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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra organické a bioorganické chemie

Kandidat: Linda SvatoSova
Skolitel: PharmDr. Luka$ Opélka, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Studium modelovych lipidovych membran obsahujicich

omega-hydroxylované ceramidy

Acylceramidy (EO-Cer) jsou tfidou ceramidt (Cer) s ultradlouhym acylovym
fetézcem, na jejichz w-hydroxylovou skupinu je esterové navazana kyselina linolova.
EO-Cer, jejichz vyznam spociva ve tvorbé dlouhé lamelarni faze (LPP) a korneocytalni
lipidové obalky (CLE), jsou nepostradatelnou slozkou pro fungovani klize jako bariéry.
Porucha biosyntézy EO-Cer spojena s nedostatecnou tvorbou CLE a LPP je zdkladem
patofyziologie mnoha koznich onemocnéni, véetné nékterych typt ichtydzy. Jednim
z enzymd, k jehoz deficitu u téchto ichtydz dochézi, je PNPLAI. Pfi jeho nedostate¢né
funkci nedochazi k w-esterifikaci kyselinou linolovou, a tedy ke vzniku EO-Cer, ale
naopak dochdzi ke kumulaci jejich prekurzord, tedy w-hydroxylovanych ceramidi

(O-Cer).

Cilem této prace bylo pfipravit modelové membrany s obsahem O-Cer a sledovat,
jak jejich pfitomnost ovliviluje organizaci lipidi a bariérové vlastnosti modelovych
membran. V ramci této prace byly pfipraveny dva typy membran — prvnim typem byly
membrany sloZzené ze smési cholesterolu, mastnych kyselin a velmi dlouhych Cer
s nefyziologicky zvySenou koncentraci EO a O-Cer, kviili lep§imu pochopeni vlivu téchto
ultradlouhych lipidid, a druhym typem byly membrany s obsahem EO a O-Cer
v koncentracich, které vice odpovidaji fyziologickym hodnotam. Mimo to byl sledovan

1 vliv teploty, pfi které byly membrany ptipraveny.

U membran s nefyziologicky zvySenym obsahem EO a O-Cer, které byly

pfipravovany pii 90 °C, piiddni O-Cer do membran vedlo, az na vyjimky, ke zlepSeni
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bariérovych vlastnosti. VesSkeré takto pfipravené membrany tvofily mimo kratké
lamelarni faze (SPP) a separovaného cholesterolu i LPP. Pokud byly ovSem veskeré
EO-Cer v membranach nahrazeny za O-Cer, tak doSlo k vyraznému naruseni bariérovych
vlastnosti membran a flux modelovych 1éCiv se zvysil na téméf trojnasobek. Dlivodem
zvySeni permeability membran by mohla byt neptfitomnost LPP, kterd byla nahrazena
v téchto vzorcich jinou lamelarni fazi s kratkou periodicitou. SniZeni teploty pfi ptiprave
vzorkli na 70 °C mélo zasadni vliv na lamelarni uspofddani membran. Membrany
s obsahem EO-Cer, ke kterym byly pfidavany O-Cer nebo byla koncentrace EO-Cer dale
zvySovana, obsahovaly pouze LPP (a separovany cholesterol). Oproti kontrolni
membrané nedosSlo k vyraznym zméndm v permeabilité. Vyrazny rozdil byl opét
pozorovan u membrany, kde byly veskeré EO-Cer nahrazeny O-Cer. V této membrané
nebyla nalezena LPP, ale stfedni lameldrni fdze. Takovéto lamelarni uspotrédani vedlo
v této membrané k dramatickému poklesu permeability, v porovndni s membranou
pripravovanou pii 90 °C, a hodnoty se ve vétsin€ parametrt ptiblizily hodnotam kontroly.
Zaznamenali jsme tedy, Ze teplota piipravy membran méla vyrazny vliv jak na organizaci

lipida, tak na bariérové vlastnosti membran.

Na membranach s fyziologickym obsahem EO a O-Cer jsme zjistili minimalni
koncentraci EO-Cer potfebnou pro tvorbu LPP — 7,5 %. Pfi Uplné ndhradé EO-Cer za
O-Cer nebo pfi poklesu mnozstvi EO-Cer pod 7,5 %, doslo k vymizeni LPP a jedina
pfitomna faze byla SPP. V membranach bez ptitomnosti LPP jsme opét (aZ na vyjimky)
zaznamenali zhorSeni bariérovych vlastnosti. Na rozdil od pfedchozich membran neslo
v tomto pfipad¢ o tak vyrazné zmény. OvSem se opét domnivame, Ze diivodem bude

nepritomnost LPP.

U koznich onemocnéni, u kterych nedochazi k dostate¢né biosyntéze
EO-Cer, a tyto Cer jsou nahrazeny jejich prekurzory, je naruSena tvorba LPP, coZ mlize
byt jednim z divodi, pro¢ dochédzi ke zhorSeni kozni bariéry u téchto pacientii. Avsak
nalezli bychom 1 dalsi diivody vedouci ke zhorSeni kozni bariéry, jako je nedostatecna

syntéza CLE, proto je potieba cely problém studovat komplexn¢.
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Title of diploma thesis: The study of model lipid membranes containing omega-

hydroxylated ceramides

Acylceramides (EO-Cer) belong to a class of ceramides (Cer) with an ultralong
acyl chain whose w-hydroxyl group is esterified with linoleic acid. The importance of
EO-Cer lies in the formation of the long periodicity phase (LPP) and the corneocyte lipid
envelope (CLE), which are indispensable components for the skin functioning as
a barrier. Disorders in EO-Cer biosynthesis are associated with insufficient production of
CLE and LPP leading to many skin diseases, including some types of ichthyosis. One of
the enzymes that is deficient in such ichthyoses is PNPLA1. Insufficient function of this
enzyme disables w-esterification with linoleic acid, and thus the formation of EO-Cer. On

the contrary, their precursors, i.e. ®-hydroxylated ceramides (O-Cer), are cumulated.

The aim of this thesis was to prepare model membranes containing O-Cer and to
study the effects of O-Cer on the lipid organization and barrier properties of model
membranes. Within this thesis, two types of membranes were prepared — the first type
were membranes composed of a mixture of cholesterol, fatty acids and very long Cer with
non-physiologically increased concentration of EO and O-Cer to better understand
the effects of these ultralong lipids, and the second type were membranes containing
EO and O-Cer in concentrations similar to physiological values. In addition, the effect of

temperature during membrane preparation was studied.

In membranes with non-physiologically increased content of EO and O-Cer
(prepared at 90 °C), the addition of O-Cer to such membranes led, with a few exceptions,

to improved barrier properties (reduction in flux values and decreased water loss through
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the membrane). Apart from the short periodicity phase (SPP) and separated cholesterol,
all membranes contained LPP. However, when all EO-Cer were replaced with O-Cer,
the barrier properties of the membranes were significantly disrupted, and the flux of
model drugs increased almost three times. We assume that the increase in membrane
permeability was caused by the absence of LPP, which has been replaced with another
lamellar phase with a short periodicity. Decreasing the sample preparation temperature
to 70 °C had a fundamental effect on the membrane lamellar arrangement. Membranes
containing EO-Cer with addition of O-Cer or with increased concentration of EO-Cer
contained only LPP (and separated cholesterol). Compared to the control membrane, no
significant changes in permeability were found. Significantly difference results were
again observed for the membrane, where all EO-Cer were replaced with O-Cer. Instead
of LPP, the medium lamellar phase was found in this membrane. This lamellar
arrangement caused a dramatic decrease in permeability compared to the membrane
prepared at 90 °C, and the values were comparable with the control. We found that the
membrane preparation temperature had a significant effect on both the lipid organization

and the barrier properties of the membranes.

In membranes with physiological content of EO and O-Cer, we found the minimal
EO-Cer concentration required for the LPP formation - 7.5 %. A complete replacement
of EO-Cer with O-Cer or a decrease in the amount of EO-Cer below 7.5 % led to
a disappearance of the LPP and only SPP was present. In membranes without LPP,
a deterioration in barrier properties (increased fluxes and greater water loss) was observed
(with a few exceptions). Compared to the previous membranes, the differences were not

so pronounced. However, we again believe that the reason might be the absence of LPP.

In skin diseases with insufficient EO-Cer biosynthesis, where EO-Cer are replaced
with their precursors, LPP is not formed. This may be one of the reasons why the skin
barrier in these patients is deteriorated. However, there are other causes leading to
an impaired skin barrier, such as insufficient synthesis of CLE, so it is not possible to
consider changes in lipid composition separately as the essence of these diseases, it is

necessary to study the whole issue comprehensively.
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1. UVOD A CIL PRACE

Hlavni funkci kiize je tvorba bariéry, kterd zabrafiuje nadmérnym ztratdm vody a
chrani pted nepiiznivymi vlivy prostfedi. Kozni bariéra se nachazi v nejsvrchnéjsi vrstve
epidermis — stratum corneum, jejiz spravné slozeni a struktura jsou nezbytné pro plnéni
jeji ochranné funkce, a jakékoliv odchylky mohou vést k poruse této funkce a ke vzniku

koznich onemocnéni.

vvvvvv

acylceramidy, coz jsou ceramidy s ultradlouhym acylovym fetézcem a w-esterifikovanou
kyselinou linolovou. Jejich pfitomnost je kli€ova pro tvorbu zéasadnich struktur pro
fungovani kozni bariéry, tedy dlouhé lamelarni faze a korneocytalni lipidové obalky.
Poruchy biosyntézy vedouci ke zméné koncentrace acylceramidii a nedostate¢na tvorba
dlouhé lamelarni faze a korneocytalni lipidové obalky jsou zédkladem patofyziologie fady
koznich onemocnéni, v€etné nékterych typl ichtydzy. Jednim z enzymd, k jehoz defektu
pfi autozomdlni recesivni kongenitalni ichty6ze dochézi, je PNPLAI. Tento enzym
katalyzuje w-esterifikaci kyselinou linolovou, a tedy vznik acylceramidt. Pfi jeho
nedostate¢né funkci je syntéza acylceramidd snizena, ale naopak dochazi ke kumulaci

jejich prekurzori, tedy w-hydroxylovanych ceramida.

Cilem této prace bylo pfipravit modelové membrany s obsahem
o-hydroxylovanych ceramidid a hodnotit jejich vliv na bariérové vlastnosti téchto
membran. Dal$im cilem bylo studovat vliv teploty pouZité pii pfipravé membran na jejich
organizaci a permeabilitu. V ramci této prace jsme zjiSt'ovali, jaky vliv na funkci kozni
bariéry ma snizeni koncentrace ¢i uplny nedostatek acylceramida a jejich ndhrada za

o-hydroxylované ceramidy, jako je tomu u pacientii s defektem enzymu PNPLAT.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 KiiZe a jeji stavba

KtzZe je zivotné dilezity organ lidského téla.! Pfesto patii kozni poruchy mezi
nejCastej$i a nejrozsifenéj$i lidskd onemocnéni. Kozni onemocnéni se vyskytuji
celosvétove, postihuji muze i Zeny vSech vékovych kategorii. Pocet koznich onemocnéni
¢1 onemocnéni, které se mohou koznimi problémy projevovat, je dle Mezindrodni

klasifikace nemoci vice nez 1000.2

vewr

vnitini prostiedi téla pred vnéjSimi nezddoucimi vlivy (naptf. pfed chemikaliemi,
patogennimi mikroorganismy, ultrafialovym zafenim nebo mechanickymi vlivy) a
zabranuje ztratdm vody a elektrolytli. Pokud dojde k poruseni této bariéry, jako je tomu
u rozsédhlych popélenin, dochéazi k ohrozeni zivota vlivem vyznamnych ztrdt vody a
elektrolyti a také ke zvySenému riziku infekci. Podobné tomu je i u pfed¢asné narozenych
déti. Ale 1 drobnéjsi odchylky ve funkci koZni bariéry se mohou projevit, dochazi k nim
u novorozencti, béhem starnuti nebo se projevuji jako kozni onemocnéni.’> Odchylky ve
funkci vétSinou vznikaji souhrou néckolika faktori, jako je geneticka porucha
metabolismu lipidl, systémova onemocnéni, stav imunitniho systému, stres, strava a

zivotni styl.*

Kromé funkce ochranné se klZe podili i na fadé dalSich funkci, napf. na

termoregulaci, probih zde syntéza vitaminu D a jsou zde uloZeny smyslové receptory.’

Ktize dosahuje plochy 1,6-1,8 m? a tvoii priblizné 16 % télesné hmotnosti, jedna
se tedy o nejvétsi organ lidského t&la.> Tloustka kiize se na rliznych &astech t&la lisi.
Muze dosahovat tloustky od 0,5 mm do 4 mm, nejtenci kiiZze se vyskytuje naptiklad na

o¢nich vi¢kach a nejsilnéjsi naopak na zadech.®

Kuze se sklada z podkozniho vaziva (hypodermis, tela subcutanea), Skary (dermis,

corium) a pokozky (epidermis).>’
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Hypodermis je nejspodnéjsi vrstva ktlize, ktera je tvofena vazivem. Nachazi se zde
bunky tukové tkané¢, ktera ma funkci endokrinni, zajistuje tepelnou izolaci a je zdrojem

energie.”®

Dermis poskytuje oporu epidermis, je tvofena vazivem s elastickymi a
kolagennimi vlakny a na rozdil od epidermis se zde nachdzi i nervova zakonceni, cévni a
lymfaticky systém, vlasové folikuly a sekre¢ni Zlazy. Je tvofena dvéma vrstvami —

stratum papillare, ktera navazuje na epidermis, a hlubsi vrstvou stratum retikulare.%™

Epidermis tvoii povrchovou vrstvu kiize a dale se déli na pét podvrstev — vnéjsi
stratum corneum (SC), stratum lucidum, stratum granulosum (SQG), stratum spinosum a
vnitini stratum basale.® Epidermis je epitel, jehoz zdkladem jsou butiky keratinocyty,
u kterych dochazi béhem migrace k povrchu k diferenciaci. Keratinocyty postupné
ztraceji schopnost déleni, riistu a dochazi k jejich oplosténi, postupné se méni na bunky
tvofici SC, korneocyty. Nakonec dochazi kjejich uvolnéni z povrchu kize,
tzv. deskvamaci.”!® V epidermis se nachazi i dal§i typy bun&k — melanocyty,

Langerhansovy buiiky a Merkelovy buiiky.°

Stavbu kiiZze zndzornuje Obrazek 1.

Epidermal layers

T ==
o= _—— Stratum corneum

ai;* (horny cell layer)

— Stratum lucidum
=— Stratum granulosum
(granular cell layer)

Stratum spinosum
(squamous cell layer)

__ Stratum basale
(basal cell layer)

Obrazek 1. Stavba kuze. Lidskda kizZe je sloZena ze tri vrstev — hypodermis, dermis
a epidermis. Epidermis je nejsvrchnéjsi vrstva a je dale tvorena péti podvrstvami — stratum
corneum, stratum lucidum, stratum granulosum, stratum spinosum a stratum basale.
Zdroj: https://vesiderm.com/2019/07/11/how-vesiderm-yolk-lecithin-liposomes-gives-you-

healthy-skin/
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2.2 Stratum corneum

SC je vngjsi vrstva epidermis a je zodpovédna za ochrannou funkci kize.
Struktura SC je tvofena korneocyty, jejichz mezibunééné prostory jsou vyplnény smési
lipidi. Toto uspofddani je Casto pfirovnavano k systému ,brick and mortar”, tedy

v &estiné ,,cihly a malta®, kde korneocyty predstavuji cihly a lipidy maltu.!!

Korneocyty, jak jiz bylo vySe zminéno, jsou ploch¢é diferencované keratinocyty.
Jsou usporadany do vrstev, v zavislosti na oblasti téla jich mohou tvofit az okolo 20.
Vzajemné spojeni a soudrznost je zajisténa pomoci desmozomii.!? Vnitini prostredi
korneocytd je tvofeno vodou a keratinovymi vlakny, na povrchu maji zrohovatélou
obalku ze zesiténych protein, jako je filaggrin, loricrin a involucrin.'® Na zrohovaté&lou
obalku je z vné&jsi strany navdzana korneocytalni lipidova obalka (CLE — z anglického

corneocyte lipid envelope).!*!* CLE bude dile popsdna v samostatné kapitole.

Extracelularni prostory mezi korneocyty jsou vyplnény pfiblizn€ ekvimolarni
smési hydrofobnich lipidi — ceramidy (Cer), cholesterolem (Chol) a volnymi mastnymi
kyselinami (MK).!° Cer tvofi pfiblizn& 50 % hmotnosti, Chol 25 % hmotnosti a MK 15 %
hmotnosti a zbytek tvofi jiz v menSim mnoZstvi dal$i metabolity. Jedna se o jedinecné

slozent, ligici se od jinych bunéénych membran.'>

Polarni prekurzory lipidit SC jsou uvoliiovany z lamelarnich télisek (sekrecni
organely keratinocytll) na rozhrani SG/SC a nésledné& jsou metabolizovany na lipidy SC.
Lamelérni téliska kromé prekurzori lipidi (fosfolipidy, glukosylceramidy, sfingomyelin
a Chol) obsahuji také enzymy (fosfolipaza, B-glukocerebrosidaza, sfingomyelinaza),
které je metabolizuji na nepolarni produkty.'®!” Lipidy se nasledné organizuji do
mezibunéénych lamel o rOznych mezirovinnych vzdalenostech, kdy hovoiime
o lamelarnim uspofadani. Mezibunééné lipidy pak vytvari dlouhou lamelarni fazi (LPP —
z anglického long periodicity phase) o délce ~13 nm a kratkou lamelarni fazi (SPP —
z anglického short periodicity phase) o délce ~6 nm. V lamelach mohou lipidy zaujmout
tii typy laterdlniho wuspofddani — orthorombické, hexagondlni nebo kapalné

neuspoiadané.'”

rrrrrrr

13



Lateral organization

Orthorhombic

Human epidermis (e, deswcly packecl)

d | Hexagonal
4 (ordered, less densely packed)

Human stratum corneum:

Bricks (corneccytes) and | Liquid
Mortar (lipid matrix) model | Pe® q (disordered)

Lamellar organization

——

Ty, i

Lipid layers (lamellag)
in between corneocytes

rr At Ak | D

45 a2 S
Z=13nm Z=6nm
(LPP) (SPP)

Obrazek 2. Stavba stratum corneum. Vnéjsi vrstva kuze, stratum corneum, je tvorena

korneocyty, které jsou obklopeny lipidovou matrix. Toto uspordadani pripomind systém

,cihly a malta . Lipidy zaujimaji charakteristické lameldrni a lateralni uspordaddani.’’

Lipidova matrix funguje jako hlavni cesta k pronikani latek pres SC.!! Proto je
spravné sloZeni a organizace lipidi zasadni pro bariérovou funkci kiize. Odchylky od
lipidové homeostazy, zplisobené zménami v metabolismu lipidd, stoji pravé Casto za

nékterymi koznimi onemocnénimi.'®
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2.3 Ceramidy

Cer patii do skupiny sfingolipidl a jsou pfitomné ve vSech tkanich lidského téla.
Existuje cela fada druhti Cer, jedna se totiz o strukturné velmi rozmanitou skupinu lipidu.
Nejveétsi rozmanitost se vyskytuje ve SC, kde maji zaroven Cer z lipidi SC nejveEtsi

zastoupeni. '’

Cer jsou tvoreny sfingoidni bazi, na kterou je amidovou vazbou navazan acylovy
fetézec. Cer se mohou vzdjemné liSit nejen kombinaci sfingoidni baze a acylového
fetézce, ale také napiiklad délkou fetézce, existuje tedy vice nez 1000 strukturné

jedine¢nych Cer SC."

Sfingoidni baze koznich Cer je tvofena piedevSim sfingosinem (S),
fytosfingosinem (P), dihydrosfingosinem (dS), 6-hydroxysfingosinem (H) nebo nové
identifikovanym dihydroxydihydrosfingosinem (T). Acylova ¢ést je tvofena obvykle
nasycenou a nerozvétvenou MK, ktera je bud nesubstituovand (N) ¢i substituovana
hydroxylem v poloze a (A) nebo u ultradlouhych MK v poloze o (O). Hydroxyl v poloze
o muze byt esterifikovan dal$im acylovym fetézcem, pfevazné linolové kyseliny (EO)
nebo navazan na proteiny na povrchu korneocytd.?’?? Navazanim dal§iho acylu na
hydroxyl v poloze 1 sfingoidni baze, vznika nova tfida se tfemi hydrofobnimi fetézci
(1-O-E). Sfingoidni baze je vétSinou tvofena fetézcem o délce 16-28 uhliki. MK
v piipadé¢ velmi dlouhych Cer byva dlouha nejcastéji okolo 24 uhlikl, v piipadé
ultradlouhych Cer miiZe jeji délka dosahovat az 38 uhlikii.?! Ptiklad Cer typu O a EO je
na Obrazku 3.

Obrazek 3. Priklad ultradlouhych ceramidii. Nazvoslovi dle Motty: A — ceramid OS, B —

ceramid EOS.
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K pojmenovéni Cer se nejéastéji vyuziva nazvoslovi dle Motty, které je zalozené
na kombinaci pismen podle struktury Cer — prvni pismeno piedstavuje acylovy fetézec a

druha ¢ast oznacuje sfingoidni bazi.?°

Mozné kombinace sfingoidni baze a acylového fetézce tvotici Cer a jejich

nazvoslovi znazoriuje Obrazek 4.

Sphingoid Dihydro- 6-Hydroxy- Phyto-  1.0-Acylsphingosine
bases Sphingosine (S) sphingosine (dS) sphingosine (H) sphingosine (P) (1-0-E_S)
1, M s 1,5 1,9 56.cH 1, s o OH
HO Y37 Cotyy HOTT B Ciatly HO Y5 O oty Crghle 0™ 0y
NH; NH; NHz © OH NH;OH NH;
Fatty acid chains+ (d18:1) (d18:0) (t18:1) (t18:0)
Non-hydroxy acid (N)
HO. CzaHay Ceramide NS Ceramide NdS Ceramide NH Ceramide NP Ceramide 1-0-ENS
o]

Alpha-hydroxy acid (A)

wo 1 Ceramide AS Ceramide AdS Ceramide AH Ceramide AP Ceramide 1-O-EAS
TH\C22H45
o]
Omega-linoleoyloxy
o acid (EO) Ceramide EQS Ceramide EQdS Ceramide EQH Ceramide EQOP
HO e
mPWCEH” Free human skin ceramides
Omega-hydroxy acid (O)
Ceramide OS Ceramide OdS Ceramide OH Ceramide OP
"'OmH‘OH Protein bound ceramides
o

(corneocyte lipid envelope)

Obrazek 4. Ceramidy jsou tvoreny ze sfingoidni baze a acylového retézce, které jsou

spojeny amidovou vazbou. Obrdzek znazorinuje mozné kombinace téchto casti a jejich

ndazvoslovi.?!

V priibéhu vyzkumu SC byly pomoci novych vysoce citlivych metod objevovany
nové druhy Cer. Do roku 2017 bylo identifikovano 15 tfid volnych Cer a 3 tiidy

kovalentn& vazané na korneocyty.??

Zastoupeni jednotlivych tiid Cer ve SC zobrazuje Obrazek 5.
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w-Hydroxy-
CERs

NP

Obrazek 5. Relativni zastoupeni trid ceramidii ve stratum corneum. ,,O... " znaci ceramidy

0S, OP a OH."!

2.3.1 Acylceramidy

Acylceramidy (EO-Cer) jsou tfidou Cer, které obsahuji v acylové casti
ultradlouhou MK, kterd ma na o-hydroxylové skupiné esterovou vazbou navazanu
kyselinu linolovou. Ultradlouhé MK nejcastéji dosahuji délky 30-32 uhlikl, ale mohou
byt dlouhé az 38 uhlikii. Do této tiidy patti Cer EOS, EOH, EOP a EOdS.***

2.3.1.1 Vyznam acylceramidi

Existence EO-Cer je nezbytnad pro tvorbu CLE a LPP, jejichz vznik je zcela
klicovy pro integritu kiize a jeji spravné fungovani jako koZzni bariéry. U koZznich
onemocnéni, jako jsou ne€které typy ichtyozy i atopicka dermatitida, dochézi mimo jiné
k poruse biosyntézy EO-Cer, coz vede ke zméné CLE a ke zkraceni, ibytku ¢i iplnému
nedostatku LPP, a tedy i k poruse kozni bariéry.!® Pokud dojde k vyraznému defektu ¢i
uplné ztraté EO-Cer, tak tento stav neni slucitelny se zivotem a vede k imrti novorozencti

kratce po narozeni.*®
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2.3.1.2 Biosyntéza acylceramidii

Biosyntéza EO-Cer obsahuje kroky, které béhem syntézy velmi dlouhych Cer
neprobihaji a jsou tedy pro EO-Cer charakteristické, tyto kroky jsou katalyzovany t€mito
enzymy (Obrazek 6) — ELOVL4,”” CYP4F22,” CERS3%® a PNPLA1.%3!

ELOVL4

sfingoidni baze prodlouZeni mastné kyseliny PNPLAL
HO, \ tvorba esterové vazby
Ho > >

Lo A

. . . o]
ultradlouha mastna kyselina CYP4F22 kyselina linolova

CERS3

tvorba amidové vazby w-hydroxylace

Obrazek 6. Specifické enzymy pro biosyntézu acylceramidii.

Elongdza 4 (ELOVLA4) je jedna ze sedmi elongaz a je zodpovédna za vznik
ultradlouhych MK.?"*? Cytochrom P450 4F22 (CYP4F22) je wo-hydroxylaza, jejimz
substraitem jsou ultradlouhé MK, katalyzuje tedy vznik o-hydroxylovanych
ultradlouhych MK, které jsou nasledné ve formé acyl-koenzymu A vyuzivany CERS3.%
Ceramid syntdza 3 (CERS3) je ¢lenem rodiny CERS, kterych je celkem Sest. CERS
katalyzuji vznik amidové vazby, a tedy vznik Cer, maji ovSem odliSnou substratovou
specificitu vici acyl-koenzym A, a také rozdilné zastoupeni v riznych tkanich. Jelikoz
ma CERS3 Sirokou aktivitu, produkuje rtzné typy Cer, vcetné ultradlouhych
o-hydroxylovanych Cer (O-Cer).?® Patatin-like phospholipase domain containing 1
(PNPLA1) patii do rodiny PNPLA. Do této rodiny patii devét enzymu, které vykazuji
lypolytické, acyltrasferdzové a transacyldzové aktivity.?*° PNPLA1 m4 zasadni vyznam,
jelikoz zajiStuje esterifikaci kyseliny linolové s O-Cer za vzniku EO-Cer. Pti deficitu
tohoto enzymu dochazi v epidermis ke snizené tvorbé EO-Cer a ke kumulaci prekurzord,
tedy O-Cer.??31%% U mlad’at mysi s deficitem PNPLA1 byly pozorovany jednozna¢né
zmény ve vzhledu a funkci pokoZzky (Obrazek 7). Pokozka byla leskla a napnuta a

mlad’ata umirala brzy po narozeni z diivodu dehydratace.>
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Obrazek 7. Porovnani pokozky zdravych mysi (vlevo) a mysi s deficitem enzymu PNPLAI

(vpravo).3°

2.4 Korneocytalni lipidova obalka

CLE je tvorena monovrstvou lipidd, které se kovalentné vazi predevSim na
glutamatové zbytky involucrinu (Obrazek 8). Sklada se predevsim z ultradlouhych Cer a
vmensi mife zultradlouhych MK, vznikajicich po odstépeni sfingoidni baze
z kovalentné vazanych Cer. Piedpoklada se, Ze CLE slouzi jako zédklad pro tvorbu
mezibunéénych lipidovych lamel, podle kterého se usporadavaji ostatni volné lipidy,

aviak role CLE mutiZe byt i jina (napt. hydrofobizace povrchu korneocyti).'>!*

SDRICT +/+ SDR9C7 -/-

CLE

Obrazek 8. Snimek z elektronového mikroskopu. Vievo znazornéna korneocytalni lipidova

obdlka (CLE) zdravé mysi. Vpravo poSkozend mysi kiize bez CLE.>*
19



Béhem tvorby CLE je linoledtovy zbytek EO-Cer metabolizovan pomoci
12R-LOX, eLOX3 a SDRIC7 za vzniku epoxyenonového derivatu. 12R-LOX a eLOX3
jsou lipoxygenazy, jejichz substratem je pouze kyselina linolova, proto neni mozné tuto
kyselinu v EO-Cer nahradit jinymi MK. Plavodné se piedpokladalo, Zze dochazi
k odstépeni oxidovaného linoledtu pomoci neznamé esterazy/lipazy za vzniku O-Cer a

> Dle nové teoric dochazi

transglutaminaza kazalyzuje napojeni na proteiny.’
neenzymaticky k pfimé vazbé epoxy-enonu na proteiny bez nutnosti odstépeni
oxidovaného linoledtu. Jednoznacné ovSem je, ze substratem pro tvorbu CLE jsou
EO-Cer, coz potvrzuji studie, kdy pii deficitu PNPLA1 nedochazelo ke vniku CLE,

piestoze se O-Cer kumulovaly.?*

2.5 KoZni onemocnéni spojena s narusenou hladinou acylceramidi
Ke koznim onemocnénim, jejichz patofyziologie je spojena se zménou
koncentrace EO-Cer, patfi napfiklad ichtyozy, atopickd dermatitida, psoridza a

Nethertontiv syndrom. '

2.5.1 Ichtyozy

Ichty6zy jsou genetickd onemocnéni, pifi kterych dochéazi k poruSe bariérové
funkce SC. Existuje fada typtl ichtyoz, které se vzajemné 1i$i nejen projevy, vcetné doby
nastupu, ale i genetickou podstatou. Zavaznost se muze pohybovat od ichty6zy vulgaris,
ovSem u vétsiny znamych ichty6z omezeny pouze na kiiZi, kterou postihuji ¢astecné nebo
GipIng.'*** Poskozeni bariérové funkce zpiisobi, Ze je kiize sucha, zesilend a Supinata

(Obrazek 9).%

Autozomalné recesivni vrozené ichtydzy (ARCI) jsou heterogenni skupinou
ichtyoz, které jsou vétSinou nesyndromatické, coz znamend, Ze projev je omezen pouze
na ki.>* U ARCI dochazi predev§im k mutaci genti potfebnych k syntéze EO-Cer a
tvorby CLE.*! Je znamo dvandct gent, které jsou spojeny s ARCI — ABCA12, ALOXI2B,
ALOXE3, CASP14, CERS3, CYP4F22, LIPN, NIPAL4, PNPLAI, SDRYC7, SLC2744 a
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TGMI1.'"* U lamelarni ichtyézy (patii mezi ARCI) bylo zdiivodu poruchy syntézy

EO-Cer pozorovano ptedevSim snizeni Cer EOS a pozménénd LPP se snizenou

10,37

mezirovinnou vzdalenosti.

Obrazek 9. Kuize postizena Harlekynskou ichtyozou: a — vzhled pri narozeni, b — vzhled ve

vy§sim véku.3®

2.5.2 Atopicka dermatitida

Atopickéa dermatitida je chronické zanétlivé multifaktorialni koZni onemocnéni,
u kterého hraje roli kromé posSkozeni kozni bariéry i vliv prostiedi a imunologické
faktory. Atopicka dermatitida se projevuje predevsim suchosti, svédénim a z€ervenanim
ktize. Toto onemocnéni je spojeno s poklesem vSech druhit EO-Cer, coz zplisobuje

poruchu pfi tvorb& LPP, dochézi k jejimu zkraceni nebo k ubytku, %3940

2.5.3 Psoriaza

Psoridaza je chronické zanétlivé kozni onemocnéni, pii kterém dochazi
k abnormalni proliferaci epidermis bez uplné diferenciace. Patofyziologie vychazi
pfedev§im z imunologickych defektli epidermis, ale také z defekti kozni bariéry.
V souvislosti s EO-Cer dochazi u psoriazy k témto zméndm — snizeni koncentrace EOS a
zkraceni ¢&i tbytek LPP.!%? Klinické projevy se mohou u riiznych typa psoriaz lisit.
Nejrozsifenési typ, psoridza vulgaris, se projevuje tvorbou ohrani¢enych svédivych

zarudlych plaki se stiibrnymi Supinkami.*!
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2.5.4 Nethertoniiv syndrom

Nethertontiv syndrom je zdvazné kozni onemocnéni, které se vyskytuje vzacné a
projevuje se charakteristickymi bambusovymi vlasy, atopickymi projevy a
erythrodermou. U pacientii dochdzi k drastickému poskozeni kozni bariéry, byl

pozorovan extrémni pokles hladin EO-Cer, ktery vedl az k pIné absenci LPP.!%4
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 RozvrZeni experimentu

Pro sledovani vlivu piitomnosti O-Cer na funkci kozni bariéry byly provedeny
celkem tfi experimenty na modelovych lipidovych membranach s rozdilnym obsahem EO
a O-Cer. U téchto membran byla provedena rentgenova difrakce (XRD — z anglického
X-ray Diffraction), stanoveni permeability membran pro vodu, ionty a dvé modelova
lé¢iva a infracervend (IR — z anglického infrared) spektroskopie. VSechna méfeni byla

porovnéavana s kontrolnimi membranami, které neobsahovaly O-Cer.

V ramci této prace byly pfipraveny dva typy modelovych membran: Prvni typ
membran obsahoval smés Chol, MK a velmi dlouhych Cer s nefyziologicky zvySenou
koncentraci EO a O-Cer (2040 mol%), aby bylo mozné jejich vliv na chovani
modelovych membran 1épe pozorovat. ZvySené koncentrace EO-Cer byly pouzity i
v experimentech jinych vyzkumnych skupin, jednd se o bézny ptistup pii pozorovani
struktury LPP.** Tyto membrany byly pfi jejich piipravé zahiivany na dvé rozdilné
teploty, 70 °C a 90 °C. Zahtivani membran na teplotu ptesahujici teplotu fazového
pfechodu konkrétni lipidové smési a ndsledné pomalé chladnuti je dilezité pro usporadani
lipidGi v modelové membrang€. Druhy typ membran byl pfipraven jako ekvimolarni smés
Chol, MK a velmi dlouhych Cer s ptiblizné fyziologickym zastoupenim EO a O-Cer**
(7,5-10 mol%). Tyto membrany byly pii pfipravé zahfivany na teplotu 70 °C. Celkovy
obsah lipidt v kazdé membrané byl 1,35 mg.

SloZeni membran je znazornéno na Obrazku 10.
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Slozeni membran (%) Slozeni membran (%)

B EO-Cer B EO-Cer
mm O-Cer m O-Cer
B Cer B Cer
= FFA = FFA
1 Chol 1 Chol
mm CholS Em CholS
i o Q,p «259 e,-'.‘-‘"\b Q,\b
P
Pomér Cer EO:O Pomeér Cer EO:O

Obrazek 10. Obsah lipidit v modelovych membrandach (hmotnostni %). Levy graf znazornuje
slozeni a pomér EO-Cer a O-Cer v membrandch se zvySenym mnozstvim téchto lipidii.
Pravy graf znazornuje slozeni a pomér EO-Cer a O-Cer v modelu blizkém fyziologickému

zastoupeni EO a O-Cer v kiizi. Celkovy obsah lipidii v kazdé membrané byl 1,35 mg.

3.2 Rentgenova difrakce

Pomoci XRD jsme pozorovali mikrostrukturu pfipravenych modelovych
membran. Tato technika umoziuje zobrazit periodicky se opakujici utvary v méfeném
vzorku. V naSem piipad¢ jsme mefenim ziskali informace o pfitomnosti lamelarnich fazi
nebo lamelarnich struktur a jejich mezirovinovych vzdéalenostech. Vystupem tohoto
meéfeni jsou difraktogramy, které byly vyhodnoceny a jsou zobrazeny v nasledujicich

podkapitolach.

Podkapitoly jsou rozdéleny podle slozeni lipidi v modelovych membranach a
teploty, pii které byly membrany zahtivany, aby byly Iépe patrné podminky pro tvorbu
LPP. V jednotlivych podkapitolach jsou tedy porovnavany membrany s nefyziologicky
zvySenym obsahem EO a O-Cer zahfivané pii 90 °C, membrany s nefyziologicky
zvySenym obsahem EO a O-Cer zahfivané pfi 70 °C a membrany s obsahem EO a

O-Cer blizkym fyziologickym koncentracim zahtivané pti 70 °C.
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3.2.1 XRD modelovych membran s nefyziologicky zvySenym obsahem EO a O-Cer

pri 90 °C

Vsechny modelové membrany obsahovaly fazi separovaného Chol
s mezirovinnou vzdalenosti 3,39-3,43 nm, coZ je v souladu s publikovanou literaturou.*
U membrany s obsahem EO-Cer:0-Cer 40:0 byla zaznamenéna zvysena intenzita reflexi
této faze. Membrany kromée toho ve své lamelarni struktuie obsahovaly dalsi dvé faze —
SPP o délce od 5,32 nm do 5,39 nm, kterd je tvofena prevazné fetézci velmi dlouhych Cer
a MK, a LPP, identifikovana pomoci péti az deviti reflexi, o délce od 12,14 nm do

12,50 nm, kterou tvofi ultradlouhé fetézce w-esterifikovanych EO-Cer (Obrazek 11).

|
|
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Obrazek 11. Rentgenové difraktogramy modelovych membrdan s nefyziolgicky zvySenym
obsahem EO a O-Cer pii 90 °C (reprezentativni spektra). Rimské cislice oznacuji reflexe
kratké lamelarni faze (SPP), arabské cislice oznacuji reflexe dlouhé lameldarni faze (LPP)
a hvézdicky oznacuji reflexe separovaného cholesterolu. Pismeno ,d” oznacuje

mezirovinnou vzdalenost fazi.
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V kontrolni membran¢ s obsahem EO-Cer 20 % byla identifikovana LPP, SPP
i faze separovaného Chol, coz odpovida piedchozim nalezfim.*® U této membrany byla
intenzita LPP pomérné nizka v porovnani s SPP, avSak se zvySujicim se mnoZzstvim
EO-Cer (az na 40 %) v membrané dochazelo ke zvySeni intenzity reflexi LPP a k poklesu
intenzity reflexi SPP. Vyjimkou byla membréna, kde byly veskeré EO-Cer nahrazeny
O-Cer (EO-Cer:O-Cer 0:20), u které nebyly nalezeny zadné difrakeni piky nalezici LPP,
coZ potvrzuje nezbytnost pfitomnosti EO-Cer pro tvorbu LPP. Namisto toho byly
pozorovany dvé faze s kratsi periodicitou — jedna odpovidala SPP a druha neznamé fazi
s pouze slabymi reflexemi a periodicitou 4,13 nm. Pfi porovnani membran s pomérem
EO-Cer:0-Cer 20:0, 20:10 a 20:20 miizeme pozorovat, ze se zvysujici se koncentraci
O-Cer dochazi k poklesu délky LPP z 12,50 nm az na 12,14 nm, coz muize byt zpisobeno

kratsi celkovou délkou fetézce O-Cer oproti EO-Cer, které tuto fazi tvoii.

3.2.2 XRD modelovych membran s nefyziologicky zvySenym obsahem EO a O-Cer

pri 70 °C

U vSech membran byla opét objevena faze separovaného Chol (3,39-3,42 nm).
Membrana s obsahem EO-Cer:O-Cer 40:0 vykazovala oproti ostatnim membranam slabsi
reflexe této faze. Dale difraktogramy obsahovaly reflexe odpovidajici LPP o periodicité
od 12,21 nm do 12,39 nm. Narozdil od pfedchozich membran s nefyziologicky zvySenym
obsahem EO a O-Cer pfi 90 °C je mezirovinna vzdalenost LPP kratsi, ale
k jeji identifikaci jsme zde mohli pouzit az 13 reflexi, coZ zvySuje pfesnost uréeni. Opét
muzeme sledovat, Ze po ptidani O-Cer do membran byla délka LPP kratsi nez u membrén,
které obsahovaly pouze EO-Cer. Intenzita reflexi LPP se zvySovala s narlistem mnozstvi
EO-Cer. Ani u jedné z membran nebyly nalezeny zadné reflexe nalezici SPP. Membrana,
ve které byly opét zaménény veSkeré EO-Cer za O-Cer (EO-Cer:O-Cer 0:20)
neobsahovala ve své lamelarni struktufe SPP ani LPP, byla tu ovSem nalezena stiedni
lameléarni faze (MLP — z anglického medium lamellar phase) o délce 10,78 nm (Obrazek
12). Pfi porovnani s membranami zahtivanymi na 90 °C jsou zde patrné rozdily (chybéjici

SPP, pfesnéjsi urceni LPP, tvorba MLP), ze kterych je zifejmé, Ze teplota zahtivani

rrrrrr
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Obrazek 12. Rentgenové difraktogramy modelovych membran s nefyziologicky zvysenym
obsahem EO a O-Cer pri 70 °C (reprezentativni spektra). Cerné cislice oznacuji reflexe
dlouhé lamelarni faze (LPP), cervené c¢islice oznacuji reflexe stiedni lamelarni faze (MLP)
a hvezdicky oznacuji reflexe separovaného cholesterolu. Pismeno ,d“ oznacuje

mezirovinnou vzddlenost fazi.

3.2.3 XRD modelovych membran s obsahem EO a O-Cer blizkym fyziologickym

koncentracim, pfipravenych p¥i 70 °C

Vsechny membrany opét ve své lamelarni struktuie obsahovaly fazi separovaného
Chol (3,40-3,43 nm). U membrany s obsahem EO-Cer:O-Cer 5:5 byla intenzita reflexi
Chol siln€jsi nez u ostatnich membran. Ve vSech membranach dale byla nalezena SPP
o délce od 5,33 nm do 5,38 nm (Obrazek 13), coZ je rozdil oproti ptredchozimu
experimentu, kde byly membrany s nefyziologickym mnoZzstvim EO a O-Cer zahtivany
také na 70 °C, ale k tvorbé SPP nedoslo, vliv na tvorbu SPP bude mit tedy nejspiSe

1 celkové slozeni membran.
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Obrazek 13. Rentgenové difraktogramy modelovych membrdn s obsahem EO a O-Cer
blizkym fyziologickym koncentracim, pripravenych pri 70 °C (reprezentativni spektra).
Rimské cislice oznacuji reflexe kratké lamelarni faze (SPP), arabské cislice oznacuji
reflexe dlouhé lamelarni faze (LPP) a hvézdicky oznacuji reflexe separovaného

cholesterolu. Pismeno ,,d* oznacuje mezirovinnou vzdalenost fazi.

LPP byla tvofena pouze u membran s obsahem EO-Cer alesponi 7,5 %, délka této
faze byla od 12,05 nm do 12,08 nm. Toto zjisténi je v souladu s nékterymi jiz
publikovanymi daty, kdy byly porovnany membrany s obsahem 5 a 10 % EO-Cer
(pfiprava membran byla mirné odlisnd). V membran¢ s obsahem 5 % EO-Cer byla
identifikovana pouze SPP a faze separovaného Chol, narozdil od membrany s 10 %
EO-Cer, kde jiz doslo i ke tvorb& LPP.* Oproti tomu v praci od de Jager et al. byla LPP
pozorovana v malém mnoZstvi jiz od 5 %, avSak autofi pouzivali jinou smés lipidl pro
tvorbu modelovych membran.*” Tvorbu LPP jsme mohli identifikovat pomoci tii reflexi.
U membran bez obsahu EO-Cer nebyly pfitomny Zadné reflexe nalezici LPP, stejn¢ jako
u membrany s obsahem EO-Cer 3,75 % a membrana s obsahem EO-Cer 5 % obsahovala
jednu reflexi, ktera by mohla odpovidat ¢tvrté reflexi LPP (na zéklad¢ predchozich
zkuSenosti z jinych membran), zjedné reflexe ovSem neni mozné fazi urcit. Mezi

membranami s celkovym obsahem EO a O-Cer 10 a 7,5 % nebyly zaznamenany vyrazné
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rozdily. V porovnani s pfedchozimi membranami s nefyziologicky zvySenym obsahem
EO a O-Cer doslo ke zkraceni LPP, ale jinak by se dalo fict, ze vysledky membran
s nefyziologicky zvySenym obsahem EO a O-Cer pii 90 °C plynule navazuji na tyto
vysledky pfi fyziologicky blizkych koncentracich.

3.3 Permeabilita modelovych lipidovych membran

Pro hodnoceni permeability membran u jednotlivych experimentli jsme pouzili
Ctyfi parametry — stanoveni fluxu theofylinu (TH), fluxu indometacinu (IND), stanoveni
ztraty vody pres membranu (TEWL — z anglického transepidermal water loss) a elektrické

impedance.

Flux 1é¢iv udava mnozstvi proslého 1éciva pies membranu o definované plose za
jednotku ¢asu [ug/cm*h]. TH reprezentuje malé polarngjsi  molekuly
(My,= 180,164 g/mol, log P ~ 0) a IND naopak vétsi a lipofilngjsi molekuly
(My =357,787 g/mol, log P ~ 4,3). TEWL slouzi ke stanoveni mnozstvi vody, ktera
projde pies membranu o definované plose za jednotku ¢asu [g/h/m?]. Jednd se o jeden
Zvyseni hodnot fluxi 1é¢iv ¢1 TEWL znaci zhorSeni funkce kozni bariéry. Elektricka
impedance [kQ % cm?] uddva odpor membrany vii¢i stiidavému proudu a je nepiimo
umérna propustnosti iontll pies membranu. ZvySeni hodnot elektrické impedance naopak

znaci niz8i propustnost membrany pro ionty, a tedy vétsi integritu membrany.

V nasledujicich kapitoldch jsou nejprve porovndvany membrany s narustajici
koncentraci O-Cer pfipravovanych pii 70 a 90 °C, nasledné¢ membrany s nariistajici
koncentraci EO-Cer ptipravovanych pii 70 a 90 °C a nakonec membrany s obsahem EO
a O-Cer blizkym fyziologickym koncentracim zahtivanych pti 70 °C. Toto rozdé¢leni bylo
zvoleno z divodu lepSiho porovnani vlivu koncentrace O a EO-Cer na permeabilitu
membran a zaroven ndm umozni 1épe sledovat vliv teploty na bariérové vlastnosti, pii

které byly membrany pfipraveny.
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3.3.1 Permeabilita membran s naristajici koncentraci O-Cer
V této podkapitole jsou navzijem porovnavany membrany zahiivané na 70 a

90 °C s obsahem EO-Cer:O-Cer 20:0 (kontrola), 20:10, 20:20 a 0:20.

Flux TH pfes kontrolni membrianu bez O-Cer (EO-Cer:0-Cer 20:0)
piipravovanou pii 90 °C byl 0,16 + 0,02 pg/cm*h (Obrizek 14, grafy znazornéné
gervenou barvou) a u membrany, pfipravované pii 70 °C byl 0,10 + 0,04 pg/cm*h
(Obrazek 14, graty znazornéné modrou barvou). Po ptidani O-Cer (tedy u EO-Cer:O-Cer
20:10 a EO-Cer:O-Cer 20:20) nedoslo k vyraznym zménam ani u jedné¢ z membran, at’
uz byla ptipravovana pti 90 nebo 70 °C, doslo k pouze mirnému poklesu propustnosti,
avSak nikoliv statisticky vyznamnému. OvSem u membrany bez piitomnosti EO-Cer
(EO-Cer:0-Cer 0:20) ptipravené pii 90 °C byl pozorovan statisticky vyznamny (vice nez
trojndsobny) nartist propustnosti (p < 0,01) na 0,55 £ 0,09 ug/cm*/h. K tomuto naridstu
ovsem nedoslo u membrany piipravované pii 70 °C, zde u této membrany naopak doslo

oproti kontrole k mirnému poklesu hodnot.
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Obrazek 14. Permeacni parametry modelovych membran s naristajici koncentraci O-Cer.
Cervené grafy zndzoriiuji hodnoty membran, pripravenych pri 90 °C a modré grafy pri
70 °C. Hodnoty jsou uvedeny jako priimér vsech namerenych hodnot (n) £+ SEM, n = 7.
Hvézdicky znaci statisticky vyznamné rozdily oproti kontrolnimu vzorku —p < 0,001 (*¥*%*),

p <001 (**)ap<0,05(*).
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Flux IND pro kontrolni membranu (EO-Cer:O-Cer 20:0) ptipravovanou pii 90 °C
byl 0,09 £ 0,03 pg/cm*h a u membrany piipravované pii 70 °C byl 0,06 £ 0,01 pg/cm?/h.
Pozorovali jsme podobné zmény jako u TH (i piesto, ze IND ma jiné fyzikaln¢ chemické
vlastnosti). Propustnost membran se oproti kontroldm pftili§ neménila, doSlo opét pouze
k mirnému poklesu. Vyjimkou byla pouze membrana bez EO-Cer (EO-Cer:O-Cer 0:20)
ptipravena pii 90 °C, kterd opét vykazovala statisticky vyznamny (vice nez trojndsobny)
nardst hodnot (p <0,001) na 0,31 + 0,05 pg/cm?/h. U této membrany piipravené pii 70 °C
k takovému naristu nedoslo, oproti kontrole doSlo pouze k mirnému naristu

propustnosti.

Membrany pfipravené pii 90 °C vykazuji podobny trend propusti pro ob¢ 1éciva.
Narlst propustnosti 1é¢iv u membrany bez obsahu EO-Cer (EO-Cer:0-Cer 0:20) pfi
90 °C mize byt spojen s nepiitomnosti LPP, pro jejiz vznik je ptitomnost EO-Cer
nezbytna. Je ovSem zajimavé, ze k tomuto vyraznému zhorseni bariéry nedoslo u této
membrany pti zahtivani na 70 °C, ptestoze zde LPP také nebyla vytvotena. Naopak u této
membrany doslo pro TH k poklesu propustnosti a u IND k pouze mirnému nardstu, tento
rozdil bude nejspise zpusoben odlisSnymi vlastnostmi 1é¢iv. Divodem, pro¢ nedochazi
u téchto membran k vyraznému zhorSeni propustnosti (i pies netvotici se LPP) jako je
tomu u odpovidajicich membran pii 90 °C, je nejspi§ tvorba MLP, ktera by mohla
¢astecné zastupovat funkci LPP. Pfi porovnani membran ptipravovanych pii 90 a 70 °C
jsou zde ziejmé rozdily — membrany piipravované pii 70 °C vykazuji obecné nizsi

hodnoty fluxu, z ¢ehoz vyplyva, Ze zahtivani na niz§i teplotu mé pozitivni vliv na

rrrrrrr

Dal$im méfenym parametrem byl TEWL. Naméfené hodnoty ztraty vody se
u nasledujicich membran pti 90 a 70 °C pfilis neliSily od hodnoty u kontrolni membrany
(pti 90 °C — 9,69 + 0,72 g/h/m? a pii 70 °C — 8,88 + 0,75 g/h/m?), doslo pouze k mirnému
poklesu. Nartist byl zaznamendm pouze u membrany bez piitomnosti EO-Cer
(EO-Cer:0-Cer 0:20) pii 90 °C, kdy doslo ke zvyseni ztraty vody na 12,43 + 0,56 g/h/m?,
nejednd se sice o statisticky vyznamny narist, ale tento trend dobie koreluje
s propustnosti membran pro modelova lé¢iva. Ptic¢inou tohoto zvySeni by opét mohla byt

nepiitomnost LPP. U membran s obsahem EO-Cer:O-Cer 0:20 pti 70 °C, u které nebyla

31



téz tvotena LPP, v§ak k tomuto nartistu nedoslo, naopak doslo opét k poklesu, stejné jako
u fluxu TH, nejspiSe op€t z divodu tvorby MLP. Nejvétsi zlepsSeni propustnosti pro vodu
ve srovnani s kontrolou bylo u membran zahiivanych piti 90 °C zaznamenano po pridani
10 % O-Cer (EO-Cer:0-Cer 20:10) a pti 70 °C az po ptidani 20 % O-Cer (EO-Cer:O-Cer
20:20). Membrany pfipravované pii 70 °C opét vykazuji celkoveé nizs$i hodnoty TEWL

rrrrrrr

Obecné piidavek O-Cer ke 20 % EO-Cer vede k mirnému zlepSeni bariérovych
vlastnosti (snizeni fluxti 1éCiv a sniZeni ztrat vody pfes membranu). Tato skute¢nost bude
nejspise zptisobena tim, ze u membran bylo pouzito vétsi nez ekvivalentni mnozstvi Cer,
a tedy O-Cer, které jsou zde navic a nesniZuji koncentraci EO-Cer, ktera je potfebna pro

tvorbu LPP, by mohly zlepSovat bariérovou funkci téchto membran.

Elektrickd impedance kontrolniho vzorku pii 90 °C byla 103,80 = 21,00 kQ x cm?
a pii 70 °C byla 124,70 £ 33,49 kQ x cm?. Nasledujici membrany se zvysujicim se
mnozstvim O-Cer mély hodnoty elektrické impedance mirné niZ8i oproti kontrole.
Statisticky vyznamny nartst (p < 0,01) elektrické impedance, a tedy sniZeni propustnosti
membrany pro ionty, byl pozorovan u membrany EO-Cer:O-Cer 20:10 pii 90 °C, ktera
méla hodnotu impedance 288,00 + 57,16 kQ x cm?. Z &4sti by se tento pokles propustnosti
membrany pro ionty dal pfisoudit poklesu hodnoty ztraty vody pro tuto membranu, z ¢asti
mohlo v této membrané dojit ke tvorbé domén s vy$sim odporem vici stiidavému

elektrickému proudu.

3.3.2 Permeabilita membran s naristajici koncentraci EO-Cer
V této podkapitole jsou porovndny membrany s obsahem EO-Cer:O-Cer 20:0
(kontrola), 40:0 a 30:10 ptipravované pii 90 a 70 °C.

U membran ptipravovanych pii 90 °C bylo zaznamenano statisticky vyznamné
(p < 0,01) snizeni fluxu TH u membrany s naristem EO-Cer (EO-Cer:0-Cer 40:0)
v porovnani s kontrolou (EO-Cer:O-Cer 20:0; 0,16 + 0,02 pg/cm*h), hodnota klesla na
0,07 £0,01 pg/cm?/h. U membrany EO-Cer:O-Cer 30:10 v porovnani s kontrolou nedoslo
k vyznamnym zménam, propustnost jen mirn¢ klesla. U membran zahtfivanych na 70 °C

byl trend opacny. Zvyseni koncentrace EO-Cer na 40 % vedlo ke zvySeni propustnosti
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utéto membrany (0,13 = 0,03 pg/cm*h) oproti kontrole (0,10 £ 0,02 pg/cm?/h).
Permeabilita membrany se slozenim EO-Cer:O-Cer 30:10 potom opét poklesla na

hodnotu blizkou kontrole (Obrazek 15).
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Obrazek 15. Permeacni parametry modelovych membran s naristajici koncentraci EO-Cer.
Cervené grafy zndazoriuji hodnoty membrdan pii 90 °C a modré grafy pii 70 °C. Hodnoty
jsou uvedeny jako primér vsech namérenych hodnot (n) £ SEM, n = 7. Hvezdicky znaci

statisticky vyznamné rozdily oproti kontrolnimu vzorku —p < 0,01 (**) ap < 0,05 (*).

U fluxu IND pro membrany s rostoucim mnozstvim EO-Cer jsme nezaznamenali
statisticky vyznamné zmény oproti kontrolnim membranam (pii 90 °C — 0,09 +
0,03 pug/cm?/h a pti 70 °C — 0,06 + 0,01 pg/cm?/h). Nejvétsi rozdil oproti kontrole byl
zaznamenan u membrany EO-Cer:O-Cer 40:0 pii 70 °C, u které doslo k nartstu

propustnosti.

Pti porovnani fluxti obou 1é¢iv je vidét, Ze predevSsim membrany piipravované pii
70 °C maji podobny trend v propustnosti pro ob¢ 1é¢iva. U membrany s obsahem
EO-Cer:0-Cer 30:10 pii 90 °C dochdzi u TH ke zlepSeni vlastnosti a u IND naopak
k velmi mirnému zhorSeni, tento rozdil bude nejspiSe zpiisoben odlisSnymi vlastnostmi
1é¢iv. Ptidavek 30 % EO-Cer (s 10 % O-Cer) vedl u vétSiny membran ke zlepSeni jejich

vlastnosti. Je ovSem zajimavé, Ze vliv pfidavku 40 % EO-Cer na membranu zavisi na
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teploté ptipravy, pii 90 °C mél ptidavek 40 % EO-Cer pozitivni vliv a naopak piti 70 °C
doSlo ke zhorSeni permeability. Pravdépodobné pii rozdilnych teplotach piipravy
membran dochazi k rozdilnému usporadani nadbytecného Cer EOS v membrané, coz

znacn¢ ovliviuje jeji charakteristiky.

Naméiené hodnoty TEWL u nésledujicich membran ptipravenych pii 90 a 70 °C
maji srovnatelné hodnoty jako kontrolni membréana (pti 90 °C — 9,69 + 0,72 g/h/m? a pii
70 °C — 8,88 + 0,75 g/h/m?), s vyjimkou membrany EO-Cer:O-Cer 30:10 pii 70 °C, kdy
doslo k statisticky vyznamnému (p < 0,05) poklesu ztraty vody na 6,51 + 0,30 g/h/m?.

Opét byl zaznamenan vliv teploty pfipravy na vlastnosti membran, membrany
ptipravované pii 70 °C mély (v porovnani s membranami pfipravenymi pii 90 °C) obecné
niz§i hodnoty fluxti 1é¢iv a TEWL, svyjimkou fluxu TH a IND u membrany
EO-Cer:O-Cer 40:0. Pridavek O-Cer ke 30 % EO-Cer mél opét pozitivni vliv na
propustnost membran, coz muze byt opét zpiisobeno zvySenym mnoZzstvim Cer
v membranach, avSak toto tvrzeni nemlzeme prokazat s jistotou, jelikoZz membrana
s obsahem 30 % Cer EOS (bez pridavku O-Cer) nebyla piipravena. Z téchto vysledka se
tedy na prvni pohled jevi, ze O-Cer nenaruSuji funkci EO-Cer (dokud jsou tyto

v membrané obsazeny v dostate¢né koncentraci).

U membran s narustem EO-Cer pti 90 °C doslo k extrémnimu nartstu elektrické
impedance oproti kontrole (103,80 + 21,00 kQ x cm?), a tedy k poklesu propustnosti
membrany pro ionty. Elektrickd impedance membrany EO-Cer:O-Cer 40:0 byla
401,60 + 74,51 kQ x cm?, coz je statisticky vyznamny nartist (p < 0,01). U membrany
EO-Cer:O-Cer 30:10 byla hodnota téz statisticky vyznamné zvySena (p < 0,05) na
336,40 = 48,96 kQ x cm?. Membrany s nariistem EO-Cer pfi 70 °C se vyrazné od
kontrolni membrany (124,70 + 33,49 kQ x cm?) neliily. SniZeni propustnosti membréan
pro ionty pii 90 °C opét z¢asti odpovida trendim zjisténym u fluxu TH, kdy doSlo také
k vyraznému poklesu propustnosti membran, ovSem neni mozné vylouciti jiné vlivy, jako

je tvorba domén, na kterou je méteni elektrické impedance citlivé.
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3.3.3 Permeabilita membran s obsahem EO a O-Cer blizkym fyziologickym

hodnotam

V nasledujici podkapitole jsou vyhodnoceny membrany s obsahem EO a O-Cer,
ktery vice odpovida fyziologickym koncentracim ve SC. Tyto membrany byly zahtivany
pti 70 °C, coz se v piedchozich experimentech ukézalo jako vyhodné&jsi nez zahiivani na
90 °C. Kontrolnimi membranami jsou ozna¢eny membrany bez obsahu O-Cer, tedy
membrany s obsahem EO-Cer 7,5 % a 10 %. Membrany pouzité v této kapitole 1épe
napodobuji kiizi pacientii s koznimi nemocemi (jako ichtydza), kdy kvuli defektu

biosyntézy dochazi ke kumulaci prekurzorti (O-Cer) a snizuje se koncentrace EO-Cer.

Flux TH kontrolni membrany EO-Cer:O-Cer 10:0 byl 0,12 + 0,01 pg/cm*h a
membrany EO-Cer:O-Cer 7,5:0 0,13 + 0,02 pg/cm*/h (Obrazek 16). Oproti kontrolnim
membrandm doslo u vSech nasledujicich membran ke zvySené propustnosti. Témét ke
dvojnasobnému nartstu doslo u membrany EO-Cer:O-Cer 3,75:3,75, nejednalo se ovSem

o statisticky vyznamny nartst.

Podobny trend byl sledovan i u fluxu IND, kde byla propustnost kontrolni
membrany s obsahem 10 % EO-Cer 0,07 + 0,01 pg/cm?/h a u membrany s obsahem 7,5 %
EO-Cer 0,09 + 0,02 pg/cm?h. Opét doSlo u nésledujicich membran ze zvySeni
propustnosti, kromé membrany s obsahem EO-Cer:O-Cer 0:7,5, u které doslo

k nepatrnému poklesu.

U porovnavanych membran nebyla oproti kontrolnim membrandm tvofena LPP,
coz muze byt pricinou zhorSené propustnosti membran. Je zajimavé, Ze vyrazné zhorSeni
nebylo pozorovano u membrany EO-Cer:O-Cer 0:7,5, u které dokonce u IND doslo 1 ke
zlepsSeni propustnosti, pfestoze neobsahovala Zadné EO-Cer a nebyla tedy tvofena ani

LPP.
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Obrazek 16. Permeacni parametry modelovych membrdan s obsahem EO a O-Cer blizkym

fyziologickym hodnotam. Hodnoty jsou wuvedeny jako primér vsSech namérenych

hodnot (n) + SEM, n = 6. Hvezdicky znaci statisticky vyznamné rozdily oproti kontrolnimu

vzorku —p < 0,01 (**) a p < 0,05 (*). Cerné sloupce oznacuji kontrolni membrany.

Ztrata vody pies membranu kontrolniho vzorku EO-Cer:O-Cer 10:0 byla
5,62 £ 0,44 g/h/m?au EO-Cer:O-Cer 7,5:0 byla 6,73 £ 0,44 g/h/m?. U ostatnich membran
doslo k narastu ztraty vody, kromé€ membrany EO-Cer:0-Cer 3,75:3,75, u které doslo
k velmi mirnému poklesu. Zadna ze zmén oviem nebyla statisticky vyznamna. Hodnoty
ztrat vody pomérné hezky koreluji s vysledky fluxt 1é¢iv a pravdépodobné bude zhorSeni

vlastnosti téchto membran souviset s chybé&jici LPP.

Negativni vliv O-Cer na bariérové vlastnosti u téchto membran vyplyva z toho, Ze

jejich pifitomnost snizuje koncentraci EO-Cer pod ur€itou Uroven, kterd je nezbytna pro
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tvorbu LPP, bez které dochdzelo u membran v predchozich experimentech (az na

vyjimky) ke zhorSeni propustnosti membran.

Kontrolni membrana EO-Cer:O-Cer 10:0 méla hodnotu elektrické impedance
7838 + 7.67 kQ x cm? a membrana EO-Cer:0-Cer 7,5:0 méla hodnotu
454,40 + 62,46 kQ x cm?. U membran s obsahem EO-Cer:O-Cer 5:5 a 0:10 doslo
k nartistu hodnot oproti kontrole, nartist u membrany 0:10 je statisticky vyznamny
(» <0,01). Naopak u membran s obsahem EO-Cer:0-Cer 3,75:3,75 a 0:7,5 doslo oproti
kontrole k mirnému poklesu (ale hodnoty jsou velmi podobné). Divod takto velkého

rozdilu hodnot mezi kontrolami v tuto chvili nedokazeme dostate¢n¢ objasnit.

3.4 IR spektroskopie

IR spektroskopie slouzi ke studiu mikrostruktury membran. Pomoci méfeni byla
sledovana konformace lipidovych fetézct a jejich lateralni uspotfadani. Vystupem méfeni
byla spektra zavislosti reflektance na vinoctu, kterd byla vyhodnocena a nasledné byly do
grafil na nasledujicim obrazku (Obrazek 17) vyneseny vybrané parametry modelovych
membran, u kterych byly EO-Cer zaménény za O-Cer. Tyto membrany byly opét

ptipravovany pii 90 °C (Cervené) a 70 °C (modré).

Posun polohy maxima valen¢ni vibrace u membrany EO-Cer:O-Cer 0:20 do
vysSich hodnot vinoctu oproti membrané EO-Cer:O-Cer 20:0 znaci niz8i usporadanost
celého systému, a tedy i1 niz§i velikost pfitazlivych sil lipidovych fetézci v této
membrang. Tento efekt se projevil jak u membran pfipravovanych pii 90 °C (nartst
o priblizné 0,25 cm™!), tak i u membran piipravovanych pii 70 °C, avsak zde nebyl tento
efekt tak patrny. Nizsi uspotadanost lipidovych fetézcl pii zameéné EO-Cer za O-Cer se
odrazi 1 do vysledka fluxi 1é¢iv, a predev§im u membrany ptipravované pii 90 °C,
u kterych doslo ke statisticky vyznamnému nartastu fluxit TH 1 IND. Posun hodnot
maxima valen¢ni vibrace byl zaznamenan i pfi studii lipidd klize u pacientl s atopickou

dermatitidou a souvisi tedy se zhor$enim bariérové funkce kiize.*’
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Poloha valenéni vibrace, 32 °C
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Obrazek 17. Vyhodnoceni IR spektroskopie modelovych membran s obsahem
EO-Cer:0-Cer 20:0 a 0:20. Cervené grafy zndzorituji hodnoty pro membrany pripravované
pri 90 °C a modré grafy pri 70 °C. Hodnoty jsou uvedeny jako priimér vsech namérenych

hodnot (n) = SEM, n = 2.

Vymizeni dubletu kolébavé vibrace pii dané teploté znaci prechod z tésnéjsiho
orthorhombického uspotadani jednotlivych lipidovych domén, které tvoii kvalitnéjsi
bariéru, do volné¢jSiho hexagonalniho uspotaddni. Jednd se zde o termodynamickou
stabilitu téchto domén. S timto souvisi Sitka dubletu niizkové vibrace (pocitana jako
rozdil hodnot vino¢tu dvou maxim ntizkové vibrace pii fyziologické teploté 32 °C), ktera
indikuje velikost vznikajicich lipidovych domén a koreluje s kvalitou bariérovych
vlastnosti téchto membran.>® U membrany EO-Cer:O-Cer 0:20 byla zaznamenéna vy3si
hodnota teploty, pti které¢ dochazi k ptechodu do volné¢jsiho uspotfadani a tato membrana
ma tedy vyssi termodynamickou stabilitu pfitomnych lipidovych domén. Pfi¢inu tohoto
efektu mizeme hledat v fetézcich linolové kyseliny, které obsahuji dvé dvojné vazby
v cis uspotradani a které obecné zvySuji neusporddanost této ¢asti EO-Cer. Membrana,
kterd obsahovala pouze O-Cer bez fetézct linolové kyseliny méla v tomto ptipadé dle
o¢ekavani tranzici do hexagonalniho uspotadani pii vyssi teploté. Sitka niizkové vibrace
u membrany EO-Cer:O-Cer 20:0 byla niZsi, coz indikuje, Ze fetézce linolové kyseliny
vnasi do této membrany urcitou neuspotradanost a tim dochazi ke tvorbé menSich

lipidovych domén.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité materialy a chemikalie

EO-Cer a O-Cer (Cer EOS, Cer EOP, Cer EOdS Cer OS, Cer OP, Cer OdS) byly
pfipraveny na Katedie organické a bioorganické chemie dle publikovaného postupu.®!
Velmi dlouhé Cer (Cer NS, Cer AS, Cer NdS, Cer AdS, Cer NP a Cer AP) byly zakoupeny
od firmy Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). MK (kyselina palmitova, stearova,
arachidova, behenova a lignocerova), Chol, CholS, TH, IND, gentamycin sulfat,
propylenglykol, komponenty pro ptipravu pufru a rozpoustédla byly zakoupeny od firmy
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Schnelldorf, Némecko). Vsechna rozpoustédla byla
v analytické nebo HPLC kvalité. Voda byla ciSténa pouzZitim filtracniho systému

Millipore Q systém (Merck Millipore, Billarica, MA).

4.2 Priprava lipidovych smési

Aby bylo mozné sledovat, jak pfitomnost O-Cer ovliviiuje bariérove vlastnosti a
mikrostrukturu SC, bylo potieba pfipravit lipidové smési s obsahem téchto Cer, které se
nasledné nanaseji na podklad, a ptedstavuji tak mezibunécné prostiedi SC. Nejprve byly
piipraveny smési lipidi, které byly tvofeny MK, Cer a Chol, s pfidavkem Chol-sulfatu
(CholS), ktery tvoftil 5 % z celkové hmotnosti.

MK byly tvofeny smési v nasledujicim zastoupeni: 1,3 % kyselina palmitova
(C16), 3,3 % kyselina stearova (C18), 6,9 % kyselina arachidova (C20), 47,1 % kyselina
behenova (C22) a 41,4 % kyselina lignocerova (C24). Toto sloZeni bylo zvoleno na
zakladé zastoupeni MK ve SC.3? Navazené MK byly smichany a nasledné rozpustény ve
smési hexan: 96% ethanol v poméru 2:1 (v/v), aby vznikla homogenni smés.
Rozpousteédlo bylo odstranéno proudem dusiku a dosuSeno v exikatoru nad parafinem a

P>0:s.

Cer byly tvotfeny tfemi skupinami — smési EO-Cer, smési O-Cer a smési velmi
dlouhych Cer, jejichZz poméry se mezi jednotlivymi vzorky liSily. Smés EO-Cer byla
ptipravena z 77,8 % EOS, 16,7 % EOP a 5,5 % EOdS. Smés O-Cer obsahovala 77,8 %
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0S8, 16,7 % OP a 5,5 % OdS. Smés velmi dlouhych Cer byla tvotena 8,1 % NS, 25,9 %
AS, 8,9 % NdS, 1,4 % AdS, 25,3 % NP a 30,4 % AP. Zastoupeni jednotlivych Cer opét
bylo voleno tak, aby odpovidalo slozeni Cer ve SC.!?* Navazky jednotlivych smési byly,
shodné jako u smési MK, smichany, rozpustény ve smési hexan: 96% ethanol v poméru

2:1 (v/v) a nasledn¢ bylo rozpoustédlo odpaieno.

V dalsim kroku bylo potieba pfipravit lipidové smési pro jednotlivé vzorky.
Kontrolni vzorek byl ptipraven jako ekvimolarni smés MK, Cer a Chol, s pfidavkem
CholS. Cer frakce v tomto ptipadé obsahovala 80 % velmi dlouhych Cer a 20 % EO-Cer
(kontrolni vzorek u membran s nefyziologicky zvySenym obsahem EO a O-Cer).
V dalSich vzorcich pak byly pouzity rizné poméry EO-Cer a O-Cer, ptipadné i velmi
dlouhych Cer (Tabulka 1).

Jednotlivé slozky byly rozpustény ve smési hexan: 96% ethanol v poméru 2:1
(v/v) a nasledné do vzorki bylo pfeneseno mnozstvi odpovidajici danému
procentudlnimu zastoupeni. Rozpoustédlo bylo opét odpateno pomoci dusiku a vzorky

dosusSeny v exsikatoru (parafin, P2Os).

Membrany s nefyziologicky zvySenym Membrany s obsahem EO a O-Cer blizkym
obsahem EO a O-Cer fyziologickym koncentracim
EO-Cer O-Cer velmidlouhé EO-Cer O-Cer velmi dlouhé
Cer Cer
20 % 0% 80 % 10 % 0 % 90 %
20 % 10 % 80 % 5% 5% 90 %
20 % 20 % 80 % 0% 10 % 90 %
40 % 0% 80 % 7.5 % 0 % 92,5 %
30 % 10 % 80 % 3,75 % 3,75% 92,5 %
0 % 20 % 80 % 0% 7,5 % 92,5 %

Tabulka 1. Poméry ceramidu pro pripravu modelovych membran.

40



4.3 Priprava modelovych lipidovych membran
Lipidové smési byly opét rozpustény ve smesi hexan: 96% ethanol v poméru 2:1
(v/v) na vyslednou koncentraci 4,5 mg/ml. Pro podporu rozpousténi byly vialky ponotfeny

do ultrazvukové lazné.

Modelové membrany pro permeacni pokusy byly vytvofeny nastfikovanim lipidi
na podkladové polykarbonatové filtry Nucleopore s pory o velikosti 0,015 um (Whatman,
Kent, Velka Britanie). Nejprve bylo potieba filtry upravit na velikost 1,5 x 1,5 cm. Po
aktivaci ve smési hexan: 96% ethanol v poméru 2:1 (v/v) a vysuseni na filtranim papite
v Petriho misce, byly filtry upevnény do kovovych drzdk s kruhovym otvorem

o pruméru 1 cm.

Nastiikovani bylo provedeno pomoci proudu dusiku na Linomatu V (Camag,
Muttenz, Svycarsko). Pro tyto tidely byl Linomat upraven a nastaven tak, aby nastiiknuta
plocha byla o velikosti 1 cm?. Na kazdou membranu bylo pomoci stiikacky aplikovano
ttikrat 100 pl roztoku lipidd, ovSem vzdy pied novou vrstvou byla membrana pootoc¢ena
0 90 stupiit, aby byl ndnos rovnomérny. Na jednu membranu bylo pouzito 1,35 mg lipidd.
Pro nastaveni nastfikovani byl pouzit program winCATS. Membrany byly uchovavany

v mrazéku pii teploté —20 °C.

Pro zméteni IR spektroskopie a XRD byly lipidy nastiiknuty stejnym zpiisobem
jako pro permeacni pokusy, ovSem misto pokladového filtru bylo pouZito kryci sklicko
o rozméru 22 x 22 mm (nastiikovana plocha 1 cm? v kovovém drzaku o priméru otvoru

1 cm). Pro IR spektroskopii 1 XRD bylo od kazdého vzorku ptipraveno po dvou sklickach.

Takto pfipravené membrany (na polykarbonatovych filtrech i na sklickach) byly
zahiivany v elektrické troubé po dobu 10 minut na 90 nebo 70 °C, coz je teplota nad
hodnotou teploty fazového ptechodu téchto lipidovych smési. Poté jsme je nechali
pomalu chladnout (pfes noc), ¢imz jsme dosdhli vzniku lamelarni struktury. Nasledné

jsme je inkubovali v termostatu pfi teploté 32 °C.
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4.4 Permeacni pokusy

Pro provedeni permeacnich pokust byly nejprve umistény membrany do
Franzovych diftznich cel. Permeabilita membran byla popsdna pomoci nasledujicich
méieni, tzv. permeacnich parametri — TEWL, elektrickd impedance a kumulativni
mnozstvi 1é¢iva proslého pres membranu. Tyto méfeni nam davaji informaci o vlivu
O-Cer na bariérové vlastnosti modelovych lipidovych membran, diky ¢ehoz se nepiimo

da studovat jejich vliv na bariérovou funkci SC.

4.4.1 Franzovy difazni cely

Franzovy difuzni cely jsou vyrabény z borosilikatového skla. Jedna se o dvoudilné
cely tvofené vrchni (donorovou) a spodni (akceptorovou) Casti, mezi které se vklada
modelova membréna v teflonovych drzacich s difuzni plochou 0,5 cm?. Nastiikané lipidy
smétuji smérem nahoru. Donorova ¢ast cely je ve tvaru dutého vélce a slouzi naptiklad
k aplikaci roztoku lé¢iva na membranu. Akceptorova ¢ast cely je valcovitd, mé uzaviené
dno a je opatena raménkem, které slouzi k odebirani vzorkii. Do této ¢asti se vklada také
michadlo, které zajist'uje neustalé promichavani pfitomného roztoku. Slozené cely jsou

zajiStény pomoci gumicek.

Akceptorova ¢ast cel byla naplnéna 10 mM izotonickym fosfatovym pufrem
opH= 7,4 spfidavkem gentamycinu o koncentraci 50 mg/l, pfesny objem byl
u jednotlivych cel zaznamenan a pouZit pii vypoctech. Nasledné byly cely vloZeny do
termostatované vany s vodou o teploté¢ 32 °C (opatfené¢ vicemistnou magnetickou
michackou), kde byly pfes noc ponechany, aby se ustélila teplota akceptorové faze a aby
se membrany hydratovaly. Tyto podminky (teplota 32 °C, pH pufru 7,4) napodobuyji

pfirozené podminky povrchu kiize.

4.4.2 Meéfeni ztraty vody pies membranu
Pro méfeni ztraty vody pies membranu byl pouzit piistroj AquaFlux AF200 (Biox

Systems Ltd, Londyn, Velka Britanie), ktery se vyuziva pfi méfeni TEWL. Tento
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permeacni parametr udava mnozstvi vody, které projde pies jednotku plochy (modelové

membréany ¢&i kiize) za jednotku ¢asu [g/h/m?].

Béhem méieni byla z jednotlivych Franzovych cel postupné sejmuta donorova
¢ast a k membrané v teflonovému drzaku pfiloZena hlava sondy. Méfeni trvalo, dokud
nedoslo k ustaleni hodnoty, ktera byla nésledné zaznamenéana. Cely byly pak opét
sestaveny a vraceny do vodni lazn€. Pro kazdou membranu byly hodnoty zméieny

dvakrat.

Me¢éfteni probihalo po celou dobu za ptiblizné stejné teploty (2628 °C) a relativni
vlhkosti vzduchu (3639 %)

4.4.3 Meéfeni elektrické impedance

Elektricka impedance [kQ x cm?], ktera uddva propustnost membrany pro ionty,
byla métena pomoci ptistroje LCR 4080 (Conrad Electronic, Hirschau, Némecko), ktery
byl nastaven v paralelnim reZimu se stfidavou frekvenci 120 Hz. M¢fici rozsah piistroje

je od 20 Q do 10 MQ, méteno v k€, s chybou v hodnotach kQ mensi nez 0,5 %.

Pfed samotnym méfenim bylo na kaZdou membranu aplikovano 500 pl
fostatového pufru o pH = 7,4 a nechéno alespon jednu hodinu ustalit. Soucasti ptistroje
jsou dvé nerezové sondy, kdy jedna z nich se vkladd raménkem do akceptorové Casti a
druha je ponofena do kapky pufru na membrané, ¢imz dojde k uzavieni elektrického
obvodu a probihd méteni. Naméfené hodnoty z displeje byly postupné u v§ech membran
zaznamenavany. Kazdd membrana byla proméfena dvakrat. Po dokonceni méteni byl

pomoci celulozového tamponku opatrné odstranén pufr.

4.4.4 Meéreni permeability membran pomoci modelovych 1é¢iv

4.4.4.1 Modelova léciva
Jelikoz permeabilita membran neni pro vSechny typy latek stejnd, byly pouzity

jako modelova lé€iva latky s odliSnymi fyzikalnimi vlastnostmi — TH a IND.
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TH (Mw = 180,164 g/mol, log P ~ 0) reprezentoval latky polarnéjsi s mensi
molekulovou hmotnosti. IND (Mw = 357,787 g/mol, log P ~ 4,3) naopak ptedstavoval

latku lipofiln€jsi s vétsi molekulovou hmotnosti.

Léciva jsme pouzivali ve formé suspenze, ktera byla pfipravena navazenim 1é¢iv
a naslednou suspendaci v 60% vodném roztoku propylenglykolu. Takto byla ptipravena
5% (m/v) suspenze TH a 2% (m/v) suspenze IND. Pfed pouzitim byly ob& suspenze

dikladn¢ promichany pomoci vortexu.

4.4.4.2 Vlastni permeace

Do donorové casti Franzovych cel bylo na kazdou modelovou membranu
aplikovéano 100 pl suspenze 1é¢iva. Poté byl kazdé dvé hodiny od aplikace 1é¢iva odebiran
raménkem z akceptorové ¢asti z kazdé cely vzorek o objemu 300 pl, tento objem byl
nasledn¢€ doplnén Cistym fosfatovym pufrem. Vzorky byly z kazdé cely odebirany celkem

petkrat, tedy po 2, 4, 6, 8 a 10 hodinach.

Takto byla nejprve provedena permeabilita pro TH. Po odebrani posledniho
vzorku byl ve vSech celach vyménén fosfatovy pufr, z membran byl vymyt zbytek TH a
opatrn€ byly vysuSeny. Cely byly opét vraceny do vodni 1azné€ a nechala se pfes noc ustalit
teplota akceptorové faze. Nasledujici den bylo celé méteni opakovéno i pro IND stejnym

zplisobem.

4.4.4.3 Podminky HPLC analyzy

Mnozstvi 1éCiva [ug], které proslo pfes membranu, bylo vypocteno z koncentrace
zjiSt€né pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) a objemu pufru ve
Franzovych celach. Zjisténé mnozstvi 1é¢iva ve vzorcich bylo v zavislosti na case

vyneseno do grafu a ze smérnice piimky jsme odeéetli hodnotu fluxu 1é¢iva [ug/cm?/h].

Pro HPLC analyzu byl pouzit pfistroj Shimadzu Prominence (Shimazdu, Kyoto,
Japonsko). Pfistroj je slozen zpumpy LC-20AD s odplynovacem DGU-20A3,
autosampleru SIL-20A HT, termostatu kolony CTO-20AC, diodového detektoru
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SPD-M20A a komunika¢niho modulu CBM-20A. Pro analyzu dat byl pouzit software
LCsolutions 1.22.

Analyza vzorkii s TH byla provedena pomoci reverzni faze na koloné
LiChroCART 250-4 (LiChrospher 100 RP-18,5 um, Merck, Darmstadt, Némecko) pfi
35°C s pouzitim mobilni fize methanol/0,1 M NaH>POs v poméru 4:6 (v/v) pfi
pratokové rychlosti 1,2 ml/min. Na kolonu bylo nastfiknuto 20 ul vzorku. M¢feni
absorpce ultrafialového (UV) zatfeni bylo provedeno pfi vinové délce 272 nm, retencni

¢as TH byl 3,2 = 0,1 min.

Vzorky obsahujici IND byly analyzovany na kolon€¢ LiChroCART 250-4
(LiChrospher 100 RP-18,5 um, Merck) s pouzitim mobilni faze acetonitril/voda/kyselina
octova v poméru 90:60:5 (v/v/v) pti prutokové rychlosti 2 ml/min. Na kolonu nahtatou
na 40 °C bylo nastiiknuto 100 pl vzorku. Méteni UV absorpce bylo provedeno pii vinové
délce 260 nm, retencni cas IND byl 3,1 = 0,1 min.

4.5 Vyhodnoceni dat IR spektroskopie

InfraCervend spektra byla zaznamenana pomoci pfistroje Nicolet 6700
spektrometr (Thermo Scientific, USA), ktery je vybaven MIRacle ATR ZnSe krystalem
(PIKE Technologies, Madison, USA). Jednotlivé vzorky byly prométeny pii teplotach od
28 do 100 °C, kdy kazdé 2 °C bylo zaznamendno IR spektrum. IR spektra jsme
vyhodnotili pomoci softwaru Bruker OPUS.

4.6 Vyhodnoceni dat XRD

Samotné méfeni bylo provedeno na zaklad€ spoluprace na pracovisti Vysoké
Skoly chemicko-technologické v Praze. Poslané vzorky byly méteny pomoci praskového
difraktometru X'Pert PRO 66 (PANalytical B.V., Almelo, Nizozemsko) s CoKa zafenim
(A=1,7903 2\, U=35kV, =40 mA) v upravenych drzacich vzorki v uhlovém rozsahu
0,6-30° (20). Ziskana data byla vyhodnocena pomoci softwarového balicku X'Pert Data
Viewer (PANalytical B. V., Almelo, Nizozemsko).
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4.7 Statisticka analyza dat

Data jsou prezentovana jako aritmeticky primér + stiedni chyba priméru (SEM).
Pro vyhodnoceni dat byla pouzita analyza rozptylu (ANOVA) s Dunnettovym testem (na
hladin¢ pravdépodobnosti p < 0,05).
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5. ZAVER

Cilem préce bylo zjistit vliv pritomnosti O-Cer na mikrostrukturu a permeabilitu
modelovych membran. K hodnoceni mikrostruktury bylo pouzito XRD a IR
spektroskopie a pro hodnoceni permeability bylo pouzito méteni fluxii 1é¢iv, TEWL a
elektricka impedance. Sledovali jsme také vliv teploty pfipravy modelovych membran na

jejich vlastnosti.

Pfitomnost O-Cer v membranach s nefyziologicky zvySenym obsahem EO a
O-Cer ptipravenych pii 90 °C zplsobila, az na vyjimky, zlepSeni bariérovych vlastnosti
téchto membran (snizeni hodnot fluxii 1é¢iv a pokles ztrat vody pfes membranu). U téchto
membran nevedlo totiz pfidani O-Cer ke snizeni koncentrace EO-Cer, proto byla
struktura téchto membran tvofena kromé SPP a fazi separované¢ho Chol i LPP, pro jejiz
tvorbu je zasadni dostatecné mnozstvi EO-Cer. V ptipad¢, kdy doslo k zaméné veskerych
EO-Cer za O-Cer, tak byla permeabilita membran vyrazné€ narusena. U t€chto membran
byla misto LPP nalezena jina lameldrni faze s kratkou periodicitou, coz by mohlo byt
diivodem zhorSené permeability. U membran s nefyziologicky zvySenym obsahem EO a
O-Cer pfiipravenych pii 70 °C byly zaznamenany ziejmé rozdily oproti membrandm
pfipravenym pii 90 °C. Struktura téchto membran byla tvofena pouze LPP a fazi
separovaného Chol. Permeabilita membran se oproti kontrolnim membranam pf#ili§
neliSila. Zasadni rozdil byl ovSem zaznamendn u membran, kde byly EO-Cer zcela
zaménény za O-Cer. U téchto membran nedoslo k vyraznému narlstu permeability jako
u membran piipravovanych pii 90 °C, ale hodnoty se pohybovaly okolo hodnot kontrol.
Tyto membrany ve své struktufe misto LPP obsahovaly MLP, ktera zde nejspise funkci
LPP zastoupila. Membrany pfipravené pii 70 °C obecné vykazuji niz$i hodnoty fluxt
1é¢iv a TEWL, coz znamena, ze zahtivani na niz$i teplotu ma vliv na uspotadani lipidi i

na bariérové vlastnosti membran.

Jelikoz se zahtivani membran na 70 °C projevilo jako vyhodnéjsi, tak byla tato
teplota pouzita 1 pfi piipravé membran s obsahem EO a O-Cer blizkym fyziologickym
koncentracim. U téchto membran byla zjiSténa minimalni koncentrace EO-Cer pro tvorbu
LPP — a to 7,5 %. Pokud doslo k ¢astecné ¢i uplné zameéné EO-Cer za O-Cer a obsah
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EO-Cer byl nizsi nez 7,5 %, tak doslo (az na vyjimky) opét ke zhorSeni bariérovych
vlastnosti (zvyseni fluxti [éCiv a vEtsi ztraty vody pfes membranu). Domnivame se, Ze za
timto poskozenim opét stoji neptitomnost LPP. OvSem oproti pfedchozim membranam
s nefyziologicky zvySenym obsahem EO a O-Cer zde nebyly zmény tolik vyrazné. Nebyl
zde zaznamenan ani stejny vliv teploty pfipravy na organizaci lipidi jako u membran
s nefyziologicky zvySenym obsahem EO a O-Cer pii 70 °C (kde byla nalezena pouze
LPP), jelikoz zde doslo i1 k tvorbé SPP. Na organizaci lipidi v modelovych membranach

ma tedy kromé teploty velky vliv i celkové sloZzeni membran.

Jednim z dvodi, které mohou vést k naruseni kozni bariéry a k rozvoji riznych
projevi koZnich onemocnéni, je nedostate¢na tvorba LPP z diivodu poruchy biosyntézy
EO-Cer, ktera vede k poklesu koncentrace EO-Cer a k nahrad¢ za jejich prekurzory.
Zmeény ve slozeni lipida predstavuji pouze ¢ast podstaty koznich onemocnéni a diivodi
vedoucich ke zhorSeni kozni bariéry existuje mnohem vice, proto je potieba studovat tyto

onemocnéni komplexné.
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6. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ARCI autozomalné¢ recesivni vrozené ichtydzy
Cer ceramid(y)

CLE korneocytalni lipidové obalka

EO-Cer acylceramidy

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
Chol cholesterol

CholS cholesterol-sulfat

IND indometacin

IR infracervena spektroskopie

LPP dlouhd lamelarni faze

MK mastné kyseliny

MLP stiedni lameléarni faze

O-Cer o-hydroxylované ceramidy

PNPLAT1 patatin-like phospholipase domain containing 1
SC stratum corneum

SEM standardni chyba priméru

SG stratum granulosum

SPP kratka lamelarni faze

TEWL transepidermalni ztrata vody

TH theofylin

UV ultrafialové zareni

XRD rentgenova praskova difrakce
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