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Ceramidy spolu s vy$simi mastnymi kyselinami a cholesterolem tvofi lamely mezibunééné hmoty
nejsvrchnéjsi vrstvy klze (stratum corneum, SC). Tato lipidova hmota pfedstavuje vlastni kozni bariéru —
chréni organismus pred vnéjsim prostfedim a zaroven udrzuje jeho vnitfni rovnovahu. Slozeni a usporadani
mezibunécéné hmoty SC jsou pro bariérové vlastnosti kliZze zasadni, presto jeji organizace na molekularni
urovni stale neni objasnéna. Cilem této prace bylo prispét k detailnéjSimu popisu organizace kozni bariéry
pomoci studia lipidovych modeld SC, predevsim najit strukturalni parametry v molekulach ceramidd,
které se na bariérovych vlastnostech lipidové hmoty podili. Modelové lipidové membrany SC predstavuji
uzitecny nastroj ve studiu lipid( SC, jejich sloZeni totiz napodobuje (pato)fyziologicky stav v klZi. Ziskané
poznatky by mohly byt vyuzity v diagnostice a/nebo terapii onemocnéni s poskozenou bariérovou funkci
kGzZe (napf. atopickad dermatitida nebo psoriaza).

Nejprve jsme se zaméfili na objasnéni mechanismu ztraty bariérovych vlastnosti klize po zkraceni
acylového fetézce v molekule ceramidu. Studovali jsme permeabilitu (propustnost) multivrstevnych
lipidovych membran a jejich biofyzikalni vlastnosti pomoci diferencidlni skenovaci kalorimetrie (DSC),
infracervené (IR) spektroskopie, praskové rentgenové (X-ray) difrakce a hodnotili jsme i lipidové
monovrstvy (Langmuirovymi izotermami a atomovou silovou mikroskopii). Retézce lipida jsou pfi teploté
kozniho povrchu (32 °C) ve vSech membranach (i téch nejpropustnéjsich — obsahujici ceramidy s délkou
acylu 4 a 6 uhlik(l) uspofadané (prevaziné v all-trans konformaci a v tésné orthorhombické mtiZce).
V membrandch obsahujici ceramidy s kratkym acylem vsak dochazi k separaci domén a vytvareni vice
lamelarnich fazi s kratkou periodicitou, coz mize byt pricinou jejich zvysené propustnosti. Smés s
pfirozenym ceramidem (s délkou acylu 24C) se ochotné uspofaddva do monovrstev a po preneseni na
pevny podklad tvofi souvislé domény, které zaujimaji vétsi plochu.

Podnétem pro studium chovani lipidovych membran SC obsahujici 16C acyl byly studie poukazujici
na zvySené mnoistvi téchto zkracenych ceramidii na tkor pfirozenych ceramidt (s 24C acylem) v kuzi
pacientl s atopickou dermatitidou. Lipidové membrany SC s uvedenymi ceramidy jsme studovali pomoci
DSC, IR a 2H NMR (nukledrni magnetickd rezonance) spektroskopie v pevné fazi. Jejich pfipravé a hodnoceni
predchazela syntéza ceramid( s deuterovanym acylem — takto znacené latky mohou byt v membranach
pozorovany soucasné s neznacenymi, avSak oddélené diky odlisné poloze absorpcniho pdsu v IR spektrech.
Zjistili jsme, Ze pfirozeny ceramid (s 24C acylem) v modelové membrané zaujima otevienou konformaci
s fetézci orientovanymi naproti sobé. Tato konformace je pomérné nezvykld, avsak mulze zvysSovat
soudruznost lamel, coz by mohlo vysvétlit nizkou permeabilitu téchto membran. Pfi teploté koZniho
povrchu (32 °C) je pfirozeny ceramid v modelové membrané SC krystalicky, zatimco ceramid se zkracenym
acylem (16C) je pfitomen predevsim v propustnéjsi gelové fazi.



Drivéjsi studie ukazaly, Ze pro zachovani bariérovych vlastnosti kGize je dlleZity pomér sfingosinovych
(sphCer) a dihydrosfingosinovych (dihydroCer) ceramidd. Vyznam trans-dvojné vazby jsme studovali
pomoci modelovych membrén SC - permealnimi pokusy, DSC, IR a 2H NMR spektroskopii a sledovali také
vliv zkraceni délky acylového fetézce (na 2, 4, 6 a 8 uhlik(l). Permeacni pokusy ukazaly, Ze propustnost
dihydroCer membran obsahujici zkraceny acylovy fetézec je ve srovnani s membranami s pfirozenym
dihydroCer (acyl 24C) vyssi, ale bez statistické vyznamnosti. Permeabilita membran obsahujici sphCer se
zkracenym acylem je ve srovnani s membranami obsahujici dihydroCer vyssi, predevsim u sphCer s délkou
acylu 4 a 6C. AvSak membrany obsahujici ptirozené dihydroCer jsou propustnéjSi nez membrany
s prirozenym sphCer. Vysvétlenim rozdilné permeability membran mizZe byt odlisny podil velmi tésného
orthorhombického usporadani lipidQ, které je u sphCer s kratkym acylem nizsi nez u membran obsahuijici
dihydroCer analogy. Pfi teploté kozniho povrchu (32 °C) je v lipidovych membranach patny narlist méné
usporadané izotropni faze na 27 % u pfirozeného dihydroCer, u sphCer (acyl 24C) je izotropni faze
zastupena pouze v 1 %.

Délka sfingosinového fetézce ma na bariérové vlastnosti klize také vliv. Ceramidové analogy se zkracenym
sfingosinovym (12 a 15C) a acylovym (2, 4 a 6C) fetézcem zvysuji propustnost kiiZze i modelovych lipidovych
membran SC. Biofyzikalni vlastnosti téchto lipidovych membran hodnocené IR spektroskopii se vsak
vyznamné nelisi, napr. lipidové fetézce jsou v membranach dobfe usporadané. Rozdily byly nalezeny v
amidové vibraci a naznacuji odlisné interakce lipidl v oblasti polarni hlavy, prestoze studované ceramidy
se v této Casti molekuly strukturné nelisi. Zaroven bylo zjiSténo, Ze nejpropustnéjsi membrany obsahuji
vétsi pocet kratkych lamelarnich fazi, které by mohly byt pficinou jejich zvysené permeability.

Vysledky této prace rozsitily poznatky o vilastnostech lipid( SC, které prispély k lepSimu porozuméni
bariérové funkce klze, predevsim byl objasnén vliv nékterych strukturélnich prvkd v molekule ceramidd
na chovani lipidovych membran SC. Tyto skutecnosti mohou byt déle vyuzity, napf. v ndvrhu struktur
latek obnovujicich poskozenou kozni bariéru.



