ABSTRAKT

Extracelularni matrix nejsvrchnéjsi vrstvy klize tzv. stratum corneum (SC), je slozena
z ceramidu (Cer), cholesterolu (Chol), volnych mastnych kyselin (FFA) a cholesterol-sulfatu
(CholS). Cer hraji duleZitou roli ve spravné bariérové funkci savci epidermis. V neddvné dobé
byl v lidské SC nalezen novy typ sfingolipidl tj. 1-O-acyl-Cer, jejich role v SC je vSak nezndama.
Tyto druhy Cer tvoti sfingosin (S), jenz je N-acylovdn nehydroxylovanou nebo
a- hydroxylovanou mastnou kyselinou a navic je hydroxy skupina v poloze 1 sfingosinu
acylovana dalsi mastnou kyselinou (lignocerovou kyselinou, C24 nebo palmitovou kyselinou,
C16). Protoze 1-O-acyl-Cer nejsou komeréné dostupné, dali jsme si za cil pripravit fyziologické
1-O-acyl-Cer tj. Cer-24NS16, Cer-16NS16 a Cer-24AS16. Nasim dalSim cilem je studium jejich

vlivu na permeabilitu a mikrostrukturu modelovych koZnich lipidovych membran.

1-O-acyl-Cer byly syntetizovany acylaci primarniho hydroxylu Cer-NS16 nebo Cer-AS16
palmitovou nebo lignocerovou kyselinou pomoci N-(3-dimethylaminopropyl)-N‘-
ethylkarbodiimidu s 4-dimethylaminopyridinem. Cer-AS16 byl pfipraven a-bromaci palmitové
kyseliny, substituci bromidu hydroxylovou skupinou a N-acylaci sfingosinu touto pfipravenou
kyselinou v pfitomnosti N-(3-dimethylaminopropyl)-N‘-ethylkarbodiimidu a

1- hydroxybenzotriazolu.

Nasledné jsme pfipravili jednoduchy model SC lipidovych membran s nasledujicim
sloZzenim: Cer-NS24/FFA Ci6-24/Chol/CholS jako kontrolni membréana a poté 5, 10, 20, 30, nebo
100 % Cer-NS24 bylo nahrazeno Cer-24NS16. Druhy komplexni model SC lipidovych membran
byl tvoren izolovanymi Cer z lidského SC/FFA Cie-24/Chol/CholS, kde 10% podil SC Cer byl
nahrazen Cer-24NS16, Cer-16NS16, Cer-24AS16 nebo Cer-24AS16-24. Permeabilita
modelovych lipidovych membran SC byla méfena ve Franzovych difuznich celdch, pomoci
fluxu teofylinu a fluxu indometacinu, elektrické impedance a ztraty vody membranou. Vliv
1- O-acyl-Cer na biofyzikdIni chovani membran SC byl zkouman pomoci infradervené

spektroskopie a rentgenové praskové difrakce.

Na zakladé vysledkl permeacnich pokusl jsme zjistili, Ze 10% podil 1-O-acyl-Cer
v modelovych membranach (jednoduchy model) vede k poklesu permeability pro vodu
a ionty. Na druhou stranu pritomnost 10% podilu 1-O-acyl-Cer v komplexnim modelu nevedl|a

k zméné permeability nebo ji mirné zvysila. Pomoci IC spektroskopie jsme zjistili, Ze vliv 1-O-



acyl-Cer na konformaci lipidovych retézc, fazové prechody i laterdlnim usporadani lipidd
v modelovych membranach neni pfilis vyznamny. Lameldrni usporfadani modelovych
lipidovych membrdan bylo dale hodnoceno pomoci rentgenové praskové difrakce. Ve viech
studovanych membranach byla pfitomna faze separovaného Chol a kratka lamelarni faze

s periodicitou pfiblizné 5,3-5,7 nm.

Tato prace poskytuje prvni charakterizaci 1-O-acyl-Cer, jakoZto sloZek extraceluldrni
matrix SC. Tyto lipidy bariérovou funkci studovanych membran s lidskymi Cer bud’ neovliviuji,
nebo mirné zhorsuji; mezi jednotlivymi strukturnimi typy 1-O-acyl-Cer jsme nepozorovali

vyznamné rozdily.



