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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmaceutické technologie

Skolitel: Mgr. Jarmila Zbytovska, Dr. rer. nat.

Posluchag: Klara Cernochova

Nazev diplomové prace: Studium fazového chovani vybranych smési lipidu

Ceramidy, cholesterol a mastné kyseliny jsou hlavnimi slozkami
mezibunééné lipidové matrix rohové vrstvy pokozky, stratum corneum (SC). Tyto
lipidy hraji stéZejni roli pro udrzeni funkéni kozni bariéry.

Cilem této prace je studium interakci smési zminénych koznich lipida
na molekuldrni urovni, charakterizace jejich misitelnosti a teplotniho fazového
chovani. K tomuto ucelu byly pfipraveny modelové systémy lipidit napodobujici
prirozené slozeni mezibunétné matrix SC. Pfipravené membrany obsahovaly jeden
nebo vice ceramidia (CerAP, CerNP, CerNS), cholesterol, kyselinu stearovou
a cholesterol sulfat. Smési byly studovany pomoci infracervené spektroskopie
s vyuzitim zahiivaného ATR-krystalu. Z naméfenych dat byla ziskana IC spektra
a teplotni zavislosti polohy jednotlivych pasi, které byly detailné hodnoceny.

Vysledky prace ukazaly piitomnost vodikovych mustkii u jednotlivych
ceramidil. Tyto vazby byly také pozorovatelné u jedné ekvimolarni lipidické smési,
ato ve smesi s CerNP. Naopak smési lipidi obsahujicich CerAP vykazovaly velmi
dobrou misitelnost jednotlivych slozek. U viceceramidovych smési byly pozorovany
charakteristické rysy smési jednoceramidovych. S vyuzitim deuterovaného analogu
kyseliny stearové bylo zjisténo, Ze ceramidy ovliviiuji uspofddanost této kyseliny
ve smési a posunuji jeji fdzovou tranzici do nizSich teplotnich hodnot. Tento vztah
ovSem plati 1 opaéné. Kyselina stearovd ma vliv na uspofadanost uhlovodikovych
fetézcl ostatnich lipidli ve smési a teplotni chovani je v jeji nepfitomnosti zcela

odlisné.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmaceutical Technology

Consultant: Mgr. Jarmila Zbytovska, Dr. rer. nat.

Student: Klara Cernochova

Title of Thesis: Study on phase behaviour of selected lipid mixtures

Ceramides, cholesterol and fatty acids are the main components of the
stratum corneum (SC) intercellular lipid matrix. These lipids play the major role
in maintaining the skin barrier function.

The goal of this work is to study the SC lipid mixtures on the molecular level,
characterization of their miscibility and their temperature phase behavior. For this
purpose, lipid model systems imitating natural structure of the SC intercellular lipid
matrix were prepared. The membranes contained one or more ceramides (CerAP,
CerNP, CerNS), cholesterol, stearic acid and cholesterol sulfate. The mixtures were
studied by infrared spectroscopy using a heated ATR-crystal. From the measured
data, IR spectra and temperature dependency of the position of the particular
IR-modes were evaluated.

The results showed the presence of hydrogen bindings within the ceramides.
These bonds were also observable in the equimolar lipid mixture based on CerNP.
Otherwise, lipid mixtures containing CerAP showed very good miscibility of the
individual components. The two- and three- ceramide mixtures showed characteristic
features of the one- ceramide mixtures. Using deuterated stearic acid, it was
discovered that ceramides affect the arrangement of stearic acid in the mixture and
move its phase transition to lower temperatures. These effects were found to work
vice versa as well. Stearic acid affected both the hydrocarbon chains order of the

other lipids in the mixture and the thermotropic phase behavior..
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ZADANI

Lipidy tvofi vyznamnou skupinu excipientli vyuzivanych pro formulaci lécivych
ptipravkl. Diulezitou slozkou preformula¢nich aktivit je studium jejich fyzikalné-
chemickych vlastnosti at’ jiz samotnych, nebo ve smésich s léCivy ¢i jinymi
excipienty.

Cilem této diplomové prace je studium interakci vybranych smési lipidi na
molekularni urovni, charakterizace jejich misitelnosti a teplotniho fazového chovani.
Teoretickd ¢ast prace bude zaméiena predevSim na fyzikalné-chemické vlastnosti
lipidi z hlediska jejich fazového chovani a jejich vyuziti v oblasti farmaceutické
technologie. Dale budou shrnuty a pfiméfené vysvétleny soucasné moznosti
charakterizace fazového chovani lipidi a tvorby fazovych diagrami.
V praktické casti prace budou pfipraveny smési vybranych lipidi o rtznych
koncentracich. Pomoci infracervené spektroskopie budou sledovany zmény ve
fazovém chovani vyvolané zménou teploty. Dle potieby bude do experimentalni
¢innosti pfipadné zafazena rentgenovd difrakce ¢i diferencidlni skenovaci
kalorimetrie. Na zéklad¢ ziskanych informaci budou sestrojeny fazové diagramy
danych smési lipida. Ziskané vysledky budou tadné diskutovany v souvislosti s

aktudlnimi literdrnimi zdroji.



SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

AD atopickd dermatitida

Cer ceramid

CerAP ceramid AP, a-hydroxy-N-oktadekanoylfytosfingosin
CerAP/NP lipidickd smés obsahujici CerAP i CerNP
CerAP/NP/NS lipidicka smés obsahujici CerAP i CerNP i CerNS
CerAP/NS lipidickd smés obsahujici CerAP i CerNS
CerNP ceramid NP, N-oktadekanoylfytosfingosin
CerNP/NS lipidickd smés obsahujici CerNP i CerNS
CerNS ceramid NS, N-oktadekanoylsfingosin

CS cholesterol sulfat

dSA deuterovand kyselina stearova

ekvimol. ekvimolarni

GlcCer glukosylceramid

hm. hmotnostni

Chol cholesterol

IC infraerveny

LPP dlouhé periodicka faze (long periodicity phase)
MK mastna Kyselina

mol. molarni

RXLI recesivni X-vazana lamelarni ichty6oza

SA kyselina stearova

SB bazalni vrstva (Stratum basale)

SC rohova vrstva (Stratum corneum)

SG zrnita vrstva (Stratum granulosum)

SL vrstva jasnych bunék (Stratum lucidum)

SM sfingomyelin

SPP kratka periodicka faze (short periodicity phase)
SS trnita vrstva (Stratum spinosum)

Y deformacni kyvadlova vibrace

) deformacni ntizkova vibrace

A vlnova délka

Vas valen¢ni asymetrické vibrace

Vg valen¢ni symetrické vibrace



1 UVOD

vvvvvv

vnéjsiho prostfedi. Za bariérové vlastnosti kiize zodpovidad nejsvrchnéjsi vrstva
pokozky - stratum corneum. Hlavni strukturni slozkou stratum corneum jsou
korneocyty obklopené intercelularni lipidovou matrix. NejvyznamnéjSimi lipidy
mezibunééné matrix jsou ceramidy, dale pak cholesterol, mastné kyseliny
a cholesterol sulfat. Nejveétsi role pfi zajisténi spravné kozni bariéry je pfipisovana
pravé ceramidim. Ceramidy spolecné s ostatnimi lipidy vytvaii lamelarni
usporadani, které je nezbytné pro spravnou bariérovou funkci.

Naruseni kozni bariéry mize byt zplisobeno zménami ve sloZeni ¢i organizaci
lipidi v mezibunééném prostoru. Projevem jsou pak rtuzné kozni choroby.
Pti transdermélnim podavani 1€¢iv je vSak cilem kozni bariéru oslabit. K urychleni
prostupu latek kazi se vyuzivaji pomocné latky, tzv. akceleranty transdermalni
permeace.

Béhem této prace byly pfipraveny smési lipidi napodobujici ptirozené slozeni
mezibunécéné lipidové matrice stratum corneum zalozené na téech typech ceramidi
lisicich se mezi sebou strukturou polarni hlavy. Hlavnim cilem prace bylo studium
interakci pfipravenych smési téchto lipidd na molekuldrni wrovni pomoci
infracervené spektroskopie, charakterizace jejich misitelnosti a teplotniho fazového

chovani. Byl zjistovan vliv struktury polarni hlavy ceramidu na tyto jevy.
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2.1 Kiize
Kuze se fadi diky velkému povrchu a hmotnosti mezi jeden z nejvétsi organt

lidského téla.

2.1.1 Prehled funkeci kuze

Hlavni funkci kize je ochrana organismu pied Skodlivymi vnéjs§imi vlivy,
napft. pfed poskozenim UV zéafenim, teplem ¢i chladem.’

Kromé imunologické funkce Langerhansovych ostrivki je navic povrch kize
suchy a kysely, tedy nevhodny pro pieziti mikroorganismt. Tvofii tak bariéru proti
infekci. Kize ma spoleéné spodkozni vrstvou tuku rozhodujici vliv
na termoregulaci. Dale obsahuje velké mnozstvi receptord (dotykové, tlakové,
termoreceptory, receptory pro bolesti) zajistujicich smyslovou funkci. Potni
amazoveé zlazy davaji kizi schopnost exkrece. Naopak jeji resorpéni Cinnost je
vyuzivana pii aplikaci zejm. lipofilnich 1é¢ivych latek ve formé polotuhych 1é¢ivych

piipravki.?

2.1.2 Stavba kuze

ziohovatéla vistva vla
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Obr. 1 P¥i¢ny iez kizi®
Kuze se sklada ze tii zakladnich vrstev: pokozka (Epidermis), Skara (Corium,
Dermis) a podkozni vazivo (Tela subcutanea, Subcutis) (Obr. 1).
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2.1.2.1 Epidermis

Pokozka tvoii horni vrstvu kize. D¢Eli se dale na: Stratum basale (SB), Stratum
spinosum (SS), Stratum granulosum (SG), Stratum lucidum (SL), Stratum corneum
(SC) (Obr. 2).*

Stratum corneum

- = > Stratum
. - granulosum
7

Obr. 2 Schéma epidermis.’

Stratum basale je sloZzeno z jedné fady cylindrickych keratinocytl, které jsou
propojeny desmosomy. Ve spodni casti jsou bunky SB pfipojeny pomoci
hemidesmosomi k bazalni membrané odd€lujici epidermis a skaru.! V bazalni vrstve
se nachazi v malém mnozZstvi melanocyty, které syntetizuji pigment melanin slouZici
k ochrané pied UV zafenim.*

Stratum spinosum je charakterizovano nékolika fadami keratinocyt ostnitého
tvaru. Buiky se smérem K povrchu oplostuji a v horni ¢asti této vrstvy dochazi
k diferenciaci keratinocyti a k produkci keratinu.*

Stratum granulosum obsahuje az tiéi tady oplostélych bunék s granuly

keratohyalinu, meziproduktu rohovaténi.™*



Stratum lucidum, pfechod mezi SC a nezrohovatélou pokozkou, je vyraznéjsi
na ploskach nohou a dlanich.

Stratum corneum (rohova vrstva) zodpovidd za bariérovou funkci kize
a zajistuje dostate¢nou hydrataci tim, ze brani nadmérnému odpatrovani vody. SC je
heterogenni soustava slozena ze z Kkeratinizovanych bezjadernych korneocytt
Vv prosttedi lamelarni lipidové matrice. Bylo zjiSténo, ze zasadni roli ve funkci
audrzeni kozni bariéry hraji mezibundéné lipidy.® Struktura SC byva
pfipodobiiovana k modelu ,cihel a malty“ (korneocyty piedstavuji cihly
a mezibuné¢na lipidova hmota maltu vypliujici prostory mezi korneocyty) (Obr.
3).7®
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" « Skodlivymi latkami
-
o -
L
ol
- : pe
- Hyarolipigicky fiim
A 4
 — e ——— <
: = — = =
— - ——— - e — e
] ‘,i_ - . NP —r K
vt 5| wob ey © ool NS — - -
== Lipidy rohové vrstvy e ~
; — T T——— _ R
S . Zrohovatélé burky =
- S=—— " = -
Rohova - - — e
' Y R = . B v rRe—
vrsiva ":‘C‘_:
- oD T > S e -
. o PO 0 TR - o
v o “u \‘."‘bl
! Qo ¥ y
& v <
il ¢ V¢
o v Ochrana proti ztraté
A
C vody
© Eucerin

Obr. 3 Stratum corneum.’Déli se ddle na stratum conjunctum, kompakmi spodni Cast, a stratum
disjunctum, olupujici se horni ¢dst.*

Nové buiky epidermis vznikaji v SB proliferaci kmenovych bun¢k, pohybuji
se smérem k povrchu za postupné diferenciace. Nasleduje specifickd apoptdza
(bun&¢né jadro se rozlozi za zmenSeni buriky), vznikne Supinka obsahujici keratin

a ta se nakonec odloupne z povrchu t&la.'



2.1.2.2 Lipidy SC

Intercelularni matrix SC tvofi smés specifickych lipidi a minimalni mnozstvi
vody. Je zde zastoupeno 45-50 hm. % ceramidu (Cer), 25 hm. % cholesterolu (Chol),
10-15 hm. % volnych mastnych kyselin (MK) a méné nez 5 hm. % ostatnich lipida,

Z nichz nejdilezit&jsi je cholesterol sulfat (CS).”

2.1.2.2.1 Ceramidy

Ceramidy (N-acylsfingosiny) jsou latky amfifilniho charakteru a patii
do skupiny sfingolipidi.™ Existuje minimalng 12 typi ceramidi (Obr. 4) vyskytujici
se v SC." Polarni hlava Cer je tvofena bazickym aminoalkoholem obsahujicim
dlouhy nepolarni fetézec, na jehoz primarni aminoskupiné v poloze 2 je amidickou
vazbou pfipojena dal$i nepolarni ¢ast zastoupena MK. MK muze byt v poloze
a anebo o hydroxylovana. o-hydroxylované Cer obsahuji 16- az 34-uhlikat¢ MK,
nejvice viak MK s 24 uhliky."®

o OH
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Obr. 4 Molekuldrni struktury voelnych Cer v lidské SC.

Terminologie byla navrhnuta dle Motta a kol. a upravena Robsonem a kol.
Tyto struktury jsou klasifikovany podle sfingoidni baze (Cerna, S: sfingozin,
P: fytosfingozin, H: 6-hydroxysfingozin, DS: dihydrosfingosin = sfinganin)
a N-acylového zbytku (A: a-hydroxylovana MK, O: o-hydroxylovand MK,
N: nehydroxylovana MK). Hydroxyskupina v poloze @ muze byt esterifikovana

(E: acyl kyseliny linolové)."



Cer mohou byt organizovany v ramci lamel ve dvou konformacich. Pokud
oba alkylové fetézce Cer sméfuji stejnym smérem, oznaCujeme tuto konformaci
vlasenkovou (Obr. 5a). Sméfuji-li alkylové fetézce opaénym smérem, jedna se
0 otevienou konformaci (Obr. 5b).*

O AAAAANAAANAANAAANAAS
HOIN/H\/\/\/W\/\
a Z
O AAAAAANAAANAANAAANAAS
b) H NH
/\/W\/\/\/(\m)”

Obr. 5 Molekulové konformace Cer: a) vldsenkovd, b) oteviend.

Syntéza Cer denovo probihda v Kkeratinocytech SG, konkrétné
vV endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparatu.’® Prvnim krokem syntézy je
kondenzace palmitoyl-CoA a L-serinu pomoci serinpalmitoyltransferazy (SPT), coz
je klicovy enzym regulace syntézy sfingolipidi. Produktem je 3-dehydrosfinganin,
ktery je dale redukovan na sfinganin. Acylaci sfinganinu vznika dihydroceramid,
jehoz naslednd dehydratace vede ktvorbé ceramidu.™*’ Cer jsou dale
metabolizovany na sfingomyeliny (SM) a glukosylceramidy (GlcCer).*® Ve formé
lamelarnich (t¢z Odlandovych) télisek jsou SM a GlcCer transportovany do hornich
vrstev epidermis a pomoci enzymu [-glukocerebrosidazy a sfingomyelindzy
pfemény zpét na Cer a za&lenény do lipidové matrix SC.*®

V organismu Cer hraji dilezitou roli rovnéz v metabolismu bunék. Jako
sekundarni poslové maji Cer piedev§im s krat§imi fetézci vyznam pii transdukci
bunéénych signdl. Slouzi jako mediatory bunééného starnuti, apoptdzy

a diferenciace bunék.!’

2.1.2.2.2 Cholesterol

Chol se vyskytuje ve vsech biologickych membranach. Je dalsi klicovou
slozkou bariéry SC. Pti vysokych koncentracich udrzuje lamelarni strukturu SC.
Piekroc¢eni mnozstvi Chol nad jeho rozpustnost v dané membrané vede ale ke vzniku

domén cistého krystalického Chol, a tim se zvysuje riziko diskontinuity lamelarni



struktury. Pro optimalni bariérovou schopnost by mélo byt tedy mnozstvi Chol
max. 30 mol. %. Chol zvySuje pohyblivost fetéza lipida v gelové fazi, a tim piispiva
k mechanické odolnosti. Rovnéz podporuje misitelnost lipidd. Vysoky pomér

Chol/Cer snizuje citlivost lamelarni struktury na zmény ve slozeni lipidéi SC.*

2.1.2.2.3 Volné mastné kyseliny

Ve SC se vyskytuji predev§im nasycené dlouhotetézcové volné MK,
zejm. kyselina lignocerova (C24) a kyselina hexakosanova (C26). V lidském
predlokti byly také detekovany ve stopovém mnozstvi nasycené a mononenasycené
volné MK svelmi dlouhymi fetézci (C32-C36)."° Vétsina MK miaze byt
syntetizovana de novo keratinocyty. MK s fetézci o 16 uhlicich jsou syntetizovany
cytosolovymi syntazami mastnych kyselin.

Volné MK patii mezi hlavni ptivodce kyselého pH na povrchu SC, ¢imz je
zajisténa antimikrobialni bariéra. Dale se kyseliny podili na regulaci permeability SC

% ’ roN 1t o 2
a GiGastni se modulace zanétlivych procest.?’

2.1.2.2.4 Cholesterol sulfat

CS vznika sulfokonjugaci Chol za ucasti enzymu sulfotransferazy v cytosolu
bun¢k SB a SS v epidermis. Nejvyssi koncentrace dosahuje CS ve SG. Ve SC je
hydrolyzovan steroid-sulfatazou zpé na Chol. CS hraje vyznamnou roli

. c . . o v » .- . 17 . 21,22
v diferenciaci keratinocytl a pti vyvoji epidermalni bariéry.”™

2.1.2.3 Molekularni organizace lipidu SC

Pro odhaleni principu bariérové funkce kize je dulezité znat nejen slozeni,
ale i zpisob organizace lipida ve SC. Vypovida o tom skute¢nost, ze v nemocné kizi
byva porucha kozni bariéry Casto pripisovana zméné lipidového slozeni a zéaroven
i uspofadani.?® Studium molekularni struktury kozni bariéry je také vyznamné
z hlediska dermalniho a transdermalniho podavani 1é¢iv, které ma fadu vyhod oproti
konvencni peroralni aplikaci.24

Kozni bariéra je predmétem studia jiz nékolik desitek let a ani v soucasnosti

nejsou jeji principy dokonale vysvétleny.
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Kolem r. 1850 se objevuje prvni teorie tykajici se problematiky kozni bariéry,
kdy Homolle a Duriau tvrdi, ze 1 kdyz klze predstavuje tésnou bariéru, mize
absorbovat urcité chemické latky rozpusténé ve vodé. Témér o 100 let pozdéji
Winsor a Burch ukézali, Ze kozni bariéra ve skuteCnosti spociva v epidermalni
rohové vrstvé. Do této doby se myslelo, ze jedinou funkci SC byla funkce ochranna
dana houzevnatosti SC. Nyni se ale ukazalo, ze pravé SC zodpovida za udrZeni
télesné homeostazy.

V letech 1951-1963 Berenson a Burch, Onken a Moyer prokazali,
7e permeabilita SC je zavislA na mnozstvi obsazené¢ho tuku. Brody vr. 1966
detekoval obsah tohoto tuku v extracelularnim prostoru SC. Brethnach a kol., a Elias
a Friend v 70. letech diky elektronové mikroskopii zjistili, ze mezibunééné lipidy SC
jsou organizovany do vrstev nad sebou.?*

Byla tedy takto popsana trojrozmérna struktura (Obr. 6), u niz rozliSujeme

bo¢ni (laterlni) a lamelarni organizaci.”®

lateralni organizace

lamelarni
organizace

Obr. 6 Schéma trojrozmérné struktury lipidovych lamel >

2.1.2.3.1 Lateralni organizace

Obecné plati, ze v lipidové lamelarni dvojvrstvé se mohou vyskytovat tii typy
boc¢niho uspotadani (Obr. 7), které se lisi v rota¢nich a transla¢nich pohybech.
Prvnim typem je nejvice uspoiddané, orthorhombické uspotadani, kde lipidové
fetézce zaujimaji all-trans konformaci a jsou organizovany v obdélnikové krystalové
miizce. V této fazi neexistuje rotacni ani translacni pohyb lipidovych fetézct. Ve fazi

hexagonalni maji lipidové fetézce moznost rotacniho pohybu podél jejich svislé osy.

11



Translaéni pohyby jsou omezeny. Studie ukéazaly, Ze hexagondlni laterdlni
uspotadani je vice piitomné v hornich vrstvach SC nez v hlubsich vrstvach.?®

V kapalné-krystalické (fluidni) fazi vykazuji fetézce lipidii vysoké mnozstvi
gauche konformerii a téméf ztraci lateralni organizaci. Je zde také vysoka rotacni
a transla¢ni pohyblivost v roving membrany.? Je vieobecné znamo, Ze uhlovodikové
fetézce jsou v krystalickém stavu uspofadany piedev§sim v uspoiadané konformaci
s vysokym pocétem trans konformert. S rostouci teplotou mnozstvi gauche
konformert nartistd a tak postupné dochézi k poklesu usporadani fetézcii a zvySeni

jejich flexibility.’

orthorhombicka

a) Lamelarni faze

b) Lateralni usporadani 0.37n

0.46 nm t 0.46 nm 041 nm

0.41 nm 041 nm

0.41nm

Obr. 7 Lameldrni (2) a laterdlni (b) organizace lipidic SC (upraveno d1e®®?®). V kapalné faizi je

poloha lipidi obtizné definovatelnd ve srovnani s hexagondlnim a orthorhombickym krystalickym
usporadanim, u nichz jsou lateralni pohyby minimalni. Orthorhombicka faze ma lipidy v jednom
smeéru tesnéji u sebe (0,37nm), je tedy pevnéjsi, ale i méné permeabilni, oproti fazi hexagonalni.
Kapalnd fize je vysoce permeabilni.®®

2.1.2.3.2 Lamelarni organizace

V 80. letech Wertz, Schwartzendruber, Madison a Downing pomoci
elektronové mikroskopie za pouziti oxidu ruthenicelého objevili, Ze lipidova matrix
se zobrazuje jako opakujici se jednotky elektronové lucentnich past v uspotradani

siroky-uzky-siroky pas o délce 12,8 nm (Obr. 8).24%
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Obr. 8 Model dle Schwartzendrubera a kol. (1989) (upraveno dle *)

V r. 1991 Bouwstra a kol. za pouziti rentgenové difrakce na izolovaném SC
navrhla dalsi teorii, a to pfitomnost dvoucentralné symetrickych lamelarnich fazi:
jedna s periodicitou cca 6 nm (SPP=kratka periodicka faze) a druha s periodicitou
cca 13nm (LPP=dlouhd periodicka faze) (Obr. 9a). Ztoho bylo ziejmé,
Ze mezi korneocyty je vice nez jedna dvojvrstva lipidi. LPP se nachazi mezi velkymi
plochymi povrchy pfilehlych korneocytti a SPP v blizkosti okraji. V ptitomnosti

vody se ukazalo, Ze nedochazi k bobtnani dvojvrstev, ale Srostouci hydrataci
,,,,,, 25,30

LPP SPP

=11 nm

m Uit
’ ﬁ g | é! d‘i’ “} '
Cpme e ] J%ﬁ'

! LE
i o
: ' ®

-4.5 nm

L
lil i -. .'.'_' —o— oteviend kenformace Cer
F i v Tiifi o= voina MK

== Chol

Obr. 9 Schématické modely navriené pro lamelirni molekularni organizaci lipidii SC
(upraveno dle %)

S jinou teorii pfiSel Garson a kol. Podle jejich studie jsou Cer lokalizovany
v mezibunéénych prostorech do dvojvrstev o dvou ridznych tloustkach: 4,5 nm
a6,5nm (Obr. 9b). Tato hypotéza je shodna s modelem Schwartzendrubera
a vysvétluje ptitomnost izkych a Sirokych péSﬁ.Sl
Forslind byl toho nazoru, ze pro bariérové vlastnosti kiize je dilezity fazovy

stav lipidové vrstvy. Definoval tzv. doménové mozaikovy model (Obr. 10a), v némz
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je Cast lipidi organizovana do oblasti uspotadanych lipida (pevna/gelova krystalicka

faze - doména) a tyto oblasti jsou ohrani¢eny spojitou neuspofadanou fazi, kde jsou

15,30,32,

lipidy ve fluidnim stavu (kapalné-krystalicka faze).

kapalné-krystalické
ohraniceni

pevna krystalicka faze
=doména

Obr. 10 Model lameldrniho uspotidani lipidit SC a) dle Forslinda b) dle Norléna (upraveno dle™®)

Pozdéji Bouwstra a kol. navrhli tzv. sandwichovy model pro LPP, kde

vyznamnou roli molekuldrniho ,,muastku® hraji ultra dlouhé Cer (EOS, EOP

a EOH).®

12,2 nm

e b G e Y (e e D (D e Y
as D Sa_ID A D %‘2‘0:_—_0
: ) EE 50 e sd

-od‘_“

fluidni ,,mustek"  krystalicka faze

Obr. 11 ,,Sandwichovy model“(upraveno dle®)

V 1. 2001 Norlén tvrdi ve své teorii, Ze lipidova vrstva existuje jako jednotna
a souvisla gelova faze.*® Na zékladg této teorie vznikl model jednotné gelové faze
(Obr. 10b)."

Mclintosh  pozoroval asymetrické rozlozeni molekul Chol v ramci
modelovych systémfl.24

Vr. 2012 Iwai a kol. experimentalné¢ prokazali, ze lipidova vrstva je
organizovana do naskladanych dvojvrstev ceramidd, které jsou v plné oteviené

konformaci. V extracelularnim prostoru se opakuje asymetricka lamelarni jednotka

0 délce 11 nm, ktera se sklada z uzkych (4,5 nm) a Sirokych (6,5 nm) past (Obr. 9b,
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Obr. 12). Molekuly Chol jsou asociovany se sfingoidni casti Cer. Tato

jedineCna organizace logicky vysvétluje nejen nizkou propustnost epidermalni

bariéry, ale takéjeji robustnost.?*3*

11 nm
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Obr. 12 Model dle Iwai et al. (2012) (upraveno dle®

2.1.3 Kozni onemocnéni spojena s poskozenim bariéry SC

V soucasné dobé€ je znamo nékolik koznich onemocnéni, jejichz hlavnim nebo
vedlej$im patofyziologickym projevem je poskozeni bariérové funkce kize se

zménou propustnosti epidermis.*

2.1.3.1 Atopicka dermatitida (AD)

AD je chronické, zanétlivé onemocnéni, podminéné slozitou interakci
genetické predispozice, vlivii vnéjsiho prostiedi, neuro-imunologické nerovnovahy
a porusené epidermdlni bariéry. Projevuje se suchosti, nadmérnym odlupovanim
pokozky, svédénim a zanétem kize.*® Kuze pacientt s AD se vyznaGuje zvySenou
citlivosti na drazdivé latky a alergeny.

Naruseni kozni bariéry lze pficist vyraznému snizeni hladiny Cer, které
piisobi jako modulatory permeability a ovliviiuji hydrataci pokozky.®” U AD dochézi
Kk poklesu zejména CerEOS, ktery hraje dominantni roli pfi spravné molekularni
organizaci mezibunéénych lipidu.

Pti¢inou sniZeni hladiny Cer v SC je pozménény metabolismus Cer spojeny
se zvySenou expresi sfingomyelin-deacetylazy. Tento enzym pievadi SM na volné
MK a sfingosylfosforylcholin. SM neni tak vyuzit k tvorbé Cer. Nasledné je snizena
tvorba sfingosinu (za normalnich okolnosti vznika z Cer u¢inkem ceramidazy v SC),
u néhoz je vyznamna silna antimikrobialni aktivita na Staphylococcus aureus.
Down-regulace sfingosinu je jednim z divodu zranitelnosti pacientii s AD na tuto

bakterii, coz muze vést k rozvoji zandtu.®

15



2.1.3.2 Recesivni X-vazana lamelarni ichtyéza (RXLI)

Jedna se o kozni onemocnéni zptisobené genetickym defektem v metabolismu
lipida. Pfi¢inou je nedostatek enzymu steroidni sulfatazy. Dochazi k akumulaci CS
a snizeni hladiny Chol v epidermis a tedy ke zméné poméru CS/Chol. Organizace
lipidi je pozménéna a nasledkem je abnormalni strukturdlni uspotradani
mezibunéénych lipidovych lamel ve SC. CS ovliviiuje i jiné biologické procesy,
jako je proteazova aktivita v SC, coz vede knadmérné deskvamaci pokozky.
Kromé inhibi¢niho u¢inku na protedzy v SC plsobi CS také jako aktivacni faktor
eta-isoformy proteinové kindzy C, ktera je izce spojena se zastavou bunééného cyklu

a diferenciace.®*=8

2.1.3.3 Lupénka (psoriaza)

Lupénka je benigni zanétlivé onemocnéni kiize s hyperproliferaci. V disledku
hyperproliferace je SC az desetkrat silnéjsi nez obvykle. Psoriatické SC postrada
schopnost zadrzovat vodu a je charakterizovano abnormalni soudrznosti.

Podobné¢ jako u AD je zde pozménéna hladina Cer. Bylo zjisténo,
ze psoriatickd loziska vykazuji niz§i mnozstvi Cer esterifovaného kyselinou
linolovou (CerEOS, EOP) a Cer obsahujiciho fytosfingosin (CerNP, CerAP), naopak
je zvyseny vyskyt Cer s obsahem sfingosinu (CerNS, CerNP). Moznymi pfi¢inami je
nedostate¢né zpracovani GlcCer na Cer pomoci enzymu glukocerebrosiddzy nebo

sniZena koncentrace prosaposinu (prekurzor proteinu aktivujiciho sfingolipidy).*

16



2.2 Mechanismus pruniku xenobiotika kazi

Léc¢iva, ¢i jiné chemické latky pii dermalni expozici mohou pronikat
do vnitiniho prostiedi organismu riznymi cestami (Obr. 13):
A. transcelularn¢ (skrz korneocyty a keratinocyty),
B. intercelularné (mezibunéénymi prostory),
C. transfolikularn¢ (vlasovymi folikuly a mazovymi zlazami),

D. transglandularng (vyvody potnich 714z).*

Obr. 13 Mechanismy resorpce xenobiotika ki

Nejcastéji latky vyuzivaji prenosu interceluldrni cestou, méné Casto prochézi
transcelularné. Ostatni cesty maji, mimo aplikace pomoci nanonosicl, okrajovy
vyznam, protoZe zlazy a vlasové folikuly zabiraji pouze 0,1% celkového povrchu
kize.*

Dle Diembecka a spol. je transport latek rozdélen na adsorpci a absorpci.
Pii adsorpci se xenobiotikum nedostava do systémového ob¢hu, setrvava predevsim
ve SC, pusobi lokaln¢ v misté¢ aplikace a je eliminovano deskvamaci pokozky.

U absorpce latka pronika do hlubsich vrstev epidermis, do skary a prostifednictvim

o r ’ 1z e r r v wev v 42
tkanového moku a krevnich kapilar se dostava do systémového reciste.
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Dle WHO je dermalni absorpce globalni termin, ktery popisuje transport
chemickych latek z vnéjsiho prostiedi kiize do krevniho ob&hu. Casto se déale déli na:

e penetraci (vstup latky do SC),

e permeaci (prinik latky do strukturné i funkéné odlisné vrstvy kuze),

e resorpci (pfenos latky miznimi a krevnimi cévami do systémového

ob&hu).*®

2.2.1 Urychlovace permeace

Existuji pomocné latky, které urychluji absorpci léc¢iva pii transdermalni
aplikaci. Tyto pomocné latky se oznaCuji jako urychlovace (akceleranty)
transdermalni penetrace (popi. permeace). Mohou usnadiovat prunik 1é¢iva jednak
nespecificky (napf. prekrvenim v misté aplikace, zvySenim hydratace kize
nebo specifickym pisobenim na molekularni struktury epidermis.** B. W. Barry
ve sv¢ lipidové-proteinové-rozdélovaci teorii tvrdi, Ze akceleranty plsobi jednim
ze tfi nasledujicich mechanismti, eventualné jejich kombinaci:

1) rozruSenim struktur lipidd kidze, ¢imZz dochazi ke zvySeni jejich fluidity

a tim i permeability (Obr. 14a),

2) interakci s intracelularnimi proteiny, zejm. a-keratinem (Obr. 14c),

nebo s proteiny desmosomu (Obr. 14b),

3) optimalizaci rozd&lovaciho koeficientu légivo-kiize.*>*
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Obr. 14 Moiné ucinky transdermdalnich akceleranti. a) Interakce s mezibunéénymi lipidy.
b) Interakce s desmosomy a proteiny. c) Interakce s keratinem v korneocytech.*’
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Z chemického hlediska mtizeme akceleranty rozdélit na hydrofilni, hydrofobni
nebo amfifilni latky. Hydrofobni a amfifilni slouceniny (napt. MK, monoterpeny,
povrchové aktivni latky, Azony, ¢i analogy ceramidl) ovlivituji hlavné lipidy SC,
vykazuji vétsi tendenci k fluidizaci lamel. Hydrofilni akceleranty interaguji
S polarnimi skupinami lipida SC nebo proteinovych struktur.*®
Napft. dimethylsulfoxid diky své polarité interaguje s hydrofilnimi skupinami lipida
za vzniku vodikovych vazeb. Vytésni tak z vazby vodu, ktera vytvoii solvata¢ni obal

a dojde k rozvolnéni organizované lipidové lamely.*®

Ideélni urychlovace permeace by mély splnovat tyto pozadavky:
e nesmi byt toxické, drazdivé, alergizujici,
e nesmi mit vlastni farmakologicky ucinek,
e naruseni kozni bariéry nesmi byt ireverzibilni,
e ndastup by mél byt rychly,
e po ukonceni aplikace je kozZni bariéra rychle a pln¢ obnovena,
e penetrace by méla plsobit pouze v jednom sméru, tzn. nesmi dochazet

ke ztratdm endogennich latek.*
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2.3 Studium lipida SC infraervenou spektrometrii

Infradervena (IC) spektrometrie patii mezi spektralni metody, jejichZ principem
je meéfeni intenzity zéfeni, které je absorbovano zkoumanou latkou nebo jejim
roztokem.> IC spektrometrie pracuje v IC oblasti, tedy v oblasti vlnovych délek A asi
800 Nm-100 pm, tj. rozsah vlno&td 12 000-10 cm™. IC zafeni lze dale rozdélit
na zéfeni v oblasti blizké (12 000-4 000 cm™), stfedni (4 000—200 cm™) a vzdalené
(200-10cm™).%* Nejvyznamngjsi je oblast stiedni, kde se organické latky projevuiji
nejvatsim potem absorpénich pasti. Oblast mezi 6501500 cm™ je charakteristicka
pro kazdou organickou latku, tzn., Ze v této oblasti se nemohou stejn¢ spektralné
projevovat dvé rizné organické slou(“:eniny.52

Elektromagnetické zateni vinovych délek v IC oblasti ma mensi energii nez UV
zateni. Nedochazi tedy k excitaci © elektront, ale ke zméné vibra¢né-rotaniho stavu
molekuly (Obr. 15).°° Pii absorpci zafeni v rozmezi vlnodtu cca 4000—1500 cm™
dochdzi ke zméné vibraci pfitomnych vazeb a funkcénich skupin v molekule, jedna
se 0 tzv. valencni vibrace (v). Zmény valencnich Ghli nastavaji pfi absorpci zafeni
0 vlno&tu cca 1500-500 cm™ a tyto zmény oznacujeme jako deformacni vibrace.>**
Diilezitou podminkou pro pozorovani vibraci v IC spektru je zména dipélového

momentu (napf. polarni vazba C=0 je aktivni, C=C vazba v IC spektru aktivni

neni).>® IC spektrometrie tedy ucinné popisuje polarni skupiny molekul, véetné

W

vodikovych vazeb.?’

valenéni valenéni

symetricka asymetricka
s . + + + -
\ / E { E E
deformaéni deformacni deformacni deformacni
nuzkova kyvadlova véjifova kroutiva

Obr. 15 Nékteré typy vibraci®®
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IC spektrum (tj. zavislost absorbance nebo transmitance na vinoétu) se sklada
Z celé tady absorpCnich pasu. Jednotlivé pasy jsou typické pro jednotlivé funkcéni

skupiny a vazby v analyzované molekule.*

1700

2193

Absorbance

) v | ¥ ] v I v |
3000 2500 2000 1500 1000
Vinoc&et [cm™']

Obr. 16 Piiklad IC spekira kyseliny stearové a jejiho deuterovaného analogu. U SA pozorujeme
dublet CH, rocking (kyvadlovych) vibraci pii vinoctu 720 cm™ a 728 cm™, to ndm znaci
orthorhombické laterdini uspordadani. Vinocty 1462 cm™ a 1471 cm™ jsou typické pro pozice pésu
CH, scissoring (niizkovych) vibraci a dublet opét znaci orthorhombickou fizi. Pii 1700 cm™ se
projevuje neionizovand karboxylovd skupina. Pro tuto praci jsou vyznamné zejm. CH, symetrické
valecni vibrace (2848 cm™) a CH, asymetrické valencni vibrace (2915 cm™). Deuterovand SA
obsahuje ve své molekule misto vodiku ,,tézs1" deuterium, ¢imz dochazi k posunu polohy pdasu CD,
asymetrickych a symetrickych valencnich vibraci do nizsich hodnot vinoctu (2193 cm™; 2088 cm™).
Dublet CD, mizkovych vibraci (1086 cm™; 1091 cm™) ndm indikuje orthorhombické usporaddani
Fetézce.

Valenéni vibrace vazeb vodiku se vyskytuji v intervalu 4000-2500 cm™.
Voln4 vazba O-H absorbuje zafeni pii vlnoétu kolem 3600 cm™ a jednotlivé typy
vazeb C-H v rozmezi 33002700 cm™.

Dvojné vazby absorbuji zafeni v oblasti 1900-1500 cm™. Jako ,,oblast otisku
palce” je Casto nazyvana oblast deformacnich vibraci (1500-500 cm™), protoze
kazda slouc¢enina ma zde charakteristicky soubor frekvenci a toho 1ze vyuzit k uréeni

totoznosti neznamé slouceniny porovnanim s referencnimi spektry.52
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Polohy pasi CH, valen¢nich symetrickych vibraci (vs) jsou detekovatelné
v rozmezi vlnodtu 2848-2854 cm™.>* Cer v pevném stavu vykazuji vysoky stupen
uspoiadani uhlovodikovych fetézct a absorpcni pas CH; vs je detekovatelny v poloze
2848 cm™. Prechodem do fluidni faze roste pomér gauche konformert a poloha pasu
se posunuje k hodnot& kolem 2853 cm™?’ Podobna korelace existuje pro polohy
pasi CH; valen¢nich asymetrickych vibraci (v,s) a to vV rozmezi 2915-2924 cm™,
U deuterovanych slou¢enin mizeme obdobné pozorovat polohy CD, vs mezi 2088

22097 cm™ a polohy CD, v, v intervalu 2193-2198 cm™ (Obr. 16) (Tab. 1).%*

Tab. 1 Dalsi typy vibraci uhlovodikového ¥etézce citlivich na konformaci a formovani domén
(upraveno dle>’)

typ vibrace vinoget [em™]  citlivost
CH, v, 2848-2854
CH, vy 2915-2924
CD; v, 2088-2097
CD; vy 2193-2198
CH, ntizkova () 1462-1474 dublet znaci orthorhombické uspotadani fetézce
1468 hexagonalni uspotadani fetézce
CD, ntizkova () 1086-1094 dublet znaci orthorhombické uspofadani fetézce
1089 hexagonalni uspotadani fetézce
CH, kyvadlova (y) 720, 728 singlet zna¢i hexagonalni fazi, dublet orthorhombickou

Pro objasnéni molekularni organizace lipidQi SC je dilezité znat také polohy
pastt  polarnich hlav. Vibrace karbonylové skupiny byla pozorovana
mezi 1690 a 1740 cm™. Se zvysujici se teplotou roste hodnota vinoétu z 1690 cm™
na 1695-1715 cm™. Nizky vlnodet udava silné vodikové vazby a oslabeni tchto
vazeb se projevuje zvySenim hodnoty. U Cer byly dale pozorovéany silné pasy
v oblastech spektra 1700-1500 cm™. Jsou za n& zodpovédné 2 typy amidovych
vibraci, které jsou vysoce citlivé na tvorbu vodikovych vazeb. Amidova vibrace | je
detekovatelna v intervalu 1640-1650 cm™, vznika z 80% z karbonylové vibrace a
zapojenim do vodikovych vazeb klesa hodnota jejiho vinoétu. Mezi 1540-1550 cm™
se projevuje poloha pasu amidové vibrace II, ta vychédzi z 60% z deformacni N-H
az40% z valenéni C-N vibrace a oslabenim vodikovych vazeb dochazi k poklesu

«, 55
vinoctu.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
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3.1 Pouzité suroviny a chemikalie

Byly vybrany 3 strukturné blizké typy ceramidi s vyznamnym zastoupenim v kuzi:

e kratsi analog ptirozeného CerAP:
a-hydroxy-N-oktadekanoylfytosfingosin (Cer VI; Evonik, Essen, Némecko)
(dale jen CerAP)
OH

\/\/\/\/\/\/\/\/'\fo

HN o4
M/\/\NV\B:OH
H
e krat$i analog pfirozeného CerNP:
N-oktadekanoylfytosfingosin (Cer Ill; Evonik, Essen, Némecko)
(dale jen CerNP)
VW\AWO
HN__~oH
/W\/\/\/\/\'I:)H
OH
e krat$i analog pfirozeného CerNS24:
N-oktadekanoylsfingosin (CerNS; SigmaAldrich, Schnelldorf, Némecko)
(dale jen CerNS)
\/\/\\/\/\N\/\/\fo

HN

/\/\N\/\/\/\I‘OH
X0oH

Pro pfipravu lipidovych smési podobnych sloZeni SC byly déle pouzity:

e Kkyselina stearova (SA)(Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Némecko)

zastupce MK se stejnou délkou fetézce (C18) jako pouzité Cer

—— =0
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e deuterovany analog SA (dSA) (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Némecko)
- vSech 35 vodikti SA bylo nahrazeno deuteriem

- pro rozliSeni vibraci MK a ostatnich lipida

e cholesterol (Chol) (Sigma-Aldrich,Schnelldorf, Némecko)

HO

e cholesterol sulfat (CS) (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Némecko)

%S //o
HO” SO

Chemikélie pouzité pro pfipravu lipidovvch membran:

e chloroform (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Némecko)
e metanol (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Némecko)
- oboji Cistoty pro HPLC
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3.2 Pouzité pristroje

Vlastni méfeni jsem provadéla
pomoci IC spektrometru s Fourierovou
transformaci Nicolet iZ10
(ThermoScientific, USA) v kombinaci
s vyhiivanym ATR  ZnSe  krystalem
opruméru 1,3mm (Obr. 17). ATR je
oznaceni pro metodu zeslabené¢ho tplného

odrazu (Attenuated Total Reflectance).

Obr. 17 FT-IR spektrometr Nicolet iZ10

3.3 Pouzity software

Spektrometr byl ovladan programem OMNIC (ThermoScientific, USA). Tento
software umoziiuje soucasné méfeni a zpracovavani spekter, jejich editovani,
modifikaci zobrazeni, analyzovani namétenych spekter, tvorbu protokoli, vypocet
statistickych spekter a matematické operace se spektry. Zaroven diagnostikuje
aktualni stav spektrometru a umoziiuje provadét jeho validace a kvalifikace.®

Pro vyhodnocovani dat a tvorbu grafii byl pouzit specidlni pocitacovy program

Origin (OriginLab Corporation, USA).

3.4 Pracovni postup

3.4.1 Priprava vzorku

Piecisténi jednotlivych ceramida

Cistény Cer byl pfipraven rozpusténim surového Cer ve smési rozpoustédel
chloroform/metanol v objemovém poméru 2:1. Ziskany roztok Cer o koncentraci
40 mg/ml byl zahfivan do rozpus$téni. Béhem zahiivani a za stalého michani byl
pridavan po c¢astech metanol (20-30 ml), aby doSlo k odpafeni chloroformu

a nakonec se roztok dal chladit. Snizenim teploty doslo k vysrazeni jiz ¢istého Cer.
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Pfiprava ceramidud pro IR-méfeni

Cistény & surovy Cer jsem zahtivala po dobu 20 minut pii 95 °C. Poté jsem
nechala vzorek vychladnout na laboratorni teplotu. Pfi této teploté pak stal 24 hodin

a déle. Po uplynuti této doby jsem zméfila teplotni zavislost IC spekter.

Pfiprava vzorku lipidickych smési

Pro méteni jsem dale ptipravovala lipidické smési (Tab. 2) obsahujici 5 hm.%
cholesterol-sulfatu a 95 hm. % ekvimolarni lipidické smési z piislusného ceramidu,
popf. smési ceramidi V molarnim poméru 1:1, respektive 1:1:1, cholesterolu
a kyseliny stearové. Tj. podle vzorce: 95 hm. % (n(Cer) : n(Chol) : n(SA)) +5
hm. % CS.

Tab. 2 Seznam méienych vzorkii (v zavorce jsou uvedeny zkratky pro jednodussi psani textu)

jednotlivé Cer ekvimol. lipidicka smés z pFisluSného Cer
s SA s dSA
CerAP CerAP/Chol/SAICS CerAP/Chol/dSA/CS
- surovy nezahtity CerNP/Chol/SA/CS CerNP/Chol/dSA/CS
- surovy zahfaty CerNS/Chol/SA/CS CerNS/Chol/dSA/CS
) f\ft?n},' nez?br?ty ekvimol. lipidicka smés ze smési Cer v mol. poméru 1:1
- CiStény zahraty SSA SSA
e CerAP/CerNPIChol/SAICS (CerAP/NP) CerAPICerNP/Chol/dSA/CS
CerNP/CerNS/Chol/SA/CS (CerNP/NS) CerNP/CerNS/Chol/dSA/CS
CerAP/CerNS/Chol/SA/CS (CerAP/NS) CerAP/CerNS/Chol/dSA/CS
ekvimol. lipidicka smés ze smési Cer v mol. poméru 1:1:1
s SA s SA
CerAP/CerNP/CerNS/Chol/SA/CS
(CerAP/NP/NS) CerAP/CerNP/CerNS/Chol/dSA/CS

K pfipravé jsem pouzivala piecistény CerAP a CerNP a surovy CerNS.
Vypocitané mnozstvi jednotlivych lipidd jsem oddélené rozpustila ve smési
rozpoustédel chloroformu s metanolem (v objemovém poméru 2:1) a to v takovém
objemu rozpoustédel, abych ziskala koncentraci lipidi 10 mg/ml. Po dikladném
rozpusténi a promichani jsem vzorky zbavila rozpoustédla proudem stlacené¢ho
vzduchu a ponechala jsem je den v exsikatoru pod vakuem pro jesté dikladnéjsi
vysuSeni. Nasledujici den jsem vzorky zahtivala po dobu 20 minut nad teplotu
fazového prechodu (tj. cca 95 °C) a nechala vychladnout. Po 24 hodinach jsem

provedla métent.
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Obr. 18 Ukdzka 7 pitipravy vzorkii lipidickych smési SC

3.4.2 Prubéh méreni

Nejprve jsem umistila do kyvetového prostoru spektrometru vyhiivany ATR
nastavec. Krystal jsem dtkladné odistila. V programu OMNIC jsem nastavila
podminky méfeni. Prub&h zahfivani krystalu byl nastaven z laboratorni teploty
do 115°C rychlosti 1°C/min (pifi méfeni jednotlivych Cer) nebo rychlosti
1,25 °C/min (pfi méfeni lipidovych smési). V tomto rezimu bylo snimano jedno
spektrum za minutu, kazdé o 64 scanech.

Pred kazdym méfenim jsem zméfila pozadi. Poté jsem vzorek umistila pfimo

na krystal, oto¢nou hlavici nastavce jsem jej pfitlacila na krystal a spustila méteni.

3.4.3 Zpracovani dat

Vyhodnoceni polohy sledovanych past probéhlo pomoci propojeni programu
OMNIC a TQ Analyst. Ziskané hodnoty jsem dale zpracovavala v programu Origin.
Vytvatela jsem grafy teplotnich zavislosti jednotlivych vzorkd a vzajemné jsem je

porovnavala.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
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4.1 1C spektra
CerAP, CerNP, CerNS

Nejprve jsem provedla porovnani IC spekter Gisténého zahiatého CerAP a

CerNP a surového zahtatého CerNS zmétenych pii 32 °C (coz je teplota povrchu

kiize) (Obr. 19).
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Obr. 19 IC spektra CerAP, CerNP a CerNS pii 32 °C.

Singlet CH, kyvadlovych (720 cm™) a CH, néizkovych (1467 cm™) vibraci

U CerAP a CerNS prozrazuje hexagonalni uspoiadani. U CerNP je pii detailnim

zkoumani vidét naznak dubletu CH; nizkovych vibraci (1471 a 1467 cm'l) a naznak

raménka CH, kyvadlovych vibraci pfi vino&tu 728 cm™, coZ by znamenalo, Ze Cast

molekul CerNP se vyskytuje v orthorhombickém uspofadani. Polohy past v rozmezi

1540-1550 cm™ uréuji amidové vibrace II polarni hlavy Cer. Jsou zde viditelné

i amidové vibrace I, avSak pravdépodobné v dusledku vodikovych mustki doslo

k posunu poloh absorpénich pasti smérem k niz§im hodnotam (1610-1623 cm™).

Analogické pozice pasti amidu I a IT u CerNP byly popsany jiz diive a oznafeny jako

a krystalickd modifikace CerNP.>" Pas amidu I vzorku surového CerNS se tdpi
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na dublet. Je zfejmé, ze CerAP jevi nejslabsi vodikové interakce oproti CerNP
i CerNS. Uhlovodikové Fetézce Cer se projevuji CH, asymetrickymi (cca 2915 cm™)
a symetrickymi (cca 2848 Cm'l) valencnimi vibracemi. Nizké hodnoty vinocta téchto
vibraci znaci rigidni uspotfaddani molekul Cer. Nejvyssi usporadanost fetézcli jevi
CerNS, naopak CerAP je nejméné uspotradany, coz miize souviset i s nejslabsSimi

vodikovymi mistky.

Jednoceramidové ekvimolarni lipidické smési s CerAP, CerNP a CerNS
V IC spektru (pfi 32 °C) ekvimolarnich smési jednotlivych Cer se objevuje

dal$i vyznamny absorpéni pas (Obr. 20).
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Obr. 20 IC spektra jednoceramidovych ekvimolarnich smési s jednotlivymi Cer p¥i 32 °C.

Pfi 1700 cm™ detekujeme pas karboxylové skupiny v neionizovaném stavu
pochézejici z SA. Opét v intervalu 1540-1545 cm™ u viech tfi smési pozorujeme
amidicky pas II. Rozdily nastavaji v poloze amidického pasu I. U smési s CerNP
miZzeme sledovat posun tohoto pasu do polohy 1610 cm™, ato pravdépodobné

v disledku pfitomnosti vodikovych mustk. Nizké hodnoty CH, asymetrickych
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(kolem 2915 cm™) a symetrickych (kolem 2848 cm™) valenénich vibraci u viech
smési prozrazuji velmi rigidni uspofadani uhlovodikovych fetézcti. Podobné jako
u ¢istych ceramida nejvyssi mobilitu fetézcu a nejslabsi vodikové interakce jevi smés
s CerAP. Ekvimolarni smési s CerAP a CerNS vykazuji hexagondlni laterdlni
usporadani, coz se projevuje singletem v oblasti nUzkovych (1466 cm'l)
akyvadlovych CH, vibraci (720 cm™). Stépeni CH, nizkové vibrace na dublet
(1471 cm™; 1466 cm™) a raminko CH, rocking pasu v oblasti 728 cm™ indikuji, Ze

urcita cast lipid ve vzorku s CerNP je uspotfadana orthorhombicky.

Dvouceramidové ekvimolarni lipidické smési s Cer v mol. poméru 1:1
Ve spektrech ekvimolarnich smési obsahujicich dva typy Cer v mol. poméru

1:1 pozorujeme diive jmenované pasy pii stejném vinoctu (Obr. 21).
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Obr. 21 IC spektra dvouceramidovych ekvimolarnich smési s Cer v moldrnim poméru 1:1 pii 32 °C.

U smési s CerNP oproti smési se samostatnym CerNP doslo k posunu
amidického pasu I k tradicnim hodnotam (1640 Cm'l), takze silné vodikové mistky

ovlivilujici pozici pasu jiz nejsou pritomny. Z toho muizeme usoudit, ze CerNP
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netvofi mezimolekularni vodikové vazby s jinymi slozkami smési. Povaha
vodikovych vazeb ve vzorku se samotnym CerNP je ziejm¢ ale mezimolekularni,
protoze se snizujicim se zastoupenim CerNP posun pasu mizi. To znamena,
ze vzdalenost mezi molekulami CerNP je prilis velkd na vytvoteni vodikového
mustku. Pokud by vodikové vazby byly intramolekuldrni povahy, tak by snizujici se
koncentrace CerNP neméla vliv na spektrum a amidicky pas I s niz§im vlno¢tem by

byl ptitomen.

Triceramidova ekvimolarni lipidicka smés s Cer v mol. poméru 1:1:1

IC spektrum smési obsahujici viechny tii typy Cer jevi Obr. 22 vzorové
hodnoty absorpcnich pasii uvedené v teoretické casti. V oblasti poldrni hlavy
mizeme vidét oba amidické pasy v poloze 1545 cm™; 1640 cm™, kterd naznaduje
slabsi vodikové vazby a rovn&Z i pas neionizované karboxylové skupiny (1700 cm™).
Lipidy v této smési jsou opét usporadany hexagonalné (singlet v oblastech 720 cm™
a 1466 cm™). Symetrické (2849,1 cm™) a asymetrické (2916,4 cm™) CH, valen&ni
vibrace prozrazuji nizkou mobilitu uhlovodikovych fetézcl s vyraznym zastoupenim

trans konformera.
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Obr. 22 IC spektrum triceramidové ekvimoldarni smési s Cer v moldrnim poméru 1:1:1 pri 32 °C.
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4.2 Teplotni zavislosti spekter

Pozorovani teplotnich zavislosti IC spekter bylo hlavnim piinosem IC
spektroskopie. Vyznamné jsou oblasti, které nadm urcuji fluiditu fetézch

VvV membranach, tj. zejména CH; a CD, asymetrické a symetrické valenc¢ni vibrace.

4.2.1 Jednotlivé Cer a SA

Teplotni zavislost spektra CerAP

Prvnim tkolem bylo sledovat chovani neptecisténych a precisténych vzorki
samotného CerAP a urcit, jaky vliv na teplotni zavislost ma proces rekrystalizace.
Dale byl pozorovan vliv pifedchoziho zahiivani CerAP nad teplotu fazového

prechodu na prubéh teplotni zavislosti.
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Obr. 23 Teplotni zavislost polohy pdsu CHj, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci
u cistého CerAP.

Na Obr. 23 pozorujeme prubéh teplotni zavislosti CH, valen¢nich vibraci
vzorkli s CerAP. Na prvni pohled je ziejmy rozdil mezi pfedem zahtfivanymi
a nezahfivanymi vzorky. K tani nezahiatych vzorka dochazi v rozmezi 90 a 100 °C.
Vzorky ptfedem zahtaté taji pti teploté vyssi, jejiz hodnoty bohuZzel nevidime, protoze
fazovy pfechod probihal mimo méfené rozmezi. Zahtivané vzorky vykazuji vyssi
pocatecni vinocet pasu nez vzorky nezahtaté. Je to dano tim, ze po procesu zahrati
CerAP krystalizuje v jiné krystalické struktufe, nez pokud je Cisté krystalizovan

z urcitého rozpousteédla. Toto je v souladu i se zjisténim jinych autor(.”
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Rozdil mezi surovym zahfdtym a CiSt€énym zahfdtym CerAP je minimalni.
Jejich absorpéni pasy jsou na pocatku méfeni na piiblizng stejné pozici (2917,6 cm™)
a 1 prub¢h teplotni zavislosti je velmi podobny.

Mezi nezahtivanymi vzorky pozorujeme odliSnou pozici pasu pfi laboratorni
teploté (rozdil cca 1 Cm'l). Cisténim surového CerAP se zvysila teplota pocatku
fazového prechodu. Surovy nezahtaty CerAP zacina tat pii cca 90 °C, Cistény pak
kolem 100 °C. Vzhledem k velmi podobnému vyvoji pozice CH, vibraci béhem
druhého zahtati, je pravdépodobné, Zze rozdilna pozice pied prvnim zahiatim neni
dana obsahem necistot v surovém CerAP, ale spiSe jinou krystalickou strukturou

vychozi latky.

Stabilita krystalické faze CerAP po zahrati

Pro zjisténi stability krystalické faze, kterd v CerAP vznika po zahtati, byl
precisteny CerAP zahfivan nad teplotu fazového pifechodu a méfen ve dvou
obdobich: po 24 hod a po 6 dnech. Vzorek byl vtomto obdobi skladovan

pii pokojové teplote.
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Obr. 24 Teplotni zavislost polohy pasu CH, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci
pri sledovani stability krystalické faze cisteného zahratého CerAP.

Z Obr. 24 je vidét nepatrny rozdil mezi CerAP méfenym po 24 hodinach a
CerAP méfenym po 6 dnech. CerAP méa po 6 dnech na pocatku meéfeni pozici
absorp&niho pasu o cca 0,5 cm™ niZe ne Cer po 24 hodinach a teplotni zavislosti
probiha u n¢j o malinko strméji. Z toho vyplyva, ze sledovany Casovy tusek ma
minimalni vliv na ,,stdrnuti* ceramidii, ¢emuz nasvédcuje i IC spektrum na Obr. 25.
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Obr. 25 IC spektrum cisténého, predem zahiatého CerAP mérené po 24 hodindch a po 6 dnech.

Srovnani teplotni zavislosti spekter ¢istych ceramidi

Cilem bylo porovnat teplotni zavislost poloh péasi mezi tfemi typy Cer:

CerAP, CerNP a Cer NS.
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Obr. 26 Teplotni zavislost polohy pdsu CH, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci
cisteného zahratého CerAP a CerNP a surového zahratého CerNS.

Z Obr. 26 je na prvni pohled patrné odlisné teplotni chovani sfingosinového

CerNS oproti obéma fytosfingosinovym Cer. U CerNS pozorujeme strmy prubéh
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fazového prechodu. Retézce CerNS zalinaji tat jiz pii cca 85°C a piechod
Z krystalické faze do kapalné je ukoncen kolem 95 °C. To se shoduje s vysledky
jinych autort.>® Teplotu tani CerAP a CerNP nelze specifikovat, jelikoz k fazovému
pfechodu zfejm¢ dochdzi mimo rozsah meéfeni (nad 120 °C). Teplotni zavislost
polohy pasu CH; symetrickych valen¢nich vibraci se u CerNP shoduje s vysledky
Garidela.>® Polohy pasti u CerAP jsou na zadatku méfeni vyse nez CerNP a CerNS.
Z toho vyplyva, ze jeho fetézce maji vyssi pomér gauche konformert a jsou tedy
mobilné;si.

Teplotni zavislost spektra samotné kyseliny stearové
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Obr. 27 Teplotni zavislost polohy pasu CH, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci SA

Na Obr. 27 si muzeme v§imnout ostrého bodu tani SA zhruba pii 75 °C.
Na pocatku méteni je SA ve vysoce usporadané struktufe, protoze se polohy pasu
CH, asymetrickych (2914 cm™) a symetrickych (2847 cm™) valenénich vibraci

projevuji pii nizkych vinoctech.
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4.2.2 Porovnani ¢istého Cer s jeho smési

CerAP vs. jednoceramidova smés s CerAP
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Obr. 28 Teplotni zavislost polohy pasu CH, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci
vzorku s CerAP a s jeho smési s SA, Chol a CS.

Smés s CerAP jevi na Obr. 28 jiny prub¢h teplotni zavislosti neZ samostatny
CerAP. U smési s CerAP pozorujeme na Obr. 28a vyraznou pretranzici (cca 2 cm™)
Vv rozmezi teplot 50 az 70 °C s naslednym strmym fadzovym piechodem krystalické
faze do faze fluidni, jenz je ukoncen kolem 100 °C. Béhem pretranzice dochazi
Kk reorganizaci uhlovodikovych fetézcti do rigidnéjsiho usporadani, coz je pomérné
neobvykly jev. Dle teplotni zavislosti polohy pasu CH; symetrickych valen¢nich
vibraci (Obr. 28b) je pretranzice mirnéj$i S naslednym chvilkovym tanim pfi cca
70 °C, které je poté pieruSeno a opétovné tani pokracuje od cca 80 °C do 100 °C.
Naproti tomu K tani samotného CerAP dochazi mnohem pozdé&ji, pti teploté vyssi nez
120 °C (mimo méfené rozmezi). Poloha pasu u smési S CerAP pfii laboratorni teploté
je posunuta o cca 1 cm™ niZe, coz znamend, Ze je smé&s uspofadana rigidngji nez

samostatny CerAP.
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CerNP vs. jednoceramidova smés s CerNP
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Obr. 29 Teplotni zavislost polohy pasu CH, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci
vzorku s CerNP a s jeho smési.

Na Obr. 29 pozorujeme teplotni zavislost ¢isténého, predem zahtatého CerNP
a jeho ekvimol. smési. U smési s CerNP dochazi k prudkému nartstu pozice CH;
vibraci pficca 65 °C a dale pokracuje fazovy piechod pozvolna. Tani samotného
CerNP, stejn¢ jako u CerAP, nelze sledovat, protoze probihd v rozmezi teplot, které
je mimo méfené rozmezi. Pozice pasu CH; asymetrickych valenénich vibraci (Obr.
29a) u obou vzorki je na po&atku mékeni pribliznd podobna (2915 cm™). Jina situace
je na Obr. 29b, kde mizeme vidét u smési s CerNP posun pasu CH, symetrickych
valenénich vibraci o necely 1 cm™ niZe, coZ by u ekvimol. smési opét prozrazovalo

veétsi zastoupeni trans konformert, tedy rigidnéjsi usporadani.
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CerNS vs. jednoceramidova smés s CerNS
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Obr. 30 Teplotni zavislost polohy pasu CHp a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci
vzorku s CerNS a s jeho smési.

Teplotni zavislost u CerNS a jeho ekvimol. smési probihala rozdilné
ve srovnani s predchozimi vzorky (Obr. 30). Kiivka obou vzorkti ma jednoduchy
sigmoidni tvar. Pfechod krystalické fdze do faze kapalné nastava u smési s CerNS uz
pfi cca 45 °C a kon¢i kolem 60 °C, coz je 0 zhruba 40 °C mén¢ nez u samostatného
CerNS. U CH; asymetrickych valenc¢nich vibraci jsou pasy na pocatku méfeni
na ptiblizné stejné pozici (2915,7 cm™). Poloha pasu CH symetrickych valen¢nich
vibraci je p¥i laboratorni teploté u CerNS zhruba o 1 cm™ niZsi neZ u samostatného
CerNS. To znamend, Ze uhlovodikové fetézce jsou v ekvimol. smési ponckud
mobilnéjsi s vétSim zastoupenim gauche konformerti. Timto se CerNS opét odlisuje

od obou fytosfingosinovych ceramidu.
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4.2.3 Srovnani teplotni zavislosti CH, a CD, vibraci

jednoceramidovych smési s dSA

Abychom zjistili, zda se misi SA s ceramidy ve smési, zaménila jsem SA

za jeji deuterovany analog (dSA).

Jednoceramidova smés CerAP s dSA
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Obr. 31 Porovnani teplotnich zavislosti CH, a CD, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich
vibraci smési CerAP/Chol/dSAICS.

Podobné jako u nedeuterovaného vzorku sledujeme u smési CerAP a dSA
fazovou pretranzici (Obr. 31). Zajimavé je, ze zatimco béhem této pretranzice poloha
CH; valenénich vibraci CerAP v zasadé stoupd, poloha CD, valen¢nich vibraci dSA
klesa. Z toho vyplyva, ze uhlovodikové fetézce molekul Cer se stavaji flexibilnéjsi,
zatimco u SA usporadanéjsi. U cCistych latek tento jev neni sledovan. Je ziejmé, ze
za pokles pozice valen¢nich CH, vibraci ve smési s nedeuterovanou SA (viz. Obr.
28), je zodpoveédna SA a ne CerAP. Zajimavosti také je, Ze samostatnd SA taje pfi
teploté kolem 75°C bez pretranzice, ale zavedenim do smési dochazi u ni
k reorganizaci do usporadanéjsiho stavu a fazova preména zacina jiz pii 60 °C.

Z toho vyplyva, Ze misitelnost lipidl v této smési je vysoka.
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Jednoceramidova smés CerNP s dSA
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Obr. 32 Porovnani teplotnich zavislostiCH, a CD, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich
vibraci smési CerNP/Chol/dSA/CS.

Dle Obr. 32 probiha tani dSA ve smési CerNP jinak neZ tani ostatnich lipidd.

U deuterovanych fetézci dSA pozorujeme velmi mirnou pretranzici (rozmezi

cca 50-60 °C) s naslednym ostrym fadzovym piechodem z pevné do fluidni faze

pii zhruba 60-65 °C, coz opét zcela neodpovida teploté tani samostatné SA a znaci

to, ze ostatni lipidy ve smési ovliviyji jeji teplotni chovani. Uhlovodikové fetézce

zbylych lipida taji pomaleji s pferuSenim mezi cca 60—70 °C, kde se jevi také mirna

pretranzice. Fazovy piechod pak pokra¢uje minimalné¢ do 110 °C. Ve srovnani

s CerAP smési zalozené na CerNP jevi niz$i misitelnost lipidi.

43



Jednoceramidova smés CerNS s dSA
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Obr. 33 Porovnani teplotnich zavislosti CH, a CD, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich
vibract smési CerNS/Chol/dSA/CS.

Obr. 33a naznacuje mezi cca 40 a 50 °C slabou pretranzici fetézce dSA
ve smési s CerNS, ktera se u ekvimol. smési S SA jiz neprojevuje. Tani
deuterovanych fetézcii bylo rychlé, zacinalo pifi zhruba 50 °C a pti 60 °C bylo
ukoncéeno. Opét pozorujeme odliSnou teplotu fazové pfemény oproti samostatné SA.
Uhlovodikové fetézce ostatnich lipida smési taly zhruba od 40°C do 65 °C.
Dle teplotni zavislosti polohy pasi CH, a CD, symetrickych valenénich vibraci (Obr.
33b) probiha fazova preména velmi podobnég, obé kiivky maji jednoduchy sigmoidni
tvar. Vzhledem k poklesu teploty tani SA ve smési, na rozdil od Cisté SA (viz. Obr.

27), Ize usoudit dobré promiseni lipida ve smési.

44



4.2.4 Srovnani teplotni zavislosti CH, vibraci jednoceramidovych

smési s nedeuterovanou a deuterovanou SA
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Obr. 34 Teplotni zavislost polohy pasu CH, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci
smési CerAP s SA a smési CerAP s dSA.

Obr. 34 nam ukazuje fakt, ze SA snizuje polohu pasu CH, asymetrickych

a symetrickych valenénich vibraci 0 cca 1,5 cm™. Je tedy ziejmé, Ze fetézce CerAP

jsou ve smési mén¢ uspotradané, nez fetézce kyseliny.

Obdobné¢ je tomu tak u smési CerNP s SA v porovnani se smé&si CerNP s dSA

(Obr. 35) a u smési CerNS s SA v porovnani se smési CerNS s dSA (Obr. 36).
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Obr. 35 Teplotni zavislost polohy pasu CH, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci
smési CerNP s SA a smési CerNP s dSA.
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Obr. 36 Teplotni zavislost polohy pasu CH, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci
smési CerNS s SA a smési CerNS s dSA.
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4.2.5 Srovnani teplotni zavislosti CH, vibraci jednoceramidovych a

dvouceramidovych smési

Smés CerAP vs. smés CerNP vs. smés CerAP/NP

Na Obr. 37 je popsan pribéh teplotni zavislosti CH, asymetrickych

a symetrickych valen¢nich vibraci vzorkd s ekvimol.

a s ekvimol. smési CerAP/NP v mol. poméru 1:1.
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Obr. 37 Teplotni zavislost polohy pasu CH, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci
vzorkii obsahujicich: smés CerAP, smés CerNP, smés CerAP/NP.

U smési s CerAP pozorujeme v rozmezi teplot 50 az 70 °C vySe zminénou
pretranzici. Od 70 do 100 °C doslo k postupnému piechodu krystalické faze
do kapalné. U smési s CerNP probihala fazova pfeména ve dvou krocich. Nejdiive
nastal prudky skok pii 65 °C a pak nasledovalo pozvolné tani uhlovodikovych
fetézcl. Pokud ve vzorku byly obsazeny oba typy Cer zaroven, prubch teplotniho
chovani se zcela zménil. Lipidické fetézce smési CerAP/NP taly bez pretranzice
pozvolna s prudkym vzestupem zhruba pii 65 °C, coz je daleko niz$i teplota, nez
u obou vzorku s jednotlivymi ceramidy. Za povS§imnuti stoji rozdil ve vlno¢tu poloh
past CH; valenc¢nich vibraci, kde u smési s CerAP/CerNP doslo k posunu do vyssich
hodnot oproti samotné smési s CerNP, coz naznacuje vyssi mobilitu fetézcii (vyssi

podil gauche konformeril) ve smé€sném vzorku.
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Smés CerNP vs. smés CerNS vs. smés CerNP/NS
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Obr. 38 Teplotni zavislost polohy pasu CH, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci
vzorkii obsahujicich: smés CerNP, smés CerNS, smés CerNP/NS.

Teplotni zavislost vzorka s CerNP, CerNS a CerNP/NS se lisila (Obr. 38).
Pti laboratorni teploté byly absorpéni pasy CH; valen¢nich vibraci jednotlivych
vzorkd na ruzné pozici. Nejvyssi zastoupeni gauche konformeri (nejvyssi pozice
pasu) méla smés s CerNP/NS, méné smés s CerNS a nejméné smés s CerNP (ta je
nejuspotradanéjsi). Fazova preména smési CerNP/NS probihala ve dvou fazich,
podobné jako smés s CerNP avSak s rozdilnou pocatecni teplotou tani, ktera se vice
ptiblizuje smési s CerNS. Ve smésném vzorku tak pozorujeme charakteristické rysy

obou jednotlivych smési s jednim Cer.
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Smés CerAP vs. smés CerNS vs. smés CerAP/NS
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Obr. 39 Teplotni zavislost polohy pasu CH, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci
vzorkil obsahujicich: smés CerAP, smés CerNS, smés CerAPINS.

Kiivka smési CerAP a smési CerNS byla popsana v piedchozim textu, proto
se budu vice zabyvat fialovou kiivkou, kterd nam znaci teplotni zavislost smési
s CerAP/NS (Obr. 39). Usporfadani fetézct této smési je ve srovnani se smeési
s CerNS méné¢ rigidni. Do zhruba 45 °C probiha teplotni zavislost smési CerAP/NS
pfiblizn€ stejné¢ jako smés s CerAP. Pak u CerAP nasleduje preusporadani
uhlovodikovych fetézcl, ke kterému u komplexni smési v disledku pfitomnosti
CerNS nedochazi. Na kiivce systému CerAP/NS si ale miizeme povSimnout zlomu
ve fazovém prechodu, za ktery je nejspiS zodpovédny CerAP. I u tohoto smésného

vzorku vidime jevy, které jsou typické pro obé smési s jednotlivymi Cer.

49



4.2.6 Srovnani teplotni zavislesti CH, a CD, vibraci

dvouceramidovvch smésis dSA

Zaménou vodikli SA za deuterium mizeme opét oddelené pozorovat chovani

fetézct SA a ostatnich lipidi ve smésném vzorku.
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Obr. 40 Porovnani teplotnich zavislosti CH, a CD, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich
vibraci vzorku s CerAP/CerNP/Chol/dSA/CS.

U vzorku s CerAP/NP a dSA pozorujeme na Obr. 40 vliv pfitomnosti SA
Vv lipidické smési. Tani deuterovanych fetézci dSA ma velmi rychly prubéh pii
teploté kolem 60 °C. Ostatni lipidy tak opét ovliviiuji teplotu tani samostatné SA
(pti 75 °C). CerAP, CerNP a Chol ve smési taji naopak velmi pomalu. U CH; fetézcti
zaCina fazova tranzice dfive a kon¢i mnohem pozdéji. Teplotni zavislost
asymetrickych valenénich vibraci (Obr. 40a) naznacuje asi pti 60 °C mirny zlom
Vv pribéhu tani. Pfi bliz§im zkoumani valencnich vibraci vychazejicich pouze z SA si

mizeme v§imnout slabé pretranzice mezi 50 a 60 °C. U valen¢nich vibraci ostatnich

lipida tento jev nenastava.
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CerNP/CerNS/Chol/dSA/CS
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Obr. 41 Porovnani teplotnich zavislosti CH, a CD, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich

vibraci vzorku s CerNP/CerNS/Chol/dSA/CS.

Velmi podobny pribéh teplotni zavislosti CH, a CD; valen¢nich vibraci

vidime 1 u smési s CerNP/NS (Obr. 41). Mezi 40 az 55 °C je vSak pretranzice dSA

vyraznj$i. Toto stoji za povSimnuti, nebot’ v jednoceramidovych smésich (jak

CerNP, tak CerNS) tato pretranzice SA sledovana nebyla. K tani deuterovanych

fetézcll dale dochézi pti 60 °C. U CH; asymetrickych valenc¢nich vibraci se jevi

nepatrny zlom v pribéhu pozvolné fazové premeény uhlovodikovych fetézch

ostatnich lipidd smési.
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CerAP/CerNS/Chol/dSA/CS
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Obr. 42 Porovnani teplotnich zavislosti CH, a CD, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich
vibraci vzorku s CerAP/CerNS/Chol/dSA/CS.

vvvvvv

teplotni chovani uhlovodikovych a deuterovanych fetézcu (Obr. 42). Je zde
napadnéj$i dvoufdzovy proces tani CH; fetézcii lipidd. Zacind asi pii 40 °C, zlom
nastdva zhruba pti 50 °C, nésleduje pfeuspotfddani fetézcli, fazovd pieména dale
pokracuje od 60 °C a pii 80 °C jsou fetézce jiz zkapalnény. Deuterovand SA opét
projevuje pretranzici, ale v tomto systému taje pomaleji a to v rozmezi asi 25 °C. Je

ziejme, Ze tato smes jevi vysokou misitelnost jednotlivych slozek.
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4.2.7 Srovnani teplotni zavislosti CH, a CD, vibraeci jedno-

a dvouceramidovych smési s dSA

Smés CerAP s dSA vs. smés CerNP s dSA vs.smés CerAP/NP s dSA
Na Obr. 43 pozorujeme teplotni chovani dSA ve smési s CerAP, ve smési

S CerNP a ve smési s CerAP/NP.

a) b)
2200
2100
2199 4 .
2098 - ﬂ
2198 -
2096 by -
<2197 Loy % [
E £ 2094 o
5, ko) = -
3 21981 S 3 2092 - 7
= 2195 = ]
ol 2090 2 .'pf
1
2194 : 2088 - ﬁ
o
:w ® CerAP/Chol/dSA/CS . w  ® CerAP/Chol/dSA/CS
2193 » = CerNP/Chol/dSA/CS 2086+ " CerNP/Chol/dSA/CS
® CerAP/CerNP/Chol/dSA/CS ® CerAP/CerNP/Chol/dSA/CS
2192 T T T T T T 2084 T T T T T T
20 40 60 80 100 120 20 40 60 80 100 120
Teplota [°C] Teplota [°C]

Obr. 43 Teplotni zavislost polohy pasu CD, a) asymetrickych a b) Symetrickych valencnich vibraci
U vzorkit obsahujicich: smés CerAP s dSA, smés CerNP s dSA, smés CerAPINP s dSA.

Vyvoj pozice valencnich CD; vibraci obou jednoceramidovych smési se lisi.
Na pocatku tani fetézcu je rigidnéji uspoiadana dSA ve smési s CerNP (nejnizsi
poloha pasu CD; valen¢nich vibraci), av§ak na konci fdzového ptechodu jsou jeji
fetézce nejmobilnéjsi (nejvyssi poloha pasu). Na rozdil od smési s CerNP, dSA
ve smési s CerAP jevi v rozmezi 30-60 °C pretranzici spojenou s pieuspoiadanim
fetézcl a taje az pii vysSich teplotach.

Ve dvouceramidové smési sledujeme jevy podobné ¢astecné jevim Vv obou
jednoceramidovych vzorcich. Pretranzice SA je rovnéz ziejma, i kdyZ zdaleka ne tak
vyrazna. Téni lipidovych fetézcl se posouva k 60 °C, coz koreluje se stejnym jevem

ve smési zaloZené ¢ist€ na CerNP.
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Dale jsem porovnavala teplotni chovani CH; valen¢nich vibraci
uhlovodikovych fetézct Cer v tychz vzorcich (Obr. 44)
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Obr. 44 Teplotni zavislost polohy pasu CH; a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci u
vzorkii obsahujicich: smés CerAP s dSA, smés CerNP s dSA, smés CerAP/NP s dSA.

Podle teplotni zavislosti CH, asymetrickych valen¢nich vibraci (Obr. 44a)
jevi lipidové fetézce na pocatku méfeni rizny stupen usporadanosti. Naopak kiivky
teplotniho chovani fetézci sledované pomoci symetrickych CH; vibraci na Obr. 44b
vychazi zhruba ze stejného pocatku. U smési s jednim Cer za¢ina fazovy piechod pii
stejné teploté (asi 65 °C), kterému predchazi pretranzice lipidovych fetézct. Tento
jev u smésného vzorku mizi. Pribéh tani potom je nejrychlejsi u smési s CerAP,

pomaleji pak taji uhlovodikové fetézce ve vzorku s CerNP a nejpomaleji u vzorku
s CerAP/NP.
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Smés CerNP s dSA vs.smés CerNS s dSA vs. smés CerNP/NS s dSA
Analogicky jsem srovnala teplotni zavislosti polohy pasu CD, valen¢nich

vibraci dSA u smési s CerNP, s CerNS a s CerNP/NS (Obr. 45).
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Obr. 45 Teplotni zavislost polohy pasu CD, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci u
vzorkil obsahujicich: smés CerNP s dSA, smés CerNS s dSA, smés CerNP/INS s dSA.

Pribéhy teplotnich zéavislosti CD; valen¢nich vibraci jednoceramidovych
smési maji jednoduchy sigmoidni tvar, i kdyz kiivka smési CerNS s dSA ukazuje
malou pretranzici mezi 55-60 °C. U vzorku s CerNP/NS pozorujeme vyraznou
pretranzici ve srovnani s jednoceramidovymi vzorky spojenou se zvySenim
uspotradani fetézcl. Na rozdil od smési s CerAP/NP nedochazi ke zpomaleni tani

fetézcta dSA.
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Na Obr. 46 muzeme sledovat teplotni vyvoj CH; valencnich vibraci
uhlovodikovych fetézcu Cer v tychz vzorcich.
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Obr. 46 Teplotni zavislost polohy pdasu CH, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci
U vzorkii obsahujicich: smés CerNP s dSA, smés CerNS s dSA, smés CerNPINS s dSA.

U smési s CerNS a dSA dochazi k fdzové tranzici v rozmezi pomérné nizkych
teplot (40-65°C). Na pocatku méfeni CH, fetézce této smési vykazuji
Z porovnavanych vzorkl nejrigidnéj$i usporadani a na konci naopak nejmobilngjsi
(nejvyssi pozice pasu). Smésny vzorek s CerNS/NP se svou teplotni kiivkou podoba
vice systému s CerNS. Pretranzice uhlovodikovych fetézci Cer projevujici

se u smesi s CerNP byla v pfitomnosti i CerNS potlacena.
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Smés CerAP s dSA vs. smés CerNS s dSA vs.smés CerAP/NS s dSA
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Obr. 47 Teplotni zavislost polohy pasu CD, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci u
vzorkil obsahujicich: smés CerAP s dSA, smés CerNS s dSA, smés CerAPINS s dSA.

Pozice pasu CD; valen¢nich vibraci vzorku s CerAP/NS a dSA se téméft po celou
dobu zahtivani pohybovala okolo stfedni hodnoty v porovnani s pozicemi pasu systémi
pouze sjednim Cer (CerAP nebo CerNS). Zahiivanim smési CerAP/NS zadina dSA
s pitechodem do fluidni faze kolem 50 °C, stejné jako ve smési s CerNS, kde vsak
deuterované fetézce taji rychleji. CerAP ve smésném vzorku zvySuje teplotu tani dSA.
CerNS zase snizuje intenzitu pretranzice, kterd je u smési se samostatnym CerAP
vyraznd. Téméf po celou dobu zahiivani vzorkli jevi nejrigidné€jsi uspotadani

deuterované fetezce smési s CerAP, s vyjimkou pocatku, kde jsou naopak nejmobilnéjsi.
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Obr. 48 popisuje teplotni vyvoj CH, valen¢nich vibraci uhlovodikovych

fetézcli ceramidl v tychz vzorcich.
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Obr. 48 Teplotni zavislost polohy pasu CH; a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci u
vzorkil obsahujicich: smés CerAP s dSA, smés CerNS s dSA, smés CerAP/NS s dSA.

Podle polohy pasu CH, valenénich vibraci vykazuji uhlovodikové fetézce
téchto tii vzorkt zhruba do 45 °C a dale od 85 °C stejnou usporadanost. Mezi 45
a 85 °C se teplotni zavislost smési lisi. Retézce ve smési s CerNS taji rychle a to
do 65 °C, naopak u smési s CerAP dochazi k reorganizaci fetézct (mezi 55-65 °C)
Snaslednym rychlym fazovym prechodem, ktery je ukonCen kolem 85 °C.
Na teplotni zavislosti smési s CerAP/NS a dSA mizeme spolecné vidét typické
znaky obou Cer. Projevuje se zde jak fdzova pretranzice, za niZ je zodpovédny
CerAP a diky piitomnosti i CerNS je potlacena. Spole¢nou souhrou obou Cer je tani
uhlovodikovych fetézci ve smésném vzorku ukonceno asi v priméru teplot tani

jednoceramidovych smési (coZ je asi 65 °C).
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4.2.8 Srovnani teplotni zavislosti CH, vibraci jedno- a

dvouceramidovvch smési s tiriceramidovou smési

Smés CerAP vs. smés CerNP vs. smés CerNS vs. smés CerAP/NP/NS
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Obr. 49 Teplotni zavislost polohy pasu CH, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci
vzorkii obsahujicich: smés CerAP, smés CerNP, smés CerNS, smés CerAP/NP/NS.

Déle jsem porovnavala teplotni =zavislost CH; valen¢nich vibraci
tiiceramidové smési se smésmi jednoceramidovymi (Obr. 49). Charakteristické rysy
jednoceramidovych smési jsou v komplexni smési viditelné minimalné. Kiivka
tticeramidové smési se nejvice podobala teplotnimu chovani smési s CerNS (obé
maji sigmoidni tvar). Jedinym rozdilem je zvySeni teploty tani tficeramidové smési
asi 0 10 °C oproti smési s CerNS, coz je zpusobeno pritomnosti zbylych dvou Cer,
u nichZ fazova pfreména probihd pozdéji a pomaleji. U CH, symetrickych valen¢nich

vibraci (Obr. 49b) je nepatrny naznak pretranzice.
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Smés CerAP/NP vs. smés CerNP/NS vs. smés CerAP/NS
vs. smés CerAP/NP/NS
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Obr. 50 Teplotni zavislost polohy pasu CH, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci
vzorkii obsahujicich: smés CerAPINP, smés CerNP/NS, smés CerAPINS, smés CerAP/NP/NS.

Na Obr. 50 je velkou zajimavosti, Ze teplotni zavislosti CH;, valen¢nich
vibraci dvouceramidovych smési jsou si velmi podobné, avsak odlisné od teplotniho
prabéhu smési tiiceramidové. Smeési obsahujici dva typy Cer taji v delSim teplotnim
rozmezi, zatimco smeés tiiceramidova piechazi z pevné faze do faze fluidni velmi
rychle (asi pti 65 °C). Poté, co je fazovy piechod hotovy, se teplotni kiivka smési
s CerAP/NP/NS setkava s kiivkami smési S CerNP/NS a s CerAP/NS a pokracuji
spolecné az do konce méfeni. Tficeramidova smés po témét celou dobu zahifivani
jevi nejnizsi polohu CH; valenénich vibrace a tedy nejvyssi rigiditu uhlovodikovych

fetézcu.
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4.2.9 Srovnani teplotni zavislosti CH, a CD, vibraci tFiceramidové

smési S dSA

Smés CerAP/CerNP/CerNS s dSA

Abych mohla pozorovat teplotni chovani a misitelnost jednotlivych slozek

tiiceramidové smési, opét jsem nahradila SA jejim nedeuterovanym analogem (dSA).
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b)

Obr. 51 Porovnani teplotnich zavislosti CH, a CD, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich
vibraci vzorku s CerAP/CerNP/CerNS/dSA/CS.

Teplotni zavislost polohy pasu CD, valen¢nich vibraci dSA (Obr. 51) se
I ve smési se tfemi Cer zfetelné li$i od samostatné SA (Obr. 27). U deuterovanych
fetézcll dochéazi k vyrazné pretranzici v rozmezi 35-60 °C s naslednym rychlym
tanim, coz je o 15 °C dfive, nez tani ¢isté SA. To znamend, Ze 1 v této smesi Cer
ovlivituji teplotni chovani SA. OvSem je tomu i1 naopak, podivame-li se na svétle
rizovou kiivku na Obr. 49 ¢i Obr. 50, ktera popisuje teplotni chovani tficeramidové
smési s nedeuterovanou SA, vidime, Ze neni shodna s teplotni zavislosti CH;
valenc¢nich vibraci u smési s dSA. U uhlovodikovych fetézct v tiiceramidové Smési
s dSA je proces fazové premény pomalejsi a neprojevuje se pretranzice, kterd je
u tficeramidové smési s nedeuterovanou SA zietelnd. Z toho vyplyva, Ze 1 SA ma
vliv na uspotadanost a teplotni prub&éh Cer. Tyto d&je tak vykazuji opét dobrou
misitelnost SA s ostatnimi slozkami tficeramidové smési, coz naznacuje i podobny

prubéh CH; a CD; valen¢nich vibraci asi od 70 °C do konce experimentu.
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4.2.10Srovnani teplotni zavislosti CH, a CD,_vibraci jedno- a

dvouceramidovvch smési s dSA s tFiceramidovou smési s dSA

Smés CerAP s dSA vs. smés CerNP s dSA vs. smés CerNS s dSA
vs. smés CerAP/NP/NS s dSA
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Obr. 52 Teplotni zavislost polohy pasu CD, a) asymetrickych a b) Symetrickych valencnich vibraci
U vzorkit obsahujicich: smés CerAP s dSA, smés CerNP sdSA, smés CerNS sdSA a smés
CerAP/NP/NS s dSA.

Pomoci teplotni zavislosti polohy pasu CD; valen¢nich vibraci (Obr. 52)
muzeme sledovat, jak se chovda dSA v tficeramidové smési v porovnani
s jednoceramidovymi smésmi. Lze zde krasné vidét, jak je teplotni chovani
ovlivnéno vsemi tiemi Cer. Pocatek teplotni zavislosti je do 35 °C stejny jako systém
s CerNS a dSA, néasleduje pretranzice, jejiz kifivka je spolecnd s kiivkou smési
s CerAP a dSA a od 60 °C, kdy dochazi k rychlému tani deuterovanych fetézct, se
teplotni zavislost ztotoznuje se smési s CerNP. Béhem tani se pozice sledovaného
pasu pohybovala kolem primérnych hodnot Vv porovnani s pozicemi pasi
jednoceramidovych smési. | ztohoto Obr. 52 lze usoudit, ze se kyselina misi

s ostatnimi slozkami tficeramidového systému.
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U téze tficeramidové smési s dSA jsem provedla srovnani teplotni zavislosti

valen¢nich vibraci uhlovodikovych fetézcti ceramidu S jednoceramidovymi smésmi

s dSA (Obr. 53).
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Obr. 53 Teplotni zavislost polohy pasu CH, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci
U vzorkit obsahujicich: smés CerAP s dSA, smés CerNP s dSA, smés CerNS sdSA a smés
CerAP/NP/NS s dSA.

Zajimavosti je velkd podobnost kiivky teplotniho pribéhu tticeramidové
smési s dSA ve srovnani s kiivkou smési s CerNS a dSA. Vzhledem k tomu, ze
u dvou jednoceramidovych smési (smés s CerAP a dSA a smés s CerNP a dSA)
dochazi k pretranzici uhlovodikovych fetézcd, je tento jen v disledku piitomnosti
i CerNS potlacen. Soucasné CH; fetézce v tiiceramidové smeési ve vétsiné prub&hu

ktivky vykazuji nejvyssi hodnoty pozice CH; vibraci a tudiz nejvyssi mobilitu.
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Smés CerAP/NP s dSA vs. smés CerNP/NS s dSA vs. smés CerAP/NS
s dSA vs. smés CerAP/NP/NS s dSA

V posledni fad¢ se nabizelo porovnat teplotni zavislost polohy pasu CD; a

CH; valen¢nich vibraci tficeramidové smési se smésmi dvouceramidovymi.
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Obr. 54 Teplotni zavislost polohy pasu CD, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci

U vzorkii obsahujicich: smés CerAP/NP s dSA, smés CerNP/NS s dSA, smés CerAP/NS s dSA a smés
CerAP/NP/NS s dSA.

Na Obr. 54, ktery popisuje teplotni zavislost CD, valen¢nich vibraci, vidime,
jak se teplotni chovani dSA ve smésich s dvéma typy Cer piiblizuje podobnosti
teplotntho  pribéhu dSA v tficeramidové smési. AvSak ani u jedné
Z dvouceramidovych smeési neni rigidita deuterovanych fetézci SA vEtSi nez
u fetézcl dSA ve smési tficeramidové. SA v tficeramidové smési jevi nejvyrazngjsi
pretranzici spojenou se zvySenim uspofaddni fetézcli ve srovnani se smésmi

dvouceramidovymi.
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Na zavér jsem porovnala teplotni chovani CHj fetézcl tficeramidové smési

s dSA s fetézci smési tiiceramidové obsahujici dSA (Obr. 55).
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Obr. 55 Teplotni zavislost polohy pasu CH, a) asymetrickych a b) symetrickych valencnich vibraci

U vzorkit obsahujicich: smés CerAPINP s dSA, smés CerNPINS s dSA, smés CerAP/NS s dSA a smés
CerAP/NP/NS s dSA.

Teplotni zavislost CH, symetrickych valenénich vibraci (Obr. 55b) znaéi
na pocatku i1 na konci méteni podobnou usporadanost uhlovodikovych ftetézci
ve vzorcich s dvéma i ttemi typy Cer a dSA. V pribéhu zahtivani se ale situace lisila.
Flexibilngji se chovaly fetézce téiceramidové smési s dSA, ktera rovnéz vykazovala
nejrychlejsi fazovy prechod. Srovnanim s kiivkou teplotni zavislosti CHy valen¢nich
vibraci tficeramidové smési s nedeuterovanou SA (svétle rizova na Obr. 50), ktera
zde jevi nejrigidnéjsi organizaci, muzeme usoudit, Ze SA ma velmi dualezity vliv

na uspotadanost uhlovodikovych fetézcti v komplexni smési se vSemi tiemi typy Cer.
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5 ZAVER

V této diplomové praci jsem se pomoci IC spektroskopie zabyvala studiem
Po naméieni dat jsem nejprve srovnavala IC spektra vzorkd pii 32 °C a néslednd
kiivky teplotnich zavislosti poloh pasit CH, nebo CD;, asymetrickych a symetrickych
valen¢nich vibraci, abych mohla zkoumat fluiditu fetézcti v danych membranach.

Pomoci IC spekter jednotlivych Cer jsem zjistila, Ze nejvétsi usporadanost
uhlovodikovych fetézct vykazuje CerNS. CerAP a CerNS vykazuji hexagondlni
lateralni usporadani. U CerNP se projevil naznak dubletu pasu CH, kyvadlovych
a niizkovych vibraci, coz znamena, Ze se ¢ast molekul vyskytuje v orthorhombickém
usporadani. Dale jsem zaznamenala posun pasu amidu I smérem k niz$im hodnotdm
vlnoc¢tu, coz souvisi S tvorbou vodikovych mustkd. Nejsilngjsi vodikové interakce se
projevovaly u CerNP a nejslabsi u CerAP.

Zavedenim CerAP a CerNS do smési s Chol, SA a CS, doslo k posunu pasu
amidickych vibraci I k hodnotdm naznacujicim oslabeni ptivodnich vodikovych
vazeb. U lipidické smési s CerNP tato zména nenastala, poloha pasu amidu I se stale
projevovala pii niz§im vlnoCtu a to ziejmé opét Vv dusledku ptisobeni vodikovych
vazeb. Smés s CerNP stale naznacovala dublet CH; kyvadlovych a ndzkovych
vibraci. Zména nastala v dvouceramidové smési s CerNP, kde se jiz nizka poloha
pasu amidickych vibraci | a naznak dubletu neprojevuje. Z toho by se dalo vyvodit,
ze povaha vodikovych mdustkl v Cisttm CerNP je mezimolekuldrni, protoze
za ptitomnosti dalSiho typu Cer posun pasu amidu I mizi.

Pomoci sledovani teplotniho chovani jsem zjistila, Ze po pfedchozim zahiati Cer
dochazi k rekrystalizaci v jiné krystalické struktufe, coz se projevilo zvySenim
polohy pasu CH; valen¢nich vibraci.

V lipidickych smésich s CerAP dochazelo k reorganizaci uhlovodikovych
fetézcli do rigidnéjSiho uspotradani. Projevovala se zde fazova pretranzice, pii které
mobilita fetézci ceramidu nariistala, kdezto fetézce SA se stavaly rigidngjSimi.
Nejvyraznéjsi pretrazici jsme mohli pozorovat u jednoceramidové smési S CerAP,

ve dvouceramidovych smésich byl tento jev méné vyrazny. U ¢istého CerAP, Cisté
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SA a ujednoceramidovych smési s CerNP a CerNS se tato pretranzice
neprojevovala.

Zajimavé bylo, ze smes CerNS/Chol/SA/CS jevila posun fazové tranzice o 40 °C
diive ve srovnani se samostatnym CerNS.

Ve dvouceramidovych smésich Ize vidét -charakteristické rysy smeési
s jednotlivymi Cer.

U systému s dSA jsme mohli oddélen¢ sledovat teplotni tranzici deuterovanych
fetézct SA a uhlovodikovych fetdzct zejm. Cer. Retézce SA ve smési s ostatnimi
lipidy taji dfive nez samostatnd SA a u viceceramidovych smési byla zietelna vyse
popsana fazova pretranzice. To znamena, ze Cer ovliviluji uspofadanost SA.
Soucasné vSak SA ovliviiuje uspofddanost Cer, protoze lipidick¢é smési s SA
vykazovaly niz$i polohu CH; valenénich vibraci nez smési s dSA. Toto naznacuje, ze
fetézce ceramidl jevi vy$s$i mobilitu ve smésich nez v Cistém stavu.

Tticeramidova lipidicka smés jevila podle IC spektra vysokou uspoiadanost
uhlovodikovych fetézct a jeji molekuly byly hexagonéalné lateralné€ organizovany.

Teplotni chovani této smési bylo ovlivnéno vSemi tiemi typy Cer. Rovnéz zde
byla ziejma silnd fdzova pretranzice SA spojena se zvySenim rigidity jejich fetézci.
Na rozdil od vétSiny dvouceramidovych smési jevila tato smes vybornou misitelnost

vSech lipidd, coz je pomérné paradoxni pti poctu danych slozek.
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