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Nazev disertacni prace Studium vlivu hydroxylace ceramidii na permeabilitu a mikrostrukturu
modelovych lipidovych membran

Ceramidy (Cer) se nachazi v mezibunéénych prostorech nejsvrchnéjsi vrstvy savCi epidermis, stratum
corneum, kde spole¢né s dalSimi lipidy (volné mastné kyseliny, cholesterol) tvofi lipidovou kozni bariéru.
Kromé sfingosinovych (Cer NS) a dihydrosfingosinovych Cer (Cer NdS) se ve zdravé savci epidermis
nachazi i polarni Cer, tj. Cer odvozené od fytosfingosinu (s hydroxylovou skupinou v poloze 4 sfingoidni
baze, tzv. fytoceramidy) a 6-hydroxysfingosinu (s hydroxylovou skupinou v poloze 6, tzv. 6
hydroxyceramidy). Doposud vSak nebylo objasnéno, jaké postaveni maiji polarni fytoceramidy (Cer NP) a 6-
hydroxyceramidy (Cer NH) v bariérové funkci kiize. 6-hydroxyceramidy nejsou navic komeréné dostupné.
Proto bylo prvnim cilem prace pfipravit fyziologické 6 hydroxyceramidy. Byly syntetizovany 6 hydroxylované
Cer, tj. Cer NH s dlouhym (C24:0), a Cer EOH s ultradlouhym acylem s esterové vazanou kyselinou
linolovou. Trojna vazba byla na trans-dvojnou redukovana pomoci selektivni aplikované Trostovy
hydrosilylace-protodesilylace za katalyzy [Cp*Ru(CH3CN)3]PF6 v bezvodém acetonu.

Rozmanitost Cer v kuzi a dlivod, pro¢ savéi epidermis syntetizuje fytoceramidy, jsou doposud nejasné.
Cilem této disertaéni prace bylo hodnoceni vlivu hydroxylace Cer v poloze 4 na bariérové vlastnosti a fazové
chovani fytoceramidll v modelovych membranach. Modelové membrany byly pfipraveny jako ekvimolarni
smés Cer NP nebo Cer NdS nebo Cer NS, kyseliny lignocerové a cholesterolu s pfidavkem cholesterol-
sulfatu. Modely byly hodnoceny v permeacnich a biofyzikalnich (infracervena spektroskopie a praskova
rentgenova difrakce) experimentech. Hydroxylace Cer v poloze 4 zpUlsobuje, ze lipidy v modelu jsou hufe
usporadany, fazové se separuji a membrany obsahujici Cer NP jsou propustnéjsi pro rizné latky ve
srovnani s membranami obsahujicimi Cer NS nebo Cer NdS. Pouzitim deuterované kyseliny lignocerové v
modelovych membranach bylo zjisténo, Ze hydroxylace Cer v poloze 4 u fytoceramidi omezuje misitelnost
lipidd s mastnou kyselinou. Z této studie Ize vyvodit zaveér, ze fytoceramidy v epidermis pravdépodobné
neplni pouze bariérovou funkci, ale podileji se i na jinych procesech.

Doposud nebyla objasnéna jedine¢nost 6-hydroxyceramidud v savci epidermis. Proto bylo cilem této prace
studovat Cer odvozené od 6-hydroxysfingosinu (Cer NH) pomoci modelovych membran. Mnohovrstevné
lipidové membrany byly pfipraveny ve slozeni Cer NH/smés mastnych kyselin (C16
C24)/cholesterol/cholesterol-sulfat. Hydroxylace Cer v poloze 6 nejenom Ze zvySuje propustnost modelovych
membran obsahujicich Cer NH pro vodu nebo lipofilni latky, ale také zvySuje rezistenci modelovych
membran vaci prostupu iontd. Hydroxylace Cer v poloze 6 navic brani dobré misitelnosti Cer NH s mastnymi
kyselinami v modelu. Z hodnoceni mikrostruktury modelovych membran bylo zjisténo, Zze Cer NH stoji za
vznikem lamelarni faze s neobvykle dlouhou periodicitou. Dlouha lamelarni faze je esencialni pro spravnou
bariérovou funkci epidermis. Tento fakt by mohl vysvétlovat jedineéné postaveni 6-hydroxyceramidi v kdzi.
Pro objasnéni vyznamu fyziologické D-erythro konfigurace sfingosinovych a dihydrosfingosinovych ceramidu
bylo cilem prace pfipravit nefyziologické L threo (dihydro)ceramidy. Z hodnoceni bariérovych vlastnosti a
fazového chovani L-threo-Cer NS a L-threo-Cer NdS v modelovych lipidovych membranach bylo zjisténo, Ze
zména stereochemie v polarni hlavé Cer vede ke zvySeni pfitazlivych sil mezi lipidy v membranach. Zatimco
L-threo konfigurace Cer nema na lamelarni uspofadani lipidd zadny vliv, zména stereochemie vede ke
sniZzeni misitelnosti deuterovanych mastnych kyselin s L-threo-Cer NS nebo L threo-Cer NdS a rovnéz ke
zvySeni permeability modelovych lipidovych membran.

Pouzité modely pfispély k lep§imu pochopeni vyznamu vztahu struktura-ucinek ceramidu v bariérové funkci
kize. Ziskané poznatky z této prace by mohly najit uplatnéni pfi topickém podavani ceramidt (napf. Cer NH)



v |éCbé atopické dermatitidy.



