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1.1 Stavba a vyznam KiiZe

Lidskou kiZi Ize bezpochyby oznacit za nejvétsi organ lidského téla. Tato vicevrstva
selektivné propustnd tkan tvori obal lidského téla, chrani vnitini organy a dalsi tkané
pied poskozenim a je v bezprostrednim styku s okolnim svétem. Neptetrzity kontakt
tohoto organu s vnéjsim prostiedim se projevuje i na funkcich kiiZze. To jsou zejména
funkce vylu€ovaci/respiracni (kiiZe jako vylucovaci orgdn prebytecnych latek), funkce
smyslova (klize jako komunikacni kandl s vnéjSim svétem), dale zasobni (kiize jako
rezervodr energie), funkce imunitni (kiiZe jako soucdst imunitni odpovédi) a kone¢né

funkce ochranna (kaze jako selektivné propustnd bariéra).12

1.1.1 Hypodermis

vivys

podkozniho vaziva, tzv. podkoZi (hypodermis; Obrazek 1). Tato vrstva je kromé
vlaken kolagenu tvorena laloky tukovych bunék, jejichz vakuoly jsou vyplnény
zejména triacylglyceroly. V této oblasti je pritomno bohaté cévni zasobeni. Podkozi
miiZze na nékterych partiich lidského téla absentovat (napf. na oc¢nich vickach); na
jinych mistech je podkoZi zcela zretelné (napt. na ploskdch nohou). Vyznam této
vrstvy spocivd v mechanické ochrané a tepelné izolaci organismu. Kromé
hormonalné indukované metabolické aktivity, tj. produkce/Stépeni triacylglycerold,
ma podkozi také endokrinni funkci. Tato ¢innost spociva v sekreci nebo chemické
upravé hormond, napft. sekrece leptinu ovliviiujiciho stravovaci navyky jedince nebo

pfeména androstendionu na estron.3#
1.1.2 Dermis

Na hypodermis smérem k povrchu kiize naseda $kara (dermis), tvoiena fibroblasty,
vazivovymi vlakny kolagenu (vlaknitymi strukturnimi utvary bohatymi zejména na
L-prolin) a elastinu (zesitovanymi utvary bohatymi na L-glycin, L-valin, L-prolin;
Obrazek 1). Tato tkan je bohata na cévy a je rovnéz dobte inervovana. V této vrstveé
je zakotvena vétSina koZnich derivati. Kromé vlasd, chlupti, nehtd, oboci a o¢nich

fas patii ke koznim derivatlim i zZlazy s vnéjsi sekreci. Prvni skupinou Zlaz jsou potni



zlazy, které lze dale Clenit na Zlazy ekrinni (vylucujici pot pfimo na koZni povrch)
a Zlazy apokrinni, vylucujici zapachajici pot do usti vlasového/chlupového folikulu na
specifickych regionech téla, napt. v podpazni jamce. Druhou skupinu Zlaz tvori Zlazy

mazové, které jsou odpovédné za promasténi povrchu kiize a dalsich derivata.+>
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Obrazek 1. Schematické zndzornéni vrstev savéi kiize.

Diky pritomnym latkdm bilkovinného charakteru je koZni Skara odpovédna za
pevnost a také pruznost kliZze. Vedle statické, tzv. dermalni, slozky nachazime ve
strednich oblastech kiiZe i slozku dynamickou, ktera se ¢asto oznacuje jako tekuté
pojivo. Je to smés latek zejména bilkovinného, a dale cukerného ptvodu
(napft. glukosaminoglykany - kyselina hyaluronova, chondroitin-sulfat apod.;
Obrazek 1), které vyplnuji prostory mezi fibroblasty a sitémi kolagenu a elastinu.

VSechny zminéné slozky se podili na mechanickych vlastnostech ktize.13
1.1.3 Epidermis

Pokozka (epidermis) je nejsvrchnéjsi vrstva kiize. V zasadé je tvorena dvéma typy
bunék, a to bunkami vyplnénymi keratinem (keratinocyty) a bunkami
dendritickymi. Buniky dendritické, které tvori ptiblizné 20 % celkového mnozstvi
pokoZky, ji dodavaji typické vlastnosti (napr. vzhled) a funkce (napft. ochranu pred
vnéjsimi  vlivy). K nejvyznamnéjSim typim dendritickych bunék patii

mechanoreceptory (Merkelovy buiiky), dile T-bunky imunitniho systému
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(Langerhansovy buiiky) ¢i melanocyty, které jsou odpovédné za produkci kozniho

barviva (melaninu).146

Nejpocetnéjsimi bunikami pokozky jsou keratinocyty. Ty jsou propojeny
proteinovymi mistky (desmozomy), Kkteré pomahaji builkdm odolavat
mechanickému stresu a tvori tak s nimi kompaktni celek. Histologicky lze vrstvy
pokoZKky rozdélit na vrstvu bazalni, Spi¢atou a zrnitou, které se souhrnné oznacuji jako

Zivd epidermis. Posledni a zaroven nejsvrchnéjsi vrstva je vrstva rohova.”

—- - korneocyt bez jadra

s. corneum - e .
= + lameldrni matrice

s. granulosum i ot 1% uvolriovani lameldrnich
télisek + keratohyalinni
~ granuly + aktivni forma

£ " a filaggrinu

s. spinosum - vznik keratohyalinnich
R granul + vldkna keratinu
" -+ 7 + profilaggrin

s. basale & " Bl 9o ¢ vV @ - ) exprese keratinu

Obrazek 2. Schematické znazornéni vrstev pokozky a migrace keratinocytu.

Vrstva stratum basale, nékdy oznaCovana jako stratum germinativum, je
tvofena tradou kvadrovitych keratinocytl s velkym ovalnym jadrem. Bunky z této
oblasti postupuji ke koznimu povrchu (Obrazek 2). Ve stratum basale zacina priblizné
¢trnact dni trvajici proces migrace keratinocytli k povrchu, oznaCovany jako
proliferace a diferenciace. Keratinocyty se mitoticky déli, aZ dosdhnou faze
zploStovani, tzv. skvamace. Ve vrstvé Spicaté (stratum spinosum) maji poté bunky
charakteristicky zplosStély tvar a Spicaté zakonceni. Buiiky méni svou metabolickou
aktivitu, mnoZi v sobé lamelarni (Odlandovy) granuly/téliska, tedy membranou
ohraniCené organely obsahujici hydrolytické enzymy, a také glykolipidy,
glykoproteiny, fosfolipidy, a volné steroly, tedy prekurzory lipidi koZni bariéry (viz
dale, Obrazek 2).89

Postupem keratinocytl do useku stratum granulosum se v cytoplazmé koznich
bunék objevuji keratohyalinni granuly vyplnéné latkami bilkovinné povahy. Vedle

proteinové (hydrofilni) sloZky roste v bunikkdch i obsah slozky hydrofobni. Polarni
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prekurzory hydrofobnich lipidii (zejména sfingomyeliny a glukosylceramidy) jsou
uvniti bunék uskladnény vlamelarnich téliskach. Téliska v dalsi fazi splyvaji
s bunénou membranou Kkeratinocytd a jejich obsah se vylévd do mezibunécnych
prostor. Prekurzory jsou pievedeny do aktivni hydrofobni formy enzymatickou
hydrolyzou, coz vede k tvorbé lipidové matrice (matrix). Fosfolipidy jsou zaroven
fosfolipazou hydrolyzovany na mastné kyseliny a glycerol, ktery se spolecné s dalSimi
latkami uplatni v udrzovani hydratace nejsvrchnéjsich tusekt ktize. Lipidova smés
obklopuje jiZz odumfrelé (bezjaderné), vyrazné zploStélé a keratinem vyplnéné
keratinocyty (korneocyty). Formuje se nejsvrchnéjSi vrstva pokozky, stratum

corneum (SC; Obrazek 2).610

1.1.4 Lipidova matrix

1.1.4.1Rozdéleni a struktura bariérovych lipida

Stratum corneum (SC) je 10 aZ 20 um tlusta vrstva, tvorena 15 az 20 radami cihly
pripominajicich oplosténych Sesterecnych korneocytt a lipidové matrice, ktera jako
malta vyplnuje mezibunécné prostory. Vyraznou oporou spojeni korneocytl
a matrice jsou jiz diferencované korneodesmozomy a dale bilkoviny (napf. involukrin,
lorikrin), které spolu tvoii tzv. korneocytarni obalku. Soudrznost hydrofilnich
a hydrofobnich soucasti SC je umocnéna esterovym spojenim mezi bilkovinou
lorikrinem (involukrinem) a w-hydroxylovanymi lipidy matrice (ceramidy (Cer)
a mastnymi kyselinami), které tvori tzv. korneocytarni lipidovou obalku.11-13 Tato
vrstva pravdépodobné slouZzi jako podklad uspotradani dalSich bariérovych lipidg, jak

znazornuje Obrazek 3.

Pro spravnou funkci kiiZe jako bariéry je diilezité kvalitativni a kvantitativni
slozeni lipidd v mezibuné¢né matrici SC. Vedle kovalentné vazanych lipidi
korneocytarni lipidové obalky se v lipidové matrici nachazeji také volné lipidy. Tyto
lze popsat jako ekvimoldrni smés cholesterolu (Chol), dile volnych mastnych
kyselin (VMK) se sudym poctem uhlikii (nejc¢astéji kyselina behenova (Cz2)
alignocerova (Cz4); LIG) a konecné Cer, tvoricich priblizné polovinu hmotnosti
lipidové matrice (Obrazek 3). Ve SC se dale nachazeji i estery Chol nebo také

cholesterol-sulfat (CholS).13
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Obrazek 3. Schematické znazornéni sloZeni kozni bariéry, tj. hydrofilnich korneocytti a hydrofobni
lipidové matrice stratum corneum.

Cer, patrici do Siroké skupiny sfingolipidii, jsou tvoreny malou polarni hlavou
a dvéma lipofilnimi retézci. Tyto N-acyl amino-alkoholy jsou amidy sfingoidnich bazi
a acyli dlouhych (Ci6), velmi dlouhych (C24) a ultradlouhych mastnych kyselin
(C30-32). Jejich syntéza zacind v endoplazmatickém retikulu keratinocytt. Vzniku Cer
predchazi kondenzace palmitoyl-koenzymu A s L-serinem, nasledovani tradou
chemickych dprav, které vedou ke vzniku jednotlivych strukturnich podtypfj, liSicich
se typem polarni hlavy a/nebo acylem mastné kyseliny. Kombinaci riznych typt
sfingoidnich bazi (sfingosinu-S, dihydrosfingosinu -dS, fytosfingosinu - P,
6-hydroxysfingosinu, dihydroxydihydrosfingosinu) a acylii mastnych Kkyselin
(nesubstituovanych nebo hydroxylovanych v polohdch a- ¢i w-) Ize ziskat
strukturni podtypy Cer, které se oznacuji akronymy podle nomenklatury dle
Motty.1415 Podle tohoto nazvoslovi je tak napt. akronym AP oznac¢enim pro Cer na bazi
fytosfingosinu (P) a acylu odvozeného od a-hydroxylované mastné kyseliny (A).16
Teprve neddvno byly popsany tzv. 1-O-acyl Cer s esterifikovanou hydroxylovou
skupinou v poloze 1 sfingoidni baze.1” Piehled zakladnich podtypi Cer zobrazuje

Tabulka 1.
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Tabulka 1. Nomenklatura ceramidii podle Motty.14

OH OH OH
HO
HOYCyoties g/chzH% 02‘\ Uy o OMOM
NAZVOSLOVi CERAMIDU o ’ 29 7

DLE MOTTY . . . . .
nehydroxylovany a-hydroxylovany w-hydroxylovany w-hydroxylovany s vazanou

(N) (A) (0) kyselinou linolovou (EQ)
OH

HO/Y\/\/CQHZS

NH, Cer NS Cer AS Cer OS Cer EOS
sfingosin (S)

OH

HO/\I/\A/C12H25
NH, Cer NdS Cer AdS Cer OdS Cer EOdS

dihydrosfingosin (dS)

OH
- C12H25
e Cer NP Cer AP Cer OP Cer EOP
NH, OH

fytosfingosin (P)
OH

HO/Y\/\(CQHZE Cer NH Cer AH Cer OH Cer EOH

NH, OH
6-hydroxysfingosin (H)

OH

/YV/VCQHZS 1-0-ENS 1-0-EAS Cer N S

b
NH
CisHa™ O 2

1-O-acylsfingosin (1-0-E_S) acyl mastné kyseliny sfingoidni baze

1.1.4.2 Uspoiadani bariérovych lipidi

Diky korneocytarni lipidové obalce, ktera slouZi jako podklad pro usporadani dalSich
latek v mezibuné¢nych prostorach SC, jsou bariérové lipidy (Cer, VMK, Chol)
usporadany vlamelarnich atvarech (vrstvach/lamelach).’® Pomoci elektronové
mikroskopie a rentgenové difrakce bylo zjiSténo, Ze mezibunécné prostory SC jsou
tvofeny pravidelné se opakujicimi lamelami o délce priblizné 13 nm.1920 Toto
opakujici se usporadani bylo pojmenovano jako dlouha lamelarni faze. Tvorba
lamelarniho uskupeni (a tim zachovani kompetentni bariérové funkce) je podminéna
pritomnosti ultradlouhych Cer s esterové vazanou kyselinou linolovou.2! Vedle
dlouhé lamelarni faze byly v mezibunéc¢né lipidové matrici charakterizovany i kratka
lamelarni faze (s délkou lamel pribliZzné 6 nm)22 a faze separovaného Chol23

(Obrazek 4).

Vzhledem ke skutec¢nosti, Ze molekuly Cer maji dva retézce, mohou tyto retézce

zaujmout uzavienou nebo otevienou Kkonformaci. Podstatou uzaviené
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(tzv. vlasenkové) konformace je usporadani retézcli Cer vedle sebe. U otevicené
konformace jsou methylenové retézce roztazené s konci sméfrujicimi do opacnych
smérl. Konformace retézci Cer nebyla, navzdory mnoha studiim zabyvajicim se

7

uspoiadanim koznich lipid{i, doposud objasnéna.24
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Obrazek 4. Schematické znazornéni prostorového uspofadani lipidd rohové vrstvy Kkize;
ORT - ortorombicka mtizka, HEX - hexagonalni mrizka, FLU - fluidni uskupeni, SPP - kratka lamelarni
faze (angl. short periodicity phase), LPP - dlouha lamelarni fize (angl. long periodicity phase).

Lipidy v lamelach SC maji charakteristické lateralni usporadani. Retézce VMK
a Cer jsou usporadany tésné vedle sebe, coz je oznaCovano jako ortorombicka
miiZka (Obrazek 4). Toto uskupeni je nezbytné pro spravnou funkci kozni bariéry.
Pomoci spektralnich metod bylo také popsano usporadani retézci do miizky
hexagondlni, jez se vyznacuje volnéjSim usporddanim a moznosti pohybu
jednotlivych retézcl v mriZce. Velmi mala cast lipidii neni v lamelach organizovana

viibec a je v kapalném stavu. Fluidni uskupeni se pravdépodobné podili na udrzeni

pruznosti klize.25-28
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1.2 Modelové systémy jako nastroj pro studium kozni bariéry

K vyzkumu kozZni bariéry se nejCastéji vyuzivaji biofyzikdlni metody, jako jsou
infraCervena spektroskopie,?8-31 neutronova3233 nebo rentgenova difrakce,3435
elektronova mikroskopie,3¢37 atomova silovd mikroskopie38-40 ¢i diferencialni
skenovaci Kkalorimetrie.#143 Ktomu, aby bylo mozZné posoudit usporadani
(konformaci molekul) a laterdlni a lamelarni organizaci bariérovych lipidd, se
pouzivaji modelové systémy.334446 Tyto modely mohou vérohodné simulovat jak

sloZeni, tak i vlastnosti koZni bariéry.

Podle stupné sloZitosti a poCtu slozek lze modelové systémy (modelové
membrany) Kklasifikovat na dvojslozkové (nejcastéji smési Cer s VMK, nebo
Chol),2947-5¢ trislozZkové (smés Cer, VMK a Chol) a konecné vicesloZkové,
tzv. komplexni. Komplexni modely, vjednovrstvém>1°> nebo cCastéji vicevrstvém
provedeni,>® mohou kromé bariérovych (syntetickych/izolovanych) lipidi dale
obsahovat latky bilkovinné povahy (napft. keratin) ¢i izolované korneocyty.>” Obecné
plati, Ze ¢im vice sloZek dany model obsahuje, tim vice se bliZi k readlnému sloZeni SC.
Ke studiu zejména biochemickych déja lze také pouzit in vitro tkanové modely,
zhotovené na Zzivnych pidach zizolovanych keratinocytli, popripadé dalsich
izolovanych bunék, napf. fibroblast.>85° Nejvérohodnéjsim modelem kozni bariéry
vSak nadale zlstava izolovana kozni tkan, a to ziskana nejcastéji z prasete domaciho
nebo Clovéka. Pro studium Ize pouzit kiizi v jeji plné tloust'ce nebo jeji izolovanou cast,

jako je epidermis nebo SC.60-62

Vyzkum v oblasti kozni bariéry pomoci modelovych systémi se zaméiuje nejen
na slozeni (usporadani lipidt) ¢i vlastnosti a vznik kozni bariéry, ale také na mozné
cesty vedouci kjeji obnové vptipadé jejiho poSkozeni nebo poruseni,
napft. v diisledku koZnich nemoci. Dal$im, velmi dllezitym smérem ve studiu kozni
bariéry je také hledani a zkoumadani cest umoziujicich koZni bariéru efektivné
prekonat. Toho se v mediciné a farmacii cilené vyuziva napft. v (trans)dermalnim

podani 1écivych latek.
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1.3 (Trans)dermalni podani lécivych latek
1.3.1 Vyhody a druhy (trans)dermalniho prenosu léciv

Léciva latka podana na kiizi mize plisobit na jejim povrchu, a to ve SC nebo v nizsich
vrstvach epidermis. Takové podani léciva lze oznacit jako topické (lokalni).
Prikladem by mohla byt keratoplasticky, resp. keratolyticky ptisobici kyselina
salicylova v polotuhych 1ékovych formach. V pripadé, Ze 1éciva latka ma ptlisobit ve
Skare, ev. prilehlych oblastech kiize, lze takové podani léc¢iva oznacit jako
(intra)dermalni, napi. lokdlné pisobici hydrokortison v krémovém zakladu.
V pripadé, Ze je 1éciva latka podana na kizi a pres kiZi také prochazi a dosahuje
systémového uUcinku, lze takové podani oznacit za transdermalni. Toto podani
mnohdy umoziuje snadné zahajeni a preruseni 1écby nemocného. Pacient mize navic
ménit mista aplikace a v neposledni radé je podporovana i pacientova compliance
(zejména u transdermalnich naplasti). Absorpce 1écivé latky neni ovlivnéna dennim
rezimem nemocného, a navic se obchazi metabolismus 1éciva pii prvnim priichodu

’

jatry. Podani 1éCiv pres kiizi umoziuje dosazeni konstantnich hladin 1éc¢iva v krvi, coz

sniZuje riziko predavkovani a 1ékovych interakci s jinymi 1écivy.1.63.64

K metoddam usnadiiujicim (trans)dermalni pienos léciv lze zatadit treba
elektroporaci, iontoforézu c¢i aplikaci lé¢iv pomoci ultrazvuku. (Trans)dermalni
podani lze také podporit mechanickym prekondanim (poSkozenim) SC, a to
intradermalnimi injekcemi, pistolemi, genovou elektroinjektazi ¢i mikrojehlami.6465

Nejcastéjsi cestou v (trans)dermalnim prenosu latek je vSak tzv. pasivni prenos, ktery

je zprostiredkovan vhodnou 1ékovou formou.
1.3.2 Cesty priichodu léciva pres Kizi

Cesty, jejichz pomoci 1éc¢iva latka vstupuje do krevniho obéhu, lze rozdélit na
transglandularni (pomoci mazovych a potnich Zlaz), transfolikularni (pomoci
vlasovych/chlupovych folikulli) a transepidermalni. Transepidermalni prenos miize
byt realizovan intracelularné (transcelularné), kdy 1é¢ivo musi prochazet stridavée
mezi hydrofilnim prostfedim korneocytl (keratinem) a mezibunéénymi bariérovymi
lipidy. VétSina (trans)dermdlné podanych léc¢iv vSak prochazi intercelularni

(paracelularni) cestou, tj. difizi mezibunécnymi prostory lipidové matrix. Zatimco
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prekonani koZni bariéry, tj. rohové vrstvy 1éCivou latkou (permeantem) lze oznacit
jako penetraci, permeaci je myslen transport 1é¢ivé latky pres vrstvy epidermis az
do dermis. V niZsich isecich dermis a hypodermis miiZe nastat proces absorpce, tedy
prestup 1écivé latky z kozni tkané do systémového obéhu. Je nutno podotknout, Ze

terminologie jednotlivych procesti kolisa a neni vZdy jednoznacna.

K tomu, aby léciva latka mohla dosdhnout systémového ucinku, by méla
spliiovat vybrané fyzikalné-chemické vlastnosti. Lé¢ivo by mélo mit idealni velikost
(Mw< 500 g/mol) ataké stejnou ochotu rozpoustét se jak v hydrofilnim, tak
hydrofobnim prostredi (logP ~ 1-5). (Trans)dermalné podané lécivo by mélo dale
vykazovat nizkou schopnost tvorby vodikovych miistki (teplota tani < 250 °C), méla
by to byt latka v neionizované formé a s maximalni denni davkou nepresahujici

10 mg.1.66
1.3.3 Akceleranty transdermalni permeace 1éciv

V pripadech, kdy léc¢iva latka nema idealni fyzikalné-chemické vlastnosti
k samovolnému prostupu pres kozni bariéru a dosaZeni systémového ucinku, musi byt
soucasti transdermalniho pripravku pomocna latka umoznujici penetraci a permeaci,
tj. latka zrychlujici prostup 1éc¢iva pres kiZi az k mistu absorpce (cévnimu zasobeni).
Urychlovace permeace (enhancery, penetra¢ni akceleranty, akceleranty
transdermalni permeace) by mély byt netoxické, nedrazdivé a chemicky inertni,
a hlavné by mély umoZziiovat pouze jednosmeérny prostup léciva. Po odstranéni Iékové

formy se musi obnovovat bariérové vlastnosti kiize.67-69

Mechanismus ucinku akcelerantli transdermalni permeace miiZe byt zaloZen
na rozrusovani pravidelné uspoiddanych lipidti SC nebo také jejich interakci
s intracelularnimi proteiny kiZe (a-keratinen), coZz vede ke zbobtnani bunék.
Vneposledni fadé mohou urychlovate permeace optimalizovat hodnotu
rozdélovaciho koeficientu mezi 1ékovou formou a lipidovymi membranami SC.
Uéinnost té&chto pomocnych latek je charakterizovana tzv. akceleraénim pomérem
vyjadrujicim urychleni modelového permeantu (l1écivé latky) ze studovaného vzorku

s akcelerantem a ze vzorku bez urychlovace permeace.6870-72

Jako urychlovace permeace mohou piisobit jak malé molekuly (rozpoustédla),

tak vétsi latky amfifilni povahy a konecné peptidy. KnejvyznamnéjSim typlim
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akceleranti patii alkoholy (napf. ethanol, glycerol, propylenglykol), dale
karboxylové Kyseliny (napi. Kkyselina olejova ¢i levulovd) ajejich estery
(napft. isopropyl-myristat,  oleyl-oleait) nebo  také derivaty sacharidi

(napft. sorbitan-monooleat) ¢i vitamini (napt. D-alfa-tokoferol).68.73
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2 KOMENTAR K VYBRANYM ODBORNYM PRACIM

Tato kapitola kompiluje sedmnact praci (15 ptivodnich a 2 prehledové), které se
zabyvaji studiem Kkozni bariéry a jejiho hodnoceni pomoci modelovych
membranovych systémi a také (trans)dermalni aplikaci 1é¢iv. Kapitola je
rozdélena na tfi tematické bloky. Prvni pojednava o vyznamu délky retézcii
bariérovych lipidli na vlastnosti modelti SC, zatimco blok druhy se zaméruje na
vyznam polarnich funkénich skupin v molekulach bariérovych Cer a jejich vliv na
propustnost a mikrostrukturu modelovych membran. Kapitolu uzavira blok o vyuZziti
modelovych membran SCv (trans)dermalni aplikaci léciv a také studiu akcelerantti

(trans)dermalni permeace léciv.

2.1 Vliv délky rretézcii ceramidii na vlastnosti modeli koZni bariéry

Piivodni prdce

Priloha 1: Skolovd B, Hudskd K, Pullmannovid P, Kovac¢ik A, Palat K, Roh ],

Fleddermann ], Estrela-Lopis I, Vavrova K. Different Phase Behavior and Packing of

Ceramides with Long (C16) and Very Long (C24) Acyls in Model Membranes: Infrared

Spectroscopy using Deuterated Lipids. J. Phys. Chem. B. 2014, 18(35): 10460-70.

Priloha 2: Pullmannova P, Pavlikova L, Kovac¢ik A, Sochorovd M, Skolova B,

Slepicka P, Maixner ], Zbytovska ], Vavrova K. Permeability and Microstructure of

Model Stratum Corneum Lipid Membranes Containing Ceramides With Long (C16)
and Very Long (C24) Acyl Chains. Biophys. Chem. 2017, 224: 20-31.

Priloha 3: Engberg O, Kovacik A, Pullmannova P, Juhasc¢ik M, Opalka L, Huster D,
Vavrova K. The Sphingosine and Acyl Chains of Ceramide [NS] Show Very Different

Structure and Dynamics That Challenge Our Understanding of the Skin Barrier.

Angew. Chem. Int. Ed. 2020, 59(40): 17383-87.

Komentdr k pracim

Délka retézcli Cer (sfingoidnich bazi se 14 az 28 a acylovych fetézcl se 16 az

36 uhliky) hraje klicovou roli v bariérové funkci SC.1¢ Finalni retézec o jistém poctu
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uhlikovych atomi je vysledkem rady biochemickych déji koZnich bunék. Ptipojeni
acylu mastné kyseliny ke sfingoidni bazi je zprostredkovano rodinou ceramidsyntaz,
liSicich se od sebe preferenci k délce retézce mastné kyseliny.”4#75 Prodluzovani délky
fetézcl, tj. pripojovani dvouuhlikatych zbytkli ke stavajicimu acylu, probiha za
pomoci elongaz pritomnych v cytoplazmé keratinocyti.”¢ Vysledkem cCinnosti téchto
enzymu se tak z dlouhych (Ci6) acylli stavaji velmi dlouhé (20-26), pricemz nejcastéji

zastoupena délka jejich retézci je 22 a 24 uhlik.77.78

Pokles aktivity enzymi prodluZujicich Cer byl pozorovan u koZnich nemoci,
jako je napf. atopickd dermatitida, ktera se projevuje napft. zvySenou ztratou vody
v disledku zhorseni bariérové funkce SC.7° U této choroby bylo detekovano vyssi
mnoZstvi Cer s dlouhym fetézcem (C16) na kor Cer s Fetézcem velmi dlouhym (C24).89
Pro objasnéni vyznamu vztahu délky retézci a zhorseni bariérové funkce SC byly
proto v praci Skolova et al. (Pfiloha 1) ptipraveny modelové membrany SC, které
obsahovaly Cer NS bud’ s velmi dlouhym, nebo dlouhym retézcem. Vliv délky retézct
(rozdil osmi uhlikii) na chovani modelti kozni bariéry byl studovan pomoci
infracervené spektroskopie.2® Pomoci této nedestruktivni a nenaro¢né spektralni

metody bylo zjisténo nasledujici:

v v

e bariérové lipidy obou typli modelti jsou uspoiradany v ortorombické miizce,
coz je klicové pro spravnou funkci kiize jako bariéry,30

e LIG (C24) obsaZena v modelu s Cer s dlouhym retézcem se ¢astecné separuje od
ostatnich koznich lipid{i, na rozdil od modelu s velmi dlouhym Cer, ve kterém
se LIG spolecné s Cer a Chol dobie misi,

e Cer NS sacylem odvozenym od LIG zaujimd prednostné otevienou

konformaci svych retézct.

Kvyse uvedenym zavérim se dospélo studiem lipidi s neznacenymi
(protonovanymi) a deuteriem znacenymi retézci. Pomoci izotopové substituce lze
infraCervenou spektroskopii ve vzorku obsahujicim protonované a deuterované
fetézce nezavisle sledovat chovani CHz a CD2z skupin (velmi) dlouhych retézct.
Z pozorovani = methylenovych (a)symetrickych ~ vibraci  nebo  vibraci
ntzkovych/kyvavych tak lze vyvodit fazovy prechod smési a také vzajemnou
misitelnost (homogenitu) ¢i naopak separaci lipidovych fetézci (tvorbu
domén).5081
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Podobné jako prace Skolova et al. (PFiloha 1), také studie Pullmannova et al.
(Priloha 2) se zaméruje na srovnani modelovych systémi obsahujicich bud’ dlouhé,
nebo velmi dlouhé retézce Cer NS. Membrany SC obsahujici (kromé Chol a LIG nebo
smési VMK)82 Cer NS s acylem kyseliny palmitové byly vyznamné propustnéjsi pro
vodu,83-8> permeanty s malou molekulovou hmotnosti, a také pro vétsi lipofilni

molekuly8® nezZ membrany obsahujici velmi dlouhy Cer NS s acylem LIG.

Pomoci atomové silové mikroskopie a rentgenové difrakce bylo dale
prokdzano, Ze membrany s Cie¢ acylem vytvari oddélené domény. Tyto vysledky,
stejné jako predchozi studie, naznacuji, Ze nahrazeni velmi dlouhého acylu za acyl
dlouhy ma primy negativni dopad na strukturu a propustnost membran. Toto
potvrzuje skutecnost, Ze zkraceni retézci Cer je priivodnim jevem mnoha koZnich

onemocnéni, napr. atopické dermatitidy ¢i ekzému.1587-89

Bariérové lipidy jsou podle dosavadnich vysledkli povazovany za velmi tésné
usporadané komponenty, nebot rigidni SC chrani organismus pred vlivy vnéjsiho
prostredi.?0 V predchozich vyzkumech vSak nebyla vénovana dostatecna pozornost
chovani sfingosinového retézce. Az v praci Engberg et al. (Pfiloha 3) byl ptipraven
velmi dlouhy Cer (Cer NS) s deuterovanym sfingosinem?92 a pomoci nuklearni
magnetické rezonance v pevné fazi,*3 infracervené spektroskopie>294 a rentgenové
difrakce bylo zjiSténo, Ze sfingosinovy retézec velmi dlouhého Cer NS je znacné

pohyblivy.5 Byl proto také navrzen novy model usporaddani koznich lipid{i, v némz

e je velmi dlouhy Cer NS v otevirené konformaci,
e se LIG organizuje prednostné k rigidnim acyliim, zatimco Chol se prednostné
vyskytuje u sfingosinovych retézci,

e nékteré z deuterovanych retézcia sfingosinu vytvareji kapalné domény.

Pravé pritomnost kapalnych domén by mohla byt dillezitd pro pienos

signalnich ¢i obrannych molekul v epidermalni homeostaze.
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Piivodni prdce

Priloha 4: Opalka L, Kovacik A, Maixner ], Vavrova K. Omega-0-acylceramides in

Skin Lipid Membranes: Effects of Concentration, Sphingoid Base and Model

Complexity on Microstructure and Permeability. Langmuir. 2016, 32(48): 12894-904.

Priloha 5: Opalka L, Kovacik A, Pullmannova P, Maixner ], Vavrova K. Effects of

Omega-0-Acylceramide Structures and Concentrations in Healthy and Diseased Skin
Barrier Lipid Membrane Models. J. Lipid Res. 2020, 61(2): 219-28.

Priloha 6: Pullmannova P, Ermakova E, Kovacik A, Opalka L, Maixner ], Zbytovska
], Kucerka N, Vavrova K. Long and Very Long Lamellar Phases in Model Stratum

Corneum Lipid Membranes. 2019, J. Lipid Res. 60(5): 963-71.

Komentdr k pracim

Zajimavé postaveni mezi koZnimi sfingolipidy maji Cer sultradlouhym retézcem
vytvorenym pomoci specidlniho druhu elongazy.76%¢ Po prodlouZeni fetézce
(>28 uhlikti) budouciho Cer typu EO nasleduje jeho uprava, spocivajici v zavedeni
hydroxylové skupiny na posledni uhlik hydroxylazou®? a jeho esterifikace kyselinou
linolovou w-acyltransferazou.”® Proto se tyto sfingolipidy také oznacuji jako

tzv. acylceramidy (acylCer).?°

Byt je mnoZstvi acylCer v lipidové matrici velmi malé,’8 je pritomnost téchto
lipidGi pro zachovani spravné funkce kiize jako bariéry nevyhnutelna. U pacientl
s atopickou dermatitidou byly pozorovany sniZené hladiny zejména téchto Cer, které
spolecné s poklesem délky VMK ubiraly na intenzité pro kizi esencidlni dlouhé
lamelarni faze. Zmény v zastoupeni acylCer souvisi i se zménou lateralni organizace
dalsich bariérovych lipidti. V nemocné kizi byl také detekovan nartist poctu retézcti
v hexagonalnim uspotadani na Ukor tésné ortorombické mrizky.14100-102 V]astnosti
avyznam jednotlivych podtrid acylCer vSak nebyly podrobné objasnény, jelikoz
acylCer nejsou komerc¢né dostupné a jejich syntéza je znacné narocna.1%3 Cilem prace
Opalka et al. (Priloha 4) bylo studovat vztahy mezi koncentraci acylCer, strukturou
jejich polarni hlavy (Cer EOS vs. Cer EOdS vs. Cer EOP), tvorbou lamelarnich fazi

a permeabilitou modelovych lipidovych membran rdznych urovni sloZitosti.
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Studiem jednoduchého modelu (Cer EOS + Cer NS + LIG + Chol + CholS) bylo zjisténo,
Ze koncentrace acylCer nutna k tvorbé dlouhé lamelarni faze je 10 %, coz odpovida
literatutfe.4¢ Takto jednoduchy model nicméné vykazoval pomérné vysokou
permeabilitu v porovnani s kontrolnimi membranami bez obsahu acylCer. Proto byly
zhotoveny komplexni modely obsahujici acylCer (nebo jejich smés), smés bariérovych
Cer, smés VMK,82 Chol a CholS. SloZité modely koZni bariéry jiZ byly méné propustné
nez kontrolni vzorky. Z toho Ize soudit, Ze heterogenita lipidového spektra je
v komplexnich modelech nezbytna; pouze modely s deviti podtiidami Cer v této
studii napodobovaly kozni bariéru jak vuspotradani lipidovych fetézcli, tak

permeabilité.

Obdobné jako piredchozi prace i studie Opalka et al. (Priloha 5) se zaméruje na
bariérové vlastnosti a mikrostrukturu modelovych membran s obsahem acylCer
v rizné koncentraci. Prace simuluje poskozovani kozni bariéry, ¢ehoz je dosazeno
piipravou modeli SC s postupné klesajici koncentraci ultradlouhych Cer. Snizené
hladiny acylCer vedly ke zhorSeni propustnosti modelti, coZ je typické pro mnoho
koZznich onemocnéni.100-102  Stejné jako Kkoncentrace ultradlouhych Cer, tak
i strukturni zmény vjejich polarni hlavé se podepisuji na zménach vlastnosti
modelovych systémi. Vysledky praci by mohly slouZit jako podklad pro racionalni

navrhovani strategii k obnoveni kozni bariéry v 1é¢bé koznich onemocnéni.

Zajimavé je zjisténi, Ze u modelovych membran SC lze pozorovat jejich
polymorfizmus na lamelarni arovni. Toto bylo hodnoceno v praci Pullmannova et al.
(Priloha 6), zamérené na vliv zmény poméru Chol a CholS, ktera je typicka pro
X chromozomalné recesivné vazanou ichty6zu.104105 Modelové membrany tedy
simuluji kozni onemocnéni, v némz je mnozstvi CholS v SC priblizné pét- az desetkrat
zvySené, zatimco hladiny Chol jsou o 50 % niZ8i ve srovnani se zdravou
pokozkou.106107  V neptitomnosti ultradlouhého Cer EOS se v modelovych
membranach objevuje kratka (d ~ 5 nm), ale také stredni (d ~ 11 nm) a konecné
dlouha (d ~ 16 nm) ¢i velmi dlouha lameldrni faze (d ~ 21 nm). Pridavek
ultradlouhych Cer vede ke stabilizaci dlouhé lamelarni faze (d ~ 12 nm) a zaroven
brani tvorbé faze velmi dlouhé. Poznatky ziskané z této prace tak potvrzuji esencialni
ulohu ultradlouhych Cer v tvorbé, resp. stabilizaci finalni podoby lamel bariérovych

lipidi SC.
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2.2 Vliv polarni hlavy ceramidii na vlastnosti modelti koZni bariéry

Piivodni prdce

Priloha 7:  Sochorova M, Stankova K, Pullmannova P, Kovacik A, Zbytovska ],

Vavrova K. Permeability Barrier and Microstructure of Skin Lipid Membrane Models

of Impaired Glucosylceramide Processing. Sci. Rep. 2017, 7(1): 6470.

Komentdr k prdci

Prekurzory Cer, polarni sfingomyeliny a glukosylceramidy (glukosylCer), jsou
metabolizovany na Cer za Ucasti enzymi sfingomyelinazy a 3-glukocerebrosidazy,108
uvolnénych z lameldrnich télisek. Toto uvolnéni hraje vyznamnou roli v tvorbé
bariéry, nebot lamely lipidové matrice jsou tvoreny molekulami Cer, nikoliv jejich
prekurzory. Zmény aktivity 3-glukocerebrosidazy vedou ke hromadéni glukosylCer,
nemoznosti zabudovani volnych Cer do lamel a kone¢né ke tvorbé strukturalnich
defekti ve SC. Nefunkénost tohoto hydrolytického enzymu byla pozorovéana
u Gaucherovy choroby, jez se projevuje suchou Supinatou kiizi a jejiz molekularni
podstata neni jasnd.199-113 Prace Sochorova et al. (Priloha 7) se pokousi tento déj
objasnit a zaméruje se na studium chovani glukosylCer pomoci modelovych membran
SC. Modelové poskozeni kozZni bariéry, jehoZ bylo dosaZeno piitomnosti 5-25 %
glukosylCer v lipidovych membranach, zhorSuje bariérové vlastnosti studovanych
modeli. Vyssi koncentrace (50-100 %) prekurzort Cer vSak propustnost membran
paradoxné sniZuje. Z biofyzikalnich experimentti bylo dale zjisténo, Ze nahrazovani
molekul Cer jejich prekurzory (glukosylCer) pozménilo mikrostrukturu modelovych
membran vytvofenim nové lamelarni faze. Nezadouci uc¢inek glukosylCer byl nakonec
potvrzen i po jejich topickém podani na izolovanou lidskou kiizi, coz se projevilo
zvySenou ztratou vody a poklesem elektrické impedance. Vysledky této prace
naznacuji, Ze nejen prekurzory Cer (gluk6za vazana na Cer), ale pravdépodobné i dalsi
faktory (napf. retence glukosylCer vazanych v lipidovém obalu korneocyti) mohou

byt zodpovédné za snizeni bariérové funkce kiize.113-115
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Piivodni prdce

Priloha 8: Skolova B, Kovacik A, Tesat O, Opalka L, Vavrova K. Phytosphingosine,
Sphingosine and Dihydrosphingosine Ceramides in Model Skin Lipid Membranes:
Permeability and Biophysics. Biochim. Biophys. Acta - Biomembranes. 2017, 1859(5):
824-34.

Priloha 9: Stahlberg S, Eichner A, Sonnenberger S, Kovacik A, Lange S, Schmitt T,

Demé B, Hauss T, Dobner B, Neubert RHH, Huster D. The Influence of a Novel Dimeric

Ceramide Molecule on the Nanostructure and the Thermotropic Phase Behavior of

a Stratum Corneum Model Mixture. Langmuir. 2017, 33(36): 9211-21.

Komentdr k pracim

Polarni hlava bariérovych Cer je tvofena pomérné jednoduchymi funkénimi
skupinami. VSechny Cer maji hydroxylovou skupinu v poloze 1 a 3 ve sfingoidni bazi,
coZ je dano prirozenym prekurzorem sfingolipidli L-serinem.16.747578 Dal${ chemické
upravy spocivaji v hydroxylacnich/desaturac¢nich reakcich.11¢ Pokud na substrat
Zadny z téchto enzymi neptsobi, kone¢nym produktem jsou Cer odvozené od dS.
Dihydroceramidy (dihydroCer; Cer NdS, Cer AdS, Cer OdS a Cer EOdS) jsou
mj. substratem pro tvorbu dal$ich typi Cer. Enzym desaturdza 1 zavadi do molekuly
dihydroCer trans-dvojnou vazbu, coZ vede k tvorbé Cer na bazi S. Zajimavé postaveni
maji vSak polarni Cer (fytoceramidy (fytoCer)!l” a 6-hydroxyceramidy
(6-hydroxyCer)118), u nichZ je v polarni hlavé pritomna dals$i hydroxylova skupina

v nasyceném fetézci (fytoCer) nebo retézci s trans-dvojnou vazbou (6-hydroxyCer).

FytoCer (Cer NP, Cer AP, Cer OP a Cer EOP) patii mezi sfingolipidy, které tvori
priblizné tietinu bariérovych Cer ve zdravém SC.78 Je zajimavé, Ze tyto sfingolipidy
jsou pritomny v takovéto mire ve vysoce hydrofobnim SC. Proto bylo cilem prace
Skolova et al. (Priloha 8) prozkoumat tcinky fytoCer na permeabilitu, organizaci
lipidi a termotropni chovani modelovych lipidovych membran SC asrovnat je

s uCinky (dihydro)Cer. Z této prace vyplynulo nékolik zavéra:

o fytoCer s velmi dlouhymi acylovymi fetézci zvySily permeabilitu modelovych

lipidovych membran pro ionty i permeanty s vysokou ¢i vyvazenou lipofilitou,
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¢ nasyceni (dihydroCer) nebo hydroxylace v poloze 4 (fytoCer) se podili na
sniZeni relativniho zastoupeni ortorombické mrizZky v membranach,
¢ zavedeni hydroxylové skupiny do polohy 4 ve sfingoidni bazi sniZuje misitelnost

fytoCer s LIG, coZ bylo také potvrzeno rentgenovou difrakci.

FytoCer maji tendenci tvorit silné vodikové miistky, vedouci k tvorbé
termostabilnich lipidovych domén, coz ma za nasledek fazovou separaci. Tato prace
potvrzuje hypotézu, Ze heterogenita Cer v lipofilni vrstvé SC miiZe zvySovat jeho
odolnost vii¢i riznorodym vlivim a stresorim zvnéjsiho prostredi, ¢imz se
zachovava kompetentni funkce kozni bariéry. Polarni fytoCer by dale mohly hrat roli
v jinych neZ bariérovych funkcich. Je totiZ moZné, Ze Cer na bazi P se podileji na
signalizacnich procesech nebo také diferenciaci keratinocytid ¢i jinych podobnych

dgjich.119120

Zatimco predchozi studie popisovala chovani fyziologickych fytoCer, prace
Stahlberg et al. (PFiloha 9) se zamérila na potencialni vyuziti dimeru Cer AP,121 jehoz
dlouhy spojovaci retézec je rigidni a zachovava si svou konformaci v ortorombické
miiZce. Z termotropniho chovani modelovych membran SC, které byly podrobeny

neutronové difrakci a NMR spektroskopii v pevné fazi, vyplynuly tyto zavéry:

e spojovaci retézec dimeru Cer AP (osm methylenovych skupin ptipojenych
pies atomy siry), na rozdil od ostatnich lipidi v modelovych systémech, zlistava
v all-trans konformaci i pti plisobeni zvySené teploty,

e byla prokdzana pomérné vyssi propustnost modelovych membran SC a také

lidské kiize po topické aplikaci dimeru Cer AP.

Prace Stahlberg et al. naznacuje, Ze dimer Cer AP je nadéjnou molekulou, ktera
by mohla najit vyuziti v topické aplikaci Cer na nemocnou/poskozenou kuzi.
Finalni podoba dimeru vs$ak vyZaduje dals$i vyzkum v optimalizaci jeho chemické

struktury, naprt. délce spojovaciho retézce ¢i pouziti jiného typu Cer.
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Piivodni prdce

Priloha 10: Kovadik A, Silarova M, Pullmannova P, Maixner ], Vavrova K. Effects of
6-Hydroxyceramides on the Thermotropic Phase Behavior and Permeability of Model

Skin Lipid Membranes. Langmuir. 2017, 33(11): 2890-99.

Priloha 11: Kovacik A, Vogel A, Adler ], Pullmannova P, Vavrova K, Huster D.

Probing The Role of Ceramide Hydroxylation in Skin Barrier Lipid Models by 2H Solid-

State NMR Spectroscopy and X-Ray Powder Diffraction. Biochim. Biophys. Acta -
Biomembranes. 2018, 1860(5): 1162-70.

Komentdr k pracim

U nékterych kozZnich onemocnéni, jako je napf. atopicka dermatitida, byly zjiStény
snizené koncentrace nejen acylCer, ale také 6-hydroxyCer.122-125 Jejich biosyntéza
navic neni, na rozdil od ostatnich podtypi Cer, doposud objasnéna a neni také znamo,
jakou roli sehravaji tyto prakticky nejpolarnéjsi Cer vlidské kizi. Vyznam
6-hydroxyCer v bariérové funkci SC byl zkouman v praci Kovacik et al. (Pfiloha 10).
V této studii bylo hodnoceno biofyzikalni chovani N-lignoceroyl-6-hydroxysfingosinu
(Cer NH) v lipidovych komplexnich modelovych membranach, o jejichZ slozitost se
zaslouzila pritomnost VMK ve sloZeni odpovidajicimu zdravému SC.82 Vztah struktury
Cer a jejich bariérovych ucinkli v modelovych membranach byl studovan
srovnavanim modelovych membran sCer na bazi S (Cer NS),38 dihydroCer
(Cer NdS)126 a také polarnich fytoCer (Cer NP), vSech se stejnou délkou acylového
fetézce (C24). Tato rozsahld prace osvétlila vliv hydroxylace Cer na vlastnosti

modelovych membran SC:

e 6-hydroxylace Cer zvysuje ztratu vody v membranach a propustnost pro
lipofilni permeanty,

e zavedeni hydroxylu do polohy 6 sfingoidni baze signifikantné zvySuje odpor
studovanych modelii viici elektrickému proudu, ktery je imérny toku iontd,

e infraCervena spektroskopie odhalila, Ze hydroxylace Cer (Cer NH/Cer NP)
zvySuje hlavni teplotu prechodu membrany a brani také dobré misitelnosti

Cer NH/Cer NP s VMK,
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e pomoci rentgenové difrakce byla u modelli sCer NH/Cer NP potvrzena
pritomnost lamelarni faze s kratsi periodicitou (potvrzujici fazovou separaci),
avSak u modelovych membran s Cer NH byla pozorovana lamelarni faze

s neobvykle dlouhou délkou lamel (d = 10,6 nm).

Podobné jako Priloha 10 i prace Kovacik et al. (Priloha 11), jeZ je vysledkem
dlouhodobé zahrani¢ni spoluprace, studovala teplotni chovani 6-hydroxyCer
v modelovych membranach pomoci NMR spektroskopie v pevné fazi,?> rentgenové
difrakce,127 diferencialni skenovaci kalorimetrie.128 Z vysledki Ize usoudit, Ze tvorba
dlouhé lamelarni faze je zarucena iv pritomnosti 50 molarnich procent Cer NH
v modelovych membranach. S pomoci deuterovanych lipidi (bud’ acylt Cer, nebo LIG
nebo Chol) bylo studovano fazové chovani jednotlivych retézcii v modelovych

(Priloha 11) jsou tyto:

e pri fyziologické teploté kiize (32 °C) tvori lipidy v modelech Kkrystalickou
(ortorombickou) fazi,

e se zvySujici se teplotou (dodanim tepelné energie) se vétSina lipida stava
kapalnymi, a tvori tak kapalné-krystalickou fazi,

e kapalna faze pri vyssich teplotach (65-80 °C) prechazi v izotropni fazi, jelikoz
pohyby molekul jsou tak rychlé, Ze je detektor piistroje nedokaze zachytit,

e LIG ma v hodnocenych modelovych membranach s Cer NH tendenci pti vysSich
teplotach tvorit dva typy kapalnych fazi, a to tzv. organizovanou

a neorganizovanou.

Z vyse uvedenych zavéru Ize konstatovat, Ze pro kizi zcela unikatni Cer NH se
v modelovych membranach SC chova odlisné nez Cer na bazi S, ale také polarni
fytoCer (Cer NP). Tvorba lamelarni faze s takto neobvyklou periodicitou (blizkou
dlouhé lamelarni fazi esencidlni pro spravnou funkci kiize)3¢ by mohla vysvétlovat
jedinecnost této rodiny sfingolipidii v ktizi, a sehravat tak dulezitou roli ve

formovani kozni bariéry.
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Piivodni prdce

Priloha 12: Kovacik A, Pullmannova P, Pavlikova L, Maixner ], Vavrova K. Behavior
of 1-Deoxy-, 3-Deoxy- and N-Methyl-Ceramides in Skin Barrier Lipid Models. Sci. Rep.
2020, 10: 3832.

Priloha 13: Kovacik A, Pullmannova P, Maixner ], Vavrova K. Effects of Ceramide
and Dihydroceramide Stereochemistry at C-3 on the Microstructure, Thermotropic
Phase Behavior and Permeability of Skin Lipid Membranes. Langmuir. 2018, 34(1):
521-29.

Komentdr k pracim

Dilezitost funkc¢nich skupin spole¢nych pro vSechny typy sfingoidnich bazi byla
predmétem prace Kovacik et al. (PFiloha 12). To, zda hydroxylové skupiny v poloze
1129 ¢ 3130 3 primarni amidova skupinal3? hraji esencialni roli v bariérové funkci Cer,
bylo zkoumano pomoci modelovych systémi SC. V téchto modelovych membranach
byly misto Cer zastoupeny tzv. pseudoceramidy (pseudoCer), tedy lipidy s absenci

jedné z vySe uvedenych strukturnich charakteristik.

Mnohovrstvé lipidové modely, které jsou ekvimolarnimi smésmi
nefyziologickych Cer (1-deoxy-, 3-deoxy-, nebo N-methyl-Cer, LIG a Chol (s pfidavkem
CholS)), vykazovaly odliSné fazové chovani. Zatimco odstranéni hydroxylu v poloze 3
nema vliv na usporadani lipidovych retézci v modelech a podporuje tvorbu dlouhé
lamelarni faze (s periodicitou 10,8 nm), odstranéni C-1 hydroxylu vede k formovani
lipidovych domén, naprosté fazové separaci a ke zvySeni propustnosti takovych
membran pro vodu a modelové permeanty. Zavedeni methylové skupiny do molekuly
Cer NS vede rovnéz k fazové separaci (oddélovani pseudoCer od LIG) a horsimu
usporadani lipidi (nartGstu gauche konformeri) a také ke zvySené permeabilité
studovanych modell koZni bariéry. Tato chemicka obména na druhou stranu zlepsuje
misitelnost Chol s dalSimi sloZkami v lipidovych membranach, coz v pripadé jinych

modeli nenf tak casty jev.
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Doposud neni objasnéno, zda je stereochemie funk¢nich skupin Cer
(napt. Cer NS) dftlezita pro spravnou funkci kozni bariéry. Prace Kovacik et al
(Priloha 13) se proto zaméfuje na vyznam konfigurace hydroxylové skupiny
vpoloze 3 u Cer na bazi Sa dihydroCer.132 U¢inky (dihydro)Cer s nepiirozenou
stereochemii (L-threo-Cer NS a L-threo-Cer NdS) na bariérové vlastnosti modelovych
membran byly srovnany s membranami obsahujicimi Cer NS/Cer NdS ve fyziologické
D-erythro-konfiguraci. Zména prirozené pozice hydroxylové skupiny se podepisuje na
zvySeni teplot fazového prechodu modelovych membran, avsak nema témér zadny
dopad na lameldrni usporddani studovanych lipidd. Nefyziologickd L-threo
konfigurace dile sniZuje zastoupeni Fetézcii lipidi v ortorombické mriZce a také
miseni Cer sostatnimi lipidy v modelovych membranach. Pomoci permeacnich
experimentd bylo zjiSténo, Ze zména fyziologické konfigurace zvySuje propustnost

modelovych membran pro vodu, ionty ¢i vétsi lipofilni permeanty.

Zavérem lze fict, Ze hydroxylova skupina v poloze 1 a monosubstituovana
amidova vazba v Cer by méla byt v Cer zachovana, zatimco allylova hydroxylova
skupina v poloze 3 neni pro zachovani bariérovych vlastnosti nezbytné nutna.
Proto je mozné tuto skupinu pifi raciondlnim navrhovani lipidovych analogi
(pseudoCer) v1écbé koZnich onemocnéni odstranit ¢i nahradit jinou funkéni
skupinou. Pokud v$ak hydroxylova skupina zlistane ponechana, musi byt zachovana
ijeji stereochemie, nebot D-erythro konfigurace se zda byt nezbytnou pro

spravny ucinek koZnich Cer.
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2.3 Studium akcelerantii permeace a jejich vyznam

v (trans)dermalnim podani lécCiv

Prehledové prdce

Priloha 14: Kovacik A, Kopecnd M, Vavrova K. Permeation Enhancers in
Transdermal Drug Delivery: Benefits and Limitations. Expert Opin. Drug Deliv. 2020,
7(2): 145-55.

Priloha 15: Kovacik A, Vranikova B. Transdermdlni 1é¢ivé pripravky dostupné

v Ceské republice a zakladni principy jejich aplikace. Prakt. Iékdren. 2020, 16(2):
97-99.

Komentdr k pracim

Transdermalni podavani 1é¢iv ma celou radu klinickych vyhod, a to zejména v aplikaci
makromolekularnich 1é¢iv. Nejen pro né, ale i pro dalsi skupiny 1éciv byly vyvinuty
rizné techniky k prekonani kozni bariéry, v€etné cilené syntézy novych urychlovact
permeace.’! Cilem piehledového ¢lanku Kovacik et al. (Priloha 14) bylo zamérit se
praveé na tyto pomocné latky. Prace diskutuje kategorie a vlastnosti urychlovact, dale
vztah mezi jejich strukturou a aktivitou, mechanismy piisobeni, reverzibilitu,
biologickou odbouratelnost urychlovaci a kombinace synergickych urychlovact.
V publikaci se také diskutuje vysoka ucinnost akcelerantli zvySujicich propustnost
1é¢iv pres kiizi v souvislosti s toxicitou a drazdivosti urychlovacti permeace. Vysledny
efekt (napf. vstiebani dostatecného mnoZzstvi 1éCivé latky s dosazenim systémového
ucinku) je kombinaci pilsobeni lé¢iva a akcelerantl, ale také interakce

akcelerantii s kazi ¢i 1ékovou formou (roztok vs. gel/krém vs. naplast).

Praktické vyuZiti transdermalnich forem je popsano v praci Kovacik et al.
(Priloha 15). Publikace popisuje rozdéleni Kklinicky pouzivanych lécivych
pripravki obchodovanych v Ceské republice. V praci je také zminéna piiprava
individudlné pripravovanych transdermalnich pripravkl. Prace rozdéluje 1ékové
formy zpohledu farmaceutické technologie, shrnuje jejich spolecné/odlisné

vlastnosti a poukazuje na zptsob jejich spravné aplikace.
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Piivodni prdce

Priloha 16: Cuiikova BA, Prochazkova K, Filkova B, Diblikova P, Svoboda ], Kovacik
A, Vavrova K, Zbytovska ]. Simplified Stratum Corneum Model Membranes for

Studying the Effects of Permeation Enhancers. Int. J. Pharm. 2017, 534(1-2): 287-96.

Priloha 17: Kopec¢na M, Kovacik A, Kucera O, Machacek M, Sochorova M, Audrlicka
P, Vavrova K. Fluorescent Penetration Enhancers Reveal Complex Interactions among

the Enhancer, Drug, Solvent, and Skin. Mol. Pharm. 2019, 16(2): 886-97.

Komentdr k pracim

Utinek akcelerantfi transdermalni permeace se obvykle hodnoti in vitro na lidské
nebo zviteci kiizi,133 nicméné pro hodnoceni aktivity téchto latek mohou byt pouzity
i modelové lipidové membrany.134136 Vyhodou lipidovych filma je jejich nizsi
variabilita oproti izolované kozni tkani.'37 V praci Cutikova et al. (P¥iloha 16) byly
hodnoceny ucinky vybranych akcelerantli transdermalni permeace. Pro navrzeni
idedlniho modelu kozni bariéry byly pouZity Cer odvozené od P, a to
s nesubstituovanym nebo hydroxylovanym acylem v poloze alfa. Modelové
membrany na bazi Cer NP nebo Cer AP nebo jejich kombinace s dal$imi bariérovymi
lipidy byly v permeacnich experimentech porovnany s praseci kizi. U vybranych
modelii byla propustnost hodnocena u modelovych permeanti za pouziti vybranych
akcelerantli transdermalni permeace, a to konvencéné pouzivaného laurokapramu
(Azone®)138 3 také dodecylesteru (S)-N-acetylprolinu.13? Modelové membrany, které
obsahovaly stejny podil Cer NP a Cer AP, dosahovaly podobnych parametria jako
izolovana praseci kiize. Vysledky této prace dokazuji, Ze jednoduché lipidové
membrany, nenaro¢né na pripravu, vérohodné napodobuji lipidovou matrici SC,
coZ by v budoucnu mohlo poslouzit jako jedna z moZnych alternativ v hodnoceni

akceleranttli transdermalni permeace.

VySe zminované interakce mezi urychlovatem permeace a lécivou latkou,
resp. 1écivych pripravkem nejsou doposud podrobné popsany. K lepSimu pochopeni
mechanismu ucinku akceleranti se vyuziva zejména fluorescencné znacenych
molekul, 4% coz bylo cilem prace Kopecna et al. (Priloha 17). Ve studii byly

pripraveny akceleranty transdermalni permeace odvozené od ucinného urychlovace

31



dodecylesteru 6-(dimethylamino)-hexanové kyseliny (DDAK).141-143 Na DDAK byla
zavedena fluorescencni znacka (7-nitrobenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-yl),144 ktera neni

prostorové velka a vykazuje vyssi rozpustnost ve vodé nez jiné fluorescenc¢ni znacky.

Pripravené fluorescencni akceleranty ve formé esterti

e vyrazné zvysSuji prostupnost l1éciv (theofylinu a hydrokortisonu) pies lidskou
kizi, avsak méné nez DDAK,

e jsou biologicky odbouratelné (hydrolyza esterové vazby), coz dokazuje fakt,
Ze v akceptorové Casti Franzovych difuznich cel nebyl akcelerant detekovan ve

formé esteru, nybrz jako neaktivni uvolnéna kyselina.

Koncentrace fluorescen¢niho akcelerantu v klizi zavisi nejen na délce retézce
a pouzitém rozpoustédle, ale také na pouZitém lécivu. Léc¢ivo pri soucasném pouZiti
s akcelerantem moduluje penetraci akcelerantu do kiize, a v diisledku toho jeho
ucinek. Bylo také zjiSténo, Ze hydrolyza urychlovace permeace nastala v dolni ¢asti SC
a epidermis; uvolnénda karboxylova kyselina, jiz jako neaktivni fragment akcelerantu,

pronika do hlubsich vrstev kiize. Pri¢inou nizsi uc¢innosti znacenych akcelerantt by

mohla byt sniZzena tvorba vodikovych mistki s proteinovymi slozkami kize.

Lokalizace znacCenych urychlovaci byla potvrzena pomoci konfokalni
laserové skenovaci mikroskopiel4> a infracervené spektroskopie;4¢ pouze
akceleranty ve formé esterli maji schopnost interakce s bariérovymi lipidy SC,
tj. rozrusuji tésné usporddani dlouhych retézci lipidi koZni bariéry.73147 Latky
znacené pomoci fluorescencni znacky jsou ¢asto objemoveé velké, coz mize pozitivné,
ale také negativné ovlivnit a tim zkreslit sledovany jev. Navzdory této skutecnosti
prace Kopecna et al. (PFiloha 17) pfibliZzuje mechanismus uc¢inku urychlovaci,
a tedy sledovani penetrace lécivé latky pres SC a jeji ndslednou permeaci kozni tkani

az do systémového obéhu.
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3 ZAVER A SMER DALSIHO VYZKUMU

Ceramidy, které jsou pro sav¢i buriky ubikvitarni latky, se kromé biochemickych déjt
(bunécné signalizace) podileji na tvorbé a udrZeni spravné funkce koZni bariéry. Ta
spociva zejména vzamezeni ztrat vody, nebot pravé pritomnost této zabrany
umoziiuje preziti jedincd na suché zemi. Navzdory rozsdhlému celosvétovému
vyzkumu v oblasti bariérovych ceramidli neni potfad zodpovézena rada otazek
tykajicich se jejich biochemie, vyznamu ani jejich chovani a vztahu k dal$im lipidim

v nejsvrchnéjsi vrstvé savci epidermis.

Pracovni skupina Skin Barrier Research Group se ve svém vyzkumu zaméruje
nejen na studium fungovani kozni bariéry, ale také na (trans)dermalni aplikaci léciv.
Zavéry studii prezentovanych v této habilitacni praci jsou vysledkem tymové prace za
vyuziti pristrojového a materidlového vybaveni Katedry organické a bioorganické
chemie a Katedry farmaceutické technologie Farmaceutické fakulty UK v Hradci

Kralové.

Pracovni skupina jiZ dlouhodobé spolupracuje s Centralnimi laboratofemi
Vysoké Skoly chemicko-technologické v Praze, které se podili na méreni a hodnoceni
vzorkii pomoci rentgenové difrakce. Mezinarodnim grantovym projektem byla
podporena dlouholetd spoluprace s pracovni skupinou profesora Daniela Hustera
z Institutu 1ékarské fyziky a biofyziky Lékarské fakulty Univerzity Lipsko, ktera se
zabyva hodnocenim fazového chovani makromolekul a také lipidd pomoci nuklearni
magnetické rezonance v pevné fazi. Tti publikace predstavené v této habilitacn{ praci
jsou vysledkem spoluprace pravé s lipskou vyzkumnou skupinou, ktera zahrnovala

také mou ptilro¢ni staz na jejim pracovisti.

Vysledky publikované v odbornych ¢lancich se zaméruji na zkoumani koZni
bariéry, nebot znalost vyznamu vztahu struktury sfingolipidii a bariérovych
vlastnosti epidermis je zakladnim predpokladem pro dalSi/aplikovany vyzkum
(napf. transdermalni aplikaci 1é€iv). Pomoci modelovych membran kozni bariéry bylo
hodnoceno zejména fazové chovani ceramidi a dalSich bariérovych lipidd, coz
prineslo zajimavé poznatky v oblasti usporadani a mikrostruktury lipidové matrice
rohové vrstvy. V platnosti vSak ziistava tvrzeni, Ze kazda podtrida ceramidi, a tedy

kazda strukturni charakteristika téchto latek (napf. hydroxylova skupina
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v definované konfiguraci ¢i délka acylového retézce), ma v kozni bariéie svou mnohdy
nezaménitelnou funkci. Vztah struktury koznich ceramidi a jejich vlastnosti v koZni
bariéie byl rovnéZz studovan v praci, kterd popisuje hodnoceni ceramidli s acylem
hydroxylovanym v poloze alfa. Tato studie, popisujici vyznam hydroxylace

v acylovém retézci ceramidi, je pripravena k odeslani do redakce ¢asopisu.

Pomoci modelovych membran simulujicich rohovou vrstvu kize lze kromé
vyznamu jednotlivych podtypt ceramidl studovat i chovani dalSich bariérovych
lipidt. Pracovni skupina Skin Barrier Research Group se také podilela na studii
popisujici ~ vyznam  cholesterolu a  také  metaboliti = ceramidovych
prekurzori - lysolipid@i. Dal§im probihajicim vyzkumem této pracovni skupiny je
napr. studium volnych sfingoidnich bazi a jejich role v modelech zdravé a nemocné
kize.

Navzdory skutecnosti, Ze k vyzkumu koZni bariéry je nejvhodnéjsi izolovana
koZni tkan, modelové systémy lze rovnéZ povaZovat za prakticky a spolehlivy nastroj
kjejimu hodnoceni. Na zakladé ziskanych vysledkli se také daji objasnit nékteré
(pato)fyziologické déje a ziskat podklady pro racionalni design podani latek na/ptes
kizi ¢i do kiizZe.

Vramci dalstho probihajictho projektu zabyvajictho se vyznamem
korneocytarni lipidové obalky bylo rovnéz ziskano nékolik zajimavych vysledkd,
které by mohly poslouZit jako podklad v procesech obnovovani kozni bariéry, a to
zejména u koZnich nemoci. Podstatou této obnovy by bylo podavani bariérovych
lipidi (ceramidli nebo pseudoceramidli) na poskozena loziska ve vhodné formé,
napt. kapalné emulzi, krému, s vyuzitim liposomd apod. Pripravou formulaci
obsahujicich znaceny ceramid (napf. izotopem 13C) a jejich aplikaci na modelové
poskozenou pokoZzku nebo rohovou vrstvu lze pomoci vhodnych chromatografickych
(LC-MS pristroj vyuzivany na Katedie bioorganické a organické chemie od roku
2019) nebo spektroskopickych metod (NMR v pevné fazi) sledovat zaclenéni

a lokalizaci aplikovaného lipidu v kizi.

Pro uUplnost je tfeba dodat, Ze kromé modelovych lipidovych membran nase
pracovni skupina pro vyzkum vyuziva rovnéz lidskou kozni tkan ziskanou ze vzorkl

z oddéleni plastické chirurgie sanatoria Sanus (Prvni privatni chirurgické centrum,
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spol. s r. 0.) vHradci Kralové, se kterym ma pracovni skupina jiZ dlouholetou
spolupraci a kexperimentim ma vypracovanou potiebnou dokumentaci. Zde
planujeme vyzkum pomoci izolace koZnich bunék a tvorby tkanovych modeli
poskozené kozni bariéry. Vramci zahrani¢ni spoluprace se skupinou profesorky
Sarah Hedtrich z Univerzity Britské Kolumbie a profesorky Moniky Schaefer-Korting

ze Svobodné univerzity Berlin mame s touto problematikou jiZ zkusSenosti.

Poskozenou koZni bariéru by bylo moZné obnovit také cilenym podavanim
ceramidl ve spojeni spolymernimi latkami, jako je napr. Kyselina hyaluronova.
Vramci spoluprace se spolecnosti Contipro a.s. v Dolni Dobrouci jsou vyvijeny
derivaty kyseliny hyaluronové hydrofobizované ceramidy, které by mély mit takové
vlastnosti, aby poskozené (suché) kizi dodaly chybéjici humektant (kyselinu
hyaluronovou) arohové vrstvé chybéjici hydrofobni slozku (bariérovy ceramid).
Takovy derivat by mohl najit uplatnéni iv terapii koZnich ran, napf. popalenin.
V pripadé chorob, jako jsou atopicky ekzém Ci jiné dermatitidy, je topické podavani
ceramidli nebo jinych télu vlastnich latek vhodnou alternativou topicky ¢i systémové

podavanych antiflogistik, ¢imz se snizuje riziko moznych nezadoucich ucinkd.
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