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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra anorganické a organické chemie

Kandidat: Ludmila Pavlikova
Skolitel: doc. PharmDr. Katima Vavrova, Ph.D.

Nazev diplomové praceiiprava a studiun®- aN-modifikovanych ceramiil

Ceramidy, latky skladajici se z mastné kyseliny azidkého alkoholu, se
prirozere vyskytuji v lidském organismu a hraji rolifadt fyziologickych pochod.
Zname je jako molekuly dastnici se buftné signalizace, podileji se na b&né
diferenciaci, proliferacici apoptdze, ale jsou i strukturnim elementem plaiokych
membran, a v neposledfdd jsou sodasti mezibu&né hmoty stratum corneum, kde
se podili na bariérové funkcike.

Kromé vyzkumu girozere se vyskytujicich ceramid je teba se pochopitein
vénovat i fiznym modifikacim &chto latek a hledanim souvislosti mezi strukturou
ceramial a jejich schopnosti plnit bariérovou funkéize.

1-deoxy, 3-deoxy aN-methyl analogy ceramid kterym se w¥nuji ve své
diplomové praci, nebyly doposud zkoumany z hlediggigh bariérové funkce. ied
samotnym mrenim vlastnosti modelovych membran, jejichZzégsti jsou tyto analogy,
bylo treba uskuténit jejich syntézu.

Syntéza probihala dma zpisoby. Prvni postup se skladal Egpavy acyl&niho
¢inidla v podok sukcinimidN-ylesteru kyseliny lignocerové a nasledné acylace
piislusného sfingosinu. Druhym {gpbem pipravy byla reakce kyseliny lignocerové
s N-(3-dimethylaminopropylN'-ethylkarbodiimidem a nasledna reakce vzniklého
produktu s pislusnym sfingosinem.

Samotnym permeaim pokusm predchazela jjprava membran, které maji byt
zjednoduSenym modelem lipidové vrstvy ve stratumrneom. Ta se sklada
z ekvimolarniho mnoZzstvi cholesterolu, mastnychekgsa ceramid, s gtiprocentnim

piidavkem cholesterol-sulfatu.



Permeabilita vytvienych modelovych membran byla studovana pomoci
elektrické impedance, relativni ztraty vodiep membranu a fluxu d& (theofylinu
a indometacinu). Tyto charakteristiky srovnavané stendardem (misto analogu
ceramidu pouzit fyziologicky ceramid) celkbwypovidaji o schopnostifgpravenych
latek plnit bariérovou funkcitize.

Z vysledki je Zejmé, Ze vSechny ijpravené analogy maji horSi bariérové
schopnosti nez standardni ceramidiZeime se tedy domnivat, Ze &m molekuly
ceramidu, jako je odstrani hydroxyli v poloze 1 nebo i navazani methylového
zbytku na dusik, vede k naruSeni ceramidové dvivjyrse stratum corneum a tim

i k naruseni ochranné funkcéZe.
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Title of diploma thesis: Synthesis and studyefandN-modified ceramides

Ceramides which are composed of fatty acid andckasohol, naturally occur in
the human body and play a role in many physioldgicacesses. They are known like
molecules participating in the cell signaling, thégke part in differentiation,
proliferation and apoptosis of the cell but theg @lso structural elements of cell
membrane. Last but not least, they are include@xtmacellular matrix of stratum
corneum where they participate in the barrier fiomcof the skin.

In addition to research of naturally occurring ceides, of course it is necessary
to study various modifications of these substarames to find connections between
structure of ceramides and their ability to keepharrier function.

1-deoxy, 3-deoxy aN-methyl analogues of ceramides, that | investigateny
diploma thesis, have not been examined yet in tedfrtiseir barrier function. Before the
measuring of the properties of model membranesistimg of these analogues, it was
necessary to synthesize these analogues.

Synthesis was performed in two ways. The first pdure consisted of the
preparation of the acylating agent in the formwfcsnimid-N-ylester of lignoceric acid
and acylation of the corresponding sphingosine causd. The second way of
preparation was the reaction of lignoceric acidhwii-(3-dimethylaminopropyl)N'-
ethylcarbodiimide and after it the reaction of tpeduct with the corresponding
sphingosine analogue.

Before permeation experiments the model ceramidebrenes were prepared.
They should be simplified models of lipid layerthre stratum corneum. The lipid layer
contains equimolar amount of cholesterol, ceramates fatty acids with the addition



five percent of cholesteryl sulfate.

The electrical impedance, the relative water lbseught the membrane and the
flux of drugs (theophylline and indomethacin) weneasured on the prepared model
membranes to define their barrier characterisfit®se characteristics were compared
with standard (physiological ceramide instead @ éimalogues) and they demonstrate
the ability of analogues to maintain the barrierdiion of the skin.

From the results it is evident that all prepare@dlagues have worse barrier
properties than the standard ceramide. We can ftlierassume that the change of
ceramide molecules, such as the elimination ohgfgroxyl function in position 1 or 3
or the methylation of the nitrogen leads to a digin of ceramide bilayers in the

stratum corneum and so to disruption of the protedtinction of the skin.
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1. Uvod a cil prace

Ceramidy maji v lidském organismu celéadu funkci. Podili se jako signalni
molekuly na proliferaci, diferenciaci a apoptozendly jsou sodasti plazmatickych
membran, a v neposlediad tvori slozku mezibu&né hmoty v nejsvrchisi casti
kuze, tedy ve stratum corneum (SC). V SC mégidpvsim bariérovou funkci — chrani
pred negativnim jisobenim okolniho pragtdi a zabrauji ztratam vody® ).

Kromé¢ vyzkumu girozere se vyskytujicich ceramid je teba ¥novat se
i vyzkumu analo@y téchto ceramid, kvili nalezeni souvislosti mezi strukturou
ceramia a jejich schopnosti plnit bariérovou funkdide. Cilem mé prace byla syntéza
1-deoxy, 3-deoxy aN-methyl analo§ ceramidu a naslednvyzkum permeability

modelovych membran obsahujicich préyto analogy.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Ceramidy

2.1.1Struktura ceramidi

Ceramidy jsou struktugnheterogenni slaeniny, které maji v lidském organismu
Sirokou 3kalu funkci od bétiné signalizace po tvorbu bariéry wA Skladaji se ze
dvou zakladnichéasti - bazického alkoholu a mastné kyseliny. Bazitkalkoholem
muze byt sfingosin (S), fytosfingosin (P), 6-hydrofiggosin (H) nebo
dihydrosfingosin (DS), na jejichz aminoskupinu s&e amidickou vazbou mastna
kyselina (MK). Pget uhliki MK se pohybuje mezi 16 az 34 uhliky, avSakasfji ma
24 uhliki. MK miZze byt nesubstituovana (N)a-hydroxylovana (A) nebo
w-hydroxylovana s esterdwazanou kyselinou linolovou (EO) (Obr. 1). Cerayjsbu
amfifilnimi sloweninami skladajicimi se z tzv. polarni hlavy, i®emé amidickou
vazbou a hydroxylovymi skupinami, a dvou hydrofd@nitetzci pochéazejicich
z alkylovychietzci bazického alkoholu a MK ),

Fatty acid Mon-hydroxy a-hydroxy Esterified w-hydroxy
futty acid fatty wcid fatty wcid
[N] [A] [EO]
M F '}
Sphingoid e | e W"W:I"HI umu
Dihydrosphingosine
sk CER[NDS] CER[ADS] CER[EODS]
0H
Sphingosine
"’I'M CER|NS] CER[AS] CER[EOS]
Phyviosphingosine
P
o CER|NP) CER[AP] CER[EOP]
L4}
b-ll._}dﬂ:lsj -«p!iing«:qino
H
A CER[NH] CER[AH] CER[ECQH]

Fh
i H
0K
¥ "

Obr. 1: Struktura a ndzvy ceramidyskytujicich se ve stratum cornelith
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2.1.2Tvorba ceramia v organismu

Ceramid nize byt vytvden rekolika zpisoby. Prvnim z nich je syntéza de novo.
Aminokyselina L-serin reaguje s palmitoyl-CoA zanika 3-ketosfinganinu. Reakce je
katalyzovana pomoci enzymu serinpalmitoyl-CoA-tfaréezy (SPT). 3-ketosfinganin
se redukuje na sfinganin pomoci ketosfinganinre@inkt a nasledn reaguje
v piitomnosti dihydroceramidsyntazy s acyl-CoA za vaniklihydroceramidu.
Dihydroceramiddesaturaza vyt¥avojnou vazbu a vznika ceramfd (Obr. 2).

Ceramid niZe vzniknout také hydrolyzou sfingomyelinu (sfinggatinasa), ze
sfingosinu (ceramidsyntazai) z glykosfingolipidi. Ceramid se nasledmprentnuje na
sfingosin a sfingosin-1-fosfat, nebo se nabidn® jskukturni sotést sfingomyelifi
a glykosfingolipidh za uvolrni diacylglycerolu?.

COo- Serine Palmitoyl Ketosphinganine Dihydroceramide

| Transferase Reductase OH Synthase ;
HN _tl:_ H o+ RCQA HORE;M H%Tmm HOA;‘I‘VWVW\J’\
Sphinganine )

CHOH  palmitoyl-CoA 3-Ketosphinganine o
Serine Dihydroceramidi (Dihydro)ceramide
Desaturase
OH
} Sphingomyelin

Ceramide HO / Synthase

Synthase ~—_™ Sphingomyelins
. HN Sphmgomyehnase
Ceramidase

0
o Ceramlde Cerampde Kinase
Hof"\rkf\/‘\mr’\./\
NH;  Sphingosine 8&‘;";‘35 Cera n‘1 g
ﬁphingcsinel Synthase Synthase Ceramnda 1-phosphate
inase

Sphingosine-1-phosphate Glucosylceramides 1-0-Acylceramides

Obr. 2: Schéma syntézy a dal$iho metabolismu ceeffii

2.1.3Funkce ceramidk v organismu

Ceramidy byly diive povazovany pouze za strukturni slozku komplexni
sfingolipidi (sfingomyeliny a glykolipidy), s jinak inertnim raolismem. Toto dogma
bylo vyvraceno v 90. letech, kdy bylo zfigb, Ze metabolismus sfingoligide slozen
z mnoha komplikovah regulovanych biochemickych drah, které maji vlia mzné
funkce buiky. Z ceramidu se tak stala zkoumand bioaktivniekwla, kterd se podili na
stresové reakci liky, burscném dlenf i apopt6zé&.

Hovoii se o tzv. sfingomyelinové-ceramidové signalnt&€s Nejen ceramidy se
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totiz (astni signalnich drah v hoe, ale stejé dilezité jsou i slotdeniny Eastnici se
jejich metabolickych cest, jako je sfingosin, sfism-fosfat, sfingomyeliny, ceramid-
fosfat a dalSi. Tyto vSechny latky jsou také bioakmi molekulami, které maji po
navazani na cilové misto svoji specifickou dmou odpo¥d’, & uz se jedna o spusi
apoptdzy, vznik nadoru nebo angiogeri@zi

Kromé funkce ceramidu jako bioaktivni molekuly, je i géati stratum corneum,

kde vykonava svou bariérovou funkci.

2.1.4Ceramidy v Wzi

KiZe je nej¥tsim lidskym organem s plochou 1,8 aavahou 4,3-5 kg. Jeji hlavni
funkci je tvorba bariéry mezi viiitim prostedim organismu a ¥Bimi vlivy.
Zabrawuje mechanickému a chemickému poSkozeni, ztratamy,veéi pusobeni
UV-zéreni. Sklada se ze dvou vrstev -¢jai epidermis a vnihi dermis. Bariérova
funkce Kize je sousedtna do nejsvrch¥)si vrstvy epidermis, tedy do stratum corneum
(SC). Souasti SC je #&kolik vrstev bezjadernych bek tzv. korneocyi, které jsou
vypinény keratinem. Okolo korneoaytnachazime lipidovou matrix, coZz je &
ceramiadi (50 %), cholesterolu (25 %) a mastnych kyselin ¥¢d0 Dale zde nachazime
I menSi mnozstvi estiercholesterolu s organickymi kyselinami, a tdegevsim
cholesterol-sulfat" ¢ )

Lécivo prochazejici skrze SC maadmoznosti transportu - paracelularni (okolo
korneocyt) a transcelularni (skrze korneocyt}) pricem? upednostovana je cesta
paracelularni. # cest transcelularni je iéba pekonat velké mnozstvi fazovych
rozhrani a proto je prodi&o vhodrijsi paracelularni transpdft® (Obr. 3).

V SC tvai ceramidy wkolikavrstvou strukturu - tzv. lamely, vypljici
meziburécny prostor. Nalezneme zde 18rpzere se vyskytujicich ceramid které se
liSi typem bazického alkoholu a typem acylu. Jidrgmé ceramidy, jejichZz s@asti je
o-hydroxylovana kyselina s estegovdzanou kyselinou linoleovou, téicspojnici mezi

jednotlivymi ceramidovymi lamelant?.
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Intercellular route Transcellular rouate:
|

Lipid Agqueous Cholesterolf
cholestery] sulphate

Obr. 3: ZjednoduSena struktura stratum corneumémdvmoznostmi transportu

|&iva - paracelularni a transcelulaffi

Dulezitost ceramid v mezibugcném prostoru SC je nejlépe patrné jejich
nedostatku nebo nestandardnim slozeni. Atopickénaldrda, zgisobena narusenou
tvorbou ceramitl a zvySenym vyskytem enzymu degradujiciho jejicekprzory, je
negijemné chronické onemoeéni pri kterém je zvySen prostup alergea mikrohi
skrze kozni bariéru. Nasledkem jstéasté za#ty kiZze a vyvolani imunitni odpedi
organismu. Podobnymftikladem je i psoriaza, ip které se také vyskytuje mensi
mnozstvi ceramil v SC, a to pedevSim dch, tvaenych fytosfingosinem
a 6-hydroxysfingosinem. Stejjako u atopické dermatitidy se jakéigna onemoceéni
uvadi enzymatick& poruchai pvorbs ceramid: % ) Nejen onemoami, ale dokonce
i psychologicky stres, fite byt gicinou snizené syntézy ceramid.

2.2 Analoga ceramidi

2.2.1Davod syntézy analagceramidi

Analoga ceramill jsou syntetizovana z vicaiebdi. Vzhledem k jejich vlivu na
spoudni apoptdzy se mezi nimi hledaji potencialni nadarohemoterapeutika, ktera
by mohla byt vyuzita ndfklad jako prevence nadorovéhdstu u metastazujici

rakoviny tlustého seva?.
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V piipact koznich ceramill je divodem zkoumani struktury analogsnaha
porozungt tomu, které strukturni prvky jsou v molekule acardi dialezité, abychom
mohli racional®ji navrhovat latky, které by mohly oviiwvat permeabilitu &Ze — nap.
latek pro regeneraci bariéry u koznich onenda€mebo jako potencialnich akcelerant

transdermalni permeace.

2.2.21-deoxy analogy sfingosinu a ceramid

1-deoxy analogy sfingosinu a ceraihidznikaji v malém mnozstvi v lidském
organismu v fipac, Ze aminokyselina serincdastnici se syntézy sfinganinu je
nahrazena jinou aminokyselinou a to alaninem. Ni&sle této zarny je vznik
1-deoxysfinganinu, ktery je dale metabolizovan zaiku niznych 1-deoxy analdg

Kondenzace alaninu a palmitoyl-CoA je zajitst enzymem SPT, jako je tomki p
pouziti serinu. Tato skutrost byla o¥iovana ®kolika riznymi zpisoby. Za prvé
inkorporaci zn&ného alaninu do 1-deoxysfinganinu, dale inhibi@dpkce tohoto
sfinganinu myriocinem (inhibitor SPT) a absenciargorovaného zri@ného palmitatu
v zna&eném 1-deoxysfinganinu v Bkiach bez SPT.

1-deoxysfinganin vznika &n¢ v malém mnoZstvi, ale jehotifpmnost byla
zjisSttna az P zkoumani toxickych &inka mykotoxinu fumonisinu Bl (inhibitor
ceramidsyntazy). iP otraw timto toxinem vznika nejen velké mnozstvi sfingani
a sfinganin-1-fosfatu, ale pr&v 1-deoxysfinganinu, ktery ma dokonce nejvyssiipod
na toxicit fumonisinu™®®.

1-deoxysfingolipidy vznikaji nadeémné i pfi poruse genu kodujiciho SPT. Tato
genova porucha, ktera igobuje upednostiovani vyuziti alaninu ied serinem,
zpisobuje ddi¢énou senzorickou autonomni neuropatii typu 1, kfgrazagicinéna

praws zvysenou tvorbou neurotoxickych 1-deoxysfingolipitf.

2.2.3N-methylsfingosin

Jak jiz bylo feceno, sfingoidni baze jsou sinbioaktivni molekuly. Jejich
pusobeni je Uzce spjato s funkci proteinkinazy Ciaij@znama souvislost se vznikem
rakoviny. Pr&¢ kvili tomu jsou analogy sfingoidnich bazi zkoumany lediska
protirakovinného fisobeni. U sfingosinu bylo zji8to, Ze inhibuje indukci
ornithindekarboxylazy (ODC) dastnici se metabolismu polyamijnjejiz nadndrna

aktivita je spojena se vznikem rakovingZe. Dlouhodobé studie vSak vedly k poznani,
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Ze sfingosin nema ochrannou aktivitu a veétSim mnoZstvi rakovinu sam
zpiisobuje*® 10)

N-methysfingosin byl studovan stéjgako sfingosin z hlediskadgobeni proti
rakovirg kaze. Podrobil se celkertyiem tesim na mysSich - vliv na ODC aktivitu,
epidermalni hyperplazii a dwstudie karcinogenity siznymi iniciatory kancerogeneze.
ODC aktivita Bhem uzivani klesla, ale m&nez i uziti sfingosinu. Hyperplazietike
se uzivanim sice nezhorsila, jako tomu bylo u sfamgu, ale ani se nezlepSila.
Nejzajima¥jSi jsou studie karcinogenity, kdy byly mysi vystay lokalnimu psobeni
iniciatori kancerogeneze a naslédnyly topicky chrasny pred vznikem nadoruN-
methylsfingosinem. hem studie bylo zaznamenano o 20 % viteZipSich mysi ve

chraréné skupirs oproti skupig nechragné N-methylsfingosinen®,
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3. Experimentalni ¢ast

3.1Syntéza

3.1.1Chemikalie a gistroje

1-Deoxysfingosin, 3-deoxysfingosinN-methylsfingosin a N-(tetrakosanoyl)-
sfingosin (Cer) byly zakoupeny od Avanti Polar dpi(Alabaster, AL, USA). Ostatni
chemikalie pouzité ip syntézach pochazi od firmy Sigma-Aldrich (Schoeif,
Némecko). Ri tenkovrstvé chromatografii byly pouzity TLC deskg silikagelem 60
Fos4 0d firmy Merck (Darmstadt, &necko). NMR spektra byla ¢ena na fistroji
Varian Mercury — Vx BB 300'H pii 300 MHz a’*C pi 75 MHz nebo VNMR S500
NMR, *H pii 500 MHz a®*C pi 125 MHz (Palo Alto, CA, USA). B méieni
hmotnostni spektrometrie byl pouzitigtroj Acquity UPLC s MS/MS Quattro Micro
detektorem (Micromass+Waters, Milford, MA, USA).

3.1.2Postupy i syntéze 1-deoxy, 3-deoxy a N-methyl anaiagramidu

Pfi syntéze analag ceramidu byly zvoleny dva postupy. Postup A zahaho
syntézu acylkniho ¢inidla v podolks sukcinimidN-ylesteru kyseliny lignocerové
a naslednou acylacitiglusného sfingosinu. Tento postup byl pravéddi 1-deoxy
analogu aN-methyl analogu, ale byl vhodny jen u 1-deoxy agaloPostup B byla
reakce kyseliny lignocerové 9N-(3-dimethylaminopropyIN'-ethylkarbodiimidem
(EDC) a nasledn reakce vzniklého produktu se sfingosinem. PostupyB zvolen

u 3-deoxy analogu E-methyl analogu.

3.1.2.1Postup A syntézy analog ceramidu

Syntéza analag ceramidu probihala ve dvou krocich. Nejprve sengéul
o pripravu acylaniho cinidla sukcinimidN-ylesteru kyseliny lignocerové3
z kyseliny lignocerovd a N-hydroxysukcinimidu2. Nasledg byla provedena acylace
1-deoxysfingosinu aN-methylsfingosinu za vzniku f{slusného analogu ceramidu:
1-deoxy analogu ceramidu (1@e&Cer) 4, resp.N-methyl analogu ceramidiN{Me-Cer)
5(Schéma 1).
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Schéma 1. Postup A syntézy andlegramidu

3.1.2.1.1Pfiprava sukcinimid-N-ylesteru kyseliny lignocerovg,b-dioxopyrrolidin-1-
yl-tetrakosanoatu (3))

@)
DMAP
i HO-N = ’O_Np
* - 0=C
CazHas \/C‘OH lab. t. 3
ethyl-acetat
CooHys
1 2 3

Vychozimi  latkami této syntézy byla kyselina ligeoova 1
a N-hydroxysukcinimid2 0,5 g (1,36 mmol) kyseliny lignocerove 0,15 g (1,36 mmol)
N-hydroxysukcinimidu2, 0,016 g (1,36 mmol), 4-dimethylaminopyridinu (DA
a 0,309 g (1,496 mmol) dicyklohexylkarbodiimidu (D bylo rozpudtno v 50 ml
ethyl-acetatu. Reakce byla pro¢add bez pistupu vzdusné vihkosti v dusikové
atmosfée, za laboratorni teploty a stalého michani. Pcdh@dinach byla provedena
tenkovrstva chromatografie (TLC) (mobilni faze cbform, R = 0,4), kterd ukazala

piitomnost velkého mnoZstvi nezreagovanych vycholéitgk. Reakce se tedy nechala
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probihat za stejnych podminek fedtyden. Nasledh byla znovu provedena TLC
a reakce byla uka@ena. Smis byla vytepana mezi 150 ml okyselené vody (0,083 mol/l
HCI) a ethyl-acetat. Organicka faze bylaiepana je$t dvakrat, pokazdé se 150 ml
vody. Organickad faze byla odfgma na vakuové odparce. Vysledny produkt byl
vycistén pomoci sloupcoveé chromatografie (mobilni fazedméethyl-acetat 4:1).

> 2,5-dioxopyrrolidin-1-yl-tetrakosanoaB je bila krystalicka latka. VygFek
reakce byl 62%. TLC: mobilni faze chloroform; R 0,4. Molekularni
hmotnost je 465,71 g/moiH NMR (300 MHz, CDC}) ¢ 2,83 (s, 4H), 2,59 (t,
J=7,5Hz, 2H), 1,80 — 1,65 (m, 2H), 1,45 — 1,15 4®H), 0,88 (t) = 6,7 Hz,
3H). 1*C NMR (75 MHz, CDCJ) § 169,2, 168,7, 31,9, 30,9, 29,7, 29,7, 29,6,
29,5, 29,3, 29,1, 28,8, 25,6, 24,6, 22,7, 14,1.

3.1.2.1.2Pfiprava analog ceramidu z sukcinimid-N-ylesteru kyseliny ligno@aé
a prislusného sfingosinu

OH

HO

2 N

/" CisHay Cq3Ho7

\(‘f :r(\/\/\ 1-deO-Cer 4
V- C” CxHgs

Q i

)

—N

0] H =
CaoHas N"ﬁ?
3 OH OH
~F CiaHar
No o~ N-Me-Cer 5
7 CT "CaoHss
0]

Pri  pripraw ceramidi byly pouzity kometné dostupné sfingosiny:
1-deoxysfingosin &-methylsfingosinReakce probihala bezigtupu vzdusné vihkosti
za laboratorni teploty a stalého michani. 15 mgubB®l) 1-deoxysfingosinu nebo 15

mg (48 umol) N-methylsfingosinu bylo spote¢ s 27 mg (58 pmol) kyseliny
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lignocerové3 rozpusEno v 15 ml dichlormethanu. Reakce se nechala pabiiliny za
monitorovani TLC srsi. Snes byla nasledhtrikrat vytrepana s 3 x 20 ml 26% roztoku
NaCl a jednou byla vodna faze igpana s 20 ml chloroformu. Organické faze byly
spojeny, vysuSeny pomoci suchého siranu sodnéhdpaeny na vakuové odparce.
1-deD-Cer byl vistén pomoci sloupcové chromatografie, pact N-Me-Cer se vSak

produkt nepoddlo ziskat.

» N-((2S3R,E)-3-hydroxyoktadec-4-en-2-yl)tetrakosanamid (Deféer) 4 je
bila krystalicka latka. Vy¥ek reakce byl 50,8%. TLC: mobilni faze
chloroform/methanol 10:1 R 0,8. Ri sloupcové chromatografii byla pouZzita
mobilni faze chloroform/hexan 2:3H NMR (300 MHz, CDCJ) § 5,79 — 5,60
(m, 2H), 5,42 (dd) = 15,4, 6,1 Hz, 1H), 4,20 — 4,05 (m, 2K4)20 (t,J =7,5
Hz, 2H), 2,08 — 1,98 (m, 2H), 1,69 — 1,55 (m, 2HR9 — 1,10 (m, 62H), 1,06
(d,J = 6,2 Hz, 3H), 0,88 (t) = 6,2 Hz, 6H).*C NMR (75 MHz, CDC}) §
173,9, 134,2, 128,1, 75,6, 50,2, 36,7, 32,4, 33099, 29,7, 29,7, 29,6, 29,5,
29,4, 29,3, 29,2, 28,8, 25,8, 25,6, 24,6, 22,74,1%4,1. MS (APCI+): m/z
635,8 (M + HJ; 617,0 (M + H - HO)".

3.1.2.2Postup B syntézy analogu ceramidu

Syntéza analag ceramidu probihala ve dvou krocich v jedné &aaksngsi.
Nejprve reagovala kyselina lignocerovd s N-(3-dimethylaminopropyIN’'-
ethylkarbodiimidem (EDCY za vzniku meziprodukt8. Nasleds byl pfidan gislusny
sfingosin, tedyN-methylsfingosin nebo 3-deoxysfingosin, za vznitaMe-Cer5 resp.

3-deoxy analogu ceramidu tedy 3&d€er6 (Schéma 2).
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Schéma 2. Postup B syntézy anélagramidu

3.1.2.2.1Pfiprava 3-deoxy a N-methyl analdggceramidu

Pti reakci bylo pouzito 15 mg (53 umol) 3-deoxysfisgu nebo

15 mg (48 pumol)

N-methylsfingosinu. Sfingosiny jsou konde& dostupné. 1,2 nasobku ekvimolarniho

mnozstvi kyseliny lignocerové, 1,2 nasobku ekvimolarniho mnozstvi EDG 0,1

nasobku ekvimolarniho mnoZzstvi DMAP bylo rozgast v 15 ml

dichlormethanu.

Reakce probihala bezZigtupu vzdusné vihkosti, za stalého michani a billazena

ledem. Po fil hodirg byl pridan N-methylsfingosin resp. 3-deoxysfingosin. Reakce dal

probihala za laboratorni teploty jeden tyden zaitoowvani TLC. Readni smés byla

doplréna 15 ml chloroformu a vigpana 3 x 30 ml okyselené vody

(0,083 mol/l HCI).

Organicka faze byla vysuSena pomoci suchého ssadnoého a odpana na vakuové

odparce isty produkt byl ziskan pomoci sloupcové chromadtigr
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» N-((2S3R,E)}1,3-dihydroxyoktadec-4-en-2-yN-methyltetrakosanamid N¢
Me-Cer) 5 je bila krystalicka latka. Vy¥ek reakce byl 17%. TLC: mobilni
faze chloroform/methanol 10:1¢ R 0,25. Ri sloupcové chromatografii byla
pouZita mobilni fAze hexan/ethylacetat 1*i. NMR (500 MHz, CDC)) ¢
5,72 (dt,J = 14,9, 7,3 Hz, 1H), 5,55 — 5,45 (m, 1H), 4,54,484(m, 1H), 4,04
- 3,89 (m, 2H), 3,78 — 3,65 (m, 1H), 3,00 (s, 3HR9 (t,J = 7,5 Hz, 2H),
2,10 — 1,96 (m, 2H), 1,68 — 1,53 (m, 2H), 1,45 661(m, 62H), 0,89 (tJ =
6,9 Hz, 6H)."*C NMR (126 MHz, CDQ) ¢ 175,2, 134,4, 129,7, 71,7, 61,9,
58,4, 36,8, 34,5, 32,4, 32,3, 31,9, 30,9, 29,75,229,5, 29,5, 29,5, 29,4, 29,4,
29,3, 29,2, 29,0, 29,0, 25,0, 22,7, 14,1. MS (ABCiw/z 664,9 (M + H);
647,0 (M + H - HO)"; 628,9 (M + H — 2HO)".

> (R,B-N-(1-hydroxyoktadec-4-en-2-yl)tetrakosanamid (3dOCd¥) je bila
krystalicka latka. VyZzek reakce byl 22,3%. TLC: mobilni faze
chloroform/methanol 10:1& 0,75. Ri sloupcové chromatografii byla pouZzita
mobilni faze chloroform/methanol 100’ H NMR (300 MHz, CDC}) J 5.69
(d,J =6,5Hz, 1H), 5,61 — 5,45 (m, 1H), 5,42 — 5,26 {H), 3,95 — 3,85 (m,
1H), 3,76 — 3,53 (m, 2H), 2,40 — 2,10 (m, 4H), 25,07,93 (m, 2H), 1,67 — 1,56
(m, 2H), 1,39 — 1,06 (m, 62H), 0,93 — 0,82 (m, 6HC NMR (75 MHz,
CDCl) 0 174,4, 165,4, 134,9, 133,7, 129,7, 125,1, 66,(8,536,8, 34,4, 32,5,
31,9, 29,7, 29,7, 29,5, 29,4, 29,4, 29,3, 29,28,282,7, 14,1. MS (APCI+):
m/z 634,9 (M + H); 616,9 (M + H - HO)".
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3.2 Permea&ni pokusy

3.2.1P¥iprava modelovych membran

Pro sledovani, jak ovlije permeéni vlastnosti SC iftomnost
nasyntetizovanych analdgeramidu (1-de-Cer, 3-d©-Cer aN-Me-Cer), bylo teba
vytvorit modelové membrany obsahujici tyto ceramidy mistdné se v KzZi
vyskytujicich cerami@l Tyto modelové membrany obsahovaly ekvimolarni hsbhd
cholesterolu, kyseliny lignocerové éiglusného analogu ceramidu. Kréméchto latek
bylo piidano jest 5 % z celkové hmotnosti cholesterol-sulfatu. Ja&atrolni vzorek
byla pouzita srs cholesterolu, kyseliny lignocerové, cholesterdfatu a Cer.

Po gesném navazeni byla &m lipidi rozpus¢na v hexan/96% ethanol 2:1
v porreru 1 ml rozpou&dla na 4,5 mg lipidové s¥si. Snes obsahujici 3-de-Cer
vytvorila suspenzi, &oliv bylo pfidano dvojnasobné mnozstvi rozpaada. Suspenze
byla tedy homogenizovana za pouziti ultrazvukowadda byla pouzita obdoknako
roztoky ostatnich lipidovych s#si.

Polykarbonatové filtry Nucleopore s péry oaprru 15 nm byly nam&ny na
5 minut do hexan/96% ethanol 2:1. Naskedhyly z lazré vyjmuty a vysuSeny. Filtry
byly upevrény do ocelovych drzdks otvorem o pméru 1 cm a obsahu 0,79 ém
Nastik lipidu byl proveden fikrat za pouziti 3 x 10Qd roztoku o koncentraci 4,5
mg/ml.

U suspenze obsahuijici 3@€er byl nagik proveden 6 x 10Ql roztoku o koncentraci
2,25 mg/ml. Nasik byl provadn pod proudem dusiku za pouzitigiroje Linomat V
(Camag, Muttenz, Switzerland) vybavenyniidavnym pohybem po osg @7
Pritokova rychlost byla 10,2l/min na plochu 10 x 10 mm. Na 1 érbylo pouZito
1,35 mg smsi lipida. Takto gipravené membrany byly vysuSeny v exsikatoru
a nasleda zalraty na 90 °C. Tato teplota byla udrzovana po dobuminut, pak se
nechaly membrany pomalu chladnout na 32%Ctéeo teplot byly inkubovany 24 h.

3.2.2P¥iprava Franzovych cel

Pii méfeni permeace byly membrany vioZzeny do Franzovydh Skleréna
Franzova cela se sklada ze spodni — akceptoroveclns - donorové&asti. Valcovita

spodnicast je opaena raménkem pro odebirani vabekjeji objem je fiblizn¢ 6,5 ml.
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Svrchnicast je tvéena dutym sklefmym vélcem. Mezi spodni a svrchffist se vsouva
dvoudilny teflonovy drzdk, mezi jehoZ spodni a bwicdil se vkladad modelova
membrana. Horni a dolniast cely, svirajici teflonovy drzék, je spojena pom
gumicek.

Akceptorovacast cely je napkna 10 mM izotonizovanym fosfatovym pufrem
o pH=7,4 (PBS) obsahujicim 50 mg/l gentamicinu. |I0%&p akceptorovécasti je
udrzovana na 32°C, coz jdilgizné teplota povrchu &a. Objem pufru musi byt
vzhledem k rozdilnym objeim akceptorovychcasti cel ndfen u kazdé cely
individualng a je zahrnut v kalkulacich. Po 12 hodinach vyreama teploty na 32°C je
zmetena relativni ztrata vodyi@s membranu a nasledn elektrickd impedance. Po
dalSich 12 hodinach je drena permeace dvou modelovych¢ive (theofylinu

a indometacinu) ifgs membranu.

3.2.3Méreni relativni ztraty vody ifes membranu

P méteni relativni ztraty vodyies modelovou membréanu bylo pouzito vybaveni
pro mefeni néreni transepidermalni ztraty vody (transepidermaiewbss — TEWL),
a to Tewamet& TM 300 sonda a Multi Probe Adapter Cutom&@tPA 580 (CK
ekectronic GmbH, Kdln, Germany). d#ni je provadno na zaklad difuze v otevené
koma‘e. Tlakovy gradient vodnich pafgehézejicich f&@s membranu je &en pomoci
dvou pét senzoi (teplota a relativni vlihkost), které jsou unifst ve dvou tiznych
vySkach v dutém valci (vyska valce jsou 2 cm angr 1 cm). Hlava sondy, ktera je
tvorena timto valcem, je umésta horizontalé na nérenou plochu, ficemz je vyvijen
konstantni tlak na tuto plochu. Minimalni velikobtavy sniZzuje vliv vzdusnych
turbulenci®®. Pri meteni ztraty vody fes modelovou membranu byla sundana svrchni
cast Franzovy cely a hlava sondy bykgZzena na kruhovy otvor v drzaku membran
(0,5 cnf). Vzdalenost mezi uchycenou membranou a hlavodysbgila 0,6 cm. TEWL
byl méten po dobu fiblizne¢ 100 — 160 s, dokud nedoSlo k ustalerirané hodnoty.
Hodnoty byly néteny v jednotkach [g/h/fh Podminky ngieni byly fiblizng stejné po
celou dobu r&feni: teplota vzduchu 25-26 °C a relativni vihkostivchu 40 — 44 %.
Protoze pouziti membranového drzaku auli}e vysledky néfeni (sonda nenitfjoZzena
piimo na plochu membrany), ziskana data nasobenaciesgém 1,393, ktery byl

ziskan kalibraci pouzitych drz&KP. Pullmannova, nepublikovana data).

23



3.2.4Méreni elektrické impedance

Elektrickd impedance byla gfena pomoci LCR metru 4080 (Conrad Electronic,
Hirschau, Germany; rozsahémni od 20Q do 10 M2, méfeno v K2, chyby
v hodnotach K < 0,5%), ktery byl nastaven v paralelnim rezimsteavou frekvenci
120 Hz. Elektrickd impedance se pouZiva k neinvdmiv a rychlému in vivo
vyhodnoceni integrity ie. Ekvivalentni model jako jefipméreni impedanceike, je
obvod z paralekhzapojeného rezistoru a kondenzatdfl Impedance je mira odporu,
ktery pedstavuje obvod pro prochazejicitidgavy proud. Zahrnuje nejen odpor
stridavého proudu, ale i jeho kapacit®. Odpor proudu prochazejiciho skrzézkje
tvoien odporem kzZe a Skou stratum corneum a je ri@po Umérny k permeabili
kiZze pro ionty nebo polarni latky. Pro dobry odhadhard kize je elektricka
impedance rena v paralelnim rezimuigfrekvenci 100 HZ?Y. Pt méteni impedance
modelovych membran bylo pouZzito stejné nastaverR In@tru. Ziskané hodnoty jsou
vysledkem ndfeni odporu $tdavého proudu.

Do donorovétasti Franzovy cely, ifmo na modelovou membranu byléidano
500 PBS o pH = 7,4. Impedance modelovych membrénrgfena pomoci dvou sond
Z nerezoveé oceli. Jedna z nich byla p@ma skrze raménko do akceptor@asti cely
a druha byla vloZzena do PBS v donorgasti cely. Mteni bylo provadno pro kazdou
celu zvlas a poté byl PBS z donorovasti odstra#én.

3.2.5Méreni permeability membran pro modelovaiéa
3.2.5.1P¥iprava donorovych vzorki Ié¢iv

Modelovymi I&€ivy pouzitymi @i permednich pokusech byl indometacin
a theofylin. Byly gipraveny suspenzédhto I&€iv — 5% (w/w) suspenze theofylinu (TH)
a 2% suspenze indometacinu (IND) v 60% propylerglykVzorky byly protepany
a inkubovany f teplo€ 32°C po dobu 12 hodin.i€d jejich pouzitim byly oftovné
protrepany.

3.2.5.2Permea&ni pokusy na modelovych membranach

Do donorové&asti cely, pimo na modelovou membranu, bylo aplikovano 100 ul
suspenze éva — bul'to 5% TH nebo 2% IND. Kazdé dhodiny od aplikace téva byl
z akceptoroveasti cely odebiran vzorek o objemu 300 ul &t 4yylo vraceno stejné
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mnoZstvi PBS. MnoZstvidéva, které proslo skrze membranu, bylo detekovamqzi
vysokoinné kapalinové chromatografie (HPLC). Po desetifdéch byla membrana
opatrré¢ vymyta pomoci PBS, pH 7,4, a zbytek PBS byl vysysemoci buriité vaty.
Akceptorovacast byla vylita a vyplachnuta a naslédmovu naplana PBS. 12 hodin
byly cely ponechéany v lazni, aby bylo dosaZzenoéstéiploty 32 °C a aby doSlo
k Uplnému vysuSeni membrany. Cely pokus se opakoyaluZzitim suspenze druhého

léciva.
3.2.5.3Detekce mnozstvi l&v ve vzorcich pomoci HPLC

Vzorky odebrané dem perme&nich pokué byly vyhodnocovany pomoci HPLC
s izokratickou eluci za pouzitfigtroje Shimadzu Prominence (Shimadzu, Kyoto, Japan
skladajicim se z pumpy LC-20AD s odpbwate DGU-20A3, autodavkove SIL-20A
HT, kolony CTO-20AC, detektoru SPD-M20A a komurikého modulu CBM-20A.
Data byla analyzovana za pouziti software LCsohgtidl.22. Separace TH bylo
dosaZzeno na reverzni fazi na kalobiChroCART 250-4 (LiChrospher 100 RP-18,
5 um, Merck, Darmstadt, &hecko) pi teplo& 35 °C za pouziti mobilni faze
methanol/0,1 M NakPO, (v/v) a @i priatokové rychlosti 2 ml/min. 20 pl vzorku bylo
vstiiknuto do kolony. Mteni UV absorbance bylo provaw @i vinové délce 272 nm.
Retergni ¢as TH byl 3,2+0,1 min. Vzorky obsahujici IND bylypayzovany pomoci
kolony LiChroCART 250-4 (LiChrospher 100 RP-18, fa,uMerck) za pouziti mobilni
faze acetonitril/'voda/kyseliny octova v pém 90:60:5 (v/v/v) pi pratokoveé rychlosti
2 ml/min. 100 pl bylo vs$tknuto do kolony nat@té na 40°C. UV absorbance byla
meiena i vinové délce 260 nm,ipSiice pasma 4 nm. Reténi ¢as IND byl 3,1+0,1

min.Obs metody byly jiZ dive validovany?®?.

3.2.5.4Vyhodnoceni permed&nich pokusi

Z vysledki permednich pokué nas nezajimaly jen koncentracéiv@ v danych
casovych intervalech, alefgrevSim kumulované mnozstvi a fluxilé TH a IND
v akceptorov&asti Franzovy cely. Ta byla sfitana ze zjignych koncentraci tév
v danych ¢asovych intervalech, zéravevSak bylo nutno p#itat s nahrazenim
odebraného vzorku pomoci PBS. Jako vzor ¥fgpaivadim vypoéet pro kumulaci
léciva v cele po 6 hodinach:gae (Csn . V + Gn . 0,3 + ¢ . 0,3)/A. my,zde oznauje
kumulativni hodnotu vzorku odebraného po 6 hodin&tfe objem akceptorovéasti,
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A je difuzni plocha a;gje koncentrace téva v danéntase. Kumulativni hodnoty byly
dany do zavislosti néase a flux léiva byl sp&itan jako smirnice @imky, ktera vznikla

linearni regresi funkce. Fluxd&a byl vypasitan v programu Excel.

3.2.5.5S¢tatisticka analyza dat

VSechna data jsou prezentovana jako aritmetickymgr + stedni chyba
praméru (SEM), p@et opakovani (n) je vyzian u fisluSného obrazku ve vysledcich.
Pro srovnani charakteristikipravenych membran obsahujicich modifikované cedgmi
vzhledem ke kontrolnimu vzorku gifmzenym ceramidem byl pouZit pro vyhodnoceni
statistické vyznamnosti neparovy Studentt-test s dvoustrannym rozlozenim,
dvojvybérovy s nerovnosti rozptl(na hladig pravdpodobnosti p < 0,05) v programu
Excel.
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4. Vysledky

4.1 Vysledky méieni relativni ztraty vody

Relativni ztrata vody byla &kena pomoci TEWL metru v jednotkach [¢/h], ale
na rozdil od jeho in vivo pouziti, nebyla sonddgiena gimo na membranu, ale me
membranou a sondou byla vzdalenost 0,6 cm. Tutdnost je teba zohlednit b
interpretaci vysledk a hodnotu, ktera vysSla na TEWL metru, jeba vynasobi
konstantou 1,393ktera byla ziskanakalibraci pouzitych drzak (P. Pullmannové
nepublikovana data).

Porovnani jednotlivych analégeramidu s kontinim vzorkem niZzeme vidt na
grafu (Graf 1). Je tuiejmé navySeni relativni ztraty vody u vSech analgorovnan
se standardem. Zatimco se u Cegizmy a vypdteny hodnoty 0,87+0 g/nf/h, tak
u 3-dO-Cer to bylo 1,28+0, g/mf/h, u 1-d-Cer 1,88%0,7 g/fith a uN-Me-Cer vidime
dokonce vice jakityfndsobné navyseni hodn- 3,54+0,1 g/mfth. VSechny vysledky
meifeni jsou statisticky vyznamrodliSné od standardu (p < 0,(

¥
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Graf 1: Vysledky niteni relativni ztraty voc. Data jsou vyjatena jako pkmer
+ SEM, n =5-9. * zn&i statisticky vyznamné zvySeiztraty vody oproti
kontrolnimu vzorku (p < 0,0t
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4.2 Vysledky méreni elektrické impedanci

Elektrickd impedance byla #&fena pomoci LCR metru a vyjage odpor
sttidavého proudu prochazejiciho skrze membriHodnoty elektrické impedance |
mely byt nepiimo unérné fluxu ionfi a polarnich molekul skrze modelovou membrz
Hodnoty, které jsme ziskali &fenim v rdmci jednoho ceramidu se &ama liSily.
Srovnani elektrickych impedanci jednotlivych anélogizeme vi@t na grafu (Graf 2

Elektrickd impedance membranypiirozenymCer byla 112+75 Q. U 3-dO-Cer
jsme jako u jediného zaznamenali hodnoty nizSip 4a+24 IQ. U zbyych analog
byly hodnoty elektrické impedance vyss-dO-Cer 270+82 R aN-Me-Cer 540154 K.
VSechny vysledky r¥eni jsou statisticky vyznamiodliSné odstandaru (p < 0,05).
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Graf 2: Vysledky miieni elektrické impedan. Data jsou vyjatena jako pkmer
+ SEM, n = 59. * zn&i statisticky vyznamnou zénu elektrické impedan

oproti kontrolrimu vzorku (p < 0,05
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4.3 Vysledky méieni permeability membran pro |&iva

4.3.1Permeabilita membran pro theofylin

Pti vyhodnoceni permeability membrany pro TH byly pibyi vysledky ngieni
koncentrace k@va v odebiranych vzorcich. K &¢eni koncentrace byla pouzita HPLC.
Krome zjisteni koncentraci v jednotlivycliasovych obdobich, byla geba vypdgitat
kumulaci I€iva a jeho flux skrze modelovou membranu. Kumuldétiva
v jednotlivych¢asovych Usecich iieme sledovat na grafu (Graf 3).

Flux |&iva byl vypaitan jako smirnice gimky vzniklé linearni regresi kumulace
|éCiva v zavislosti n&ase. Flux l8iva, skrze modelové membrany obsahujici jednotliva
analoga ceramidu, iwieme vidt na grafu (Graf 4). NejmenSi permeabilitu pro TH
vykazuje membrana obsahujici standardni Cer: flik j€ 0,03+0,02 pg/chth.
VSechny ostatni membrany vykazuji permeabitddow vyssi: flux TH u 1-@-Cer
0,51+0,11 pg/ciih, u 3-d-Cer 0,49+0,14 pg/chh a uN-Me-Cer sledujeme nejvyssi
flux TH, a to 0,99+0,35 pg/cith. VSechny vysledky iteni jsou statisticky vyznanin
odliSné od standardu (p < 0,05).
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Graf 3: Vysledky mffeni kumulativnhiho mnozstvi TH.
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Graf 4: Vysledky niteni fluxu TH. Data jsou vyjd@na jako pimér + SEM,
n = 5-9. * zndi statisticky vyznamné zvySeni fluxu TH oproti kebimu
vzorku (p < 0,05).

4.3.2Permeabilita membran pro indometacin

Pfi hodnoceni permeability modelovych membran pro IKflo postupovano
obdobr jako u permeability pro TH. Kumulacid&a v jednotlivych¢asovych Usecich
sledujeme na grafu (Graf 5).

Flux IND skrze modelovou membranuugeme sledovat na grafu (Graf 6).
Nejmensi permeabilitu pro IND ¢pvykazuje membrana obsahujici standardni ceramid
Cer. Flux IND skrze standardni membranu je 0,03tQ,§/cnf/h. U ostatnich membran
pozorujemeradow vy3si permeabilitu. Flux IND u 1@Cer je 0,32+0,03 pg/chth,
3-dO-Cer je 0,26+0,09 pg/ctth a u N-Me-Cer je 0,68+0,11 pg/cith. Je zde viet
rozdil mezi fluxem TH a IND, kdy u TH jefiplizné o polovinu ¥tSi u vSech ceramid
vyjma Cer. VSechny vysledky dreni jsou statisticky vyznamirodliSné od standardu
(p <0,05).
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Graf 5: Vysledky niteni kumulativniho mnozstvi IND.
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Graf 6: Vysledky nifeni fluxu IND. Data jsou vyjd@éna jako pimér + SEM,
n = 5-9. * znai statisticky vyznamné zvySeni fluxu IND oproti kainimu
vzorku (p < 0,05).
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5. Diskuze

Prvnim Gkolem diplomové prace byla syntéza analogramidu v takovém
mnozstvi, aby bylo moZzno z nich vyiWo statisticky adekvatni get modelovych
membran. V tomto ipact bylo zvoleno minimalni mnozstviép membran a tedy
priblizn¢ 4 mg analogu.

Postup A pipravy nEl byt pivodré pouzit u vSech latek. Vifpadc 1-dO-Cer
probihala syntéza déd a vytzky reakce byly dostajici pro tvorbu osmi membran.
Pii syntézeN-Me-Cer se fi hmotnostni spektrometrii ukazalo, Ze izolovan@durkt
reakce neodpovida tomu zamyslenémN-dMe-Cer byl gitomen v reakci pouze
v minimalnim mnozstvi. Bylo tedy nutné zvolit jippstup.

Postup B se ukazal pro syntddtMe-Cer vhodgjSi a bylo dosazeno pebného
vytéZku pro tvorbu pti modelovych membran. Reakce byla tedy vyzkouSepé
tvorbé 3-dO-Cer s podobnym ugphem. VytZzek reakce postd na tvorbu Sesti
membran.

Pro vyzkum permeamich vlastnosti danych anafogse vytvdily modelové
membrany napodobuijici lipidovou matrix ve SC. S@eglilezit¢jSi vrstvou Kize co se
tyce bariérové funkd®. Vzhledem k tomu, Ze d&va uprednostuji pri prichodu skrze
SC spie cestu paracelularni a nikoliv transceitfdr®, neni teba i zkoumani
bariérovych funkci brat v Uvahuippmnost korneocyt ale postéi tvorba modelové
membrany s fiblizn¢ stejnym slozenim, jako ma lipidova matrix. Lipidovrstva SC
se sklada ze stmi ceramid, mastnych kyselin, cholesterolu #davkem cholesterol-
sulfatu. V modelové membrén byly mastné kyseliny zastoupeny kyselinou
lignocerovou a misto s¥ai ceramid byl pouzit dany analog ceramidu. Standardni
ceramid (Cer, tjN-lignoceroylsfingosin) byl zvolen proto, Ze ceram&l®4 uhlikatym
acylem jsou v SC zastoupeny eejtji .

Relativni ztrata vody skrze membranu je vysoce vigjici veltina, co se t§e
bariérové funkce &e. Nadnirna ztrata vody fes Kizi se projevuje &hem koZznich
onemockni jako je nafiklad atopicka dermatitida, ktera je charakterizmvaysusenou
aZ Supinatou pokozko@®. VSechny analogy, které byli zkoumany na relatiztnatu
vody se vyznéuji vétSi propustnosti pro vodu nez standardni ceranoi je dikazem
naruseni kozni bariéry.

Pii mefeni elektrické impedance zji§eme odpor #Ze, ktery odpovida
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prostupnosti iZe pro ionty a polarni molekul$Y. Dle vysledk miZzeme soudit, Ze
3-deD-Cer je pro ionty a polarni molekuly nejvice projmys dokonce vice nez Cer, coz
je v souladu s dalSimi typydfeni, kterd ukazuji, Zze je jeho bariérova schophossi.
DalSi dva analogy maji¢kolikanasobg vétSi impedanci a tudiz tvblepSi bariéru pro
ionty a polarni molekuly.

Léciva TH a IND se kterymi se prov&d pokusy na prostup éé&va membranou
nejsou vybirany nahodnJsou to nedrazdive latky, které sami nijak neauji kozni
bariéru a zaroveje jejich mnozstvi snadno stanovitelné pomoci HFEC

TH i IND prochazi membranami obsahujicimi analoggetkrat az dvacetkréat
lépe, nez &mi vice nez d&mi obsahujici Bzny Cer, coz je dalSimuazem horSich
bariérovych schopnosti nasyntetizovanych analog

VSechny provéaéhé testy nas utvrzuji v doraimce, Ze odstrami hydroxylove
skupiny, ¢i navadzani methylu na dusik v ceramidech vede kdnému zhor3eni jejich
bariérové funkce a stavaji se tak potencialnimiebdtanty transdermalni permeace.
Vysvétleni této skuténosti vychazi z dosavadniho vyzkumu akceldrargnsdermalni
permeace. Ty se skladaji stejjako ceramidy z polarni hlavy a hydrofébnifekzce
a urychluji ptinik léciva interakci s lipidovou matrix. Vifpact pouZziti aminokyseliny
glycinu misto L-serinu i syntéze permeaich akceleraiit tedy odstragni
hydroxymethylové skupiny, dostavame akcelerant sttermalni permeace?®.
Obdobna bude situace u mnou syntetizovanych amategamidu, kdy odstr&ni
hydroxylu jak z polohy 1 nebo 3 vedlo ke zvySeninpeability studovanych membran.
U N-Me-Cer sice nedoSlo k odstkam hydroxylu, ale vazba methylu na amidicky dusik
znemoznila tvorbu vodikové vazby vychazejici z tohdusiku. Schopnost tiib
vodikové vazby mezi jednotlivymi ceramidy jéitpm strukturni podminkou spravné
funkce ceramidu jako bariéfP.

Dle vysledki srovnani 1-de-Cer, 3-d©-Cer a N-Me-Cer Ize usuzovat, Ze
Ze \RtSi roli nez velikost polarni hlavy e mit pra¥ schopnost ceramidu tkib
vodikové vazby. Co sedg hydroxylovych skupin, abjsou v molekule ceramidu velmi
dulezité a nély by byt sowdsti latek syntetizovanych zaealem regenerace poskozené

koZni bariéry.
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6. Zavér

Cilem mé prace byla syntéza 1-deoxy, 3-deoxy a hyheanalog ceramidu
a zkoumani permeénich vlastnosti modelovych membran, jejichZ ¢esti jsou tyto
analogy. Ceramidy bylyijpraveny d¥éma mtiznymi postupy a nasledibyly pouzity i
tvorb¢ membran. Na membranach byla zkoumana elektrick&dance, relativni ztrata
vody skrze membranu a flux IND a TH.

Vysledky zkoumani jednozee prokazuji, Ze se zénou polarni hlavy ceramidu
jako je odebrani hydroxylové skupinyi navazani methylu na dusik, dochazi ke

zhorSeni bariérové funkce ceramidu.
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7. Seznam pouzitych zkratek

1-deD-Cer
3-deO-Cer
Cer

DCC
DMAP
EDC
HPLC
IND

MK

MS
N-Me-Cer
NMR
oDC
PBS

Ry

SC

SEM

SPT
TEWL

TH

TLC

viv

N-((2S 3R, E)-3-hydroxyoktadec-4-en-2-yl)tetrakosanamid
R,B-N-(1-hydroxyoktadec-4-en-2-yl)tetrakosanamid
N-(tetrakosanoyl)-sfingosin
N,N-dicyklohexylkarbodiimid

dimethylaminopyridin
N-(3-dimethylaminopropyIN'-ethylkarbodiimid
vysokodinna kapalinova chromatografie
indometacin

mastna kyselina

hmotnostni spektrometrie
N-((2S3R,E)1,3-dihydroxyoktadec-4-en-2-yN-methyltetrakosanamid
nuklearni magnetick& rezonance
ornithindekarboxylaza

fosfatovy pufr se solemi

reteréni faktor

stratum corneum

standardni chybaijméru
serinpalmitoyl-CoA-transferaza

trans-epidermal water loss

theofylin

tenkovrstevna chromatografie

objem v objemu
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