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Nazev dizertacni prace: Syntéza a studium analogl ceramidt

Ceramidy spolu s vyssimi mastnymi kyselinami a cholesterolem tvoti lamely mezibunééné hmoty
nejsvrchnéjsi vrstvy klze (stratum corneum, SC). Tato lipidova hmota predstavuje vlastni koZni
bariéru — chrani organismus pred vnéjsSim prostfedim a zaroven udrZuje jeho vnitfni rovnovahu.
SloZeni a usporadani mezibunééné hmoty SC jsou pro bariérové vlastnosti kliZze zasadni, presto jeji
organizace na molekuldarni trovni stale neni objasnéna. Cilem této prace bylo prispét k detailnéjsimu
popisu organizace kozni bariéry pomoci studia lipidovych model(l SC, pfedevsim najit strukturalni
parametry v molekulach ceramidl, které se na bariérovych vlastnostech lipidové hmoty podili.
Modelové lipidové membrany SC predstavuji uzitecny nastroj ve studiu lipidQ SC, jejich sloZeni totiz
napodobuje (pato)fyziologicky stav v klzi. Ziskané poznatky by mohly byt vyuZity v diagnostice a/nebo
terapii onemocnéni s poskozenou bariérovou funkci klize (napfr. atopickad dermatitida nebo psoriaza).

Nejprve jsme se zaméfili na objasnéni mechanismu ztraty bariérovych vlastnosti k(ize po zkraceni
acylového fetézce v molekule ceramidu. Studovali jsme permeabilitu (propustnost) multivrstevnych
lipidovych membran a jejich biofyzikaIni vlastnosti pomoci diferencidini skenovaci kalorimetrie (DSC),
infracervené (IR) spektroskopie, praskové rentgenové (X-ray) difrakce a hodnotili jsme i lipidové
monovrstvy (Langmuirovymi izotermami a atomovou silovou mikroskopii). Retézce lipida jsou
pfi teploté koZniho povrchu (32 °C) ve vSech membranach (i téch nejpropustnéjsich — obsahujici
ceramidy s délkou acylu 4 a 6 uhlik(l) uspofadané (prevainé v all-trans konformaci a v tésné
orthorhombické mfiZce). V membranach obsahujici ceramidy s kratkym acylem vsak dochazi
k separaci domén a vytvareni vice lamelarnich fazi s kratkou periodicitou, coz miZze byt pficinou jejich
zvysené propustnosti. Smés s prirozenym ceramidem (s délkou acylu 24C) se ochotné usporadava
do monovrstev a po preneseni na pevny podklad tvofi souvislé domény, které zaujimaji vétsi plochu.

Podnétem pro studium chovani lipidovych membran SC obsahujici 16C acyl byly studie poukazujici
na zvysené mnoistvi téchto zkracenych ceramidl na ukor pfirozenych ceramidl (s 24C acylem)
v kaZi pacientll s atopickou dermatitidou. Lipidové membrany SC s uvedenymi ceramidy jsme
studovali pomoci DSC, IR a ?H NMR (nukledrni magneticka rezonance) spektroskopie v pevné fazi.
lejich pripravé a hodnoceni predchazela syntéza ceramid( s deuterovanym acylem — takto znacené
latky mohou byt v membrandch pozorovdny soucasné s neznacenymi, avsak oddélené diky odlisné
poloze absorpcniho pdsu v IR spektrech. Zjistili jsme, Ze pfirozeny ceramid (s 24C acylem) v modelové
membrané zaujima otevienou konformaci s rfetézci orientovanymi naproti sobé. Tato konformace je
pomérné nezvykla, avSsak muZe zvySovat soudruznost lamel, coz by mohlo vysvétlit nizkou
permeabilitu téchto membran. P¥i teploté koZzniho povrchu (32 °C) je prirozeny ceramid v modelové
membrané SC krystalicky, zatimco ceramid se zkracenym acylem (16C) je pfitomen predevsim
v propustnéjsi gelové fazi.



Drivéjsi studie ukazaly, Ze pro zachovani bariérovych vlastnosti kiiZe je dulezity pomér sfingosinovych
(sphCer) a dihydrosfingosinovych (dihydroCer) ceramidi. Vyznam trans-dvojné vazby jsme studovali
pomoci modelovych membrdan SC - permeaénimi pokusy, DSC, IR a 2H NMR spektroskopii a sledovali
také vliv zkraceni délky acylového retézce (na 2, 4, 6 a 8 uhlikll). Permeacni pokusy ukazaly, Ze
propustnost dihydroCer membrdn obsahuijici zkraceny acylovy retézec je ve srovnani s membranami
s pfirozenym dihydroCer (acyl 24C) vyssi, ale bez statistické vyznamnosti. Permeabilita membran
obsahujici sphCer se zkracenym acylem je ve srovnani s membranami obsahujici dihydroCer vyssi,
predevsim u sphCer s délkou acylu 4 a 6C. AvSsak membrany obsahuijici ptirozené dihydroCer jsou
propustnéjsi nez membrany s pfirozenym sphCer. Vysvétlenim rozdilné permeability membran mize
byt odlisny podil velmi tésného orthorhombického usporadani lipidd, které je u sphCer s kratkym
acylem nizsi nez u membran obsahujici dihydroCer analogy. Pti teploté kozniho povrchu (32 °C) je
v lipidovych membrandach patny ndrlst méné usporadané izotropni faze na 27 % u pfirozeného
dihydroCer, u sphCer (acyl 24C) je izotropni faze zastupena pouze v 1 %.

Délka sfingosinového fetézce ma na bariérové vlastnosti klize také vliv. Ceramidové analogy se
zkracenym sfingosinovym (12 a 15C) a acylovym (2, 4 a 6C) fetézcem zvysuji propustnost kize
i modelovych lipidovych membrdan SC. Biofyzikalni vlastnosti téchto lipidovych membran hodnocené
IR spektroskopii se vsak vyznamné nelisi, napf. lipidové fetézce jsou v membranidch dobre
usporadané. Rozdily byly nalezeny v amidové vibraci a naznacuji odlisné interakce lipid(i v oblasti
polarni hlavy, ptestoze studované ceramidy se v této ¢asti molekuly strukturné nelisi. Zaroven bylo
zjisSténo, Ze nejpropustnéjsi membrdany obsahuji vétsi pocet kratkych lamelarnich fazi, které by mohly
byt pficinou jejich zvysené permeability.

Vysledky této préace rozsitily poznatky o vlastnostech lipidd SC, které prispély k lepsimu porozuméni
bariérové funkce kize, predevsim byl objasnén vliv nékterych strukturalnich prvkd v molekule
ceramid(l na chovani lipidovych membran SC. Tyto skutecnosti mohou byt dale vyuzity, napf. v ndvrhu
struktur latek obnovujicich poskozenou kozni bariéru.
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Ceramides (Cer) together with free fatty acids and cholesterol form intercellular lamellar space of the
uppermost skin layer (stratum corneum, SC). This lipid matrix presents the proper skin barrier — it
protects organism against outer environment and keeps its homeostasis as well. The composition and
arrangement of the intercellular lipid matrix is essential for the skin barrier properties. In spite of this
fact, the organization of SC lipids at the molecular level is not fully elucidated. The aim of this work
is to contribute to more detailed insight into organization of skin barrier using SC lipid model
membranes, in particular to find the structural parameters in ceramide molecules, which play a role
in the maintenance of the skin barrier. The SC model membranes present a useful tool to study SC
lipids, they mimic physiological or pathological conditions in the skin. The obtained results should be
used in diagnosing or therapy of skin diseases characteristic with impaired barrier function, such as
atopic dermatitis or psoriasis.

Firstly we focused on explanation of the mechanism of loss of the skin barrier function due to the
shortening of Cer acyl. We studied permeability of SC lipid membranes and their biophysical
properties by differential scanning calorimetry (DSC), infrared (IR) spectroscopy and powder X-ray
diffraction and also we evaluated the lipid monolayers (by Langmuir isotherms and atomic force
microscopy). At the skin temperature (i.e. 32°C), in all membranes (including the most permeable
membranes based on Cer with 4 and 6C acyls) lipid chains are well ordered (mainly in all-trans
conformation and in orthorhombic lateral packing). In membranes containing short-acyl Cer
the separation of lipid domains and the presence of short-lamellar phases were observed, which
could be reasons of their higher permeability. Monolayers of the mixture containing native Cer (with
24C acyl) are arranged spontaneously and on solid support they form larger continuous domains
in larger area.

In skin of atopic dermatitis patients increased levels of long Cer (C16) at the expense of the native
Cer with very long acyl (C24) were found. Thus, we decided to study the behavior of SC lipid
membranes containing mentioned Cer by DSC, IR and solid-phase 2H NMR (nuclear magnetic
resonance) spectroscopy. Before the preparation and evaluation of lipid membranes Cer with
deuterated acyls were synthesized. Unlabeled and deuterated compounds could be in mixtures
studied simultaneously but separately due to different positions of absorption bands in IR spectra.
We found that in model SC lipid membranes the native Cer (C24 acyl) adopts the extended
conformation with chains pointing in the opposite direction. This unusual conformation would
increase cohesion of the lipid lamellae and could explain the low permeability of native Cer
membranes. At the skin temperature (i.e. 32°C), the very long Cer (C24) is crystalline in model
membrane but the dominating phase of long Cer (C16) is more permeable gel state.



Previous studies suggested that a specific ratio of dihydrosphingosine Cer (dihydroCer) and
sphingosine Cer (sphCer) is important for the skin barrier properties. We decided to study the
importance of trans-double bond in SC membranes by permeability experiments, DSC, IR and 2H NMR
spectroscopy and we also aimed at studying the effect of acyl chain length (C 2, 4, 6, 8, 24). We found
higher (but not significantly) membrane permeability of short-acyl dihydroCer compare to native (24C
acyl) dihydroCer. Compared to dihydroCer with shortened acyl chains significantly higher
permeabilities were found in the short-acyl sphCer membranes. However, membranes containing
native dihydroCer are more permeable than membranes based on native sphCer. It could be explained
by different proportion of very tight orthorhombic lateral packing, which is lower in sphCer
membranes. At the skin temperature (32°C), increased portion of isotropic phase of the native
dihydroCer (C24 acyl) in lipid membranes was detected (27%) compare to 1% of this phase of sphCer
(C24 acyl).

The length of sphingosine chain also influences skin barrier properties. Cer analogues with shortened
sphingosine (to 12 and 15C) and acyl (to 2, 4 and 6C) chains increase permeability of skin and SC model
membranes as well. The biophysical properties of these membranes studied by IR spectroscopy differ
slightly, e.g. lipid chains are well ordered. The differences in amide vibration indicate different
hydrogen-bonding interaction although Cer have the same arrangement in the polar head region.
Together with it lots of short lamellar phases in the most permeable membranes were identified,
which could be reason for their higher permeability.

The obtained results improved our knowledge of SC lipid properties and contributed to better
understanding of skin barrier function. The influence of several structural features in Cer molecules
on the barrier properties and behavior of SC lipid membranes was elucidated, which could be used
e.g. in design of skin barrier repair agents.



Cile prace

Tato dizertacni prace je vénovana ceramidiim — vlivem jejich struktury na bariérové vlastnosti ktize.
Cilem prace bylo najit strukturalni prvky v molekulach ceramidi, které ovliviiuji propustnost
(permeabilitu) kGZe, a pomoci biofyzikdlnich metod popsat chovani lipidd v membranovych
modelech koZni bariéry.

Dil¢imi cili prace byly charakterizace vlastnosti modelovych lipidovych membran obsahujici
sfingosinovy ceramid s délkou acylu 2, 4, 6, 8, 12, 18:1 a 24 uhliki pomoci infralervené
spektroskopie, praskové rentgenové difrakce a také studium monovrstevnych lipidovych modell
véetné zavedeni metodiky jejich pfipravy. Dale hodnoceni vlivu zkraceni acylového fetézce (na 2, 4, 6
a 8C) u dihydrosfingosinovych ceramidli v lipidovych membranach pomoci infracervené
spektroskopie. Jednim z UkollG byla také syntéza ceramidll s deuterovanym acylem a hodnoceni
lipidovych smési obsahujici deuterované slozky pomoci infracervené spektroskopie. Studovan byl
vyznam trans-dvojné vazby v molekule ceramidu a uspofadani lipidovych smési obsahujici ceramid
se zkracenym acylem (C16), jehoZ zvySené mnozstvi v klZi bylo popsdno u pacientl s atopickou
dermatitidou. Umyslem $estimési¢ni zahrani¢ni staZe bylo navazani spoluprace a sezndmeni se
s novymi metodami, proto jsou soucdsti prace také vysledky hodnoceni deuterovanych lipidovych
smési 2H NMR spektroskopii v pevné fazi. V neposledni fadé byl studovan vliv zkréceni sfingosinového
(na 12 a 15C) a acylového retézce (na 2, 4 a 6C) na permeabilitu koZni bariéry pomoci lipidovych
membran — permeacnimi pokusy, infracervenou spektroskopii a rentgenovou difrakci.
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kyselina lignocerova

nukledrni magneticka rezonance
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rentgenova (difrakce)
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Teoreticka ¢ast

1. Kuze (lat. cutis, fec. derma)

KlZe je rozsahly organ pokryvajici téla obratlovcd, u élovéka dosahuje jeji plocha 1,6 —2 m? a hmotnost
primérné 3 kg (s tukovym polstafem az 20 kg). Na ocnich vic¢kach je kize nejtenci (0,5 mm), nejtlustsi
je na zadech (4 mm).}?2

KdZe chrani organismus pred pusobenim vnéjsiho prostredi (chemické latky, biologickd agens,
fyzikalni faktory) a zachovéva jeho vnitini rovnovahu. Cinnosti cévniho Feciété a potnich 71z vytvari
termoregulaéni systém, dychanim a exkreci potnich a mazovych zlaz se podili na latkové vyméné. Ddle
se Ucastni imunitnich procest, produkce vitaminu D a v neposledni fadé je propojena také s psychikou
jedince (senzitivni funkce, emoce).?3

Stavba klQiZze umozniuje jeji pfizplsobeni se pohybu i jinym tvarovym zménam. Rozlisuji se dvé hlavni
vrstvy kliZe - povrchové epidermis a hlubsi dermis a podkoZni vazivo.!

1.1.Podkozni vazivo (tela subcutanea)
PodkozZni vazivo spojuje kdZi se svalovou nebo kosterni tkani, je mistem ukladani tukového polstare.

1.2.Dermis (corium, skara)
Dermis je 0,5 — 2,5 mm tlustad vazivova vrstva obsahujici predevsim kolagenovd a elasticka vldkna
usporadana do snopcd, plstovité propletenych. Dermis zajistuje mechanickou pevnost, ohebnost,
taznost a odolnost kiiZze, zasahuje do ni cévni a nervovy systém.

1.3.Epidermis (pokozka)
Epidermis je vnéjsi vrstva kdze, jejiz buriky vytvari smérem k povrchu nékolik odlisitelnych vrstev
(obrézek 1, pfevzato z Eucerin.cz*) s rostoucim stupném rohovéni (syn. keratinizace = hromadéni
stavebni bilkoviny keratinu®), aZ se nakonec odlouéi v podobé Supinek.3 Proces od vzniku bufiky po jeji
odlouceni trva 2 — 4 tydny.

stratum germinativum je vrstva zarode¢nad, zahrnuje dvé dil¢i vrstvy:
stratum basale (cylindricum) — jednobunécénad vrstva pti bazadlni membrané, probiha
v ni bunécné déleni a vznikaji nové burnky
stratum spinosum — noveé vzniklé i délici se buriky charakteristického ostnitého tvaru

ve 2 — 5 fadach

- stratum granulosum predstavuje 1 — 3 vrstvy bunék s charakteristickou pfitomnosti
prekurzori keratinu ve formé granul

- stratum lucidum - tenka vrstva bezjadernych bunék patrnd jen v oblastech s vyraznym
rohovénim; burky obsahuji dalsi prekurzor keratinu obalujici cytoskelet

- stratum corneum - nejsvrchnéjsi vrstva, kterd se po castech pribéiné oddéluje (stratum
disjunctum)

13



Sousedni bunky epidermis jsou

pevné spojeny prostfednictvim

desmosomu, které prabézné
zanikaji a znovu se obnovuji, aby
mohlo dochazet k posunu bunék

2-3

smérem k povrchu.”® Epidermis

neni vaskularizovand a kromé
keratinocytd jsou v ni pfitomné také
pigmentové bunky (melanocyty),
imunokompetentni bunky
(Langerhansovy burky) a smyslové
bunky (Merkelovy bunky) a jeji
soucasti jsou také rohové derivaty

s

(chlupy, nehty, koZni Zlazy).

2. Stratum corneum (SC)

Nejsvrchnéjsi vrstvu klze - stratum corneum (syn.

STRATUM : —— = —
CORNEUM L — — =\

STRATUM =
GRANULOSUM

STRATUM |

S”m"Jijsaﬁjf

STRATUM
BASALE

Obrazek 1. Schéma stavby klze s popisem vrstev epidermis
ve vyfezu.

rohova vrstva klze, obrazek 2, prevzato

z Eucerin.cz’) tvofi zplostélé, odumrelé buiiky (korneocyty, syn. rohové buriky) v 10 — 15 vrstvach,
které jsou obklopené lipidovou mezibunécnou hmotou. Podil lipidové hmoty je 6 — 10 % hmotnosti
SC,%7 jejimi slozkami jsou sfingolipidy, mastné kyseliny, steroly, estery sterol(; fosfolipidy v ni
prakticky nejsou zastoupeny.®® Zakladem lipidové matrix je pFiblizné ekvivalentni smés ceramidi,
volnych mastnych kyselin a cholesterolu.'® SloZeni a uspofddani mezibunééné lipidové hmoty je

pro bariérovou funkci kGiZze zdsadni,'*?

QOchrana pfed
Skodlivimi latkami
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‘-‘ -
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proto je detailnéji pfiblizeno v nasledujicim textu.
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Obrazek 2. Schéma nejsvrchnéjsi vrstvy klze (stratum corneum).
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Nehydroxylované ceramidy

HOL. Sy e e NS (Cel" 2) NH (cer 3)
HO. A
~ NH
OM/V\M/V\AAM
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W NP (Cer 3) H\O/E“\/‘\/\/\/\/\/\/ NdS (Cer 10)
HO NH HO. NH

OMVWV\/\/\/\/\/\ OMAAM/\MA/\A
OH OH
HO oy NT
HO. NH
OWW

o-hydroxylované ceramidy

HOL, A AS (Cer 5) 101, AN AH (Cer 7)
HO“/!\'NH HO.__. 'NH
OWN\ANV\A/\/\ OWWW
OH OH
OH

W AP (Cer 6) HO., AdS (Cer 11)
HO NH HO\/CN:W\N\/

OH OH

HO. A EOS {Cer 1)

HOL, S oo e 1-0-ENS
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2.1.Ceramidy
Ceramidy patii mezi sfingolipidy.’** Jako soudast plazmatickych membran se Géastni bunééné
signalizace regulujici proliferaci, diferenciaci a smrt bunék.'**> Ovlivnéni metabolismu ceramidd mze
byt vyuZito v terapii nddorovych, kardiovaskuldrnich a imunitnich onemocnéni.?

2.1.1. Typy ceramidi v kizi

Ceramidy jsou nejcastéji odvozeny od bazického aminoalkoholu sfingosinu (S), sfinganinu (syn.
dihydrosfingosinu, dS), fytosfingosinu (P) nebo 6-hydroxysfingosinu (H). Sfingoidni baze se mezi
sebou lisi predevsim pocétem hydroxylovych skupin a pfitomnosti trans-dvojné vazby. A napf.
6-hydroxysfingosin je pfitomny pouze v koznich ceramidech.® Primarni aminoskupina sfingoidni baze
je acylovdna retézcem nasycené mastné kyseliny (N, non-hydroxy), a-hydroxy kyseliny (A) nebo
w-hydroxy kyseliny (O), jejiz koncovy hydroxyl mize byt esterifikovan, nej¢astéji kyselinou linolovou
(E0).’*2! Na rozdil od fosfolipidG maji ceramidy

OP EOP [1.1%]

podstatné mensi a neionizovanou polarni hlavu.?? NH [14.5%]

Sfingoidni baze obsahuje 14 - 28 uhlikd,
ceramidovy acyl 16 —36C.2 Doposud bylo v lidské

epidermis popsano 15 typl volnych ceramidi AH [10.8%]

(obrazek 3).1* V nedavné dobé byly v kiZi
OH [0.4%]

EOH [4.3%]
NT [1.7%]

detekovany ceramidy NT se ctyfmi hydroxyly AP
v nasycené sfingoidni bazi (dihydroxysfinganin, T)  [8-8%
a dale ceramidy jejichz hydroxyl v poloze 1 je EOS e
acylovan dal$im nasycenym fetézcem (C16, C24, [6.5%] A 60/][ %
E), tzv. 1-O-acylceramidy (napf. 1-O-ENS).'% 24 [0.7% AS EOdS
Zastoupeni  jednotlivych  typt  ceramidl [O8%] (749 [04%]
v nejsvrchnéjsi vrstvé kliZze znazornuje obrazek 4

. ‘e " Obrazek 4. Zastoupeni ceramid( v lidském SC.
(pfevzato z t'Kindt a kol.?*).

2.1.2. Nazvoslovi ceramidi
Ndazvoslovi ceramidd podle Motty,”> doplnéné Robson a kol.'* a Rabionet a kol.,** vychazi
z pismenného oznaceni prislusné kyseliny a baze (viz vyse) a nahradilo dfive pouZivanou nomenklaturu
(Ceramid 1 — 9)% na zékladé polarity latek a jejich mobility pfi tenkovrstvé chromatografii. Napf.
ceramid sloZeny ze sfingosinové baze a zbytku nasycené mastné kyseliny bude oznacden jako NS,
fytosfingosin acylovan fetézcem w-hydroxy kyseliny s linolovym zbytkem jako EOP. Ceramidy typu EO
jsou v literatufe oznacovany také jako acylceramidy.?

2.1.3. Biosyntéza ceramid('* 23
Prvnim krokem de novo syntézy ceramid(l je kondenzace palmitoylkoenzymu A (palmitoyl-CoA)
a L-serinu probihajici za Gcasti serinpalmitoyl-CoA-transferazy (klicového enzymu v regulaci syntézy
sfingolipid(l) v endoplazmatickém retikulu buriky.?” Vznikly 3-ketosfinganin (syn. 3-dehydrosfinganin)
je nasledné redukovan na D-erythro-sfinganin. K dalsim strukturnim zménam sfingoidni baze dochazi
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aZ po acylaci jeji primarni aminoskupiny (tedy uz v molekule ceramidu).? Dihydroceramiddesaturaza
(syn. desaturdza 1) zajistuje prfitomnost 4,5-trans-dvojné vazby v fetézci sfingosinu, pomoci
desaturazy 2 je do pozice 4 uhlikatého fetézce zavedena hydroxyskupina v fetézci fytosfingosinu,
pfeména béaze na 6-hydroxysfingosin zatim neni objasnéna.'® 23 Biosyntézu ceramid( zachycuje
obrazek 5.
2 o]
H?/ﬁhﬁiO' + CoA-S)WV\/VW\
L-serin palmitoyl-CoA
CO, + CoA-SH ../ serinpalmitoyl-CoA-transferaza
Al

o

HOWA/\/\/\/\/ 3-ketosfinganin

NH,

NADPH + Htj 3-ketodihydrosfingosinreduktiza
NADP* ~

HO/Y\/\/V\/\/\/\/ D-erytro-sfinganin

NH;
o]
Con-s ™ ceramidsyntaza
CoA-SH
H\O;(\/\/W\/\/\/
NdS (Cer 10)
HO. NH
o]
dihydroceramiddesaturaza
(desaturaza 1) /' NADPH + H* . a2 ?
HON e e { +0, es:;!turaza1
o [ ’ ’ NADP' + 2H,0 NADPH + H )
~ N * 0z ] NH (Cer 8)
NADP* + 2H,Q TS NH
© M\A/\/\/WV\/\/\
NS (Ger 2) o
OH
Hom/'\/\/\/\/\/\/\/
Ho NP (Cer 3)
~~"NH

Obrazek 5. Biosyntéza ceramidu.

Acyl mastné kyseliny je ke sfingoidnimu retézci pfipojen ze svého koenzymu prosttednictvim jedné
z Sesti ceramidsyntdz. Ceramidsyntdzy jsou charakteristické svoji tkanové-specifickou distribuci
a predevsim preferenci k délce a stupni nasyceni acylového fetézce, napf. ceramidsyntaza 3 vytvari
amidovou vazbu s dlouhym Fetézcem (= 26C) w-hydroxy kyselin.3*32 Syntéza ceramidovych acyll
vychdzi z mastné kyseliny s 16C fetézcem, ktery je de novo syntetizovan a aktivovan koenzymem A
v cytosolickém proteinovém komplexu.3® Ndsledné prodluZovani fetézce probihd v endoplazmatickém
retikulu; v jednom cyklu je vidy pfipojen dvouuhlikaty zbytek pochazejici z acetyl-CoA.>* Vychozi reakci
je kondenzace obou sloZek prostfednictvim 3-ketoacyl-CoA-syntazy, enzymem ze sedmiclenné rodiny
oznacované jako elongazy (resp. enzymy prodluZujici velmi dlouhé fetézce mastnych kyselin).3>-3¢
Ciselné oznaceni elongaz souvisi s jejich substratovou specifitou (délkou Fetézce a pritomnosti
nasycenych vazeb), v kGZi byly identifikovédny &tyFi elongdzy nesouci oznaleni 1, 3, 4 a 7.1 3°
Ketoskupina v poloze 3 je nasledné redukovana na hydroxyskupinu, ktera je dehydrazou odstranéna
za vzniku dvojné vazby, ta je v poslednim kroku zredukovana na vazbu jednoduchou.
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Zavedeni hydroxylové skupiny do polohy a a w acylového fetézce v molekule ceramidu prozatim neni
zcela objasnéno. V pripadé a-hydroxylace se predpokladd Ucast vice enzym( ze tfidy hydroxylaz,
w-hydroxylace je pravdépodobné fizena enzymy z rodiny 4 cytochromu P450.1 Acyl kyseliny linolové,
esterové vazany na w-hydroxyl ceramid( typu EO, pochazi z fosfolipidd a triacylglycer.3” Podobné
jako jiné esencialni mastné kyseliny, kyselina linolova v organismu de novo nevznika, ale je pfijimana
stravou.®® Hydroxyl v poloze 1 sfingosinového Fetézce je prostfednictvim acyltransferdzy esterifikovan

acyly z diacylglycerold, na které byly prevedeny z fosfolipid(.3%4°

Lipidy jsou v burice skladovany v lamelarnich téliscich (syn. Odlandova téliska)*!, sekreénich
bunécnych organeldch, které obsahuji prekurzory ceramidd, fosfolipidy (prekurzory volnych mastnych
kyselin), cholesterol a mnoiZstvi enzyml, které se uplatiuji predevsim v metabolickych procesech
doprovazejicich vyplaveni jejich obsahu.® Prekurzory ceramidii maji v poloze 1 sfingoidni baze
navazanu polarni skupinu; prevazuji glukosylované ceramidy, ceramidy NS a AS se také vyskytuji
v podobé sfingomyelinu, tzn. s vdzanym fosforylcholinem.*? Syntéza prekurzor(i probihd v Golgiho
aparatu, preneseni glukdzy z aktivované formy (uridindifosfatu) zajistuje glukosyltransferaza,
sfingomyelinsyntdza 1 prendsi fosforylovany zbytek z fosfatidylcholinu.®* #3%* Lameldrni téliska
(granula) vznikaji z oddélenych méchyrk(i Golgiho aparatu a zanikaji splynutim s plazmatickou
membranou bunky a vylitim jejich obsahu do mezibunééného prostoru v oblasti pfechodu strata
granulosum a corneum.** Odstépeni glukdzy z ceramidového prekurzoru zajituje

B-glukocerebrosiddza, preménu sfingomyelinu kyseld sfingomyelindza.**’

2.2.DalSsi slozky mezibunécné hmoty SC
Na zdkladé délky fetézce miZeme volné mastné kyseliny SC rozdélit do tfi skupin na i) kyseliny
s dlouhym fetézcem (C14 — 19), ii) s velmi dlouhym Fetézcem (C20 — 26) a iii) s ultra dlouhym
fetézcem (C > 26). Podobné mZeme podle délky acylu klasifikovat ceramidy.’* Kromé nasycenych
kyselin, se v lipidové matrix vyskytuji také mononenasycené, polynenasycené a hydroxykyseliny.*4°
Nejcastéji jsou pak zastoupeny kyseliny s 24 a 26 uhlikatym nenasycenym fetézcem.>°>! Cholesterol
(Chol) je hlavnim zastupcem sterold ve SC, dale tato vrstva obsahuje vyznamné mnoZstvi
cholesterol-sulfatu (az 6 % z hmotnosti mezibunécnych lipidd), ktery hraje dllezitou roli

v soudruZnosti a deskvamaci SC a také za&lenéni cholesterolu do lamelarni struktury lipidové matrix.”
10-11, 52

2.3.0rganizace lipidti SC
Mezibunécéna lipidovd hmota je s korneocyty propojena prostfednictvim w-hydroxylovanych
ceramid( (OS, OP a OH) nejcastéji s nasycenym 30C acylem, které se kovalentné vazou na bilkoviny
(pfedevsim involukrin) korneocytu pres koncovou OH skupinu.”®>® Tato lipidova obalka korneocytu,
jejiz soucasti jsou také kovalentné vazany mastné kyseliny, vytvari templat pro usporadani lipid SC

do lamel.>’8

18



2.3.1. Lamelarni usporadani SC

Mezibunécné lipidy jsou usporfadany do lamel soubéinych s povrchem korneocytll (obrazek 6,
ptevzato z Hill a kol.>®), pfesna organizace lipidd v lamele v3ak stale neni zcela objasnéna. Jednim
z nadvrhi uspofadani lamely je stfedové soumérna lipidova dvojvrstva o pfiblizné Sifce 13 nm 2> 6061
Na obrdzku 6A je v prostiedni Casti zachycena lamela mezi dvéma korneocyty. Podle modelu
Swartzendrubera a kol. (1989)%2 odpovidaji vnéjsi svétlé (3ir$i) pasy uhlovodikovym Fetézcim
smérujicim od bunék ke stfedu (véetné retézcl kovalentné vazanych w-hydroxylovanych ceramid
a mastnych kyselin), tmavé (uzsi) pasy zobrazuji oblasti s vys$si elektronovou hustotou, tedy polarni
skupiny. Model predpoklada, Ze velmi uzky svétly centralni pas obsahuje vzajemné vmezerené
sfingosinové retézce kovalentné vazanych ceramid( v oteviené konformaci (viz kapitola 2.3.3.).
Kovalentné vazané lipidy pak maji byt obklopeny molekulami volnych lipidd a cholesterol se ma
vyskytovat predevsim v okrajovych pasech.®® Na obrdzku 6B je zachycen mezibunéény prostor
s dvojnasobnym poctem lamel (6) v usporadani Siroky-uzky-siroky-siroky-uzky-siroky, tedy sparovana
dvojvrstva, kterd byva oznaovéna jako Landmannova jednotka.®* ® Na obrazku 6C jsou patrné dvé
Landmannovy jednotky a jim odpovidajici tfi dvojvrstvy. Mezi sparovanymi dvojvrstvami
(Landmannovymi jednotkami) je patrnd Uzka elektronové bohatsi oblast (tmavy pas), ktera ziejmé
zahrnuje také esterovy acyl ceramid(l typu EO.>

Obrazek 6. Mezibunécny prostor SC
zobrazujici 3 (A), 6 (B) a 9 lamel (C)
mezi korneocyty metodou transmisni
elektronové mikrografie.

Kromé tzv. dlouhé lamelarni faze odpovidajici Sifce jedné dvojvrstvy (~13 nm), struktura obsahuje tzv.
kratkou lamelérni fazi o délce 6,5 nm.®>%8 PFedpoklada se, Ze k vytvofeni dlouhé lamelarni faze jsou
nepostradatelné ultra dlouhé ceramidy typu EO, neméné dllezité je jejich dostatecné mnoistvi,
rozmanitost v délce fetézcd a struktufe polarni hlavy.?*®97° Naopak k vytvofeni dlouhé lamelarni faze
pravdépodobné nejsou nezbytné mastné kyseliny.” Existuji viak i studie modelovych membran lipidd
SC obsahujici ceramidy typu EO, v nichZ dlouha lameldrni faze nebyla zachycena a kratka lamelarni

72-73

faze dosahuje délky 4,2 — 4,8 nm.

Ve SCje charakteristicky pfitomna dalsi faze s periodicitou 3,35 nm tvofena separovanym krystalickym

cholesterolem.®” 7* Pfedpokldda se také pfitomnost 1 — 2 molekul vody na polarni hlavu lipidu.?> 7>

2.3.2. Lateralni usporadani SC
LateraIni usporadani charakterizuje usporadani fetézcl uvnitf lamely (obrazek 7, prevzato
z Norlén, L.”®). Lipidy SC jsou uspofadany bud v orthorhombické (obrizek 7A) nebo hexagonalni fazi
(obrazek 7B) nebo jsou neusporadané v kapalné-krystalické fazi. Orthorhombicka faze predstavuje
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velmi tésné usporadani fetézcl v all-trans (syn. cik-cak) konformaci do obdéInikové krystalické mfizky,
kterd brani volné rotaci retézcl. Hexagonalni (Sestiihelnikovd) mfizka umoznuje ¢aste¢nou mobilitu
fetézcl. V kapalné-krystalické fazi se vétsina retézcl nachazi ve volné gauche konformaci a ztraci
lateralni organizaci.®*®® 77 Ve SC zdravé lidské klZe se vyskytuji vsechny tfi faze, pfevaZuje vsak
nejtésnéjsi orthorhombicka.'> 788 Nap¥. v prasedim SC v3ak orthorhombické uspofadéni nebylo
prokazano.®!

Vv

Obrazek 7. (A) Lateralni usporadani uhlovodikovych fetézcl do orthorhombické mfizky (nahofe)

v all-trans konformaci (dole). (B) Laterdlni usporadani uhlovodikovych fetézct do hexagonalni
mfizky (nahote) v gauche konformaci (dole).

2.3.3. Molekulové konformace ceramidi
Prostorové usporadani ceramidovych retézcl ve SC vyplyvd z amfifilnich vlastnosti jejich molekul.
Pokud jsou alkylové rfetézce orientovany paralelné vedle sebe, hovofime o tzv. vldsenkové (uzaviené)

HO,, -,
A ‘o \/E;/\N\/V\/\/ .

QH (o}
B W\/\/W\/\/j»"”\r(\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\o

HO °
Obrazek 8. Kovalentni vazba w-hydroxylovanych ceramid(i na korneocyty. Na panelu A jsou

ceramidové fetézce v uzaviené (vlasenkové) konformaci, na panelu B v oteviené konformaci.
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konformaci, obrazek 8A. V pfipadé oteviené konformace (obrazek 8B) jsou fetézce postaveny naproti
sobé.®

Organizace mezibunécéné hmoty SC je pro bariérové vlastnosti kliZze zasadni, stale vsak chybi podrobny
popis lameldrni struktury SC a objasnéna neni ani ddleZitost laterdlniho uspofadani.'? 7& 8384 piky
rozmanitosti lipid( SC spolu slozky interaguji rliznymi zpUsoby, které také ovliviuji jejich podil
na celkové organizaci mezibunééné hmoty.?? S vyuZitim rtiznych technik bylo navrZeno nékolik modelt
usporadani lipid SC, o osmi z nich je pojednano v nasledujici kapitole.

3. Modely lamelarniho usporadani lipida SC

3.1.Model podle Swartzendrubera
Jeden z prvnich modelll navrieny Swartzendruberem a kol.®? vychdzi z pozorovani mezibunééného
prostoru transmisni elektronovou mikroskopii izolovaného lidského SC a je podrobnéji popsan
v kapitole 2.3.1. Na obrdzku 9 je zachycena Landmannova jednotka mezi dvéma korneocyty, tmavé
a svétlé pasy odpovidajici odlisné elektronové hustoté sparované dvojvrstvy a k nim ptifazeno
navrzené molekularni usporadani lipidd.
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Obrazek 9. Model lamelarniho usporadani lipid(i SC podle Swartzendrubera a kol. (1989).
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3.2.Doménové mozaikovy model lipidy v kapalné-
Forslind®® (1994) navrhuje dvouvrstvy doménové Koyt
mozaikovy model (v origindlnim nazvu ,The Domain lipidy v pevné

Mosaic Model“), v némz se ma ¢&ast lipid0 nachazet krystalické fazi

v pevné krystalické fazi a byt obklopena oddélenymi
doménami v kapalné-krystalické fazi. Tésnéjsi pevna
faze ma byt tvorena ceramidy ve vlasenkové konformaci
(s retézci orientovanymi vedle sebe) a branit ztratdm
vody z organismu. Permeabilni kapalné-krystalicka faze
ma obsahovat lipidy s kratkym (C<20) nebo
nenasycenym fetézcem, které maji zajistovat pruznost
SC.8 Na obrazku 10 (pfevzato z Norlén, L.”%) je Obrazek 10. Doménové mozaikovy
znazornéno nékolik lipidovych dvojvrstev na sobé,

model, v némz jsou lipidy usporadany

na jejich povrchu je patrné rozliseni fazi. v oddélenych fazich.

3.3.Sendvicovy model

V origindle , The Sandwich Model“, popsany Bouwstrou a kol.#” (2000) je navrien na zékladé méfeni
rentgenové difrakce lipid( SC, které spojuje s popisem usporadani mezibunééné hmoty zobrazené
elektronovou mikroskopii. Vychazi mj. z predpokladl, Ze lipidy SC jsou usporadany ve dvou
lamelarnich krystalickych fazich s pravidelné se opakujici Sitkou lamely pfiblizné 6 a 13 nm a Ze
organizace Sirsi lamelarni faze (12 - 13 nm) je podminéna pritomnosti ultra dlouhych ceramid( typu
EQ.55%7. 89, 74y sendviCovém modelu maji vnéjsi okraje lamely obsahovat tésné ptiléhajici retézce
ceramidll s nasycenym acylem (prevainé s délkou 24 - 26 uhlikl) ve vlasenkové konformaci
a cholesterol. Acyl kyseliny linolové s cholesterolem a kratkymi ceramidy (prevazné s 16C acylem) ma
vyplnovat stfed lamely. Jinymi slovy, mezi dvé vrstvy v krystalickém usporadani je vloZzena fluidni
doména,®® jak je zndzornéno na obrazku 11.

13 nm
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Obrazek 11. Sendvicovy model podle Bouwstry a kol. — uspofadani dvojvrstvy o délce 13 nm je
doplnéno o popis fazi, ve kterych se lipidy nachazeji.
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3.4.Model gelové faze
V roce 2001 publikoval Norlén ,The Single Gel Phase
Model“,”® tvoFeny lipidy SC v souvislé lameldrni gelové

fazi (obrazek 12). Ta ma obsahovat lipidy
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organizované prevaziné % hexagonalni
mtizce s konformacné neuspofddanymi fetézci.
Molekuly mohou byt v modelu usporadany

do dvojvrstev a lamela muZe obsahovat vodu.

Na povrchu SC maze v ddsledku deskvamace a niz$iho e

obsahu vody dochazet k fazové separaci lipidl
Obrazek 12. Model usporadani lipidd SC

podle Norléna, tvotfeny souvislou gelovou
fazi.

a oddélovani krystalické faze. S touto strukturdlni
zménou mohou ceramidy prechazet z uzaviené
(vldasenkové) do oteviené konformace. Kromé
koexistence molekulovych konformer( ceramid(i, mohou byt lipidy v modelu zaroven v hexagonalnim
(fetézce) i v orthorhombickém (oblast polarni hlavy) usporadani. Norlén klade velky dlraz na
heterogenitu slozeni mezibunééné hmoty, kterd ma zajistovat stabilitu homogenni gelové faze.

3.5.Rovnomeérny tfi jednotkovy model lipidové lamely SC
Na zakladé denzitometrického vyhodnoceni snimkd elektronové mikroskopie prehodnotili Hill
s Wertzem*® (2003) asymetrické uspofadani lamel, které ziejmé bylo zapfi¢inéné nerovhomérnou
o, \/\/\/‘\/\/\/\/\rﬂ
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’

Obrazek 13. (A) Model lameldrniho usporadani lipid( SC podle Hilla a Wertze, (B) usporadani
samostatné lamely mezi korneocyty.
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distribuci fixacniho cinidla. SloZeni a usporadani lamely navrhuji v souladu se sendvicovym modelem
(kapitola 3.3.) s tim rozdilem, Ze lipidy v lamele maji byt rozdéleny rovnomérné do tfi isekd o délce
4,3 nm, viz obrazek 13A. Vyskyt lipidd v modelu je ndhodny s vyjimkou acylceramidd, jejichZz acyl
kyseliny linolové je vidy orientovan do prostieni ¢asti lamely. Samostatnd dvojvrstva mezi korneocyty
(obrazek 13B) obsahuje v centralni ¢asti spolu s acyly kyseliny linolové také sfingosinové retézce
kovalentné vazanych ceramidll. Déle se predpoklada, Ze vnéjsi jednotky lamely budou ve srovnani
s jejim stfedem rigidnéjsi.

3.6.Model asymetrické dvojvrstvy podle Mcintoshe

Mcintosh navrhl model’® 8 (2003, obrazek 14) na zédkladé hodnoceni modelovych lipidovych
membrén koZni bariéry rentgenovou difrakci a vypoctu jejich profilu eIektronové hustoty. Oblast
fetézclm. Do stfedu a na okraje dvojvrstvy (+ 4,7 nm od osy dvojvrstvy), tedy do mist s nejvétsi
elektronovou hustotou, umistuje polarni hlavy. Asymetrické uspofadani dvojvrstvy vysvétluje
vlastnostmi cholesterolu, ktery prednostné interaguje s nasycenymi retézci mastnych kyselin
a ceramidu a vyhyba se esterové vazanym nenasycenym acyldm dlouhych ceramidd (typu EO), které
timto k nesoumérnosti prispivaji. Priklani se k domnénce, Ze ultra dlouhé ceramidy jsou pro vytvoreni
13 nm strukturni jednotky zasadni a zaujimaji vldsenkovou konformaci.®*7° Retézce ostatnich
ceramidl mohou byt usporadany ve vlasenkové i oteviené konformaci.

+13 nm
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Obrazek 14. Model asymetrického usporadani dvojvrstvy lipidi SC podle MclIntoshe.

3.7.1 v pfitomnosti ceramidii EO nemusi vznikat dlouha lamelarni faze (~13 nm)
V roce 2009 navrhli Schroeter a kol.”
dvojvrstvy lameldrni model (obrazek
15), jehoz opakujici se strukturni
jednotky maji stejnou Sitku (4,8 nm),
prestoze studované lipidové modely
SC obsahovaly ultra dlouhé ceramidy.
V  jejich hodnoceni metodou ; T ,A.,.-«,-_,m,l;..d_._;’
neutronového rozptylu pouzili také A i A

deuteriem znadené kyseliny, jejichz Fyyee » e

polarni konce, stejné jako polarni hlavy
ceramidll  a esterovou  vazbu  Obrazek 15. Model lamelarniho usporadani lipida SC podle
linolového fetézce, umistili do stfedu  Schroeter a kol., zahrnujici také ultradlouhé ceramidy EO.
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a na okraje modelu. Ceramidy mohou v membrané zaujimat vlasenkovou i otevienou konformaci,
cholesterol ma byt rozlozen rovhomérné.

3.8.Model lamelarniho usporadani lipidd SC s ceramidy v oteviené konformaci

Dal$i Norléntv navrieny model®® (2012) je zaloZen na hodnoceni koini bariéry elektronovou
mikroskopii v kombinaci se simulaci a molekulovym modelovanim. V mezibunééné hmoté SC pozoruje
opakujici se nesymetrickou lamelarni jednotku o délce 11 nm skladajici se z Uzkého (4,5 nm) a Sirokého
pasu (6,5 nm). Navrhuje otevienou konformaci ceramidi, diky které ma byt kiZe nepropustna
pro hydrofilnii lipofilni latky a zaroven odolna proti hydrataci i dehydrataci. Sfingosinovy fetézec spolu
s cholesterolem ma vyplfiovat Uzkou ¢ast a acylovy fetézec s volnymi mastnymi kyselinami Sirokou
¢ast jednotky, jak je zndzornéno na obrazku 16.

/\M/\WM/\AJ\,H ‘:‘: 3 ~/ .‘ I.LM/‘WM‘\/\M WMM”\/\/{; r:_-(:%ﬁg:{‘/\(

Obrazek 16. Norlénlv model predpokladajici otevienou konformaci ceramidd, asociaci sfingosinovych
fetézcl ceramidl s cholesterolem a acylové ¢asti ceramidd s mastnou kyselinou.

3.9.Podobnost a rozdily v navrzenych modelech uspofadani lipidt SC

PfestoZe jeden z prvnich modeld (Swartzendruber a kol.®?) detailné nepopisuje vzdjemné postaveni
lipidd SC, z ndvrhu je patrna podobnost s modelem Norléna® (2012), ackoli autofi pracuji s rozdilnou
Sitkou lamely. Nékolik model(i vychazi z $iFky lamely 13 nm (Swartzendruber a kol.,%? Bouwstra a kol.,®’
Hill a Wertz,>® Mcintosh®), zéroven jejich autofi predpokladaji, Ze existence této charakteristické faze
je podminéna pritomnosti ceramidl typu EO. Nicméné Schroeter a kol. prokazali, Ze prestoze model
obsahuje ceramidy typu EOS, tato lameldrni faze v ném neni detekovana.”®> Doménové mozaikovy
model (Forslind®) a model gelové faze (Norlén,”® 2001) pFipousti pfitomnost dvou fazi — Forslind
pevnou a kapalné-krystalickou fazi a Norlén rozdilné faze v dlsledku odlisného lateralniho uspofadani
a separace slozek. Norlén’® (2001) kromé vlasenkové navrhuje otevienou konformaci ceramid(, ktera
se s vyjimkou sendvicového modelu objevuje v ostatnich uvedenych modelech. Otevienda konformace
je pro dvou Fetézcové lipidy nezvykl3, ale jeji pfitomnost v lamele by mohla objasnit jeji soudruznost.5%
82 Také v nasi praci jsme s pouzitim deuterovanych lipid( pozorovali pfitomnost otevfené konformace
v jednoduché lipidové membrané obsahujici ceramid NS, lignocerovou kyselinu a cholesterol.*® Pokud
vezmeme v Uvahu pfitomnost 1-O-acylceramidd,** v jejichz molekule jsou tfi fetézce, tato konformace
rozhodné nemuze byt vylouéena.
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4. In vitro nastroje studia kozni bariéry

Potfeba in vitro model( koZni bariéry souvisi s etickymi problémy pokusd na zvifatech a naro¢nosti
ziskat lidskou tkan. Vybér vhodného modelu je dan predmétem studia, jejich rdznorodost komplikuje
vzajemné porovnani a slozitost model(i ztéZuje jejich hodnoceni. Kazdy model zjednodusuje a tim
mUzZe do jisté miry zkreslovat situaci in vivo. Pfesto jsou modely uZite¢nym a hojné pouzivanym
nastrojem ve vyzkumu kozni bariéry.

4.1.KGzZe a jeji Casti
Prinik latek pres kiZi je studovan pomoci permeacnich pokust na kizi, oddélené epidermis nebo
izolovaném SC. Lidské kUZi je nejvice podobna kiZe praseci, makaka a veverky, pouZivaji se i dalsi
zviteci modely - hlodavci (potkan, mys, kralik), opice, psi.®°3 Dal3imi néstroji ve studiu kiiZe jsou nap¥.
perfundové organy (prasedi usi, kravskd vemena).®?

4.2.In vitro tkanové modely koZni bariéry

Tkanové kozni modely jsou zaméreny predevsim na hodnoceni biochemickych a imunologickych
procest v klzZi. Uprednostiiovdny jsou vicevrstevné bunécné systémy dvojiho typu: i) model
epidermis v podobé keratinocytl péstovanych na umélych zivnych pidach nebo ii) model ktize plné
tloustky zahrnujici kulturu keratinocytt na fibroblastovych plddach obsahujici kolagen.®* SloZitéjsi
modely mohou obsahovat dalsi typy bunék (napf. melanocyty, Langerhansovy burnky) nebo byt
propojeny do systém(.* Tyto modely jsou diky Sirokému uplatnéni pomérné rozsifené, nékolik z nich
je komercéné dostupnych.

4.3.Multilamelarni membranové modely lipida SC
KoZni bariéra je dana vlastnostmi lipidové matrix jeji nejsvrchnéjsi vrstvy (SC).1*1% 2 Lipidové modely
SC tyto vlastnosti napodobuiji a pfedstavuji tak nastroj ke studiu bariérové funkce kaze.%*%” S vyuZitim

.....

objasnit vyznam jednotlivych sloZzek. Nejcastéji se jednd o smési ceramidd, mastnych kyselin

a cholesterolu.”® 77 % v dfivéjsich studiich modely obsahovaly také extrahované korneocyty.%%-10°

4.3.1. Slozky modelovych lipidovych membran SC

Vétsina slozek SC je komercné dostupnd s vyjimkou ceramidd s ultra dlouhym fetézcem nebo
ceramidd odvozenych od 6-hydroxysfingosinu.’®® Pouzivaji se ceramidy izolované z kdze (prasedi,
mysi, lidské), z mozku (hovéziho dobytku, prasat) nebo z vajec (predevsim prekurzory ceramidi).
Relativné snadné oddéleni SC umoznuje izolaci lipidové hmoty a nasledné separaci jejich jednotlivych
sloZek i v laboratornich podminkéach.’%? 7 kvantitativniho hlediska tento zplUsob neposkytuje
dostatecné mnozstvi latek, proto se ceramidy a jejich analogy pfipravuji synteticky. Mastné kyseliny
se pouzivaji samostatné nebo jako smési kyselin s riznymi délkami uhlovodikového retézce. Kromé
cholesterolu byva v modelech v malém mnoZstvi obsaZen také cholesterol-sulfat.%7- 103104
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4.3.2. Biofyzikdlni metody hodnoceni vlastnosti modelovych lipidovych membran SC
Biofyzikalni charakteristiku lipidovych modelll umoZnuje infracervena (IR) nebo Ramanova
spektroskopie, které popisuji vlastnosti alkylovych retézcl (konformace, laterdlni usporadani),
vodikové vazby nebo fazové zmény.”® 195107 Oh& metody jsou relativné levné, nedestruktivni a jejich
dalsimi vyhodami jsou pouziti malého mnozstvi vzorku nebo absence znacek a barviv, které by mohly
méFeni ovlivnit.2%® Termotropni chovani (fazové pfechody a energetické zmény) lipidt SC byva kromé
spektroskopickych metod hodnoceno diferencidlni skenovaci kalorimetrii (DSC).1%1' Opakujici se
lamelarni struktura v lipidovych systémech je popisovdana pomoci malouhlové rentgenové difrakce
a neutronové difrakce.®®%” 7> 114 v oblasti Sirokouhlé rentgenové difrakce je moiné prokazat
pfitomnost laterdiniho orthorhombického uspofadani.’® 84878 spektroskopii nuklearni magnetické
rezonance pevného skupenstvi (solid-state Nuclear Magnetic Resonance, NMR) je dokonce moziné
rozlisit pfitomnost vice fazi na zdkladé odliné mobility alkylovych Fetézch.”” 115120 vlastnosti lipidQ
v modelech mliZze byt hodnoceno také propustnosti modelovych membran pomoci permeacnich

pOkUSﬁ 83,97,121-123

4.3.3. P¥iprava modelovych multilamelarnich lipidovych membran
Prvnim krokem pfipravy modelovych membran je rozpusténi lipidovych sloZek, nejcastéji
v chloroformu, pfip. ve smési chloroformu s methanolem. Pouzivaji se i dalsi organickd rozpoustédla
a jejich smési, napf. benzen.”” 1% Po smiseni lipidovych komponent je rozpoustédlo odstranéno
proudem inertniho plynu (dusiku) a nasledné je vzorek dosusen v exikatoru. Lipidové smési se
zpravidla rozpoustéji analogicky ve smési chloroform/methanol, nej¢astéji v poméru 2:1 a podle
hodnotici metody jsou po odpareni rozpoustédla pfipraveny k méreni. V pripadech, kdy je smés
nanasena na povrch (napt. polykarbonatovy membranovy filtr), ktery neni odolny pUsobeni
chloroformu, se lipidy rozpoustéji ve smési hexan/ethanol, hexan/isopropylalkohol, pfip.

methanol/ethyl-acet4t.!? 14

Priprava membran spocivd v rovhomérném nandaseni roztoku lipidG ze stfikacky a soucasnym
rozprasenim proudem inertniho plynu. Nanasecim zafizenim muze byt Linomat (Camag, Muttenz,
Svycarsko) nebo stFikaci pistole (Airbrush Service Almere, Lelystad, Holandsko). Zbytky rozpoustédel
jsou odstranény inertnim plynem nebo vysusenim v exikatoru. Nasleduje zahrati (na teplotu vyssi nez
je hlavni fazovy prechod lipidové smési) a pozvolné zchlazeni (cca 4 hodiny) membrany, pficemz
dochézi k vytvoFeni lameldrniho uspofadani.t?>126 Po 24 hodinach ekvilibrace pfi 32 °C je membrana
zpravidla pfipravena k hodnoceni.

Pro méreni IR spektroskopii mohou byt lipidové smési naneseny pfimo na méfrici krystal (ATR, AgBr),
vzorky méfené Ramanovou spektroskopii byvaji umistény do sklenénych vzorkovnic, kalorimetrické
méfeni probiha v kovovych nddobkach. Méfeni neutronové difrakce lipidovych vzork( probiha
na kfemikovém nebo silikonovém substratu, vzorky hodnocené rentgenovou (X-ray) difrakci byvaji
naneseny na kfemikové, slidové nebo sklenéné nosice. Pro méreni pevnych vzorki NMR
spektroskopii slouZi sklenéné rourky. Pro studium permeability modelovych membran byva lipidova
smés nanesena na filtr (polykarbonatovy, celulézovy) s definovanou velikosti pord. Membrany jsou
pak umistény do difaznich cel lipidovou vrstvou smérujici k donorové ¢asti.

27



Vliv hydratace na usporadani prirozenych lipid( (ceramidli s velmi dlouhymi fetézci) v modelovych
membranach pfi teploté kozniho povrchu nebyl pozorovan, nicméné ovlivnéno miize byt usporadani
lipid( s odlidnou strukturou.”® 1?1127 Membrény se hydratuji vodou nebo pufry o rlizném sloZeni a pH,
napf. pro hodnoceni vlivu iontll na organizaci lipidd v modelovych membrdnach. Nasleduje-li
hydratace kratce po ekvilibraci, voda narusuje celistvost membrany, protoZe pronika dovnitf a vytvafi
v ni vlastni separované domény, co? neni Z2adouci pfedevéim v permeacnich studiich.?

4.4.Monovrstvé modely

Langmuirovy monovrstvy pfedstavuji zjednoduseny model multilameldrniho uspotadani lipidd SC.12%
125 Molekulovy film se utvéafi na rozhrani kapalina-vzduch po opatrném naneseni lipidové smési
na povrch kapaliny (subfaze). Vzorky jsou nanaseny v organickém rozpoustédle a po jeho odpareni se
pomoci posuvnych bariér zmensuje plocha subfaze (area per molecule, A [A?]) a tim se zvySuje
povrchové napéti (surface pressure, m [mN/m]). Chovani monovrstev za téchto podminek vyjadfu;ji
krivky zavislosti zmén povrchového napéti na teoretické plose jedné molekuly (m-A izotermy)
popisujici termodynamické vlastnosti a fazové zmény monovrstev (obrazek 17, prevzato
z Smos.sogang.ac.kr'®®). PFi kompresi prochdzi monovrstvy hned nékolika fazovymi zménami
v zavislosti na teploté tani latek.!3! Z po&ateéni koexistence gas (G)/liquid-expanded (LE nebo také L;)
faze prejdou do liquid-expanded (LE nebo také L,) faze a pres hlavni fazovy prechod do usporadané
liquid-condensed (LC nebo také L) faze. DalSim stlaCovanim monovrstvy dochazi k vytvoreni pevné
(solid, S) faze a nasledné kolapsu monovrstvy.'3? Derivaci izotermy ziskdme hodnotu maxima modulu
kompresibility (Cs) popisujici elastické vlastnosti molekulového filmu. Prabéh kfivky vyznamné
ovliviiuje teplota a sloZeni subfaze, nejcastéji pufru s poZzadovanymi vlastnostmi.

it LJE barrier
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Obrazek 17. Fazové zmény plateau
monovrstvy popsané na 10 phasa coexistance:
izotermé - kfivce zavislosti | i m“d““i'ad*"q”"d la“l’:’m‘"d
povrchového napéti 20 25 30 35
na zménsuijici se teoretické area per molecule, A’

plose jedné molekuly. l
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K blizsi charakterizaci monomolekulového filmu slouzi doplrikové metody popisujici monovrstvy in situ
nebo prenesené na pevny podklad. Zobrazeni povrchové struktury monovrstev, predevsim
pfitomnost separovanych oblasti (domén), umoZiuje Brewsterova uhlova mikroskopie zaloZena
na odrazu polarizovaného svétla od molekulového filmu.'33 Dal$i metodou vizualizace plochy tvofené
monovrstvou je fluorescencni mikroskopie, ktera si Zada poutziti znacenych molekul, ty vSak mohou
chovéni monovrstvy ovlivnit.!3* Techniky vyuZivajici rentgenové zafeni nachazi uplatnéni v popisu
laterélniho uspofadani poldrnich hlav a/i hydrofobnich Fetézct amfifilnich molekul.'®> Uréeni
konformace molekul, jejich vzajemné usporadani a interakce umozniuje hodnoceni monovrstev IR
spektroskopii.’® Obé tyto techniky mohou byt vyuZity ke studiu monovrstev na rozhrani
kapalina-vzduch i monovrstev pfenesenych na pevny podklad.’®® Velmi pouzivanou metodou
trojrozmérného zobrazeni povrchu s rozlidenim v desetindch nm je atomova silova mikroskopie.'*”

Zpusob preneseni molekulového filmu z povrchu kapalné subfaze na pevny nosi¢ je znam jako
technika Langmuir-Blodgettové.’*® Pevny podklad je zvolen s ohledem na hydrofilné-lipofilni
vlastnosti pfendsené vrstvy a techniku jejich dalSiho studia, napf. za uUcelem mikroskopického
hodnoceni byvaji monovrstvy pfenaseny na sklo, kiemen nebo slidova sklicka.’®® P¥i nanaseni
monovrstvy na hydrofilni substrat predchazi ponoreni nosice do subfdaze naneseni vzorku na jeji
povrch. Monovrstvy jsou z povrchu subfaze prendseny pfi konstantni rychlosti a povrchovém napéti
zajistujici rovnomérné pokryti pevného podkladu.

5. VyuiZiti infracervené spektroskopie ve studiu uspofadani lipida SC

IR spektroskopie je rychla, levna, pomérné efektivni a nedestruktivni metoda pro studium usporadani
lipidovych modeld SC, ale také izolované vrstvy SC nebo pfimo kGZe za rdznych podminek.’® 105 140
Jejim principem je absorpce infracerveného zareni, kterd ma za ndsledek zmény v molekulovych
vibracich, resp. pfechod molekuly na vyssi energetickou hladinu v zavislosti na zménach dipélového
momentu. Atomy nebo skupiny atoml mohou v molekuldch vibrovat ve sméru vazeb — valencni
vibrace, nebo miize dochéazet ke zmé&nam valenénich Uhld — deformaéni vibrace.*! Vibraéni ptechody

vzdy doprovazi zmény rotacniho stavu, které jsou energeticky méné naro¢né.'#?

Hodnoty vibraénich pfechodi se v IR spektroskopii uddvaji ve vinoétech [cm™], nejvétsi vyznam ma
oblast 4000 — 200 cm. Vystupem je spektrum — grafické zndzornéni zavislosti energie vyjadrené jako
absorbance (bezrozmérna veli¢ina), pfip. v procentech transmitance (propustnosti) i reflektance
(odrazu) na vinové délce. Pro odhad polohy absorpcniho pasu plati, Ze pro energeticky pfechod
u valencnich vibraci je potifeba tim vice energie, ¢im mensi je hmotnost vzajemné vazanych atomu
a &im vétsi je silova konstanta vazby (vzristd od jednoduché pies dvojnou k trojné vazbé).'*! Nejvice
energie (nejvyssi hodnoty vinoctu) bude potifeba pro valencni vibracni pfechod nejlehéiho atomu —
vodiku. Odhad polohy pdast deformacnich vibraci je slozitéjsi.

Chovani lipidli SC je popisovano nékolika vibracemi, ty nejdllezitéjsi jsou shrnuty na obrazku 18 a
priblizeny v dal$im textu. Nahradime-li neznacené slozky membran SC deuterovanymi lipidy, mGzeme

jejich chovéni sledovat zaroveri avak oddélené z diivodu odli$ného posunu C-H a C-D vibraci.10 107
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~2850 cm-!, CH, symetricka CH, deformacéni vibrace:

valenéni vibrace v, (CH,) | Polarni hlava: ~1468 em-1, n(iZkova & (CHy)
~720 cm-!, kyvava y (CH,)

1

1
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|
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________________ 1
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Obrazek 18. Znazornéni vybranych vibraci na IR spektru modelové lipidové membrany SC.

5.1.Valen¢ni CH,/CD; vibrace
Rozlidujeme symetrické (vs) a asymetrické (v.) valenéni vibrace methylenovych skupin.*®* Obé jsou
citlivé na zmény konformace retézcll (trans/gauche) a jejich lateradlniho usporadani. Symetrické
vibrace uhlovodikovych fetézcl se ve spektru nachazeji v rozmezi 2848 - 2854 cm'?, deuterovanych
Fetézcll okolo 2090 cm™.2% 107 Hodnota vino¢tu pod 2850 cm™ naznaduje, Ze v uhlovodikovych
fetézcich prevazuje all-trans konformace; s rostoucim podilem gauche konformerd hodnota vinoctu
stoupd.l% 197 1% 73roven, prochazi-li lipidy SC fazovymi zménami (napf. se zvysujici se teplotou),
dochazi ke zménam jejich lateralniho usporadani, coz se projevi zvysenim hodnoty vino¢tu CH,/CD>

valenéni vibrace.”® 109145

5.2.Deformaéni CH,/CD; vibrace

Obé deformacni vibrace — nGzkova (6) a kyvava (y) — umoznuji sledovani usporadani lipidovych
fetézch do krystalické mfizky a urcit pfitomnost oddélenych fazi (domén).8% %7 P4s ndzkové vibrace
uhlovodikovych fetézcll se ve spektru nachazi v oblasti 1460 — 1475 cm™, deuterovanych Fetézcl
v oblasti 1086 — 1094 cm™.1% Pro orthorhombickou mfizku je charakteristické rozétépeni piku v dublet
u obou deformacénich vibraci (u kyvavé CH, s hodnotami vinoétd okolo 720 a 728 cm), zatimco
pro hexagonalni uspofddani je ve spektru jeden pik.2> 105 107, 146-147 St&peni piku je zplsobeno
sprazenim vibraci sousednich Fetézcll stejnych izotopd,® proto kdyZ pouZijeme lipidové smési
obsahujici neznacené a deuterované slozky, budeme moci sledovat také misitelnost lipidQ.

5.3.Vibrace v polarni oblasti
K objasnéni molekularni organizace lipidli SC mohou prispét také interakce v oblasti polarni hlavy
ceramidl a mastnych kyselin. K jejich popisu miZeme pouZit napf. valencni vibraci karbonylu —
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karboxylové a amidové (amid I a Il) skupiny v oblasti 1690 — 1740 cm™.107- 148149 Njzké hodnoty vinoctu
karboxylu (~1700 cm™) znaéi zapojeni skupiny do vodikovych vazeb, jejich oslabeni se projevi zvysenim
vino&tu.1% 148199 Amidovou vibraci | (1650 — 1660 cm?) tvofi predevsim valenéni vibrace amidového
karbonylu, pokles jejiho vinoc¢tu naznacuje zapojeni do vodikovych vazeb. Naopak amidova vibrace Il
(1540 — 1550 cm?) vychézi z deformaédni N-H a valenéni C-N vibrace a pokles jejiho vino&tu naznaduje
oslabeni vodikovych interakci,107- 144 150-151
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Experimentalni ¢ast

Tato dizertaéni prace je vénovana studiu strukturalnich prvkl v molekulach ceramidd, které ovliviuji
bariérové vlastnosti kiZe. Prevaina cast vysledkl je ziskdna hodnocenim modelovych lipidovych
membran predstavujici zjednoduseny model mezibunééné hmoty SC, kterd je bariérovou funkci klze
zasadni. V nasledujicich ¢tyfech podkapitolach je komentovano celkem pét publikaci, jejichZ jsem
prvnim nebo druhym autorem. Komentované publikace jsou na konci podkapitol uvedeny a zaroven
jsou pfilozeny jako pfilohy.

Zkraceni acylového retézce v molekule ceramidu: ztrata bariérovych
vlastnosti kGize

Publikace (ptiloha 1):

Skolova, B., Jant$ova, B., Zbytovska, J., Gooris, G., Bouwstra, J., Slepi¢ka, P., Berka, P., Roh, J., Palat,
K., Hrabdlek, A., Vavrov4d, K. Ceramides in the Skin Lipid Membranes: Length Matters. Langmuir 2013,
29 (50), 15624-15633. [IF 2013: 4,2]

Lokalné poddvané ceramidy a jejich analogy zlepsuji projevy koznich onemocnéni, pro které je typické
poskozeni bariérové funkce kiZe (napf. atopickd dermatitida).’>>>> Ceramidy se zkrdcenym acylem
se drive pouzZivaly ve studiu biologickych vlastnosti ceramid( pro jejich schopnost zaclenit se
v bunéénych membranach, avsak zjistilo se, Ze zkraceni acylu v molekule ceramid( vede ke zménam
jejich biologické funkce.’®*1>7 Bylo zjisténo, Ze sfingosinové ceramidy (typu NS) s kratkym acylem
zvysuji propustnost klzZe, proto jsme se rozhodli studovat molekularni podstatu tohoto déje pomoci
lipidovych membran SC.103. 158

V prvnim kroku jsme se zaméfili na permeacni charakteristiky modelovych membran a moznost jejich
vyuziti jako objektivniho néstroje ke studiu vilastnosti ceramidd. Byly pfipraveny lipidové membrany
SC obsahujici ceramidy s acylem o délce 2, 4, 6, 8, 12, 18:1 a 24 uhlik(i (Cer2 — 24). Byly potvrzeny
vysledky z permeacnich experimentl na klZi - sfingosinové ceramidy se zkracenym acylovym
fetézcem ztraci bariérové

vIastno?tl. . Prop.ulstvnost A B
membran je vyjadrena = 3

. E 87 7
pomoci  veli¢éiny  flux kS l & "t
na obrazku 19. Flux je % 6 -§, 2]
mnoistvi modelové latky = * E?
(napf. 1é¢iva), které projde E £ 4.
plochou klGze/membrany x 2 + g

F—1 + —

za jednotku Casu. Lol uw o

4 S L R N A PRSI LI S LN A o
Membréany obsahuijici R 0&0“ ‘-’G{a‘-'eo""aﬂ"%o & R Oé'b Fs é,@;c‘a{b
ceramid se 4 a 6C acylem < <) - o

byly aZ 10x (oro modelové  oprazek 19. Permeabilita modelovych membran SC — flux TH (panel A)
lécivo  theofylin, TH - 3 flux IND (panel B).
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obrazek 19, panel A), resp. 6,5x propustnéjsi (pro modelové lécivo indometacin, IND — obrazek 19,
panel B) neZ membrany obsahujici pfirozeny ceramid (Cer24). Navic, lipidové membrdny obsahujici
Cer 4, 6 a 8 zvysuji propustnost pro IND ve srovnani s membranou bez ceramidu (obrazek 19, panel
B). Nase vysledky tak rozsifily poznatky z jinych studii, které popisuji vliv délky acylového fetézce

na chovani ceramidi v plazmatickych membréandach. 156157, 159-160

K pfiblizeni molekularni podstaty zvySené permeability modelovych membrdan obsahujici ceramidy se
zkracenym acylem jsme je dale studovali pomoci biofyzikdlnich metod — diferencidlni skenovaci
kalorimetrie (DSC), infracervené (IR) spektroskopie a praskové rentgenové (X-ray) difrakce. Dale
jsme hodnotili lipidové monovrstvy na rozhrani voda-vzduch a na pevném podkladu pomoci atomové
silové mikroskopie (AFM).

Velmi prekvapivé bylo zjisténi, Ze pfti teploté
povrchu klze (tj. 32 °C) jsou lipidové Fetézce
ve vSech modelovych membranach SC velmi
dobfe uspofadané - ve velmi tésné
(orthorhombické) mfizce a zaujimaji prevazné
all-trans konformaci. Rozdil je vSak v podilu
orthorhombické faze (obrazek 20), ktery je
u propustnéjsSich membran nizsi. Usporadani
Fetézch do orthorhombické mfizky je nejspis c,{a'e‘ge&e& N '\q,b‘

dano pfitomnosti volnych mastnych kyselin,

které se v modelovych membranach mohou

separovat. Dulezita je viak také délka fetézce ~ Obrazek 20. Podil orthorhombicke, hexagonalni a
mastnych kyselin. Podil orthorhombické faze  neusporadané faze v modelovych membranach SC.
v modelovych membranach obsahujicich

Sestnacti uhlikatou mastnou kyselinu je totiz nizsi ve srovndni s modelem obsahujici 24C mastnou

B Orthorhombic
| Hexagonal
@ Disordered

Phase content

kyselinu, pravdépodobné z diivodu rozdilné fazové separace.'® Také dvojna vazba v Fetézci kyseliny
v modelovych membranach SC narusuje konformaci retézcl a brani jejich tésnému seskupeni
do orthorhombické mfizky.'?> V ekvimolarni smési ceramidl s cholesterolem je pfitomnost
orthorhombické faze nezfetelnd.'®® Pouhd pfitomnost orthorhombického uspofadani lipida tak
nemulZe byt povaZovano za parametr nizké propustnosti modelovych lipidovych membran SC.
Z pozdé&jsi studie Mojumdara kol.'®3 bylo potvrzeno, Ze rozdilnd délka Fetézc ve smési ceramidu
v modelech SC ma za nasledek volnéjsi konformaci a zvyseni podilu hexagonalniho usporadani lipidd.

Misitelnost a separace lipidovych slozek mlzZe byt podstatou rozdilné permeability modelovych
membran obsahujici ceramidy s rlznou délkou acylu. Napf. misitelnost ceramidl s mastnymi
kyselinami je podminéna délkou retézcl lipidQ. Kyselina palmitova (C16) je v ekvimolarnim poméru
misitelnd s ceramidem NP s délkou acylu 16 i 24 uhlikd, avsak kyselina lignocerova (C24) neni zcela
misitelnd ani jednim z nich.1%* V ekvimolarni smési ceramidu, kyseliny lighocerové a cholesterolu se
viak objevuji pouze dvé faze a to v pfipadé ceramidu NP i NS.1®* V nasich modelovych membrénach
se prirozeny ceramid (Cer24) s kyselinou lignocerovou misi velmi dobfe, zatimco ceramidy se
zkracenym acylem vytvari separované domény. To je ziejmé z nlzkové vibrace v infracervenych
spekter neznacenych lipidli a smési s deuterovanou kyselinou. V X-ray difraktogramech pozorujeme
pouze dvé lameldrni faze v pfipadé membrany Cer24, pro propustné membrany obsahuji ceramidy
se zkracenymi acyly je charakteristicka pfitomnost vice lameldrnich fazi s kratkou periodicitou.
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V lipidovych smésich izolovanych z lidské SC se na soudruznosti ceramidové domény pravdépodobné
vyznamné podili smés volnych mastnych kyselin.’

Monovrstvy lipidovych smési
s pfirozenym ceramidem (Cer24)
se s rostoucim povrchovym
napétim na rozhrani voda-vzduch
usporadavaji (kondenzuiji)
ochotnéji a na pevném podkladu
vytvari ,vyssi fazi“ - souvislejsi
domény zaujimajici vétsi plochu
(obrazek 21). Za pricinu tésnéjsiho
usporadani monovrstev ceramidu
odvozenych od sfingosinu, ktery ~ Obrazek 21. Zobrazeni lipidovych monovrstev na pevném
obsahuje trans-dvojnou vazbu, Podkladu pomoci atomové silové mikroskopie.

dlouhé (pFirozené) ceramidy kratké ceramidy
- nizkad propustnost - vysoka propustnost

Opm

ve srovnani s ceramidy

s nasycenym sfingosinovym Fetézcem jsou povaZovany interakce poldrni hlavy s vodou.'®® Dvojna
vazba se podili na pfipojeni dvou molekul vody k molekule ceramidu a vzniku komplexu, ktery dalsi
vodikové milstky s okolim nevytvari, avSak nebrani plsobeni van der Waalsovych sil
mezi uhlovodikovymi Fetézci ceramidu.’®® Tésné uspofadani polarnich hlav ceramidl vyplyvajici
z jejich hydratace sldbne pfi zméné stereochemie ceramidd, polohy dvojné vazby ¢i v pritomnosti
jednoduché nebo trojné vazby.!%>1% Ceramidy s velmi dlouhym acylem (24C) kondenzuji snadnéji,
zatimco ceramidy s acylem kratSim nez 14 uhlik(i spontdnné nekondenzuji a molekuly maji spis
rozvolnény (liquid-expanded) charakter.'®* 16719 Tyto poznatky se shoduji s na$imi vysledky.
Pritomnost cholesterolu zplUsobuje v monovrstvach ceramidd rozvolnéni fetézc a v zavislosti na
vzajemném poméru sloZzek, na délce a nasyceni acylového fetézce ceramidli muiZe dochazet
k jejich fazové separaci.'?* 7972y monovrstevného modelu je tfeba mit na paméti, Ze ceramidy v ném
mohou zaujimat pouze vlasenkovou konformaci.

Nedostatecné prodlouzeni acylového retézce: snizeni bariérovych
vlastnosti kGize u pacient( s atopickou dermatitidou

Publikace (pfilohy 2 a 3):
Skolova, B., Hudskd, K., Pullmannova, P., Kovacik, A., Palat, K., Roh, J.,, Fleddermann, J.,
Estrela-Lopis, I., Vavrova, K. Different Phase Behavior and Packing of Ceramides with Long (C16) and

Very Long (C24) Acyls in Model Membranes: Infrared Spectroscopy Using Deuterated Lipids. J Phys
Chem B 2014, 118 (35), 10460-10470. [IF 2014: 3,3]

Stahlberg, S., Skolova, B., Madhu, P. K., Vogel, A., Vavrova, K., Huster, D. Probing the Role of the
Ceramide Acyl Chain Length and Sphingosine Unsaturation in Model Skin Barrier Lipid Mixtures by *H
Solid-State NMR Spectroscopy. Langmuir 2015, 31 (17), 4906-4915. [IF 2014: 4,5]
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V k(zi pacientl s atopickou dermatitidou bylo zjisténo zvySené mnozstvi ceramid( NS s 16 uhlikatym
acylem (CerNS16) na ukor ceramidd s 24 uhlikatym acylem (CerNS24).17317% prodluZovéni acylového
fetézce v molekulach ceramidd zajistuji enzymy z rodiny elongdz.!* Pokles jejich aktivity prokazal
zvyseny pomeér ceramidl NS s acylem < 22C ku ceramidlm NS s acylem > 24C v mySim modelu atopické
dermatitidy.’”®> Toto sniZeni aktivity mdZe byt zplsobeno nap¥. zvy$enou expresi interferonu
gamma.l’®

Vliv zkraceni ﬁb
3 ﬁ
.

ceramidového acylu

o 8 uhlikd na vlastnosti = o
modelovych membran
SC jsme hodnotili
pomoci DSC, IR a 2H

NMR  spektroskopie Obrazek 22. H NMR spektra lipidovych modeld SC obsahuijici

na pevné fazi (obrazek deuterované slozky. Vlevo smés CerNS16, vpravo smés s CerNS24.
22). Pfipravé

membran predchdzela syntéza ceramidl s deuterovanym acylovym fetézcem a v lipidovych smésich
byly pouZity neznacené i deuteriem znacené slozky.

o 0 B 120 18
Freguency f kHz

Zjistili jsme, Ze CerNS24 v modelovych membranach zaujima otevienou konformaci s fetézci
postavenymi naproti sobé. Vysvétleni poskytuje chovani nlizkovych vibraci v infracervenych spektrech
lipidovych smési s rliznou kombinaci deuterovanych sloZek (obrazek 23). Dublet v oblasti vinoctu
okolo 1468 cm™ ve spektrech smési s nezna¢enymi slozkami potvrzuje tésné orthorhombické laterdlni
uspofadani lipidd v membranach obou ceramidil (obrazek 23, panel A a C).81%7 Ve spektru lipidové
smési obsahujici deuterovanou kyselinu lignocerovou (d-LA) a CerNS24 je v §(CD,) patrny singlet
(obrazek 23, panel B), na rozdil od dubletu v membrané s CerNS16 (obrazek 23, panel D). Stépenf
signdlu ve spektru je moZné jen mezi stejnymi izotopy.® Kyselina tak bude v membréné s CerNS16
¢asteCné separovand, zatimco v membrané s CerNS24 budou deuterované kyselinové fetézce
,hafedény” neznacenymi uhlovodikovymi fetézci. V membrdné obsahujici deuterovanou kyselinu
i deuterovany ceramid (d-Cer) je patrny dublet §(CD;) u obou membran (obrazek 23, panel B a D).
,Redéni“ kyselinovych fetézcll zplsobuji deuterované acyly ceramidu a $tépeni 86(CD,) tak vychazi
z interakce deuterované kyseliny a deuterovaného acylu, coz potvrzuje singlet v 6(CD;) smési
deuterovaného CerNS24 a neznacené kyseliny. V pfipadé membrany obsahujici CerNS24 to znamen3,
Ze deuterované retézce d-LA a deuterovaného ceramidu nejsou ,,nefedény” sfingosinovymi fetézci ani
cholesterolem a ceramid v membrané pravdépodobné zaujima otevienou konformaci (obrazek 23,
cerveny ramecek). V. membrané obsahujici CerNS16 nelze jednoznacné fict, ve které konformaci se
ceramid nachazi.

Oteviend molekulova konformace lipidl neni obvykla, avsak muzZe prispivat k lepsi soudruznosti
lipidovych lamel, kterd by mohla vysvétlit nizkou permeabilitu modelovych membran obsahuijici
CerNS24.5% 82104 y/ neddvné dobé byly popsany tfifetézcové ceramidy s acylem na kysliku v poloze 1
(1-O-acylované ceramidy)'®, které budou s nejvétsi pravdépodobnosti zaujimat otevienou
konformaci. Oteviend konformace ceramid( je navriena ve vétSiné modelll usporadani SC
(kapitola 3).
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Obrazek 23. NUzkova vibrace (6) CH; retézcli (panel A a C) a CD; fetézcl (panel B a D) modelovych
membran SC s CerNS24 a CerNS16. Vpravo vysvétlivky a dole navrzené usporadani membrany SC
obsahujici CerNS24.

Dalsi rozdil mezi lipidovymi membranami SC obsahujici CerNS24 a CerNS16 je v misitelnosti slozek.
Kyselina lighocerové a cholesterol se nemisi.}’” CerNS16 se s kyselinou lignocerovou misi podstatné
har neZz CerNS24. Nizka teplota fazového prechodu membrany obsahujici CerNS16 (ve srovnani
s CerNS16) by tak mohla byt vysvétlena misitelnosti s cholesterolem. Monovrstva sloZzena z CerNS16
a cholesterolu v poméru 1:1.5 vytvafi homogenni fazi.'’? Ve stejném poméru vytvaii smés jednu
lamelarni fazi s periodicitou 3,50 nm.”® Misitelnost CerNS16 a cholesterolu by mohla podpofit také
vlasenkovd konformace CerNS16, plochy pficného prirfezu ceramidu a cholesterolu jsou totiz
podobné.

V lipidové membrdané obsahujici CerNS24 byla pomoci X-ray difrakce identifikovdna kratka lamelarni
faze s periodicitou 5,2 — 5,4 nm a dalsi lamelarni faze (3,4 nm) néleZejici krystalickému cholesterolu.'%*
Separovany cholesterol byl popsan ve SC i jinych modelovych membranach SC’* %% 17° 3 pro Gplné
zaclenéni cholesterolu do lamely modelové membrany SC byl navrZen molarni pomér smési ceramidd,
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cholesterolu a mastnych kyselin 1:0.5:1.%% short periodicity phase
Pfestoze jsme si védomi, Ze naSe modelové

I |

membrany jsou znaéné zjednodudenym _O_D_O_—"
nastrojem ke studiu molekularni organizace '.)(_'!E -
lipidd SC, predevsim protoze neobsahuji e —— | e |
uﬁcradlouhép acylcerar:idy, navrhujemje ”.)O— ".)O_".
usporadani, které je v souladu s modelem —_——Cee—— — — |
Norléna®® (2012). Délka krtké lamelirni  —GEPOSmm— PO m— — D
faze (short periodicity phase) je v nasem :;L___:
modelu pFifazena oteviené konformaci :C.- =6'=
ceramidu, k jehoZ sfingosinovému fetézci je e am— e —
pridruzen cholesterol a k acylové &asti — - =80.~=E
Fetézec mastné kyseliny (obrazek 24). — e e W—

— . ) E—
Modelové membrany obsahujici CerNS16 —Oc." =‘=
jsou aZz dvakrat propustnéjsi ve srovnani
s membranami s CerNS24.'8! Kromé “"f‘"""e @
konformace ceramidi a misitelnosti 252:290‘-‘““3 acyl chain fatty acid cholesterol

lipidovych slozek membran SC mohou byt
pficinou rozdilné permeability membran  oprszek 24. Model uspotadani lipidové membrany SC.
odliSné slozeni fazi. V modelovych

membrandach obsahujici CerNS24 jsou pti teploté kozniho povrchu (32 °C) vSechny jeji slozky pfevainé
v krystalické fazi (CerNS24 v 84 %, kyselina lighocerova v 79 % a cholesterol v 94 %). V membrané
s CerNS16 jsou kyselina i cholesterol v podobném zastoupeni krystalické faze (73, 91 %), avSak
CerNS16 je pfitomen predevsim v propustné;jsi gelové fazi (v 95 %).

Vyznam trans-dvojné vazby v molekule ceramidi: dihydroceramidy
prispivaji k rozmanitosti koznich lipid{

Publikace (pfilohy 3 a 4):

Stahlberg, S., Skolova, B., Madhu, P. K., Vogel, A., Vavrova, K., Huster, D. Probing the Role of the
Ceramide Acyl Chain Length and Sphingosine Unsaturation in Model Skin Barrier Lipid Mixtures by 2H
Solid-State NMR Spectroscopy. Langmuir 2015, 31 (17), 4906-4915. [IF 2014: 4,5]

Skolova, B., Jandovskd, K., Pullmannova, P., Tesaf, O., Roh, J., Hrabdlek, A., Vavrova, K. The Role of
the Trans Double Bond in Skin Barrier Sphingolipids: Permeability and Infrared Spectroscopic Study of
Model Ceramide and Dihydroceramide Membranes. Langmuir 2014, 30 (19), 5527-5535. [IF 2014: 4,5]

Dihydroceramidy (dihydroCer) jsou ptirozenou slozkou mezibunééné hmoty SC, jsou dokonce
prekurzorem sfingosinovych, fytosfingosinovych a pravdépodobné i 6-hydroxysfingosinovych
ceramidd.’* %21 DihydroCer maji své specifické funkce v bunéénych procesech, napf. reguluji
apoptdzu nebo navozuji autofagii.’®83 U mysiho modelu doslo po vyfazeni genu pro transkripéni
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faktor ARNT (Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator; regulujici genovou expresi v procesech
odpovédi na vnéjsi vlivy, napf. xenobiotika) k uhynuti zvifat kratce po narozeni v disledku vysokych
transepidermalnich ztrat vody. Lipidové lamely SC byly poskozeny jen mirné, avsak byl nalezen
zvy$eny pomér dihydroCer na ukor sfingosinovych ceramidi (sphCer).’®* V chemické syntéze analogl
ceramidl je zavedeni trans-dvojné vazby jednim z problematickych krok(, proto nas zajimalo, jak
dlleZita je pritomnost trans-dvojné vazby v molekule ceramidi pro bariérové vlastnosti kliZe.

Vyznam trans-dvojné vazby v molekule ceramidu jsme studovali pomoci modelovych membran SC —
permeaénimi pokusy, DSC, IR a 2H NMR spektroskopii a hodnotili jsme také vliv zkrdceni acylového
fetézce u dihydroCer na 2, 4, 6 a 8 uhlikl. Permeacni pokusy (obrazek 25) ukazaly, Ze propustnost
membran obsahujici dihydroCer se zkracenym acylem je ve srovnani s membrdnami s pfirozenym
dihydroCer (24C acyl) vyssi, avsak rozdil neni statisticky vyznamny. Ve srovnani s membranami
obsahujici sphCer analogy je vsak jejich permeabilita nizsi, napf. membrany obsahujici sphCer s 6C
acylem jsou az 4,2x propustnéjsi pro TH (obrazek 25, panel A) a 2,5x propustnéjsi pro IND (obrazek
25, panel B) nez dihydroCer se stejnou délkou acylu. Vysvétlenim rozdilné permeability membran

u sphCer analogl nizsi (obrazek 25, panel C). Pro ptirozené ceramidy s 24C acylem vsak toto tvrzeni
naplati.

Flux of TH (ugicm?h) >

B C H dihydroCer
- [ sphCer
5 & W dihydroCer & 3] & M dihydroCer ;ﬁu & 100, b =
4 % [ sphCer E c: \ O sphCer ﬁ; 804
3] - g2 " 38 o]
* [m] E®
2] Z S & 404
5 §s
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2 4 6 8 24 2 4 6 8 24 2 4 6 8 24
Acyl chain length Acyl chain length chain length

Obrazek 25. Permeabilita modelovych membran SC pro dvé modelové latky - TH (panel A) a IND
(panel B). Podil orthorhombického usporadani v modelovych membranach SC (panel C).

Vysoké transepidermalni ztraty vody u zminéného mysiho modelu mohly byt spiS nez narusenim
lameldrniho uspofadani lipida zplsobeny celkovym snizenym mnoZstvi sfingolipid(.'®* Organizace
lipidd SC je pravdépodobné podminéna jak hydrofobnimi interakcemi uhlovodikovych fetézcd, tak
vlastnostmi poldrni hlavy.®® 18 Zatimco v ekvimoldrni smési sphCer nebo dihydroCer, mastnych
kyselin a cholesterolu prevlada orthorhombické usporaddani, ndhradou ceramidu za fytosfingosinovy
nartstd podil hexagondlné uspofadanych lipidd.**® Vyssi podil orthorhombické faze v membrané
obsahujici prirozeny SphCer by mohl byt vysvétlen stabilizaci trans-dvojné vazby vodou vodikovymi
vazbami, kterd mizZe mit za nasledek také velmi tésné uspofadani sphCer v monovrstvéch.6>166 Tgsné
usporadani ovliviuje také kratky acylovy retézec. Ve fosfolipidovych dvojvrstvach je sphCer s dvou
uhlikatym acylem podobné jako sfingosin dobie za¢lenén.'® Retézce ceramid(i s 4 a 6C acylem k sobé
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pravdépodobné nepfiléhaji, spi$ se kyvaji v prostoru a tim usporadani fosfolipidd narusuji.*® Zkraceni

acylu u fytosfingosinového ceramidu zvysuje propustnost kiize i modelovych membran,187-188

Kromé odlisného podilu orthorhombického uspofadani v membrané obsahujici pfirozené ceramidy
s 24C acylem, je pfi teploté kozniho

povrchu (32 °C) rozdil ve fazovém e

slozeni lipidd  (obrazek  26). g 80 M crystalline

V lipidové membrané je dihydroCer % M fluid

(NdS24) z 27 % v méné g 60 isotropic

usporadané izotropni fazi, zatimco *E 40

sphCer (NS24) pouze v 1 %. Tento § Obrazek 26. Podil krystalické,
pokles krystalické faze v membrané @ 20 tekuté a izotropni faze

je vyrovnan kyselinou lignocerovou f v modelovych membrandch

(LA) - u NdS24 100 %, u NS24 79 %), 0 Db BB AL SC obsahujicich pfirozené
cholesterol (Chol) je v obou Y @@p \@(\@ ceramidy s 24C acylem.
membranach krystalicky v 94 %. Ty ovg@

Ceramidy s 15C sfingosinem a kratkymi acyly mnohonasobné zvysuji
permeabilitu kdze i modelovych lipidovych membran

Publikace (pfiloha 5):
Skolova, B., JanG3ova, B., Vavrova, K. Ceramides with a Pentadecasphingosine Chain and Short Acyls
Have Strong Permeabilization Effects on Skin a Model Lipid Membranes. 2015. V recenznim fizeni.

Obsah této publikace vychazi z vysledkli mé diplomové prace, v niz jsem se zabyvala syntézou
ceramidovych analogl se zkracenym sfingosinovym (15C a 8C) a acylovym (2, 4 a 6C) fetézcem a jejich
vlivu na permeabilitu kdiZze.® V doktorském studiu jsem pfipravila modelové lipidové membrany,
které obsahovaly 12 a 15C sfingosinové derivaty s kratkym (2-6C) acylem, abych studovala molekulové
usporadani, které by mohlo vysvétlit znaény vliv téchto ceramidovych analogli na permeabilitu
kGZe.' Nejprve jsem studovala permeabilitu modelovych membran a posléze jejich biofyzikéIni
vlastnosti pomoci IR spektroskopie a X-ray difrakce. Oznaceni ceramidi je dale vyjadreno jako CerX/Y,
kde X znamena délku sfingosinu a Y délku acylu.

Propustnost kiiZze (obrazek 27, panely A a B) po aplikaci 15C sfingosinovych ceramidl (resp. 15C
sfingosinového ceramidu s 4C acylem, Cer15/4) byla aZ 15x (flux TH, obrazek 27, panel A), resp. 14x

vvs

vyssi (flux IND, obrazek 27, panel B) ve srovnani s kontrolou, kterd neobsahovala zadny ceramid
(control). Podobny trend zvySené permeability byl sledovan u modelovych membran, nejpropustnéjsi
byly membrany obsahujici Cer 15/6 (flux TH aZ 79x vy$si ve srovnani s kontrolou obsahujici pfirozeny
Cerl8/24, obrazek 27, panel C), resp. Cer18/4 (flux IND 10x vyssi ve srovndni s kontrolou obsahujici

ptirozeny Cer18/24, obrazek 27, panel D).
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Obrazek 27. Propustnost kize po aplikaci ceramid( se délkou sfingosinu 12, 15 a 18C a acylu 2,4 a 6C
vyjadrena jako flux modelovych léciv - TH (panel A) a IND (panel B). Permeabilita modelovych
membran SC obsahujici tytéZ ceramidové analogy vyjadiena stejnym parametrem — TH (panel C)

a IND (panel D).

IR spektroskopie neukdzala rozdily v uspofadani lipidg, Cer12/6  Cer15/6  Cer18/6

fazovych prechodech, separaci domén ani v chovani /{.‘9 'i(f’f? 55"@

karboxylové skupiny u nejpropustnéj$ich membran, Q,,"@o,f\ §7\é@§ c?méi"@

avsak amidova vibrace | (obrazek 28) se @ AN S S F&

S w~ ~

mezi membranami lisila, prestoZe vSechny ceramidy maji /M

stejnou polarni hlavu. Je zajimavé, Ze ve spektru velmi  32°C

propustné membrany obsahujici Cer12/6 je nizky vinoéet ~ 50°C

této vibrace (1609 cm™) a zaroveri vysoky vinoéet 76°C \\/\/

amidové vibrace Il (1557 cm?), které naznaduji velmi 100°C \.\/\J M

silné vodikové vazby. U membran obsahujicich Cer12/4, T R T
Cv ; o SO O

Cer 15/4, Cerl5/6 a Cerl8/6 je zfejmy dublet v této O &P L&

vibraci, ktery by mohl nasvédCovat interakcim mezi
amidovymi skupinami.t#* 191192 7kraceny ceramidovy acyl
pravdépodobné nezaujima vlasenkovou konformaci

a spiS naruSuje usporadani v okoli polarni hlavy Obrézek 28. Oblast polarni hlavy v IR
186, 193 spektru vybranych lipidovych membran.

Wavenumber (cm™)

ceramidd.
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V modelovych membrandach SC se zkracenymi sfingosinovymi a acylovymi fetézci bylo popsano tésné
orthorhombické usporadani lipid(i a zaroven pomoci X-ray difrakce nékolik predevsim velmi kratkych
(s periodicitou nizsi nez 3 nm) lamelarnich fazi. Narusend lamelarni struktura SC se zvySenou
permeabilitou byla popsana u pacient( s atopickou dermatitidou, psoridzou a lamelarni ichtyézou.'*
81, 194 yétsi pocet kratkych lameldrnich fazi by mohl byt pFi¢inou zvy$ené propustnosti lipidovych
membran.1%
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Zaver

Cilem této prdce bylo studium vztah( struktury ceramid(l na bariérovou funkci kize. Modelové
lipidové membrany SC umoZiuji popis chovani koznich lipidG na molekularni drovni, jsou nastrojem
k hodnoceni permeacnich i biofyzikdlnich vlastnosti membran. Studovat vyznam lipidovych slozek
a strukturnich prvka v jejich molekulach umoziiuje jejich definované sloZeni a také vyuziti znacenych
latek. Jedna se v3ak o znacné zjednoduseny model, coZ musi byt brano v Uvahu pfi interpretaci
vysledk.

Jednim z duleZitych strukturdlnich parametrd v molekule ceramidd je délka acylového fetézce.
Vysledky této prace dokazuji, Ze délka ceramidového acylu je pro bariérové vlastnosti kiiZe zasadni.
Zkraceni acylu o tretinu fetézce (z 24 na 16C) mUze ovlivnit usporadani lipidovych lamel SC, které ma
za nasledek sniZeni bariérové funkce kliZze napf. u pacientll s atopickou dermatitidou. PrestozZe si
membrany obsahujici ceramidy se zkracenym acylem zachovavaji nékteré vlastnosti (pfitomnost
orthorhombické laterdlni usporadani), v jinych se lisi (krystalicka vs. gelova faze) a mize se ménit jejich
chovani v lipidovych smésich (misitelnosti/separace slozek).

Kromé délky acylu ma na vlastnosti ceramidd vliv také pocet uhlikli ve sfingosinovém fretézci.
Ceramidy s 15C sfingosinovym fetézcem a velmi kratkym acylem (4 a 6C) mnohondsobné zvysuji
propustnost kiiZze a mohly by tak byt vyuZity pfi ndvrhu sruktur akcelerantd transdermalni permeace.

Pfitomnost trans-dvojné vazby v molekule ceramidu pravdépodobné neni zdsadni pro permeabilitu
modelovych membran, avsak jeji zaména za jednoduchou vazbu méni jejich fyzikalni vlastnosti. Proto
budou rozdily v oblasti polarni hlavy nejspis pfispivat k rozmanitosti lipidového sloZzeni SC a tim lepsi
odolnosti ¢i schopnosti vyrovndnat se s neptiznivymi podminkami. Pfekvapivé, zkraceni acylového
fetézce u dihydrosfingosinovych ceramidl zdsadné nezvysuje permeabilitu modelovych membran.

Vysledky této prace rozsifily poznatky o vlastnostech lipid( SC a objasnily vyznam strukturnich prvk(
v molekule ceramid(, které mohou pfispét k lepsimu porozuméni (pato)fyziologie kize.
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