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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra organické a bioorganické chemie

Kandidat: Eliska Volakova

Skolitel: PharmDr. Lukas Opélka, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Kvantifikace koznich ceramidi u pacientii po onkologické 1&¢b¢

Ceramidy jsou jednou ze tii zakladnich lipidovych slozek pfitomnych ve stratum
corneum lidské klize. Zmény v poméru zastoupeni jednotlivych ceramidd jsou spojeny
s naruSenim bariérové funkce klize. Takovéto zmény byly pozorovany nejen u koznich
onemocnéni neonkologického typu, ale také jako disledek rakoviny. Hlavnim cilem této prace
bylo zjistit rozdil v zastoupeni koZnich ceramida ve stratum corneum u zdravych pacientii
a pacientll po prodélaném onkologickém onemocnéni. Vzorky byly odebrany od péti skupin
pacientl, z nichz Ctyfi predstavovaly onkologické pacienty s riznym typem léCby: resekci
nadoru, chemoterapii, ozafovanim ¢i kombinaci chemoterapie a ozafovani. Zbyvajici patou

skupinu tvoftily kontrolni vzorky od dobrovolnikl bez diagnostikované¢ho karcinomu.

U kazdého pacienta probihal odbér stripovymi pasky z identického mista na predlokti,
po kterém nasledovalo stanoveni obsahu proteini. Vzorky onkologickych pacienti byly
porovndvany s kontrolnimi vzorky také =z pohledu odlisnych ztrat vody pifes kazi
pied a po odbéru vzorku. Ceramidy byly ze vzorkli extrahovany smeési organickych
rozpoustédel a analyzovany pomoci LC-MS/MS s ptfidavkem vnitinich standardii. Ceramidy
vybranych podtiid byly kvantifikovany a dale hodnoceny z pohledu primémé délky

acylovych fetézctll, obsahu jednotlivych sfingoidnich bazi nebo stupné hydroxylace.

Z vysledki vyplyva, Ze stratum corneum pacientll s onkologickym onemocnénim je
propustnéjsi pro vodu a obsahuje piiblizn¢ dvakrat méné¢ proteinli nez stratum corneum
kontrolnich pacienti bez karcinomu, av$ak naopak vykazuje zvySenou hladinu ceramidd.
Vyrazny nartist byl zjistén u vSech Ctyf podtiid ceramidil, avSak nejvyraznéjsi z nich byl
pozorovan u nesubstituovanych a oa-hydroxylovanych ceramidt. Primérné délky acylovych

fetézcli ceramidu ¢i pomér mezi dlouhymi a ultradlouhymi acylovymi fetézci nevykazovaly



statisticky vyznamné rozdily.



ABSTRACT

Charles University, Faculty of pharmacy in Hradec Kralové

Department of Organic and Bioorganic Chemistry

Candidate: Eliska Voldkova

Supervisor: PharmDr. Luka$§ Opdlka, Ph.D.

Title of diploma thesis: Quantification of skin ceramides in patients after oncological

treatment

Ceramides are one of the three basic lipid components present in the stratum corneum
of human skin. Alterations in the ratio of individual ceramides are associated with disruption
of skin barrier function. Such changes have been observed not only in skin diseases of the
non-cancerous type, but also as a consequence of cancer. The main aim of the present study
was to investigate the difference in the representation of skin ceramides in the stratum corneum
of healthy patients and patients after cancer. Samples were collected from five groups
of patients, four of which represented cancer patients with different types of treatment: tumor
resection, chemotherapy, radiation or a combination of chemotherapy and radiation.
The remaining fifth group consisted of control samples from volunteers without a diagnosis

of cancer.

Samples were obtained by tape-stripping from an identical site on patient forearm,
followed by protein determination. Cancer patient samples were compared with control
samples in terms of different water loss through the skin before and after sampling. Ceramides
were extracted from the samples using a mixture of organic solvents and analyzed
by LC-MS/MS with the addition of internal standards. Ceramides of selected subclasses were
quantified and further evaluated in terms of average acyl chain length, content of individual

sphingoid bases or degree of hydroxylation.

The results show that the stratum corneum of cancer patients is more permeable
to water and contains approximately half amount of proteins than the stratum corneum

of control patients, but on the contrary shows increased ceramide levels. Significant increases



were found for all four ceramide subclasses, but the most pronounced increases were observed
for unsubstituted and a-hydroxylated ceramides. The average acyl chain lengths of ceramides
or the ratio between long and ultra-long acyl chains did not show statistically significant

differences.
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1. UVOD A CIL PRACE

Kuze predstavuje nejvetsi organ lidského téla. Tvoii bariéru organismu ptfed okolnim
prosttedim a udrzuje jeho vnitini rovnovdhu. Za tuto bariérovou funkci je odpovédna
jeji nejsvrchnéjsi vrstva oznacovana jako stratum corneum (SC). ZhorSeni bariérové funkce
ktize spojené se zménami ve slozeni a uspotadani lipidl je znakem kilize postizené rtiiznymi

typy onemocnéni, nejen koznimi, ale také jako dusledek rakoviny v téle.

Rakovina patfi mezi nejcastéji se vyskytujici onemocnéni v lidské populaci,
z nichzZ nejcastéji diagnostikovanymi rakovinami jsou nadory plic, prsou a kolorektalniho
karcinomu.! Piesto, e je vylédeni rakoviny velkym uspéchem, postrakovinovy stav
je doprovazen Cetnymi zdravotnimi komplikacemi, které¢ souviseji s pfedasnym starnutim
organismu. Starnuti je pfirozeny a nevyhnutelny proces, ktery k Zivotu neodmyslitelng patii.>
Projevy predcasného starnuti v disledku prodélaného karcinomu se mohou projevit také
na kvalit¢ kiize a lze predpokladat jejich Castéjsi vyskyt u osob které¢ karcinom prodélaly
v utlém véku. Spojitosti mezi prodélanim rakoviny a predcasnym vyskytem ptiznaka stdrnuti
vSak nebyly zcela objasnény. Praveé kvantifikace koznich lipidd muaze poskytnout dilezité

voditko k predikci starnuti ktize u osob, které prodélaly karcinom v détském véku.

Hlavnim cilem této prace bylo nalezeni vhodného markeru pro predikci piedcasného
starnuti, idedlné neinvazivni cestou jako napiiklad odbérem koznich vzorkli pomoci
stripovani. Jednim z dil¢ich cili bylo ovéfit schopnost kiize regenerovat se po odbéru vzorku
D-squame paskou pomoci metody tape stripping. Dal$im cilem bylo porovnat rozdily
v zastoupeni koznich ceramidl ve stratum corneum u zdravych dobrovolnikli a pacientii
po prodélaném onkologickém onemocnéni v détstvi. Cilem bylo rovnéZ ceramidy vybranych
podtiid kvantifikovat a dale zhodnotit z pohledu primérné délky aclovych fetézcl, obsahu

jednotlivych sfingoidnich bazi nebo stupné hydroxylace.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Kuze

Nejvétsim organem lidského téla je klize, kterd zastava ptiblizné 16 % celkové télesné
hmotnosti. Nejdulezitéjsi funkci kize je ochrana téla pfed nepiiznivymi vlivy okolniho
prostiedi (patogeny, UV zafenim, chemickymi latkami, mechanickym poranénim) a zabranéni
nadmérnym ztratdm vody z téla. Mezi dalsi funkce kiize patii imunitni a senzorické funkce,
termoregulace organismu a schopnost syntetizovat vitamin D.? Kiize ¢lovéka se sklada ze tfi
vrstev: epidermis, dermis a hypodermis.* Tloustka a sloZeni vrstev kiize se muze lisit

v zavislosti na tom, o jakou ¢ast lidského t&la se jedna.’

stratum corneum
stratum lucidum
stratum granulosum
stratum spinosum
langerhans cell — epidermis
merkel cell

melanocyte

basement membrane i

ﬁ — dermis
blood vessel ——— |

stratum basale

Obr. 1. Schéma prifezu lidské kiZe.®

Epidermis, svrchni vrstva klize, je tvofena vicevrstvym epitelem, jehoz zakladem jsou
keratinocyty vzniklé délenim bunék v bazalni vrstve, které se postupné diferencovaly, a daly
tak vzniknout n€kolika odliSnym vrstvdm. V disledku toho ji 1ze rozdélit do Ctyf vrstev
(Obr. 1) od nejhlubsi po nejsvrchnéjsi, tedy stratum basale, stratum spinosum, stratum
granulosum a stratum corneum.’” Kromé &tyt zakladnich vrstev miize byt sou¢ésti kiize i vrstva
stratum lucidum, kterd je typicky pfitomna pouze v silné vrstvé kiize, jako je oblast dlané

a chodidla.’® Keratinocyty v nejméné diferencované formé, které jsou ulozené v bazalni vrstveé
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epidemis, podléhaji mitdze a déli se. Postupné dozravaji a diferencuji se, migruji na povrch,
produkuji keratiny a nakonec ztraci sva jadra a dals$i bunééné organely. Tyto buiiky tvofi
stratum corneum neboli zrohovatélou vrstvu kize.® Soucasti epidermis je n&kolik populaci
bunék, mezi né€z patii melanocyty, které¢ davaji pigment keratinocytiim, Langerhansovy
buiiky, které maji imunologické funkce a Merkelovy buiiky, které plni smyslovou funkeci
mechanoreceptorti pro lehky dotyk.” Pokozka nema vlastni krevni zasobeni, misto toho je

vyzivovana z krevnich cév ulozenych v dermis.’

Vzniklé rozhrani mezi epidermis a dermis je tvofeno porézni bazalni membranou,

kterd umoziiuje vyménu tekutin mezi butikami a drzi obé& vrstvy pohromadg.*

Dermis je vrstva klize slozena pfevazné z pojivové tkané a krevniho feciste, kterd podpira
epidermis a vaZze ji k podkozi neboli hypodermis.® Nachazeji se zde potni Zlazy, vlasové
folikuly, svaly, smyslové neurony a cévy.! Stejné jako epidermis je i dermis tvofena nékolika
populacemi bunék, které tvoti pfiblizné 10 % dermalniho obsahu. Mezi né patii monocyty,
histiocyty, fibrocyty, Langerhansovy bunky, lymfocyty a eozinofily spolu s vaskuldrné
a lymfaticky spojenymi buiikami. Dermis je primarné matrice pojivové tkané tvofend
ptiblizné z 90 % kolagenem spolu s elastickymi vlakny. Dal§imi tGtvary soucésti dermis jsou
krevni a lymfatické cévy, s n€kterymi svalovymi vldkny a pilosebace6znimi a potnimi
zlazami. Mezi epidermis a dermis neprobihd pouze obycejnd komunikace, ale epidermis je
také zcela zavisla na zivinach ziskanych krevnim zasobenim v dermis. Svym prokrvenim
dermis podporuje krevni ob&h organismu a dodava ziviny epidermis, mezi nimiz probiha

neustala komunikace.’

Pod dermis se nachédzi hypodermis, vrstva volné pojivové tkan€, ktera spojuje kizi
s vnitinimi orgdny a doptfava tak kizi jistou stabilitu. Tato vrstva obsahuje podkozni tuk,

ktery tlumi podnéty z vnéjsiho prostiedi a zajist'uje termoregulaci t&la.

2.2 Stratum corneum
Stratum corneum (SC) je svrchni vrstva epidermis, kterd je v pfimém kontaktu

s okolim.!"

Sklada se z piiblizné 15-25 vrstev zplostélych bunék, korneocytt, které jsou ulozeny
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v lipidové matrix.'?!3 Predstavuje posledni fazi zrani a vyvoje keratinocytii.!! Stavba SC
byvéa oznacovana jako struktura z cihel a malty, kde lipidy pfedstavuji maltu a korneocyty
cihly.!? Tyto lipidy jsou do extracelularniho prostoru dodavany sekreci lamelarnich télisek
z keratinocytl ve formé lipidovych prekurzorii. Dalsi slozky obsazené v lamelarnich
téliscich jsou fosfolipidy, cholesterol a enzymy. V extracelularnim prostoru jsou
prekurzory lipidd z lamelarnich télisek metabolizovany enzymy na lipidy, které tvofi
lamelarni membrany. Tyto lipidové prekurzory pochazeji jak z epidermalni syntézy lipidd,

tak z extracelularnich zdroji.'*

V extracelularnich prostorech mezi korneocyty se nachézeji lipidové lamely!
(Obr. 2), které zajistuji vlastni bariérovou funkci SC.'® SC slouzi jako ochranni kozni
bariéra proti nepfiznivym vlivim vné&js$iho prostiedi a chrani télo pfed dehydrataci tim,
7e reguluje ztraty vody.!! Slouzi jako hlavni prekazka pro prostup vétsiny latek.!” V této

vrstvé vylu€uji ,,odumielé* keratinocyty defensiny, které jsou soucasti prvni imunitni

10

obrany lidského organismu.
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Obr. 2. Transmisni elektronové mikrofotografie zobrazujici ti, Sest nebo devet lipidovych

lamel v mezibunécném prostoru rohové vrstvy.”>

Lipidy tvofici extracelularni matrix rohové vrstvy, maji jedine¢né slozeni a velmi
se lisi od lipida, které tvoii vétSinu biologickych membran. V rohové vrstve je pfitomno
velmi malo fosfolipidl, coz se vyrazné 1isi od toho, co lze pozorovat u vétSiny ostatnich

membran.'

Oproti témto typickym biologickym membrandm s vysokym obsahem
fosfolipidii je SC méné tekuta a propustnd. Pfi¢inou vyssi rigidity membran SC je vysoky

obsah lipidovych slozek s nasycenymi velmi dlouhymi fetézci jako jsou ceramidy.'®
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Pomoci metody tenkovrstvé chromatografie béhem analyzy lipid ze SC bylo zjisténo
neobvyklé zastoupeni lipidl skladajici se z ptiblizné ekvimoldrniho mnozstvi ceramida
(45-50 % hmotnosti), cholesterolu (25 %) a volnych mastnych kyselin (10-15 %).
Mezi slozky s minoritnim zastoupenim pod 5 % patii nékolik dalSich lipidu,
z nichZ nejvyznamnéj$im je cholesterol sulfat,'® ktery hraje klicovou roli v regulaci

deskvamace.'®

Tento ekvimolarni pomér vSech zminénych slozek se zda byt velmi dilezity
pro epidermalni homeostazu, a proto by zmény v poméru zastoupeni lipidi mohly byt
spojeny s narusenim bariérové funkce kiize.'”!* Problémy se slozenim byly nalezeny
u koznich onemocnéni psoriazy, atopické dermatitidy, nékterych forem ichtydzy, tézké
xerézy a dalsich.!” Komplexni profilovani a kvantifikace ceramid@i SC ma tedy velky

vyznam pro hodnoceni stavu kiiZe a jeji bariérové funkce.?’

Na bariérové funkci SC se také podili pfitomné mastné kyseliny a to svym mnozstvim
a vzajemnym pomérem, stejné tak jako jsou odpoveédné za rozdilné hodnoty pH v rGznych
vrstvach SC.!” Volné mastné kyseliny, které vznikaji rozpadem fosfolipidd, ptipivaji
k okyseleni rohové vrstvy. Hodnota pH vné&jsi rohové vrstvy a povrchu kiize se pohybuje
v rozmezi 5 az 5,5. Toto kyselé prostredi je velmi dilezité, protoze reguluje aktivitu mnoha
enzymul v rohové vrstvé. ZvySeni pH miZze nepfiznivé ovlivnit aktivitu enzymt ve SC
a vést ke snizeni propustnosti bariéry, integrity a soudrZnosti SC. Nasledkem toho miize
byt mnoho koznich zanétlivych onemocnéni.'® Volné mastné kyseliny v kozni bariéte jsou

13,21 3 tvofi asi

vet§inou nasycené a nerozvétvené s délkou fetézce v rozmezi 14-34 uhlik
10-15 % hmotnosti lipidii SC.' Z toho piiblizné 50 % mastnych kyselin SC tvoii mastné
kyseliny, které maji 24 (kyselina lignocerovd) a 26 (kyselina cerotova) uhlikii.?! Naopak
kratSi a nenasycené¢ mastné kyseliny jsou zastoupeny v lipidovych membranach SC
v men§im mnozstvi.!? Zvysené zastoupeni vykazuji kratsi mastné kyseliny u atopické
dermatitidy.?? V acylceramidech je p¥itomen linoleat a pii nedostatku esencidlnich
mastnych kyselin jej nahrazuje napiiklad oledt, coz mé za nasledek vyrazné abnormality
ve struktufe extracelularnich lipidovych membran (zplisobené neptitomnosti kovalentné
vazanych ceramida, které vytvari templat pro uspotfddavani volnych lipidi) a vede

ke zvySeni propustnosti kozni bariéry. Tato pozorovani naznacuji, ze, ackoliv mnozstvi
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esencidlnich mastnych kyselin neni ve SC zvyseno, ' jejich piirozeny vyskyt je nezbytny

pro normalni strukturu a funkci rohové vrstvy.'® 23

Pro spravnou funkci kozni bariéry je také nezbytny cholesterol, ktery ptispiva
ke spravné lamelarni a lateralni struktufe a fluidité¢ lipidé.'> 2* Hlavnim sterolem,
ktery se nachazi ve stratum corneum je cholesterol, i kdyZ jsou pozorovany i vyznamné
hladiny esterti cholesterolu (10 %) a cholesterol sulfatu (3 %).!” Cholesterol sulfat hraje
dualezitou roli v pfirozeném procesu obnovy kiize, zejména pak v procesu odlupovani staré
vrstvy kiize neboli deskvamace. Kromé& toho ma vliv i na pH.!” Ackoliv je mnoZstvi
cholesterol sulfatu pfitomného v epidermis pomérné nizké, je dilezity pro vzijemnou
soudrznost bungk v rdmci stratum corneum.!® ZvySené mnozstvi cholesterol sulfatu
disledkem nedostate¢né degradace je spojeno srecesivni ichtydzou vazanou

na chromozom X.>2¢

2.3 Ceramidy
Ceramidy, N-acylsfingosiny pfedstavuji podtiidu sfingolipidi, kterd disponuje vyraznou
rozmanitosti v jejich struktufe.?’ Jsou soucasti viech tkani lidského téla, ale jejich

nejhojn&jsi lokalizace je ve SC.?’

2.3.1 Funkce ceramidi

Ceramidy v extracelularnim prostoru SC formuji lipidové lamely spole¢né s volnymi
mastnymi kyselinami a cholesterolem, ¢imz utvateji kozni bariéru.?®?° Ceramidy hraji
diilezitou roli také v adhezi bun¢k a v pfenosu signalli vyznamnych pro regulaci bunécné
diferenciace, zastaveni ristu bunék, apoptdzy, starnuti a imunitni reakce. Ceramidy jsou
extrémné hydrofobni, coZ vysvétluje jejich ustfedni roli pii prevenci vysychani kiize.** Kromég
toho ceramidy pulsobi jako druhy signdlni posel pii apoptéze vyvolané stresem. Ceramidy
mohou indukovat apoptéozu nadorovych bunc¢k a snizovat rezistenci nadorovych bunék

vii¢i chemoterapeutikiim.?!

2.3.2 Struktura ceramidua

Ceramidy sestavaji z mastné kyseliny a sfingoidni baze (aminoalkohol), spojené amidovou
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vazbou mezi karboxylovou skupinou mastné kyseliny a aminoskupinou baze. Polarni hlavicky
ceramida (Obr. 4) jsou malé a obsahuji funkéni skupiny, které mohou vytvéaret bo¢ni vodikové

mistky se sousednimi molekulami ceramidi.*’

Obr. 4. Polarni hlava a dva hydrofobni retezce ceramidu NS.

Jednotlivé molekuly se li$i navzdjem poctem hydroxylovych skupin a pfitomnosti
dvojnych vazeb u sfingoidni baze, délkou fetézce a typem funkénich skupin u mastné kyseliny.
Typické sfingoidni baze jsou piredstavovany dihydrosfingosinem (také oznaCovany
jako sfinganin), sfingosinem (sfingenin), fytosfingosinem a 6-hydroxysfingosinem?’ a pozdé&ji
byl objeven jesté 4E,14Z-sfingadien.’?> Sfingosin (S) a dihydrosfingosin (dS) jsou
vSudypfitomné v lidskych tkanich. Dvé dalsi sfingoidni baze, fytosfingosin (P) a jeho derivaty
jsou Siroce rozsifeny v mozku, ledvinach, kuazi, jatrech a dalSich tkanich, zatimco
6-hydroxysfingosin (H) byl nalezen pouze v kiizi.>* Variabilita v délce fetézce je v rozsahu
poctu uhlikii od 14 do 26, ale nejcastéji se jedna o 18 uhlikovy fetézec. I kdyz na povrchu kiize
byly v ceramidech detekovany delSi mastné kyseliny, nejcastéji je pfipojend mastna kyselina
s nasycenym fetézcem o délce fetézce 24 nebo 26 uhlikli. Mastné kyseliny v ceramidech lze
také rozdelit do péti typt: nehydroxylované, a-hydroxylované, p-hydroxylované,
o-hydroxylované a o-esterifikované mastné kyseliny.>? Zatimco pomémné bézné jsou
a-hydroxylované a m-hydroxylované, pfitomnost ceramidi s B-hydroxylovanymi mastnymi

kyselinami nebyla v lidské kizi prokazana.?” 32

V lidské ktizi bylo identifikovano 16 zakladnich podtiid volnych ceramidi: kombinace
ctyt sfingoidnich bazi (S, dS, P a H) a ¢tyf typid acylovych fetézcli — nesubstituované (N),
a-hydroxylované (A), o-hydroxylované (O), ptipadné w-substituované (EO; rovnéz nazyvané
jako acylceramidy) mastné kyseliny. Vzhledem k variabilité délky fetézcii byly identifikovany

tisice jednotlivych molekul ceramidi.*
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Pro popis ceramidli SC se pouziva nomenklaturni systém zalozeny na molekularni
struktufe ceramidt, ktery navrhli Motta et al.** a nasledné modifikovali Robson et al.*** Prvni
pismeno v zdvorce piedstavuje acylovy fetézec a posledni pismeno znamena sfingoidni
retézec. Téchto 16 podtiid (Obr. 5) je vyjadieno jako CER NdS, CER NS, CER NP, CER NH,
CER AdS, CER AS, CER AP, CER AH, CER EQOdS, CER EOS, CER EOP, CER EOH, CER
OdS, CER OS, CER OP A CER OH.?° U jednotlivych slou¢enin udava ¢&islo v zavorce podet

atomt uhliku a &islo za dvojteckou pak pocet nasobnych vazeb.*

Ceramide o

Sphingoid Dihydro- 6-Hydroxy- Phyto-  1-0-Acylsphingosine
bases Sphingosine (S) sphingosine (dS) sphingosine (H) sphingosine (P) (1-0-E_S)
'2QH5 12('3'15 1 ZQH SGCH 1 2@15 Q oA
\ﬂ/‘l‘ HO/Y3\4/\013H2! HO ™3~ CyaHyy HO% 2725 HOTYY Y Cuatar CW5H31)LOWCHH27
o H, NH; NH, © OH NH,OH NH;
Fatty acid chains* (d18:1) (d18:0) (t18:1) (t18:0)
Non-hydroxy acid (N)
HOYC”H” Ceramide NS Ceramide NdS Ceramide NH Ceramide NP Ceramide 1-O-ENS

0]

Alpha-hydroxy acid (A)
OH

Hoﬂ/‘\ Ceramide AS Ceramide AdS Ceramide AH Ceramide AP Ceramide 1-0-EAS
CozHas
o]
Omega-linoleoyloxy
o acid (EQ) Ceramide EOS Ceramide EOdS Ceramide EOH Ceramide EOP
HO —=
ﬁ?WCan Free human skin ceramides
Omega-hydroxy acid (O)
Ceramide OS Ceramide OdS Ceramide OH Ceramide OP
HO}rHOH Protein bound ceramides
o] 31

(corneocyte lipid envelope)

Obr. 5. Chemické struktury ceramidu lidského stratum corneum. Kazda trida ceramidii je
reprezentovana kombinaci zkratek odpovidajicich jeji strukture mastné kyseliny a sfingoidni

bdze.l?

Naptiklad CER AS (d18:1/h24:0), coz znamena, Ze sfingoidni baze je sfingosin s 18
uhliky a 1 dvojnou vazbou a acylem je hydroxylovana kyselina s 24 uhliky a Zddnou dvojnou
vazbou (Obr. 6). Nomenklatura dle Motta et al. nebere v potaz délky jednotlivych fetézct,

proto se dnes pouzivd rozSifena nomenklatura, kterd zahrnuje hydroxylaci, délky fetézct

a nasobné vazby, b&zné uzivana v ramci MS analyz.?
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Obr. 6. Znazorneni struktury ceramidu AS.
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mastné kyseliny a oznacuje se jako NS. NS a NdS se vyskytuji t¢émét ve vSech tkanich savcil,

zatimco ostatni tfidy ceramidl se vyskytuji pouze v urcitych typech tkani.

2.3.3 Biosyntéza ceramidi

Biosyntéza ceramidii de novo (Obr. 7) probihd na membran¢ endoplazmatického retikula.
Prvnim krokem syntézy ceramidli je kondenzace L-serinu s palmitoylkoenzymem A.
Tuto reakci, jako regulac¢ni prvek celého metabolismu ceramida a sfingolipidii, katalyzuje
serin palmitoyltransferdza (SPT) za pfitomnosti pyridoxal-5‘-fosfatu. Kondenzaci L-serinu
s palmitoylkoenzymem A vznikd 3-ketodihydrosfingosin, 18 uhlikatd sfingoidnich baze,
kterd se v buiikdach nachdzi v malém mnoZstvi, protoZe je ihned dale redukovéna pomoci
NADPH-dependentni 3-ketodihydrosfingosin reduktdzy (KDSR) na dihydrosfingosin.
K ptevedeni dihydosfingosinu na ostatni sfingoidni baze nedochéazi okamzité, dochézi k nému
az po acylaci primarni aminoskupiny. Nasledna kondenzace acyl-CoA s dihydrosfingosinem
je katalyzovéna rodinou ceramid syntaz (CerS) a vede k tvorbé dihydroceramidi. Modifikace
vpolarni  hlavé ceramidi za  vzniku sfingosinu a  fytosfingosinu  zavisi
na dihydroceramidovych desaturazach 1 (DEGS1) nebo 2 (DEGS2). Reakce katalyzovana
dihydroceramid desaturazou vyzaduje NAD(P)H a kyslik jako kofaktor. DEGS1 inkorporuje
dvojnou vazbu mezi uhliky €. 4 a 5 a tim zajist'uje pfitomnost 4,5-trans-dvojné vazby v fetézci
ceramidq, jinymi slovy sfingosini (S). Pomoci DEGS2 je zavedena hydroxyskupina do pozice
4 uhlikatého fetézce a dochazi ke vzniku fytoceramidli zaozenych na fytosfingosinu (P).
Enzym zodpovédny za konverzi dihydroceramidii na 6-hydroxyceramidy nebo preména

samotnych bazi na 6-hydroxysfingosiny nebyla dosud objasnéna. 3! 1437
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Obr. 7. Schéma biosyntézy ceramidii de novo.
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Po samotné syntéze v keratinocytech se ceramidy zac¢inaji hromadit v koZnich bunkach
v disledku jejich nerozpustnosti, coz ma za nasledek jejich konverzi na glukosylceramidy
(GlcCer) a sfingomyeliny (SM) v Golgiho aparatu, jako zadsobni formy ceramidii. Z pohledu
podtiid ceramidl jsou GlcCer prekurzory pro vSechny typy Cer, vcetné acylCer, zatimco
ze SM vznikaji CerNS a CerAS. Ceramidy jsou ze zasobnich prekurzorli zpétné syntetizovany
hydrolytickym  Stépenim, které je v pfipadé GlcCer prekurzorii katalyzovano
B-glukocerebrosidazou a v piipadé SM prekurzori enzymem sfingomyelinazou. Oba tyto

enzymy vyzaduji pro svoji aktivitu kyselé prostedi.'*

Casna aktivace sfingomyelinazy, tak i pozdgjsi degradace glukosylceramidil jsou nezbytné
pro obnovu vodni bariéry kize. Kromé enzymatické tvorby ceramidd se na jejich tvorbé

podileji také saponiny, proteiny aktivované sfingolipidy.>!

2.3.4 Kvantifikace ceramidii ve stratum corneum

Kazda tfida ceramidii zahrnuje rizné druhy molekul, které se 1i8i délkou fetézce mastné
kyseliny 1 sfingoidni baze a/nebo stupném nasyceni. V lidském SC proto existuje vice
neZ né&kolik tisic druht ceramidii.>? Prvni informace o obsahu ceramidi byly ziskdny pomoci
HPTLC (vysokouc¢inna tenkovrstva chromatografie). Na zaklad€ toho byla vytvofena prvni
nomenklatura (ceramid 1-9), kdy jednotlivé tfidy ceramidii byly sefazeny podle eluce
v normalni fazi na zaklad¢ jejich polarity a jejich mobility pfi tenkovrstvé chromatografii,

coz je z dne$niho pohledu nepraktické.>

Metody chromatografie na tenké vrstvé (TLC) a HPTLC jsou i v dne$ni dobé
nepostradatelnymi nastroji moderni analytické chemie. HPTLC je Siroce pouzivana, rychla
a relativng levna metoda separace slozitych smési. ** 3> 3839 Je zvlast uZite¢nd pro mensi
apolarni slou€eniny a nabizi nékteré vyhody oproti HPLC (z angl. High performance liquid

chromatography).*°

Slozeni tiid/druhti ceramidl v lidském SC bylo jiz dfive analyzovano pomoci LC/MS
(kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii). Pomoci této metody je vSak
obtizné oddélené detekovat a presné kvantifikovat tak obrovské mnozstvi druhii ceramidi.
Pro specifickou detekcei a kvantifikaci zajmovych lipidovych molekul se standartni technikou

stala v posledni dobé metoda LC/MS/MS (kapalinova chromatografie spojend s tandemovou
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hmotnostni spektrometrii) v rezimu souc¢asného monitorovani vicenasobnych reakci (MRM
z angl. multiple reaction monitoring). V rdmci tohoto piistupu pozorujeme tranzici vybraného
specifického prekurzorového iontu na jeho specificky produktovy ion generovany kolizni

indukovanou disociaci.??

Pied vlastni cilenou hmotnostné-spektrometrickou analyzou koznich ceramidi
je nutné provést jejich separaci pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. Separace
miZe probihat jak na normalni,*'**?> tak i na reverzni fazi.**** Reverzni faze kapalinové
chromatografie rozliSuje ceramidy podle jejich hydrofobnich vlastnosti, v zavislosti na délce
fetézce mastné kyseliny, délce acylového fetézce sfingoidni baze a poctu nasobnych vazeb.
Normalni faze kapalinové chromatografie umoziiuje separaci ceramid na zékladé jejich
hydrofilnich vlastnosti (struktura polarni hlavy). Pouziti reverzni faze misto normalni faze
vSak mtize podstatné¢ zvysit Gcinnost separace pro ceramidy, obdobn¢, jako se podafilo
v piipadé fosfolipidfi v ramci jejich ,,shotgun® analyzy.*’ Ceramidy totiz disponuji vyraznym

hydrofobnim charakterem diky acylovym fetézctim vazanym na polarni ¢st sfingoidni baze.?’

V roce 2020 Kawana M. et. al. GspéSné kvantifikovali pomoci LC/MS/MS 21 tiid ceramidi
z lidského SC (NS, NdS, NH, NP, NSD, AS, AdS, AH, AP, ASD, BS, OS, OdS, OH, OP,
OSD, EOS, EOdS, EOH, EOP a EOSD). Zjistili, ze v lidském SC byly hojn¢ zastoupeny NP,
NH a AH (24,2 %, 23,7 % resp. 18,0 % z celkovych ceramidl), nasledovaly ceramidy AP,
NdS, NS, AS, EOH, EOS, EOP a AdS (v sestupném potadi 9 % az 1 %). Podily ostatnich tfid
ceramidl byly nizsi nez 1 %. Dale zjistili, Ze z podtiid ceramidd, které obsahuji spolecnou
sfingoidni bazi, byly v lidském SC hojné zastoupeny ceramidy typu 6-hydroxysfingosinu
a fytosfingosinu (45,4 %, resp. 34,7 % celkovych ceramidl). Z kategorii tfid ceramidu,
které maji stejny typ mastné kyseliny, byl v lidském SC nejvys$si podil nehydroxylované
ceramidové tfidy (59,4 %), nasledovany o-hydroxylovanymi ceramidy (32.5 %),
w-esterifikovanymi ceramidy (6,3 %) a o-hydroxylovanymi ceramidy (1,6 %). V lidském SC
bylo ptitomno stopové mnozstvi B-hydroxylovanych ceramidi (0,17 %).3? Tyto vysledky jsou
nejnovejSimi zaveéry kvantifikace ceramidi ve stratum corneum a odpovidaji vysledkiim

z predchozich studii.?* 27> 4647
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2.4 Senescence = proces starnuti

Starnuti je charakterizovano postupnym funkénim tpadkem.*® Kidze b&hem procesu
starnuti jevi Cetné klinické projevy a problémy. Komorbidity, jejichz pocet se starnutim téla
pribyva, jsou disledkem dal§iho zhorSeni fungovani tohoto orgénu. V pribéhu casu funkéni
zmény kiize zplsobuji mnoho problémi. V porovnani s normélni mladou pleti jsou nejlépe
pochopitelné zmény spojené s procesem starnuti. Starnuti, které se projevuje mnoha zptisoby,
je komplexni proces vedouci k biologickému opotiebeni na bunécné urovni. Je potvrzeno,
ze tyto procesy jsou ovlivnény kumulativnim poskozenim DNA. Nahromadéné bunécné
zmeény piispivaji k anatomickym, funkénim a fyziologickym zméndm pii starnuti ktze.
Starnuti klize zahrnuje kromé pfirozeného starnuti pokozky i zmény kiize zptisobené napiiklad
opakovanym vystavenim ultrafialovému zafeni (fotostarnutim)’, pii¢emZ jsou vyrazn&jsi

a objevuji se dfive nez u chronologického starnuti pleti.*’

Plisobenim vnéjsich a vnitinich faktor starnuti v pribéhu lidského zivota dochézi

ke zhor$eni koZni bariéry a poskozeni kozni strukturalni integrity kize.®

Starnutim kGze dochazi k anatomickym zménam v epidermis, které zahrnuji sniZeni
poétu bunék,® zvétseni povrchu korneocytl, zmenseni vysky a snizeni adherence keratinocyti.
Celkova tloustka kize se zmenSuje, dochazi ke ztenceni pokozky, s poklesem tloustky
stratum spinosum a vyznamnym poklesem v maximalni tloustce kiize. Mitoticka aktivita
v bazalni vrstvé je sniZena, doba tranzitu z bazalni vrstvy do stratum corneum se zvysuje
a dochazi ke snizeni rychlosti epidermalniho obratu. Langerhansovy bunky, melanocyty
a Merkelovy buiiky v epidermis ubyvaji. Vypadek funkce a poctu melanocytti vede k Sedivéni

vlast.’

Pokles poctu Langerhansovych bunék vede ke zhorSeni kozni imunity. Pocet
enzymaticky aktivnich melanocytti klesd o 8-20 % za desetileti.® Celkova lipidova slozka
je snizend, ale ma normalni distribuci cholesterolu, ceramidli a volnych mastnych kyselin.
Obsah aminokyselin v korneocytech se snizuje s poklesem pfirozené hydratace, pevnosti

a pruznosti korneocyti.’

V disledku procesu starnuti dochazi i ke ztenceni dermis. Pocet fibroblastl a jejich
funkéni kapacita se snizuje. Snizuje se produkce nového kolagenu a klesd mnoZstvi matrix
v dermis. Elasticka vldkna prochéazeji nevratnymi strukturalnimi a kompozi¢nimi zménami.

Kolagenova vldkna jsou dezorganizovana a ndhodné orientovana. Produkce mazu klesa,
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1 pfestoZze pocet mazovych zlaz zlstava stejny. Potni zldzy se snizuji v poctu a vykazuji

bunéénou degradaci.’

Celkovy objem podkozniho tuku se s v€kem obvykle zmensuje, 1 kdyZz podil

podkozniho tuku se piiblizné do 70 let véku zvysuje.°

Starnuti bun€k je indukovano fadou riiznych pficin. Jednim z nejdalezitéjSich je zkraceni
telomer. Starnuti na bunééné Grovni probiha v diploidnich bunikach, kde dochézi k zastaveni
bunécného cyklu a omezeni proliferacni schopnosti. Senescentni bunky se mohou hromadit
s vékem a v mistech patologickych stavli souvisejicich s v€kem. Diploidni buitky mohou také
prochazet zrychlenou senescenci, zndmou jako piedCasné starnuti, ktera je nezavisla
na zkraceni telomer. Tento typ senescence nastdva okamzité¢ po urCitych podnétech, jako
je genotoxicky stres nebo metabolicky Sok. Onkogenni stres spoustény nadmérnou expresi
urcitych onkogenll nebo ztratou tumor supresorovych genti v primarnich a nadorovych
buiikach také indukuje senescenci. Bylo prokdzano, ze starnuti nastdva in vivo u riznych

organti, kde zastavuje vyvoj a progresi nadoru.

2.4.1 Senescentni buiiky u rakoviny

Bunééné starnuti hraje diileZitou roli v prevenci tumorigeneze, a to jak v jeji iniciaci,
vytvofeni, tak 1 iniku tumoru. Mechamismy, které vyvoldvaji starnuti rakovinnych bunék jsou
onkogenem indukovana senescence, terapii vyvolané starnuti, senescence vyvolana ztratou
(nebo inaktivaci) tumor-supresorového genu nebo senescence vyvolana sousednimi
starnoucimi bunikami. Pii onkogenem indukované senescenci dochazi k aktivaci onkogenti
v sav¢ich bunikach a ma za nasledek proliferativni stres a indukci starnuti, kterd omezuje rist
nadoru. Senescence je tedy fyziologicky mechanismus potlacujici vznik nadora
(tumor-supresivni mechanismus), ktery brani progresi od benignich tumorovych 1ézi
k malignim tumorim/naddorim. Dal$im mechanismem, kterym je navozena senescence,
je terapii vyvolané starnuti, které mtze zprostiedkovat n€kolik 1€kt pouzivanych v klinické
praxi pro lécbu lidskych nadorti, vcetn¢ docetaxelu, bleomycinu, cyklofosfamidu,
doxorubicinu, vinkristinu, etoposidu a cisplatiny. lonizujici zafeni mtze také vyvolat starnuti
v ruznych rakovinnych bunécnych liniich. Mechamismy, které nuti nddorové bunky

do starnuti, jsou obecné spojeny se zvysenym poskozenim DNA .
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Chemoterapeutika maji vyznamné vedlejsi uc€inky. Cytotoxické latky mohou zpusobit

nezadouci u¢inky na vlasy a nehty, na kozni bariéru a na sliznici.*!

U pacientll s nddorovym onemocnénim lécenych protinddorovymi pfipravky se casto
vyskytuji rizné kozni problémy, jako je pruritus, sucha kiize, papulopustuly na obliceji,
paronychie atd. Jsou vystaveni vysokému riziku koznich problémt, protoze protinarodové

latky plisobi nejen na nadorové buiiky, ale také na rychle se mnoZici kozni buiiky.>

2.4.2 Bariérova funkce modeli nemelanomové rakoviny kiize
Nejcasteji se vyskytujicim nddorovym onemocnénim klize je nemelanomovy karcinom.
Skupina védct Christian Zoschke et al. porovnavala organizaci lipidi SC v organotypovém

modelu nemelanomové rakoviny kiize a v normalni rekonstruované lidské kizi.>

s
o

[ RHS
B cSCC-E
Bl cSCC-ED

x
. 2

lipid profile >
(ng/mg strat. corneum)
%]

70 r
B _ 60+ X
=2 M
® 50+
"E 40+ *
a 304 i
&% 20-
O 104
0-

EOS/ NS/ NS2 AS/ NH NP/ AH/
EOdS NdS AdS EOP AP

Obr. 8. Analyza lipidii SC v rekonstruované lidské kizi a modelech karcinomu.’’

Analyzu SC provedli pomoci infracervené spektroskopie a HPTLC. Prvni poznatek
ukazuje snizeny pomér lipidi k bilkovindm o 20 % v modelech SC s melanomem oproti

poméru v normalnim SC. Za tcelem zjiSténi zmén v lipidovém profilu, analyzovali sloZeni
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SC pomoci HPTLC. Zatimco hladina cholesterolu v modelu kozniho karcinomu epidermis
zastala témeéf nezménéna, mnozstvi cholesterolu v modelu kozniho karcinomu
epidermis-dermis se snizilo o 40 % ve srovnani s normalni rekonstruovanou lidskou kazi.
Model karcinomu epidermis-dermis obsahoval o 20 % nizsi celkové mnozstvi ceramidi
ve srovnani s normalni a profil ceramidii odhalil zvySené mnoZstvi ceramidi na bazi
fytosfingosinu na tkor ceramidl na béazi sfingosinu a dihydrosfingosinu (Obr. 8). Zejména
mnozstvi velmi dlouhych ceramidii NS/NdS o piiblizné délce 20 az 26 uhliki bylo snizeno
0 60 % v piipad¢ modelu karcinomu, zatimco mnozstvi dlouhych ceramidi NS/NdS o délce
14 az 19 uhlikt zistalo nezménéno. Studie nésledujicimi poznatky podpofila hypotézu

zhordené funkce kozni bariéry SC u modeli kiize s karcinomem. >
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 RozvrZeni experimentu

Predmétem prace byla kvantifikace koznich ceramidii u pacientii po onkologické 1é¢bé,
tedy porovnani a zjiSténi rozdilného zastoupeni podtiid ceramidit ve SC u zdravych
dobrovolnikil a pacientii po prodélaném nadorovém onemocnéni, mezi které patiily napiiklad
nadory centrdlni nervové soustavy (neuroblastom, Hodkingliv lymfom, astrocytom),
nefroblastomy, osteosarkomy a jiné. Pacienti byly rozdéleni do skupin podle typu lécby
nadorového onemocnéni na pacienty léCené Cist¢ chemoterapii (12 pacienti ve véku
24,7 £ 1,0), pacienty lécené¢ kombinaci chemoterapie a zateni (7 pacientti ve véku 24,3 + 3,1)
a pacienty 1é¢ené pouze ozarenim (1 pacient ve véku 30let, bohuzel v této sérii vzorkl vice
pacientil s touto metodou 1é¢by nebylo, proto, pokud neni feceno jinak, nebyla tato skupina
zahrnuta do statistické analyzy). Jako kontrolni vzorky poslouzily vzorky pacienti
s karcinomem (6 pacienti ve véku 26,0 £ 2,9), u nichz byl karcinom chirurgicky odstranén
a nebylo provedeno ozafeni ani chemoterapie (tyto vzorky budou déale uvadény jako ,,kontrola
s karcinomem*®) a vzorky od dobrovolnikd bez karcinomu (8 kontrol ve véku 29,5 + 4,7).
Vzorky byly odebrany ve Fakultni nemocnici v Motole. Mimo jiné jsme se dale zabyvali
stanovenim obsahu proteini ve SC, transepidermalni ztrdtou vody (coz je jedna
z nejdulezitéjsSich dermatologickych metod zjisténi funkénosti kozni bariéry), stanovenim
celkového obsahu ceramidi ve SC s vyuzitim LC-MS/MS, pfi¢emz jsme se zamé&fili zejména
na profily ceramidl ve SC, jejich primérnou délku acylového fetézce a pomér mezi velmi

dlouhymi a ultradlouhymi ceramidy.

3.2 Stanoveni obsahu proteint

Nejprve bylo potieba stanovit obsah proteinti z D-squame pasek jednotlivych pacientt,
nebot’ pii ziskavani vzorkii SC nemuselo byt odebrano vzdy stejné mnozstvi vzorku SC, a to
1 pfesto, Ze naplasti D-squame jsou pro tuto aplikaci uzpiisobeny. Obsah proteinli saim o sobé
muze indikovat ur€ité vlastnosti klize, jako je jeji soudrznost, ale v tomto ptipad¢ bylo toto
stanoveni provedeno zejména proto, abychom jednotlivé ndplasti mohli mezi sebou piimo
porovnavat. Pomoci pfistroje SquameScan, ktery méti optickou absorpci vzorku s néplasti
pri 850 nm vlnové délky (infracervena oblast), bylo zjisténo, ze obsah proteind ve vzorcich

pacienti po prodélaném karcinomu a kontrol skarcinomem je vyrazné¢ nizsi
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nez u zdravych/negativnich kontrol (Obr. 9), ale neliSi se vzajemné mezi pacienty s riiznymi
druhy 1é¢by. Hodnoty obsahu proteini u kontrol bez karcinomu (30,2 + 2,5) byly témét
dvojnasobné oproti kontroldm s karcinomem (16,6 + 0,7), pacientim lé€enym chemoterapii
(17,1 £ 1,4), chemoterapii a zafenim (18,6 £ 2,4) ¢i samotnym zafenim (13,67). Vysledky
mohou odpovidat skuteéné¢ snizenému obsahu proteini ve SC nebo zvysSené kohezi
(soudrznosti) korneocytt, kterd by mohla mit za nasledek nizsi vytézek materialu odebraného
jednim stripem. V budoucnu by mohla byt velice zajimava detailni inspekce vzork,
ktera by odhalila konkrétni proteiny jejichz mnozstvi se ve vzorcich vyrazné¢ meéni,

jako napftiklad proteiny filagrin, involucrin, loricrin ¢i samotné keratiny.

Obsah proteing u jednotlivych pacientu
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Obr. 9. Obsah proteinii u jednotlivych pacientii zjistény ze stripovacich pasek pomoci
SquameScan pristroje. Data jsou zobrazena jako primeér + SEM, n = 6-12. Hvezdicky znaci
statisticky vyznamné rozdily oproti kontrole bez karcinomu p < 0,05 (*), p < 0,01 (*%),
p < 0,001 (**%), p < 0,0001 (****),

3.3 Transepidermalni ztrata vody

Jedna se o klicovy dermatologicky ukazatel funk¢nosti kozni bariéry, ktery nam mimo jiné
poskytuje informaci o schopnosti kize se regenerovat po jejim posSkozeni. TEWL
(transepidermalni ztrata vody) byl méfen u pacientli v ramci pravidelné kontroly ve Fakulni

nemocnici v Motole. Méfeni bylo provedeno pfed odbérem kize stripovanim a poté znovu
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pfiblizné po 3 hodinach odbéru vzorkt SC, kdy uz dochézi ke kompenzacim poskozeni ktize
vyvolané samotnym odbérem. Bylo zjisténo, Ze TEWL pied odbérem vzorkl kiize je obecné
u pacientl vyssi nez u kontrol bez karcinomu (Obr. 10), ale vzhledem k variabilité naméfenych
hodnot neni statisticky vyznamny, avSak trend je viditelny na prvni pohled. Naopak TEWL
méfeny po ur€itém casovém intervalu se vesmes vraci k ptivodnim hodnotam, kromé nékolika
pacientll po chemoterapii, kde jsou hodnoty vysoké, coZ je dané pomalejsi regeneraci kiize
po poskozeni. PfiCinou ziejmé variability vysledkii mize byt samotné vySetieni, které je
spojeno se stresem a nadmérnym pocenim, a miize tak do urcit¢ miry vysledky zkreslovat.

Vysledky kontrol ziskanych na odlisném pfistroji byly ze vzajemného porovnani vylouceny.

Poskozena kozni bariéra a s tim souvisejici zvySené hodnoty TEWL doprovazi vétsinu
koznich onemocnéni jako je napiiklad atopicka dermatitida. Klize pii atopické dermatitidé
byva snadno podrazdéna a vypada sucha. Tyto klinické zvlastnosti odpovidaji snizené
bariérové funkci a zvySenym hodnotdm TEWL obdobné jako byly pozorovany v ramci naseho

projektu u pacientl po prodélaném nadorovém onemocnéni.>*
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Obr. 10. Transdermalni ztrata vody mérena pred a 3 hodiny po odbéru vzorkii SC. Data jsou

zobrazena jako primér + SEM, n = 6-12.
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3.4 Celkovy obsah ceramidii

Kombinace HPLC na reverzni fazi s detekci hmotnostnim spektrometrem typu trojitého
kvadrupdlu umoziuje separovat od sebe jednotlivé molekuly ceramidi jedné podtiidy
na zaklad¢ rozdili v jejich délkach tetézce, kdy plati, ze ¢im delsi fetézec, tim vice nartista

retencni ¢as (Obr. 11).

3000 Cer NS

12 14 16 18 20 22 24

Obr. 11. Chromatogram ceramidii NS s konstantni délkou sfingoidni baze 18 uhliku a
s promenlivou délkou acylového retézce. Modre jsou uvedeny vnitini standardy a cervené

molekuly detekované v lidském stratum corneum.

Pro potieby tohoto projektu byly analyzovany pouze ceramidy, které obsahovaly
sfingoidni bazi o délce 18C, 1 ptesto, ze v lidském SC byly nalezeny i sfingoidni baze s jinymi
délkami fetézcli, avSak objem méfenych dat by poté neumérné narostl. Usporadani
hmotnostniho spektrometru v podobé trojitého kvadrupdlu poté umoziuje cilené detekovat
a kvantifikovat jednotlivé molekuly na zdkladég jejich specifické tranzice mezi prekurzorovym
a produktovym iontem (v nasem piipad¢ v pozitivnim modu ionizace), pricemz pii pouziti
techniky MRM (multi reaction monitoring) mizeme sledovat velké mnozstvi téchto tranzici
najednou (v nasem pifipadé to bylo 120 a 60 individudlnich pfechodii najednou).
Protonizovany prekurzorovy iont ceramidi [M + H]" poskytuje nékolik charakteristickych
tranzic, ale pro tento projekt jsme zvolili tranzici na produktovy iont po ztraté¢ acylového
fetézce a dvou molekul vody [M + H — (acyl + 2H>0)]", protoze tato tranzice ma vysokou
intenzitu (Obr. 12). Nékteré podtiidy ceramidil, obzvlasté odvozené od 6-hydroxysfingosinu,
poskytuji ztratu molekuly vody jesté ve zdroji ionizace (in source decay), s ¢imz je potieba
pocitat, avSak sprdvné vyuziti vnitinich standardi umozniuje tuto komplikaci zanedbat,
jelikoz se da ptredpokladat, ze sledovana molekula se bude chovat stejné jako molekula

vnitiniho standardu.
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Obr. 12. Tranzice prekurzorového iontu ceramidu NS, kde je pomoci Sipky zndazornéna

fragmentace.

Graf (Obr. 13) obsahuje sectené vSechny podtiidy ceramidl a vSechny stanovované
délky acylovych fetézcii. Vysledky méfeni jsou na ose y znadzornény jako mnozstvi pikomola
na vzorek délené¢ bezrozmérnou jednotkou obsahu proteind. Tato jednotka byla pouZita
z divodu normalizace, aby se zajistilo, ze lipidy budou stanovovany vzdy ze stejného
mnozstvi, tedy aby vysledky nebyly zkresleny odliSnym vytézkem odbéru mezi vzorky.
Z méfeni obsahu ceramidii vyplyva, Ze vzorky pacientli, u nichZz bylo zjiS§téno snizené
mnozstvi proteinll v porovnani s kontrolami, obsahuji naopak vyS$§i mnozstvi ceramidu.
Ze vzajemného poméru proteind a lipidi je rozdil v mnozstvi ceramidit dokonce dvojnasobny
ve prospéch téchto vzorkl pacientti. U kontrol bez karcinomu byl celkovy obsah ceramidi
zjistén jako 298,7 + 17,8 pmol(SL)/a.u.(protein), u kontrol s karcinomem 533 + 57,3,
po chemoterapii 470,3 + 37,9, u pacinetd ze skupiny lé€ené chemoterapii + zafenim

468,1 + 39,1 a u pacientii IéCenych zafenim 566,7.

Je mozné provést 1 kvantifikaci celkového obsahu ceramidii bez zapocitani obsahu
proteint. V takovém piipade ziskdme mnozstvi ceramidii na jednu néaplast. V ptipadé tohoto
ziskaného souboru dat (vysledky zde neukdzany) je obsah ceramidii pacientli po 1écbé
karcinomu podobny kontrolnim vzorkiim bez karcinomu a v zavislosti na konkrétni podtiidé
ceramidi je bud’ mirn€ zvySeny nebo mirn¢ snizeny. Avsak takovyto zptsob kvantifikace
v sobé nese vyrazné riziko variability odbéru vzorku a vysledky mohou byt vyrazné zkresleny,
proto v dalSich ¢astech této prace budou vysledky vzdy prezentovany po normalizaci na obsah

proteinti.
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Celkovy obsah ceramidi
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Obr. 13. Celkovy obsah ceramidii ve vzorcich pacientii je vyssi nez u zdravych kontrol, coz
koreluje se snizenym obsahem proteinu. Data jsou zobrazena jako prumer £ SEM, n = 6-12.
Hvezdicky znaci statisticky vyznamné rozdily oproti kontrole bez karcinomu p < 0,05 (*),

p < 0,01 (*¥).

U starnouci klize byla diive pozorovana zména celkového slozeni lipidd. Ve vzorcich
starnouci kiize doslo ke dvojnasobnému zvySeni podilu volnych mastnych kyselin
a kompenzacnimu snizeni ceramidi, avSak v nasem pfipad¢ byl u pacientii po prodélaném

karcinomu pozorovéan opa¢ny trend, tzn. zvy3eni hladin ceramidii.*

3.4.1 Kvantifikace nesubstituovanych ceramidu (N)

U kazdé podtiidy nesubstituovanych ceramida N se jedna o soucet vSech stanovovanych
délek tetézci, tzn. C18 sfingoidni baze a délky acylového fetézce v rozmezi 16-32 uhliki.
Témeét vSechny hodnoty zndzornéné v grafech (Obr. 14) vykazuji vzrastajici trend.
U ceramidti NS, NdS a NH nejsou zmény mezi jednotlivymi skupinami vyrazné¢ viditelné.
Statisticky vyznamny je pouze nartst ceramidd NP, tedy ceramidi odvozenych
od fytosfingosinu, a to u kontrol s karcinomem a u pacient 1é¢enych kombinaci chemoterapie
+ zéafeni. V porovnani s kontrolou bez karcinomu (68,5 + 13,1 pmol(SL)/a.u.(protein) zde byly

naméfeny hodnoty u skupiny kontroly s karcinomem vice nez trojnasobné a u skupiny
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chemoterapie + zafeni vice neZ dvojnasobné. Jedna se o spekulaci, ale nartst ceramidi NP,
které oproti ceramidiim NS a NdS maji o jednu hydroxylovou skupinu navic, u pacienti mtize
byt spojen s tim, ze se u senescence vedle dalSich efektli objevuje zvySena hydroxylace
nékterych biomolekul.’® B&hem biosyntézy ceramidii dochazi k modulaci struktury polarni
hlavy v dihydroceramidu, kdy se v tomto ptipadé zda, ze u pacientt, kteti prodélali karcinom,
je uptfednostnéna 4-hydroxylace u fytoceramidi NP pfed desaturaci (vznikem dvojné vazby)

u ceramidu NS.
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Obr. 14. ZvySené mnozstvi nesubstituovanych ceramidii u pacientit s riiznymi druhy lécbhy.
Statisticky signafikantni narist ceramidi NP pouze u kontrol s karcinomem a pacientii po
lécbe chemoterapie + zareni. Data jsou zobrazena jako primér £ SEM, n = 6-12. Hveézdicky

znaci statisticky vyznamné rozdily oproti kontrole bez karcinomu p < 0,05 (*), p < 0,01 (**).
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V praci Skolové et al. bylo zjisténo, Ze fytoceramidy s velmi dlouhymi acylovymi fetézci
(C24) zvysSovaly permeabilitu modelovych lipidovych membran ve srovnani
s dihydroceramidy nebo s ceramidy zaloZzenymi na sfingosinu se stejnou délkou fetézce.
Obecné tedy nenasyceni nebo C4-hydroxylace dihydroceramidi vyvolaly zvySeni
propustnosti téchto membran pro modelova 1é¢iva, coz znamend zhorSeni bariérové funkce
ktze.”” V nasich vysledcich vidime obdobny trend, kdy vzorky pacientli po prodélaném
karcinomu, které obsahovaly mnohem vyssi zastoupeni fytoceramidu NP, zaroven vykazovaly

1 vy$s§i hodnoty TEWL, tudiz rovnéz zhorSenou funkci kozni bariéry.

3.4.2 Kvantifikace a-hydroxylovanych ceramidii (A)
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Obr. 15. Zvysené mnozstvi a-hydroxylovanych ceramidii u pacientii s riznymi druhy léchy,
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ale bez statistické vyznamnosti. Data jsou zobrazena jako primeér + SEM, n = 6-12. Hvezdicky

znaci statisticky vyznamné rozdily oproti kontrole bez karcinomu p < 0,05 (*).

Vysledky kvantifikace a-hydroxylovanych ceramidii se podobaji predchozim vysledkiim
z kvantifikace nesubstituovanych ceramidii. VétSina hodnot je zvysSend (Obr. 15), ale zde
bez statistické vyznamnosti. Hvézdi¢ka je sice u ceramidu AdS ve skupiné zafeni, ale jelikoz
byl porovnavan pouze jeden vzorek v této skupiné a ceramidy podtiidy AdS jsou v lidském
SC zastoupeny v pomérné malém mnozstvi, je jesté pred¢asné mluvit o néjakych definitivnich

vysledcich.

3.4.3 Kvantifikace m-esterifikovanych ceramidu
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Obr. 16. Zvysujici se trend acylceramidu, avsak bez statistické vyznamnosti. Data jsou
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zobrazena jako prumeér + SEM, n = 6-12.

Zde byly kvantifikovany w-esterifikované ceramidy (acylceramidy), jejichZ struktura je
tvofena ultradlouhymi omega hydroxylovanymi fetézci v rozmezi 26-36 uhlikl
esterifikovanymi kyselinou linolovou. Ackoliv nejsou vysledné hodnoty statisticky odlisné,
z naméfenych dat vynesenych do grafu (Obr. 16) je patrny zvysujici se trend obsahu
acylceramidu. Toto zvySeni je vyraznéjsi u kontrol s karcinomem a skupiny chemoterapie.
Avsak u skupin chemoterapie a chemoterapie + zafeni je rozptyl v namétenych hodnotach
vyraznéjsi.

Vzhledem k nékterym podobnostem (jako je poSkozeni kozni bariéry a zvySené hodnoty
TEWL) u pacientl po onkologické 1é¢bé a pacientli s rozdilnymi koznimi onemocnénimi, byly
naSe vysledky kvantifikace w-esterifikovanych ceramidli srovndny s nékterymi diivéjSimi
studiemi. Z vysledkll experimentu jiné védecké skupiny vyplyvé, ze hladiny acylceramidi

byly sniZzeny u pacienti s atopickou dermatitidou®* >3

ve srovnani se zdravymi dobrovolniky.
Toto sniZzeni obsahu acylceramidli bylo zjisténo i u dalSich koZnich onemocnéni napf.
psoriazy,* ichtiézy,” Nethertontiv syndrom,’® ale i u suché kiize.”> Hladiny acylCer
v nemocné a zdravé kizi se liSily mezi studiemi, vysledky zavisi na zavaznosti onemocnéni,
oblasti odbéru vzork, analytické metodé a dalsich faktorech. Uplny nedostatek nebo zavézné
vady biosyntézy acylceramidii vedou k novorozenecké smrti v diisledku obrovské ztraty vody
prostfednictvim poskozené kiize. Zvyseny obsah acylceramidii nezlepsuje bariérové funkce. ¢!
Vzhledem k témto zjiSténim jsme i1 u pacientli po prod€lani onkologického onemocnéni

ocekavali snizené acylceramidy, avSak tento pfedpoklad se nepotvrdil, u nékterych skupin

pacientil se naopak zda, ze se mnozstvi téchto lipidl spise zvysuje.

3.4.4 Kvantifikace m-hydroxylovanych ceramidi

Béhem analyzy byly kvantifikovany prekurzory acylceramidii s ultradlouhymi fetézci
v rozmezi 26-36 uhlik. Tyto ceramidy jsou bézné ve zdravém lidském SC zastoupeny
v pomérné malém mnozstvi, vétSina je pfeménéna na acylceramidy prostfednictvim enzymu
PNPLAI, ktery je zodpovédny za jejich w-esterifikaci.®? Jejich zvySené mnoZstvi je spojeno
s koznimi onemocnénimi ze skupiny ichtydz. Z vysledki kvantitativni analyzy omega

hydroxylovanych ceramidi vyplyva (Obr. 17), Ze tyto ceramidy vykazuji podobné vysledky
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jako omega esterifikované ceramidy, coz neni piekvapivé vzhledem k jejich stejné biosyntéze
az ke kroku o-esterifikace, tzn. ve skupindch kontrol s karcinomem a chemoterapie
je pozorovatelny nartst vice nez u skupiny chemoterapie + zareni. Stejné tak ani u téchto

skupin ceramidil nenajdeme zadné rozdily v naméfenych hodnotach, které by byly statisticky
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Obr. 17. Mirné zvysujici se mnozstvi w-hydroxylovanych ceramidii u pacientii. Data jsou

zobrazena jako primér £ SEM, n = 6-12.

Z vysledkii ziskanych absolutni kvatifikaci ceramidi vyplyva, Ze SC pacientd
s onkologickym onemocnénim je obecné¢ bohat$i na mnozstvi ceramidii ve srovndni
s dobrovolniky, kterym nebyl diagnostikovan karcinom. Vyrazny nértst byl zjistén u vSech

Ctyf podtiid ceramidii, avSak nejvyraznéjsi z nich byl pozorovan u nesubstituovanych
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ceramidq.

3.5 Procentualni zastoupeni jednotlivych podtrid ceramidi

V tomto piipad¢ se uz nejednd o absolutni hodnoty jako v piedchozich, ale o relativni
hodnoty tzn. pomér jednotlivych podtiid k celkovému mnozstvi ceramidti u daného pacienta.
Dulezité je rovnéz si uvédomit, Ze pii porovnavani zastoupeni jednotlivych podtiid ceramida
vramci jednoho pacienta nebo dobrovolnika uz nehraje zaddnou roli obsah proteind.
U pacientii po prodélaném karcinomu je jednoznacné vidét vyznamny nariist mnoZzstvi
ceramidi NP na tkor ostatnich tfid. Mezi kontrolami po prodélani karcinomu a skupinou
chemoterapie + zafeni je statisticky vyznamny rozdil indikovany hvézdi¢kou v dolni ¢asti
grafu ceramidu NP (Obr. 18). Velmi zajimavy je signifikantni pokles ceramidii odvozenych
od sfingosinu a dihydrosfingosinu, coz by opét indikovalo preferen¢ni hydroxylaci
dihydroceramidii v poloze 4 za vzniku ceramidii odvozenych od fytosfingosinu na tkor
kompetitivni desaturace ceramidil vedouci k ceramidiim odvozenych od sfingosinu. Vyrazné¢,
statisticky signifikantn¢, také poklesly ceramidy odvozené od 6-hydroxysfingosinu,
ale mechanismus jejich vzniku zatim nebyl jednozna¢né prokazan, proto neni mozné

spekulovat o zvyseni nebo snizeni aktivity konkrétnich enzymi.

Podobny nartst ceramidi NP byl pozorovan v rekonstruovanych koznich modelech
s nemelanomovymi naddorovymi buiikami. V roce 2016 Zoschke C. et. al. zkoumali profil
ceramidii u modelu nemelanomového kozniho karcinomu a odhalili zvySené mnozstvi
ceramidd na bazi fytosfingosinu NP/EOP na ukor ceramid NS/NdS na bazi sfingosinu
a dihydrosfingosinu. Zejména mnozstvi velmi dlouhych ceramidi NS/NdS o ptiblizné délce
20 az 26 uhlikl bylo sniZeno o 60 % v piipadé modelu nemelanomového kozniho karcinomu,

zatimco mnozstvi dlouhych ceramidéi NS/NdS o délce 14 aZ 19 uhlikd ziistalo nezménéno. >
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Obr. 18. Rozdilné procentualni zastoupeni mezi jednotlivymi tridami ceramidii. Data jsou
zobrazena jako prumer = SEM, n = 6-12. Hvezdicky znaci statisticky vyznamné rozdily oproti

kontrole bez karcinomu p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).

Ceramidové profily (Obr. 19) zobrazuji zastoupeni jednotlivych podtiid ceramidi pro
vybrané skupiny - kontroly bez karcinomu, kontroly s karcinomem a skupiny chemoterapie
+ zatfeni. Vysledky jsou stejné jako vysledky, které vyplyvaji z piechozich grafii (Obr. 18),

jedna se tedy pouze o jiny druh zobrazeni, kdy jsou veskeré ceramidy porovnany v ramci
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jednoho grafu. Z grafu je jednozna¢né vidét, ze ceramidy NP (svétle modrou barvou) jsou

u pacientll po prodélani rakoviny vyrazné zvySeny na tkor ostatnich ceramid.

EQF (2 7% Ciher Cer (d4.2%) EQP (3.3%) Cither Cer (4.8%3) ECP (2.0%) Ciner Cer (3.5%%)
I by p
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Obr. 19. Procentualni zastoupeni vSech namérenych ceramidii (ceramidové profily).
A: Kontrola bez karcinomu; B: Kontrola s karcinomem; C: Chemoterapie + zareni. Hodnoty
zobrazené v grafech predstavuji prumérné hodnoty ziskané zohlednenim vysledkit vsech
pacientii v ramci jednotlivych skupin. Zde se jedna vzdy o priimér vSech pacientu dané skupiny

(vSechny body z predchozich byly zprimeérovany a pouZity pro tento graf).

Napftiklad zmé&ny pozorované u psoridzy spocivaly ve vyznamném sniZeni procenta
ceramidi NP a AP ve srovnani s normélni SC. Tento pokles se pohyboval v rozmezi od 27 %
v ptipad¢ ceramidu AP do 66 % v pfipadé ceramidu NP. Celkové tvofi ceramidy nesouci
fytosfingosin 25 % celkového mnozstvi SC u pacientl s psoriazou oproti 44 % v normalni SC.
Soucasné doslo k vyraznému zvyseni podilu ceramidii NS a AS, ceramidli obsahujicich
sfingoidni bazi sfingosin.* V piipadé naseho experimentu pozorujeme piesné opacny trend,
kdy je zvySeny obsah ceramidli na bazi fytosfingosinu a snizeni ceramidii odvozenych

v

od sfingosinu, tudiz psoridza neni vhodnym srovnanim s kizi pacienti po onkologické 16¢bé.

3.6 Primérné délky acylovych Fetézct vybranych podtrid ceramidi

Pivodni pfedpoklad byl, ze u pacienti po onkologické 1é¢bé by mohl existovat stabilni
zéanét, ktery by mohl snizovat hladinu nékterych enzym, jako naptiklad elongdz nebo ceramid
syntaz. Projevem nepfirozené funkce téchto enzyml by mohl byt vyskyt rozdilnych délek
acylovych fetézcii (zkraceni) podobné, jako u atopické dermatitidy.?* Studie zaméfené na tuto

chorobu ukazaly, ze nedostatecna bariérova funkce muize byt disledkem poklesu ceramidi
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s velmi dlouhymi (zejména 24-26 uhlikll) a ultradlouhymi (zejména 30-32 uhliki) fetézci
a zvySenim hladiny ceramidil s kratkym fetézcem (zejména 16-18 uhlikil). Konkrétné je tato
zména zpusobena snizenou expresi hladiny elongdz ELOVL3 a ELOVL6 u pacienti
s atopickou dermatitidou, které se podileji na tvorbé mastnych kyselin s del§imi fetézci.®
I pomoci modelovych lipidovych membran se podatilo prokéazat, ze délka acylovych fetézct
v ceramidech ma vliv na propustnost kozni bariéry.’”> % Vysledky studie primémych délek
acylovych fetézcl ceramidl ziskané v ramci této diplomové prace (Obr. 20) vSak vyrazné
ovlivnéni hladiny téchto enzymua nenaznacuji. Nicmén¢, v budoucnu bude tato mnoznost

detailngji prozkoumdana. Vysledky jsou zde prezentovany na skupiné nesubstituovanych

ceramidu, u ostatnich podtiid ceramidi byla situace velmi podobna.
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Obr. 20. Délka acylovych retézcu nesubstituovanych ceramidii ziistala v podstaté nezménéna.
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Data jsou zobrazena jako prumer £ SEM, n = 6-12.

Primérna délka acylu u ceramidli NS, NP, NH ma nepatrné vzristajici trend. Naopak
u ceramidu NdS se pocet uhlika v acylu u pacientd, ktefi prodélali onkologické onemocnéni
mirng snizil. Jedna se opé€t o spekulaci, ale takovéto rozdily (i pfesto, Ze jsou malé) by opét
mohly souviset s pozménénou funkci desaturaz, které v tomto piipad¢ preferuji delsi fetézce
pro uUpravu dihydroceramidii na ceramidy a fytoceramidy (>25C), proto ve skupiné

dihydroceramida zbyvaji fetézce o néco kratsi (<25C).

3.7 Pomér mezi velmi dlouhymi a ultradlouhymi ceramidy
Stanovenim tohoto poméru jsme se pokusili zjistit, jestli jsou u pacientli po prodélani
karcinomu néjaké zmény v syntéze ultradlouhych ceramidl, které maji cast biosyntézy

spolecnou s ostatnimi ceramidy, avSak ve findlnich fazich biosyntézy se odlisuji.
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Obr. 21. Pomér obsahu velmi dlouhych a ultradlouhych ceramidii (bezrozmeérna velicina).

Data jsou zobrazena jako primeér + SEM, n = 6-12.

Rozdily nejsou statisticky signifikantni, avSak z vysledkl je patrny vzrustajici trend
(Obr. 21) mnozstvi velmi dlouhych (podtiidy N a A-ceramidi) ceramidii na tukor
ultradlouhych ceramidi (EO-ceramidy) u skupin pacientl lé¢enych vyhradné zarenim

nebo jeho kombinaci s chemoterapii. Tedy skupin lé€enych chemoterapii + zarenim,
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ktera dosahuje hodnoty poméru 19,65 + 3,3 a zafenim s hodnotou 19,36 oproti kontrole
bez karcinomu, u niZ je vyssi vyskyt ultradlouhych ceramidi s pomérem 13,4 + 1,8. Hodnoty,
které¢ témeét odpovidaly hodnotdm ziskanym pro kontrolni skupinu bez karcinomu byly
pozorovany u kontrolni skupiny s karcinomem (13,6 £ 4,6). U pacienti 1é¢enych pouze
chemoterapii bylo nalezeno jesté¢ vyssi zastoupeni ultradlouhych ceramidl oproti kontrole
s hodnotou 11,2 + 1,7. Z vysledku tedy vyplyva, ze onkologické 1éba ozafovanim by mohla
mit vliv na biosyntézu w-esterifikovanych ceramidii, protoze jejich mnozstvi bylo snizeno
u téchto skupin pacientt.

Acylceramidy jsou kli¢ovymi slozkami pro spravné fungovani kozni bariéry. Tvoii
7-12 % z celkového mnoZstvi ceramidii ve SC. Jsou nezbytné pro tvorbu dlouhé lamelarni
faze a korneocytarni lipidové obalky, coz je dilezité pro zabranéni ztrat vody z téla. Nizsi
hladiny acylceramidl a dlouhé lamelarni faze provazeji kozni onemocnéni, jako je atopicka

65

dermatitida, lamelarni ichtyéza a psoridza.”” Rysem ceramidii u pacientll s psoridzou

je specificky pokles fytosfingosinu spojeny se zvySenim sfingosinu. Obsah ceramidii EOS

u pacientll s psoridzou je ve srovnani s kontrolami o 40 % nizsi.®

Naopak v nasem
experimentu je mnozstvi ceramidi EOS u pacientti po prodélaném onkologickém onemocnéni
az 0 55 % vyssi. Z nichz nejvyssi nariist byl zaznamenan v ramci skupiny pacientt, kterym byl
karcinom odstranén chirurgicky. TakZe se opét ukazuje, ze psoriaza neni vhodnym modelem

pro posuzovani klize pacientli po onkologické 1écbé.

Snizené mnozstvi acylceramidi nebo jejich uplna absence v modelovych lipidovych
membranach, coz je jeden z charakteristickych znakli koznich onemocnéni, napt. atopické
dermatitidy, vedly k mensimu uspotadani lipidi, chybéjici nebo snizené dlouhé lamelarni fazi
a zvysené propustnosti téchto membran ve srovnani s membranami o fyziologickém slozeni."!
U pacientil, ktefi podstoupili ozatfovani jako 1écebny postup vidime podobny trend. Obsah
acylceramidii se na Ukor ostatnich ceramidi mirné sniZuje, coZ je spojeno se zvySenymi
hodnotami TEWL, avSak v tomto piipadé¢ zména na urovni acylceramidi nebude jedinou
pric¢inou, jelikoz zvySené hodnoty TEWL byly pozorovany i u pacientt po jinych typech 1écby,
u kterych pokles acylceramidli nebyl pozorovan. Imokawa et al. zjistili pokles jak celkovych
hladin lipid SC, tak ceramidii v kiizi atopickych pacient?l.®® Dalsi vysetfeni atopické kiize
ukazalo, Ze pokles ceramidu EOS a NP byl doprovazen vyznamné zvySenym TEWL. Nékolik

studii dale zaznamenalo u pacientl s atopickym ezkémem zvySeni ceramidu AS a sniZeni

43



ceramidu s dlouhym fetézcem EOH. N¢které z téchto zmén by mohly souviset se zménami

bariérové funkce kiize, aviak opét pfili§ nekoresponduji s ndmi naméfenymi vysledky.’®
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Odbéry vzorki a méreni transepidermalni ztraty vody

Vzorky SC byly odebrany zdravotnickym personalem na zakladé souhlasu pacienta
po prodélaném nadorovém onemocnéni ve fakultni nemocnici Motol v Praze. Pouziti vzorki
SC pro vyzkumné ucely bylo schvéleno Etickou komisi a bylo s nimi zachazeno v souladu
se zasadami Helsinské deklarace. Ziskani vzorkli SC z lidské epidermis bylo provedeno
metodou tape-stripping pomoci D-squame pasky (Clinical and Derm, Dallas, TX, USA)
o priméru 22 mm, kterd mé dvé casti, lepivou pro vzorek a nelepivou pro jeji manipulaci.
Paska byla pacientim pfilozena na vnitini neochlupenou cast pfedlokti a mirnym tlakem
pfitlatena po dobu pfiblizné tii sekund. Doba tlaku byla pro vSechny vzorky shodna,
jelikoz bylo pouzito zafizeni poskytujici definovany tlak. Stejnym zpiisobem bylo odebrano
dalSich sedm vrstev kiize ze stejného mista, které bylo oznaceno permanentnim fixem.
Po odejmuti pasky byla paska vlozena pomoci pinzety do Eppendorfovy zkumavky a byla
pfipravena k piepravé do Hradce Kralové. Kromé osmi odebranych vzorka SC byly zaslany
také dvé kontrolni pasky, které nebyly pouzity k zddnému odbéru. Dohromady bylo ziskano

deset pasek od kazdého pacienta.

Pfed samotnym odbérem a piiblizné 3 hodiny po odbéru vzorku z predlokti byla
v identickém mist¢ méfena transepidermdlni ztrata vody pomoci pfistroje ,,gpskin Barrier*
(GPOWER, Soul, Korea). Pfistroj po zapnuti a pfiloZzeni na kiZi pracuje zcela samostatné
a metodou uzaviené métici komory béhem 30 sekund urci transepidermalni ztratu vody.
Vyhodou pfistroje je jednoduché aplikace, kterd umoznuje rychlé méfeni u pacienti, ktefi jsou

vystaveni zvySené stresové zatezi z onkologické kontroly, avSak tato vyhoda je vykoupena

v

4.2 Méreni obsahu bilkovin

Po vyndani pasek z Eppendorfovych zkumavek byly vzorky pfendany na plastovy drzak
s kulatymi otvory a ndsledn¢ byl zméten obsah bilkovin pomoci pfistroje SquameScan
(Heiland electronic GmbH, Wetzlar, Némecko), ktery hodnoti optickou absorpci

v infraCervené oblasti (850 nm) a je pfimo navrzeny pro tuto aplikaci. Pfed vlastnim méfenim
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bylo zapotiebi pfistroj zkalibrovat na referencni hodnotu s ptipustnou odchylkou 0,3.
Jako referencni vzorek byla pfed samotnym meéfenim vzorkli pouzita kontrolni paska
neobsahujici kozni vzorek. Mezi méfenim a zapsanim hodnot jednotlivych vzorka byly
dodrzovany stejné casové useky. Nakonec vzorky z drzdku byly pifeneseny do 15 ml
sklenénych centrifuganich zkumavek lepivou casti se vzorkem sméfovanym dovnitf
zkumavky. Do jedné zkumavky byly umistény vzdy 2 vzorky v nasledujicim potadi, kontrola
+ kontrola, vzorek ¢. 1 + 2,3 +4,5+6 a7 + 8, tedy 5 zkumavek pro kazdého pacienta

nebo dobrovolnika. Pasky se vsunuly do zkumavek co nejnize, a tak aby se nepiekryvaly.

4.3 Extrakce lipidu ze SC

Do zkumavek se vzorky SC bylo pfidano 100 pl vnitiniho standardu, 8 ml rozpoustédla
o slozeni chloroform/methanol/voda v poméru 30:60:8 a vzorky byly ponechdny na tfepacce
pies noc pii pokojové teploté. Po vypnuti tiepacky byly zkumavky odstredény pii 3500
otaCkach za minutu po dobu 10 minut. Vznikly supernatant obsahujici lipidy byl pfeveden
do nové zkumavky a castecné odpafen proudem dusiku pfi teplot¢ 43 °C. Ke zbylému
biologickému materidlu v prvni zkumavce obsahujici disky byl pfidan novy podil
rozpoustédla o objemu 7 ml a cely obsah byl vlozen do ultrazvukové 14zné po dobu 3 minut
pfi teploté 45 °C. Po uplynuti tfi minut byl vzorek ponechan ve vodni 1azni po dobu dalSich
12 minut pfi stejné teploté. Zkumavka byla opét odstfedéna pii 3500 otackéch za minutu
po dobu 10 minut a ptiblizn€ 7 ml supernatantu bylo odebrano sttikackou a ptidano do druhé
zkumavky k odpafeni. Zkumavky se zbyvajicimi disky byly uskladnény do mraznicky
pro pfipad, Ze se v budoucnu budou kvantifikovany kovalentné vazané lipidy. Obsah druhé
zkumavky byl odpafen do sucha pod proudem dusiku. Vznikl tak bily povlak na Spicce
zkumavky. Do zkumavky bylo pfiddno 1,5 ml rozpoustédla (chloroform/methanol 1:9)
a zkumavka byla umisténa do ultrazvukové 1azné po kratkou dobu cca 30 sekund pti pokojoveé
teploté¢ a poté intenzivné promichéna. Obsah zkumavky byl odebran pomoci plastové
stiikacky (2 ml) s dlouhou kanylou a pfefiltrovan pies filtr (PTFE, primér 13 mm, pory
0,2 um) do 1,5 ml vialky. Tento konecny vzorek byl ulozen do mraznicky do doby LCMS
méfeni. Pro méfeni bylo vyhodné nepouzit celé mnozstvi, ale bylo lepsi prfenést 150 pl tohoto

vzorku do jiné vialky obsahujici insert (300 pl).
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4.4 Separace a kvantifikace ceramidi

Ziskané frakce ceramidl byly analyzovany pomoci vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie (Shimadzu Prominence, Kjoto, Japonsko) ve spojeni
s hmotnostné-spektrometrickou detekci (HPLC-MS/MS) na pfistroji  typu trojitého
kvadrup6lu LCMS-8050 (Shimadzu, Kjoto, Japonsko). lonizace vzorkl byla provadéna

elektrosprejem (ESI) v pozitivnim mddu.

Separace ceramidii byla provedena na reverzni fazi C18 s eluci ceramidi gradientem
polarni mobilni faze B v rozmezi od 43-99 % (A: 50 % methanol, 50 % voda, 0,1% kyseliny
mravenci a 10 mM mravenanu amonného; B: 99 % isopropanol, 1 % methanol, 0,1 %
kyseliny mravenci a 10 mM mravencanu amonného). Délka analyzy trvala 32 minut s priitok
mobilni faze 0,2 ml/min. Separace na reverzni fazi byla provedena na chromatografické
kolon¢ Ascentis o rozmérech 15 cm % 2,1 mm a velikosti ¢astic 3 um (Supelco, Bellefonte,
PA, USA) pfi teploté 30 °C. Pro toto méfeni bylo na kolonu nastiiknuto 3 pl vzorku. Detekce
probé&hla pomoci QqQ MS (LCMS-8050). Hmotnostni spektrometr byl nastaven na nasledujici
parametry: nebuliza¢ni plyn 3 1/min, suSici plyn 10 I/min, ohtivaci plyn 10 1/min, teplota zdroje
300 °C, teplota ,,desolvation line* 250 °C, teplota vyhtivaného bloku 400 °C, napéti zdroje

4 kV, tlak kolizniho plynu 270 kPa, méfeno v médu MRM (z ang. multi-reaction monitoring).

4.4.1 Priprava vnitiniho standardu

Pfipraveny vnitini standard obsahoval ceramidy NS (18:1/14:0), NS (18:1/19:0), NS
(18:1/25:0), NS (18:1/31:0), NdS (18:0/14:0), NP (18:0/14:0), EOS (18:1/29:0/18:2) a baze S
(14:1), dS (17:0). Jednotlivé slozky vnitiniho standardu byly pfipraveny rozpusténim ve smesi
chloroformu a methanolu v poméru CHCl3:MeOH 1:9 a poté ziedény Cistym methanolem
na konec¢nou koncentraci 20 pmol/l. Po nafedéni jednotlivych ceramida bylo 50 pl kazdého
roztoku ceramidii smichdno dohromady do jedné zkumavky a doplnéno do 5 ml methanolem.
Konecna koncentrace vnitiniho standardu byla 200 nmol/l. Ke kazdému vzorku bylo piidano
100 pl tohoto vnitfniho standardu. Konecné koncentrace vnitiniho standartu ve vzorku byla

20 pmol/vzorek Tato hodnota byla pozdéji vyuzita pii kvantifikaci lipidt (ceramidu).

4.4.2 Priprava vnéjsiho standardu

Ptipraveny vnéjsi standard obsahoval ceramidy NS (18:1/24:0), NdS (18:0/24:0), NP
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(18:0/24:0), EOS (18:1/32:0/18:2), EOdS (18:0/32:0/18:2), AS (18:1/24:0), AdS (18:0/24:0),
AP (18:0/24:0), NH (18:1/24:0), OS (18:1/32:0), OdS (18:0/32:0), OP (18:0/32:0) a baze S
(18:1), dS (18:0), P (18:0). Jeho ptiprava byla shodnd s ptipravou vnitiniho standardu, tedy

1 kone¢na koncentrace byla 200 nmol/l.

4.5 Zpracovani vysledki

Data z LC-MS/MS méfeni byla ziskana pomoci softwaru LabSolutions, verze 5.96,
kde byla rovnéz provedena zakladni uprava chromatogrami, bylo pouzito vyhlazeni kiivek
(metoda Sawitzky-Golay) a hodnoty ploch pod jednotlivymi peaky byly ptevedeny
do programu Microsoft Excel, kde byly provedeny matematické korekce (kvantifikace pomoci
vnitiniho a vnéjsiho standardu, uprava odezvy detektoru v zavislosti na naruastajici délce
fetézce, zapocitani obsahu proteintl). Finalni grafy a statistickd analyza byly provedeny

v programu GraphPad Prism 9.

4.6 Statisticka analyza dat

Pro statistickou analyzu dat byl vyuzit ANOVA test s Dunnettovym post hoc testem.
Hodnoty byly vyneseny do grafu jako primér =+ standardni chyba priméru (SEM). P-hodnota
*p < 0,05 ** p <0,01; *** p <0,001; **** p < 0,0001 byly povazovany za statisticky

vyznamne.
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5. ZAVER

Cilem nas$i prace bylo nalezeni vhodného markeru pro predikci predcasné senescence,
idealn¢€ neinvazivni cestou, jako je odbér koznich vzorkii pomoci stripovani. Dosahnout tohoto
cile jsme se snazili pomoci kvantifikace koznich ceramidd u pacient po onkologické 1é¢bé
a jejich porovnani se vzorky SC u zdravych dobrovolniki. U pacientii byla zkoumana
transepidermdlni ztrata vody a u vzorkli od nich odebranych byl stanoven celkovy obsah
proteinl a lipidii (ceramidil). Obsah proteinli ve vzorcich byl stanoven za tcelem nésledné
korekce mnozstvi lipidl na vytézek odberu. Analyza lipidi poskytla informace o zastoupeni
jednotlivych podtfid ceramidi a jejich detailni zhodnoceni z pohledu primémé délky
acylovych fetézci. Na zavér byl tak také stanoven pomér mezi dlouhymi (podtiidy N
a A-ceramidil) a ultradlouhymi ceramidy (EO-ceramidy).

Obsah proteint ve vzorcich pacienti byl vyrazné nizs§i nez u zdravych kontrol, nelisil
se ale mezi pacienty s riznymi druhy lécby. Vysledky mohou odpovidat bud’ skutecnému
snizeni obsahu proteint ve SC nebo jsou dusledkem zvySené soudrznosti korneocytii
a tim padem vedou ke snizeni odebiraného mnoZstvi stratum corneum pomoci stripovacich
pasek. Vzhledem k tomu, ze pfistroj SquameScan nedokdze rozliSit mezi jednotlivymi
proteiny, nejsme v tuto chvili schopni urcit, které proteiny byly ptipadné snizené a proc.

Transepidermalni ztrata vody métena pied odbérem vzorkl kiize byla u pacinetl vyssi
nez u zdravych kontrol, coz naznacuje mozny defekt v kozni bariéfe. Ztrata vody méfena
po urcitém Casovém intervalu (pfiblizn€ 3 hodiny) se u vétSiny pacienti vracela k ptiivodnim
hodnotam, takze schopnost kiize regenerovat se po poskozeni nebyla u téchto pacientt vyrazné
narusena. Variability vysledki mohly byt ovlivnhény nadmérnym pocenim spojenym
se stresem z pravidelné onkologické prohlidky pii méfeni.

Celkovy obsah ceramidii po pfepoctu na proteiny ve vzorku byl ve vzorcich pacientii vyssi
(t¢éméf dvojndsobné) nez u zdravych kontrol. Bylo pozorovano rozdilné zastoupeni tiid
ceramidll mezi jednotlivymi skupinami pacientii rozliSenych podle typu 1é€by. Pfi porovnani
kvantity ceramidi na zaklad¢ struktury jejich sfingoidni baze byl u pacientli obecné vidét
pokles ceramidl odvozenych od sfingosinu (S), 6-hydroxysfingosinu (H) a dihydrosfingosinu
(dS). Naopak byl pozorovan zvySeny obsah ceramidi na bazi fytosfingosinu (P),
a to predevsim u pacientd po chirurgickém odstranéni karcinomu.

Pfi pohledu na acylové fetézce ceramidli byl nejvyraznéj$i narGst pozorovan

49



u nesubstituovanych (N) a a-hydroxylovanych (A) ceramidl. Ze skupiny nesubstituovanych
ceramidi byl pak nejvyraznéji zvySen NP ceramid, a to nejvice u osob po chirurgickém
odstranéni karcinomu. Délky acylovych fetézcli ceramidl zistaly téméef nezménény.
Hlavnim cilem bylo najit marker, ktery by urcoval pfedCasné starnuti. Tohoto cile
se nepodafilo zcela dosahnout, nicméné v rameci této pilotni studie se podafilo nalézt zdsadni
rozdily v zastoupeni ceramidli mezi pacienty po prodélaném onemocnéni a zdravymi

dobrovolniky. Zavéry ziskané pro jednotlivé zplisoby 1€€by se od sebe pfilis nelisily.
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6. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CerS
DEGSI
DEGS2
GlcCer
HPLC
HPTLC
KDSR
LC/MS
LC/MS/MS
MRM
SC

SM
SPT
TEWL
TLC

ceramid syntdza

dihydroceramidova desaturdza 1

dihydroceramidova desaturaza 2

glukosylceramidy

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

vysokoucinna tenkovrstva chromatografie
3-ketodihydrosfingosin reduktaza

kapalinova chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii
kapalinova chromatografie spojend s tandemovou hmotnostni spektrometrii
monitorovani vicenasobnych reakci

stratum corneum

sfingomyeliny

serin palmitoyltransferaza

transepidermalni ztrata vody

chromatografie na tenké vrstvé
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