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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biofyziky a fyzikalni chemie

Posluchaé: Terezie Sustrova
Skolitel: Mgr. Petra Pullmannova, Ph.D.

Nézev diplomové prace: Vliv struktury ceramidu na chovani tenkych lipidovych filmi

jako modelt kozni bariéry

Kozni bariéra je esencidlni pro pieziti clovéka na sousi, je umisténa v nejvrchnéjsi
vrstvé kaze, stratu corneu (SC). SC se skladd z korneocytli, které jsou obklopené
oligolamelarni lipidovou matrix. Hlavnimi slozkami lipidi SC jsou ceramidy (Cer),
mastné kyseliny (MK) a cholesterol (Chol). Ve SC se nachazeji v poméru 1:1:1. Tento
pomér je nezbytny pro homeostazu epidermis. Jakékoliv zména v tomto poméru vede
k naruseni bariérové funkce, napt. k rozvoji atopické dermatitidy nebo psoriazy. Tyto
lipidy brani nadmérnému Ubytku vody ztéla a vniknuti nezddoucich latek z vnéjsiho

prostredi do téla.

Lipidovéa matrix tvoii v kizi typické lamelarni uspotadani. Lipidy tvofi struktury
s dlouhou lamelarni fazi - LPP (z anglického - long periodicity phase)
(d ~ 13 nm), s kratkou lamelédrni fazi - SPP (z anglického - short periodicity phase)
(d ~ 6 nm) a fazi separované¢ho Chol (d ~ 3,4 nm). Molekuly jsou navzajem organizovany
v laterdlnim uspofadani, které muze byt orthorombické, hexagonalni nebo kapalné

neuspofadané.

Cer patii do skupiny sfingolipidl. Jedna se o velmi heterogenni skupinu lipidd.
Do této doby bylo objeveno 15 podtiid Cer. Jsou rozdélovany podle toho, zda obsahuji
sfingosin (S), dihydrosfingosin (dS), které jsou typické pro eukaryotick¢ bunky,
fytosfingosin (P) nebo 6-dihydrosfingosin (H) specificky pro epidermis.

Cilem této prace bylo pfipravit modelové membrany obsahujici smés Cer (NS,

NdS nebo NP), MK a Chol a zjistit, zda ma struktura Cer efekt na vlastnosti nanesenych



tenkych filmt. Déle byl studovan vliv tepelné Gpravy (zahtati vzorkli na teplotu tani

a nasledné ochlazeni) a ptitomnost vody pfi tepelné tiprave.

Periodicka struktura vzorkii a konformacni a molekularni uspofadani lipida
ve vzorcich bylo néasledné zkoumano pomoci rentgenové difraktometrie
(XRD - zanglického X-Ray Diffractometry), Ramanovy mikrospektrometrie
a infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR - z anglického Fourier

transformed infrared spectroscopy).

Souc¢asti standardniho protokolu na pfipravu modeld je jejich zahfati
nad teplotu hlavniho fazového ptechodu a nasledné pomalé ochlazeni na laboratorni
teplotu (tepelna tuprava, zanglického annealing). Pfi experimentu bylo zjisténo,
ze lipidy tvoii pravidelné struktury jiz pted tepelnou tpravou. Na vznik téchto struktur
a jejich periodicitu mé vliv struktura pfitomného Cer. Tepelna uprava ma také vliv
na tyto struktury, jejich periodicitu pfevazné prodluzuje. Bylo zjisténo, ze v lipidovych
smésich se vyskytuje orthorombické uspofadani fetézcl, pficemz jsme nepozorovali
signifikantni vliv tepelné upravy nebo zpisobu jejiho provedeni na lateralni usporadani
fetézcl. Bylo zjisténo, ze zahtati ma vliv na mezimolekularni interakce mezi polarnimi
skupinami  Cer. = Na  zdklad¢  naSich  vysledki  vznikla  hypotéza,
ze pred zahfatim prevladaji v modelech hydrofobni interakce fetézci. Zmeény
ve spektrech po tepelné upravé piipisujeme zapojenim se dalSich interakci (vodikovych

mustk®) mezi polarnimi hlavami Cer.
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Title of Diploma Thesis: The effect of ceramide structure on the behavior of thin films

modeling the skin barrier

The skin barrier is essential for human survival on dry land, it is located
in the uppermost layer of the skin, in the stratum corneum (SC). SC consists
of corneocytes that are surrounded by an oligolamellar lipid matrix. The main
components of the SC lipids are ceramides (Cer), fatty acids (FFA) and cholesterol
(Chol). They are found in the SC in a ratio of 1:1:1. This ratio is essential for epidermal
homeostasis. Any change in this ratio may lead to disruption of the barrier function, e.g.
to the development of atopic dermatitis or psoriasis. These lipids prevent excessive loss
of water from the body and the entry of undesired substances from the external

environment into the body.

The lipid matrix forms a typical lamellar arrangement in the skin. Lipids form
structures with a long periodicity phase - LPP (d ~ 13 nm), with a short periodicity phase
- SPP (d ~ 6 nm) and a separated Chol phase (d ~ 3,4 nm). The molecules are organized
with each other in a lateral arrangement that can be orthorhombic, hexagonal, or liquid

disordered.

Cer belong to the group of sphingolipids. This is a very heterogenous group
of lipids. By this time, 15 subclasses of Cer had been discovered. They are divided
according to whether they contain sphingosine (S), dihydrosphingosine (dS),
which are typical for eukaryotic cells, phytosphingosine (P), or 6-dihydrosphingosine (H)

specific to the epidermis.

The aim of this work was to prepare simple model membranes containing



a mixture of Cer (NS, NdS or NP-type), FFA and Chol and to find out whether Cer
structure has an effect on the properties of the deposited thin films. The effect of annealing
(heating the samples over the melting temperature and subsequent cooling down)

and the presence of water during annealing were also studied.

Periodical structure of samples, the conformational order, and the molecular
arrangement of the lipids in the samples were investigated using X-ray diffractometry
(XRD), Raman microspectrometry and Fourier transformed infrared spectroscopy

(FTIR).

During the experiment, it was found that lipids form regular structures
even before annealing. The formation of these structures and their periodicity was
influenced by the structure of the Cer present in the model. Annealing in the presence
of water effected these structures, wusually prolonging their periodicity.
The orthorhombic arrangement of chains was detected in the lipid mixtures.
The significant effect of annealing and the presence of water on the lateral arrangement
was not observed. Temperature was found to affect the interactions of the chains
predominate in the molecular ordering before heating. The intermolecular interactions
between the polar heads of Cer (hydrogen bonds) seem to be more involved in the lipid

ordering after annealing.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CE - korneocytarni obalka (z angl. corneocyte envelope)

Cer - ceramid/ceramidy

CLE - korneocytarni lipidova obalka (z angl. corneocyte lipid envelope)
Chol - cholesterol

CholS - cholesterol-sulfat

FFA - free fatty acids

FTIR - infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (z angl. Fourier

transformed infrared spectroscopy)

LPP - dlouha lamelarni faze (z angl. long periodicity phase)
MK - mastna kyselina/mastné kyseliny

SC - stratum corneum

SPP - kratka lamelarni faze (z angl. short periodicity phase)

XRD - rentgenova difraktometrie (z angl. X-Ray Diffractometry)

12



SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1: Stavba ktze. Lidska ktze se sklada ze tii vrstev - hypodermis, dermis a

epidermis. PTevzato a UPTaveno Z . ............ccoceeveveiiveuieieiiieieeeeeeeeeeeeetee et 19

Obrazek 2: Epidermis. Nejsvrchnéjsi vrstva kiize se sklada z péti podvrstev. Konkrétné
se jednd o stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum

(nepiitomné v tenké kiizi) a SC. Pievzato a upraveno z*.............ccoeeeveveeverevereneenenennan. 20

Obrazek 3: Struktura a nazvoslovi Cer. Cer jsou tvofeny sfingoidni bazi a acylovym

fetézcem, které jsou spojeny amidovou vazbou. Pfevzato a upraveno z'°. .................... 23

Obrazek 4: Obrazek z kryoelektronové mikroskopie ukazujici oblast mezi dvéma
korneocyty. Z obrazku je zfejmé, ze mezi dvéma korneocyty je jen velmi mélo lipidovych

VISTEV. PEEVZALO Z22. .ot e et e e e e et e et e e et e e e e et e s eeeeaeeseeeeeeseneeneeens 24

Obrazek 5: Charakteristicka stavba SC. SC je organizované podle modelu "bricks and
mortar". Blize je zobrazena oblast lipidové matrix s charakteristickou lamelarni
organizaci. Lipidy mohou byt v orthorombické, hexagonalni nebo neuspotadané kapalné

lateralni organizaci. Pfevzato a upraveno z!0.............ccoovvirieieieiinieeecceeees 25

Obrazek 6: XRD difraktogramy vzorkli s Cer NS pied zahfivanim. Mfizkové cary
odpovidaji periodicité 5,3 nm. Hvézdicka oznacuje polohu pikli separovaného Chol.

Jednotlivé difraktogramy jsou vzajemné posunuty podél osy y pro lepsi ndzornost...... 35

Obrazek 7: XRD difraktogramy vzorkl s Cer NS po zahtivani bez vody (¢ernd) nebo s
vodou (modrd). Mrizkové Cary odpovidaji periodicité¢ 5,3 nm. Hvézdicka oznacuje
polohu pikt separované¢ho Chol. Jednotlivé difraktogramy jsou vzajemné posunuty podél

OSY Y PIO 1€PST NAZOTNIOSE. ....eoiiieiieiiieiieeie ettt ettt s e e e 37

Obrazek 8: XRD difraktogramy vzorkli s Cer NdS pfed zahifivanim. Mfiizkové cary
odpovidaji periodicit¢ 5,23 nm (plnad ¢ara) a 4,49 nm (pierusovana ¢ara). Hvézdicka
oznacuje polohu pikd separovaného Chol. Jednotlivé difraktogramy jsou vzajemné

posunuty podél 08y y pro 1epSi NAZOTNOSE. .....cc.eeruieiiiiriieeiieie e 39

Obrazek 9: XRD difraktogramy vzork s Cer NdS po zahtfivani bez vody (Cernd) a s
vodou (modra). Plné miizkové Cary odpovidaji periodicité¢ 5,37 nm a pteruSované

miizkové ¢ary 4,65 nm. Hvézdicka oznacuje polohu pika separovaného Chol. Jednotlivé

13



difraktogramy jsou vzajemné posunuty podél osy y pro lepsi ndzornost....................... 41

Obrazek 10: XRD difraktogram vzorku s Cer NdS po zahiivani bez vody. Bylo
aplikovano 0,009 mg lipidti na cm?. Cervené miizkové ary odpovidaji periodicité 10,51
nm. Cerné plné miizkové ¢ary odpovidaji periodicité 5,65 nm a prerusované miizkové

cary 4,66 nm. Hvézdicka oznacuje polohu pikl separovaného Chol. ............c.cccenee.e. 42

Obrazek 11: XRD difraktogramy vzorki s Cer NP pied zahifivanim. Mtizkové cary
odpovidaji periodicité¢ 5,35 nm. Hvézdicka oznacuje polohu pikii separovaného Chol.

Jednotlivé difraktogramy jsou vzajemné posunuty podél osy y pro lepsi ndzornost...... 44

Obrazek 12: XRD difraktogramy vzorka s Cer NP po zahfivani bez vody (¢ernd) nebo s
vodou (modra). Mtizkové Cary odpovidaji periodicité¢ 10,52 nm. Hvézdicka oznacuje
separovany Chol. Sipky oznaduji krystalicky Cer NP. Jednotlivé difraktogramy jsou

vzajemné posunuty podél 0sy y pro 1eps$i NAZornost........cceeeveerieeriienieeriienieeiieeieeians 46

Obrazek 13: Ramanova spektra vzorkl s Cer NS pted zahiivanim (A) a po zahtivani (B)
bez vody (Cernd) a s vodou (modra). Mtizkové ¢ary odpovidaji poloham vybranych pési.

Jednotliva spektra jsou vzajemné posunuta podél osy y pro lepsi ndzornost. ................ 50

Obrazek 14: Ramanova spektra zobrazujici oblast ntizkovych vibraci vzorki s Cer NS
pred zahfivanim (A) a po zahfivani (B) bez vody (¢ernd) a s vodou (modra). Mtizkové
cary odpovidaji poloze pasu pro orthorombické uspotfadani fetézci. Jednotliva spektra

jsou vzajemné posunuta podél osy y pro lepsi Nndzornost. .........cceeceeeieenieniieniienieennen. 51

Obrazek 15: Ramanova spektra zobrazujici oblast Amide I vzorki s Cer NS pied
zahtivanim (A) a po zahtivani (B) a bez vody (¢ernd) a s vodou (modrd). Mtizkové ¢ary
odpovidaji poloze pasu Amide I se slabym zapojenim do vodikovych mustku. Jednotliva

spektra jsou vzajemné posunuta podél osy y pro lepsi ndzornost..........cceceevveeivennnnne. 52

Obrazek 16: Ramanova spektra vzorkti s Cer NdS pied zahiivanim (A) a po zahtivani (B)
bez vody (¢ernd) a s vodou (modra). Mrtizkové ¢ary odpovidaji polohdm vybranych pési.
Jednotliva spektra jsou vzajemné posunuta podél osy y pro lepsi ndzornost. ................ 54
Obrazek 17: Ramanova spektra zobrazujici oblast niizkovych vibraci vzorki s Cer NdS
pred zahtfivanim (A) a po zahfivani (B) bez vody (¢ernd) a s vodou (modra). Mtizkové
cary odpovidaji poloze pasu pro orthorombické uspotfadani fetézci. Jednotliva spektra

jsou vzajemné posunuta podél osy y pro lepsi ndzornost. .........cceeeeeeeieereeniieniienieenen. 55

14



Obrazek 18: Ramanova spektra zobrazujici oblast Amide I vzorkll s Cer NdS pted
zahtivanim (A) a po zahtivani (B) bez vody (Cernd) a s vodou (modrd). Mrizkové ¢ary
odpovidaji poloze pasu pro Amide I se slabym zapojenim do vodikovych mustki.

Jednotliva spektra jsou vzajemné posunuta podél osy y pro lepsi ndzornost. ................ 56

Obrazek 19: Ramanova spektra vzorkl s Cer NP pted zahiivanim (A) a po zahtivani (B)
bez vody (Cernd) a s vodou (modra). Mtizkové ¢ary odpovidaji poloham vybranych pési.

Jednotliva spektra jsou vzajemné posunuta podél osy y pro lepsi ndzornost. ................ 58

Obrazek 20: Ramanova spektra zobrazujici oblast nizkovych vibraci vzork s Cer NP
pred zahfivanim (A) a po zahfivani (B) bez vody (¢ernd) a s vodou (modra). Mtizkové
¢ary odpovidaji poloze pasu pro orthorombické upofadani fetézcii. Jednotliva spektra jsou

vzajemné posunuta podél 0sy y pro 1epsi NAZOTNOSst. ..........ceeveerieeriienieeriieeieeieeeie e 59

Obrazek 21: Ramanova spektra zobrazujici oblast Amide I vzorki s Cer NP pied
zahtivanim (A) a po zahtivani (B) bez vody (Cernd) a s vodou (modrd). Mrizkové ¢ary
odpovidaji poloze pasu pro Amide I se slabSim zapojenim do vodikovych mustki.

Jednotliva spektra jsou vzajemné posunuta podél osy y pro lepsi ndzornost. ................ 60

Obrazek 22: FTIR spektrum zobrazujici oblast niizkovych vibraci vzorki s Cer NS po
zahtéti bez vody (Cernd) a s vodou (modrd). Miizkové ¢ary odpovidaji poloze pasu pro
orthorombické usporadani fetézcti. Jednotliva spektra jsou vzajemné posunuta podél osy

Y PIO 1EPST NAZOTIOS. ...ttt sttt st s 63

Obrazek 23: FTIR spektrum zobrazujici oblast nizkovych vibraci vzorkl s Cer NdS po
zahtéti bez vody (Cernd) a s vodou (modrd). Miizkové ¢ary odpovidaji poloze pasu pro
orthorombické usporadani fetézctli. Jednotliva spektra jsou vzajemné posunuta podél osy

Y PIO 1EPST NAZOTIOS. ...ttt sttt st 65

Obrazek 24: FTIR spektrum zobrazujici oblast niizkovych vibraci vzorki s Cer NP po
zahtéti bez vody (Cernd) a s vodou (modrd). Mtizkové ¢ary odpovidaji poloze pasu pro
orthorombické usporadani fetézcti. Jednotliva spektra jsou vzajemné posunuta podél osy

Y PIO 1EPST NAZOTIOS. ...ttt sttt st s 66

Obrazek 25: Fotografie z optického mikroskopu zobrazujici vzorky s obsahem Cer NS
(vlevo pred zahfatim a vpravo po zahtati). Fotografie jsou sefazené sestupné podle

klesajiciho obsahu HPIdU. ......cooeieiiiiiiiiieie e e 67

15



SEZNAM TABULEK

Tabulka 1: Navazky MK pro vytvoreni jejich SMESi. .......cccuvevieriiiinieniiiieeieeiiee, 27

Tabulka 2: Navazky jednotlivych slozek smési a piepocty objemil roztokl jednotlivych

lipidli pro vytvoreni lipidovych SMEST. .......oovviiiiiiiiiiiiiieecee e 28
Tabulka 3: Priprava roztokll s Cer NS. .......ccoiiiiiiiiiiiiieee e 29
Tabulka 4: Priprava roztokli s Cer NdS. ......ccciiiiiiiiiiiieieee e 30
Tabulka 5: Piprava roztokli s Cer NP. .......cccooiiiiiiiiiiiiieeee e 31

Tabulka 6: Souhrnné tabulka s vysledky méfeni XRD. Tabulka ptedklada piitomnost

Chol a mezirovinné vzdalenosti struktur nalezenych u jednotlivych typd modeld. ....... 47

Tabulka 7: Hodnoty vIno¢ti CH> symetrickych valen¢nich (stretching) vibraci zmétené

POMOCT FTTR . ....oiiiiiie ettt ettt e e 62

16



1 UVOD A CIL PRACE

Pro pteziti ¢loveéka na sousi je dilezitd ochrannd funkce ktize. Tuto funkci
vétSinoveé zabezpecCuje nejvrchngjsi vrstva epidermis - SC. SC chrani organismus
pted vnéjsimi vlivy prostfedi a nadmérnymi ztratami vody. Pro tuto zakladni funkci jsou
nezbytné lipidy SC. Spravné slozeni a uspotfaddani téchto lipidd je esencidlni
pro epidermalni homeostdzu. Porucha ve slozeni nebo uspofadani lipidd muze vést

k rozvoji koznich onemocnéni.

SC se sklada ze zplostélych odumielych bunck - korneocytt, které jsou obklopené
oligolamelarni lipidovou matrix. Hlavnimi slozkami lipidové matrix jsou Cer, MK
a Chol. Tato smés je dilezita pro spravnou bariérovou funkci ktize. Cer jsou heterogenni
skupinou lipidi, ne¢které napiiklad reguluji rizné bunécné procesy, jako je proliferace,
diferenciace a apoptdza. Lipidy se ve SC nachazeji v charakteristickém lamelarnim
a laterdlnim uspofadani. Naruseni lamelarniho a lateradlniho uspotadani vede k poruse

bariérové funkce kaze.

Cilem této prace bylo pfipravit zjednodusené modely koZzni bariéry s obsahem
Chol, MK a jednoho typu Cer (NS, NdS, NP) a hodnotit vliv rizné struktury téchto Cer
na usporadani tenkych lipidovych filma jako modeli kozni bariéry. Dal$im cilem bylo
hodnotit vliv teploty a pfitomnosti vody pii tepelné upravé na uspotadani lipidi
v membranovych modelech. V neposledni fad€ byl hodnocen vliv teoreticky vytvoreného
poctu vrstev na rozlozeni téchto lipidi. V ramci této prace jsme také zjiStovali, jaké
minimalni mnoZzstvi lipidl Ize pouzit k pfipravé modell kozni bariéry tak, abychom je

mohli charakterizovat metodami dostupnymi na nasem pracovisti.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Kuze

Kuze (lat. cutis) je zivotn¢ dulezity organ lidského téla. Je to anatomicky
a fyziologicky specializovana tkan tvofici uceleny zevni povrch lidského télal. Plocha
kize mtize u dospélého ¢lovéka v priméru dosahovat az 1,6 - 1,8 m? a mize vazit 4,5 kg.

V zavislosti na ¢asti téla &ini tloustka kiZze 0,5 nm - 4 nm?>>.

2.1.1 Funkce kuze

vvvvvv

je funkce ochranna. Jedna se o ochranu pied vnéjSimi (fyzikalnimi, chemickymi
a mikrobiologickymi) vlivy z prostiedi a tvofi také obranu proti infekcim. Brani ztratam
vody a elektrolyti do vné&jsiho prostiedi'. Kromé ochrany zastava funkci latkové
vymeny, kterd je zajisténa dychanim a exkrecnimi organy (potni a mazové zlazy). Dalsi
je funkce termoregulacni, na které se podili potni Zlazy a cévy. V neposledni fad¢ se jedna
o tvorbu vitaminu D?. V kiizi jsou také uloZeny smyslové organy, diky nimz je mozné
vnimat hned n¢kolik vjemu, konkrétné¢ Vater-Paciniho téliska pro vnimani hmatu,
Krauseho téliska pro vnimani chladu, Ruffiniho téliska pro vnimani tepla a volnéa nervova

zakon&eni pro vnimani bolesti?.

2.1.2 Stavba kiaze

Kuze se sklada z podkozniho vaziva (hypodermis), skary (dermis) a pokozky

(epidermis), jak je vidét na obrazku ¢. 1°.

Hypodermis (oznacovédna také jako podkozni tuk nebo fela subcutanea) je
nejspodnéjsi vrstvou kiize. Je slozena pfevazné z vazivové a tukové tkané s cévami.
Mnozstvi tuku se 1isi dle jedince a mista na téle. Hypodermis hraje roli v termoregulaci,

absorpci narazi a je zdrojem energie®.

Dermis je rtzn¢ silna (0,6 - 3 mm) podle toho, na jaké ¢asti téla je umisténa.
Dermis je tvofena vazivem s elastickymi a kolagennimi vlakny. Bohatd je také na krevni

a lymfatické cévy. I zde se nachédzi nc¢kolik dalSich druh bun¢k. Jednd se naptiklad
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o monocyty (zirné buiiky) nebo lymfocyty (T- a B-). Enzymaticky aktivni formou
histiocytd jsou fagocytézy schopné makrofagy. Mastocyty se tucastni alergickych
a zanétlivych reakcei a jsou schopné uvoliovat mediatory, naptiklad serotonin, histamin
nebo heparin. Stiedni vrstva kiize je tvofena dvéma vrstvami - papilarni vrstvou (lat. pars
papillaris) na povrchu a hloubé&ji ulozenou retikularni vrstvou (lat. pars reticularis).

V dermis jsou také uloZena veskera smyslova téliska zminéna jiz vyse*.

Epidermis tvoii nejsvrchnéj$i cast kuze. Hlavnimi buiikami epidermis jsou
keratinocyty. Zbylou ¢ast tvofi melanocyty, Langerhansovy buiiky a Merkelovy buiiky.
Basalni vrstva je tvofena jednou fadou keratinocyt®®. Ty se déli a postupné méni
na korneocyty tvorici SC. Keratinocyty pfi migraci z bazalni vrstvy k povrchu epidermis
prochazeji tzv. keratinizaci a nasledn¢ jsou z povrchu odlupovany (tzv. deskvamovany).
Epidermis se sklada z péti vrstev. Odspodu jsou to stratum basale, stratum spinosum,
stratum granulosum, stratum lucidum (nepfitomné v tenké kizi) a svrchni SC*. Vrstvy

epidermis jsou blize vidét na obrazku €. 2.

Epidermis

Dermis

" Hypodermis

Obrazek 1: Stavba kize. Lidska kize se sklada ze tri
vrstev - hypodermis, dermis a epidermis. Prevzato

a upraveno z*.
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+  Stratum corneum

- Stratum lucidum

1 Stratum granulosum

- Stratum spinosum

- Stratum basale

Obrazek 2: Epidermis. Nejsvrchnéjsi vrstva kiize se sklada z peti
podvrstev. Konkrétné se jednd o stratum basale, stratum
spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum (nepritomné

v tenké kiizi) a SC. Prevzato a upraveno z*.

2.2 Stratum corneum

v

SC jako nejsvrchnéjsi vrstva epidermis chrani télo pied ztritami vody
a pred vnikem potencialné patogennich substanci z vnéjsiho prostfedi do ktize’. Jedna
se o vrstvu silnou 10-15 um. Bariérova funkce SC je pfimo spojovana s lipidy v ném

obsazenymi®.

2.2.1 Struktura SC

Struktura SC je nejcasteji zndzoriiovana pomoci modelu ,,bricks and mortar'
(¢esky ,,cihly a malta®). Cihlami jsou zde minény zplostélé zrohovatélé korneocyty

(diferencované keratinocyty), které jsou zabudovany do lipidové matrix (malta)®®.

Korneocyty obsahuji mikrofibrily keratinu a mal¢ mnozstvi vody. Na povrchu
maji zrohovatélou vrstvu ze =zesiténych proteinli, jako je loricrin a involucrin.
Na zrohovatélé proteiny, zejména na glutamatové zbytky involucrinu, je pomoci
EOS-epoxy-enon skupiny neenzymaticky védzana tzv. korneocytarni lipidova obalka
(CLE - z anglického corneocyte lipid envelope) tvofend monovrstvou nepolarnich lipidi

(w-hydroxylované Cer a MK). Navazani Cer s obsahem EOS-epoxy-enon skupiny je
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nezbytné pro tvorbu kozni bariéry a hraje velky vliv v patogenezi nékterych

onemocnénil %11,

2.2.2 Korneocytarni lipidova obalka

CLE tvoii kovalentné vazané lipidy (Cer a MK) na proteiny korneocytarni obalky
(CE - zanglického corneocyte envelope). Mezi dalsi proteinové prekurzory CE patii
involucrin a loricrin. CLE je dtilezita pro integritu SC jako kozZni bariéry. PoSkozeni této
struktury je jednim z hlavnich strukturdlnich defektt, které¢ nasledné vedou k riiznym
koznim onemocnénim s porusenou bariérovou funkci kiize. Zptsob piipojeni lipidi
na tyto proteiny je popsan v piedchozi sekci (2.2.1). Predpoklada se, Ze tato obalka tvofi
Sablonu pro tvorbu mezibunéenych lipidovych vrstev. V lipidové matrix je

10-25 téchto vrstev zarovnanych rovnob&zné s povrchem kiize!%!!,

2.2.3 Lipidy SC

Hlavnimi slozkami lipidové matrix jsou Cer, Chol a MK v ekvimoldrnim poméru
pfiblizné 1:1:1. Tento pomér je vysoce dulezity pro epidermalni homeostazu. Jakékoliv
zména v tomto poméru se ukazuje byt pfi¢inou naruseni barié¢rové funkce kiize a vzniku
koznich onemocnéni jako je psoriaza nebo atopickd dermatitida. Ve SC se nenachézeji

Zadné fosfolipidy nebo glykolipidy”-'2.

MK ve SC jsou pfevazné saturované a nerozvétvené o délce 14 - 34 uhlika.
Kyselina lignocerova (C24Hs3032) a cerotova (C26Hs202) tvoti 50% hmotnosti vSech MK
ve SC. V menSim mnoZzstvi se v ném vyskytuji kratSi a nesaturované MK. ZvySené

mnozstvi té&chto kyselin pfedznamenava patologicky stav’.
Hlavnim sterolem v lipidové bariéfe kize je Chol, ktery je esencialni pro jeji
spravnou funkci. V minimalnim mnozstvi se ve SC nachazi jesté cholesterol-sulfat

(CholS) (ester kyseliny sirové a cholesterolu). Jeho funkce neni plné zndma, ale ma

se za to, Ze prispiva k soudrznosti SC a reguluje deskvamaci na povrchu kiize’.

Posledni soucasti hydrofobni lipidové matrix jsou Cer, o kterych bude blize

pojednano v nasledujici kapitole (2.2.4).
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2.24 Ceramidy

Cer patii do skupiny sfingolipidi. V buiikdch se castni regulace bunécnych
procesti, jako je proliferace, diferenciace a apoptdza. Jsou soucasti oligolamelarni
lipidové membrany, kterd se nachazi mezi korneocyty ve SC. Ve SC tvoii pfiblizné

1/3 v8ech molekul, coZ je asi 50% hmotnosti vSech lipidd’.

Cer maji relativné malou polarni hlavu a dva hydrofobni fetézce - fetézec
sfingoidni baze a N-acylovy fetézec (fetézec MK). Cer tvoii heterogenni skupinu. Do této
doby bylo popsano 15 podtiid Cer. VSechny Cer jsou zalozené na sfingoidni bazi, coz je
obvykle 18 uhlikii dlouhy aminoalkohol. Sfingoidni baze mtize byt tvofena sfingosinem
(S), dihydrosfingosinem (dS), typickym pro eukaryotické buiky, fytosfingosinem (P)
nebo 6-hydroxysfingosinem (H), které jsou specifické pro epidermis. Primarni
aminoskupina Cer je acylovana nejcastéji nasycenou a nerozvétvenou MK o 24 uhlicich
nebo v pfipadech ultradlouhych Cer kyselinou o 30-32 uhlicich. Tato MK mitize byt
nesubstituovana (N), a-hydroxylovand (A), m-hydroxylovana (O) nebo je hydroxyl
v poloze ® esterifikovan dalsim acylovym fetézcem, ptevazné linolové kyseliny (EO)”13.

Struktura Cer je blize zobrazena na obrazku €. 3.

Cer jsou zkracené pojmenovavany nomenklaturou dle Motty. Struktura Cer je

definovana vySe zminénymi pismeny kombinujici sfingoidni ¢ast a substituci MK”:13,
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Polarni hlavova skupina

O‘ Retézec mastné kyseliny s
W variabilni délkou Fetézce
-ﬁ-

O H Retézec sfingosinu s
variabilni délkou fetézce
B —
Nehydroxylovana MK, [N] a-hydroxylovand MK, [A] Esterifikovana o-hydroxylovana MK, [EO]
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Obrazek 3: Struktura a nazvoslovi Cer. Cer jsou tvoreny sfingoidni bazi a acylovym

Fetézcem, které jsou spojeny amidovou vazbou. Prevzato a upraveno z'°.

2.2.4.1 Biosyntéza Cer

Biosyntéza  zac¢ind  kondenzaci L-serinu a  palmitoyl-koenzymu-A
v endoplazmatickém retikulu keratinocytli. Tato kondenzace je katalyzovana
serinpalmitoyl-koenzym-A-transferazou a vysledkem je 3-ketodihydrosfingosin, ktery je
redukovany pomoci ketosfinganin-reduktdzy na dihydrosfingosin. Tato reakce je
nasledovana acylaci katalyzovanou Cer-synthasou 1-6 s cilem ziskat dihydroCer. Tyto
molekuly jsou nasledné desaturovany na N-acylsfingosiny (dle Motty - Cer NS).
Hydroxylované Cer, jako jsou fytoCer vychazejici ze 4-hydroxysfingosinu, jsou tvofeny
z dihydroCer. Pivod 6-hydroxyCer (napf. Cer NH) je stale nejasny. Cer jsou nasledné
pfevedeny do formy polarnich sfingolipidii (glukosylCer, sfingomyelin). Ve formé
lamelarnich télisek jsou transportovany do mezibunééného prostoru, kde jsou posléze

enzymaticky $t€peny zpét na Cer'“.
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2.2.5 Usporadani lipida SC

Lipidy mezibunééné matrix se organizuji do typického uspotradani, které miizeme
dle struktury rozdélit na lamelarni a lateralni. Charakteristickd struktura SC je blize
vyobrazena na obrazku €. 5. Zpusob uspotadani je obvykle studovan pomoci nékolika

metod, jako je napiiklad Ramanova mikrospektrometrie, XRD nebo FTIR.

2.2.5.1 Lamelarni usporadani

Jak bylo zminéno jiz vySe, lamely mezibunéné matrix jsou orientovany paralelné
s povrchem korneocytii'®. Mezi dvéma korneocyty se nachazi jen nékolik malo lamel, jak
je blize zobrazeno na obrazku ¢. 4. Takovy tenky systém se obvykle chova jinak
nez nékolik stovek vrstev lipidi pohromadé. Ve SC bylo nalezeno lamelarni uspoiadéani
s dlouhou lameléarni fazi (LPP) o délce d ~ 13 nm, kratkou lamelarni fazi (SPP) o délce
d ~ 6 nm a fazi separovaného Chol o délce d ~ 3,4 nm'2. Ukazuje se, ze piitomnost LPP

je unikatni a hraje dtileZitou roli ve funkci kozni bariéry'°.

Obrazek 4: Obrazek z kryoelektronové mikroskopie ukazujici oblast mezi

dvema korneocyty. Z obrazku je ziejmé, Ze mezi dvema korneocyty je jen velmi

malo lipidovych vrstev. Prevzato z*2.
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1 Lateralni uspofadani

q; Orthorombické
‘ ] (pevné uspotadané)

Hexagonalni
(volnéji uspoiadané)

Lidské stratum corneum:
Model cihly (korneocyty) a I 1 X
malta (lipidov4 matrix) F =

Kapalné
(neuspotadané)

4 y Lamelarni uspofadani

—X—>

Lipidové vrstvy (lamely)
mezi korneocyty

L

z=13nm
(LPP)

Obrazek 5: Charakteristicka stavba SC. SC je organizované podle
modelu "bricks and mortar". Blize je zobrazena oblast lipidové matrix
s charakteristickou lameldarni organizaci. Lipidy mohou byt
v orthorombické, hexagondalni nebo neusporadané kapalné laterdlni

organizaci. Prevzato a upraveno z'°.

2.2.5.2 Lateralni usporadani

Lateralni uspofadani oznacuje organizaci lipidi v lamelach mezibunéné matrix.
Ve zdravém lidském SC jsou lipidy hlavné v rigidnim, orthorombickém, usporadéani
bez schopnosti rotace. Pokud jsou lipidy uspotfadany volnéji, s urcitou schopnosti rotace,
jedna se o hexagonalni uspotadani. Mohou byt ve SC dokonce i v kapalné, neuspotadané,

fazi. Toto uspofadani je zobrazeno na obrazku ¢. 51015,
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2.3 Modely koZni bariéry

Modely kozni bariéry byly pfipravovany jiz v n¢kolika desitkach ptedchozich
pracich!%!®, Nebylo vSak dosazeno jednotného modelu uspotadani modelt koZni bariéry.
Hlavné diky tomu, Ze byl experiment pokazdé navrZen jinak, a byly pouzity rizné metody

ptipravy téchto modeld.

Tyto modely vzdy jevi ur€ity stupeni zjednoduseni, ale porozuméni jednodussim
systémim je nezbytné pro porozuméni komplexnimu systému SC. V této praci budou
porovnany modely koZni bariéry s obsahem vzdy jednoho vybraného Cer. Pomér lipidi
mezibunéné matrix zdstane zachovan tak, aby se zastoupeni jednotlivych lipidi co

nejvice pfiblizovalo skutecnému poméru.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité materialy a chemikalie

K experimentu byly pouzity N-lignoceroyl-D-erythro-sfingosin (Cer NS)
a N-lignoceroyl-D-erythro-dihydrosfingosin (Cer NdS) zakoupené od firmy Avanti Polar
Lipids, Inc. a N-lignoceroyl-fytosfingosin (Cer NP) syntetizovany na Katedie organické
a bioorganické chemie. Chol byl zakoupen od firmy Sigma Aldrich. Cast MK (palmitova,
stearova a behenovd) byla zakoupena od firmy Sigma Aldrich, kyselina arachidova
od firmy BioChemika a kyselina lignocerové od firmy Tokyo Chemical Industry Co., Inc.
Vsechna rozpoustédla byla zakoupena od firmy Sigma Aldrich a byla v HPLC kvalité.

3.2 Priprava lipidovych smési

K provedeni experimentu bylo nutné pfipravit nejprve smési lipidd, které byly
nasledné pouzity k vytvoreni modeli kozni bariéry. Pfipravila se smés slozena z kyseliny
palmitové (CisH3202), stearové (CisH3602), arachidové (C20H4002), behenové (C22H4g02)
a lignocerové (C24Ha4302). Kyseliny navazené na analytickych vahach se kvantitativné
rozpustily ve 100 ml smési chloroformu a methanolu v poméru 2:1. Navazky jednotlivych
kyselin jsou uvedeny v tabulce €. 1. Pro usnadnéni rozpousténi byla pouzita ultrazvukova
lazen. Nasledné bylo veskeré rozpoustédlo odpafeno na vakuové odparce

a vysledna smés byla dosuSena v exsikatoru.

Tabulka 1: Navazky MK pro vytvoreni jejich smési.

hmotnost smési = 1000 mg

smés MK M|[g/mol] molarni procenta | hmotnost sloZky [mg]

Palmitova 256,42 1,8 13,3564

Stearova 284,42 4 32,9218
Arachidova 312,53 7,6 68,7336

Behenova 340,58 47,8 471,0973
Lignocerova 368,63 38,8 413,8910

Celkové 100 1000
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Cer NS, Cer NdS, Cer NP a Chol byly navdzeny na analytickych vahach
a nasledné rozpusStény ve smési chloroformu a methanolu v poméru 2:1. Pro pfipravu
vzorkl byly pouzity jejich alikvotni objemy. Navazky jednotlivych slozek smési jsou
uvedeny v tabulce ¢. 2. Roztoky ve vialkidch se suSily pfiblizn€¢ 30 minut plynnym

dusikem za teploty 35 °C, dokud nebylo celé rozpoustédlo vyparené.

Jako posledni probéhlo dosuseni jednotlivych slozek v exsikatoru nad oxidem
fosforecnym a tuhym parafinem, aby se vysuSily zbytky vlhkosti i organickych
rozpoustédel. Vysledna smés se tedy skladala z Chol, smési MK a Cer v poméru 0,45:1:1.
Jelikoz u Chol casto dochédzi k vytvafeni jeho krystal, které pozdéji piekazeji
pii vyhodnocovani vysledki, postaci, aby se ve smésich nachazel v mensim mnozstvi'’.

Navazky jednotlivych slozek jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Tabulka 2: Navazky jednotlivych slozek smési a prepocty objemii roztokii

jednotlivych lipidu pro vytvoreni lipidovych smési.

Ceramid [mg] Chﬁflsgt]erol MK [me] Cellsclc;:g'; irr[lrnnc:]stvi
TS-NS 5,558 1,488 2,954 10
TS-NdS 5,566 1,485 2,949 10
TS-NP 5,625 1,465 2,910 10

3.3 NanaSeni modelovych lipidovych membran

K ptipravé modelll kozni bariéry se lipidové smési nanasely konstantné v jedné
vrstvé na kryci mikroskopicka sklicka o velikosti 22x22 mm pomoci pfistroje
Linomat V rychlosti 100 pl/10 minut. Vysledny vzorek tvofil na krycim sklicku ¢tverec
o ploSe 1x1 cm. Pfed nanaSenim se od kazdé smési piipravily Ctyfi roztoky o riznych
koncentracich, vzdy o objemu 10 ml. Jako rozpoustédlo byl pouzit Hexan:Ethanol 96 %

v poméru 2:1. Ke snaz§imu rozpousténi se pouzila ultrazvukova lazen.

U smési CerNdS/Chol/MK nedoSlo k uplnému rozpusSténi pevnych latek ani
za pouziti ultrazvukové lazné a zahfivani na teplotu 40°C. Pro rozpusSténi bylo nutné

k roztoku ptidat ¢isté rozpoustédlo. Vznikl tedy roztok o polovi¢ni koncentraci, nez m¢l
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ptivodné byt. Vzorky TS-NdS-1A1, TS-NdS-1A2, TS-NdS-1B1 a TS-NdS-1B2 (vzorky
s Cer NS v mnozstvi 0,45 mg/cm?) se poté nanasely ve dvou vrstvach misto jedné, jako
tomu bylo u ostatnich vzorki.

3.3.1 Modely lipidovych membran s Cer NS

Od kazdé vytvorené koncentrace byly naneseny 4 modelové lipidové membrany.
U vzorku TS-NS-1B2 musel byt znovu vytvoten roztok s koncentraci 4,5 mg/l. Pivodni
vzorek se zvialky vypafil pravdépodobné v dusledku Spatné té€snosti vicka. Znovu
se navazila smés sobsahem Cer NS, ktera byla nésledn¢ ziedéna rozpoustédlem
do pozadované koncentrace. Navazky a zptisob fedéni pfi ptiprave roztoka s Cer NS jsou

uvedeny v tabulce €. 3.

Tabulka 3: Priprava roztokii s Cer NS.

roztok ¢. 1 | roztok ¢. 2 | roztok & 3 | roztok &. 4
hmotnost lipidu na 1 vzorek [mg] 0,45 0,0675 0,009 0,001
pocet nana§enych skliéek 4 4 4 4
koncentrace nastfikovaného roztoku [mg/ml] 4.5 0,675 0,09 0,01
TS-NS mnozstvi pouzitého ¢istého ceramidu [mg] ?"112
objem roztoku ¢. 1 [ul] 150 20
objem roztoku ¢&. 3 [ul] 110
objem &istého rozpoustédla [pl] ;Zg 850 980 890

3.3.2 Modely lipidovych membran s Cer NdS

Jak je jiz zminéno vyse, u roztoku s nejvyssi koncentraci doslo k jeho nafedéni

na poloviéni koncentraci. Vzorky TS-NdS-1A1, TS-NdS-1A2, TS-NdS-1Bl
a TS-NdS-1B2 (vzorky s obsahem Cer NdS v mnozstvi 0,45 mg/cm?) byly naneseny vzdy

ve dvou vrstvach, bez otoceni sklicek.

U vzorkli TS-NdS-1A1 a TS-NdS-1A2 byly pozorovany shluky lipida. Shluky
se nachézely a nasledné byly ocistény i z nanésect jehly stiikacky v Linomatu V pomoci
gazy sroztokem chloroformu s methanolem v poméru 2:1. K tomuto ¢iSténi doslo
pfed nastiikem prvni vrstvy u vzorku TS-NdS-1B1 a prvnich dvou vrstev vzorku
TS-NdS-1B2. Pfed nanesenim poslednich dvou modelti musel byt nandseny roztok znovu

rozpustén v ultrazvukové lazni.
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Na sklickach TS-NdS-2A1, TS-NdS-2A2 a TS-NdS-2B2 (vzorky s obsahem Cer
NdS v mnozstvi 0,0675 mg/cm?) byly patrné jen malé shluky lipidi. Oproti vzorkim
s vyssi koncentraci lipid nebyly tyto shluky tak velké a casté. U modelti TS-NdS-3A2
a TS-NdS-3B2 (vzorky s obsahem Cer NdS v mnozstvi 0,009 mg/cm?) doslo k naneseni
lipidové vrstvy v pruzich tak, Ze plocha na sklicku nebyla kontinudlni. VSechny lipidy
béhem nastiikovani zasychaly. VétSina zaschla jiz pred dokoncenim nastiiku v souvislé
vrstvé nebo nesouvisle. Shluky lipidi byly nasledn€ pozorovany na sklickach nékterych
vzorkd, jak je zminéno vySe. K této nehomogenit¢ mohlo dochézet diky tomu, Ze sily
mezi podlozkou a nanaSenou latkou nebyly dostate¢né pfitazlivé. Navazky a zplsob

fedéni pii ptipraveé roztokl s Cer NdS jsou uvedeny v tabulce €. 4.

Tabulka 4: Priprava roztokii s Cer NdS.

roztok ¢. 1 | roztok €. 2 | roztok €. 3 | roztok &. 4
hmotnost lipidu na 1 vzorek [mg] 0,45 0,0675 0,009 0,001
pocet nanaSenych skli¢ek 4 4 4 4
koncentrace nastiikovaného roztoku [mg/ml] 2,25 0,675 0,09 0,01
TS-NdS mnozstvi pouzitého Cistého ceramidu [mg] 4,13
objem roztoku €. 1 [ul] 150 20
objem roztoku €. 3 [pl] 110
objem ¢istého rozpoustédla [pl] 920 + 920 850 980 890

3.3.3 Modely lipidovych membran s Cer NP

Stejné jako u vzorkli s obsahem Cer NdS dosSlo i zde béhem zasychani
ke shlukovani lipidd, a to pfi nanaSeni roztoku s nejvyssi koncentraci. Samotny roztok
byl ¢iry a lipidy v ném nebyly vysrdzené. Takto tomu bylo u vSech skli¢ek, tedy
TS-NP-1A1, TS-NP-1A2, TS-NP-1B1, TS-NP-1B2 (vSechny vzorky s obsahem Cer NP
v mnozstvi 0,45 mg/cm?). Lipidy se shlukovaly i na samotné nanéaseci jehle. Jehla byla

vycisténa gazou s roztokem chloroformu s methanolem v poméru 2:1.

Po naneseni téchto vzorkl byla nanaseci jehla Linomatu V posunuta o kousek niz,
aby nedochazelo k takovému rozptylu nastfikovaného roztoku. I na sklickach
TS-NP-2A2, TS-NP-2B1 a TS-NP-2B2 (vzorky sobsahem Cer NP v mnozstvi
0,0675 mg/cm?) byly pozorovany shluky lipidd, ale v mnohem men$im mnozstvi a shluky

byly mensi nez u predchozich sklicek. Navazky a zptisob fedéni pfi ptiprave roztoki s Cer
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NP jsou uvedeny v tabulce €. 5.

Tabulka 5: Priprava roztokii s Cer NP.

roztok ¢. 1 | roztok €. 2 | roztok €. 3 | roztok ¢. 4
hmotnost lipidu na 1 vzorek [mg] 0,45 0,0675 0,009 0,001
pocet nané§enych sklicek 4 4 4 4
koncentrace nastfikovaného roztoku [mg/ml] 4.5 0,675 0,09 0,01
TS-NP mnoZstvi pouzitého €istého ceramidu [mg] 4,13

objem roztoku &. 1 [pl] 150 20

objem roztoku ¢. 3 [u] 110

objem &istého rozpoustédla [p] 920 850 980 890

3.3.4 Tepelna uprava modelovych membran

Po naneseni lipidovych smési na kryci mikroskopicka sklicka, byla sklicka

ulozena na nékolik hodin do exsikatoru a vysusSena.

Dalsim krokem v piipravé modelovych lipidovych membran bylo jejich zahtati
na teplotu 70 °C, tedy nad obvyklou teplotu faizového prechodu lipidi. Nanesena sklicka
polozena na teflonovych podlozkéch se naskladala do kelimkd, ve kterych byla nasledné
zahfivana. Polovina vzorkl, oznafend pismenem B, méla navic do kelimku pfidano
7,5 ml demineralizované vody, a byla tedy zahtivana v prostfedi bohatém na vodni paru.
Tato voda nebyla v kontaktu se vzorky. Modelové membrany se zahtivaly po dobu

30 minut a nasledné po dobu 4 hodin chladly.

3.4 Metody pouzité k ziskani dat z modelovych membran

Vsechny modelové membrany, které byly vytvofeny nanaSenim na kryci sklicka,
byly proméfeny né€kolika metodami, abychom ziskali data potfebnd k vyhodnoceni cilti
této prace. Pred tepelnou tpravou byly modelové membrany prométeny pomoci XRD
a Ramanovy mikrospektrometrie. Po tepelné¢ tpravé byly membrany navic jesté
proméfeny pomoci FTIR. Tato metoda byla pouzita jen po tepelné Upravé vzorkl

z diivodu jejiho destruktivniho charakteru.
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3.4.1 Meéreni vzorki pomoci rentgenové difraktometrie (XRD)

Vzorky byly odeslany na pracovisté Vysoké Skoly chemické a technologické
v Praze, kde byly prométeny. Zde se pracovalo pomoci praSkového difraktometru X’ Pert
PRO 6-6 (PANalytical B.V., Almelo, Nizozemsko) s CoKa zafenim (A = 1,7903 A,
U =35kV, I =40 mA) v upravenych drzacich vzorkli v uhlovém rozsahu 0,6-30° (260).
Takto byly vzorky prométeny dvakrat, nejprve pied jejich zahtatim a nasledné po ném.
Ziskana data byla vyhodnocovana pomoci programu DataViewer (PANalytical B. V.,

Almelo, Nizozemsko).

3.4.2 Meéreni vzorkii pomoci Ramanova mikrospektrometru

Dalsi fazi bylo proméfeni nanesenych vzorkd pomoci konfokalniho Ramanova
mikrospektrometru  WITEc Alpha 300R (WITec Wissenschaftliche Instrumente
und Technologie GmbH, Ulm, Germany), s vinovou délkou excitacniho zateni diodového
laseru 633 nm. Ke sbéru spekter se vyuziva spektrograf UHTS 300 vybaveny
termoelektricky chlazenym CCD detektorem, objektivy EC “Epiplan” DIC se zvétSenim
10x a EX “Epiplan - Neofluar” DIC se zvétSenim 100x a difrakéni miizka s délenim
600 linek/mm. Ziskan4 data byla vyhodnocovéana pomoci software WITec Project FIVE+.
Stejné jako u ptfedchozi metody byly vzorky proméfeny nejprve pied jejich zahfatim

a nasledné i po ném.

3.43 Meéreni vzorki pomoci infracervené spektroskopie s Fourierovou

transformaci (FTIR)

Me¢teni FTIR bylo posledni metodou, kterou byly vzorky prométovany.
Infracervend spektra lipidovych modelii byla ziskana na spektrometru Nicolet 6700
(Thermo Scientific, USA) vybaveném MIRacle ZnSe krystalem pro zeslabenou totalni
reflektanci (attenuated total reflectance, ATR) s jednim odrazem (PIKE technologies,
Madison, WI, USA). Vzorek byl umistén na krystal pomoci mechanismu s konstantnim
tlakem. Spektra byla generovana ze 128 skenl zméfenych s rozlisenim 2 cm™. JelikoZ
se jednd o destruktivni metodu, nedaly se vzorky po zméfeni dale pouzit. Spektra byla

nasledné vyhodnocovana pomoci programu OriginPro.
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4 VYSLEDKY

4.1 RozvrZeni experimentii

V ramci experimentalni prace se porovnavaly tfi typy membran o ¢tyfech riznych
mnozstvich lipidd. VSechny zminéné modelové membrany obsahovaly smés Chol, MK
a Cer NS, NdS nebo NP v poméru 0,45:1:1. Chol ve vétsi koncentraci by mél vyssi
tendenci k separaci ze smési. Tato skutecnost se ukdzala jiz v pfedchozich
experimentech!®>. VSechny vytvofené membrany byly po prvnim proméfeni dvéma
metodami (XRD, Ramanova mikrospektrometrie) zahfivany 30 minut na 70°C, coz je
teplota vyssi nez obvykla teplota fazového prechodu téchto lipidd, a nésledné pozvolna
4 hodiny chladly. Polovina vzorki, ty s oznacenim A, byla zahfivdna bez pfitomnosti
vody, vzorky s oznaenim B se zahiivaly za pfitomnosti vody (voda nebyla v pfimém
prechodu vede ke zmén¢ konformace hydrofobnich fetézcli. Zména je charakterizovana
poklesem tuhosti a tésnosti usporadani fetézct. Nad teplotou fazového ptechodu jsou

fetézce v neusporddaném fluidnim stavu'’.

4.2 Rentgenova difraktometrie

XRD je metoda, pomoci jiz je mozné urcovat atomovou a molekulovou strukturu
vzorkl. Pravidelné strukturni Gtvary zplsobuji difrakci rentgenového paprsku. Méfenim
uhlu a intenzity odrazeného paprsku lze urcit polohy atomli a chemické vazby, jejich
délky a uhly mezi nimi. V naSem piipadé¢ bylo zjiStovano, zda se v modelovych

membranach nachazeji opakujici se struktury a jejich mezirovinné vzdalenosti'®.

V nésledujicich podkapitolach budou zobrazeny a vyhodnoceny difraktogramy
ziskané¢ méfeném jednotlivych typt membran. Podkapitoly jsou rozdélené podle toho,
jaky Cer dand membrana obsahovala a jakym zpiisobem byla poté tepelné upravena.
Chovani lipidii bude hodnoceno z hlediska typu obsazené¢ho Cer, mnozstvi lipidi
aplikovanych na danou plochu a zda se jedna o strukturu vzniklou pied zahfivanim,

po zahiivani bez ptitomnosti vody nebo po zahiivani v pfitomnosti vody.
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4.2.1 XRD modelovych membran s obsahem Cer NS pied zahiratim

Pomoci XRD byly méfeny modely, ve kterych bylo vzdy na stejnou plochu
podlozky aplikovéano rizné mnozstvi lipidl. Na obrazku €. 6 jsou difraktogramy modelt
s obsahem Cer NS pied zahiivanim. Relativni intenzity reflexi jsou zobrazeny v zavislosti
na velikosti rozptylového vektoru g. Oblast ¢ < 10 nm™! je oblast oznafovana jako
uspofddani na dlouhou vzdalenost (z angl. long-range arrangement). Tato oblast
odpovidd méfeni reflexi pfi malych uhlech a obsahuje informaci o velkych
mezirovinnych vzdalenostech, zjednodusené¢ tloustce pravidelné usporadanych
lipidovych vrstev. Oblast ¢ = 14 — 18 nm! je oblast uspofadani na kratkou vzdalenost
(z anglického short-range arrangement) a obsahuje reflexe métené pii vétsich uhlech.
Piky v této oblasti znaci pfitomnost malych mezirovinnych vzdalenosti, které odpovidaji
pravidelnému uspofadani lipidovych fetézci ve dvourozmérnych miizkach, které jsou

kolmé na podélné osy téchto fetézct.

Pritomnost pikti v difraktogramech znaci, ze 1 tepelné¢ neupravené vzorky
s obsahem Cer NS tvofi pravidelnou strukturu. Pozorujeme, Ze s klesajicim mnozstvim
lipidt ve vzorku klesé i relativni intenzita reflexi v difraktogramu a kvalita vystupu XRD,
jelikoz je mozné jiz jen t&7ko rozliSovat Sum a reflexe daného vzorku. Zadny vzorek
neobsahoval reflexe odpovidajici pravidelnému uspotadani fetézcti ve dvourozmérnych

miizkach v oblasti ,,short-range arrangement*.

Jen nckteré vzorky obsahovaly fazi separovaného Chol s mezirovinnou
vzdalenosti 3,30 — 3,39 nm a 1,68 — 1,77 nm, které jsou v souladu s jiz publikovanou
literaturou!*!®, Kromé& faze separovaného Chol nachdzime ve vzorcich i fazi SPP
s mezirovinnou vzdalenosti 5,28 — 5,36 nm, kterd je tvofena pfevazné fetézci velmi
dlouhého Cer, Chol a MK. U modeld s obsahem 0,45 mg lipidG na 1 ¢cm? je SPP
identifikovana pomoci sedmi az osmi reflexi. U vzorkd s obsahem 0,0675 mg lipidi
na 1 cm? je SPP identifikovana pomoci tii az péti reflexi. U modeli se dvéma nejniz§imi
obsahy lipida (0,009 mg/ cm? a 0,001 mg/ cm?) Ize vidét jen minimum reflexi, z nichz
se neda spocitat mezirovinna vzdalenost dané opakujici se struktury. Poloha vSech pika
v difraktogramech nezahfatych modeld dobfe odpovidda mifizkovym caram,

které ptedpovidaji jejich polohu pro periodicitu 5,3 nm.
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Obrazek 6: XRD difraktogramy vzorkii s Cer NS pred zahrivanim.
Mrizkové cary odpovidaji periodicite 5,3 nm. Hvezdicka oznacuje polohu
pikii separovaného Chol. Jednotlivé difraktogramy jsou vzdjemné

posunuty podél osy y pro lepsi nazornost.
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4.2.2 XRD modelovych membran s obsahem Cer NS po zahrati

Vzorky sobsahem Cer NS byly zahtaty na teplotu 70 °C bud bez vody
anebo v ptitomnosti vody (70 °C/H20), ktera nebyla v pfimém kontaktu s lipidem. Stejné
jako v difraktogramech membran z kapitoly 4.2.1 se snizuje relativni intenzita reflexi
se snizujicim se mnozstvim lipidi ve vzorku (obrazek 7). Kromé jednoho vzorku
(TS-NS-1B2 na obrazku ¢. 7) se v téchto difraktogramech nenachédzi piky v oblasti
,Short-range arrangement‘, tudiz se ani zde nedozvidame nic o molekularnim uspotadani
lipidovych fetézcli vroviné lamely. U vzorku TS-NS-1B2 se objevily reflexe
pii ¢ = 15,2 a 16,8 nm™' odpovidajici dvourozmémé krystalické miizce lipidovych

fetézcl. Jedna se o tésné orthorombické usporadani.

Pritomnost reflexi separovan¢ho Chol se jevi jako ndhodnd a nepozorujeme
zavislost jejich vyskytu na tepelné upravé vzorku nebo piitomnosti vody. Téméf u vSech
membran se v oblasti usporddani na dlouhou vzdalenost objevuji vyrazné reflexe,
které poskytuji mezirovinné vzdalenosti d = 5,29 — 6,07 nm. Mezirovinna vzdalenost d je
v piipad¢é vzorkll zahfivanych bez ptitomnosti vody vyssi (d ~ 6 nm) nez u vzorkl

zahtivanych v pfitomnosti vody (d ~ 5,3 nm).

Lze pozorovat posuny reflexi vramci g, kdy se reflexe vzorki zahfivanych
bez vody posunuly k mirné niz§im hodnotam ¢, (a tudiz vyssi hodnoté d ~ 6 nm), zatimco
vzorky zahtivané v pfitomnosti vody zlstaly u pfiblizné stejné hodnoty ¢ jako vzorky

pted zahtivanim (d ~ 5,3 nm). Vzorky zahtaté¢ bez vody tvofi jednodusi strukturu

vvvvvv

vvvvvv

u vzorkll zahiivanych s vodou svéd¢i soubor pikl s niz§imi intenzitami. Tyto reflexe
se vyskytuji pii g = 1,46; 2,17, 2,67; 3,32; 3,87; 4,46 a 5,09 nm!. VSechny byly popsany
jiz dtive a podle souc¢asného stavu vyzkumu odpovidaji vrstevnatym strukturam s riznym
poradim a orientaci jednotlivych vrstev. Pro piehlednost se v praci zabyvame predevSim
(0,001 mg/cm?) naznacuji, Ze doslo k posunu periodicity k vy$§im hodnotdm ve srovnani

se vzorky s vys$§im obsahem lipid. Kvili nizkym intenzitdm je efekt malo priikazny.
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Obrazek 7: XRD difraktogramy vzorkii s Cer NS po zahfivani bez vody
(Cernd) nebo s vodou (modra). Mrizkové cary odpovidaji periodicite
5,3 nm. Hvezdicka oznacuje polohu pikii separovaného Chol. Jednotlivé

difraktogramy jsou vzdajemné posunuty podél osy y pro lepsi nazornost.
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4.2.3 XRD modelovych membran s obsahem Cer NdS pred zahiatim

I v ptipadé¢ membran s Cer NdS je pozorovana klesajici relativni intenzita reflexi
s klesajicim obsahem lipidl ve vzorku (obrazek 8). Ani v tomto ptipad¢ nebyly v zddném
z difraktogrami nalezeny piky odpovidajici pravidelnému usporadani lipidovych fetézcti

v oblasti ,,short-range arrangement*.

V ptipadé¢ modelii membran s obsahem Cer NdS se v difraktogramech nachézi
reflexe odpovidajici separovanému Chol u vzorkl se tfemi nejvyssimi koncentracemi
(0,45 mg/ cm?, 0,0675 mg/ cm? a 0,009 mg/ cm?). V tomto piipadé se piky Chol objevuji
ve vice vzorcich nez u modelt s Cer NS a oproti nim je Chol charakterizovany vétSinou
dvéma reflexemi. Kromé faze separovaného Chol nachazime 2 rtizné faze s mezirovinnou
vzdalenosti d ~ 5,23 nm a d ~ 4,49 nm. Féaze s krat$i mezirovinnou vzdalenosti byla
pozorovana u vSech modeld s nejvyss§im obsahem lipidi (0,45 mg/cm?) a v nadznaku
u vzorku TS-NdS-3B2 (obrazek ¢. 8). Hodnoty mezirovinnych vzdalenosti odpovidaji

t&m, které byly uvedeny jiz v pfedchozich experimentalnich pracich!4!6,

Féaze s d ~ 5,23 nm (SPP) poskytuje v ptipad¢ modeld s nejvyssim obsahem lipidi
7 reflexi, které ve vSech ptipadech dobte odpovidaji predpoveézené periodicité znazornéné
jako plné mtizkové cary. Se snizujicim se mnozstvim lipidii se snizuje i pocet reflexi,
(0,001 mg/cm?) je navic reflexe posunutd mirné doleva k niz8im hodnotam ¢ oproti

pfedpovézené periodicité, coZ znamena posun k delsi periodicité.

Oproti modelim s Cer NS (sekce 4.2.1) se u téchto vzorkd vyskytuji SPP s vétSim
rozptylem mezirovinnych vzdélenosti. Stejnym zlstava trend, pfi kterém se snizuje pocet
reflexi umérné k mnozstvi lipidti v membrané. Posuny téchto reflexi v zavislosti na ¢ jsou

zde vSak Casté&jsi.
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Obrazek 8: XRD difraktogramy vzorkit s Cer NdS pred zahrivanim.
Mrizkové cary odpovidaji periodicité 5,23 nm (plna cara) a 4,49 nm
(prerusovana cara). Hvezdicka oznacuje polohu pikii separovaného Chol.
Jednotlivé difraktogramy jsou vzdjemné posunuty podél osy y pro lepsi

nazornost.
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4.2.4 XRD modelovych membran s obsahem Cer NdS po zahrati

Modely byly zahtaté pii 70 °C nebo pii 70 °C/H2O stejné jako v predchozich
pfipadech. Také zde klesd relativni intenzita pikd s mnozstvim lipidi
ve vzorcich. Ani vjednom piipadé¢ se v difraktogramech nevyskytuji reflexe

v ,,short-range arrangement* (obrazek 9).

Reflexe separovaného Chol zde odpovidaji pozicim v téchto vzorcich pfed zahtatim
(4.2.3). V nékterych piipadech je Chol identifikovany jednou reflexi navic a u nékterych
vzorkil se piky objevily az po tepelné upraveé. Rozdily pozorované v pozici reflexi

a distribuci intenzity mezi vzorky nelze pfipsat zptsobu tepelné tpravy.

V difraktogramech byly identifikovany reflexe, které odpovidaji nékolika riznym
fazim, pficemz ne vSechny se vyskytuji ve vSech vzorcich: SPP s mezirovinnou

vzdalenosti d = 5,37 nm, dale fazi s d = 4,65 nm, 5,65 nm a 10,51 nm.

Féze s periodicitou 5,37 nm pozorované po zahtati (SPP) je blizko té pozorované
ve vzorcich pred zahiatim (d ~ 5,23 nm), avsak pocet reflexi, které identifikuji tuto SPP
neni tak velky jako u nezahtatych vzorki (jedna se o 2-4 reflexe). Celkové doslo ke zméné
distribuce intenzity, coz naznacuje, ze doslo i ke zméné molekularniho uspotadani této

faze.

Témét u vSech vzorkli se vyskytuje kromé SPP jest¢ jedna faze
s d = 4,65 — 4,66 nm. Jeji periodicita je blizko té pozorované u nezahtatych vzorkl
(d = 4,49 nm). Tuto fazi urcuje vétSinou 3-5 pikd. Ob¢ tyto faze s d kolem 4,5 nm
odpovidaji pravdépodobné Cistému vykrystalizovanému Cer. Zména periodicity mize
odrazet zménu krystalické modifikace Cer NdS, napt. mohla nastat zména sklonu fetézct

vzhledem k roviné lipidovych lamel (v anglojazy¢né literatute tilf).

U vzorkd s nejvy$§im obsahem lipidd (0,45 mg/cm?) se vyskytla i tfeti faze
s mezirovinnou vzdalenosti 4,46 — 4,48 nm (dobfe rozliSené piky pti g = 2,85; 4,26; 5,66).
Jedna se pravdépodobné o pozustatek krystalické modifikace Cer NdS ptitomné jeste

pted zahtatim vzorkd.

U dalsich dvou vzorkti se objevuje faze s mezirovinnou vzdalenosti 10,51 nm, coz
je faze svym d blizkéd LPP. Tato faze je Iépe zfetelna na obrazku ¢. 10, kde se jeji piky

dobie shoduji s Cervenymi miizkovymi carami odpovidajicimi periodicité¢ 10,51 nm.
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Soucasné doslo k posunu v periodicité¢ SPP na 5,65 nm. Nelze ur¢it, zda je vyskyt této
faze zavisly na zplisobu zahtati nebo na mnozstvi lipidit ve vzorku, protoze se objevila
u vzorkl o riznych mnozstvich lipidd, u jednoho vzorku zahtatého s vodou a druhého
zahtatého bez pritomnosti vody. U vzorkil se snizenym obsahem lipidi na jednotku
plochy (0,0675 mg/cm? a 0,009 mg/cm?) jsou v nékterych piipadech periodicity posunuty
vSechny mirn¢ posunuty k niz§im hodnotam ¢q. Nelze ur¢it, zda se posuny v rdmci ¢ méni

v zavislosti na tepelné uprave.
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Obrazek 9: XRD difraktogramy vzorku s Cer NdS po zahrivani
bez vody (Cernd) a s vodou (modra). Plné mrizkové cary odpovidaji
periodicite 5,37 nm a prerusované mrizkove cary
4,65 nm. Hvezdicka oznacuje polohu pikii separovaného Chol. Jednotlivé
difraktogramy  jsou vzdjemné  posunuty  podeél osy Yy

pro lepsi nazornost.
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Obrazek 10: XRD difraktogram vzorku s Cer NdS po zahrivani bez vody. Bylo
aplikovano 0,009 mg lipidii na cm?. Cervené miizkové cary odpovidaji periodicité
10,51 nm. Cerné piné miizkové cary odpovidaji periodicité 5,65 nm a prerusované

mrizkove cary 4,66 nm. Hvezdicka oznacuje polohu pikii separovaného Chol.

4.2.5 XRD modelovych membran s obsahem Cer NP pred zahfatim

I u vzorkli sobsahem Cer NP nachazime stejny trend jako v ptfedchozich
pfipadech. Relativni intenzita reflexi i v tomto ptipad¢ klesa s klesajicim obsahem lipidi
ve vzorcich. Zarovenl se ani vjednom ze vzorkl neobjevily reflexe v ,short-range

arrangement™ (obrazek 11).

I v modelovych membranach s obsahem Cer NP se objevily reflexe odpovidajici
separovanému Chol. Reflexe odpovidajici separovanému Chol nebyly pozorovany
u vétSiny modeli s obsahem 0,001 mg lipidi na 1 cm?. V ostatnich membranach je Chol
identifikovan vzdy jednou nebo dvéma reflexemi s mezirovinnymi vzdalenostmi
d=327-336nmad=1,67—-1,68 nm. V tomto ptipad¢ se piky Chol objevuji u vice
vzorkl nez u piedchozich dvou typti membran. Hodnoty mezirovinnych vzdalenosti jsou

srovnatelné.

Stejné jako u pfedchozich difraktogramt, tak i v téchto byly nalezeny reflexe
odpovidajici svou mezirovinnou vzdalenosti SPP (d = 5,24 — 5,37 nm). SPP je
identifikovana tfemi az péti reflexemi. Pozorovdna byla mirna variabilita polohy pikt
SPP vici prfedpovézené miizce, kterd odpovida mezirovinné vzdalenosti d = 5,35 nm.

U vzork TS-NP-1A2 a TS-NP-1B2, které jsou popsané na obrazku ¢. 11, byla nalezena
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dalsi faze s mezirovinnou vzdalenosti d = 3,73 nm, kterd poskytovala tfi nebo Ctyfi
reflexe. Tato odpovida nejspi§ n&které krystalické modifikaci separovaného Cer NP,
v difraktogramu nalezen vétSinou jen jeden pik. Nebylo tedy mozné urcit mezirovinnou

vzdalenost. U vétsiny vzorkl se objevily také piky, které nebyly zatazeny k zadné fazi.

V porovnani s modely s Cer NS jsou hodnoty mezirovinnych vzdalenosti
srovnatelné. U membran s Cer NP se navic ve dvou piipadech objevuje 1 dalsi faze,
ktera pravdépodobné odpovida vykrystalizovanému Cer NP. V porovndni s membranami
s Cer NdS je rozptyl hodnot mezirovinnych vzdalenosti mensi. Opakuje se trend
snizujiciho se poctu pikil se snizujicim se mnozstvim lipidd ve vzorku. Piky
v difraktogramech modelti s Cer NP nevykazuji vyrazné posuny vramci velikosti

rozptylového vektoru g.
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Obrazek 11: XRD  difraktogramy  vzorki

0,001 mg/cm?

0,009 mg/cm?

0,0675 mg/om?

0,45 mg;’cm2

Cer NP

pred zahrivanim. Mrizkové cary odpovidaji periodicité 5,35 nm.

Hvezdicka oznacuje polohu piki separovaného Chol. Jednotlivé

difraktogramy jsou vzajemnée posunuty podél osy y pro lepsi nazornost.



4.2.6 XRD modelovych membran s obsahem Cer NP po zahrati

I tyto modely byly tepeln€ zpracovany stejnym zpisobem jako vzorky
v podkapitolach 4.2.2 a 4.2.4 1 zde se relativni intenzita reflexi snizuje se snizujici
se koncentraci lipidii ve vzorku (obrazek 12). V zadném z difraktogrami se nenachazeji

reflexe v oblasti ,,short-range-arrangement*, nebo jsou piky jen velmi t€zko rozliSitelné.

Pritomnost reflexi separovaného Chol byla pozorovana v difraktogramech témér
viech vzorkd, kromé téch s nejniz§im obsahem lipidd (0,001 mg/cm?). Separovany Chol
se vdifraktogramech nachazi s mezirovinnou vzdalenosti 1,83 — 1,90 nm
a 3,71 — 3,75 nm. V této smési se Chol Spatné¢ misi se zbytkem lipidii. Na tomto
difraktogramu jsou vidét velké rozdily ve vzorcich, které byly zahtaté v ptitomnosti vody
nebo bez ni. U vzorkil zahtatych bez ptitomnosti vody (ve spektru na obrazku ¢. 12 ¢ern¢)
se v oblasti uspofadani na dlouhou vzdéalenost objevuji reflexe, které shodné poskytuji
mezirovinnou vzdalenost d = 3,73 nm (SPP), ktera nejspis§ odpovida vykrystalizovanému
Cer NP. Krom¢ této faze se v difraktogramech nachazi jest¢ SPP sd = 5,2 nm.
Pro ptehlednost se budeme zabyvat ptedevsim reflexemi s vys$s$i intenzitou. Vyrazny
rozdil je u vzorkil zahtatych s vodou (ve spektru na obrazku ¢. 12 modie). V téchto
vzorcich se v oblasti uspofadani na dlouhou vzdalenost objevuji reflexe, které shodné
poskytuji mezirovinnou vzdalenost d = 10,52 nm (faze blizka LPP) a faze s d = 3,73 nm
odpovidajici nejspi§ vykrystalizovanému Cer NP'™. Stejn¢ jako u vzorkll zahtatych
bez vody se ani v tomto ptipadé nevyskytuji intenzivnéjsi reflexe u vzorki s nejniz§im
mnozstvim lipidd. V souhrnné tabulce ¢. 6 jsou uvedeny mezirovinné vzdalenosti

struktur, které byly pozorovany pro jednotlivé typy membran.
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Obrazek 12: XRD difraktogramy vzorkii s Cer NP po zahrivani bez vody
(Cernd) nebo s vodou (modra). Myizkové cary odpovidaji periodicité
10,52 nm. Hvézdicka oznacuje separovany Chol. Sipky oznacuji
krystalicky Cer NP. Jednotlivé difraktogramy jsou vzdjemné posunuty

podél osy y pro lepsi nazornost.
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Tabulka 6: Souhrnna tabulka s vysledky méreni XRD. Tabulka predklada pritomnost

Chol a mezirovinné vzdalenosti struktur nalezenych u jednotlivych typii modelu.

Pfed zahfivanim Po zahfivani
Bez ptitomnosti vody S piitomnosti vody
d~ 5,3 nm d~6nm d~5,3nm
Vzorky s ceramidem NS Chol Chol Slozit&jsi struktury
Chol
d~5,23nm d~5,37nm d~ 5,37 nm
d~4,49 nm d ~ 4,65 nm d ~4,65 nm
Vzork idem NdS ’ ? ’
Zorky s cetamidem Chol d~10,51 nm d~10,51 nm
Chol Chol
d~5,35nm d~5,2nm d~ 10,52 nm
Vzorky s ceramidem NP Chol d~3,73 nm d~3,73 nm
Chol Chol

4.3 Ramanova mikrospektrometrie

Ramanova mikrospektrometrie je metodou vibra¢ni molekulové spektrometrie.
Jedna se o metodu, jiz jsme schopni identifikovat slozeni a strukturu métené¢ho vzorku.
Poskytuje informace o vibra¢nich pohybech molekul. Frekvence vibrac¢nich past zavisi
na velikosti atomi a sile vazeb mezi nimi. V naSem piipad¢ byly zjiStovany informace
o uc¢inku architektury polarni hlavy na konformaéni uspofadani a organizacni chovani

Cer®.

V nésledujicich podkapitolach budou zobrazena a vyhodnocena zprimérovana
spektra ziskand méfenim jednotlivych typli membran. Naméfeno bylo zpravidla pét
Ramanovych spekter po zaostfeni na pét riznych pozic na vzorku. V ojedinélych
ptipadech, kdyz bylo mnozstvi lipidd extrémné malé, se podafilo ziskat pouze Ctyfi
dostatecné rozliSend spektra. Intenzita spekter nebyla normalizovédna, v nékterych
ptipadech byla spektra Skalovana pro lepsi zobrazeni. Podkapitoly budou rozdélené podle

toho, jaky Cer byl v membrané¢ obsazen.

Ze spekter budou vybrany jednotlivé typy vibraci, které budou popsany blize.
V jednotlivych podkapitolach budou popsany vybrané péasy charakteristické
pro jednotlivé Cer (Cer NS, NdS a NP). Pfi hodnoté 700 rel. cm™ je pozorovan jeden
z pasu odpovidajicich deformacim kruhu Chol. V rozsahu hodnot 1050 — 1140 rel. cm’!
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je pozorovana oblast odpovidajici C-C vazbam v uhlovodikovém skeletu. Pomoci této
oblasti je hodnoceno konformacni uspotfadani uvniti fetézce. Tato oblast je spojena bud’
s trans nebo gauche usporadanim v fetézci. Pas v rozsahu hodnot 1296 - 1300 rel. cm’!
odpovidd CH» kroutivym (,twisting”) pohybliim. Tato oblast je citlivdA na poruchy
v konformaénim uspofadani fetézce. V rozsahu hodnot 1410 — 1480 rel. cm! jsou
pozorovany pasy odpovidajici CHz ntizkovym (,,scissoring®) vibracim. Tato oblast odrazi
povahu lateralniho uspofdddni mezi molekulami Cer. Toto uspofadani muze byt
orthorombické, hexagonalni nebo kapalné neuspofadané. Oblast v rozsahu
1600 — 1650 rel. cm™! odrazi vibrace karbonylové skupiny v tzv. oblasti Amide 1. Jedna
se o vibrace v rovin€ vazby C=0 a v rovin¢ ohybu vazby N-H. Diky oblasti Amide I 1ze
hodnotit povahu vodikovych vazeb v hlavovych skupinach Cer. Niz$i hodnoty jsou
spojovany se silngj$im zapojenim do sité vodikovych vazeb a vyssi hodnoty naopak
se zapojenim slab$im. Pas pii 1675 rel. cm™! odpovidda C=C vazbé& v uhlovodikovém
fetézci, kterd mize byt rizného plivodu (Cer s dvojnou vazbou, Chol skelet). Soudrznost
lipidii SC je castecneé odvozena z intermolekularnich vodikovych vazeb mezi oblastmi
hlavovych skupin. Popisovany jsou také valen¢ni (,,strefching®) vibrace. Konkrétné
se jedna o CH; valené¢ni symetrické vibrace pfi 2848 rel. cm™!, CH, valenéni asymetrické

vibrace pti 2882 rel. cm! a CH3 valenéni symetrické vibrace pii 2927 rel. cm! 2021,

4.3.1 Ramanova mikrospektrometrie modelovych membran s obsahem Cer NS

Na obrazku ¢. 13 jsou zobrazena spektra modell s obsahem Cer NS
pfed zahfivanim (A) a po zahfivani (B). Pfitomnost past ve spektrech odpovida
jednotlivym funkénim skupindm v lipidech modelovych membran. Obecné lze fici,
Ze se snizujicim se mnozstvim lipidl ve vzorku se snizuje i kvalita Ramanovych spekter.
Oba typy vzorkl obsahuji ve spektrech pas odpovidajici Chol pfi 700 rel. cm™. Podle
polohy a intenzity past v oblasti 1050 — 1140 rel. cm™! usuzujeme, Ze v obou piipadech
odpovidaji pfitomné pasy all-trans konformaci uhlovodikovych fetézcii. Tato
konformace je charakteristicka pfitomnosti a intenzitou péasi pii hodnotich
1060 rel. cm™, 1100 rel. cm™a 1130 rel. cm™. Ostry pés pfi 1300 rel. cm™! ve spektrech
zna¢i orientované uhlovodikové fetézce s vysokym obsahem frans-konformerti. Pasy

mezi 2850 rel. cm™ a 2890 rel. cm'! odpovidaji symetrickym a asymetrickym valenénim
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vibracim CH: vazeb uhlovodikového fetézce. Stejné¢ jako u nezahtatych vzorkt
nevykazuji pasy vyrazné odchylky od téchto hodnot. Je tedy pravdépodobné,

ze pted i po zahiivani se lipidy samovolné organizuji do frans-konformace.

Oblast blize zobrazena na obrazku €. 14 dava informace o CH: nlizkovych
vibracich ve vzorcich pfed zahfivanim (A) a po zahfivani (B). V daném spektru jsou
zobrazeny pasy okolo 1420 rel. cm!, 1440 rel. cm! a 1460 rel. cm™!. Pfitomnost pasu
v poloze 1420 rel. cm™ svédéi o pfitomnosti orthorombického uspofadani fetézct. Toto
pevné uspotfadani bylo patrné pied zahtatim, ale vyraznéjsi bylo po zahiivani s vodou
i bez vody. Spektrum na obrazku €. 15 blize zobrazuje oblast Amide I u vzorkl
pied zahfatim (A) a po zahtati (B). Pas pfi 1645 rel. cm™! poukazuje na zapojeni amidové
skupiny do slabych vodikovych vazeb. Tento pas se vyrazné vice vyskytuje ve spektrech
vzorkll po zahtati (v pritomnosti vody i bez ni). Pas pii 1675 rel. cm™! odpovida C=C
vazbé v uhlovodikovém fetézci, kterd odpovida 4,5-frans-konformaci dvojné vazby

ve sfingosinové skupiné Cer a/anebo dvojné vazbé Chol skeletu?’!,
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Obrazek 13: Ramanova spektra vzorku s Cer NS pred zahiivanim (A) a po zahiivani (B)
bez vody (Cernd) a s vodou (modra). Mrizkové cary odpovidaji poloham vybranych pasii.

Jednotliva spektra jsou vzajemné posunuta podeél osy y pro lepsi nazornost.
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Obrazek 14: Ramanova spektra zobrazujici oblast nizkovych vibraci vzorku
s Cer NS pred zahrivanim (A) a po zahrivani (B) bez vody (cernad) a s vodou
(modra). Mrizkové cary odpovidaji poloze pdasu pro orthorombické usporadani
retezcu. Jednotliva spektra jsou vzdjemné posunuta podél osy y pro lepsi

nazornost.

51



>
vo)

600 600+
A A AT g |
0,001 mg/cm? !
w1 10,001 mglem?
AT M ANt el
NSRS ¥y NURVIVI
"= 400 | 2 = AOo-W\/\"’“‘“"" ]
— ; 0,009 mg/cm =
E,) : @ WM »
@ P W‘A 0,009 mg/cm
B B et e
) S .
g > E W\/kﬂv‘hM by
0,0675 mg/cm A ,‘\
W\I\M-M- 0.0675 mg/cm
B L
N 0,45 mglcm? \-»«—\/JJ\vN—
\ﬁ/‘/\w\.‘ E o
0 _ 0 ’
1500 ' 16[00 I 17100 ‘ 1800 1500 ' 16'00 ' 1'."(](] ‘ 1800
Ramantv posun [rel. 1/cm] Ramanuv posun [rel. 1/cm]

Obrazek 15: Ramanova spektra zobrazujici oblast Amide I vzorkii s Cer NS
pred zahrivanim (A) a po zahvivani (B) a bez vody (¢erna) a s vodou (modra).
Mrizkové cary odpovidaji  poloze pdsu Amide [ se slabym zapojenim
do vodikovych miistkii. Jednotliva spektra jsou vzajemné posunuta podél osy y

pro lepsi nazornost.
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4.3.2 Ramanova mikrospektrometrie modelovych membran s obsahem Cer NdS

Na obrazku €. 16 jsou zobrazena Ramanova spektra modeli s obsahem Cer NdS
pfed zahfivanim (A) a po zahfivani (B). Stejné¢ jako u spekter z podkapitoly 4.3.1
odpovida ptitomnost past jednotlivym funkénim skupindm v lipidech modelovych
membran. Obecné lze fici, Ze se snizujicim se mnozstvim lipidd ve vzorku se snizuje
1 kvalita Ramanovych spekter. Spektra obou typt vzorka obsahuji pas odpovidajici Chol

pii 700 rel. cml.

I vtomto piipadé znaci piitomnost a intenzita tii past
pii 1060 rel. cm!, 1100 rel. ecm! a 1130 rel. cm™! piitomnost all-trans uspofadani
uhlovodikovych fetézct. Ostry pas pii 1300 rel. cm™! ve spektrech znaéi orientované
uhlovodikové fetézce s vysokym obsahem trans-konformerd. Obrazek ¢. 17 blize
zobrazuje oblast ntizkovych vibraci pted zahtatim (A) a po zahtati (B). Z Ramanovych
spekter je ziejmé, Ze pasy pii 1420 rel. cm!, 1440 rel. cm™ a 1460 rel. cm™! se vyskytuji
u vzorkli pred i po jejich tepelné uprave. Pritomnost tripletu poskytuje informace
o orthorombickém uspofadani laterdlnich fetézc. Pasy mezi 2850 rel. cm’!
a 2890 rel. cm™! odpovidaji symetrickym a asymetrickym vibracim CH, vazeb
uhlovodikového fetézce. Stejné jako u nezahtatych vzorkl nevykazuji tyto pasy vyrazné
odchylky od téchto hodnot. I ve vzorcich s obsahem Cer NdS se lipidy organizuji
do trans-konformace. Tato konformace je zfejma ze spekter vzorkd pied i po jejich
zahftati.

Oblast Amide I, blize zobrazend na obrazku ¢. 18, je vtomto piipadé
charakteristickd zménami v Ramanovych spektrech pied zahiivanim (A) a po zahfivani
(B). Ve spektrech zobrazujicich modely pied zahfivanim je patrny pas pii 1675 rel. cm’!
odpovidajici C=C vazbé&. Ve spektru B je pozorovan navic i pas pii 1625 rel. cm™!. Tato
hodnota znaci, ze je struktura amidu do sytému vodikovych vazeb zapojena silnéji
nez v piipad¢ vzorkl s Cer NS. V tomto pfipadé se pas popisujici Amide I zapojeny

do vodikovych vazeb vyskytuje pouze ve spektrech tepelné upravenych vzorka?%2!.
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Obrazek 16: Ramanova spektra vzorkii s Cer NdS pred zahiivanim (A) a po zahiivani (B) bez vody
(Cernd) a s vodou (modra). Mrizkové cary odpovidaji poloham vybranych pasi. Jednotliva spektra

jsou vzajemné posunuta podél osy y pro lepsi nazornost.
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Obrazek 17: Ramanova spektra zobrazujici oblast niizkovych vibraci vzorkii
s Cer NdS pred zahiivanim (A) a po zahvivani (B) bez vody (¢erna) a s vodou
(modra). Mrizkové cary odpovidaji poloze pasu pro orthorombické usporadani
retezcu. Jednotliva spektra jsou vzdajemne posunuta podél osy y pro lepsi

nazornost.
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Obrazek 18: Ramanova spektra zobrazujici oblast Amide I vzorkii s Cer NdS
pred zahiivanim (A) a po zahvivani (B) bez vody (cernad) a s vodou (modra).
Mrizkové cary odpovidaji poloze pasu pro Amide I se slabym zapojenim
do vodikovych miistkii. Jednotliva spektra jsou vzajemné posunuta podél osy

y pro lepsi nazornost.
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4.3.3 Ramanova mikrospektrometrie modelovych membran s obsahem Cer NP

Na obréazku €. 19 jsou zobrazena Ramanova spektra modelti s obsahem Cer NP
pred zahtivanim (A) a po zahtivani (B). Stejné€ jako u spekter z podkapitoly 4.3.1 a 4.3.2
odpovida ptitomnost past jednotlivym funkénim skupindm v lipidech modelovych
membran. Obecné lze fici, Ze s klesajicim mnozstvim lipidi ve vzorku se snizuje
i kvalita Ramanovych spekter. Spektra obou skupin vzorkii obsahuji pas odpovidajici
Chol pii 700 rel. cm!. Voblasti C-C vazeb byly vptipadé spekter
na obrazku €. 19 zobrazeny pasy pfi 1060 rel. cm™! a 1140 rel. cm. Jejich pFitomnost
poukazuje na pitomnost all-trans konformaci fetézci. Ostry pas pii 1300 rel. cm!
oznauje fetézce s vysokym obsahem frans-konformer. Pasy mezi 2850 rel. cm’!
a 2890 rel. cm™! odpovidaji symetrickym a asymetrickym vibracim CH, vazeb
uhlovodikového fetézce. Stejné jako u nezahtatych vzorkl nevykazuji tyto pasy vyrazné
odchylky od téchto hodnot. I ze spekter vzorkti s Cer NP je zfejmé, Ze se lipidy organizuji

do trans-konformace pted i po jejich tepelné tprave.

Na obrazku ¢. 20 je zobrazena oblast ntizkovych vibraci modell s obsahem Cer
NP pted zahfivanim (A) a po zahfivani (B). I v téchto spektrech znaci triplet past
vrozmezi 1420 — 1460 rel. cm™ pfitomnost orthorombického uspofadani. Ramanova
spektra na obrazku €. 21 blize zobrazuji oblast Amide I ve vzorcich s Cer NP
pied zahfatim (A) a po zahfati (B). Ve spektru A je zobrazen pas pii 1675 rel. cm™.
Ve spektru B je navic i pas pfi 1645 rel. cm!, ktery svédéi o slabém zapojeni amidové
skupiny do sit¢ vodikovych vazeb. Ve spektru (A) na obrdzku ¢. 21 neni tento pas

zietelny?%2L,
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Obrazek 19: Ramanova spektra vzorkii s Cer NP pred zahiivanim (A) a po zahiivani (B) bez vody
(Cernd) a s vodou (modra). Mrizkové cary odpovidaji poloham vybranych pasii. Jednotliva spektra

jsou vzdjemné posunuta podél osy y pro lepsi ndazornost.
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Obrazek 20: Ramanova spektra zobrazujici oblast niizkovych vibraci vzorkii s Cer NP

pred zahvivanim (A) a po zahrivani (B) bez vody (Cernd) a s vodou (modra). Mrizkové

cary odpovidaji poloze pasu pro orthorombické uporadani retezcu. Jednotliva spektra

jsou vzajemné posunuta podél osy y pro lepsi nazornost.

59



600- 800 snmmtrr v s

0,001 mg/em? oA i) 0,001 mg/em?

\
e

?
|

0,009 mg/cm?

|
%

= 4001 | 0,009 mg/cm? A0 A pnnd

L I AR = CA

8 ' I )
5 et . N i -
< c i\

o ° ;

c M aman W 7 £ |

»M/-MJ\,W.. 0,0675 mg/cm?

0,0675 mglem? w.,_./\j\M

200 AN i

200 PMarman

{
LT

ot 0,45 mg/em?
N 0,45 mg/cm?

0_\"\-’«-/"'"‘ - 07

1500 16IOO 1TIOU 1800 1500 16'00 1 7'00 1800

Ramaniv posun [rel. 1/cm] Ramanav posun [rel. 1/cm]

Obrazek 21: Ramanova spektra zobrazujici oblast Amide I vzorkit s Cer NP
pred zahvivanim (A) a po zahiivani (B) bez vody (Cernad) a s vodou (modra).
Mrizkové cary odpovidaji poloze pdasu pro Amide I se slabsim zapojenim
do vodikovych mistkii. Jednotliva spektra jsou vzajemné posunuta podél osy y

pro lepsi ndzornost.
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4.4 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

FTIR je metodou vibracni spektroskopie. Jedna se o techniku ur¢enou k identifikaci
a charakterizaci organickych i anorganickych latek. Pomoci této metody je zkoumano
slozeni a chemické vazby vzorkil. Limitaci této metody je potiebné mnozstvi
zkoumaného materialu. To je v pfipad¢é naSich vzorkli velmi malé. Méfeni v mnoha
ptipadech neposkytuje dostate¢né kvalitni spektra z diivodu malého mnozstvi vzorku.
Jelikoz vzorek po méfeni FTIR nelze opétovné pouzit, byly modely proméfeny jen
po jejich tepelné upravé. V nasledujicich podkapitolach budou vyhodnoceny jednotlivé
typy vibraci. Podkapitoly budou rozdéleny podle toho, jaky Cer je ve struktufe membran

obsazeny.

Ve vyhodnoceni spekter jsme se zaméfili na tfi zasadni oblasti vibraci. Konkrétné
se jedna o CH; valencni (,,stretching*) vibrace, které kvalitativné monitoruji konformacni
usporadani a organizaci acylovych fetézcl. Pii hodnotach 2847 — 2866 cm™! se vyskytuji
symetrické valenc¢ni (,,stretching®) vibrace CHz skupiny. Pokud se tyto hodnoty nachéaze;ji
pod hranici 2850 cm’!, jsou fetézce v trans-konformaci. Pokud je tato hodnota
pfekrocena, nachdzeji se fetézce ve vét§i mife v gauche usporadani. Pfi hodnotach
2915 — 2924 cm! se nachazeji CH» asymetrické valencni (,.stretching®) vibrace,
které jsou na zmény organizace v lipidovych strukturdch méné citlivé nez vibrace
symetrické. Dal$imi vyhodnocovanymi vibracemi jsou CH: nlUzkové (,,scissoring*)
vibrace. Diky nim pfimo detekujeme orthorombické faze a mikroagregaci v upotadanych
lipidovych fazich. Pokud v této oblasti pozorujeme dublet past pfi hodnotach
1463 a 1473 ¢cm !, jsou fetézce organizovany do orthorombického uspofadani. Pokud
se v této oblasti vyskytuje pouze jeden pas pii 1460 cm, jednd se o hexagonalni
uspofadani fetézcli. Poslednim typem vibraci, ktery se Casto ve spektrech popisuje, jsou

houpavé (,,rocking*) vibrace. Ve spektrech se nachazeji pti 714 — 736 cm™ °.
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4.4.1 FTIR modelovych membran s obsahem Cer NS po zahtati

V tabulce €. 7 jsou zaznamenany hodnoty vinoc¢ti CH> symetrickych valencnich
vibraci. V tabulce jsou priméry naméfenych hodnot sefazené podle mnozstvi lipidi
v danych vzorcich. Zadny z téchto praimérii nepiesahuje hodnotu vlnoétu 2850 cm'. Jsou
tedy diikazem, ze se jedna o frans usporadani acylovych fetézcl. Z tabulky €. 7 se zd4, ze
s klesajicim mnozstvim lipidi ve vzorku vétSinou mirné klesd i rigidita usporadani
fetézcl. Vykyvy v linearit¢ mohou byt zptisobeny také tim, ze FTIR neni metodou, ktera
je pro méfeni takto malych mnozstvi vhodna. Cim mensi mnozstvi lipidi se ve vzorcich
nachazi, tim obtizngjsi je takové vzorky pomoci FTIR méfit. Kvalita spekter je tedy diky
tomu niz$i. Z tohoto diivodu nebylo mozné proméfit spektra vzorkl s nejniz§im obsahem
lipida (0,001 mg/cm?). Na obrazku ¢. 22 je blize zobrazena oblast nlizkovych vibraci.
V této oblasti spektra pozorujeme konvoluci dubletu past pii 1463 cm™! a 1473 c¢cm™!
a pasu odpovidajiciho hexagonalnimu uspofadani fetézci pfi ~ 1466 cm™.
Nejednoznacnost $tépeni pasu do dubletu znaci, Ze se jednd o kombinaci hexagonalniho
a orthorombického uspotadani. Nejsou znatelné rozdily mezi vzorky zahtatymi s vodou

a bez vody.

Tabulka 7: Hodnoty vinoctii CH> symetrickych valencnich (,,stretching*)

vibraci zmérené pomoci FTIR.

CH2-symmetrical stretching
Modely zahfivané s vodnym prostiedim Modely zahiivané bez vodného prostedi
Mnozstvilipiduna | - g \o | 7 srens hodnoty | Primér | TS-NS- | Zmfené hodnoty | Primér
[mg/em2]

1A1 2848,2 1B1 2848,4
2848,9 2848,5

045 1A2 2848.4 2848,6 1B2 2848,3 28484
2848,9 2848,5
2A1 2848,5 2B1 28485

0,0675 2A2 2849,1 28488 2B2 2849,0 28488
3A1 2848,8 3BI1 2848,6

0,009 3A2 2848,8 28488 3B2 2847,6 2848,1

TS-NdS- TS-NdS-

1A1 2848,7 1B1 2848,7

0.45 1A2 28484 2848,6 1B2 2848,6 2848,7
2A1 2848,6 2B1 28494

0,0675 2A2 2849,3 2849,0 2B2 2849,2 28493
3A1 2848,1 3BI1 2848,2

0,009 3A2 2848,5 28483 3B2 2848,3 28483

TS-NP- TS-NP-

1A1 2848,2 1B1 28484

0.45 1A2 2848,3 28483 1B2 2848,3 28483
2A1 2848,1 2B1 2849,0

0,0675 2A2 2848.4 28482 2B2 2849,2 2849,1
3A1 3B1 2850,9

0,009 3A2 2848,8 28488 3B2 2848,1 28495
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Obrazek 22: FTIR spektrum zobrazujici oblast niuzkovych
vibraci vzorkii s Cer NS po zahrati bez vody (Cernad) a s vodou
(modra).  Mrizkové  cary  odpovidaji  poloze  pdsu
pro orthorombické usporadani retezcu. Jednotliva spektra jsou

vzdjemné posunuta podél osy y pro lepsi ndazornost.
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4.4.2 FTIR modelovych membrian s obsahem Cer NdS po zahiati

Hodnoty vino¢td CH: symetrickych vibraci vzorkd s obsahem Cer NdS jsou
zaznamenany v tabulce €. 7. VSechny priméry téchto vinocti nedosahuji hodnot vyssich
nez 2850 c¢cm’!, coZ poukazuje na pievazné all-trans uspofadani acylovych fetézcu.
Hodnoty vInoctii rostou zaroven s klesajicim obsahem lipidli v méfenych vzorcich.
Spektrum zobrazené na obrazku ¢. 23 piiblizuje oblast ntizkovych vibraci vzorki
s obsahem Cer NdS. Podobné jako ve spektru na obrazku €. 22 nelze ani u vzorka s Cer
NdS jednoznacné rozeznat $tépeni pasu na dublet. Jedna se tedy o situaci, kterd odpovida
t¢ z pfedchozi podkapitoly (4.4.1) — o kombinaci hexagondlniho a orthorombického
uspofadani fetézcl. Nelze pozorovat rozdily mezi vzorky zahiatymi za ptitomnosti vody
nebo bez ni. Ve spektru na obrazku €. 23 lze pozorovat pas pii hodnoté kolem
1456 cm™. Tento pas odpovida deformaénim vibracim asymetrickych vazeb CH3 skupiny
a symetrickych vazeb CH; skupiny ve struktufe lipidd. Pfitomnost tohoto pasu nejevi

zéavislost na piitomnosti vody pfi tepelné upravé vzorki??,
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Obrazek 23: FTIR spektrum zobrazujici oblast niizkovych
vibraci vzorki s Cer NdS po zahrati bez vody (cerna)
a s vodou (modra). Mrizkové cary odpovidaji poloze pdsu
pro orthorombické usporadani retézcu. Jednotliva spektra

jsou vzajemné posunuta podél osy y pro lepsi nazornost.
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4.4.3 FTIR modelovych membran s obsahem Cer NP po zahrati

I hodnoty vIno¢tii jednotlivych vzorkii s obsahem Cer NP jsou uvedeny v tabulce
¢. 7. Veskeré hodnoty vInoétl se nachazeji pod hodnotou 2850 cm!. Tudiz se i v tomto
pfipad¢ jednd prevazné¢ o all-trans uspotraddani ftetézcli. Z tabulky €. 7 je ziejmé,
ze s klesajicim mnozstvim lipid ve vzorcich klesé i rigidita fetézct. Oblast ntizkovych
vibraci je blize zobrazena na obrazku ¢. 24. Zde pozorujeme konvoluci dubletu past
pii 1463 cm! a 1473 cm! a pasu pii 1466 cml. I vtomto piipadé se jedna
o kombinaci orthorombického a hexagonalniho uspotfadani. Stejné¢ jako ve spektru
na obrazku ¢&. 23, lze i ve spektru na obrazku ¢. 24 pozorovat pas pii hodnoté 1456 cm™!.
Pozice tohoto pasu odpovida ptitomnosti deformacnim symetrickym vibracim CH>

skupiny a asymetrickym vibracim CH3 skupiny ve struktufe vzork?2.

0,009 mg/cm?

Intenzita [rel. j.]
2

0,0675 mg/cm?

0,45 mg/cm?

Vinoget [em™]

Obrazek 24: FTIR spektrum zobrazujici oblast niizkovych vibract
vzorkii s Cer NP po zahrati bez vody (Cernd) a s vodou (modra).
Mrizkové cary odpovidaji poloze pdsu pro orthorombicke
usporadani retézci. Jednotliva spektra jsou vzdjemné posunuta

podél osy y pro lepsi nazornost.
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4.5 Vliv teoretického poctu vytvoienych vrstev na rozloZeni lipidi v modelovych

membranach

V ramci experimentélni prace byly modelové membrany pozorovany optickym
mikroskopem. Pomoci vystupl zoptického mikroskopu mizeme hodnotit vliv
teoretického poctu vrstev, které lipidy mohou vytvofit, na jejich rozlozeni ve SC.
Na reprezentativnich fotografiich z optického mikroskopu na obrazku €. 25 Ize pozorovat
rozlozeni lipidG na krycim mikroskopickém sklicku po jejich naneseni a nasledné
i po tepelné uprave. Lipidy na sklicku zasychaji jiz béhem jejich néstiiku. Na fotografiich
vzorki s obsahem lipidii 0,45 mg/cm? a 0,0675 mg/cm? 1ze pozorovat, Ze lipidy zasychaly
rovnomérné a vytvorily celistvou plochu. Na fotografiich vzorkli s obsahem lipidi
0,009 mg/cm? a 0,001 mg/cm? lze pozorovat, ze lipidy zasychaly ve shlucich. Tuto

schopnost shlukovat se si lipidy zachovaly i po tepelné upravé modelovych membran.

TS-NS pied zahfivanim TS-NS po zahfivani (70 °C)

ORI L

0,45 X ; e

mg/em? [ : }i?%gi%x&tﬁ
= e L L 91."_!.‘ u‘?al
PSRRI M S

00675 | f“‘ﬁ(?%‘*&‘kf{ ;

mg/om? | %&g&k '{: STE

0,000  FRELIES S LB o

mg/em? &

0,001

mg/cm?

Obrazek 25: Fotografie z optického mikroskopu zobrazujici vzorky s obsahem Cer NS (vievo
pred zahratim a vpravo po zahrati). Fotografie jsou serazené sestupné podle klesajictho

obsahu lipidii.
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S DISKUSE

Pro tuto préci bylo potieba pfipravit modely s obsahem vzdy jednoho vybraného
Cer, smési MK a Chol v poméru blizkém redlné lipidové matrix ve SC. Tyto modely byly
nasledné zahtaty nad teplotu fazového ptechodu lipidi. Struktura tenkych lipidovych
film byla zjistovana pomoci XRD, Ramanovy mikrospektrometrie a FTIR. Cilem prace
bylo zjistit vliv struktury Cer, teploty a pfitomnosti vody pfi tepelné tipravé a teoretického
poctu vrstev, které lipidy tvofi, na uspofadani tenkych lipidovych filml jako modelt
kozni bariéry. Chtéli jsme také zjistit, jak mald mnozstvi lipida lze k pfipravé modelt

kozni bariéry pouzit, aby experiment stale poskytoval relevantni vysledky.

Jiz v diive publikovanych c¢lancich bylo popsano, ze lipidy tvofi v modelovych
membranach struktury s charakteristickymi mezirovinnymi vzdéalenostmi'4. T XRD
difraktogramy z naSeho experimentu ukazuji, ze lipidy jsou schopné vytvotit periodické
struktury, aniz by tomu musela pfedchazet tepelnd Uprava. Ze spekter také vyplyva,
ze struktura Cer mé na rozlozeni lipidovych filml velky vliv. Tento vliv je vidét
na rozdilnych mezirovinnych vzdalenostech s nimiz se ve vzorcich dané struktury
vyskytuji. I rozdily v téchto mezirovinnych vzdalenostech jsou potvrzenim predchozich
publikovanych  vysledka!>»'%.  Hodnoty  t&chto  mezirovinnych  vzdalenosti
se ve veétSing pripadl tepelnou upravou prodlouzily. Tento efekt se objevil u vSech
meétenych typt Cer. Rozdily jsou znatelné i mezi difraktogramy vzorkl zahiatymi
bez ptitomnosti vody a s vodou. Tento vliv je vyrazné vidét u modelii s obsahem Cer NS,
které vytvotily strukturu s periodicitou d ~ 6 nm. Jednd se o periodicitu, kterd je delsi
nez ta u struktur vzorkd zahtatych v pfitomnosti vody (d ~ 5,3 nm) a u struktur vzorkt
pted jejich zahiatim (d ~ 5,3 nm). Tato periodicita nebyla pro tento Cer diive publikovana.
Rozdil je vidét také u vzorki s obsahem Cer NdS a NP, u kterych byla pozorovéna faze
s periodicitou d ~ 10,5 nm (periodicita blizkd LPP). U vzorkli s Cer NP je vyskyt této
faze, na rozdil od vzorka s Cer NdS, vazan na zahtivani v pfitomnosti vody. Tato delsi
periodicita byla dfive pozorovana u jinych druhii Cer, napiiklad u Cer NH nebo NS!%13,
Z naSich vysledkd vyplyvd, Ze by se mohlo jednat o obecnou vlastnost Cer, které by

mohly tuto fazi vytvoftit vzdy za optimalnich podminek.

I z Ramanovych spekter a spekter FTIR vyplyva, Ze rozlozeni lipidovych filmi je

ovlivnéno podminkami béhem piipravy membran. Vliv tepelné Upravy je znatelné
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viditelny v Ramanovych spektrech. V oblasti Amide I je po tepelné upravé pozorovan
pas, jehoz poloha je ovlivnéna mirou zapojeni amidové skupiny do systému vodikovych
vazeb. PfiCina vzniku tohoto pasu miiZze byt dana povahou interakci, které ve vzorku
pfevladaji. Po naneseni lipidl na kryci mikroskopické sklicko pravdépodobné prevladaji
hydrofobni interakce dlouhych lipidovych fetézcl. Po tepelné upravé, nezavisle na tom,
zda za pfitomnosti vody nebo bez ni, se pravdépodobné¢ do formovani struktury
lipidovych lamel vice zapojuji polarni interakce. Jedna se o interakce polarnich hlav Cer
prostfednictvim vodikovych mustkl. Zda se, ze pted tepelnou tpravou neni hlava Cer
jesté kompletné uspofddana. Zmeéna v povaze téchto interakci se tedy projevi
i v Ramanové¢ spektru. Sila zapojeni v systému vodikovych vazeb byla hodnocena jiz
v predchozich publikacich?®. Rozdily mezi silou zapojeni v hlavovych skupinich
jednotlivych Cer se shodné¢ ukazuji i v nasem experimentu. Z Ramanovych spekter
v oblasti niizkovych vibraci jsme také potvrdili, Ze ¢ast lipidovych fetézclh mé tendenci

setrvavat v orthorombickém uspofddani. A to nezavisle na tepelné upraveé

vvvvvv

Z experimentu také vyplyva, Ze nelze zcela prikazné hodnotit vliv teoretického
poctu vrstev, které lipidy tvofi, na jejich rozlozeni ve SC. Z obrazku ¢. 25 je ziejmé,
Ze se snizujicim se obsahem lipida ve vzorku klesa i kvalita lipidového filmu na sklicku.
I ptes to, ze byly lipidové smési nandSeny kontinualng, ukazuje se, Ze néstfikem nelze
ptipravit rovhomérné tenkou vrstvu. Na vzorcich se dvéma nejvyssimi obsahy lipidi
(0,45 mg/cm? a 0,0675 mg/cm?) lze vidét, Ze lipidy tvofi viceméné souvislou strukturu.
pozorovano, ze lipidy po naneseni maji tendenci se shlukovat. Mezi shluky jsou poté
mista, ve kterych je bud’ jen velmi tenka vrstva lipidi nebo v nich nejsou lipidy pfitomny
viibec. Z obrazku €. 25 je také patrné, Ze ani po zahtati nejsou lipidy schopné vytvofit

jednolitou vrstvu a zachovavaji si tendenci se shlukovat.

Z vysledki nami provedenych méteni vyplyva, ze k pfipravé modelt kozni
bariéry lze pouzivat mnozstvi az 0,009 mg/cm?. Ve vétSin€ diive provedenych
experimentl byla k pfipravé modelti kozni bariéry pouzivana nékolikrat vétsi mnozstvi
nez v piipadé nasi prace?’. Modely takovych membran obsahuji fadové tisice lipidovych
lamel. Mnohovrstevné vzorky se oznacuji jako ,,bulk sample* a vyznacuji se hromadnym

chovanim typickym pro velky pocet molekul. Takové usporadani neodpovida ptilis
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realnému uspotadani v SC, jelikoz mezi korneocyty ve SC je ptfitomno jen velmi malé
mnozstvi lipidovych lamel (obrazek €. 4). Nase modely kozni bariéry se tak vice pfiblizuji

realité a vysledky z tenkych vrstev mohou 1épe modelovat nékteré aspekty realného SC.
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6 ZAVER

Cile této prace, definované v uvodni kapitole, byly splnény v plném rozsahu. Bylo
zjisténo, Ze struktura Cer ma velky vliv na uspofadani tenkych lipidovych filmt jako
modelii kozni bariéry. Mimo to bylo zjisténo, Ze na toto rozloZeni ma velky vliv i teplota

a voda pfitomna pii tepelné Gpravé vzorki. Sledovat vliv vrstev vytvofenych lipidy

na toto uspotadani se ukazalo jako Spatny smeér.

Piinosem této prace bylo také zjisténi, ze Ize pfipravit modely kozni bariéry svym
mnozstvim lipidl blizké redlnému SC. Prace s velmi malymi mnozstvimi lipida je
pro tuto pfipravu nezbytna. Bylo také objeveno nékolik strukturnich jevi, které diive pro

dané typy lipidii nebyly popséany.

Zavérem bylo zjisténo, Ze polymorfismy vznikajici ve vzorcich lipida
se zdaji byt obtizn¢ kontrolovatelné. Jejich vznik a chovani zavisi ve velké mife

na vné&jSich podminkach.
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