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ABSTRAKT

Jandovskéd, Katefina: Ptiprava analogli ceramidii a hodnoceni jejich vlivu na bariérovou

funkci ktze.

Ceramidy patii mezi sfingolipidy, jejichz molekulu tvofi sfingoidni baze a dlouha mastna
kyselina. Jsou dosud znamy nejenom jako duleziti druzi poslové hrajici vyznamnou tlohu
v bunécné diferenciaci, proliferaci a apoptdze, ale zaroven i jako podstatnd slozka funk¢éni
kozni bariéry. Ackoli jsou tyto molekuly intenzivné studovany, ptesny vliv jejich struktury
na bariérovou funkci ktize neni znam. Cilem mé prace bylo studovat vliv délky acylu
a stereochemie na C3 u dihydroceramidi (tedy ceramidi bez dvojné vazby v poloze 4)
na prostupnost modelovych membran simulujicich kozni bariéru. Mym ukolem byla
syntéza tii ceramidd s kratkym acylovym fetézcem o ctyfech uhlicich (odvozenych
od dihydrosfingosinu (dS), L-threo-dihydrosfingosinu (L-dS), a L-threo-sfingosinu (L-S)),
pfiprava modelovych membran stratum corneum (SC) obsahujicich dihydroceramidy
s délkami acylu C2, C4, C6, C8 a (C24 a pfipravené stereoizomery C4-ceramidil
a C4-dihydroceramidi a nasledné hodnoceni jejich elektrické impedance a permeability
pro dvé modelova 1é¢iva. Vliv piipravenych produktii nanesenych na modelové membrany
na permeabilitu téchto membran byl hodnocen ve Franzovych difuznich celach pomoci
méfeni elektrické impedance a dvou modelovych 1é¢iv — theofylinu (TH) a indometacinu
(IND). Donorové vzorky piedstavovaly suspenze TH (5%) ¢i IND (2%) v 60%
propylenglykolu. Analyza odebranych vzorkt byla provedena metodou HPLC. Hodnoceni
vlivu zkoumanych analogi ceramidli na permeabilitu modelovych membran simulujicich
kuzi ukazalo, ze ceramidy a dihydroceramidy se chovaji sice podobné, nicméné zavislost
délky acylu na permeabilit¢ membran méla jiny charakter nez u ceramidi. Nejmensi
hodnoty impedance byly naméfeny pro dihydroceramidy s dvojuhlikatym fetézcem.
Maximalniho zvySeni permeability bylo dosaZeno aplikaci analogu s dvojuhlikatym
acylem pro TH a se ctyfuhlikatym acylem pro IND. Piekvapivé bylo chovani L-izomert.
Zatimco L-izomer ceramidu vykazoval nejvyssi impedanci, L-izomer dihydroceramidu
nejniz§i. Vysledky prace ukdzaly nékteré spolecné a rozdilné vlastnosti ceramidil
a dihydroceramidi a také upozornily na vyznam konfigurace na C3. Dal$i vztahy mezi

strukturou a G¢inkem ceramidii ovSem zlstavaji pfedmétem zkoumani.



ABSTRACT

Jandovska, Katetina: Synthesis of ceramide and dihydroceramide analogues and evaluation

of their effects on the skin barrier properties.

Ceramides belong to sphingolipids, their molecule is formed by a sphingoid base and long
fatty acid. They are known not just as important second messengers playing a significant
role in cell differentiation, proliferation and apoptosis, but also as essential part
of functional skin barrier. Although these molecules are studied intensively, the exact
effect of their structure on barrier function of the skin is poorly understood. The aim of my
work was to study the effect of acyl chain length and stereochemistry on C3
of dihydroceramides (ceramides with single bond on C4) on the permeability of model
membranes simulating the skin barrier. | have synthetized 3 ceramides with short acyl
chain of 4 carbons (derived from dihydrosphingosine (dS), L-threo-dihydrosphingosine
(L-dS) and L-threo-sphingosine (L-S)), and prepared model membranes of stratum
corneum (SC) containing dihydroceramides with C2, C4, C6, C8 and C24 acyl chain
length and stereoisomeres of C4-ceramides and C4-dihydroceramides as well. | have
evaluated their electrical impedance and permeability for two model drugs. The effects
of the prepared ceramides on the model membrane permeability were evaluated in Franz
diffusion cells using two model drugs — theophylline (TH) and indomethacin (IND). Donor
samples contained suspension of theophylline (5%) orindomethacin (2%) in 60%
propylene glycol. The amount of the model drugs in the acceptor phase samples was
determined by HPLC. The evaluation of the effect of prepared ceramide analogues
on model membrane permeability simulating skin showed that ceramides and
dihydroceramides have similar properties, but the relationship between acyl chain length
on membrane permeability had different character than in ceramides. The lowest values
of impedance were measured for dihydroceramides with 2-carbon acyl chain. Maximum
increase in permeability was achieved in the membrain containing the analogue
with 2-carbon acyl chain for TH and with 4-carbon acyl chain for IND. The behaviour
of L-threo-isomers was surprising. While L-threo-isomer of ceramide displayed
the highest impedance, L-threo-isomer of dihydroceramide showed the lowest one. The
results of this work showed some similar and some different features of ceramides and
dihydroceramides and pointed out the impact of C3 configuration. Other structure-activity

relationships in the ceramide molecule require further investigation.
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2. CIL PRACE

Ceramidy patii mezi sfingolipidy, jejichz molekulu tvoii sfingoidni baze a dlouha
mastna kyselina. Vyzkum téchto latek je v posledni dob¢ velmi intenzivni, odkryvani jejich
rozmanitych tloh v organismu totiz poukazuje na jejich komplexnost a tedy i potiebu toto
pole blize zkoumat. Ceramidy jsou dosud zndmy nejenom jako diileziti bioaktivni poslové
hrajici vyznamnou tlohu v bunééné diferenciaci, proliferaci a apoptoze [1], ale také, jak se
ukazuje, jako zasadné dulezita slozka kiize umoziujici zivot na Zemi [2].
kize [3]. Cilem mé prace bylo studovat vliv délky acylu a stereochemie na C3
U dihydroceramidii (tedy ceramidii bez dvojné vazby v poloze 4) na prostupnost
modelovych membran simulujicich kozni bariéru. Mym tkolem byla syntéza tii
fyziologicky se nevyskytujicich ceramidi s kratkym acylovym fetézcem o Etyfech uhlicich
(odvozenych od dS, L-dS a L-S), pfiprava modelovych membran SC obsahujicich
dihydroceramidy s délkami acylu C2, C4, C6, C8 a C24 a pfipravené stereoizomery
C4-ceramidli a C4-dihydroceramidli a nasledné hodnoceni jejich elektrické impedance

a permeability pro dvé modelova Ié¢iva.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Vlastnosti kiiZe

Primarni funkci kuze je chranit télo pied ztratami vody a dalSich fyziologicky
dalezitych slozek a zabranovat vstupu potencialné toxickym slouCeninam, drazdivym
latkam, alergenum a patogenim [3]. Bez této bariéry by pieziti na Zemi bylo nemyslitelné
[4]. Kuze je tvofena svrchni nevaskularizovanou epidermis a spodni vrstvou zvanou
dermis, bohaté cévné zasobenou. Epidermis dale délime do 4 vrstev, a to smérem zevnitf
k povrchu na stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum a SC, pti¢emz hlavni

bariérové funkce a ochrana jsou zajistovany vrstvou nejsvrchnéjsi, tedy SC (obr. 1) [5].
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Obr.1 Schématicky nakres prafezu kize [5].

Kuze sestava z dermis a epidermis. Dermis — spodni ¢ast - je tvofena fibroblasty
a extracelularni matrix [6]. V bazalni vrstvé epidermis bunky proliferuji. Po opusténi této
vrstvy se bunky zacnou diferencovat a migrovat smérem kK povrchu. Na rozhrani mezi
stratum granulosum a SC dochazi ke konecné diferenciaci, béhem které se zivé bunky
pietransformuji na mrtvé, keratinem naplnéné bunky - korneocyty. Ty jsou obklopeny

bunéénou obalkou sestavajici ze zesitovanych proteini a kovalentné vazaného lipidového



obalu [5]. SC byva casto strukturou piipodobniovano ke zdi z cihel, kde korneocyty
predstavuji cihly a mezibunécné lipidy zase reprezentuji maltu [7]. Proces zrani
epidermalnich bunék, jehoz vysledkem je kompetentni kozni bariéra, se nazyva
keratinizace. Celkové¢ se celd epidermis obnovi za 30 dni, z toho 15 dni trvd obnova SC
[8]. Vysledkem tohoto procesu je vrstva 18 - 21 bunék (10 — 20 um) na samém povrchu

kaze. Tyto bunky se pak v prubéhu ¢asu odlupuji, hovoiime o tzv. deskvamaci [6] .

3.2 Stratum corneum

Pro pochopeni bariérové funkce SC se detailnéji podivame na chemické slozeni této
vrstvy, protoze to do znaéné miry determinuje jeji fyzikalné-chemické vlastnosti
a zbytek tvori dalsi organické slouceniny a voda, véetné prirozenych zvlhéujicich faktort
(aminokyseliny, mocovina, laktamy aj.), které udrzuji kiizi mékkou, poddajnou a vlacnou.
Proteiny jsou obsaZeny ptfedevSim v korneocytech (asi 70 % o-keratinu a pfiblizn€ 10 %
B-keratinu) a asi 15 % proteind piedstavuje jiné peptidické struktury, vcetné koznich
enzymu [8; 6]. Na soudrznosti SC se navic podili desmosomy, coZ jsou proteinové spojky
mezi jednotlivymi buitkami [9]. Korneocyty jsou vysoce nerozpustné a velmi rezistentni
Kk pisobeni chemikalii. Intercelularni prostor SC je vyplnén smési specifickych lipida
s malym mnoZstvim vody. Lipidy tvofi lamely, sloZzené z nékolika dvojvrstev, které jsou
uspotadany tak, Zze sméfuji svou hydrofobni ¢asti dovnitt a hydrofilni, tvofenou
hydroxylovymi a karbonylovymi skupinami vné, do vodného prostfedi. Lamely jsou
tvofeny piiblizné z 50 % ceramidy, 25 % cholesterolem, 10 % volnymi mastnymi

kyselinami. Zbytek tvoii organické estery cholesterolu a cholesterol sulfat [6].

3.3 Ceramidy a jejich strukturni typy

Hlavnimi polarnimi lipidy SC je 12 druhl ceramidt. Ty se od sebe lisi stavbou
polarni hlavy. KdyZ vezmeme v tGvahu jesté primérmou délku fetézct, je ceramidl pies
350 druhd. Bazicky alkohol, kterym mize byt sfingosin (S), fytosfingosin (P),
6-hydroxysfingosin (H) nebo dihydrosfingosin (dS), je zakladem molekuly ceramidu.
Na jejich primarni aminoskupinu v poloze 2 se amidicky vaze mastna kyselina (N), ktera
muze v poloze o (A) anebo ® (O) obsahovat hydroxyskupinu. Délka mastné kyseliny se

pohybuje od 16 az po 34 uhlikii v ®-hydroxylovanych ceramidech. Zvlast vyznamné jsou
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tfi typy ceramidi, které obsahuji ®-hydroxykyselinu o délce ptiblizn¢ 30 uhliki, na jejiz
koncovy hydroxyl se estericky vaze esencialni mastna kyselina, kyselina linolova (EO) [8].
Ceramidy patii mezi nejhydrofobn&jsi membranové lipidy, coz vysvétluje jejich velké
mnozstvi ve SC, piicemz jejich rozpustnost ve vodé¢ je zanedbatelna. Proto nemohou volné
piirozené ceramidy s dlouhym fetézcem existovat v roztocich biologickych tekutin nebo
v cytosolu [10]. Obecné molekula ceramidu obsahuje polarni hlavu a dva hydrofobni
fetézce, podobn¢ jako fosfolipidy. Na rozdil od fosfolipidd, tvoficich bézné bunécné
membrany, je vSak polarni hlava ceramidii vyrazné mens$i, coZz umoznuje tésnéjsi
uspofadani téchto lipidl v lamele. Ceramidy SC maji navic podstatné del$i hydrofobni
fetézce a vytvaieji ne dvojvrstvy, ale nékolikavrstvé, vzajemné propojené lameldrni
struktury. Tyto strukturalni znaky vysvétluji, pro¢ je propustnost ceramidovych lamel SC
fadové tisickrat nizsi, nez je tomu u fosfolipidovych dvojvrstev [8].

Jak jiz bylo zminéno vyse, v lidské kizi se ptirozené vyskytuje 12 strukturnich typt
ceramidtl, které vznikaji kombinaci ¢tyf riznych sfingoidnich bazi a 3 rtiznych druhd
acyld. Dfive se oznaCovaly arabskymi Cislicemi podle potadi eluce pii chromatografii [11;
12]. Srostoucim poétem nové objevenych ceramidi ovSem tato nomenklatura pfestala
vyhovovat, a tak byva vice vyuzivan systém pojmenovani ceramidd podle Motty, kde se

pouziva oznaceni pomoci kombinaci pismen (obr. 2) [13].
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Obr. 2 Strukturni typy ceramidl, Mottova nomenklatura v zavorce.

12



3.4 Biosyntéza ceramidii

Syntéza jednotlivych druhd ceramidii, a¢ je nachézime napfic¢ celou epidermis, se
zvysuje s epidermalni bunéénou diferenciaci [14].

Lamelarni granula, vyplnéna stohy lipidickych diskii, maji v procesu tvorby
lipidovych lamel zasadni vyznam. Prekurzory ceramidl, respektive jejich méné lipofilni
transportni formy - glukosylceramidy a sfingomyeliny - jsou syntetizovany ze serinu
a palmitoylkoenzymu A askladovany v téchto granulech, dfive nazyvanych také
Odlandova téliska. V pozdni fazi diferenciace keratinocytu (na rozhrani stratum
granulosum a SC) téliska migruji k vn&jsi Casti bunky, kde se jejich membrana spoji
S plazmatickou membranou a lipidy jsou uvolnény do mezibunécného prostoru.
Glukocerebrosidaza a sfingomyelindza — soucasné uvolnéné enzymy — zajisti, ze dojde
k metabolizaci prekurzort lipidd, jednotlivé disky fazuji a vytvoti lipidové lamely, které
zcela vyplni mezibunécné prostory [15; 8]. Vné se dostanou také mastné kyseliny

a cholesterol [8].

3.5 Usporddani lipidii SC

Ceramidy, podobné jako napf. fosfolipidy, obsahuji polarni hlavu a dva hydrofobni
fetézce. Ceramidy ale maji na rozdil od fosfolipidii zfetelné mensi polarni hlavu a vyrazné
delsi hydrofobni fetézce, to umozni té€snéj$i uspofadani a soucasné vytvoreni navzijem
propojenych né¢kolikavrstevnych lamelarnich struktur [16; 17].

Ceramidy, ve kterych je sfingosin nebo jeho derivat navazan na O-hydroxykyselinu
s 30-34 uhliky, jejiz hydroxyl je esterifikovan kyselinou linolovou, hraji z hlediska stavby
lamel a jejich organizace vyznamnou roli. Tento typ ceramidu je jakousi matrici, okolo
které jsou uspofadany ostatni ceramidy, jejichz acylova cast je tvofena kyselinami
s 20-24 uhliky. Z mastnych kyselin jsou ve SC pfitomny piedevsim kyselina behenova
(C22) alignocerova (Ca4), V mensim zastoupeni pak palmitova, stearova aj. Vyznamnou
slozkou lipidové matrix je cholesterol, ktery v SC funguje jako stabilizator lipidickych
struktur [6].

Pfi analyze elektronovym mikroskopem (obr. 3) byly zaznamenany svétlé prouzky
pravidelné se opakujici v tomto algoritmu: Siroky pruh — tzky pruh — Siroky pruh. Existuji
skupiny po tfech, Sesti, deviti a dvanacti, pfi¢emz nejcastéjsi strukturou je ta se Sesti pruhy.
V Sirokych pasech na koncich mezibunééného prostoru jsou lipidy kovalentné¢ vazané

na povrch bunky, jedna se o ceramidy s dlouhymi fetézci. V Gzkych pruzich, kterym
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fikame také molekulové zipy, se nachazi cholesterol a jeho derivaty a zbytky kyseliny
linolové [18].

Obr. 3 Snimek z elektronového mikroskopu se dvéma korneocyty (Cerné) a Sestivrstvou

lipidovou lamelou (svétla, oznacena Sipkou); znacka odpovida 25 nm [19].

3.6 Poruchy bariérové funkce a onemocnéni kiizZe

U mnoha onemocnéni, ktera souvisi se snizenou funkci kozni bariéry, 1ze nalézt
prokazatelny ubytek ceramidu [20].

Mezi nejcastéjsi stavy spojené s nedostatkem ceramidi fadime atopickou

dermatitidu, psoriazu, rizné typy ichty6z a jiné hyperkeratozy, dokonce i akné.

3.6.1 Atopicka dermatitida (AD)

AD, neboli dermatitis atopica, je svédivé kozni onemocnéni podminéné atopickou
diatézou, tedy zvysenym sklonem k alergickym projevim, s vyraznym podilem dédi¢nosti.
Konstituéné byva ptitomna suchd, chladnd, olupujici se kize, suché vlasy a bily
dermografismus [21]. Prevalence tohoto onemocnéni je 15-20% a toto Cislo stale roste.
AD fadime mezi onemocnéni s imunologickym zékladem, vyzkum na tomto poli ovSem
také popisuje vyznamné poruchy kozni bariéry. Alergentim, drazdivym latkam a mikrobim
je umoznén prostup do kuize poskozenou kozni bariérou; zde dochazi k aktivaci cytokint
a ke vzniku zanétu. Vlivem zanétlivych ptisobkd pak dochazi k dalsimu poskozeni kozni
bariéry a tzv. ,,bludny kruh AD* se uzavird. Pfedmétem cetnych diskuzi i nadéle zGstava

otazka, jestli je primarni pfi¢inou onemocnéni porucha kozni bariéry nebo imunitni

odpovédi. S nejvetsi pravdépodobnosti se na vzniku onemocnéni podileji oba mechanizmy

[8].
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Byly identifikovany mozné pfiiny vySe popsaného. U nemocnych s AD se
objevuje enzym glukosylceramid-sfingomyelin deacylaza, ktera degraduje oba prekurzory
ceramidd, dale bylo popsano, ze sfingomyelindza produkujici ceramidy vykazuje snizenou

aktivitu a také byl zjistén zvySeny vyskyt bakterii produkujicich ceramidazu [20; 22; 8].

3.6.2 Psoriaza

Psoriasis vulgaris neboli lupénka - jde o chronické kozni onemocnéni s poruchou
keratinizace povrchovych vrstev klze. Jeji pfi¢ina je neznamd, znaCny vyznam ma
dédi¢nost a imunitni procesy v kizi [23]. Charakterizovana je hyperproliferaci a poruchami
diferenciace keratinocytl a vys$si propustnosti ktize. Podobné jako u AD bylo u této nemoci
nalezeno niz§i mnozstvi ceramidd, a to i kovalentné vazanych, zejména obsahujicich
diky niZ je v SC men8i mnozstvi ceramidl, vznikajicich z glukosylceramidi. DalSim
divodem pak muze byt také snizend syntéza ceramidl ze serinu. Kuzi také vyznamné
ovlivituje snizené mnozstvi prosaposinu, prekurzoru sfingolipidy-aktivujiciho proteinu [20;
22; 8].

3.6.3 Ichtyozy
Skupina koZnich onemocnéni s poruchou keratinizace, u nichz vzhled kize
ptipomina rybi Supiny [24]. Ichtyézou se rozumi rozsahla skupina dédi¢nych i ziskanych
hyperkeratdz, které se typicky projevuji ztlustélym a Supinatym SC. Dlivodem této nemoci
muze byt zvySena proliferace keratinocytd, sniZzend deskvamace nebo poruchy
metabolizmu lipidi SC, zejména ceramidu [8]. Nedavné studie zabyvajici se genetickymi
pti¢inami specifické kongenitalni ichty6zy davaji tuto vaznou poruchu kaze do souvislosti

s chybnym transportem lipidd (obzvlaste sfingolipidd) [25].

3.6.4 Akné
Akné je kozni onemocnéni charakterizované zanétem mazovych Zlaz [26]. I u akné
najdeme zmény ve slozeni ceramidl, predev§im pak niz$i mnozstvi ceramidu EOS,
ve kterém je obsazena esencialni mastna kyselina linolova. K nejvyraznéjsimu poklesu

dochazi v komedonech [8].
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3.6.5 Dalsi stavy spojené s deficitem ceramidi

Nizs8i vyskyt ceramida byl zaznamenan u suché a starnouci ktuze, kde ve vékové
kategorii 41-50 let byl vyskyt ceramidii zejména v oblicejové ¢asti az o polovinu nizsi nez
u skupiny ve vékové kategorii 21-30. Starnouci klize se také nedokaze dobte regenerovat,
protoze ma zhorSenou schopnost syntézy ceramidi de novo [8]. Na jafe a v 1ét€¢ mnozstvi
ceramidii stoupa, v zimé vyrazné klesa [27]. U zen je mnozstvi ceramidl zavislé
na hladin¢ hormonalni [28]. Dale ovliviiuje mnozstvi ceramidi UV zafeni a to tak,
Ze pii malém mnozstvi se syntéza ceramidil zvySuje (tento poznatek se vyuziva pro 1é¢bu
AD fototerapii), kdezto davky vyssi vyptisobi poskozeni kozni bariéry, snizi mnoZzstvi
ceramidu vazanych kovalentné a jsou schopné vyvolat zanét [29]. Také psychicky stres
negativné ovlivni kozni bariéru — zvysSuje se pii ném propustnost klize a snizuje schopnost

regenerace [8].

3.7 Ceramidy odvozené od dS

Ve SC se vyskytuji 3 zakladni tfidy ceramidd, ve kterych je sfingoidni ¢ast tvotfena
ds, tedy dihydroceramidy. Jsou to NdS, AdS a EOdS, ktery byl objeven teprve nedavno
[30]. Od téchto zakladnich struktur je odvozeno mnoho dalSich, napf. ceramidy lidskych
vlast obsahuji mj. dihydrosfingosinové jednotky nejen s 18 uhliky, ale i s po¢tem 16, 17,
19 nebo 20 uhlikti a nehydroxylované mastné kyseliny nejen se sudym poc¢tem uhliki, ale
i s poctem lichym [31].

Existuji dvé metabolické cesty tvorby ceramidi v organismu: tvorba novych
ceramidi skrze degradaci jiz existujicich a syntéza de novo. Prvni zminéna zahrnuje
degradaci komplexnich sfingolipidli v lysozomech a naslednou tvorbu ceramida
a sfingosinu [32]. De novo syntéza ceramidti ve SC probiha v tomto sledu:

1. tvorba 3-ketodS z palmitoylCoA a L-serinu serinpalmitoyltransferazou

2. tvorba dS z 3-ketodS 3-ketodSreduktazou

3. tvorba o-hydroxy mastné kyseliny znehydroxylované mastné kyseliny
2-hydroxylazou

4. tvorba ceramidu NdS a ceramidu AdS z dS a nehydroxylované mastné
kyseliny a 2-hydroxy mastné kyseliny (ve formé& koenzymu A)
ceramidsyntazou 1-6

5. tvorba ceramidu NS a ceramidu AS z ceramidu NdS a ceramidu AdS

dihydroceramiddesaturdzou
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6. tvorba ceramidu NP a ceramidu AP z ceramidu NdS a ceramidu AdS
hydroxylazou [31]

Vidime tedy, ze nejdfive vznikaji dihydroceramidy (krok 4.), potom teprve ceramidy (krok
5.,6.).

Povést dihydroceramida jako lipidi postradajicich biologickou aktivitu pochazi

z n¢kterych studii z 90. let [33; 34]. Posledni studie vSak naznacuji, ze dihydroceramidy,

ac je jejich aktivita odlisnd od té zjisténé u ceramidul, se chovaji jako bioaktivni lipidy,

které dokonce snizuji apoptotické vlivy ceramidt v bunikach [35]. Jejich role v ktizi v8ak

znama neni, proto jsme se Vv této praci zaméfili na jejich srovnani s ceramidy odvozenymi

od S.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie a pristroje

Dihydroceramidy NdS2, NdS6, NdS8 a NdS24 (obr. 4) a sfingoidni baze (viz nize)
byly zakoupeny od firmy Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA). Ostatni chemikalie
arozpoustédla pochazi z firmy Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Némecko). Tenkovrstevné
chromatografie byly provedeny na TLC deskach Silica gel 60 F254, vyrobce firma Merck
(Darmstadt, Némecko). Na Koflerové pfistroji byly zméfeny teploty tani produktd.
Piipravené latky byly charakterizovany IC spektry (spektrofotometr Nicolet FT-IR 6700)
a spektry NMR (pfistroj Varian Mercury-VX BB), 'H pii 300 MHz a B¢ pti 75 MHz.

OH

HO/Y\/\/\/\/\/\/\/\
HN\H/

0 CerNdS2

OH

HN
\”/\/\/ CerNdS6

@)

OH

HO/Y\/\/\/\/\/\/\/\
HNW

O CerNdSs8

OH

Ho/\‘/\/\/\/\/\/\/\/\
HN\H/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/

0 CerNdS24

Obr. 4 Dihydroceramidy s délkami acylu 2, 6, 8 a 24.
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4.2 Syntéza

Mym tkolem bylo pfipravit tii ceramidy se stejnou c¢tyfuhlikatou acylovou casti
a ruznou sfingoidni bazi. Sfingoidni baze byly komer¢né dostupné, jednalo se o dS, L-dS
aL-S.

Piiprava spocivala v acylaci primarni aminoskupiny baze. Tu jsem se pokusila
pfipostupu A provést pomoci chloridu pfislusné kyseliny v prostiedi pyridinu
a dichlormethanu. Pfi  postupu B jsem nejdiive pfipravila z butyrylchloridu
a N-hydroxysukcinimidu (SI) aktivovany ester, kterym jsem acylovala sfingoidni bazi.
Pii postupu C jsem Kk bazi v prostiedi dichlormethanu piidala kyselinu maselnou a poté byl
soucasn¢ pridan SI s 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidem (WSC). Postupem

C byly nakonec pfipraveny vSechny tii ceramidy.

4.2.1 Syntéza N-[(2S,3R)-1,3-dihydroxyoktadekan-2-yl]butyramidu
((2S, 3R) CerNds4)

Postup A spocival v reakci dS s chloridem kyseliny maselné.

oH o pyridin, CH,CI
: ’ 2v12
HO/Y\/\/\/\/\/\/\/\ +/\)J\C| —>0°C
NH,
OH
HN
o) (2S, 3R) CerNdS4

K 0,1 g (0,332 mmol) dS v prostiedi suchého dichlormethanu pod atmosférou dusiku byly
za stalého michani ptidany 2 ekvivalenty pyridinu, tedy 0,0525 g (0,664 mmol). Za chladu
bylo ke smési ptidano0,0337 g (0,315 mmol) butyrylchloridu a smés byla dale 24 hodin
michana a monitorovana TLC na silikagelu, mobilni faze chloroform/methanol 20:1 (R¢
CerNdS4 = 0,42). Reakéni smés byla ztedéna 20 ml chloroformu a vytfepana trikrat vodou.
Vodné vytifepky byly poté jeSt€ znovu vyttepany s chloroformem. Chloroformové faze
byla vysusena Na,SO, a zahus$téna na vakuové odparce. Produkt byl chromatograficky
precistén na silikagelovém sloupci (mobilni faze chloroform/methanol 20:1, Ry = 0,42).

Produktem byla bezbarva krystalicka latka, vytézek ¢inil 0,0228 g (18,5 %).

Z dtvodu nizké vytéznosti byl vyzkouSen postup B.

19



OH

B pyridin, CH,Cl,, THF
HO/Y\/\/\/\/\/\/\/\ Q W

NH,
OH

o HO/Y'\/\/\/\/\/\/\/\
HN\H/\/

O (2S, 3R) CerNdS4

0,0611 g (0,531 mmol) SI bylo rozpusténo v prostiedi 2 ml suchého dichlormethanu
pod atmosférou dusiku a k této smési bylo piidano 0,0341 g (0,319 mmol) butyrylchloridu
a 0,0412 g (0,531 mmol) pyridinu. Cela tato smés byla michana 20 minut a pak ptikapana
k 0,080 g (0,265 mmol) dS rozpusténého ve 3 ml bezvodého tetrahyrofuranu (THF) a 3 ml
dichlormethanu pii 0°C pod atmosférou dusiku a dalSich 24 hodin michana a monitorovana
TLC na silikagelu, mobilni faze chloroform/methanol 20:1 (R; Cer DS4 = 0,40). Reak¢ni
smés byla zifedéna 20 ml chloroformu a vytiepana tiikrat vodou. Vodné vyttepky byly poté
jesté jednou vytfepany s chloroformem. Chloroformova faze byla vysuSena NaySO,
a zahusténa na vakuové odparce. Produkt byl chromatograficky ptecistén na silikagelovém
sloupci (mobilni faze chloroform/methanol 20:1, R¢=0,40). Produkt podle TLC nebyl
Cisty, a tak jsem provedla znovu sloupcovou chromatografii (mobilni faze
chloroform/methanol 50:1, Ry = 0,36). Produktem byla bezbarva krystalicka latka, vytézek
¢inil 0,0124 g (12,6 %).

Z davodu nizké vytéznosti bylo od postupu B upusténo. Pro postup C byla zvolena reakce

s kyselinou maselnou.

OH o) CH,Cl,

R SI+WSC
HO/Y\/\/\/\/\/\/\/\ + /\)j\OH _—
NH, 0°C

OH
o Ho/\‘/\/\/\/\/\/\/\/\
HN
(0] (2S, 3R) CerNdS4

0,0812 g (0,269 mmol) dS bylo rozpusténo v prostiedi 5 ml suchého dichlormethanu

pod atmosférou dusiku, ke smési bylo za stalého michani piidano 0,0261 g (0,296 mmol)
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kyseliny maselné. Pti 0°C bylo k reak¢éni smési zaroven piidano 0,0310 g (0,269 mmol) Sl
a 0,0460 g (0,296 mmol) WSC. Smés byla dale 24 hodin michana a monitorovana TLC
na silikagelu, mobilni faze chloroform/methanol 30:1 (Rf=0,30). Reakéni smés byla
ziedéna 20 ml chloroformu a vytfepana vodou, pak vodou okyselenou Kkyselinou
chlorovodikovou a znovu vodou. Vodné vyttepky byly poté jesté jednou vytfepany s
chloroformem. Chloroformova faze byla vysusena Na,SO, a zahusténa na vakuové
odparce. Produkt byl chromatograficky ptecistén na silikagelovém sloupci.

Molekulova hmotnost: 371,6 g/mol

Vytézek: 0,0505 g - 50,5 % (bezbarva krystalicka latka)

Rt = 0,37 (silikagel, mobilni faze chloroform/methanol 30:1)

Teplota tani: 117-120°C

[@] 5" = +4,1° (¢ 0,37; CHCls)

IR (ATR): v 3279, 2917, 2850, 1644, 1549, 1467, 721 cm™

'H-NMR (CDCls, 300 MHz): & 6,65—6,48 (1H; d; J= 9,2 Hz; NH), 4,01 (2H; d;
J=9,8Hz; CH,-0), 3,81 (2H; d; J=19,2 Hz; CH-N, CH-O), 2,91 (1H; br s; OH),
2,78 (1H; br s; OH), 2,24 (2H; t; J = 16,0 Hz; CH,), 1,69 (2H; dt; J, = 8,2 Hz; J, = 8,0 Hz;
COCHy), 1,55-1,16 (26H; m; 13 x CHy), 0,97 (3H; t; J=6,7 Hz; CH3), 0,87 (3H; t;
J =5,4 Hz; CH3) ppm.

BC-NMR (CDCls, 75 MHz): & 173,8; 77,4; 77,0; 76,6; 74,1; 62,4; 53,9; 38,6; 34,5; 31,9;
29,7; 29,6; 29,4, 26,0; 22,7, 19,2; 14,1; 13,7 ppm.

4.2.2 Syntéza N-[(2S5,35)-1,3-dihydroxyoktadekan-2-yl]butyramidu

((2S, 35) CerNdS4)
OH 0 CH,Cl,
SI+WSC
HO/YK/\/\/\/\/\/\/\ + /\)j\OH _
NH, 0°C

OH

o HOWVW\/V\
HNW

o (2S, 3S) CerNds4
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0,0395 g (0,131mmol) L- dS bylo rozpusténo v prostiedi 5 ml suchého dichlormethanu pod
atmosférou dusiku, ke smési bylo za stalého michani piidano 0,0127 g (0,144 mmol)
kyseliny maselné. Pti 0°C bylo k reakéni smési zaroven piidano 0,0151 g (0,131 mmol) Sl
a 0,0460 g (0,0144 mmol) WSC. Smés byla dale 24 hodin michdna a monitorovana TLC
na silikagelu, mobilni faze chloroform/methanol 30:1 (Rf=0,28). Reak¢ni smés byla
ziedéna 20 ml chloroformu a vytfepana vodou, pak vodou okyselenou kyselinou
chlorovodikovou a znovu vodou. Pro rozdéleni fazi byl pouzit roztok NaCl (Brine). Vodné
vytiepky byly poté jesté jednou vyttepany s chloroformem. Chloroformova faze byla
vysusena Na,SO, a zahusténa na vakuové odparce. Produkt byl chromatograficky piecistén
na silikagelovém sloupci.

Molekulova hmotnost: 371,6 g/mol

Vytézek: 0,0305 g - 62,7 % (bezbarva krystalicka latka)

Rt = 0,47 (silikagel, mobilni faze chloroform/methanol 10:1)

Teplota tani: 86-89°C

[@] 5 = +2,7° (¢ 0,37; CHCls)

IR (ATR): v 3324, 2918, 2849, 1643, 1537, 1473, 1463, 730, 720 cm™

'H-NMR (CDCl3, 300 MHz): 6 6,26 (1H; d; J = 8,2 Hz; NH), 4,00 — 3,85 (2H; m; CH,-0),
3,78 (2H; m; CH-N,CH-0), 3,20 (1H; br s; OH), 3,08 (1H; br s; OH), 2,22 (2H; t;
J=7,2Hz; CHy), 1,67 (2H; dt; J;=7,6 Hz; J, =6,9 Hz; COCHy); 1,55-1,05 (26H; m;
13 x CHy), 0,96 (3H; t; J = 6,2; CH3), 0,87 (3H; t; J = 6,4; CH3) ppm.

3C-NMR (CDCls, 75 MHz): § 174,0; 72,5; 65,1; 53,2; 38,7; 34,3; 31,9; 29,7; 29,6; 29,5;
29,3; 25,6; 22,7, 19,2; 14,1; 13,7 ppm.

4.2.3 Syntéza N-[(2S,3S,4E)-1,3-dihydroxyoktadec-4en-2-yl]butyramidu

((2S, 3S) CerNs4)
OH 0 CH,Cl,
SI+WSC
HO/\‘/'v + MOH —
NH, 0°C
OH
o H OW\/\/\/\/\/\/\
HN
o) (2S, 3S, 4E) CerNS4

22



0,0415 g (0,139 mmol) L-S bylo rozpusténo v prostiedi 5 ml suchého dichlormethanu
pod atmosférou dusiku, ke smési bylo za stalého michani pfidano 0,0134 g (0,152 mmol)
kyseliny maselné. Pii 0°C bylo k reak¢éni smési zaroven ptidano 0,0159 g (0,139 mmol) Sl
a 0,0270 g (0,152 mmol) WSC. Smés byla dale 24 hodin michana a monitorovana TLC
na silikagelu, mobilni faze chloroform/methanol 30:1 (Rf=0,25). Reakéni smés byla
ziedéna 20 ml chloroformu a vytfepana vodou, pak vodou okyselenou kyselinou
chlorovodikovou a znovu vodou. Pro rozdéleni fazi byl pouzit roztok NaCl (Brine). Vodné
vytiepky byly poté jesté jednou vytfepany s chloroformem. Chloroformova faze byla
vysusena Na,SO, a zahusténa na vakuové odparce. Produkt byl chromatograficky piecistén
na silikagelovém sloupci.

Molekulova hmotnost: 369,6 g/mol

Vytézek: 0,0178 g - 34,8 % (bezbarva krystalicka latka)

Rt = 0,25 (silikagel, mobilni faze chloroform/methanol 30:1)

Teplota tani: 69-72°C

[@] 5 = -3,9° (¢ 0,25: CHCls)

IR (ATR): v 3311, 2920, 2850, 1643, 1555, 1466, 969, 724 cm™

'H-NMR (CDCls, 300 MHz): & 6,18 (1H; d; J=7,3 Hz; NH), 5,80-5,68 (1H; m; C=),
5,51-5,39 (1H; m; C=), 4,40-3,75 (4H; m; C1-C3); 2,93-2,30 (2H; 2 x br s; OH), 2,21 (2H;
t; J=7,2 Hz; CHy), 1,97 (2H; m; CH,), 1,65 (2H; m; CH,), 1,45-1,11 (20H; m; 13 x CHy,),
0,96 (3H; t; J=7,4 Hz; CH3), 0,84 (3H; t; J = 6,3 Hz; CH3) ppm.

BC.NMR (CDCl3, 75 MHz): 6 174,2; 133,9; 128,9; 77,3; 77,2; 77,0; 76,7; 72,9; 64,3; 54,6;
38,7; 32,3; 31,9; 29,7; 29,6; 29,6; 29,5; 29,3; 29,2; 29,1; 22,7; 19,2; 14,1; 13,7 ppm.
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4.3 Priprava modelovych lipidovych membrdn SC

Modelové SC lipidové membrany byly piipraveny jako ekvimolarni smési
studovanych ceramidi, cholesterolu a lignocerové kyseliny (hlavni zastupce mastnych
kyselin nachézejicich se ve SC) s ptfidavkem 5 % (w/w) cholesterolsulfatu. Jednotlivé
lipidy byly navazeny a rozpustény ve smési chloroform/methanol v poméru 2:1 (v/v), byly
pfipraveny lipidové smési dle vypoctu za uziti mikrolitrovych stiikacek. Organicka
rozpoustédla pak byla odpafena pod proudem dusiku a vzorky byly uchovany pies noc
v exikatoru, aby se rozpoustédlo odstranilo uplné. Potom byly lipidové smési rozpustény
ve smési hexan/96% ethanol 2:1 (v/v) v koncentraci 4,5 mg/ml (pozn.: pouziti 96%
ethanolu je nutné pro rozpusténi cholesterolsulfatu). 3x300 ul téchto lipidovych roztoka
bylo pomalu ze tii ahld nastiikano na Nuclepore polykarbonatové filtry s porozitou 15 nm
(Whatman, Kent, Velka Britanie) pod proudem dusiku za pouziti Linomatu IV (Camag,
Muttenz, Svycarsko) vybaveného dodateénym pohybem ve sméru osy y. Tloustka lipidové
vrstvy byla primérné 11 pm. Tyto lipidové filmy byly zahtaty na teplotu 90°C, coz je nad
teplotou hlavniho fazového pirechodu, takto udrzovany po 20 minut a poté pomalu
(~4 hodiny) ochlazovany na pokojovou teplotu. Potom byly uchovavany v termostatu pti
teploté 32°C po dalSich 24 hodin.
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4.4 Permeacni pokusy

4.4.1 Modelova léciva, slozeni donorovych vzorku

Jako modelova 1é¢iva byla zvolena, stejné jako jiz v diivéjSich pokusech [3] :
e Theofylin (TH), M = 180,17 g/mol, logP =— 0,1, pKa=1,7a8,8
e Indomethacin (IND), M = 357,79 g/mol, logP = 3,7, pak = 4,5

Slozeni donorovych vzorkd:

Donorovymi vzorky byly suspenze TH (5%) nebo IND (2%) v 60%
propylenglykolu. Suspenze byly uchovavany v termostatu pii 32°C a pied pokusem byly
homogenizovany na laboratorni tfepacce.

Tyto latky byly vybrany kvili svym vyhodnym vlastnostem pro pokus - jsou totiz
za normalnich okolnosti nedrazdivé, kozni bariéru neovliviiuji a samostatné ji ochotné

nepronikaji. Jsou také snadno stanovitelné béznymi analytickymi metodami.

4.4.2 Permeace

Permeabilita modelovych SC lipidovych membran byla hodnocena za pouziti
Franzovych difuznich cel s propustnou difuzni plochou 0,5 cm? a objemem akceptorového
kompartmentu cca 6 ml. Membrany byly nasazeny do difuznich cel filmem lipidi nahoru
k donorovému kompartmentu a utésnény silikonovym mazadlem. Spodni cast cely byla
naplnéna fosfatovym pufrem (PBS, obsahujici 10 mM fosfatového pufru, 137 mM NaCl
a 2,7 mM KCI) o pH 7,4 s gentamicinem o koncentraci 50 mg/l jako konzervantem. Piesny
objem akceptorové tekutiny byl meéfen pro kazdou celu zvlast a byl zahrnut
do zavérec¢ného vypoctu. Franzovy difuzni cely s ptipevnénymi lipidovymi membranami
byly postaveny do vodni lazn¢ s konstantni teplotou 32°C. Lazen byla vybavena
magnetickymi michadly. Po jedné hodiné ustalovani byla méfena elektricka impedance
(viz nize). Potom bylo na membranu aplikovano 100 pl vzorku (bud’ bylo pouzito 5% TH
nebo 2% IND suspenze v 60% propylenglykolu) a aby se zabranilo vysychani, byly
nasledné membrany zakryty sklickem. Spodni cast Franzovy cely byla udrZzovana pfi
teploté 32°C a michana michadlem. Vzorky z ni (300 pul) byly kazdé 2 hodiny po dobu
8 hodin odebirany injekéni stfikackou a byly nahrazeny stejnym mnoZstvim PBS.

Kumulativni mnozstvi zkoumané latky, které proslo skrz membranu, bylo v zavislosti
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na ¢ase vyneseno do grafu, do vypoctu byl zahrnut pfesny objem cel, odbéry a dopliovani

akceptorové faze. Ustaleny flux 1é¢iva byl vypocitan z linearni oblasti v grafu.

4.4.3 Meéreni elektrické impedance
Elektricka impedance modelovych SC lipidovych membran byla méfena pomoci
LCR ptistroje 4080 (Conrad Electronic, Hirschau, Némecko, méfici rozpéti 20 Q — 10 MQ,
chyba v kQ hodnotach < 0.5%), pracujicim v paralelnim reZimu s ménici se frekvenci
120 Hz, ktera zajistila ziskani nejlepsi citlivosti pro malé zmény impedance. Pro toto
méfeni byla donorova ¢ast Franzovy difuzni cely naplnéna 0,5 ml akceptorové faze a pak
byly hroty sond z nerezavéjici oceli opatrné ponofeny jedna do PBS v donorové a druha

do akceptorového kompartmentu difuzni cely.

4.4.4 Podminky HPLC analyzy

TH a IND byly méfeny zaizokratickych podminek na reverzni fazi HPLC
ptistrojem Shimadzu Prominence (Shimadzu, Kyoto, Japonsko) skladajici se z pumpy
LC-20AD s odplynovatem DGU-20A3, autosamplerem SIL-20A HT, kolonovym
termostatem CTO-20AC, diode array detektorem SPD-M20A a komunikacnim modulem
CBM-20A. Data byla analyzovana softwarem LCsolutions 1.22.

Separace TH byla provedena na kolon¢ LiChroCART 250-4 (LiChrospher
100 RP-18,5 um, Merck) pii 35°C s pouzitim mobilni faze methanol/0,1M NaH,PO,
4:6 (v/V) pii pratoku 1,2 ml/min. Na kolonu jsme nasttikli 10 pl vzorku a TH byl méfen pti
vinové délce 272 nm. Retencni ¢as TH byl 2.9+0.1 min.

Vzorky IND byly analyzovany na kolon¢ LiChroCART 250-4 (LiChrospher
100 RP-18, 5 pum, Merck) spouzitim mobilni faze acetonitril/voda/kyselina octova
90:60:5 (v/v/v) pii prutoku 1,5 ml/min. Na kolonu bylo nastiiknuto 20 pl, teplota bylo
udrzovana na 40°C. UV absorpce byla monitorovana pii vinové délce 270 nm a reten¢ni

¢as byl 3.9+0.1 min. Obé metody byly validovany diive [3].
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem této prace bylo studovat vliv délky acylu a stereochemie na C3
U dihydroceramidti a ceramidl na prostupnost modelovych membran simulujicich kozni
bariéru.

Syntéza spocivala v acylaci primarni aminoskupiny komeréné dostupného dS.
Pii postupu A byl dS acylovan acylhalogenidem (butyrylchloridem) Vv prostiedi suchého
dichlormethanu a pyridinu, ktery vychytaval vznikajici HCl. Reakce probé¢hla s nizkym
vytézkem (18,5 %), proto bylo od tohoto postupu upusténo.

V postupu B byl jako acyla¢ni ¢inidlo pouzit sukcinimidylester kyseliny maselné, ktery
vznikl reakci Sl s butyrylchloridem v prostiedi suchého dichlormethanu. Sukcinimidylester
byl pak ptidan k dS rozpusténém v suchém dichlormethanu a bezvodém THF. Reakce opét
probéhla s nizkym vytézkem (12,6 %), zfejmé na to mélo vliv i dvojité precisSténi produktu
na chromatografickém sloupci, a tak bylo od tohoto postupu také upusténo a byl vyzkousen
postup C — acylace pomoci karbodiimidu.

Pii postupu C byl dS nejprve rozpustén v suchém dichlormethanu, pak k nému byla
pfidana kyselina maselna, smés byla ochlazena na 0°C a poté bylo do reakce zaroven
piidano kondenzaéni ¢inidlo WSC k aktivaci karboxylu. VytéZznost reakce byla vyssi nez
u ptredchozich reakci (50,5 %), a tak byl tento postup pouzit i pro piipravu ceramidi
ze stereoizomeru — L-dS4 (62,7 %) a L-S4 (34,8 %).

Vliv pfipravenych analogh s acylem se 4C a dal§ich ¢tyi komeréné dostupnych
dihydroceramidti (CerNdS2, CerNdS6, CerNdS8, CerNdS24) na permeabilitu modelovych
membran byl sledovan ve Franzovych difuznich celach. Jako ukazatele propustnosti
modelové membrany slouzila:

e clektrickd impedance, ktera monitoruje prostupnost membrany pro ionty
e [écivo TH s malou molekulou a vyvazenou lipofilitou
e 1écivo IND s molekulovou hmotnosti téméf 2 % vétsi nez TH a s vySsim logP

Vysledky permeaci dihydroceramidi byly porovnany s ceramidy, které byly zahrnuty
pro (2S,3R)CerNS4 [36].

Jako akceptorovou fazi jsme pouzili izotonicky fosfatovy pufr o pH 7,4, ktery svymi
vlastnostmi napodobuje plazmu, a jsou v ném dobie rozpustna modelova 1é¢iva, ¢imz se
zaruc€uji spravné podminky pro permeacni pokus. Analytické hodnoceni mnozstvi 1é¢iva,

které proslo modelovou membranou, bylo provedeno metodou HPLC.
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Jako prvni parametr propustnosti membran byla méfena elektricka impedance (Graf A, B).

&g 800+ IM dihydroceramidy (NdS) ‘:'E 500 ';*'
2 [ ceramidy (NS) - 3 . —
c  600- a W =T
K = r*ﬁ
S = 300
3 400 3
£ S 200
2 2001 3
o 2 1004
E £
— o_ — 0_
- 2 4 6 8 24 w [ M
z z ~ - b% e% 66 e%
Délka acylového fetézce S S
) € Q) [€)
S S
¥ S W
@ £ & :59
Y@ &
8- Hl dihydroceramidy (NdS) 61 —_
= [ ceramidy (NS) = 2
~ 6- o~
§ -, § 4
o . =]
3' 4 * 3 *
T — o
- * - 24
x 21> X
i o
O 4 6 8 24 &
b%b‘ ‘{ob‘ b%bt \\%b‘
Délka acylového fetézce & S & S
AN S PR
X & o &
PR
o K & .3
W Q'% Q‘%
4- I dihydroceramidy (NdS) 3 *
= [ ceramidy (NS) = - -
a1 *
§° T § 2
o * o
= [ o | =
2 2] 2 2
[=) [a)
= * £ 14
x 14 x
3 =]
o i
o 2 4 6 8 24 0
: o g &EE
Délka acylového Fetézce oz& & _ (f}
& ,‘9 2 6},{0\
&y (= R
Y % Y R
\¢ Q?', \ Q%

Obr. 5. Vliv délky acylového fetézce a konfigurace na C3 studovanych
dihydroceramidii ve srovnani a pfisluSnymi ceramidy na propustnost modelovych
membran stratum corneum, méfenou pomoci elektrické impedance (A-B), fluxu theofylinu
(C-D) a fluxu indomethacinu (E-F). Data jsou vyjadfena jako primér + SEM, n = 6-15.
* znaci statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s C24 ceramidem, mezi izomery nebo jak
je naznaceno. Data pro ceramidy z grafi A, C a E byla pro ucely tohoto srovnani prevzata

Z prace [36].
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Vysledky permeacnich pokusii dihydroceramidii byly podobné tém ceramidovym,
nicméné¢ projevily se i nékteré rozdily. Z hodnot impedanci na (obr. 5A) vidime,
ze nejmensi impedanci, tedy nejvys$i prostupnost pro ionty, vykazuji membrany
s CerNdS2 a hodnoty impedanci s prodluzujicim se fetézcem stoupaji az k CerNdS8, pak
u CerNdS24 opét klesaji. U ceramidia vSak byla nejniz$i hodnota impedance naméfena
u CerNS4 a CerNSé6.

Flux TH (obr. 5C) mél v diivéjsich pokusech u ceramidi charakter zvonovité
zavislosti, kdy nejvétsi flux byl zaznamenan u Sestiuhlikatého acylu, kdezto
U dihydroceramidii vidime, ze flux klesd s délkou acylového fetézce. Tento trend
V podstaté¢ pozorujeme i u fluxu IND (obr. SE), kde ale nejvétSi propustnost projevily
ceramidy i dihydroceramidy se ¢tyfuhlikatym fetézcem.

Nejvétsi podobnost se projevila u CerNS24 a CerNdS24, ze vSech tii grafl
(obr .5A,C,E) jsme ani v jednom nezaznamenali statisticky vyznamny rozdil mezi témito
prirozené¢ se vyskytujicimi ceramidy. Velmi podobné se jevily 1 ceramidy
a dihydroceramidy s délkou acylu 2 a 8. Statisticky vyznamné rozdily vSak lze vidét u téch
s délkou acylu 4 a 6 uhliki.

Hodnoceni impedanci stereoizomerti je vyneseno do grafu na obr. 5B. Nejmensi, resp.
nejvétsi impedanci jsme zaznamenali u nefyziologickych stereoizomeri —
u (2S, 3S) CerNdS4, resp. (2S, 3S, 4E) CerNS4.

NejmenSi impedanci a nejvétsi propustnost pro ob& Iléfiva vykazoval
(2S, 3S) CerNdS4. Jeho fyziologicky stereoizomer piitom vykazoval impedanci pomérné
vysokou — srovnatelnou s hodnotou impedance dihydroceramidu s délkou acylového
fetézce 24. Nejvyssi impedanci jsme naméfili u (2S, 3S, 4E) CerNS4, avsak flux obou 1é¢iv
pfes membranu s timto ceramidem byl pomérné vysoky.

I v pfipad¢ fyziologického ceramidu a dihydroceramidu pozorujeme statisticky
vyznamny rozdil — dihydroceramid (2S, 3R) CerNdS4 vykazuje vétsi impedanci a nizsi
flux jak TH, tak i IND. Fyziologicky dihydroceramid tedy projevil lepsi bariérové
vlastnosti nez piislusny ceramid.

Vysledky poukazaly na to, Ze konfigurace na C3 a dvojna vazba na C4 u ceramidii
se Ctyfuhlikatym fetézcem ma na uspofadani v membrané vliv. Na tyto efekty mohou mit

vliv jinak uspotadané vodikové miistky a jiné nevazebné interakce.
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6. ZAVER

Cilem prace byla syntéza 3 analogl ceramida s rtiznou sfingoidni c¢asti a s C4
acylovym fetézcem a hodnoceni jejich vlivu a vlivu dalSich 4 komeréné dostupnych
analogli dihydroceramidii s rtiznou délkou acylu na bariérové vlastnosti modelovych
membran SC. Jednokrokovou syntézou byly pfipraveny 3 analogy ceramidi, které byly
spolu s komeréné dostupnymi analogy pouzity k piipravé a studiu modelovych membran
SC pomoci méfeni impedance a permeacnich pokusi S vyuzitim dvou modelovych 1é¢iv.

Vysledky prace ukézaly, ze dihydroceramidy se chovaji podobné jako ceramidy,
nicméné u dihydroceramidt s délkou acylu 4 a 6 se projevily statisticky vyznamné rozdily
oproti ptisluSnym ceramidim, bude tedy tfeba toto 1épe prozkoumat. Stereoizomery se
stejnou délkou acylového fetézce vykazovaly také statisticky vyznamné rozdily,
konfigurace na uhliku 3 a druh vazby na uhliku 4 tedy ovliviiuje permeabilitu membran,
presné vztahy mezi nimi vSak bude nutné dale zkoumat.

Zavérem miizeme fici, ze tato prace potvrdila predpoklad vlivu délky acylového
fetézce na permeabilitu modelové membrany 1 u dihydroceramidii, pfekvapivé na tom
ovSem bylo, ze zavislost délky fetézce na permeabilit¢ membran méla jiny charakter.
Ptekvapivé bylo 1 chovani stereoizomert — L-izomery se chovaly odli$né€ nez fyziologicky

se vyskytujici ceramidy a dihydroceramidy.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A acylovy fetézec mastné kyseliny s hydroxylovou skupinou na a-uhliku
AD atopicka dermatitida

CDCl3 deuterovany chloroform

dS dihydrosfingosin

EO acylovy fetézec mastné kyseliny esterifikovany na w-uhliku
H 6-hydroxysfingosin

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

IND indometacin

IR infracervend spektroskopie

L-dS L-threo-dihydrosfingosin

L-S L-threo-sfingosin

N acylovy fetézec nehydroxylovany

NMR nukledrni magnetické rezonance

O acylovy fetézec mastné kyseliny s hydroxylovou skupinou na -uhliku
P fytosfingosin

PBS fosfatovy pufr

Rt reten¢ni faktor

S sfingosin

SI N-hydroxysukcinimid

SC stratum corneum

TH theofylin

THF tetrahydrofuran

TLC tenkovrstva chromatografie

WSC 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
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