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ABSTRAKT 

 

Univerzita Karlova, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra organické a bioorganické chemie 

Kandidát: Mgr. Andrej Kováčik 

Školitel: prof. PharmDr. Kateřina Vávrová, Ph.D. 

Název disertační práce: Studium vlivu hydroxylace ceramidů na permeabilitu 

a mikrostrukturu modelových lipidových membrán 

Ceramidy (Cer) se nachází v mezibuněčných prostorech nejsvrchnější vrstvy savčí epidermis, 
stratum corneum, kde společně s dalšími lipidy (volné mastné kyseliny, cholesterol) tvoří lipidovou 
kožní bariéru. 

Kromě sfingosinových (Cer NS) a dihydrosfingosinových Cer (Cer NdS) se ve zdravé savčí 
epidermis nachází i polární Cer, tj. Cer odvozené od fytosfingosinu (s hydroxylovou skupinou 
v poloze 4 sfingoidní báze, tzv. fytoceramidy) a 6-hydroxysfingosinu (s hydroxylovou skupinou 
v poloze 6, tzv. 6-hydroxyceramidy). Doposud však nebylo objasněno, jaké postavení mají polární 
fytoceramidy (Cer NP) a 6-hydroxyceramidy (Cer NH) v bariérové funkci kůže. 6-hydroxyceramidy 
nejsou navíc komerčně dostupné. Proto bylo prvním cílem práce připravit fyziologické 
6-hydroxyceramidy. Byly syntetizovány 6-hydroxylované Cer, tj. Cer NH s dlouhým (C24:0), 
a Cer EOH s ultradlouhým acylem s esterově vázanou kyselinou linolovou. Trojná vazba byla na 
trans-dvojnou redukována pomocí selektivní aplikované Trostovy hydrosilylace-protodesilylace za 
katalýzy [Cp*Ru(CH3CN)3]PF6 v bezvodém acetonu. 

Rozmanitost Cer v kůži a důvod, proč savčí epidermis syntetizuje fytoceramidy, jsou doposud 
nejasné. Cílem této disertační práce bylo hodnocení vlivu hydroxylace Cer v poloze 4 na bariérové 
vlastnosti a fázové chování fytoceramidů v modelových membránách. Modelové membrány byly 
připraveny jako ekvimolární směs Cer NP nebo Cer NdS nebo Cer NS, kyseliny lignocerové 
a cholesterolu s přídavkem cholesterol-sulfátu. Modely byly hodnoceny v permeačních 
a biofyzikálních (infračervená spektroskopie a prášková rentgenová difrakce) experimentech. 
Hydroxylace Cer v poloze 4 způsobuje, že lipidy v modelu jsou hůře uspořádány, fázově se separují 
a membrány obsahující Cer NP jsou propustnější pro různé látky ve srovnání s membránami 
obsahujícími Cer NS nebo Cer NdS. Použitím deuterované kyseliny lignocerové v modelových 
membránách bylo zjištěno, že hydroxylace Cer v poloze 4 u fytoceramidů omezuje mísitelnost lipidů 
s mastnou kyselinou. Z této studie lze vyvodit závěr, že fytoceramidy v epidermis pravděpodobně 
neplní pouze bariérovou funkci, ale podílejí se i na jiných procesech. 

Doposud nebyla objasněna jedinečnost 6-hydroxyceramidů v savčí epidermis. Proto bylo cílem 
této práce studovat Cer odvozené od 6-hydroxysfingosinu (Cer NH) pomocí modelových membrán. 
Mnohovrstevné lipidové membrány byly připraveny ve složení Cer NH/směs mastných kyselin 
(C16-C24)/cholesterol/cholesterol-sulfát. Hydroxylace Cer v poloze 6 nejenom že zvyšuje 
propustnost modelových membrán obsahujících Cer NH pro vodu nebo lipofilní látky, ale také 
zvyšuje rezistenci modelových membrán vůči prostupu iontů. Hydroxylace Cer v poloze 6 navíc brání 
dobré mísitelnosti Cer NH s mastnými kyselinami v modelu. Z hodnocení mikrostruktury 
modelových membrán bylo zjištěno, že Cer NH stojí za vznikem lamelární fáze s neobvykle dlouhou 
periodicitou. Dlouhá lamelární fáze je esenciální pro správnou bariérovou funkci epidermis. Tento 
fakt by mohl vysvětlovat jedinečné postavení 6-hydroxyceramidů v kůži. 

Pro objasnění významu fyziologické D-erythro konfigurace sfingosinových 
a dihydrosfingosinových ceramidů bylo cílem práce připravit nefyziologické 
L-threo-(dihydro)ceramidy. Z hodnocení bariérových vlastností a fázového chování L-threo-Cer NS 
a L-threo-Cer NdS v modelových lipidových membránách bylo zjištěno, že změna stereochemie 
v polární hlavě Cer vede ke zvýšení přitažlivých sil mezi lipidy v membránách. Zatímco L-threo 
konfigurace Cer nemá na lamelární uspořádání lipidů žádný vliv, změna stereochemie vede ke snížení 
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mísitelnosti deuterovaných mastných kyselin s L-threo-Cer NS nebo L-threo-Cer NdS a rovněž ke 
zvýšení permeability modelových lipidových membrán. 

Použité modely přispěly k lepšímu pochopení významu vztahu struktura-účinek ceramidů 
v bariérové funkci kůže. Získané poznatky z této práce by mohly najít uplatnění při topickém 
podávání ceramidů (např. Cer NH) v léčbě atopické dermatitidy.  
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ABSTRACT 

 

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Králové 

Department of Organic and Bioorganic Chemistry 

Candidate: Mgr. Andrej Kováčik 

Supervisor: prof. PharmDr. Kateřina Vávrová, Ph.D. 

Title of doctoral thesis: Study of Effect of Ceramide Hydroxylation on Permeability and 

Microstructure of Model Lipid Membranes 

Ceramides (Cer) occur in intracellular spaces of the stratum corneum, the outermost 
mammalian epidermal layer, where they along with other lipids (free fatty acids, cholesterol) form a 
skin lipid barrier. 

Besides sphingosine- (Cer NS) and dihydrosphingosine-based Cer (Cer NdS), in the healthy 
mammalian epidermis some polar Cer are present, i.e., Cer based on phytosphingosine (with hydroxyl 
group in position 4, i.e., phytoceramides) and Cer based on 6-hydroxysphingosine (with hydroxyl 
group in position 6, i.e., 6-hydroxyceramides). However, the role of phytoceramides (Cer NP) 
and 6-hydroxyceramides (Cer NH) in the skin barrier function has not been clarified. Moreover, 
6-hydroxyceramides are not commercially available. Therefore, the first aim of this work was to 
synthesize physiological 6-hydroxyceramides. The synthesis of 6-hydroxylated Cer, i.e., Cer NH with 
long (C24:0) and Cer EOH with ultralong acyl with ester-linked linoleic acid is reported. The triple 
bond was reduced into trans-double bond by using selective applied Trost hydrosilylation-
protodesilylation catalyzed by [Cp*Ru(CH3CN)3]PF6 in dry acetone. 

The diversity of Cer in the skin and the reason why epidermis synthesizes phytoceramides, are 
still unknown. The aim of this thesis was to investigate the effect of C-4 hydroxylation of Cer on 
barrier properties and phase behaviour of phytoceramides in model membranes. Model membranes 
were prepared as a molar mixture of Cer NP, or Cer NdS, or Cer NS, lignoceric acid, and cholesterol 
with an addition of cholesteryl sulfate. Models were investigated by permeation and biophysical 
(infrared spectroscopy and X-ray powder diffraction) experiments. Hydroxylation of Cer in position 
4 leads to less ordered lipids in models, lipids are phase separated and model Cer NP membranes are 
more permeable than those based on Cer NS or Cer NdS. Using deuterated lignoceric acid in model 
membranes we found out that hydroxylation in position 4 in phytoceramides restricts the miscibility 
of lipids with deuterated fatty acid. From this study, we can conclude that phytoceramides have not 
only barrier function in epidermis but they probably play a role in other processes. 

The uniqueness of 6-hydroxyceramides in mammalian epidermis has not been clarified. 
Therefore, the aim of this work was to study Cer based on 6-hydroxysphingosine (Cer NH) in model 
membranes. Multilayer lipid membranes were prepared in following composition: Cer NH/mixture 
of free fatty acids (C16-C24)/cholesterol/cholesteryl sulfate. Hydroxylation of Cer in position 6 
increases the model membrane permeability to water and lipophilic molecules, but also increases the 
opposition to electrical current. Moreover, the 6-hydroxylation prevents the good mixing of Cer NH 
with deuterated fatty acids. Using the investigation of model membrane microstructure, we found 
out that Cer NH probably facilitates the formation of lamellar phase with unusual long periodicity. 
Long periodicity phase is essential for the correct barrier function. This fact could explain the unique 
role of 6-hydroxyceramides in the skin. 

To elucidate the role of physiological D-erythro configuration in sphingosine 
and dihydrosphingosine Cer, the aim of this work was to synthesize non-physiological 
L-threo-(dihydro)ceramides. From the investigation of barrier properties and phase behaviour of 
L-threo-Cer NS and L-threo-Cer NdS in model membranes, we found out that the stereochemistry 
conversion in Cer polar head leads to increase of cohesive forces of lipids in model membranes. While 
L-threo configuration has no effect on lamellar lipid organization, the change of Cer stereochemistry 
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leads to decrease of miscibility of deuterated fatty acids with L-threo-Cer NS or L-threo-Cer NdS 
and to increase of permeability of model lipid membranes as well. 

Model systems used in this thesis contributed to better understanding the role of 
structure-activity relationships of Cer in skin barrier function. The pieces of knowledge from this 
work could be used in the topical application of Cer (e.g., Cer NH) in atopic dermatitis treatment.  
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SEZNAM ZKRATEK 

 
Boc    terc-butyloxykarbonyl 
Cer    ceramid(y) 
dihydroCer   dihydroceramid(y) 
DMF    dimethylformamid 
fytoCer    fytoceramid(y) 
glukosylCer   glukosylceramid(y) 
HMPA    hexamethylfosforamid 
6-hydroxyCer   6-hydroxyceramid(y) 
Chol    cholesterol 
CholS    cholesterol-sulfát 
IF2016    impakt faktor v roce 2016 
IND    indometacin 
IR    infračervená spektroskopie 
(d)-LIG    (deuterovaná) kyselina lignocerová (C24:0) 
LPP    lamelární fáze s dlouhou periodicitou (angl. long periodicity phase) 
SC    rohová vrstva (lat. stratum corneum) 
S-Cer    sfingosinový ceramid 
SL    sfingolipid(y) 
SM    sfingomyelin(y) 
SPP    lamelární fáze s krátkou periodicitou (angl. short periodicity phase) 
TBAF    tetrabutylamonium-fluorid 
TBS    terc-butyldimethylsilyl 
TBSCl    terc-butyldimethylsilylchlorid 
TFA    trifluoroctová kyselina 
TH    theofylin 
THF    tetrahydrofuran 
TMS    trimethylsilyl 
(d)-VMK   (deuterované) volné mastné kyseliny 
WSC    1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid 
XRPD    rentgenová prášková difrakce (angl. X-ray powder diffraction)  
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1. ÚVOD A CÍLE PRÁCE 

Sfingolipidy (SL) tvoří velkou rodinu lipidů. Název, který jim v roce 1884 přidělil 
J. L. W. Thudichum (1829–1901), pochází z řecké mytologie, jelikož jak Velká sfinga v Gíze, tak 
chování a význam SL byly pro vědce na konci devatenáctého století velmi záhadné. SL se vyskytují ve 
všech eukaryotních buňkách. Zde plní funkci v buněčné signalizaci; podílí se na růstu, metabolizmu 
a diferenciaci buněk a při programované buněčné smrti – apoptóze.1-3 Nejpočetnější podtřída SL, 
ceramidy (Cer), se rovněž nachází v mezibuněčných prostorech nejsvrchnější vrstvy savčí kůže, 
v rohové vrstvě (stratum corneum; SC). Zde plní funkci bariéry, tj. společně s dalšími lipidy 
zabraňuje vstupu cizorodých látek do organizmu a zároveň chrání organizmus před jeho 
dehydratací.4-7 

Cer jsou amidy 2-aminodiolů (tzv. sfingoidních bází), u kterých je volná aminoskupina 
acylována zbytkem vyšší mastné kyseliny. Mezi nejčastěji zastoupené sfingoidní báze v molekulách 
kožních Cer patří sfingosin, dihydrosfingosin, fytosfingosin a pro kůži zcela jedinečný 
6-hydroxysfingosin. Cer odvozené od této sfingoidní báze, tzv. 6-hydroxyceramidy 
(6-hydroxyCer), byly poprvé objeveny v devadesátých letech minulého století8 a jejich struktura byla 
potvrzena teprve nedávno.9 Jejich jedinečnost v epidermis,10 nepřítomnost v jiných tkáních, 
nejasná biosyntéza a snížené hladiny v epidermis u mnoha kožních onemocnění nebyly doposud 
objasněny vzhledem k tomu, že 6-hydroxyCer nejsou komerčně dostupné. Proto bylo cílem této 
práce 6-hydroxyCer připravit a studovat jejich bariérové vlastnosti a jedinečné postavení 
mezi kožními Cer. 6-hydroxyCer byly hodnoceny pomocí modelových mnohovrstevných 
membránových systémů. U modelových lipidových membrán byla hodnocena jejich permeabilita 
a také jejich chování za použití biofyzikálních charakteristik, jako jsou infračervená spektroskopie 
a prášková rentgenová difrakce. 

Dalším dílčím cílem této práce bylo hodnocení permeability a mikrostruktury modelových 
membrán obsahujících Cer odvozené od fytosfingosinu (tzv. fytoceramidy; fytoCer), které 
společně s 6-hydroxyCer patří mezi nejpolárnější Cer vůbec. Cílem práce tedy bylo srovnání vlivu 
typu sfingoidní báze (fytosfingosin vs. dihydrosfingosin vs. sfingosin) studovaných Cer na 
permeabilitu a mikrostrukturu modelových membrán SC. 

Z pohledu stereochemie jsou všechny savčí sfingoidní báze v D-erythro konfiguraci, což 
v absolutní konfiguraci znamená (2S,3R)- pro (dihydro)sfingosin a 6-hydroxysfingosin, avšak 
fytosfingosin má absolutní konfiguraci (2S,3S)-, jelikož se zde mění pořadí (priorita) substituentů.11 
Doposud však nebylo potvrzeno, jak důležitá je fyziologická D-erythro konfigurace Cer ve SC. Proto 
bylo cílem této disertační práce připravit a charakterizovat Cer s nefyziologickou konfigurací 
(konkrétně L-threo konfigurací). Připravené (2S,3S)-(dihydro)Cer byly převedeny do modelových 
membrán SC a hodnoceny čtyřmi parametry permeability (ztrátou vody přes membránu, elektrickou 
impedancí a měřením toku, tzv. fluxu, dvou modelových látek přes membránu). Mikrostruktura 
membrán a mísitelnost lipidů v modelových membránách SC byly hodnoceny pomocí práškové 
rentgenové difrakce a infračervené spektroskopie. 

Předkládaná práce je rozdělena do několika tematických kapitol. Druhá kapitola se věnuje 
základní problematice lidské kůže, její stavbě, funkci a významu kožní bariéry. Třetí kapitola rozebírá 
strukturu, význam a uspořádání lipidů kožní bariéry. Součástí této kapitoly je podkapitola o Cer, 
jejich názvosloví a biochemii. Čtvrtá kapitola se zaměřuje na metody hodnocení modelových 
membrán obsahujících kožní lipidy, například infračervenou spektroskopii nebo práškovou 
rentgenovou difrakci. Pátá kapitola je souhrnným komentářem k původní práci studující 
fytoCer v modelových membránách, dále komentářem ke čtyřem pracím týkajících se syntézy 
a hodnocení 6-hydroxyCer (tři původní a jedna práce rešeršní) a konečně komentářem k původní 
práci, která pojednává o významu stereochemie funkčních skupin v polární hlavě Cer. 
Všechny práce publikované v odborných časopisech, komentované v kapitole 5, jsou na konci 
disertační práce uvedeny jako její přílohy. Poslední kapitolou je odborný životopis autora 
předkládané práce včetně výčtu jeho dosavadní publikační aktivity.  
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2. KŮŽE – VLASTNOSTI A STAVBA 

2.1. VÝZNAM A FUNKCE KŮŽE 
Udržování stability vnitřního prostředí neboli homeostázy (řec. homoios, stejný; řec. stasis, 

trvání, stání) je nezbytnou podmínkou fungování a existence živého (lidského) organizmu. 
Na zabezpečení homeostázy se podílí řada orgánů a tkání, mezi něž patří také kůže. 

Kůže (lat. cutis, řec. derma) je největším orgánem savců. Tvoří hranici mezi vnitřním 
(organizmus) a vnějším prostředím (okolí) a pokrývá celý organizmus. Kůže chrání před nežádoucími 
vlivy vnějšího prostředí, tvoří mechanickou bariéru proti cizorodým vlivům chemického, 
fyzikálního a biologického původu. Také se podílí na termoregulaci (díky přítomnosti potních žláz 
a bohatého cévního zásobení) a látkové výměně mezi organizmem a prostředím, což je dáno činností 
potních a mazových žláz nacházejících se v tomto orgánu (vylučovací a respirační funkce). Mezi 
další neméně důležité funkce kůže patří funkce smyslová (nervová zakončení), funkce zásobní 
(dána přítomností podkožního tuku, který je zde ukládán; tento představuje pro tělo významný zdroj 
energie) a imunitní funkce. Kůže je nezbytným orgánem pro tvorbu vitamínu D (kalciferolu), který 
je nepostradatelný při metabolizmu (resorpci) vápníku a fosforu.12-13 

2.2. ANATOMIE (STAVBA) KŮŽE 
Kůže člověka může být považována za největší lidský orgán. Její plocha u průměrného jedince činí 

1,6 – 2,0 m2 a její hmotnost dosahuje přibližně 3 kg. Anatomicky se lidská kůže klasifikuje do tří 
základních vrstev. Na vnitřní orgány a svalovou tkáň se upíná první kožní vrstva, podkožní vazivo, 
následuje škára a poslední vrstvou je pokožka (Obrázek 1).12, 14 

 
Obrázek 1 – Schématické znázornění základních vrstev lidské 

kůže. Převzato z eucerin.cz.15 Na vnitřní orgány se upíná podkožní 
vazivo (hypodermis), které pokrývá živá škára (dermis) přecházející 

v pokožku (epidermis). 

 
Podkožní vazivo (lat. tela subcutanea, řec. hypodermis) je živá tuková a vazivová tkáň, která 

spojuje kosterní nebo svalovou tkáň s vyššími úseky kůže. V této vrstvě je ukládán podkožní tuk, který 
chrání organizmus před mechanickými vlivy, fyzickým stresem a představuje energetickou zásobu. 
Tato vrstva nemusí být přítomna na všech oblastech těla; existují místa (např. oční víčka), kde tato 
vrstva dokonce chybí.12 

Škára (lat. corium, řec. derma) je nejtlustší (3–5 mm) část kůže. Tato živá vrstva obsahuje 
převážně kolagenová vlákna, která dodávají celé tkáni patřičnou pevnost a elasticitu. Škára je bohatě 
zásobena, protože se zde nachází cévní a lymfatické řečiště. Jsou zde zakotvena nervová zakončení, 
vlasové folikuly, dále pak mazové a potní žlázky.12 

Pokožka (epidermis) je třetí a nejtenčí (0,06 – 0,8 mm) vrstvou kožní tkáně. Na rozdíl od 
předchozích, pokožka neobsahuje žádné cévy ani nervová zakončení. Je to vrstva, která je tvořena 
převážně kožními buňkami (keratinocyty). V pokožce jsou však přítomné i další buňky jako 
melanocyty (pigmentují kůži), dále pak Langerhansovy buňky (imunitní funkce) aj.12, 14 
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Obrázek 2 – Schématické znázornění jednotlivých vrstev lidské 
pokožky. Převzato z eucerin.cz.15 Na škáru nasedá bazální vrstva 

(stratum basale), dále pak vrstva trnitá (stratum spinosum), zrnitá 
(stratum granulosum) a nakonec neživá rohová vrstva (stratum 

corneum). 

 
Pokožka se histologicky člení na čtyři vrstvy. První odspodu směrem k povrchu kůže je bazální 

vrstva (stratum germinativum nebo také stratum basale), ve které probíhá buněčné dělení. Tato 
vrstva zahrnuje i tzv. cylindrickou vrstvu (stratum cylindricum). Dále následuje vrstva trnitá 
(stratum spinosum), v níž keratinocyty získávají svůj typický špičatý tvar. Pro zrnitou vrstvu 
(stratum granulosum) je typická přítomnost prekurzorů keratinu, které jsou zde ve formě granul. Na 
zrnitou vrstvu nasedá nejsvrchnější rohová vrstva (stratum corneum), která je tvořena již 
odumřelými (bezjadernými) keratinocyty, tzv. korneocyty (Obrázek 2). Téměř 80 % celkové 
hmotnosti rohové vrstvy tvoří látky bílkovinného charakteru (keratiny) obsažené v korneocytech.12, 14 

2.3. ROHOVÁ VRSTVA KŮŽE – KOŽNÍ BARIÉRA 
Kožní bariéra je situována v nejsvrchnější vrstvě kůže, v rohové vrstvě. Rohová vrstva (stratum 

corneum; SC) se skládá z patnácti až pětadvaceti vrstev oploštěných a zrohovatělých korneocytů, 
které obklopuje směs kožních lipidů, známá pod pojmem lipidová matrix16 (Obrázek 3). Tato tvoří 
kolem 20 % hmotnosti SC. Jde o přibližně ekvimolární směs cholesterolu (Chol), volných 
mastných kyselin (VMK) a ceramidů (Cer). Poměr jednotlivých lipidů SC (Chol/VMK/Cer, 
1 : 1 : 1 mol) hraje klíčovou roli v bariérové funkci kůže; jakákoliv změna v tomto poměru vede k jejímu 
poškození.4-6, 17-18 

 
Obrázek 3 – Schématické znázornění lidské rohové vrstvy 
(stratum corneum; SC), nejsvrchnější vrstvy kůže. Převzato 

z eucerin.cz.15 SC je tvořeno 15–25 vrstvami zrohovatělých 
korneocytů (šedě), mezi kterými se nachází lipidy (tzv. lipidová 
matrix; žlutě). Kůže má dvě zcela zásadní funkce – zamezuje vstupu 

cizorodých látek do organizmu (červené šipky) a chrání organizmus 

před ztrátou vody (bílé šipky). 

 
Lipidy SC zamezují nadměrným ztrátám vody kůží a tím zabraňují dehydrataci organizmu. 

Lipidy SC jsou zcela nepostradatelné, protože stojí za přežitím savců při evolučním přechodu 
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z vodního prostředí na souš. Lipidy SC se rovněž podílí na zamezení vstupu cizorodých 
(škodlivých) látek (chemických a mechanických nečistot, ultrafialového světla, alergenů, 
mikroorganizmů atd.) do organizmu (Obrázek 3), čímž se podílí na udržení homeostázy 
organizmu.6  
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3. LIPIDY ROHOVÉ VRSTVY KŮŽE – STRUKTURA, 

VÝZNAM A USPOŘÁDÁNÍ 

3.1. LIPIDOVÁ MATRIX 
Lipidy mezibuněčných prostor SC tvoří přibližně ekvimolární směs tří druhů lipidů – Chol, VMK 

a Cer (Obrázek 4).19-20 Kromě nich se zde nachází různé typy sterolů, estery Chol a organických 
kyselin a cholesterol-sulfát (CholS). Zajímavé je, že ve SC nenajdeme, na rozdíl od buněčných 
membrán, žádné fosfolipidy.21 

 
Obrázek 4 – Bariérové lipidy stratum corneum (SC) – 
ekvimolární směs cholesterolu (Chol), volných mastných 
kyselin (VMK) a ceramidů (Cer). Délka VMK je v rozmezí 

12-32 uhlíků (nejčastěji C22, C24 a C26); délka řetězce sfingoidní 
báze (na obrázku sfingosin) je nejčastěji 18 uhlíků (modře), délka 
acylu v molekulách Cer se pohybuje v rozmezí 24–38 uhlíků (na 

obrázku je acyl od kyseliny lignocerové, C24:0; černě). 

3.2. CHOLESTEROL A VOLNÉ MASTNÉ KYSELINY 
Chol je nejvíce zastoupeným sterolem lipidové matrix (Obrázek 4); tvoří přibližně jednu čtvrtinu 

hmotnosti lipidů SC. Funkce Chol je ve SC zcela klíčová; tento je zodpovědný za správné lamelární 
(organizace lipidů do lamel) a laterální (organizace lipidů v rámci jedné lamely; viz dále) uspořádání 
lipidů SC. Na rozdíl od buněčných membrán, kde Chol zvyšuje pevnost (rigiditu) lipidové dvojvrstvy, 
ve SC se naopak podílí na zachování kapalnosti (fluidity) lipidů v lamelách.6, 22 Bylo prokázáno, že 
ve zdravém SC se část Chol vyděluje od ostatních lipidů, tj. vytváří samostatnou fázi. Doposud však 
není známá příčina této separace. 

CholS je nejčastěji zastoupeným esterem Chol. Význam CholS, který představuje přibližně 
5 % hmotnosti lipidů SC,20 není doposud znám. Pravděpodobně se zúčastňuje procesů v udržení 
soudržnosti (koheze) a odlupování (deskvamace) svrchních částí SC.23 

Kyselinová složka SC je zastoupena volnými nasycenými a nerozvětvenými mastnými kyselinami, 
jejichž délka řetězců se pohybuje mezi 14 až 34 uhlíky; nejčastěji zastoupenými VMK ve zdravém SC 
jsou kyselina behenová (C22:0) a lignocerová (C24:0; LIG), které činí přibližně polovinu hmotnosti 
VMK ve SC.5, 11, 24 

3.3. CERAMIDY 

3.3.1. STRUKTURA 
Přibližně 50 % hmotnosti lipidů SC tvoří látky z rodiny SL – Cer.5 Cer jsou SL obsahující malou 

polární (hydrofilní) hlavu a dva lipofilní uhlovodíkové řetězce. První z řetězců pochází ze sfingoidní 
báze (derivátu sfingosinu), což je nerozvětvený 2-aminoalkohol o délce nejčastěji 18 uhlíků.11 Druhý 
řetězec, jehož délka v molekulách Cer se pohybuje v rozmezí 24–38 uhlíků, je acylem mastné kyseliny 
(nejčastěji 24 u dlouhých a 30–32 u ultradlouhých Cer).4, 25 Mastná kyselina je amidovou vazbou 
napojena na primární aminoskupinu sfingoidní báze4 (Obrázek 4). 

3.3.1.1.  SFINGOSINOVÁ ČÁST 
Kožní Cer představují heterogenní skupinu SL. Tato různorodost plyne ze strukturních odlišností 

(hydroxylace a/nebo dvojná vazba) zejména v polární hlavě Cer. Sfingoidní báze v molekulách 
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kožních Cer jsou nejčastěji odvozeny od sfingosinu (S), tj. sfingoidní báze s trans-dvojnou vazbou 
na čtvrtém uhlíku. Fyziologické prekurzory Cer, dihydroceramidy (dihydroCer; viz dále), jsou Cer 
odvozené od dihydrosfingosinu (dS), v jejichž molekulách trans-dvojná vazba chybí. Pro kožní Cer 
jsou také typické hydroxylované sfingoidní báze – fytosfingosin (s hydroxylovou skupinou v poloze 
4; P) a 6-hydroxysfingosin (s trans-dvojnou vazbou na čtvrtém a hydroxylovou skupinou na šestém 
uhlíku; H; Tabulka 1). V nedávné době byly dokonce objeveny i Cer se sfingoidní bází obsahující čtyři 
hydroxyly (T), avšak jejich poloha v řetězci a absolutní konfigurace uhlíků sfingoidní báze nebyla 
doposud určena.26 

Tabulka 1 – Názvosloví ceramidů (Cer) podle nomenklatury dle Motty.27 Základem názvu Cer je kombinace písmen 
sfingoidních bází (S, dS, P, H nebo 1-O-E_S) a acylů mastných kyselin, které mohou být nehydroxylované (N), hydroxylované 
v poloze 2' (α-poloha; A), dále v poloze ω- (O) nebo hydroxylované v poloze ω-, u nichž je na ω-hydroxyl esterově vázán acyl 
kyseliny linolové (EO). V tabulce jsou zobrazeny jak volné Cer lidského stratum corneum (žlutě), tak Cer vázané na proteiny 
(Cer typu O, kovalentně vázané Cer; hnědě). 

3.3.1.2.  ACYLOVÁ ČÁST 
Acyl v molekulách Cer je většinou tvořen dlouhou nerozvětvenou nasycenou mastnou kyselinou, 

která je buď nesubstituovaná (N), nebo je naopak substituovaná hydroxylovou skupinou. Tato 
substituce může být v poloze α- (A) nebo ω- (O). Na ω-hydroxylovou skupinu může být dále esterově 
navázaná kyselina linolová (EO). Tento hydroxyl však také může být navázán na bílkoviny 
(involukrin), které jsou na povrchu korneocytů (tzv. kovalentně vázané Cer; viz dále) a tvoří 
tzv. korneocytární lipidovou obálku (angl. corneocyte lipid envelope).19 Poměrně nedávno byly 
v lidském SC nalezeny i sfingosinové Cer, u kterých je acyl (nejčastěji od kyseliny palmitové; C16) 
esterově navázán na primární hydroxylovou skupinu v poloze 1 (1-O-E_S; Tabulka 1).28 
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3.3.2. NÁZVOSLOVÍ 
Kromě systematického názvosloví dle IUPAC se Cer označují i jinými nomenklaturními systémy. 

První a dodnes nejčastěji používaný názvoslovný systém29 pro sfingoidní báze vyjadřuje počet 
hydroxylových skupin sfingoidní báze písmeny „d“ (di-) nebo „t“ (tri-). Za tímto písmenem následuje 
číselné vyjádření počtu uhlíků v řetězci a počet dvojných vazeb. Tímto způsobem je osmnáctiuhlíkatý 
S označen jako d18:1 nebo také 4E-d18:1, kde je kladen důraz na konfiguraci a polohu dvojné vazby 
sfingoidní báze.29 

V oblasti výzkumu role Cer v kůži byla původně zavedena nomenklatura označující Cer arabskými 
číslicemi, přičemž číslo znamenalo pořadí daného Cer na tenkovrstvé chromatografii při izolaci 
těchto SL ze SC.30 S objevy dalších strukturních podtypů Cer byl tento nomenklaturní systém 
nahrazen názvoslovím dle Motty27 s pozdějšími úpravami.8, 18, 31 Jeho základním principem je 
kombinace písmen označujících typy sfingoidních bází (S, dS, P, H nebo 1-O-E_S) a acylů (N, A, O 
nebo EO). Například název pro Cer EOS, podle předchozí nomenklatury označovaný jako Cer 1 pro 
jeho nejnižší polaritu ze všech Cer, je odvozen od S a ω-hydroxylovaného acylu, který je esterifikován 
kyselinou linolovou (EO). Nomenklatura dle Motty je univerzálním systémem, jímž bylo jednoduše 
popsáno osmnáct strukturních podtypů Cer nalezených ve zdravém SC (Tabulka 1). Jednotlivé 
podtypy Cer se pak vzájemně liší délkou jednotlivých řetězců, což vede ke stovkám typů jednotlivých 
Cer.4 

3.3.3. BIOSYNTÉZA 

3.3.3.1.  DIHYDROCERAMIDY 
Syntéza Cer de novo probíhá v endoplazmatickém retikulu kožní buňky. Prvním krokem 

v biosyntéze Cer je kondenzace aminokyseliny L-serinu a palmitoyl-koenzymu A katalyzovaná 
serinpalmitoyl-CoA-transferázou. Kondenzační produkt, 3-ketodihydrosfingosin 
(3-ketosfinganin), je redukován 3-ketosfinganin-reduktázou na (2S,3R)-dihydrosfingosin 
(D-erythro-dihydrosfingosin nebo také sfinganin; dS), který je následně acylován jednou ze šesti typů 
ceramid-syntáz, což vede ke vzniku dihydroCer (Schéma 1).4, 18, 32-33 

Schéma 1 – Biosyntéza dihydroceramidů (dihydroCer). V prvním kroku reaguje L-serin s palmitoyl-koenzymem A za 
katalýzy serinpalmitoyl-CoA-transferázy (i). Kondenzační produkt, 3-ketodihydrosfingosin, je dále redukován 
3-ketosfinganin-reduktázou (ii) na dihydrosfingosin (dS). Tento je pak acylován účinkem ceramid-syntázy (iii) na dihydroCer 
(na obrázku je zobrazen Cer NdS s acylem od kyseliny lignocerové; LIG, C24:0). 

 
Acyl v molekulách (dihydro)Cer je po navázání na sfingoidní bázi ceramid-syntázou dále 

upravován. Řetězec je prodlužován jednou ze sedmi typů elongáz.18, 34 V případě 
α- a ω-hydroxylovaných acylů Cer se hydroxylace zúčastňuje řada hydroxyláz, včetně 
enantioselektivní (2'R)-hydroxylázy, která zavádí hydroxyl do polohy alfa. Navíc u Cer typu EO je 
kyselina linolová esterově vázaná na terminální hydroxyl acylového řetězce.35 

3.3.4. FYTOCERAMIDY A 6-HYDROXYCERAMIDY 
Do molekul dihydroCer může být působením desaturázy 1 (Δ4-desaturáza)36 zavedena 

trans-dvojná vazba, což vede k tvorbě sfingosinových Cer (S-Cer), tj. Cer odvozených od 
(2S,3R,4E)-sfingosinu (D-erythro-sfingosin; S). DihydroCer mohou být dále hydroxylovány 
desaturázou 2 (C4-hydroxyláza; Schéma 2) v poloze 4, což vede k tvorbě fytoCer. Tyto jsou tedy 
odvozené od hydroxylované sfingoidní báze (2S,3S,4R)-fytosfingosinu (D-ribo-fytosfingosin; P).11 
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Schéma 2 – Biosyntéza hydroxylovaných ceramidů (Cer). Dihydroceramidy (dihydroCer) jsou desaturovány (desaturáza 1) 
za vzniku sfingosinových ceramidů s (4E)-dvojnou vazbou (S-Cer). Působením desaturázy 2 (C4-hydroxyláza) je na dihydroCer 
zaveden hydroxyl do polohy (4R)-, což vede ke vzniku fytoceramidů (fytoCer). Biosyntéza 6-hydroxyceramidů (6-hydroxyCer) 
není objasněna. Pravděpodobně dochází k hydroxylaci S-Cer doposud neobjevenou C6-hydroxylázou, která zavádí 
hydroxylovou skupinu do polohy (6R)-. Na obrázku jsou zobrazeny Cer NdS (modře), Cer NS (černě), Cer NP (červeně) 
a Cer NH (zeleně), všechny s acylem od kyseliny lignocerové (C24:0). 

 
FytoCer37-40 byly poprvé nalezeny v rostlinné říši a říši hub (rod Amanita), z čehož pochází 

i označení této rodiny sfingolipidů (řec. phytos, rostlina).41-42 V lidském SC jsou fytoCer nejvíce 
zastoupeny v podobě Cer NP (22 %) a Cer AP (přibližně 9 %), v menší míře jako Cer OP a Cer EOP 
(Obrázek 5).4 

 
Obrázek 5 – Procentuální zastoupení ceramidů (Cer) ve zdravé 
rohové vrstvě epidermis. Převzato z Breiden et al.4 Označení Cer 
je podle nomenklaturního systému dle Motty.27 

 
Fyziologická biosyntéza pro kůži jedinečných 6-hydroxyCer, odvozených od 

(2S,3R,4E,6R)-6-hydroxysfingosinu (viz dále), není doposud známá. Pravděpodobně pomocí 
hydroxylázy (podobná desaturáze 2) dochází k hydroxylaci S-Cer v poloze 6, jelikož allylová poloha 
6 je náchylná k oxidaci (Schéma 2).43 

Cer odvozené od 6-hydroxysfingosinu byly nalezeny pouze v epidermis; tyto se pravděpodobně 
nepodílí na buněčné signalizaci. Nejčastěji jsou ve zdravém SC zastoupeny v podobě volných Cer NH 
(přibližně 15 %) a Cer AH (přibližně 11 %) a také kovalentně vázaného Cer OH (0,4 %).4 

Hydroxylace Cer, tj. zavedení další hydroxylové skupiny u fytoCer a 6-hydroxyCer, má 
pravděpodobně klíčové postavení mezi Cer SC, jelikož pokles jejich hladin byl zaznamenán u mnoha 
kožních onemocnění, jako jsou atopická dermatitida44-45 nebo psoriáza.27, 46 Navíc pokles hladin 
Cer NP se výrazně podepisuje na zvýšení ztráty vody kůží.44 

3.3.4.1. DEPOTNÍ FORMY CERAMIDŮ 
Klíčovými molekulami v metabolizmu Cer jsou S-Cer. Tyto Cer můžou být dále chemicky 

upravovány. Modifikace může vést k tvorbě glykosfingolipidů. Pro tyto je typická cukerná složka 
glykosidicky navázaná na hydroxylovou skupinu sfingoidní báze v poloze 1. Třídu glykosfingolipidů 
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nejčastěji tvoří glukosylceramidy (glukosylCer) s jednou nebo gangliosidy se dvěma či více 
molekulami cukru, kterým může být nejčastěji D-glukóza nebo D-galaktóza.47 

Mezi další modifikace molekul Cer patří také sfingomyeliny (SM), pro něž je typický 
aminoalkohol (fosforylcholin nebo fosforylethanolamin) navázaný na C-1-hydroxyl sfingoidní báze.48-

50 
GlukosylCer a SM představují depotní formy Cer v kůži. V případě nedostatku volných Cer ve SC 

jsou depotní formy hydrolyzovány (glukosylCer β-glukocerebrozidázou a SM sfingomyelinázou51), 
čímž poskytují Cer pro tvorbu kožní bariéry. Zajímavé je, že na rozdíl od glukosylCer, které 
představují prekurzory pro všechny podtypy Cer, hydrolýzou SM jsou získávány pouze Cer NS 
a Cer AS.52-54 

Depotní formy Cer vznikají v Golgiho aparátu kožní buňky ve spodních úsecích epidermis. Zde 
jsou vznikající glukosylCer a SM uskladňovány v tzv. lamelárních (Odlandových) tělískách (angl. 
lamellar bodies nebo Odland bodies), v nichž jsou kromě prekurzorů Cer přítomny prekurzory dalších 
bariérových lipidů a řada hydrolytických enzymů, které umožňují uvolnění obsahu tělísek 
do mezibuněčných prostor. Toto uvolnění nastává splynutím lamelárních tělísek s plazmatickou 
membránou keratinocytu v místech, kde buňka dosáhne rozhraní zrnité a rohové vrstvy.13, 18 

Jak sfingoidní báze, tak Cer mohou být fosforylovány (zbytek kyseliny fosforečné je esterově 
vázán na hydroxylovou skupinu v poloze 1). Příslušný sfingosin-1-fosfát nebo ceramid-1-fosfát hrají 
roli zejména při migraci buněk a regulaci buněčného cyklu. Fosforylovaný S nebo Cer však mohou 
být použity i pro syntézu volných Cer. Nejdříve musí být sfingosin-1-fosfát příslušnou fosfatázou 
hydrolyzován, poté dochází k acylaci volného S, což vede ke vzniku Cer.55-57 

3.4. USPOŘÁDÁNÍ A ORGANIZACE KOŽNÍCH LIPIDŮ 
Lipidy SC, na rozdíl od fosfolipidů v buněčných dvojvrstvách, tvoří mnohovrstevné lamelární 

systémy (lamely), které jsou ukotveny na povrchu korneocytů. Tohoto ukotvení se významně 
zúčastňují tzv. kovalentně vázané Cer (Cer vázané na proteiny). Tyto Cer, jejichž metabolickými 
prekurzory jsou ultradlouhé Cer typu EO, mají ω-hydroxyl (Cer typu O) esterově vázán na 
glutamátové zbytky bílkovin na povrchu korneocytů (nejčastěji involukrin a lorikrin). Kovalentně 
vázané Cer zřejmě slouží jako předloha pro tvorbu organizovaných lamel lipidů SC (Obrázek 6). 

 
Obrázek 6 – Schématické znázornění kovalentně vázaných 
ceramidů (Cer). Acyl Cer vázaných na proteiny je substituovaný 
hydroxylem v poloze ω- a esterovou vazbou jsou na tento vázané 
povrchové bílkoviny kožních buněk (korneocytů; hnědě). 
Kovalentně vázané Cer slouží jako předloha ke správnému vytvoření 
lipidových lamel. Ve spodní části obrázku je zobrazen kovalentně 
vázaný Cer OH. 

 
Lipidy SC (Cer, VMK a Chol) vytváří lamely o různých délkách mezirovinných (lamelárních) 

vzdáleností. Pro správnou funkci SC jako bariéry je nezbytná přítomnost tzv. dlouhé lamelární fáze 
(angl. long periodicity phase; LPP),22, 58-61 jejíž mezirovinná vzdálenost se pohybuje v rozmezí 
11,9 – 13,1 nm. Tato fáze, pro jejíž vytvoření je zapotřebí ultradlouhých Cer (acylCer, Cer typu EO, 
např. Cer EOS), je pro udržení správné funkce SC jako bariéry zcela klíčová. V lamelách zdravého SC 
lze rovněž nalézt tzv. krátkou lamelární fázi (angl. short periodicity phase; SPP)60-65 s délkou lamel 
kolem 5,3 – 6,5 nm (Obrázek 7) a fázi separovaného Chol s mezirovinnou vzdáleností přibližně 
3,4 nm.66-67 
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Obrázek 7 – Lamelární uspořádání lipidů stratum corneum 
(SC). Lipidy ve zdravém SC tvoří v lamelách tzv. dlouhou fázi (LPP) 
s mezirovinnou vzdáleností přibližně 13 nm a krátkou fázi (SPP) 
s délkou lamel přibližně 6 nm. 

 
Řetězce molekul Cer můžou v lamelách SC zaujmout dvě možné konformace. První, 

tzv. vlásenková (uzavřená) konformace, se vyznačuje tím, že oba řetězce molekul Cer jsou 
orientovány vedle sebe (paralelně). Podstatou druhé, tzv. otevřené konformace, je uspořádání 
řetězců molekul Cer tak, že každý z nich směruje do opačného směru (Obrázek 8). Konformace 
lipidů však není doposud zcela objasněna, proto jsou přípustné oba konformační stavy.5, 68-70 

 

Obrázek 8 – Dvě možné konformace ceramidů (Cer) v kožní 
lipidové bariéře. První, tzv. vlásenková konformace (angl. hairpin 
conformation; nahoře) je charakteristická tím, že oba řetězce jsou 
umístěny vedle sebe. Otevřená konformace (angl. fully-extended 
nebo splayed-chain conformation; dole) je typická protilehlou 
orientací obou řetězců molekuly Cer. Na obrázku jsou zobrazeny 
konformace Cer NH. 

 
V lamelách zdravého SC mohou být lipidy organizovány v těsném, tzv. ortorombickém, 

uspořádání, pro které je typická tzv. all-trans konformace. Tato kosočtverečná mřížka brání volné 
rotaci jednotlivých řetězců a je pro lipidy ve SC nejčastější (Obrázek 9). 

 
Obrázek 9 – Laterální uspořádání lipidů rohové vrstvy 
epidermis. Vlevo je zobrazena tzv. ortorombická (krystalická) fáze, 
uprostřed měně organizovaná hexagonální (gelová) a vpravo 
kapalná fáze řetězců lipidů, která je pravděpodobně zodpovědná za 
udržení elasticity kůže. Všechny tři typy uspořádání lze nalézt ve 
zdravé epidermis. 

 
Lipidy SC však mohou být uspořádány i hexagonálně, tj. do šesterečné soustavy (gelová fáze; 

Obrázek 9), v níž je umožněna větší rotace a pohyb lipidů, což je dáno větším procentem méně 
uspořádaných gauche konformerů. Posledním a nejméně častým typem uspořádání lipidů SC je 
tzv. kapalně-krystalická fáze (Obrázek 9). Pro ni je typická tzv. gauche konformace, která se 
vyznačuje nepravidelným uspořádáním.5, 61, 71-76 Mezi více neuspořádané konformace lipidových 
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řetězců, které byly popsány u nasycených alkanů, patří tzv. end-gauche, kink nebo double-gauche 
konformace,77 které jsou znázorněny na Obrázku 10. 

 
Obrázek 10 – Konformace řetězců lipidů. Převzato z Maroncelli 
et al.77 Vlevo je zobrazená tzv. all-trans konformace (nejvýhodnější, 
s nejnižší energií), směrem doprava jsou zobrazeny defektní 
konformace: end-gauche, kink (nebo také gtg konformace) 
a double-gauche. Na obrázku je znázorněn nasycený uhlovodíkový 
řetězec, jehož defektní konformační formy jsou zvýrazněny červeně.  
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4. STUDIUM KOŽNÍ BARIÉRY – METODY HODNOCENÍ 

LIPIDŮ ROHOVÉ VRSTVY 

4.1. MODELY KOŽNÍ BARIÉRY 
Častým způsobem hodnocení kožní bariéry, zejména mezibuněčných prostor SC, je studium 

modelových systémů. Nejbližším a nejvěrohodnějším modelem je izolovaná lidská kožní tkáň či 
kůže z modelových zvířat, nejčastěji prasete domácího (Sus scrofa),78-80 známé jsou rovněž tkáňové 
modely kůže in vitro.81-82 

Kromě izolovaných či kultivovaných kožních tkání lze k hodnocení kožní bariéry použít 
i jednodušší modely. Starší práce popisují první modely kožní bariéry jako směs extrahovaných lipidů 
SC včetně extrahovaných kožních buněk (korneocytů).83-84 Navíc existují i práce, ve kterých jsou 
modely SC připraveny ze směsi komerčně dostupných Cer.64, 75, 85-86 Snížením počtů složek v modelu 
(modelové membráně), v krajním případě až použitím jen jednoho typu Cer místo ceramidové 
frakce izolované ze SC, lze studovat chování daného lipidu v modelu.87-90 

4.1.1. MIKROSTRUKTURA MODELOVÝCH MEMBRÁN 
Vnitřní stavba SC, kterou Elias přirovnal k modelu „cihel“ představujících korneocyty a „malty“ 

reprezentující mezibuněčnou lipidovou matrix,16 není doposud objasněna. Právě proto je studiu 
složení a uspořádání lipidů v mezibuněčných prostorech SC věnována velká pozornost. Mezi často 
využívané zobrazovací techniky modelů kožní bariéry patří např. fluorescenční mikroskopie. Je to 
velmi citlivá zobrazovací technika, která však vyžaduje přítomnost fluorescenčně značené látky 
(lipidu) ve studovaném vzorku (membráně).91-92 Limitem této techniky je povaha (lipofilita a velikost) 
samotného fluoroforu, který může do značné míry (negativně) ovlivnit uspořádání lipidů SC. 

Atomová silová mikroskopie je metoda, kterou lze zkoumat povrch (morfologii) modelové 
membrány. Je založena na měření silových interakcí mezi povrchem vzorku (membránou) a sondou, 
která je v její těsné blízkosti. Sondou se v tomto případě rozumí ostrý vodivý hrot, jehož pohybem 
podél vzorku lze povrch vzorku skenovat.93-94 

Studium modelových membrán polarizační mikroskopií94 bylo nahrazeno mikroskopií 
elektronovou. Tato má daleko větší rozlišovací schopnost než optická mikroskopie, protože vzorek 
je ozařován proudem elektronů, nikoli fotonů. Lze tak dosáhnout zvětšení, jímž lze pozorovat 
uspořádání lipidů SC do orientovaných dvojvrstev, tvořených polárními oblastmi s vyšší a alkylovými 
řetězci s nižší elektronovou hustotou.95-97 

Pomocí diferenciální skenovací kalorimetrie lze charakterizovat teplotní vlastnosti lipidů 
v membránách.98-100 Touto technikou lze pozorovat fázové chování lipidů měřením teploty skleného 
přechodu (teplota, při níž se lipid stává elastičtějším a pružnějším), teploty krystalizace nebo teploty 
tání.76, 88, 94, 101 

Podmínkou hodnocení modelových membrán 2H nukleární magnetickou rezonancí v pevné 
fázi je přítomnost alespoň jedné ze složek s deuterovaným řetězcem. Jedná se o výkonnou techniku, 
jejíž pomocí lze charakterizovat strukturu, dynamiku a fázové stavy (krystalická/gelová, kapalná nebo 
izotropní fáze) lipidů ve vzorcích.76, 101-107 

K dalším velmi často používaným technikám charakterizace laterálního uspořádání patří 
infračervená a Ramanova spektroskopie.74, 108-111 V případě hodnocení lamelárního uspořádání 
lipidů SC se často využívá difrakčních metod, jako jsou rentgenová nebo neutronová difrakční 
analýza.61-62, 112-114 Jelikož jsou infračervená spektroskopie a prášková rentgenová difrakce metody, 
jimiž byly hodnoceny modelové membrány SC v této disertační práci, jsou zmíněným technikám 
věnovány samostatné kapitoly. 

4.1.1.1.  INFRAČERVENÁ SPEKTROSKOPIE 
Infračervená (angl. infrared; IR) spektroskopie je rychlá a nedestruktivní analytická metoda, která 

je využívaná v hodnocení chování a uspořádání lipidů SC.73, 109, 115 Podstatou IR spektroskopie je 
pohlcení (absorpce) monochromatického elektromagnetického záření (fotonů), konkrétně 
infračerveného světla nejčastěji od 2,5 × 10-6 do 2,5 × 10-5 m, tzn. ve střední IR oblasti, molekulou. To 
má za následek změnu vibračně-rotačních pohybů (energetických stavů) molekuly v závislosti na 
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změnách dipólového momentu této molekuly. Dochází tedy ke zvětšení amplitudy vibrace 
a zrychlení rotace molekuly.116 

V biofyzice SL je často využívaná infračervená spektroskopie zeslabeného úplného odrazu 
(angl. attenuated total reflectance; ATR) s aplikací matematické metody Fourierovy transformace, 
která umožňuje transformaci spektra z časové domény do domény frekvenční (angl. Fourier 
transformation infrared spectroscopy; FTIR). ATR-FTIR je biofyzikální metoda, při níž paprsek IR 
světla dopadá pod určitým úhlem do speciálně upraveného hranolu (např. krystalu germania) a při 
dopadu dochází k úplnému odrazu paprsku.116-117 

Výsledkem měření IR spektroskopie je spektrum (vibrační pás), což je graficky vyjádřená 
závislost energie na vlnočtu ν jako převrácené hodnoty vlnové délky [cm-1]. Nejčastěji je energie IR 
záření vyjadřována propustností (transmitancí) T [%] nebo absorbancí A, tedy záporným 
dekadickým logaritmem hodnoty transmitance.116-117 

V IR spektru můžeme sledovat několik typů vibrací. Valenční vibrace jsou způsobeny změnami 
délky vazeb atomů.118 Druhý typ vibrací (deformační vibrace) je způsoben změnami vazebných úhlů 
mezi atomy. Frekvence valenčních vibrací jsou vždy vyšší než frekvence vibrací deformačních, jelikož 
na natažení vazby mezi atomy je potřeba více energie než na její ohnutí. Proto valenční vibrace 
nacházíme v levé části IR spektra, tedy oblasti vyšších frekvencí, resp. vlnočtů. Mezi nejčastěji 
studované valenční vibrace patří methylenová vibrace asymetrická (νa) a symetrická (νs), z nichž lze 
zjistit konformaci lipidových řetězců v modelových membránách. Nejčastěji hodnocené vibrace 
vypovídající o laterálním uspořádání lipidů jsou rovinná deformační CH2 nůžková (angl. 
scissoring; δ) a deformační kývavá vibrace (angl. rocking; γ). Přehled vybraných vibrací ve studiu 
SL (včetně vibrací v polární oblasti) je uvedený v Tabulce 2. 

 
Tabulka 2 – Charakteristické vibrace v infračervené (IR) spektroskopii sfingolipidů (SL). Vlnočty valenčních CH2 
(modře) a deformačních CH2 vibrací (zeleně). aU vybraných typů vibrací je uveden vlnočet pro CD2 vibrace (deuterované 
řetězce).108, 110 bAsymetrická a symetrická CH2/CD2 vibrace charakterizují konformaci molekul; pokud jsou hodnoty vlnočtů 
u symetrické CH2 vibrace nižší než 2850 cm-1, jsou řetězce uspořádány v all-trans konformaci.108, 110 Se vzrůstající hodnotou 
vlnočtu se zvyšuje i podíl méně uspořádaných, tzv. gauche-konformerů.74, 98, 119 cV polární oblasti (hnědě) lze pozorovat 
působení vodíkových můstků mezi lipidy v modelových membránách. Vibrace karboxylu v nižších oblastech vlnočtů 
představuje zapojení karboxylové skupiny volných mastných kyselin (VMK) do vodíkových vazeb.109, 120-121 Tento fakt může být 
rovněž pozorován u vibrace známé pod pojmem amid I, která je výsledkem valenční vibrace karbonylové funkční skupiny.110, 

120-121 Zvýšení hodnot vlnočtů u karboxylové a amidové vibrace I značí oslabení mezimolekulárních vodíkových přitažlivých sil. 
V případě nárůstu vlnočtů u vibrace, která je výsledkem valenčních C-H a deformačních N-H vibrací (amid II) je tomu 
naopak.110, 115, 122-123 dZ deformační nůžkové nebo kývavé CH2/CD2 vibrace lze zjistit laterální uspořádání lipidů do krystalové 
mřížky;69, 110 pokud je v oblastech těchto vibrací nalezen dublet jako výsledek spřažení vibrací sousedících řetězců daného 
izotopu (např. u nůžkové vibrace 1462 a 1472 cm-1),108 tento vypovídá o těsném (ortorombickém) uspořádání. Pokud je však ve 
spektru nalezen pouze singlet (v případě nůžkové vibrace kolem 1468 cm-1), lipidy jsou ve volnějším (hexagonálním) 
uspořádání.69, 108, 110, 124-126 

 
Ve studiu SL je často využívaná izotopová substituce, tj. atomy vodíku jsou v molekule 

nahrazeny jejich těžšími izotopy. Izotopy atomů (např. deuterium, 2H), se kterými lze pracovat bez 
jakýchkoliv bezpečnostních opatření, mají přibližně stejné silové pole, ale hodnoty vlnočtů 
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vibračních pásů jsou rozdílné (Tabulka 2). V případě použití lipidové směsi s částečnou nebo úplnou 
náhradou vodíku za deuterium v jedné ze složek směsi je možné sledovat chování vodíkových řetězců 
(C-H vibrace) nezávisle na chování řetězců deuterovaných (C-D vibrace).108 

4.1.1.2.  RENTGENOVÁ DIFRAKCE 
Podstatou (práškové) rentgenové difrakce (angl. X-ray powder diffraction; XRPD) je ohyb 

(difrakce) paprsku rentgenového záření (z oblasti 0,1 × 10-10 m až do 100 × 10-10 m) po jeho dopadu na 
vzorek (lipidy modelové membrány uspořádané do souvislých vrstev). Lipidy tohoto vzorku se samy 
stávají zdrojem záření se stejnou vlnovou délkou λ [nm] a produkují paprsky, které vzájemně 
interferují a vytváří tak difraktované záření, jehož směr je odlišný od směru záření dopadajícího na 
vzorek.127 

V případě, že paprsek rentgenového záření dopadá na rovnoběžné (v membráně se pravidelně 
opakující) strukturní roviny lipidů pod úhlem θ [°], dochází k difrakci záření. Difraktované paprsky 
zesílí v maximum pouze v případě, že je jejich dráhový rozdíl roven vlnové délce [nm] nebo 
jejímu celočíselnému násobku. Pokud při dopadu svazku paprsků na vzorek je určitá strukturní 
rovina v takové orientaci, že je splněna Braggova rovnice (viz dále; Obrázek 11), dochází ke 
konstruktivní interferenci difraktovaného záření (paprsky se skládají a sílí) a toto je pak detektorem 
zaznamenáno. Výše popsaný děj charakterizuje rovnice nλ = 2d sin θ (Braggův zákon), ve které je 
n kladný celočíselný násobek (řád difrakce) vlnové délky λ použitého záření, θ je Braggův úhel 
dopadu na strukturní rovinu lipidů a d [nm] je mezirovinná vzdálenost (angl. repeat distance), jejíž 
pomocí lze určit délku lamel lipidů (lamelární fáze) v modelové membráně.89 

 
Obrázek 11 – Schématické znázornění Braggovy rovnice. 
Paprsek rentgenového záření (červeně) dopadá na periodicky se 
opakující strukturní rovinu vzorku (lipidů v modelové membráně; 
černé body) pod úhlem θ [°], ohýbá se (nastává difrakce), 
konstruktivně interferuje s dalšími paprsky, které dopadají na 
detektor. Rozpětí d mezi strukturními rovinami je tzv. mezirovinná 
vzdálenost [mn], jejíž pomocí lze charakterizovat délku lipidových 
lamel v membráně. 

 
Výsledkem měření XRPD je difrakční záznam (difraktogram), v němž jsou na ose x vidět 

difrakční píky (reflexe) při určitých hodnotách difrakčního úhlu 2θ [°] a na ose y je poté intenzita 
reflexí. V levé části difraktogramu se nachází tzv. oblast malých úhlů (angl. small-angle region), 
v jeho pravé části je oblast širokých úhlů (angl. wide-angle region), z níž lze zjistit laterální 
uspořádání řetězců lipidů ve studované modelové membráně.128-131 

Na podobném principu jako XRPD pracuje neutronová difrakční analýza, s tím rozdílem, že 
použité neutrony, kterými je vzorek ostřelován, mají nižší absorpci. Proto je nutné použít větší 
množství vzorku. Samotné měření také vyžaduje zdroj neutronového záření (atomový reaktor).132 
Výhodou neutronové difrakce je rozlišení izotopů lehkých prvků, proto lze použitím 
deuterovaných lipidů studovat uspořádání protonovaných a deuterovaných řetězců v modelových 
membránách SC.22, 65 

4.1.2. PERMEABILITA MODELOVÝCH MEMBRÁN 
V biofyzice SL je neméně důležitou charakteristikou modelových systémů SC jejich permeabilita 

(propustnost). Existuje řada modelů, na kterých byla zkoumána permeabilita pro látky s nejrůznější 
velikostí molekuly, lipofilitou apod. Velká řada studií hodnotila permeabilitu modelů kožní bariéry 
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s prasečími SL nebo lipidy izolovanými ze SC či nervové tkáně.83, 133-139 Práce, v níž byly modelové 
membrány SC zhotoveny z komerčních Cer využívaných v kosmetice ve složení podobnému složení 
zdravého SC, je zaměřena na měření permeability membrán pro kyselinu p-aminobenzoovou a její 
deriváty ve srovnání s izolovaným SC ze zdravého jedince.75 

Řada novějších prací hodnotí permeabilitu modelových membrán pro menší látky s vyváženou 
hydrofilně-lipofilní konstantou (nejčastěji využívanou modelovou látkou je theofylin; TH). 
Pro charakterizaci propustnosti modelových membrán pro větší molekuly s výraznější vyšší hodnou 
lipofility se používá indometacin (IND).87-90, 140-141 Modelové membrány, na nichž jsou prováděny 
permeační experimenty, jsou umístněné ve Franzových difuzních celách (Obrázek 12). Franzovou 
celu lze popsat jako skleněnou nádobku s donorovou částí, do které se vkládá látka, pro niž je 
permeabilita hodnocena (např. 2% suspenze IND v 60% propylenglykolu).89 V části akceptorové je 
kapalina (nejčastěji pufr o definovaném pH), do které studovaná látka prostupuje přes membránu. 
Mezi donorovou a akceptorovou částí cely, která je temperována na fyziologickou teplotu 32 °C, je 
držák, v němž je uchycena modelová membrána SC.75, 88 

 
Obrázek 12 – Schématické znázornění Franzovy difuzní cely. 
Skleněná nádobka se skládá z donorové (1, oranžově) a akceptorové 
části (3, žlutě), mezi nimiž je studovaná membrána (2, červeně). 
Z akceptorové části, v níž se nachází pufr s magnetickým míchadlem 
(4, černě), vychází raménko (5) sloužící k odběru studovaného 
permeantu, který prošel membránou. Směr průchodu permeantu 
znázorňují černé šipky. 

 
Dalším často využívaným parametrem permeability modelových membrán je měření ztráty 

vody. V dermatologii je tato technika známá pod pojmem transepidermální ztráta vody (angl. 
transepidermal water loss), v případě modelových membrán SC je však výstižnější termín 
transmembránová ztráta vody. Metoda, jíž se hodnotí množství vodní páry, která prostupuje 
bariérou (membránou), vztažené na jednotku plochy membrány v čase, je často využívanou 
v in vitro142-145 a in vivo studiích.46  
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5. SOUHRNNÉ KOMENTÁŘE PUBLIKOVANÝCH PRACÍ 

5.1. C-4 HYDROXYLACE CERAMIDŮ MÁ NEGATIVNÍ VLIV NA 
PERMEABILITU A LAMELÁRNÍ USPOŘÁDÁNÍ LIPIDŮ MODELOVÝCH 
MEMBRÁN (JEDNODUCHÝ MODEL) 

 
Původní práce 
 

Školová B, Kováčik A, Tesař O, Opálka L, Vávrová K. Phytosphingosine, 
Sphingosine and Dihydrosphingosine Ceramides in Model Skin Lipid Membranes: 
Permeability and Biophysics. Biochim. Biophys. Acta – Biomembranes. 2017, 1859(5): 
824-834 (IF2016 = 3,498; Příloha 1). 

 
Komentář 
 

Cer odvozené od fytosfingosinu (4-hydroxysfinganinu; P), které byly poprvé objeveny v rostlinné 
říši, lze nalézt i v lidské kůži. Fytoceramidy (fytoCer) tvoří přibližně třetinu volných Cer vyskytujících 
se ve zdravém SC. Přítomnost této rodiny Cer je zcela esenciální pro správnou bariérovou funkci kůže. 
Snížení jejich hladin bylo pozorováno u některých kožních onemocnění, jako jsou atopická 
dermatitida (atopický ekzém)44-45 nebo psoriáza.27 

Existuje řada studií, které se zabývaly fázovým chováním, konformací řetězců nebo mísitelností 
fytoCer s ostatními lipidy v modelových membránách.70, 94, 110, 120, 123, 146-148 Avšak není známá studie, 
která by hodnotila vliv fytoCer na membránovou permeabilitu. Proto bylo cílem této práce 
studovat vliv C-4 hydroxylace u fytoCer na permeabilitu a mikrostrukturu modelových 
membrán. Dílčím cílem této práce bylo srovnání permeability a mikrostruktury modelových 
membrán obsahujících fytoCer s modelovými membránami na bázi (dihydro)Cer. Byly 
připraveny modelové membrány obsahující příslušný Cer (Cer NP, Cer NS nebo Cer NdS s acylem 
odvozeným od LIG; C24:0), LIG a Chol v ekvimolárním množství s přídavkem CholS (5 hmotnostních 
%). Celkově byly připraveny tři typy modelových membrán, které se lišily pouze v Cer složce, díky 
čemuž bylo možné srovnávat vliv dvojné vazby a/nebo hydroxylace v poloze 4 sfingoidních bází 
molekul Cer. 

Modelové lipidové membrány, které lze chápat jako tenké lipidové filmy o tloušťce přibližně 11 µm, 
byly připraveny nastříknutím roztoků výše zmíněných lipidů na polykarbonátový filtr pod proudem 
inertního plynu, následným zahřátím těchto filmů zbavených organických rozpouštědel nad teplotu 
hlavního fázového přechodu a pomalým zchlazením k docílení tvorby lamelárního uspořádání.88-89, 

141, 149 
U modelových membrán byla hodnocena propustnost pro různé typy látek (permeantů). První 

látkou bylo modelové léčivo theofylin (TH; Obrázek 13A, C), které simuluje průchod látek 
s vyváženou lipofilitou (log P = 0) a s relativně malou hmotností (Mw = 180,2 g/mol). 
Z permeačních profilů, tj. závislostí korigované koncentrace TH na čase a směrnic těchto závislostí 
(toků; angl. flux), lze konstatovat, že modelové membrány ve složení Cer NP/LIG/Chol/CholS byly 
téměř dvakrát propustnější pro TH než kontrolní membrány (Cer NS/LIG/Chol/CholS) a o třetinu 
více propustné než membrány odvozené od dihydroCer (Cer NdS/LIG/Chol/CholS). Podobné závěry 
lze pozorovat u permeačního profilu pro indometacin (IND), což je druhé modelové léčivo 
představující látku o větší hmotnosti (Mw = 357,8 g/mol) a větší lipofilitě (log P = 4,3; Obrázek 
13B, C). 
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Obrázek 13 – Vliv C-4 hydroxylace ceramidů (Cer) na bariérové vlastnosti modelových membrán. Převzato z Školová 
et al.150 Srovnání parametrů permeability modelových membrán SC obsahujících Cer NS (Cer NS24; černě) nebo Cer NdS 
(Cer NdS24; modře) nebo Cer NP (Cer NP24; červeně) s acylem odvozeným od kyseliny lignocerové (C24:0), kyselinu 
lignocerovou, cholesterol a cholesterol-sulfát. Graf A znázorňuje permeační profil pro theofylin (TH), graf B permeační profil 
pro indometacin (IND). Hodnoty toků (fluxů) modelových léčiv jsou uvedeny v panelu C. Graf D zobrazuje propustnost 
modelových membrán SC pro ionty (elektrická impedance). Data jsou prezentována jako průměry hodnot ± standardní chyba 
průměru, n = 9-12; * značí statisticky významný rozdíl oproti membránám odvozeným od Cer NS (p < 0,05) a + značí statisticky 
významný rozdíl oproti membránám odvozeným od Cer NdS (p < 0,05). 

 
Dalším parametrem permeability studovaným u modelových membrán byla elektrická 

impedance. Nejvyšší hodnota odporu dané modelové membrány vůči průchodu střídavého proudu 
byla pozorována u kontrolních membrán odvozených od Cer NS. Nepřítomnost trans-dvojné vazby 
(Cer NdS) nebo hydroxylace v poloze 4 (Cer NP) vedla ke snížení hodnot elektrické impedance 
modelových membrán, avšak bez statisticky významných rozdílů vzhledem ke kontrole (Obrázek 
13D). Z permeačních pokusů lze tedy pozorovat stejný trend: hydroxylace v poloze 4 u fytoCer 
(Cer NP) v námi použitém modelu jednoznačně vede ke zhoršení bariérových vlastností membrán 
SC. 

Kromě permeability modelových membrán obsahujících fytoCer byla hodnocena i jejich 
mikrostruktura, tj. konformace řetězců, fázové chování, mísitelnost Cer řetězců s ostatními 
lipidy v modelu, laterální a lamelární uspořádání lipidů. K hodnocení fázového chování byla 
použita termotropní IR spektroskopie (ATR-FTIR). Jednou z významných vibrací, jejichž pomocí byly 
lipidy SC v této práci studovány, jsou symetrické valenční methylenové vibrace. Z hodnot vlnočtů 
symetrických valenčních vibrací lze zjistit konformaci řetězců lipidů v modelových membránách SC. 
Posun CH2 valenčních vibrací k vyšším hodnotám vlnočtů (~2850 cm-1) vypovídá o horším uspořádání 
studovaného řetězce ve směsi. Všechny studované modelové membrány SC mají lipidy uspořádány 
převážně v tzv. all-trans konformaci. Nicméně v případě modelové membrány ve složení 
Cer NP/LIG/Chol/CholS dochází k vzestupu vlnočtů symetrické CH2 valenční vibrace, tj. nárůstu 
méně uspořádaných gauche konformerů (Obrázek 14A, B). Teplota fázového přechodu u 
membrán obsahujících Cer NP je však mnohem vyšší (80 °C) než v případě fázových teplot 
u Cer NdS- (67 °C) nebo Cer NS-membrán (61 °C). Tento fakt je dán přítomností kohezivních sil, 
které narůstají díky hydroxylaci v poloze 4 u modelových membrán obsahujících fytoCer. 

Nahrazením neznačené LIG v modelových lipidových membránách (směsích) deuterovanou LIG 
(d-LIG) pak bylo možné v dané modelové membráně sledovat chování jak CH2 řetězců (vyskytujících 
se převážně v Cer), tak CD2 řetězců d-LIG, jelikož C-D vibrace jsou posunuty do oblastí nižších 
vlnočtů (2086–2096 cm-1) než v případě C-H vibrací (vlnočet 2846–2854 cm-1). Použitím této 
izotopové substituce lze vyvodit několik závěrů. Při fyziologické teplotě jsou řetězce molekul Cer 
(Obrázek 14C) a řetězce d-LIG relativně dobře uspořádány, což plyne z hodnot nízkých vlnočtů 
symetrických CH2 (CD2) vibrací. Dále, hodnoty teplot fázových přechodů CH2 (Obrázek 14C) a CD2 
(Obrázek 14D) vibrací u membrán obsahujících Cer NS a Cer NdS jsou relativně podobné, což 
naznačuje jejich dobrou mísitelnost. Avšak v případě modelových Cer NP-membrán je teplota 
fázového přechodu d-LIG snížena o 12 °C, tj. na 68 °C, ve srovnání s teplotou fázového přechodu 
řetězců Cer NP (80 °C). Tato skutečnost poukazuje na fázovou separaci Cer NP a d-LIG v modelové 
membráně. 



30 

 

 
Obrázek 14 – Vliv C-4 hydroxylace ceramidů (Cer) na fázové chování lipidů modelových membrán. Převzato z Školová 
et al.150 Konformace řetězců a fázové přechody lipidů v modelových membránách obsahujících Cer NS (Cer NS24; černě) nebo 
Cer NdS (Cer NdS24; modře) nebo Cer NP (Cer NP24; červeně) s acylem odvozeným od kyseliny lignocerové (LIG; C24:0), 
(deuterovanou) kyselinu lignocerovou ((d)-LIG), cholesterol a cholesterol-sulfát. Panel A zobrazuje ATR-FTIR spektra 
symetrických valenčních vibrací při fyziologické teplotě (32 °C), panely B-D představují vývoj symetrických vibrací v závislosti 
na vzrůstající teplotě (25–100 °C). Pro studium chování řetězců lipidů byly použity neznačené lipidové směsi (vlnočty 2846–
2854 cm-1; panel B) nebo směsi, kde místo LIG byla použita d-LIG (LIG-d47), čímž bylo možné pozorovat chování neznačených 
(panel C) a deuterovaných řetězců v modelové membráně SC (vlnočty 2086–2896 cm-1; panel D). V jednotlivých grafech jsou 
rovněž uvedeny i teploty fázových přechodů. 

 
Pomocí XRPD bylo možné studovat lamelární uspořádání lipidů v modelových membránách SC. 

Ve všech studovaných modelech byla přítomna fáze separovaného Chol s délkou mezirovinné 
vzdálenosti d = 3,41 – 3,42 nm. U modelových membrán ve složení Cer NS/LIG/Chol/CholS byla 
kromě fáze separovaného Chol přítomna La fáze s periodicitou 5,39 nm. Tato odpovídá lamelární fázi 
s krátkou periodicitou, tj. 5,3 – 5,6 nm.61-62 V případě, že v molekule Cer chybí dvojná vazba, dochází 
u modelových membrán obsahujících Cer NdS k fázové separaci. Kromě separovaného Chol65 a La 
fáze s periodicitou 5,35 – 5,38 nm byla v modelu přítomna i Lb fáze s periodicitou 4,20 – 4,23 nm. 
Konečně v difraktogramech modelových membrán obsahujících fytoCer (Cer NP) byly nalezeny 
celkem čtyři samostatné lamelární struktury (fáze): separovaný Chol, La fáze (d = 5,24 – 5,30 nm) 
a další dvě fáze s periodicitami 4,23 – 4,25 nm (Lb fáze) a 3,71 – 3,72 nm (Lc fáze; Obrázek 15). 
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Obrázek 15 – Vliv C-4 hydroxylace ceramidů (Cer) na lamelární uspořádání lipidů modelových membrán. Převzato 
z Školová et al.150 Práškové difraktogramy (XRPD) modelových membrán obsahujících Cer NS (černě) nebo Cer NdS (modře) 
nebo Cer NP (červeně) s acylem odvozeným od kyseliny lignocerové (C24:0), kyselinu lignocerovou, cholesterol 
a cholesterol-sulfát při 30% (panel A) a 100% hydrataci (panel B). Římské číslice označují reflexe La fáze, arabské číslice patří 
Lb fázi a písmena Lc fázi; * označuje reflexe separovaného cholesterolu. Úplná hydratace modelových membrán (panel B) nemá 
na lamelární uspořádání lipidů (až na změny relativních intenzit) zásadní vliv. Q [nm-1] je vektor rozptylu (angl. scattering 
vector), úměrný difraktovanému úhlu θ [°]. 

 
V pravé části každého difraktogramu (oblast širokých úhlů; Q = 14–18 nm-1; Obrázek 15) lze získat 

informaci o laterálním uspořádání řetězců v modelových membránách. Ve všech difraktogramech 
byly nalezeny dva píky (0,41 – 0,42 nm a 0,37 – 0,38 nm), které vypovídají o těsném ortorombickém 
uspořádání,13 což je v souladu s výsledky ATR-FTIR.150 

Permeační a biofyzikální experimenty lze shrnout do několika závěrů. Hydroxylace v poloze 4 
u fytoCer jednoznačně vede k poklesu bariérových vlastností modelových membrán SC použitých 
v této práci. Membrány obsahující Cer NP jsou více propustné pro ionty a malé i větší lipofilnější 
molekuly ve srovnání s membránami obsahujícími Cer NS nebo Cer NdS. Z výsledků ATR-FTIR lze 
pozorovat fázovou separaci řetězců d-LIG od Cer NP. Navíc pomocí XRPD bylo zjištěno, že 
hydroxylace v poloze 4 v molekulách fytoCer ovlivňuje lamelární uspořádání lipidů v modelových 
membránách SC (Tabulka 3). 
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Tabulka 3 – Srovnání propustnosti (permeability) 
a mikrostruktury modelových membrán (jednoduchý 
model).150 Membrány obsahující Cer NS (černě) nebo Cer NdS 
(modře) nebo Cer NP (červeně), kyselinu lignocerovou, cholesterol 
a cholesterol-sulfát. První tři parametry charakterizují propustnost 
membrán pro ionty, malé polární (theofylin) a větší lipofilní látky 
(indometacin). Další tři charakteristiky srovnávají mikrostrukturu 
modelových membrán, tj. laterální a lamelární uspořádání.  
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5.2. 6-HYDROXYCERAMIDY – OD SYNTÉZY K MODELOVÝM MEMBRÁNÁM 

5.2.1. 6-HYDROXYCERAMIDY JAKO RELATIVNĚ NOVÁ SKUPINA 
SFINGOLIPIDŮ 

 
Rešeršní práce 
 

 Kováčik A, Roh J, Vávrová K. The Chemistry and Biology of 6-Hydroxyceramide, 
the Youngest Member of the Human Sphingolipid Family. ChemBioChem. 2014, 
15(11): 1555-1562 (IF2016 = 2,847; Příloha 2). 

 
Komentář 
 

6-hydroxyceramidy (6-hydroxyCer) jsou jednou z nejmladších rodin Cer. Jejich postavení 
a pravděpodobně i význam ve SC jsou zcela jedinečné. 6-hydroxyCer nebyly, na rozdíl od jiných 
podrodin Cer, nalezeny v žádných jiných tkáních kromě kůže. Navíc nejsou typické pro všechny 
savčí druhy; 6-hydroxyCer nebyly nalezeny u některých ras psů,151 v prasečí epidermis nebyly nalezeny 
vůbec.30 Dodnes není rovněž objasněna jejich biosyntéza (viz dříve).32 Cílem této práce bylo 
shrnout dosavadní informace o biologickém významu a biosyntéze 6-hydroxyCer a o kožních 
onemocněních, u kterých bylo pozorováno snížení 6-hydroxyCer v epidermis. Na rozdíl od 
(dihydro)Cer152-153 a fytoCer,41 syntéza 6-hydroxyCer nebyla zatím přehledně zpracována, proto bylo 
cílem této práce také shrnout současné syntetické přístupy v přípravě 6-hydroxyCer. 

První zmínka o 6-hydroxyCer je z roku 1989.154 Hamanaka izoloval frakci polárních prekurzorů 
Cer, mezi nimiž byl nalezen i doposud neznámý glukosylCer se třemi hydroxylovými skupinami. 
Nezávisle byla tato skutečnost potvrzena izolací „trihydroxysfingosinu“ v roce 1992.155 Až v roce 1994 
se objevuje práce,8 která potvrdila strukturu nových Cer – acylCer s esterově vázanou kyselinou 
linolovou (Cer EOH). Dále byl objeven nejpolárnější 6-hydroxyCer typu A (Cer AH) a kovalentně 
vázaný Cer OH, dříve označovaný jako Cer B. O rok později byla objevena volná 6-hydroxylovaná 
sfingoidní báze (H), která tvoří přibližně 15 % volných sfingoidních bází ve SC.156 Poslední chybějící 
podskupina 6-hydroxyCer byla objevena v roce 1999, a to izolací Cer NH z lidského SC.157 Absolutní 
konfigurace na uhlíku 6 všech objevených podtypů 6-hydroxyCer byla konečně potvrzena v roce 
20039 a 2005158 (Obrázek 16). 

Obrázek 16 – Stručná historie objevu 6-hydroxyceramidů (6-hydroxyCer). Koncem osmdesátých let dvacátého století byl 
objeven neznámý sfingosin s hydroxylovou skupinou (Hamanaka et al.154 a Wakita et al.155), o několik let později byly izolovány 
α- (Cer AH) a ω-hydroxylované Cer (Cer OH a Cer EOH), jejichž hydroxylová skupina byla určena v poloze 6 (Robson et al.8). 
V roce 1995 byly nalezeny frakce volné sfingoidní báze (Stewart et al.156) a rodina 6-hydroxyCer se v roce 1999 rozrostla 
o poslední chybějící Cer s nehydroxylovaným acylem (Cer NH; Stewart et al.157). Konečně až na začátku jednadvacátého století 
byla potvrzena konfigurace (6R)- u všech kožních 6-hydroxyCer (Mori et Masuda9, 158). 

 
Doposud bylo publikováno několik prací, které se zabývaly syntézou buď volné sfingoidní 

6-hydroxylované báze (H),159 nebo 6-hydroxyCer9, 158 a jejich analogů.160 Všechny práce jako klíčový 
krok v syntéze uvádí kondenzaci komerčně dostupného (S)-Garnerova aldehydu 1 
s (R)-pentadecynolem 2 (Schéma 3). Z novějších prací byla publikována syntéza 6-hydroxyCer 
(Cer AH) Grubbsovou metatezí161 nebo pomocí aziridinových aldehydů.162 

Snížené hladiny 6-hydroxyCer byly pozorovány u mnoha kožních onemocnění, zejména 
u atopické dermatitidy.163 Bylo prokázáno, že u pacientů s atopickým ekzémem byly nalezeny nižší 
hladiny některých 6-hydroxyCer (Cer AH) ve srovnání se zdravými jedinci.164 Pacienti s psoriázou 
mají ve SC pětkrát méně volného H;155 u pacientů s patologicky suchou kůží je výrazně snížená 
hladina Cer vázaných na bílkoviny včetně Cer EOH.165 Z výsledků řady dermatologických studií45, 166-
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167 lze tedy tvrdit, že změny hladin 6-hydroxyCer přímo souvisí s poškozením funkce kůže jako 
bariéry. 

 
Schéma 3 – Retrosyntetická analýza 6-hydroxyceramidů 
(6-hydroxyCer). Výchozí látky v syntéze 6-hydroxyCer: 
(S)-Garnerův aldehyd (L-serinal) 1 a (R)-pentadecynol 2; Boc, 
terc-butyloxykarbonyl. 

5.2.2. SYNTÉZA 6-HYDROXYCERAMŮ 
 
Původní práce 
 

 Kováčik A, Opálka L, Šilarová M, Roh J, Vávrová K. Synthesis of 
6-Hydroxyceramide Using Ruthenium-Catalyzed Hydrosilylation-
Protodesilylation. Unexpected Formation of a Long Periodicity Lamellar Phase 
in Skin Lipid Membranes. RSC Adv. 2016, 6(77): 73343-73350 (IF2016 = 3,108; 
Příloha 3), 

 Opálka L, Kováčik A, Sochorová M, Roh J, Kuneš J, Lenčo J, Vávrová K. Scalable 
Synthesis of Human Ultralong Chain Ceramides. Org. Lett. 2015, 
17(21): 5456-5459 (IF2016 = 6,579; Příloha 4). 

 
Komentář 
 

Největší překážkou objasnění významu 6-hydroxyCer ve SC a vysvětlení příčiny jejich nižších 
hladin u mnoha kožních onemocnění je fakt, že 6-hydroxyCer nejsou, stejně jako ultradlouhé Cer, 
komerčně dostupné a jejich izolace z kůže je značně komplikovaná.8, 157 Proto bylo cílem této práce 
připravit fyziologické 6-hydroxyCer, tj. Cer NH s dlouhým a Cer EOH s ultradlouhým 
acylovým řetězcem. 

Syntéza fyziologického Cer NH vycházela z reakce komerčně dostupného tridekanalu 3 
a acetylenu s trimethylsilylovou (TMS) chránící skupinou. Vzniklý (±)-TMS-pentadecynol 4 byl 
v dalším kroku podroben enzymatické reakci. Lipáza acetylovala pouze fyziologický (R)-enantiomer 
5, který byl pomocí sloupcové chromatografie oddělen od (S)-TMS-pentadecynolu.9, 158 
U (R)-alkoholu 5 byly dále odstraněny chránící skupiny (acetyl, TMS) a vzniklý (R)-pentadecynol 2 
byl chráněn terc-butyldimethylsilylovou (TBS) skupinou.9, 158-160 Následovala alkynylace 
(S)-Garnerova aldehydu168 1 (R)-TBS-pentadecynolem 6. U vzniklého meziproduktu 7 byla 
odstraněna TBS skupina a zredukována trojná vazba. V tomto kroku bylo vyzkoušeno několik 
postupů k redukci intermediátu 8. Redukce použitím roztoku solvatovaných elektronů z alkalických 
kovů (Li, Na) v protickém prostředí amoniaku při nízké teplotě160 vedla k nízkým výtěžkům (25 %) 
navzdory faktu, že tato metoda je hojně využívána v syntéze SL.90 Proto byly pro redukci vazby trojné 
na trans-dvojnou použity podmínky Trostovy hydrosilylace-protodesilylace.169-171 Reakce je 
založena na adici triethoxysilanu na substrát 8 za katalýzy [Cp*Ru(CH3CN)3]PF6 v bezvodém acetonu 
a následovaná protodesilylací tetrabutylamonium-fluoridem (TBAF). Uvedená reakce poskytla 
chráněnou sfingoidní bázi 9 ve výtěžku 52 % (Schéma 4). 
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Schéma 4 – Syntéza Cer NH.149 Boc, terc-butyloxykarbonyl; DMF, dimethylformamid; ee, enantiomerní přebytek 
(angl. enantiomeric excess); HMPA, hexamethylfosforamid; LIG, kyselina lignocerová; TBAF, tetrabutylamonium-fluorid; 
TBSCl, terc-butyldimethylsilylchlorid; TFA, trifluoroctová kyselina; THF, tetrahydrofuran; TMS, trimethylsilyl; WSC, 
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid. 

 
Po odstranění terc-butyloxykarbonylové (Boc) chránící skupiny u substrátu 9 směsí kyseliny 

trifluoroctové a vody následovala acylace vzniklé sfingoidní báze s LIG (C24:0) za přítomnosti ve vodě 
rozpustného karbodiimidu (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu)172 s výtěžkem 65 % 
pro Cer NH (Schéma 4). 

Cer EOH byl připraven acylací sfingoidní báze aktivovaným sukcinimidyl esterem 
ω-hydroxykyseliny esterifikované kyselinou linolovou. Tento ester byl připraven z komerčně 
dostupné 16-bromhexadekanové kyseliny.173-174 Tímto postupem, který je součástí práce 
Opálka et al.175, byly připraveny i další z řady fyziologických acylCer nalezených ve zdravém SC, 
tj. Cer EOS, Cer EOdS a Cer EOP. 

Biosyntéza 6-hydroxyCer v savčí epidermis není doposud objasněna. Hypotéza, že allylová 
pozice ve sfingoidní části Cer je náchylná k oxidaci (pravděpodobný vznik 6-hydroxyCer, viz 
dříve), byla potvrzena reakcí komerčně dostupného Cer NS s oxidem seleničitým v přítomnosti 
terc-butylhydroperoxidu.176-179 Z této reakce byl získán Cer NH (10 %) a jeho nefyziologický 
diastereoizomer, který byl od fyziologického oddělen sloupcovou chromatografií. 

5.2.3. C-6 HYDROXYLACE CERAMIDŮ MÁ SMÍŠENÝ VLIV 
NA PERMEABILITU A MIKROSTRUKTURU MODELOVÝCH MEMBRÁN. 
CERAMID NH STOJÍ ZA VZNIKEM LAMELÁRNÍ FÁZE S NEZVYKLE 
DLOUHOU PERIODICITOU 

 
Původní práce 
 

 Kováčik A, Šilarová M, Pullmannová P, Maixner J, Vávrová K. Effects of 
6-Hydroxyceramides on the Thermotropic Phase Behavior and Permeability of 
Model Skin Lipid Membranes. Langmuir. 2017, 33(11): 2890-2899 (IF2016 = 3,833; 
Příloha 5). 

 
Komentář 
 

Doposud není známo, proč příroda hydroxyluje kožní Cer v poloze 6 a jaký mají 6-hydroxyCer 
dopad na bariérovou funkci kůže. Proto bylo cílem této práce studovat vliv 6-hydroxyCer 
(Cer NH) na permeabilitu a mikrostrukturu modelových membrán SC. Abychom mohli popsat 
vztah struktura-účinek u kožních Cer, porovnali jsme chování Cer NH s chováním Cer NS, 
dihydroCer (Cer NdS) a fytoCer (Cer NP), všechny s acylem odvozeným od LIG (C24:0), 
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v modelových membránách SC. Byly připraveny čtyři typy modelových membrán, které obsahovaly 
jeden ze čtyř zmíněných Cer, dále Chol a VMK. Všechny tři složky (Cer/VMK/Chol) byly 
v modelových membránách SC zastoupeny ekvimolárně; k těmto směsím lipidů bylo dále přidáno 
5 hmotnostních % CholS. Na rozdíl od předchozí práce, kde v modelových membránách byla použita 
pouze LIG (tzv. jednoduchý model, viz dříve), je v předkládané studii použita směs VMK v poměru, 
v jakém se vyskytují ve zdravém SC,180 tj. 1,8 % palmitové (C16:0), 4,0 % stearové (C18:0), 
7,6 %  arachové (C20:0), 47,8 % behenové (C22:0) a 38,8 % LIG (C24:0) kyseliny (molární %). Tímto 
komplexnějším modelem byla vytvořena lipidová bariéra, která se více podobá skutečnému složení 
bariéry SC. 

U připravených modelových membrán SC byla studována jejich permeabilita pro různé typy látek 
(permeantů). Prvním hodnoceným parametrem permeability byla ztráta vody membránou. Ztráta 
vody je velmi důležitou dermatologickou technikou využívanou v hodnocení bariérové funkce 
v modelech in vivo46, 181 a in vitro.142-145 Hodnoty naměřené ztráty vody u modelových membrán se 
pohybovaly v rozmezí od 1,4 ± 0,1 g/h/m2 do 2,7 ± 0,1 g/h/m2, což je podobné hodnotám ztráty vody 
u modelových membrán s izolovanými lipidy SC (1,8 ± 0,1 g/h/m2, Sochorová et al.182). Z měření 
transmembránové ztráty vody bylo zjištěno, že modelové membrány obsahující jak prekurzory Cer 
(Cer NdS), tak hydroxylované Cer (Cer NP a Cer NH) jsou statisticky více propustné pro molekuly 
vody ve srovnání s kontrolou (Cer NS; Obrázek 17A). 

Druhým parametrem, kterým byla hodnocena permeabilita modelových membrán SC, byla 
elektrická impedance (Obrázek 17B).140, 183 Na rozdíl od ztráty vody membránou nebyly v případě 
elektrické impedance mezi modelovými membránami obsahujícími buď Cer NS, nebo Cer NdS, nebo 
Cer NP, nalezeny statisticky významné rozdíly. Avšak hydroxylace v poloze 6 dramaticky zvyšuje 
hodnoty elektrické impedance, což znamená velmi omezenou permeabilitu dané modelové 
membrány pro průchod iontů. Hodnoty elektrické impedance byly u modelových membrán 
obsahujících Cer NH šestkrát vyšší (p < 0,05) než u kontrolních membrán ve složení Cer NS, VMKC16-

C24, Chol a CholS. 

 
Obrázek 17 – Vliv C-6 hydroxylace ceramidů (Cer) na bariérové vlastnosti modelových membrán. Převzato z Kováčik 
et al.184 Srovnání parametrů permeability modelových membrán SC obsahujících Cer NS (černě) nebo Cer NdS (modře) nebo 
Cer NP (červeně) nebo Cer NH (zeleně) s acylem odvozeným od kyseliny lignocerové (C24:0), směs volných mastných kyselin 
(VMKC16-C24), cholesterol a cholesterol-sulfát. Graf A znázorňuje ztrátu vody membránou a graf B elektrickou impedanci. Grafy 
C a D reprezentují permeační profily pro theofylin (TH; graf C) a indometacin (IND; graf D). Data jsou prezentována jako 
průměry hodnot ± standardní chyba průměru, n = 8-37; * značí statisticky významný rozdíl oproti membránám odvozeným od 
Cer NS (p < 0,05). 

 
Dalším parametrem permeability modelových membrán SC bylo měření propustnosti 

modelových látek (TH a IND) membránou.87-90, 141 Z permeačních profilů lze pozorovat, že modelové 
membrány obsahující fyziologické prekurzory Cer (Cer NdS) a membrány ve složení 
Cer NP/VMKC16-C24/Chol/CholS jsou statisticky více propustnější pro TH než kontrolní modelové 
membrány (Cer NS; Obrázek 17C). I zde lze pozorovat specifický efekt C-6 hydroxylace Cer na 
bariérové vlastnosti modelových membrán. Zatímco modelové membrány obsahující 6-hydroxyCer 
jsou v porovnání s kontrolou srovnatelně propustné pro TH, pro druhé modelové léčivo (IND) jsou 
statisticky významně propustnější. Studované parametry permeability modelových membrán SC jsou 
pro přehlednost uvedeny v Obrázku 17. 

Mikrostruktura modelových membrán SC byla hodnocena pomocí IR spektroskopie (ATR-FTIR). 
Při fyziologické teplotě 32 °C (teplota povrchu lidské kůže) jsou lipidy modelových membrán 
obsahujících Cer NS, Cer NdS, Cer NP a Cer NH uspořádány převážně v all-trans konformaci, jelikož 
hodnoty vlnočtů symetrických valenčních vibrací nepřesahují hodnotu 2850 cm-1.108 
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Z hodnot vlnočtů deformačních nůžkových nebo kývavých CH2 vibrací můžeme určit typ 
laterálního uspořádání řetězců v modelových membránách. Navíc použitím deuterovaných VMK 
(d-VMK) můžeme současně sledovat chování neznačených Cer řetězců a chování řetězců deuteriem 
značených d-VMK, jelikož vlnočty C-D vibrací se nachází v jiných oblastech IR spektra než vlnočty 
vibrací C-H (Obrázek 18). 

 
Obrázek 18 – Vliv C-6 hydroxylace ceramidů (Cer) na laterální uspořádání lipidů modelových membrán. Převzato 
z Kováčik et al.184 ATR-FTIR spektra modelových membrán SC obsahujících Cer NS (černě) nebo Cer NdS (modře) nebo Cer NP 
(červeně) nebo Cer NH (zeleně) s acylem odvozeným od kyseliny lignocerové (C24:0), směs (deuterovaných) volných 
mastných kyselin ((d)-VMKC16-C24; angl. (deuterated)-free fatty acids; (d)-FFA), cholesterol a cholesterol-sulfát. Panely A-E 
představují ATR-FTIR spektra methylenových kývavých (710–740 cm-1; panel A) a methylenových nůžkových vibrací (panely 
B-E) při teplotě 32 °C. U panelů B-E vždy první graf ukazuje spektrum neznačené lipidové směsi (1450–1480 cm-1), druhý a třetí 
graf ukazují CH2 vibrace (převážně Cer řetězců; druhý graf) a CD2 vibrace d-VMKC16-C24 (1075–1100 cm-1) značených lipidových 
směsí. 

 
U modelových membrán obsahujících Cer NS byl při fyziologické teplotě ve spektru pozorován 

ortorombický dublet (vlnočty methylenové kývavé vibrace: 719,3 cm-1 a 729,6 cm-1). Tento fakt je 
vysvětlován skutečností, že dochází ke spřažení C-H vibrací sousedních izotopů řetězců lipidů. 
Relativní intenzita složky dubletu při hodnotě vlnočtu ~729 cm-1 postupně klesá s absencí dvojné 
vazby u membrán ve složení Cer NdS/VMKC16-C24/Chol/CholS. V případě membrán obsahujících 
hydroxylované Cer se složka dubletu mění v raménko (v případě Cer NH-membrány při hodnotě 
vlnočtu 729,3 cm-1 a u membrány obsahující Cer NP při hodnotě vlnočtu 730,2 cm-1; Obrázek 18A). 

Přítomnost ortorombického uspořádání lipidů v modelových membránách lze pozorovat také 
z nůžkové vibrace (vlnočty dubletu ~1462 cm-1 a ~1472 cm-1). Nahrazením VMK jejich deuterovanými 
ekvivalenty (d-VMKC16-C24) bylo možné v oblasti C-H nůžkových vibrací sledovat singlet 
(vlnočet ~1468 cm-1). Stejně je tomu v případě nůžkových C-D vibrací u d-VMKC16-C24 (singlet při 
hodnotě ~1088 cm-1). Přítomnost singletů naznačuje dobrou mísitelnost Cer NS s d-VMKC16-C24, 
jelikož nemůže dojít ke spřažení vibrací stejných izotopů. K podobným závěrům lze dospět 
i u modelových membrán obsahujících Cer NdS/(d)-VMKC16-C24/Chol/CholS (Obrázek 18B, C). 
V případě, že modelová membrána SC obsahuje některý z hydroxylovaných Cer (Cer NP nebo 
Cer NH), lze v IR spektru pozorovat fázovou separaci d-VMK (Obrázek 18D). V oblasti nůžkových 
C-D vibrací byl pozorován zřetelný dublet (vlnočty ~1080 cm-1 a ~1090 cm-1), což značí nedokonalou 
mísitelnost d-VMK s řetězci Cer NH a tvorbu samostatných (ortorombicky uspořádaných) domén 
VMK. 

Modelové lipidové membrány byly dále hodnoceny pomocí XRPD. Ve všech modelových 
membránách byla nalezena fáze separovaného Chol s mezirovinnou vzdáleností přibližně 3,4 nm, což 
odpovídá fázi separovaného Chol66-67 ve zdravém SC.65 U kontrolních modelových membrán 
(Cer NS/VMKC16-C24/Chol/CholS) byla nalezena La fáze s periodicitou 5,3 nm (Obrázek 19A), která 
odpovídá fázi známé jako fáze s krátkou periodicitou (SPP).62-63, 65 Podobné lamelární uspořádání (La 
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fáze) lze pozorovat rovněž u modelových membrán obsahujících Cer NdS nebo 
Cer NP/VMKC16-C24/Chol/CholS (Obrázek 19B, D). 

 
Obrázek 19 – Vliv C-6 hydroxylace ceramidů (Cer) na lamelární uspořádání lipidů modelových membrán. Převzato 
z Kováčik et al.184 Práškové difraktogramy (XRPD) modelových membrán obsahujících Cer NS (černě) nebo Cer NdS (modře) 
nebo Cer NP (červeně) nebo Cer NH (zeleně) s acylem odvozeným od kyseliny lignocerové (C24:0), směs volných mastných 
kyselin (angl. free fatty acids; FFA), cholesterol (Chol) a cholesterol-sulfát (CholS) při 30% (panely A-D a F) a 100% hydrataci 
(panel E). Římské číslice označují reflexe La fáze, písmena patří Lb a arabské číslice Lc fázi; * označuje reflexe separovaného 
Chol. Panel F ukazuje difraktogram modelové membrány neobsahující Cer složku, tj. směs volných mastných kyselin a Chol 
v ekvimolárním poměru s přídavkem CholS (fialově). V tomto difraktogramu lze pozorovat Ld fázi s periodicitou 4,3 nm. 
Q [nm-1] je vektor rozptylu (angl. scattering vector), úměrný difraktovanému úhlu θ [°]. 

 
U modelových membrán obsahujících Cer NP byla také pozorována Lb fáze s periodicitou 3,7 nm 

(Obrázek 19D). Tato fáze odpovídá jedné ze šesti možných krystalických forem Cer NP, známé jako 
fáze F.185-187 Lb fáze z difraktogramu vymizí v případě, že modelová membrána postrádá Cer složku 
(Obrázek 19F). Lb fáze byla nalezena i v Cer NH-membránách; tato slábne na relativní intenzitě při 
100% hydrataci modelových membrán (Obrázek 19E). V oblasti tzv. širokých úhlů (Q = 14-18 nm-1) 
lze nalézt dva píky (0,41 - 0,42 nm a 0,37 - 0,38 nm), které odpovídají těsnému ortorombickému 
uspořádání13 a potvrzují tak výsledky ATR-FTIR.184 

Nejzajímavějším výsledkem z hodnocení mikrostruktury modelových membrán je přítomnost 
lamelární fáze Lc s dlouhou periodicitou (d = 10,7 nm) v modelových membránách obsahujících 
6-hydroxyCer, tj. membránách tvořených Cer NH/VMKC16-C24/Chol/CholS (Obrázek 19C), a to 
dokonce bez přítomnosti ultradlouhých Cer (např. Cer EOS).141 Hydroxylace Cer v poloze 6 
pravděpodobně stojí za vznikem LPP (na rozdíl od hydroxylace v poloze 4 u fytoCer), avšak 
mezirovinná vzdálenost je poněkud kratší, než LPP vyskytující se ve zdravém SC. Podobné závěry lze 
nalézt v práci, která potvrdila přítomnost lamelární fáze s periodicitou 11,0 nm.96 V případě membrán 
obsahujících 6-hydroxyCer lze tedy vyslovit hypotézu, že tyto Cer by mohly podporovat nebo 
udržovat (stabilizovat) LPP ve zdravém SC. 

Z výše jmenovaných výsledků lze vyvodit závěr, že hydroxylace Cer v poloze 6 má smíšený vliv 
na permeabilitu, ale také na mikrostrukturu modelových membrán SC. Membrány obsahující 
Cer NH jsou více propustné pro vodu a větší lipofilnější molekuly ve srovnání s membránami 
obsahujícími Cer NS. Cer NH-membrány jsou však velmi dobrou bariérou pro ionty. Z výsledků 
ATR-FTIR lze pozorovat fázovou separaci d-VMK v modelových membránách na bázi Cer NH (a také 
Cer NP). Zajímavým výsledkem této studie je rovněž zjištění, že Cer NH tvoří lamelární fázi s dlouhou 
periodicitou (Tabulka 4). 
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Tabulka 4 – Srovnání propustnosti (permeability) 
a mikrostruktury modelových membrán.184 Membrány 
obsahující Cer NS (černě) nebo Cer NdS (modře) nebo Cer NP 
(červeně) nebo Cer NH (zeleně), směs volných mastných kyselin 
(VMKC16-C24), cholesterol a cholesterol-sulfát. První čtyři parametry 
charakterizují propustnost membrán pro vodu, ionty, malé polární 
(theofylin) a větší lipofilní látky (indometacin). Další tři 
charakteristiky srovnávají mikrostrukturu modelových membrán, tj. 
mísitelnost ceramidů (Cer) s VMK, přítomnost fáze s krátkou nebo 
dlouhou periodicitou.  
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5.3. VLIV STEREOCHEMIE CERAMIDŮ NA PERMEABILITU 
A MIKROSTRUKTRU MODELOVÝCH MEMBRÁN 

 
Původní práce 
 

 Kováčik A, Pullmannová P, Maixner J, Vávrová K. Effects of Ceramide and 
Dihydroceramide Stereochemistry at C-3 on the Microstructure, Thermotropic 
Phase Behavior and Permeability of Skin Lipid Membranes. V recenzním řízení. 
(Příloha 6). 

 
Komentář 
 

Polární hlava Cer obsahuje několik center chirality. Sfingosinové ceramidy (S-Cer) 
a dihydroceramidy (dihydroCer) sdílejí společnou D-erythro, tj. (2S,3R)-konfiguraci. Konfigurace 
v poloze (2S)- je dána přirozeným prekurzorem Cer, tedy aminokyselinou L-serinem. Dalším krokem 
v syntéze Cer de novo (viz dříve) je redukce 3-ketodihydrosfingosinu příslušnou reduktázou, což vede 
k tvorbě hydroxylové skupiny v (3R)-konfiguraci.188 Je známo, že nefyziologická L-threo konfigurace 
Cer má jiný dopad na různé procesy v buněčné signalizaci než konfigurace přirozená.189 Význam 
fyziologické D-erythro konfigurace pro bariérové vlastnosti SC však zatím zjištěn nebyl. Doposud byla 
publikovaná pouze jedna studie, která studovala vliv stereochemie u kožních Cer. Práce se zabývala 
lamelárním uspořádáním lipidů modelových membrán obsahujících L-threo-dihydroCer.190 Proto 
bylo cílem této práce připravit nefyziologické L-threo-(dihydro)Cer, jmenovitě L-threo-Cer NS 
a L-threo-Cer NdS s konfigurací sfingoidní báze pozměněnou na (2S,3S)- a objasnit vliv 
stereochemie na C-3 na mikrostrukturu a permeabilitu modelových membrán obsahujících 
nefyziologické L-threo-(dihydro)Cer. Modelové membrány SC byly připraveny jako ekvimolární 
směs (dihydro)Cer/VMKC16-C24/Chol s přídavkem CholS (komplexnější model dosažen použitím směsí 
VMK180). Cer složka obsahovala buď nefyziologické (dihydro)Cer, tj. L-threo-Cer NS nebo 
L-threo-Cer NdS, nebo jejich fyziologické diastereoizomery, tj. D-erythro-Cer NS nebo 
D-erythro-Cer NdS (Obrázek 20). 

 
Obrázek 20 – Stereochemie polární hlavy ceramidů (Cer) 
a dihydroceramidů (dihydroCer). Převzato z Kováčik et al., 
v recenzním řízení. Na obrázku jsou zobrazeny Cer NS a Cer NdS ve 
fyziologické D-erythro (2S,3R)- (černě) a nefyziologické L-threo 
(2S,3S)-konfiguraci (modře). Změna stereochemie v poloze 3 
sfingoidní báze je naznačena červeně. 

 
Nefyziologické L-threo-(dihydro)Cer, které byly připraveny reakcí komerčně dostupné sfingoidní 

báze a LIG (C24:0) v přítomnosti 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu 
a 1-hydroxybenzotriazolu,91 byly převedeny do modelových membrán. Nejdříve bylo hodnoceno 
fázové chování obsažených lipidů. Pomocí XRPD bylo zjištěno, že změna stereochemie v poloze 3 
sfingoidní báze nemá (až na nepatrné změny v relativní intenzitě reflexí v difraktogramech) vliv 
na lamelární uspořádání modelových membrán použitých v této práci. Ve všech studovaných 
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vzorcích byly pozorovány La fáze s periodicitou 5,3 – 5,4 nm61, 64-65 a fáze separovaného Chol 
(d = 3,4 nm).66 

Změna konfigurace v poloze 3 se však projevila na fázovém chování lipidových směsí v závislosti 
na stoupající teplotě. Z výsledků ATR-FTIR spektroskopie lze vyvodit několik zajímavostí. Lipidy 
ve směsi D-erythro-Cer NS/VMKC16-C24/Chol/CholS jsou velmi dobře uspořádány (hodnoty vlnočtů 
symetrické methylenové vibrace jsou nižší než 2850 cm-1). V případě směsi s L-threo-Cer NS jsou 
lipidy uspořádány hůře (vlnočet 2848,7 cm-1) ve srovnání s  D-erythro-Cer NS-membránami 
(2847,9 cm-1), ale u těchto lipidů nastává fázový přechod při vyšší teplotě než u směsí s fyziologickým 
D-erythro-Cer NS (Obrázek 21A). Řetězce L-threo-Cer NS se navíc separují od d-VMKC16-C24, o čemž 
vypovídají jak rozdílné teploty fázových přechodů (71 °C u neznačených a 57 °C u deuterovaných 
řetězců; Obrázek 21B, C), tak přítomnost ortorombického dubletu (nůžková CD2 vibrace) při 
fyziologické teplotě 32 °C (viz Příloha 6). 

 
Obrázek 21 – Vliv stereochemie ceramidů (Cer) na fázové 
chování lipidů modelových membrán. Převzato z Kováčik et al., 
v recenzním řízení. Konformace řetězců (vývoj symetrických vibrací 
v závislosti na teplotě) a fázové přechody lipidů v modelových 
membránách obsahujících Cer NS (panely A-C) a Cer NdS (panely 
D-F), a to v D-erythro (černě) nebo L-threo konfiguraci (modře) 
s acylem odvozeným od kyseliny lignocerové (LIG; C24:0), směs 
(deuterovaných) volných mastných kyselin ((d)-VMKC16-C24; angl. 
(deuterated)-free fatty acids; (d)-FFAs), cholesterol (Chol) 
a cholesterol-sulfát (CholS). Panely A a D zobrazují chování 
neznačených lipidových směsí (vlnočty 2846–2854 cm-1) nebo směsí 
(panely B, C a E, F), kde místo VMK byla použita směs d-VMK 
(d-FFAs), čímž bylo možné pozorovat chování neznačených (panely 
B a E) a deuterovaných řetězců v modelových membránách (vlnočty 
2086–2896 cm-1; panely C a F). V jednotlivých grafech jsou rovněž 
uvedeny i teploty fázových přechodů. 

 
Vliv trans-dvojné vazby a změna konfigurace v polární hlavě (dihydro)Cer se značně projeví 

na fázovém chování lipidů modelových membrán SC. Lipidy v modelových membránách 
obsahujících L-threo-Cer NdS jsou více uspořádány ve srovnání s lipidy 
v D-erythro-Cer NdS-membránách (vlnočty 2848,9 cm-1 oproti 2847,9 cm-1). Hodnoty teplot 
fázových přechodů jsou obecně vyšší než u jejich saturovaných analogů (Cer NS); v případě 
L-threo-Cer NdS je teplota fázového přechodu opět vyšší (81 °C) než u membrány s fyziologickým 
D-erythro-Cer NdS (71 °C; Obrázek 21D). Použitím d-VMK v modelových membránách bylo také 
možné sledovat fázovou separaci deuterovaných (Obrázek 21E) a neznačených řetězců (Obrázek 
21F), jelikož teploty fázových přechodů sledovaných teplotních vývojů symetrických CH2/CD2 vibrací 
se značně lišily. V oblasti CD2 nůžkových vibrací byly u L-threo-Cer NS a L-threo-Cer NdS-membrán 
navíc pozorovány dublety, což potvrzuje fázovou separaci d-VMK v membránách (viz Příloha 6). 

K objasnění chování L-threo-(dihydro)Cer v modelových membránách SC byly tyto membrány 
hodnoceny v permeačních experimentech. L-threo konfigurace negativně ovlivňuje propustnost 
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modelových membrán pro vodu (Obrázek 22A), malé permeanty s vyváženou lipofilitou (TH; 
Obrázek 22C) nebo větší lipofilní molekuly (IND; Obrázek 22D). 

 
Obrázek 22 – Vliv stereochemie ceramidů (Cer) na bariérové 
vlastnosti modelových membrán. Převzato z Kováčik et al., 
v recenzním řízení. Srovnání parametrů permeability modelových 
membrán obsahujících D-erythro-Cer NS (černě) nebo 
L-threo-Cer NS (modře) nebo D-erythro-Cer NdS (černo-bíle) nebo 
L-threo-Cer NdS (modro-bíle), směs volných mastných kyselin 
(VMKC16-C24), cholesterol (Chol) a cholesterol-sulfát (CholS). Graf A 
znázorňuje ztrátu vody membránou a graf B elektrickou impedanci. 
Grafy C a D reprezentují permeační profily pro theofylin (TH; graf C) 
a indometacin (IND; graf D). Data jsou prezentována jako průměry 
hodnot ± standardní chyba průměru, n = 6-12; * značí statisticky 
významný rozdíl mezi membránami, jak je zobrazeno v obrázku 
(p < 0,05). 

 
V této práci byl zjištěn vliv změny stereochemie Cer (náhrada fyziologické D-erythro 

nefyziologickou L-threo konfigurací) na hodnocené parametry modelových membrán. L-threo 
konfigurace vede ke zvýšení teplot fázového přechodu a tedy k větší soudržnosti lipidů 
v membráně. Lamelární uspořádání lipidů v modelových membránách nefyziologická L-threo 
konfigurace Cer významně neovlivňuje (u všech studovaných modelů byla nalezena fáze s krátkou 
periodicitou a separovaný Chol). Naproti tomu L-threo konfigurace snižuje mísitelnost 
L-threo-(dihydro)Cer s d-VMK a zvyšuje permeabilitu modelových membrán, jak ukazuje 
Tabulka 5.  
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Tabulka 5 – Srovnání propustnosti (permeability) 
a mikrostruktury modelových membrán (vliv stereochemie). 
Membrány obsahující D-erythro-Cer NS (černě) nebo 
L-threo-Cer NS (modře) nebo D-erythro-Cer NdS (černo-bíle) nebo 
L-threo-Cer NdS (modro-bíle), směs volných mastných kyselin 
(VMKC16-C24), cholesterol a cholesterol-sulfát. První čtyři parametry 
charakterizují propustnost membrán pro vodu, ionty, malé polární 
(theofylin) a větší lipofilní látky (indometacin). Další dvě 
charakteristiky srovnávají mísitelnost ceramidů (Cer) s VMK 
v membráně a přítomnost fáze s krátkou periodicitou.  



44 

 

6. ZÁVĚR 

Ceramidy mají nezastupitelnou funkci v regulaci životního cyklu každé eukaryotické buňky. 
Mimo to se ceramidy nachází v nejsvrchnější vrstvě savčí epidermis, kde společně s dalšími lipidy plní 
funkci kožní bariéry. Doposud však není objasněno, proč se v mezibuněčných prostorech epidermis 
nachází tak různorodá skupina ceramidů. Tato různorodost plyne nejenom z délky řetězců acylů či 
sfingoidních bází, ale také z jejich typu. Kromě nejčastěji zastoupených sfingosinových nebo 
dihydrosfingosinových bází jsou v rohové vrstvě epidermis přítomné i ceramidy odvozené 
od fytosfingosinu nebo 6-hydroxysfingosinu. Zajímavé je, že 6-hydroxysfingosin, na rozdíl 
od (dihydro)sfingosinových bází vyskytujících se v organizmu ubikvitárně, je přítomen pouze 
v lipidové kožní matrix. 

U ceramidů odvozených od hydroxylovaných sfingoidních bází (fytosfingosin 
a 6-hydroxysfingosin) nebyly doposud hodnoceny jejich bariérové vlastnosti. Zásadním 
problémem ve studiu 6-hydroxyceramidů je skutečnost, že žádný jejich zástupce není komerčně 
dostupný. Proto bylo cílem této práce připravit ceramidy odvozené od 6-hydroxysfingosinu. Byl 
připraven 6-hydroxyceramid s nehydroxylovaným acylem o délce 24 uhlíků (Cer NH) využitím 
redukce trojné vazby na trans-dvojnou pomocí modifikované Trostovy 
hydrosilylace-protodesilylace za katalýzy [Cp*Ru(CH3CN)3]PF6 v bezvodém acetonu. Tímto 
způsobem byl dále připraven ultradlouhý 6-hydroxyceramid Cer EOH. Byly rovněž připraveny i další 
fyziologické acylceramidy, tj. Cer EOS, Cer EOdS a Cer EOP. 

Hlavním cílem této disertační práce bylo studium vlivu hydroxylace ceramidů na bariérové 
vlastnosti modelových lipidových membrán. Z výsledků hodnocení permeability 
a mikrostruktury modelových membrán obsahujících fytoceramidy lze dospět k několika závěrům. 
Bylo zjištěno, že modelové membrány obsahující fytoceramidy mají horší bariérové vlastnosti 
než membrány odvozené of sfingosinových ceramidů. Tento závěr byl potvrzen zjištěním, že 
v modelech s fytoceramidy dochází k fázové separaci přítomných lipidů. Lze tedy vyvodit 
hypotézu, že fytoceramidy v epidermis mají jinou než ryze bariérovou funkci (např. podílejí se na 
diferenciaci keratinocytů). 

Pokud jsou v modelové membráně přítomné 6-hydroxyceramidy, vliv hydroxylace na bariérové 
vlastnosti modelových membrán není jednoznačný. Hydroxylace ceramidů v poloze 6 vede ke 
zvýšení propustnosti membrán pro vodu nebo lipofilní molekuly. Na druhou stranu membrány 
obsahující ceramidy odvozené od 6-hydroxysfingosinu jsou velmi dobrou bariérou prostupu 
iontů. Zajímavým závěrem této studie je zjištění, že Cer NH pravděpodobně usnadňuje vznik 
lamelární fáze s neobvykle dlouhou periodicitou. Lamelární fáze s dlouhou periodicitou je 
esenciální pro bariérovou funkci kůže. To by mohlo vysvětlovat otázku, proč příroda syntetizuje tyto 
ceramidy pouze v kožní tkáni. 

V této disertační práci byl rovněž studován význam stereochemie v poloze 3 v molekulách 
ceramidů. Změna přirozené D-erythro konfigurace sfingosinových nebo dihydrosfingosinových 
ceramidů na nepřirozenou L-threo konfiguraci působí pozitivně na přitažlivé síly 
v membránách (zvyšuje teploty fázových přechodů lipidů), neutrálně na lamelární 
uspořádání a konečně negativně na mísitelnost lipidů, jejich laterální uspořádání a také 
permeabilitu modelových membrán. 

Navzdory skutečnosti, že modelové membrány použité v této práci do značné míry zjednodušují 
složení skutečné lipidové matrix (postrádají kožní buňky i kovalentně vázané ceramidy), staly se 
vhodným a užitečným nástrojem pro hodnocení chování studovaných ceramidů. Použité modely 
přispěly k lepšímu pochopení významu vztahu struktury a účinku ceramidů v bariérové funkci 
kůže. Objasnění významu strukturních prvků v polární hlavě ceramidů (hydroxylace a/nebo dvojná 
vazba) může vést k lepšímu porozumění roli jednotlivých ceramidů v patofyziologii kůže a najít 
využití v terapii kožních onemocnění. Je obecně známo, že zejména atopická dermatitida je 
doprovázena nedostatkem ceramidů v epidermis a topická aplikace některých zástupců (např. 
Cer NH) je slibným přístupem v terapii této choroby. Přestože topické podávání ceramidů nemůže 
toto onemocnění zcela vyléčit, může zlepšit bariérovou funkci kůže, tím zmírnit projevy 
onemocnění a snížit spotřebu jiných lokálně podávaných léčiv s vyšším rizikem nežádoucích 
účinků (např. kortikoidů).  
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o Pokroky v organické, bioorganické a farmaceutické chemii, Lázně Bělohrad, ČR 

(poster) 

 2013: 
o Pokroky v organické, bioorganické a farmaceutické chemii, Špindlerův Mlýn, ČR 

(poster) 

 2012: 

 Mezinárodní studentská vědecká konference, Praha, ČR (přednáška, 1. místo) 
 
JINÉ AKTIVITY 

 2016: spoluautor na dni otevřených dveří Katedry anorganické a organické chemie 
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Králové 

 od 2016: spolupráce s firmou SCIO – řešitel a korektor testů z chemie pro studenty středních 
škol 

 2015: hlavní autor a koordinátor expozice Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci 
Králové na akci „Nábřeží vysokých škol” (Hradec Králové) 

 2014: hlavní autor a koordinátor expozice Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci 
Králové na akci „Nábřeží vysokých škol” (Hradec Králové); tisková zpráva – Kováčik A. Čas. 
čes. lék. 2014, 86(10): 29 

 2013: spoluautor expozice Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Králové na akci 
„Den vědy” (Praha); tisková zpráva – Kováčik A, Pilařová V. Čas. čes. lék. 2013, 85(12): 26 

 od 2011: brigádník a průvodce v Českém farmaceutickém muzeu v Kuksu  
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