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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biofyziky a fyzikalnej chémie

Autor: Lucia Dulanské

Skolitel’: Mgr. Petra Pullmannova, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Optimalizicia modelu koznej bariéry s obsahom ceramidov

izolovanych z l'udského Stratum corneum

Stratum corneum (SC), najvrchnejSia vrstva koze, reguluje transkutanne straty
vody a chrani pred vonkaj$imi podmienkami a Skodlivymi latkami. Sklada sa
z zrohovatelych buniek - korneocytov a extracelularnej lipidovej matrix, ktord je
zodpovedna za bariérové funkcie. Korneocyty su pokryté kovalentne viazanymi lipidmi
a vytvaraju tak korneocytarnu lipidova obalku (CLE). CLE sa povaZuje za prepojenie
extracelularnych lipidov s korneocytmi a sluzi ako predlohova matrica. Nasim cielom

bolo optimalizovat’ model koznej bariéry simulujiicim taktiez pritomnost’ CLE.

Lipidova cast modelu bola pripravend z ekvimolarnej zmesi izolovanych
ceramidov l'udskej koze (hCer), cholesterolu a volnych mastnych kyselin (FFA, bud’
protonovanych alebo deuterovanych) s5 % (m/m)  cholesterol-sulfatom. hCer
sa extrahovali z izolovaného I'udského SC a purifikovali sa stipcovou chromatografiou.
Zlozenie hCer sa stanovilo vysokou¢innou tenkovrstvovou chromatografiou. Castice
silikagélu s reverznou a normalnou fazou sluzili ako model CLE a negativna kontrola.
Rontgenova difrakcia odhalila periodicku Struktiru modelov a ukdzala dve lamelarne fazy
s kratkymi a dlhymi medzirovinnymi vzdialenostami, a separovany cholesterol. Dlha
opakovand vzdialenost sa zmenila v zavislosti od typu a mnozstva silikagélu.
Termotropné spravanie vzoriek s protonovanym alebo deuterovanym FFA bolo skimané

infracervenou spektroskopiou s Fourierovou transforméaciou.



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biophysics and Physical Chemistry

Author: Lucia Dulanska

Supervisor: Mgr. Petra Pullmannova, Ph.D
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Stratum corneum

Stratum corneum (SC), the uppermost layer of the skin, regulates transcutaneous
water loss and protects against outer conditions and harmful substances. It consists of
cornified cells - corneocytes and extracellular lipid matrix, which is responsible for the
barrier functions. Corneocytes are covered with covalently bound lipids creating the
corneocyte lipid envelope (CLE). CLE is considered to interconnect the extracellular
lipids with corneocytes and to have a templating effect. We aimed to optimize a skin lipid
model simulating also the presence of CLE.

The lipidic part of the model was prepared from an equimolar mixture of isolated
human skin ceramides (hCer), cholesterol and free fatty acids (FFA, either protonated or
deuterated) with 5 weight % of cholesteryl sulfate. hCer were extracted from the isolated
human SC and purified by the column chromatography. The composition of hCer was
determined by the high-performance thin-layer chromatography. The reverse-phase and
normal phase silica gel particles served as the CLE model and the negative control,
respectively. X-ray diffraction revealed the periodic structure of models and showed two
lamellar phases with short and long repeat distances and separated cholesterol. The long
repeat distance changed in dependence on the type and amount of silica gel. The
thermotropic behavior of samples with protonated or deuterated FFA was revealed by

Fourier-transform infrared spectroscopy.



1 UVOD A CIEL PRACE

Ludska koza, konkrétne jej najvrchnejSia Cast’ (Stratum corneum), je klucovy
organ nasho tela, ktory okrem ochrany voc¢i negativnym vplyvom vonkajSieho prostredia
reguluje aj transkutanne straty vody. Nevyhnutnou podmienkou pre spravne fungovanie
koznej bariéry je zavislé od jej Specifickej Struktiry a zlozenia. Stratum corneum je
zlozen¢ zo zrohovatelych buniek (korneocytov), medzi ktorymi sa nachadza
extracelularna lipidov4d matrix, ktord je primarne zodpovedna za spravne bariérové
vlastnosti koze. Na povrchu korneocytov sa nachadza obal, tvoreny kovalentne viazanymi
lipidmi - korneocytarna lipidovad obalka (CLE). CLE je Struktdra tvoriaca spoj medzi
koznymi lipidmi lipidovej matrix a korneocytmi. Vyznamnost’ a ddlezitost CLE nie je
spochybnitel'na, jej presny vznik a tilloha vsSak stale nie st plne objasnené. Tento fakt
komplikuje aj skutocnost’, Ze stale nie su vyvinuté postupy, ako vytvorit’ modely Stratum

corneum, ktoré by okrem vol'nych lipidov zahfnali aj modely CLE.

Vyskumna skupina Skin Barrier Research Group pod vedenim prof. Vavrovej
aktivne skima Stratum corneum a lipidy koZnej bariéry v snahe ¢o najlepSie porozumiet’
ich vzniku, usporiadaniu ¢i spravaniu v 'udskej kozi. Nasou ulohou bola optimalizacia
modelov koznej bariéry, ktord by obsahovala aj model CLE a sledovat’ spravanie lipidov
v tychto modeloch. Ako lipidy koznej bariéry sme pouzili izolované I'udské ceramidy,
mastné kyseliny (protonované aj deuterované) a cholesterol v ekvimoldrnom mnoZstve
s 5% (m/m) cholesterol-sulfaitom. Namiesto korneocytov sme pouzili Castice silikagélu
s hydrofobizovanymi 18-uhlikatymi alkylovymi retazcami (RP-18) aj bez nich (NP),
ktoré nam sluzili ako kontrola. Strukturalne usporiadanie lipidov v modeloch CLE sa
vyhodnocovalo rontgenovou difraktometriou, termotropné spravanie vzoriek zase

infracervenou spektroskopiou s Fourierovou transformaciou.



2 Z0ZNAM SKRATIEK

Cer EOS N-(32-linoleyloxy)dotriakontanoyl-D-erytro-sfingozin
Cer EOP N-(32-linoleyloxy)dotriakontanoyl-fytosfingozin

Cer NS24 N-tetrakosanoyl-D-erytro-sfingozin

Cer NP24 N-tetrakosanoyl-fytosfingozin

Cer AS24 a-hydroxy-N-tetrakosanoyl D-erytro-sfingozin

Cer AP24 a-hydroxy-N- tetrakosanoyl-fytosfingozin

SC Stratum corneum

CLE korneocytarna lipidova obalka

PBS phosphate buffered saline

hCer Pudské ceramidy

Chol cholesterol

CholS cholesterol sulfat

HPTLC vysokouc¢innd tenkovrstva kvapalinova chromatografia
Lig lignocerova kyselina

FFA vyssie mastné kyseliny

dFFA deuterované vysSie mastné kyseliny

FTIR infraCervena spektroskopia s Fourierovou transforméciou
LPP long periodicity phase — faza s dlhou periodicitou

SPP short periodicity phase — faza s kratkou periodicitou



3 TEORETICKA CAST

3.1 Kozna bariéra — charakteristika, Struktara, funkcia

3.1.1 Charakteristika

LCudské koza patri medzi jeden z najvacsSich orgénov l'udského tela. Je Clenitd,
Strukturalne aj funkcne zlozitd a okrem mnohych esencidlnych funkcii, ktoré vykonava,
je hraniénym organom medzi vnutornym a vonkaj$im prostredim. Zabera plochu 1,5-2 m?
a z celkovej hmotnosti ¢loveka zaberd 16 %, v zavislosti od vysky a konstitucnej stavby
jedinca. Hrubka a farba koze su premenlivé, hrubka zavisi od veku jedinca, lokalizacie
koze a jej hydratacie, farba sa moze odvijat od mnozstva betakaroténu, melaninu, stupta

hydratacie, mnoZstva podkozného tuku alebo hrabky rohovej vrstvy.!

3.1.2 Struktiira
Koza je roz€lenend do troch hlavnych funkénych oblasti — epidermis (hlavna
ochranna vrstva), dermis (hlavnéd podporna vrstva) a tela subcutanea, tvorena vazivovym

a tukovym tkanivom.?

Epidermis

Epidermis je najvrchnejSia Cast’ l'udskej koZe, ktord je v priamom kontakte
s vonkajSim prostredim. Je tvorena viacerymi vrstvami keratinocytov so schopnostou
samoobnovy. Jednou zich uloh je produkcia keratinu (vlaknity protein), ktory ma
protektivnu ulohu a spoluvytvara ochranni vrstvu (Stratum corneum). Epidermis
u dospelého cCloveka je zlozena ztroch zékladnych typov buniek — keratinocytov,
melanocytov, Langerhansovych buniek a jednym dodatoénym typom buniek (Merkelove

bunky).> 2

Hlavnymi bunkami epidermis st keratinocyty. Na zdklade ich usporiadania,
Struktary a Stadia diferenciacie sa epidermis rozdel'uje na vrstvy — Stratum basale, Stratum
spinosum, Stratum granulosum, Stratum lucidum (len dlane a chodidld) a Stratum

corneum (obrazok Obr. 1).!
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Obrazok 1. Nazorné usporiadanie vrstiev l'udskej koze

Vrstva bazalnych buniek, ktord je trvalo mitoticky aktivna, produkuje dcérske
bunky, ktoré podliehaju epidermalnej diferenciacii trvajucej asi 30 dni (do odlucovania
Stratum disjunctum — horna odlucujuca sa vrstva Stratum corneum). Po deleni buniek
dochadza k proliferacii, diferenciacii a migracii bazalnych buniek do vonkajSich vrstiev.
Pocas tohto prechodu dochadza k ich morfologickym zmenam — splosSteniu a strate jadra
(vznik tzv. korneocytov). V tomto procese vieme rozlisit’ tri $tadid — Stadium syntézy,

transformac¢né stddium a $tadium terminalne.?

Stadium syntézy zalina v Stratum basale av dolnej Casti Stratum spinosum
a vSeobecne pri niom dochadza k zvacSeniu objemu buniek, poctu bunecnych organel
a obsahu proteinov v bunkach. Produktom diferenciacie v Stratum spinosum st lamelarne
telieska, ktoré obsahuju dvojlamely lipidov. V Stratum granulosum dalej vznikaja
keratohyalinové granuld tvorené profilagrinom bohatym na histidin, ktorych tlohou je
spajanie  keratinovych vlakien. Tieto bunky dalej exocytéozou uvolfiuju
do extraceluldrneho priestoru lamelérne Gtvary silno lipofilnej povahy, ktoré sa podiel’'aja
na formovani lipidovej bariéry. Prechodom korneocytov do hornej Casti Stratum

granulosum a na hranicu Stratum corneum je $tadium syntézy ukonéené.’
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V transformac¢nom $tadiu dochadza k enzymatickej prestavbe vSetkych produktov

diferenciacie a bune¢nych organel.’

Terminélne Stadium je charakteristick¢é zmenSenim obsahu vody v bunkach, ¢im
dochadza k ,,zahusteniu* konzistencie epidermalnych Struktar. Keratohyalinové granula
obaluje pevna interceluldrna amorfnd masa s keratinovymi filamentami. Lamelarne
telieska vypudzuji do medzibunkového priestoru dvojlamely lipidov, ktoré su v nich
ulozené. Extracelularnymi enzymami (fosfolipaza, [-glukocerebrozidaza, kysla
sfingomyelindza) dochddza k premene prekurzorov ceramidov (sfingomyelinu
a glukozylovaného ceramidu) na ceramidy, ktoré st jednymi =z hlavnych zloziek
extracelularnej lipidovej matrix, a vd’aka tomu dochédza k spevneniu povrchu buniek
Stratum corneum. Pdsobenim transglutamindzy (membranovy enzym) vznikaju medzi
bunkami povrchovej vrstvy Stratum corneum tzv. cross links, epidermalne vézby
peptidového charakteru. Po dokonceni termindlneho Stidia sa desmozomalne spoje

uvol'nuju a rohové bunky na povrchu sa kontinualne odlucuju.?

V epidermis sa nachadzaju pigment-produkujiuce bunky, tzv. melanocyty. Vel'ké
mnozstvo vybezkov, ktoré obsahuju, zabezpecuje ich spojenie s viacerymi keratinocytmi.
V kazdom melanocyte sa nachadzaji melanozémy produkujice pigment melanin, ktory
je nasledne pomocou dendritickych vybeZzkov uchovdvany v keratinocytoch.
Langernahsove bunky su typom dendritickej bunky, ktoré sa uplatiiuji pri imunitnych
dejoch tym, Ze patria medzi antigén prezentujice bunky. Antigény su nasledne
predkladané T-lymfocytom. Su taktiez zodpovedné za hypersenzitivnu odpoved’ alebo
reakciu (hraja doleziti tlohu napr. pri kontaktnej dermatitide). Priamo na bazalnu
membranu epidermis nasadaju Merkelove bunky, ktoré su vd’aka svojmu synaptickému

spojeniu s volnymi nervovymi zakon&eniami koznymi mechanoreceptormi.> !

Dermis

Dermis je Cast’ koze nachadzajiuca sa medzi epidermis a podkoznym tkanivom.
Od epidermis je oddelena bazdlnou membranou. Okrem kolagénu, elastickych vldkien
a extrafibrilarnej matrix obsahuje aj mechanoreceptory a termoreceptory, vlasové

folikuly, potné, mazové a apokrinné Zl'azy. Je inervovana a bohato krvne zasobena.!:?
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3.1.3 Funkcia koznej bariéry

Okrem toho, ze l'udskad koza patri medzi najvacsi metabolicky aktivny organ
I'udského tela, je aj hrani¢nou bariérou medzi vnatornym prostredim I'udského organizmu
a okolitym prostredim. Aby mohla udrziavat’ kontinuitu 'udského organizmu, vykonava
viaceré funkcie — ochrannti, metabolicki, regulacni, imunologickd, sekre¢nt,

psychosocialnu, depotnt ¢i senzoricku.!

Funkcia ochranna (bariérova)

Fyzikalna bariéra je zabezpecend vd’aka sudrznosti, pevnosti a pruznosti 'udskej
koze. Tieto vlastnosti si zabezpecené vd’aka mnohym procesom a funkcidm, akymi st
keratinizacia, funkcia mazovych a potnych Zliaz, hydratacia epidermis, pritomnost’ hustej
siete kolagénovych a elastickych vlakien s podkoznou tukovou vrstvou, ¢i pritomnost’
desmozomov keratinocytov. Medzi jednu z hlavnych funkcii je funkcia fotoprotektivna,
tj. ochrana pred Skodlivymi ucinkami ultrafialového (UV) Ziarenia. NajvyznamnejSou
mierou sa na ochrane vo¢i UV ziareniu podiela melanin. Je schopny absorbovat’ UV
Ziarenie a zabranit’ apoptéze melanocytov. V melanocytoch tvori pigment melanin
melanozémy. Na kazdy melanocyt pripadd v priemere 36 keratinocytov, ktoré su
zasobované melaninom pomocou dendritickych vybeZzkov — tvoria tzv. melanocytarnu

jednotku.® 7> 13

Chemicka ochrana kozZe je sprostredkovana schopnostou koze selektivne
prepustat’ latky na zaklade ich vlastnosti, akymi je napr. hodnota rozdelovacieho
koeficientu. Latky rozpustné v tukoch, tzn. lipofilnej povahy, budi koznou bariérou
prechadzat’ ochotnejSie ako latky hydrofilné. Tomuto napomahaju aj mazové zlazy, ktoré

produkujt maz.! 7

Funkcia sekreéna

LCudské koza je zlazou holokrinnou, tzn., ze sekrét, ktory produkuje, postupne
vyplni celtl bunku a po jej apoptoze dochadza k uvolneniu sekrétu. Produktom tejto zl'azy
je keratin. Keratin je vo vel’kej miere zastipeny v Stratum corneum (az 65 %), v nechtoch

a vlasoch, pri¢om epidermalny keratin obsahuje menej cystinu a viac glycinu.!?
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Na povrchu koze sa nachadza zmes dvoch typov latok lipoidnej povahy —
glandularne a epidermalne lipidy. Tzv. hydrolipidicky obal, ktory pokryva povrch koze,
je tvoreny lipidickymi latkami vyskytujicimi sa v Stratum corneum, nad ktorymi sa
nachadza kysly plast’ obsahujuci kozny maz, odlucené keratinocyty a ostatné produkty
kozného metabolizmu. Glandularne lipidy (triacylglyceroly, skvalén, vosky) tvoria
mazové zlazy, ktoré sa vyskytuju prakticky po celom povrchu tela (okrem dlani
a chodidiel). S vlasovym folikulom sa tieto Zzlazy spojené vyvodom a tvoria
tzv. pilosebacedznu jednotku. Epidermdlne lipidy (ceramidy a cholesterol) st vytvarané

kontinudlne, na povrch epidermis sa dostavaju v priebehu diferenciacie koznych buniek.
1,8

3.2 Stratum corneum

Stratum corneum (SC), najvrchnej$ia vrstva epidermis, je tvorené korneocytmi, ¢o
su bezjadrové keratinocyty, ktoré dosiahli svoju kone¢nl fazu diferenciacie a s vzdjomne
spojené desmozomami (obrazok Obr. 2). Korneocyty zadrziavaju keratinové vlakna
vo filagrinovej matrix aich korneocytdrna obalka nahradza plazmaticki membranu
keratinocytov, na ktorej sa nachaddza korneocytarna lipidova obélka, a ta je v priamom
kontakte s lipidovou matrix. Medzi tymito plochymi bunkami sa nachadza extracelularna
matrix bohata na lipidy. Tieto dve zloZky SC maja rozlicné funkcie — korneocyty
poskytuji mechanické spevnenie, chrania mitoticky aktivne bunky pred (UV) Ziarenim,
reguluju cytokinmi regulované spustenie zépalu a udrziavaji hydrataciu. Extracelularna
lipidova matrix reguluje permeabilitu, iniciuje deskvamaciu korneocytov, ma
antimikrobidlnu peptidova aktivitu, vylu€uje toxiny a umoznuje selektivnu chemick
absorpciu. Lipidova extraceluldarna matrix zabera asi 20 % celkového objemu SC
a hlavnymi zloZkami st naymé ceramidy, cholesterol a vysSie mastné kyseliny (nevetvene,

nasytené, dizka uhlovodikového retazca je okolo 14-34 uhlikov, ktoré su zastipené
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ekvimolarne, v menSej miere sa v nej vyskytuji aj estery cholesterolu s organickymi

kyselinami a iné zlozky, ako napr. cholesterol sulfat.” 1% 1!

Ochrana pred

" «  Skodlivymi latkami
- o -
o
v FE
: - AT
A Hydrolipidicky film
— »

— ‘:-__—_——u-‘.‘ — = = ————
. ‘”__ Frr——— _ﬂ—:“_;:—— =
et = 5 = mﬁ = ~ o= __ =
%-=— | ipidy rohovej vrstvy —* N
e e e — . s : o = s .-m.—f_.‘r;_—- T
. . . —_— _Z_rohovatefa_t_:un_@;h - -

Rohova e N— . —
Wy - e i D e e R = b pre—
vrstva B — o cam =5
o [ I —r . ‘E'T.D."-‘f\;}_il;_:'—_'—m#“_
e o U o =0 S o=
- @0 &
(E e o é—" E e o
[ oo 1 Ochrana proti strate
L S E’_ ©p  vody

© Eucerin®

Obrazok 2. Struktira Stratum corneum (rohovej vrstvy)'2

3.2.1 Typy ceramidov v ludskej kozZi

Ceramidy st Strukturdlne N-acylsfingoziny zloZené zo sfingoidnej bazy
aamidicky pripojenej vySSej mastnej kyseliny. Su Strukturdlne vel'mi rozdielne
a variabilné a v suasnosti bolo popisanych 15 podtried ceramidov v l'udskom SC,
s rozli¢nou Struktirou, lokalizaciou a funkciou. Oproti klasickym fosfolipidom, ktoré

tvoria bunkové membrany, majii mensiu polarnu hlavu a aj ich polarnost je nizsia.!> 4 13

Zakladom vSetkych ceramidov je sfingoidnd béaza, ktorej retazec je dlhy amino
alkohol, zvycajne 18-uhlikaty. Tento =zéklad modze byt bud sfingozin (S),
dihydrosfingozin (dS), fytosfingozin (P) ¢i 6-hydroxysfingozin (H). Amidicky viazana
mastna kyselina moze byt nasytena (N), a-hydroxy (A) alebo w-hydroxy (O), ktora moze
byt d’alej esterifikovana linolovou kyselinou (EO). Najnovsie vyskumy popisuju taktiez
esterifikaciou hydroxylu v polohe 1 (1-O-acylované).!® !7- 18 15 §p550b tvorenia nazvov

a typy Struktar ceramidov su uvedené na obrazku Obr. 3.
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Obrézok 3. Nazvoslovie a Strukturalne typy ceramidov'®

3.2.2 Biofyzika lipidov koznej bariéry

Lamelarne usporiadanie lipidov SC

Lipidové molekuly v matrix SC tvoria v extracelularnom priestore predizené
lamely, ktoré obklopuju korneocyty. Vd’aka svojej polarnej hlavici (ktora je v porovnani
s fosfolipidmi menSia) vedia prilnat ksebe tesnejSie nez lipidy v beznych
fosfolipidovych dvojvrstvach, ¢im tvoria pevnejSie usporiadanie. V tomto trojrozmernom
usporiadani vieme rozliSit’ lamelarnu organizaciu (usporiadanie lipidov do dvojvrstiev,

tzv. lamiel) a organiziciu latelarnu (vyjadruje pevnost a tesnost’ lipidov vnutri lamely).'*

Lamely matrix SC st tvorené opakujucou sa sekvenciou 3 pasov (Siroky — uzky -
Siroky/ cca 5 nm - 3 nm - 5 nm), ktorych Sirka je cca 13 nm. Tento pas je nazyvany ako
faza s dlhou periodicitou (long periodicity phase — LPP). K sformovaniu tejto faze je
nevyhnutny ceramid typu EO. Predpoklada sa, Ze jeho dlhy w-hydroxylovany acylovy
retazec prechadza celou Sirkou lipidovej dvojvrstvy a spaja ju do tejto §truktary.2% 2!
Skupina prof. Bouwstry publikovala aj, ze okrem LPP sa v 'udskom SC vyskytuje aj faza
s kratkou periodicitou (short periodicity phase — SPP), dlha cca 6 nm, ktora je vSak tvorena

len 2 pasmi a jej usporiadanie pripomina $truktiru fosfolipidovej dvojvrstvy.? 23
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Laterdlne usporiadanie ret’azcov v rovine lamely

Vnutri lipidovej lamely (dvojvrstvy) vedia lipidy v rdmci svojej laterdlnej
organizécie prijat’ tri typy usporiadania, ktoré moze byt ovplyvnené zmenami vonkajSich
podmienok (napr. zahrievanim dochadza k rozvolneniu retazcov). Ortorombické je
najhustejsie a najtesnejsie usporiadanie lipidov, usporiadané v obdiznikovej krystalickej
mriezke bez moznosti rotacie a vsetky retazce su v all-frans konformacii (v tzv. cik-cak
konformécii). V hexagonalnej faze st lipidy usporiadané do Sest'uholnikovej mriezky a st
v tzv. gélovej faze, pricom pocet gauche konformérov narastd. V kvapalno-krystalickej
faze stracaju lipidy svoju laterdlnu organiziciu aich pohyb vrovine je volny

a neusporiadany, s vysokym podielom gauche konformérov.'* 13

2}
21
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Obrazok 4. Lateralne usporiadanie lipidov SC do ortorombickej (A) a hexagondlnej (B) $truktury>’
Molekulové konformadcie ceramidov

Amfifilné¢ vlastnosti ceramidov urcuju ich priestorové usporiadanie v SC.
V pripade, ak su alkylové retazce usporiadané paralelne vedla seba, hovorime o tzv.
vlasenkovej (uzavretej) konformdcii. Retazce orientované oproti sebe (v rovine) sa

nachadzaju v tzv. otvorenej konformacii.**
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Obrazok 5. Molekulové konformacie ceramidov v SC — hore uzavreta (vlasenkova) a dole otvorena

konformacial®

3.2.3 Modely Stratum corneum

SC je komplexnd Struktira, tvorena rozliénymi a rozmanitymi druhmi lipidov,
ktoré v ramci svojho usporiadania prijimaji rozlicné konformaéné usporiadania,
interaguju spolu, ¢o sa mdze odrazit’ na celkovej organizacii medzibunkovej hmoty. Popis
lamelarnej Struktiry ¢i laterdlneho usporiadania lipidov SC nie je stale Uplne jasny
a postupom casu bolo vyuzitim rozlicnych technoldgii navrhnutych niekol’ko modelov

SC."

Model tehadl a malty

Ide o najjednoduchsi a zakladny model Struktiry SC. Hovori o usporiadani
korneocytov ako ,tehdl”, medzi ktorymi sa nachadza ,malta“, t.j. lipidovd matrix.
Nehovori vSak o interakcidch medzi nimi, ani o vzdjomnom prepojeni korneocytov
pevnej$imi vdzbami neZ su van der Waalsove sily a vodikové mostiky, a ich jedinym
ukotvenim je korneocytarna obalka. NeskorSie snahy vedcov a nové poznatky objavujtce
sa v suvislosti so Struktirou, vlastnostami a funkciou SC viedli k rozporom a snahe
modifikovat’ model SC. Jednym z faktov je aj to, ze lipidova matrix nemdze mat’ €isto
funkciu ,,malty*, vzhI'adom k tomu, Ze sa vyznamnou mierou podiel’a na penetracii koze®,

é26

a korneocyty st dostatocne permeabilné~®, nez by mohlo mylne vyplyvat’ z ich oznacenia

ako ,tehly*.27 2. 29
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Doménovy mozaikovy model

Je odvodeny od modelu klasickej dvojvrstvy, ale nie je v rozpore s konformaciami
naprie¢ SC. V uvahu berie predpoklad o lateralnej Struktare a spravani sa lipidovych faz,
nie nevyhnutne usporiadanie v axidlnom smere (naprie¢ lamelami). Ked’ze boli pri
Studovani lipidovej matrix pozorované pri sebe aj krystalické ortorombické aj fluidnejSie
usporiadanie, navrhuje tento model vyskyt lipidov v ramci domén s rozdielnym
usporiadanim retazca a fazovym spravanim. Lamely by pozostavali z krystalickych zin
(pevnejSej fazy vo vlasenkovej konformadcii) zaliatych v tekutejSej matrix (obsahujuce;j

lipidy s kratkymi alebo nenasytenymi retazcami).*® 2°

=
=
—
=

y

il [ qupuny

Obrazok 6. Doménovy mozaikovy model SC, kde su pritomné lipidy v kvapalne-

krystalickej (siva oblast’) a pevnej krystalickej (biela oblast)) faze?

Sandwich model

Bol pdévodne zalozeny na rontgenovych difrakénych analyzach s izolovanou
T'udskou koZou, ktoré v prvom rade zohl'adiovali teplotu a hydrataciu. Tento model, ako
je uz bolo spomenuté skor, hovoril ze Siroké —tizke - Siroké usporiadanie faz je vysledkom
iného mikrostruktirneho usporiadania vo forme 12—13 nm LPP. Pre SPP bolo stanovené
jednoduché symetrické usporiadanie v dvojvrstve s predovSetkym nahodne rozlozenymi
lipidmi v jednej latelarnej faze. Pritomnost’ fluidnej fazy bol znak pozorovany a spojeny

s vyskytom LPP. Obecne ide o najviac popisovany a pouzivany model.>! %

Obecne teda vychadza z predpokladu, ze lipidy SC st usporiadané v dvoch
lameldrnych krystalickych fazach, Sirka lamely sa pravidelne opakuje aje priblizne

6 a 13 nm a organizicia LPP je podmienend pritomnostou ultra-dlhych ceramidov typu
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EO. Vonkajsi okraj lamely obsahuje tesne priliechajice retazce ceramidov s nasytenym
acylom (24-26 uhlikov) vo vlasenkovej konformécii a cholesterol. Acyl linolovej kyseliny
s cholesterolom a kratkymi ceramidmi (s 16-uhlikatym acylom) by mal vypliat’ centrum

lamely — vznik usporiadania dvoch krystalickych vrstiev okolo jednej fluidnej domény.>?

Rozsirenim tohto modelu bolo neskdr jeho doplnenie o existenciu a vyskyt malého
mnozstva Uplne rozvinutych ceramidov, ktoré sa vyskytuju naprie¢ dvojvrstvou a sluzia
ako vystuz pre protilahlé susedné lamely. Takymto spdsobom je poskytnutd dostatocna

stabilita pre lipidovi matrix.>* %

£
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Obrazok 7. Sandwich model SC s pritomnou fluidnou vrstvou uprostred®*

Model s jednou gélovou fazou

Tento model sa opiera o tedriu modelu doménovej mozaiky, popisuje lateralne
a fazové spravanie lipidov. Predpoklada sa, Ze aj ked’ maju lipidy odli$né ortorombické
alebo hexagonélne usporiadanie, netvoria odlisné domény. Lipidy radSej tvoria jednu
suvislu gélovitu fazu. Obsah vody, rovnako ako aj jej priepustnost, by bola v tomto
usporiadani nizka, taktiez aj celkova mobilita lipidov. Vplyvom deskvamaécie na povrchu
SC anizsieho obsahu vody méze dochadzat’ k fazovej separacii lipidov a oddel'ovaniu
krystalickej fazy. Konformacia lipidov by bola spojend stymto fadzovym prechodom

a mohla byt uplne otvorend alebo vlasenkova.? 3
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Obrazok 8. Model SC s jednou gélovou fazou®

Trojvrstvovy model

Trojvrstvovy model vychadza zo sandwich modelu a predpoklada usporiadanie
viacerych symetrickych dvojvrstiev, no nevylucuje ani usporiadanie, ktoré je tplne alebo
Giastoéne tvorené z uplne rozvolnenych ceramidov. Specidlna vlastnost modelu je
zalozena na tekutej vrstve pozorovanej v lamelérnej stredovej rovine. Existencia tejto
vrstvy je dosledok dlhSich retazcov ceramidov a vy$§ich mastnych kyselin, ktoré sa v tejto
stredovej rovine prekryvaju. Tym, Ze maju vacsiu volnost’ pohybu a ich retazce nie su tak

tesne usporiadané, sa spravaju fluidnejsie.>® %

Model podl’a Swartzendrubera

Tento model vychadza z pozorovania medzibunkového priestoru transmisnou
elektronovou mikroskopiou izolovaného Pudského SC.3” Tvrdi, Ze vonkajsie svetlé SirSie
pasy odpovedajii uhl'ovodikovym retazcom smerujucim od buniek k stredu (vratane
kovalentne viazanych m-hydroxylovanych ceramidov a mastnych kyselin). Pasy, ktoré st
tmavé a uzSie predstavuju oblast’ s vysSou elektronovou hustotou, teda polarne skupiny.
Vel'mi tzky svetly pas v centralnej rovine by obsahoval vzajomne vtesnané sfingozinoveé
retazce kovalentne viazanych ceramidov v otvorenej konformécii. Molekuly volnych
lipidov by kovalentne viazané lipidy obklopovali, cholesterol sa ma vyskytovat’ najmi
v okrajovych pasoch. V medzibunkovom priestore s dvojnasobnym poctom lamiel, ktoré
su v usporiadani Siroky-uzky-Siroky-Siroky-tzky-Siroky (tzn. sparovana dvojvrstva) je
toto usporiadanie oznacované ako tzv. Landmannova jednotka. Medzi sparovanymi

dvojvrstvami (Landmannovymi jednotkami) je pozorovatelny tUzky tmavy pas
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(elektrénovo bohaté oblast’), ktory pravdepodobne zahfna aj esterovy acyl ceramidov typu
EO 30, 38,39, 40

A AN

P gl

mi‘. -

-

Obrazok 9. Navrhnuté molekulové usporiadanie Landmannovej jednotky v SC, kde dve Siroké

krajné svetlé pasy predstavujii korneocytarnu lipidovi obalku®®

Asymetricky model dvojvrstvy

Tento model opisuje usporiadanie a striedanie Sirokych-uzkych-Sirokych pasov,
¢o je podloZzené pozorovanim rozliéného rozloZenia elektronovych hustét pod
elektronovym mikroskopom. Spociatku sa tento model pripisoval riadenej asymetrickej
distribtcii lipidov. Predpokladalo sa, Ze dlhé ret'azce a kratke retazce st zv1ast’ asociované
podjednotky, ktoré tvoria bud’ dlhé alebo kratke dvojvrstvy, a pri vzdjomnej alternécii
vznik4 usporiadanie §irokych-uzkych-§irokych pasov.*! 2% 3

Neskor, na zaklade modelovych simulacii sa navrhlo, ze opakujice sa Siroké
auzke pasy by sa dali vysvetlit tym, Ze by sa ceramidy s dlhymi retazcami plne
rozptylovali v celej Sirke. V rozpore s vysledkami bola predpokladand pritomnost
izolovanych jednotiek 5-6,5 nm a / alebo 44,5 nm v hornych vrstvach SC (t.j. v oblasti
funk¢nej bariéry), takto izolované jednotky su vSak pritomné len v dolnych vrstvach SC.
V tychto vysSich funkénych oblastiach sa skor navrhuje len pritomnost’ parov jednotiek

5,5 + 4,5 nm alebo 6,5 + 4,5 nm, a tie spolu tvoria jednotku 10—11 nm.*> 43 44 45. 46
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Pritomnost’ cholesterolu by vysvetl'ovala asymetrické usporiadanie tym, ze prednostne
interaguje s nasytenymi ret'azcami mastnych kyselin a ceramidov len v kratkej dvojvrstve
(kvoli jeho lepsej mieSatel'nosti s kratkymi ret'azcami), a dlhé retazce vyssSich mastnych
kyselin sa budu vyskytovat’ v dlhej dvojvrstve. Taktiez sa priklana k domnienke, ze ultra
dlhé ceramidy st pre vytvorenie LPP zésadné a vyskytuju sa vo vlasenkovej konformécii,

ostatné cermiady sa vyskytuju v otvorenej aj vlasenkovej konformacii.2% 3% 47- 22

Obrazok 10. Schematické znazornenie usporiadania SC podl'a modelu asymetrickej dvojvrstvy?®

3.2.4 Fazoveé prechody

V zavislosti od vonkajSich podmienok, akymi je napr. teplota, mézu ceramidy
v SC menit’ svoje vzajomné usporiadanie. V 'udskom SC boli identifikované Styri fazové
prechody pri 35, 65, 90 a95 °C, pricom prechod pri prvych troch teplotich je
prisudzovany zmendm v konformacii lipidov. Popisuje sa, Ze pri teplote 95 °C dochadza
k denaturacii korneocytov, vzh'adom na to, Ze tento prechod bol zaznamenany aj po
extrakcii lipidov zo SC a je termélne nevratny.*® Hlavnym fazovym prechodom je proces
topenia, tzn. prechod z usporiadanej gélovej faze do neusporiadanej fluidnej fazy. Okrem
tohto hlavného prechodu vieme zaznamenat’ aj prechod v ramci tzv. pevnej-pevnej faze.
Prechod medzi ortorombickou a hexagonéalnou fazou (prechod v ramci pevnej faze) moéze
nastavat’ pri teplotach relativne fyziologickych (35 — 40 °C). Pri vysokych teplotach (nad
70 °C) alebo pdsobenim agresivnych cinitel'ov na l'udsku kozu (aplikacia chemikalii)
moze dochadzat’ k prechodu z pevnej faze na kvapalnt, ¢im sa zmeni usporiadanie lipidov
na fluidné. Takéto prechody a neusporiadanost’ v lamelarnych dvojvrstvach méze vyrazne

ovplyviovat vlastnosti SC akymi sti permeabilita a priepustnost’ vody.* !4
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Obrazok 11. Konformécie retazcov od najpevnejsieho (ortorombického)

po fluidné usporiadanie'*

3.3 Korneocytarna lipidova obalka (Cornified Lipid Envelope)

Korneocytarna lipidova obalka (CLE) je tvorend jednou tenkou vrstvou ceramidov
s ultradlhymi retazcami (predovSetkym EOS) a malym mnoZstvom lipidov s ultradlhym
ret'azcom. Je kovalentne viazana k extracelularnej ¢asti korneocytarnej obalky a oddel'uje

ju od lipidovej matrix SC.*°

]| corneocyte lipid envelope |

- | Intercellular lipid layers ]

cornified cell
envelope

keratin, filaggrin and their
degradation products

o

Cornified cell

e

Obrazok 12. Strukturdlne usporiadanie SC — korneocytarne bunky obsahujiice keratin a filagrin su
ohrani¢ené korneocytarnou obalkou a nasledne korneocytarnou lipidovou obalkou, ktord je v priamom

kontakte s lipidovou matrix>’
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Keratiny st cytoskeletdlne proteiny, ktoré tvoria stredné vlakna a slizia ako
leSenie pre tvorbu zrohovatenej obalky (cornified envelope, CE). V Stratum granulosum
su tieto proteiny zosietované do CE posobenim transglutaminaz. Specializované lipidy
vytvoria lipidovy plast, ktory obklopuje kazdy korneocyt, korneocytarnu lipidova obalku
(CLE). CLE sa skladd z monovrstvy neobvykle dlhych retazcov, w-acylovanych-
hydroxy-ceramidov (w-OH-Cer; OS alebo ®-OH-acyl-sfingozin), s men$im mnozstvom
o-hydroxy-mastnych kyselin (o-OH-FA), ktoré su kovalentne viazané primarne na

glutamatové zvysky v involukrine, nachadzajlice sa vo vonkajsej ¢asti CE.>!: 10-33

CE je d’alej posilnena keratohyalinovymi granulami (nachadzajiacimi sa v Stratum
granulosum), ktoré obsahuju lorikrin, malé proteiny bohaté na prolin a taktiez filagrin.
Protein filagrin agreguje keratinové vldkna a podporuje kolaps keratinocytov. Lamelové
granuld su extrudované z granulovanych buniek, ¢im sa uvolnuje ich obsah lipidov

a proteinov. !0 31 33

Vznik CLE stale nie je uplne jasny. Predpoklad4 sa, Ze CLE sa generuje z menSej
zasoby vyluCovaného extracelularneho acyl-(glukozyl)ceramidu. Hydrolyza m-acyl
linolovej Casti pomocou extracelularnej lipazy by potom vytvorila skupinu ®-OH-
(glukozyl)ceramidu, ktora by vytvarala a formovala CLE. Lamelarne telieska vylucuju
lipazy s kyslou aktivitou do extracelularneho priestoru SC, rovnako ako d’alSie lipidy a
bielkoviny (vratane glukozylceramidov). VzhI'adom na to, Ze lamelarne telieska obsahuju
malo alebo Ziadne triglyceridy, nie je jasné, aka by mohla byt loha tejto hojnej aktivity
extracelularnej lipazy. Jednou z moznosti je, Ze by v extracelularnom priestore mohla byt’
zodpovedna za hydrolyzu w-esterifikovanej (oxidovanej) kyseliny linolovej z acyl-
ceramidu za vzniku ©-OH-Cer, ktory sa d’alej viaze kovalentnou vdzbou na vonkaj$iu

stranu CE.>! 33

Najnovsia §tidia®?, ktora sa zaoberala patofyziologickym podkladom vzniku
autozomalne recesivnej kongenitalnej ichtyozy, vSak ukazuje, Zze CLE by mohla vznikat’
odlisnym spdsobom. Poloha lipoxygenazovych enzymov, kyslej lipazy a proteinu LIPN
(protein kodovany LIPN génom, ktory je prekurzorom Specifickej triedy lipaz) vzhl'adom

k lamelarnym telieskam ukazuje, Ze tento zhluk je umiestneny tak, aby potencialne
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odstranioval oxidované linolové skupiny z acyl-(glukozyl)ceramidu. Tento lipid vSak
zostava i1 nad’alej ukotveny k membrane ohraniCujicej lamelarne telieska. Po lipolyze
oxidovaného linolatu by potom nasledovalo zosietovanie novo uvolnenych w-OH-Cer na
CE pomocou alternativneho transglutaminazového izoméru. Autori sa teda priklanaja
k ndzoru, ze CLE vznikd fuziou membran lamelarnych teliesok s apikdlnou membranou

buniek Stratum granulosum, tato hypotéza je vSak i nad’alej predmetom sktimania.

Funkcia CLE zatial’ taktiez nie je Uplne jasna. Na zdklade vlastnosti, akou je
odolnost’ m-OH-(glukozyl)ceramidu voc¢i ceramiddzam, sa predpokladd, ze CLE moze
prispievat’ k perzistencii tejto monovrstvy pocas pociatoénych S$tadii dozrievania
korneocytov. Vdaka tomuto by mohlo CLE fungovat’ ako ,leSenie” pri organizicii
extracelularnych lameldrnych dvojvrstiev, ¢o je nevyhnutné pre spravnu bariérovu

funkciu koze.>!> 33

Dal3ou z moznych funkcii CLE je zabezpedovanie sidrznosti SC. Podkladom pre
tuto teodriu je experimentalne pozorovanie lipidovej extrakcie, pri ktorej odstrdnenie
lamelarnej dvojvrstvy vyvolalo kolaps, reorganizaciu a vzdjomné pevné spojenie
korneocytov, ale nie ich separaciu. Nie je vSak isté, €1 sa tato vlastnost’ CLE objavuje aj

za fyziologickych podmienok.>* !!

3.4 RTG praskova difraktometria

Rontgenova (RTG) praSkova difraktometria patri medzi jeden zo spdsobov
analyzy pevnych latok aumoZiiuje analyzovat lipidova S$truktiru. Vinova dizka
ionizujuceho Ziarenia je porovnatend s medziatbmovou vzdialenostou vo vicSine
lipidovych Struktur. Pri tejto analyze dochadza k interakcii RTG Ziarenia s elektronovym
obalom atdmov materialu, ktoré sa v dosledku tejto interakcie stavajii zdrojom d’alSieho
(sekundarneho) koherentného RTG ziarenia. Interferencia tohto Ziarenia sposobi, Ze na
zaklade interakcie primdrneho RTG ziarenia so Specifickou Strukturou latky dochadza
v niektorych smeroch k zosilneniu alebo zoslabeniu intenzity ziarenia (obecne ddjde
k ohybu na elektrénoch jednotlivych atémov v latke) — vznikd tzv. difrakény obrazec.>*

Ak st jednotlivé atomy rozmiestnené do identickych Strukturdlnych rovin s totoZnou
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vzdialenostou medzi rovinami, drédhovy rozdiel rozptylenych lucov na jednotlivych
rovindch sa pri urcitych uhloch dopadu Ziarenia rovna celo¢iselnému nasobku vlnovej
dizky Ziarenia, ktoré bolo pouZité. Tymto spdsobom vieme zistit’ pocet a dizku réznych
lamelarnych faz vd’aka tomu, ze dochadza ku konstruktivnej interferencii. Tento jav je
mozné popisat’ Braggovym difrakénym zdkonom, ktory vychadza zjednoduche;j
Struktary, pri ktorej je v kazdom mriezkovom uzle pritomny jeden atom. Konstruktivnu
interferenciu vieme popisat’ podl'a vzorca 1, kde d je vzdialenost medzi atomovymi
rovinami, € je difrakény uhol, 4 je vinova dizka rontgenového Ziarenia a n je celo¢iselny

nasobok vlnovej dizky.>> 3 57

n.A=2sin6d (1)

Obrazok 13. Braggov zakon — dopadajice 1G¢e rontgenového Ziarenia sa odrazia pod difrakénym uhlom od

rovin Struktary, d je vzdialenost’ medzi rovinami, @ je difrakény uhol®

V praxi potom hodnotime ziskany difrakény zdznam, kedy na ose X je
zaznamenana poloha detektora v stupfioch 20 a na ose Y je relativna intenzita
difraktovaného ziarenia. Poloha difrakcii je dana tvarom, velkostou a priestorovym
usporiadanim Struktary. Tvar difrakénych pikov je zavisly na konkrétnom tvare latky a jej
fyzikdlnych vlastnostiach. Intenzita difrakcii sa odvija od interakcie foténov

s elektronovou konfiguraciou §truktary.>> 5
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3.5 FTIR spektroskopia = Infracervena spektroskopia s Fourierovou
transformaciou

Infracervena spektroskopia, ktora bola pouzita pri Strukturalnej analyze lipidovych
vzoriek, je nedeStruktivna analytickd metoda sluZiaca k stanoveniu anorganickych latok
a k charakteristike Struktary a identifikacii organickych latok. Pri tejto analyze dochadza
k absorpcii infraderveného Ziarenia (t.j. elektromagnetické Ziarenie s vlnovou dizkou
0,78 — 1000 um). Prechod Ziarenia vyvold v skiimanej latke zmeny rota¢ne-vibra¢nych
energetickych stavov molekuly, ktoré¢ st zdvislé na zmenach dipdlového momentu
molekuly. Molekulové vibracie mézu byt bud valenéné (atomy vibruju v smere
molekulovych vézieb), alebo deformacné (dochddza k zmene valenénych uhlov).
Vystupnym analytickym tdajom je infracervené spektrum, ktoré zobrazuje najCastejSie
zavislost’ absorbancie od vIno¢tu a najvicsi vyznam ma oblast’ 4000-200 cm™.> Pocet
vlnovych dizok, ktory sa vztahuje na jednotku diZky, je charakterizovany ako vlnocet
alebo vlnové ¢&islo. Ak vinova dizka bude mat' oznadenie A, potom vlnoet bude
predstavovat’ jej obratent hodnotu, teda 1/4. Pre odhad polohy absorpéného pasu plati, ze
pre energeticky prechod u valencnych vibracii je potrebna tym vicSia energia, ¢im je
velkost' viazanych atdomov menSia asilova konStanta vdzby vacSia (vzrastd od

jednoduchej po nasobnu vézbu).*

Konformacie uhl'ovodikovych retazcov a ich lateralne usporiadanie v lipidoch je
charakterizované niekol’kymi vibraciami a navySe chovanie jednotlivych lipidovych
zloziek vieme sledovat’ oddelene. Dosiahneme to tak, Ze nahradime protonovanu cast’
uhlovodikového retazca v lipidoch castou deuterovanou. Tymto spdsobom vieme
sledovat’ vzajomnu miesitel'nost’ lipidov na zaklade odlisného posunu C-D a C-H vibracii

v IR spektre.5% 6!

Valenéné CHy/CD: vibracie

RozliSujeme symetrické vs a asymetrické v, valenéné vibracie metylenovych
skupin, pricom obe su citlivé na konformacné zmeny retazca (tramns/gauche) aich
lateralne usporiadanie. Valen¢né vibracie protonovanych retazcov sa nachadzaji pri

vlnoéte okolo 2920-2850 cm’!, pri deuterovanych refazcoch sa zobrazia pri vlnodte
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u asymetrickych vibrécii pri 2190 cm™, u symetrickych vibracii pri hodnotach 2095 cm™.
Metylenové valencné vibracie su kvalitativnym ukazovatel'om konformacii ret'azcov a su
velmi citlivé na zmeny teploty a vonkajSich podmienok (napr. lipid-proteinové
interakcie). Na zaklade tejto citlivosti vieme hodnotit’ konformacné zmeny, t.j. trans-
gauche 1izomerizaciu v retazci. Prevazujuca pritomnost’ all-trans konformacie
v protonovanych retazcoch je vyjadrena u vs hodnotou vlnoétu pod 2850 cm’!, s rasticim
podielom gauche konformacie (napr. vplyvom zvysSujucej sa teploty) sa hodnota vinoc¢tu
zvySuje. Sufasne so zmenou Vv pozicii absorpéného maxima os vibracie dochadza
k rozsirovaniu absorp&ného pasu, ¢o je odrazom zvySujiicej sa rotanénej mobility pozdiz
uhl'ovodikovych retazcov. Tato zmena je pozorovana u asymetrickych i symetrickych
vibrécii u protonovanych aj deuterovanych ret'azcov. Prechod lipidov fazovymi zmenami
(napr. zvysSujucou sa teplotou) je spojeny so zmenami v tesnosti usporiadania retazcov,

¢o sa v spektre prejavi zvysenim hodnoty vinoétu CH»/CDz valenénych vibracii.®% 63 6463

Symetrické aj asymetrické vibracie poskytuju, vSeobecne, rovnocenné Udaje
o konformacii, no  symetrické vibricie si  viac citlivé na  zmeny
vo vzajomnom usporiadani retazcov. Podl'a polohy tohto pasu (vs) vieme rozlisit’ aj to,
¢1 je posun vo vlnocte vyvolany predovSetkym zmenou v geometrii usporiadania retazcov
alebo len obecnou neusporiadanostou retazca. Ak je poloha pasu vspod 2850 cm™, posun
je pripisovany hlavne zmendm vo vzdjomnom usporiadani retazcov, pochddzajicim
z prechodu z ortorombického na hexagonalne usporiadanie. V pripade, ak hodnota

presiahne 2850 cm!, st zmeny pripisované len vzniku neusporiadanosti retazcov.%

Deformacné CH»/CD; vibrdcie

Usporiadanie lipidovych retazcov do krystalickej mriezky a ur¢it’ pritomnost’
oddelenych faz ndm umoziuje sledovanie scissoring aj rocking deformacnych vibracii.
Pés scissoring vibracii sa v spektre nachadza u protonovanych retazcov v oblasti
1460-1475 cm™ (u rocking vibracii je to 718-731 c¢m™), u deuterovanych retazcov
v oblasti 1086-1094 cm™. Pozicie vibracii ndm umoziuju sledovat’, rovnako ako tvar
absorpéného pasu, ¢i su alkylové retazce usporiadané do ortorombickej alebo

hexagonalnej mriezky, alebo st neusporiadané. Pre orthorombické usporiadanie je
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charakteristicky rozstep pikov na dublet u oboch deformacénych vibracii, hexagonalne
usporiadanie sa v spektre prejavuje jednym pikom. Stiepenie pikov je spdsobené spojenim
vibracii susednych retazcov tych istych izotopov, pri pouziti zmesi lipidov

s protonovanymi aj deuterovanymi uhlikmi vieme teda sledovat’ aj miesiteI'nost lipidov.®?
63

Okrem urCenia usporiadania retazca na zaklade polohy vibracii vieme ako
parameter k hodnoteniu pouzit’ aj velkost” Sirky absorpcného pasu (plna Sirka v polovici
vysky piku) vypocitanej z druhej derivacie prislusného spektra. Tento parameter ukézal
vysoku rozliSovaciu schopnost’ pri uréeni typu lateralneho usporiadania lipidov v I'udskej
aprasacej kozi. Maximalna hodnota 12,0£0,1 cm' je dokazom pritomnosti
ortorombického usporiadania, zatial’ ¢o hodnota 4,0£0,1 cm™ je zase dékazom pritomnosti

hexagondlneho a/alebo kvapalne-krystalického usporiadania.®® ¢

Pri wagging vibraciach dochédza v usporiadanych fazach, kde su ret'azce po cele;j
dizke v all-trans konformacii, k Stiepeniu pasu a vzniku série (progresie) pasov medzi
1180-1350 cm!. Pocet tychto pasov zavisi od poctu metylenovych skupin v all-trans
retazci. V pripade redukcie all-trans konformécie v neusporiadanych systémoch je toto
Stiepenie znacne ruSené alebo zoslabené a progresia pasov je nahradend lokalizaciou

vibracii (1341 cm™, 1353 cm™, 1368 cm™).%% ©

AV,

Symmetrical Antisymmetrical Twisting
stretching stretching (deformation out-of -plane)
- —
Wagging Racking Scissoring
(deformatlon out of-plane) (deformation in-plane) (deformation in-plane)

Obrazok 14. Typy vibracii v -CH;- retazci. V prvom riadku zl'ava: symetricky a asymetricky stretching,

twisting vibracie. V druhom riadku zl'ava wagging, rocking a scissoring vibracie’®
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Vibracie v poldarnej oblasti

K popisu interakcii v oblasti polarnej hlavy ceramidov a mastnych kyselin
mozeme pouzit’ valenéné vibracie karbonylu — karboxylové a amidové skupiny v oblasti
1690-1740 cm™. Nizke hodnoty vlnoétu karboxylu naznaduju zapojenie skupiny
do vodikovych mostikov, zvySenie vinoctu sa prejavi pri ich oslabeni. Deformacné
vibracie karbonylu ionizovanych kyselin sa nachadzajii v nizkej oblasti okolo 1395 cm™.
Amidové vibracie I (1650-1660 cm™) st tvorené najmai vibraciami amidového karbonylu,
pokles vInoctu je spojeny s tvorbou vodikovych vézieb. V oblasti nizSich
(1540-1550 c¢cm™) amidovych vibracii II, ktoré vychadzajii z deforma¢nych N-H

a valenénych C-N vibracii, pokles vlno&tu naznacuje oslabenie vodikovych interakcii.®*

63, 71

30



4  EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pristroje a chemikalie

Ceramidy NP24, AS24, AP24 a NS24 boli zaktipen¢ od firmy Avanti Polar Lipids
(Alabaster, USA), ceramidy EOS a EOP boli syntetizované na Katedre organicke;j
a bioorganickej chémie (Farmaceuticka fakulta UK, Hradec Kralové). Lignocerova
kyselina a ostatné mastné kyseliny boli zakupené od firmy Sigma-Aldrich (Schnelldorf,
Nemecko). Deuterované mastné kyseliny boli zakapené od firmy C/D/N Isotopes Inc.
(Pointe-Claire, Kanada). Tenkovrstva chromatografia bola vykonana na TLC doskéch
Silica gel 60 F254, vyrobca Merck. Cholesterol, cholesterol sulfat, trypsin a vSetky d’alSie
pouzité¢ ¢inidla (Ce(SO4)2, H3[P(M03010)4]), rozpstadla a chemikélie (H2SO4, NaCl,
KCl, gentamicin, aceton, P4O1o, tuhy parafin, chloroform, metanol, kyselina octovd)
v HPLC distote boli zakupené od firmy Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Nemecko). Detekéné
¢inidlo pre HPTLC analyzu bolo v zlozeni 7,5% CuSOs, 8% H3PO4, a 10% metanol
vo vode, vSetky chemikalie boli zakupené¢ od firmy Sigma-Aldrich (Schnelldorf,
Nemecko). Ultracistd voda bola deionizovand, destilovana a filtrovand systémom

Millipore Q (Merck Millipore, Billerica, MA, USA).

PBS pufor s pH 7,4 bol pripraveny zmieSanim 10 mmol fosfatového pufru,
137 mmol NaCl a2,7 mmol KCI, ako mikrobidlna prisada bol pridany gentamicin

v koncentracii 50 mg/1.

Pre nastrek vzoriek na analyzu lipidov a corneocytov bol pouzity Linomat V
s pridatnym posunom v smere Y-osi, pre kvantitativnu analyzu lipidov bola pouZita
horizontdlna vyvijacia komora (oboje Camag, Muttenz, Switzerland). Sklenené sklicka
pre nastrek vzoriek s rozmermi 22 x 22 mm? boli od vyrobcu Brand GmbH & Co. KG
(Wertheim, Nemecko).
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4.2 1zolacia Stratum corneum z Pudskej epidermis

Na izoléciu Stratum corneum (SC) boli pouzité vzorky koze ziskané od pacientov
(zien) po plastickej operacii v Chirurgickom centre Sanus v Hradci Kralové z oblasti
brucha a pfs ato konkrétne Styri kusy koze z roku 2015 atri kusy koze z roku 2016.
Pouzitie kozi bolo schvalené Etickou komisiou centra Sanus (No. 200609 SO9P) a bolo
snimi zaobchadzané v sulade so zasadami Helsinskej deklaracie. Skalpelom bol
odstraneny podkozny tuk, zvysky kozného mazu a necistoty (ako stopy po permanentnom
popisovaci) boli odstranené gazou namocenou v acetone. Po premyti kozi PBS pufrom
s gentamicinom boli vzorky skladované pri teplote - 20 °C. Pred izolaciou sme koze
nechali rozmrazit' pri izbovej teplote 22 °C. Po rozmrazeni vzoriek sme zohriali
destilovani vodu na varnej platni na teplotu 60 °C ateplota bola monitorovana

laboratérnym teplomerom a udrziavané konstantna.

Prva vzorka rozmrazenej l'udskej koZe bola ponorena do vytemperovaného
vodného kupela na 30 s, vytiahnuta a nasledne z nej bola pomocou pinzety opatrene
oddelena epidermis, obsahujuca SC. Oddelend epidermis sa rozprestrela vnutornou
stranou na petriho misku, ktord obsahovala malé mnoZstvo destilovanej vody. Tymto
spdsobom sa postupne oddelila epidermis zo vSetkych vzoriek I'udskej koze. 1zolovani
epidermis na petriho miske sme podliali pripravenym 0,5 % (m/V) roztokom trypsinu
z prasacieho pankreasu a vloZili do termostatu vyhriateho na teplotu 32 °C. Vzorky sa

nechali pri konS$tantnej teplote v termostate inkubovat’ (~ 24 hod).

Na druhy dent bolo SC pomocou vatovych ty€iniek zbavené zvyskov ostatnych
epidermalnych vrstiev, oplachnuté roztokom PBS pufru a acetonom. Po ddkladnom
ocisteni bolo SC rozprestreté na Cistu petriho misku a vysuSené vo vakuu nad vrstvou

P4010 a tuhym parafinom. VysuSené SC bolo uchovéavané v mraznicke.
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4.3 Extrakcia lipidov zo Stratum corneum

Izolované a vysusené vzorky SC boli zvdzené a zistené hmotnosti zaznacené.
Nasledne sa vsetky vzorky vlozili do erlenmayerovej banky s magnetickou mieSackou.
Ku vzorkam sa pridalo 150 ml roztoku chloroformu a metanolu v pomere 2:1. Vzorky sa
mieSali v roztoku pomocou magnetického miesadla po dobu dvoch hodin. Po skonceni
mieSania sa zmes prefiltrovala cez gazu do varnej banky s objemom 250 ml, ktort sme si
predtym prazdnu zvazili. Filtrat bol Uplne odpareny na rotacnej vakuovej odparke pri

otackach 90 ot./min a teplote 25 °C.

Cely postup extrakcie a odparenie sa zopakovali s tymi istymi vzorkami SC eSte
dvakrat, raz s roztokom chloroformu a metanolu v pomere 1:1 anésledne s tou istou
zmesou rozpustadla v pomere 1:2, aby sme dosiahli ¢o najefektivnejsiu izolaciu lipidov

Tudského SC. Tymto spdsobom sme ziskali ~ 1 g lipidov 'udského SC.

4.4 Kolonova chromatografia Pudskych koznych lipidov

Na ziskanie a vycistenie frakcie ceramidov bola pouzita koléonova chromatografia
s gradientovou eluciou zmesami rozpustadiel v postupnom zlozeni (v/v): chloroform
a kyselina octova v pomere 99:1, a nasledne zmes chloroformu a metanolu v pomeroch

100:1 (MF1), 50:1, 20:1, 10:1. Ako stacionarnu fazu bol pouzity silikagél 60.

Analyzovany extrakt bol rozpusteny vo vhodnom objeme zmesi chloroform
a metanol v pomere 2:1, k zmesi bolo pridané malé mnoZstvo silikagélu (~ 4 g) a po
dokladnom zmieSani bolo rozpustadlo Uplne odparené na vakuovej rotacnej odparke.
Silikagél (staciondrna faza) bol zmieSany so 750 ml MF1 a touto zmesou bola naplnena
kolona vhodnej velkosti. Na vrch zostavenej a naplnenej kolony sa umiestnili lipidy
adsorbované na silikagél a na vrch sa umiestnil morsky piesok. Vyvijanie sa zacalo
mobilnou fazou chloroform a kyselina octova v pomere 99:1, vd’aka ktorej sa po preteceni
oddelili najviac lipofilné a mobilné necistoty a zarovenn doSlo k Uiplnej protonizacii
mastnych kyselin. Postupne sa menilo zloZzenie mobilnej faze, ¢im sa dosiahlo

oddel'ovanie jednotlivych frakcii lipidov, vd’aka ich rozli¢nej afinite k mobilnym fazam.
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Ako prvé boli oddelené necistoty a nasledne cholesterol a vyssie mastné kyseliny (FFA),
d’alej nasledovali frakcie s obsahom l'udskych ceramidov (hCer). Pretecené frakcie s hCer
boli odobraté do skiimaviek a pritomnost’ konkrétneho ceramidu zistena tenkovrstvou
chromatografiou (TLC). Na TLC analyzu bola pouzitd mobilna faza chloroform a metanol
v pomere 20:1, ako Standardy boli pouzité kyselina palmitova, CerNS 24, cholesterol
a cholesterol sulfat. TLC boli derivatizované roztokom 1 g Ce(SOa)2, 2 g H3[P(M03010)4],
5 ml 96% H2SO4, 100 ml H2O a zahriatim hortcim vzduchom.

Po skonceni apreteCeni kazdej mobilnej fadzy sa ziadané frakcie spojili
arozpustadlo sa odparilo na rotaénej vakuovej odparke pri teplote 25 °C a otaCkach

90 ot./min.

4.5 HPTLC analyza

Priprava Standardov

Na HPTLC analyzu bola pripravena kalibra¢na zmes. Standardy uvedené
v tabul’ke 1 sa osobitne rozpustili v 1 ml roztoku chloroformu a metanolu v pomere 2:1.
Z kazdého Standardu sa odobral prislusny objem do troch vialiek. Zmes pripravenych
Standardov sa vysuSila pod pradom plynného dusika. V tabulke Tab. 1 stt uvedené pouzité
Standardy (lignocerova kyselina — Lig, cholesterol — Chol, prislu§né ceramidy - Cer), ich

mnozstva a odobraty objem na jednu vialku HPTLC analyzy.

Tab. 1: Hmotnosti a objemy Standardov pouzitych na kalibraciu HPTLC analyzy

Hmotnost’ rozpustenych Odobraty objem na jednu vialku
Standardov [mg] v 1 ml (]

Chol 1,03 49

Lig 1,13 44

Cer NP24 1,13 265

Cer AS24 1,15 87

Cer AP24 1,15 87

Cer NS24 1,18 169

Cer EOS 1,24 40

Cer EOP 1,52 20
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Tab. 2: Hmotnost Standardov pouzita na jednu kalibracnu zmes

MnoZstvo Standardov v jednej
vialke [pg]

Chol 51
Lig 50
Cer NP24 299
Cer AS24 100
Cer AP24 100
Cer NS24 199
Cer EOS 50
Cer EOP 30

Priprava a aktivacia HPTLC dosky

Horizontalna vyvijacia komora bola nasytend parami rozpustadla t.j. zmesou
chloroformu a metanolu v pomere 2:1. Sklenenda HPTLC doska sa nasycovala
vo vyvijacej komore po dobu 20 minut. Po nasyteni bola HPTLC doska premyta rovnakou
zmesou rozpustadla chloroform a metanol, bol na fiu naznaceny smer vyvijania mobilnej

fazy a nasledne bola doska vysusena pri 120 °C v teplovzdus$nej rare po dobu 30 mintt.

Nastrek vzoriek a Standardov pomocou Linomatu

Kalibracna zmes bola rozpustena v koncentracii 1 mg / ml v zmesi chloroform
ametanol v pomere 2:1. Analyzované ceramidy boli rozpustené v koncentracii
0,5 mg / ml vzmesi chloroform a metanol v pomere 2:1. Pomocou Linomatu V sa nastrekli
vzorky analyzovanych ceramidov (8-krat) akalibraéna zmes (10-krat) v Ciarach na
zaciatok HPTLC dosky (v smere vyvijania). Po nastreknuti sa HPTLC doska nechala

vysusit’ v digestore po dobu 30 mintt.

Vyvijanie a detekcia

Vyvijanie prebehlo v automatickej vertikalnej vyvijacej komore (Camag, Muttenz,
Svajéiarsko). Mobilna faza pre vyvijanie bola zloZena zo zmesi chloroform, metanol
a kyselina octova v pomere 95:4,5:0,75 (v/v/v), a pripravila sa Cerstva v ase jej pouZitia.
Mobilnou fazou sa najprv premyli ndlevky HPTLC pristroja (v mnoZstve 2,5 ml pre kazda

nalevku), nasledne sa vloZila HPTLC doska. Do naleviek sa pridalo 25 ml mobilnej faze
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pre nasytenie komory a 10 ml mobilnej fdze pre samotné vyvijanie. Vyvijanie prebehlo na

dvakrat — prvy raz do vysky 8 cm a nasledne do vysky 6 cm.

Po skonceni vyvijania bola HPTLC doska ponorena na 10 sekiind do detekéného
¢inidla (7,5% CuSOs4, 8% H3PO4, a 10% metanol vo vode) a nechala sa vypalit
v teplovzdusnej rure pri 180°C po dobu 30 mintt. Po vypaleni bola HPTLC doska
vyhodnotena denzitometricky pomocou TLC skeneru 3 a VisionCats softwaru (Camag,

Muttenz, Switzerland).

4.6 Castice silikagélu ako model korneocytarnej lipidovej obalky
Charakteristika pouZitych silikagélov

Pouzité silikagély boli ziskané z HPTLC dosiek od firmy Merck Glass typ HPTLC
Silica gel 60 a Silica gel 60 RP-18. Stredny rozmer ¢astic u oboch typov HPTLC dosiek
bol 5-7 pum, hodnoty ich Specifického povrchu boli 480 - 540 m?/g, porozita
0,74 — 0,84 ml/g a hrubka vrstvy silikagélu bola 150-200 um.

Silikagél bol z kazdej dosky opatrne zoSkrabany skalpelom do kadicky a nasledne
eSte premyty zmesou chloroformu a metanolu v pomere 2:1. Premyty silikagél bol
dokladne vysuseny vo vékuu nad vrstvou P4O1o a tuhym parafinom. Silikagél RP-18
obsahuje kovalentne viazané 18-uhlikaté alkylové retazce, u ktorych predpokladdme, ze
budt prostrednictvom hydrofébnych interakcii ovplyviiovat’ usporiadanie lipidov koZnej

bariéry. Silikagél NP, ktory tieto ret'azce neobsahuje, slizi ako negativna kontrola.

Priprava lipidov a silikagélu

Do odmernych baniek objemu uvedeného v tabulke Tab. 3 sa navazilo prislusné
mnozstvo lipidov (cholesterol sulfat - CholS, mastné kyseliny - FFA, deuterované mastné
kyseliny - dFFA, cholesterol — Chol, 'udské ceramidy - hCer), a doplnil sa na dany objem
zmesou rozpustiadla chloroform a metanol v pomere 2:1, CholS sa rozpustil len v ¢istom
metanole. [zolované l'udské ceramidy sa navazili do vialky a doplnili rovnakou zmesou

rozpustadla chloroform a metanol.
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Tab. 3: Hmotnosti lipidov a objemy vialiek pouzité na pripravu vzoriek

Hmotnost’ lipidov

[mg]
CholS 1,46
FFA 4,25
dFFA 2,51
Chol 7,77
hCer 20,61

Objem vialky

[ml]
2,00
2,00
1,00
1,00
3,00

Po dokladnom rozpusteni lipidov sa do Siestich oznaCenych vialiek napipetovali

podla tabul’ky Tab. 4 prislusné objemy lipidovych roztokov. Pouzité mnozstva lipidov

zodpovedaji moélovému pomeru hCer:FFA:Chol = 1:1:1 s pridavkom 5 hmotnostnych %

CholS. Pripravené zmesi sa vysusili pod pradom plynného dusiku a uschovali.

Tab. 4: Objemy a mnozstva lipidov obsiahnuté v prislusnych vzorkach

Objem lipidov odobrany
do prislu$nych vzoriek [ul]
FFA Chol hCer CholS dFFA
LC 586 358 363 370 0
LC d 0 174 176 185 271
LNP 586 358 363 370 0
LNP_d 0 174 176 185 271
LRP 586 358 363 370 0
LRP_d 0 174 176 185 271

Nastrek vzoriek na sklicka pomocou Linomatu

FFA
1,24

1,24

1,24

MnoZzstvo lipidov obsiahnuté

vo vzorkach [mg]

Chol
1,39
0,68
1,39
0,68
1,39
0,68

hCer
2,49
1,21
2,49
1,21
2,49
1,21

CholS
0,27
0,14
0,27
0,14
0,27
0,14

dFFA
0
0,68
0
0,68
0
0,68

Podl’a tabuliek a poctu vzoriek sa rozpustili lipidy v prisluSnom mnoZstve zmesi

hexan a 96% etanolu v pomere 2:1 a podla tabuliek Tab. 5 a 6 sa pridalo odpovedajice

mnozstvo silikagélu (bud’ NP alebo RP-18). Objem rozpustadla sa doplial vzdy tak, aby

koncentracia lipidu v roztoku bola 4,5 mg/ml. Kontrolné vzorky (LC), ktoré sa

nastrekovali ako prvé, neobsahovali Ziadny silikagél. Pred samotnym nastrekom bolo

dolezité skontrolovat’, aby sa vo vzorke nenachadzali hrudky silikagélu a pripadné

aglomeraty rozrusit’ bud’ pretrepanim alebo vlozenim do ultrazvukového kupela. Takto

pripravend zmes sa nasledne nabrala do 100 ul striekacky, odkial’ sa nastrekovala na

plochu 1 cm? skli¢ka pomocou pristroja Linomat V s dodatoénym posuvom 1 cm/min
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v y-smere pohyblivej platformy pristroja. Na kazdé krycie sklicko s rozmermi
22 mm x 22 mm bolo nastreknuté 3 x 100 ul zmesi, kazdy nastrek predstavoval objem

100 pl, po ktorom sa sklicko otocilo o 90° a prebehol d’alsi nastrek.

Tab. 5: Hmotnosti lipidov a silikagélu v zmesiach nastrekovanych na sklicka

Vzorka Lipid Silikagél Roztok L.C

[mg] [mg] [nd]
LC_1 1,35 0 300
LC_2 1,35 0 300
LNP_0,16a 1,35 0,16 (NP) 300
LNP_0,16b 1,35 0,16 (NP) 300
LNP_0,5a 1,35 0,50 (NP) 300
LNP_0,5b 1,35 0,50 (NP) 300
LNP_1a 1,35 1,00 (NP) 300
LRP_0,16a 1,35 0,16 (RP-18) 300
LRP_0,16b 1,35 0,16 (RP-18) 300
LRP_0,5a 1,35 0,50 (RP-18) 300
LRP_0,5b 1,35 0,50 (RP-18) 300
LRP_1a 1,35 1,00 (RP-18) 300

Tab. 6: Hmotnosti deuterovanych lipidov a silikagélu v zmesiach nastrekovanych na sklicka

Vzorka Lipid Silikagél Roztok LC

[mg] [mg] (1]
LC_ d 1,35 0 300
LNP_d 0,16 1,35 0,16 (NP) 300
LNP_d 0,5 1,35 0,50 (NP) 300
LRP d1 1,35 1,00 (RP-18) 300
LRP_d 0,16 1,35 0,16 (RP-18) 300
LRP_d 0,5 1,35 0,50 (RP-18) 300

Nastreknuté vzorky sa dali vysusit’ na vakuum nad vrstvu P4O1o a tuhého parafinu,
aby sa odstranili zvysSky rozpustadla. Nasledne sa vyhriala teplovzdusné rura na 70°C,
vloZili sa do nej vzorky, pri tejto teplote boli temperované 10 min, potom bola rlra

vypnutd a vzorky v nej boli ponechané az do vychladnutia na izbovu teplotu (~ 4 hod).
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Takto pripravené vzorky boli poslané na RTG analyzu (analyza len protonovanych

vzoriek) a nésledne na FTIR analyzu (analyza protonovanych aj deuterovanych vzoriek).

Vyhodnocovanie
a. RTG difraktometria = Rontgenova praskova difrakcnd analyza

Meranie rontgenovej difrakcie prebehlo na Vysokej Skole chemicko-
technologickej v Prahe, v laboratériu Rontgenovej difraktometrie a spektrometrie. Bol
pouzity pristroj X'Pert PRO 6-6 praskovy difraktometer (PANalytical B.V., Almelo,
Netherlands), s parafokusujucou Bragg — Brentano geometriou pomocou ziarenia Cu Ka
(A=1,5418 A, U=40kV, =30 mA), uhlovy rozsah 0,6 - 30 ° (20). Data boli skenované
pomocou ultrarychleho detektora X’Celerator s velkostou posunu 0,0167 ° a casom
pocitania 20,32 s/posun. Data boli vyhodnotené pomocou programu Dataviewer
(PANalytical B.V., Almelo, Netherlands) a d’alej spracované v programe MS Excel
a GraphPad.

b. FTIR = Infracervend spektroskopia s Fourierovou transformaciou

Vzorky boli nésledne merané pomocou infracervenej spektroskopie s Fourierovou
transforméciou (FTIR spektroskopia). Bol pouzity pristroj Nicolet 6700 spectrometer
(Thermo Scientific, USA) vybaveny s jedno-odrazovym MIRacle ATR ZnSe kryStadlom
(PIKE technologies, Madison, USA). Teplotnd zavislost' IR spektier bola Studovana
v rozmedzi od 28 °C do 100 °C s krokmi 2 °C pomocou modulu riadenia teploty (PIKE
Technologies, Madison, USA). Po kazdom zvySeni teploty sa vzorka nechala stabilizovat
6 minat, potom sa zmeralo spektrum. Data boli vyhodnocované v programe OriginPro
2019b, piky boli fitované funkciou Gauss Amp, pouzili sme linearnu funkciu na
aproximaciu pozadia. Fazové prechody boli vyhodnotené ako inflexné body sigmoidne;j

funkcie (Boltzmannova funkcia). Funkcia Gauss Amp (rovnica 2) zahtiia koeficienty:
Vo - offset, posun na ose Y,

xc — centrum piku na ose X,
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w — polosirka piku definovana podl'a rovnice 2w = F\‘;V%M , kde FWHM (angl. full width

at half maximum) je Sirka piku v polovici maxima,

A - amplitida (vyska piku). Na obrazku Obr. 15 je znazorneny graf funkcie Gauss Amp

pouzitej na vyhodnocovanie pikov v FTIR spektrach s prislusSnymi koeficientami.

_(=xg)?
y=Yot+de 2? )
(x,y4)
At e—rwHm—
A2/ '
Y, l

Obrazok 15. Vyhodnocovany pik podl'a funkcie Gauss Amp s prislusnymi veli¢inami (OriginPro)
Fazové prechody boli vyhodnotené zo zavislosti polohy symetrickej valen¢nej

vibracie na teplote pomocou Boltzmannovej funkcie (rovnica 3). Koeficienty funkcie st:
A; -pociatocna hodnota na ose Y (pociatok sigmoidy)
A> - kone¢na hodnota na ose Y (koniec sigmoidy)

xo — centrum sigmoidy (inflexny bod). Na obrazku Obr. 16 je zndzornend Boltzmannova

funkcia s prislusnymi koeficientami.

_&4_142 (3)

Y = TreGxo)/ax

Obrazok 16. Vyhodnocovana sigmoida podl'a Boltzmannovej funkcie s prislusSnymi veli¢inami
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5  VYSLEDKY

5.1 HPTLC analyza

Na obrazku Obr. 17 je reprezentativna Cast chromatogramu HPTLC analyzy
pouzitej pri semikvantitativnej analyze extrahovanych lipidov zo SC, ktora bola urobena
v programe VisionCats (Camag, Svajéiarsko). V Pavom stipci je pritomna kalibraéna
zmes v zlozeni (zdola): ceramidy AP24, AS24, NP24, EOP, NS24, EOS, cholesterol
a lignocerova kyselina. Vpravo je znazornené zlozenie vyextrahovanych Ilipidov.
Vyvijanie prebehlo na dvakrat, prvy raz do vysky 8 cm (front 1), druhy raz do vysky 6 cm
(front 2). Ceramidy, ktoré sa v analyzovanej zmesi objavili (zdola: ceramidy AH, AdS,
NH, EOH, NdS, EOdS), no neboli pouzité¢ ich Standardy, boli vyhodnotené podla
pravdepodobne;j afinity ceramidu k mobilnej a stacionarnej faze a teda predpokladu ich
vyskytu pri danej hodnote retenéného faktoru (Rf, pomer vzdialenosti pasu latky
od Startovacej Ciary a vzdialenosti pasu ¢ela od Startovacej Ciary), ktoru presla latka na
HPTLC doske od zafiatku vyvijania. Ich semikvantifikacia prebehla podl'a kalibracne;j
krivky Struktirne najpodobnejSieho ceramidu. Vyhodnotenim v programe VisionCats sme

urcili nasledujuce zloZenie:

front 1
front 2
CholiLIG 1w
EOS EQS/EQdS
NS  — NS/NdS
EOP EOP
NP  —— NP
EOH
AS == ASIAJS/NH
AP
AP e
start
CAL hCer

Obr. 17. Chromatogram HPTLC analyzy s kalibra¢nou zmesou (nal'avo) a analyzovanymi hCer (napravo)
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V nasledujticej tabulke Tab. 7 je uvedené percentudlne (m/m) zastipenie
jednotlivych zloziek ceramidov v analyzovanej zmesi. Niektoré zlozky ceramidov sa
nevyeluovali samostatne, preto je ich obsah pocitany a zahrnuty v percentudlnom podiele
inych ceramidov, ktor¢ maju podobné hodnoty Rf Celkové zloZzenie naSej zmesi

72

izolovanych hCer odpoveda ich zlozeniu v l'udskej kozi,’~ ¢o je indikator ich efektivnej

extrakcie.

Tab. 7. Zastupenie jednotlivych zloZiek ceramidov v analyzovanej zmesi

Ceramid - typ Zastupenie zlozZiek
v analyzovanej zmesi hCer [%]
Cer AP 8,95
Cer AS/AdS/NH 16,47
Cer EOP 2,60
Cer EOS/EOdS 6,54
Cer NS/NdS 22,55
Cer NP 31,97
Cer EOH 3,54
Cer AH 7,39

5.2 FTIR spektroskopia

FTIR spektroskopia ndm umoznila sledovat’ polohy vibrécii charakteristickych
chemickych skupin a zmeny v usporiadani vzoriek na zaklade charakteristickych vibracii.
Na obrazku Obr. 18 je znazornené spektrum vzorky hCer/d-FFA/Chol/RP-18 0,5 pri 32°C
a ukazuje pritomné a analyzované vibracie. Vdaka pouZitiu protonovanych
a deuterovanych FFA vieme v spektre pozorovat tieto zloZky samostatne a oddelene,

vzhl'adom k tomu, Ze obe vykazuju odlisné hodnoty vinoctov.

Valen¢né vibracie rozliSujeme symetrické a asymetrické, u protonovanych
retazcov sa nachddzaji pri vlno&toch 2920-2850 cm™!, u deuterovanych pri hodnotach
2190-2095 cm™!. Deformaéné typy vibracii pozorované v spektre su scissoring a rocking
vibracie, ktoré su pritomné u protonovanych aj deuterovanych vzoriek. Rocking vibracia

u protonovanych retazcov ma hodnotu vInoétu okolo 720 cm!, scissoring vibracia
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u protonovanych vzoriek ma hodnotu vino&tu okolo 1468 cm™', u deuterovanych okolo

1090 cm™'.

Si-O-Si stretching
0,4 1
CD2 scissoring
CH?2 stretching asymetricky ‘
@ CH2 stretching symetricky
3]
% CH2 rocking
No] 0,2 . .
o CH2 scissoring
0
2 CD2 stretching l
asymetricky, symetricky
0,0

— 71T T 1 ' T ' T T T ' T T 7 T 7 1
3000 2700 2400 2100 1800 1500 1200 900 600

vinoget (cm™)
Obr. 18. FTIR spektrum vzorky hCer/d-FFA/Chol/RP-18 0,5 pri 32 °C s prislusnymi vibraciami

Silikagél (NP a RP-18) poskytuje vyraznu vibraciu okolo vino¢tu 1058 cm™!, ktora
zodpoveda Si-O-Si valenénym vibracidm (Obr. 19 a20). Silikagél RP-18 obsahuje
(narozdiel od NP) chemicky naviazané 18-uhlikaté alkylové retazce. V jeho FTIR
spektre preto pozorujeme CH2 valencné vibrécie a slabu CH2 rocking vibraciu (Obr. 20).
Hodnoty vlnoctov valen¢nych vibracii silikagélu RP-18 st v§ak vysSie ako hodnoty, ktoré
sa vyskytuju pri dobre usporiadanych retazcoch (CH2 symetricky stretching 2853 cm’!,

CH2 asymetricky stretching 2922 cm™), o je dosledok neusporiadanosti tychto retazcov.
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silikagel NP Si-O-Si stretching
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Obr. 19. FTIR spektrum silikagélu NP pri 32 °C s prislusnymi vibraciami

silikagél RP-18 ) ) )
Si-O-Si stretching
0,6 1
& 044
Q
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1]
2
8 CH2 stretching asymetricky
e CH2 rocking
< 0,24
CH2 stretching symetricky l
0,04 A A
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Obr. 20. FTIR spektrum silikagélu RP-18 pri 32 °C s prislusnymi vibraciami

Okrem polohy vibracii sme vyhodnocovali aj teploty fazového prechodu. Fazovy
prechod vzoriek je spojeny s prechodom z pevnej fazy (ortorombickej, hexagonalnej) na

fluidnt fazu. Tento prechod nastava pri dosiahnuti teploty okolo 70-80 °C.
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Kazda vzorka bola analyzovand v teplotnom rozmedzi od 28 °C do 100 °C, pri¢om
teplota sa zvySovala vzdy o 2 °C. Pre kazdu teplotu bolo vygenerované nové spektrum,
takze sme mohli u analyzovanych vibrécii sledovat’ posuny vinoctov, ktoré sa menili so
zvysujucou sa teplotou. Zmena v laterdlnom usporiadani lipidov, ktorda méze byt’ spojena
s posobenim vysokej teploty, sa prejavi v sledovanom spektre zvySenim hodnot vinoctov

CH2 alebo CD2 valenénych vibracii.

U protonovanych vzoriek sa sledovali hodnoty vInocCtov pri vibraciach CH2
symetricky stretching a CH2 rocking, u deuterovanych vzoriek CH2 a CD2 symetricky
stretching, CH2 rocking a CD2 scissoring vibracie. Na analyzu spektier bol pouzity

program OriginPro. Do programu sa importovali data (.spc) kazdej vzorky zvIast'.

5.2.1 Valencné vibracie

Pre kazdé spektrum sme zvolili urcity rozsah vinoc¢tov, napr. pre vibracie CH2
symetricky a asymetricky stretching sa v spektre zvolila oblast’, ktord zahfnia vinocCty
oboch vibracii, v tomto pripade 2850-2924 cm!. Pozadie (backgroud) bolo aproximované
linedrnou funkciou. Pouzitim funkcie fitovania pomocou funkcie GaussAmp sme
dekonvoluovali analyzované piky a zistili tak hodnoty vIno¢tov pre maxima kazdého
pritomného piku v danej oblasti. Na zaklade vedomosti o tom, aké vlnocty prislichaju
analyzovanym vibraciam, sme postupne z kazdého spektra pre kazdu teplotu dostali
prisluchajiice hodnoty vinoctov (Obr. 21). Na zaklade toho sme pre kazdu vzorku vytvorili
graf zavislosti vinoctu od teploty (Obr. 22). Graf bol nafitovany pomocou Boltzmannovej
funkcie a predstavoval fazovy prechod kazdej vzorky. Z tohto grafu sme ziskali parameter
X0, ktory zodpoveda stredu sigmoidy a umoziuje urcit’ teplotu fazového prechodu ako

miesto, kde dochadza k najvéacsej zmene vinoctu vzhladom v pomere ku zmene teploty.

45



-1 000128 & 14325664
3.0x10 :: 284958067 £ 0.03296
Peaki(Gauss W 4.02776 £0.04148
: 012583 £0.00103
@ FWHM 948485 £ 0.09767
3 Area 127136 £0.01623
© o 0.00129 £ 1.43256E-4
0 X 2863 6364 + 048654
g 1 Peak2(Gauss W 2833317 +0.39637
-1 A 0.08737 £ 5.31881E-4
% 2-0X10 FWHM 66.71951 £ 093339
w Area 620524 £ 0.07908
w0 0.00129 £ 14325664
q X 2696 08798 + 0. 23487
o Peak3(Gauss W 7.46985 £ 0.25695
© Amp) A 005272 £ 0.00168
! FWHM 1758016 + 0.60508
< Area 0,98708 £ 0.05551
o 1.0x10™" 4 W0 000126+ 14325664
b4 o 2919.13191 £0.06821
0 Peakd(Gauss W £53054 & LN
(=] A 0.18260 £ 0.00228
é FWHM 18.44918 £ 021171
o Mea 3587764007751
x ¥ 0.00129 £ 14325664
- xc 2942 24932 + 060888
Peak5(Gauss W 24.39657 £ 0.39145
0.0 + Amp) A 0084048 0478eE
FWHM  57.44854 09218
Area 575085 £0.12842
- . . . . |
2600 2800 3000 3200

Wavenumber (cm-1)
Fitting Results

Peak Index | Peak Type | AreaIntg FWHM | Max Height | Center Grvty Area IntgP
1 GaussAmp 1.27136 9.48465 0.12593 2849.58067 7.14159
2 GaussAmp 6.20534 66.71952 0.08737 2863.6364 34.85716
3 GaussAmp 0.98708 17.59016 0.05272 2898.08798 5.54471
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Obr. 21. Analyzovana Cast’ FTIR spektra vzorky hCer/d-FFA/Chol/RP-18 0,5, fitovana funkciou GausAmp

s prislusnymi polohami vibracii CH2 symetricky a asymetricky stretching
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Obr. 22. Graf fazového prechodu vzorky hCer/d-FFA/Chol/RP-18 0,5 pre vibracie CH2 symetricky

stretching, fitovany Boltzmannovou funkciou

5.2.2 Deformacné vibracie
Okrem valen¢nych vibracii sme v spektre analyzovali aj vibracie deformacné,
konkrétne CH2 rocking s hodnotou vlno¢tu okolo 720 cm™, a CD2 scissoring s hodnotou

vinoétu okolo 1090 cm™!.
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Scissoring vibracia

Na obrazku Obr. 23 st zndzornené spektra CD2 scissoring vibracie pre vzorku
hCer/d-FFA/Chol/RP-18 0,5 a ukazuju, ako sa menila pritomnost’ deformancnej vibracie
so zvysujucou sa teplotou. Na obrdzku je znazornena ako zavislost’ dekadického logaritmu

absorbancie od vlnod¢tu.
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Obr. 23. FTIR spektra CD2 scissoring vibracie pre vzorku hCer/d-FFA/Chol/RP-18 0,5

Pik deformacnej scissoring vibracie je pritomny ako singlet, ktory s fdzovym
prechodom nastavajucim posobenim teploty okolo 78 °C zanika. Siglet je charakteristicky
pre hexagondlne usporiadanie lipidov, na rozdiel od dubletu, ktory je Specificky pre
ortorombické usporiadanie. Singlet pozorujeme aj v pripade, ked’ retazce sice tvoria

ortorombické usporiadanie, ale dojde k premieSaniu roéznych izotopov — CH2 a CD2
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retazcov. Vseobecne Siroky a nepravidelny tvar pikov moze byt désledkom toho, ze
vzorky neboli krystalické a bolo v nich pritomné védcSie mnoZzstvo rigidnych oblasti.
Krystalické a homogénne zmesi latok si obecne charakteristické pritomnost'ou tzkych

pikov s jednoznac¢nou polohou ich stredu.

Pri dosiahnuti teploty fazového prechodu, tzn. okolo 70-80 °C, m6zeme vidiet’, Ze
CD2 scissoring vibracia zanika, ¢o je spojené s prechodom lipidov z pevného

usporiadania na fluidné.

Rocking vibrdcia
Na obrazku Obr. 24 st znazornené obdobné spektra deformacnej vibracie, tentoraz
CH2 rocking, pre tu ist vzorku ako v pripade CD2 scissoring vibracie.
t(°C)
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Obr. 24. FTIR spektra CH2 rocking vibracie pre vzorku hCer/d-FFA/Chol/RP-18 0,5
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Pik CH2 rocking deformacnej vibracie takisto zanikd po dosiahnuti fdzového
prechodu (pdsobenim teploty medzi 70-80 °C), na rozdiel od CD2 scissoring vibracie je
vSak Ciastocne pritomny ako dublet. Dublet je charakteristicky pre ortorombické
usporiadanie lipidov a vznika ako dosledok medziretazcovych interakcii vo vzorke, tzv.
vibra¢ného kaplingu susednych retazcov. K tomuto kaplingu dochadza v zmesi
deuterovanych aj protonovanych lipidov len v rdmci tych istych izotopov, nie vzdjomne

medzi nimi.

Moézeme vidiet’, ze dublet je vo vzorke pritomny az do teploty priblizne 40 °C. Pri
vyssich teplotach pozorujeme CH2 rocking vibraciu ako singlet, ktory zanika po ukonceni
fazového prechodu, ¢o znaci prechod lipidov na fluidné usporiadanie. Pritomnost’ dubletu

vo vzorke je dosledok nedokonalého zmieSania protonovanych a deuterovanych lipidov.

5.2.3 Vplyv modelu CLE na usporiadanie retazcov
Rovnakym spdsobom sme vyhodnotili vibracie ostatnych vzoriek. Prislusné

grafy st uvedené v prilohe.

Vzorky s protonovanymi FFA
a. Valencné vibracie

Referencna vzorka (hCer/FFA/Chol) bez pridanych castic silikagélu mala pre
valenéné vibracie CH2 symetricky stretching hodnotu vino¢tu priblizne 2848 cm™, ¢o
odpoveda ocakavanej hodnote, pri akej sa vibracia pri teplote 32 °C vyskytuje. V d’alSich
vzorkach sa pridavali Castice silikagélu NP alebo RP-18 vo zvySujtcich sa mnoZstvach.
V tabulke Tab. 8 st uvedené hodnoty vinoctov CH2 symetricky stretching pri teplote
32 °C.Modzeme vidiet, Ze s pridanym mnoZstvom silikagélu sa mierne zvySovala hodnota
vlnoctu valencnej vibracie, v pritomnosti silikagélu NP aj RP-18. Zavislost’ vinoctu
od mnozstva pridaného silikagélu nie je jednozna¢nd, u oboch typov silikagélu vSak
ukazuje na zhorSenie usporiadania lipidov. Nejednozna¢ny trend moze byt dosledkom
nehomogenity vzoriek, pretoZe behom nastreku vzoriek nebolo mozné dosiahnut’ uplne

rovnomerné rozlozenie silikagélu vo vzorke. Na meranie FTIR spektroskopie sa, na
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rozdiel od RTG difrakcie, odoberd iba Cast’ pripravenej vzorky. Tymto sposobom by

mohlo dojst’ k vneseniu chyby do prezentovanych vysledkov.

Samotné zvySenie hodnoty vIlno¢tu CH2 wvalenénych vibacii v porovnani
s kontrolou sved¢i o vac¢sej neusporiadanosti lipidovych retazcov. Silikagél NP aj RP-18
narisa organizaciu hydrofobnych retazcov. Pritomnost CI18 alkylovych retazcov
neviedla k signifikantnym rozdielom medzi vysledkami vzoriek s danym typom
silikagélu. Pre presné potvrdenie vplyvu silikagélu na lipidové usporiadanie by bolo

vhodné experiment zopakovat s va¢sim poctom vzoriek.

Tab. 8. Hodnoty vinoctov vzoriek pre CH2 symetricky stretching pri teplote 32 °C.

Vzorka Vinocet
[em™]

hCer/FFA/Chol 2848,35
hCer/FFA/Chol NP_0,16a 2848,74
hCer/FFA/Chol NP_0,5b 2848,99
hCer/FFA/Chol NP_1a 2848,66
hCer/FFA/Chol RP_0,16a 2848,43
hCer/FFA/Chol RP_0,16b 2848,63
hCer/FFA/Chol RP_0,5b 2848,52
hCer/FFA/Chol RP_1a 284871

V tabulke Tab. 9 st zobrazené meniace sa hodnoty teploty fazového prechodu
lipidov vzoriek. Referencna vzorka (hCer/FFA/Chol) ma thto teplotu priblizne 68 °C,
s pridanym mnozstvom silikagélu sa jej hodnota mierne zvySuje, no zavislost na
mnozstve silikagélu nie je linedrna. Pozorujeme, ze vplyvom pritomnosti Castic silikagélu
dochadza prevazne k zvySeniu teploty fazového prechodu lipidov. Nejednoznaény trend
koreluje s predchddzajucim pozorovanim v pripade polohy vlnoctu valenénych vibracii
vzoriek, je teda dolezité brat’ do tvahy moZznu nehomogenitu vzorky ako ddsledok inych

faktorov spomenutych vyssie.
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Tab. 9. Teploty fazovych prechodov pre CH2 symetricky stretching

Vzorka Teplota fazového
prechodu [°C]
hCer/FFA/Chol 67,9
hCer/FFA/Chol NP_0,16a 66,7
hCer/FFA/Chol NP_0,5b 74,3
hCer/FFA/Chol NP_1a 67,0
hCer/FFA/Chol RP_0,16a 70,8
hCer/FFA/Chol RP_0,16b 70,2
hCer/FFA/Chol RP_0,5b 70,7
hCer/FFA/Chol RP_1a 65,4

b. Deformacné vibracie
V protonovanych vzorkach je pozorovatelnd deformacné vibracia CH2 rocking.
Vibracia zanikd pri teplote okolo 70-80 °C, ¢o je teplota fazového prechodu lipidov.
U protonovanych vzoriek sa vSak pik vyskytuje Ciasto€ne vo forme dubletu, ktory je
charakteristicky pre ortorombické usporiadanie lipidov (dosledok medziretazcovych

interakeii).
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V referencnej vzorke (hCer/FFA/Chol) mozeme vidiet (Obr. 25), Zze dublet je
pritomny priblizne do teploty 38-40 °C, kedy zanikd, a do teploty fazového prechodu
pokracuje ako singlet. Pridavkom silikagélovych Castic sa teplota fazového prechodu ani
pritomnost’ dubletu vyrazne nemeni, u oboch typov silikagélu je vSak dublet menej
vyrazny v porovnani s referen¢nou vzorkou a jeho zanik vplyvom zvySujicej sa teploty
nie je ostro ohrani¢eny (vid’ Priloha).
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Obr. 25. Spektra CH2 rocking vibracie pre vzorku hCer/FFA/Chol

Vzorky s deuterovanymi FFA
a. Valencné vibracie

Symetricky stretching CD2 a CH2 vo vzorkdch s naviazanymi deuterovanymi

FFA odpovedal ureferencnej vzorky (hCer/dFFA/Chol) predpokladanym hodnotam
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vyskytu vlnoctu pri teplote 32 °C (Tab. 10). ZvySenie hodnoty vino¢tu CH2 symetrickej
valenénej vibracie (2849,18 cm™) v porovnani s hCer/FFA/Chol vzorkou (2848,35 cm™)
nastava v dosledku izotopového zriedenia protonovanych retazcov.”? Rovnako, ako pri
vzorkach s protonovanymi FFA, aj tu dochadzalo pridavkom silikagélovych Ccastic
k zvySovaniu hodnot vinoctov valencnej vibracie. Tento narast ma jednoznacnejsi trend
ako v predoSlom pripade (najma v pripade deuterovanych retazcov), i tu by vSak bolo
vhodné pre potvrdenie vplyvu cCastic silikagélu experiment zopakovat’ s va¢§im poctom
vzoriek. Pridavkom silikagélu hodnota vinoctu stpa a tento efekt sa tyka silikagélu NP

aj RP-18.

Tab. 10. Hodnoty vinoctov vzoriek pre CH2 a CD2 symetricky stretching pri teplote 32 °C

Vzorka VInocet protonovanych VInoc¢et deuterovanych
retazcov [cm] retazcov [cm’]
hCer/dFFA/Chol 2849,18 2089,08
hCer/dFFA/Chol NP 0,16 2849,41 2089,42
hCer/dFFA/Chol NP 0,5 284945 2089.,44
hCer/dFFA/Chol RP 0,16 2849,47 2089,32
hCer/dFFA/Chol RP 0,5 2849,58 2089.,41
hCer/dFFA/Chol RP 1 2849,47 2089.,47

Teplota fazového prechodu (Tab. 11) u referencnej vzorky (hCer/dFFA/Chol)
sa u protonovanych a deuterovanych retazcov vyrazne liSi. To naznacuje neuplné
mieSanie Cer a FFA. Pridavkom silikagélu sa tato teplota zvySovala, vidime vSak,
ze vplyvom silikagélu NP zostava rozdiel medzi fazovym prechodom protonovanych
a deuterovanych retazcov zachovany. V pripade silikagélu RP-18 st teploty fazovych
prechodov deuterovanych a protonovanych retazcov porovnatel'né. ZvySovanie teploty
prechodu v zavislosti od mnoZstva pridaného silikagélu RP-18 v porovnani s kontrolnou

vzorkou nemé jednoznaény trend.
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Tab. 11. Teploty fazovych prechodov pre CH2 a CD2 symetricky stretching

Vzorka Teplota fazového prechodu Teplota fazového prechodu
protonovanych ret’azcov deuterovanych ret’azcov
[°C] [°C]
hCer/dFFA/Chol 71,2 65,3
hCer/dFFA/Chol NP 0,16 74,0 70,5
hCer/dFFA/Chol NP 0,5 74,9 71,7
hCer/dFFA/Chol RP 0,16 72,7 70,2
hCer/dFFA/Chol RP 0,5 76,0 74,4
hCer/dFFA/Chol RP 1 71,3 68,1

b. Deformacné vibrdacie
U vzoriek s deuterovanymi FFA sme vyhodnocovali dva typy deformacnych

vibracii — CD2 scissoring a CH2 rocking. Oba typy vibracii zanikaju pri teplote fazového

prechodu, okolo 70 °C.

CH2 rocking vibracia pritomna u protonovanych retazcov je, rovnako ako
v protonovanych vzorkach, pritomné ako dublet, ktory je vSak ovel'a menej vyrazny uz
v referencnej vzorke nez v predoSlom pripade. Pridanim silikagélu NP je eSte taZSie
identifikovatel'ny a tento efekt narasta so zvySujicim sa mnoZzstvom silikagélu vo vzorke.
V pritomnosti silikagélu RP-18 je tato zavislost’ eSte vyraznejSia a dublet vel'mi t'azko

pozorovatelny.

CD2 scissoring vibracia je pritomna ako singlet charakteristicky pre hexagonélne
usporiadanie lipidov, ak sa vyskytuje pri ortorombickom usporiadani tak j