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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra organické a bioorganické chemie

Kandidat: Mgr. Andrej Kovacik

Skolitel: prof. PharmDr. Katefina Vavrova, Ph.D.

Nazev disertaéni prace: Studium vlivu hydroxylace ceramidd na permeabilitu
a mikrostrukturu modelovych lipidovych membran

Ceramidy (Cer) se nachdzi v mezibuné¢nych prostorech nejsvrchnéjsi vrstvy savéi epidermis,
stratum corneum, kde spole¢né s dalimi lipidy (volné mastné kyseliny, cholesterol) tvoii lipidovou
kozni bariéru.

Kromé sfingosinovych (Cer NS) a dihydrosfingosinovych Cer (Cer NdS) se ve zdravé savéi
epidermis nachazi i polarni Cer, tj. Cer odvozené od fytosfingosinu (s hydroxylovou skupinou
v poloze 4 sfingoidni baze, tzv. fytoceramidy) a 6-hydroxysfingosinu (s hydroxylovou skupinou
v poloze 6, tzv. 6-hydroxyceramidy). Doposud v$ak nebylo objasnéno, jaké postaveni maji polarni
fytoceramidy (Cer NP) a 6-hydroxyceramidy (Cer NH) v bariérové funkci kiize. 6-hydroxyceramidy
nejsou navic komer¢né dostupné. Proto bylo prvnim cilem prace pfipravit fyziologické
6-hydroxyceramidy. Byly syntetizovany 6-hydroxylované Cer, tj. Cer NH sdlouhym (C24:0),
a Cer EOH s ultradlouhym acylem s esterové vazanou kyselinou linolovou. Trojnd vazba byla na
trans-dvojnou redukovdna pomoci selektivni aplikované Trostovy hydrosilylace-protodesilylace za
katalyzy [Cp*Ru(CH5CN);]PFs v bezvodém acetonu.

Rozmanitost Cer v kizi a davod, pro¢ savéi epidermis syntetizuje fytoceramidy, jsou doposud
nejasné. Cilem této disertacni prace bylo hodnoceni vlivu hydroxylace Cer v poloze 4 na bariérové
vlastnosti a fazové chovani fytoceramidd v modelovych membrdanach. Modelové membrany byly
piipraveny jako ekvimoldrni smés Cer NP nebo Cer NdS nebo Cer NS, kyseliny lignocerové
a cholesterolu s pridavkem cholesterol-sulfitu. Modely byly hodnoceny v permeacnich
a biofyzikdlnich (infradervend spektroskopie a praskova rentgenovd difrakce) experimentech.
Hydroxylace Cer v poloze 4 zptsobuje, Ze lipidy v modelu jsou htife uspotradany, fazové se separuji
a membrdny obsahujici Cer NP jsou propustnéjs$i pro rtzné latky ve srovndni s membranami
obsahujicimi Cer NS nebo Cer NdS. Pouzitim deuterované kyseliny lignocerové v modelovych
membranach bylo zji§téno, Ze hydroxylace Cer v poloze 4 u fytoceramid omezuje misitelnost lipida
s mastnou kyselinou. Z této studie lze vyvodit zavér, Ze fytoceramidy v epidermis pravdépodobné
neplni pouze bariérovou funkci, ale podileji se i na jinych procesech.

Doposud nebyla objasnéna jedine¢nost 6-hydroxyceramida v sav¢i epidermis. Proto bylo cilem
této prace studovat Cer odvozené od 6-hydroxysfingosinu (Cer NH) pomoci modelovych membran.
Mnohovrstevné lipidové membrany byly pfipraveny ve slozeni Cer NH/smés mastnych kyselin
(C16-C24)/cholesterol/cholesterol-sulfat. Hydroxylace Cer v poloze 6 nejenom Ze zvy$uje
propustnost modelovych membran obsahujicich Cer NH pro vodu nebo lipofilni latky, ale také
zvyS$uje rezistenci modelovych membran viaci prostupu iontt. Hydroxylace Cer v poloze 6 navic brani
dobré misitelnosti Cer NH s mastnymi kyselinami v modelu. Z hodnoceni mikrostruktury
modelovych membran bylo zjisténo, Ze Cer NH stoji za vznikem lamelarni faze s neobvykle dlouhou
periodicitou. Dlouhd lamelarni faze je esencidlni pro spravnou bariérovou funkci epidermis. Tento
fakt by mohl vysvétlovat jedine¢né postaveni 6-hydroxyceramida v kiZi.

Pro  objasnéni  vyznamu  fyziologické  D-erythro  konfigurace  sfingosinovych
a dihydrosfingosinovych ceramida bylo cilem prace pripravit nefyziologické
L-threo-(dihydro)ceramidy. Z hodnoceni bariérovych vlastnosti a fadzového chovéni L-threo-Cer NS
a L-threo-Cer NdS v modelovych lipidovych membrandch bylo zjiténo, Ze zména stereochemie
v poldrni hlavé Cer vede ke zvySeni pfitazlivych sil mezi lipidy v membrandch. Zatimco L-threo
konfigurace Cer nema na lamelarni uspotddani lipidt zadny vliv, zména stereochemie vede ke snizeni



misitelnosti deuterovanych mastnych kyselin s L-threo-Cer NS nebo L-threo-Cer NdS a rovnéz ke
zvy$eni permeability modelovych lipidovych membran.

Pouzité modely pfispély k lep$imu pochopeni vyznamu vztahu struktura-uéinek ceramidi
v bariérové funkci kiize. Ziskané poznatky z této prace by mohly najit uplatnéni pti topickém
podéavani ceramidt (napt. Cer NH) v 1é¢bé atopické dermatitidy.



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Organic and Bioorganic Chemistry
Candidate: Mgr. Andrej Kovacik

Supervisor: prof. PharmDr. Katefina Vavrova, 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, ie., 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(CH;CN);]PFs 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



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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1. Uvon A CILE PRACE

Sfingolipidy (SL) tvofi velkou rodinu lipidt. Naézev, ktery jim vroce 1884 piidélil
J. L. W. Thudichum (1829-1901), pochazi z fecké mytologie, jelikoZz jak Velka sfinga v Gize, tak
chovani a vyznam SL byly pro védce na konci devatendctého stoleti velmi zahadné. SL se vyskytuji ve
v$ech eukaryotnich burikach. Zde plni funkci v buné¢né signalizaci; podili se na riistu, metabolizmu
a diferenciaci bunék a pfi programované bunécné smrti — apoptdze.”3 Nejpocetnéjsi podtiida SL,
ceramidy (Cer), se rovnéZ nachdzi v mezibunéénych prostorech nejsvrchnéjsi vrstvy savéi kaze,
vrohové vrstvé (stratum corneum; SC). Zde plni funkci bariéry, tj. spole¢né s dal§imi lipidy
zabranuje vstupu cizorodych latek do organizmu a zaroveni chrdni organizmus pied jeho
dehydrataci.+7

Cer jsou amidy 2-aminodiol (tzv. sfingoidnich bazi), u kterych je volnd aminoskupina
acylovana zbytkem vy$$i mastné kyseliny. Mezi nejcastéji zastoupené sfingoidni baze v molekulach
koznich Cer patii sfingosin, dihydrosfingosin, fytosfingosin a pro kazi zcela jedine¢ny
6-hydroxysfingosin. Cer odvozené od této sfingoidni baze, tzv. 6-hydroxyceramidy
(6-hydroxyCer), byly poprvé objeveny v devadesatych letech minulého stoleti® a jejich struktura byla
potvrzena teprve nedavno.® Jejich jedine¢nost v epidermis,” nepfitomnost v jinych tkanich,
nejasnd biosyntéza a snizené hladiny v epidermis u mnoha koznich onemocnéni nebyly doposud
objasnény vzhledem k tomu, Ze 6-hydroxyCer nejsou komer¢né dostupné. Proto bylo cilem této
prace 6-hydroxyCer pripravit a studovat jejich bariérové vlastnosti a jedine¢né postaveni
mezi koznimi Cer. 6-hydroxyCer byly hodnoceny pomoci modelovych mnohovrstevnych
membranovych systémt. U modelovych lipidovych membran byla hodnocena jejich permeabilita
a také jejich chovani za pouziti biofyzikalnich charakteristik, jako jsou infracervena spektroskopie
a pragkova rentgenova difrakce.

Dal$im dil¢im cilem této prace bylo hodnoceni permeability a mikrostruktury modelovych
membran obsahujicich Cer odvozené od fytosfingosinu (tzv. fytoceramidy; fytoCer), které
spole¢né s 6-hydroxyCer patfi mezi nejpolarnéjsi Cer vitbec. Cilem prace tedy bylo srovnani vlivu
typu sfingoidni baze (fytosfingosin vs. dihydrosfingosin vs. sfingosin) studovanych Cer na
permeabilitu a mikrostrukturu modelovych membran SC.

Z pohledu stereochemie jsou vSechny sav¢i sfingoidni baze v D-erythro konfiguraci, coz
v absolutni konfiguraci znamend (2S,3R)- pro (dihydro)sfingosin a 6-hydroxysfingosin, av$ak
fytosfingosin md absolutni konfiguraci (25,35)-, jelikoZ se zde méni potadi (priorita) substituentd.”
Doposud vsak nebylo potvrzeno, jak dtlezita je fyziologicka D-erythro konfigurace Cer ve SC. Proto
bylo cilem této diserta¢ni prace piipravit a charakterizovat Cer s nefyziologickou konfiguraci
(konkrétné L-threo konfiguraci). Pfipravené (25,3S)-(dihydro)Cer byly pfevedeny do modelovych
membrdn SC a hodnoceny ¢tyfmi parametry permeability (ztratou vody pies membranu, elektrickou
impedanci a méfenim toku, tzv. fluxu, dvou modelovych latek ptes membranu). Mikrostruktura
membran a misitelnost lipidt v modelovych membranach SC byly hodnoceny pomoci praskové
rentgenové difrakce a infracervené spektroskopie.

Predklddana prace je rozdélena do nékolika tematickych kapitol. Druha kapitola se vénuje
zakladni problematice lidskeé ktize, jeji stavbé, funkci a vyznamu kozni bariéry. Treti kapitola rozebira
strukturu, vyznam a usporadani lipida kozni bariéry. Soucasti této kapitoly je podkapitola o Cer,
jejich nazvoslovi a biochemii. Ctvrtd kapitola se zaméfuje na metody hodnoceni modelovych
membrdn obsahyjicich kozni lipidy, napfiklad infrac¢ervenou spektroskopii nebo praskovou
rentgenovou difrakci. Pata kapitola je souhrnnym komentaiem k ptivodni praci studujici
fytoCer v modelovych membranach, dile komentafem ke ¢tyfem pracim tykajicich se syntézy
ahodnoceni 6-hydroxyCer (tii ptivodni a jedna prace reser$ni) a kone¢né komentaiem k ptavodni
praci, ktera pojednava o vyznamu stereochemie funkénich skupin v polarni hlavé Cer.
Vsechny prace publikované v odbornych ¢asopisech, komentované v kapitole 5, jsou na konci
diserta¢ni prace uvedeny jako jeji prilohy. Posledni kapitolou je odborny Zzivotopis autora
predkladané prace véetné vy¢tu jeho dosavadni publika¢ni aktivity.
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2. Klosz — VLASTNOSTI A STAVBA

2.1. VYZNAM A FUNKCE KUZE

UdrZovani stability vnitiniho prostiedi neboli homeostazy (fec. homoios, stejny; fec. stasis,
trvani, stani) je nezbytnou podminkou fungovani a existence Zivého (lidského) organizmu.
Na zabezpeceni homeostdzy se podili fada organt a tkdni, mezi néz patfi také kaze.

Kaze (lat. cutis, fec. derma) je nejvétsim orgdnem savcl. Tvofi hranici mezi vnitinim
(organizmus) a vnéj$im prostiedim (okoli) a pokryva cely organizmus. KtiZe chrdni pied nezadoucimi
vlivy vnéjsiho prostiedi, tvofi mechanickou bariéru proti cizorodym vlivim chemického,
fyzikédlniho a biologického ptivodu. Také se podili na termoregulaci (diky pfitomnosti potnich Zlaz
a bohatého cévniho zdsobeni) a latkové vyméné mezi organizmem a prostfedim, coZ je ddno ¢innosti
potnich a mazovych 714z nachézejicich se v tomto organu (vyludovaci a respira¢ni funkce). Mezi
dali neméné dulezité funkce kiize patti funkce smyslova (nervova zakonceni), funkce zasobni
(dana pFitomnosti podkozniho tuku, ktery je zde ukladdn; tento predstavuje pro télo vyznamny zdroj
energie) a imunitni funkce. KiiZe je nezbytnym orgdnem pro tvorbu vitaminu D (kalciferolu), ktery
je nepostradatelny pfi metabolizmu (resorpci) vapniku a fosforu.>

2.2. ANATOMIE (STAVBA) KUZE

Ktze ¢lovéka muize byt povazovana za nejvétsi lidsky orgdn. Jeji plocha u primeérného jedince ¢ini
1,6 - 2,0 m* a jeji hmotnost dosahuje pfiblizné 3 kg. Anatomicky se lidskd ktize klasifikuje do tii
zakladnich vrstev. Na vnitini orgdny a svalovou tkan se upina prvni kozni vrstva, podkozni vazivo,
nasleduje $kara a posledni vrstvou je pokozka (Obrazek 1).">*

Epidermis

Dermis

Hypodermis

Obrazek 1 - Schématické znazornéni zdkladnich vrstev lidské
ktiZe. Prevzato z eucerin.cz.’> Na vnitini organy se upind podkozni
vazivo (hypodermis), které pokryva ziva skdra (dermis) piechazejici
v pokozku (epidermis).

Podkoini vazivo (lat. tela subcutanea, fec. hypodermis) je Ziva tukova a vazivova tkarn, ktera
spojuje kosterni nebo svalovou tkari s vy$$imi tseky ktize. V této vrstvé je ukladan podkozni tuk, ktery
chrani organizmus pied mechanickymi vlivy, fyzickym stresem a pfedstavuje energetickou zdsobu.
Tato vrstva nemusi byt pfitomna na vSech oblastech téla; existuji mista (napf. o¢ni vicka), kde tato
vrstva dokonce chybi.”

Skara (lat. corium, fec. derma) je nejtlustsi (3-5 mm) ¢ast kiize. Tato Ziva vrstva obsahuje
pievazné kolagenovd vlakna, kterd dodavaji celé tkani patfi¢nou pevnost a elasticitu. Skara je bohaté
zasobena, protoze se zde nachazi cévni a lymfatické fecisté. Jsou zde zakotvena nervova zakonceni,
vlasové folikuly, dale pak mazové a potni zlazky.”

Pokozka (epidermis) je tfeti a nejtenc¢i (0,06 — 0,8 mm) vrstvou koZni tkdné. Na rozdil od
pfedchozich, pokozka neobsahuje Zadné cévy ani nervova zakonceni. Je to vrstva, kterd je tvofena
prevdzné koznimi buiikami (keratinocyty). V pokoZce jsou vSak ptitomné i daldi buiky jako
melanocyty (pigmentuji kiizi), dale pak Langerhansovy buiiky (imunitni funkce) aj.» 4
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Obrazek 2 - Schématické znazornéni jednotlivych vrstev lidské
pokozky. Prevzato z eucerin.cz.’> Na $kiru nasedd bazdlni vrstva
(stratum basale), déle pak vrstva trnitd (stratum spinosum), zrnita
(stratum granulosum) a nakonec neZivd rohova vrstva (stratum
corneum).

Pokozka se histologicky ¢leni na ¢tyfi vrstvy. Prvni odspodu smérem k povrchu kaze je bazadlni
vrstva (stratum germinativum nebo také stratum basale), ve které probihd bunééné déleni. Tato
vrstva zahrnuje i tzv. cylindrickou vrstvu (stratum cylindricum). Dale nasleduje vrstva trnita
(stratum spinosum), v niz keratinocyty ziskavaji sv@ij typicky $picaty tvar. Pro zrnitou vrstvu
(stratum granulosum) je typicka ptfitomnost prekurzort keratinu, které jsou zde ve formé granul. Na
zrnitou vrstvu nasedd nejsvrchnéj$i rohova vrstva (stratum corneum), kterd je tvofena jiz
odumfelymi (bezjadernymi) keratinocyty, tzv. korneocyty (Obrazek 2). Témér 8o % celkové
hmotnosti rohové vrstvy tvofi latky bilkovinného charakteru (keratiny) obsaZené v korneocytech.> 4

2.3. ROHOVA VRSTVA KUZE - KOZNI BARIERA

KoZni bariéra je situovana v nejsvrchnéjsi vrstvé ktize, v rohové vrstvé. Rohova vrstva (stratum
corneumn; SC) se sklada z patndcti az pétadvaceti vrstev oplosténych a zrohovatélych korneocytd,
které obklopuje smés koznich lipid{i, zndma pod pojmem lipidova matrix® (Obrazek 3). Tato tvofi
kolem 20 % hmotnosti SC. Jde o pfiblizné ekvimolarni smés cholesterolu (Chol), volnych
mastnych kyselin (VMK) a ceramida (Cer). Pomér jednotlivych lipidd SC (Chol/VMK/Cer,
1:1:1 mol) hraje kli¢ovou roli v bariérové funkci kiize; jakdkoliv zména v tomto poméru vede k jejimu
poskozeni.46 1718
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Obrazek 3 - Schématické zndzornéni lidské rohové vrstvy
(stratum corneum; SC), nejsvrchnéjsi vrstvy kuize. Pfevzato
z eucerin.cz.’> SC je tvofeno 15-25 vrstvami zrohovatélych
korneocytt ($edé), mezi kterymi se nachdzi lipidy (tzv. lipidova
matrix; Zluté). KiZe ma dveé zcela zasadni funkce - zamezuje vstupu
cizorodych latek do organizmu (¢ervené $ipky) a chrani organizmus
pred ztratou vody (bilé Sipky).

Lipidy SC zamezuji nadmérnym ztratdm vody kiZi a tim zabranuji dehydrataci organizmu.
Lipidy SC jsou zcela nepostradatelné, protoze stoji za prezitim savc pii evolu¢nim prechodu
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zvodniho prostfedi na sou$. Lipidy SC se rovnéz podili na zamezeni vstupu cizorodych
(8kodlivych) latek (chemickych a mechanickych nedistot, ultrafialového svétla, alergeng,
mikroorganizmt atd.) do organizmu (Obrazek 3), ¢imZ se podili na udrZeni homeostazy
organizmu.®
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3. LIPIDY ROHOVE VRSTVY KUZE - STRUKTURA,
VYZNAM A USPORADANI

3.1.  LIPIDOVA MATRIX

Lipidy mezibunéénych prostor SC tvoii pfiblizné ekvimolarni smés tfi druht lipida - Chol, VMK
a Cer (Obrazek 4).* Kromé nich se zde nachdazi rtizné typy steroldi, estery Chol a organickych
kyselin a cholesterol-sulfdit (CholS). Zajimavé je, Ze ve SC nenajdeme, na rozdil od bunéénych
membran, zadné fosfolipidy.*

— HO™r,

12-32

Obrazek 4 - Bariérové lipidy stratum corneum (SC) -
ekvimoldrni smés cholesterolu (Chol), volnych mastnych
kyselin (VMK) a ceramidd (Cer). Délka VMK je v rozmezi
12-32 uhlik@l (nejcastéji C22, C24 a C26); délka fetézce sfingoidni
béze (na obrazku sfingosin) je nej¢astéji 18 uhlika (modie), délka
acylu v molekuldch Cer se pohybuje vrozmezi 24-38 uhlikii (na
obrazku je acyl od kyseliny lignocerové, C24:0; ¢erné).

3.2. CHOLESTEROL A VOLNE MASTNE KYSELINY

Chol je nejvice zastoupenym sterolem lipidové matrix (Obrazek 4); tvofi pfiblizné jednu ¢tvrtinu
hmotnosti lipid SC. Funkce Chol je ve SC zcela kli¢ova; tento je zodpovédny za spravné lamelarni
(organizace lipidt do lamel) a lateralni (organizace lipidt v rdmci jedné lamely; viz dale) uspofadani
lipidt SC. Na rozdil od bunéénych membran, kde Chol zvy$uje pevnost (rigiditu) lipidové dvojvrstvy,
ve SC se naopak podili na zachovani kapalnosti (fluidity) lipidd v lamelach.® 2 Bylo prokizano, ze
ve zdravém SC se ¢ast Chol vydéluje od ostatnich lipid{, tj. vytvari samostatnou fazi. Doposud vsak
neni zndma pricina této separace.

CholS je nejcastéji zastoupenym esterem Chol. Vyznam CholS, ktery ptedstavuje piiblizné
5 % hmotnosti lipidt SC,* neni doposud zndm. Pravdépodobné se zucastiiuje procesit v udrzeni
soudrznosti (koheze) a odlupovani (deskvamace) svrchnich ¢asti SC.

Kyselinova slozka SC je zastoupena volnymi nasycenymi a nerozvétvenymi mastnymi kyselinami,
jejichz délka fetézcti se pohybuje mezi 14 aZ 34 uhliky; nejcastéji zastoupenymi VMK ve zdravém SC
jsou kyselina behenova (C22:0) a lignocerova (C24:0; LIG), které ¢ini ptiblizné polovinu hmotnosti
VMK ve SC.5 ™24

3.3. CERAMIDY

3.3.1. STRUKTURA

Piiblizné 50 % hmotnosti lipidd SC tvorti latky z rodiny SL — Cer.5 Cer jsou SL obsahujici malou
polarni (hydrofilni) hlavu a dva lipofilni uhlovodikové fetézce. Prvni z fetézcl pochazi ze sfingoidni
baze (derivatu sfingosinu), coZ je nerozvétveny 2-aminoalkohol o délce nejc¢astéji 18 uhlik.” Druhy
fetézec, jehoz délka v molekulach Cer se pohybuje v rozmezi 24-38 uhlikd, je acylem mastné kyseliny
(nejcastéji 24 u dlouhych a 30-32 u ultradlouhych Cer).# 2> Mastnd kyselina je amidovou vazbou
napojena na primarni aminoskupinu sfingoidni baze* (Obrazek 4).

3.3.1.1. SFINGOSINOVA CAST

Kozni Cer pfedstavuji heterogenni skupinu SL. Tato riiznorodost plyne ze strukturnich odli$nosti
(hydroxylace a/nebo dvojna vazba) zejména v polarni hlavé Cer. Sfingoidni baze v molekulach
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koznich Cer jsou nejcastéji odvozeny od sfingosinu (S), tj. sfingoidni baze s trans-dvojnou vazbou
na ¢tvrtém uhliku. Fyziologické prekurzory Cer, dihydroceramidy (dihydroCer; viz déle), jsou Cer
odvozené od dihydrosfingosinu (dS), v jejichZ molekulach trans-dvojna vazba chybi. Pro kozni Cer
jsou také typické hydroxylované sfingoidni baze - fytosfingosin (s hydroxylovou skupinou v poloze
4; P) a 6-hydroxysfingosin (s trans-dvojnou vazbou na ¢tvrtém a hydroxylovou skupinou na $estém
uhliku; H; Tabulka1). V neddvné dobé byly dokonce objeveny i Cer se sfingoidni bazi obsahujici ¢tyfi
hydroxyly (T), av8ak jejich poloha v fetézci a absolutni konfigurace uhlikdl sfingoidni baze nebyla
doposud urc¢ena.®

OH OH
sfingoidni baze H 1° M\/
OH OTCI)/ZL-szHz@E: oH o O ==

HO/\{-\/ 1 1 0
HN. A~ Ho‘n/\szH45 alfa-hydroxylovany o)\*\)\/OH omega-hydroxylovany s vazanou
0 A 29 kyselinou linolovou (EO
0 (A) _ kyselinou (EO)
acyl kyseliny nehydroxylovany omega-hydroxylovany
(N) o
g
Ho/\‘/é\/\/C”H25
NH, * Cer NS Cer AS Cer OS Cer EOS
sfingosin (S)
OH
1 E
C1zHas
HO Yy T Cer NdS Cer AdS Cer OdS Cer EOdS
NH-

dihydrosfingosin (dS)

OH
1 H
HO ~.4 CizHas  Cer NP Cer AP Cer OP Cer EOP
NH, OH
fytosfingosin (P)

OH

HO/\‘/\/\?/CQH% Cer NH Cer AH Cer OH Cer EOH
NH, 4+ OH

6-hydroxysfingosin (H)

1 OH
O/Yg,\/\/CWHZE‘ volné Cer
NH, 4 1-O-ENS 1-0-EAS
CisHz™ 7O Cer vazané na proteiny

1-O-acylsfingosin (1-O-E_S)

Tabulka 1 - Nézvoslovi ceramidii (Cer) podle nomenklatury dle Motty.>” Zakladem ndzvu Cer je kombinace pismen
sfingoidnich bazi (S, dS, P, H nebo 1-O-E_S) a acylt mastnych kyselin, které mohou byt nehydroxylované (N), hydroxylované
v poloze 2' (a-poloha; A), déle v poloze w- (O) nebo hydroxylované v poloze w-, u nichZ je na w-hydroxyl esterové vazan acyl
kyseliny linolové (EO). V tabulce jsou zobrazeny jak volné Cer lidského stratum corneum (7luté), tak Cer vazané na proteiny
(Cer typu O, kovalentné vazané Cer; hnédé).

3.3.1.2. ACYLOVA CAST

Acyl v molekulach Cer je vétsinou tvofen dlouhou nerozvétvenou nasycenou mastnou kyselinou,
kterd je bud nesubstituovana (N), nebo je naopak substituovana hydroxylovou skupinou. Tato
substituce mtiZe byt v poloze o- (A) nebo w- (O). Na w-hydroxylovou skupinu mtize byt dale esterové
navazana kyselina linolova (EO). Tento hydroxyl vSak také muZe byt navdzan na bilkoviny
(involukrin), které jsou na povrchu korneocytt (tzv. kovalentné vazané Cer; viz ddle) a tvori
tzv. korneocytarni lipidovou obalku (angl. corneocyte lipid envelope).”® Pomérné nedavno byly
v lidském SC nalezeny i sfingosinové Cer, u kterych je acyl (nej¢astéji od kyseliny palmitové; C16)
esterové navazan na primarni hydroxylovou skupinu v poloze 1 (1-O-E_S; Tabulka 1).?
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3.3.2. NAZVOSLOVI

Kromé systematického nazvoslovi dle IUPAC se Cer oznacuji i jinymi nomenklaturnimi systémy.
Prvni a dodnes nejéastéji pouzivany ndzvoslovny systém?® pro sfingoidni baze vyjadiuje pocet
hydroxylovych skupin sfingoidni baze pismeny ,,d“ (di-) nebo ,t“ (tri-). Za timto pismenem nasleduje
¢iselné vyjadreni poctu uhlikt v fetézci a pocet dvojnych vazeb. Timto zptisobem je osmnactiuhlikaty
S oznacden jako di8:1 nebo také 4E-di8:1, kde je kladen diraz na konfiguraci a polohu dvojné vazby
sfingoidni baze.*

V oblasti vyzkumu role Cer v ktiZi byla ptivodné zavedena nomenklatura oznacujici Cer arabskymi
¢islicemi, pfi¢emz ¢islo znamenalo pofadi daného Cer na tenkovrstvé chromatografii pfi izolaci
téchto SL ze SC3° Sobjevy dal$ich strukturnich podtypt Cer byl tento nomenklaturni systém
nahrazen nazvoslovim dle Motty* s pozdé&jsimi tipravami.® ® 3 Jeho zdkladnim principem je
kombinace pismen oznadujicich typy sfingoidnich bazi (S, dS, P, H nebo 1-O-E_S) a acyld (N, A, O
nebo EO). Napftiklad nazev pro Cer EOS, podle ptedchozi nomenklatury ozna¢ovany jako Cer 1 pro
kyselinou linolovou (EO). Nomenklatura dle Motty je univerzalnim systémem, jimZ bylo jednoduse
popsano osmndct strukturnich podtyptt Cer nalezenych ve zdravém SC (Tabulka 1). Jednotlivé
podtypy Cer se pak vzajemné lisi délkou jednotlivych fetézci, coz vede ke stovkam typt jednotlivych
Cer.4

3.3.3. BIOSYNTEZA

3.3.3.1. DIHYDROCERAMIDY

Syntéza Cer de novo probiha v endoplazmatickém retikulu kozni buriky. Prvnim krokem
v biosyntéze Cer je kondenzace aminokyseliny L-serinu a palmitoyl-koenzymu A katalyzovana
serinpalmitoyl-CoA-transferdzou. Kondenzaéni produkt, 3-ketodihydrosfingosin
(3-ketosfinganin), je redukovan 3-ketosfinganin-reduktdzou na (25,3R)-dihydrosfingosin
(D-erythro-dihydrosfingosin nebo také sfinganin; dS), ktery je nasledné acylovan jednou ze $esti typt

ceramid-syntdz, coZ vede ke vzniku dihydroCer (Schéma 1).+ %3233
o} OH OH

COOH . . , '-
HO™ Y i HO/\])J\CHHM i HO ™ "Cishyr — o HO™ Y CygHyy
NH; NHo NHo HN .. Ca3Haz
L-serin 3-ketodihydrosfingosin ds \[g dihydroCer

Schéma 1 - Biosyntéza dihydroceramidi (dihydroCer). V prvnim kroku reaguje L-serin s palmitoyl-koenzymem A za
katalyzy serinpalmitoyl-CoA-transferazy (i). Kondenza¢ni produkt, 3-ketodihydrosfingosin, je dale redukovan
3-ketosfinganin-reduktdzou (ii) na dihydrosfingosin (dS). Tento je pak acylovan u¢inkem ceramid-syntdzy (iii) na dihydroCer
(na obrazku je zobrazen Cer NdS s acylem od kyseliny lignocerové; LIG, C24:0).

Acyl v molekuldch (dihydro)Cer je po navdzani na sfingoidni bdzi ceramid-syntazou dale
upravovan. Retézec je prodluzovian jednou ze sedmi typt elongaz.'® 34 V piipadé
o- a w-hydroxylovanych acyla Cer se hydroxylace =zacastiiuje fada hydroxyldz, vcetné
enantioselektivni (2'R)-hydroxylazy, kterd zavadi hydroxyl do polohy alfa. Navic u Cer typu EO je
kyselina linolova esterové vazana na terminalni hydroxyl acylového fetézce.?

3.3.4. FYTOCERAMIDY A 6-HYDROXYCERAMIDY

Do molekul dihydroCer mtize byt plsobenim desaturdzy 1 (A4-desaturdza)3® zavedena
trans-dvojnd vazba, coZ vede ktvorbé sfingosinovych Cer (S-Cer), tj. Cer odvozenych od
(25,3R,4E)-sfingosinu (D-erythro-sfingosin; S). DihydroCer mohou byt dale hydroxylovany
desaturdzou 2 (C4-hydroxylaza; Schéma 2) v poloze 4, coZ vede k tvorbé fytoCer. Tyto jsou tedy
odvozené od hydroxylované sfingoidni baze (2S,35,4R)-fytosfingosinu (D-ribo-fytosfingosin; P)."
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Schéma 2 - Biosyntéza hydroxylovanych ceramidi (Cer). Dihydroceramidy (dihydroCer) jsou desaturovany (desaturaza 1)
za vzniku sfingosinovych ceramidii s (4E)-dvojnou vazbou (S-Cer). Pisobenim desaturazy 2 (C4-hydroxylaza) je na dihydroCer
zaveden hydroxyl do polohy (4R)-, coz vede ke vzniku fytoceramidii (fytoCer). Biosyntéza 6-hydroxyceramidil (6-hydroxyCer)
neni objasnéna. Pravdépodobné dochazi khydroxylaci S-Cer doposud neobjevenou C6-hydroxyldzou, kterd zavadi
hydroxylovou skupinu do polohy (6R)-. Na obrazku jsou zobrazeny Cer NdS (modie), Cer NS (¢erné), Cer NP (¢ervené)
a Cer NH (zelené), v8echny s acylem od kyseliny lignocerové (C24:0).

FytoCer3”#° byly poprvé nalezeny v rostlinné ¥i$i a fi§i hub (rod Amanita), z ¢ehoz pochazi
i oznaceni této rodiny sfingolipidit (fec. phytos, rostlina).#4* V lidském SC jsou fytoCer nejvice
zastoupeny v podobé Cer NP (22 %) a Cer AP (pfiblizné 9 %), v mensi mife jako Cer OP a Cer EOP
(Obrazek 5).4
NDs ADS EOS
EODS 0.4% 9-8% 1°% 6.5%

NS 7.4%

OH 0.4% \\

AH 10.8% AS 9.6%
0S 0.7%
EOP 1.1%

NH 14.5%

EOH 4.3% NP 22.1%
"
OP Ap

0.2% g.8%
Obrazek 5 - Procentudlni zastoupeni ceramidii (Cer) ve zdravé
rohové vrstvé epidermis. Prevzato z Breiden et al.# Oznaceni Cer
je podle nomenklaturniho systému dle Motty.?”

Fyziologicka  biosyntéza pro ktzi jedineénych 6-hydroxyCer, odvozenych od
(25,3R,4E,6R)-6-hydroxysfingosinu (viz déle), neni doposud zndmd. Pravdépodobné pomoci
hydroxyldzy (podobnd desaturdze 2) dochdzi k hydroxylaci S-Cer v poloze 6, jelikoZ allylova poloha
6 je nachylna k oxidaci (Schéma 2).4

Cer odvozené od 6-hydroxysfingosinu byly nalezeny pouze v epidermis; tyto se pravdépodobné
nepodili na buné¢né signalizaci. Nejcastéji jsou ve zdravém SC zastoupeny v podobé volnych Cer NH
(priblizné 15 %) a Cer AH (pfiblizné 11 %) a také kovalentné vazaného Cer OH (0,4 %).4

Hydroxylace Cer, tj. zavedeni dal$i hydroxylové skupiny u fytoCer a 6-hydroxyCer, ma
pravdépodobné kli¢ové postaveni mezi Cer SC, jelikoz pokles jejich hladin byl zaznamenan u mnoha
koznich onemocnéni, jako jsou atopickd dermatitida*+4> nebo psoridza.”” 4¢ Navic pokles hladin

o w7

Cer NP se vyrazné podepisuje na zvySeni ztraty vody kazi.+

3.3.4.1. DEPOTNI FORMY CERAMIDU

Kli¢ovymi molekulami v metabolizmu Cer jsou S-Cer. Tyto Cer mazou byt dale chemicky
upravovany. Modifikace maze vést k tvorbé glykosfingolipida. Pro tyto je typickd cukerna slozka
glykosidicky navdzana na hydroxylovou skupinu sfingoidni baze v poloze 1. Tfidu glykosfingolipidt
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nejcastéji tvoii glukosylceramidy (glukosylCer) sjednou nebo gangliosidy se dvéma ¢i vice
molekulami cukru, kterym maze byt nejcastéji D-glukoza nebo D-galaktdza.+

Mezi dal$i modifikace molekul Cer patii také sfingomyeliny (SM), pro néZ je typicky
aminoalkohol (fosforylcholin nebo fosforylethanolamin) navdzany na C-1-hydroxyl sfingoidni baze.4®
50

GlukosylCer a SM piedstavuji depotni formy Cer v kaizi. V pfipadé nedostatku volnych Cer ve SC
jsou depotni formy hydrolyzovany (glukosylCer B-glukocerebrozidazou a SM sfingomyelindzou>),
¢imz poskytuji Cer pro tvorbu kozni bariéry. Zajimavé je, Ze na rozdil od glukosylCer, které
predstavuji prekurzory pro vSechny podtypy Cer, hydrolyzou SM jsou ziskdvany pouze Cer NS
a Cer AS.>5>54

Depotni formy Cer vznikaji v Golgiho aparatu kozni buriky ve spodnich tsecich epidermis. Zde
jsou vznikajici glukosylCer a SM uskladtiovany v tzv. lamelarnich (Odlandovych) téliskach (angl.
lamellar bodies nebo Odland bodies), v nichZ jsou kromé& prekurzorti Cer pfitomny prekurzory dalgich
bariérovych lipidd a fada hydrolytickych enzymi, které umoziiuji uvolnéni obsahu télisek
do mezibunéénych prostor. Toto uvolnéni nastdva splynutim lameldrnich télisek s plazmatickou
membranou keratinocytu v mistech, kde buiika dosdhne rozhrani zrnité a rohové vrstvy.> 8

Jak sfingoidni béaze, tak Cer mohou byt fosforylovany (zbytek kyseliny fosfore¢né je esterové
vazan na hydroxylovou skupinu v poloze 1). Ptislugny sfingosin-1-fosfat nebo ceramid-1-fosfat hraji
roli zejména pfi migraci bunék a regulaci bunééného cyklu. Fosforylovany S nebo Cer v§ak mohou
byt pouzity i pro syntézu volnych Cer. Nejdiive musi byt sfingosin-1-fosfat prislusnou fosfatazou
hydrolyzovan, poté dochazi k acylaci volného S, coz vede ke vzniku Cer.5557

3.4. USPORADANI A ORGANIZACE KOZNIiCH LIPIDU

Lipidy SC, na rozdil od fosfolipidi v bunéénych dvojvrstvach, tvofi mnohovrstevné lamelarni
systémy (lamely), které jsou ukotveny na povrchu korneocyt. Tohoto ukotveni se vyznamné
zudastiiuji tzv. kovalentné vazané Cer (Cer vdzané na proteiny). Tyto Cer, jejichZz metabolickymi
prekurzory jsou ultradlouhé Cer typu EO, maji w-hydroxyl (Cer typu O) esterové vizan na
glutamdtové zbytky bilkovin na povrchu korneocytt (nejcastéji involukrin a lorikrin). Kovalentné
vazané Cer ziejmé slouzi jako pfedloha pro tvorbu organizovanych lamel lipida SC (Obrazek 6).

1A009U.10%

Obrazek 6 - Schématické znazornéni kovalentné vazanych
ceramidit (Cer). Acyl Cer vazanych na proteiny je substituovany
hydroxylem v poloze w- a esterovou vazbou jsou na tento vazané
povrchové  bilkoviny koznich bunék (korneocytdi; hnédé).
Kovalentné vazané Cer slouZi jako piedloha ke spravnému vytvoteni
lipidovych lamel. Ve spodni ¢4sti obrazku je zobrazen kovalentné
vazany Cer OH.

Lipidy SC (Cer, VMK a Chol) vytvafi lamely o rtznych délkdch mezirovinnych (lameldrnich)
vzdalenosti. Pro spravnou funkci SC jako bariéry je nezbytnd pfitomnost tzv. dlouhé lamelarni faze
(angl. long periodicity phase; LPP)>> 55 jejiZz mezirovinnd vzdalenost se pohybuje v rozmezi
11,9 — 13,1 nm. Tato faze, pro jejiz vytvoteni je zapotiebi ultradlouhych Cer (acylCer, Cer typu EO,
napf. Cer EOS), je pro udrzeni spravné funkce SC jako bariéry zcela kli¢ova. V lamelach zdravého SC
1ze rovnéz nalézt tzv. kratkou lamelarni fazi (angl. short periodicity phase; SPP)%% s délkou lamel
kolem 5,3 - 6,5 nm (Obrazek 7) a fizi separovaného Chol s mezirovinnou vzdalenosti pfiblizné
3,4 M. %667

21



dSPP

d*"P=12.9-13.1 nm d°PP=5.3-6.5 nm
Obrazek 7 - Lameldrni usporddani lipidi stratum corneum
(SC). Lipidy ve zdravém SC tvoii v lamelach tzv. dlouhou fazi (LPP)
s mezirovinnou vzddlenosti pfiblizné 13 nm a krdtkou fazi (SPP)
s délkou lamel ptiblizné 6 nm.

Retézce molekul Cer mtzou vlamelich SC zaujmout dvé mozné konformace. Prvni,
tzv. vlasenkova (uzaviend) konformace, se vyznaluje tim, Ze oba fetézce molekul Cer jsou
orientovany vedle sebe (paralelné). Podstatou druhé, tzv. oteviené konformace, je usporadani
fetézclt molekul Cer tak, Ze kazdy z nich sméruje do opa¢ného sméru (Obrazek 8). Konformace

lipidd v8ak neni doposud zcela objasnéna, proto jsou piipustné oba konformaéni stavy.> 687
OH

HO N NN NSNS

\/\/\/\/\/\/\M’\)l f&/g:«hk/

—_—
8 H OH °
Obrazek 8 - Dvé mozné konformace ceramida (Cer) v kozni
lipidové bariéfe. Prvni, tzv. vlasenkova konformace (angl. hairpin
conformation; nahote) je charakteristickd tim, Ze oba fetézce jsou
umistény vedle sebe. Oteviend konformace (angl. fully-extended
nebo splayed-chain conformation; dole) je typickd protilehlou
orientaci obou fetézcti molekuly Cer. Na obrazku jsou zobrazeny
konformace Cer NH.

V lamelach zdravého SC mohou byt lipidy organizovany v tésném, tzv.ortorombickém,

usporddani, pro které je typicka tzv. all-trans konformace. Tato koso¢tvere¢na miizka brani volné
rotaci jednotlivych fetézct a je pro lipidy ve SC nejcastéjsi (Obrazek o).

et <en us

L/

Obrazek 9 - Lateralni uspoiadéani lipidi rohové vrstvy
epidermis. Vlevo je zobrazena tzv. ortorombicka (krystalickd) faze,
uprostied méné organizovand hexagondlni (gelovd) a vpravo
kapalnd faze fetézct lipidd, kterd je pravdépodobné zodpovédna za
udrZeni elasticity ktize. VSechny tii typy uspofddani lze nalézt ve
zdravé epidermis.

Lipidy SC v8ak mohou byt uspotfddény i hexagondlné, tj. do Sestere¢né soustavy (gelova faze;
Obrazek g), v niZ je umoznéna vétsi rotace a pohyb lipidd, coZ je ddno vétdim procentem méné
uspotddanych gauche konformerd. Poslednim a nejméné castym typem usporddani lipidd SC je
tzv. kapalné-krystalicka fize (Obrazek 9). Pro ni je typickd tzv. gauche konformace, ktera se
vyzna¢uje nepravidelnym uspofdddnim.>  7+7 Mezi vice neuspoiddané konformace lipidovych
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fetézct, které byly popsany u nasycenych alkanti, patfi tzv. end-gauche, kink nebo double-gauche
konformace,”” které jsou znazornény na Obrazku 10.

:
;3

aII trans end-gauche kink  double-gauche

%MM%MM%
%W}M%H}

Obrazek 10 - Konformace fetézci lipidi. Pievzato z Maroncelli
et al.”7 Vlevo je zobrazend tzv. all-trans konformace (nejvyhodnéjsi,
snejniz8i energii), smérem doprava jsou zobrazeny defektni
konformace: end-gauche, kink (nebo také gtg konformace)
a double-gauche. Na obrazku je zndzornén nasyceny uhlovodikovy
fetézec, jehoz defektni konformacni formy jsou zvyraznény ¢ervené.
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4. STUDIUM KOZNI BARIERY - METODY HODNOCENI
LIPIDU ROHOVE VRSTVY

41. MODELY KOZNI BARIERY

Castym zpiisobem hodnoceni koZni bariéry, zejména mezibunéénych prostor SC, je studium
modelovych systémii. Nejblizsim a nejvérohodnéjsim modelem je izolovana lidska kozni tkan ¢i
kiize z modelovych zvifat, nejcastéji prasete domaciho (Sus scrofa),’®8 znamé jsou rovnéz tkanoveé
modely kiiZe in vitro.3-%

Kromé izolovanych ¢i kultivovanych koznich tkdni lze k hodnoceni kozni bariéry pouzit
i jednodussi modely. Starsi prace popisuji prvni modely kozni bariéry jako smés extrahovanych lipid
SC v¢etné extrahovanych koznich bunék (korneocytt).8384 Navic existuji i prace, ve kterych jsou
modely SC pfipraveny ze smési komer¢né dostupnych Cer.% 758586 Snizenim poctl slozek v modelu
(modelové membrané), v krajnim pfipadé aZ pouZitim jen jednoho typu Cer misto ceramidové
frakce izolované ze SC, Ize studovat chovani daného lipidu v modelu.87-°

411. MIKROSTRUKTURA MODELOVYCH MEMBRAN

Vnitini stavba SC, kterou Elias pfirovnal k modelu ,cihel“ pfedstavujicich korneocyty a ,malty*
reprezentujici mezibuné¢nou lipidovou matrix,’® neni doposud objasnéna. Pravé proto je studiu
slozeni a uspotddani lipidd v mezibunéénych prostorech SC vénovana velka pozornost. Mezi ¢asto
vyuzivané zobrazovaci techniky modelt kozni bariéry patfi napt. fluorescenéni mikroskopie. Je to
velmi citliva zobrazovaci technika, ktera vSak vyzaduje pritomnost fluorescen¢né znacené latky
(lipidu) ve studovaném vzorku (membrané).?9* Limitem této techniky je povaha (lipofilita a velikost)
samotného fluoroforu, ktery miiZze do zna¢né miry (negativné) ovlivnit uspotadani lipida SC.

Atomova silova mikroskopie je metoda, kterou Ize zkoumat povrch (morfologii) modelové
membrany. Je zaloZena na méfeni silovych interakci mezi povrchem vzorku (membranou) a sondou,
ktera je v jeji tésné blizkosti. Sondou se v tomto ptipadé rozumi ostry vodivy hrot, jehoZz pohybem
podél vzorku lze povrch vzorku skenovat.93-94

Studium modelovych membran polariza¢ni mikroskopii®¢ bylo nahrazeno mikroskopii
elektronovou. Tato ma daleko vétsi rozliSovaci schopnost nez opticka mikroskopie, protoze vzorek
je ozafovan proudem elektrond, nikoli fotond. Lze tak dosdhnout zvétSeni, jimZ lze pozorovat
uspofadani lipida SC do orientovanych dvojvrstev, tvofenych polarnimi oblastmi s vy$si a alkylovymi
fetézci s nizsi elektronovou hustotou.9597

Pomoci diferencidlni skenovaci kalorimetrie lze charakterizovat teplotni vlastnosti lipida
v membranach.%1°° Touto technikou lze pozorovat fazové chovéni lipidti méfenim teploty skleného
pfechodu (teplota, pti niZ se lipid stava elasti¢téj§im a pruznéj$im), teploty krystalizace nebo teploty
ténl’_76, 88, 94, 101

Podminkou hodnoceni modelovych membran *H nukledrni magnetickou rezonanci v pevné
fazi je pritomnost alespon jedné ze slozek s deuterovanym fetézcem. Jedna se o vykonnou techniku,
jejiz pomoci Ize charakterizovat strukturu, dynamiku a fazové stavy (krystalickd/gelovd, kapalna nebo
izotropni faze) lipidd ve vzorcich.76 10107

K dal$im velmi casto pouzivanym technikdam charakterizace laterdlniho uspofadani patii
infratervena a Ramanova spektroskopie.’ °8 V piipadé hodnoceni lameldrniho uspotadéani
lipidt SC se ¢asto vyuziva difrakénich metod, jako jsou rentgenova nebo neutronova difrakéni
analyza.56> 214 JelikoZ jsou infracervend spektroskopie a praskova rentgenova difrakce metody,
jimiz byly hodnoceny modelové membrany SC v této diserta¢ni préci, jsou zminénym technikam
vénovany samostatné kapitoly.

4.1.1.1. INFRACERVENA SPEKTROSKOPIE

Infracervena (angl. infrared; IR) spektroskopie je rychld a nedestruktivni analytickd metoda, ktera
je vyuzivand v hodnoceni chovani a uspofddani lipidti SC.7 9 5 Podstatou IR spektroskopie je
pohlceni (absorpce) monochromatického elektromagnetického zdfeni (fotonti), konkrétné
infracerveného svétla nejcastéji od 2,5 x 10° do 2,5 x 105 m, tzn. ve stiedni IR oblasti, molekulou. To
md za ndsledek zménu vibra¢né-rotaénich pohybi (energetickych stavii) molekuly v zavislosti na
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zméndch dipdlového momentu této molekuly. Dochazi tedy ke zvétSeni amplitudy vibrace
a zrychleni rotace molekuly."®

V biofyzice SL je ¢asto vyuzivand infracervena spektroskopie zeslabeného uplného odrazu
(angl. attenuated total reflectance; ATR) s aplikaci matematické metody Fourierovy transformace,
ktera umoZiiuyje transformaci spektra z ¢asové domény do domény frekven¢ni (angl. Fourier
transformation infrared spectroscopy; FTIR). ATR-FTIR je biofyzikalni metoda, pfi niZ paprsek IR
svétla dopada pod urditym thlem do specialné upraveného hranolu (napfi. krystalu germania) a pfi
dopadu dochézi k uplnému odrazu paprsku."¢7

Vysledkem méteni IR spektroskopie je spektrum (vibra¢ni pds), coz je graficky vyjadfend
zavislost energie na vlnoétu v jako prevracené hodnoty vinové délky [cm™]. Nejcastéji je energie IR
zafeni vyjadfovana propustnosti (transmitanci) T [%] nebo absorbanci A, tedy zdpornym
dekadickym logaritmem hodnoty transmitance."67

V IR spektru mzeme sledovat nékolik typt vibraci. Valen¢ni vibrace jsou zptisobeny zménami
délky vazeb atom."® Druhy typ vibraci (deformaéni vibrace) je zptisoben zménami vazebnych uhli
mezi atomy. Frekvence valen¢nich vibraci jsou vzdy vyssi nez frekvence vibraci deformacnich, jelikoz
na natazeni vazby mezi atomy je potfeba vice energie nez na jeji ohnuti. Proto valen¢ni vibrace
nachdzime v levé ¢asti IR spektra, tedy oblasti vyssich frekvenci, resp. vlno¢ti. Mezi nejcastéji
studované valen¢ni vibrace patii methylenova vibrace asymetricka (va) a symetricka (vs), z nichz lze
zjistit konformaci lipidovych fetézci v modelovych membrandch. Nejcastéji hodnocené vibrace
vypovidajici o laterdlnim uspotfddani lipida jsou rovinnd deformaé¢ni CH. ntizkova (angl.
scissoring; &) a deformaéni kyvava vibrace (angl. rocking; y). Ptehled vybranych vibraci ve studiu
SL (v¢etné vibraci v polarni oblasti) je uvedeny v Tabulce 2.

vibrace vinocet [cm™] charakteristika
V
N a % asymetricka (v;) 2920-2915
2194-21982 o,
L konformace retézcuP
,\Vs n symetricka (vs) 2848-2854
2087-20907 |
karboxyl 1710-1690 |
) podileni se na tvorbé
amid | 1690-1610 H-vazebs
0 amid || 1560—1510
2 nuzkova (d8) 1462-1472 |

1094-10842 | uspofadani fetézcl do

PR
kyvava (y) 730-718 krystalické mrizky

DEFORMACHNI

Tabulka 2 - Charakteristické vibrace v infrac¢ervené (IR) spektroskopii sfingolipidi (SL). VInoc¢ty valenénich CH.
(modfe) a deformac¢nich CH. vibraci (zelené). *U vybranych typt vibraci je uveden vlnocet pro CD. vibrace (deuterované
fetézce).°® " bAsymetrickd a symetrickd CH./CD. vibrace charakterizuji konformaci molekul; pokud jsou hodnoty vlno¢ta
u symetrické CH. vibrace niZ$i nez 2850 cm™, jsou Fetézce uspoiddany v all-trans konformaci.® " Se vzristajici hodnotou
vlnoé¢tu se zvySuje i podil méné uspofadanych, tzv. gauche-konformer@.7+ 9 "9 <V poldrni oblasti (hnédé) lze pozorovat
ptsobeni vodikovych mistkt mezi lipidy v modelovych membrandch. Vibrace karboxylu v niZ$ich oblastech vlno¢ta
predstavuje zapojeni karboxylové skupiny volnych mastnych kyselin (VMK) do vodikovych vazeb.?*® 2012 Tento fakt miize byt
rovnéz pozorovan u vibrace zndmé pod pojmem amid I, kterd je vysledkem valen¢ni vibrace karbonylové funkéni skupiny.™
o121 Zyygeni hodnot vino¢tdi u karboxylové a amidové vibrace I znadi oslabeni mezimolekularnich vodikovych ptitazlivych sil.
V piipadé nértistu vinoctd u vibrace, ktera je vysledkem valen¢nich C-H a deformac¢nich N-H vibraci (amid II) je tomu
naopak." 15 22123 47 deformaéni niizkové nebo kyvavé CH./CD, vibrace lze zjistit laterdlni uspofadani lipidd do krystalové
miizky;% ™ pokud je v oblastech téchto vibraci nalezen dublet jako vysledek sptaZeni vibraci sousedicich fetézcti daného
izotopu (napf. u ntizkové vibrace 1462 a 1472 cm™),® tento vypovidd o t&sném (ortorombickém) uspofadani. Pokud je viak ve
spektru nalezen pouze singlet (v pfipadé ntizkové vibrace kolem 1468 cm™), lipidy jsou ve volnéj§im (hexagondlnim)
uspordddni.o9 108 1o, 124-126

Ve studiu SL je c¢asto vyuzivand izotopova substituce, tj. atomy vodiku jsou v molekule

nahrazeny jejich téZ$imi izotopy. Izotopy atomil (napt. deuterium, *H), se kterymi Ize pracovat bez
jakychkoliv bezpecnostnich opatfeni, maji pfiblizné stejné silové pole, ale hodnoty vlnoctt
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vibra¢nich pést jsou rozdilné (Tabulka 2). V piipadé pouziti lipidové smési s ¢dste¢nou nebo tiplnou
nahradou vodiku za deuterium v jedné ze slozek smési je mozné sledovat chovani vodikovych fetézct
(C-H vibrace) nezavisle na chovani fetézct deuterovanych (C-D vibrace).'*8

4.1.1.2. RENTGENOVA DIFRAKCE

Podstatou (praskové) rentgenové difrakce (angl. X-ray powder diffraction; XRPD) je ohyb
(difrakce) paprsku rentgenového zafeni (z oblasti 0,1 x 10" m aZ do 100 x 10" m) po jeho dopadu na
vzorek (lipidy modelové membrany uspofadané do souvislych vrstev). Lipidy tohoto vzorku se samy
stavaji zdrojem zafeni se stejnou vlnovou délkou A [nm] a produkuji paprsky, které vzijemné
interferuji a vytvari tak difraktované zateni, jehoz smér je odli$ny od sméru zatfeni dopadajiciho na
vzorek.?

V pfipadé, Ze paprsek rentgenového zatfeni dopadd na rovnobéZné (v membrané se pravidelné
opakujici) strukturni roviny lipid& pod thlem 6 [°], dochazi k difrakci zafeni. Difraktované paprsky
zesili v maximum pouze v piipadé, Ze je jejich drahovy rozdil roven vinové délce [nm] nebo
jejimu celoc¢iselnému nasobku. Pokud pti dopadu svazku paprskd na vzorek je urdita strukturni
rovina v takové orientaci, Ze je splnéna Braggova rovnice (viz dile; Obrazek u), dochazi ke
konstruktivni interferenci difraktovaného zafeni (paprsky se skladaji a sili) a toto je pak detektorem
zaznamenano. Vy$e popsany déj charakterizuje rovnice nA = 2d sin 0 (Braggav zakon), ve které je
n kladny celodiselny nasobek (fad difrakce) vinové délky A pouzitého zafeni, 8 je Braggiiv tihel
dopadu na strukturni rovinu lipidii a d [nm] je mezirovinna vzdalenost (angl. repeat distance), jejiz
pomoci Ize ur¢it délku lamel lipidd (lamelérni faze) v modelové membrané.3o

Obrazek 11 - Schématické zndzornéni Braggovy rovnice.
Paprsek rentgenového zateni (Cervené) dopadad na periodicky se
opakujici strukturni rovinu vzorku (lipidtt v modelové membrang;
¢erné body) pod uhlem 6 [°], ohyba se (nastava difrakce),
konstruktivné interferuje s dal$imi paprsky, které dopadaji na
detektor. Rozpéti d mezi strukturnimi rovinami je tzv. mezirovinna
vzdélenost [mn], jejiz pomoci lze charakterizovat délku lipidovych
lamel v membrané.

Vysledkem méfeni XRPD je difrakéni zdznam (difraktogram), v némzZ jsou na ose x vidét
difrakéni piky (reflexe) pii urcitych hodnotach difrakéniho thlu 20 [°] a na ose y je poté intenzita
reflexi. V levé ¢&asti difraktogramu se nachdzi tzv. oblast malych ahla (angl. small-angle region),
vjeho pravé Casti je oblast sirokych thla (angl. wide-angle region), z niz lze zjistit lateralni
uspofadani fetézci lipida ve studované modelové membrang. 283!

Na podobném principu jako XRPD pracuje neutronova difrakéni analyza, s tim rozdilem, Ze
pouzité neutrony, kterymi je vzorek ostielovan, maji niz$i absorpci. Proto je nutné pouzit vétsi
mnoZstvi vzorku. Samotné méfeni také vyZaduje zdroj neutronového zafeni (atomovy reaktor).3>
Vyhodou neutronové difrakce je rozliSeni izotopt lehkych prvki, proto lze pouzitim
deuterovanych lipida studovat uspofadani protonovanych a deuterovanych fetézcti v modelovych
membrdnach SC.2* 6

4.1.2. PERMEABILITA MODELOVYCH MEMBRAN

V biofyzice SL je neméné dtilezitou charakteristikou modelovych systémi SC jejich permeabilita
(propustnost). Existuje fada modeld, na kterych byla zkoumdna permeabilita pro latky s nejraznéjsi
velikosti molekuly, lipofilitou apod. Velka fada studii hodnotila permeabilitu model koZzni bariéry
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s prase¢imi SL nebo lipidy izolovanymi ze SC ¢ nervové tkdné.8> 3339 Price, v niz byly modelové
membrdny SC zhotoveny z komerénich Cer vyuzivanych v kosmetice ve slozeni podobnému sloZeni
zdravého SC, je zaméfena na méfeni permeability membran pro kyselinu p-aminobenzoovou a jeji
derivaty ve srovnani s izolovanym SC ze zdravého jedince.”

Rada novéjsich praci hodnoti permeabilitu modelovych membran pro mensi latky s vyvdZzenou
hydrofilné-lipofilni konstantou (nej¢astéji vyuzivanou modelovou latkou je theofylin; TH).
Pro charakterizaci propustnosti modelovych membran pro vétsi molekuly s vyraznéjsi vyssi hodnou
lipofility se pouzivd indometacin (IND).87-9° 140141 Modelové membrdny, na nichZ jsou provadény
permeacni experimenty, jsou umistnéné ve Franzovych difuznich celach (Obrazek 12). Franzovou
celu lze popsat jako sklenénou nadobku s donorovou ¢&dsti, do které se vklada latka, pro niz je
permeabilita hodnocena (napf. 2% suspenze IND v 60% propylenglykolu).89 V &isti akceptorové je
kapalina (nejcastéji pufr o definovaném pH), do které studovana latka prostupuje pfes membréanu.
Mezi donorovou a akceptorovou ¢asti cely, kterd je temperovdna na fyziologickou teplotu 32 °C, je
drzak, v némz je uchycena modelovd membréana SC.7> 88
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Obrazek 12 - Schématické znazornéni Franzovy difuzni cely.
Sklenéna nadobka se sklada z donorové (1, oranZové) a akceptorové
Casti (3, Zluté), mezi nimiZ je studovanda membrdna (2, Cervené).
Z akceptorové ¢asti, v niz se nachazi pufr s magnetickym michadlem
(4, ¢erné), vychazi raménko (5) slouZici k odbéru studovaného
permeantu, ktery prosel membranou. Smér priichodu permeantu
znazoriuji ¢erné Sipky.

Dal$im c¢asto vyuzivanym parametrem permeability modelovych membran je méfeni ztraty
vody. V dermatologii je tato technika zndmd pod pojmem transepidermalni ztrita vody (angl.
transepidermal water loss), v piipadé modelovych membrdn SC je v8ak vystiznéj$i termin
transmembranova ztrata vody. Metoda, jiz se hodnoti mnozstvi vodni pary, ktera prostupuje
bariérou (membrdnou), vztazené na jednotku plochy membrény v ¢ase, je €asto vyuZivanou
Vv in vitro***'5 a in vivo studiich.#
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5. SOUHRNNI'E KOMENTARE PUBLIKOVANYCH PRACI

5.1. C-4 HYDROXYLACE CERAMIDU MA NEGATIVNI VLIV NA
PERMEABILITU A LAMELARNI USPORADANI LIPIDU MODELOVYCH
MEMBRAN (JEDNODUCHY MODEL)

Ptivodni prdce

Skolova B, Kovadik A, Tesai O, Opalka L, Véavrova K. Phytosphingosine,
Sphingosine and Dihydrosphingosine Ceramides in Model Skin Lipid Membranes:
Permeability and Biophysics. Biochim. Biophys. Acta — Biomembranes. 2017, 1859(5):
824-834 (IF.016 = 3,498; Ptiloha 1).

Komentar

Cer odvozené od fytosfingosinu (4-hydroxysfinganinu; P), které byly poprvé objeveny v rostlinné
Fi8i, Ize nalézt i v lidské kazi. Fytoceramidy (fytoCer) tvoti pfiblizné tietinu volnych Cer vyskytujicich
se ve zdravém SC. Pritomnost této rodiny Cer je zcela esencialni pro spravnou bariérovou funkci ktze.
SniZeni jejich hladin bylo pozorovano u nékterych koZznich onemocnéni, jako jsou atopicka
dermatitida (atopicky ekzém)+4+4> nebo psoriaza.*”

Existuje fada studii, které se zabyvaly fizovym chovanim, konformaci fetézcti nebo misitelnosti
fytoCer s ostatnimi lipidy v modelovych membrdndch.7e 94 1o, 120,123, 146148 Ay¥ak neni zndma studie,
ktera by hodnotila vliv fytoCer na membranovou permeabilitu. Proto bylo cilem této prace
studovat vliv C-4 hydroxylace u fytoCer na permeabilitu a mikrostrukturu modelovych
membran. Dil¢im cilem této prace bylo srovnani permeability a mikrostruktury modelovych
membran obsahujicich fytoCer s modelovymi membranami na bazi (dihydro)Cer. Byly
pfipraveny modelové membrany obsahujici pfislusny Cer (Cer NP, Cer NS nebo Cer NdS s acylem
odvozenym od LIG; C24:0), LIG a Chol v ekvimolarnim mnozstvi s pfidavkem CholS (5 hmotnostnich
%). Celkové byly pfipraveny tfi typy modelovych membran, které se liily pouze v Cer sloZce, diky
¢emuz bylo mozné srovnavat vliv dvojné vazby a/nebo hydroxylace v poloze 4 sfingoidnich bazi
molekul Cer.

Modelové lipidové membrany, které Ize chapat jako tenké lipidové filmy o tloustce pfiblizné 11 um,
byly pfipraveny nastfiknutim roztokd vyse zminénych lipidd na polykarbonatovy filtr pod proudem
inertniho plynu, naslednym zahtatim téchto filmt zbavenych organickych rozpoustédel nad teplotu
hlavniho fazového piechodu a pomalym zchlazenim k docileni tvorby lamelarniho uspotadéani.®8-89:
141,149

U modelovych membréan byla hodnocena propustnost pro riizné typy latek (permeantt). Prvni
latkou bylo modelové léc¢ivo theofylin (TH; Obrazek 13A, C), které simuluje priichod latek
svyvazenou lipofilitou (logP=0) a s relativné malou hmotnosti (Mw =180,2 g/mol).
Z permeacdnich profildy, tj. zavislosti korigované koncentrace TH na ¢ase a smérnic téchto zavislosti
(tokt; angl. flux), Ize konstatovat, Ze modelové membrany ve slozeni Cer NP/LIG/Chol/CholS byly
témér dvakrat propustnéjsi pro TH neZ kontrolni membrany (Cer NS/LIG/Chol/CholS) a o tfetinu
vice propustné nez membrdny odvozené od dihydroCer (Cer NdS/LIG/Chol/CholS). Podobné zavéry
lze pozorovat u permeaéniho profilu pro indometacin (IND), coz je druhé modelové 1é¢ivo
predstavujici latku o vét$i hmotnosti (Mw = 357,8 g/mol) a vétsi lipofilité (log P = 4,3; Obrazek
13B, C).
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Obrazek 13 - Vliv C-4 hydroxylace ceramidi (Cer) na bariérové vlastnosti modelovych membran. Pfevzato z Skolova
et al’> Srovnani parametrt permeability modelovych membran SC obsahujicich Cer NS (Cer NS24; ¢erné) nebo Cer NdS
(Cer NdS24; modie) nebo Cer NP (Cer NP24; Cervené) sacylem odvozenym od kyseliny lignocerové (Cz24:0), kyselinu
lignocerovou, cholesterol a cholesterol-sulfat. Graf A znadzortiuje permeaéni profil pro theofylin (TH), graf B permeaéni profil
pro indometacin (IND). Hodnoty toka (fluxil) modelovych 1é¢iv jsou uvedeny v panelu C. Graf D zobrazuje propustnost
modelovych membran SC pro ionty (elektrickd impedance). Data jsou prezentovana jako priaméry hodnot + standardni chyba
primeéru, n = 9-12; " znadi statisticky vyznamny rozdil oproti membrandm odvozenym od Cer NS (p < 0,05) a * zna¢i statisticky
vyznamny rozdil oproti membrandm odvozenym od Cer NdS (p < 0,05).

Dal$im parametrem permeability studovanym u modelovych membran byla elektricka
impedance. Nejvyssi hodnota odporu dané modelové membrany viici prichodu st¥idavého proudu
byla pozorovdna u kontrolnich membran odvozenych od Cer NS. Nepfitomnost trans-dvojné vazby
(Cer NdS) nebo hydroxylace v poloze 4 (Cer NP) vedla ke sniZeni hodnot elektrické impedance
modelovych membrén, avak bez statisticky vyznamnych rozdil vzhledem ke kontrole (Obrazek
13D). Z permeacnich pokusti lze tedy pozorovat stejny trend: hydroxylace v poloze 4 u fytoCer
(Cer NP) v nami pouzitém modelu jednozna¢né vede ke zhor$eni bariérovych vlastnosti membran
SC.

Kromé permeability modelovych membrdan obsahujicich fytoCer byla hodnocena i jejich
mikrostruktura, tj. konformace retézci, fazové chovani, misitelnost Cer fetézci s ostatnimi
lipidy v modelu, lateralni a lamelarni usporadani lipida. K hodnoceni fazového chovani byla
pouZita termotropni IR spektroskopie (ATR-FTIR). Jednou z vyznamnych vibraci, jejichZ pomoci byly
lipidy SC v této praci studovany, jsou symetrické valen¢ni methylenové vibrace. Z hodnot vinoc¢t
symetrickych valen¢nich vibraci 1ze zjistit konformaci fetézcit lipidt v modelovych membranach SC.
Posun CH. valen¢nich vibraci k vy$$im hodnotdm vino¢tt (~2850 cm™) vypovidd o hor$im uspotadani
studovaného fetézce ve smési. VSechny studované modelové membrany SC maji lipidy uspofadany
pfevazné v tzv.all-trans konformaci. Nicméné v pfipadé modelové membrany ve slozeni
Cer NP/LIG/Chol/CholS dochazi k vzestupu vlnoc¢tt symetrické CH. valen¢ni vibrace, tj. nartstu
méné uspofddanych gauche konformert (Obrazek 14A, B). Teplota fazového pifechodu u
membrdn obsahujicich Cer NP je v8ak mnohem vys$$i (80 °C) neZ v ptipadé fazovych teplot
u Cer NdS- (67 °C) nebo Cer NS-membran (61 °C). Tento fakt je dan piitomnosti kohezivnich sil,
které nartstaji diky hydroxylaci v poloze 4 u modelovych membran obsahujicich fytoCer.

Nahrazenim neznacené LIG v modelovych lipidovych membranach (smésich) deuterovanou LIG
(d-LIG) pak bylo mozné v dané modelové membrané sledovat chovani jak CH, fetézct (vyskytujicich
se plevazné v Cer), tak CD. fetézcil d-LIG, jelikoZ C-D vibrace jsou posunuty do oblasti niz§ich
vlnoéttt (2086-2096 cm™) nez v ptipadé C-H vibraci (vinocet 2846-2854 cm™). PouZitim této
izotopové substituce lze vyvodit nékolik zavéra. Pii fyziologické teploté jsou retézce molekul Cer
(Obrazek 14C) a tetézce d-LIG relativné dobfe uspofddany, coZ plyne z hodnot nizkych vinoc¢tt
symetrickych CH. (CD.) vibraci. Dale, hodnoty teplot fazovych pfechodtt CH. (Obrazek 14C) a CD.
(Obrazek 14D) vibraci u membran obsahyjicich Cer NS a Cer NdS jsou relativné podobné, coz
naznacuje jejich dobrou misitelnost. AvSak v pfipadé modelovych Cer NP-membran je teplota
fazového ptrechodu d-LIG sniZena o 12 °C, tj. na 68 °C, ve srovnani s teplotou fazového ptechodu
fetézctl Cer NP (8o °C). Tato skute¢nost poukazuje na fazovou separaci Cer NP a d-LIG v modelové
membrané.
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Obrazek 14 - Vliv C-4 hydroxylace ceramidi (Cer) na fazové chovani lipidi modelovych membran. Pievzato z Skolova
et al.’>° Konformace fetézcti a fizové prechody lipidtt v modelovych membranach obsahujicich Cer NS (Cer NS24; ¢erné) nebo
Cer NdS (Cer NdS24; modte) nebo Cer NP (Cer NP24; ¢ervené) s acylem odvozenym od kyseliny lignocerové (LIG; C24:0),
(deuterovanou) kyselinu lignocerovou ((d)-LIG), cholesterol a cholesterol-sulfat. Panel A zobrazuje ATR-FTIR spektra
symetrickych valené¢nich vibraci pii fyziologické teploté (32 °C), panely B-D ptedstavuji vyvoj symetrickych vibraci v zavislosti
na vzrastajici teploté (25-100 °C). Pro studium chovani fetézcti lipida byly pouZity neznacené lipidové smési (vinocty 2846-
2854 cm; panel B) nebo smési, kde misto LIG byla pouzita d-LIG (LIG-d,;), ¢imZ bylo moZné pozorovat chovani nezna¢enych
(panel C) a deuterovanych fetézcii v modelové membrané SC (vlno¢ty 2086-2896 cm™; panel D). V jednotlivych grafech jsou
rovnéz uvedeny i teploty fazovych prechodd.

Pomoci XRPD bylo mozné studovat lamelarni uspotadani lipidtt v modelovych membranach SC.
Ve v8ech studovanych modelech byla pfitomna fize separovaného Chol s délkou mezirovinné
vzdalenosti d = 3,41 - 3,42 nm. U modelovych membran ve sloZzeni Cer NS/LIG/Chol/CholS byla
kromé faze separovaného Chol pfitomna La faze s periodicitou 5,39 nm. Tato odpovida lameldrni fazi
s kratkou periodicitou, tj. 5,3 - 5,6 nm.%"% V pfipadé, ze v molekule Cer chybi dvojna vazba, dochézi
u modelovych membran obsahujicich Cer NdS k fazové separaci. Kromé separovaného Chol® a La
faze s periodicitou 5,35 - 5,38 nm byla v modelu ptitomna i Lb faze s periodicitou 4,20 - 4,23 nm.
Koneéné v difraktogramech modelovych membrdn obsahujicich fytoCer (Cer NP) byly nalezeny
celkem ¢tyfi samostatné lamelarni struktury (faze): separovany Chol, La faze (d = 5,24 - 5,30 nm)
a dalsi dvé faze s periodicitami 4,23 - 4,25 nm (Lb faze) a 3,71 - 3,72 nm (Lc faze; Obrazek 15).
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Obrazek 15 - Vliv C-4 hydroxylace ceramidii (Cer) na lameldrni uspofadani lipidét modelovych membran. Pievzato
z Skolova et al.>* Pragkové difraktogramy (XRPD) modelovych membran obsahujicich Cer NS (¢erné) nebo Cer NdS (modie)
nebo Cer NP (Cervené) sacylem odvozenym od kyseliny lignocerové (C24:0), kyselinu lignocerovou, cholesterol
a cholesterol-sulfat pii 30% (panel A) a 100% hydrataci (panel B). Rimské ¢islice oznaduji reflexe La faze, arabské Cislice patti
Lb fazi a pismena Lc fazi; * oznacuje reflexe separovaného cholesterolu. Uplna hydratace modelovych membréan (panel B) nema
na lameldrni uspotadani lipidd (aZ na zmény relativnich intenzit) zdsadni vliv. Q [nm™] je vektor rozptylu (angl. scattering
vector), umérny difraktovanému thlu 6 [°].

V pravé ¢asti kazdého difraktogramu (oblast $irokych uhld; Q = 14-18 nm™; Obrazek 15) lze ziskat
informaci o lateralnim uspotadani fetézcti v modelovych membrdndch. Ve vSech difraktogramech
byly nalezeny dva piky (0,41 - 0,42 nm a 0,37 - 0,38 nm), které vypovidaji o tésném ortorombickém
usporadani,B coz je v souladu s vysledky ATR-FTIR.°

Permeacni a biofyzikdlni experimenty lze shrnout do nékolika zavért. Hydroxylace v poloze 4
u fytoCer jednozna¢né vede k poklesu bariérovych vlastnosti modelovych membran SC pouzitych
v této praci. Membrany obsahujici Cer NP jsou vice propustné pro ionty a malé i vétsi lipofilnéjsi
molekuly ve srovndni s membrdnami obsahujicimi Cer NS nebo Cer NdS. Z vysledkt ATR-FTIR lze
pozorovat fazovou separaci fetézcli d-LIG od Cer NP. Navic pomoci XRPD bylo zjisténo, Ze
hydroxylace v poloze 4 v molekulach fytoCer ovliviiuje lameldrni uspofadani lipida v modelovych
membrandch SC (Tabulka 3).
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Tabulka 3 - Srovndni propustnosti (permeability)

a mikrostruktury modelovych membran (jednoduchy
model).> Membrany obsahujici Cer NS (¢erné) nebo Cer NdS
(modie) nebo Cer NP (¢ervené), kyselinu lignocerovou, cholesterol
a cholesterol-sulfat. Prvni tfi parametry charakterizuji propustnost
membrdn pro ionty, malé polarni (theofylin) a vétsi lipofilni latky
(indometacin). Dalsi tii charakteristiky srovnavaji mikrostrukturu
modelovych membran, tj. lateralni a lameldrni uspofadani.




5.2. 6-HYDROXYCERAMIDY - OD SYNTEZY K MODELOVYM MEMBRANAM

5.2.1. 6-HYDROXYCERAMIDY JAKO RELATIVNE NOVA SKUPINA
SFINGOLIPIDU

Resersni prdce

% Kovacdik A, Roh J, Vavrova K. The Chemistry and Biology of 6-Hydroxyceramide,

the Youngest Member of the Human Sphingolipid Family. ChemBioChem. 2014,
15(11): 1555-1562 (IF20:6 = 2,847; Ptiloha 2).

Komentdr

6-hydroxyceramidy (6-hydroxyCer) jsou jednou z nejmladsich rodin Cer. Jejich postaveni
a pravdépodobné i vyznam ve SC jsou zcela jedine¢né. 6-hydroxyCer nebyly, na rozdil od jinych
podrodin Cer, nalezeny v zadnych jinych tkanich kromé kiize. Navic nejsou typické pro vSechny
sav¢i druhy; 6-hydroxyCer nebyly nalezeny u nékterych ras pst,” v praseéi epidermis nebyly nalezeny
vibec.>® Dodnes neni rovnéZ objasnéna jejich biosyntéza (viz dfive).3* Cilem této prace bylo
shrnout dosavadni informace o biologickém vyznamu a biosyntéze 6-hydroxyCer a o koznich
onemocnénich, u kterych bylo pozorovano snizeni 6-hydroxyCer v epidermis. Na rozdil od
(dihydro)Cer’>*'53 a fytoCer,# syntéza 6-hydroxyCer nebyla zatim ptehledné zpracovdna, proto bylo
cilem této prace také shrnout soucasné syntetické pristupy v pripravé 6-hydroxyCer.

Prvni zminka o 6-hydroxyCer je z roku 1989.5* Hamanaka izoloval frakci polarnich prekurzort
Cer, mezi nimiz byl nalezen i doposud nezndmy glukosylCer se tfemi hydroxylovymi skupinami.
Nezavisle byla tato skute¢nost potvrzena izolaci , trihydroxysfingosinu“ v roce 1992.'5 Az v roce 1994
se objevuje prace,® kterd potvrdila strukturu novych Cer - acylCer s esterové vdzanou kyselinou
linolovou (Cer EOH). Dale byl objeven nejpolarnéjsi 6-hydroxyCer typu A (Cer AH) a kovalentné
vazany Cer OH, dfive oznacovany jako Cer B. O rok pozdéji byla objevena volna 6-hydroxylovana
sfingoidni baze (H), kterd tvofi ptiblizné 15 % volnych sfingoidnich bazi ve SC.’3° Posledni chybéjici
podskupina 6-hydroxyCer byla objevena v roce 1999, a to izolaci Cer NH z lidského SC.’7 Absolutni
konfigurace na uhliku 6 vSech objevenych podtypti 6-hydroxyCer byla kone¢né potvrzena v roce
2003° a 2005® (Obrazek 16).

Cer EOH

nezndmy Cer AH volnyH Cer NH stanoveni absolutni
trihydroxysfingosin - cer OH (Cer B) konfigurace
cas: 1989-1992 1994 1995 1999 2003-2005
Hamanakaet al. Robson et al. Stewart Stewart Mori
Wakita et al. Masuda

Obrazek 16 - Stru¢na historie objevu 6-hydroxyceramidii (6-hydroxyCer). Koncem osmdesatych let dvacatého stoleti byl
objeven nezndmy sfingosin s hydroxylovou skupinou (Hamanaka et al.’>+ a Wakita et al.’s5), o nékolik let pozdéji byly izolovany
a- (Cer AH) a w-hydroxylované Cer (Cer OH a Cer EOH), jejichZ hydroxylova skupina byla ur¢ena v poloze 6 (Robson et al.8).
V roce 1995 byly nalezeny frakce volné sfingoidni baze (Stewart et al*°) a rodina 6-hydroxyCer se v roce 1999 rozrostla
o posledni chybgjici Cer s nehydroxylovanym acylem (Cer NH; Stewart et al.'’s?). Kone¢né az na zacatku jednadvacatého stoleti
byla potvrzena konfigurace (6R)- u viech koZnich 6-hydroxyCer (Mori et Masuda? '58).

Doposud bylo publikovano nékolik praci, které se zabyvaly syntézou bud volné sfingoidni
6-hydroxylované baze (H),> nebo 6-hydroxyCer® 3® a jejich analogti.'®® Vechny prace jako kli¢ovy
krok vsyntéze wuvddi kondenzaci komeréné dostupného (S)-Garnerova aldehydu 1
s (R)-pentadecynolem 2 (Schéma 3). Z novéjsich praci byla publikovdna syntéza 6-hydroxyCer
(Cer AH) Grubbsovou metatezi*® nebo pomoci aziridinovych aldehyd.'

Snizené hladiny 6-hydroxyCer byly pozorovany u mnoha koZznich onemocnéni, zejména
u atopické dermatitidy.'®> Bylo prokdzano, Ze u pacientt s atopickym ekzémem byly nalezeny niz§i
hladiny nékterych 6-hydroxyCer (Cer AH) ve srovndni se zdravymi jedinci.'®* Pacienti s psoridzou
maji ve SC pétkrat méné volného H;'> u pacientd s patologicky suchou kazi je vyrazné snizend
hladina Cer vazanych na bilkoviny véetné Cer EOH.%5 Z vysledkd fady dermatologickych studii4s 16
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17 Ize tedy tvrdit, Ze zmény hladin 6-hydroxyCer pf¥imo souvisi s poskozenim funkce kiize jako
bariéry.

OH
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O 6-hydroxyCer 1 2
Schéma 3 - Retrosynteticka analyza 6-hydroxyceramidit

(6-hydroxyCer). Vychozi latky vsyntéze 6-hydroxyCer:
(S)-Garnertiv aldehyd (L-serinal) 1 a (R)-pentadecynol 2; Boc,
terc-butyloxykarbonyl.

5.2.2. SYNTEZA 6-HYDROXYCERAMU

Ptivodni prdce

< Kovac¢ik A, Opalka L, Silarovda M, Roh ], Vavrovd 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 (IF:016 = 3,108;
Piiloha 3),

% Opadlka L, Kovacik A, Sochorova M, Roh J, Kunes$ ], Lenco ], Vavrova K. Scalable
Synthesis of Human Ultralong Chain Ceramides. Org. Lett. 2015,

17(21): 5456-5459 (IF206 = 6,579; Ptiloha 4).

Komentar

Nejvétsi prekazkou objasnéni vyznamu 6-hydroxyCer ve SC a vysvétleni pfidiny jejich nizsich
hladin u mnoha koZnich onemocnéni je fakt, Ze 6-hydroxyCer nejsou, stejné jako ultradlouhé Cer,
komeré¢né dostupné a jejich izolace z kiize je zna¢né komplikovand.® 7 Proto bylo cilem této prace
pripravit fyziologické 6-hydroxyCer, tj. Cer NH s dlouhym a Cer EOH s ultradlouhym
acylovym fetézcem.

Syntéza fyziologického Cer NH vychdzela zreakce komeréné dostupného tridekanalu 3
a acetylenu s trimethylsilylovou (TMS) chréanici skupinou. Vznikly (+)-TMS-pentadecynol 4 byl
v dal$im kroku podroben enzymatické reakci. Lipaza acetylovala pouze fyziologicky (R)-enantiomer
5, ktery byl pomoci sloupcové chromatografie oddélen od (S)-TMS-pentadecynolu.> 58
U (R)-alkoholu 5 byly déle odstranény chrdnici skupiny (acetyl, TMS) a vznikly (R)-pentadecynol 2
byl chrénén terc-butyldimethylsilylovou (TBS) skupinou.> %1% Nasledovala alkynylace
(S)-Garnerova aldehydu®® 1 (R)-TBS-pentadecynolem 6. U vzniklého meziproduktu 7 byla
odstranéna TBS skupina a zredukovana trojnd vazba. V tomto kroku bylo vyzkouseno nékolik
postupt k redukci intermediatu 8. Redukce pouzitim roztoku solvatovanych elektront z alkalickych
kovii (Li, Na) v protickém prostiedi amoniaku pfi nizké teploté*®° vedla k nizkym vytéZzkim (25 %)
navzdory faktu, Ze tato metoda je hojné vyuzivana v syntéze SL.%° Proto byly pro redukci vazby trojné
na trans-dvojnou pouzity podminky Trostovy hydrosilylace-protodesilylace.®®®” Reakce je
zaloZena na adici triethoxysilanu na substrét 8 za katalyzy [Cp*Ru(CH;CN);]PFs v bezvodém acetonu
a nasledovand protodesilylaci tetrabutylamonium-fluoridem (TBAF). Uvedend reakce poskytla
chranénou sfingoidni bazi g ve vytézku 52 % (Schéma 4).
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Schéma 4 - Syntéza Cer NH.“ Boc, terc-butyloxykarbonyl; DMF, dimethylformamid; ee, enantiomerni pfebytek
(angl. enantiomeric excess); HMPA, hexamethylfosforamid; LIG, kyselina lignocerova; TBAF, tetrabutylamonium-fluorid;
TBSCI, terc-butyldimethylsilylchlorid; TFA, trifluoroctovd kyselina; THF, tetrahydrofuran; TMS, trimethylsilyl; WSC,
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid.

Po odstranéni terc-butyloxykarbonylové (Boc) chréanici skupiny u substratu 9 smési kyseliny
trifluoroctové a vody nasledovala acylace vzniklé sfingoidni baze s LIG (C24:0) za pfitomnosti ve vodé
rozpustného karbodiimidu (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu)'”* s vytézkem 65 %
pro Cer NH (Schéma 4).

Cer EOH byl ptipraven acylaci sfingoidni béaze aktivovanym sukcinimidyl esterem
w-hydroxykyseliny esterifikované kyselinou linolovou. Tento ester byl pfipraven z komerc¢né
dostupné 16-bromhexadekanové kyseliny.””3"74 Timto postupem, ktery je soucdsti prace
Opalka et al.'’5, byly pripraveny i dalsi z fady fyziologickych acylCer nalezenych ve zdravém SC,
tj. Cer EOS, Cer EOdS a Cer EOP.

Biosyntéza 6-hydroxyCer v savéi epidermis neni doposud objasnéna. Hypotéza, ze allylova
pozice ve sfingoidni ¢asti Cer je nachylna k oxidaci (pravdépodobny vznik 6-hydroxyCer, viz
dfive), byla potvrzena reakci komeréné dostupného Cer NS s oxidem seleni¢itym v pfitomnosti
terc-butylhydroperoxidu.7¢'7 Z této reakce byl ziskin Cer NH (10 %) a jeho nefyziologicky
diastereoizomer, ktery byl od fyziologického oddélen sloupcovou chromatografii.

5.2.3. C-6 HYDROXYLACE CERAMIDU MA SMISENY VLIV
NA PERMEABILITU A MIKROSTRUKTURU MODELOVYCH MEMBRAN.
CERAMID NH STOJi ZA VZNIKEM LAMELARNI FAZE S NEZVYKLE
DLOUHOU PERIODICITOU

Ptivodni prdce

% Kovadik A, Silarova M, Pullmannova P, Maixner ], Vavrova K. Effects of
6-Hydroxyceramides on the Thermotropic Phase Behavior and Permeability of
Model Skin Lipid Membranes. Langmuir. 2017, 33(11): 2890-2899 (IF.0:6 = 3,833;
Piiloha 5).

Komentdr

Doposud neni znamo, pro¢ priroda hydroxyluje kozni Cer v poloze 6 a jaky maji 6-hydroxyCer
dopad na bariérovou funkci ktize. Proto bylo cilem této prace studovat vliv 6-hydroxyCer
(Cer NH) na permeabilitu a mikrostrukturu modelovych membran SC. Abychom mohli popsat
vztah struktura-u¢inek u koznich Cer, porovnali jsme chovani Cer NH schovanim Cer NS,
dihydroCer (Cer NdS) a fytoCer (Cer NP), vSechny sacylem odvozenym od LIG (Cz24:0),
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v modelovych membranach SC. Byly pfipraveny ¢tyfi typy modelovych membran, které obsahovaly
jeden ze ¢tyt zminénych Cer, dale Chol a VMK. VSechny tii slozky (Cer/VMK/Chol) byly
v modelovych membrénach SC zastoupeny ekvimoldrné; k témto smésim lipid bylo dale piidano
5 hmotnostnich % CholS. Na rozdil od piedchozi prace, kde v modelovych membranach byla pouzita
pouze LIG (tzv. jednoduchy model, viz dfive), je v pfedkladané studii pouzZita smés VMK v poméru,
vjakém se vyskytuji ve zdravém SC2° tj. 1,8 % palmitové (Ci6:0), 4,0% stearové (Ci8:0),
7,6 % arachové (C20:0), 47,8 % behenové (C22:0) a 38,8 % LIG (C24:0) kyseliny (molarni %). Timto
komplexnéjsim modelem byla vytvotena lipidova bariéra, ktera se vice podoba skute¢nému sloZeni
bariéry SC.

U piipravenych modelovych membran SC byla studovana jejich permeabilita pro rtizné typy latek
(permeant). Prvnim hodnocenym parametrem permeability byla ztrata vody membranou. Ztrata
vody je velmi dilezitou dermatologickou technikou vyuZivanou v hodnoceni bariérové funkce
v modelech in vivo*® ® a in vitro.#*"45 Hodnoty naméfené ztraty vody u modelovych membrdn se
pohybovaly v rozmezi od 1,4 + 0,1 g/h/m? do 2,7 + 0,1 g/h/m?, coz je podobné hodnotam ztraty vody
u modelovych membrén s izolovanymi lipidy SC (1,8 + 0,1 g/h/m?, Sochorova et al’®?). Z méfeni
transmembranové ztraty vody bylo zjisténo, Ze modelové membrany obsahujici jak prekurzory Cer
(Cer NdS), tak hydroxylované Cer (Cer NP a Cer NH) jsou statisticky vice propustné pro molekuly
vody ve srovndni s kontrolou (Cer NS; Obrazek 17A).

Druhym parametrem, kterym byla hodnocena permeabilita modelovych membran SC, byla
elektricka impedance (Obrazek 17B)."> ®3 Na rozdil od ztraty vody membranou nebyly v pfipadé
elektrické impedance mezi modelovymi membranami obsahujicimi bud Cer NS, nebo Cer NdS, nebo
Cer NP, nalezeny statisticky vyznamné rozdily. AvSak hydroxylace v poloze 6 dramaticky zvysuje
hodnoty elektrické impedance, coZ znamend velmi omezenou permeabilitu dané modelové
membrany pro prichod iontd. Hodnoty elektrické impedance byly u modelovych membran
obsahujicich Cer NH $estkrat vy$si (p < 0,05) neZ u kontrolnich membrén ve sloZeni Cer NS, VMK
24, Chol a CholS.
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Obrazek 17 - Vliv C-6 hydroxylace ceramidt (Cer) na bariérové vlastnosti modelovych membran. Pfevzato z Kovacik
et al.’® Srovnani parametri permeability modelovych membran SC obsahujicich Cer NS (¢erné) nebo Cer NdS (modie) nebo
Cer NP (Cervené) nebo Cer NH (zelené) s acylem odvozenym od kyseliny lignocerové (C24:0), smés volnych mastnych kyselin
(VMKcis-c24), cholesterol a cholesterol-sulfat. Graf A zndzoriiyje ztratu vody membréanou a graf B elektrickou impedanci. Grafy
C a D reprezentuji permeacni profily pro theofylin (TH; graf C) a indometacin (IND; graf D). Data jsou prezentovana jako
praméry hodnot + standardni chyba priméru, n = 8-37; * znadi statisticky vyznamny rozdil oproti membrandm odvozenym od
Cer NS (p < 0,05).

Dal$im parametrem permeability modelovych membrdn SC bylo méfeni propustnosti
modelovych latek (TH a IND) membranou.87-9% 4 7 permeacnich profili lIze pozorovat, Zze modelové
membrany obsahujici fyziologické prekurzory Cer (Cer NdS) a membrdny ve sloZeni
Cer NP/VMKci6.c24/Chol/CholS jsou statisticky vice propustnéjsi pro TH neZz kontrolni modelové
membrany (Cer NS; Obrazek 17C). I zde lze pozorovat specificky efekt C-6 hydroxylace Cer na
bariérové vlastnosti modelovych membran. Zatimco modelové membrany obsahujici 6-hydroxyCer
jsou v porovnani s kontrolou srovnatelné propustné pro TH, pro druhé modelové 1é¢ivo (IND) jsou
statisticky vyznamné propustnéjsi. Studované parametry permeability modelovych membran SC jsou
pro piehlednost uvedeny v Obrazku 17.

Mikrostruktura modelovych membran SC byla hodnocena pomoci IR spektroskopie (ATR-FTIR).
Pii fyziologické teploté 32 °C (teplota povrchu lidské kaze) jsou lipidy modelovych membran
obsahujicich Cer NS, Cer NdS, Cer NP a Cer NH uspotadany prevazné v all-trans konformaci, jelikoz
hodnoty vlno¢tti symetrickych valen¢nich vibraci neptfesahuji hodnotu 2850 cm™°8
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Z hodnot vlno¢td deformacnich nitizkovych nebo kyvavych CH. vibraci miZeme uréit typ
laterdlniho uspofadani fetézct v modelovych membranach. Navic pouzitim deuterovanych VMK
(d-VMK) miiZzeme soucasné sledovat chovani neznac¢enych Cer fetézcti a chovani fetézcti deuteriem
znacenych d-VMLK, jelikoz vlno¢ty C-D vibraci se nachazi v jinych oblastech IR spektra nez vlnocty
vibraci C-H (Obrazek 18).
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Obrazek 18 - Vliv C-6 hydroxylace ceramidii (Cer) na lateralni uspofddani lipidét modelovych membran. Pfevzato
z Kovédik et al®+ ATR-FTIR spektra modelovych membran SC obsahujicich Cer NS (¢erné) nebo Cer NdS (modie) nebo Cer NP
(¢ervené) nebo Cer NH (zelené) sacylem odvozenym od kyseliny lignocerové (C24:0), smés (deuterovanych) volnych
mastnych kyselin ((d)-VMKce.c2q; angl. (deuterated)-free fatty acids; (d)-FFA), cholesterol a cholesterol-sulfat. Panely A-E
predstavuji ATR-FTIR spektra methylenovych kyvavych (710-740 cm™; panel A) a methylenovych ntzkovych vibraci (panely
B-E) pii teploté 32 °C. U panelt B-E vidy prvni graf ukazuje spektrum neznadené lipidové smési (1450-1480 cm™), druhy a tieti
graf ukazuji CH. vibrace (pfevazné Cer fetézct; druhy graf) a CD. vibrace d-VMKcs c24 (1075-1100 cm™) znadenych lipidovych
smési.

U modelovych membran obsahujicich Cer NS byl pfi fyziologické teploté ve spektru pozorovan
ortorombicky dublet (vino¢ty methylenové kyvavé vibrace: 719,3 cm™ a 729,6 cm™). Tento fakt je
vysvétlovan skutecnosti, Ze dochazi ke sptazeni C-H vibraci sousednich izotopt fetézct lipida.
Relativni intenzita slozky dubletu pifi hodnoté vlno¢tu ~729 cm™ postupné klesa s absenci dvojné
vazby u membran ve slozeni Cer NdS/VMKcse.c.,/Chol/CholS. V pfipadé membran obsahujicich
hydroxylované Cer se slozka dubletu méni v raménko (v pfipadé Cer NH-membrdny pii hodnoté
vlnod¢tu 729,3 cm™ a u membrany obsahujici Cer NP pii hodnoté vinoé¢tu 730,2 cm™; Obrazek 18A).

Pfitomnost ortorombického usporadani lipidé v modelovych membranach lze pozorovat také
z ntizkové vibrace (vlno¢ty dubletu ~1462 cm™ a ~1472 cm™). Nahrazenim VMK jejich deuterovanymi
ekvivalenty (d-VMKc.c.;) bylo mozné voblasti C-H ntzkovych vibraci sledovat singlet
(vInoc¢et ~1468 cm™). Stejné je tomu v piipadé niizkovych C-D vibraci u d-VMKcse.c., (singlet pii
hodnoté ~1088 cm™). Pfitomnost singletd nazna¢uje dobrou misitelnost Cer NS s d-VMKc;6.c24,
jelikoz nemizZe dojit ke spfazeni vibraci stejnych izotopt. K podobnym zavérim lze dospét
i u modelovych membran obsahujicich Cer NdS/(d)-VMKci.c.,/Chol/CholS (Obrazek 18B, C).
V piipadé, Ze modelovd membrana SC obsahuje néktery z hydroxylovanych Cer (Cer NP nebo
Cer NH), 1ze v IR spektru pozorovat fazovou separaci d-VMK (Obrazek 18D). V oblasti niizkovych
C-D vibraci byl pozorovén zietelny dublet (vino¢ty ~1080 cm™ a ~1090 cm™), coZ znac¢i nedokonalou
misitelnost d-VMK s fetézci Cer NH a tvorbu samostatnych (ortorombicky uspofddanych) domén
VMK.

Modelové lipidové membrany byly dale hodnoceny pomoci XRPD. Ve vSech modelovych
membrdnach byla nalezena faze separovaného Chol s mezirovinnou vzdalenosti ptiblizné 3,4 nm, coz
odpovidd fazi separovaného Chol®%7 ve zdravém SC.> U kontrolnich modelovych membrdn
(Cer NS/VMKcy6.c24/Chol/CholS) byla nalezena La faze s periodicitou 5,3 nm (Obrazek 19A), ktera
odpovida fazi zndmé jako faze s kratkou periodicitou (SPP).623 % Podobné lameldrni uspofddani (La
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faze) lze pozorovat rovnéZ u modelovych membran obsahujicich Cer NdS nebo
Cer NP/VMKGc6.c»,/Chol/CholS (Obrazek 19B, D).
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Obrazek 19 - Vliv C-6 hydroxylace ceramidii (Cer) na lameldrni uspofadani lipidit modelovych membran. Prevzato
z Kovéacik et al.®+ Pragkové difraktogramy (XRPD) modelovych membran obsahujicich Cer NS (¢erné) nebo Cer NdS (modfe)
nebo Cer NP (Cervené) nebo Cer NH (zelené) s acylem odvozenym od kyseliny lignocerové (C24:0), smés volnych mastnych
kyselin (angl. free fatty acids; FFA), cholesterol (Chol) a cholesterol-sulfat (CholS) pfti 30% (panely A-D a F) a 100% hydrataci
(panel E). Rimské ¢islice oznacuji reflexe La fize, pismena pat¥i Lb a arabské ¢islice Lc fizi; * oznacuje reflexe separovaného
Chol. Panel F ukazuje difraktogram modelové membrany neobsahujici Cer slozku, tj. smés volnych mastnych kyselin a Chol
v ekvimoladrnim poméru s ptidavkem CholS (fialové). V tomto difraktogramu lze pozorovat Ld fazi s periodicitou 4,3 nm.
Q [nm™"] je vektor rozptylu (angl. scattering vector), imérny difraktovanému thlu 6 [°].

U modelovych membran obsahujicich Cer NP byla také pozorovana Lb faze s periodicitou 3,7 nm
(Obrazek 19D). Tato faze odpovidd jedné ze Sesti moznych krystalickych forem Cer NP, zndmé jako
faze F.185%7 Lp faze z difraktogramu vymizi v piipadé, ze modelovd membrana postrada Cer slozku
(Obrazek 19F). Lb faze byla nalezena i v Cer NH-membrdnach; tato slabne na relativni intenzité pii
100% hydrataci modelovych membran (Obrazek 19E). V oblasti tzv. Sirokych thld (Q = 14-18 nm™)
lze nalézt dva piky (0,41 - 0,42 nm a 0,37 - 0,38 nm), které odpovidaji tésnému ortorombickému
usporaddni a potvrzuji tak vysledky ATR-FTIR.134

Nejzajimavéjsim vysledkem z hodnoceni mikrostruktury modelovych membran je pfitomnost
lamelarni faze Lc s dlouhou periodicitou (d =10,7 nm) v modelovych membrdnach obsahujicich
6-hydroxyCer, tj. membrandch tvofenych Cer NH/VMKci.c.,/Chol/CholS (Obrazek 19C), a to
dokonce bez pfitomnosti ultradlouhych Cer (napf. Cer EOS)."# Hydroxylace Cer v poloze 6
pravdépodobné stoji za vznikem LPP (na rozdil od hydroxylace v poloze 4 u fytoCer), av§ak
mezirovinna vzdalenost je ponékud kratsi, nez LPP vyskytujici se ve zdravém SC. Podobné zavéry lze
nalézt v praci, kterd potvrdila pfitomnost lamelarni faze s periodicitou 11,0 nm.% V ptipadé membran
obsahujicich 6-hydroxyCer lze tedy vyslovit hypotézu, Ze tyto Cer by mohly podporovat nebo
udrZovat (stabilizovat) LPP ve zdravém SC.

Z vyse jmenovanych vysledka lze vyvodit zavér, Ze hydroxylace Cer v poloze 6 ma smiseny vliv
na permeabilitu, ale také na mikrostrukturu modelovych membran SC. Membrany obsahujici
Cer NH jsou vice propustné pro vodu a vétsi lipofilnéjsi molekuly ve srovnani s membranami
obsahujicimi Cer NS. Cer NH-membrdny jsou vS$ak velmi dobrou bariérou pro ionty. Z vysledka
ATR-FTIR lze pozorovat fazovou separaci d-VMK v modelovych membréanach na bazi Cer NH (a také
Cer NP). Zajimavym vysledkem této studie je rovnéz zjisténi, ze Cer NH tvoii lamelarni fazi s dlouhou
periodicitou (Tabulka 4).
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Cer NS CerNdS CerNP

bariéra pro vodu ‘/ X X

rezistence vucj X X X
prostupu iontu

L A x

bariéra pro malé
polarni latky

bariéra pro velké
lipofilni latky

misitelnost Cer s VMK

tvorba faze s kratkou
periodicitou

AN &
<A A
L X
x %

tvorba faze s dlouhou X X X J
periodicitou
Tabulka 4 - Srovnani propustnosti (permeability)

a mikrostruktury modelovych membran.®* Membrdny
obsahujici Cer NS (¢erné) nebo Cer NdS (modie) nebo Cer NP
(¢ervené) nebo Cer NH (zelené), smés volnych mastnych kyselin
(VMKcss-c24), cholesterol a cholesterol-sulfat. Prvni ¢tyfi parametry
charakterizuji propustnost membrdn pro vodu, ionty, malé polarni
(theofylin) a vé&tsi lipofilni latky (indometacin). Dal§i t¥i
charakteristiky srovndvaji mikrostrukturu modelovych membran, tj.
misitelnost ceramidd (Cer) s VMK, pfitomnost faze s kratkou nebo
dlouhou periodicitou.
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5.3. VLIV STEREOCHEMIE CERAMIDU NA PERMEABILITU
A MIKROSTRUKTRU MODELOVYCH MEMBRAN

Ptivodni prdce

% Kovacik A, Pullmannova P, Maixner ], Vavrova K. Effects of Ceramide and
Dihydroceramide Stereochemistry at C-3 on the Microstructure, Thermotropic
Phase Behavior and Permeability of Skin Lipid Membranes. V recenznim fizeni.
(Piiloha 6).

Komentar

Polarni hlava Cer obsahuje nékolik center chirality. Sfingosinové ceramidy (S-Cer)
a dihydroceramidy (dihydroCer) sdileji spole¢nou D-erythro, tj. (2S,3R)-konfiguraci. Konfigurace
v poloze (25)- je dana ptirozenym prekurzorem Cer, tedy aminokyselinou L-serinem. Dal$im krokem
v syntéze Cer de novo (viz diive) je redukce 3-ketodihydrosfingosinu ptislu§nou reduktézou, coz vede
k tvorbé hydroxylové skupiny v (3R)-konfiguraci.’®®® Je zndmo, Ze nefyziologicka L-threo konfigurace
Cer m4 jiny dopad na rtizné procesy v bunééné signalizaci neZ konfigurace piirozend.® Vyznam
fyziologické D-erythro konfigurace pro bariérové vlastnosti SC v§ak zatim zjistén nebyl. Doposud byla
publikovand pouze jedna studie, ktera studovala vliv stereochemie u koznich Cer. Prace se zabyvala
lameldrnim uspotddanim lipidd modelovych membran obsahujicich L-threo-dihydroCer.®° Proto
bylo cilem této prace pripravit nefyziologické L-threo-(dihydro)Cer, jmenovité L-threo-Cer NS
a L-threo-Cer NdS s konfiguraci sfingoidni baze pozménénou na (2S,35)- a objasnit vliv
stereochemie na C-3 na mikrostrukturu a permeabilitu modelovych membran obsahujicich
nefyziologické L-threo-(dihydro)Cer. Modelové membrany SC byly pfipraveny jako ekvimolarni
smés (dihydro)Cer/VMKcis.c24/Chol s ptidavkem CholS (komplexnéj$i model dosaZzen pouzitim smési
VMK®°), Cer slozka obsahovala bud 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 (Obrazek 20).

OH
HO/W:\/V\/WV\
HN
o}

Natural Unnatural
D-erythro-ceramides L-threo-ceramides
(2S,3R) (25,35)

CH,0OH CH,0H
H»==NHCOC3Hy47 H==NHCOCg3H47
H»=OH HO»==H

R R

_Z P
D-erythro-  D-erythro- L-threo- L-threo-
CerNS CerNdS CerNS CerNdS

Obrazek 20 - Stereochemie polarni hlavy ceramida (Cer)
a dihydroceramida (dihydroCer). Pfevzato z Kovadik et al,
v recenznim fizeni. Na obrazku jsou zobrazeny Cer NS a Cer NdS ve
fyziologické D-erythro (2S,3R)- (¢erné) a nefyziologické L-threo
(25,35)-konfiguraci (modie). Zména stereochemie v poloze 3
sfingoidni baze je naznacena Cervené.

Nefyziologické L-threo-(dihydro)Cer, které byly pfipraveny reakci komeréné dostupné sfingoidni
baze a LIG  (C24:0) vpfitomnosti  1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu
a 1-hydroxybenzotriazolu,* byly prevedeny do modelovych membran. Nejdfive bylo hodnoceno
fazové chovani obsazenych lipidd. Pomoci XRPD bylo zjisténo, Ze zména stereochemie v poloze 3
sfingoidni baze nema (aZ na nepatrné zmény v relativni intenzité reflexi v difraktogramech) vliv
na lameldrni uspoiadani modelovych membran pouzitych v této praci. Ve vSech studovanych
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vzorcich byly pozorovany La faze s periodicitou 5,3 - 5,4 nm® %465 a fize separovaného Chol
(d = 3,4 nm).%®

Zména konfigurace v poloze 3 se v8ak projevila na fazovém chovani lipidovych smési v zavislosti
na stoupajici teploté. Z vysledkit ATR-FTIR spektroskopie lze vyvodit nékolik zajimavosti. Lipidy
ve smési D-erythro-Cer NS/VMKci6-c24/Chol/CholS jsou velmi dobie uspofaddny (hodnoty vlnoc¢ta
symetrické methylenové vibrace jsou nizs$i nez 2850 cm™). V piipadé smési s L-threo-Cer NS jsou
lipidy uspotddany haife (vlno¢et 2848,7cm?) ve srovndni s D-erythro-Cer NS-membranami
(2847,9 cm™), ale u téchto lipida nastava fazovy piechod pii vyssi teploté neZ u smési s fyziologickym
D-erythro-Cer NS (Obrazek 21A). Retézce L-threo-Cer NS se navic separuji od d-VMKcis-cz4, 0 ¢emz
vypovidaji jak rozdilné teploty fazovych pfechodil (71 °C u neznacenych a 57 °C u deuterovanych
fetézcli; Obrazek 21B, C), tak pfitomnost ortorombického dubletu (ntzkovda CD. vibrace) pii
fyziologické teploté 32 °C (viz Ptiloha 6).
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Obrazek 21 - Vliv stereochemie ceramidt (Cer) na fazové
chovani lipidit modelovych membrdn. Pievzato z Kovadik et al.,
v recenznim Fizeni. Konformace fetézct (vyvoj symetrickych vibraci
v zavislosti na teploté) a fazové piechody lipidd v modelovych
membrdnach obsahyjicich Cer NS (panely A-C) a Cer NdS (panely
D-F), a to v D-erythro (¢erné) nebo L-threo konfiguraci (modie)
sacylem odvozenym od kyseliny lignocerové (LIG; C24:0), smés
(deuterovanych) volnych mastnych kyselin ((d)-VMKcs-c24; angl.
(deuterated)-free  fatty acids; (d)-FFAs), cholesterol (Chol)
a cholesterol-sulfat (CholS). Panely A a D zobrazuji chovani
neznacenych lipidovych smési (vinoéty 28462854 cm™) nebo smési
(panely B, C a E, F), kde misto VMK byla pouzita smés d-VMK
(d-FFAs), ¢imz bylo mozné pozorovat chovani nezna¢enych (panely
B a E) a deuterovanych fetézct v modelovych membréanach (vinocty
2086-2896 cm™; panely C a F). Vjednotlivych grafech jsou rovnéz
uvedeny i teploty fazovych prechodi.

Vliv trans-dvojné vazby a zména konfigurace v polarni hlavé (dihydro)Cer se zna¢né projevi
na fazovém chovani lipidd modelovych membran SC. Lipidy v modelovych membranach
obsahujicich L-threo-Cer NdS jsou vice usporadany ve srovnani s lipidy
v D-erythro-Cer NdS-membrandch (vlno¢ty 2848,9 cm™ oproti 2847,9 cm™). Hodnoty teplot
fazovych prechodu jsou obecné vy$s$i neZ u jejich saturovanych analogit (Cer NS); v pripadé
L-threo-Cer NdS je teplota fazového piechodu opét vyssi (81 °C) neZ u membrany s fyziologickym
D-erythro-Cer NdS (71 °C; Obrazek 21D). Pouzitim d-VMK v modelovych membrdnach bylo také
mozZné sledovat fazovou separaci deuterovanych (Obrazek 21E) a neznac¢enych Fetézct (Obrazek
21F), jelikoz teploty fazovych pfechodi sledovanych teplotnich vyvoja symetrickych CH./CD. vibraci
se znacéné ligily. V oblasti CD. ntizkovych vibraci byly u L-threo-Cer NS a L-threo-Cer NdS-membran
navic pozorovany dublety, coZ potvrzuje fdzovou separaci d-VMK v membréandch (viz Ptiloha 6).

K objasnéni chovéani L-threo-(dihydro)Cer v modelovych membranach SC byly tyto membrany
hodnoceny v permeacnich experimentech. L-threo konfigurace negativné ovliviiuje propustnost
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modelovych membrdn pro vodu (Obrazek 22A), malé permeanty svyvdZzenou lipofilitou (TH;
Obrazek 22C) nebo vétsi lipofilni molekuly (IND; Obrazek 22D).
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Obrazek 22 - Vliv stereochemie ceramidti (Cer) na bariérové
vlastnosti modelovych membran. Prevzato z Kovacik et al,
v recenznim Fizeni. Srovndni parametri permeability modelovych
membrdan  obsahujicich ~ D-erythro-Cer NS (¢erné)  nebo
L-threo-Cer NS (modie) nebo D-erythro-Cer NdS (¢erno-bile) nebo
L-threo-Cer NdS (modro-bile), smés volnych mastnych kyselin
(VMKc6-c24), cholesterol (Chol) a cholesterol-sulfat (CholS). Graf A
znazornuje ztratu vody membranou a graf B elektrickou impedanci.
Grafy C a D reprezentuji permeaéni profily pro theofylin (TH; graf C)
a indometacin (IND; graf D). Data jsou prezentovana jako praméry
hodnot + standardni chyba primeéru, n=6-12; “znadi statisticky
vyznamny rozdil mezi membrdnami, jak je zobrazeno v obrdzku
(p < 0,05).

Vtéto praci byl zjistén vliv zmény stereochemie Cer (ndhrada fyziologické D-erythro
nefyziologickou L-threo konfiguraci) na hodnocené parametry modelovych membréan. L-threo
konfigurace vede ke zvySeni teplot fazového prechodu a tedy k vétsi soudrinosti lipida
v membrané. Lamelarni uspofadani lipidd v modelovych membrénach nefyziologickd L-threo
konfigurace Cer vyznamné neovliviiuje (u vSech studovanych modelt byla nalezena faze s kratkou
periodicitou a separovany Chol). Naproti tomu L-threo konfigurace sniZuje misitelnost
L-threo-(dihydro)Cer s d-VMK a zvy$uje permeabilitu modelovych membrdn, jak ukazuje
Tabulka 5.
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D-erythra-  L-threo- D-erythro- L-threo-

Cer NS Cer NS Cer NdS Cer NdS
bariéra pro vodu \/ X X X
rezistence viéi v x N4 X
prostupu iontd
bariéra pro malé \/ J X X
polarni latky
bariéra pro velké \/ % J x
lipofilni latky
misitelnost Cer s VMK J X N4 X
tvorba faze s kratkou N4 N4 N4 N4
periodicitou
Tabulka 5 - Srovndni propustnosti (permeability)

a mikrostruktury modelovych membran (vliv stereochemie).
Membrany  obsahujici  D-erythro-Cer NS (¢erné)  nebo
L-threo-Cer NS (modie) nebo D-erythro-Cer NdS (¢erno-bile) nebo
L-threo-Cer NdS (modro-bile), smés volnych mastnych kyselin
(VMKGcis.c24), cholesterol a cholesterol-sulfat. Prvni ¢tyfi parametry
charakterizuji propustnost membran pro vodu, ionty, malé polarni
(theofylin) a vét$i lipofilni latky (indometacin). Daldi dvé
charakteristiky srovndvaji misitelnost ceramidd (Cer) s VMK
v membrdné a pritomnost faze s kratkou periodicitou.
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6. ZAVER

Ceramidy maji nezastupitelnou funkci v regulaci Zivotniho cyklu kazdé eukaryotické buriky.
Mimo to se ceramidy nachdzi v nejsvrchnéjsi vrstvé savci epidermis, kde spolecné s dal$imi lipidy plni
funkci kozni bariéry. Doposud vsak neni objasnéno, pro¢ se v mezibunéénych prostorech epidermis
nachdzi tak rtiznoroda skupina ceramidd. Tato riznorodost plyne nejenom z délky fetézct acylt ¢i
sfingoidnich bazi, ale také zjejich typu. Kromé nejcastéji zastoupenych sfingosinovych nebo
dihydrosfingosinovych bazi jsou vrohové vrstvé epidermis pfitomné i ceramidy odvozené
od fytosfingosinu nebo 6-hydroxysfingosinu. Zajimavé je, Ze 6-hydroxysfingosin, na rozdil
od (dihydro)sfingosinovych bazi vyskytujicich se v organizmu ubikvitarné, je pfitomen pouze
v lipidové kozni matrix.

U ceramidi odvozenych od hydroxylovanych sfingoidnich bazi (fytosfingosin
a 6-hydroxysfingosin) nebyly doposud hodnoceny jejich bariérové vlastnosti. Zdsadnim
problémem ve studiu 6-hydroxyceramidt je skutecnost, zZe zadny jejich zdstupce neni komer¢né
dostupny. Proto bylo cilem této prace pripravit ceramidy odvozené od 6-hydroxysfingosinu. Byl
ptipraven 6-hydroxyceramid s nehydroxylovanym acylem o délce 24 uhlikii (Cer NH) vyuZitim
redukce trojné vazby na trans-dvojnou pomoci modifikované Trostovy
hydrosilylace-protodesilylace za katalyzy [Cp*Ru(CH;CN);]PFs v bezvodém acetonu. Timto
zptsobem byl dale ptipraven ultradlouhy 6-hydroxyceramid Cer EOH. Byly rovnéz ptipraveny i dalsi
fyziologické acylceramidy, tj. Cer EOS, Cer EOdS a Cer EOP.

Hlavnim cilem této diserta¢ni prace bylo studium vlivu hydroxylace ceramida na bariérové
vlastnosti modelovych lipidovych membran. Zvysledkd hodnoceni permeability
a mikrostruktury modelovych membran obsahujicich fytoceramidy Ize dospét k nékolika zavéram.
Bylo zjisténo, Ze modelové membrany obsahuyjici fytoceramidy maji horsi bariérové vlastnosti
nez membrany odvozené of sfingosinovych ceramidd. Tento zavér byl potvrzen zjisténim, Ze
v modelech s fytoceramidy dochdzi k fazové separaci pritomnych lipida. Lze tedy vyvodit
hypotézu, Ze fytoceramidy v epidermis maji jinou neZ ryze bariérovou funkci (napt. podileji se na
diferenciaci keratinocyti).

Pokud jsou v modelové membrané pritomné 6-hydroxyceramidy, vliv hydroxylace na bariérové
vlastnosti modelovych membrin neni jednozna¢ny. Hydroxylace ceramidii v poloze 6 vede ke
zvy$eni propustnosti membrdn pro vodu nebo lipofilni molekuly. Na druhou stranu membrany
obsahujici ceramidy odvozené od 6-hydroxysfingosinu jsou velmi dobrou bariérou prostupu
iontil. Zajimavym zdvérem této studie je zjisténi, Ze Cer NH pravdépodobné usnadriiuje vznik
lamelarni fiaze s neobvykle dlouhou periodicitou. Lamelarni fize s dlouhou periodicitou je
esencialni pro bariérovou funkci kiize. To by mohlo vysvétlovat otazku, pro¢ piiroda syntetizuje tyto
ceramidy pouze v kozni tkani.

V této disertacni praci byl rovnéz studovdan vyznam stereochemie v poloze 3 v molekuldch
ceramidi. Zména prirozené D-erythro konfigurace sfingosinovych nebo dihydrosfingosinovych
ceramidt na nepfirozenou L-threo konfiguraci plsobi pozitivné na pritazlivé sily
v membrandch (zvy$uje teploty fazovych piechodt lipidi), neutrdlné nalamelarni
usporadani a kone¢né negativné na misitelnost lipidd, jejich laterdlni uspofadani a také
permeabilitu modelovych membran.

Navzdory skute¢nosti, Ze modelové membrany pouzité v této praci do zna¢né miry zjednodusuji
sloZeni skute¢né lipidové matrix (postradaji kozni buriky i kovalentné vazané ceramidy), staly se
vhodnym a uzite¢nym nastrojem pro hodnoceni chovani studovanych ceramidd. PouZité modely
prispély k lepsimu pochopeni vyznamu vztahu struktury a a¢inku ceramidia v bariérové funkci
kiize. Objasnéni vyznamu strukturnich prvki v polarni hlavé ceramidii (hydroxylace a/nebo dvojna
vazba) mtze vést k lepsimu porozuméni roli jednotlivych ceramidt v patofyziologii kiize a najit
vyuziti v terapii koznich onemocnéni. Je obecné zndmo, Ze zejména atopickd dermatitida je
doprovdzena nedostatkem ceramida v epidermis a topicka aplikace nékterych zdstupct (napi.
Cer NH) je slibnym pfistupem v terapii této choroby. Pfestoze topické podavani ceramidi nemuize
toto onemocnéni zcela vylécit, mize zlepsit bariérovou funkci kiaiZe, tim zmirnit projevy
onemocnéni a snizit spotiebu jinych lokdlné podavanych 1é¢iv s vy$sim rizikem nezadoucich
adinkd (napt. kortikoid).
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Schématické znazornéni zakladnich vrstev lidské kaze. Prevzato z eucerin.cz.’s
Schématické znazornéni jednotlivych vrstev lidské pokozky. Prevzato
z eucerin.cz.’

Schématické znazornéni lidské rohové vrstvy (stratum corneum; SC),
nejsvrchnéjsi vrstvy kiaize. Pievzato z eucerin.cz.’>

Bariérové lipidy stratum corneum (SC) - ekvimoldrni smés cholesterolu
(Chol), vyssich mastnych kyselin (VMK) a ceramidi (Cer).

Procentualni zastoupeni ceramidii (Cer) ve zdravé rohové vrstvé epidermis.
Pfevzato z Breiden et al.#

Schématické znazornéni kovalentné vazanych ceramidi (Cer).

Lamelarni uspotadani lipidi stratum corneum (SC).

Dvé mozné konformace ceramidii (Cer) v kozni lipidové bariéfe.

Lateralni usporadani lipida rohové vrstvy epidermis.

Konformace fetézct lipidi. Pievzato z Maroncelli et al.7?

Schématické znazornéni Braggovy rovnice.

Obrazek 12 - Schématické znazornéni Franzovy difuzni cely.

Vliv C-4 hydroxylace ceramidii (Cer) na bariérové vlastnosti modelovych
membran. Pievzato z Skolova et al.’s

Vliv C-4 hydroxylace ceramida (Cer) na fazové chovani lipidit modelovych
membran. Pievzato z Skolova et al.’s

Vliv C-4 hydroxylace ceramidiéi (Cer) na lamelarni uspoiadani lipidd
modelovych membran. Pfevzato z Skolova et al.'s°

Stru¢na historie objevu 6-hydroxyceramidi (6-hydroxyCer).

Vliv C-6 hydroxylace ceramidii (Cer) na bariérové vlastnosti modelovych
membran. Prevzato z Kovacik et al.’®+

Vliv C-6 hydroxylace ceramidiéi (Cer) na lateralni uspofadani lipida
modelovych membran. Pievzato z Kovadik et al.®+

Vliv C-6 hydroxylace ceramidat (Cer) na lamelarni uspoiadani lipida
modelovych membran. Pievzato z Kovécik et al. 8+

Stereochemie polarni hlavy ceramidi (Cer) a dihydroceramida (dihydroCer).
Prevzato z Kovadik et al,, v recenznim rizent.

Vliv stereochemie ceramida (Cer) na fazové chovani lipidd modelovych
membran. Prevzato z Kovadik et al,, v recenznim Fizeni.

Vliv stereochemie ceramidéi (Cer) na bariérové vlastnosti modelovych
membran. Prevzato z Kovadik et al,, v recenznim rizeni.

Biosyntéza dihydroceramidi (dihydroCer).

Biosyntéza hydroxylovanych ceramidu (Cer).

Retrosynteticka analyza 6-hydroxyceramida (6-hydroxyCer).

Syntéza Cer NH.

Nazvoslovi ceramidti (Cer) podle nomenklatury dle Motty.

Charakteristické vibrace v infra¢ervené (IR) spektroskopii koznich lipidi.

Srovnani propustnosti (permeability) a mikrostruktury modelovych
membran (jednoduchy model).

Srovnani propustnosti (permeability) a mikrostruktury modelovych
membran.

Srovnani propustnosti (permeability) a mikrostruktury modelovych

membran (vliv stereochemie).
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Kovacdik A, Pullmannova P, Maixner ], Vavrova K. Effects of Ceramide and Dihydroceramide
Stereochemistry at C-3 on the Microstructure, Thermotropic Phase Behavior
and Permeability of Skin Lipid Membranes. V recenznim rizeni.

Cuiikova B A, Prochazkova K, Filkova B, Diblikova P, Svoboda ], Kovaédik A, Vavrova K,
Zbytovska J. Simplified Stratum Corneum Model Membranes for Studying the Effects of
Permeation Enhancers. V recenznim Fizeni.

PREZENTACE NA KONFERENCICH

2017:
o European Epidermal Barrier Research Network, Salzburg, Rakousko (pfednaska)
o Sphingolipid Club Meeting, Trabia, Sicilie, Italie (poster)

o Postgradualni a postdoktorandska konference, Hradec Kralové, CR (prednaska)
o Perspectives in Percutaneous Penetration, La Grande Motte, Francie (poster)
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2013:

2012

Ceska lipidomicka konference, Praha, CR (poster)

Syntéza a analyza lé¢iv, Hradec Kralové, CR (pfednaska)

European Joint Theoretical/Experimental Meeting on Membranes, Bratislava,
Slovensko (poster)

Postgradualni a postdoktorandska konference, Hradec Kralové, CR (prednaska)
Gordon Research Conference: Barrier Function of Mammalian Skin, Waterville, New
Hampshire, USA (poster)

Pokroky v organické, bioorganické a farmaceutické chemii, Olomouc, CR (poster)

Postgradualni a postdoktorandska konference, Hradec Kralové, CR (prednaska)
Perspectives in Percutaneous Penetration, La Grande Motte, Francie (poster)

Skin Forum (Percutaneous Penetration - Measurement, Modulation
and Modelling), Praha, CR (poster)

Pokroky v organické, bioorganické a farmaceutické chemii, Ldzné Bélohrad, CR
(poster)

Pokroky v organické, bioorganické a farmaceutické chemii, Spindlercv Mlyn, CR
(poster)

Mezinarodni studentska védecka konference, Praha, CR (pfednéska, 1. misto)

2016: spoluautor na dni otevienych dvefi Katedry anorganické a organické chemie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové
od 2016: spoluprace s firmou SCIO - fesitel a korektor testti z chemie pro studenty stfednich

$kol

2015: hlavni autor a koordinator expozice Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci
Kréalové na akci ,Néabiezi vysokych $kol” (Hradec Kralové)

2014: hlavni autor a koordinator expozice Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci
Kralové na akci ,Nébtezi vysokych $kol” (Hradec Kralové); tiskova zprava - Kovacik A. Cas.
Ces. Iék. 2014, 86(10): 29

2013: spoluautor expozice Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové na akci
,Den védy” (Praha); tiskova zprava - Kovadik A, Pilafova V. Cas. des. Iék. 2013, 85(12): 26
od 2011: brigadnik a priivodce v Ceském farmaceutickém muzeu v Kuksu
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