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Nazev disert@&ni prace: Vliv derivati aminokyselin a ceramidna bariérovou funkci

kaze

Hlavnim cilem této disertai prace bylo fispst k porozungni chovani ceramid
a modulatolt bariérové funkce e na bazi derivAtaminokyselin, stejhjako oswtlit
vztahy mezi jejich strukturou a&iinkem.

Akceleranty transdermalni permeace jsou latky,étatasré snizuji funkci kozni
bariéry a usnatlji tak pinik Ié&Civ. V prvni ¢ésti prace byly studovany akceleranty
aminokyselin prolinu, sarkozinu, alaninBralaninu a glycinu spojenych s hydrofobnim
fettzcem pomoci biologicky rozlozitelné esterové vazbBwourettzcové akceleranty
nevykézaly Zadny akcelema (Cinek, zatimco latky s jednifetzcem vyraza zvySily
propustnost #Ze. Nej&inngjSi akcelerant, derivat prolinu L-Pro2, dosahl hatdn
akceleréniho pongru az 40 p 1% koncentraci, byl aktiw)Si nez standardni akceleranty
Azon, DDAIP, DDAK a Transkarbam 12 a navigspbil synergicky s propylenglykolem.
Nebyly zjiS€ény Zadné rozdily v d&innosti mezi jednotlivymi enantiomery. Mechanismus
acinku L-Pro2 studovany infegrvenou spektroskopii sgiga ve fluidizaci lipidi kozni
bariéry bez vyznamnéhagiku na bilkoviny stratum corneum.élek L-Pro2 ndreny
elektrickou impedancitke byl alespd casté&ne reverzibilni. Toxicita fipravenych latek
na bur¢nych liniich keratinocyt (HaCaT) a fibroblast (3T3) dosahovala hodnot 4&

v rozmezi od desitek do stovgkl, cozZ je srovnatelné se standardnimi akcelerdntyivo
transdermalni permeéai studie u potkah potvrdily akcelerani (inek L-Pro2 a ukéazaly
jeho zanedbatelnou kozni toxicitu a minimalni wviartransepidermalni ztratu vody. Krém
toho L-Pro2 podléhal rychlému enzymatickému roziladplazng. Tyto vlastnosti daji
z L-Pro2 vhodného kandidata priigadné klinické pouZiti.



Ceramidy stratum corneum hraji zasadni roli v bavifch vlastnostech iZe.
Nicmére vztahy mezi jejich strukturou acidkem nejsou prozatim dostémg znamy.
V nasich nedavnych studiich jsme ukéazali, Ze dé#itezce acylu u sfingosinového typu
(NS) ceramid je velmi dilezita pro jejich bariérovou funkci a Ze jeho zkat snizilo
difuzni odpor kze s maximem u ceraniics délkouietzce 4 a 6 uhlilk V navaznosti
na tyto studie jsme v drulisti této prace zkoumali vliv délkgtzce acylu u ceramid
typu NS na propustnost a termotropni fazové chowdmielovych membran lipidSC
sloZzenych z ceramidu, kyseliny lignocerové, chelest a cholesterolu sulfatu zaelem
ziskat zékladni znalosti k pochopeni pozorovanyehdili v propustnosti. Ceramidy
s kratkym tettzcem sniZily elektrickou impedanci membran a zyy3iropustnost
theofylinu modelovymi membranami stéjjako bylo pozorovano v ii. Termotropni
fazové chovani bylo studovano pomoci diférénskenovaci kalorimetrie a infrarvené
spektroskopie. Ceramidy, kter&iynejvétsi vliv na propustnost, rozgy a snizily teplotu
fazového pechodu modelovych membran SC. ATR-FTIR studie raka Ze za teploty
kize vSechny membrany vykazuji organizovangéetizce lipidi prevazri
v trans konformaci spolu s orthorhombickym laterarnim dgp@nim a velmi podobnou
oblasti polarnich hlav. Z termalniho chovani membréak vyplyva, Ze kratkettzcové
ceramidy tvéi samostatné domény bohaté&lboa ceramidy, nebo kyselinu lignocerovou.
Takeé jsme zaznamenali slabsi relativni intenzity @Hraci @ 32 °C u nejpropustijSich
membran, coz naztaje pitomnost ceramidovych domén s nizSi hustotou dipid
Vysledky této prace potvrdily, Ze dlouhé hydrofobeizce v ceramidech typu NS jsou
nezbytné pro udrZeni bariérové funkdgdé. Krong toho modelové membrany lipidSC
nanesené na porézni poklad ukazaly, Ze jsou cemdgtnojem pro studium vztalmezi
strukturou ceramidu a propustnosti, stgpko souvisejicich mechaniznma molekularni
arovni.

V posledni ¢asti disertani prace byla fipravena fada novych homolag
pseudoceramidu 14S24 se zaem studia jejich potencialnich regengriah Einka
a objasuini vlivu délky hydrofobnictlretzci na jejich aktivitu. Tat@ast prace zahrnovala
jak studium tiznych metod poskozeni bariérové funkééek tak studiumiznych vehikul.
Nicmére v této ¢asti prace jsme nebyli schopni ohodnotit aktivittipravenych latek,
neba jsme zaznamenali z&@ou variabilitu v propustnostitZe. Moznosti, jak obejit tuto
komplikaci, se jevi studiuméthto latek za pouziti modelovych membran SC, kbgig
piipraveny v druhé&asti prace. Nicmé&hmetody a vysledky uvedené v t&tasti vsSak

mohou byt ndpomocnyfpdalSim studiu této problematiky.
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Title of Doctoral Thesis: Effect of amino acids derivatives and ceramideslan barrier

function

The main goal of my thesis was to contribute to ginelerstanding of behavior
of the ceramides and skin barrier function modutatzased on amino acids derivatives,
as well as to elucidate the relationship betweeir 8tructure and activity.

Transdermal permeation enhancers are compoundsethabrarily decrease skin
barrier properties to promote drug flux. In thesffipart of my thesis, enhancers with amino
acids (proline, sarcosine, alanifiealanine, and glycine) attached to hydrophobic rofsi
via a biodegradable ester link were investigatdie @ouble-chain lipid-like substances
displayed no enhancing effect, whereas single-chaistances significantly increased skin
permeability. The most active enhancer - prolinevdéve L-Pro2 reached enhancement
ratios of up to 40 at 1% concentration, which ighler than that of the well-established
and standard enhancers Azone, DDAIP, DDAK, and Skarbam 12. No stereoselectivity
was observed. L-Pro2 acted synergistically withpgltene glycol and infrared studies
revealed that its mechanism of action includesdfhation of skin barrier lipids with
no significant effect on stratum corneum proteibd?ro2 action was at least partially
reversible as measured by skin electrical impedafogicity in keratinocyte (HaCaT)
and fibroblast (3T3) cell lines showedsiGralues ranging from tens to hundreds of uM,
which is comparable with standard enhancémsvivo transdermal absorption studies
in rats confirmed the enhancing activity of L-Pra2d showed its negligible skin toxicity
and minimal effect on transepidermal water lossrtifeumore, L-Pro2 was rapidly
decomposed in plazma. These properties make L-Brgdod candidate for potential

clinical use.



Stratum corneum ceramides play an essential rolleeirbarrier properties of skin.
However, their structure—activity relationships @®orly understood. We have recently
shown that the acyl chain length in non-hydroxylaphingosine-type (NS) ceramides
is highly important for their barrier function arbdat its shortening decreased the skin
diffusion resistance with maxima at ceramides WH&C chain length. In the second part
of this thesis we investigated the effects of aclylin length of NS type ceramides
on the permeability and the thermotropic phase \iehaf a model SC lipid membranes
composed of ceramide, lignoceric acid, cholestarm cholesterol sulfate to gain some
basic understanding of the observed differencepeimeability. Short-chain ceramides
decreased membrane electrical impedance and iecrehs permeability of theophylline
in the model SC membranes similar to their efféotsnd in the skin. The thermotrophic
phase behavior was studied by differential scanoaigrimetry and infrared spectroscopy.
Those ceramides that had the greatest impact orm#mabrane permeability broaden
and downshift phase transitions of the model SC bmanes. ATR-FTIR studies revealed
that, at the skin temperature, all membranes shdawgitlipid chain conformational order
and presence of orthorhombic chain packing togethigr very similar polar head region.
Thermal phase behavior of membranes revealed thamnbmanes with short-chain
ceramides form separate domains rich either innaeles or lignoceric acid. Moreover
relative CH intensity at 32°C was weaker in the most permeat#enbranes suggesting
presence of ceramide-rich domains with lower ligighsity. In conclusion, this work
confirmed that the long hydrophobic chains in th&-type ceramides are essential
for maintaining the skin barrier function. Moreoveghe model SC lipid membranes
reconstituted on a filter support proved to be hafale tool to study the relationships
between the ceramide structure and SC membranespbility as well as the underlying
mechanisms on a molecular level.

In the last part of my thesis a number of new hagslof pseudoceramide 14524
were synthesized to study their barrier-repair igbiand to evaluate the influence
of the length of hydrophobic chains on their atyivirhis work included evaluation of two
different methods for barrier pertubation and stodlyarious donor vehicles. However,
in this part of the work we were unable to asshesactivity of the prepared compounds,
because considerable variation in the permeabibfy the skin was observed.
The possibility to avoid observed variability isstbtudy of these homologs by model SC
lipid membranes, which were developed in the secoad of the thesis. Nevetheles,

methods and results presented in this section rmdnelpful in further studies of this issue.
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CiL PRACE

Hlavnim cilem této disertai prace bylo fispst k porozungni chovani ceramid
a modulatot bariérové funkce &e na bazi derivataminokyselin (AMK) v kozni bari@
a os¥tleni vztatlii mezi jejich strukturou adinkem. Ziskané znalosti tak mohotigpst
k vymezeni rozhodujicich kritérii pro navrhovamuktur koznich modulétdy jako jsou
akceleranty transdermalni permeace s nizkou toxic dermalni drazdivosti vyhovujici
klinickému pouziti nebo vhodnych anatogeramid pro I&bu koznich onemoeni.

Vlastni prace je rozdena do ti oddili s nasledujicimi déimi cili:

[EEN

. Derivaty aminokyselin jako akceleranty transdern@ini permeace

Syntézaady novych derivatu AMK &etrg jednotlivych enantiomér

Hodnoceni jejich akceletai aktivity in vitro ain vivo

Hodnoceni vlivu:
A) struktury polarni hlavy
B) pritomnosti 1 nebo 2 hydrofobni¢btzcha
C) absolutni konfigurace v mégpolarni hlavy

na akceletmi inek

Hodnoceni reverzibility, stability a mechanismiinku vybranych akceleraint

Hodnoceni toxicity vybranych akcelerant

2. Vliv délky acylovéhoretézce ceramidh na permeabilitu modelovych membran

a studium jejich termotropniho chovani

» Vytvoieni vhodného néstroje, tj. modelové membrany stratorneum (SC),
pro studium modifikovanych cerantid

» Hodnoceni permeability modelovych membran stratomeum

= Studium termotropniho chovani modelovych membreatigih corneum

3. Derivaty aminokyselin jako latky schopné regenavat poskozenou koZni

bariéru

» Syntéza fady novych homolag pseudoceramidu 14S24 diznou délkou
hydrofobnichretzci

» Vybér vhodného modelu poskozeni kozni bariéry a doréov@hikulum

= Studium schopnostéthto latek regenerovat poSkozenou kozni bariéru

11



1 UvoD

KaZe je nej¢tsi organ lidskéhodta s plochou 1,5-2 fna tvai 10 % celkové
télesné hmotnosti.Tvori bariéru mezi vninim a vigj§im prostedim a pini tkolik funkci
— hraje velmi dleZzitou roli @i ochrarg proti mikrokim, toxinim, alergedm, UV z&eni,
udrZuje rovnovahu tekutin, zajige vymenu plyni, vylucovani Skodlivych latek a regulaci
teploty? JelikoZ je Kize nejpistuprgjsi organ lidskéhosta, stava se tak zjevnym cilem pro
aplikaci I&iv. OvSem pouze omezené mnoZzstwivége schopno projit &Zi v té mie,
aby doséhlo terapeutickych koncentraci v plazmransdermalni podani ci@ pritom
piedstavuje potenciainvelmi perspektivni aplikani cestu. Je vSak z&i& limitovano
bariérovou funkci #Ze, kterou pedstavuje nejsvrcl¥si vrstva pokozkytratumcorneum

Snahy ovlivnit bariérovou funkci e, a to pedevSim ve smyslu zvysit jeji
propustnost, jsou znamy jiz po desetileti. K tom&elu bylo vyvinuto jiz gkolik jak
fyzikalnich, tak i chemickych metod. Mezi fyzikdlninetody radime nafiklad
elektroforézu, ultrazvuk nebo v s@msnosti hojd studovanou elektroporaci speajici
v tvorbs mikropéri pasobenim elektrickych vybd)® Nevyhodou &chto metod je pouZiti
casto velmi slozitych a fina&né nakladnych aplikénich za&izeni. Z tohoto @ivodu se jako
nejschidngj$i jevi ovlivnit kiZzi chemicky — aplikaci akcelerd@ntransdermalni permeate.

V posledni dob se ovSem vyskytla i otazka transdermalni retardaedy sniZzeni
propustnosti #Ze. Tyto latky by mly zvySit odolnost kozni bariéry, a tak zabranit
vsttebavani nezadoucich latek, jako jsou pesticidy,lompai krémy nebo repelenty,
& dokonce bojové chemické latky,igs Kizi do organism@.’ Tretim typem latek
modulujici koZni bariéru jsou latky schopné jejigeserace. Neni bez zajimavosti,
Ze rektera vyznamna kozni onemaan, nagiklad atopicka dermatitidai psoriaza, maji
souvislost s poSkozenou kozni bariérou danou syieabsahem koZznich ceramid
Nedostat&na funkce kozni bariéry umidje piinik drazdivych latek, alergéra mikrohi,
coz stimuluje uvolani cytokini a nésledny zah Pribéh zartu pak vede k dalSimu
snizenf integrity koZni bariéfy.

VSechny i zminéné skupiny latek souhriroznaované jako modulatory bariérové
funkce Kize maji stejné mistocinku — kozni bariérové lipidgtratum corneumzZasadni
vyznam pro pochopeni funkce koZzni bariéry a jejidolaci nam fginaSeji znalosti
o stavk, organizaci a biofyzikalnich vlastnostech meziame lipidické matrixstratum

corneumzejména pak ceramid
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V prvni ¢asti nasledujici kapitoly bude poskytnut teoretidéklad pro pochopeni
tvorby a struktury SCdetrg sloZeni a organizace mezik&iné lipidové matrix SC. Druha
¢ast souhrné popisuje jednotlivé modulatory bariérové funkdégd a jejich mechanismus
Gcinku. Ve teti casti této kapitoly bude vystlen zakladni princip FTIR techniky,
ktera se hojéivyuziva ve studiu SC a modulaidrariérové funkceile.

1.1 KUZE

KuZe je sloZzena zditzakladnich funé&nich vrstev:
* subcutis
* dermis
e epidermis
Subcutis je wvnini vrstva tvdena adipocyty. Zajifije tepelnou izolaci
a mechanickou ochrangld. Dermis o tlougce 600-300Qum obsahuje pojivova vldkna,
kterda jsou odpaxdna za vysokou pevnost a pruznosizé& Krevni cévy, které jsou
piitomny v dermis, poskytujitZi ziviny a kyslik. Epidermis je svrchni avaskutawana
vrstva o tlousce 100-15Qum, tvarena pevazmt keratinocyty (90 %), dale pak melanocyty,
Langerhansovymi a Merkelovymi tkami. Keratinocyty jsou produkovany bazalni,
nejspodgjsi, vrstvou epidermis a postupmigruji snérem ke koznimu povrchu (cca 28
dni). Mezitim prochazeji zranim a hidnou diferenciaci — keratinizaci, kdy dochazi
ke zploS¢ni burek, zaniku organel, ukladani keratinu a lipidDle stadia diferenciace
keratinocyli mizeme v epidermis rozlisityti vrstvy (Obr. 1):
» bazalni vrstvagtratum basale
» vrstva ostnitych busk (stratum spinosuin
e vrstva zrnitych buék (stratum granulosuin
* rohova vrstvagtratum corneum
Krom¢ toho lze identifikovat dalSi vrstvu megtratum granulosuna corneum
ta se nachazi v mistech, kde je epidermis krytaosilrohovou vrstvou, tj. na ploskach
a dlanich. Jedné se o vrstvu lesklychdunstratum lucidum
Stratum basaleje nejvnitnéjSi epidermalni vrstva t¥ena jednou fadou
cylindrickych kmenovych buk, které se neustaleld a jsou peva spojeny s bazalni

membranou hemidesmozomy.

13



Ve stratum spinosunbuiky ziskavaji vetenovity tvar a jsou vzajerérpropojeny
desmozomy. V jejich cytoplazfrse nachazi vlakna keratinu caaaji se tvaéit prekurzory
proteini korneocytalniho obalu a lamelarni granula obsahyjfekurzory lipid matrix
SC.

Stratum granulosunfe posledni vrstva vitalni epidermis teoa oplogujicimi se
keratinocyty. Ty obsahujicetn4 keratohyalinni granula vyplm zvla& proteiny
profilagrinem, lorikrinem a keratinem. V nejsvréfgich keratinocytech se exocytosou
uvoliuje obsah lamelarnich granul. Lipidy lamelarnicangd jsou nezbytné pro vytieni
koZzni bariéry.

Stratum corneunje posledni vrstva epidermis tema bezjadernymi zrohowhtmi
korneocyty, které na povrchu deskvanftfif.

y =
~ = —— —

mezibunécné lamely Stratum corneum

korneocyt — ___'F_,

Strat lo
lamelarni granula — - ejoed % ratum granulosum

keratohyalinni granula ——=

Stratum spinosum

S | Y R———

keratin —L ; x
desmozomy _II___
Stratum basale
melanocyt =
hemiodesmozom ——— - A N CE o .
e e e | bazalni membrana

bazalni keratinocyty

Obr. 1 Stavba epidermis

1.1.1 Stratum corneum

Nejsvrchrjsi vrstva pokozkystratum corneumnazyvana také rohova vrstva, itvo
podstatu kozni bariéry. Vynikajici bariérové viastth SC lze ficist jeho neobvyklému
sloZzeni s vysokym obsahem cerafinid vyjim&nému usptadani. SC je ifblizné
10-15um silné v nehydratovaném stavu, ale jeho tikaSse nize i plné hydrataci
nskolikrat zwtsit'? Obsahuje 20 aZ 25 vrstev kornedgytco? jsou keratinocyty
v terminalnim stadiu diferenciace. Ty jsou obklopemohovatélym obalem a zasazeny
do lipidické matrix. Tato struktura je ozftwvana jako model ,cihly a malty®: **

Korneocyty jsou zplogté a navzajem propojené korneodesmozomy,

N 1

které zabezpelji celistvost rohové vrstvy. V nejvySSich vrstvaBiC oznaované jako

14



stratum disjunctumpodléhaji korneodesmozomy degradaci proteolytickygnzymy
a dochazi tak kifrozené deskvamaciike!* ** Vnitiek korneocyi je zcela vyplan

komplexni matrix zegovanych vlidken keratintf. Na povrchu korneocit se uklada
tzv. korneocytalni obalka vznikajicifipnym zesfovanim proteifi jako je involukrin

a lorikrin pomoci kalcium-dependentni transglutadmyr” '® Z vrej§i strany se pak
na korneocytalni obalku kovalegtmaze monovrstva lipidtvorena ceramidy &-hydroxy

mastnou kyselinot® 2°0b vrstvy zaji$uji soudrznost korneoays lipidovou matrix.

Jak jiz bylo zmigno vySe, lipidy lipidové matrix SC pochazeji z |démaich
granul. Jednd se o0 organely s membranovym obalems \aitni lamelarni
submikroskopickou  strukturdd:®®*  Granula  obsahuji  prekurzory ligid
a to glykosylceramidy, cholesterol, sfingomyeliny f@sfolipidy, které vytvé stohy
lipidickych diski, a dale enzymy jako fosfolipazu,AB-glukocerebrosidazu a kyselou
hydrolazu®® #* PYi fazi granul s plazmatickou membranou Bkirstratum granulosum
dochazi k uvolani lipidickych diski do mezibus¢ného prostoru SC, jejich reorganizaci
a metabolizaci. Jednotlivé disky fuzuji tzv. ,edgeedge” systémem a vytkia
nékolikavrstvé vzajemi propojené mezibugtné lamely?® Jak orientace, tak i struktura
lipidu lamel gispivaji k bariérové funkci. Séasre s reorganizaci probiha slozZitéepena
polarnich lipidi lamel na nepolarni lipidy SC, kdyB-glukocerebrosiddza &ti
glykosylceramidy stejhjako kysela hydrolaza sfingomyeliny na ceramidgsdolipaza A

fosfolipidy na volné mastné kyselir3§.

1.1.1.1 Lipidy stratum corneum

SlozZeni lipidi SC je jedinéné a je tveéeno fiblizné ekvimolarni smsi ceramid
(Cer), cholesterolu (Chol) a volnych mastnych kys€FFA) a még nez 5 % (w/w)
ostatnich lipid, z nichZ nejdleZit:ji je cholesterol sulfat (Chol$).Na rozdil od jinych

biologickych membran SC neobsahuje fosfolipidy.

Ceramidy

Ceramidy jsou struktugn riznorodé a obeeénse jedna o amfifilni molekuly
sestavajici ze dvou hydrofobnidiettzci a malé polarni hlavy (Obr. 2). Zakladem
molekuly ceramidu je baze sfingosin (S), fytosfigigo(P), 6-hydroxysfingosin (H) nebo
dihydrosfingosin (dS). Na tuto bazi je amidickowlvau navazana kuo-hydroxy (A),
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w-hydroxy (O), nebo nehydroxylovana (N) mastna kiypselObyejré se jedna o nasycené
mastné kyseliny s délkou 16 az 30 ubijikiicemZ nefasgjSi délkaretézce je 24 uhlik.
Koncovy o-hydroxyl miZze byt dale esterifikovan esencialni mastnou kgeeli kyselinou
linolovou (E). Jak obrny viettzci mastné kyseliny, tak i okiny ve struktie sfingoidni
baze davaji vznik Siroké Skale ptidtceramid, které se liSi délkowetzce. Dosud bylo
v lidském SC identifikovano 12 pdéti ceramid,?®>! pricemZ posledni ceramid byl
publikovan v roce 2013 Z hlediska uspi@dani lipidové matrix jsoutdeZité ceramidy
typu EO, u nichZ jer-hydroxyskupina mastné kyseliny o délce 30-34 uhéigterifikovana
kyselinou linolovou, které tubjakousi matrici, kolem niZ se organizuji ostatefamidy?>

Pokud se zastime na tvar molekuly ceramid byly popsany d& konformace,
a to vlasenkova, kdy obgetzce ceramifl smefuji na stejnou stranu, nebo rorena,
kdy kazdyietzec snéruje na opénou stranu. Rozdéena konformace zajigje vySSi
soudrznost lamel diky propojeni ceramidovyetézci*

Co se tyka zngeni ceramid, pavodné bylo zaloZeno na jejiclislovani arabskymi
¢islicemi dle rozdlovaciho koeficientu na tenkovrstvé chromatogr@iim vyssSi polarita,
struktue bylo nutné zavést nové systematické nazvosloato fiomenklatura nazyvana
jako dle Motty je zaloZena na dvouigadré tifpismennych kédecH. Posledni pismeno
ozna&uje bazi, ped nim stojici navazanou mastnou kyselinu, pisnienan&uje esteroy
vazanou kyselinu linolovou a stoji natatku kédu.

Volné mastné kyseliny

Jedna se fiedevSim o kyseliny s dlouhymi nasycenyieizci o délce 16 az 30
uhlika. Nejvice jsou zastoupeny kyseliny s délkettzce 22 a 24 uhlik Z nenasycenych
mastnych kyselin jsou zastoupeny kyselina olejoliaaova®’

Cholesterol a cholesterol sulfat

Cholesterol je saiasti vSech biologickych membran a je zodyumy za miSeni
lipida odliSnych struktur. NiZe zvySovat nebo sniZzovat fluiditu membran v za&gs!
na jeho mnozstvi a charakteru ostatnich¢ésti membrany. Cholesterol sulfat itvo
minoritni slozku lipidi SC (2-5 % w/w). HrajeideZitou roli gi deskvamaci S
Estery cholesterolu

Estery cholesterolu,fpdevsim oleat, se nachazi izolo¥amimo lamely a nepodili
se na tvorb lamel. Mohou tak separovat zbylé nenasycené mdsteéliny a zabranit

fluidizaci®
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Ceramid 2 (NS) Ceramid 3 (NP)
'

Ceramid EOdS

Obr. 2 Strukturni typy ceramitlv lidské Kizi s pivodnim i novym zn&nim

1.1.1.2 Organizace lipidk stratum corneum

Lipidy SC jsou v mezibuftném prostoru usgadany v mnohovrstevné lamely,
jez byly poprvé vizualizovany roku 1973 Breathnanh& uziti elektronového mikroskopu
a vzorku pipraveného metodou mrazového lam&mDvsem tyto lamely nebyly viditelné
pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM).nNye iz zndmo, Ze nasyceny
charakter lipid SC neumotiuje reakci s oxidem oskelym, EZné pouzivanym pro fixaci
prepardi TEM biologického pvodu®* PouZiti silij$iho post-fix@niho oxid&niho
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¢inidla oxidu ruthenielého umoZznilo zobrazeni specifického uggdni lamel,
tj. nékolikavrstvé lamely sestavajici ze sekventiepad (Siroké-uzké-Siroké) s nizkou
elektronovou hustotou, ulozené paratelpovrchem korneodyta opakujici se #ou
priblizng 13 nm? Tato sekvence je ozémvana jako faze s dlouhou periodicitou (LPP).
Kromé této faze byla v SC identifikovana i dalSi lamelafaze s periodicitou 6 nm,
ozna&ovana jako kratka lamelarni faze (SPP). Na rozdiB@P LPP faze byla prokazana
v lidském, praséim i mysim SC a ma velmi ojedilou molekularni struktur*’ Z tohoto
davodu se vyvozuje, Ze LPP malézitou roli v bariérové funkciie. Redpokladem pro
vytvoieni LPP je fitomnost ceramidu EOS, kdy jelashydroxyacylovyietézec prochazi
skrz celou dvojvrstvu lamely, zatimco linoleatowyytek zasahuje az do sousedni lamely.
Ceramid EOS tak slouzi jako molekulova spojka, tiehpip* mezi jednotlivymi
lamelami*® Vedle jiz zmignych lamelarnich fazi byl ve SC identifikovan i é&&
separovany krystalicky cholestefdi*°

Mimo lameléarni organizaci maubbzity vyznam i krystalinita lipid SC dana
uspdadanim lipidi v roviré kolmé na snx lamel, tzv. laterarni uspadanirettzci. V této
roviné jsou lipidy uspeadany bd orthorhombicky v krystalické fazi, hexagon&ln
v gelové fazi, nebo neustimlar v kapali-krystalické fazi*> Orthorhombické laterarni
uspdadani je velmi husté a tato struktura je nejgngmopustna, zatimco kapé
krystalicka faze je nejpropusisi. Pomoci Sirokouhlé rentgenové difrakce bylekpmaina
piitomnost pevazre orthorhombického laterarniho uspdani lipidi pri teplo€ kaze
okolo 32 °C sotasré s maloucasti lipidi v hexagonalnim uspadani®® ! Prozatim
zistdva neobjasmo, zdali sotasre koexistuje i kapalna faze, jelikoz jeji reflexe

v difraktogramu je fekryta reflexi keratinu korneodyt

Predpoklada se, Ze jak lamelarni organizace, taleideni usptadani jsou dlezité
pro kompetentni funkci kozni bariéty®*°® Vysledky nedavné studie vSak nasmig
Ze zména orthorhombického uspadani na hexagonalni v lidském SC nemd& vliv
na propustnost. Tudiz vhodna lamelarni organizacdileZitéjSi pro kozni bariéru nez

pritomnost orthorhombického laterarniho ugmi#in*
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1.1.2 Molekularni modely organizace stratum corneum

Na zaklad zminitnych skuténosti bylo navrzeno &kolik koncepci organizace
lipidu SC, které by vysstlovaly sekvenci pAsem pozorovanych TEM, koexistgetové
a krystalické faze nebo strukturu LPP a ostatrdibka bariérové funkce.

Prvni model byl navrzen roku 1989 a snazi settiswolekularni organizaci SC
na zaklad sekvenceit padi s nizkou elektronovou hustotou viditelnych TEM (OB).
Dle toho konceptu zaujimaji ceramidy ro#wou konformaci, kdyetézce smiuji kazdy
na jinou stranu a jsou sdileny mezi lamelami. Cégrtypu EO slouZi jako spojky mezi
jednotlivymi lamelami. Tento model je v literéuozng&ovan jako ,stacked monolayer”

model®®

Obr. 3 ,Stacked monolayer* model vy&ljici strukturu lipidovych lamel mezi dwma korneocyty
na zaklad 6 pasu s nizkou elektronovou hustotou. Dvétlévkrajni Siroké pasy reprezentu;ji lipidovou
obalku kovalents vazanych ceramid korneocyl. Uzké pasy fedstavuji ,zipovou* monovrstvu a dva
Siroké vnitni pasy tvei tzv. Landmannovu jednotku (&Mipidové dvojvrstvy vznikajici fazi lipidickych
diskii lamelarnich granufy’

Roku 1994 pedstavil Forslind doménovy mozaikovy model koznidyg (Obr. 4),
v némz je WtSina lipidi odctlena do krystalickych/gelovych domén, které jsotaokieny
kapalré-krystalickou fazi, a vyt tak ,mozaiku“. Tekuty charakter hranich oblasti

mezi krystalickymi doménami umtije difazi hydrofilnich a hydrofobnich molekuigs

koZni bariéru, zatimco krystalické/gelové domérgnbztratam vody®
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Obr. 4 Doméno¥ mozaikovy modél

Sendvéovy model (Obr. 5) navrzeny roku 2000 popisuiggmnost krystalickych
a kapalnych domén horizontélma rozdil od domén@évmozaikového modelu. V tomto
modelu jsou lipidy LPP uspadany do ifivrstvé struktury, v niz jsou dvsiroké krajni
vrstvy s krystalickou fazi odteny tzkou centralni fluidni vrstvoli.Cholesterol a jeho
derivaty spolu s linoleatovymirettzci ceramid typu EO tvéi centralni vrstvu,

kdeZto krystalicky usgd@dané ceramidy jsou na obou stranach téeulst vrstvy>®

krystalicka faze —p %ﬁ% ﬁ

i
uidnifize 3 %ﬁ“’

| 1o
-

Obr. 5 Sendvkovy modet®

13 nm

Snad nejspoi)Si a také nejvice diskutovany je model jednotndoge faze
(Obr. 6) navrzeny Norlénem roku 2001. Mezittmé lipidy SC tvei na rozdil
od doméno¥ mozaikového modelu jedinou koherentni gelovou. f§ziéto gelové fazi
jsou sodasre rettzce lipidi uspdadany v blizkosti jejich polarni hlavy orthorhomiec
zatimco ke konci jejichrettzce hexagonatn JelikoZz se zde fpdpoklada fitomnost

homogenni distribuce lipid nedochazi zde k fazové separaci.
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Obr. 6 Model jednotné gelové faZe

Prozatim posledni navrZzeny model ocsmany jako ,armature reinforcement"
model se snazi objasnit strukturni &m lamel v zavislosti na hydrataci. Podle tohoto
modelu jsou lipidy fitomny @ nizké hydrataci jak v rozésné, tak i vlasenkové
konformaci. B nadnérné hydrataci dochazi Kgklopenitetzci lipidi z rozewené

do vlasenkové konformace, které umozringk vody mezi lamelanf’®

VSechny zde fedloZzené koncepty maji sva pro i proti a nemusiues vyluc¢ovat.
Konetny teoreticky model zatim stale neni vy®o a roviZz neexistuje shoda,
ktery z model nejlépe vystihuje uspédani lipidové matrix SC a vSechny aspekty
bariérové funkce e. Uvedena fakta jsou padem k pokrdujicimu vyzkumu v této

oblasti®*

1.1.3 Zmény slozZeni lipida stratum corneum u poskozené a suchéike

Nemocna kZe obvykle vykazuje nedostatky ve struituSC, které mohou vést
ke snizeni bariérové funkceuze. Mezi nejvice studované onemé&ch s ohledem
na bariérovou funkciie a zniny slozZeni lipid SC paiti atopicka dermatitida, psoriaza

a rizné formy ichtyoz.

Atopicka dermatitida (AD) je neinféki chronicky kozni z&ft postihujici az 10 %
déti charakterizovany suchouuki a nedostatkem ceraniid Onemoctni sowasre
doprovazi zvySena transepidermalni ztrata vody i@esd hydratac®¥ Mezi mozné
mechanismy vys#tlujici snizené mnoZstvi ceraniid pacieni s AD pati pokles de novo
syntézy ceramiil EOH a NP°* aktivita enzymu glukosylceramid-sfingomyelin deldzy
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degradujici prekurzory cerantid tj. sfingomyeliny a glykosylceramidy; ® zvySena
aktivita epidermalnic? a bakteridlnich ceramiddz katalizujici gemsnu ceramid

na sfingosin nebo snizenéinnost enzymu sfingomyelinazy épici sfingomyeliny
na ceramidy® Tyto enzymatické zemy maji za nasledek vyskyt abnormalnich ityp
ceramiai, zmeny uspd@adani lipidovych lamel a nedostatek kovaléntmdzanych
ceramid.

Psoriaza, nebo-li lupénka, je charakterizovana tpypéferaci a poruchami
diferenciace keratinocits vy3si propustnostiike® U psoriatického SC ve srovnani
s normalnim SC bylo nalezeno snizené mnozstvi d¢dtafBOS a fytosfingosinovych
ceramidi sowasré se zvysenou hladinou sfingosinovych ceranifdMoznymi gicinami
jsou nedostatma exprese enzymu serin-palmitoyl transferdzklicového enzymu
syntézy ceramiil de novo ze serinu, dale enzynfirglukocerebrosidazy &pici
glykosylceramidy na ceramiffynebo prosaposinu, prekurzoru sfingolipidy aktiwikjo
proteinu, zodpovidajiciho za lysozomalni degradfiogolipidi.”

Ichtyézy zahrnuji rozsahlou a heterogenni skupinidicdych a ziskanych
onemockni vSeobech vykazujicich zhorSenou deskvamaciz&, ktera se klinicky
manifestuje jako hyperkeratbza a Supinatodficimou mohou byt poruchy bilkovin
keratinocyti, anebo poruchy v metabolismu, ukladani a tranadipidi SC”* Nagpiklad
u X vazané recesivni ichtydzy dochazi k mutaci enzteroid sulfatazy a tim k defektu
katabolismu CholS vedouci ke snizené deskvamattiigtni SC’

Abnormality ve sloZeni a organizaci ligidcSsC byly zaznamenény taktéZz u suché
kiZze. Za zminku stoji vyrazné sezonnicapv profilu lipida SC, kdy bylo Bhem zimnich
mésidi pozorovano sniZzené mnoZstvi vSech sloZek dipRC/> Podobi jako kiZe
psoriatiki obsahuje suchaike nizsi hladinu fytosfingosinovych a zvySenou Hiad
sfingosinovych ceramid’® Jedna z navrhovanych cest biosyntézy fytosfingosahrnuje
adici vody na odpovidajici dvojnou vazbu sfingosiiRpbzorované z#my v pongru
sfingosinovych a fytosfingosinovych ceramidnohou byt tedy zisobeny naruSenou

dostupnosti vody spojené se suchauiR®
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1.1.4 Cesty prostupu latek kizi

Latky mohou pronikati@s neporusenou lidskou dvéma zmisoby:
» skrz kozni adnexa
» transepidermalni cestou
Cesta skrz kozni adnexa zahrnuje prostup viasovghkiuly, koZznimi a potnimi
Zlazami. Tato kozni adnexa vSak zaujimaji pouze%,kozniho povrchu. ®odre se
predpokladal jejich podil na permeaci latek jako nealfilezity pouze pro omezeny get
latek s nabojem nebo vysokou molekularni hmotrfédtiedavné studie ovéem prokéazaly
dileZitost folikularniho prostupu pro topicky poddatky.’®
VétSina latek pronikd do hlubSich vrsteuzk transepidermalni cestouiigemz
muzeme rozliSit transcelularni prostup pies korneocyty aintercelularni prostup
meziburgcnymi prostory (Obr. 7). V obouifpadech musi latka projitigs kontinualni
lipidovou matrix SC, navic u transcelularnino pupst i gres velmi nepropustny
zrohovakly obal korneocyd. | piesto, Ze je transcelularni prostup kratsi, velké@iatvi
latek preferuje klikatou cestu skrz mezibemé lipidy SC2% 8

transcelularni intercelularni folikularni prostup
prostup prostup

Stratum
corneum

epidermis

dermis

Obr. 7 Cesty prostupu latekii®*

Rozhodujici vliv na permeabilitu sléenin maji tyto faktory: velikost molekuly,

jeji lipofilita a schopnost tvit vodikové vazby. Vztahy mezi mirou kozniho prgstu
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riznych slodgenin a jejich fyzik&ld-chemickymi vlastnostmi jsou jiz déd popsany

v literature 8% 83-8°

1.2 MODULATORY BARIEROVE FUNKCE K UZE

1.2.1 Akceleranty transdermalni permeace

Jedna se o chemické latky, které maji reverzib@nizit kozni bariéru a usnadnit
tak permeaci l&v v terapeutickych koncentracich daZe nebo fes Kizi do hlubSich
tk&ni a krevniho aihu. Na vlastnostiéthto latek jsou kladeny vysoké naroky a v idealnim
piipadc by nely byt farmakologicky inertni, netoxické, nedrazélivnealergizujici,
kompatibilni s 1€ ivem a pomocnymi latkami. Mimoto jejichéinek musi byt okamzity,
predvidatelny a reverzibilni, také musi byt chemickyfyzikalns stabilni® | kdyz
neexistuje jedina latka, kterd byélm vSechny uvedené vlastnosti, existuje jiz mnoho
akcelerant, které byly klinicky testovany a jsogir¢ dostupné.

Presny mechanizmus ¢imku akcelerarit neni doposud spolehtiv objasrn.
Vzhledem ktomu, Ze se jednd o chemicky nejednotaoozmanitou skupinu latek,
existuje rkolik moznych zfisoli U¢inku. Dle Barryho a jeho lipidavproteinow-
rozc&lovaci teorii mohou akceleranty interagovat s §p®C, proteinovymi strukturami SC
nebo ovlivnit rozdlovaci rovnovahy mezi t&vem a SC’

VétSina akcelerait interaguje s intercelularnimi  lipidovymi  doménandC.
Interakce v polarni oblasti lipidovych lamel je chigteristicka pro malé molekuly, jako je
napg. voda nebo ethanol. Tyto latky mohou porusSit pevoéikové vazby ceramid
zodpowdné za soudrznost lanfélHydrofobni jadro lipidovych lamel je naopak mistem
acinku amfifilnich akcelerarit, které nesou stejné strukturni rysy jako ceramidwfiflni
urychlovae se vmezé mezi lipidové lamely tak, Ze polarni hlava je st¥ria v polarni
oblasti aretézce sngiuji do hydrofobniho jadra, coz @gobi naruSeniésného uptadani
lipida, fluidizaci nebo fazovou separaci a tim padem esriikozni bariérové funkce
(Obr. 8)/" Kromg toho réktera rozpoustlla jako nap DMSO mohou zfisobovat extrakci
lipidd,®® jiné latky se zase mohou kumulovat v lipidovycméach a vytvéet péry pro
prostup polarnich latek.
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interakce v oblasti polérni hlavy
polarni oblast

polarni akcelerant .. :“E_: g:;; ;
hydrofilni - ° O ¢ ‘

w MECHANISMUS UCINKU
AKCELERANTU

= "“‘“C Y

hydrofobnim Fetézcem

lipofilni

hydrofobni oblast
interakce v oblasti lipidovych Fet&zcih

Obr. 8 Hydrofilni a lipofilni cesty prostupu latekiki a jejich ovliviéni akceleranty transdermalni perméace

Pokud akceleranty interaguji s proteinovymi struoi SC, mohou denaturovat
nebo ngnit konformaci keratinu, fgdevsima keratinu, cozZ zfsobi bobtnani a zvySenou
hydrataci nebo mohouipobit na desmozomy, které zdjif soudrZznost korneoayt

V piipack, Ze akcelerant #mi rozpousici povahu SC, iize dojit k ovliveni
rozc&lovaciho koeficientu k&va a usnadéni jeho prostupu do tké&n

Krom¢ toho mohou &které akceleranty Usobit nepimo na zaklad zmegny
termodynamické aktivity donorového vehikula neboySani rozpustnosti &va

v donorovém vehikul8®

1.2.2 Léatky regenerujici poSkozenou kozni bariéru

Latky schopné regenerovat poSkozenou kozni bandriou zasahovat nakteré
arovni syntézy ceramidnebo pouze nahradit chyjici ceramidy ve SC.

Béhem poslednich 20 let bylo prokazano, Ze formuldteré obsahuji lipidy
identické s&mi v kiZi, zejména ceramidy, mohou zmirnit poskozeni kdiariéry®® 2
Mechanizmus fisobeni &chto latek spéiva v jejich rychlém véebani po topické aplikaci
do jadernych vrstev epidermis a inkorporaci do kajicich lamelarnich grandf.
Priznivych vysledk bylo dosazeno i po topické aplikaci &n ceramid ve forme
lipozomi, které napodobuiji organizovanou lamelarni strukB€>*® Agkoliv jiz bylo

patentovdno mnoho formulaci obsahujici ceramidyoneteudoceramidy (Obr. 9), jejich
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Klinické pouziti je zn&n¢ limitovano. To je zafi¢inéno z velkéc¢asti vysokou cenou

komekné dostupnych ceramida jejich nedostatkem ve vhodném mnoZstistots.>?

OH OH HO CH
/~16"133
O- _\_
CieHas HO CisHz1 /\>_>7

,Ci1eH
Ho/\/N\H/CISH31 HN\H/P\)C/CSH17 (o) N 167733

© ° OH

SLE (Kao) Ceramid R (L"Oreal) Questamid H (Quest)
Obr. 9 Priklady pseudoceramidu

Alternativou ke zlepSeni bariérové funkc&z& po topické aplikaci koznich lipid
je zvySeni pirozené schopnosti epidermis syntetizovat lipidkydtopickému dodani
prekurzot: lipidi.®® Prvni prace v této oblasti se zabyvala nedostatisencialnich FFA.
Topicka aplikace fipravki s kyselinou linolovou vedla ke zvySeni syntézyaoedu EOS
a nasledné normalizaci pém linoleat/oleét, ktery je poznén u mnoha koZnich

onemocini®’

1.2.3 Retardanty

Co se tg¢e perme&nich retardarit, tyto vlastnosti byly popsany, respektive spise
nahodr objeveny, u #kolika chemickych struktur. Perme&d retardanty jsou obvykle
strukturnimi analogy akcelerdna predpoklada se, Ze zpayji a zhusuji upaadani lipidi
SC. Napiklad publikované retardanty N-09%5 a S,SdimethylN-(2-
methoxykarbonylbenzensulfonyl)iminosulfuPAan(DMMCBI) jsou strukturnimi analogy
akcelerant Azonu® respektive iminosulfuranu DMB(Obr. 10).

0 o}
U (Y HeC.+ - HiC + - @
N\C12H25 N\n/CllH23 /S_N_S Br /S_N_ﬁ

H3C HSC 0]
o) H3COOC
Azon N-0915 DMBIS DMMCBI

Obr. 10 Azon aretardanty odvozené od akcelefant

Studie Kaushika a kol. ukazala, Ze v zavislostipoaZiti donorového vehikula
mohou retardanty gsobit jako akceleranty a naopak. Pro ilustraci lmest Azon,

ktery zvysil permeaci diethyk-toluamidu @i uziti PG jako donorovéeho vehikulags

26



lidskou kizi, ale @i pouZziti PEG 400 jsobil jako retardant. Podobmetardant N-0915
pusobil jako akcelerant v PG, PEG 400 a ethanolunals vodod®

Predpoklada se, Ze rozhodujici vliv na to, zdali bwi@cenina misobit jako
akcelerant nebo retardant, ma jejich interakceranciely SC, zejména ceramidem AP,
a tedy schopnost t¥iv vodikové vazby® Mezi dalsi faktory pak p#ttvar molekuly,
polarita, chemicka struktura a jiz znafé nosné vehikulum.

Nicmére | pies vSechna uvedena fakta nebylo dosud dosaZzenoéh@dn

pres\wdcivého vysledku o &innosti retardarit, kroms perfluorovanych polyethér®

1.3 INFRA CERVENA SPEKTROSKOPIE VE STUDIU SC

Infracervend spektroskopie s Fourierovou transformacilRFTe efektni, rychla
a zarova relativré levna analytickd technika pro studium struktury oeganizace
lipidovych dvojvrstev. Tato technika poskytuje inftaci o vSechcastech lipidové
molekuly sodasré bez nutnosti zavé&di vnsj§i sondy*®® Principem metody je absorpce
infracerveného zZi@ni @i prachodu vzorkem, ip némz dochézi ke zémédm rot&né
vibratnich energetickych stdvmolekuly v zavislosti na zémach dipélového momentu
molekuly. Analytickym vystupem je inféarvené spektrum, které je grafickym zobrazenim
funkéni  zavislosti energie, &Sinou vyjadené v procentech transmitance (T) nebo
jednotkach absorbance (A) na vinové délce dopatajizdeni. Obec# rozliSujeme dva
typy molekulovych vibraci, a to valemi, kdy se mni délka vazby, nebo deforird,

kdy dochazi ke z&mg valeréniho ahlu'®*

1.3.1 FTIR spektroskopie ve studiu intra a inter molekul&ni organizace
lipid & stratum corneum

FTIR spektroskopie je jiz po mnoho let vyuzivana dtediu intramolekularni
a intermolekulérni organizace jak izolovaného R, itmodel SCin vitro. Modely SC
mohou byt jednoduché, tiené pouze ceramidem, az slozité viceslozkousismastnych
kyselin, ceramidu, cholesterolu a esteru cholekterozavislosti na tom, jaké parametry
chceme hodnotit. Krommtoho FTIR spektroskopie umitizje provést dané experimenty

za fiznych fyzikéalnich podminek, jako je teplota, hyda, pH a osmolaritd> %
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K objasréni organizace lipidl se vyuziva mnoho vibéaich méd. Obr. 11
piedstavuje IR spektrum nehydratovaného ceramidu i &enymi hlavnimi vibranimi
mody pouzivanych k charakterizaci strukturaini argace ceramiil Presné pozice
raiznych moéd jsou uvedeny v Tab. Z daného spektra iieme tedy odvodit organizaci

uhlovodikovéhdetézce steji jako interakce v oblasti polarni hlavy ceramidu.

0.015 S/
CH, kyvava CH, niizkova
2 kyv 2 v(CH,)
0.014 4
g 0.013- —~ __,4—/\#
Q
E & 700 750 800 ;
1400 1450 1500
3 /
[}
% 00124
h \J
0.011 1 v(OH/NH)
0.010 - AN S
Amid IT Amid I
s
I 1 i I I
1000 1500 3000 3500
vinocet cm

Obr. 11 FTIR spektrum ceramidu NS s ozeaymi hlavnimi vibracemi

V pouzivanych lipidickych sgsich seasto vyuziva deuterovanych liidzejména
mastnych kyselin (DFFA), coz umitje soulszré a oddler¢ sledovat d¥ rizné lipidove
slozky sngsi. Davodem pro samostatné s@dhé sledovani obou lipid spaiva
v deuteriem vyvolanym posunem C-H/C-D vibraci. N&klact toho mizeme ziskat

informace o konformaci, laterarnim ugadani a misitelnosti lipidodliSnych struktur.

Tab. 1 Prehled charakteristickych vibraci futrkich skupin koznich lipiaH? **

Frekvence cm  Pfitazeni vibrace Poznamky

3300 Amid A (N-H valenni)

Cca 3080 Amid B (N-H valemi)

3010 =C-H valetni alkerii

2957 Asymetrickd Cklvalertni

2616-2924 Asymetricka CHalereni Frekvence se zvySuje s neusmanostfetzce
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2846-2855
2872

2180-2195
2085-2100
1690-1740

1630-1660

1540-1550

1462 a 1473
1468

1466

Cca 1395
1378

1368

1353

1341
1180-1350

1300

1170

1092 a 1085
1089

1087

728 a 720
721

720

Symetricka Gitalereni
Symetrick& Chivalereéni
Asymetricka CIvalertni
Symetrickd Glvalertni

C=0 valemi ester nebo karboxyl

Amid |
(80 % C=0 valertni)

Amid |

(60 % N-H rovinnadeformani,

40 % C-N valerini)

Ckhizkova
CHnazkova
CHnazkova

C=0 vibrace COO
CH symetricka deformmi
CH vgjitova neuspiadana
CH vgjitova neuspiadana
CH vgjitova neuspiadana

CHvgjitova uspsadana

Amid 11l

(40 % C-N vibrace,

30 % rovinna deforniai,
20 % methyl-C vibrace)

Ester C-O asymetrickda vibrace

Cinazkova
CDnazkova
CDnazkova

Chklkyvava
CHkyvava
CHkyvava

Frekvence se zvySuje s neusmanostfetzce

Frekvence se zvySuje s neuigtanostfetizce
Frekvence se zvySuje s neuigtanostfetizce

Pozice pasu je citlivd narbiu vodikovych vazeb
a hydrataci, frekvence hydratovanych nebo vodikov
vazanych skupin se nachaziii pspodni hranici
frekvertniho rozsahu
Pozice pasu je citliva na tvorbu vodikovych vazeb
a hydrataci; frekvence hydratovanych nebo vodikov
vazanych skupin se nachaziti pspodni hranici
frekvertniho rozsahu
Pozice pasu je citlivd na tvorbu vodikovych vazeb
a hydrataci; frekvence hydratovanych nebo vodikov
vazanych skupin se nachaziti phorni hranici
frekvertniho rozsahu
N-H—N-D vyména vede kposunu pasu na cca
1450 crt
Dublet orthorhombické faze
Hexagonalni faze

Neusptadana faze

gtg nebo kink ¢tg’) sekvence konfomér
gg sekvence konformér
Endjauchekonformer
Alltrans polymethylenovyfettzec, dochazi k progresi
a Sepeni pasu
Pozice pasu je citlivd na tvorbu vodikovych vazeb

a hydrataci

Dublet orthorhombické faze
Hexagonalni faze
Neusptadana faze
Dublet orthorhombické faze
Hexagonalni faze

Neusptadana faze
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1.3.1.1 Vibraceretézai

FTIR spektroskopie poskytujefimé sledovani konformace, tzv. membranovou
fluiditu, a laterarni usp@dani, tzv. laterarni rovinné membranové domeény,
uhlovodikovychietzca lipida. Spektralni fifazeni a detailni poznatky o vzajemnych
vztazich mezi strukturou a vikram spektrem lipidovychrettzch jsou z velkécasti
pieneseny ze z&kladnich studii R. G. Snydera a jgblagracovnik zabyvajici se alkany.

Schéma intramolekularni a intermolekularni orgasezdipidi ve dvojvrsté
relevantni k organizaci lipid CS je uvedeno na Obr. 1Rla levé straé je zobrazena
krystalickd faze s uhlovodikovymirettzci po celé délce all-trans konformaci
se specifickymi megettzovymi interakcemi a velmiésnym orthorhombickym laterarnim
uspdadanim, gelova faze sall-trans hexagonalé uspdadanymi fettzci s mirnym
naristem pdétu gauche konformefi, kde dochazi k oslabeni migézovych interakci
a zvySené mobili fetzci je zobrazena uprdsid, vpravo je vyobrazena kap&in
krystalickd faze s neuspamlanymiretézci, tj. s vysokym podilengauche konformet,

a chytgjici laterarni organizaci, kdy se mohi@tzce pohybovat vicemémwolng.**?

FAZE

krystalicka gelova kapalné-krystalicka

cnormaceratescs TN . TN _ 27ReR
VTV R 35313

all-trans nékteré gauche trans-gauche
Smes
r r
"f'\.- ""t - -\— ._"'--l- ~ 1
i i F Fi ("'__ .y
2 e g e \ . b, T 3 Fuo#h [
Laterarni usporadan — d=p - T e N A
\ » \ bt
r I » ’ =
L ] - "lh__* -
‘ / £ b
orthorombické hexagonalni neusporadané
(Fluidni)

Obr. 12 Schematické znazogni intra a inter molekularni organizace lipid lamele SE
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CH, valereni vibrace

Ve spektralni oblasti mezi 2800 a 3000 tjsou nejintenzivijsimi pasy valeéni
vibrace methylenovych skupin (GHuhlovodikoveéhoretézce. Asymetrické vis (CHy))
a symetrické s (CHy)) methylenové vibrace uhlovodikovycketzci se nachazi
pii vino&tech okolo 2920 ciha 2850 crit. Pokud jsodetszce jedné slozky lipidové stsi
deuterované, ifslusné vibrace pro tytetizce se zobrazitpvinodtechvas(CD,) 2190 cnt
avs (CD,) 2095 cntt bez rudeni ostatnimi slozkami aifeme tak zvl&Ssledovat jejich
organizaci.

Methylenové valetni vibrace kvalitativd monitoruji konformaci a laterarni
uspdadanirettzci. Také jsou velmi citlivé na zény teploty a vijSi podminky, jako jsou
nag. lipid-proteinové interakce. Tato citlivost uniage hodnoceni zgmy konformace,
tj. trans-gaucheizomerizaci fetzci nebo zmnu v laterarni geometrii. Velmi¢gn
uspdadané uhlovodikovéettzce po celé délce all-trans konformaci vykazujivs (CH,)
pii niz8ich vindgtech okolo 2847 cih Fii zvySeni teploty vrstd mnoZstvigauche
konformefi a neusptadanostetzce, ktera se projevi zvySenim bt vs (CH,) vibrace.
Souwasre se znénou v pozici absokmiho maximavs (CH,) vibrace dochazi i k roz&vani
absorgniho pasu, které odrazi zvysujici se &nfanobilitu podél uhlovodikovycketézci
(Obr. 13). TotéZ plati pre.s(CH,) nebo odpovidajiof.s(CD,) avs(CD,) vibraci**

A B C
LI N R LR B LS L L B B L L L L B B
2860 2855 2850 2845 2860 2855 2850 2845 2860 2855 2850 2845
vinofet cm™ vinoéet cm™ vinodet cm™

Obr. 13 Pozice a vzhled absamiho pasus (CH,) vibracetetzci lipidt v krystalické A), gelové B)
nebo kapale-krystalické fazi C)'*

Obecré poskytujivs (CH,) a vas(CH,) rovnocenné Udaje o konformaci (fluigit
avSakvs (CHy) je vice citlivd na zrmy v laterarnim usgadani ned,s(CHy). Dle polohy
pasuvs (CH;) muzeme dale rozlisit, zdali je posun ve who vibrace vyvolan fedevsim
zmeénou v geometrii laterarniho us@aanirettzci nebo neuspgddanostirettzce. Jestlize
je poloha pasws (CH,) pod 2850 cni, posuny jsou fipisovany zejména z&mam
v laterarnim usp@daniiettzci obvykle pochazejici ze solid-solid tranzice. Pokodnota
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vinodtu vs (CH,) presdhne 2850 cfy zmsny jsou pisuzovany pouze vzniku

neuspdadanostietszai. 4 11°

CH, miizkové vibrace

Analyza CH nizkové vibrace § (CH,)) v rozmezi 1460-1475 chmumoiiuje
sledovani vzajemného uspdanifetzci do krystalické rizky a utit jednozn&né
charakter fitomné faze (domeény). Pozice vibraci, stejako tvar absommiho pasu,
uréuje, zda jsou alkylovéettzce usptadany do orthorobické nebo hexagonalriziky
v subcele nebo naopak v neustané fazi

Pritomnost orthorhombického usfalani indikuje rozgp 6 (CH,) do dvou pas,
ktery je zmisoben mezetzcovymi interakcemi. U hexagonalniho uipdani je pitomen
pouze jeden pik (Obr. 143% " Stejna zavislost plati i pro deuterovaeé&zce o vingtu
8 (CD,) v rozmezi 1086-1094 cfa*

A B 55
R e R L TR ARELE FoEn T 7 T rEr ey | R T
1480 1475 1470 1465 1460 1480 1475 1470 1465 1480 1480 1475 1470 14865 1460
vinoget cm™ vinoget cm™ vinodet cm™®

Obr. 14 Vzhled a pozice absotpiho pasw (CH,) vibrace u orthorhombickéhd\ a hexagonalnihoBj
laterarniho usp@daniretizci nebo v neuspgddané fazi (G)?

Snyder a kol. studovali rozft piku &6 (CH,) orthorhombické faze podron
a zjistili, Ze interakce jsou pouze kratkého dosahwypochéazi z vibkmiho kaplingu
sousednichrettzch. TaktéZz prokazali zavislost mezi velikosti répét pasu a velikosti
domeény. Tato funkce je ovSem aplikovatelna pouzearaény o velikosti mé&nnez 100
fetszci, coZ odpovida 50 molekulam ligid*® *°

Jako dalSi parametr k hodnocertitgmnosti a rozsahu orthorhombické faze Ize
také vyuzit velikost gky absorgniho pasu (CH,) (plnéd Stka v polovirg vySky piku)
vypcitané z druhé derivacefipluSsného spektra. Tento parametr vykazal vysokou
rozliSovaci schopnostipuréeni typu laterarniho uspédani lipidi v lidské a prase kaZzi.

Maximalni hodnota 12,0+0,1 ¢mswdei o pitomnosti orthorhombického uffdani,
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zatimco minimalni hodnota 4,0+0,1 ¢rewdei o pitomnosti hexagonalni a/nebo kagaln
krystalické fazé:? 1%

Krom¢ toho v lipidovych smésich, kde ma jedna slozka deuterovae&zce
nedochazi k vibknim interakcim mezé (CH,) ad (CDy), jestlize jsou tyto komponenty
smiSeny. Tento fakt je apoben velkym frekvamim rozdilem mezb (CH,) aé (CD,)
vibracemi. K vibr&nimu kaplingu dochazi pouze meeigzci stejného izotopu. Pokud se
tedy nachazi jednotlivé slozky v afldnych doménach, iieme ukit charakter kazde
domény ze vzhledufifslusné hizkové vibrace, jak bylo popsano vySe. Je také mozné

odhadnou velikost domén?

CH; kyvavé vibrace

CH, kyvavé vibracey (CH,)) v rozmezi vinéta 718-731 crit, stejré jako s (CHy)
vibrace, slouzi ke sledovani vzajemného sgganirettzch do krystalické rizky a plati
pro rg stejné zavislosti, tzn. orthorhombické usmmani je oft urceno roz&pem pasu,

zatimco u hexagonalniho je absence toho #pmdt!

CH, véjirova vibrace

DalSi informace o konformadiettzci mohou byt odvozeny z GHvégjifovych
vibraci. V usp#adanych fazich, kde jsokettzce po celé délce all-trans konformaci,
dochazi kaplingem ke &teni pasu a vzniku série (progrese)ipéaezi 1180-1350 crh
Patet ®chto pad zavisi na p&u methylenovych skupin all-trans fetszci??
U nenasycenychrettzci struktury CH(CH,),C=C(CH)nR, kde R je polarni furdai
skupina jako nap methylester, progrese pochazi z kaplingu metloygch skupin mezi
dvojnou vazbou a polargésti molekuly**?

V neuspdadanych fazich gauchekonformery dochazi k redukci déllafll-trans
polymethylenovych segmeant kapling je tak ruSen nebo Zna zeslaben. Progrese fias
je nahrazena lokalizaci vibraci vznikajicich zejméme dvou nebofit vazebnych
konformanich postaveni nasledoun1341 cnt endgauche 1353 crit dvojity gauche
1368 cnt kink nebogtg konformer (Obr. 15§
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all-trans end-gauche . kink dvojity gauche

Obr. 15 Konformace uhlovodikovéhdetzce alkanu o délce 17 uhiik Defekty v konformaci jsou
znazorgny twns'®

1.3.1.2 Vibrace polarni oblasti

Kompletni popis molekularni organizace SC vyZadujgké pochopeni

molekulérnich interakci v oblasti polarni hlavyamidi a mastnych kyselin.

C=0 valerrni vibrace FFA

Pro objastni molekularni organizace v oblasti polarni hlavgstmych kyselin se
vyuZivd analyza valemi vibrace karbonylu vrozmezi 1690-1740 “tmzZapojeni
karbonylové skupiny do pevnych vodikovych vazelispbuje charakteristicky pokles
frekvence. Naopak oslabeni interakci vede k poswimoctu k vySSim hodnotam.

Deformani vibrace karbonylu ionizovanych kyselin se naé¢hgiznizSim vin@tu okolo
1395 cnit, 128 127

Amid | a amid Il

Vibrace amidové vazby cerantigpozorované v oblasti 1500-1700 ¢ijsou velmi
citlivé na polaritu okolniho prostdi. Tvar pasu amidové | a Il vibrace, stegjmko pozice
pasu s¥d¢i o asti amidové skupiny na vodikovych vazbéch. Dleigoabsorpniho
pasu nizeme usuzovat na silu vodikovych vazeb.¢@ynve tvaru a pozici pasu jsou
interpretovany z hlediska zmy struktury a/nebo hydratace lipidové dvojvrstvy.

Amidovy méd | okolo 1645 cih pochazi pevazm z valemni C=0O vibrace
karbonylu a jeho zapojeni do &itvelmi silnych vodikovych vazeb #pobuje
charakteristicky pokles vitu vibrace. Amidovy moéd Il okolo 1555 émpochéazi
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z N-H rovinné deforméni a valegni C-N vibrace amidu a oslabeni vodikovych vazeb
v polarni oblasti je indikovana snizenim whovibrace!?®1?8

Pfi studiu termotropniho chovani samotnych cerdmlayla zjiS€na poloha
amidové | vibrace fytosfingosinovych ceraridkolo vinaitu 1610 crit a jas® ukazuje
na silné zapojeni amidové skupiny do pevné siddikovych vazeb. Vyssi frekvence
amidové | vibrace, které se vyskytuji u sfingosiyidv ceramid, jsou charakteristické pro
slabsi vodikové interakce mezi polarnimi hlavamiStudiem monovrstev bylo zjisto,
7e plocha polarni hlavy fytosfingosinovych cerainjiel étsi neZ u sfingosinovych® Tato
otewensjSi struktura umaiuje fytosfingosinovym ceramian tvarit silngsi  sig
vodikovych vazeb v porovnani se sfingosinovymi sedy. Naopak uzaena struktura
polarni hlavy sfingosinovych cerandigim umoziuje zaujmout orthorhombické laterarni
uspdadani rettzca. Srovname-li ceramidy &hydroxy FFA s pisluSnymi ceramidy
s nehydroxylovanou FFA, vykazuji ceramidy-$ydroxy FFA slabSi vodikové interakce
(AS < NS << AP < NP¥?° Navic byl u ceramidu NS pozorovan rapsjak amidové I,
tak amidové Il vibrace. Tento ro#ptvsak nebyl Hitomen u ceramidu AE® Roz&p
amidoveho | a Il pasu jefppomen u proteiti se sekundarni strukturou paralelniho
B skladaného listd? 32 Studie Paschera a kol. zabyvajici se ceramidyiBupnymi
molekulami ukazaly, Ze uhlikovy atom karbonylu alikovy atom uhliku C2 sfingosinu
jsou uspeadany tems syn-periplanar®y ¢imz je rovina amidové skupiny témkolma

na osu sfingosinovéhetszce (Obr. 16§

Obr. 16 Planarni uspi@dani amidové skupiny v ceramidech s ohledem nilsteinterakce mezi uhlikem
C1 polarni hlavy a uhlikem C3 sfingosinovétettzce. V této konformaci je vodikovy atom na uhlik@ C
témsi v zékrytu s uhlikem C1 karbonylu (C1°-N-C2-H ~§?)

Stejna orientace amidové skupiny se nachazi vé&teteuparalels p skladaného
listu polypeptidi. S&peni pasu je tak ifsuzovano mezimolekularnim interakcim

mezi amidovymi skupinami ceramidu NS dAznych vrstvach lamel vyplyvajici
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z mezimolekularniho kaplingu stejnych vibm&ch modi, které je analogické vibéai
situaci izolovaného polypeptidovéttetszce ve struktte p skladaného listt?® 27 Tato
hypotéza byla podgena studii monovrstev ceramidu NS, v niZ nebyl tépzdasu
amidové | vibrace pozorovdr Naproti tomu absence rozpti u ceramidu AS nasscuje
tomu, Ze vodikové vazby pochazeji z laterarnichimeizkularnich interakci polarnich
skupin ceramidl v lamele. Dodaty o-hydroxyl acylu ceramidu AS sffuje od molekuly
a umoauje tak vodikové interakce se sousednim karbongerodikem amidové vazby.
U tdchto interakci se néekava, Ze by mohly #gobit roz&p amidové | a Il vibrac&®
Interakce v polarni oblasti nedavno identifikovamyc 6-hydroxysfingosinovych
a dihydrosfingosinovych cerantighrozatim astava neobjasma.

1.3.2 DalSi aplikace FTIR spektroskopie ve studiu stratuncorneum

Kromé¢ vyuziti FTIR spektroskopie pro objasn inter a intra molekularni
organizace lipid SC a interakci v oblasti polarni hlavy,ube byt FTIR vyuzZita takeé
ke studiu fazového chovani ligidkinetiky fazové separace, sledovanirpku vody do SC
nebo pro studium mechanisméinku akcelerani.

1.3.2.1 Studium fazového chovani lipilSC

Jak jiz bylo zmigno vySe, lipidy SC se mohou nachazet v jedné izdari
uvedenych v kapitole 1.3.1.1. V zavislosti na patkath dochazi meziémito fazemi
k premens — fazovym tranzicini® V lidském SC byly identifikovanytyii fazové rechody
pii 35, 65, 80 a 95 °C. Prvnii fsou gisuzovany zmdinam v konformaci lipid. Tranzice
pii 95 °C je gipisovana denaturaci keratinu kornedgyporgévadz byla zaznamenana
i po extrakci lipidi ze SC a je terma&inevratnd® P studiu termotropniho chovani
jednotlivych lipidi SC nebo jejich s#si in vitro miZzeme zaznamenat jeden nebo dva
fazové pechody. Hlavnim fazovym ifpchodem je proces tani, tedy prapiechod
z uspgadané gelové faze do neusjdané kapaftikrystalické faze, charakterizovany
teplotou taniT,. Mimo tuto hlavni tranzici izeme zaznamenat i tzv. solid-solid tranzici,
ktera redchazi tani a jeétSinou spojena sipchodem z orthorhombického uggpdani na
hexagonalni. Obe¢nse pro detekci, ffazeni a charakterizaci jednotlivych fazovych

prechodi vyuZivaji vSechny vibrace uvedené v Tab. 1, zepngakvs CH,, 6 CH, ay CH,
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vibrace. K uéeni T,, miZzeme vyuzit i analyzu CHv¢jitové vibrace, kdy # tani dochazi
k zaniku progrese pastf

1.3.2.2 Studium kinetiky fazové separace FFA

Rada IR spektroskopickych studii lipidovych made&bC prokézala iftomnost
domén s usp@danymi lipidovymi fettzci s orthorhombickou laterarni organizaci.
Sledovani kinetiky vznikuéthto domén ma tdezity vyznam pro pochopeni struktury
kozni bariéry. Navic kinetické studie mohou byt iy pii studiu obnovy funkce kozni
bariéry po jejim poruSeni, jako je tomu Hifad pi dermalnim nebo transdermalnim
podani léiv.

Metoda spoiva ve sledovani vyvoje tvaru absémich paé deforma&nich CH
vibraci orthorhombicky ug@danychietzca lipida v zavislosti nacase. Ternarni sts
slozena z Cer/DFFA/Chol vykazalgasovy vyvoj tvaru @Zzkové vibrace DFFA
po ochlazeni z relativnvysokych teplot, P kterych nastavd nahodilé miSeni lipidByla
pozorovana segregace domén bohatych na DFFA. Kobacen DFFA
ve vznikajici domé# Ize ukit z kalibrani kiivky vyjadiujici zavislost velikosti roz&pu
nebo iky & (CD,) absorgniho pasu na koncentraci DFFA ve &nDFFA/FFA. Doba
potrebna pro segregaci domén v tomto modelu odpovidiahs, ktera byla zaznamenana
ve studiich sledujici obnovu koZzni bariéry vivo po jejim naruSeni pomoci extrakce
lipida, UVB oz&eni, iontoforézou nebo kyselinou olejovou, coZ wkana vyznam studia

kinetiky fazové separace pro studium prdcekazi.**®

1.3.2.3 Pranik vody do SC

Pro sledovani giniku vody do polarniho rozhrani lipidovych lamel S€ vyuziva
hydratace PO namisto HO. Fi penetraci je sledovana teplotni zavislost inteamidove
Il a poreru intenzity O-H/N-H vale#nich vibraci ceramiiljako funkce vyminy H za D.
Vyména H za D v amidové vagbceramidu vede k posunu vkta amidové Il vibrace
z 1545 crit na 1450 cril. Obec® neni DO za fyziologické teploty schopna pronikat
do polarniho rozhrarnf® **® To nas¥diuje vysoce organizované a ugpdané strukiie
lipida SC. Zvla& je to patrné u ceramidNS a NP, u kterych dochézi k vyng
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az za relativé vysokych teplot¥65 °C). Dodaténa hydroxy skupina acylu ceramidS
a AP mé za nasledek vymu pozorovanouipteplotdch mnohem blize fyziologickyth’

1.3.2.4 Studium mechanizmu &inku akceleranti transdermalni permeace

FTIR analyza SC poskytuje mnozstvi absoiph pasu o tznych vinovych
délkach, které lzeffist jak lipidim, tak proteidm SC. Lipidovou frakci mZzeme snadno
identifikovat dle methylenovych valénich vibraci, stejg jako valegni vibraci
karbonylu. Amidovou | a Il vibraci lze spolu se sstmckou methylovou vibracitgsoudit
proteinové frakci SC. Amidova | vibrace odrazi sadarni strukturuw-Sroubovice keratinu
korneocyli. Krom¢ absorbance vigledku struktury protein k amidové | vibraci
prispivaji i vibrace amidové vazby cerariid dalSich komponent SC. Nicnééma vzhledu
pasu této vibrace margvazie podil keratin. Kromd toho mizeme korneocytalni frakci
charakterizovat pomoci absérpho pasu okolo vindu 3070 crit, ktery je gitazen
amidové B vibract?" 13

Duvodem pro pouziti FTIR metody pro obj&sh mechanizmu dinku akcelerarit
je posun vineétu charakteristickych vibraci nebo &na intenzity daného absd@rgho pasu
po interakci s akcelerantem.

Jestlize akcelerant interaguje s intercelularniipidbvymi doménami, dochéazi
k posunu vinétu valergnich methylenovych vibraci k vySSim hodnotamedsici
o za&lenéni molekuly akcelerantu mezi lipidy SC a jejichidlizaci. Tato zmina se navic
projevi znénou &fky a plochy absokmich pag methylenovych vibract® 14

Pokud akcelerant vyvolad zmu konformace keratinu, dochazi k obram
vrozSEpu pasu vibrace amidu |. Ve spektru lze zaznamevmatik intenzivni
nizkofrekverni slozky vibrace amidu | odpovidajici konformgti skladaného listu
a naopak slabé vysokofrekweri slozky amidu | odpovidajici-Sroubovicit® 13

Vzhledem k tomu, Ze vySka nebdksi absorpniho pasu reprezentuje mnozstvi
lipidu/proteini SC, sniZeni intenzity charakteristickych {piknize naznéovat extrakci

lipid& zpisobenou akceleranty s timto mechanismeimiay 3% 24*
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2 DERIVATY AMINOKYSELIN JAKO AKCELERANTY
TRANSDERMALNI PERMEACE

Tato prace byla sepsana do publikace a zaslanaghkikiovanéh@asopisu:
JariSova, B.; Skolova, B.; Tukorova, K.: Wojnarova, ISiminek, T.; Mlagnka, P.;
Filipsky, T.; Riha, M.; Roh, J.; Palat, K.; Hrabalek, A.; Vavroud, Amino acid

derivatives as transdermal permeation enhancerscénznintizeni), Riloha |
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2.1 UvoD

Derivaty aminokyselin jsou pragdodobré nejperspektivi§Si  skupinou
permeénich akcelerarit zejména ty, které maji hydrofobigtzec gipojen k polarni
hlave predstavované aminokyselinou biologicky odbouratelvazbu, nap esterovou.
Tento molekularni ,design“ nabizi vyhody spojerendifilni strukturou, ktera je schopna
zatleréni mezi bariérové lipidy SC a dovede tak narufsnhé updadani membranovych
lipida a po dosaZzeni enzymaticky aktivni epidermisizen byt nestabilni vazba
hydrolyzovana za uvoémi znamych netoxickych latek. Tentaigiup v navrhovani
perme&nich urychlovau vyustil v identifikaci vysoce &innych akcelerarits giznivymi
vlastnostmi, nap derivat alaninu dodecyl-2-(dimethylamino)propano&@DAIP,
NexAct*d), Transkarbam 12 (T12$? **derivaty kyseliny tranexamo¥® a dodecyl-6-
(dimethylamino)hexanoat (DDAKY.5 148

V této studii jsme zkoumali aminokyseliny glycin I{(g L- a D-alanin (L-Ala
a D-Ala), -alanin @-Ala), sarkozin (Sar) a L- a D-prolin (L-Pro a DelPrjako sodast
polarni hlavy akcelerafit N&S zajem a-aminokyseliny byl pvodns zaloZzeny na L-serinu
(L-Ser), vychozi aminokyselénv biosyntéze ktiovych lipidi koZni bariéry — ceramid
Predpokladali jsme nutnostdiré strukturalni podobnosti mezi akcelerantem armgdem
k zajiseni jejich molekularni interakce nezbytné pro urgstaci &inek. Proto jsme
v predchozi studii ppojili k této aminokyselig dva hydrofobnirettzce, aby fipominala
strukturou ceramid. Zjistili jsme, Ze délketézce je kléova. L-Ser se dima 12 uhlikatymi

retézci pasobil jako mirny akcelerarit? *>°

zatimco jeho homolog 14S24 se stejnou délkou
fetszci jako ceramidy byl schopen regenerovat poskozemamikbariérd® **2vymena
L-Ser za Gly, tedy odstréni hydroxymethylové skupiny, zvySila urychlovacitigitu
pravdipodobré diky nizsi schopnosti t¥it vodikové vazby*® 10

V této praci byla navrzena série dvekizcovych akceleraftna bazi glycinového
homologu pB-Ala, jeho izomell L-Ala a Sar a také na konfordr@ omezené cyklické
aminokyselig L-Pro. Posledni dv aminokyseliny slouzily k aotteni nasi hypotézy,
Ze schopnost tvorby vodikové vazby negationliviiuje akcelerani aktivitu. Krong toho
u derivafi Pro®* **a Sat® jiz byla v minulosti zaznamenana urychlovaci sctusp.
Za povsimnuti také stoji pouziti GlsAla a Pro k pipraw profarmak agonisty dopaminu

5-hydroxyN,N-dipropyl-2-aminotetralinu pro transdermalni iommafzu>°
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RovreéZ jsme pipravili sérii akcelerarit s jednimiettzcem zaloZenou na stejnych
aminokyselindch k potvrzeni naSehéegchoziho fedpokladu, Ze odstrani jednoho
dlouhého hydrofobnihtettzce zvysuje akceletai aktivitu. (Einek pipravenych derivat
aminokyselin byl srovnan se znamymi standardniroéekgtanty, vetrs Azonu®, DDAIP,
DDAK a T12. Také jsme studovali reverzibilitdidku L-Pro2, nejdinnéjSiho akcelerantu
této skupiny, mrenim elektrické impedance a jeho interakci s lipklyzni bariéry
a proteiny pomoci FTIR spektroskopie. Toxicity vatych akcelerafita mozné zapojeni
apoptézy do buttné smrti byly hodnoceny na btimych kulturach keratinocgt
a fibroblastt ve srovnani se znamymi akceleranty. Dale jsme yéwali L- a D-
enantiomery vybranych akceler@ra jejich potenciélni stereoselektivni vliv na waitti
¢i toxicitu. Nej&inngjSi akcelerant L-Pro2 byl podroben takévivo studiim na potkanech
k potvrzeni jeho akceletaiho (Einku a hodnoceni jeho toxicity, biodegradabilitylavu

na transepidermalni ztratu vody.

2.2 MATERIAL A METODY

2.2.1 Chemikalie a pistrojové vybaveni

VSechny chemikdlie byly zakoupeny od firmy Sigmal#dh (Schnelldorf,
Némecko). Silikagel 60 (hrubostastic 230-400) pro sloupcovou chromatografii, TLC
desky (silikagel 60 4 a HPLC kolony byly ziskany od firmy Merck (Darradt,
Némecko).

Struktura acistota pripravenych latek byla potvrzendd a *C NMR spektry
(piistroj Varian Mercury-Vx BB 300, pracuijiciiip300 MHz pro*H, 75 MHz pro*°C),
infracervenou spektroskopii FTIR (spektrofotometr Nicdiepact 400), MS (Agilent 500
lon Trap LC/MS). Chiralni slaieniny byly charakterizovany jejich optickou &itéosti
(polarimetr ADP Bellingham and Stanley, 1,0 dm Eel@eploty tani byly nsreny
bodotavkem Bichi B-545 a nejsou korigovany. HodnogP byly vypd@itdny pomoci
software ACD/Labs (Ontario, Kanada).
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2.2.2 Syntéza

Priprava dodecylesteti hydrochlorid @ aminokyselin

Prislusna aminokyselina (24 mmol) byla rozsuspendawanadbytku dodekanolu
(72 mmol) a michana 7 higeplo& 120 °C na olejové lazni. Pailphodirg a dale kazdé
2 h byl do smisi zavadn po dobu 15 min suchy chlorovodfk. Reakni sn¥s byla
udrzovana pod dusikem. Produkt byl ziskan krysializz acetonu a promyt hexanem
pro odstrasni nadbyténého dodekanolu. Vzniklé krystaly byly suSeny z&eného tlaku
nad KOH. Hydrochloridy prolita byly ziskany gradientovou sloupcovou chromatografi
na silikagelu s mobilni fazi hexan/ethyl-acetat 4:6:4 (v/v) k odstraini mér polarnich

nedistot. Produkt byl vymyt methanolem, zahwsa krystalizovan z acetonu.

2-(dodecyloxy)-2-oxoethanamonium-chlorid (12-Gly-NH)

C1H3NOLCI; 279,85 g/mol; vytzek: 91 %:; bilé krystaly; & 93,5 °C (lit. 95 °¢%9); IR
(KBI): vmax 3447, 2919, 2851, 1744, 1467, 1241"cid NMR (300 MHz, DMSO)» 8.52
(3H; s; NH'); 4.12 (2H; t;J = 6.6 Hz; OCH); 3.75 (2H; s; NCh); 1.65-1.50 (2H; m;
CH,); 1.40-1.15 (18H; m; 9 C#}t 0.84 (3H; t;J = 6.7 Hz; CH); **C NMR (75 MHz,
DMSO): 6 167.9; 65.6; 41.1; 31.5; 29.3; 29.2; 29.2; 2889228.2; 25.4; 22.7; 14.2 ppm.

(S)-1-(dodecyloxy)-1-oxopropan-2-amonium-chlorid (12--Ala-NH 3)

Ci1sH3NO,CI; 293,87 g/mol; vitzek: 52 %; bilé krystaly; £ 102,5°C (lit. 105-106 °€);
[a]p™° "©1,5° (1; EtOH) ; IR (KBr)vmax 3423, 2919, 2850, 1751, 1465, 1239, 720'cm
'H NMR (300 MHz, DMSO)5 8.73 (3H; s; NH"); 4.26-4.10 (3H; m; OCH NCH); 1.72-
1.70 (3H; d;J = 7.8 Hz; GH3CH); 1.68-1.59 (2H; m; C§J; 1.40-1.10 (18H; m; 9 Cht
0.87 (3H; t;}J = 6.5 Hz; CH); **C NMR (75 MHz, DMSO)s 170.1; 66.6; 49.3; 31.9; 29.6;
29.6; 29.6; 29.5; 29.3; 29.2; 28.3; 25.7; 22.71164.1 ppm.

(R)-1-(dodecyloxy)-1-oxopropan-2-amonium-chlorid (123-Ala-NH3"), vytézek 36 %;
[a]p®?"¢-1.5° (1; EtOH).

3-(dodecyloxy)-3-oxopropan-1-amonium-chlorid (13-Ala-NH3")

C15H3oNOLCl; 293,87 g/mol; vizek: 27 %; bilé krystaly; £ 75 °C; IR (ATR):vmax 2915,
2848, 1734, 1722, 1467, 1209, 721 %mMH NMR (300 MHz, DMSO):6 8.27 (3H:; s;
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NH3"); 4.09 (2H; t;J = 6.6 Hz; OCH); 3.35 (2H; t,J = 6.3 Hz; NCH); 2.90 (2H; tJ=6.5
Hz; CHCO); 1.63-1.56 (2H; m; CH); 1.40-1.10 (18H; m; 9 Cht 0.87 (3H; t;J = 6.9 Hz;
CHs); **C NMR (75 MHz, DMSO)» 171.3; 65.6; 35.7; 31.9; 31.2; 29.7; 29.6; 29%32
29.3; 28.4; 25.9; 22.7; 14.1 ppm.

(S)-2-(dodecyloxykarbonyl)pyrolidin-1-ium-chlorid (12-L-Pro-NH ")

C17H3NO,CI; 319,91 g/mol; viazek: 31 %; bilé krystaly;o] o>"* *©-25,9° (1,1; EtOH);;t

= 61,1 °C; IR (KBr):vmax 3427, 2923, 2853, 1748, 1741 1466, 1248, 1057; ¢k NMR
(300 MHz, DMS0):5 10.81 (1H; s; NK"); 8.99 (1H; s; NH"); 4.56-4.37 (1H; m; CH);
4.31-4.10 (2H; m; OCH; 3.68-3.40 (2H; m; NCbB; 2.52-1.92 (4H; m;
NCH,CH,CH,CH); 1.73-1.58 (2H; m; C§J; 1.40-1.09 (18H; m; 9 Cit 0.87 (3H; t;J =
6.4 Hz; CH); **C NMR (75 MHz, DMSO):é 168.9; 67.1; 59.1; 45.9; 31.9; 29.6; 29.5;
29.5; 29.3; 29.2; 28.9; 28.3; 25.7; 23.6; 22.611pm.

(R)-2-(dodecyloxykarbonyl)pyrolidin-1-ium-chlorid (12-L-Pro-NH "), vytzek 33 %;
[a]p?"® ©24.5° (1; EtOH).

2-(dodecyloxy)N-methyl-2-oxoethanamonium-chlorid (12-Sar-NH")

C1sH3NO,CI; 293,87 g/mol; vyizek: 58 %; bilé krystaly; t= 87,4 °C; IR (KBr):vmax

3432, 2921, 2851, 1742, 1467, 1246, 1076; 721;ct NMR (300 MHz, DMSO)J 9.44
(2H; s NH); 4.12 (2H; t;J = 6.6 Hz; OCH); 3.91 (2H; s; NCH); 2.53 (3H; s; NCH);

1.68-1.49 (2H; m; Ch); 1.41-1.13 (18H; m; 9 Cht 0.84 (3H; t;J = 6.7 Hz; CH); °C

NMR (75 MHz, DMSO):6 166.9; 65.6; 48.0; 32.6; 31.5; 29.3; 29.2; 2922228.9; 28.9;
28.2; 25.4; 22.3; 14.2 ppm.

Priprava dvouretezcovych akcelerani — dodecylesteli N-dodekanoylaminokyselin

Prislusny dodecylester hydrochloridu aminokyseliny, 8800 mmol) a 4-
dimethylaminopyridin (0,88 mmol) byly smichany v 1@l suchého chloroformu
a ochlazeny na 0 °C. Poté byl keé&sinprikapan roztokN,N -dicyklohexylkarbodiimidu
(0,88 mmol) a kyseliny laurové (0,8 mmol) v 10 mackého chloroformu. Redki snts
byla michana f&s noc za laboratorni teploty pod dusikem a mamtora pomoci TLC.
Vznikla dicyklohexylm@ovina byla odfiltrovana a na filtru promyta ethyledatem.
Vznikly filtrat byl zahuS¢n, opgitovré rozpustén v ethyl-acetatu a uchovarfes noc p
teplot 4 °C. Dodatené vznikla dicyklohexylm@ovina byla odfiltrovana, na filtru @p
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promyta ethyl-acetatem a filtrat byl zahirst Cisty produkt byl ziskan sloupcovou
chromatografii na silikagelu s mobilni fazi pettetéaceton 8:2 (v/v).

Dodecylester §)-N-dodekanoylprolinu (L-Prol12)

CagHssNOs; 465.75 g/mol; vtzek: 82 %; Zluty olej; d]o?"° ©-29,6° (1; CHCJ); IR
(CHCL): vmax 2927, 2855, 1738, 1636, 1466, 1457 ciH NMR (300 MHz, CDCY): &
4.47-4.43 (0.75H; ddj = 8.5, 3.7 Hz; CH); 4.39-4.34 (0.25H; dii= 8.5, 3.7 Hz; CH);
4.17-4.05 (2H; m; OCH); 3.69-3.43 (2H; m; NCJ; 2.38-1.85 (6H; m; NChCH,CH,CH:
COCH,); 1.71-1.53 (4H; m; 2 C§J; 1.40-1.05 (34H; m; 17 Cht 0.87 (6H; t;J = 6.7 Hz,

2 CHy); *C NMR (75 MHz, CDGJ): 6 172.6; 172.0; 65.2; 65.1; 59.5; 58.7; 47.0; 46.2;
34.5; 34.4; 31.9; 31.5; 29.6; 29.6; 29.5; 29.54299.4; 29.3; 29.3; 29.2; 28.5; 25.8; 24.9;
24.7; 24.6; 22.7; 14.1 ppm, MS: APCI (pos)z466.4 [M+H]. logP 12,09+0,41.

Dodecylester R)-N-dodekanoylprolinu (D-Prol12); vytszek: 67 % ; ¢]p>>° ©31,0° (1;
CHCl).

DodecylesterN-dodekanoylsarkozinu (Sarl2)

Co7Hs53NO3; 439.71 g/mol; vyizek: 64 %; bilé krystaly; £ 38,4 °C; IR (KBr):vmax 2915,
2848, 1741, 1652, 1474, 1464, 1238, 727'chii NMR (300 MHz, CDCY): 6 4.19-4.07
(2H; m, OCH); 4.11(1.6H; s; NCh); 4.02 (0.4H; s; NCh); 3.06 (2.4H; s; NCh); 2.96
(0.6H; s; NCH); 2.36 (1.6H; t;J = 7.4 Hz; COCH). 2.21 (0.4H; tJ = 7.4 Hz; COCH);
1.69-1.54 (4H; m; 2 C}J; 1.40-1.10 (34H; m; 17 Cht 0.87 (6H; t;.J = 7.2 Hz; 2 CH);
13C NMR (75 MHz, CDCY): § 173.8; 169.6; 65.6; 65.3; 53.6; 51.7; 36.5; 3329; 29.6;
29.6; 29.6; 29.5; 29.4; 29.4; 29.3; 29.2; 28.58225.1; 24.9; 22.6; 14.1 ppm, MS: APCI
(pos)m/z440.4 [M+HT. logP 10,51+0,35.

Dodecylester §)-N-dodekanoylalaninu (L-Alal2)

CoHssNOs; 439.71 g/mol; vZek: 61 %:; bilé krystaly;o p>>° *1,9° (0,77; CHG); t =
60,4 °C; IR (ATR):vmax 3318, 2915, 2848, 1736, 1645, 1535, 1469, 120641118 crif;

'H NMR (300 MHz, CDCJ): J 6.04 (1H; d;J = 7.7 Hz; NH); 4.65-4.53 (1H; m; NCH);
4.13 (2H; t,J = 6.7 Hz, OCH); 2.20 (2H; t;J = 7.5 Hz; COCH)); 1.70-1.55 (4H, m; 2
CH,); 1.40 (3H; d;J = 6.9 Hz; CH); 1.37-1.09 (34H; m; 17 Cht 0.87 (6H; t;J = 6.4 Hz;

2 CH); *C NMR (75 MHz, CDGJ): 6 173.4; 172.6; 65.6; 47.9; 36.6; 31.8; 29.6; 29.5;
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29.5; 29.5; 29.3; 29.2; 29.2; 28.5; 25.8; 25.66228.7; 14.1 ppm, MS: APCI (pos)/z
440.6 [M+HT. logP 10,56 + 0,40.

DodecylesterN-dodekanoylf-alaninu (B-Alal2)

Co7Hs53NO3; 439.71 g/mol; vizek: 69 %; bilé krystaly; £ 71,2 °C; IR (ATR)vVmax 3315,

2915, 2848, 1730, 1721, 1637, 1557, 1472, 14612,1228, 719 cr; 'H NMR (300

MHz, CDCk): 6 6.07 (1H; s; NH); 4.08 (2H; tJ = 6.2 Hz; OCH); 3.57-3.44 (2H; m;
CHzN); 2.52 (2H; t;,J = 6.5 Hz; CHCO); 2.14 (2H; tJ = 7.5 Hz; COCH); 1.70-1.51 (4H;
m; 2 CH); 1.40-1.10 (34H; m; 17 C#t 0.87 (6H; t;J = 7.0 Hz; 2 CH); *C NMR (75

MHz, CDCk): ¢ 173.1; 172.9; 64.9; 36.8; 34.7; 34.0; 31.9; 228.5; 29.5; 29.5; 29.3;
29.2; 29.2; 28.5; 25.9; 25.9; 22.6; 14.1 ppm, MPCA (pos)m/z 440.5 [M+HT. logP

10,38+0,34.

DodecylesterN-dodekanoylglycinu (Gly12)

Ca6H5:1NOs; 425.68 g/mol; vitzek: 78 %; bilé krystaly; £ 81,2 °C (lit. 81-82 °&9); IR
(KBr): vmax 3428, 2919, 2848, 1740, 1645, 1548, 1464, 1243, 7P8 cn1; *H NMR (300
MHz, CDCk): 6 6.04 (1H; s; NH); 4.14 (2H; §,= 6.7 Hz, OCH); 4.03 (2H; d;J = 5.3 Hz;
CHN); 2.20 (2H; t;J = 7.5 Hz; COCH); 1.70-1.55 (4H, m; 2 CH}; 1.40-1.09 (34H; m;
17 CH); 0.87 (6H; t;J = 6.4 Hz; 2 CH); **C NMR (75 MHz, CDCJ): § 173.4; 170.2;
65.6; 47.9; 36.6; 31.8; 29.6; 29.5; 29.5; 29.53299.2: 29.2; 28.5; 25.8; 25.6; 22.6; 14.1
ppm, MS: APCI (posin/z426.6 [M+H]'. logP 10,51+0,35.

Priprava jednoretézcovych akcelerani — dodecylesteit N-acetylaminokyselin

K ptislusnému hydrochloridu dodecylesteru (1,5 mmollOv ml suchého
chloroformu byl pidan 4-dimethylaminopyridin (3 mmol)?0o 10 min byl ke s&si prikapan
cerstw predestilovany acetanhydrid (1,5 mmol). R&dksnes byla michanaippokojove
teplo& po dobu 5 h a monitorovana pomoci TLC. Naskehdyla sngés vytrepana vodou,
nasycenym roztokem NaCl. Organicka faze byla vysagezvodym NSO, a zahuiina
na vakuové odparceisty produkt byl ziskan sloupcovou chromatografi silikagelu

s mobilni fazi hexan/ethyl-acetat 6:4 (v/v).
Dodecylester §)-N-acetylprolinu (L-Pro2)
Ci1oH3sNOs; 325.49 g/mol; viizek: 76 %; nazloutly olejiof o*®® *©-51,5° (1,9; CHQ); IR

(ATR): vmax 2924, 2853, 1744, 1658, 1463, 1439, 1416, 1188,cra"; '"H NMR (300
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MHz, CDCL): ¢ 4.52-4.33 (0.75H; dd] = 8.6 Hz,J = 3.6 Hz, CH); 4.37-4.32 (0.25H; dd,
J=8.6 Hz,J = 3.6 Hz, CH); 4.20-4.01 (2H; m; OGH 3.73-3.43 (2H; m; NC}J; 2.36-
1.96 (4H; m; NCHCH,CH,CH); 2.11 (2.25H; s; COC#t 1.97 (0.75H; s; COC#y); 1.70-
1.64 (2H; m; CH); 1.40-1.12 (18H; m; 9 Cht 0.87 (3H; t;J = 6.9 Hz; CH); °C NMR
(75 MHz, CDC}): 6 172.4; 172.2; 169.3; 169.3; 65.7; 65.2; 60.2; p8&K7; 46.2; 31.9;
31.4; 29.6; 29.5; 29.5; 29.4; 29.3; 29.2; 29.15285.8; 24.7; 22.8; 22.6; 22.3; 14.1 ppm,
MS: APCI (pos)m/z326.4 [M+HT . logP 6,78+0,41.

Dodecylester R)-N-acetylprolinu (D-Pro2), vytsZzek: 73 %; §]p°®? *© +50,7° (1,9;
CHCl).

DodecylesterN-acetylsarkozinu (Sar2)

C17H33NO3; 299.45 g/mol; vyizek: 86 %; bilé krystaly; £ 45,8 °C; IR (KBr):vmax 2920,
2851, 1739, 1652, 1477, 1466, 1210, 1045, 722; ¢ NMR (300 MHz, CDCJ): § 4.21-
4.05 (2H; m; OCH); 4.11 (1.5H; s; NCh); 4.01 (0.5H; s; NCHh); 3.07 (2.25H; s; NCHj;
2.96 (0.75H; s; NCh); 2.14 (2.25H; s; COCH);, 2.04 (0.75H; s; COCH); 1.69-1.56 (2H;
m; CH); 1.40-1.10 (18H; m; 9 Cht 0.87 (3H; t;J = 7.2 Hz; CH); *C NMR (75 MHz,
CDCl): ¢ 171.2; 169.4; 65.7; 65.3; 53.6; 52.4; 37.1; 38X.8; 29.5; 29.5; 29.4; 29.3;
29.1; 29.1; 28.4; 25.7; 22.6; 21.3; 21.2; 14.1 ppS: APCI (pos)m/z 300.3 [M+HT.
logP 5,20+0,35.

Dodecylester §)-N-acetylalaninu (L-Ala2)

Ci/H3NOs; 299.45 g/mol; vzek: 87 %:; bilé krystaly; & 50,1 °C; §]p>>? © +5,8° (1;
CHCly); IR (KBr): vmax 3432, 3307, 2918, 2850, 1710, 1651, 1555, 14683,12160, 721
cm™; *H NMR (300 MHz, CDCJ): 6 6.14 (1H; d;J = 5.6 Hz; NH); 4.62-4.53 (1H; m;
NCH); 4.26 (2H; t;,J = 6.7 Hz; OCH); 2.01 (3H; s; COC#j; 1.70-1.60 (2H; m; Cb);
1.41 (3H; d;J = 7.1 Hz; CH); 1.34-1.14 (18H; m; 9 Chi, 0.87 (3H; t;,J = 6.7 Hz; CH);
3C NMR (75 MHz, CDCY): 6 173.2; 169.4; 65.6; 48.1; 31.8; 29.5; 29.5; 29%3; 29.1;
28.4; 25.7; 23.1; 22.6; 18.6; 14.1 ppm, MS: APCbsjpm/z 300.3 [M+H]. logP
5,24+0,40.

Dodecylester R)-N-acetylalaninu (D-Ala2), vytszek: 80 %; §]p>> ©-5.7° (1; CHC)).
DodecylesterN-acetylf-alaninu (B-Ala2)

C1/H33NOs; 299.45 g/mol; vyzek: 70 %; bilé krystaly; &= 49,6 °C (lit. 50 °&%; IR
(KBr): vmax 3448, 3247, 2921, 2851, 1732, 1626, 1566, 14781,14183, 720 cify *H
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NMR (300 MHz, CDCY): 6 6.14 (1H; s; NH); 4.07 (2H; 1] = 6.5 Hz; OCH); 3.53-3.46
(2H; m; CHN); 2.52 (2H; t;J = 6.1 Hz; CHCOO); 1.96 (3H; s; COCHt 1.69-1.56 (2H;
m; CH); 1.40-1.10 (18H; m; 9 Cht 0.86 (3H; t;J = 7.3 Hz; CH); *C NMR (75 MHz,
CDCl): ¢ 172.9; 170.1; 64.9; 34.8; 33.9; 31.8; 29.5; 228.5; 29.4; 29.3; 29.1; 28.5;
25.8; 23.2; 22.6; 14.1 ppm, MS: APCI (pos)z300.4 [M+H]". logP 5,06+0,34.

DodecylesterN-acetylglycinu (Gly2)

Ci6H31NOs; 285.42 g/mol; vizek: 91 %: bilé krystaly; £ 63,7 °C (lit. 59-60 °€?); IR
(KBP): vmax IR (KBF): vmax 3270, 2918, 2850, 1746, 1643, 1567, 1474, 14689,11035,
721 cm®; 'H NMR (300 MHz, CDCJ): ¢ 6.07 (1H; s; NH); 4.14 (2H; tJ = 6.8 Hz;
OCH,); 4.03 (2H; d;J = 5.3 Hz; CHN); 2.03 (3H; s; COCEH); 1.68-1.58 (2H; m; Cbj;
1.40-1.10 (18H; m; 9 ChY; 0.87 (3H; t;J = 7.0 Hz; CH); **C NMR (75 MHz, CDC}): 6
170.2; 170.1; 65.7; 41.4; 31.9; 29.5; 29.4; 298:1228.4; 25.7; 22.9; 22.6; 14.0 ppm,
MS: APCI (pos)m/z286.3 [M+H], 300.2 [M+Na]. logP 4,90+0,39.

Dodecylester §)-N-ethylprolinu (L-ProEt) .

5,7 mmol triethylaminu byloidano k suspenzi dodecylesteru hydrochloridu puolib,9
mmol) v 10 ml suchého tetrahydrofuranu a michandabaratorni teploty po dobu 1 h.
Poté byl ke smsi piikapan ethylbromid (2,28 mmol). Reakce byla dalechha
za laboratorni teploty po dobu 8 h a monitorovaoengci TLC. Nasledh byla snés
vytiepana vodou a nasycenym roztokem NaCl. Organick& igla vysuSena bezvodym
Na,SQ, a zahudina na vakuové odparceCisty produkt byl ziskan sloupcovou

chromatografii na silikagelu s mobilni fazi hexamygacetéat 6:4 (v/v).

CioH3/NOy; 311.50 g/mol. vytzek: 83 %; nazloutly olej:of o*"® "©-33,7° (1; CHCJ): IR
(CHCly): vmax 2927, 2855, 1733, 1466, 1273 ¢ntH NMR (300 MHz, CDCJ): ¢ 4.11
(2H; t; J = 6.4 Hz; OCH); 3.25-3.05 (2H; m; N8,CHs); 2.83-2.63 (1H; m; NCH); 2.53-
2.25 (2H; m; NG&1,CHy); 2.20-1.74 (4H; m; NCkCH,CH,CH); 1.70-1.52 (2H; m; By);
1.40-1.16 (18H; m; 9 B,); 1.11 (3H; t;.J = 7.1 Hz; CH); 0.86 (3H; t;J = 6.5 Hz; CH);
13C NMR (75 MHz, CDCJ): § 174.1; 65.8; 64.8; 53.0; 48.7; 31.9; 29.6; 29%5229.4;
29.4; 29.3; 29.2; 28.6; 25.8; 22.9; 22.7; 14.1;61Bpm, MS: APCI (pos)n/z 312.4
[M+H]*. logP 6,66+0,30.

Dodecylester R)-N-ethylprolinu (D-ProEt), vytsZzek: 81 %: §lo 2"* © +32,7°
(1; CHCB).
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2.2.3 Kuze

Jako modelovd membrana slouzila ptaseize pro svou podobnost s lidskou
kazi* Prasei usi byly ziskany z mistnich jatek. K zajist integrity koZni bariéry byly
odckleny od tla jeSt pred ¢istenim horkou vodni parou. e plné tlougky byla opatrg
odctlena z dorzélni strany uSi skalpelem a chlupy ldgtragny zastihovatem. Poté
byla kize konzervovana nardenim po dobu 5 min ve fyziologickém roztokuigdpvkem
0,03 % NaN. Takto oSetna Kize byla vakuo¥ uzawena do polyethylenovych &ai

a uchovanaipteplot -20 °C. Pro experimenty nebyla pouzit&& starSi nez 2 &gice.

2.2.4 Donorové vzorky

Kontrolni donorové vzorky byly fipraveny jako 5% (w/v) suspenze theofylinu
(TH) ve vod, 60% propylenglykolu (PG, v/v) a isopropylmyristaflPM) nebo jako
2% (w/v) suspenze hydrokortizonu (HC) v 60% PG.aHC byly vybrany jako modelova
léciva diky svym rozdilnym fyzikakxchemickym vlastnostem.

Donorové vzorky byly fipraveny pidanim 1% (w/v) akcelerantu do vyse
uvedenych suspenzifipravené suspenze byly michany 5 mit teplo& 50 °C a poté
temperovany po dobu 24 h vtermostatti feplo€ 37 °C k ustanoveni rovnovahy.
Pred aplikaci na&zi byly vzorky homogenizovany.

Koncentrace akcelerantu i modelovyckiivebyly zvoleny tak, aby byly vSechny
vzorky nasyceny ifislusnym modelovym f@vem a danym akcelerantem k zaji$it stejné
termodynamické aktivity v @béhu celého experimentu.

Pro zjiStni, zda studované akceleranty maji vliv na rozpasitmodelovych l&v
v prislusném vehikulu, byla u jednotlivych vzdrkjak donorovych, tak kontrolnich,
stanovena koncentrace danéhd@ivié. Vzorky byly gipraveny ve trojim provedeni
uvedenym zfisobem. Po 24 h temperaci byly vzorky centrifugovafiys700xg po dobu
5 min. Vznikly supernatant byl odebran afedtn pfisluSnou mobilni fazi. Koncentrace
|éCiva u jednotlivychredini byla stanovena pomoci HPLC.

Donorové vzorky L-Pro2 pro impedari a spektroskopické experimenty byly
piipraveny jako 1% (w/v) L-Pro2 v 60% PG beaZdavku modelového téva.

Kromé¢ toho jsme takeé fipravili 1% suspenze ifslusnych akceleraitve vod

a 60% PG bez modelovéh@ila ke stanoveni jejich rozpustnosti a stabihiti 37 °C.
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2.2.5 Permea&ni experimenty

Schopnost urychlovat prostup ¢ieé kuzi byla hodnocenain vitro pomoci
modifikované Franzovy difuzni cely. Pré&gekize byla ped samotnym experimentem
opatrre rozmraZzena a zkontrolovdna pro jakékoliv povrch@aSkozeni. KZze byla
roziezana na fragmenty o velikosti zhruba 2x2 cm ampevdo Franzovych difaznich cel
s diftizni plochou 1 cfn Akceptorova faze cely byla napim fosfatovym pufrem o pH 7,4
(PBS, obsahujici 10 mM fosfatovy pufr, 137 mM Na,7 mM KCI) a 0,03% Nafyako
konzerv&nim prostedkem a byl ufen jeji gesny objem, ktery byl zahrnut do vy
(16-18 ml). Cely byly temperovany po dobu 1 h vewnidazni na teplotu 32 °C. Poté byla
zkontrolovana integrita e mefenim elektrické impedance. Naslédbylo na KiZi
aplikovano 200ul donorového vzorku a donorov#st cely pekryta krycim skiikem.
Akceptorova faze byla po celou dobu experimentuhdma a temperovana na 32 °C.
Po dobu experimentu, tj. 48 h pro TH, respektiven52ro HC, byly v danyclkiasovych
intervalech odebirany z akceptorové faze frakcebmu 0,6 ml. Odebrané mnozstvi
vzorku bylo nahrazeno stejnym objemefarstvého PBS. U jednotlivych odebranych
frakci byla stanovena koncentrace danébivéépomoci HPLC.

2.2.6 Dermalni elektricka impedance

Integrita Kize gred kazdym permeéaim experimentem a taktéz reversibilita funkce
kozni bariéry po aplikaci L-Pro2 byla studovanatremim transdermalni elektrické
impedance za uZziti LCR metru 4080 (Conrad ElectroHirschau, Nmecko) s miricim
rozsahem 2@-10 MQ a chybou fi kQ hodnotach < 0,5 %, &ici pri frekvenci 120 kHz,
jeZ dava nejlepsi citlivost pro malé smy v rezistenct®

Méteni probihalo ve Franzovych difuznich celadipiavenych vySe popsanym
zpisobem. Epravené cely byly umishy do vodni lazé a temperovany po dobu 1 h
na teplotu 32 °C. Nasledrbylo do donorového kompartmentu cely nanesenarl), BBS
a zmeiena hodnota vychozi elektrické dermalni impedaregex¢nt) pomoci elektrod
Z nerezavjici oceli, které byly opatth umisény jedna v donorovém a druha
v akceptorovém kompartmentu Franzovy difazni cétpté byl povrch &Ze opatri
vysuSen a natki bylo naneseno 20@ donoroveho vzorku obsahujiciho 1% (w/v) L-Pro2

v 60% PG. Prvni sada kontrolnich cel obdrzela gD@onorového vzorku obsahujiciho
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pouze 60% PG (bez akcelerantu). Druhd sada celZzelad200ul destilované vody,
aby bylo mozné odliSit vliv hydratace od vlivu PGLaPro2. Po 2 h byly donorové
i kontrolni vzorky nanesené nai odstragny gazovym tamponem. Povrchide byl
dvakrat oplachnut 0,5 ml PBS a opdétwrysusen. Rezistence bylatéfana po dobu 12 h
v jednohodinovych intervalech.

Pfi druhém experimentu byly nanesené donorové vzgkpechany na i
po dobu 48 h, tj. po dobu délkg vitro permeanich experimerit Po této dobd byly
vzorky z kize odstraény a byla znifena elektricka impedance.

Vysledné hodnoty jsou uvedeny jako procento vychuainoty, tj. impedance
pied oSetenim kazdého fragmentuike zvIas.

2.2.7 1zolace SC a lipidi SC

Kizolaci SC byla pouzita tepelna separace epideraniinkubace s trypsinem,
ktery ma za nasledek srazeni a digesci dermalnfcieipi. KiZze byla rorezana
na kousky o velikosti cca 4 éma pondena na 2 min do vody o tepio60 °C. Vrstva
epidermis byla oddena od dermis pomoci pinzety a uréist na filtr&ni papir v petriho
miskach napushy 0,5% roztokem trypsinu v PBS po dobu 12 h aotsp82 °Cl®
V nekterych gipadech vSak nebylo mozné izolovat epidermis odnderpo tepelné
inkubaci, proto byla &Ze plné tlougky kompletr# pondena do roztoku trypsinu. Tento
postup byl provéagh 2krat. Nasledh byly jednotlivé izolované kousky SC proplachnuty
PBS a zbyvajici keratinocyty byly odsteay vatovym tamponem. K odstrar
povrcho¥ kontaminujicich lipid bylo izolované SC proplachnuto acetonem. Po usuSen
ve vakuu byly jednotlivé kousky SC usklady pri teplot -20 °C.

Pro extrakci lipidi SC byla pouZita modifikovana metoda dle Bligha yeia!®?
VysuSené kousky SC byly extrahovanye® noc srsi CHCEMeOH 2:1 (viv),
odfiltrovany a filtrat byl zahugh na vakuové odparce. Ziskané lipidy byly vysuSpog
vysokym vakuem nadsP;pa uchovavanyipteplog -20 °C.
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2.2.8 FTIR spektroskopie

Pred jednotlivymi métenimi bylo SC nagthano na malé kousky o hmotnosti
priblizn¢ 1 mg. Jednotlivé kousky byly inkubovany s p060% PG nebo 1% L-Pro2
v 60% PG po dobu 2 hiipteplog 32 °C. Kontrolni vzorek byl inkubovan s 50
destilované vody. lIzolované lipidy SC cca 1mg byhkubovany s 20ul 60% PG,
1% L-Pro2 v 60% PG nebo destilované vody (kontroRg 2 h byl nadbytay roztok
odstrarn a jednotlivé vzorky byly gfeny pomoci IR spektroskopie.

IR spektra byla ena na FT-IR spektrometru Nicolet 6700 (Thermo 1&8die,
USA) sjednoobrazovym MIRacle ATR germaniovym kasi. Pro zajighi
dostaténého kontaktu greného vzorku s ATR krystalem byl pouZzit upinaci hagtzmus
s konstantnim iftlascnym tlakem. Jedno &eni &italo 128 sked srezoluci 4 c.
Jednotliva spektra byla vyhodnocena pomoci BrukelUS software. i#2sné pozice pik

byly urceny z druhé derivace spekter.

2.2.9 Bunééné linie

Hodnoceni cytotoxicity vybranych akceleranbylo provadgno na Katetk
biochemickych ¥d Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy.

Hodnoceni bylo provasho na bugéné linii spontané imortalizovanych lidskych
keratinocyti HaCaT (Cell Line service, Eppelheimg¢iNecko) a na busEné linii mySich
embryonalnich fibroblagt 3T3 (American Type Culture Collection, distributeGC
Standards, Polsko). B&mné linie byly kultivovdany v DMEM médiu (Lonza, Be&)
doplreném z 10 % plodovym telecim sérem (FBS, Lonza, BElgz 1 % roztokem
penicilinu-streptomycinu (Lonza, Belgie) a 10 mM PIES pufrem (Sigma, Germany)
v 75 cnf tk&iovychkultivagnich nadobéach (TPP, Svycarska) teplots 37 °C ve zvikiené
atmosfée 5 % CQ ve vzduchu. Pasdzovani knbylo provadno kazdy 3.-4. den.
Pro cytotoxické testy byly biky ockovany do 96 jamkovych destgk (TPP, Svycarsko)
s hustotou 5000 bgk na jamku. Pro morfologii a fluorescan stanoveni byly hiky
otkovany do 12 jamkovych destik (TPP, Svycarsko) s hustotou 75000dkuna jamku.
Bunky byly ockovany do danych desék 24 h ped gidanim studovaného akcelerantu.
Po 48 h inkubaci s danym akcelerantem bylo préwéadhodnoceni toxicity.
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DDAK a DDAIP (hydrochloridy) byly rozpushy v PBS, Azon v DMSO,
pro rozpu&ni T12, Sar2, L-Pro2 a D-Pro2 byl pouzit ethandlislaBSné koncentrace

rozpoustdel byly gitomné i v kontrolnich inkukiich médiich.

2.2.10Bunééna toxicita

Bunééna toxicita byla stanovena pomoci MTT testu, kiergaloZzen na schopnosti
metabolicky aktivnich bufk redukovat Zlutou 8 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolium bromid (MTT, Sigma, &hecko) na fialovy formazan. Reakce probiha
na mitochondrialni membrarzivych burgk. Po 48 h inkubaci studovanych latek bylo
do kazdé jamky ffidano 25ul roztoku MTT v PBS (3 mg/ml). Po 2 h inkubaci byla
provedena lyza bwk 0,1 M HCI v isopropylalkoholu s 10% Tritonem X{LOPro Uplné
rozpuSéni krystah barviva formazanu byly degky 3 h protepavany. Hodnota
absorbance byla ¢ena @i vinové délce 570 nm a 690 nm pro pozadi multitumk
¢teckou Tecan Infinite 200M plate reader (Tecan, RakousHodnoty absorbance se
od sebe odtaji. Viabilita hodnocenych skupin je vyj@ha jako procento kontrol (100 %).

Zmény v burg¢éné morfologii byly hodnoceny pomoci invertovaného
epifluorescedniho mikroskopu Eclipse TS100 (Nikon, Japonsko)ggani kamerou
(1300Q, VDS Vosskiuhler, &necko) a software NIS-Elements AR 2.30 (Laboratory
Imaging, CR). Jadra bwk byla obarvena dima interkalanimi, t. do DNA
se vmezayjicimi fluorescetnimi ¢inidly, tedy barvivy Hoechst 33342 (Molecular Prepe
USA) a propidium jodidem (PI, Molecular Probes, JS@b: barviva jsou citlivé a dde
charakterizované sondy pouzivané k odliSeni apiegtath burgk od nekrotickych. Modry
Hoechst 333420x = 360 nmiem = 460 nm) snadno pronik&éeg bukcné membrany,

a tak barvi jadra vSech bilg pricemz v apoptotickych hikach zetelrt zvyraziuje
kondenzovany chromatin, zatiméerveny Pl {ex = 560 nmiem = 630 nm) neni schopen
prochazet plazmatickou membranou zZivychdbyma proto barvi pouze jadra nekrotickych,
nebo pozd#é apoptotickych bugk. Po 48 h expozici testovanym akceletamtoyly buiky
pii pokojové teplat 15 min barveny barvivy Hoechst 33342 &ml ) a Pl (10ug/ml )

a nasled& hodnoceny uvedenou mikroskopickou sestavou.
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2.2.11 Aktivita kaspéaz

Pro posouzeni miry zapojeni apoptozy do smrtékuryla hodnocena aktivita jak
iniciacnich, tak efektorovych kaspaz. Kaspazy jsou cystérprotedzy schopné rozpoznat
a ods¥pit specifickou aminokyselinovou sekvenci figjjSich substrdi, které se &astni
kaskady reakci vedoucich k apoptézeikyu Pomoci komemnich kiti (Caspase Glo®
Assay 3/7, 8 nebo 9; Promega, USA) byl kaspazanidnab substrat pro luciferazu
blokovany navazanou aminoskupinou (amino-luciferisitivované kaspazy, které jsou
schopné tuto sekvenci rozpoznat a &oi§t substrat uvolni a ten je naslédpreménén
piitomnou luciferazou za vygeni sételné energie. Intenzita luminiscence je éond
aktivit¢ konkrétni kaspazy.

Po 48 h expozici butk akceleranty o danych koncentracich byla provedgra
burék pridanim 100ul lyza¢niho pufru (100 mM HEPES, 10 mM CHAPS, 10 mM DTT,
pH 7,4) do kazdé jamky. Lyzaty byly ihned zmraZgaiy teplo&€ -80 °C. Rozmrazené
lyzaty byly pouzity pro hodnoceni aktivity kaspaankeknimi kity dle navodu vyrobce.
Aktivita kaspaz hodnocenych skupin byla upraveragivsah proteiin v kazdém vzorku
komeknim BCA kitem (Sigma, Bmecko) a jsou vyjaeény jako procento aktivity
neoSeatenych kontrol (100 %). Luminiscence byla &sma multifunkni ¢teckou Tecan

Infinite 200M plate reader.

2.2.12In vivo hodnoceni transdermalni permeace, TEWL a drmalni
toxicity

In vivo hodnoceni probihalo na Katedfarmakologie a toxikologie Farmaceutické
fakulty Univerzity Karlovy.

Potkani samice kmene Wistar:Han (Biotest s. r.(&R) byly aklimatizovany
po dobu dvou tydin v klimatizované mistnosti s pravidelnym cyklenttbwtma. Bshem
této doby mdla zvirata volny pistup k vo@d a ke standardni peletové vy&igro hlodavce.
Zvitata byla ponechdna nadfe pres noc ped experimentem.iPkazdém experimentu
byla zviata anestezovana urethanem (davkou 1,05 g/kg,ai.p3sleda jim byla ze zad
odstragna srst pomoci zagtovate.

Studie byla provedena se souhlasem Etické komiseethity Karlovy v Praze,
Farmacetutické fakulty v Hradci Kralové a podle €TiGuide for the Care and Use
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of Laboratory Animals” publikovany v US Nationalstitutes of Health (NIH Publication
No. 85-23, revised 1996).

Na oholenou #zi byly potkamm aplikovany nedrazdivé okluzivni naplasti
s gazovymitvereiky o velikosti 4 cminapudtné vzorky 5% TH v 60% PG s 1% L-Pro2
nebo bez L-Pro2 v davce 1,2 ml/kg. Krevni vzorkyybgdebirdny z levé arteria iliaca
communiskazdych 30 min po dobu 8 h a centrifugovany. Ponté&oi experimentu byla
zvirata usmrcena intraven6znim podanim 1 ml 1M KCI.

Koncentrace TH v plazén byla stanovena pomoci HPLC.idd samotnym
stanovenim byly jednotlivé vzorky plazmy (10 smichany s 20 methanolu, ktery
obsahoval kofein jako vrfiti standard. Po precipitaci protéibyly vzorky centrifugovany
pii 6700%g po dobu 5 min a vznikly supernant byl adeba analyzovan.

Pro stanoveni TEWL a dermalni toxicity byly potkem na oholenou ¥i
aplikovany naplasti s gazovynitverexky o velikosti 4 cri bez vzorku, nebo napasg
a) 60% PG, b) 1% L-Pro2 v60% PG, c) 5% L-Pro2 %6PG v davce 400l/4cn?
po dobu 6 h. Po uplynuti této doby byly naplaststaalény, povrch Kze byl umyt
ethanolem k odstr&ni zbytki vzorku, osusSen a pléev ¢ zkontrolovan pro jakykoliv vyskyt
zarudnuti, edému nebo such&é&. Po 30 min byl gfen TEWL za uziti Tewametru® TM
300 (Courage+Khazaka, Kélnghtecko). Po ukoteni experimentu byla zi#ta usmrcena
stejnym z@isobem jako vfedeSlém experimentu a byly odebrany kozni biopsi@st

vystavenych testovanym vzdir i z mist bez vzorku.

2.2.13Viabilita k uze

Viabilita kaZze byla stanovena pomoci TTC testu, ktery je zalaZ® schopnosti
metabolicky aktivnich butk redukovat bezbarvy roztok 2,3,5-trifenyltetramati-chloridu
(TTC, Sigma, Nmecko) na fialovy formazaft® Biopsie Kize o pfiméru 5 mm @ = 6
pro kazdé misto vystavené 60% PG, 1% L-Pro2 v 6@ 3% L-Pro2 v 60% PG a bez
formulace) byly inkubovany v dusikové atmdsfés 1 ml 1,5% TTC a 3% sukcinatu
sodného v PBS o pH 7,4 a tegl@7 °C po dobu 1 h. Po této dobyly jednotlivé biopsie
vytazeny z roztoku, osuSeny a tmidialovy formazan vznikly ginkem mitochondrialnich
enzymi byl extrahovan 1 ml Methyl Cellosolve (2-methoXatol) ges noc v temnu.

Hodnota absorbance byla¢tena @i vinové délce 490 nm a upravena pro absorbanci
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kontrolnich vzork koZnich biopsii devitalizovanych varem. Viabilitadnocenych skupin
je vyjadrena jako procento neogetiych kontrol (100 %), tj.dZe bez vzorku.

2.2.14Stabilitni studie

Stabilita L-Pro2 byla stanovena jak v potkani plazitak i PBS. Potkani plazma
nebo PBS o pH 7,4 (1 mh = 4) obsahujici L-Pro2 v koncentraci 2@/ml byly
inkubovany pi teplog 37 °C. V utenychc¢asovych intervalech byly odebirany z potkani
plazmy nebo PBS frakce o velikosti 10, které byly nasledh smichany s 9Qul
methanolu. PBS vzorky byly analyzovanyimo. Vzorky obsahujici plazmu byly
po precipitaci proteiin centrifugovany i 6700xg po dobu 5 min a vznikly supernant byl
odebran a analyzovan. Ubytek koncentrace L-Pro2 stghoven pomoci HPLC a je

vyjadien jako procento vychozi koncentrace L-Pro2 (100 %)

2.2.15HPLC analyza

HPLC stanoveni probihalo pomoci sestavy ShimadzmPence instrument
(Shimadzu, Kyoto, Japonsko) obsahujici ¢ dwysokotlaka cerpadla (LC-20AD)
s odplyiovatem (DGU-20A3), autosampler (SIL-20A HT), kolonowsgrmostat (CTO-
20AC), UVIVIS detektor (SPD-M20A), komunikai modul (CBM-20A) a integkai

software LC solutions V1.22.

Stanoveni TH a kofeinu probihalo na reverzni fadoky LiChro CART 250-4
(Lichrospher 100 RP-18, 5 um, Merck) temperovan@maC a UV detekceip272 nm.
Jako mobilni faze byl pouzit MeOH/0,1M NgPD, 4:6 (v/v) @i pratoku 1,2 ml/min.
Reteréni ¢as TH a kofeinu byl 3+0,1 min a 4,1+0,1 nifA.

Stanoveni HC probihalo taktéz za uziti kolony LICIGART 250-4 (Lichrospher
100 RP-18, 5 um, Merck) temperované na 40 °C a etékti [fi 252 nm. Jako mobilni
faze byl pouzit MeOH/LD/THF 60:40:1 (v/v/v) za m@itoku 1,2 ml/min. Retemi ¢as HC
byl 4,2+0,1 min**
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L-Pro2 byl stanoven pomoci monolitické kolony Chith Performance RP-18e
100-4.6 (Merck) p laboratorni teplat za uziti 85% MeOH jako mobilni faze aifoku
2 ml/min. L-Pro2 byl uten UV detekci p 205 nm s retatnim ¢asem 2,3+0,1 min.

VSechny HPLC metody byly validovany dle FDA &mic pro validaci
bioanalytickych metod®

2.2.16 Analyza dat

Kumulativni mnozstvi l&va, které proSlo &i do akceptorové faze, bylo
piepcaitano vzhledem k odioim a dophovani akceptorové faze argsnému objemu
Franzovych cel. Hodnoty byly vyneseny do grafu wiglasti nacase. Pro vypéet
piislusnych fluxi (ng/crf/h) byla pouZita oblast ustaleného tokdivé (linearni oblast
kiivky) a flux byl od€ten jako hodnota sémice této pimky. Akceler&ni porer (AP) byl
vypacitan jako pondr fluxu s akcelerantem a bez akcelerantu. Koeftqeeapustnostik,)
byl vypcgitan jako pondr fluxu a p@atesni koncentrace modelové latky v donoru.

Pfi zpracovani dat byl pouzit statisticky softwaregr8aStat pro Windows 3.5
(SPSS, USA). Pro porovnani dvou experimatalnichpiskbyl pouzit Studeriv T-test.
Pro porovnani &kolika experimentalnich skupin byla pouzita one-weyOVA analyza
rozptylu s Bonferroniho post hoanalyzou. Hodnoty pra¥godobnosti na hladin
vyznamnosti mensi nez 0,05 byly povaZzovany zassiEkty vyznamné. Pro vyget
koncentraci akcelerahizpasobujicich 50% ztratu Zivotaschopnosti &uoproti kontrolni
skupirg (1Csg) byl pouzit software CalcuSyn 2.0 (Biosoft, Camdige, UK).

Data jsou znazoema jako pémérné hodnoty se standardni chybou (+ S.E.M.)
daného p&tu experiment (n).

2.3 VYSLEDKY

2.3.1 Syntéza

Cilové slodeniny byly navrzeny jako dodecylestery aminokysekieré maji

na aminoskupi® pripojen bul’ dalsi 12 uhlikatyrettzec, nebo kratky acetyi ethyl.
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Pro zjednoduSeni syntézy byly nejpnigppaveny spoléné fragmenty, tedy dodecylestery,
které byly dale pouZity proffpravu obou sérii akceler@ntAminoskupina byla acylovana
kyselinou laurovou v ifitomnosti karbodiimidu nebo pomoci acetanhydridw &kylaci
byl pouzit ethylbromid. Schématipravy jednotlivych derivatu je uvedeno na Obr. 17.
VSechny produkty byly krystalické s vyjimkou deritrdro. Rehled struktur jednotlivych
akcelerant je uveden na Obr. 18.

Hodnoty logP byly pro jedretzcové akceleranty vrozmezi 4,9-6,8
a pro dvoietzcové v rozmezi 10,4-12,1. VSechny vzorky s akaelgrbyly nasyceny

pii koncentraci 1% (w/v) jak ve védtak i 60% PG a stabilni po dobu nejraé8 h.

a R2,, COOC 5Hy5
AMK —> i

)b/ RINHZ \d\

Rz\bﬁ/COOCHH% c RZ\(coocle25
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Obr. 17 Schéma fipravy jednotlivych akceleraint Reagencie a podminkg) C;,H,sOH, HCI (g), 120 °C, 7
h; b) C;;H23COOH, DCC, DMAP, CHG] rt, 20 h;c) (CHsCO)0, DMAP, CHC}, rt, 5 h;d) C,HsBr, EtN,
THF, 1t, 8 h; Ra R = H, CH, -(CH,)s-

rCOOClZH25 COOC;5Hos COOC,Hg
( L
R N’R R
H
G|y12 R= COC11H23 B-AIalZ: R= COC11H23 L-Prol2: (S), R= COC11H23
Gly2: R=COCH, B-Ala2: R=COCH; L-Pro2: (S), R= COCHjy
L-ProEt: (S), R= CyHsg
COOCHs COOC5Ho5 D-Prol2: (R), R= COCiH»3
\T/ ( D-Pro2: (R), R=COCHj3;
HN. ~N-p D-ProEt: (R), R= C,Hs

L-Alal2: (S), R= COC11H23 Sarl2: R= COC11H23
L-Ala2: (S), R= COCH;  Sar2: R= COCHs4
D-Ala2: (R), R= COCHj

Obr. 18 Struktury gipravenych akcelerait
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2.3.2 Aktivita jedno a dvouretézcovych akceleranti, vliv donorového
vehikula

Graf na Obr. 19 znaziwje schopnost studovanych latek zvysit flux T pgouZziti
vody jako donorového vehikula. Hodnota fluxu u kohtiho vzorku byla stanovena
na 4,04+0,4ug/cnt/h. Azon, ktery je pouzivan jako standard pro hasmb akcelerni
aktivity’®® zvysil za stejnych podminek tuto hodnotu 2,7kfébmerns pouZivany
DDAIP byl neinny, zatimco akceleranty DDAK a T12 zvySily fluxHTaz 7krat.
VSechny studované dvieitzcové akceleranty dosahly zhruba stejné hodnotufjako
Azon, avSak toto zvySeni nebylo statisticky vyznamrNaopak jednetzcové
akceleranty, mimop-Ala2, byly &inn¢jSi nez jejich dvotetzcové analogy. Wbec
nejaktivrgjsi latkou byl L-Pro2 ktery dosahl fluxu 27,9+3,ig/cnf/h s odpovidajicim
akcelergnim pontrem (AP) 6,9. Kromi toho byl L-Pro2 také vyznaminaktivrgjSi nez
Azon a DDAIP ale srovnatelny s DDAK a T12. DruhyejlapSim akcelerantem byl Sar2
s AP 6,2; nasledovany Gly2 s AP 3,9 a L-Ala2 s A® 3

Zarovei jsme také testovali skteré z meziprodukt zejména dodecylestery
s volnou aminoskupinou, ale ¢chto latek nebyl pozorovan zZadny vyznamunék.

Rozpustnost TH v kontrolnim donorovém vzorku byla6#8,2 mg/ml.
Dvourettzcové akceleranty zvysSily rozpustnost TH o 10 %tndi(nevyznamné) zvyseni
fluxu TH v pritomnosti dvoietzcovych akceleraftzpisobila zvySena rozpustnost TH
v donorovém vehikulu. Jedrezcové analogy neovlivnily rozpustnost TH v donomvé
vehikulu, coz s¥d¢i o jiném mechanismwinku.

N-acetyl
[ N-dodekanoyl

Flux TH (pg/cm %/h)
]+
*

9 IR
v@,?\&%?\,b e
< S

Obr. 19 Urychlovaci aktivita fipravenych akcelerait(1%) na flux modelového d¢é/a TH (5%) ve vod.

Data jsou zobrazena jakotipnérné hodnoty + S.E.M. Kontrola vyjade flux TH bez akcelerantun > 4

pro dvoudetizcové akcelerantyn > 8 pro jedntetizcové akceleranty, * ziia statisticky rozdil oproti
piislusné kontrole, nebo jak je vyzemo v grafu (p < 0,05).
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Ve snaze zvysit aktivitu studovanych akceletahyl jako donorové vehikulum
pouzit 60% PG. PG smsto vyuZiva jako kosolvent, ve &nvykazuje synergickécinky
a zlepSuje akceletai aktivitu®®

V 60% PG byl flux kontrolniho vzorku pro TH 1,7848, ug/cnf/h, coZ bylo
prekvapiw porekud mér nez u vodného vehikula (Obr. 20). Pokud byl ovEEngidan
k nejaktivrgj$imu akcelerantu L-Pro2 hodnota fluxu TH vzrosie 70,3+7,7ug/cnf/h,
tedy 40krat vice nez pro samotny 60% PG a 2,5kicd mez pro L-Pro2 ve védTato
synergie nebyla pozorovana u zadneho z dalSiclowtmgch akcelerafit u nichz hodnoty
fluxu TH dosahovaly tést stejnych hodnot, které byly nalezenki pouZziti vody jako
vehikula. Zadna z pozitivnich kontrol, tj. standsiréikceleranty DDAIP, DDAK a T12,
nedosahla aktivity L-Pro2. DDAIP, DDAK a T12 dosahbdnoty AP 7,8; 23 a 19 v tomto
poradi, tudiz L-Pro2 byl vyznamnnikinnéjSi nez vSechny uvedené standardni akceleranty.

Rozpustnost TH v 60% PG byla 25+2 mg/ml a Zadngtadovanych akceleranji
vyznamr neovlivnil. Tento vysledek nasscuje jejich gimému @inku ve SC.
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Obr. 20 Urychlovaci aktivita pipravenych akceleraint{1%) na flux modelového éé&va TH (5%) v 60% PG.
Data jsou zobrazena jakodpnérné hodnoty + S.E.M. Kontrola vyjadie flux TH bez akcelerantm.> 4 pro

dvourettzcové akcelerantyy > 8 pro jednéettzcové akceleranty, * zdastatisticky rozdil oproti fislusné
kontrole, nebo jak je vyzgano v grafu (p < 0,05).

TaktéZ jsme studovali vliv lipofilniho IPM jako dorového vehikula. Avsak Zadny
z pripravenych akceleraiitnebyl schopen zvysit vyznamarflux TH, ktery byl v IPM

2,63+0,63ug/cnt/h. Vysledky nejsou uvedeny.

Dale jsme ppravili a hodnotili Pro derivaty, u nichz byl N-etyl nahrazen

ethylem. Toto fun&ni uskupeni je podobné terciarni aminoskgépuysoce aktivnich
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akcelerant DDAK a DDAIP. OvSem tato substituce vedla k vyzmemu poklesu aktivity

az téndt k hodnotdm shodnym s dvi@ttzcovymi analogy (Obr. 21).

2.3.3 Aktivita chiralnich akceleranta

Protoze je #kolik studovanych akceleranthiralnich, zkoumali jsme, zdali jejich
interakce s chiralnim prasdim gedstavovanym ceramidy nebo proteinyza byt mezi
jednotlivymi enantiomery odliSn4. Proto jsmerippavili neobvyklé D-enantiomery
vybranych akcelerafit jmenovit D-Pro2, D-Prol2, D-ProEt a D-Ala2. Nicm€nebyl
nalezen Zzadny vyznamny rozdil mezi L a D enantigmgek u jedno,
tak u dvouettzcovych analog (Obr. 21).

[ L-enantiomer
904 KX D-enantiomer

Flux TH ( pg/cm %/h)

T I N R N 2
ORGSR
OV VYOO Y

Obr. 21 Aktivita L-a D-enantiomef Pro a Ala derivédt (1%) na transdermalni flux modelovéhailé@ TH
(5%) ve vod (A) a 60% PG B). Kontrola vyjaduje flux TH bez akcelerantu. Data jsou zobrazeha ja
pramérné hodnoty + S.E.Mn > 4 pro dvoiiettzcové akcelerantyn > 8 pro jednéettzcové akceleranty,
* zn&i statisticky rozdil oproti fislusné kontrole (p < 0,05).

2.3.4 Akceleraéni aktivita pro modelové latky jinych fyzikalné-
chemickych vlastnosti

Déle jsme se zabyvali moznosti, zdali je L-Pro2opcly zvysit koZni propustnost
pro SirSi Skalu potencialnich ¢ig¢. Jako modelovou latku jsme zvolili HC, ktery je
predstavitelem poginé velké lipofilni neutralni molekuly. Flux HC v 60RG kizi byl
0,14+0,09ug/cnf/h. 1% L-Pro2 v 60% PG zvysil flux HC 47krét na4B,87ug/cnf/h
(Obr. 22 A). Permeami profii HC je znazorén na Obr. 22 A. Rozpustnost HC
v donorovém vzorku byla 8,9+0,3 mg/ml a L-Pro2 Zky&ito hodnotu 1,3krat.
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To znamena, z&ast akcelerni aktivity L-Pro2 wi¢i permeaci HC byla Zisobena
ne@imo zvySenim rozpustnosti tohoto ¢ia v donorovém vehikulu. Z hlediska
koeficienti propustnostiK,, které jsou nezavislé na koncentragiva v donoru, L-Pro2
zvysil hodnotuk, 31krét, z 1,8 x 1®cm/h na 5,65 x Them/h.

Za telem zjistit, zdali je L-Pro2 schopen urychlit prgsi hydrofilnich permeait
a ukazat jeho po#nné rychly nastup &inku, jsme pouzili metodu elektrické impedance.
Z Obr. 22 B je vidt vyznamny pokles hodnoty impedanc&é& po naneseni 1% L-Pro2
v 60% PG a jeho 2 h nebo 48 h expozici (35%, raspel8% vychozi impedancergu
nanesenim vzorku) vzhledem k impedaniZe vystavené pouze 2 h nebo 48 h expozici
samotnému 60% PG (75%, respektive 28% vychozi iapeziped nanesenim vzorku).

-&- kontrola
*

0310 L-Proz

0.24

0.1

Kumulativni mnozstvi TH
(ng/lcm?)
Relativni elektricka
impedance (%)

0.04
0 12 24 36 48 60

Cas (h)

Obr. 22 Uginek L-Pro2 (1%) v 60% PG na propustnost modelovétiva HC (2%) @), dermalni elektrické
impedance po 2 h a 48 h expozici L-Pro2 (1%) v 036 B). Data jsou zobrazena jakoipmérné hodnoty
+ S.E.M.n> 4, * zn&] statisticky rozdil oproti kontrole, tj. bez L-Pr@p < 0,05).

2.3.5 Reverzibilita G€inku L-Pro2

Metoda ngieni elektrické impedance byla rainvyuzita ke sledovani obnovy
funkce kozni bariéry po aplikaci L-Pro2 se snahdyjasnit, zdali je &@inek tohoto
akcelerantu reverzibilni. Po 2 h expozidizk akcelerantem a po jeho Setrném odsétrian
byla métena hodnota elektrické impedancéz& po dobu 12 h. Pro odliSengéinku
samotného akcelerantu odinku donorového vehikula, tj. 60% PG, byla impedanc
meéiena i u kontrolnich vzoilk které byly vystaveny 2 h expozici pouze 60% PG.

K odliSeni &inku 60% PG a hydratace byla dalSi sada kontrolmighvystavena 2 h
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expozici vodou. Z grafu na Obr. 23 je patrné, Zemaay PG nema vyznamny vliv
na kozni impedanci a pozorovany pokles |ze¢pthisoudit hydrataci &Ze. Nicmés
L-Pro2 v 60% PG vyznamnsnizil kozni impedanci. Po odstigi akcelerantu zide
hodnota impedance nadale klesala, az dosahla hatiagbhace. Po 6 h od odsian
vzorku z&ala ot impedance stoupat aZz k hodnotam srovnatelnyndsatgvanou #zi

a kizi po aplikaci PG.

100

@ 1% L-Pro2 v 60% PG
O 60% PG

801
h -4 voda

60

404

Relativni elektricka
impedance (%)

201
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Obr. 23 Reverzibilita akcelermiho &inku L-Pro2 vyjadena dermalni elektrickou impedanci. Data jsou
vyjadiena jako pimérné hodnoty procent vychozi impedancéase 0 h + S.E.Mn > 6, * zn&i statisticky
rozdil oproti kontrole, tj. PG oSené4 Kize (p < 0,05).

2.3.6 Mechanizmus &inku L-Pro2 a PG

Pro objas#ni mechanizmu dinku L-Pro2 a PG byla vyuzita IR spektroskopie,
pomoci niz mzZeme sledovat zény jak v konformaci protein SC, tak zminy
v konformaciretézci lipida SC.

Nejprve bylo zkoumano samotné izolované SC. Pohbakus akcelerantem byly
zaznamendny vyznamné &my v oblasti proteifi, predevSim u amidové | vibrace,
kterd pochazi zejména z vadein vibrace karbonylu a je citliva na Zmu konformace.
U neoSatneho SC, tj. inkubovaného pouze s destilovanowwobyly nalezeny silna
amidova | vibrace okolo 1650 ¢ma slaba okolo 1620 ¢ které jsou typické pro
konformaci a-Sroubovice, respektivey sklddaného listu. #vazujici a-Sroubovice
je shodna siedchozimi studiemi bilkovin SE&° Expozice SC jak 60% PG, tak 1% L-Pro2
v60% PG po dobu 2 h vedla k posunu obou vibracérem k vySSim vin&tam
(Obr. 24 A-B) a swdci o casténé zméné¢ vodikovych vazeb Kkysliku amidu.

NejvyznamrjSi zmenou ve spektralni oblasti amidu byl pokles relatiyochy pasu
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a-Sroubovice z fiblizné 67 % na 48 % (Obr. 24 C). VSechny tytiinky na bilkoviny SC
byly zpisobeny spiSe PG nez L-Pro2.

£ 1651 £
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Obr. 24 Vliv L-Pro2 na proteiny SC studovany pomoci IR spegkopie. Hodnota vinu pasu amidu |
okolo 1650 crit a 1620 crit odpovida konformaci-Sroubovice, respektivg-skladaného listu protein
(A-B), relativni plocha konformace-Sroubovice proteiin (C). Data jsou zobrazena jakoipirné hodnoty
+ S.E.M.n> 6, * zn&i statisticky rozdil oproti kontrole, tj. SC inkuemé pouze s vodou (p < 0,05).

Pro pgesrgjSi ukeni &inku PG a L-Pro2 na bariérové lipidyize jsme pouzili
izolované lipidy SC z evodu vyloweni gispévku C-H valegnich vibraci bénichietzci
aminokyselin. Bylo zji&ino vmezéeni L-Pro2 mezi lipidy SC odrazejici se ve tstu
plochy pasu C-H valeémich vibraci. Toto zdenéni zpisobilo zn&nou fluidizaci lipidi,
kterd se projevila zémou v methylenovych valénich vibracich, jez jsou citlivé
na konformaci lipidovychietzci. Pozorovany posun vigtu jak symetrické, tak
asymetrické methylenové valeri vibrace z 2850,0 cna 2850,3 ci, respektive
z 2917,9 crit na 2918,6 cm a také roz$éni piku o 1,7 ci, respektive 7,4 crh
predpoklada ndist mnozstvigauche konformefi, tedy neusp@danostiettzce a vysSi

mobilitu fetézai.

19
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v(CH,) §ifka pasu (cm 7
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Obr. 25 Vliv L-Pro2 na lipidy SC studovany pomoci IR spelskopie. Vinget a Stka pasu symetrické
methylenové valemi vibrace A-B), plocha pas CH valergnich vibraci lipidi v rozmezi 2800 - 3000 ¢
(C). Data jsou zobrazena jakoapmérné hodnoty + S.E.Mn > 6, * znai statisticky rozdil oproti kontrole,
tj. SC inkubované pouze s vodou, nebo jak je vigna v grafu (p < 0,05).
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Pozorovany posun vigtu methylenovych vibraci vyvolany L-Pro2 byl vSak
piekvapiv relativré maly, neb6 L-Pro2 ma sam o sélponmérné neuspdadanéietézce,
jak vyplyvad zjeho symetrické methylenové vibracd# §853,4 cmt a asymetrické
pii 2923,9 cnl. Proto byla studovéna jehoifimé interakci s ceramidem NS jako
prokazala fluidizaci jednoho nebo obdetzci ceramidu NS vyvolanou L-Pro2, jak
ukazuje posun methylenové symetrické vibrace z ZB&M' na 2848,9 cm. Tato
hodnota posunu vSak byla @pporekud nizkd a nazraje tak vyznamné uspadani
fetézcl L-Pro2 zmisobené ceramidem. Podobnaéma byla zaznamenana také uésim

L-Pro2 s kyselinou lignocerovou, jez je dalSim apsem koznich bariérovych lipid

2.3.7 Bunééna toxicita

Toxicitni studie byly provaghy po dobu 48 h, protoze po 24 &tSina sledovanych
akcelerant nezmisobila 50% snizeni Zivotaschopnosti &inPo 48 h expozici vsemi
vybranymi studovanymi akceleranty byla zaznamergmidena viabilita HaCaT a 3T3
burgk v zavislosti na davce. Jak je widz tabulky B na Obr. 26 hodnota sl tedy
koncentrace latky Zisobujici 50% pokles viability, byla u vSech akcefdl nizSi
u HaCaT budk a zn&i tak vysSi toxicitu ve srovnani s 3T3 kanou linii (Obr. 26 B).
Nejtoxictéjsi latkou s 1Go priblizné 20 uM byl u obou butcnych linii T12. Toxicita
nejaktivrejSiho akcelerantu L-Pro2 byla fiplizné dvakrat vysSi nez u Azonu,
ale srovnatelna s Siroce pouzivanym akceleranterAlPDale také i DDAK. Krom toho
jsme nezaznamenali vyznamny rozdil v toxXitita D enantiomeru.

Cytotoxicita studovanych akcelerant byla rovéz hodnocena pomoci
morfologickych zmén epifluorescetni mikroskopii (Obr. 26 A). 48 h expozice kn
akceleranty vedla k vyraznym morfologickym prajev toxicity. Zpuchykovagni
plazmatické membrany bylo na davce zavislyrispivem nasledovano ztratou tvaru &un
a jejich zakulacenim. Dale se objevila zavazna komdce chromatinu jadra a nakonec
Uplna ztrata zivotaschopnosti @n kterd byla nasledovana tvorbou Bémého odpadu.
Ackoliv se morfologické zmny u jednotlivych studovanych akcelenanbbjevily
za tiznych koncentracich, nelze mezi studovanymi latk@azorovat zadné napadneé

kvalitativni rozdily.
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Za elem objasnit miru zapojeni apoptézy do smrti daujsme hodnotili vliv
vybranych akceleraftpii koncentracich zjsobujicicast&nou toxicitu na aktivitu kaspaz.
U HaCaT busk (Obr. 26 C) doSlo k relatignmirné, ale vyznamné aktivaci vSedh t
kaspaz po expozici DDAK a T12. ZvySeni aktivity pagy 3/7 bylo zaznamenano
po expozici Azonem. U 3T3 btk (Obr. 26 D) byl zaznamenan vyznamny usar
v aktivit¢ kaspaz po expozici T12 a Pro2 derivdZatimco T12 zvySil aktivitu kaspaz
priblizn¢ dvojnasobs, cozZ je srovnatelné stidkem pozorovanym ip stejné davce T12
u HaCaT bugk, efekt L-Pro2 a D-Pro2 na aktivitu kaspaz byl @naa dosahl 1400-
1800% aktivity kontrolnich butk. Obecw lze tici, Ze vSechnyit sledované kaspazy
dosahly stejné urowse vSemi studovanymi akceleranty.

A Cc
: . HaCaT
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[ Kaspaza 3/7 ”
Kaspaza 8
Bl Kaspaza 9 *
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s 400 El Kaspaza 9 #i
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DDAIP 818 7.9 188.8 ¢ 33.4 £&
>

DDAK 75.6 % 12.7 175.2 % 27.6 g

T2 208+ 13 256+ 4.2
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Obr. 26 Toxicita vybranych akceleraintna bugénych liniich keratinocyt (HaCaT) a fibroblast (3T3).
Bunéénd morfologie A), hodnoty 1G, (B), (inek vybranych akceleraintna aktivitu kaspéaz 3/7, 8 a 9
(C-D). Data jsou zobrazena jakoipmrné hodnoty + S.E.Mn > 4, * zn&i statisticky rozdil oproti kontrole

(p <0,05).

2.3.8 In vivo studie

Za &elem prokazat dinnost akcelerniho &inku L-Pro2 in vivo byly
stanovovany plazmatické koncentrace TH u paikpa transdermalnim podani 5% TH
v 60% PG s nebo bez 1% L-Pro2 ve férmaplasti (Obr. 28 A). Plazmatické koncentrace
TH po jeho podani bez akcelerantu byly pod@iml. Fi podani TH s 1% L-Pro2 2aly
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plazmatické koncentrace TH stoupat po 4 h od apdikmaplasti a dosahly hodnoty
1,27+0,09ug/ml po 8 h podani.

Co se tyka transepidermalni ztraty vody (TEWL), ed&cant by mil zvysit flux
léciva do €la, aniz by sotasré zvysil ztratu vody a endogennich lateksaf® K oveteni
tohoto edpokladu jsme #fili TEWL " in vivo na kiZi potkarii vystavené 6 h expozici
L-Pro2 (Obr. 27). Tedy za podminek, které vedly yknamné propustnosti TH
v predesSlém pokusu. Hodnoty TEWL byly zvySené az 1{7kia aplikaci testovanych
vzorkia. Nebyly ovSem zaznamenany Zadné vyznamné rozdély 0% PG a L-Pro2
v 60% PG. Dokonce ani kdyZ byl L-Pro2 aplikovan krdé WwtSi koncentraci, nez byla
nutné pro akceletai inek (Obr. 28 B). ZvySenou ztratu vody lze teditist predevsim
PG. Mimoto nebyly pozorovany zadné viditelné éam (zarudnuti, otok, suchaike)
na kizi u potkar po aplikaci L-Pro2 v 60% PG v koncentracich 1%m&%o.

Pro dikladrgjSi hodnoceni dermalni toxicity byla stanovena tagohopnost buk
koZnich biopsii po 6 h expozici 1% nebo 5% L-Pro@0% PG. Z Obr. 28 C je patrné,
Ze akceleréni inek L-Pro2 nedoprovazi zadné vyznamné sniZenitagehopnosti
koznich bugk.

Béhem perme&ich pokud in vivo nebyl v plaznd detekovan L-Pro2. To e
naswdcovat jeho nizké systémové absorpci nebo rozkladuetabolicky aktivnich
vrstvach Kze ¢i plazme. Pro studium biologické rozloZitelnosti L-Pro2 a&yprovedena
jeho inkubace s potkani plazmou nebo PBS o pH &é kontroly pi teplog 37 °C.
Rozklad L-Pro2 s polasem piblizné 2,5 h byl zaznamenén v plagneatimco v PBS

nebyl nalezen Zadny vyznamny pokles koncentrace. @3D).

Obr. 27 Potkan s aplikovanymi naplastmi se vzorky 60% P¥%,al5% L-Pro2 v 60% PG. Po 6 h odiatku
naneseni naplasti byla naplast se vzorky od&te@npovrch KZze oplachnut a byla &fena transepidermalni
ztrata vody.
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Obr. 28 Urychlovaci aktivita 1% L-Pro2 po transdermalnind@ni modelového &éva TH u potkafi in vivo
(A), vliv 6 h expozice L-Pro2 (1% a 5%) a samotnéahbikula (60% PG) na TEWLB( a viabilita koznich
burgk (C) potkari in vivo. Metabolizace L-Pro2 v potkani plagme srovnani s jeho stabilitou v PBS o pH
7,4 @i 37 °C D). Data jsou zobrazena jakoipiérné hodnoty + S.E.Mn > 3, * zn&i statisticky rozdil
oproti grislusné kontrole (p < 0,05).

2.4 DISKUZE

V této studii jsme se zabyvali sérii akcelefatransdermalni permeace obsahujici
aminokyselinu fgipojenou k hydrofobnimu fettzci skrz labilni esterovou vazbu.
Dvouretézcove slodeniny byly navrzeny tak, aby napodobovaly ceramidgy neutralni
sfingolipidy mezibugénych lipidovych lamel SG% ®® které jsou povaZovany za jedno
z cilovych mist Ginku akcelerantd® *° Délka hydrofobnichietszei 12 uhliki byla
zvolena na zakladpredchozich studii, v nichz bylo zj#io, Ze tato délka je optimalni
pro akcelereni aktivitu!’® Nicmére dvouetizcové akceleranty nedokézaly zvysit
propustnost &Zze. Naopak jejich homology s jednintetézch zkracenym na délku 2 uhtik
podstaté zvysily akcelerani aktivitu. Podobnych vysledkbylo dosazeno i ve studii
derivati dikarboxylovych kyselin jako akcelerdntransdermalni permeace, které byly

rovnsZ aktivrijsi, pokud ndly pouze jeden 12 uhlikatietszec!™ Moznym vyswétlenim
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nelinnosti dvoudetzcovych slodenin mize byt bd’ jejich nedostata permeabilita
do SC, nebo jejich podobnost s ceramidy a z tolyaguici neschopnost rozrusit pevné
uspdadani lipidovych lamel. Qb moznosti jsou podgeny poznatky o ceramidech,
kdy po zkraceni jejich acylovéheettzce dosSlo kvyznamné zme jejich chovani
v lipidovych membranachéetrg jejich schopnosti projit skrz membranu a ovlivjai
permeabilitu:’® 173 Ve skuténosti je jedinym vysoce aktivnim akcelerantem séntv
hydrofobnimitetzci T12, ktery ma poginé neobvyklou strukturu polarni hlavy -ls
karbamové kyseliny. Mechanizmuginiku T12 zahrnuje uvolini CQG, za vzniku amonium
chloridu, ktery nasledn pisobi jako jednietszcovy akcelerant’® zda se tedy,
Ze pitomnost pouze jednoho 12 uhlikatéltettzce je pedpokladem pro dinné
akceleranty.

Pokud se zagtime na strukturu polarni hlavy akcelerantu, vysfegktvrdily nas
predpoklad negativniho vlivu schopnosti iito vodikové vazby na akcelemai
aktivitu.*****°Zatimco akcelegmi aktivita derivai Gly, Ala ap-Ala byla shodna, derivaty
Sar a Pro, jez jsou disubstituovanymi amidy, teduze akceptory vodikovych vazeb,
prokazaly zvySenou aktivitu. Tento poznatek odpavigedchozim studiim, v nichz byly
sloweniny na bazi Sar a Praifinymi akceleranty®®*>*'*Na negativni roli vodikovych
vazeb niZzeme pohliZzet z hlediska vysSi soudrZznosti membrapglarni oblasti navic
k hydrofobnim interakcim mezifetzci. Nicmérk substituce amidu terciarni
aminoskupinou u Pro derivatu vedla ke&r@amu poklesu aktivity. To je zajimavé,
ale dosud nevystlené zjiStni, nebd bazicka terciarni aminoskupina jeileZitym
strukturnim prvkem akceleranDDAIP'*? a DDAK*®. Tento poznatek fite naznéovat,
Ze schopnost twd vodikové vazby neni jednoduSe negativni fak@e pro spravnée
vmezédeni akcelerantu mezi lipidové lamely SC je nutnéitérstrukturni optimum,
jak jiz bylo navrzeno dvel’™

DalSim poznatkem vyplyvajicim z této studie jeUZmek derivai Pro a Ala neni
stereoselektivni. fvodem, pré jsme porovnavali aktivitu dkolika enantiomet,
byl predpoklad interakce s chiralnimi slozkami kozni &afi a to bd ceramidy,
nebo proteiny, a Ze takové interakce by mohly bgtemselektivniho charekteru. Nicnéén
jsme nenasli zadné rozdily v aktivitenantiomear v této ani pedchozich studiich
s chiralnim centrem v hydrofobnifatzci nebo polarni hlavakcelerantd#® "

Poté, co jsme definovali zakladni vztahy mezi suwdu a aktivitou, jsme se
zantfili na nej&inngjSi akcelerant této série — L-Pro2. Zajimalo naiglizje schopen

umoznit prostup &v s odlisSnymi fyzikalg-chemickymi vlastnostmi. L-Pro2 urychlil

68



prostup TH, coz je po#émné mala molekula (molekulovd hmotnost 180 g/mol) sazenou
lipofilitou (logP ~ 0), ktera pravipbodobré uprednosiiuje prostup difuzi fes volné
prostory lipidovych lamel SC. Rowha urychlil prostup HC, molekulyfiblizné¢ dvakrat
vétSi nez TH (molekulova hmotnost 362 g/mol) a takéxoné lipofilnégjSi (logP ~ 1,6).
U HC se pedpoklada mimo difazi fies volné prostory i pronikani laterélni difdZ.
Kromé toho jsme zaznamenali vyznamny pokles elektrickpedance kZe po expozici
L-Pro2. Elektricka impedance nebo rezistentgekje ¢asto pouzivana jako parametr pro
rychly screening &inku akcelerarit a odrazi propustnost pro ionty a ob&g@ro malé
hydrofilni sloweniny prostednictvim vodnich cest nebo iér® *""Na zaklad ziskanych
vysledi Izeftici, Ze L-Pro2 ovliviuje izné cesty prostupu skrz kozni bariéru, coz mu dava
moznost usnadnit prostup pédmeé Sirokému spektru &dv.

Vzhledem k tomu, Ze je metoda elektrické impedgedaoduchym progedkem
pro mefeni propustnostiiZe, pouzili jsme tuto metodu i pro zfigt zmen v propustnosti
kize po odstrami L-Pro2 z jejiho povrchu. Vysledky ukéazaly gateini pokles
impedance, tedy zvySeni propustnosiid; Ehem prvni hodiny po odstrami akcelerantu,
zpusobeny podle vSeho pronikanim a inkorporaci daliokekul akcelerantu do hlubSich
vrstev SC. Po 6 hodinach seak impedance®e zvySovat az k hodnotdm srovnatelnym
s kontrolnimi a nazriaije tak alespio ¢ast&nou reverzibilitu dinku L-Pro2. | kdyZ rozsah
této zneny byl ponerné maly vzhledem k hydrataci pokozky, vysledky bylpbte
reprodukovatelné. NejpravdodobrjSim vyswtlenim reverzibilnihno chovani je rychla
eliminace akcelerantu z kozni bariéry patprostou difazi do hlubSich vrstev epidermis.
Podobna reverzibilita byla pozorovana jiz u akaeten DDAK

Z vysledki naSi prace jsme rova zjistili synergii &inku L-Pro2 s PG danou podle
vSeho jejich psobenim na tzné struktury v kozni batié. PG je mala molekula
rozpousdtdla, kterd ovliviuje konformaci protein SC'® Na druhou stranu amfifilni
molekula L-Pro2 seigjm¢ vmezéi do mezibusénych lipidovych lamel SC tak, aby byla
jeji polarni hlava ukotvena v polarni oblasti meémyr a hydrofobnietzce sngiovaly
do hydrofobniho jadra lamel. Pro potvrzeni tétodigpy jsme studovali interakci L-Pro2
a PG sizolovanym SC nebo lipidy SC pomoci FTIRkspskopie. Diky této technice
jsme prokazali, ze PG vyvolava &ny v siti vodikovych vazeb protdinSC a zvySuje
podil konformace skladaného listu paténdiky solvataci peptidovych vazebrispivek
L-Pro2 na zmné¢ konformace proteiin byl zanedbatelny a iie byt zapicinén jeho
lipofiln¢jSim charakterem. Naopak jsme zjistili inkorpordciPro2 mezi lipidy SC,

¢imz vyvola neusp@danost lipidickychetéza, jak vyplyva z posunu k vySSim viétdm
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a rozSfeni obou absogmich pagé methylenovych valemich vibraci, a tak jsme potvrdili
nasi hypotézu. i#ma interakce L-Pro2 sceramidem NS a kyselinomnokgrovou

nazng&uje vmezéeni L-Pro2 mezi dlouh&ettzce ceramil nebo mastnych kyselin
zpasobujici usptadani jeho kratSiho 12 uhlikatéheettzce, ale vyvolavajici
neuspdadanost ostatnich delSidetzca lipidi. Tento mechanismusciaku L-Pro2

je vsouladu s jeho reverzibilnim¢igkem, kdy po eliminaci akcelerantdimz mame
na mysli jeho penetraci do hlubSich vrstéizd; mize dojit k ogtovnému spontannimu
uspdgadani lipidh.

V nasi praci jsme také studovali toxicitu vybranykttelarant na dvou bu&nych
liniich véetrg keratinocyid a fibroblast. Bunééna toxicita derivat Pro a Sar ndpséahla
toxicitu klinicky pouzivaného akcelerantu DDAIP jakplyva z hodnot I1G,. Navic
toxicita byla vyznamé nizsi nez u T12, ktery jiz proSel pilotninm vivo studiemi,

v nichZ prokazal velmi ifiznivy bezpénostni profil*** Pro ilustraci 28 denni toxicitni
studie opakované dennni davky u potkgmokazala pouze mirné reverzibilni zarudnuti
kuze @i koncentraci 2% T12.

Také nas zajimalo mozné zapojeni apoptdézy docdmén toxicity vybranych
na cytotoxickém fisobenitady cizorodych latek. Kaspaza 8 jec¢kNa signalizani
molekula vrjSi (receptory zprostdkované) apoptotické cesty, zatimco kaspaza 9 je
klicova pro vnitni (mitochondrialni) apoptotickou drahu. Kaspazy ¥ jsou hlavnimi
vykonnymi kaspézami, které &pi specifické aminosekvence viznych proteinovych
substratech a jsou aktivovany jakéjgimi, tak vnitnimi drahami apoptotického procesu.
Zejména kaspaza 3 je nezbytna pro apoptotickou eiarati chromatinu a fragmentaci
DNA.'"® zatimco T12 vyvolal vzestup aktivity kaspa#ibtizné dvojnésobi u obou
burgcnych linii, L-Pro2 nerdl Zadny vliv na aktivitu kaspaz keratinogytale zgisobil
vyrazny naidist aktivity kaspaz fibroblagt Nicméreé vSechny i kaspazy dosahly obe&n
srovnatelné drowhaktivity a proapoptoticky dinek tak nemze byt vyslove prisouzen
Zzadné vybrané apoptotické cest

VSechny naSe vysledky ziskanénzvitro studii podporuji obraz L-Pro2 jako
nadtjného akcelerantu, a proto jsme se rozhodli prakgete &inek i vin vivo studiich
na potkanech. Tyto pokusy vskutku prokéazaly vyrazépongrné rychlé zvySeni
transdermalni absorpce modelovéhova TH bez vyznamné dermalni toxicity po aplikaci
1% L-Pro2. Tento &inek byl doprovazen mirnym n#stem ztraty vody, ale ten byl
zpisoben zejména pouzitym vehikulem, tj. 60% PG. Kfdoho opodstatmost navrhu
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struktury této skupiny akceler@nt¢im mame na mysli biologickou odbouratelnost
esterové vazby, byla potvrzena jednoduchym pokusg@atkani plazra jako zastupcem
enzymaticky aktivniho biologického prosti. V plazné podléhal L-Pro2 relativh
rychlému rozkladu, zatimco v PBS byl stabilni, ad&zuje na enzymaticky charakter této
reakce. Proto&@kavame, Ze tento akcelerant, ktery je ve své ptddsiterem, by mohl byt
enzymaticky hydrolyzovan v Zivé epidermis nebo plaz za vzniku znadmych
a bezpenych rozkladnych produktjako je dodekanol, prolin a kyselina octova.

Zawrem lzefici, Ze derivaty aminokyselin jako urychl@apermeace, zejména
tedy L-Pro2, maji vyhodnou kombinaci vysoké akiyiviteverzibilniho dinku a nizké
toxicity, diky ¢emuz jsou vhodnymi kandidaty pro budouci klinickéifiti. Ke stavajicim
nevyhodam dchto latek pai nedostatek studii dlouhodobé kozni a systémoxiity,
jak rychle a jak hluboko se akcelerantigbtiva, zda a jak rychle je metabolizovénaké

jsou elimin&ni cesty. Nalézt odp@di na tyto otazky vyZaduje dalSi studium.
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3 VLIV DELKY ACYLOVEHO RETEZCE CERAMID U NA
PERMEABILITU MODELOVYCH MEMBRAN SC A
STUDIUM JEJICH TERMOTROPNIHO CHOVANI

Cast préace jiz byla publikovana:
JamiSova, B; Zbytovska, J.; Lorenc, P.; Vavrysova, H.; Pal&t, Hrabalek, A
Vavrova,K., Effect of ceramide acyl chain length skin permeability and thermotropic
phase behavior of model stratum corneum lipid mamds.Biochim Biophys Act2011,
1811(3), 129-37, Hloha Il

DalSicast vysledl je pipravovana k publikaci
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3.1 UvoD

Za bariérovou funkci &Ze jsou zodpasdné gedevsSim ceramidy, twici hlavni
soudst mezibu&inych lipidovych lamel v nejsvrckijsi vrstw kiaze SC. Akoliv jejich
fyziologick4 a patologicka role jiz byla do zm& miry objaséna, vztah mezi jejich
strukturou a dinkem na bariérovou funkcitge dosud nebyl zcela objasn Jinakieteno,
které strukturdlni vlastnosti jsou pro udrzenicjejibariérové funkce nepostradatelné.
V nedavné studii jsme prokazali, Ze délka acylovébwzce u sfingosinového typu
ceramiai (NS) je pro jejich bariérovou funkci velmiilézita a Ze jeho zkraceni zvysilo
propustnost iZe s maximem u ceraniics délkouretszce 4-6 uhlik.}’?V této studii byly
ovSem ceramidy s kratkymettzcem aplikovany fimo na kzZzi, kter4 je sice velmi
robustnim modelem, ale je spojena s vysokou vdit@ia hlavié zde neni moZznost
piesré sledovat mnoZstvi ceraniidkteré pronikne dodZe, a ngnit slozeni studovanych
lipidu.

V souwasné dob se hojg ke studiu bariérové funkcetuke vyuZzivaji lipidové
modely SC. Jedna se o ternarni, kvartérni nebostadkové lipidové sisi, které velmi
Uzce napodobuji molekularni organizaci a orientgmidia lamel SC* 89182 Navic
nanesenim sési syntetickych lipid na porézni podklad ziskdme modelovu membranu
SC, pomoci které frteme studovat jeji permeabiltt? 4 Vyhodou takovéto modelové
membrany SC je snadna obma jejiho slozZeni, jez umbdje studovat vztahy mezi
slozenim lipidi, molekularni organizaci a bariérovou funkci v g modelu. NasSim
cilem tedy bylo vytviéit vhodny nastroj, tj. modelové membrany SC, prchig hodnoceni
modifikovanych ceramiél ktery by nam umoznil studovat jak jejich vliv peopustnost,
tak zakladni mechanismy pomoci fyzik&chemickych metod.

Vtéto praci jsme studovali vliv dlouho a kratk&zcovych ceramidl
na permeabilitu modelovych membran SCiere Cer/FFA/Chol/CholS, kde ceramid
obsahoval acylovyettzec o délce 0, 2, 4, 6, 8, 12, 18:1 (oleoyl) nebaBlika (Obr. 29).
Ucelem bylo zjistit, zda jsme schopni dosahnout $tjn Einka téchto ceramid
v propustnosti modelovych membréan, jichz bylo desaZz v Kizi, a také nalezeni
fyzikélné-chemickych charakteristik, které by vy#evaly vztah mezi jejich strukturou
a vlivem na propustnost. Permeabilit@ppavenych membran byla hodnocena fluxem TH

a elektrickou impedanci.
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Pro objas#ni organizace lipitl v modelovych membranach SC a mechanismu,
jak zmena ve struktie ceramid ovliviiuje propustnost membran, jsme vyuZzili difenein
skenovaci kalorimetrii (DSC) a ATR-FTIR spektroskogejména nas zajimala mozna
korelace mezi propustnosti ade/membrany a fyzikaachemickymi vlastnostmi,
které byly navrZzeny jako rozhodujici pro spravnaokici kozni bariéry. Tyto parametry
zahrnovaly konformaci uhlovodikovycketzca lipida, piitomnost orthorhombického

laterarniho usp@dani, methylenovou hustotu a vodikové vazZBy

Ceramid R
Sfingosin  -H
Cer2 -COCH
(?)H Cer4 -COGH-
HOW\/\/\/\/\/\/\ Cer6 COGHL
N-g Cer8 -COGHs

Cerl2 -COGHys3
Cerl8:1 -cis CO(ChH);CH=CH(CH,);CHz
Cer24 -COGaH,47

Obr. 29 Prehled struktury studovanych cerafinid

3.2 MATERIAL A METODY

3.2.1 Chemikalie

Ceramidy a sfingosin byly zakoupeny u firmy AvaRtolar Lipids (Alabaster,
USA). VSechny ostatni chemikalie a rozpeéd# byly od firmy Sigma-Aldrich
(Schnelldorf, Nmecko).

3.2.2 P¥iprava modelovych membran SC

SloZeni lipidové sisi, kterou jsme pouZili proifpravu modelovych membran,
bylo vybrano na zakla@én publikovanych dat. Podobné ekvimolarni ésimkoZznich
syntetickych lipidi jiZ byly pouZity pro pipravu tzv. ,SC substitute’®® V nasem pfipads
se jednalo o kvartérni ekvimolarni &nstudovaneého CER, Chol a kyseliny lignocerové

s 5% hmotnostnim ffdavkem CholS. Jednotlivé lipidy byly rozpésy ve smdsi
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CHCIs/MeOH 2:1 (v/v) a smichany v uvedeném pom pro dosazeni pozadovaného
sloZzeni. Rozpou&tlla byla odp#ena proudem dusiku a vzorky byly dosuSepmgspnoc
pod vysokym vakuem pro Uplné odsianh rozpoustdla. Poté byly lipidové ssi
rozpusény ve sngsi hexan/96% EtOH 2:1 (v/v) na koncentraci 4,5 mgfouziti 96%
ethanolu, nikoli absolutniho, je nutné pro rozponstCholS. 300ul roztoku lipidi bylo
nastikano rychlosti 10nl/sec na polykarbonatové Nudepdtry (Whatman, Kent, UK)
nebo teflonové Fluoropore filtry (Millipore MerclDarmstadt, Nmecko) pod proudem
dusiku pomoci Linomatu IV (Camag, Muttenz, Svycajskybavenym dodat@ym
ramenem pohybu ve smu osy y'*® Tlou&ka lipidové vrstvy byla fiblizng 11 pm
a celkové mnoZstvi nanesenych lipidylo 1,35 mg/crh Fipravené lipidové membréany
byly zal¥any na 90 °C, coz je dostate vysoko nad hlavni fazovyrechod, ekvilibrovany
po dobu 10 min a pomalu (~ 3 h) ochlazeny na polkmjaeplotu. Poté byly inkubovany
v termostatu po dobu 24 hoditii peplo€ 32 °C. TaktéZz jsme zkoumali inkulrd dobu
0, 4, 7 a 14 din Membrany pro IR spektroskopii bylyfipraveny stejnym postupem.
Lipidové sntsi pro DSC byly fipraveny uvedenym Zigobem s vyjimkou kroku n&stu.

3.2.3 Permea&ni experimenty

Permeabilita modelovych membran SC byla hodnocemaopi modifikované
Franzovy difzni cely s volnym diftznim povrchenb @nf a akceptorovym objemem
priblizn¢ 6 ml. Membrany byly upewmy do difaznich cel lipidickym filmem otenym
smérem do donorového kompartmentu gsmény silikonovym tukem. Akceptorova faze
cely byla naplana PBS o pH 7,4 (obsahujici 10 mM fosfatovy pufs/ InM NaCl
a 2,7 mM KCI) s 0,03% NaiNako konzervanim prostedkem. Byl ugen gesny objem
akceptorove faze, ktery byl zahrnut do vypo Franzovy difuzni cely s upesmymi
membranami byly umishy do vodni lazé s konstantni teplotou 32 °C. Po ekvilibraci
po dobu 1 h byla #tena elektrickd impedance (viz kapitola 2.2.6). Bdsl bylo
na membranu aplikovano 1Q0 donorového vzorku a donorovdst cely byla pekryta
krycim skltkem. Donorovy vzorek byl fipraven jako 5% suspenze TH ve ¥od
dle podminek uvedenych v kapitole 2.2.4. Akceptéardsize cely byla po celou dobu
experimentu michana a temperovana na 32 °C. Poaqimrimentu, tj. 8 h, byly v danych

¢asovych intervalech odebirany z akceptorové faakc& o objemu 0,3 ml. Odebrané
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mnozstvi vzorku bylo nahrazeno stejnym objemeéerstvého PBS. U jednotlivych
odebranych frakci byla stanovena koncentrace THogdiHPLC.

3.2.4 HPLC analyza

HPLC stanoveni TH probihalo dle podminek uvederwkapitole 2.2.15.

3.2.5 Diferenéni skenovaci kalorimetrie

DSC termograrh modelovych membran SC byl zaznamenan v rozmeottep
20-120 °C pomoci DSC 200PC kalorimetru (NETSCH bSé&kmecko) @i skenovani
rychlosti 1 °C/min. Jako standard byla pouZzita @néz hlinikova panvka. Rechodové

teploty byly uteny pomoci NETSCH Proteus Thermal Analysis software

3.2.6 FTIR spektroskopie

FTIR spektra modelovych membran lipicSC byla ngiena na spektrometru
Nicolet IMPACT 400 (Thermo Scientific, USA), vybawe jednoodrazovym MIRacle
ATR ZnSe krystalem (index lomu 2,4,tpnér 1,8 mm, Uhel dopadu 45 °, horizontaln
orientovany, PIKE technologies, Madison, USA). PmjiS€ni dostaténého kontaktu
méreného vzorku s ATR krystalem byl pouZzit upinaci h@edézmus s konstantnim
piitlatnym tlakem. Jedno &eni &italo 256 skef s rezoluci 2 cm. Teplotni zavislost IR
spekter byla studovana v rozmezi 28-100 °C po gpdtnim intervalu (stabilita £0,2 °C)
pomoci teplotyidiciho modulu (PIKE technologies, Madison, USA). Bazdém firustku
teploty byl vzorek ped kazdym réfenim stabilizovan po dobu 5 min. Spektra byla
analyzovana pomoci sofware Bruker OPU$esRé pozice pik byly ukeny z druhé
derivace spekter.

3.2.7 Analyza dat

Pfi zpracovani dat byl pouzit statisticky softwaregr8aStat pro Windows 3.5
(SPSS, USA). Pro statistické zpracovani byla paudite-way ANOVA analyza rozptylu
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s Dunnettovym post testem nebo neparametrickd @ye-ruskal-Wallisova analyza
s Dunnovym post testem. Hodnoty pr&pddobnosti na hladénvyznamnosti mensi nez
0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné. D@gt@u znazoréna jako pémérne

hodnoty se standardni chybou (+ S.E.M.) danéktupexperiment (n).

3.3 VYSLEDKY

3.3.1 Hodnoceni propustnosti iiznych filtr & a raizné délky inkubace

Pri studiu modelovych membran SC jsme se nejprveéiinma zpisob jejich
piipravy, a toiizné druhy podfrnych filtri a délku inkub&ni doby, abychom mohli zvolit
vhodné podminky, které budou odpovidat propustridggie, a také abychom byli schopni
rozlisit mezi jednotlivymi studovanymi membranami.

Graf na Obr. 30 ukazuje srovnani dvou fijtra to polykarbonatového (PC)
a teflonového (PTFE) o poréznosti 50 nm a @@. PC a PTFE filtry byly vybrany
z divodu odolnosti u¢i organickym rozpougtlim a kolisani teplot, ke kterym dochazi
v pribéhu p@ipravy modelovych membran SC (zmrazeni af&ama 90 °C). Prastovali
jsme propustnost samotnych filtbez lipidi a modelovych membran SC slozenych
z Cer/FFA/Chol/CholS. Ceramidem &chto membranach bylipozeny ceramid Cer24
(Cer NS) s dlouhymietézcem, ktery slouzil jako standard permeability, meBerd
s kratkymietszcent’®, ktery vykazal vyznamné zmy v propustnosti é¢e. Propustnost
modelovych membran SC byla hodnocena pomoci flitaElektrické impedance.

Jak je vidt z grafu na Obr. 30 A, elektrickd impedance pnmaiay PC filtr byla
fadow niZsi nez impedance fittrs nanesenymi lipidovymi stemi. Naopak u PTFE filtr
tomu bylo obracenh Tento jev je patmh zpisoben hydrofobnim charakterem PTFE
membran. Fluxy TH pro jednotlivé membrany jsou zaleny v grafu na Obr. 30 B.
Hodnoty fluxi TH se pro PC filtry s Cer4 a Cer24 pohybovaly efinotky pg/cnf/h,
zatimco u PTFE doséahladow stovekpg/cnf/h. Na zaklad ziskanych vysledk jsme
proto pro dalSi studium zvolili PC filtry, a to &vbdu, Zze samotny filtr nijak négpival
k bariérovym vlastnostem studovanych membran aezgejgh propustnost blizila vice
propustnosti #Zze. Tyto membrany také poskytovaly lepSi rozligaeti studovanymi Cer,

zejména v elektrické impedanci.
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Obr. 30 Vliv raznych podgrnych filtrd na elektrickou impedanciA) a flux TH (5%) B) modelovych
membran SC slozenych z Cer/FFA/Chol/CholS. Sroveégine prazdnych filtéi. Data jsou zobrazena jako
praimérné hodnoty + S.E.Mn > 4, * znai statisticky rozdil oproti membrérs Cer24, * zn& statisticky
rozdil oproti prazdnému filtru (p < 0,05).

Po stanoveni vhodného pddpého filtru pro pipravu modelovych membran SC
jsme se zabyvali vlivem délky inkuér@ doby na propustnost membran (Obr. 31 A-B).
Pro toto srovnani jsme ro#di sérii membran o dalSi modelovou membranu ski¥nét
Cer6. Prvni série membran byla podrobena pefnmera experimentu ihned po jejich
piipraw (ozna&eni jako den 0). Ostatni byly inkubovany 2 ° C po dobu 1, 4, 7 a 14 dni
v termostatu. Nebyly vSak pozorovany Zadné vyznanmoedily jak v permeabily,
tak elektrické impedanci v zavislosti na délce inkce. B zevrubné inspekci byly
v n¢kterych gipadech zaznamenany jen nepatnizsi nebo vyssi zénmy po jednodenni
inkubaci. Jednodenni inkubace byla tedy dagtai pro ustaleni rovnovahyipravenych

membran a byla proto zvolena pro dalSi experimenty.
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Obr. 31 Vliv délky inkubani doby (0, 1, 4, 7 a 14 dni&ip32 °C) modelovych membran SC na jejich
elektrickou impedanci/X) a permeabilitu THE). Data jsou zobrazena jakoiprérné hodnoty + S.E.M.
n>4.

3.3.2 Permeabilita membran s ceramidy

Hodnoty elektrické impedance modelovych membran dd&ahujici studované
ceramidy a sfingosin jsou zobrazeny v grafu na C2. A. Impedance membrany
s pirozenym Cer24, kterd souZila jako standard peritigabbyla 368+109 Kyxcn?

a zn&i tak podstatné sniZzeni propustnosti pro ionty. s8ulwe Cer24 ekvimolarnim
mnoZstvim kratkych ceramidCer2, Cer4 a Ce6 vedla k vyznamnému poklesu imyeda
pouze u Cer4 a Cer6, a to na hodnoty 18+¥)xdnt, respektive 33+8 ®xcnt. Cer2,
ktery ma acylovyetzec o délce pouze 2 uhliky, négpbil vyznamnou z&nu elektrické
impedance stefnjako samotny sfingosin.i€kvapiw Cerl8:1, ktery ma cis dvojnou vazbu
v acylovémietézci, spolu s Cerl2 vyznararzvysily impedanci az k hodnotdm 1260+163
kQxcn? a 1091+113 Rxcnf. Zkracenifettzce na délku 8 uhliku Cer8 nevyvolalo
zmeénu v impedanci.

Jako dalSi ukazatel propustnosti modelovych mem8@slouzil flux TH (Obr. 32
B). Flux TH pres kontrolni membranu s Cer24 byl 0,24+0,@ffcnf/h. Zangéna Cer24
za kratSi, ovSem stale pém¢ dlouhé Cerl8:1, Cerl2 a Cer8, nebo nejkratSi Cer2
samotny sfingosin nevedla k vyznamnééminfluxu TH. Naopak kratké Cer4 a Cer6
zpasobily vyznamny vzestup propustnosti membrany pkb Flux TH ges membranu
s Cer6 byl 4,5krat vysSi nez flux THigs membranu s Cer24 a odpovidal hoé&not
1,14+0,17ug/cnf/h.
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Obr. 32 Vliv sfingosinu a Cer siiznou délkou acylovéhgetzce na elektrickou impedandh) a flux TH
(5%) B) modelovych membran SC slozenych z Cer(Sfg)/FFAICHOIS. Permami profil TH (5%) C)
pro jednotlivé membrany. Data jsou zobrazena jakongrné hodnoty + S.E.Mn > 8, * znai statisticky
rozdil oproti membrans Cer24 (p < 0,05).

3.3.3 Diferenéni skenovaci kalorimetrie

K ziskani  zakladnich  znalosti k porozmh pozorovanych rozdil
mezi permeabilitou modelovych membran jsme vyufilerercni skenovaci kalorimetrii
(DSC). Tato metoda umnidje detekovat fazovéigchody, které mohou byt znamkou
soudrznych sil a miSeni lipigd a slouzi jako podklad pro teplétrzavisiou FTIR
spektroskopii.

DSC termogramy jsou znazeény na Obr. 33. U modelovych membran s Cer24
a Cer2 byla pozorovana jedna poné ostra endotermni tranzice s teplotnim nastupem
61 °C, respektive 63 °C a odpovidajici,, 71 °C, respektive 77 °C, &Kici
o kooperativnim termotropnim chovani lipidnembran. Fazovéigchody lipidovych
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smési ostatnich membran byly SirSi a obsahovaly viaengonent vypovidajici
0 pritomnosti domén s gitou strukturou. Hlavnim dinkem kratkych Cer4, Ce6 a Cer8

vt s

“r

s nejnizSim teplotnim nastupemii p55 °C a koncem ip 79 °C s nejmédx tremi
piekryvajicimi se tranzicemi byl zaznamenan u memprabsahujici Cer6. Nutno
podotknout, Ze tato membrana byla nejpropijstn
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Obr. 33 DSC termogramy modelovych membran SCppvnim zaliati.

3.3.4 FTIR spektroskopie

Frekvence a uspadani lipidovychrettzci byly prifazeny dle podminek uvedenych
v kapitole 1.3.1 a jsou uvédy pi 32 °C mezi fazovymi fechody a po prainuti

fazovych tranzici.

Cer 24/FFA/Chol/CholS

Pri 32 °C, tedy za fyziologické teplotyuke, byly uhlovodikové&etizce lipidi
membrany obsahuijicitipozeny Cer24 a FFA s odpovidajici délkou acylovétitzce 24
uhliki ve vysokém stupni uspédanosti sievazujici trans konformaci, jak vyplyva
z pozicevs CH, vibrace pi 2847,5 crit. U deforménich & (CH,) ay (CH,) vibraci byl
zaznamenan roz%t absorpnich pas do dubled zpisobeny interakcemi mezi sousednimi
fezci lipida uspdadanych do orthorhombické krystalickéiibky (Obr. 34 A-B).
Z velikosti tohoto roz&pu lze usuzovat na fppomnost porérné velkych domén
orthorhombicky usp@danychretézci lipidt. Pozice pasu vibrace karbonylu FFA byla
zaznamenanaip1718,9 cnmt a odpovida relativh slabym vodikovym vazbam kysliku
karbonylu FFA v této lipidové sesi (Obr. 34 C). Vibrani pasy Cer24 odpovidajici
valertnim vibracim amidu | a Il byly Siroké a roZgeny, coz sédéi o zapojeni do sit
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vodikovych vazeb otizné sile. Hlavni pozice byly nalezeny pro amidkil ¥635,8 cnt
a pro amid Il pi 1558,0 cni a 1541,3 crit (Obr. 34 D).

Béhem zahivani jsme zaznamenali dva fazovieghody pi 37 °C a 59 °C, jak
vyplyva z posunu pozice pasu konfokmé citlivé vs CH, vibrace. Bhem prvni fazové
tranzice do$lo k posun CH, 0 0,4 cm* a zaniku roz&pu jaks (CHy), taky (CH,) pasu,
CO0Z S¥d¢i o prechodu z orthorhombického do hexagonalniho té&hmi. Druhd tranzice
byla spojena se vznikem neugpdanosti lipidovychiettzci a grechodem do kapain
krystalické faze, jak bylo viditelné ze vzestupwzipe vs CH, na 2852,0 cil. Hlavni
fazova tranzice byla také spojena s jistouérou uspeadani v siti vodikovych vazeb
polarni oblasti, kdy doslo k vzestupu pozice amidwa 1558,0 cil s roz&fenim pasu
amidu Il se déma maximy a mirnému poklesu pozice vibrace karhoRAA.

Tato membrana s lipidy s odpovidajici délkou uhttitovychiettzci jako jedina
vykazala ostrou tranzici sikbu 4 °C a zné tak kooperativni tanietézci. Tento poznatek
spolu s faktem, Ze hlavni tranzice byla zaznamengén&eplot o 26 °C niZSi neZ pro
samotny Cer24®” swdi o misitelnosti jednotlivych sloZek tohoto memtméého
uspdgadani.

Pt inspekci intenzityws CH, pasu jsme zaregistrovali jeho figiraz k teplat 54 °C
zn&ici zvySenou hustotu lipidovychketézca patrré v disledku peskupeni lipidovych
fetzch spojenou s ndstem meéa rigidnichgauchekonformeti (Obr. 34 A) Bhem hlavni

fazové tranzice doSlo k ndhlému poklesu intenzédgyys CH, a dale pak pozvo#jSimu

shizovani.
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Obr. 34 Teplotni vyvoj vindtu a intenzitys CH, vibrace @), vinottu 8 (CH,) ay (CH,) vibrace B), vinottu
COOH (), amidu | a amidu Il @) modelové lipidové membrany tiené Cer24/FFA/Chol/CholS.
PreruSované€ary zobrazuiji teploty jednotlivych tranzic.
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Cer 2/FFA/Chol/CholS

Pii 32 °C modelova membrana s kratkym Cer2 vykazadgné& chovani jako
modelova membrana obsahujici dlouhy Cer24, tj. t&f@mé uhlovodikovietzce lipidi
v orthorhombické krystalové iizce (Obr. 35 A-B). Absokmi pasy amidovych vibraci
byly opst velmi &iroké s pozici hlavnich komponent pro amiidpii 1653,1 cn
a pro amid Il pi 1553,7 cnt (Obr. 35 D). Na rozdil odipdchozi membréany obsahuijici
pouze dlouhietzcové lipidy vibrani pas karbonylu FFA byl zaznamen&n3v01,3 cni
ukazujici na zapojeni karbonylového kysliku FFA ditné sit vodikovych vazeb
(Obr. 35 C).

Béhem oftevu byla zaznamenana pouze jedna fazova tranzite6®°C
doprovazena postupnym datem neusp@danostirettzci dana zvySujicim se mnozstvim
gauchekonformeti, jak prokézalo zvyseni CH, nad 2850 cil aZ k hodnat 2852,7 crit.
Souwasre s touto tranzici doSlo ke splynuti dulilét(CH,) ay (CH,) pasi udavajici zanik
orthorhombického laterarniho usgdani. Pozorovany vyvoj popsanych vibraci je stejny
jako u samotného Cer2. Tranzice zifuané do neuspadané faze byla ovSem
zaznamenana u membran§ feplot o 12 °C niz&i ne? u samotného C&f2a naznauje
tak miSeni Cer2 s ostatnimi lipidy membrany. Néhdrustranu tato tranzice byla mnohem
SirSi nez pro samotny Cer2 s nastupéndbp °C a koncemip 77 °C. Spoléné se zvysujici
se mobilitourettzci béhem tranzice pomalu klesala intenzita symetrickeélethylenovéeho
absorgniho pasu ukazujici na postupné réa&ni tsre uspdadané struktury lipidl
(Obr. 35 A).

U pasu amidové | vibrace jsme zaznamendli3® °C posun pozice amidu |
na 1653,0 cil, u amidové Il vibrace roz&ni pasu se dwma maximy. Tyto zrny nebyly
dale ovlivreny behem hlavni fazové tranzice. Drobné &m v pozici amidovych pés
jsme také pozorovali okolo 85 °C. Naproti tomu do®# ostrému vzestupu pozice
vibragniho pasu karbonylu FFA o 15 &nibshem tranzice z uspadané do neuspédané

faze, coz je ve sh&éds navrhovanym miSenim Cer2 s FFA.
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Obr. 35 Teplotni vyvoj vindtu a intenzitys CH, vibrace @), vinottu 8 (CH,) ay (CH,) vibrace B), vinottu
COOH (), amidu | a amidu Il @) modelové lipidové membrany tkené Cer2/FFA/Chol/CholS.
PreruSované&ary zobrazuji teplotu tranzice.

Cer 4/FFA/Chol/CholS

ModelovA membrana SC, v niz byl dlouhy Cer24 nafwazkvimolarnim
mnoZstvim Cer4, obsahovala ré¥nuspdadané uhlovodikovéettzce lipidi pri 32 °C,
jak je patrné z pozices CH, vibrace pi 2847,5 cnl a domény s orthorhombicky
uspdadanymi fettzci dané pitomnosti dubletu deforndaich methylenovych vibraci
vs CH, nez olg predeslé membrany. Vibrace polarni oblasti byly eitié i vinoctech
1701,8 crit pro karbonyl FFA a dale 1639,6 ¢ma 1550,6 cil pro amid | a amid II
(Obr. 36 C-D).

Fazovy pechod této membrany byl Siroky sgatkem @i 49 °C a koncem
pii 73 °C. Z frekvenci a intenzit; CH, vibraci a frekvenci deforniaich methylenovych
vibraci byly odvozeny dvprekryvajici se fadzoveé tranziceélem prvni tranziceip53 °C
doSlo k zaniku roz8pu jak & (CH,), tak y (CH,) vibrace, ktery byl nasledovan tranzici
do neusptidané faze charakterizované posunenTH, z 2849,6 crit na 2852,1 cm
se stedem pi 66 °C. Tato teplota je prakticky shodna s teplotdavni fazové tranzice
samotného Cer4 ta byla 67 *&.Bshem zahivani dochéazelo ke zvy$ovani intenzity
symetrického methylenového absénfho pasu s maximentipocatku fazového fgchodu
a po prokhnuti tranzice doSlo k postupnému snizovani az dnbtam podobnym
piedchozim membrandm (Obr. 36 A). &mg v polarni oblasti lipid béhem tranzic
probihaly sotasré se znénami v nepolarni oblasti, kdy doSlo k posunu poazidwace
amidu | na 1647 cth a amidu Il na 1544 cth Tyto posuny odréZeji oslabeni&sit
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vodikovych vazeb Cer4. U pozice amidu | byl tak&reanenan posun k 1655 ¢m
pii hlavnim fazovém fechodu. Mezi tranzicemiip 57 °C jsme pozorovali prudky
vzrist pozice vinétu absorpniho pasu karboxylu FFA na 1719,1 trawdgici rovnsz

o oslabeni vodikovych vazeb, po kterém nasledovatynpokles. Malé ziny v polarni

oblasti jsme také pozorovali okolo 88 °C.
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Obr. 36 Teplotni vyvoj vingtu a intenzitys CH, vibrace A), vino¢tu & (CH,) ay (CH,) vibrace B), vino&tu
COOH (), amidu | a amidu Il @) modelové lipidové membrany tkené Cerd/FFA/Chol/CholS.
PreruSovanéary zobrazuji teploty jednotlivych tranzic.

Cer 6/FFA/Chol/CholS

Modelova membrana SC, ktera obsahovala dalSi k@&, byla opt pii teplot
ktize charakterizovana us@alanymifetzci lipidi s grevazujicimi trans konformery
a orthorhombickym usg@danimietizci jak je Zejmé z pozicers CH, vibrace i 2846,5
cm’® a dublet deform&nich methylenovych vibraci (Obr. 37 A-B). Nicn#énato
membrana prokazala 4krat az Skrat nizsi intenzitGH, pasu nez membrany s Cer24,
respektive Cer2, coz znd nizsi hustotu lipidovycliettzci snimanou evanescentni vinou
na povrchu ATR krystalu. Pozice vibraci polarniasiil byly pozorovanyip 1700,5 cnit
pro karbonyl FFA a 1645,0 ¢hpro amid | a 1550,0 cthpro amid Il ceramidu (Obr. 37
C-D).

Fazovy gechod membrany Cer 6/FFA/Chol/CholS byl velmi Sgraknastupem
a koncem f 49 °C a 75 °C a probihal stépnako u membrany s Cer4 dvoustope.
Na paétku fazové tranziceip54 °C dochazi k vzestupu poziee CH, o 0,5 cni
a ke splynuti jak izkového, tak kyvavého dubletu. Poté nasledovaleita z usptadané
do neusptidané fazeip67 °C charakterizovana posunegCH, na 2852,0 cil. Stejre

jako u membrany s Cer4 se tato teplota blizilaotggtlavni fazové tranzice pro samotny
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Cer6 (69 °C®). Bshem oltevu vziistaly intenzity symetrickych methylenovych
absorgnich pad az k prvni tranzici, potom nasledovalo ustalerdoaprol&hnuti druhé
tranzice pomalu klesaly (Obr. 37 A).

Prvni tranzice byla také doprovazena mirnym posupeaice vibrace amidu |
na 1652,6 cm ukazujici na oslabeni zapojeni kysliku karbonyker8Cdo vodikovych
vazeb. Mimo to jsme pozorovali roZpt pasu amidu Il do dvou ekvivalentnich {pik
pii 38 °C. Pozice amidu | a Il nebyly po prvni trarizdale ovlivieny. Totozrié jako
u membrany s Cerd byl viditelnyietelny naiist hodnoty vinétu absorpniho pasu

karboxylu FFA pi 62 °C mezi tranzicemi detekovanymi z posunu pezH,.
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Obr. 37 Teplotni vyvoj vindtu a intenzityvs CH, vibrace A), vinoétu § (CH,) ay (CH,) vibrace B),
vinoétu COOH ), amidu | a amidu 1l D) modelové lipidové membrany tiené Cer6/FFA/Chol/CholS.
PreruSované&ary zobrazuji teploty jednotlivych tranzic

Cer 8/FFA/Chol/CholS

Modelovd membrana SC ve sloZzeni Cer8/FFA/Chol/Chofgazala p 32 °C
vs CH, vibraci i 2847,3 cnt a dublets (CH,) pii 1470,7 crit a 1462,6 cii spolens
s dubletery (CHy) pri 728,3 cma 719,1 crit (Obr. 38 A-B). Tyto hodnoty znovu ukazuiji
na usptédané lipidovéetézce v orthorhombické fazi. Jeden ostry pik odpgiddaibraci
karbonylu FFA byl zaznamenati 1700,6 cnT a vibrace karbonylu amidu ceramidu byla
zaznamenana fp 1644,1 cm a deformani N-H vibrace amidu ceramidu
pfi 1549,5 crit(Obr. 38 C-D).

Stejre jako u ostatnich membran s kratkymi Cer4 a Cerb fagovy pechod
membrany s Cer8 Siroky s nastupefng®d °C a koncemip 71 °C a dvoustufovy. Prvni
tranzice byla spojena s kolapsem orthorhombické&myadanitettzci lipida pii 55 °C

nasledovana druhou tranzici isphodem do kapadnkrystalické faze fi 67 °C ugkené
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z posunu vinstu vs CH, na 2851,5 cil. Opst jako u pedchozich membran
s kratkd@etézcovymi Cer4 a Cer6 se teplota druhé tranzicelaligplot samotného Cer8
(70 °C'®). Bthem oltevu jsme zaznamenali podobny dlpth vyvoje intenzity
symetrického methylenového abs@fho pasu jako u membrany s Cer6, ovSekamni
intenzita methylenové vibrace bylyilplizn¢ 4krat vysSi nez u Cer6, a proto vzestup
intenzity nebyl tak ndpadny (Obr. 38 A).

Na pasatku hlavni tranzice jsme pozorovali vzestup vieramidu | na 1652,8 ¢
a rozsfeni absorgniho pasu pro amid Il se &wa maximy. Tyto zny nebyly dale
ovlivnény v pribéhu dalSiho otevu. Také dosSlo kvzestupu vibrace karbonylu FFA
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Obr. 38 Teplotni vyvoj vin@tu a intenzityvs CH, vibrace @), vinotu § (CH,) ay (CH,) vibrace B),
vinoétu COOH (), amidu | a amidu 1l D) modelové lipidové membrany tiené Cer8/FFA/Chol/CholS.
PreruSovanéary zobrazuji teploty jednotlivych tranzic.

Cer 12/FFA/Chol/CholS

Pii teplog€ 32 °C byla pozicers CH, modelové membrany seretie dlouhym
Cer12 pi 2847,4cm*, coz odpovida vysokému stupni uifmanosti lipid s grevazujicimi
trans konformery. Deforméni methylenové vibrace byly za této teploty pozary jako
dublety orthorhombického laterarniho ukani fettzci (Obr. 39 A-B). Intenzita
symetrické methylenové vibrace byla vySSi neZ imtan pozorovana u membran
s kratkymi Cer4, Cer6 a Cer8 a odpovidala hodnatdéemzit pozorovanych za této teploty
u membrany s Cer2. Karbonylova vibrace karboxyllA Fyla zaznamenanatipl700,9
cm™® (Obr. 39 C). Vibrani pas karbonylu ceramidu bykifazen vinétu 1641,5 crit
a deformani vibrace NH skupiny amidu ceramidu byla pozorevari 1544, 2 cnit
(Obr. 39 D).
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Fazovy pechod membrany serstire dlouhym Cerl2 byl po#mné Gzky v rozmezi
8 °C a mohl by tak naztavat kooperativni tanfettzci lipida. Z frekvenci a intenzit
vs CH, vibraci a frekvenci deforndaich methylenovych vibraci byly odvozeny édv
piekryvajici se fazoveé tranziceéBem prvni tranziceip57 °C doslo ke splynuti dubtet
zn&ici zmenu z orthorhombického up@dani na hexagonalni. Druhou tranzici $eds#m
pii 61 °C prokazalo zvySenis CH, na 2851,3 cm. Teplota hlavni fazové tranzice
membrany byla o 26 °C nizSi teplota pro samotnylepodobs jako u membrany
s Cer24. To off miZze naswdcovat miSeni jednotlivych slozek ligidv membranovém
systému. Bhem olfevu vzistaly intenzity methylenovych absdrpch pag az k teplot
48 °C, potom nasledovalo ustédleni na hodnotachyatiej jako u membrany s Cer24
a po prokhnuti hlavniho pechodu nastal strmy pokles nasledovany pozysiim
snizovanim (Obr. 39 A).

Bshem tranzice do$lo k vzestupu pozice pro amid [1683,1 crit a roz&feni
absorgniho pasu pro amid Il s maximyifl540,5 cm' a 1558,0 cil. Fi hlavni tranzici
doSlo také k oslabeni vodikovych vazeb karbonyluA FBetekovatelné z posunu

na 1716,3 cil.
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Obr. 39 Teplotni vyvoj vin@tu a intenzitys CH, vibrace A), vino¢tu & (CH,) ay (CH,) vibrace B), vinotu
COOH (), amidu | a amidu Il @) modelové lipidové membrany tiené Cerl2/FFA/Chol/CholS.
PreruSované€ary zobrazuiji teploty jednotlivych tranzic.
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Cer 18:1/FFA/Chol/CholS

Zamena Cer24 v membrénza pongrné dlouhy Cer 18:1 s dvojnou cis vazbou
v fettzci nevyvolala zrmnu v uspéadani lipidovych rettzca pii 32 °C. Ogt jsme
zaznamenali nizkou poziei CH, pii 2847,7 cmt a dublety methylenovych deforirdch
vibraci (Obr. 40 A-B)Retézce lipidi této membranové sfsi jsou tak vysoce upadany
v orthorhombické rfiZzce. Intenzita symetrické methylenové vibrace bstendna jako
u membréany s Cerl2. Vibrai pas karbonylu FFA byl pozorovanyi 1700,8 cnl, pas
karbonylu amidu ceramidutip1626,5 crit a deformani NH vibrace §i 1540,7 cnt
(Obr. 40 C-D).

Zaznamenany fazovyrechod byl SirSi nez u membrany s Cerl2. Kolapsté¢pas
zn&ici peitomnost orthorhombického ufamani byl spojen s prvni tranzicii B9 °C.
Vznik kapalrg krystalické faze byl zaznamenéah §6 °C a byl spojen se vzestupem pozice
vs CH, na 2851,0 cil. Bthem zakivani jsme nezaregistrovali #mu intenzity
absorgniho pasu symetrické methylenové vibrace az dmtgpl2 °C. Poté nasledovalo
pozvolné snizovani intenzit az k hodnotdm srovngtal s ostatnimi membranami,
které odrazi postupné rozdvani €sné uspdadané struktury lipial (Obr. 40 A).

B&hem oltevu byl zaznamenan vzestup pozice pro amid | n2,965m" rozsteni
absorgniho pasu pro amid Il s maximyifl540,4 cnt a 1558,3 ci pii 42 °C. Bshem
tranzice doslo k vzestupu pozice karbonylu FFA Aa6]1 cni.
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Obr. 40 Teplotni vyvoj vingtu a intenzitys CH, vibrace @), vinottu 8 (CH,) ay (CH,) vibrace B), vinottu
COOH (), amidu | a amidu Il H) modelové lipidové membrany ttené Cerl8:1/FFA/Chol/CholS.
PreruSované&ary zobrazuiji teploty jednotlivych tranzic
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Sfg/FFA/Chol/CholS

Membrana, ktera na rozdil od ostatnich obsahovalstomceramidu samotny
sfingosin, vykazalaip 32 °C stejné usgadani lipidovychrettzci jako vSechny fedeslée
modelové membrany SC, tj.fezce svysokym podilemtrans konformefi
a orthorhombickym usgédanim (Obr. 41 A-B). Vibrace karbonylu FFA bylalitelné
pfi 1700,9 crit (Obr. 41 C).

U tohoto lipidového systému jsme ra@mn zaznamenali dvoustipvy fazovy
piechod, a to prvni tranzicitip62 °C spojenou se zanikem orthorhombickéhoragani,
kterd gedchézela hlavni fazové tranzicii 1 °C z usptadané do neupadané faze.
Béhem oltevu jsme pozorovali nast intenzity symetrické methylenové vibrace
az k 54 °C, kdy doslo k ustaleni a po ptotuti prvni tranzice k postupnému sniZzovani
(Obr. 41 A). Posun pozice vibrace karbonylu FFAbhb sowtasre s prvni tranzici a doslo
k vzestupu na 1717,6 ¢m
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Obr. 41 Teplotni vyvoj vindtu a intenzityvs CH, vibrace @), vinottu 6 (CH,) ay (CH,) vibrace B)
a vinattu COOH () modelové lipidové membrany tkené Sfg/FFA/Chol/CholS. fBruSovanécary
zobrazuji teploty jednotlivych tranzic

3.3.5 Shrnuti vysledkia FTIR spektroskopie

= VSechny modelové membranyén za fyziologické teploty #Ze uspoadané
fetézce s pevazujicitrans konformaci s velmigsnym orthorhombickym laterarnim
uspgadanim.

» Polarni oblast membrany zastoupena amidovymi vémmaceramid a karboxylem

FFA byla u vSech membréan téfrshodna.
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» Zaznamenali jsme pa¥mé Sirokou distribuci vodikovych vazeb ceramidu,
kdy béhem tranzici dochazelo k jejich reorganizaci a k&ni

= Karboxyl FFA nebyl ionizovan a byl zapojen, kromembrany s Cer24, do velmi
pevnych vodikovych vazeb, kdy vimhu fazovych pechodi doSlo k jejich
oslabeni.

» Membrana s Cer24 vykazala jako jedina ostrou faadxanzici. Mimoto byla také
zaznamenana pretranzicei @37 °C spojend se zanikem orthorhombického
uspdgadani.

» Membrana s Cer2 vykdzala pouze jednu tranzici spoje se zanikem
orthorhombického laterarniho u@alani a vznikem neusfimané faze.

= U ostatnich membran probihal fazowgghod dvoustumveé. Na p&atku grechodu
jsme nejprve zaznamenali tranzici spojenou sénami v konformaci a laterarnim
uspdadani snmrem k WtSi rot&ni volnosti uhlovodikovychretézci, kdy doSlo
k zaniku orthorhombického usfdmani. Po této tranzici nasledoval hlavni fazovy

piechod z usp@dané do neuspéadané faze.

I
>~

pii nejnizSich teplotach (Obr. 42 A).

Ty

vibrace i 32 °C nez u ostatnich membran (Obr. 42 B).

B prechod do neuspo Fadané faze
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Délka acylového fetézce Délka acylového Fetézce

Obr. 42 Teploty a Sky fazovych pechodi modelovych membran SCA) a intenzitavs CH, vibrace
pti 32 °C B) vzhledem k délce acylovélietizce.
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3.4 DISKUZE

V této praci jsme studovali vliv struktury cerarida propustnost a biofyzikalni
vlastnosti modelovych membran SC s moznym vztahdamkci koZni bariéry. Za pouZziti
jednoduchéhdatyr slozkového modelu obsahujici sfingosin nebo cetapbléné s FFA,
Chol a CholS jsme potvrdili, Ze ceramidy s kratkyettzcem nemaji schopnost udrZet
bariérovou funkci #Ze, &koliv maji stejnou strukturu polarni hlavy, a tiedy i schopnost
tvorit vodikoveé vazby. NejvysSi propustnost byla nateze membran obsahujici ceramidy
s kratkym acylem o délce 4 a 6 ulilik MoZznym vys¥tlenim schopnosti
kratkarettzcovych ceramitl zvySit permeabilitu modelovych membranaze byt
nedostaténa deélka jejich acylovéhdetézce, diky éemuz nejsou schopny tkib silné
hydrofobni interakce s ostatnimi lipidy. Hydrofobinterakce meziretézci lipida jsou
zpasobeny indukovanymi dipdly v uhlovodikovétatézci a jsou sild zavislé na délce
retzce,cim kratSiretzec, tim slabsi interakce. DalSim moznym jenim Einku Cer4
a Cer6 niZze byt jejich tvar po inkorporaci do membrany. Nygboa kol. navrhli
energeticky minimalizované modely studovanych cédénkdy acylovérettzce ceramid
0 délce 4-6 uhlik nejsou dost dlouhé ke vzniku dostagch hydrofobnich interakci
s ostatnimi dlouh@®zcovymi lipidy a pohybuji se tak mezi hydrofobnpalarni oblasti
lamel®® Tato konformace ma tak negativni dopad &né upeadani lipidi nezbytr
nutného pro funkci kozni bariéry. Schopnost poldraivy kratkdgettzcovych ceramitl
tvorit vodikové vazby neni postajici na to, aby fekonala nefiznivy tvar jejich molekuly
a nedostatek meaaizovych interakci k udrzeni¢ésného uptadani lipidi membrany
(alespa v pripact studovanych ceramidtypu NS, studie s ceramidy typu AS probihaji).
Na nepili§ vyznamnou roli vodikovych vazeb poukazuje utsknost, Ze bez ohledu
na délkutettzce ceramidy typu NS tvb si’ vodikovych vazeb zahrnujici primarni
a allylovy hydroxyl, amid a dvmolekuly vody, a ne sousedni ceramttlMimoto hnaci
silou pro usptadani molekul ceramidu NS je orthormobicka latdérdonganizace
fetszol.'® Nizka propustnost membrany s CerZize byt naopak Zsobena odlisnou
geometrii molekuly Cer2. Acetyloviettzec Cer2 prawpodobré nevyZzaduje mnohem
vice mista nez samotny sfingosin a budejr® zabudovan do polarni oblasti lamel,
aniz by narusil jejich &sné upgadani. Hypotézu o tvaru molekul kréktzcovych
ceramiai podporuji i poznatky o chovani cerarhidna rozhrani voda/vzduch
a v liposomech. Povrchova plocha molekul Cer2,,8 & 16 v monovrstvach, ktera byla
pfi konstantnim tlaku 20mN/m38, 46, 50, 46 a 38 Av piislusném piadi. Nejwtsi
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hodnota plochy u Cer6 tak &pznai jeho nizSi schopnost séshé uspdadat. Navic
vypcitané hodnoty agregaich paramefr (pomeér prarezu hydrofobni a hydrofilni
oblasti) byly pro Cer2, Cer6 a Cer16 1,38; 1,512 I/ tomto peadi*®

DalSim zajimavym vysledkem této studie je, Ze u tm@my obsahujici Cer 18:1,
jehoz acylovyetizec je tvden kyselinou olejovou, nedoSlo ke zvySeni permigbilento
poznatek stal za povSimnuti, jelikoz zlomre&zci zpisobeny pitomnosti cis dvojné
vazby je pravépodobr zodpowdny za poruSeni ésného usp@dani lipidi SC
a akceleraniho &inku kyseliny olejové® ***Navic i nedostatku FFA dochazi k nahéad
linoleatu u ceramiil typu EO za oleat a ty pakigobi jako endogenni akcelerant.
Nizka& permeabilita této membrany takZe souviset siftomnosti sfingosinovéhietzce.
Nutno podotknout, Ze ani u modelové membrany seosamm sfingosinem nedoslo
ke zvySeni propustnosti. Tyto vysledky ziskané nedia permeability modelovych
membran SC odpovidajtgrdchozim vysledkziskanym @i studiu chto ceramid na KiZi
a prokazuji tak opodstatnost tohoto modelu pro hodnoceni vztahu mezi strokt
a aktivitou koznich ceramid

K nalezeni mozného pojitka mezi &@mou struktury ceramidu a propustnosti
membrany na molekularni Grovni jsme tyto membratydevali pomoci DSC a IR
spektroskopie. Pomociahto technik jsme prokazali, Ze kratk@&zcové Cer4, Cer6
a Cer8 snizily teplotu fazové tranzice. SniZzenlotgptranzice tak nasdcuje pisobeni
slabSich mezimolekularnich sil mezetzci lipida. NicmérR za teploty kZe,
tedy @i 32 °C, jsme fpekvapiw zaznamenali u vSech membran stejné téini,
tj. pfitomnost upgadanychietzci prevazr s trans konformaci a orthorhombickou
laterarni  organizaci. Tato ug@dana struktura byla nalezena  dokonce
I u nejpropustySich membran, coz jsmeiypodre negedpokladali. Akoliv je absence
orthorhombického uspadani aall-trans konformaceftetzci znamkou Spatné kozni
bariéry>? jak je vidst, jeji piitomnost v&ak dobrou bariéru nezarje.

Moznym divodem nedostatku korelace vztahu mezi orthorhonyhick
uspdadanim a permeabilitou je mozna fazova separace kregkym ceramidem a FFA.
Tuto naSi hypotézu o fazové separaci podporujiedkst termalniho chovani membran
s kratkdetézcovymi ceramidy, které nazthige nizkou misitelnost s ostatnimi slozkami
membrany. Navic karboxyl FFA nebyl ionizovan. Teptiznatek mize byt také spojen
s navrhovanou fazovou separaci. Za zminku také, stej k ionizaci FFA nedoslo ani
u membrany obsahujici volny sfingosin pr&gvddobré diky navrhované fazové separaci,

a tak oddini kyselého karboxylu od bazické aminoskupinyedpokladame, Ze by pak
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membrana mohla obsahovat doményssym orthorhombickym uspadanim pouze
pro FFA, zatimco domény s kratkym ceramidem by mdiyt mére tésné uspdadané.
Takovéto uspiadani by tak bylo v souladu s domeé&ownozaikovym modelem
charakterizovany vznikem ¢&itych krystalickych domén zakotvenych ve vice fhiid
fazi>’ Diky této organizaci by tak mohl permeant, zejmémnalrofilniho charakteru,
difundovat skrz méhtésne uspdadané domény s ceramidem, zatimco FFA domény by
pusobily pouze zakveni drahy difundujici latky. #tomnost domén hil s ceramidem,
nebo jen FFA riZze byt potvrzena IR studii za uziti DFFA namist@FFato zantna také
umozni soul’né sledovat konformaci a laterarni ugpdani pipadnych domén'*
Na tomto mist si dovolim poznamenat, Ze tato studie s DFFA j¥amasi pracovni
skupinou provedena a byla vskutku potvrzena fazesmdarace mezi FFA a ceramidy
u vSech membran krammembrany s Cer24. Navic orthorhombické uadani bylo
piitomno pouze u domén s FFA. V gaané dob taky probihaji studieéthto membran
pomoci atomové silové mikroskopie, Langmuirovychnomrstev a praSkové rentgenove
difrakce.

| pies pozorované rozdily v termotropnim chovani model membran jsme
se stale snazili nalézt parametr, ktery by ¥ylsval moznou pi¢inu rozdilné propustnosti
modelovych membran pozorovanou za fyziologické dgpkize, zejména zvonovitou
zavislost mezi délkou acylu ceramidu a propustné¥itiblizSi inspekci spekterip32 °C
methylenovych vibraci) u modelovych membran s CardCer6 neZz u modelovych
membran s delSimi ceramidy a Cer2. TudiZz methylénbustota ceramid sniman&
evanescentni vinou na povrchu ATR krystalu je u im&@m s Cer4 a Cer6 niZSf Tento
poznatek je v souladu s vySdéeglozenou hypotézou o neschopnosthto ceramid
s kratkym acylem tvat silné hydrofobni interakce a tvaru jejich moléku
ktery neumo#uje vytvait tésné usptadani lipidi. Pritomnost takovych domén s nizsi
methylenovou hustotou takirbhe dolie vyswtlit vySSi propustnost modelovych membran
s Cer 4 a Cer®6.

V nasi studii jsme prokéazali, Ze délka acylovéemzce ceramid typu NS je velmi
dulezita pro udrzeni jejich bariérové funkce. Obztdas Cerd a Cer6 s kratkym acylem,
které ntly nejwtsi vliv na propustnost. Tyto ceramidy také vyk§zalozdily
v termotropnim chovani, které se projevily snizetépioty faového fechodu, a vytvily
nejmérk husté modelové membrany SC. Mimoto modelové memybi@C mvodre

vytvoiené jako nahrada SC prokazaly, Zze mohou byt vhodngsirojem pro studium
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jak vztahi mezi strukturou ceramidu, ale takeé i jinych Ilijgich propustnosti modelovych

membran, tak souvisejicich mechanizétinku na molekularni drovni.
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4 DERIVATY AMINOKYSELIN JAKO LATKY
REGENERUJICI POSKOZENOU KOZNIi BARIERU
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4.1 UVOD

Snizené mnozstvi a Zmy ve slozeni lipid SC, fedevsim pak ceramigdnajdeme
u mnoha koznich onemaoam jako je atopickd dermatitidéi psoridza, ale i u suché
a starnouci #e?® " V&echna tato onemogni jsou tak spojena se snizenou funkci kozni
bariéry. Jednim z terapeutickyckigtupi zlepSeni porusené kozni bariéry je suplementace
koZnich lipidi fyziologickymi ceramidy a pseudoceramitfu.

Syntéza ceramida jejich analog je vSak velice obtizna a nakladhdo ovSem
Zjisténo, Ze ukité zjednodusSeni struktury ceramidu vede k regeéneéré&cinnym latkam
s vyhodrj$imi vlastnostmi®* % Na zaklad nasich znalosti o vztahu mezi strukturou
a aktivitou ceramidl byl navrzen analog ceramidu 14S24, derivat L-sese stejnou
délkou hydrofobnichetézca jako fyziologické ceramidy a esterovou vazbou aabyjici
allylovy hydroxyl. Tento pseudoceramid byl schopetektivie regenerovat permeabilitu,
transepidermalni ztratu vody i hydrataci lidskézd& u fiznych in vitro a ex vivo
modelovych poskozert® '*2 Navic ma podobné sterické a hydrofobni parametk |
kozni ceramidy a ifedpokladad se, Ze nahrazuje cfjidd ceramidy svym fyzikale
chemickym [isobenim. Také bylo zji&bo, Zze 14S24 neni schopen pronikat do Zzivé
epidermis, coZ zvy3uje jeho celkovou beapest [fi mozné lébg koZnich onemoami.t”

Cilem této prace byla syntéza dalSich homolog pssrdmidu 14S24 Ziznou
délkou jak esterového, tak acyloveteézce. Byly studovany dvmetody modeloveho
poSkozeni kozni bariéry, a to tape stripping aakce koznich lipid organickymi
rozpoustdly. Dale jsme hodnotili tiznd donorova vehikula. Schopnost regenerovat
poSkozenou kozni bariéru byla hodnocena pomocitypas modelového tdva TH

posSkozenou i po aplikaci pseudoceraniid

4.2 MATERIAL A METODY

4.2.1 Chemikalie a pFistrojové vybaveni

VSechny chemikalie byla zakoupeny od firmy Sigmaldh (Schnelldorf,
Némecko). Silikagel 60 (hrubostastic 230-400) pro sloupcovou chromatografii, TLC
desky (silikagel 60 f4 a HPLC kolony byly ziskany od firmy Merck (Darradt,
Némecko). Glycerol, parafinovy a olivovy olej byly kmpeny u firmy Dr. Kulich
Pharma, s. r. 0. (Hradec KralowR).
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Struktura acistota pripravenych latek byla potvrzendd a *C NMR spektry
(piistroj Varian Mercury-Vx BB 300 pracuijicifip300 MHz pro’H, 75 MHz pro*°C),
infracervenou spektroskopii FTIR (spektrofotometr Nicolehpact 400). Chiralni
sloweniny byly charakterizovany jejich optickou &itéosti (polarimetr ADP Bellingham
and Stanley, 1,0 dm cela). Teploty tani bylyremy bodotdvkem Biichi B-545 a nejsou
korigovany.

4.2.2 Syntéza

Priprava estemi hydrochlorid a L-serinu

L-serin (22 mmol) a f#slusny alkohol byly (66 mmol) michany 7 i peplo®
70 °C na olejové lazni. Poaphodirné a dale kazdé 2 h byl do $si zavadn po dobu
15 min suchy chlorovodik® Reakni smés byla udrzovana pod dusikem. Produkt byl
ziskan krystalizaci z acetonu a promyt hexanemauistragni nadbyténého alkoholu.

Vzniklé krystaly byly suSeny za sniZzeného tlaku K&xH.

(S)-2-hydroxy-1-pentadecyloxykarbonylethylamonium-chlord (15Se)

C1gH3gNOsCl; 351,95 g/mol; vyizek: 83 %; bilé krystaly; = 78,5 °C; IR (ATR):Vmax
3353, 2915, 2848, 1746, 1470, 1247, 1029, 720; ¢k NMR (300 MHz, DMSO)$ 7.10
(3H, s, NH.), 4.10 (2H, tJ = 6.5 Hz, OCH), 3.87 (1H, dtJ = 5.4, 2.6 Hz, CHN), 3.73
(2H, d,J = 3.8 Hz, CHOH), 1.63 — 1.48 (2H, m, G 1.40 - 1.03 (24H, m, 12CG} 0.84
(3H, t,J = 6.4 Hz, CH); *C NMR (75 MHz, DMSO):8 169.95, 65.30, 60.95, 55.08,
31.51, 29.27, 29.22, 29.16, 28.92, 28.87, 28.23112%22.31, 14.15.

(S)-2-hydroxy-1-hexadecyloxykarbonylethylamonium-chlord (16Se)

C19H40NOsCI; 365.98 g/mol; vyiZzek: 89 %; bilé krystaly; = 93.4 °C; IR (ATR):Vmax

3353, 2915, 2848, 1746, 1468, 1247, 1026, 721; ¢ NMR (300 MHz, DMSOQ)3 8.57

(3H; s; NHs4); 5.61 (1H; s; OH); 4.13 (2H; 1 =6.5 Hz, OCH); 4.05 (1H; t;J = 5.4 Hz,

NHCH); 3.81 (2H; d;J = 2.7 Hz, CHOH); 1.64-1.50 (2H; m; C§J; 1.40-1.11 (26H; m;
13CHp); 0.83 (3H; t;J = 6.7 Hz; CH); C NMR (75 MHz, DMSO): 168.3; 67.1; 59.8;
55.6; 31.9; 29.7; 29.7; 29.6; 29.4; 29.3; 28.38232.7; 14.1.
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(S)-2-hydroxy-1-oktadecyloxykarbonylethylamonium chlorid (18Se)

C21H44NOsCI; 394.03 g/mol; vyiZzek: 82 %; bilé krystaly; = 95,5 °C; IR (ATR):Vmax

3353, 2915, 2848, 1746, 1467, 1246, 1026, 72%; ¢ NMR (300 MHz, DMSO)3 8.25

(3H; s; NH4); 5.53 (1H; s; OH); 4.12 (2H; @ = 6.5 Hz, OCH); 4.05 (1H; t;J = 5.5 Hz,

NHCH); 3.81 (2H; d;J = 3.8 Hz, CHOH); 1.64-1.50 (2H; m; C§J; 1.40-1.12 (30H; m;
15CHp); 0.83 (3H; t;J = 6.7 Hz; CH); “C NMR (75 MHz, DMSO): 168.2; 65.6; 59.6;
54.5; 31.4; 29.1; 29.1; 28.9; 28.5; 28.1; 25.32224.0.

(S)2-hydroxy-1-eikosyloxykarbonylethylamonium chloride (20Se)

Ca3H4gNOsCI; 422.09 g/mol; vytzek: 88 %; bilé krystaly; = 105,6 °C; IR (ATR)Vmax

3353, 2915, 2848, 1746, 1466, 1245, 1027, 72%; ¢ NMR (300 MHz, DMSO)35 8.52

(3H; s; NH4); 5.53 (1H; s; OH); 4.13 (2H; @ = 5.8 Hz, OCH); 4.08 (1H; t;J = 5.5 Hz,

NHCH); 3.80 (2H; d:J = 3.8 Hz CHOH); 1.67-1.45 (2H; m; CB); 1.44-1.06 (34H; m;
17CH); 0.84 (3H; t;J = 6.7 Hz; CH); **C NMR (75 MHz, DMSO)3 168.1; 65.7; 59.6;
54.4; 31.4; 29.1; 28.8; 28.1; 25.3; 22.2; 14.0.

Priprava sukcinimidylesteni karboxylovych kyselin

Prislusna karboxylova kyselina (0,5 mmoN;hydroxysukcinimid (0,55 mmol)
a 4-dimethylaminopyridin (0,005 mmol) byly rozptdy v10 ml suchého
tetrahydrofuranu a ochlazeny na 0°C. Nastedrbyl prikapan roztok
N,N’-dicyklohexylkarbodiimidu (0,55 mmol) v 10 ml suditétetrahydrofuranu. Re&hi
smés byla michana s noc pod dusikem za laboratorni teploty. Vznikla
dicyklohexylma@ovina byla odfiltrovana a na filtru promyta tetralngfuranem. Filtrat byl
zahusén, optovre rozpusEn v tetrahydrofuranu a produkt byl ziskan krystadiz

po @ridani vody. Rekrystalizaci z ethanolu byl ziskésty produkt.

N-eikosanoyloxysukcinimid (Si20)

CoaH4sNO4; 409,60 g/mol; vitzek: 85 %; bilé krystaly; & 98,7 °C (lit. 98 °&%); IR
(KBr): vmax 2921, 2851, 1820, 1788, 1742, 1727, 1210, 187@, 723, 655 ciy *H
NMR (300 MHz, CDCJ): § 2.97 (4H, s, 2CLCON), 2.59 (2H, tJ = 7.5 Hz, COCH),
1.86 — 1.68 (2H, m, CH, 1.47 — 1.12 (38H, m, 19GH 0.89 (3H, t,J = 6.5, CH); *C
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NMR (75 MHz, CDC}): 6 169.1; 168.6; 31.9; 30.9; 30.0; 29.6; 29.6; 228.5; 29.3;
29.3: 29.1; 29.0; 28.7; 25.5; 24.5;: 22.6: 14.1.

N-tetrakosanoyloxysukcinimid (Si29

CosHs:NOy; 465,71 g/mol; vitzek: 82 %; bilé krystaly; £ 101,5 °C (lit. 101-103 °€7;
IR (ATR): vmax 2917, 2847, 1819, 1787, 1740, 1732, 1206, 1066, 883, 654 cil; *H
NMR (300 MHz, CDC}): & 2.83 (4H, s, 2CLCON), 2.60 (2H, tJ = 7.5 Hz, COCH),
1.80 — 1.68 (2H, m, C#), 1.40 - 1.25 (46H, m, 23GH 0.93 — 0.82 (3H, tJ = 6.6 Hz,
CHs); *C NMR (75 MHz, CDCJ): 5 169.1; 168.6; 31.9; 30.9; 29.6; 29.6; 29.6; 29%3;
29.0; 28.7; 25.5; 24.5; 22.6; 14.1.

N-oktakosanoyloxysukcinimid (Si28

Cs2HsgNOy; 521,82 g/mol; vytzek: 82 %; bilé krystaly;: = 108,7 °C; IR (ATR):Vmax
2917, 2847, 1819, 1786, 1740, 1732, 1206, 1069, BB 654 cril; 'H NMR (300 MHz,
CDCL): & 2.84 (4H, s, 2CHCON), 2.60 (2H, tJ = 7.5 Hz, COCH), 1.80 — 1.68 (2H, m,
CH,), 1.42 — 1.12 (54H, m, 27GH 0.88 (3H, tJ = 6.5 Hz, CH); *C NMR (75 MHz,
CDCL): & 169.1; 168.6; 31.9; 30.9; 29.7; 29.6; 29.6; 228.3; 29.0; 28.8; 25.5; 24.5;
22.6; 14.1.

N-triakontanoyloxysukcinimid (Si30)

Cs4HgaNOy4; 549,87 g/mol; vyizek: 80 %; bilé krystaly; &= 112,4 °C; IR (ATR):Vmax
2915, 2848, 1819, 1790, 1740, 1724, 1207, 1070, BBB 654 crif; *H NMR (300 MHz,
CDCl): & 2.83 (4H, s, 2CBCON), 2.60 (2H, tJ = 7.5 Hz, COCH), 1.80 — 1.68 (2H, m,
CHy), 1.40 — 1.25 (58H, m, 29GH 0.93 — 0.82 (3H, tJ = 6.6 Hz, CH); *C NMR (75
MHz, CDCh): & 169.1; 168.6; 31.9; 30.9; 29.6; 29.6; 29.6; 22%.3; 29.0; 28.7; 25.5;
24.5:22.6; 14.1.

Priprava estemi N-acyl L-serinu

K suspenzi esteru hydrochloridu L-serinu (0,13 mmai 10 ml suchého
chloroformubyl piikapan triethylamin (0,14 mmol) a reak snmés byla michana 1 h
za laboratorni teploty. Nasle&inbyla snés vytrepana nasycenym roztokem NacCl,
organicka faze vysusena bezvodym®@, a zahusina na vakuové odparce. Vznikly olej
byl ponechan &kolik hodin ve vakuu nad 0, pro odstragéni zbytkového triethylaminu.

Poté byl vznikly ester L-serinu rozp#est spolu s fislusnym sukcinimidylesterem
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(0,23 mmol) v 10 ml suchého tetrahydrofuranu a ¢ealsnés byla michanafes noc
za laboratorni teploty. S¥s byla zahug&ha na vakuové odparceimsty produkt byl ziskan

sloupcovou chromatografii na silikagelu s mobibdifchloroform/ethyl-acetat 9:1 (v/v).

Pentadecylester §)-N- ikosanoylserinu (15520)

CagH7sNO4; 610,01 g/mol; vyzek: 60 %: bilé krystaly; o] p?° ©60,3° (0,6; CHG); t =
92,0 °C; IR (ATR):vmax 3491, 3310, 2914, 2848, 1719, 1644, 1540, 147311217 cnt;

'H NMR (300 MHz, CDCJ): & 6.41 (1H, d,J = 7.1 Hz, NH), 4.66 (1H, dd,= 7.2, 3.7 Hz,
CHN), 4.17 (2H, tJ = 6.8 Hz, OCH), 3.94 (2H, dd,) = 6.1, 3.8 Hz, ChDH), 2.65 (1H, t,

J = 5.8 Hz, OH), 2.33 — 2.19 (2H, t, CO@QH1.70 — 1.56 (4H, m, 2GH 1.41 — 1.11
(56H, m, 28CH), 0.87 (6H, tJ = 6.6 Hz, 2CH); **C NMR (75 MHz, CDC}): 5 173.7;
170.5; 66.1; 64.0; 54.9; 36.5; 31.9; 29.6; 29.65229.4; 29.3; 29.2; 29.1; 28.4; 25.7;
25.5; 22.6; 14.1.

Pentadecylester $)-N-tetrakosanoylserinu (15524)

CaHgaNOy; 666,11 g/mol; viizek: 57 %; bilé krystaly; o] o>’ ©17,1° (0,6; CHG): t, =
85,5 °C; IR (ATR):vmax 3492, 3312, 2915, 2849, 1721, 1644, 1539, 147331217 crif;
'H NMR (300 MHz, CDCJ): & 6.39 (1H, dJ = 7.0 Hz, NH), 4.67 (1H, dfl = 7.2, 3.7 Hz,
CHN), 4.18 (2H, tJ = 6.7 Hz, OCH), 3.95 (2H, dd,) = 5.9, 3.8 Hz, ChDH), 2.58 (1H, t,
J=5.8 Hz, OH), 2.26 (2H, m, COGH 1.71 — 1.57 (4H, m, 2G| 1.25 (64H, m, 32C}),
0.89 (t,J = 6.5 Hz ,2CH); °C NMR (75 MHz, CDCJ): & 173.7; 170.5; 66.1; 64.0; 54.9;
36.5; 31.9; 29.7; 29.6; 29.5; 29.4; 29.3; 29.21298.4; 25.7; 25.5; 22.6; 14.1.

Pentadecylester $)-N-oktakosanoylserinu (15528)

CusHoiNOy; 722,22 g/mol; vyitzek: 62 %:; bilé krystaly;o] p?>° *©12,8° (0,6; CHG); t; =
91,2 °C; IR (ATR):vmax 3493, 3309, 2915, 2849, 1721, 1644, 1537, 147481216 crif;

'H NMR (300 MHz, CDCJ): § 6.42 (1H, dJ = 7.0 Hz, NH), 4.67 (1H, d = 7.2, 3.7 Hz,
CHN), 4.18 (2H, tJ = 6.7 Hz, OCH), 3.95 (2H, dd,) = 5.8, 3.7 Hz, CKDH), 2.67 (1H, t,

J = 5.8 Hz, OH), 2.26 (2Ht] = 7.6 Hz, COCH), 1.78 — 1.60 (4H, m, 2Gi{ 1.42 — 1.13
(72H, m, 36CH), 0.88 (t,J = 6.5 Hz, 2CH). **C NMR (75 MHz, CDGJ): & 173.7; 170.5;
66.1; 64.0; 54.9; 36.5; 31.9; 29.7; 29.6; 29.65299.4; 29.3; 29.3; 29.2; 29.1; 28.4; 25.7;
25.6; 25.5; 24.9; 22.6; 14.1.
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Pentadecylester $)-N-triakontanoylserinu (15S30)

CugHosNO4; 750,27 g/mol; vyizek: 38 %; bilé krystaly; ofo?"* ©1,7° (0,6; CHGJ); t =
94.6 °C; IR (ATR):vmax 3491, 3314, 2916, 2849, 1721, 1644, 1537, 147331216 crit;
'H NMR (300 MHz, CDC}J): & 6.38 (1H, dJ = 6.9 Hz, NH), 4.67 (1H, dfl = 7.2, 3.8 Hz,
CHN), 4.18 (2H, tJ = 6.7 Hz, OCH), 3.95 (2H, dd,) = 5.8, 3.8 Hz, ChDH), 2.54 (1H, t,
J=5.8 Hz, OH), 2.26 (2H, ] = 7.6 Hz, COCH), 1.63 — 1.51 (4H, m, 2G#| 1.42 — 1.10
(76H, m, 38CH), 0.87 (t,J = 6.6 Hz, 2CH), *C NMR (75 MHz, CDC}): *C NMR (75
MHz, CDCk) & 173.8; 170.5; 66.1; 64.0; 54.9; 36.5; 31.9; 229.6; 29.5; 29.3; 25.7;
25.5; 22.6; 14.1.

Hexadecylester §)-N- ikosanoylserinu (16S20)

CaoH77NO4; 624,03 g/mol; vitZek: 33 %: bilé krystaly:o o?®* ©©5,1° (0,6; CHGJ); t, =
92,7 °C; IR (ATR):vmax 3514, 3311, 2914, 2847, 1723, 1648, 1546, 14762,14234,
729, 719 cnt; *H NMR (300 MHz, CDCJ): 6 6.42 (1H, dJ = 7.0 Hz, NH), 4.66 (1H, df

= 7.2, 3.7 Hz, CHN), 4.17 (2H, §,= 6.7 Hz, OCH), 3.95 (2H, dJ = 2.9 Hz, CHOH),
2.67 (1H, tJ = 5.8 Hz, OH), 2.26 (2H, t] = 7.6 Hz, COCH)), 1.72 — 1.50 (4H, m, 2Gi
1.35 — 1.07 (58H, m, 29G 0.87 (t,J =m 6.6 Hz, 2CH). *C NMR (75 MHz, CDCJ): &
173.8; 170.5; 137.3; 66.1; 63.9; 54.8; 36.5; 32M6; 29.6; 29.5; 29.4; 29.3; 29.2; 29.1;
28.4; 25.7; 25.5; 22.6; 14.1.

Hexadecylester §)-N-tetrakosanoylserinu (16S24)

CusHgsNO4; 680,14 g/mol; vitZek: 69 %: bilé krystaly:o o?®2 ©6,2° (0,6; CHGJ); t, =
88,0 °C; IR (ATR):vmax 3492, 3308, 2915, 2848, 1720, 1644, 1537, 147331216 cril;

'H NMR (300 MHz, CDCJ): § 6.39 (1H, d,J = 7.0 Hz, NH), 4.67 (1H, dfl = 7.3, 3.8 Hz,
CHN), 4.18 (2H, tJ = 6.7 Hz, OCH), 3.95 (2H, dd,) = 5.7, 3.8 Hz, ChDH), 2.58 (1H, t,
J=5.8 Hz, OH), 2.26 (2H, = 7.6 Hz, COCH), 1.76 — 1.51 (4H, m, 2GH| 1.43 — 1.12
(66H, m, 33CH), 0.88 (t,J = 6.5 Hz, 2CH). **C NMR (75 MHz, CDC}): § 173.7; 170.5;
66.1; 64.0; 54.9; 36.5; 31.9; 29.6; 29.6; 29.54299.3; 29.2; 29.1; 28.4; 25.7; 25.5; 22.6;
14.1.

Hexadecylester §)-N-oktakosanoylserinu (16S28)

CaHesNOy; 736.25 g/mol; vitZek: 63 %:; bilé krystaly;o p?’ *©12,8° (0,6; CHG); t =
94,3 °C; IR (ATR):vmax 3493, 3307, 2914, 2848, 1720, 1643, 1536, 14747,1216 crt;
'H NMR (300 MHz, CDCJ): § 6.39 (1H, dJ = 7.0 Hz, NH), 4.67 (1H, dfl = 7.6, 3.9 Hz,
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CHN), 4.18 (2H, tJ = 6.7 Hz, OCH), 3.95 (2H, tJ = 4.9 Hz, CHOH), 2.55 (1H, tJ =
6.2 Hz, OH), 2.26 (2H, tJ = 7.6 Hz, COCH), 1.74 — 1.54 (4H, m, 2G} 1.47 — 0.94
(74H, m, 37CH), 0.88 (t,J = 6.4 Hz, 2CH); °C NMR (75 MHz, CDCY): & 173.8; 169.6;
66.1; 66.1; 54.9; 36.5; 31.9; 29.7; 29.6; 29.43299.2; 29.1; 28.4; 25.7; 22.6; 14.1.

Hexadecylester §)-N-triakontanoylserinu (16S30)

CuoHg7NOy4; 764,30 g/mol, vitzek: 60 %; bilé krystaly;o] p>"® ©18,8° (0,6; CHG)); t =
95,4 °C; IR (ATR):vmax 3491, 3315, 2914, 2848, 1720, 1644, 1537, 14732,1216 crt;
4 NMR (300 MHz, CDGY): 8 6.39 (1H, dJJ = 6.9 Hz, NH), 4.67 (1H, df = 7.2, 3.8 Hz,
CHN), 4.18 (2H, tJ = 6.7 Hz, OCH), 3.95 (2H, ddJ = 5.9, 3.7 Hz, CkDH), 2.53 (1H, t,
J=5.8 Hz, OH), 2.26 (2H, fl = 7.6 Hz, COCH), 1.85 — 1.47 (4H, m, 2GH 1.46 — 1.08
(78H, m, 39CH), 0.88 (t,J = 6.5 Hz, 2CH); °C NMR (75 MHz, CDCJ): 5 177.1; 170.5:
66.1; 64.0; 54.9; 33.9; 31.9; 29.7; 29.3; 25.69222.6; 14.1.

Oktadecylester §)-N- ikosanoylserinu (18S20)

CuHgiNOy4; 652,09 g/mol; vytzek: 47 %:; bilé krystaly;o] p?>° ©17,2° (0,6; CHG); t; =
97,1 °C; IR (ATR):vmax 3503, 3308, 2915, 2848, 1723, 1647, 1545, 14782,14235,
729, 719 cnt; *H NMR (300 MHz, CDGY): § 6.42 (1H, dJ = 6.9 Hz, NH), 4.67 (1H, di

= 7.1, 3.7 Hz, CHN), 4.18 (2H, §,= 6.7 Hz, OCH), 3.95 (2H, dJ = 3.7 Hz, CHOH),
2.27 (2H, tJ = 7.6 Hz, COCH), 2.06 (1H, s, OH), 1.79 — 1.50 (4H, m, 2H..49 — 1.08
(62H, m, 31CH), 0.88 (t,J = 6.6 Hz, 2CH). *C NMR (75 MHz, CDCJ): § 173.8; 170.5;
66.1; 64.0; 54.9; 36.5; 31.9; 29.7; 29.6; 29.65299.4; 29.4; 29.3; 29.3; 29.2; 29.1; 28.4;
25.7; 25.56; 22.6; 14.1.

Oktadecylester §)-N-tetrakosanoylserinu (18524)

CusHgoNO4; 708,19 g/mol; vitZek: 77 %: bilé krystaly:o o?®* ©©0,8° (0,6; CHGJ); t =
88,1 °C; IR (ATR):vmax 3492, 3307, 2914, 2848, 1720, 1645, 1539, 147341216 crit;

'H NMR (300 MHz, CDCJ): & 6.39 (1H, dJ = 6.9 Hz, NH), 4.67 (1H, dfl = 7.2, 3.7 Hz,
CHN), 4.18 (2H, tJ = 6.7 Hz, OCH), 3.95 (2H, tJ = 4.5 Hz, CHOH), 2.55 (1H, tJ =
5.8 Hz, OH), 2.27 (2H, t) = 7.6 Hz, COCH), 1.75 — 1.53 (4H, m, 2G}{ 1.51 — 1.06
(70H, m, 35CH), 0.96 — 0.82 (tJ = 6.5 Hz, 2CH); *C NMR (75 MHz, CDCJ): § 173.7;
170.5; 66.1; 64.0; 54.9; 36.5; 31.9; 29.7; 29.65229.4; 29.3; 29.2; 28.4; 25.7; 25.5;
22.6;14.1.
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Oktadecylester §)-N-oktakosanoylserinu (18S28)

CaoHo7NOy4; 764,30 g/mol; vytzek: 71 %:; bilé krystaly:o] p?>® *©34,3° (0,6; CHG); t; =
94,1 °C; IR (ATR):vmax 3491, 3307, 2915, 2848, 1720, 1644, 1540, 147471216 crit;
'H NMR (300 MHz, CDCY): & 6.39 (1H, dJ = 6.9 Hz, NH), 4.71 — 4.59 (1H, dt= 7.3,
3.8 Hz, CHN), 4.18 (2H, t] = 6.7 Hz, OCH), 3.95 (2H, tJ = 4.5 Hz, CHOH), 2.57 (1H,
s, OH), 2.26 (2H, t) = 7.6 Hz, COCH)), 1.72 — 1.51 (4H, m, 2Gi 1.48 — 1.03 (78H, m,
39CH,), 0.88 (t,J = 6.5 Hz, 2CH). *C NMR (75 MHz, CDCJ): & 173.8; 169.3; 66.1;
64.1; 54.9; 36.5; 33.9; 31.9; 29.7; 29.6; 29.34285.7; 25.6; 24.9; 22.6; 14.1.

Oktadecylester §)-N-triakontanoylserinu (18S30)

Cs1H10:NOy; 792,35 g/mol; vitzek: 70 %; bilé krystaly;o] 5°>° ©8,7° (0,6; CHG); t =
92,2 °C; IR (ATR):vmax 3503, 3308, 2914, 2848, 1721, 1646, 1545, 147251219;*H
NMR (300 MHz, CDC}): & 6.41 (1H, dJ = 7.0 Hz, NH), 4.66 (1H, dt] = 7.3, 3.8 Hz,
CHN), 4.18 (2H, tJ = 6.7 Hz, OCH), 3.95 (2H, d,) = 3.8 Hz, CHOH), 3.65 (1H, s, OH),
2.26 (2H, tJ = 7.7 Hz, COCH), 1.64 - 1.50 (4H, m, 2CH 1.47 — 1.02 (82H, m, 41GH
0.87 (t,J = 6.5 Hz, 2CH). *C NMR (75 MHz, CDCJ): & 173.7; 170.5; 66.1; 64.0; 54.9;
36.5; 31.9; 29.7; 29.6; 29.5; 29.4; 29.3; 29.24285.7; 25.5; 22.6; 14.1.

Eikosylester S)-N- ikosanoylserinu (20S20)

Cu3sHesNOy4; 680,14 g/mol; vitzek: 50 %: bilé krystaly:o o*° © 36,8° (0,6; CHQ); t, =
97,2 °C; IR (ATR):vmax 3510, 3310, 2916, 2849, 1724, 1649, 1548, 1478314235,
729, 719 cnt; *H NMR (300 MHz, CDCJ): § 6.38 (1H, d,J = 6.9 Hz, NH), 4.67 (1H, df

= 7.1, 3.8 Hz, CHN), 4.18 (2H, §,= 6.7 Hz, OCH), 3.95 (2H, dJ = 3.8 Hz, CHOH),
2.47 (1H, s, OH), 2.26 (2H,d,= 7.6 Hz, COCH)), 1.74 — 1.45 (4H, m, 2G| 1.43 — 1.02
(66H, m, 33CH), 0.88 (t,J = 6.5 Hz, 2CH), **C NMR (75 MHz, CDC}): § 173.8; 170.5;
66.1; 63.9; 54.9; 36.5; 31.9; 29.6; 29.6; 29.65299.4; 29.4; 29.3; 29.3; 29.2; 29.2; 29.1;
28.4; 25.7; 25.5; 22.6; 14.1.

Eikosylester §)-N-tetrakosanoylserinu (20S24)

CuHeaNOy; 736,25 g/mol; vtzek: 70 %: bilé krystaly:o o*®% ©6,0° (0,6; CHGJ); t, =
91,0 °C; IR (ATR):vmax 3514, 3315, 2915, 2848, 1724, 1648, 1546, 1476214236,
729, 718 cnt; *H NMR (300 MHz, CDCJ): § 6.38 (1H, d,J = 7.0 Hz, NH), 4.67 (1H, df
= 7.2, 3.8 Hz, CHN), 4.18 (2H, §,= 6.7 Hz, OCH), 3.95 (2H, dJ = 3.8 Hz, CHOH),
2.54 (1H, s, OH), 2.26 (2H, §,= 7.6 Hz, CH), 1.78 — 1.45 (4H, m, 2GH] 1.47 — 1.04
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(74H, m, 37CH), 0.88 (t,J = 6.4 Hz, 2CH).; **C NMR (75 MHz, CDCJ): § 173.8; 170.5;
66.1; 64.0; 54.9; 36.5; 31.9; 29.7; 29.7; 29.65299.5; 29.3; 29.2; 29.1; 28.4; 25.7; 25.5;
22.6; 14.1.

Eikosylester S)-N-oktakosanoylserinu (20S28)

Cs1H10:NOy; 792,35 g/mol; vitzek: 71 %; bilé krystaly;o] p°° ©9,3° (0,6; CHG); t =
99,4 °C; IR (ATR):vmax 3491, 3306, 2914, 2847, 1719, 1647, 1544, 147851216 crit;

'H NMR (300 MHz, CDCYJ): § 6.37 (1H, dJ = 7.0 Hz, NH), 4.67 (1H, dfl = 7.2, 3.7 Hz,
CHN), 4.18 (2H, tJ = 6.7 Hz, OCH), 3.95 (2H, dd,) = 5.8, 3.7 Hz, CKDH), 2.50 (1H, t,
J=5.8 Hz, OH), 2.27 (2H, t, J = 7.6 Hz, COgHL.77 — 1.52 (4H, m, 2G| 1.43 — 1.09
(82H, m, 41CH)), 0.87 (t, J = 7.2 Hz, 2C}; *°C NMR (75 MHz, CDCJ): § 173.7; 170.5;
66.1; 64.0; 54.9; 36.5; 31.9; 29.6; 29.6; 29.54299.3; 29.2; 29.1; 28.4; 25.7; 25.5; 22.6;
14.1.

Eikosylester S)-N-triakontanoylserinu (20S30)

Cs3H105NOy4; 820,41 g/mol; vitzek: 70 %; bilé krystaly;o] p2° ©3,4° (0,6; CHG); t =
96,5 °C; IR (ATR):vmax 3491, 3306, 2915, 2848, 1720, 1644, 1541, 147331216 cm-1;
1H NMR (300 MHz, CDCI3)5 6.39 (1H, d, J = 7.0 Hz, NH), 4.74 — 4.54 (1H,Jd, 7.2,
3.7 Hz, CHN), 4.18 (2H, t, J = 6.7 Hz, OgH3.95 (2H, d, J = 3.8 Hz, GBH), 2.26 (1H,
t,J = 7.6 Hz, OH), 1.77 — 1.49 (4H, m, 2gHL.43 - 1.12 (86H, m, 43G}H 0.88 (t, J = 6.6
Hz, 2CHy); *C NMR (75 MHz, CDCJ): 6 177.1; 170.5; 66.1; 64.0; 54.9; 33.9; 31.9; 29.7;
29.3; 25.6; 24.9; 22.6; 14.1.

~

4.2.3 Kuze a modelové poSkozeni kozni bariéry

Kuze proin vitro experimenty byla zpracovana podle podminek uvedeny
v kapitole 2.2.3.

Pred samotnym experimentem byl pomalu rozmrazena aiznychcasti byly
vyiezany kousky o velikosti 2x2 cm, které slouzilygakontrola normalni kozni bariéry.
Zbytek kize byl podroben experimentédlmavozenému poskozeni kozni bariéry pomoci
dvou metod, a to tape stripping pomoci adhesivpiclepasky a opakovanou extrakci
rozpouskdly.

Extrakce koZnich lipid byla provadna smési CHCE/MeOH 2:1 (v/v). Smis byla
aplikovana na &i jemnym tenim pomoci chond&u vaty napu$ného rozpoustly
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(5 ml na cca 100 cthpo dobu 1 min. Tento postup byl opakovan celkémats MnoZstvi
extrahovanych lipil nebylo stanovovano.

Pti poSkozeni pomoci adhesivni lepici pasky (TesgasS#6 mm, material
polypropylen, lepidlo hotmelt) byl zbytekike gipevnin na korkovou podloZzku pomoci
malych gipin&ki. Celd Kize byla pokryta pruhy lepici pasky a rovriond zatizena
zavazim o vaze 5 kg po dobu 20 sekund. Naslégta lepici paska rychle odstegna.

Kuze byla posSkozena 20 nebo 50 stripy. MnoZzstvi adgtého SC nebylo stanovovano.

4.2.4 Donorové vzorky

Pro permeéni studie byl opt vybran TH jako modelové d&o0 diky svym
fyzikalné-chemickym vlastnostem (viz kapitola 2.4) a nawitgouzit ve studiu hodnoceni
bariérovych vlastnostitize pacient s atopickou dermatitidot?®

Donoroveé vzorky byly fipraveny jako 1% (w/v) suspenze studované latkyoa,
85% glycerolu (GLC), olivovém oleji (OO) a parafirgan oleji (PO). Kontrolni vzorky
obsahovaly jen samotné vehikulum. Donorovy vzorekoslelovym Iéivem byl gipraven
jako 5% (w/v) suspenze TH ve wodipravené suspenze byly michany 5 mintpplog
50 °C a poté temperovany po dobu 24 h v termogtétueplot 37 °C k ustanoveni
rovnovahy. Ped aplikaci na&zi byly vzorky homogenizovany.

Koncentrace studované latky i modelovéhoivié byly zvoleny tak, aby byly
vSechny vzorky nasycenyfiplushym modelovym tévem a danou studovanou latkou

k zajiseni stejné termodynamické aktivity vifiséhu celého experimentu.

4.2.5 Permea&ni experimenty

Aktivita pfripravenych latek byla hodnocena vitro pomoci modifikované
Franzovy difzni cely s volnym diftznim povrchenb @nf a akceptorovym objemem
piiblizné 6 ml a prostupu modelovéhaiiéa TH pres posSkozenou a neposkozenou ptiase
kuzi plné tlousky. Franzovy difazni cely byly sestavenyispbem uvedenym v kapitole
2.2.5. Cely byly temperovany po dobu 1 h ve vodazni na teplotu 32 °C. Potom byla
zmefena elektrickd impedance poSkozen&ek a neposkozenéike. Ri pretreatment
experimentech bylo na poSkozenoiziknejprve aplikovano 10@l donorového vzorku
studované latky v daném vehikulu a 1Q0 odpovidajiciho vehikula jako kontrola,

abychom mohli odlisit &inek samotné studované latky od donorového vehikula
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Na poSkozenou a na nepoSkozenoizikslouzici jako kontrola nebyly ¢éhem
pretreatmentu aplikovany Zadné donorové vzorky4 Rdoyly donorové i kontrolni vzorky
nanesené na poskozenaoizkodstragny gazovym tamponem. Povrclide byl oplachnut
0,5 ml 60% ethanolem, 0,5 ml PBS a opatrgsusen. Byla z&tena elektricka impedance
kaze. Nasled#& bylo na Kizi aplikovano 15Ql suspenze TH ve v@éda donorovaast cely
byla prekryta krycim skilkem. Akceptorova faze byla po celou dobu experimnemichana

a temperovana na 32 °C. Po dobu experimentu, th g8 TH byly v danyciRasovych
intervalech odebirany z akceptorové faze frakcebgmu 0,3 ml. Odebrané mnozstvi
vzorku bylo nahrazeno stejnym objemefarstvého PBS. U jednotlivych odebranych
frakci byla stanovena koncentrace TH pomoci HPLC.

4.2.6 Dermalni elektrickd impedance

Mereni dermalni  elektrické impedance probihalo dle npoeék uvedenych
v kapitole 2.2.6.

4.2.7 HPLC analyza

HPLC stanoveni TH probihalo dle podminek uvedemnykéapitole 2.2.15

4.2.8 Analyza dat

Analyza ziskanych vyslediprobihala dle podminek uvedenych v kapitole 2.2.16

4.3 VYSLEDKY

4.3.1 Syntéza

Cilové slogeniny (Obr. 43) byly navrZzeny jako estery L-serilateré maji aminoskupinu
acylovou dalSim dlouhym hydrofobniniettzcem. Hydrochloridy estér L-serinu,
které maji napodobovat sfingosinovou kostru ceramigly pripraveny dle Limanova®
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Nasled® byly vzniklé hydrochloridy estér pirevedeny na volnou bézi a acylovany
kondenzaci sifisluSnym sukcinimidylesterem. Schémidppavy je uvedeno na Obr. 43.

VSechny produkty byly krystalické.

0] latka X y latka X y

C-o N

a C<
L-Ser % . WY o > 15520 14 18 18S20 17 18
“NH3 155824 14 22 18524 17 22
] 15528 14 26 18S28 17 26
15530 14 28 18S30 17 28
o 16520 15 18 20S20 19 18
I

Ce 16524 15 22 20S24 19 22

HO Y 0’8;
HN 16528 15 26 20S28 19 26
y 16S30 15 28 20S30 19 28

(0]

Obr. 43 Schéma syntézy arghled gipravenych latek. Reagencie a podmin&y:CHz(CH,),OH, HCI (g),
70 °C, 7 hp) 1) TEA, CHCE, rt, 1 h;2) sukcinimidylester, THF, rt, 24 h

4.3.2 Experimentalni poskozeni Kize

Nejprve jsme se zatili na vybér a standardizaci Zigobu modelového poskozeni
kozni bariéry. Tyto metody zahrnovaly tape strigpikdy se jedna o rozsahlejSi poSkozeni
funkce kozni bariéry &ist&énym odstragnim jak lipidi, tak korneocyt,

a dale na extrakci lipid kterd pedstavuje mirné poSkozeni kozni bariéry.

Hodnota elektrické impedance neposkozen&ek byla 24,01+3,81 (®xcn?

a mnoZstvi permeovaného TH za 12 h 14,03+adtnf. Jak je vidt z grafu na Obr. 44
poSkozeni kze 20 stripy nebylo dostai®é. Po aplikaci 50 stripdoslo k vyznamnému
poklesu elektrické impedance aZ na hodnoty 2,21+&B3xcnf a vyznamnému zvyseni
permeace TH. Kumulativni mnoZstvi proslého TH za Hbylo 99,5+43 9ug/cnt.
Extrakce lipidi smési CHCK/MeOH rovrez vyvolala vyznamny pokles elektrické
impedance a zvySeni propustnosti pro TH. Elektrickfpedance u &e poSkozené
extrakci klesla na hodnoty 5,22+0,62%cnt a kumulativni mnoZstvi TH pro$lého za 12 h
bylo 83,5+22, lug/cnf.
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Obr. 44 Elektrickd impedancetiZe @A) a kumulativni mnozstvi proslého THiz za 12 hB) po poSkozeni
kozni bariéry metodou tape stripping (20, 50 &}rip extrakci koZznich lipitl Data jsou zobrazena jako
primérné hodnoty + S.E.Ma > 10, * zn&i statisticky rozdil oproti nepoSkozené&Zk (p < 0,05).

4.3.3 Donorové vehikulum

Poté, co jsme zvolili vyhovujici metody posSkozenZki bariéry, jsme se zaili
na vykEr donorového vehikula. Jako donorové vehikulum bagbrany voda, 85% GLC,
PO a OO0. Pro srovnanizaznych vehikul byla aplikovana na posSkozend@iiki% suspenze
pseudoceramidu 14S24 tiglusném vehikulu, a to Zidodu prokazaného regen&ngho
Gcinku této latky. Experimenty byly provéey formou pretreatmentu, kdy u tohoto
zpiasobu aplikace iizeme vylodit moznou adsorpci TH na analog ceramidu a timitsniz
jeho permeaci. Na poSkozenoiZkbyly také aplikovany po dobu pretreatmentu i sara
vehikula pro rozliSeni dinku vehikula od samotnéhocibku 14S24 na permeabilitu
poSkozené kze.

Prvni permeéni pokusy byly provaghy na Kizi poSkozené metodou tape stripping.
Po zméfeni rezistence mezi posSkozenou a nepoSkozeridi fpro hodnoceni miry
poskozeni jsme zaznamenali vyznamny rozdil v reagt OvSem rozdil fluxu TH mezi
poSkozenou a neposkozenaiZknebyl statisticky vyznamny a dosahoval &shodnych
hodnot. Navic u flusk& TH kazi po aplikaci jednotlivych vehikul s/bez 14S24 ayl
zaznamendéna z&@a variabilita. Tento fakt neumoznil srovnétnek jednotlivych vehikul
ani rozlisit, zdali je tinek zpisoben samotnym pseudoceramidem nebo vehikulem.

Pt blizSim hodnoceni rezistenciid u jednotlivych hodnocenych skupin vzorkyla
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zaznamenana meziaikemi zng&na variabilita v mie posSkozeni. Vé&kterych gipadech
se rezistence poSkozen&k blizila hodnotam rezistence u nepoSkozerke kProto jsme
v dalSich experimentech po #mani hodnot rezistenci provedli selekdizk PoSkozena
kuze, jejiz hodnota rezistencéepahla nebo se blizila nejnizsi hodn@zistence kontrolni
neposkozenéiZe, byly z experimentu vyl@eny. Ostatni &Ze byly rozéleny do 4 skupin
podle rozsahu nagrenych rezistenci, a to 0-30, 31-60, 61-100 % dandéirsahu
rezistenci pro poSkozenouiX. Hodnoceni pro jednotlivé vzorky vehikul s/be2SP4
pak bylo provadno na Kizich, které obsahovaly z kazdé skupiny rozsahstemi stejny
pocet kizi. Fredpokladem bylo, Ze takové rozloZeni rezisten@Zemzajistit podminky,
za kterych bude mozno provést srovnani jednotliwjethikul a @inku 14S24. Tento vy
poSkozenych ki byl provadn pred kazdym néasledujicim experimentem.

Na grafu Obr. 45 jsou zobrazeny fluxy TiZk poSkozené metodou tape stripping
po 4 h pretreatmentu jednotlivym vzérk s/bez 14S24 vienych vehikulech. Jak je wit
z grafu, doSlo k poklesu permeability poSkozeri€ekoproti kontrolni poSkozené&ik
po 4 h aplikaci vSech donorovych vzorls/bez 14S24. Nicméntento trend nebyl
vyznamny. Navic pokles permeability posSkozerigeku kontrolnich vzork samotnych
vehikul odpovidal poklesu permeability posSkozen&ek po aplikaci 14S24 v danych
vehikulech. LepSich vysledk nebylo dosazeno ani po srovnani fluxu TH mezi

jednotlivymi vzorky s ohledem na permeabilitiwke z fiznych zvfat.
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Obr. 45 Uginek 14S24 na permeabilituike po3kozené metodou tape strippiDgta jsou zobrazena jako
pramérné hodnoty + S.E.Mh > 6, * zna&i statisticky rozdil oproti neposkozen&zk (p < 0,05).

Stejny experiment jakorpdchozi byl proveden naiki poskozené extrakci lipid
Zde byl zaznamenan vyznamny pokles permeabiliyekpo aplikaci 14S24 ve veéd
PO a OO (Obr. 46). Permeabilita poSkozehéekpo aplikaci 14S24 ve véde téngi
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blizila permeabil& nepoSkozenétke, jak bylo pozorovano i vigdchozi studii 14S24.
Ovsem vyznamny rozdil mezi permeabilitoiz& po aplikaci vzorku s/bez 14S24 byl
pouze u vehikula vody. To znamena, Ze pokles v pehititt poSkozené kze nuze byt
jednoznéné prisouzen 14S24. Rozdil mezi permeabilitaizé po aplikaci PO a OO s/bez

14S24 nebyl vyznamny. Pozorovany pokles je tedsnpajpisoben samotnym vehikulem.
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Obr. 46 Uginek 14S24 na permeabilitiike poSkozené extrakci ligidData jsou zobrazena jakotpnérné
hodnoty + S.E.Mn > 6, * zn&i statisticky rozdil oproti poSkozené, nebo jak je nazRano Useékou,
+ znai statisticky rozdil oproti nepoSkozenézk (p < 0,05).

4.3.4 Permeani studie

Pro samotné hodnoceniiravenych pseudoceramidu bylo na zaklptedchozich
vysledki zvoleno poSkozenidze extrakci lipid a aplikace v donorovém vehikulu wod
Pro prvni sadu permeé&aich pokus jsme zvolili sérii latek 15S a 20S, kde byla délka
acylovéharettzce 20, 24, 28 a 30 uhtika to z dvodu nejétSiho rozdilu délky esterového
fettzce maskujici sfingosin.i&dpokladali jsme, Ze diky velké podobnosti studgehn
latek budou pozorované rozdily v regereiah (Eincich mezi jednotlivymi latkami malé.
U téchto dvou sérii by tak mohly byt rozdily diky délesterovéhdetézce nejtetelrsjsi.
Nicmére po provedeni perméaich experimerit na Kizi poSkozené extrakci lipid
a aplikaci latek v 1% vodné suspenzi jsme nezaznalingyznamny pokles v permeabilit
poSkozené ke po aplikaci pseudoceramidu ani rozdily mezi ggirymi studovanymi
latkami. Navic byla zaznamenana Siroka variabilifgermeabili¢ TH. Stejnych vysledk
bylo dosazeno iifp opakovani. Proto jsme se rozhodli v této fazdietwod dalSich pokiis

upustit.
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4.4 DISKUZE

Vtéto studii byla ppravena série ceramidovych analogs potencialnimi
regenerénimi  (&inky, které byly zaloZzeny na aminokyselinL-serinu. K této
aminokyselig byly pripojeny dva dlouhé hydrofobniettzce o délkach 15-20 uhtik
pro esterovyfettzec a 20-30 uhlik pro acyl. Tyto neobvykle dlouhi@&®zce napodobuji
svou délkou hydrofobrietézce grirozenych ceramii SC. Tato struktura jiz byla navrzena
v predchozi studii, kdy bylifpraven pseudoceramid 14S24 nahrazenim allylovéoxyd
skupiny v giirozeném ceramidu NS za ester. Tato g ve struktte vedla
k dvoukrokové syntéze, kterd je velmi levha a naedterova vazba ive byt snadno
enzymaticky odbouratelna v Zivé epidermis za vzmi&toxickych metabolit*>* Pripravili
jsme tak 4 série pseudoceramidutanych délkach hydrofobnicketézci se zamrem
objasnit vliv délky hydrofobnicketézci na jejich mozné regenérd (inky.

Souwéasti prace bylo vybrat vhodné metody poskozeni ikdiariéry. Bariéru
pro prostup wtSiny latek Kizi predstavuje SC a odstrari této zrohovalé vrstvy ma
za nésledek zvySeni propustnosti. Tento efekfenbyt monitorovan pomoci zmy
dermalni elektrické impedance a TEW® Z tohoto divodu byl jako modelové poskozeni
zvolen tape stripping, ted§ast&€né odstraéni SC etnd korneocyt a lipida adhesivni
lepici paskou, jez sebn¢ pouziva v dermatologii. Pro simulaci snizenéhablbskoznich
lipidu, ke kterému dochazi u mnoha koZnich oneroicrbyla zvolena extrakce
organickymi rozpoustly. Obvykle se § in vivo studiich pouziva k extrakci koZnich
lipida aceton, ovSem toto rozpoédio vyvolava pouze malou zZmu ve funkci kozni
bariéry®®® JelikoZ se jedna im vitro studii, pouZili jsme mnoheminngji extrakei lipidi
SC pomoci sisi chloroformu a methanolu. Tato &nvykazovala v fedeslych studiich
V&Sl vzestup TEWL a &3i mnoZstvi extrahovanych ligidSC ne? acetoff’ Zmeny
ve funkci kozni bariéry byly hodnoceny elektrickioopedanci a permeaci TH. Vyznamné
zmeény Vv elektrické impedanci a propustnosti TH jsmereanenali u &Ze poSkozené
stripovanim 50 stripy a po extrakci rozpawfly, atkoliv variabilita v permeaci TH byla
relativré vysoka.

Dale jsme také hodnotili vehikul&ézané polarity, a to vodu, 85% GLC, PO a OO.
Voda jiz byla pouzita jako donorové vehikulum #egchozi studii pseudoceramidu
14524 GLC prokazal zlepSeni bariérovych vlastnosizek u pacierit s atopickou
dermatitidou po topické aplikaci formulaci s jehbsahenf® PO a OO jsowastou

souwasti kosmetickych fijppravka. U kiZze poSkozené stripovanim jsme nezaznamenali
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vyznamny pokles permeability TH po aplikaci 14S24 a jednoho vehikula. U e
poskozené extrakci lipidjsme zaznamenali vyznamny pokles permeabilityekpouze
po aplikaci 14524 ve ved PO a OO. Nicménshnizena permeabilita poSkozen&zd
po aplikaci 14S24 v PO a OO je patapisobena samotnym vehikulem.

Po vykEru vhodné metody kozniho poskozeni a vehikula pybwedeny permeai
pokusy s pipravenymi latkami. Nicméh nebyl zaznamenan zadny vyznamny rozdil
v permeabili¢ kize poSkozené extrakci ligidpo 4 h aplikaci 1% vodné suspenze
pseudoceramid. Tento jev by mohl byt dan zaznamenanou varialilv absorpci TH.
Navic pipravené latky jsou si velice podobné a rozdilyejich (Eincich budou
pravéEpodobré velmi malé. K tomu, abychom dosahli vyznamnychdibg by tak bylo
tteba mnoha opakovani. V této fazi studia jsme sg tezhodli od dalSich experiment
upustit.

Dermalni nebo transdermalni absorpce je multifakior vice krokovy proces,
ktery je ovlivren Ciniteli, jako jsou typ kiZe, fyzikalré-chemické vlastnosti permeované
latky, zpaisob podani k&va nebo poskozeni bariéry a vlastnostmi premfit

NejvhodrgjSi membranou pro hodnoceni dermalni absorpce [@tdikdska Kize.
Jeji dostupnost je vSak omezend, a proto se vylzéxderimenim kize zvfat, nefastji
kuze prasete. Ta je histologicky a biochemicky shodnédskou kzi a snadi
dosazitelna. Obe¢nje kize velmi robustni membrana, ale taki& velkou variabilitu.
Pokud srovname transdermalni permeaci latkiznych anatomickychliasti kize jednoho
zvirete nebotznych druli zvitat, jsou zde zrimé odchylky zpsobené rozdily v tlotge
kize a SC, ve sloZzeni mezignych lipidi SC a v potu koznich adnex. Mezi dalSi
faktory pati nagiklad sezénni a klimatické zmy nebo interindividualni rozdigf>2°
VSechny tyto faktory jsou négdvidatelné a mohou ovlivnit absorpci lateéiz k

DalSimi initeli, ktefi mohou zaficinit variabilitu v absorpci, pét metody kozniho
poSkozeni. Tape stripping je metodiasto aplikovana ip studiu SC. Ziskané vysledky
touto metodou ovSem zavisi na pouzitém postupaaisitripovaného SC. Mezi faktory,
které mohou ovlivnit mnozstvi odst@areho SC, pét tvar, povrch, sloZzeni a lepici
vlastnosti pasky, tlak a doba po jakou je paskak@& aplikovana a také rychlost
odstrarni. Mezi dalSi parametry $adi rozdil v anatomickych oblastech, na které gkpa
aplikovana. Zde riweme nalézt rozdily v tlod€e a soudrznosti SC nebo také
biomechanickych vlastnostechize?®® 2°" Mezi faktory, které zase oviwiji extrakci

lipidt pafi pouZitd rozpoustla, jejich pondr a mnoZstvi, nebo délka extrakde.
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Jestlize chceme ziskat reprodukovatelné vysledkgstupy metod by #ly byt
standardizovany a ostatni faktory alesplolre definovany.

| pfes naSi snahu o standardizaci jednotlivych metaoak jpozorovali znaou
variabilitu jak v permeabilé, tak posSkozenitiZe, ktera ndm neumoznila provést srovnani
mezi naSimi latkami. Tato variabilita byla dana &em variabilit koZzni permeability,
poskozenim kozni bariéry a ostatnich faktoMoZnosti, jak obejit tuto komplikaci,
by mohlo byt studium pseudocerariggomoci modelovych membran SC navrzenych
v predchozi studii. Slozenidhto membran lze doe definovat a navic postup jejich
piipravy je standardizovan a unioge ziskat reprodukovatelné vysledky. Navic tak
muZzeme studovat i mechanismusinku, termotropni fazové chovani a organizaci
pseudoceramidu v membgan Také pedpokladame, Ze pozorované rozdily mezi
jednotlivymi latkami by mohly byt vice ietelné. Po provedeni tohoto zakladniho
screeningu by pak mohly byt nejaktéy®i latky hodnoceny pomoci pernteéch studii
in vitro na lidské kZi s modelo¥ poSkozenou kozni bariérou, ktera je mnohem lepSim
modelem nezike prasé&. Mnozstvi a druh extrahovanych ligid modelového poSkozeni
extrakci Ize stanovit pomoci HPTI®® U metody tape stripping itie byt stanoveno
mnozstvi odstramého SC pomoci inféarvené densitometrie, ktera $p@ v lamani
swtla zpisobené korneocyty ulpivajici na paéte.V sousasné dob nase pracovni
skupina disponujeifstroji, pomoci nichZ iweme ob metody provaét.

Predpokladame, Ze ve studiu derivatu aminokyselino jditek regenerujici
poSkozenou bariéru se bude paknaat. Metody a postupy uvedené v tétsti by tak
mely usnadnit dalSi praci v této problematice.
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5 ZAVER

Hlavnim cilem této prace bylo ziskat nové poznabkyztahu mezi strukturou
a aktivitou ceramitl a derivali aminokyselin jako modulatdrbariérové funkce ie.
PredevSim Slo aseni naSi hypotézy, Ze délka hydrofobnilet¢zce rozhoduje o tom,
jak bude dan& latka modulovat bariérovou funkéek tzn. zda budetpobit jako
akcelerant nebo bude regenerovat posSkozenou kcamérl. Také jsme se zabyvali
chovanim jednotlivych latek vukgi, a to jak z hlediska mechanismdinku, tak jejich
metabolizace.

Prvni ¢ast diserténi prace zahrnovala syntézu akcelekaransdermalni permeace
a studium jejich &nka in vitro na prasé& kiazi plné tlougky a in vivo na potkanech.
Byly pripraveny jedno nebo dveetézcové akceleranty aminokyselin prolinu, sarkozinu,
alaninu, g-alaninu a glycinu &etrg jednotlivych enantiomér spojenych s hydrofobnim
fettzcem pomoci biologicky rozlozZitelné esterové vazbgdnotili jsme vliv gitomnosti
jednoho nebo dvou hydrofobni¢btézca a také struktury a absolutni konfigurace v fist
polarni hlavy na akceletai inek. U nejaktivijSiho derivatu celé série, derivatu prolinu
L-Pro2, jsme studovali jeho mechanismu&inku, reverzibilitu, toxicitu a stabilitu
v plazre, povrdili jsme také jeho vysokyiinek vin vivo studii na potkanech.

L-Pro2 se zda byt velice slibnym akcelerantem, roy bylo dobré jej déle
studovat a pokusit sefipravit jeS€ u¢inngjSi analogy. V budoucich studiich by bylo
vhodné rozgit sérii €chto akcelerafit o dalSi derivaty prolinu s hydroxy nebo oxo
skupinou v mist polarni hlavy nebo rozsi cyklicky kruh, a tak detaikji studovat vliv
struktury polarni hlavy akcelerantu na jehsinék. Redpokladadme, Ze polarni hlava
akcelerantu pouze umifje jeho prostup na mistocigku a nema vliv na fluidizaci
lipidovych lamel. Na fluidizaci lamel ma praggbdobré vliv délka hydrofobnichketézai,
proto by bylo dale vhodnéftipravit sérii latek s tznou délkou acylovéhdetezce
a sledovat jejich vliv na permeabilituiize. Pro potvrzeniipdkladanych hypotéz by bylo
vhodné studovat vlivifpravenych derivdi na fazové chovani nebo misitelnost s lipidy SC
pomoci diferencialni skenovaci kalorimetrie, IRldpaskopie a rentgenové difrakce.

Zawrem lze tedytici, Ze derivaty aminokyselin se jevi jako velicergpektivni
akceleranty transdermalni permeace, zejména L-Ritk, kombinaci vysoké aktivity,
reverzibilniho dinku a nizké toxicity. Dikydmto vlastnostem jsou vhodnymi kandidaty

pro budouci klinické pouziti. Krotntoho nalezené vztahy mezi strukturou @nkem
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by mohly byt vyuZzity pi navrhovani struktur novych akcelerark ziskani aktivajSich
latek s minimalni toxicitou a dermalni dradzdivosti.

V druhé ¢asti této prace bylyipraveny modelové membrany ligidSC slozené
z ceramidu, kyseliny lignocerové, cholesterolu alesterolu sulfatu. Eelem bylo studium
vlivu délky fetézce acylu ceramidtypu NS na propustnost a termotropni fazové chiovan
téchto membrédn s ohledem na jejickkinky na koZzni bariérovou funkci. Ceramidy
s kratkym fettzcem snizily elektrickou impedanci membran a zyySiropustnost
theofylinu modelovymi membranami, st&jjako bylo pozorovano viki. Tyto ceramidy
s nejtSimi &Einky na propustnost rozady a sniZzily teplotu fazového tpchodu
modelovych membran SC. Ztermalniho chovani membréamSem vyplyva,
Ze kratkdettzcové ceramidy sefgjmé nemisi s ostatnimi slozkami membraiedevsim
s kyselinou lignocerovou, a tkio samostatné domény. Také jsme zaznamenali slabSi
relativni intenzitu CH vibraci @i 32 °C u nejpropustiiSich membran, coz nazhge
piitomnost domén {ejmeé bohatych na ceramidy) s nizsi hustotou lipid

V souwasné dob také probihaji studie¢¢thto membran pomoci atomové silovée
mikroskopie, Langmuirovych monovrstev a praskovetgenové difrakce se zé&mem
detailrgji studovat strukturu a uspédani lipidi membran. Po ziskanddhto zakladnich
parametii pak mizeme studovat kratké ceramidy pomoci vicesloZkovijptdovych
smesi, které realisti¢ji napodobuji SC,¢imz mame na mysli SirSi distribuci délek
hydrofobnich fettzci FFA, ¢i inkorporaci girozenych ceramidl do lipidové snisi
V rizném porgru.

Nicmére vysledky této prace potvrdily, Ze dlouhé hydrofotekzce v ceramidech
typu NS jsou nezbyth nutné pro udrZzeni bariérové funkcdéizk a ndly by byt
respektovany i navrhovani struktur analégceramidi pro moznou Il&u koznich
onemockni. Kromé toho modelové membrany lipidSC nanesené na porézni poklad
ukazaly, Ze jsou vhodnym zjednoduSenim pro studianérové funkce, zejména vztah
mezi strukturou ceramidu a propustnosti, stgako souvisejicich mechanizmicinku
na molekularni arovni. Tyto membrany tak mohou WytiZity pro studium Siroké Skaly
modulatod bariérové funkce.

V posledni ¢asti disertani prace byla fipravena fada novych homolag
pseudoceramidu 14S24 se zaem studia jejich potencialnich regengriah Einka
a objasuini vlivu délky hydrofobniclretzci na jejich aktivitu. Tat@ast prace zahrnovala
jak studium tiznych metod poskozeni bariérové funkééek tak studiumiznych vehikul.

Nicmére v této ¢asti prace jsme nebyli schopni zhodnotit aktivittip@venych latek,
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neba@ jsme zaznamenali z&aou variabilitu v propustnostitge. MozZnosti jak obejit tuto
komplikaci se jevi studiumeéthto latek za pouZziti modelovych membran SC, kbeig

piipraveny v druh&asti prace a potvrdit tak jejich opodstatost ve studiu modulatidr
barierové funkce #&e. Metody a vysledky uvedené v tétasti vSak mohou byt

napomocny f dalSim studiu této problematiky.
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6 SEZNAMY

6.1 SEZNAM ZKRATEK

14S24
3T3
AD
AMK
AP
ATR
Cer
D-Ala
DCC
DDAIP
DDAK
DFFA
DMAP
DMBIS
DMEM
DMMCBI
DMSO
D-Pro
DSC
EtOH
FFA
FTIR
GLC
Gly
HaCaT
HC
HEPES
HPLC
HPTLC

tetradecylesteB){N-tetrakosanoylserinu

mySi embryonalni fibroblasty

atopicka dermatitida
aminokyselina

akcelereni poner

zeslabena totalni reflektance

ceramid

D-alanin

N,N -dicyklohexylkarbodiimid
dodecylesteN,N-dimethylalaninu
dodecylester kyselinj,N-dimethyl-6-aminohexanové
deuterovand volna mastna kyselina
4-dimethylaminopyridin
S,SdimethylN-(4-brombenzoyl)iminosulfuran
Dulbecco modified Eagle's medium — kulttvrd médium
S,SdimethylN-(2-methoxykarbonylbenzensulfonyl)iminosulfuran
dimethylsulfoxid

D-prolin

diferedni skenovaci kalorimetrie

ethanol

volna mastna kyselina

infratervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
glycerol

glycin

imortalizované lidské keratinocyty

hydrokortizon
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfon&yéelina
vysokodinna kapalinova chromatografie

vysokodinna tenkovrstva kapalinova chromatografie
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Chol
CholS
ICso
IPM

L-Ala
LPP
L-Pro
L-Ser
MeOH
MS
MTT

N-0915
NMR
e]e)
PBS
PC
PEG 40
PG

Pl

PO
PTFE
rt
S.E.M.
Sar
SC
Sfg
SPP
T12
TEA
TEM
TEWL
TH

cholesterol

cholesterol sulfat
koncentraci zfisobujicich 50% ztratu Zivotaschopnosti &un
isopropyl-myristat

koeficient propustnosti
L-alanin

faze s dlouhou periodicitou
L-prolin

L-serin

methanol

hmotnostni spektrometrie
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetzalium-bromid
pocet experimerit
3-dodekanoyloxazolid-2-on
nuklearni magneticka rezonance
olivovy olej

fosfatovy pufr

polykarbonatovy filtr
polyethylenglykol 400
propylenglykol

propidium jodid

parafinovy olej

teflonovy filtr

pokojova teplota

standardni chybagpnéru

sarkozin

stratum corneum

sfingosin

faze s kratkou periodicitou
Transkarbam 12

triethylamin

transmisni elektronova mikroskopie
transepidermalni ztrata vody

theofylin
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THF
TLC

t

TTC

uv

VIS
B-Ala

v (CHy)
o (CHy)
Vas(CHy)
vs(CHy)

tetrahydrofuran

tenkovrstva kapalinova chromatografie
teplota tani
2,3,5-trifenyltetrazolium-chlorid
ultrafialovy

viditelné s¥tlo

B-alanin

CH, kyvava deformeni vibrace

CH, nizkova deformeéni vibrace

CH, asymetricka valemi vibrace

CH, symetricka vale¢ni vibrace
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