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CILE PRACE

Cilem prace je studium chovani lipida strata cornea v riznych prostiedich.

V ramci teoretické ¢asti byla vypracovana literarni reSerSe zaméefena na problematiku
- biologickych membran
- lidské kuze a specificky strata cornea

- modelt usporadani lipida v matrici strata cornea

V praktické ¢asti byly realizovany simulace zaméfené na studium

- simulaci monovrstev riznych ceramidi



1. UVOD

Kiize je nejvetsi lidsky organ, ktery nas nejen ohranicuje, ale i chrani pied Skodlivymi
vlivy z okolniho prostiedi. Za tuto ochranu je zodpovédna predevsim jeji nejsvrchnéjsi
vrstva, kterd se nazyva stratum corneum. Ta je tvotena cholesterolem, volnymi mastnymi
kyselinami a ceramidy v moldrnim poméru zhruba 1:1:1. Pro prichod latek skrz
pfevazné nepolarnich molekul, by mélo nemaly vyznam, protoze by ndm to umoznilo
1épe pochopit fadu koznich onemocnéni, kterd by se potom mozna dala 1é€it, nebo by
1é¢iva mohla byt podavana naplasti skrz kiizi, coz by pacientim pfineslo zvySeni jejich
komfortu. Tato diplomovad prace se zabyvd chovanim ceramidii na rozhrani vody
a vzduchu ¢i vakua.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Biologické membrany

Biologick¢ membrany umoznuji zivot tak, jak ho znadme. Obklopuji buiky i jejich
jednotlivé organely, ¢imz pro bunku definuji jeji vnitfni 1 vné&jSi prostfedi. Jsou
polopropustné, ¢imz kontroluji, jaké latky pies n¢ z okoli prochdzeji dovnitt bunék
1 celych organismii (Watson, 2015).

2.1.1 Struktura biologickych membran

Prvni krok k objasnéni struktury biologickych membran udélal americky chemik a fyzik
Irving Langmuir. Sestavil pfistroj, diky kterému mohl vytvofit molekuldrni vrstvy lipid
na rozhrani vody a vzduchu (Langmuir, 1917). Na zaklad¢ tohoto pokusu navrhl,
ze hlavicky lipidl jsou obraceny smérem k vod¢, zatimco jejich hydrofobni fetézce se
orientuji smérem ke vzduchu.

Holandsti védci Evert Gorter a Frangois Grendel (Gorter a Grendel, 1925) vyuzili
Langmuirtv pfistroj trochu jinym zpisobem nez jeho autor. Extrahovali lipidy
z ¢ervenych krvinek a posléze z nich vytvoftili monovrstvu. Kdyz zméfili plochu, kterou
tyto lipidy zaujaly, tak zjistili, ze je dvakrat vétsi nez povrch Cervenych krvinek,
ze kterych byly extrahovany. Toto zjiSténi je vedlo k zavéru, ze bunéénd membrana je
tvofena dvéma tenkymi vrstvami lipida. V této dvojvrstve jsou pak lipidy obraceny svymi
polarnimi hlavami smérem ven, tj. k vodnimu prostiedi, a nepolarnimi fetézci dovnitf
dvojvrstvy. Tento model odpovida zakladnim predstavam, jaké mame o bunécnych
membranach dnes.

2.1.2 Slozeni biologickych membran - lipidy

Slozeni biologickych membran bylo poprvé zkoumano britskym biologem Charlesem
Ernestem Overtonem, ktery na samém sklonku 19. stoleti vyslovil hypotézu, ze vrstvy
obklopujici bunky se skladaji z lipidi a cholesterolu (Heimburg, 2007).

Vétsina lipidt, ze kterych jsou tvofeny membrany, patii mezi fosfolipidy (Alberts
et al., 2008). Jejich zédkladem je trojsytny alkohol glycerol, ktery ma na prvnich dvou
hydroxy skupinach navdzané mastné kyseliny a na posledni fosfat. Na fosfatu je pak
vazana jesté dalsi molekula. Nejvyznamnéj$imi fosfolipidy, které se podileji na tvorbé
membran, jsou fosfatidylethanolamin (PE), fosfatidylserin (PS), fosfatidylcholin (PC),
lysofosfatidylcholin (LPC) a sfingomyelin (SM).

Membrany kize, kterymi se tato prace zabyva, maji ale odliSné sloZeni. Zde jsou
dominantni skupinou lipidli ceramidy, volné mastné kyseliny a cholesterol.



2.2 Lipidy

Vsechny lipidy, které se podileji na tvorbé membran, jsou amfifilni molekuly (Alberts
et al., 2008). To znamena, ze jedna ¢ast molekuly je polarni a druhd nepoléarni. Ve vztahu
k vod¢ jako nejbéznéjsSimu rozpoustédlu se polarni ¢ast molekuly oznacuje také jako
hydrofilni a nepolarni jako hydrofobni. Polarni ¢ast lipidi se oznacuje jako hlava.
Nachazi se zde siln¢ elektronegativni atomy, které mohou vytvaret vazby vodikovymi
mustky. Nepoléarni ¢ast lipidl je vétSinou tvorena uhlovodikovymi fetézci. Amfifilita je
klicova vlastnost pro tvorbu struktur, ve kterych se lipidy v buiice vyskytuji.

Amfifilni lipidy se mohou vyskytovat ve dvou strukturnich konformacich (Obr. 1),
které se vzajemné lisi uspofadanim tetézcu (Corkery, 2002). Prvni z nich se oznacuje
anglickym terminem ,hairpin®, ktery se da do CeStiny pielozit jako ,,vlasenka®. Stejné
jako ramena sponky do vlasti (vlasenky) jsou orientovana shodnym smérem, tak i oba
fetézce lipidu v této konformaci ukazuji na stejnou stranu. Dlouho se ptedpokladalo, Ze je
to jediné mozné uspotadani. Pozdé&ji se vSak zjistilo, ze chovani amfifilnich lipida je
mnohem slozit¢jsi. Druhd konformace, kterou mohou zaujmout, se oznacuje anglickymi
terminy ,,extended”, ,anti-parallel“ nebo ,splayed”, které se daji prelozit jako
,roztazeny“. Retézce takto uspotadaného amfifilniho lipidu sméfuji kazdy na opa¢nou
stranu. Mezi vlasenkovou a roztazenou konformaci pak je jesté pfechodova konformace
oznacovana jako ,,V-shape®, kdy obé& ramena lipidu tvoii pismeno V. Mé se za to,
ze konformace vyznamné ovliviiuje vlastnosti doty¢ného lipidového usporadani.

.

“. EXTENDED

Obr. 1: Konformace ceramidi. Ceramidy se mohou vyskytovat v n¢kolika konformacich,
které se 1isi vzajemnym usporadanim fetézcti. Pokud oba fetézce ukazuji na stejnou stranu,
tak se molekula nachazi v ,hairpin“ konformaci. Pokud kazdy fetézec smétfuje na opacnou
stranu, tak se molekula nachazi v ,extended konformaci. Mezi témito dvéma krajnimi
konformacemi se nachazi jesté ,,V-shape®.



2.2.1 Vliv tvaru molekul lipidi na strukturu membran

Parametr, ktery charakterizuje tvar lipidové molekuly, se nazyva kriticky sbalovaci
parametr Ps (Frolov et al., 2011). Je roven nasledujicimu vyrazu:
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PS_A_-I

(1)

kde ,,J* je skutecny objem nepolarni ¢asti lipiddl, ,,4“ je plocha zaujimand polarni
hlavickou a ,,/* je délka nepolarni casti. Pokud je Ps ~ 1, tak molekula lipidu ma vélcovy
tvar. Takové lipidy, napt. PC, maji za normalnich fyziologickych podminek bez vnéjsiho
tlaku tendenci vytvaret dvojvrstvy. Pokud je Ps > 1, pak molekula lipidu odpovida tvaru
kuzele. Jedna se napt. o PE. Pokud je Ps < 1, potom bude molekula lipidu mit tvar
obraceného kuzelu. Do této skupiny patii napt. LPC nebo ceramidy.

Lipidy, u kterych Ps neni zhruba rovno jedné, pak maji tendenci vytvaret rtizna
zakiiveni a nerovinné Utvary. Jejich pfikladem muze byt micela (Kodi¢ek a Karpenko,
2002). Micela je kulovity utvar, ve kterém jsou lipidy oto€eny svymi hlavami smérem
k polarnimu rozpoustédlu, napt. vod€, a svoje nepolarni €asti maji uzaviené uvniti
vzniklého utvaru. Pokud se lipidy nachdzeji v nepolarnim prostiedi, napt. v oleji, tak je
usporddani polarnich a nepolarnich ¢asti opacné. Takovyto utvar se pak nazyva
invertovand micela.

2.2.2 Ceramidy

Charakteristika ceramidu

Jako ceramid se oznacuje derivat sfingosinu, ktery ma na aminoskupiné€ navazany zbytek
mastné kyseliny (Mencarelli a Martinez-Martinez, 2013). Z pohledu organické chemie je
tedy ceramid amidem sfingosinu. Sfingosin je nenasyceny aminoalkohol, ktery ma
v poloze dva aminoskupinu.

Délka jak sfingosinového, tak acylového fetézce je proménlivd (Mencarelli
a Martinez-Martinez, 2013). Sfingosinova c¢ast miize byt dlouhd 16 — 20 atomi uhliku,
zatimco acylovy fetézec muze byt tvoren 14 — 30 atomy uhliku.

Déle je jeste na sfingosinovém fetézci v poloze jedna umisténa hydroxyskupina, ktera
muze byt dale modifikovana (Mencarelli a Martinez-Martinez, 2013). Mohou se na ni
vazat rizné polarni skupiny, ¢imZz vznikaji dllezité stavebni prvky biologickych
membran. Jedna se o n€které fosfolipidy, pokud se jako polarni skupina véaze struktura se
zbytkem kyseliny fosfore¢né, nebo glykosfingolipidy, pokud se na hydroxyskupinu
navaze n¢jaky sacharid. Ceramidy jsou zakladni molekuly, ze kterych je vystavéna
lipidovéa matrice strata cornea.



Nazvoslovi ceramidu

Ceramidy, které se nachazeji ve stratu corneu, je mozné pojmenovat podle dvou
nomenklatur (Obr. 2A; van Smeden et al., 2014). Podle star$i nomenklatury se ceramidy
oznacuji trividlng, kde se jako prvni napiSe slovo ceramid a k nému se pfida ¢islo 1 az 9.
Nov¢jsi nomenklatura je zalozena na zkratkach, které charakterizuji chemickou strukturu
daného ceramidu, tj. udava, jaké funkéni skupiny se nachéazeji v jeho struktufe. Takto
sestavené zkratky potom oznacuji dvanact podtiid ceramida.

Prvni ¢ast zkratky reprezentuje typ acylového fetézce, ktery je navazany na sfingoidni
bazi (van Smeden et al., 2014). Amidovou vazbou na n¢j mize byt navazan zbytek
nederivatizované  mastné  kyseliny (N), nebo zbytek mastné kyseliny
s a-hydroxyskupinou (A) a nebo zbytek mastné kyseliny esterifikované na jeji
o-hydroxyskupiné (EO).

Druha c¢ast zkratky predstavuje sfingoidni bazi, na kterou je acyl navazan (Mencarelli
a Martinez-Martinez, 2013). Byly identifikovany celkem ctyfi baze. Prvni z nich je
sfingosin (S), ktery obsahuje trans dvojnou vazbu mezi ¢tvrtym a patym uhlikem. Dalsi
je dihydrosfingosin (bézné se pojmenovava jako sfinganin; dS), ktery ma oproti
sfingosinu dva vodiky navazané po jednom na uhlicich Cislo Ctyfi a pét, ¢imz zanika
dvojné vazba. Dalsi bazi je fytosfingosin (P), ktery neobsahuje ve svém fetézci nasobnou
vazbu a ma na Cc¢tvrtém uhliku navdzanou hydroxyskupinu. Dal§i bazi je
6-hydroxysfingosin (H). Posledni moznosti je 6,8-dihydrosfingosin (T), ktery obsahuje
¢tyti hydroxylované skupiny.

Acylovy fetézec obsahuje variabilni pocet atomii uhliku, a proto jsou jednotlivé
ceramidy pfesné urCeny, az kdyz se definuje pocet uhlikii a pocet nasobnych vazeb
u zbytku mastné kyseliny. Za timto ucelem se pouziva klasickd nomenklatura mastnych
kyselin tak, jak je zndma z organické chemie. Napiiklad jednim z nej¢astéjSich ceramidii
v ktzi je ceramid NS24, ktery pouzivam v této praci v simulacich a ktery obsahuje
lignocerovou kyselinu.

2.2.3 Cholesterol

Cholesterol (Obr. 2C) je nejcastéji se vyskytujici zastupce sterolii v lidském stratu corneu.
Jeho ukolem v této struktufe je nejspiSe udrZet jeji kapacitu jakozto kozni bariéry. Tuto
domnénku lze podpofit informacemi z néckolika experimenti. Pokud jsou jeho
koncentrace vyssi nez 30 mol%, tak podporuje tvorbu lamelarnich struktur (Takahashi
et al., 1996). Jinymi slovy dochézi k poklesu rizika vzniku pori ¢i nelamelarnich fazi,
které jsou spojovany s negativnimi vlivy na funkci kozni bariéry. ZvySuje pohyblivost
fetézcl lipida v gelové fazi (de Kruyff et al., 1974). Poskytuje totiz gelové faze méné
viskozni, které jsou pak vice odolné viici mechanické zatézi. Rozsifuje oblasti fazového
pifechodu (McMullen a McElhaney, 1995). V nékterych piipadech dokonce mutze Gplné
zru$it pfechody mezi jednotlivymi gelovymi fazemi. Na druhou stranu, pokud je
cholesterolu tolik, Ze pfesdhne miru rozpustnosti, tak se vytvareji domény, které se
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skladaji cCisté z cholesterolu. Ty pak zase zvySuji nebezpeci vzniku nesouvislych
lamelarnich struktur. Zda se tedy, Ze cholesterol stabilizuje strukturu, ve které se stratum
corneum nachazi.

MASTNA Mastna kyselina bez a-hydroxy mastna w-hydroxy ester mastné
KYSELINA hydroxylové skupiny [N] kyselina [Al kyseliny [EO]
SFINGOIDNI i fur e | U
BAYZE
Dibydrusfingosin
[d5]
CER[NdS] CER[AdS]
o i1 CERIEQAS
(Ceramid 10) (Ceramid 11) L !
g o OH
Sfingosin
[Ss] -
o CER[INS] CER[AS] CER[EQS]
Hot_r {Ceramid 2) [Ceramid 5} {Ceramid 1)
Fytosfingosin
[P]
- CER[NF] CER[AF] CER[EQP]
[ (Ceramid 3) (Ceramid &) {Ceramid 9)
G-hydroxysfingosin
[HI]
CER[NH] CER[AH] CER[EOH]
{Ceramid 8) (Ceramid 7} {Ceramid 4)
6, 8-dihydrastingosin
[Tl
v ) CER[NT] CER[AT] CER[EOT]
A

C D

Obr. 2: Lipidy strata cornea. Matrice strata cornea je tvotrena ceramidy, jejich nomenklatura
je uvedena v tabulce (A), volnymi mastnymi kyselina, jejichZ nejcastéj§im zastupcem je
kyselina lignocerova (B), cholesterolem (C) a cholesterolem sulfatem (D).
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Ziejmé je cholesterol také zapojen v mechanismech, které udrzuji nenasycené mastné
kyseliny vné lamelarnich fdzovych domén (Wertz, 2006). Tyto nenasycené¢ mastné
kyseliny vznikaji v posledni fazi procesu keratinizace, kde dochazi k degradaci
fosfolipidl. Takova nenasycend mastna kyselina, napt. kyselina oleova, je pak pfenesena
na cholesterol, kde dojde ke vzniku jeho esteru. Jelikoz estery cholesterolu nejsou
schopny se dobfe ptizpiisobit membranam, tak bylo navrhnuto, Ze jsou pak separovany
jako samostatna faze do izolovanych dutin v mezibunéném prostoru strata cornea.
Estery cholesterolu byly dlouhou dobu povazovany za piivodce procesu keratinizace.
Nicméné tyto lipidy, které se vyskytuji v kapalné fazi, se pravdépodobné nenachazi
v mezibunéénych lamelach.

Cholesterol sulfat (Obr. 2D) je dal$im mensinovym steroidem strata cornea, ktery se
podili na regulaci procesu deskvamace (Wertz, 2006). Ukazuje se totiz, ze cholesterol
sulfat inhibuje serinové proteasy, které degraduji desmosomalni proteiny, jejichz ukolem
je oddé€lovani bunék. Aby mohlo dojit k proteolytické degradaci desmosomil, musi na
scénu piijit sterolsulfatasa, ktera katalyzuje hydrolyzu cholesterol sulfatu. Ze tato latka
ma vliv na deskvamaci potvrzuji i studie, jenz se zaméfuji na genetickd onemocnéni
spojena s poskozenim funkcnosti sterolsulfatasy. Je s nimi totiz spojen ne zcela
jednoduchy proces deskvamace.

2.2.4 Volné mastné kyseliny

Typické mastné kyseliny (Obr. 2B), které se nachéazeji ve stratu corneu, maji nasycené
fetézce o délce 14 — 28 uhlikd. Nejcastéji se vyskytuji mastné kyseliny s dlouhymi fetézci,
tj. ty, které maji ve svém fetézci vice nez 20 uhliki. Z nich nejvice zastoupeny jsou
kyselina behenova, ktera ma 22 uhlikd, a kyselina lignocerova, kterda ma 24 uhlik
(Bouwstra et al., 2006). Cim vice se v§ak blizime k povrchu kiiZze, tim vice se objevuji
matné kyseliny s kratkymi fetézci, napf. kyselina palmitova se 16 uhliky, kyselina
stearova s 18 uhliky ¢i kyselina arachidonova s 20 uhliky. Spolu s nimi byly detekovany
také nenasycené mastné kyseliny s kratkymi fetézci, mezi které se fadi kyselina vacenova
(C18:1) s jednou dvojnou vazbou a kyselina linoleova (C18:2) se dvéma dvojnymi
vazbami. Neni zcela jasné, jestli mastné kyseliny, které maji bud’ kratky fetézec, nebo jsou
nenasycené, maji svlij ptivod ve stratu corneu, nebo se do n¢j dostaly z vrstvicky mazu,
ktery pokryva pokozku.

Ptitomnost mastnych kyselin, které maji kratké nebo sttedné dlouhé¢ fetézce, at’ uz jsou
nasycené, €1 nikoli, je vSak ve svrchnich vrstvach strata cornea velmi proménliva
(Bouwstra et al., 2006). Pro vysvétleni téchto zjiSténi bylo navrzeno, Ze zminované
mastné kyseliny jsou rozpousStény povrchové aktivnimi latkami, které jsou obsaZeny
v mycich prostfedcich. Nasledné¢ jsou pak pii koupeli odstranény. Mastné kyseliny jsou
hlavnimi ionizovatelnymi lipidy, které se nachédzi v lidském stratu corneu. Z tohoto
diivodu mohou byt nezbytné pro tvorbu lamel.



2.3 Lidska kuze

2.3.1 Vlastnosti kuze

KiZe je nas nejsvrchngjsi a také nejvetsi orgdn. Mé pro nés nedocenitelny vyznam, ale jeji
nejvyznamnéjsi funkci bezesporu je, ze tvori bariéru, kterd nés chrani pfed mechanickym
poskozenim a Skodlivymi vlivy vnéjSiho prostfedi. Chrani nas proti ztraté vody. Podili se
na regulaci nasi télesné teploty. Diky velkému mnozstvi nervovych vldken a zakonceni je
ktze také dulezitym smyslovym organem (Menon a Kligman, 2009).

Strukturné lze kiizi rozd€lit do tii vrstev, které se nazyvaji subcutis, dermis a epidermis.
Ty se vzajemné 1isi jak bunéénym slozenim, tak svoji stavbou a funkci (Kolarsick et al.,
2009).

2.3.2 Subcutis

Subcutis (podkozi) je nejspodnéjsi vrstva kiize (Igarashi et al., 2005). Jejim hlavnim
ukolem je absorbovat narazy, které¢ by mohly poskodit krevni fecisté a nervova zakonceni.
Proto je elastickd a je v ni uloZzeno velké mnozstvi tukovych bun¢k. Tloustka této vrstvy
se pohybuje v pruméru od 4 do 9 mm. Je nutné ale poznamenat, zZe jeji skute¢na siika je
odli$né nejen u kazdé osoby, ale i u jednotlivych partii t¢la.

2.3.3 Dermis

Vv w

Nad subcutis se nachazi dermis (Skara). BéZn¢ dosahuje Sitky od 1 do 4 mm (Igarashi et
al., 2005). Je to systém vlaken, filament a amorfni pojivové tkan¢, ktery je uzptisoben
vstupu nervi a cév (Kolarsick et al., 2009). Diky této siti vlaken a tukoveé tkani poskytuje
ktzi elasticitu a pevnost v tahu (Menon a Kligman, 2009). Vlakna jsou tvofena hlavné
proteiny kolagenem a elastinem. Kolagen brani nadmérnému natahovani, elastin zase
umoznuje obnoveni plivodniho stavu po natazeni. Tukova vrstva slouzi ke zmirnéni
ucinku narazu tim, Ze dojde ke zméné jejiho tvaru.

2.3.4 Epidermis

Epidermis (pokozka) je nejsvrchngjsi vrstva klize. Jeji tlouStka se pohybuje od 0,04 mm
v oblasti o¢nich vicek az k 1,5 mm (Igarashi et al, 2005) v mistech, kde je kiize
mechanicky nejvice naméhana, napt. na dlanich a chodidlech. V této vrstveé se nevyskytu;ji
zadné zily ani kapilary.

Nejpocetnejsim typem bunék v epidermis jsou keratinocyty (Igarashi et al., 2005).
V téchto bunkéch je produkovan keratin, coz je skleroprotein s vlaknitou strukturou, ktery
se podili na tuhosti (neohebnosti) nejsvrchngjsi vrstvy kiize. Keratinocyty se v epidermu
pohybuji smérem od jeho vnitini strany k jeho vnéjsi stran€. V prabehu tohoto procesu
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podléhaji diferenciaci. Podle své funkce a struktury se jejich jednotlivé typy oznacuji jako
bazalni bunky (angl. ,,basal cells®), trnové bunky (angl. ,,prickle cells*), zrnité buiky
(angl. ,,granular cells*) a zrohovat¢lé buiiky (angl. ,,horny cells*). Podle stadia, ve kterém
se keratinocyty nachazeji, se epidermis dale d¢li do péti vrstev, které se nazyvaji stratum
basale, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum a stratum corneum (Obr.
3).

Nejspodnéjsi vrstvou epidermis je stratum basale. Bazélni buniky maji tvar valce
(Kolarsick et al., 2009), ktery je orientovan kolmo k dermis. V této vrstvé dochazi
primarné k déleni bungk, které se posléze posouvaji do vyssich vrstev epidermis.

Jak postupuji buitky smérem k povrchu kiize, tak se v nich zacnou vytvaret lamelarni
téliska, coz jsou membranou obalené organely (Kolarsick et al., 2009). Ty obsahuji jak
mnozstvi latek, jako jsou glykoproteiny, glykolipidy, fosfolipidy ¢i steroly, tak velké
mnozstvi hydrolas, jako jsou lipasy, proteasy, kyselé fosfatasy a glykosidasy. Hydrolasy
maji za kol upravit lipidy do vysledné podoby bud’ ceramidii, nebo volnych mastnych
kyselin (Igarashi ef al., 2005).

__ Stratum Lucidum
L e W

Obr. 3: Struktura epidermis. Epidermis se déli na dalSich pét vrstev, kterymi jsou stratum
basale, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum a stratum corneum. Prevzato
z http://www.nku.edu/~dempseyd/SKIN.htm.

Dalsi vrstva se nazyva stratum spinosum. Jeji tloustka je 5 — 10 buné€k. Tato vrstva se
sklada z bunek velmi rozdilnych tvart a struktur. Keratinocyty se zde oznacuji jako trnové
burnky.

Nasledujici vrstva se oznacuje jako stratum granulosum. Je to posledni vrstva, ve které
se nachazeji zivé buiiky. Ty jsou zodpovédné za dalsi syntézu a modifikaci proteini, které
jsou nasledné zapojeny do procesu keratinizace, ktery zde za¢ina (Kolarsick et al., 2009).
V jeho pribéhu dochézi k rozpouSténi organel uvniti buiky, jako jsou jadro
¢1 mitochondrie (Igarashi et al., 2005). Bunky se zacinaji vypliovat vlakny keratinu
a dochazi i ke zmensSeni obsahu vlhkosti uvnitf bunék oproti jejich predeslym vyvojovym
stadiim. Tvarovée se buiky zac¢inaji zploStovat.
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Stratum lucidum je tenka vrstva mrtvych bunék (Igarashi et al., 2005), ktera se nachazi
mezi stratum granulosum a stratum corneum. Je siroka 3 — 5 bunck. Své jméno dostala
diky tomu, Ze pod mikroskopem je prisvitna. Nachazi se pouze v oblasti dlani a chodidel.

Posledni vrstvou epidermis je stratum corneum. Zde je dokoncen proces diferenciace
keratinocyt (Kolarsick et al., 2009), na jehoz konci jsou mrtvé a zcela ploché buriky,
které se oznacuji jako korneocyty. Ty jsou zodpovédné za mechanickou ochranu kize.
Také slouzi jako prevence ztraty vody a vstupu cizich latek do kiize. Korneocyty jsou
bohaté na proteiny, ale obsahuji jen malé mnozstvi lipid. Behem zavére¢né faze procesu
keratinizace zcela vymizi bunééné organely a cytoplasma (Denda, 2002). Lamelarni
téliska, ktera obsahuji i lipidy, podléhaji exocytose a lipidy se tak dostavaji do strata
cornea, kde zaujimaji své misto v mezibunécné lipidové matrix. Korneocyty jsou pak
dale posouvany smérem k povrchu pokozky (Igarashi et al., 2005), ze kterého jsou
nasledné uvolnény napiiklad odlupovanim nebo tfenim. Proces uvoliiovani korneocytl
z pokoZzky se nazyva deskvamace.

2.4 Stratum corneum

2.4.1 Struktura strata cornea

Stratum corneum piedstavuje kozni bariéru, kterd zabraniuje samovolnému pronikédni
latek pres pokozku (Kolarsick et al., 2009). Tato jeji vlastnost je ddna jednak jejim
sloZzenim a jednak jeji strukturou. Stratum corneum je tvoieno ze 70 % (m/m) proteiny,
z 15 % (m/m) lipidy a z 15 % (m/m) vodou (Fore-Pfliger, 2004). Tyto sloZky jsou
uspotfadany do struktury (Obr. 4), kterd je nejcastéji pfipodobniovana k cihlové zdi (Elias
a Feingold, 2006). Cihly ptedstavuji korneocyty (mrtvé bunky), kolem kterych se nachéazi
malta, jeZ reprezentuje lipidovou mezibunénou hmotu. Tato hmota se Casto oznacuje
jako matrix ¢i matrice. Korneocyty jsou k lipidim vazany kovalentné.

Obecné je pfijiman nazor, Ze korneocyty jsou odpovédné za celistvost strata cornea,
zatimco lipidy reguluji ostatni jeho vlastnosti, jako je transport vody, vlastnosti bariéry
pro prostup latek a schopnost se ptizpisobit vnéjSimu tlaku (Elias a Feingold, 2006).

Kdyz bylo zkouméno mysi stratum corneum pomoci rentgenové difrakce s malym
uhlem (SAXD), tak vysledkem byla série pikl, kterd naznacovala pfitomnost lamelarni
faze, jenZ ma 13 nm a periodicky se opakuje (White et al., 1988). Tato faze byla
pojmenovana dlouha opakujici se fdze (angl. ,,Long Periodicity Phase®, LPP). Kromé
toho obsahovalo stratum corneum jesté druhou fazi, kterd je taktéz tvotfena lipidy
a periodicky se opakovala. Byla vSak §irokd jen 6 nm, a proto ji pojmenovali kratka
opakujici se faze (angl. ,,Short Periodicity Phase*, SPP).

Ptedpoklada se, ze za vznik téchto dvou fazi jsou zcela odpovédné pouze lipidy, které
tvofi mezibunéEnou matrici strata cornea. Napovida tomu 1 fakt, ze po extrakci lipidil
bylo mozné pozorovat uz jen difrakéni obrazce, které odpovidaly proteintim (Bouwstra
et al., 1994). Jelikoz LPP byla nalezena u vSech druht, jejichz stratum corneum bylo
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doposud zkoumano, tak se zda, Ze se jednd o velmi charakteristickou molekulérni
strukturu. Byla proto formulovana domnénka, ze hraje dilezitou roli pro to, aby stratum
corneum mohlo plnit funkci bariéry pro prichod latek skrz kizi (Bouwstra et al., 2003).

2.4.2 Lateralni usporadani lipidi ve stratu corneu

Lipidy nejsou v lamelach umistény ndhodné, ale zaujimaji vic¢i sobé jisté usporadani
(Bouwstra a Ponec, 2006). Rika se tomu lateralni uspotadani lipid. U strata cornea
pripadaji v uvahu celkem tfi moznosti, kterymi jsou ortorombické uspotadani,
hexagonalni uspofadani a kapalna faze (Obr. 4). Ke zjisténi, kterd z nich se vyskytuje
v lipidové matrici strata cornea, 1ze pouzit nékolik experimentalnich technik, z nichz

nejpouzivanéjsi jsou infraCervend spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR),
elektronova difrakce (ED) a rentgenové difrakce s Sirokym thlem (WAXD).

Lateralni usporadani lipidu

B

Ortorombické
(usporadané,
Epidermis vysoka hustota)
Hexagonalni
(usporadanée,
Piipodobnéni 7 stredni hustota)
strata cornea
k cihlové zdi ‘ Kapalné
(cihly = bunky; . \ (neusporadané)
malta = lipidy) Lamelalni

usporadani
=== lipida
Lipidove
dvojvrstvy
(lamela) mezi d A
korneocyty '

L A X

LS o
z=13nm z=6nm
(LPP) (SPP)

Obr. 4: Struktura strata cornea. Epidermis (1) je vné€jsi vrstva ktize. Jeji vrchni ast se nazyva
stratum corneum (2), které se pripodobiuje ke zdi z cihel. Cihly jsou korneocyty a malta
predstavuje lipidy. Ty jsou organizovany do lamel (3). Lamely tvofi dlouhou opakujici se fazi
(LPP) a kratkou opakujici se fazi (SPP). Lipidy v lameldch jsou organizovény i lateraln¢
(hexagondlni usporadani, ortorombické uspofadani, kapalnd faze). Pfevzato a upraveno
z Janssens et al. (2012).

V kapalné fazi (Obr. 4) jsou molekuly lipidi nejdéale od sebe. JelikoZ tato vzdalenost
neni zcela jednoznacnd, tak byl vysledkem méfeni pomoci WAXD velmi Siroky pik se
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vzdalenosti kolem 0,46 nm (Bouwstra a Ponec, 2006). Pokud jsou lipidy takto
usporadany, tak je membrana propustna pro vétSinu latek.

Pokud jsou molekuly uspotfadany tésnéji, tak se jedna o hexagonalni usporadani (Obr.
4). Casto se také oznacuje jako gelova faze. To je charakterizovano stejnymi vzdalenostmi
mezi sousednimi molekulami ve sméru os x a y (Bouwstra a Ponec, 2006). Pii méfenich
pomoci WAXD je pro n¢j typicky pik kolem 0,41 nm. JelikoZ se jedna o husté&jsi strukturu,
nez byla kapalné faze, tak toto uspotfadani pochopitelné poskytuje i nizsi propustnost
pro latky. Molekuly lipidii se mohou jak v kapalné fazi, tak v hexagonalnim uspoiadani
otacet kolem osy z (v této ose jsou orientovany fetézce).

Poslednim typem lateralni organizace je ortorombické usporadani (Obr. 4), ve kterém
jsou molekuly umistény velmi tésné vedle sebe. Jedna se tedy o velmi hustou strukturu,
z ¢ehoz plyne, Ze bude mit velmi nizkou propustnost pro latky (Bouwstra a Ponec, 2006).
Dalsim diisledkem vysoké strukturni hustoty je, Ze molekuly lipidi uz nejsou schopné se
otacet kolem osy z, jak to bylo bézné u pifedchozich uspofaddni. Na rozdil
od hexagonalniho uspotadani se zde li§i vzdalenosti v osidch x a y mezi sousednimi
molekulami. Pfi méfenich pomoci WAXD jsou pro néj charakteristické tedy dva piky.
Jeden se nachazi kolem 0,37 nm a druhy kolem 0,41 nm.

Hlavni skupiny lipidt, které se nachézeji ve stratu corneu, vytvareji dveé krystalické
lamelarni faze — LPP a SPP zminované v ptedchozi ¢asti. Jaké tfida lipidd podporuje dané
usporadani, se pokusili zjistit Gooris a Bouwstra (2007). Pouzili k tomu smési, které
vytvofili z ceramidi, cholesterolu a volnych mastnych kyselin. Pro méteni byla zvolena
metoda FTIR. Jako prvni byl proveden pokus pouze se smési ceramidt. Vysledkem bylo
hexagonalni uspofadani. Stejn¢ho vysledku bylo dosazeno i pfi pokusech, ve kterych se
vyskytovala smés ceramidil a cholesterolu. Naopak pokud byla pouZita smés ceramidi,
cholesterolu a volnych mastnych kyselin, tak lipidy zaujaly ortorombické uspotadani. Uz
pfi nizkych koncentracich volnych mastnych kyselin byla mozné sou€asné pozorovat
pfitomnost jak domén nachazejicich se v hexagonalnim uspotfadani, tak domén
s ortorombickym uspofadanim. Autory to vedlo k zavéru, ze ptitomnost volnych
mastnych kyselin indukuje ve stratu corneu tvorbu ortorombického uspofadani lipidi.
Soucasti tohoto pokusu byla také méteni, pii jakych teplotach dochézi k prechodu mezi
jednotlivymi fazemi. Smés ceramidil, cholesterolu a volnych mastnych kyselin piejde
z ortorombického do hexagonalniho uspotadani mezi 25 °C a 40 °C a z hexagonalniho
uspofadani do kapalné faze mezi 60 °C a 80 °C.

Dalsi poznatky byly ziskdny z méfeni pomoci elektronové difrakce, které probihalo
na vzorku lidské kaze (Pilgrim et al., 2001). Autofi zde konstatuji, ze hexagondlni
vysvétleni navrhuji interakce mezi lipidy strata cornea a mazem, ktery se nachdzi
na pokoZce. Z n€j zminuji hlavné volné mastné kyseliny s kratkymi nenasycenymi fetézci
nebo jiné nepolarni latky. Definitivni zavér ovSem nevytkli a nechali tak tuto otazku
otevienou.
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2.4.3 Modely uspoiadani lipida v matrici strata cornea

Stratum corneum zabranuje nejen pronikani sSkodlivych latek do naseho téla, ale také
brani vstupu 1éCiv, ktera by se mohla aplikovat pies kizi. K tomu, abychom mohli
navrhnout 1éky, které budou dobfe prochéazet touto bariérou, je nutna znalost vzdjemného
usporadani jednotlivych chemickych komponent v ramci strata cornea, tj. existence
miniméln¢ devét takovychto modeld (Swartzendruber ef al., 1989; Forslind, 1994;
Bouwstra et al., 2001; Norlén, 2001; Hill a Wertz, 2003; McIntosh, 2003; Kiselev et al.,
2005; Kiselev, 2006; Schroter et al., 2009; Iwai et al., 2012). Ty maji samoziejme své
kladné stranky ale také i ty zaporné. Jejich hlavni nevyhoda je, Ze v drtivé vétsing piipada
neexistuje prilis experimentt, které by je potvrzovaly (Kessner ef al., 2008), a Casto tyto
modely také neuvazuji uspotradani vSech slozek lipidové matrice.

Model sloZené monovrstvy

Prvni model (Obr. 5), o kterém se zminim, byl navrzen vyzkumnou skupinou, kterou vedl
Swartzendruber (Swartzendruber ef al., 1989). Vysledkem jejich prace byl model slozené
monovrstvy (angl. ,,Stacked Monolayer Model®).

Ten byl zalozen na pozorovanich pomoci klasického transmisniho mikroskopu.
Na obrazcich, které jim byly pofizeny, jsou lipidy mezibunééné matrice strata cornea
usporadany do jednotek, které jsou charakterizovany po sob¢ nasledujicimi Sirokym,
uzkym a opét Sirokym svétlym pruhem. Jejich §itka je 5 nm, 3 nm a opét 5 nm, coz je
celkem 13 nm. Seskupeni téchto tfi past tedy predstavuje LPP. Takovyto obrazec byl
ziskan po obarveni vzorku oxidem rutenic¢elym RuOs.

Ceramidy by se podle tohoto modelu v kizi vyskytovaly pouze v konformaci
»~extended” a byly by navdzany na kolagen. Prostfedni, uzky, pas se sklada pouze
z uhlovodikovych fetézcl ceramidi, které se vzajemné prolinaji. Tento pas neobsahuje
zadny cholesterol. Krajni, Siroké, pasy obsahuji druhy ceramidovy fetézec. Tyto fetézce
se uz vzajemné neprolinaji. Zato ale oba pasy obsahuji cholesterol.

Mohlo by se zdat, Ze tento model je podlozen fotografiemi z mikroskopu, takze je
zarucené spravny. Opak vSak je pravdou. Podle jiné studie by strukturni jednotka, ktera
se sklada ze svétlych pruhti, mohla byt pouze artefakt (Pfeiffer et al., 2000), ktery
na vzorku zanechal oxid rutenicely pouZzivany pii fixaci vzorku.
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Obr. 5: Model sloZené monovrstvy. V modelu slozené monovrstvy se stiidaji Siroky, uzky
a op¢t Siroky svétly pruh. Prevzato z Swartzendruber et al. (1989).

Model doménové mozaiky

Dalsi model (Obr. 6) byl navrzen Forslindem (Forslind, 1994). Ten byl pojmenovan jako
model doménové mozaiky (ang. ,,Domain Mosaic Model*). Je zalozen na laterdlni
segregaci lipidii do domén.

Mezibunééné lipidy strata cornea jsou v ném chépany jako mnoholamelarni
dvoufazovy systém. Ten je tvofen nesouvislou lamelou krystalické domény, jenz je
vlozena do souvislé domény z tekutych krystalti. Jinymi slovy kazda lamela strata cornea
pfipomind svym vzhledem tieba gepardi kiizi — hnéda ¢ast gepardi kiize by v tomto
pripadé predstavovala souvislou fazi tekutych krystalti, do které jsou jako Cerné tecky
u geparda vloZeny domény, ve kterych se lipidy nachazeji v krystalické fazi. Krystalické
faze jsou pak jesté obklopeny okraji (angl. ,,grain borders*), ve kterych se lipidy nachazi
ve fluidnim krystalickém stavu. Tyto okraje také umoziuji diftizi jak hydrofobnich, tak
hydrofilnich latek skrz kizi. Ceramidy se zde oproti pfedchozimu modelu vyskytuji
pouze v ,hairpin® konformaci.

Krystalicka doména

Gelova doména

H

|,

!Hllfl!li(’izllﬂil i

T e
T

Obr. 6: Model doménové mozaiky. Tento model se skldd4d z lamel krystalickych domén,
ve kterych se nachazeji domény z tekutych krystalti. Pfevzato a upraveno dle Forslind (1994).
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Sendvic¢ovy model

Dal$i mozny zplsob uspoiadani lipidit byl navrzen tymem pod vedenim prof. Joke
Bouwstry (Bouwstra et al., 2001). Tento model (Obr. 7) se oznacuje jako sendviCovy
(angl. ,,Sandwich Model*) a navrhuje predevsim jiné usporadani krystalické a kapalné
faze, nez byly predstavy autori modelu doménové mozaiky. U né&j se ob¢ faze
vyskytovaly v jedné vrstvé, ale zde, u sendvicového modelu, se kapalnd faze nachazi
uprostied a je z obou stran obklopena krystalickymi fazemi. Tyto tfi faze opét predstavuji
tii svétlé pasy, které bylo mozné pozorovat pod transmisnim mikroskopem. Model 1ze
tedy doopravdy piipodobnit k jakémusi lipidovému sendvici. Prostiedni, kapalna, faze je
tvofena hlavné ceramidy, které maji esterifikovanou w-hydroxyskupinu (ceramid EOS,
ceramid EOP, ceramid EOH), ceramidy s kratkymi fetézci, které jsou
v ,hairpin® konformaci, a cholesterolem. Krajni, krystalické, fdze jsou naopak tvoreny
mén¢ mobilnimi ceramidy s dlouhymi nasycenymi fetézci a cholesterolem.

,712,2nm—|
e N S— e S S— — Y m—
——eee— _—_—® A p— Y S—
T — ——— & —  —
e — ° | esee— ] E—
e} el — e tp— | S—
e Y S—y s — — Y E—
T——ee———»

— Cholesterol

@& — 5 Ceramid1

a— Ceramidy 2, 3,4 a 6
[ — Ceramid 5

Obr. 7: Sendvicovy model. U sendvicového modelu je vrstva z kapalné faze obklopena
vrstvami z krystalické faze. Prevzato a upraveno dle Bouwstra et al. (2001).

Model jednotné gelové faze

Ve stejném roce piiSel Lars Norlén (Norlén, 2001) s dals$im modelem (Obr. 8), ktery
pojmenoval model jednotné gelové faze (ang. ,,Single Gel Phase Model*). Norlén si
v ném predstavuje uspotradani lipidl v matrici strata cornea vyrazng jinak, nez navrhovali
jeho dfive jmenovani kolegové. PtiSel s mySlenkou, Ze lipidova mezibunéénd hmota je
tvofena souvislymi lamelami, ve kterych se lipidy nachazi v gelové fazi. Nedochazi zde
k Zadné fazové separaci ani mezi gelovou fazi a fazi kapalnych krystalli, ani mezi riznymi
krystalickymi fazemi s hexagonalnim a ortorhombickym uspofadddnim, jako je tomu
u predchozich modeli.
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Jednotna a koherentni
lamela s gelovou fazi
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Obr. 8: Model jednotné gelové faze. Tento model se sklada z lamel gelové faze. Prevzato
a upraveno dle Norlén (2001).

Takto navrzena struktura obsahuje jen velmi malo vody, ma nizkou pohyblivost
fetézcl a vzhledem ke svému fazovému uspotfadani i nizkou propustnost pro latky.
Na rozdil od ptedchozich teorii je uvaZovano, Ze se ceramidy nenachdzi pouze
v ,,hairpin® konformaci, ale jsou ve struktufe obsazeny i v konformaci ,,extended®.

Model Hill a Wertz

V roce 2003 spattily svétlo svéta hned dva dal$i modely. Prvni z nich (Obr. 9) byl navrzen
Hillem a Wertzem (Hill a Wertz, 2003), ktefi de facto pouze upravuji strukturu
sendviCcového modelu. Ta tUprava spocivd ve zméné tlouStky tif svétlych pruhi
pozorovanych transmisnim mikroskopem. Bouwstra se ztotoznila s rozméry, které byly
publikovany jiz dfive (5 nm, 3 nm, 5 nm). Panové Hill a Wertz je ale upravili a navrhli,
ze by sitka vSech tii pasti méla byt stejna a to 4,3 nm.

C 43nm; 43nm; 4.3 nm |

Obr. 9: Model Hill a Wertz. Model navrzeny Hillem a Wertzem pocité se tfemi stejné Sirokymi
pasy. Pfevzato z Hill a Wertz (2003).
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Model McIntosh

Druhy model (Obr. 10), ktery byl publikovan v roce 2003, pochézi z dilny pana McIntoshe
(Mclntosh, 2003). Ten zalozil sva tvrzeni na méfenich uskute¢nénych metodou SAXD.

Vsechny ptedchozi modely spojuje, Ze opakujici se jednotka dlouhd 13 nm se sklada
ze tfi past. Pan Mclntosh naopak tvrdi, Ze se stejna jednotka sklada pouze ze dvou stejné
Sirokych past a ze kazdy pas predstavuje jednu dvojvrstvu lipidii. Cholesterol by v tomto
pripad¢ byl rozlozen nerovnomérné. Uz se ale neuvadi, jestli autor pocita jen s ceramidy,
které by zaujimaly ,hairpin“ konformaci, nebo zda by se ve struktufe vyskytovaly
1 v konformaci ,,extended®.

B R

s e, R e
ot v v “w;qr“w———:—.]
s A . i i e s eccess. Ao
;............5;,_____..___._? a;.,.__....__..;f " "—_'Sp.mmc

Obr. 10: Model McIntosh. Podle modelu, ktery navrhl MclIntosh, je opakujici se jednotka
sloZena jen ze dvou past. Pfevzato z MclIntosh (2003).

Model zesileni vnitini vyztuze

Vsechny modely, které zde byly doposud jmenovany, maji jednu zésadni nevyhodu.
Ani jeden z nich nedokaze vysvétlit zménu struktury lipidové matrice strata cornea po té,
co dojde k jeji hydrataci nadbytkem vody. Kdyz bylo zkoumano praseci stratum corneum
neutronovou difrakei, tak doSlo oproti nehydratovanému stavu ke zmizeni prvniho
difrak¢éniho obrazce (Charalambopoulou ef al., 2002). Pokud zkoumédme lidské stratum
corneum po té, co bylo izolovano z hydratované kiZe, tak oproti nehydratovanému
vzorku dojde ke zméné LPP na SPP (Bouwstra ef al., 1991).

V reakci na to byl navrzen Kiselevem (Kiselev ef al., 2005; Kiselev, 2006) v roce 2005
(Obr. 11) model zesileni vnitini vyztuze (angl. ,,Armature Reinforcement Model). Oproti
pfedchozim modeliim je zde predstavena myslenka, Ze ceramid AP miize zménit svou
konformaci z ,,hairpin® na ,,extended®.

Tento model opét navrhuje, Ze nehydratované stratum corneum se sklada z dvojvrstev,
ve kterych jsou ceramidy, které se nachéazeji v ,,hairpin® konformaci, z obou vrstev k sobé
otoceny svymi hlavami. Tyto vrstvy jsou vzdjemné propojeny ceramidy, které zaujaly
»extended konformaci, coz znamen4, Ze jeden jeho fetézec je zanofeny v jedné vrstvé
a druhy v té sousedni. Pokud je lipidova matrice strata cornea hydratovana, tak se zmeéni
konformace vSech ceramidl z ,,extended* na ,,hairpin“. Tim vzniknou jinak usporadané
dvojvrstvy (hlavy ceramidii nejsou jako pfed tim uvnitt ale vné dvojvrstvy), mezi kterymi
se objevi mezimebranovy prostor, jenz se okamzité¢ zaplni vodou.
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Obr. 11: Model zesileni vnitini vyztuZe. Tento model navrhuje, Ze po hydrataci kiize dojde
ke zmén¢ konformace vSech ceramidi z ,,extended” na ,hairpin“. Pfevzato a upraveno dle
Kiselev et al. (2005).

Model Schroter

Dalsi troskou do mlyna piispél v roce 2009 tym kolem Schrétera (Schréter et al., 2009).
Teoretické uspotadani molekul je zde podloZzeno experimenty, které byly zmeéfeny
neutronovou difrakci. LPP je zde sloZena z past, které maji stejnou Sitku (Obr. 12). Tyto
lamely se sklddaji z ceramidi, které se vyskytuji jak v hairpin®, tak
v ,,extended* konformaci. Cholesterol je v nich distribuovan rovnomérn¢. Dva sousedici
pasy jsou vzajemné propojeny mastnymi kyselinami z ceramidu EOS.

1 CERIAP]
Extended konformace

®  —0—
[ —— 4 O@—— &,
Ty,

Cholestero

000 O

O
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®
= |

O.g— =

Y
CER[EOS] CERI[AP] . .
Hairpin konformace Kyselina behenova

Obr. 12: Model Schroter. Podle modelu navrzeného Schréterem jsou lipidy uspotfadany
ve stejné Sirokych pasech. Pievzato z Schroter ef al. (2009).

Model Iwai

Zatim asi s poslednim modelem (Obr. 13) pfisla v roce 2012 opé&t skupina Larse Norléna
(Iwai et al., 2012). Ta se opird o vysledky, které byly ziskdny pomoci elektronové
mikroskopie.
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Signal elektronové hustoty naznacuje, ze pro lidské stratum corneum je typickd 11 nm
dlouha asymetrickd jednotka, ktera se neustdle opakuje. Profil elektronové hustoty
ukazuje dva piky. Jejich vzajemna vzdélenost je 4,5 nm. Kazdé dvojice pikt je pak od té
dalsi vzdalena 6,5 nm. Piky pfedstavuji oblasti, v nichz se nachazi t€Zké polarni atomy
s velkym mnozstvim elektronii. Tyto oblasti by tedy musely odpovidat hlavam ceramidi,
které¢ obsahuji kysliky a dusiky. Oblasti, kde profil elektronové hustoty klesa, zase
reprezentuji atomy, které jsou pomérné chudé na elektrony. To by tedy odpovidalo
uhlikiim a vodikiim, ze kterych se skladaji fetézce ceramidl. Autoti navrhuji, ze stratum
corneum je organizovano do dvojvrstev, které jsou usporadiny jedna vedle druhé.
Ceramidy se zde nachazeji pouze v ,,extended* konformaci.
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Obr. 13: Model Iwai. IwaiGv model ptedpoklada, ze lipidova matrice strata cornea je
organizovana ve dvojvrstvach, ve kterych se nachazi ceramidy pouze v konformaci ,,extended™.
Ptevzato z Iwai et al. (2012).

Uvedené modely se li§i jak v uloZeni jednotlivych lipidd,, tak hlavné v otazce
uspofadani ceramidli — hlavni otazkou je, zda se ceramidy vyskytuji pfedevS§im
v hairpin“ nebo ,,extended“konformaci. Dalsi otdzkou je chovani lipidové matrice
v pfitomnosti vody a také jak se budou lipidy chovat na rozhrani se vzduchem — vétSina
modelu totiz fesi jen uspotradani lipidové matrice mezi korneocyty. Posledni neznamou je
variabilita ceramidt, kdy je k dispozici velké mnozstvi typd ceramidil. Proto jsme se
v nasledujici ¢asti zaméfili na studium monovrstev rozdilnych typti ceramidd.
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3. SIMULACNI METODY

3.1 Software

Pro préci byl pouzit nasledujici software:

e ACD/ChemSketch 12.01 (ACD/ChemSketch, 2010)
http://www.acdlabs.com/resources/freeware/chemsketch/

e (race 1:5.1.23-6 (Plasma Laboratory - Weizmann Institute of Science)
http://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/

e ImageMagick 8:6.7.7.10-6 (ImageMagick Studio LLC)
https://www.imagemagick.org/

o GROMACS, verze 4.5.1,4.5.5,4.6.5 a 5.0 (Bekker et al., 1993; Berendsen et al.,
1995; Lindahl et al., 2001; Hess et al., 2008; van der Spoel et al., 2005; Pronk et
al.,2013; Abraham et al., 2015; Péll et al., 2015)

WWW.gromacs.org/

e The PyMOL Molecular Graphics System 1.7.0.0 (Schrédinger, LLC)
https://www.pymol.org/

e VMD 1.9.2 (Humprey et al., 1996)
www.ks.uiuc.edu/Research/vimd/

3.2 Molekularni dynamika

Molekularné dynamické simulace jsou jednim ze zékladnich nastroji teoretického studia
biologickych molekul. Molekuldrni dynamika ukazuje ¢asové zavislé chovani systému
(Young, 2001). Tato metoda byla poprvé pouzita v padesatych letech dvacatého stoleti
americkymi fyziky Berniem Julianem Alderem a Thomasem Everettem Wainwrightem
(Alder a Wainwright, 1957; Alder a Wainwright, 1959). Pro simulaci redlného systému
poprvé vyuzili molekularni dynamiku indicky fyzik Aneesur Rahman a americky chemik
Frank H. Stillinger, a to v roce 1974, kdy s jeji pomoci studovali vodu v kapalné fazi
(Stillinger a Rahman, 1974).

3.3 Parametry molekularné dynamickych simulaci

Pro vypocet simulaci bylo pouzito silové pole CHARMM36 urcené pro lipidy (Klauda et

al.,, 2010; Pastor a MacKerell, 2011; Venable et al., 2014). Topologie ceramidu NS

(Paloncyova et al., 2015) byla odvozena z parametrii sfingomyelinu pro silové pole

CHARMM36. Topologie ostatnich typi ceramidi vznikly jeji Upravou pii snaze

zachovavat atomové typy. Pohybové rovnice byly integrovany algoritmem leap-frog (van
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Gunsteren a Berendsen, 1988). Casovy krok byl 2 fs. Simulace monovrstev byly
spoustény na 100 ns nasledujici po energetické minimizaci na 5000 kroki pomoci
sptazenych gradientll (conjugated gradients). Dalekodosahové elektrostatické interakce
delsi nez 1 nm byly pocitany metodou Particle Mesh Ewald (PME; Essmann et al., 1995).
Experiment probihal za izotermicko-izobarickych podminek (NpT). Teplota systému byla
udrzovana tzv. velocity rescaling termostatem (Bussi et al., 2007) na teplotach 296 K,
310 K nebo 370 K. Byl poslouzit Berendseniiv barostat (Berendsen et al., 1984), ktery
udrzoval tlak v systému na 1 baru. Simulace probihaly za semiisotropickych podminek
(tlak v ose z byl 0 Pa), aby se udrzelo vakuum uprostied simula¢niho boxu. Ve vsech
simulacich byly zachovany periodické okrajové podminky.

3.4 Simulované systémy

Bylo pouzito pét typt ceramidii (Obr. 14) s lignocerovou (C24:0) kyselinou. Jednotlivé
ceramidy se vzajemné liSily svymi sfingosinovymi fetézci. Byli to CER[NdS](24:0) (dale
oznacovan jako ND24), CER[NS](24:0) (dale NS24), CER[NP](24:0) (dale NP24),
CER[NH](24:0) (dale NH24) a CER[NT](24:0) (dale NT24).

0

HSC\/\/\/\/\/\/\/W\/\/\{

NH

Struktura ceramidu
I Acylovy Fetézec HSC\/\/\/\/\/W OH

- Sfingosinovy fetézec OH

L\

HO OH OH OH

CER[NdS](24:0) CER[NP](24:0) CERINS](24:0) CER[NH](24:0) CERI[NTI](24:0)

Obr. 14: Struktura pouzitych ceramidi. Ceramidy, které byly simulovany, se vzajemné lisily
svymi sfingosinovymi fetézci. Sfingosinovy fetézec ceramidu NdS nemd dvojné vazby
ani hydroxylové skupiny. Ceramid NS se od NdS lisi jednou dvojnou vazbou a ceramid NP
jednou hydroxylovou skupinou. Ceramidy NH a NT se strukturné 1isi od ceramidu NS jednou,
respektive dvéma hydroxylovymi skupinami.

Ve stratu corneu, kde se mnohem c¢astéji vyskytuji multilamelarni lipidové membrany,
by totiz ceramidy v extended konformaci mély hned nékolik vyhod (Corkery, 2002).
Za prvé, lipidy v extended konformaci zvysuji kohezi sousednich lipidovych lamel.
Za druhé, ceramidy v této konformaci vyrovnavaji vzajemny pomé&r ploch hydrofébni
a hydrofilni ¢asti. V neposledni fad¢ lipidy v extended konformaci netvoii hydrofilni
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rozhrani (Corkery, 2002). Podle experimentii na multivrstvach je pravdépodobné,
7e ve stratu corneu se NS24 vyskytuje v extended konformaci (Iwai et al., 2012; Skolova
et al., 2014). Ve smési NS24, cholesterolu a volnych mastnych kyselin NS24 zaujal
extended konformaci, cholesterol se uspotadal podél sfingoidniho fetézce NS24 a mastna
kyselina podél jeho acylového fetézce (Skolova et al., 2014). Takto navrzené uspotradani
se shoduje s modelem kratké opakujici se faze strata cornea (Iwai et al., 2012). Skolova
et al. (2014) jeste stejnym zpusobem zkousela 1 kratsi NS16, ktery ale ve smési zaujimal
hairpin konformaci.

Proto krom¢ systému obsahujiciho hairpin otoceny hlavou k vodni fazi simulujeme
1 ostatni teoreticky mozna uspotradani ceramidu na rozhrani voda/vzduch, abychom mohli
pozorovat i piechody z nerovnovaznych uspotadani. Z podobného divodu byl kazdy
systém simulovan pfi tiech teplotach, kterymi byly 296 K, 310 K a 370 K, pfi¢emz teplota
tani ceramidi je kolem 363 K (pro NS24).

U kazdého z nich byly simulovany Ctyfi rizné systémy, které se liSily uspofadanim
ceramidll v monovrstvach (Obr. 15A). Nejprve jsme simulovali dva systémy v hairpin
(H) konformaci:

e v systtmu oznacovaném H WO--A--OW byly hlavy ceramidi otocené
smérem k vodnimu prostfedi, coz simulovalo standardni a ocCekavatelné
usporddani predpokladatelné pii béznych monovrstevnych experimentech,
kdy Ize oCekévat interakce polarnich hlav s poldrnim vodnim prostfedim,

e v systému oznacovaném H W--OAO--W byly naopak hlavy otoceny smérem
do vakua, coz mélo simulovat ptipad, kdy by se pfi deskvamaci na povrchu
odnazila vrstva polarnich hlav.

Kromé simulacemi s hairpin konformacemi jsme sledovali i simulace zacinajici
v extended (E) konformaci:

e v systému oznacovaném E W--O-A-O--W byly ceramidy nato¢eny acylovym
fetézcem k vodni fazi a

e v systému oznacovaném E_W-O--A--O-W byly k vodni fazi naopak natoceny
sfingosinovym fetézcem.

Dale uvedené hodnoty veli€in jsou ziskdny z analyz, které probihaly v rozmezi
30 - 100 ns.

Jak si Ize povSimnout, ndzvy téchto systému popisuji jejich strukturu (Obr. 15B). Prvni
pismeno ndzvu fika, jestli se ceramidy na zacatku simulace nachazely v hairpin (H),
nebo extended (E) konformaci. Nazev systému dale pokracuje podtrzitkem, za kterym je
popsana struktura simulacniho boxu. Jeji popis vZzdy zacind a kon¢i pismenem ,,W*,
které oznacuje vodu (z angl. water). V boxu byly vZdy umistény dvé stejné membrany,
které odd€lovalo vakuum. To se oznacuje jako ,,A* (z angl. ,,air* ). Hlavy ceramidu jsou
reprezentovany pismenem ,,0%, které odkazuje na kysliky obsaZené v polarnich hlavach
ceramidi. Pokud byly ceramidy na zacatku simulace v hairpin konformaci, tak nazvu je
symbolicky zaznaCen pouze delsi, tj. acylovy fetézec, dvéma pomlcky (--). Jestlize
ceramidy zacinaly v simulaci z extended konformace, tak se v ndzvu objevuje i jedna
pomlcka (-), kterd predstavuje kratsi, tj. sfingosinovy fetézec.
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Obr. 15: Struktury monovrstev. Simulacni box vzdy obsahoval dvé monovrstvy ceramidd,
které oddélovalo vakuum (A) a z vnéjSich stran byly obklopené molekulami vody (W).
Ceramidy se nachazely na zacatku simulace bud’ v hairpin (H), nebo extended (E) konformaci.
Obrazek (A) ukazuje jednotlivé typy simulovanych monovrstev. Obrazek (B) potom
schématicky zobrazuje, jakym zpisobem vznikly jejich nazvy.

3.5 Priprava simula¢nich boxi s monovrstvami

Pro kazdy ceramid byly sestaveny simula¢ni boxy, ve kterych byly monovrstvy slozené
z ceramidll obklopené z jedné strany molekulami vody a z druhé vakuem. Konformace
a uspofadani molekul ceramidi v téchto monovrstvach bylo popsdno v ptredchozi
kapitole. Byly v ni popsany i systémy, ve kterych se ceramidy nachazely otocené svymi
hlavami smérem do vakua. Toto uspotfaddni piedstavuje sice nerovnovazny stav,
ale vzhledem k velké rigidit¢ ceramidi se jednd o zajimavy zpusob, jak ukézat jejich
nerovnovazné zmeny.

Stavba téchto boxl byla vzdy stejna (Obr. 16). Nejprve byla z danych ceramidi
sestavena dvojvrstva, kterd byla nasledné solvatovana. Za timto ucelem byl pouzit SPC/E
model molekul vody (Berendsen et al, 1987; Kusalik a Svishchev, 1994). Z takto
pripravenych systému byly pomoci néstroje grep vypreparovany jednotlivé monovrstvy
ceramidd a vrstvy vody do samostatnych gro soubori. Pomoci nastroje editconf byly
u téchto vrstev nejprve upraveny rozmery simula¢niho boxu. Poté byly jednotlivé vrstvy
posunuty v rdmci boxu v ose z do takové vysky, aby po seskupeni do jednoho boxu
vytvotily monovrstvy, které by byly vzidjemné oddélené vakuem o vySce 5 nm a z druhé
strany obklopené vodou. Posun po ose z byl proveden pomoci nastroje editconf a slozeni
vysledného boxu umoznilo pouziti nastroje grep.
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Obr. 16: Piiprava simulac¢nich boxii s monovrstvami ceramidid. Simulaéni box
s monovrstvami ceramidll byl pfipravovan ze solvatované dvojvrstvy. Ta byla rozdélena
nastrojem grep do soubort, které obsahovaly jednotlivé vrstvy. U nich byly nasledné upraveny
rozméry simulacnich boxi a pozice vrstev pomoci nastroje editconf. Tyto vrstvy byly nakonec
opét nastrojem grep spojeny do jednoho souboru, ¢imz vznikl simula¢ni box s monovrstvami,
které byly vzajemné¢ oddéleny vakuem a z druhych stran obklopené molekulami vody.

Byly simulovany nejmensi mozné systémy, a proto se li§i pocty ceramidi, které tvoii
jednu vrstvu u jednotlivych konformaci. U hairpin konformace ji tvofi 25 ceramidii
a u extended konformace 36 ceramidl. U ceramidl v hairpin konformaci kazdy systém
obsahoval 973 molekul vody a u ceramidii v extended konformaci 806 molekul vody.
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3.6 Analyza parametrii membran

Tyto parametry kvantitativné popisuji strukturu membrany. Nékteré z nich mohou byt
ziskavany jak ze simulaci, tak z experimentii. Takové parametry potom mohou poslouzit
pfi urCovani spravnosti vysledki, které byly ziskany prostfednictvim teoretické chemie.

3.6.1 Plocha lipidu

Plocha lipidu (angl. "Area per Lipid") je veli¢ina, ktera udava plochu, ktera v dané chvili
v pruméru piipada na jeden lipid. Je to velmi dulezity parametr, ktery popisuje biologické
membrany, protoze je velmi citlivy jak k hydrofilnim interakcim mezi hlavami lipida,
tak k hydrofébnim interakcim mezi nepolarnimi uhlovodikovymi fetézci. Interakce hlav
ceramidd s okolnimi molekulami vody také ovliviuji tento parametr (Chaban, 2014).

GROMACS nema program, ktery by pfimo pocital tuto veliCinu, ale lze jej urcit
pomoci programu g_energy (van der Spoel et al., 2013), kterym ziskdme velikosti boxu
v Case. Z nich uz potom muzeme plochu lipidu dopocitat. Graf pak ma na ose x Cas,
po kterou byl tento parametr méfen, a na ose y plochu na lipid v jednotkach nm?. Tento
parametr je velmi dobfe méfitelny i experimentalné. Pouziva se k tomu velké mnozstvi
metod, napf. rentgenovéd difrakce (Mclntosh a Simon, 1986), NMR spektroskopie
(Petrache et al., 2000). Tento parametr je ale snadno ovlivnitelny experimentalnimi
podminkami Napft. pro teplotu plati, ze se zvySujici teplotou roste i hodnota plochy lipidu
(Pan et al., 2008).

3.6.2 Distribuce thli sviranych retézci ceramidu

Distribuce thli je parametr, ktery mize napoveédét, jaké je zastoupeni jednotlivych
konformaci ceramidi. Mizeme méfit jak uhel, ktery se nachazi mezi fetézci ceramidu,
tak thel mezi vektorem, ktery je definovan dvéma atomy na lipidovych residuich, a osou
z (angl. "tilt angle"). Pro prvné jmenovany uhel ma GROMACS (van der Spoel et al.,
2013) program g angle, pro ten druhy pak g sgangle. Graf bude mit obou piipadech
na ose X (Uhlové) stupné€ a na ose y bude jejich relativni zastoupeni.

3.6.3 Analyza vodikovych vazeb

Vodikova vazba (angl. "Hydrogen Bond") patii mezi zdkladni nekovalentni interakce
a hraje velmi dillezitou roli pfi stabilizaci struktur biomolekul. Jejich analyzu v programu
GROMACS umoziiuje podprogram g hbond (van der Spoel et al., 2013). Jestli je
vodikova vazba pfitomna, rozhoduje podle dvou parametri (Obr. 17). Prvnim z nich je,
ze vzdalenost donoru a akceptoru musi byt minimalné 0,35 nm, a druhym je, ze thel mezi
vodikem, donorem a akceptorem je minimalné 30°.
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Obr. 17: Geometrické parametry vodikovych vazeb. Parametry, podle kterych program
g hbond rozhoduje o existenci vodikové vazby, jsou vzdalenost donoru (D) a akceptoru (A)
a thel (o), ktery sviraji vzhledem k atomu vodiku. Pfevzato z van der Spoel et al. (2013).
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem simulaci bylo popsat, jak rozdily ve struktuie sfingosinového fetézce ovliviuji
chovani ceramidi, pokud se z jedné strany dotykaji vody a z druh¢ jsou vystaveny vakuu.

4.1 Vliv sfingosinového retézce na konformaci ceramidi

Pokud systém neni tepeln¢ stabilni, tak se pfi zvySovani teploty bude ménit distribuce
uhla, které sviraji postranni fetézce ceramidii. Pokud se méni, tak dochazi ke zméné jejich
konformace a tim padem neni struktura, ve které se vyskytovaly na zacatku, stabilni.

V simulacich je vidét, ze u systtmu H WO--A--OW ceramidu NS24 nedochazi
pfizvySovani teploty k téméf zadné zmeéné distribuce thl, které byly nasbirdny v rozsahu
30 — 100 ns (Obr. 18A). Ze zmény zastoupeni jednotlivych konformaci v ¢ase pii 370 K
(Obr. 18B) je videt, Ze se u tohoto systému neménilo zastoupeni uhlii ani v ¢ase. Stejné
tomu bylo i pfi nizsich teplotach, z ¢ehoz plyne, ze systém je ekvilibrovany a pro ceramid
NS24 stabilni.

Vysledky, které byly ziskdny ze simulaci tohoto systému u ceramidu ND24 (Ptiloha 1),
se shoduji s popisem u NS24. U ceramidu NP24 (Ptiloha 2) simulace pfi nejvyssi teploté
nedob¢hla do konce, ale pfi nizSich teplotach se distribuce thli rovnéz shodovala.
Rozdily byly vSak viditelné u ceramidi NH24 (Ptiloha 3) a NT24 (Ptiloha 4), u kterych
bylo mozné pozorovat i ptitomnost molekul v konformaci ,,V-shape®. U ceramidu NH24
tato situace nastala sice az pii 370 K, ale u ceramidu NT24 byla konformace
,» V-shape* zastoupena jiz pii 296 K.

U systtmu H_W--OAO--W pro ceramid NS24 je v distribuci 0hll, které byly
nasbirany v rozsahu 30 — 100 ns, vidét oproti niZz§im teplotam zména az pii 370 K
(Obr. 18A), kdy dochazi k poklesu zastoupeni ceramidii v ,,hairpin® konformaci a je
mozné u tohoto systému pozorovat ceramidy i v konformacich ,,V-shape* a ,,extended*.
Pievazné jsou zde viak stale zastoupeny molekuly v ,hairpin“ konformaci. Casovy
prubéh distribuce thli pti 370 K (Obr. 18B) ukazuje, Ze dochazi k souc¢asnému poklesu
poc¢tu  molekul v hairpin® konformaci a ke zvySovani poctu molekul
v ,,extended* konformaci. Tyto trendy ukazuji, ze molekuly ceramidi zde piechazeji mezi
témito konformacemi, coz zaroven znamena, ze se systém jesté nenachazi v rovnovaze.

Molekuly ostatnich ceramidii se v tomto systému nachéazely pfi niz§ich teplotach pouze
v hairpin®“ konformaci. Monovrstvy ceramidy NP24 (Ptiloha 2) a NT24 (Ptiloha 4)
pfi teplot¢ 370 K nedobéhly do konce, takZe je nelze popsat, ale ceramidy ND24
(Ptiloha 1) i NH24 (Ptiloha 3) rovnéz ptechéazely do ,,extended* konformace.

Ze simulaci je tedy vidét, ze systétm H WO--A--OW je tepeln¢ stabilnéjsi nez systém
H W--OAO--W. Jeho v¢tsi stabilita je zieymé dana vyraznéji rozvinutou siti vodikovych
vazeb mezi ceramidy a vodou (viz dale), které ho stabilizuji.
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Obr. 18: Uhly svirané postrannimi Fetézci ceramidii. Obrazek dokumentuje méfeni uhl,
které sviraji postranni fetézce ceramidi (dale jen uhly). U obrazkt (A) a (B) horni dva grafy
vzdy popisuji systémy s ceramidy v ,hairpin“ konformaci a dolni dva grafy zase systémy
s ceramidy v ,,extended konformaci. Na obrazku (A) je vidét, jak se zménilo rozlozeni uhli
nasbiranych v rozsahu 30 — 100 ns u ceramidu NS24 v zavislosti na simulacnich teplotach.
U ceramidui v hairpin konformaci je vidét, ze u systému H_ W--OAO--W na rozdil od systému
H WO--A--OW dochazi s rostouci teplotou ke zméné distribuce uhli, a proto je méné teplotné
stabilni. U systémtl s ceramidy v extended konformaci je vzdy vidét velky podil molekul
v konformaci ,,V-shape®. Pii teploté 370 K dochazi k vyrazné zméné distribuce thli u systému
E W-O--A--O-W, takZe je zfejm¢ pro NS24 méné teplotné stabilni nez E W--O-A-O--W.
Obrazek (B) ukazuje, jak se v ¢ase ménilo rozlozZeni uhld u ceramidu NS24 pii teplote 370 K.
Je vidét, ze u systému H WO--A--OW na rozdil od systému H W--OAO--W nedochazi ke
zméne€ zastoupeni uhll v Case, a proto je vice teplotn¢ stabilni. U systémi, ve kterych ceramidy
zacinaly v ,extended” konformaci (dolni dva grafy), je vzdy vidét velky podil molekul
v konformaci ,,V-shape®.
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Graf syst¢tmu E W--O-A-O--W ceramidu NS24 ukazuje (Obr. 18A), ze u simulace
pii 296 K se vétsi ¢ast molekul nachazi v konformaci ,,V-shape®, ale ¢ast jich stale
setrvava v ,,extended* konformaci. Pfi 310 K se uz molekuly ceramidii nachézeji pouze
v konformaci ,,V-shape®, coz jim vydrzi i pii 370 K. Jak je vidét ze zastoupeni konformaci
v Case (Obr. 18B), tak v systému doslo velmi rychle k pfechodu mezi konformacemi
»extended* a ,,V-shape®, ktera je asi pro ceramid NS24 v tomto systém nejstabilngjsi.

Az na ceramid NP24 (Ptiloha 2) je u vSech ostatnich ceramidli v tomto usporadani
rovnéz preferovana konformace ,,V-shape™. U ceramidd NH24 (Ptiloha 3) a NT24
(Ptiloha 4) je vidét, ze pii 370 K se objevuje i konformace ,.extended”. Je tedy
pravdépodobné, ze pritomnost hydroxylové skupiny na sfingosinovém fetézci vybizi
molekuly ceramidii k zaujeti ,,extended konformace. Z graft, které ukazuji Casové
zmeény v zastoupeni jednotlivych konformaci pti 370 K, je vidét, Ze v jejich monovrstvach
dochdzi k vyrazn¢jSim zménam konformace neZ u zbylych ceramidi (Obr. 18B;
Priloha 1B - 4B).

U systétmu E W-0--A--O-W s ceramidem NS24 se jak pii 296 K, tak pfi 310 K
vSechny molekuly nachéazeji v konformaci ,,V-shape* (Obr. 18A). Pii 370 K doslo
k vyrazné zméné¢ distribuce Uhli a narostl pocet molekul, které zaujaly
wextended” konformaci. Casovy priibéh zastoupeni konformaci (Obr. 18B) ukazuje,
ze dochazi k vyraznam zméndm mezi konformacemi ,,extended* a ,,V-shape®.

Obr. 19: Zména konformace ceramidu. Ceramidy umi zménit svou konformaci z
,hairpin® na ,.extended*. D¢laji to postupnym otocenim svého kratsi, tj. sfingosinového,
fetézce. Na obrazku je vidét tato zména u jednoho ceramidu NS24 (systém H W--OAO--W,
370 K), ktery je zvyraznény Zlutou barvou. Zelena kulicka predstavuje jeho dusik a cervené
kuli¢ky jeho kysliky. Seda je monovrstva ceramidil, do které patii, a modré je vrstva molekul
vody.
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U vSech simulaci tohoto syst¢ému s ceramidem ND24 bylo mozné vidét pouze
konformaci ,,V-shape* (Priloha 1). U ceramidii NH24 (Ptiloha 3) a NT24 (Ptiloha 4) byla
vzdy rovnéz dominantni konformace ,,V-shape®, ale pfi 370 K dochazi u obou ceramidi
1 k pfechodu molekul do ,,extended* konformace. Molekuly ceramidu NP24 (Ptiloha 2)
se v tomto systémt vzdy nachazely pouze v ,,extended* konformaci.

Jak bylo mozné vidét, tak ceramidy s dlouhymi acylovymi fetézci méni konformaci
pouze z ,.hairpin® na ,,V-shape* ¢i ,,extended* (Obr. 19), ale opatnym smérem tento déj
nebyl zaznamendn. Zména konformace z ,hairpin“ na ,,extended* byla v simulacich
pozorovana hlavné u nerovnovazného systétmu H W--OAO--W. Ceramidy ji zde
provadély oto¢enim svého kratsiho, tj. sfingosinového, fetézce smérem do vakua.

4.2 Vliv typu a konformace ceramidii na plochu lipidu

Jak rGzné konformace ceramidd, tak jejich struktura se projevuji na ploSe, kterou
v monovrstvé zaujima jeden lipid (APL). Hodnoty tohoto parametru pro vsechny
simulované systémy pfi 310 K jsou umistény na Obr. 20B.

Pti srovnani hodnot APL u obou simulovanych ,hairpin“ systémi (Obr. 20B, Obr.
20E) je vidét, Ze nizsi hodnoty tohoto parametru jsou vzdy u systému H W--OAO--W.
Je to zfeymé zplsobeno tim, Ze ceramidy zde ve V&tsi mife prechazeji z
,hairpin“ do ,,extended* konformace, coz pochopiteln¢ v diisledku zmensuje 1 plochu
monovrstvy.

Hodnota APL je u obou systému s ceramidy NS24 v , hairpin® konformaci niz$i nez
u odpovidajicich simulaci s ceramidy ND24 (Obr. 20B). Za tento pokles je zfejmée
zodpovédna C4 trans dvojna vazba ceramidu NS24, ktera umoZiiuje tésné;si usporadani
ceramidil v membrané (Brockman et al., 2004).

Srovnani APL ze simulaci s ceramidem NS24 v  hairpin“ konformaci
a s odpovidajicimi simulacemi ceramidu NH24 (Obr. 20B) naznacuje, ze hydroxylova
skupina, kterou se oba ceramidy lisi, zvétSuje hodnotu APL. Pfidani dal$i hydroxylové
skupiny do sfingosinového fetézce uz vSak tak vyrazny vliv nema, jak je vidét u simulaci
s ceramidem NT24 (Obr. 20B).

Srovnanim hodnot APL u systémt s ceramidy NS24 v ,hairpin® (Obr. 20C)
a ,,extended” konformaci (Obr. 20D) je vidét, Ze nizS§i hodnoty tohoto parametru
charakterizuji vzdy systémy s ceramidy v konformaci ,.extended“. Oba systémy
s ,,extended” molekulami maji u dan¢ho ceramidu pii stejné teplot¢ vzdy zhruba
srovnatelné hodnoty APL (Obr. 20D).

C4 trans dvojnéd vazba nemd na hodnoty APL ceramidii v ,,extended* konformaci
zadny vyznamny vliv, jak ukazuje srovnani jejich hodnot u ceramidtit ND24 a NS24 (Obr.
20B,D). Pokud se ve struktufe ceramidu vyskytuje néjakd hydroxylova skupina,
tak dochézi ke zvySeni hodnoty APL, coz je vidét hlavn€ u dvojice ceramidi NS24
a NH24 (Obr. 20B,D).
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CERAMID KONFORMACE A [nm?] T [K] EXPERIMENT/SIMULACE ZDRO])
NS24 Extended 0,250-0,300 325 Experiment Dahlen a Pascher, 1979
NS24 Hairpin 0,378 323 Experiment Brockmann et al., 2004
NS24 Hairpin 0,42 323 Experiment Lofgren a Pascher, 1977
NS24 Hairpin 0,40 325 Experiment Dahlen a Pascher, 1979
NS24 Hairpin 0,40 - 0,45 300 Experiment Scheffer et al., 2005
NS24 Hairpin 0,404 300 Simulace Papadimitriou et al., 2014
NS24 Hairpin 0,374 323 Simulace Notman et al., 2007
NS16 Hairpin 0,424 305 Simulace Guo et al., 2013
NP16 Hairpin 0.421 305 Simulace Guo et al., 2013
A
CERAMID H WO--A--OW H_W--0AO--W E_W--0-A-O--W E_W-0--A--0-W
ND24 0.450 + 0.006 0.404 + 0.005 0.273 + 0.001 0.273 + 0.001
NS24 0.436 + 0.003 0.390 * 0.004 0.276 + 0.002 0.275 £ 0.002
NP24 0.449 + 0.004 0.407 = 0.007 0.269 + 0.001 0.270 £ 0.001
NH24 0.480 + 0.007 0.430 £ 0.004 0.304 + 0.002 0.327 £ 0.002
NT24 0.498 + 0.016 0.448 + 0.005 0.289 + 0.002 0.291 + 0.002
B
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Obr. 20: Plocha lipidu v ceramidové monovrstvé. Obrazek dokumentuje, jak struktura
sfingosinového fetézce a konformace ceramidii ovliviiuji hodnoty plochy lipidu (APL).
V tabulce (A) jsou uvedeny hodnoty APL dostupné v literatuie. V tabulce (B) jsou shrnuty
hodnoty APL pro vSechny simulované systémy a ceramidy pii 310 K. Experimentalné
zjisténym hodnotam odpovida APL u systému H WO--A--OW, jejiz hodnoty jsou vyneseny
do grafu (C), ktery zaroven ukazuje vliv struktury sfingosinového fetézce na hodnoty APL
u ,.hairpin“ konformace. Stejny vyznam ma pro ,.extended* konformaci graf (D). Jak byly
hodnoty APL ovliviiovany uspofaddnim simulovaného systému, je potom u ceramidu NS24
vidét na grafu (E).



Hodnoty APL u ceramidu NS24 v extended konformaci byly experimentalné
stanoveny z krystalu pomoci rentgenové difrakce (Dahlen a Pascher, 1979). Mohou se
pohybovat zhruba v rozmezi od 0,250 nm? do 0,300 nm?. Horni hranice, tj. 0,300 nm?,
odpovidd monovrstve, ve které jsou lipidy vyrovnany jeden vedle druhého a své polarni
hlavy maji usporaddané v jedné rovin€. Polarni hlavy jsou objemné¢jsi, a proto zabiraji
v monovrstvé velkou plochu. Retézctim tak zbyva piili§ mnoho volného prostoru, takze se
musi naklonit, aby byl ve struktufe zajistén jejich vzajemny kontakt. Diky tomu mohou
pfi stejné hodnoté APL zaujmout i dvé€ jiné rovnocenné pozice. Jednou moznosti je,
ze tetézce budou v membranég naklonény od jeji osy z, ale kazdy z fetézci bude sméfovat
na opacnou stranu, a druhou moznosti je, Ze naklonéné fetézce budou sméfovat stejnym
smérem, ¢imz molekula zaujme konformaci ,,V-shape“. Dolni hranice APL u extended
konformace je zhruba 0,250 nm?. Ta odpovida situaci, kdy jsou molekuly ceramidd opét
vyrovnany vedle sebe, ale jejich hlavy se nenachazi v jedné roving€, nybrz nékteré se z ni
posunuly nahoru ¢i dolt. Tim padem se v roving, ve které se hlavy ptivodné nachézely,
objevil jeden z fetézcl ceramidu, ktery ovSem nezaujima tak velkou plochu, coZ umoznilo
ceramidiim se tésnéji pfimknout k sob&é. Hodnoty APL, které byly ziskany ze simulaci
(Obr. 20B), jenz jsou zde popisovany, se nachazeji v experimentaln¢ stanoveném rozsahu.

APL se experimentalné zjiStuje méfenim tzv. Langmuirovy monovrstvy (Wilke,
2014). Kdyz se amfifilni molekuly, napt. ceramidy, které jsou rozpusténé v organickém
rozpoustédle, vystavi vodnimu povrchu, tak jejich roztok rychle zaplni plochu,
kterou maji k dispozici. Zatimco organické rozpousStédlo se vypatuje, tak amfifilni
molekuly se snazi natocit tak, aby co moznd nejvice zmenSily kontakt mezi vodou
a nepolarnimi fetézci, ale zdroven maximalizovali kontakt mezi vodou a jejich polédrni
casti. Vysledkem je tenky film, ktery ma tlouStku jedné molekuly a nazyva se
Langmuirova monovrstva. Z tohoto diivodu zhruba odpovidaji experimentalné naméfené
hodnoty APL tém ze simulace systtmu H WO--A--OW.

V simulaci systému H WO--A--OW pti 310 K, ktery se skladal z ceramidi NS24, byla
uréena hodnota jeho APL na 0,436 + 0,003 nm? (Obr. 20B). Je to trochu vice, neZ je
vétsina experimentalnich hodnot (Obr. 20A), napt. 0,38 nm? (Brockman et al., 2004),
0,42 nm? (Lofgren a Pascher, 1977), ale spada do rozsahu hodnot experimentilné
zjiSténych Schefferem et al. (2005).

4.3 Sit vodikovych vazeb

Vodikové vazby jsou dilezité pro udrzeni struktury celé fady biomakromolekul a rovnéz
1 pro uspotfadani molekul ceramidt (Dahlen a Pascher, 1979; Rerek et al., 2001). Jejich
popis, ktery je dale uveden, byl ziskan analyzou simulaci pii 310 K, coz je fyziologicka
teplota ¢lovéka. Naméfené hodnoty, které budou dale uvadény, jsou prumérné pocty
vodikovych vazeb mezi danymi partnery, jenz jsou vztazené na jednu molekulu ceramidu.
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Obr. 21: Funké¢ni skupiny simulovanych ceramidi. V ramci této prace bylo pouzito pét
ceramidid, které se liSily strukturou sfingosinového fetézce. Rozdily ve struktufe jsou
na obrazku vyznaceny cervené. Modré popisky potom pfiifazuji jednotlivym funkénim
skupindm oznaceni, pod kterym se o nich mluvi dale v textu.

4.3.1 Intramolekularni vodikové vazby v ceramidech

Ceramidy maji pfedev§im v oblasti hlav nékolik funkénich skupin (Obr. 21),
které mohou vytvaret vodikové vazby nejen mezi riznymi molekulami, ale 1 v ramci
jedné molekuly ceramidu. Ve vSech simulovanych systémech (Obr. 22A) byla detekovana
intramolekularni vodikova vazba mezi hydroxylovymi skupinami OHl1 a OH3
(Obr. 22D), coz ukazuje, Ze je ziejme charakteristicka pro vSechny simulované ceramidy.

Pti srovnani intenzit této vazby u systému s ceramidy ND24 a NS24 (Obr. 22A,B) je
vétSinou vidét, Ze u ceramidu ND24 jsou jeji hodnoty niZz§i nez u ceramidu NS24.
Vyjimku v tomto sméru tvoti systém H_ W--OAO--W (Obr. 22B).

Pokles intenzity intramolekuldrni vodikové vazby mezi hydroxylovymi skupinami
OHI a OH3 je zplsoben ztratou C4 trans dvojné vazby (Li et al., 2002). Jeji ztrata ma
vliv 1 na fazové chovani ceramida (Stahlberg et al., 2015). Ceramid NS24 preferuje
orthorombickou fazi, zatimco u ceramidy ND24 byla z 25 % nahrazena fazi izotropni,
kterou na rozdil od orthorombické faze snadnéji prochazeji latky. Toto pozorovéni
ukazuje na dilezitost C4 trans dvojné vazby pro funkci strata cornea jako kozni bariéry.
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CERAMID VODIKOVA VAZBA H_WO--A--OW H_W--OAO--W E_W--0-A-0--W E_W-0--A--O-W

ND24 OH1-OH3 0,69 + 0,06 0,78 + 0,06 0,59 + 0,05 0,58 + 0,05
NS24 OH1-OH3 0,85 * 0,03 0,85 £ 0,03 0,76 + 0,05 0,75 + 0,05
NP24 OH1-OH3 0,76 + 0,06 0,77 £ 0,05 0,57 + 0,06 0,59 + 0,05
NH24 OH1-OH3 0,85 + 0,05 0,83 + 0,05 0,76 + 0,05 0,86 + 0,04
NT24 OH1-OH3 0,85 + 0,05 0,75 + 0,05 0,19 + 0,04 0,11 + 0,02
02-0H3 <0,1 <0,1 0,34 + 0,02 0,42 + 0,02
OH6-0OH8 0,50 + 0,07 0,54 £ 0,07 0,59 + 0,05 0,63 + 0,05
A
L0 L0
= ND24
L O] OH1-OH3
0 NS4 -I- O 02-0H3
B OH6-OHS
Z 05 Z 051

0.0 | 0,0 ﬂ ﬁ
= ﬂ _0
\ A ®

oN oW oW oW N W oW
B N -3 N N
O R O (WO g WO O o
3 ¥ ;
I % 9
% g ' T
y § % y 3
h3 P A,
i 4 % ¢
¢ % ——
X * 3 \ W \
] ag s Bl h. N, )
s 4 by
4 e Sy
) ‘ A B

D E F

Obr. 22: Intramolekularni vodikové vazby. V tabulce (A) jsou uvedeny intramolekularni
vodikové vazby simulovanych ceramidi, jejichZ primérna hodnota vztazena na jednu
molekulu ceramidu byla vyssi nez 0,1, tj. které se v priméru vyskytuji u vice jak 10 % molekul.
Graf (B) ukazuje, ze C4 trans dvojna vazba zvySovala intenzitu intramolekularni vodikové
vazby mezi hydroxylovymi skupinami OH1 a OH3 s vyjimkou systému H W--OAO--W. U
ceramidu NT24 se kromé¢ vazby mezi hydroxylovymi skupinami OH1 a OH3 (D) vyskytovaly
1 vazby mezi ketoskupinou O2 a hydroxylovou skupinou OH3 (E) a hydroxylovymi skupinami
OHG6 a OHS8 (F). Graf (C) ukazuje u ceramidu NT24 vztah mezi t€émito vazbami a konformaci
jeho molekul.
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Ceramid NT24 ma ve své struktuie vice hydroxylovych skupin nez ostatni simulované
ceramidy, coz mu umoznuje rozvinout rozsahlejsi a pestiejsi sit’ vodikovych vazeb jak
intermolekularnich (Pfiloha 5), tak intramolekularnich. Neni tedy divu, Zze pouze
u simulaci s ceramidem NT24 se objevily i1 dvé jiné intramolekularni vodikové vazby
(Obr. 22A). Prvni z nich byla mezi ketoskupinou O2 a hydroxylovou skupinou OH3
(Obr. 22E). Ta je u ceramidu NT24 ziejmé charakteristicka pro ,,extended konformaci
(Obr. 22C), protoze v ,hairpin“ konformaci se téméf nevyskytovala. Druha se potom
nachazela mezi hydroxylovymi skupinami OH6 a OHS8 (Obr. 22F). Ta je pro ceramid
NT24 typicka, protoze byla detekovana ve vsech jeho konformacich. Bez zajimavosti
neni, ze vazba mezi hydroxylovym iskupinami OH1 a OH3 je u ceramidu NT24
charakteristicka pro ,,hairpin“ konformaci (Obr. 22C).

4.3.2 Intermolekularni vodikové vazby mezi ceramidy

U vsech simulovanych ceramidii je shodna struktura sfingosinového fetézce od prvniho
ke tretimu uhliku (Obr. 21). Tato ¢ast, ktera se nazyva hlava, obsahuje spolu se za¢atkem
acylového fetézce polarni skupiny (aminoskupina NH, ketoskupina O2, hydroxylové
skupiny OH1 a OH3), jenz mezi sebou vytvari vodikové vazby charakteristické
pro vSechny simulované ceramidy. Vyskytuji se u vSech ceramidd bez ohledu na jeho
sfingosinovy fetézec ¢i konformaci. Jsou to vodikové vazby mezi aminoskupinou NH
a bud’ ketoskupinou O2 a nebo hydroxylovymi skupinami OH1 ¢ OH3 (Obr. 23,
Ptiloha 5). Tyto vazby byly zastoupeny nékdy vice, nékdy zase méné nebo v minimu
pripadl chybéla vodikova vazba k jedné z hydroxylovych skupin, ale tento zékladni
motiv bylo vzdy moZzné pozorovat.

Vodikové vazby

----- Intramolekularni
----- Intermolekularni

----- S vodou

Obr. 23: Diagram vodikovych vazeb charakteristickych pro ceramidy. Zda se, ze vodikové
vazby mezi funkénimi skupinami z oblasti hlav jsou pro ceramidy charakteristické. Schéma
znazoriiuje vodikové interakce ceramidu NS24. Vodikové vazby intramolekularni jsou
na obrazku naznaceny Cervené, intermolekularni mezi ceramidy zelen¢ a intermolekularni
s vodou modfre.
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Zaklad sit¢ vodikovych vazeb mezi ceramidy byl popsan i experimentalné pomoci
nukledrni magnetické rezonance (Li et al., 2002). Autofi studie zjistovali, jaky vliv ma
ztrata C4 trans dvojné vazby, ke které dochazi u CER[NAS], na tvorbu vodikovych vazeb.
Tato strukturni zména totiz ziejm¢e ovliviuje 1 biologickou aktivitu molekuly, jelikoz
CER[NS] na rozdil od CER[NAS] slouzi jako druhy posel (signalni molekula), ktery
reguluje rast, diferenciaci a apoptdzu bunky. U obou ceramidii navrhuji, Ze aminoskupina
NH je donorem protonu pro hydroxylové skupiny OH1 a OH3 sfingosinového fetézce,
coz je v souladu s naSimi simulacemi. Cel4 sit’ je stabilizovana flip-flop interakcemi
molekul vody. Dospéli také k zaveru, ze ztradta C4 trans dvojné vazby ma za ndsledek
pokles hodnoty intramolekuldrni vodikové vazby mezi hydroxylovymi skupinami OH1
a OH3. Tyto interakce poldrni ¢asti ceramidd jsou nezavislé na délce acylového fetézce.

U vSech systémi s ceramidy v ,hairpin®“ konformaci byla vyznamné zastoupena
intermolekularni vodikovd vazba mezi aminoskupinou NH a ketoskupinou 02
(Obr. 24A,B,D). U ,,extended* konformace tato interakce naopak slabne a né¢kdy dokonce
zcela chybi (Obr. 24A) a misto ni se objevuje interakce mezi aminoskupinou NH
a hydroxylovou skupinou OHI, ktera je pro tuto konformaci charakteristicka
(Obr. 24B,E).

Podle simulaci pfitomnost hydroxylové skupiny na sfingoidnim fetézci (ceramidy
NP24, NH24, NT24) nepfiinesla zadnou dal$i vyznamné zastoupenou intermolekularni
vodikovou vazbu mezi ceramidy. Naopak bylo detekovano vétsi mnozstvi rtiznych
vodikovych vazeb, které mély mensi intenzitu (Pfiloha 5). Napt. ceramid NH24 obsahuje
ve své struktuie oproti ceramidu NS24 navic jednu hydroxylovou skupinu OH6 a byly
u néj navic detekovany napft. intermolekuldrni vodikové vazby mezi aminoskupinou NH
a hydroxylovou skupinou OH3, hydroxylovymi skupinami OH1 a OH3, aminoskupinou
NH a hydroxylovou skupinou OH6, ketoskupinou O2 a hydroxylovou skupinou OH6
(Ptiloha 5).

V tad¢ ceramidi NS24, NH24 a NT24 roste pocet hydroxylovych skupin
ve sfingosinovém fetézci. Stejnym smérem, jakym roste pocet hydroxylovych skupin,
v této fad¢ také klesa intenzita interakce mezi aminoskupinou NH a ketoskupinou O2
u ,,hairpin® konformace (Obr. 24C) a interakce mezi aminoskupinou NH a hydroxylovou
skupinou OH1 u ,,extended* konformace (Obr. 24C).

Z ceramidq, které ve svém sfingosinovém fetézci obsahuji hydroxylovou skupinu, je
nejvice experimentalné prozkouman CER[NP]. Byla u né¢j navrZena rozsahlejsi sit’
vodikovych vazeb, nez se nachazi u CER[NS] a to jak experimentalné (Rerek ef al., 2001;
Skolova et al., 2017), tak vypodetné (Guo et al., 2013). Biologicky vyznam jeho
hydroxylace vSak doposud neni znam. Bylo navrZeno, Ze CER[NP] muze sniZovat
propustnost strata cornea tim, ze redukuje poSkozeni jeho struktury nebo usporadava
kapalné domény, kterymi mohou latky pronikat snadnéji nez jeho zbylymi ¢astmi (Rerek
et al., 2005).

36



CERAMID VODIKOVA VAZBA H_WO--A--OW H_W--0AO0--W E_W--0-A-0--W E_W-0--A--0-W

ND24 NH-02 0,44 + 0,05 0,83 + 0,04 0,19 + 0,01 0,19 + 0,01
NH-OH1 0,12 + 0,04 < 0,1 1,23 + 0,06 1,24 + 0,06
NS24 NH-02 0.44 *+ 0.02 0,72 + 0,02 0,16 + 0,03 0,20 + 0,02
NH-OH1 [ <0,1 < 0,1 0,91 + 0,07 L,07 + 0,07}
NP24 NH-02 0,21 + 0,05 0,58 + 0,04 <0,1 0,12 + 0,02
NH-OH1 <0,1 <0,1 1,31 + 0,10 1,00 + 0,06
NH24 NH-02 0,32 £ 0,03 0,47 £ 0,03 0,14 £ 0,03 <01
NH-OH1 <0,1 <0,1 0,81 + 0,05 0,91 + 0,04
NT24 NH-02 0,24 + 0,05 0,43 + 0,04 0,34 £ 0,03 0,44 + 0,03
NH-OH1 <0,1 <0,1 0,24 + 0,03 0,20 + 0,04
A
10-— 0 NH-02 lO-— [ NH-02
! [ NH-OH1 il I NH-OHIL
z 4
0.5 0,5
oW oW oV oW NS24 NH24 NT24
A A g e
“"No " (A} «‘ok\e)ﬂo.h
B C

D E

4 .

Obr. 24: Intermolekularni vodikové vazby mezi molekulami ceramidu. NejduleZitéjSimi
intermolekuldrnimi  vodikovymi vazbami jsou interakce mezi aminoskupinou NH
a ketoskupinou O2 (D) u ,hairpin“ konformace a interakce mezi aminoskupinou NH
a hydroxylovou skupinou OH1 (E) u ,,extended* konformace, coz je vidét u ceramidu NS24
(B). S rostoucim poctem hydroxylovych skupin ve sfingosinovém fetézci klesa intenzita téchto
dvou vazeb (C).

37



Na druhou stranu ale pii pokusech, které byly délany na membrandch slozenych
z CER[NP], kyseliny lignocerové, cholesterolu a 5% (m/m) cholesterolsulfatu,
vykazovaly membrany s NP24 mens$i podil orthorombické faze, kterda je pro latky
neprostupnd, a mensi tepelni stabilitu nez membrany s NS24 & ND24 (Skolova et al.,
2017). NP24 se také na rozdil od NS24 nemichal s kyselinou lignocerovou, ktera se
nachazelo v orthorombické fazi, ale zGstaval ve fazi hexagonalni. Jeho hydroxylova
skupina ho tedy pted takovymto misenim né&jakym zptsobem chrani (Skolova et al.,
2017).

4.3.3 Intermolekularni vodikové vazby mezi ceramidy a vodou

Sit’ vodikovych vazeb mezi molekulami ceramidt a vody bylo mozné pozorovat pouze
u simulaci systtmu H WO--A--OW (Obr. 25A). Tyto vodikové vazby u kazdého
ceramidu svym poctem pievySovaly vodikové vazby mezi ceramidy samotnymi,
které byly popisovany v minulé kapitole.

Stejné jako v predchozim ptipad¢ tak i zde je mozné pozorovat jakési zakladni schéma,
kterym ceramidy v simulacich interagovaly. Toto schéma bude popsano na ceramidu
NS24 (Obr. 23).

Simulace ukézaly, ze hydroxylova skupina OH1 se ze vSech funk¢nich skupin nejvice
podili na vodikovych vazbach mezi ceramidy a vodou (1,00 + 0,07). Pfevazné vystupuje
jako donor protonti (0,61 £ 0,05) pro kyslik z molekuly vody, ale zaroven funguje i jako
jejich akceptor (0,38 + 0,06). Experimentalné bylo potom pozorovéno, jak se k této
hydroxylové skupin¢ molekuly vody otaceji stiidavé svymi vodiky a svym kyslikem
(Adhikari et al., 2016), coz vysvétluje namétrené hodnoty.

Vodikové vazby s vodou tvofily v simulacich 1 zbylé kyslikaté funkcni skupiny,
které se vyskytuji na ceramidu NS24. Jak ketoskupina O2 (Obr. 25A), tak hydroxylova
skupina OH3 (Obr. 25A) jsou pouze akceptory vodikovych protonti molekul vody.
Nejméne¢ se na interakcich mezi vodou a ceramidy podili aminoskupina NH (Obr. 25A),
ktera je vyhradné donorem vodiki pro kyslikové atomy z molekul vody. Chovani téchto
funkénich skupin odpovida i vysledklim experimentu (Adhikari et al., 2016).

U vodikovych vazeb mezi ceramidem NS24 a vodou byly ze dvou tfetin donorem
protoni molekuly vody (1,62 + 0,07) a pouze z jedné tietiny molekuly ceramida (0,82 +
0,06). Toto zjiSténi je v souladu s pozorovanimi, kterd experimentaln¢ ucinil Adhikari
et al. (2016). Tvrdi, Ze se molekuly vody na neionizovaném rozhrani mezi ceramidy
a vodou radéji orientuji svymi vodikovymi atomy smérem k lipidim neZ smérem
do vodné faze. Toto uspofadani je dano pfedev§sim hydroxylovou skupinou OH3
z ceramidu, jejiZ kyslik je akceptorem vodikovych atomil vody, zatimco jeji vodik vytvari
intramolekularni vazbu s kyslikem z hydroxylové skupiny OH1.
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FUNKCNI AKCEPTOR/DONOR
SKUPINA ND24 NS24 NP24 NH24 NT24 VODIKU
CER 2,40+ 0,14 2,43+ 0,09 1,94+ 0,11 324+ 0,17 4,17 + 0,20 A/D
NH 0,19+ 0,04 [019+003] 004+002 [038+005 057005 D
OH1 0,98 + 0,10 0,99 £ 0,07 0,75 + 0,08 1,04 £ 0,10 1,03 £ 0,11 A/D
02 0,80+ 0,07 081+005 1,06+0,06 081+007 080+0,10 A
OH3 0,43+ 0,07 045+005 006+0,03 063+007 082+0,08 A
OH4 0,03 £ 0,02 A/D
OH6 0,37 + 0,06 0,67 + 0,00 A/D
OH8 0,29 £ 0,07 A/D
A
s0 w
— NH-SOL
I NI-02*
40
3
b3 301 F
o Z 05-
8 20k L
= I
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M D24 NsS24 NP24 NH24 NT24 o NS24  NH24  NT24
B C
0
[ OH3-50L
BB NH-OI3 * % Vodikové vazby
""" Intermolekulirni (NS24 > NH24 > NT24)
7T {1 Ak N L7 L. S vodou (NS24 < NH24 < NT24)
Z 05
| R = (CH,),,CH, pro N§24
| R = CHOH(CH,),,CH, pro NH24
o r Ii R = (CH),(OH},(CH,),,CH, pro NT24
! NS24  NH24  NT24
D E

* Intermolekularni vodikové vazby mezi ceramidy u systému H_WO--A--OW

Obr. 25: Intermolekulirni vodikové vazby mezi molekulami ceramidi a vody. V tabulce
(A) jsou uvedeny vodikové vazby mezi vSemi funk¢nimi skupinami simulovanych ceramidi
a vodou. Tyto vodikové vazby byly detekovany pouze u systému H WO--A--OW. Cisla jsou
vzdy uvedena se smérodatnou odchylkou. Data byla ziskana ze simulaci pti teploté 310 K. Graf
(B) znazornuje celkovy pocet interakci s vodou, ktery v pfepoctu pfipada na jednu molekulu
daného ceramidu. Grafy (C) a (D) ukazuji, jak s rostoucim poétem hydroxylovych skupin
ve sfingosinovém fetézci klesa pocet danych intermolekularnich vodikovych vazeb mezi
ceramidy samotnymi a nartistd pocet interakci mezi ceramidy a vodou. Tyto zmény jsou potom

schématicky vyjadreny na obrazku (E).
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Sit’ vodikovych vazeb u simulaci s ceramidem NS24 se shodovala s tou u ceramidu
ND24 (Obr. 25A), takze se zda, ze C4 trans dvojnd vazba nemd zasadni vliv na sit
vodikovych vazeb mezi ceramidy a vodou.

Také se zda, ze na rozdil od C4 trans dvojné vazby vneseni hydroxylové skupiny
do struktury sfingosinové baze ma zasadni vliv na interakce mezi ceramidy a vodou.
Vypada to, Zze vlozena hydroxylova skupina je ceramidem vyuzita k posileni interakci
mezi nim a vodou. Toto tvrzeni lze ilustrovat hned na nékolika piikladech.

Za prvé pfi srovnani celkového poctu vodikovych vazeb mezi ceramidem a vodou
(Obr. 25B) je vidét, ze v tad¢ ceramidi NS24, NH24 a NT24, kde roste pocet
hydroxylovych skupin ve sfingosinovém fetézci, také zaroven roste i pocet interakci mezi
ceramidem a vodou. Za druhé ve stejné fadé ceramidi dochazi se vzristajicim poctem
hydroxylovych skupin zaroven jak k poklesu intenzity intermolekularni vodikové vazby
mezi aminoskupinou NH a ketoskupinou O2, tak k nartistu intenzity interakci
mezi aminoskupinou NH a molekulami vody (Obr. 25C). A za tfeti dochazi opét v této
fad€ ceramidi k poklesu intenzity intermolekularni vodikové vazby mezi aminoskupinou
NH a hydroxylovou skupinou OH3 a k naristu interakci mezi hydroxylovou skupinou
OH3 a molekulami vody (Obr. 25D). VSechny tyto zmény interakci vedou k oslabent sité
vodikovych vazeb mezi ceramidy samotnymi a k posileni interakei jednotlivych molekul
ceramidll s molekulami vody (Obr. 25E). Hydroxylové skupiny, které byly diskutovany
v tomto odstavci, mohou vi¢i molekulam vody vystupovat bud jako akceptory,
nebo 1 jako donory vodikového protonu (Obr. 25A).

4.4 Retizkovani molekul ceramidi

Z analyzy simulaci vyplyva, Ze intermolekularni vodikova vazba mezi aminoskupinou
NH a ketoskupinou O2 je zifejmé spojena se zajimavym jevem, kterym je fetizkovani
molekul ceramidii (Obr. 26; Ptilohy 6 - 8). Pti pohledu shora na simula¢ni box bylo vidét,
jak se jednotlivé molekuly stavi jakoby ,,do vlacka*. Toto chovani bylo pozorovano
u vSech systémil, které se na zacatku nachézely v ,hairpin“ konformaci (Obr. 26; Ptiloha
6), pficemz vyrazn&§i byl tento jev u systtmu H W--OAO--W (Ptiloha 6),
ve kterém nebyl ovlivnén interakcemi s molekulami vody.

Simulace rovnéZ ukazuji, Ze vzniklé utvary sice drzi pohromadé interakcemi
mezi aminoskupinou NH a ketoskupinou O2, ale jejich struktura je vyznamné ovlivnéna
strukturou ceramidid. Mezi ceramidem NS24 (Obr. 26; Ptiloha 6), ktery ma C4 trans
dvojnou vazbu, a ceramidem ND24 (Obr. 26; Ptiloha 6) neni, co se tyce fetizkovani,
zadny vétsi rozdil. Oproti tomu ceramid NP24 (Obr. 26; Ptiloha 6), ktery mé misto dvojné
vazby navazanou hydroxylovou skupinu, tvoti dlouhé fetizky, ve kterych byva zapojeno
podstatné¢ vice molekul nez u ceramidu ND24. Jak je vidét z grafu, ktery popisuje Casovy
vyvoj velikosti fetizkl, tak s rostoucim ¢asem ma ceramid NP24 tendenci tvorit delsi
a delsi fetizky hlavné€ o celkové délce sedmi az osmi molekul Oproti ceramidu ND24
vykazuje niZsi zastoupeni u jednotlivych distribuci fetizk.
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Obr. 26: Retizkovani ceramidi. Retizkovani ceramidi je ziejmé spojeno s vodikovou vazbou
mezi aminoskupinou NH a ketoskupinou O2. Ukéazka fetizkli v ¢ase 100 ns je vzdy vidét v horni
casti obrazku. Barevné jsou tam vyznaceny atomy vyse jmenovanych funkénich skupin. Dole
je potom cely jev kvantifikovan. Na ose y je vidét pocet atomi v Fetizku (program g_clustsize
pridal do jednoho fetizku atomy N21, HN a 022, jejichz vzdalenost byla mensi nez 0,35 nm,
tj. délka vodikové vazby; pocet molekul ceramidl v jednom fetizku je tedy hodnota na ose y
vydélena tfemi). Vzhledem k rozdilnym rozsahtim na osach y je kazdy z grafu opatfen zelenou
linkou u klastrii s pravé 10 ceramidy (hodnota 30), ktera umoziuje jejich vzajemné porovnani.
Obrazky simulace systému H_ WO--A--OW piti 310 K.
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Ceramidy NH24 a NT24 (Obr. 26; Ptiloha 6) maji tendenci tvofit kratsi fetizky
nez ceramid NS24. Kombinace dvojné vazby a jedné hydroxylové skupiny tedy ziejmé
snizuje schopnost ceramidii vytvaret tyto struktury. Pfidani dal§i hydroxylové skupiny
u ceramidu NT24 sice tvorbu fetizkli podporuje, ale i1 pfesto jednotlivé distribuce
nedosahuji intenzit jako u ceramidu NS24. Je pravdépodobné, ze u ceramidi NH24
a NT24 bréani z protorovych diavodil tvorbé fetizkli pfitomnost jedné, respektive dvou
hydroxylovych skupin.

U systémi, v nichZz ceramidy zacinaly z ,extended” konformace, bylo mozné
fetizkovani pozorovat v podobné intenzité jako u ,,hairpin“ konformaci jen u ceramidu
NT24 (Priloha 7 a 8). Dlivodem je zfejm¢ zména orientace vodikovych vazeb. Vodikova
vazba mezi aminoskupinou NH a ketoskupinou O2 byla totiz detekovéana
v ,.extended“ konformaci pouze u ceramidu NT24, u vSech ostatnich ceramidi se misto
ni vytvofila interakce mezi aminoskupinou NH a hydroxylovou skupinou OH1. I pfesto
vSak byly pokazdé detekovany jisté fetizky, mezi kterymi vSak nejvétsi intenzitu méla
distribuce tvofend jednou molekulou. Ukéazkovym piikladem, Ze ceramidy
v ,extended* konformaci netvoii fetizky, je ceramid NH24 v systému E W-O--A--O-W
(Ptiloha 8).

4.5 Trendy chovani ceramidovych typu

Srovnani pfedeslych analyz u ceramidi ND24 a NS24 nam ukazuje, jak ovliviiuje
monovrstvy na rozhrani vody a vzduchu ptitomnost C4 frans dvojné vazby. Tento
strukturni prvek u ceramidi v ,hairpin“ konformaci snizuje hodnoty jejich APL
(Obr. 20B,C). Co se tyce vodikovych vazeb, tak nejvice ovliviiuje intramolekuldrni
vodikovou interakci mezi hydroxylovymi skupinami OH1 a OH3, kde pfitomnost dvojné
vazby zvysuje jeji intenzitu (Obr. 22B). K podobnym zéveérim dosel experimentalné i Li
et al. (2002). V ostatnich charakteristikdch mezi NS24 a ND24 nebyly pozorovany zadné
vyznamné rozdily.

Porovnani ceramidiit ND24 a NP24 nam zase fekne, co s monovrstvami na rozhrani
vody a vzduchu udéla piitomnost hydroxylové skupiny u NP24. Prekvapujici je fakt,
ze u ceramidu NP24 nedoslo ke zvySeni hodnot APL (Obr. 20A,B,C). Pfitomnost
hydroxylové skupiny se vSak projevila u distribuce thld, které sviraji fetézce ceramidil
v ,extended“ konformaci. Zde doslo oproti ostatnim simulovanym ceramidim
k jednoznacné preferenci konformace ,extended” pted ,,V-shape* (Ptriloha 1,2).
U hydroxylové skupiny lze ptredpokladat zapojeni do sité¢ vodikovych vazeb, které bylo
vidét pfedevsim u intermolekularnich vazeb mezi ceramidy. Sice nevznikla Zadnad nova
velmi vyznamnad interakce, ale byla pozorovana spletita sit’ slabSich vodikovych vazeb
(Ptiloha 5). Co se tyce fetizkovani, tak hydroxylova skupina rozhodné podporuje tvorbu
dlouhych fetizk, kdy NP24 vytvaii vibec nejdelsi pozorované fetizky (Obr. 26;
Ptiloha 6).
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Nicméné zalezi i na umisténi a poctu hydroxylovych skupin v ceramidu, jak ukazuje
srovnani mezi ceramidy NS24, NH24 a NT24. Zde se hydroxylové skupiny vyskytuji
az za dvojnou vazbou dale od hlavicky a hodnoty APL zde poté rostou, predevsim
u ,hairpin“ konformaci (Obr. 20). Zvysujici se pocet hydroxylovych skupin rovnéz
podporuje u molekul ceramidii roztazenéjsi konformace (Obr. 18; Ptilohy 3,4). U systému
H WO--A--OW s ceramidem NS24 nebylo mozné pti 370 K pozorovat zadnou molekulu
v konformaci ,,V-shape®, coz uz bylo vidét u ceramidu NH24 a vyrazné&ji i u ceramidu
NT24 (Obr. 18; Prilohy 3,4). Rostouci pocet hydroxylovych skupin ovliviiuje samoziejmé
i sit’ vodikovych vazeb. Ceramid NT24 vytvafi oproti ostatnim ceramidiim dvé pro néj
zfejmé specifické intramolekularni interakce (Obr. 22). VSechny tfi ceramidy vytvareji
stejné jako ceramid NP24 hustou sit’ mén¢ intenzivnich vodikovych vazeb mezi svymi
molekulami (Ptiloha 5). Pokud jsou jejich hlavové skupiny v kontaktu s vodou,
tak dochazi k rozvinuti sit€ vodikovych vazeb mezi molekulami ceramidil a vody na ukor
interakci mezi ceramidy samotnymi (Obr. 24, 25). Kombinace C4 trans dvojné vazby
a hydroxylové skupiny pfili§ nepfispivd k tvorbé dlouhych fetizkd ceramida (Obr. 26;
Ptiloha 6).
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5. ZAVER

Znalost strukturnich vlastnosti ceramidii je dilezita pro pochopeni, jakym zplisobem
ovliviiuji architekturu membrén strata cornea. U simulaci, které jsou popisovany v této
diplomové praci, bylo pozorovano, ze molekuly ceramidid spiSe méni konformaci
z ,hairpin“ na ,,V-shape” a nasledn¢ ,.extended, ale nikoli opacn¢. Pfitomnost
hydroxylovych skupin ve struktufe ceramidii podporuje roztazené€j$i konformace.
Naopak, proti zméné konformace z ,,hairpin‘ na ,,extended* ptisobi pfitomnost molekul
vody u polarni ¢asti ceramidi. Mezi molekulami vody a ceramida pak dojde k vytvoteni
sit¢ vodikovych vazeb, ktera stabilizuje molekuly ceramidl v ,,hairpin“ konformaci.
Pokud odstranime kontakt hlav ceramidi s vodou, tak molekuly zacnou ptechazet
az do ,,extended* konformace. Uc¢ini tak oto¢enim sfingosinového fetézce.

Zakladem sité¢ vodikovych vazeb mezi molekulami ceramidi jsou vazby
mezi aminoskupinou NH a bud’ ketoskupinou O2 nebo hydroxylovymi skupinami OH1
a OH3. C4 trans dvojnd vazba u ceramidu NS24 ovliviiuje sit’ vodikovych vazeb
mezi ceramidy, coz je vidét napiiklad na poklesu intenzity intramolekuldrni vazby
mezi hydroxylovymi skupinami OHI a OH3, ale zfejm¢ nema vyznamny vliv
na interakce mezi ceramidy a vodou. Hydroxylové skupiny podporuji pestrost sité
vodikovych vazeb mezi ceramidy. Pokud je hlavova ¢ast ceramidii v kontaktu s vodou,
tak ceramidy NH24 a NT24 vyuziji pfitomnost hydroxylovych skupin k rozsiteni sité
vodikovych interakci mezi molekulami ceramidii a vody na tikor vodikovych vazeb mezi
samotnymi molekulami ceramidii, coz je spojeno i s vyraznym narustem APL pro tyto
ceramidy.

V této praci byly popsany vyznamné rozdily v chovani molekul ceramidui, které se
vyskytuji v lidském téle a liSi se polohou a mnozstvim hydroxylovych skupin ¢i dvojné
vazby. V simulacich jsme v atomarnim rozliSeni vidéli rozdilné konformac¢ni chovani
molekul, které se ve stratu corneu miZze projevit napt. pii usporadavani vicevrstev, které
jsou nejspiSe propojené molekulami v ,.extended” konformaci. Odlisné konformaéni
usporadani se miize projevit také rozdilnymi interakcemi ceramidil s vodou ¢i pfimo mezi
samotnymi ceramidy a hypoteticky 1 jejich signilnimi schopnostmi nebo stabilitou
a propustnosti lipidovych dvojvrstev a vicevrstev. Také jsme pozorovali, ze povrch
ceramidové vrstvy se vystavuje vzduchu nepolarni Casti a to 1 tehdy, kdy simulace
zacinala polarni stranou ceramidu orientovanou ke vzduchu.

Véiime, Ze tento detailni pohled na struktury monovrstev ceramidii mize napomoci
k bliz§imu pochopeni odliSnych vlastnosti a funkci spojenych s jednotlivymi typy
ceramidu.
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6. SUMMARY

Ceramide structure properties are important for the architecture of stratum corneum
membranes. In our simulations, we have observed that ceramide molecules rather
changed their starting conformations from hairpin to V-shape and then to extended one,
but not vice versa. The presence of hydroxyl groups in ceramides further supported more
extended conformations. By contrast, the immersion of ceramide head groups towards
the water phase reversed this tendency and ceramides sustained in the hairpin
conformation. Ceramide head groups further formed a net of hydrogen bonds with water
molecules. When the contact between ceramides head groups and water was removed,
ceramide molecules started transition from hairpin conformation to the extended one
generally by the extension movement of the sphingosine chain.

Main hydrogen bonds are formed between amine group NH and either keto group O2
or hydroxyl groups OHI and OH3. C4 trans double bond present at ceramide NS24
decrease the intensity of intramolecular bond between hydroxyl groups OH1 and OH3,
but it evidently doesn't influence the interactions between ceramides and water.
Additional hydroxyl groups support variety of hydrogen bonds net between ceramides. If
ceramide head groups are in the contact with water, ceramides NH24 and NT24 show
further expansion of hydrogen bonds between ceramide molecules and water at the
expense of hydrogen bonds between ceramide molecules themselves. This expansion of
contact with water phase is also connected with further increase of area per lipid of these
ceramides.

In this diploma thesis, we have described important differences of behavior of
individual ceramide types present in human skin. These ceramides differ in number and
position of hydroxyl groups or in the presence double bond. In simulations, we have
observed conformation behavior of ceramide molecules, which can be manifested in
stratum corneum in the multilayer arrangement, which are most likely linked up by
molecules in extended conformation. Different behavior of individual ceramide types can
also play role in the interactions with water or directly between ceramides and
hypothetically in ceramide signaling or even more importantly in the stability and
permeability of lipid bilayers and multilayers. Furthermore, we observed that ceramide
layer air surface exhibits its nonpolar part to air even when the simulations were started
with polar part exposed to the air.

We believe that this detailed insight to ceramide monolayer structures will help for
closer understanding of different properties and functions connected with individual
ceramides types.
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8. SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A
APL

CER
ds
E W--0-A-O--W

E W-O--A--O-W

ED
EO
FTIR

GROMACS
H
H W--OAO--W

H WO--A--OW

LPC
LPP
m/m
mol%
N
ND24
NH
NH24
NP24
NpT
NS24
NT24
02
OH1

Mastna kyselina s a-hydroxyskupinou

Plocha, kterou v membran¢ zaujima jeden lipid (angl. Area
per Lipid)

Ceramid
Dihydrosfingosin

Simulovany systém s ceramidy v ,,extended* konformaci, které
byly otocené svymi acylovymi fetézci smérem k molekuldm vody

Simulovany systém s ceramidy v ,,extended* konformaci, které
byly otocené svymi acylovymi fetézci smérem do vakua

Elektronova difrakce (angl. Electron Diffraction)
Mastné skupina esterifikovana na o-hydroxyskupiné

Infrac¢ervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (angl.
Fourier Transform Infrared (Spectroscopy))

GROningen Machine for Chemical Simulations
6-hydroxysfingosin

Simulovany systém s ceramidy v ,,hairpin‘ konformaci, které byly
oto¢ené svymi hlavami smérem do vakua

Simulovany systém s ceramidy v ,,hairpin‘ konformaci, které byly
otoc¢ené svymi hlavami smérem k molekuldm vody

Lysofosfatidylcholin

Dlouha opakujici se faze (angl. Long Periodicity Phase)
Hmotnostni zlomek

Molarni procenta

Mastna kyselina bez hydroxyskupiny
CER[NdS](24:0)

Aminoskupina ceramidu
CER[NH](24:0)

CER[NP](24:0)
[zotermicko-izobarické podminky
CER[NS](24:0)

CER[NT](24:0)

Ketoskupina ceramidu

Hydroxylova skupina na uhliku 1 molekuly ceramidu
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OH3
OH4
OH6
OHB8

PC
PE
PME

Ps
PS
PyMOL

SAXD

SM
SPC/E

SPP

VMD

WAXD

Hydroxylova skupina na uhliku 3 molekuly ceramidu
Hydroxylova skupina na uhliku 4 molekuly ceramidu
Hydroxylova skupina na uhliku 6 molekuly ceramidu
Hydroxylova skupina na uhliku 8 molekuly ceramidu
Fytosfingosin

Fosfatidylcholin

Fosfatidylethanolamin

Metoda pro vypocet dalekodosahovych interakci (angl. Particle
Mesh Ewald)

Kriticky sbalovaci parametr

Fosfatidylserin

Software pro zobrazeni a analyzu molekularnich dat
Sfingosin

Rentgenova difrakce s malym uhlem (angl. Small-Angle X-Ray
Diffraction)

Sfingomyelin

Explicitni model molekuly vody (angl. The Extended Simple Point
Charge)

Kratka opakujici se faze (angl. Short Periodicity Phase)
6,8-dihydroxysfingosin

Visual Molecular Dynamics (software pro vizualizaci molekularné
dynamickych simulaci)

Rentgenova difrakce s Sirokym thlem (angl. Wide-Angle X-Ray
Diffraction)

53



9. PRILOHY

9.1 Priloha 1 - Ceramid NdS(24:0)

H_WO--A--OW H_W--0AO0--W ND24 cn,
100 100
C218 C318
50 50 ’/\ "\
HaC CH,
0 296 310 370 0 296 310 370
B HAIRPIN
5@ O V-SHAPE
F_W--0-A-O--W [ B_EXTENDED| F_W.0--A--0-W
100 100 a.
50 50
0 0
296 310 370 296 310 370
T [K] o NH
Y,
oH N
A
N21
H_WO0O--A--OW H_W--0QAO--W
10 f—————— _—] 100 Sfingosinovy
755— 75ﬁ fetézec
s0fF s0f 180°  EXTENDED
25 25E \ — T,
|] e T N [ e Tl o
0 20 40 o0 80 100 0 20 40 o0 80 100
—— HAIRPIN
§ Y-SHAPE
E_W--0-A-O--W |— ExTENDED| E_W-0--A--O-W (
100 100F
75 75
SOE S0E N
25;_ 25; ....... < 45°
S0 O S S S—— ]2 S S S— - """ HAIRPIN
0 20 40 o0 80 100 0 20 40 o0 80 100
t [ns] Acylovy
retézec
B C

Piiloha 1: Uhly svirané postrannimi Fetézci ceramidida ND24. (A) Rozlozeni uhla
mezi postrannimi fetézci ceramidd ukazuje, jaké konformace jejich molekuly ptfi danych
teplotach preferuji. (B) Prechody molekul mezi jednotlivymi konformacemi dokumentuji data
ze simulaci pfi 370 K. (C) Tyto thly byly méfeny mezi atomy C218 na sfingosinovém fetézci,
C318 na acylovém fetézci a atomem N21, ktery se nachazi v oblasti hlavy ceramidu.
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9.2 Priloha 2 - Ceramid NP(24:0)

100 H WO--A--OW 100 H W--0AOQ--W NP24 o,
Cglﬂ C318
50 50
f/—\‘
H;C CH3
u 296 310 370 U 296 310 370
B HAIRPIN
&) O V-SHAPE
& E_W--0-A-O--W | B_EXTENDED| E W.0--A--O-W
100 100 o
50+ ‘ ‘ 50 ‘ ‘
0 0
296 310 370 296 310 370 OH
HO
T [K] NH,
L)
A oH
N21
H_WO--A--OW H_W--0AO--W
100 100F Sfingosinovy
75& 75% retézec
sofF S0F 180°  EXTENDED
25E 25 W
0E="1 Ll . oYy T 1 a
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
— HAIRPIN
IS V-SHAPE
E_W--0-A-0--W |— extexpin| E_W-0--A--0-W (
100 TOOE
758 75E
s0f s0F ©ON
25 sk a5
)] A — )] S S S S — o HATIRPIN
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
t [llS] Acylovy
retézec
B C

Piiloha 2: Uhly svirané postrannimi Fetézci ceramidii NP24. (A) Rozlozeni uhla
mezi postrannimi fetézci ceramidi ukazuje, jaké konformace jejich molekuly pfi danych
teplotach preferuji. (B) Pfechody molekul mezi jednotlivymi konformacemi dokumentuji data
ze simulaci pii 370 K. (C) Tyto thly byly méfeny mezi atomy C218 na sfingosinovém fetézci,
C318 na acylovém fetézci a atomem N21, ktery se nachazi v oblasti hlavy ceramidu.
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9.3 Priloha 3 - Ceramid NH(24:0)

H_WO--A--OW H_W--0AOQ--W NH24 cn
100 100 !
C218 Cc318
50 50 ',’/‘/—\;\\
|'| HiC CH,
0296 310 370 0296 310 370
B HAIRPIN
§ O V.SHAPE
E_W--0-A-O--W | B_EXTENDED| E_W-0--A--O-W
100 100
c
50F S0
B OH
0 0 &
296 310 370 296 310 370
HO
T [K] NH
Y
OH
A
N21
H_WO--A--OW H_W--0A0--W
100 100 Sfingosinovy
75M 75E fetézec
S0F / s0F _ 180°  EXTENDED
25E 252—/\/N T,
0 e oY 11 «
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
= HAIRPIN
IS V-SHAPE
E_W--0-A-0--W |— ExTENDED| E_W-0--A--0-W (
100 100
758 75
SO S0F TN
25 25F e 457
N I e BN A P A - HAIRPIN
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
t[ﬂS] Acylovy
Tetézec
B C

Piiloha 3: Uhly svirané postrannimi Fetézci ceramidi NH24. (A) Rozlozeni uhla
mezi postrannimi fetézci ceramidld ukazuje, jaké konformace jejich molekuly pii danych
teplotach preferuji. (B) Pfechody molekul mezi jednotlivymi konformacemi dokumentuji data
ze simulaci pii 370 K. (C) Tyto uhly byly méfeny mezi atomy C218 na sfingosinovém fetézci,
C318 na acylovém fetézci a atomem N21, ktery se nachazi v oblasti hlavy ceramidu.
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9.4 Priloha 4 - Ceramid NT(24:0)

H_WO--A--OW H_W--OAO--W NT24 on,
100 100
C218 C318
50 50 "/\‘
H3C CHy
0 296 310 370 0 296 310 370
- B HAIRPIN
e [ V-SHAPE
E_W--0-A-0--W | B_EXTENDED| _W.0--A--0-W
100 100 o,
50 50 on
i i OH
0 0 N\
296 310 370 296 310 370
T [K] "N NH
L
OH
A
N21
H_WO--A--OW H_W--0AO0--W
100 100 Sfingosinovy
75 w 75 R fetézec
sof \/ S0F N 180 FXTENDED
25E 2525)-0/\1—\ ------
0 ettt [ o T I T a
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
— HAIRPIN
IS V-SHAPE
E_W--0-A-0--W |— xtenoen| E_W-0--A--0-W (
100 100
75R 75E .
50F 50E \
25§ 25/ a5
oE ' ' ' ' 0= ' ' ' " """ HAIRPIN
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 30 100
t [ns] Acylovy
retézec
B C

Piiloha 4: Uhly svirané postrannimi Fetézci ceramidi NT24. (A) Rozlozeni uhli
mezi postrannimi fetézci ceramidi ukazuje, jaké konformace jejich molekuly pfi danych
teplotach preferuji. (B) Prechody molekul mezi jednotlivymi konformacemi dokumentuji data
ze simulaci pii 370 K. (C) Tyto thly byly méteny mezi atomy C218 na sfingosinovém fetézci,
C318 na acylovém fetézci a atomem N21, ktery se nachazi v oblasti hlavy ceramidu.
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9.5 Priloha 5 - Intermolekularni vodikové vazby

Ptiloha 5: Intermolekularni vodikové vazby mezi molekulami ceramidii. V tabulce jsou
uvedeny intermolekularni vodikové vazby simulovanych ceramidd, jejichz primérna hodnota
vztazend na jednu molekulu ceramidu byla vyssi nez 0,1, tj. které se v priméru vyskytuji u vice

jak 10 % molekul. Cisla jsou vzdy uvedena se smérodatnou odchylkou. Data byla ziskana
ze simulaci pii teploté 310 K. Cervené je zvyraznéna vazba NH-O2, ktera je charakteristicka

pro molekuly v ,hairpi“ konformaci, a zelen¢ vazba NH-OHI, kterd je charakteristicka

pro molekuly v ,,extended konformaci.

Ceramid  YOUKOVd 4 Wo-A-OW H W-0A0-w F-W-0-A-0- E_W-0--A-O-
vazba - - W W
ND24 NH-OH]1 0,12+ 0,04 <0,1 1,23 £ 0,06 1,24 £ 0,06
NH-O2 0,44 + 0,05 0,83 +£ 0,04 0,19+0,01 0,19+ 0,01
NH-OH3 0,13+0,03 <0,1 <0,1 <0,1
OH1-02 <0,1 <0,1 0,29 + 0,05 0,27 £ 0,05
NS24 NH-OHI1 <0,1 <0,1 0,91 +0,07 1,07+ 0,07
NH-02 0,44 £ 0,02 0,72+ 0,02 0,16 £ 0,03 0,20 £ 0,02
NH-OH3 0,17 £0,02 0,14+ 0,02 <0,1 <0,1
OH1-02 <0,1 <0,1 0,31 +0,04 0,32 + 0,05
NP24 NH-OH1 <0,1 <0,1 1,31 £0,10 1,00 +£ 0,06
NH-02 0,21 +0,05 0,58 + 0,04 <0,1 0,12+0,02
02-OH4 <0,1 0,11 +0,04 <0,1 <0,1
OH4-OH4 <0,1 0,14 + 0,06 <0,1 0,13 £0,04
OH1-02 <0,1 <0,1 0,26 £ 0,06 0,19 + 0,04
OH1-OH4 <0,1 <0,1 0,21 £0,05 0,25+ 0,05
OH3-OH4 <0,1 <0,1 0,73 £ 0,08 0,63 £0,06
OH1-OH3 <0,1 <0,1 <0,1 0,10+ 0,03
NH24 NH-OH1 <0,1 <0,1 0,81 +£0,05 0,91+ 0,04
NH-02 0,32+0,03 0,47 +0,03 0,14+ 0,03 <0,1
NH-OH3 <0,1 0,27 + 0,04 <0,1 <0,
NH-OH6 <0,1 0,11 +0,03 0,00 =+ 0,00 0,00 =+ 0,00
02-OH6 <0,1 0,10+0,03 0,00 0,00 <0,
OH1-02 <0,1 <0,1 0,14 + 0,05 0,13 +0,04
OH3-OH6 <0,1 <0,1 0,33 £ 0,05 0,24 + 0,05
NT24 NH-OH1 <0,1 <0,1 0,24 + 0,03 0,20 + 0,04
NH-02 0,24 + 0,05 0,43 + 0,04 0,34+ 0,03 0,44+ 0,03
NH-OH3 <0,1 0,18 £0,05 0,23+ 0,03 0,17 £ 0,03
OH1-02 <0,1 <0,1 0,15+0,03 0,10+ 0,03
OH1-OH3 <0,1 <0,1 0,32+ 0,05 0,42 + 0,04
02-OH3 <0,1 <0,1 0,10+ 0,03 <0,1
OH6-OH6 <0,1 <0,1 0,14 + 0,05 0,11 +0,04
OH1-OH6 <0,1 <0,1 0,19+0,03 0,14+ 0,03
OH6-OHS8 <0,1 <0,1 0,12+ 0,03 <0,1
OHS8-OHS8 <0,1 <0,1 0,19+ 0,06 <0,1
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9.6 Ptiloha 6 - Retizkovani I1
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Piiloha 6: Retizkovani ceramidii. Retizkovani ceramidil je zfejm& spojeno s vodikovou
vazbou mezi aminoskupinou NH a ketoskupinou O2. Ukazka fetizkli v ¢ase 100 ns je vzdy
vidét v horni ¢asti obrazku. Barevné jsou tam vyznaceny atomy vyse jmenovanych funkénich
skupin. Dole je potom cely jev kvantifikovan. Na ose y je vidét pocet atomil v fetizku (program
g clustsize ptidal do jednoho fetizku atomy N21, HN a 022, jejichz vzdalenost byla mensi
nez 0,35 nm, tj. délka vodikové vazby; pocet molekul ceramidi v jednom fetizku je tedy
hodnota na ose y vyd¢lena ttemi). Vzhledem k rozdilnym rozsahiim na osach y je kazdy z graft
opatfen zelenou linkou, ktera umoziiuje jejich vzajemné porovnani. Obrazky dokumentuji
simulace systému H W--OAO--W pii 310 K.
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9.7 Piiloha 7 - Retizkovani ITI
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Piiloha 7: Retizkovani ceramidii. Retizkovani ceramidil je zfejm& spojeno s vodikovou
vazbou mezi aminoskupinou NH a ketoskupinou O2. Ukézka fetizkli v ¢ase 100 ns je vzdy
vidét v horni ¢asti obrazku. Barevné jsou tam vyznaceny atomy vySe jmenovanych funk¢nich
skupin. Dole je potom cely jev kvantifikovan. Na ose y je vidét pocet atomd v fetizku (program
g clustsize ptidal do jednoho fetizku atomy N21, HN a 022, jejichz vzdalenost byla mensi
nez 0,35 nm, tj. délka vodikové vazby; pocet molekul ceramidl v jednom fetizku je tedy
hodnota na ose y vyd¢lena ttemi). Vzhledem k rozdilnym rozsahiim na osach y je kazdy z graft
opatfen zelenou linkou, kterd umoziuje jejich vzajemné porovnani. Obrazky dokumentu;ji
simulace systému H W--O-A-O--W pii 310 K.
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9.8 Piiloha 8 - Retizkovani IV

Atomy v retizcich seshora

Atomy v retizcich seshora

Atomy v retizcich seshora
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Piiloha 8: Retizkovani ceramidii. Retizkovani ceramidil je zfejm& spojeno s vodikovou
vazbou mezi aminoskupinou NH a ketoskupinou O2. Ukézka fetizkli v ¢ase 100 ns je vzdy
vidét v horni ¢asti obrazku. Barevné jsou tam vyznaceny atomy vySe jmenovanych funkénich
skupin. Dole je potom cely jev kvantifikovan. Na ose y je vidét po¢et atomi v fetizku (program
g clustsize ptidal do jednoho fetizku atomy N21, HN a 022, jejichz vzdalenost byla mensi
nez 0,35 nm, tj. délka vodikové vazby; pocet molekul ceramidli v jednom fetizku je tedy
hodnota na ose y vyd¢lena ttemi). Vzhledem k rozdilnym rozsahiim na osach y je kazdy z graft
opatfen zelenou linkou, kterd umoziuje jejich vzajemné porovnani. Obrazky dokumentu;ji
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simulace systému H W-O--A--O-W pii 310 K.

61

By 0 0 100

0
L Ins)
o 2140

Intenzita

NT24

Intermolekularni vodikova
vazba NH-02

L

NINH-O2y

— z

TN NS¢ NP2 NI NI

Legenda
O~ ONn @o22




