézci.'"* PH stavbé
lamel hraji dalezitou roli ceramidy, v nichz je sfingosin (nebo jeho derivat) navazan
na ®-hydroxykyselinu s 30 — 34 uhliky, jejiz hydroxyl je esterifikovan kyselinou
linolovou (pf. ceramid EOS).'” Existuje nejméné jedenact hlavnich typti ceramidd

17, 18
stratum corneum. 7,

10
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Obr. 8 — Struktura volnych ceramidi lidské rohové vrstvy kize.'”

Podobné jako fosfolipidy obsahuje molekula ceramidu poldrni hlavu a dva
hydrofobni fetézce. Polarni hlava ceramidi je ale vyrazné mensi, tyto lipidy jsou proto
v lamele uspofadany tésnéji. Ceramidy maji také podstatné delSi hydrofobni fetézce
a vytvareji nékolikavrstvé, vzdjemné propojené lameldrni struktury. Propustnost
ceramidovych lamel rohové vrstvy je proto fadove tisickrat niz$i nez u dvojvrstev

fosfolipida.'*
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* 10 o . o v 8 . . r o7 v .
Nedostatek ceramidli zplisobuje suchost kiize,” epidermis ztraci vodu a narusuje

o oy .« , 1
se jeji bariérova funkce.'’
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o
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,.'l |
[] Iy

o0
!
2kl

|

Epidermis

e
5

o
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Obr. 9 — Epidermalni lipidy a bariérova funkce kize.'’
Porovnani bariérové funkce normélni kiiZze a kiZe s nedostatkem ceramidi. Ubytek

ceramidi vede ke ztratd vody a endogennich latek a k praniku antigent.'”

Sfingolipidy jsou pfitomné ve vSech eukaryotickych bunikach a jsou nezbytné
pro bunécny rast. Téméer kazdé jidlo (vCetné masa, ryb, ovoce, zeleniny, mléka)
obsahuje sfingolipidy."’

V kosmetice se pouzivaji komercné dostupné ceramidy do hydratacnich
a vlasovych prostiedki.® Existuje fada stavii a onemocnéni, souvisejicich s nedostatkem
ceramidi v kazi. Jedna se napriklad o atopickou dermatitidu, psoriazu, ichtydzu, akné.'*
Atopicka dermatitida je jednou znejcastéji se vyskytujicich koznich nemoci. Jeji
prevalence v dospélé populaci je 1 — 3%, u déti 10 — 20%."" Na vzniku této zan&tlivé
nemoci se podili genetickd nachylnost, porucha epidermalni bariéry a porucha regulace
v imunitnim systému.*

Zatim je zndmo pomérné malo informaci o ptlisobeni oralné¢ podanych
sfingolipidii na funkci pokozky. Byl zkouman vliv glukosylceramidu na udrzeni
a obnoveni bariérové funkce epidermis u bezsrstych mysi. V porovnédni s kontrolni

skupinou mysi byl vliv na zotaveni bariéry zvyseny.'’
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3.2.2. Vztah mezi strukturou a u¢inkem ceramidu

Je znamo pomérné malo informaci o vyznamu a funkci jednotlivych ceramidi
a také o vztazich mezi jejich strukturou a Gc¢inky. Ceramidy, které se vyskytuji v kiizi,
obsahuji dlouh¢é acylové fetézce. Nejhojnéji zastoupeny ceramid NS je tvofen
sfingosinem, na ktery je navazan dvacetityfuhlikaty acyl lignocerové kyseliny.
Ceramidovy analog 14S24 se stejnou délkou fetézce jako ma piirodni ceramid,
byl schopen opravovat poskozenou kozni bariéru.'® Naopak jeho analog - slougenina
12512 se stejnou polarni hlavou, ale s krat§imi fetézci, propustnost zvySoval a choval
se jako akcelerant penetrace.'

Nejprve byly zkoumany ceramidové analogy se stejnou polarni hlavou, jako
ma ceramid NS, sfingosin byl vSak zkracen na dvanéact uhlikii. Jako modelové
permeanty byly pouzity theofylin a indometacin.'® Pro hodnoceni vlivu ceramidi
na kozni propustnost byla pouzita prasedi kize."> Acylové fetézce obsahovaly od dvou
do dvanacti uhlikovych atomt.'® Vysledky ukézaly, Ze délka ceramidového fetézce byla

rozhodujici pro jejich bariérové vlastnosti.”

U ceramidovych analogii s dvou-
a dvanactiuhlikovym fetézcem a také u ceramidu NS nebyla pozorovana zména
v propustnosti kiize. Ceramidy s Ctyf- az osmiuhlikatymi acyly vSak zvySovaly prichod
modelovych permeanttl. Nejvys§i prinik byl zaznamenan u Sestiuhlikatého fetézce.'®
Tim, ze ceramidy s fetézci o dvou a dvanacti uhlicich nezvySovaly propustnost kiize,
se prokazalo, ze samotné zkraceni sfingosinu na dvanact atoml uhliku nemohlo byt
zodpovédné za zvyienou permeabilitu C4 — C8 analogi."

V dalsim zkoumani byly pouzity ceramidové analogy, které jiz obsahovaly
bézny osmnéctiuhlikovy sfingosin. Ani pfirozeny ceramid NS, ani analogy s osmi-
a dvanactiuhlikatymi acyly nemély vliv na prinik modelovych latek. Vyssi prinik
modelovych 1é¢iv byl zaznamenan u analogii s krat§imi fetézci o délce Ctyf a Sesti
atomt uhliku. Dalsi zkracovéni fetézce na dva uhliky vedlo k mén¢ zietelnému vlivu
na propustnost a samotny sfingosin neptisobil vyznamné zmény.'®

Ceramidy s kratkym fetézcem tedy bariérové vlastnosti klize snizuji, zavislost
mezi délkou acylového fetézce ceramidu a propustnosti klize neni linearni,

ale zvonovitd s maximem u ceramidi s fetdzci o &tyfech a Sesti atomech uhliku.'®

13



3.2.3. Ceramidovy analog 14524

Nemoci jako lupénka i atopicky ekzém, které souviseji se snizenym mnozstvim

15" a narusenou kozni bariérou'’

ceramidi , mohou byt zlepSeny exogennim dodanim
ceramidi nebo jejich analogi.'” Obsah ceramidi je sniZen i u suché &i starnouci kiize™
a pii psychologickém stresu,'” funkce kozni bariéry je pak nedostatena.

Aplikace ceramidli onemocnéni jako je atopicka dermatitida nemtize zcela
vylécCit. ZlepSenim bariérové funkce se vSak snizi mnozstvi penetrujicich alergent,
drazdivych latek a omezi se exacerbace onemocnéni.* Aplikace ceramidii prokazatelné
snizuje  spotfebu  kortikosteroidli, = topickych ~ imunosupresivnich  latek,
popf. antibiotik.'* "’

Syntéza ceramidi a jejich analog je vSak obtizna.”' Dalsi nevyhodou je jejich
vysoka cena.'” Na Katedfe anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty
v Hradci Kralové Univerzity Karlovy v Praze byl syntetizovan novy analog 14S24
(tetradecylester kyseliny (S)-2-tetracosanoylamino-3-hydroxypropionové), derivat
L-serinu’' (tetradecylester N-tetracosanoyl-L-serinu).” Tento analog mé stejnou délku
hydrofobnich fetézcti jako fyziologické ceramidy, hydroxyl je nahrazen esterovou

21
vazbou.

Ceramid NS

o)
HO“HLO
o)
14524

Obr. 10 — Porovnani struktury ceramidu NS a ceramidového analogu 14524

Ceramid NS je fyziologicky ceramid nejvice zastoupeny v kozni bariéte.'
Ceramidovy analog 14S24 v testech na izolované lidské kuzi vykéazal vysokou

v ’ v s s 14 . v . .
schopnost regenerovat poskozeni kozni bariéry ™ — selektivné regeneruje permeabilitu,

transepidermalni ztratu vody, hydrataci lidské kize.”' Vyhodou je jeho nizka cena.
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Jsou znadmy potencialni metabolity 14S24. Jednd se o bezpecné slouceniny:
L-serin je fyziologickd aminokyselina, myristylalkohol je mastny alkohol bé&zné
pouzivany v kosmetice, lignocerova kyselina je mastna kyselina pfitomna ve stratum

corneum. 19

3.2.4. Ceramidovy analog H6524

H6524 (N-hexanoyl-D-sfingosin) predstavuje biologicky aktivni,
ale nefyziologicky ceramidovy analog.23 Jedna se o latku s antiprolifera¢nimi

vlatnostmi, kter4 indukuje apoptozu v lidskych leukemickych HL-60 buiikach.**

OH

CH3(CH2)11CH2WOH

HSC\/\/WNH

O

Obr. 11 — Struktura syntetického ceramidového analogu H6524.%
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4. Experimentalni ¢ast
4.1. PouZzité pristroje

1. DSC 200 F3 Maia® - diferencialni skenovaci kalorimetr

vyrobce: Netzsch — Gerdtebau GmbH, Wittelsbacherstrafie 42, Selb, Némecko
teplotni rozsah: -170 °C - +600 °C

rychlost ohfevu: 0,001 K/min — 100 K/min

chlazeni: Intracooler 70 (kompresorové chlazeni), Netzsch, Némecko
zahtivani: cirkulacni topné téleso kolem senzoru

prutokovy plyn N

2. Vysokotlaké kelimky

Cr-Ni ocel, dno: Sestitthelnik, Siftka 6 mm, pozlaceny povrch
maximalni vnitini tlak: 100 bar (= 98,69 atm)

maximalni teplota: 500 °C

Au té€snéni

objem: 100 pl a 27ul

3. Zavizeni pro uzavirani vysokotlakych kelimku

4. Digitalni analytické vahy Sartorius 2004 MP6, Sartorius GmbH, Géttingen,

Neémecko

16



4.2. Seznam pouzitych surovin

1. Cholesterol (C,7H4c0O, M = 386,66) — Cistota 99%, Sigma — Aldrich Chemie

2. DMPE (1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-fosfatidylethanolamin, C33HgNOgP,
M = 635,9), Sigma — Aldrich Chemie

3. Analog ceramidi 14524
(tetradecylester kyseliny (S)-2-tetracosanoylamino-3-hydroxypropionové)
— Katedra anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové
Univerzity Karlovy v Praze

4. Analog ceramidii H6524 (N-hexanoyl-D-sfingosin, C,sH47NO3;, M = 397,6),
Sigma — Aldrich Chemie

5. Ultra-Cista voda (Millipore, USA) — Katedra biochemickych véd Faf HK
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4.3. Pracovni postup

Priprava vzorki

Suroviny jsme navazili do kelimku. Pouzili jsme dvé velikosti kelimk.
Ptipravili jsme vzorky obsahujici pouze DMPE, DMPE s vodou, pouze 14524, 14S24
s vodou, 14S24 s cholesterolem, 14S24 s cholesterolem a vodou, pouze H6524, H6524
s vodou, H6524 s cholesterolem a vodou. Kelimek s vickem jsme pomoci pinzety
umistili do zatizeni pro uzavirani vysokotlakych kelimk, pomoci kterého jsme kelimek
uzavreli. Kelimek jsme pomoci pinzety vlozili do pfistroje.

U nékterych vzorkd jsme dal§i suroviny pfidavali az po probehlém meéteni
s prvni surovinou nebo s mens$im mnozstvim suroviny. Po probéhlém méfeni jsme proto

kelimky otevteli, ptidali dalsi suroviny a opét uzavieli.

Vlastni méreni
V programu firmy Netzsch jsme zadali pozadované parametry a teplotni
program meéteni. Nastavili jsme pocatecni a cilovou teplotu, rychlost ohfevu a chlazeni,

izotermy, konec¢nou teplotu.

Zpusob vyhodnocovani

K vyhodnoceni probéhlych meéfeni jsme pouzili program Netzsch Proteus

Thermal Analysis.
U vzorkt jsme sledovali nasledujici parametry:
Tp — teplota piku teplota odpovidajici tani/tuhnuti pievdazného mnozstvi
latky
AH — teplo tani/tuhnuti odpovida plose vymezené pikem DSC kiivky

18



4.4. Vysledky experimentu a diskuze

4.4.1. SloZeni vzorku

Vzorky s obsahem vody maji ve svém oznaceni koncovku —h.

Tabulka 1 — Vzorky obsahujici DMPE

a) bezvodé vzorky

vzorek DMPE DMPE celkova hmotnost vzorku
[Yo] [g] [g]
1DMPE 100,00 0,01064 0,01064
2DMPE 100,00 0,01571 0,01571
b) vzorky po ptidani vody
vzorek DMPE voda DMPE voda celkova hmotnost
[Yo] [Yo] 2] [g] vzorku [g]
1DMPE-h | 72,83 27,17 0,01064 0,00397 0,01461
2DMPE-h |75,10 24,90 0,01571 0,00521 0,02092
3DMPE-h | 69,69 30,31 0,01090 0,00474 0,01564

Tabulka 2 - Vzorky obsahujici 14524

a) bezvodé vzorky

vzorek |[14S24 [%] | 14S24 [g] | celkova hmotnost vzorku [g]
3-14S24 100,00 0,00173 0,00173
b) vzorky po pfidani vody

vzorek 14524 voda 14524 voda celkova hmotnost

[Yo] [Yo] [g] ] vzorku [g]

1-14S24-h | 63,31 36,69 0,01025 0,00594 0,01619
2-14S24-h | 16,21 83,79 0,00297 0,01535 0,01832
3-14S24-h | 7,73 92,27 0,00173 0,02065 0,02238
4-14S24-h | 8,43 91,57 0,00139 0,01509 0,01648
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Tabulka 3 — Vzorky obsahujici 14S24 a cholesterol

celkova

vzorek 14S24 | cholesterol | voda 14S24 |[cholesterol| voda |[hmotnost

[%o] [%] [%o] 2] 2] [g] | vzorku

[g]

14S24chol (78,07 (21,93 0,00  [0,00388(0,00109  |0,00000 |0,00497
14S24chol-h [ 17,10 (4,80 78,10 [0,003880,00109  |0,017720,02269

Tabulka 4 — Vzorky obsahujici H6524

vzorek H6524 voda H6524 voda celkova hmotnost
[%o] [Yo] [g] [g] vzorku [g]
H6524 100,00 0,00 0,00147 0,00000 0,00147
H6524-h 8,41 91,59 0,00147 0,01601 0,01748

Tabulka 5 — Vzorky obsahujici H6524 a cholesterol

celkova

vzorek H6524 | cholesterol| voda | H6524 |cholesterol| voda |[hmotnost

[%o] [%o] [Yo] [g] [g] [g] | vzorku

[g]

H6524chol  |58,96 (41,04 0,00 |0,00148]0,00103  |0,00000|0,00251
H6524chol-h | 11,05 [7,69 81,25 ]0,00148{0,00103  [0,01088(0,01339
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4.4.2. Zaznamy a hodnoceni vzorku obsahujicich DMPE

V prvni casti prace jsme se zaméfili na to, abychom zjistili, zda je mozno

a za jakych podminek na nasem zafizeni u zndmého vzorku zaznamenat urcité fazové

ptechody. Pouzili jsme surovinu DMPE.

Zaznam prub¢hu zahiivani a chlazeni taveniny vzorku je uveden na grafu €. 1.

Graf ¢.1

Bezvody vzorek 1IDMPE — 100,00 % DMPE

Vyhodnoceni

DSC /(mW/mg)

1.5

1.0

0.5

! exo Peak: 117.1°C, 1.625 mW/mg

erné - ohfev
modfe - chlazeni

Peak: 45.3 °C, 0.7976 mW/mg

Peak: 141.1°C, 1.046 mW/mg

.21

Peak: 110.8°C, -0.9004 mW/mg

40 60 80 100 120 140 160
Temperature /°C
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K tomuto vzorku jsme ptidali tolik vody, ze tvotila 27,2 % vzorku, a provedli

jsme ohtev. Prvni ohfev tohoto vzorku s vodou je zndzornén na grafu €. 2.

Graf ¢. 2
Vzorek 1IDMPE-h — 72,83 % DMPE + 27,17 % vody
Vyhodnoceni - IDMPE po pfidani vody — prvni ohiev

DSC /(mW/mg)
| exo Peak: 104.0 °C, 0.8625 mW/mg

0.8 Peak: 78.7 °C, 0.674 mW/mg

0.6
Peak: 62.6 °C, 0.3722 mW/mg
0.4
0.2

0.0

30 40 50 60 70 80 90 100 110
Temperature /°C

Provedli jsme n¢kolik opakovanych ohievli a chlazeni tak, jak je v literatufe

doporucovano. Dalsi ohfevy jsou znazornény na grafu €. 3.
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Graf ¢&. 3
Vzorek 1IDMPE-h - 72,83 % DMPE + 27,17 % vody

Vyhodnoceni — opakované ohfevy

DSC /(mW/mg)

{ exo
0.05 | ' Peak: 56.6 °C, 0.06696 mW/mg
Peak: 56.8 °C, 0.05851 mW/mg
0.00
-0.05 -
¢erné - prvni ohiev
zelené - druhy ohfev
-0.10 - Cervené - tfeti ohfev
-0.15

45 50 55 60 65 70 75 80 85
Temperature /°C

Tento vzorek jsme tedy Ctyfikrat zahtivali nad a chladili pod teplotu tani. Pak

jsme vzorek znovu zahtivali — na grafu €. 4 je uveden zdznam ohievu do teploty 60 °C.

Graf ¢. 4
Vzorek 1IDMPE-h — 72,83 % DMPE + 27,17 % vody
Vyhodnoceni - ohfev do 60 °C

DSC /(mW/mg)

0.10 | !l exo
Peak: 51.9 °C, 0.07424 mW/mg
0.05 1
0.00 - —~
-0.05 -
-0.10 -
15 20 25 30 35 40 45 50 55

Temperature /°C
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Abychom m¢li jistotu, ze nemame na zdznamu dals$i piky, zahtivali jsme vzorek

do 130 °C, zaznam je uveden na grafu €. 5.

Graf¢. 5
Vzorek 1IDMPE-h - 72,83 % DMPE + 27,17 % vody
Vyhodnoceni — ohiev do 130 °C

DSC /(mW/mg)
l exo

0.00
-0.05 |

-0.10 |

na

-0.15 1

-0.20 |

-0.25 |

-0.30
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Temperature /°C

Zcela jednoznaéné vyplyvd, Ze ptfiddnim vody dochéazi k interakci vody
se vzorkem a misto ptivodnich tfech piki o hodnotach Tp 45,3 °C, 117,1 °C a 141,1 °C
vykazuje zaznam pouze jeden pik s Tp kolem 52 °C.

Nésledné jsme vzorek zchladili na -50 °C rychlosti 5 °C/min a po Ctyficeti
minutach temperace pii této teploté jsme jej rychlosti 2 °C/min zahtivali do 15 °C,
protoze nas zajimalo piedev§im chovani vody ve vzorku. Na grafu €. 6 je zndzornéno

chovani vody v tomto vzorku.
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Graf ¢. 6
Vzorek 1IDMPE-h - 72,83 % DMPE + 27,17 % vody

Vyhodnoceni — vodni faze

DSC /(mW/mg)

l exo
0.10 1 Peak: 1.0 °C, 0.06914 mW/mg

0.05

0.00 -

-0.05 |
Area: 20.74 JIg
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-50 -40 -30 -20 10 0 10
Temperature /°C

Ze zdznamu vyplyva, Ze voda zacina pozvolna tat pfi teploté kolem -30 °C. Toto
zjisténi odpovida teplots, ktera je uvadéna pro tani vody v gelech.'

Déle jsme se sousttedili na prokazani riznych fazi vnitiniho uspotadani tohoto

vzorku. Vzorek jsme ochladili na -50 °C a nasledné Ctyii hodiny a Ctyficet minut

temperovali pfi teplote -50 °C. Potom jsme jej zahtivali rychlosti 0,7 °C/min. Zaznam je

uveden na grafu €. 7.
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Graf ¢. 7
Vzorek 1IDMPE-h - 72,83 % DMPE + 27,17 % vody

Vyhodnoceni — ohfev po temperaci piti -50 °C

DSC /(mW/mg)
l exo

0.15

0.10 Peak: -0.3°C, 007056 mWimg -1 51,2 °C, 0,0327 mWimg

0.05
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Hodnota Tp pro DMPE je zhruba stejnd jako pii opakovanych zahtivanich

a chlazenich. Dlouhodoba temperace pii -50 °C a ohfev rychlosti 0,7 °C/min nevede

k pfeuspotradani struktury vzorku.

Déle jsme op€tovné vzorek zchladili na -50 °C a ctyfi hodiny a dvacet minut

temperovali pii této teploté a pomalou rychlosti 0,7 °C/min zahtivali vzorek a sledovali

zmeény v chovéani vody. Vysledek je zndzornén na grafu €. 8.
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Graf ¢. 8
Vzorek 1IDMPE-h - 72,83 % DMPE + 27,17 % vody

Vyhodnoceni — ohfev po temperaci pii -50 °C — chovani vody

DSC /(mW/mg)

! exo
0.15 1
0.10 -

Peak: -0.3 °C, 0.07335 mW/mg
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0.00 -
-0.05 -
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Temperature /°C
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Opakovana dlouhodobd chlazeni a opakované ohfevy nevedou ke zménam

chovani vody ve vzorku, jak ukazuje graf ¢. 9.

Graf¢. 9
Vzorek 1IDMPE-h - 72,83 % DMPE + 27,17 % vody

Vyhodnoceni — porovnani pikli odpovidajicich tani vody pfi opakovanych ohfevech

DSC /(mW/mg)

!l exo
0.15 1
Peak: -0.3 °C, 0.07335 mW/mg
0.10
0.05 - Peak: -0.3 °C, 0.07056 mW/mg
0.00 -
-0.05 - ¢erné - prvni ohfev
zelené - druhy ohfev
Cervené - teti ohfev

-20 15 -10 -5 0 5
Temperature /°C

Dale jsme zkouSeli pomaly ohfev (0,5 °C/min), béhem kterého by mélo dojit
ke krystalizaci vzorku pii teploté kolem 47 — 48 °C. Zdznam neni v praci uveden, zadny
krystaliza¢ni pik jsme nezaznamenali. Tento vzorek ovSem nebyl pied zahiivanim
dlouhodob¢ chlazen. Ani postup, pii kterém jsme dlouhodobé (240 minut) chladili
pfi -50 °C a pomalou rychlosti 0,25 °C/min zahtivali od teploty 45 °C vySe, nevedl
k prokéazani krystaliza¢niho piku. Zaznam v praci neni prezentovan.

V posledni etapé jsme proto tento vzorek Ctyfi a pil hodiny temperovali
pii teploté -50 °C a potom ohtivali do 75 °C rychlosti 0,1 °C/min. Zaznam je uveden

na grafu ¢. 10.
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Graf ¢. 10
Vzorek 1IDMPE-h - 72,83 % DMPE + 27,17 % vody
Vyhodnoceni — ohfev od -50 °C do 75 °C rychlosti 0,1 °C/min
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Ani za téchto podminek jsme nezjistili zddnou zménu ve vzorku.
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Druhy vzorek - 2DMPE jsme opét roztavili (graf €. 11).

Graf¢. 11
Vzorek 2DMPE - 100,00 % DMPE

Vyhodnoceni — roztaveni substance

DSC /(mW/mg)
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Temperature /°C

Ptidali jsme vodu, kterd tvofila 24,9 % hmotnosti vzorku. Po pfidani vody jsme
pétkrat zahtivali nad a pod dfive urcenou teplotu Tp gelu. Na grafu ¢. 12 je uvedeno

srovnani jednotlivych opakovanych ohfevi.
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Graf ¢&. 12

Vzorek 2DMPE-h — 75,10 % DMPE + 24,90 % vody

Vyhodnoceni — opakované ohfevy

DSC /(mW/mg)
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Graf ¢. 13 ukazuje srovnani posledniho z téchto opakovanych ohfevii tohoto
vzorku se vzorkem 1DMPE-h po vytvofeni stabilniho gelu. Hodnoty Tp obou piki jsou

velmi podobné. Rozdil je nepatrny a da se vysvétlit rozdilnymi rychlostmi zahiivani.

Graf ¢. 13
Vzorky 1DMPE-h (72,83 % DMPE + 27,17 % vody) a 2DMPE-h (75,10 % DMPE
+ 24,90 % vody)

Vyhodnoceni — srovnani hodnot Tp gelu

DSC /(mW/mg)

Peak: 57.5 °C, 9.06809 mW/mg

l exo o
0.05 -
o000,
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-0.10 -
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) razové - vzorek 2DMPEh
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Temperature /°C

Pfitomnost gelu mame tedy prokazdnu a neni potieba jej dalSim zahtfivanim
dotvafet.

Tento vzorek jsme potom dale chladili na teplotu -50 °C a zahtivali. Nejdiive
jsme vzorek Ctyfi hodiny temperovali pti -50 °C a poté jej pomalu rychlosti 0,2 °C/min

zahtivali. Zdznam je uveden na grafech ¢. 14 a 15.
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Graf¢. 14
Vzorek 2DMPE-h — 75,10 % DMPE + 24,90 % vody
Vyhodnoceni — po temperaci pii -50 °C

DSC /(mW/mg)
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Graf ¢. 15

Vzorek 2DMPE-h — 75,10 % DMPE + 24,90 % vody
Vyhodnoceni — po temperaci pii -50 °C

DSC /(mW/mgq)
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V tomto piipadé€ se nam objevil krystaliza¢ni pik pii 51,2 °C a nasledné pik tani.
Toto odpovida literarnim udajim.>® Zajimavé je, Ze pfi okamzitém zchlazeni na -50 °C
a op¢tovném ohtati téhoz vzorku rychlosti 0,2 °C/min bez dlouhodobé temperace
pii -50 °C mame zhruba tentyz zdznam.

Pokud vzorek dale dlouhodobé hluboce nechladime, tak ani pomaly ohfev

rychlosti 0,2 °C/min nevede ke vzniku krystaliza¢niho piku (graf ¢. 16).

Graf¢. 16
Vzorek 2DMPE-h — 75,10 % DMPE + 24,90 % vody

Vyhodnoceni — pomaly ohtev bez piedchoziho dlouhodobého chlazeni
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Na grafu ¢. 17 je zdznam, kdy jsme op¢t tento vzorek zchladili na -50 °C, pét
hodin a deset minut pifi této teploté¢ temperovali a nasledn¢ zahiivali rychlosti

0,2 °C/min.

Graf ¢. 17
Vzorek 2DMPE-h — 75,10 % DMPE + 24,90 % vody
Vyhodnoceni - po temperaci pii -50 °C

DSC /(mW/mg)
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Z4aznam odpovida literarnim tGdajim,”® pozorujeme pik charakterizujici prechod
na fazi tekutych krystalt.

Z uvedeného tedy vyplyva, ze temperace vzorku pii -50 °C musi byt
mnohahodinova a ohfev musi probihat velice malou rychlosti, jinak nezaznamename

sledované pfemény vzorku.
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Rovnéz u vzorku 3DMPE-h po vytvofeni gelu, pétihodinové temperaci
pfi -50 °C a ohievu rychlosti 0,2 °C/min, zaznamenavame krystaliza¢ni pik. Pii teploté

57,3 °C vzorek ptechazi do faze tekutych krystali, jak znazornuje graf ¢. 18.

Graf ¢. 18
Vzorek 3DMPE-h - 69,69 % DMPE + 30,31 % vody

Vyhodnoceni — po nékolikahodinové temperaci pii -50 °C
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Pokud jsme tento vzorek okamzité ochladili, ale pouze na 0 °C, a opctovné
zahtivali rychlosti 0,2 °C/min, vidime opét na zdznamu stejny krystalizaéni pik a pik
pfechodu do tekuté krystalické faze. Pred krystalizaci ale méame jes$t¢ jeden pik

oznacujici tani nestabilni krystalické faze (graf ¢. 19).
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Graf ¢. 19
Vzorek 3DMPE-h — 69,69 % DMPE + 30,31 % vody

Vyhodnoceni — ohfev po zchlazeni na 0 °C
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Pokud tento roztaveny vzorek nezchladime do minusovych teplotnich hodnot
a nebudeme jej dlouhodobé temperovat, objevi se nam opét pti ohievu pik prechodu
gelu do faze tekutych krystali.

Nasledné jsme provedli tii série ohfevi a chlazeni, jejichz vysledky nejsou
v praci uvedeny. Potom nasledovala série Ctyf cyklt ohievii a chlazeni, kdy jsme
se pokusili zndzornit rizné fazové prechody, jak je uvedeno na grafu ¢. 20. Vzorek jsme
zchladili na -50 °C a temperovali pét hodin pfi této teploté. Pak jsme zahtivali rychlosti
0,2 °C/min na 45 °C, chladili na -35 °C, temperovali dvacet minut pii této teploté
a znovu zahtivali rychlosti 5 °C/min na 75 °C. Nasledn¢ jsme opét chladili na -35 °C,
ohtivali rychlosti 5°C/min na 75 °C, chladili na 0 °C, piil hodiny temperovali pii 0 °C

a zahtivali rychlosti 5 °C/min na 75 °C. Pokusili jsme se znazornit riizné faze.
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Graf ¢. 20
Vzorek 3DMPE-h — 69,69 % DMPE + 30,31 % vody

Vyhodnoceni — rizné faze

DSC /(mW/mg)
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Na zéklad¢ uvedenych zjisténi mizeme konstatovat, Zze jsme schopni na daném
zafizeni s mirnou modifikaci podminek zaznamenat existenci piechodi u vzorkua

obsahujicich DMPE, jak bylo publikovano v odborné literatute.
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4.4.3. Zaznamy a hodnoceni vzorku obsahujicich 14524

Ve druhé cCasti prace jsme se zaméfili na studium chovani pseudoceramidu
14S24, syntetizovaného na Farmaceutické fakulté¢ v Hradci Kralové Univerzity Karlovy
v Praze, ktery by mél plnit funkce ceramidu v extracelularnim prostoru stratum corneum
kaze. Cilem této Casti prace bylo prokazat, zda i u tohoto vzorku mizeme ocCekéavat

vznik riznych vnitinich uspotadani, kterd by byla zaznamenatelna na DSC.

Prvni vzorek obsahujici 14S24 jsme pfipravili tak, ze k navazce ceramidu jsme
pfimo do méfticiho kelimku pfidali vodu, ktera tvofila 36,7 % hmotnosti vzorku. Vzorek
jsme opakovan¢ zahtivali na 95 °C a chladili na 5°C celkem pétkrat, abychom vytvofili
prislusny gel. Vysledky jsou znazornény na grafu ¢. 21. Kiivky jsou uspotradany
vzestupné. Nejnize polozend kiivka prezentuje prvni ohfev, nejvySe umisténd kiivka

charakterizuje posledni ohfev.

Graf ¢. 21
Vzorek 1-14S24-h — 63,31 % 14524 + 36,69 % vody

Vyhodnoceni — tvorba gelu

DSC /(mW/mg)
[1.9] exo 846,139

¢erné - prvni ohfiev
ruZoveé - posledni ohfev

85.9,1.584
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Temperature /°C
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Pii prvnim ohfevu, kdy zfejm¢ jest¢ nemohl vzorek zreagovat s vodou, tél
pseudoceramid pti 85,9 °C. Pti opakovaném zahtivani s vodou se teplota tani nepatrné
snizila - o 1,3 °C. Neni vidét rozdil mezi druhym a poslednim ohievem. Protoze
se doporucuje mnohondsobné zahiivani nad teplotu tani a chlazeni pod teplotu tani,
pokradovali jsme v dal$im ohfivani tohoto vzorku. Zaznamy nejsou v této praci
uvedeny, protoze nedoslo k zddnym zménam.

Ptistoupili jsme tedy v nasledujicim kroku k tomu, Ze jsme vznikajici gel chladili

pod 0 °C (na -35 °C). Tento cyklus zahfivani je znazornén na grafu ¢. 22.

Graf ¢&. 22
Vzorek 1-14S24-h — 63,31 % 14524 + 36,69 % vody

Vyhodnoceni — po zchlazeni na -35 °C

DSC /(mW/mg)
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Ani chlazeni do minusovych teplotnich hodnot nevedlo ke zméné hodnot teploty
tani gelu. VSe zfejm¢ nasvédCuje tomu, Ze pokud dochazi k interakci mezi vodou
a ceramidem, je to reakce rychla a vznika jiz pfi prvnim ohievu.

V nésledujicim kroku jsme proto zvysili teplotu zahtivani na 140 °C. Zaznam

méfeni je uveden na grafu €. 23.
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Graf ¢&. 23
Vzorek 1-14S24-h — 63,31 % 14524 + 36,69 % vody

Vyhodnoceni — zahtivani na 140 °C
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[1:2] exo Peak: 86.7 °C, 2.326 mW/mg
3.0 | Gemé - prvni ohfev
rizové - posledni ohfev

2.5
2.0
1.5
1.0
Peak: 86.7 °C, 2.286 mW/mg

0.5

0.0

0 20 40 60 80 100 120
Temperature /°C

Nemutzeme konstatovat, Ze by doslo k n¢jaké zmeéné. Vyssi teplotu Tp v téchto
pfipadech mizeme vysvétlit vysSi rychlosti zahfivani vzorku — 10 °C/min.
Pti ptfedchozich ohievech byla rychlost zahfivani jen 5 °C/min. Konstatujeme tedy,
ze mame hotovy gel a dale jsme se pokouSeli zjistit, zda tento gel bude mit riznou
vnitini strukturu, kterou budeme moci na zaznamu DSC zaznamenat.

Nejdtive jsme vzorek ochladili na -50 °C, potom jsme jej pét hodin temperovali
pii této teploté. Nasledné jsme jej pomalu zahtivali rychlosti 0,2 °C/min. Zaznam
méieni je uveden na grafu €. 24, nezaznamenali jsme zadné zmeény ve vnitinim

usporadani. Snizeni Tp je vysvétlitelné pomalejsi rychlosti ohfevu vzorku.
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Graf ¢. 24
Vzorek 1-14S24-h — 63,31 % 14524 + 36,69 % vody
Vyhodnoceni — po temperaci pii -50 °C
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Cely pokus jsme opakovali s dalsim vzorkem (2-14S24-h). Vzorek obsahoval

83,8 % vody. Zaznam tvorby gelu je uveden na grafu ¢. 25.

QGraf ¢. 25
Vzorek 2-14S24h — 16,21 % 14S24 + 83,79 % vody

Vyhodnoceni — tvorba gelu
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Pribéh je stejny jako u ptfedchoziho vzorku, dal§i zahfivani nepovazujeme
za potfebné, protoze piedpokladame, ze gel je skutecné jiz hotov.
Na grafu ¢. 26 je zaznam ohievu tohoto gelu po vychlazeni na -50 °C,

pétihodinové temperaci pii této teplote a pii pomalém ohtevu rychlosti 0,2 °C/min.

Graf €. 26
Vzorek 2-14S24-h — 16,21 % 14S24 + 83,79 % vody
Vyhodnoceni — po temperaci pii -50 °C
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!l exo Peak: 0.9 °C, 0.6068 mW/mg
oAty e

0.6 -
0.5
0.4
0.3
0.2

Peak: 81.2°C, 0.1179 mW/mg
0.1 k | wo

0.0

-40 -20 0 20 40 60 80
Temperature /°C

Tp tohoto vzorku je v podstaté totozné jako Tp u vzorku 1-14S24-h.

Ptipravili jsme celkem ¢tyfi vzorky z tohoto pseudoceramidu a zvySovali v ném
podil vody cca na 90%.

Na grafu ¢. 27 jsou znazornény prvni a druhy ohiev a tuhnuti samotného

pseudoceramidu.
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Graf ¢&. 27
Vzorek 3-14S24 — 100,00 % 14S24

Vyhodnoceni — tani a tuhnuti samotného pseudoceramidu
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Pribéhy prvniho i1 druhého cyklu jsou témeér

Tp jsou minimalni.

Na grafech ¢. 28 a 29 je znazornén pribéh po pfidani vody. Zacinali jsme
ochlazovat vzorek na -50 °C, abychom zachytili zaznam tani vody dfive, nez stihne

reagovat s pseudoceramidem. Po dalSich dvou cyklech ohfevu jsme zchladili na -50 °C

a znovu provedli ohfev.

90 100 110

shodné, rozdily v hodnotach
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Graf €. 28
Vzorek 3-14S24-h — 7,73 % 14524 + 92,27 % vody
Vyhodnoceni — po ptidani vody
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Graf ¢&. 29
Vzorek 3-14S24-h — 7,73 % 14S24 + 92,27 % vody

Vyhodnoceni — pocatek tani vody
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Po porovnani pribc¢hu znazornénych kiivek jsme pokracovali v dalSich

ohfevech. Zaznam méfeni je uveden na grafu ¢. 30.

Graf ¢. 30
Vzorek 3-14S24-h — 7,73 % 14S24 + 92,27 % vody
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Ponévadz jsme ani po osmi cyklech ohfevli a chlazeni neprokazali vyrazné
snizeni hodnot poc¢atku tani vody, pokracovali jsme v dalsi sérii ohfevi a chlazeni (graf

& 31).
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Graf ¢. 31
Vzorek 3-14S24-h — 7,73 % 14S24 + 92,27 % vody
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Kdyz jsme se tentokrat zaméfili na lipidickou cast, vzorek jsme zahfivali
pomalou rychlosti 0,2 °C/min v teplotnim rozmezi od 40 do 90 °C, abychom zjistili,
zda ndm nedochazi ke krystalizaci vzorku. Na grafu ¢. 32 je uveden vyfez tykajici
se pfislusného teplotniho rozmezi. BohuZel 74dnad krystalizace na ném nebyla

zaznamenana.
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Graf ¢. 32
Vzorek 3-14S24-h — 7,73 % 14524 + 92,27 % vody
Vyhodnoceni — zahtivani od 40 do 90 °C rychlosti 0,2 °C/min
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Posledni vzorek 4-14S24-h jsme piipravili tak, Ze jsme neprovedli roztaveni
pseudoceramidu a potom dodéni vody, ale jiz pfi prvnim teplotnim reZimu jsme pouZili

suspenzi pseudoceramidu s vodou. Zaznam méfeni je na grafu ¢. 33.
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Graf ¢&. 33
Vzorek 4-14S24-h — 8,43 % 14524 + 91,57 % vody
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Vytezy tykajici se tani vody a lipidickych slozek jsou uvedeny na grafech ¢. 34
a35.

Graf ¢. 34
Vzorek 4-14S24-h — 8,43 % 14S24 + 91,57 % vody

Vyhodnoceni — tani vody
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QGraf ¢&. 35
Vzorek 4-14S24-h — 8,43 % 14524 + 91,57 % vody

.....
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Na téchto vyiezech jsou zndzornény pribcéhy tykajici se pocatecniho
a posledniho ohfevu z -50 do 95 °C. U ohievu lipidické ¢asti vidime, Ze se ndm mirné
posouva do nizsi teploty pocatek tani této smési. Tento posun nema zasadni vyznam

pro charakterizaci vzorku.
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4.4.4. Zaznamy a hodnoceni vzorka obsahujicich 14S24

a cholesterol

Protoze ceramid je vzdy soucasti smési, které kromé n¢ho obsahuji cholesterol
a mastné kyseliny, tavili jsme vzorek obsahujici 78,1 % 14S24 a 21,9 % cholesterolu.

Zaznam prubéhi ohfevl a tani je zndzornén na grafu €. 36.

Graf ¢. 36
Vzorek 14S24chol — 78,07 % 14S24 + 21,93 % cholesterolu

Vyhodnoceni — roztaveni substanci
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Jiz pfi prvnim ohfevu je vidét, Ze se cholesterol v taveniné pseudoceramidu
rozpousti, pii chlazeni nekrystalizuje. Pfi opakovaném ohtevu kiivka DSC vykazuje
pouze jeden pik s hodnotou Tp 82,1 °C. Tato hodnota je o cca 6 °C niz$i nez jsme
pozorovali u samotného pseudoceramidu.

K této smési jsme pridali vodu, kterd tvofila 78,1 % hmotnosti vzorku.

Opakované¢ jsme vzorek chladili a zahtivali.
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Na grafu ¢. 37 je vyiez tani vody bezprostiedné po jejim piidani a po dvou
cyklech zahtivani a chlazeni. Po teplotni zatéZi zacind voda ve smési tat za nizsi teploty.

Toto svédci o vzniku gelu.

Graf ¢. 37
Vzorek 14S24chol-h — 17,10 % 14S24 + 4,80 % cholesterolu + 78,10 % vody

Vyhodnoceni — tani vody

DSC /(mW/mg)
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U lipidickych slozek vidime (graf €. 38), Ze se ndm zacina kromé& hlavniho piku

s Tp 79 °C objevovat jest¢ mensi pik s hodnotou Tp zhruba 67 °C.
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Graf ¢. 38
Vzorek 14S24chol-h — 17,10 % 14S24 + 4,80 % cholesterolu + 78,10 % vody
Vyhodnoceni — lipidické slozky

DSC /(mW/mg)
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Nasledné jsme provedli celkem 17 cykli ohfevli a chlazeni, jejichz pribéh

je znazornén na grafech €. 39, 40, 41, 42, 43.
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Graf ¢. 39
Vzorek 14S24chol-h — 17,10 % 14S24 + 4,80 % cholesterolu + 78,10 % vody
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Graf ¢. 40
Vzorek 14S24chol-h — 17,10 % 14S24 + 4,80 % cholesterolu + 78,10 % vody
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Graf ¢. 41
Vzorek 14S24chol-h — 17,10 % 14S24 + 4,80 % cholesterolu + 78,10 % vody
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Graf ¢. 42
Vzorek 14S24chol-h — 17,10 % 14S24 + 4,80 % cholesterolu + 78,10 % vody
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Graf ¢. 43
Vzorek 14S24chol-h — 17,10 % 14S24 + 4,80 % cholesterolu + 78,10 % vody
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Na grafu ¢. 44 je znazornén vytez tani vody. Jsou zde porovnany dvé kiivky:
prvni ohfev bezprostiedné po pifidani vody, kdy voda jest¢ nestaila reagovat
se vzorkem a posledni ohfev. Z uvedeného vyplyva, ze doslo k dal§imu sniZeni pocatku

tani vody.

Graf ¢. 44
Vzorek 14S24chol-h — 17,10 % 14S24 + 4,80 % cholesterolu + 78,10 % vody
Vyhodnoceni — posun poc¢atku tani vody
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Kdyz se podivame na lipidickou cast (graf ¢. 45), hodnota Tp hlavnich pikii
se snizila na konci méfeni zhruba o 1,2 °C, zajimavy je ale naznak malého piku

u posledniho ohtevu pii 67,5 °C, ktery by mohl znamenat krystalizaci vzorku.

Graf ¢. 45
Vzorek 14S24chol-h — 17,10 % 14S24 + 4,80 % cholesterolu + 78,10 % vody
Vyhodnoceni — lipidické slozky

DSC /(mW/mg)
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Ponévadz celkové vSak zmény u samotného pseudoceramidu ani u smési
pseudoceramidu a cholesterolu nebyly pfili§ vyznamné, rozhodli jsme se z divodu
casové narocnosti odlozit dalsi zkoumani téchto vzorkl a zkusili jsme proméfit chovani

origindlniho ceramidu H6524.
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4.4.5. Zaznamy a hodnoceni vzorku obsahujicich H6524

Dalsi nami zkoumanou latkou byl ceramidovy analog H6524
(N-hexanoyl-D-sfingosin).

Zaznam prvniho, druhého ohfevu a chlazeni je uveden na grafu ¢. 46.

Graf ¢. 46
Vzorek H6524 — 100,00 % H6524

Vyhodnoceni — roztaveni substance

DSC /(mW/mg)
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Latka pfi ohfevu taje, pfi chlazeni krystalizuje. Hodnota Tp druhého ohifevu
jeocca 3,6 °C nizsi, rovnéz teplo tani je niz8i zhruba o 17 %. Zmény mezi prvnim
a druhym ohfevem jsou v podstaté stejné, jako u jinych lipofilnich latek.

K tomuto vzorku jsme potom pfidali vodu v mnozstvi 91,6 % hmotnosti celého
vzorku. Celkem jsme potom provedli jedenact cyklti ohfevu. Pfi prvnim a poslednim
ohfevu a n¢kolikrat béhem cyklu jsme zméftili 1 charakteristiky dodané vody ve vzorku.
Teplota tani Tp pro vodu byla u vSech vzorkli zhruba stejnd a méla hodnotu 7,3 °C.
Pro posouzeni, zda dochazi k interakci vody s latkou, je pro nds podstatny pocatek,

kdy zac¢ina voda ve vzorku tat.
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Na grafu ¢. 47 jsou uvedeny prvni ohfev vody, ktery jsme méfili ihned
po ptidani vody, tedy jesté diive nez mohlo dojit k jeji reakci se vzorkem, a posledni
ohtfev vody. Pro lepsi znazornéni rozdilu je uveden vyifez ztéto kiivky. Je vidét,
ze po sérii opakovanych ohievii a chlazeni doslo k interakci vzorku s vodou, protoze

pocatek procesu tani za¢ina zhruba o 3 °C dfive.

Graf ¢. 47
Vzorek H6524-h — 8,41 % H6524 + 91,59 % vody

Vyhodnoceni — poc¢atek tani vody

DSC /(mW/mg)
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Na grafu ¢. 48 jsou zndzornény zaznamy tani smési ceramidu s vodou. Kiivka
znazornénd Cernou barvou predstavuje prvni ohfev, kdy jesté voda nemohla vstoupit
do interakce s ceramidem. Posledni ohfev prezentuje kiivka znazornéna plnou rizovou
¢arou. Celkem jsme provedli jedenact ohievii, nékteré z nich od teploty -50 °C, vétSinu
pak od teploty 0 nebo 10 °C do 80 °C. Jak vyplyva z tohoto grafu, nedoslo béhem cykla
k ZzZddnym vyraznym zménam ve vzorku. Hodnoty Tp jsou 60,7 °C. Pribéh tani
je ve vSech vzorcich shodny. Vzorek lze povazovat za plné hydratovany. Nepodafilo
se ndm v ném prokazat zmény vnitiniho uspofadéni, které by se projevily na zdznamu

DSC.
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Graf ¢. 48

Vzorek H6524-h — 8,41 % H6524 + 91,59 % vody
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Vzhledem k tomu, Ze nedo$lo ani k vyraznéj§imu sniZzeni pocatku tani vody,
nezkousSeli jsme tento vzorek dale chladit del$i dobu a zahfivat riznou rychlosti. Svoji

pozornost jsme orientovali na novy vzorek o slozeni 58,96 % H6524 a 41,04 %

cholesterolu.
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4.4.6. Zaznamy a hodnoceni vzorka obsahujicich H6524

a cholesterol

Na grafu €. 49 jsou znazornény prvni a druhy ohfev této smési.

Graf ¢. 49
Vzorek H6524chol — 58,96 % H6524 + 41,04 % cholesterolu

Vyhodnoceni — roztaveni substanci
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Jiz pfi prvnim ohfevu neni patrny pik tani cholesterolu. Toto je z divodu,
ze v roztaveném ceramidu se toto mnozstvi cholesterolu rozpousti. Ani pfi tuhnuti
cholesterol nekrystaluje samostatné. Pii druhém ohfevu vidime dva piky — vétsi
s hodnotou Tp 47,5 °C a za nim nizs8i pik s hodnotou 60,4 °C. Ptitomnost cholesterolu

K tomuto vzorku jsme pfidali po roztaveni vodu, kterda tvofila cca 80 %
hmotnosti vzorku. Vzorek jsme opakované ohfivali a chladili.

Na grafu ¢. 50 je zndzornén vytez, tykajici se tani vody pfi prvnim ohievu

a po Sesti cyklech zahtivani a chlazeni vzorku. Pozorujeme stejny jev jako u samotného
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ceramidu, tzn. vzorek vstupuje do interakce s vodou a to se projevuje tim, ze voda

zacina tat pii teploté kolem -4 °C.

Graf ¢. 50
Vzorek H6524chol-h — 11,05 % H6524 + 7,69 % cholesterolu + 81,25 % vody

Vyhodnoceni — posun poc¢atku tani vody
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Na grafu €. 51 jsou zaznamenany opakované ohievy tykajici se lipidické casti

tohoto vzorku.

Graf ¢. 51
Vzorek H6524chol-h — 11,05 % H6524 + 7,69 % cholesterolu + 81,25 % vody

Vyhodnoceni — lipidicka faze vzorku
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Spojili jsme na kiivce prvniho ohfevu (Cernéd cara) zakladni linie. Tento prvni
ohtev vykazuje piky tani s Tp 40,3 °C a 64,8 °C a pik krystalizace s Tp 47,1 °C. Jedna
se o stejnou teplotu, kterd je uvddéna u DMPE, pfi které dochézi ke krystalizaci vzorku
pfi ohfevu. Nasledovala série ¢tyi ohfevl, kdy neprobihalo chlazeni do minusovych
teplot. Vrchni dvé kiivky ptredstavuji opét ohiev po predchozim zchlazeni na -50 °C.
U téchto dvou poslednich méfeni, ptestoze probihala za stejnych podminek jako prvni

méfeni, jiz tuto krystalizaci nepozorujeme. Potom jsme déle pracovali s timto vzorkem.
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Na grafu ¢. 52 jsou znazornény vytezy dal§ich dvou sérii ohfevil tohoto vzorku.

Graf ¢. 52
Vzorek H6524chol-h — 11,05 % H6524 + 7,69 % cholesterolu + 81,25 % vody
Vyhodnoceni

DSC /(mW/mg)
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Cerna ¢arkovana linie predstavuje ohfev po vychlazeni na -50 °C, izotermé
2,5 hod. pti -50 °C a ohtevu vzorku rychlosti 0,5 °C/min. Na zaznamu je pouze jeden
pik s Tp zhruba 46 °C. Zadna krystalizace vzorku nebyla pfi ohfevu zpozorovana.
Ani nasledujici chlazeni a ohfev rychlosti 1 °C/min po dvouhodinové temperaci
pii -50 °C neprokazal krystalizaci. Teprve tieti ohfev, kdy jsme pii -50 °C chladili
pouze pet minut, vykazuje krystalizaci pii Tp 36,8 °C a dva piky tani s Tp 45,8 °C
a 49,3 °C. Rychlost ohfevu byla 1 °C/min.

Na grafu &. 53 je uveden vyiez z dalsi série ohfevii. Cerna linie znazorfiuje ohfev
z pocatecni teploty 10 °C rychlosti 0,5 °C/min. Razova linie rovnéz znazornuje ohiev
z teploty 10 °C rychlosti ohfevu 0,5 °C/min. Pfed timto ohifevem byl vSak vzorek
zchlazen na -50 °C a pét minut pii této teplot€¢ temperovan. Z teploty -50 °C byl
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na 10 °C zahfivan rychlosti 1 °C/min. Opét vidime krystaliza¢ni pik pfi teploté 36,6 °C
a dva piky tani pfi teplotach 45,7 a 49,3 °C.

Graf ¢. 53
Vzorek H6524chol-h — 11,05 % H6524 + 7,69 % cholesterolu + 81,25 % vody
Vyhodnoceni
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Na grafu €. 54 jsou prezentovany kiivky, na kterych je vidét krystalizacni pik.

Graf ¢. 54
Vzorek H6524chol-h — 11,05 % H6524 + 7,69 % cholesterolu + 81,25 % vody
Vyhodnoceni — kfivky obsahujici krystaliza¢ni pik
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Krystalizacni pik vznikd po ochlazeni vzorku na -50 °C a jeho pomalejSim
ohfivanim. V ptipadech, kdy se objevuje krystaliza¢ni pik, nasleduji dva piky téni
s teplotami Tp 45,7 a 49,3 °C.

Zatimco v ptipadé, kdy se krystaliza¢ni pik neobjevuje (graf €. 55), vykazuje

vzorek pfi tani pouze jeden pik s Tp cca 46 °C.
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Graf ¢. 55
Vzorek H6524chol-h — 11,05 % H6524 + 7,69 % cholesterolu + 81,25 % vody
Vyhodnoceni — kiivky neobsahujici krystalizacni pik
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Zptesnéni podminek vSak vyzaduje dalsi ¢asové rozsahlou praci. Je ale zfejmé,

ze tento vzorek je schopen existence v riznych stadiich vnitiniho uspofadani.
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S. Shrnuti zavéri prace

1. U vzorkl obsahujicich DMPE se podaiilo prokazat vétSinu v literatuie uvadénych
fazovych prechodt pii pouziti mirné modifikovanych podminek méfeni.

2. Pseudoceramid 14S24 reaguje s vodou velice rychle za tvorby gelu a nevyzaduje
tak velké mnozstvi opakovanych cykli zahtivani a chlazeni jako DMPE.
Ani nékolikahodinova temperace pii -50 °C a nésledujici doporu¢ované pomalé
ohtivani vzorku nevedlo k zaznamenani riznych fazovych piechodt na kiivee DSC.

3. V nami pouzitém vzorku obsahujicim cholesterol a 14524 se cholesterol v taveniné
14S24 rozpustil a pfi chlazeni nekrystalizoval. U hydratované¢ho vzorku v prib&hu
méieni doslo k posunu pocatku tani vody do minusovych teplotnich hodnot.

4. Vroztaveném pseudoceramidu H6524 se pouzit¢é mnoZstvi cholesterolu (41 %)

5. U vzorku obsahujiciho H6524, cholesterol a vodu jsme po ochlazeni na -50 °C

pozorovali krystalizacni pik.
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