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TEORETICKA CAST

V této kapitole bude diskutovana kuze, predevSim strukturni a chemické slozeni
nejsvrchngjsi vrstvy. Dale budou stru¢né popsana onemocnéni ovliviiyjici strukturu ¢i
vlastnosti ktize.

1. KGZe jako biologicka membréana

Kize je nejvetsim organem lidského téla. M4 celou fadu nezastupitelnych a zivotné
dilezitych funkci — poskytuje nam ochranu pfed vnéjSimi vlivy, pomaha nadm
s termoregulaci, je také velmi diilezita pro imunitni systém a nezbytna pro lidsky hmat.

Ktize obsahuje dvé zakladni ¢asti, jsou to dermis (Skara) a epidermis (pokozka), které
obsahuji rozdilné typy bun¢k. Zatimco epidermis je tvofena zrohovatélymi
vrstvikami epitelu — keratolyty, dermis se sklada z vazivové tkand. Casto byva
k témto dvéma castem fazena jeSté Cast tieti zvana hypodermis neboli podkozni
vazivo, které se nachazi pod $kéarou a je tvofeno fidkou tkani a tukovymi tkani. !
V nasledujicim textu se zaméfim predevSim na epidermis, protoze se jedna o
nejdilezitéj$i ¢ast pro popis dale zminénych dermatologickych problémii.

Epidermis je nejsvrchnéjsi cast lidské kuze, tedy ta, ktera je nejvice v kontaktu
s vngjsim okolim. S tim souvisi fakt, Ze pfi jejim poruseni se organismus stdva
nachylnéjsi k mikrobidlni, virové i mykotické infekci. V piipad¢ poruseni také
snadn&ji ztraci vodu a stava se suchou, coZ je negativni pro jeji kondici. * Tloustka
epidermalni vrstvy u dospélych jedinct dosahuje asi 50 um a je siln¢ zavisla na lokaci
na téle. ! Epidermis je mozné déle dglit na dalsich pét vrstev. Patii sem stratum basale,
stratum spinosium, stratum granulosum, stratum lucidum a stratum corneum. Pro tuto
préci je nejzajimavéjsi posledni vrstva, ktera je nejvice zodpovédna za neprostupnost
kiize pro chemikalie — stratum corneum. 2

1.1 Stratum Corneum

Stratum corneum (SC, vrstva rohovd) je ve své podstaté kone¢nym produktem procesu
diferenciace epidermalnich bun¢k. Tato 15 um silna vrstva je zodpovédna za tvorbu
chemické bariéry v kiiZi (tedy za neprostupnost, nebo ztiZzenou prostupnost kiize pro
chemikalie), k ¢emuz vyuziva jak unikatni chemické slozeni SC, tak i jeji specifickou
strukturu. 3

1.1.1 Chemické sloZeni SC

SC tvoti ze 75-80 % proteiny, z 5-15 % lipidy, zbyla procenta tvoii ostatni organické
latky a voda. Mezi organické latky, které se zde vyskytuji, patii také latky ovliviiujici
poddajnost a vlac¢nost kiize napt. aminokyseliny, mocovina nebo laktamy. Proteiny
(pfedevsim o-keratin a Vv trochu mensim zastoupeni [-keratin) jsou lokalizovany
ptedev§im do korneocytii. Korneocyty maji na svém povrchu jesté hydrofobni obal
zabranujici uniku vody. Ostatni proteiny jsou naptf. kozni enzymy. Lipidy jsou
lokalizovany pfedev§im v mezibunééné lipidové matrix, a to v lamelovém uspotadani.
Lamely jsou slozené z n€kolika vrstev, pfi¢emz Vrstvy jsou vysoce usporadané (viz
kapitola 1.1.2). Lipidova slozka je pftiblizné z poloviny tvofena ceramidy (CER),



¢tvrtinu tvofi cholesterol (CHOL) a zbylych 10 % hmotnosti pfipada na volné mastné
kyseliny (FFA). Zajimavym faktem muze byt skute¢nost, ze v téchto lipidovych
lamelach nejsou pfitomny na rozdil od bun&énych membran zadné fosfolipidy. *

Ceramidy lze povazovat za nejdulezitéjsi Cast lipida této vrstvy. Skladaji se ze
zasaditych nenasycenych alkoholll a FFA (viz obrdzek 1). Alkoholem je sfingosin ¢i
jeho derivaty — fytosfingosinu a 6- hydroxysfingosinu®, nejcastéjsi délka uhlikového
skeletu alkoholu je 18 atomi. Sfingosinové derivaty se amidickou vazbou vaZou na
mastnou kyselinu nejcastéji o délce 24 uhlikl, ale fetézec mastné kyseliny miize
dosahovat délky od 16 po 38 uhlikovych atomu Z hlediska délky lze mastné kyseliny
v ceramidech rozd¢lit na dlouhé (obvykle kolem 24 uhlikovych atoma v molekule) a,
ultra dlouhé, které mivaji fetézec dlouhy 30-32 uhlikii. Mastna kyselina mtze byt
substituovana ¢i nesubstituovana, jak nazorn¢ shrnuje tabulka 1, kde jsou uvedeny
strukturni varianty ceramidd. °

Tabulka 1: Schématické znazornéni moznych chemickych sloZzeni ceramid (ve sloupcich
jsou uvedeny moznosti sfingoidni baze a v fadcich FFA)
(vytvofeno dle Ref van Smeden et al. ?)

Mastné kyseliny Alfa-hydroxy Esterifikované
[N] mastné kyseliny omega mastné

[A] kyseliny
[EO]

6-Hydroxysfingosin [NH] [AH] [EOH]
[H]

AV tadu poslednich let byly postupné objeveny vramci vyzkumu ceramidii tetrahydroxylované
sfingosiny, které nejsou zatim pfili§ prozkoumany, a proto budou v ramci této prace vynechany. ©



Obrazek 1: Vybrané slozky SC: A — sfingosin, B — cholesterol, C- kyselina
hexakosanoikova
Je rovnéZ zajimavé, Ze CER s fytosfingosinem se vyskytuji pouze v lidské tkani,
pfi¢emz 6 hydroxysfingosin je typicky pouze pro epidermis. Tim se odliSuji od CER
obsahujici sfingosin ¢i dihydrosfingosin, které jsou v eukaryotnich butikdch 1 jinych
druh. °

Diky svému chemickému slozeni a zplisobu jakym jsou jednotlivé molekuly
uspofadany, dostdvame SC jako neobycejné nepropustnou a chemicky i fyzikalné
odolnou biologickou membranu. Navic poruchy lipidové matrix jsou dulezité pro
studium néekterych koznich onemocnéni (viz podkapitola 4.2).

1.1.2 Struktura SC

Spodni vrstva SC je vysoce kompaktni, zatimco horni vrstva se postupné odlupuje a
stava se soudasti ochranného kyselého filmu (pH ~ 5), 2 ktery se nachazi az na samém
povrchu lidské kiize 7. Pro popis struktury SC se velice ¢asto pouziva analogie cihel a
malty (angl. ,,bricks and mortar ). Pficemz pomyslnymi cihlami v tomto ptipad¢ jsou
ve vod¢ extrémné nerozpustné a chemicky odolné buiky korneocyty a maltou je
lipidova matrix. * Podrobn&ji strukturni usporadani SC v lidské k@izi demonstruje
obrazek 2, ktery znazoriiuje laterdlni i lameldrni organizaci SC.



Lateralni organizace SC

Epidermis (Elovék) Orthorhombicka

Hexagonalni

Znazornéni SC v modelu cihel a
malty

Kapalna faze

Lamelarni
organizace SC

Lipidova vrstva (lamely) mezi
korneocyty

Obrazek 2: model struktury lidského strata cornea (upraveno a prevzato

z Ref. van Smeden et al. °)
Pro neprostupnost SC je dulezité, ze lipidova matrix je tvorena nékolika vrstvami
lipidd nad sebou, které jsou uspotadany do lamel v tzv. lamelarni organizaci lipidové
matrix. Experimentaln¢ byly na zdravé ktizi pozorovany dvé koexistujici faze, které
jsou charakteristické rozdilnymi opakujicimi Se vzdalenostmi mezi jednotlivymi
vrstvami na fezu lamelami v lipidové matrix. Nazyvaji se dlouhé periodické faze (LPP;
»long periodicity phase®) a kratka periodickd faze (SPP; angl. ,short periodicity
phase®) a opakujici se vzdalenosti jsou pro LPP typicky 11,9 — 13,1 nm a pro SPP jen
5,3- 6,5 nm. Zajimavé¢ je, Ze cholesterol miize kromé puisobeni ve smésich v LPP nebo
SPP také tvofit oddélené domény v lipidové matrix s opakujici se vzdalenosti 3,4 nm.

Lipidy v konkrétnim lamelarnim uspotadani mohou vykazovat také riizna usporadani
lateralni (tj. v roviné membrany). Vedle orthorhombické organizace existuji jesté
phase®). Ve zdravé kiZi prevaZzuje orthorhombické uspotfadani, pti¢emz hexagonalni
lamely maji niz$i hustotu a kapalna faze uz vykazuje znaénou neuspoiadanost. °

1.1.3 Modely SC

V této podkapitole bych rada zminila nékteré novéjsi poznatky a modely SC, jelikoz
presné uspotadani a role nékterych sloZzek jsou nadale predmétem vyzkumu. Rovnéz
bych zde rada predstavila nékteré studie provedené s modelovymi membranami, které
se snazi objasnit roli ¢i uspotradani zakladnich sloucenin tvotici SC (zejména CER) a
jeho typické vlastnosti.

V minulosti bylo definovano jiz mnozstvi modelt, které se snazily popsat strukturu SC
napt.: stacked monolayer model, 8 sandwich model, ® domain mosaic model &i single
gel phase model.°

NejstarSim modelem SC, ktery bych zde rdda podrobné&ji zminila tzv. Armature
reinforcement model. Kiselev et al. ve svém experimentu studoval konformace



CER[AP]. Molekuly CER jsou v konformaci ,,fully extended* (FE), ktera jak bylo
zjisténo je zasadni pro existenci stabilni struktury lipidové matrix SC. Nicméné jak je
vidét na obrazku v matrici SC se vyskytuji i CER v konformaci ,,hairpin“ nebo také
zvané ,,one sided“ (OS). Z obrazku 3 je také patrné, ze preferované usporadani je
zavislé na piitomnosti vody v systému. 1112

C——90——OH——» OC——e e&——0 _&6—
OO (Or— —e——) — £Q 0 £Q ® P_.r;.:
O— —ea——00 0 Sc——9 S O £O

L OCr—=—=——9 ¢ O NNG: ® —
a b

Obrazek 3: Armature reinforcement model a znazornéni zmény usporadani vlivem
hydratace:
a) ¢asteéné dehydratované SC; b) pIné hydratované SC (pfevzato z Ref. Kiselev at al. 1)

Iwai et al. predstavil tzv. splayed bilayer model. Tento model pro lipidy ve SC
usporadani ve vrstvach, které jsou navrstvené na sebe (viz obrazek 4). Mezi
jednotlivymi vrstvami jsou na obrazku pozorovatelné pii vysokém rozliSeni tmavé
pruhy, jak znazoriiuje obrazek 4 c. Vznikd tak periodicky vzor s opakujici se
asymetrickou jednotkou. Cerveny &tverec na obrazku 4 znizoriuje asymetrickou
jednotku. 14

Z hlediska uspotadani stavebnich molekul tvotici SC, bylo pozorovano, ze CHOL se
v tomto modelu vyskytuje u sfingosinového konce CER a FFA u konce mastné
kyseliny, ktery je soucasti molekuly CER. Navic ceramidy jsou v konformaci ,,fully
extended”. 1 Na tento model navazal Lundborg et al. v praci zabyvajici se zkoumanim
bariérové funkce SC pomoci kombinace kryoelektronové mikroskopie a molekulové
dynamiky. Vysledky této prace ukazuje obrazek 4b, kde potvrzuji splayed bilayer
model. *°
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S
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Obrazek 4: Znazornéni splayed bilayer modelu a) graficky nakres modelu b) Schéma
z molekularné dynamické simulace, kde atomy uhliku jsou v ndkresu znazornény v CER
(zelend), ve FFA (oranzova) a v CHOL (3edd). Ostatni atomy jsou zvyraznény dle typu, o jaky
se jedna: kyslik (Cervend), dusik (modra), vodik (bild). c) snimky znazorniujici strukturu
studovaného systému z elektronového mikroskopu a simulace elektronového mikroskopu.
(pFevzato a upraveno z Ref. Lundborg et al. %)

1.1.4 Bariérovd funkce SC a jeji ovlivnéni

Budeme-li se zamyslet nad moznostmi, kde a jak mize cizoroda latka, kterou mize
byt v tomto piipad¢ i dermatologické 1é¢ivo, proniknout pies SC dale do téla. Ptipada
v uvahu hned né¢kolik cest. Jsou to priniky potnimi a mazovymi Zzlazami,
transfolikularni, transcelularni a intercelularni. 41

V ptipad¢ potnich ¢i mazovych zlaz stejné tak jako v ptipad¢ transfolikuldrnim je
prinik pro typické dermatologické 1é¢ivo velmi obtizny a jeho vyznam je
okrajov¢jsiho charakteru.

Transcelularni prinik je realizovan pies korneocyty a je také pomérné naroény.
Nicmén¢ uvazime-li chemické slozeni korneocytt, které se skladaji z proteinti, a tedy
fadu karboxylovych, hydroxylovych skupin a aminoskupin, je mozné transport
podpofit vétsim mnozstvim vody, které zpusobi bobtnani korneocytl a snizeni

viskozity lipidové slozky.

Intercelularni prunik je prunikem pies lipidové lamely. Tento zplsob vychazi ze
znalosti molekularni podstaty lipidové matice SC, kdy se vyuziva tzv. akcelerant
transdermalni permeace, coz jsou slou¢eniny, které plisobi piimo na lipidy této vrstvy
a umoznuji tak prinik latek. *

Vyse uvedeny popis struktury SC nabizi pohled na tuto membranu jako na hydrofobni
bariéru z hlediska pfistupujicich latek. Nabizi se tedy otazka, jaké vlastnosti 1é€ivo
musi mit, aby bylo schopno doséhnout pozadovaného cile? Nejdiive je nutné si
uvédomit, ze svoji roli hraje rozhodn¢ 1 momentalni kondice kiize a jeji typ, nicméné
1é¢ivo musi mit odpovidajici lipofilitu a velikost (viz. kapitola 2). Lécivo je slozeno
nejen z 1é¢ivé latky, ale tvori ho také dalsi pomocné slozky, jejiz vlastnosti hraji také
dilezitou roli (viz. kapitola 4). 1



1.2 Onemocnéni klZe a jejich vliv na stratum corneum

V této praci se zaméfim na nejbéznéjsi onemocnéni lidské kize. Konkrétné se bude
jednat o atopicky ekzém®, psoriazu (psoriasis vulgaris) neboli lupénku a akné (acne
vulgaris). V této podkapitole budou velmi stru¢né uvedeny projevy jednotlivych
onemocnéni a ddle bude nastinéno, jakym zpiisobem ovliviiuje atopicky ekzém a
lupénka chemické slozeni a bariérovou funkci SC.

1.2.1 Atopickd dermatitida

Atopicka dermatitida (AD) je svédivé zanétlivé chronické onemocnéni kiize. 1 Toto
onemocnéni je typicky multifaktorialni a vyskytujici se u pacientti napiic vékovymi
skupinami. ® Onemocnéni se projevuje zanétem, suchosti a svédivosti kize. 1° AD je
rovnéz provazena snizenim bariérové funkce kiize. To ma za nasledek snizeni
hydratace, zhorSeni obnovy kize i vyssi nachylnost k infekcim. Z téchto divodt se
1é¢iva pouzivana pii tomto onemocnéni snazi potlacovat nékteré z vySe uvedenych
problémii atopické kiize a obnovovat piivodni funkéni kizi (viz kapitola 4). 9

Atopicka kize vykazuje vyrazné niz§i mnozstvi ceramidd [EOS], pokles byl
pozorovan rovnéz u slozek [EOP], [EOH], [EOdS], zatimco ceramidy [NS], [AS] a
[AP] se ukazuji byt vice zastoupeny. Dale bylo experimentalnimi studiemi zjisténo, ze
pfi onemocnéni AD dochdzi ke zkraceni acylového fetézce ceramidd, toto zkraceni
vede ke zvySeni ztraty vody z epidermis tzv. TEWL (transepidermal water loss).
V ptipad¢ volnych mastnych kyselin s uhlikovym fetézcem del$im nez 24 atomi se
ukazuje, ze jejich mnozstvi je v atopickém SC nizsi, zatimco FFA obsahujici konkrétné
16 a 18 atomti uhliku vykazovaly narist mnozstvi. ° Kromé& zmén v kompozici lipidové
matrix vlivem AD, dochazi také ke zménam organizace lipidi SC. Piesnéji vykazuje
krat§i lameldrni periodicitu. Nicméné podobné jako zdravd kize vykazuji
orthorombickou lateralni organizaci. [7]

1.2.2 Psoridza (psoriasis vulgaris)

Psoridza neboli lupénka je chronické zanétlivé onemocnéni postihujici ptiblizné 2 %
populace zapadni civilizace. Psoriaza jako onemocnéni se projevuje velmi vyrazné
abnormalni proliferaci koznich bunék. Onemocnéni nicméné ovlivituje také slozeni
lipidové matrice, a to se projevuje velmi vyraznym sniZzenim bariérovych vlastnosti
SC a zvysenim ztraty vody i ptes vyrazné tlustsi kzi. °

Experimentalné bylo podobné jako u AD byla u psoriazy pozorovana zména
v ceramidové slozce SC, presnéji byl pozorovan ubytek ceramida [EOP], [NP] a [AP].
Naopak by pozorovan narust ceramidi [AS] a [NS]. Z hlediska lipidové organizace je
stejné jako u AD pozorovéna i u psoridzy krati lamelarni periodicita.’

B Pro pojem atopicky ekzém se mnohdy pouziva také termin atopicka dermatitida. Tyto pojmy jsou
V soucasnosti povazovany za synonyma *°. Z tohoto dfivodu budou zaméiovany i v textu této prace.



1.3.3 Akné (acne vulgaris)

Jedna se o chronické neinfek¢éni androgen-dependentni onemocnéni, které se velmi
Casto nachdzi na obliceji, ale miize byt pritomno i na jinych ¢astech téla, nicméné je
obecné vzato je vdzano na mista s hojn&jsim vyskytem mazovych zlaz, tyto zlazy
produkuji vice mazu vlivem nadprodukce androgent a diky nadmérnému rohovaténi
ve vyvodech téchto zlaz dochazi ke tvorbé tzv. komedomu. Tyto komedomy jsou
rizikové pro pfemnozeni bakterii Propionibacterium acnes, které vedou k dal$im
komplikacim. %%

Pokud chceme studovat odchylky kiize pacienta s akné od zdravé kuize, pak velmi
vyrazné pro tuto praci najdeme ve zvySené produkci mazu v mazovych zldzach. Zde
je totiz odlisné slozeni lipidové slozky, nez jaké najdeme ve zdravém SC. Nejvétsi
podil maji triacylglyceroly, které mohou tvofit az polovinu z celkového obsahu.
Triacylglyceroly jsou nasledované estery voski, skvalenem, volnymi mastnymi
kyselinami a estery cholesterolu. 22

I v ptipadé akné podobné jako v piredchozim ptipadé dochazi k odchylkam ve slozeni

ceramidové slozky SC, tato zména se tyka predevsim vysSsiho poklesu ceramidu
[EOS].



2. Transport latek biologickou membranou
V nasledujici kapitole budou nejdiive stru¢né popsana permeabilita membrany pro

ruzné skupiny latek, poté budou stru¢né uvedeny zndmé moznosti transportu latky pres
membranu, piicemz nejveétsi pozornost bude vénovana pasivni difuzi. Nasledné bude
rozvedena role chemickych vlastnosti pro prichod latky membranou a na zavér budou
uvedeny moznosti pricchodu latky membranou SC.

RozliSujeme celkem pét ruznych zplsobii transportu latek pies biologickou

membranu: a) prostup iontovymi kanaly; b) spfazeny transport; €) aktivni transport; d)
endocytoza a exocytoza; e) prosta difuze.

Ptestup iontovymi kandly je realizovan pomoci kanalu v proteinu naplnéného
vodnym roztokem. Timto kandlem mohou prochazet pouze molekuly
prislusnych rozméri a vlastnosti. 2

Spiazeny transport umoznuje transport i vétSich molekul. [9] Je realizovan
pomoci transportniho systému buiky, ktery je sice pasivni, ale zaroven je
realizovan s jinym systémem, ktery spotiebovava energii.

Za aktivni transport povazujeme takovy pienos, ktery je realizovan, proti
sméru koncentra¢niho gradientu soustavy. Takovému transportu je tfeba dodat
energii.

Procesy endocytéza a exocytéza se navzajem lisi pouze smérem, kterym
transport probihd. Oba dva procesy jsou realizovany pomoci jakychsi
transportnich vackl. Endocytdza a exocytdza jsou transportnimi mechanismy
pro velké molekuly. 2

Posledni mozZnosti transportu latky biologickou membranou je pasivni difuze.
23 Tento zpiisob transportu bude velmi dilezity pro nasledujici text této prace.

VyuZivané moZznosti transportu pro malé molekuly shrnuje obrazek 5.

Transport malych molekul
pres membranu

N

Obrazek 5: Schéma mozZnosti transportu malych molekul biologickou membranou
(vytvofeno dle Ref. 2%)



2.1 Prosta difuze biologickou membranou

Difuze biologickou membranou je proces pronikani latek membranou do buiiky,
pfi¢emz tento proces siln¢ souvisi se semipermeabilitou membrany (viz obrazek 6).
Ztoho také vyplyva, jaké latky budou difuzi do intracelularniho prostoru
transportovany. Obecné lze fici, ze se jedna o transportni mechanismus, jakym se ptes

membranu dostavaji malé molekuly. Difuzi lze dale d¢€lit na pasivni a usnadnénou
difuzi. 2

Vysoka permeabilita
Malé, nepolarni molekuly

‘jﬁﬂ
i

Malé, nenabité polarni molekuly

Velké, nenabité polarni molekuly

lonty

U

U
il shobadebolabetobsetolabed Aekitol
BRBLEAREAEAREAAEEH

Nizka permeabilita

Obrazek 6: Pasivni permeabilita biologické membrany pro jednotlivé skupiny latek

(upraveno a prevzato z https://mrrittner.weebly.com/unit-3-the-cell.html

ze dne 20.4. 2019)

Difuze probihda ve sméru elektrochemického spadu. To znamend, Ze na rozdil od
aktivniho transportu je to proces probihajici spontanné a smérem ke stavu
rovnovéhy. 2°

v

Budeme-Ii chtit nalézt nejjednodussi model, ktery by popisoval difuzi biologickou
membranou, mizeme vyjit ze znalosti klasické fyziky, kde je jev difuze popsan prvnim
Fickovym zakonem. Tento zakon popisuje difuzi rovnici 1., kde J oznacuje difuzni
tok, D difuzni koeficient, Vc je koncentraéni gradient, r poziéni vektor a t ¢as. 2°

J = —DVc (rt) &

Tato rovnice plati pro idealni smési. Ukazuje, Ze difuze bude probihat z mista o vyssi

koncentraci do mista o koncentraci niz$i. V jednodimenzionalni piedstave 1ze obecné
vyjadieni Fickova prvniho zakona piepsat do rovnice 2, ve které index i zna¢i i-tou
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.. dc . v s . . . c oy , s s Qv r .
pozicia —— je koncentracni gradient. Rovnice 2 je velmi ¢astym vyjadienim popisu
i

pasivni volné difuze neelektrolytu biologickou membranou.?

dc
] = _DE (1)

Pro idealni roztok ¢i smés Ize koncentracni gradient v jednodimenzionalni piedstaveé
nahradit vztahem 3 ktery popisuje Ficktv prvni zakon pomoci termodynamickych
veli¢in. Symbol R zna¢i univerzalni plynovou konstantu, T termodynamickou teplotu
a u chemicky potencial.

c du

_Dﬁa_xi 2)

] =

Dale je nutné si uvédomit, Ze koncentrace latky se difundujici pfe biologickou
membranu neni stale stejnd, ale s casem se méni. Tuto skutecnost popisuje tzv. Fickliv
druhy zakon, ktery je matematicky popsan rovnici 4, kde V2je Laplacetv operator 2°.

UAUD) g; D_ _v.j=pvec (r.t) ©)

Ficklv druhy zékon lze vyjadrtit také jinymi matematickymi formulacemi, nicméné ja

jsem zvolila tuto, protoze tento tvar lze vyfesit pomoci Fourierovy transformace.?®

Predstavime-li si, jak prochazi latka bariérou, dostdvame vztah 5, ktery dava do
souvislosti difuzni tok a koncentrace difundujici sledované latky na obou straniach
membrany, kde P je permeabilitni koeficient s jednotkami cm/s. 2

J

" Ac

P 4)

Nejcastéji se setkavame s logaritmem permeabilitniho koeficientu. Tato veli¢ina je
zasadni pro studium l1é€iv a jejich chovani na modelovych a biologickych
membranach. Mlzeme jej ucit experimentaln¢ i teoreticky.

2.2 Vliv chemickych vlastnosti xenobiotika na transport membranou

Jak jiz bylo uvedeno vyse v textu, biologické membrany jsou obecné nepropustné pro
velké molekuly a ionty. U latek, které maji potencial membranou prochazet rozhoduji
dalsi vlastnosti napt. lipofilita, ionizace.

Velkou ¢ast biologické membrany tvoii lipidy. Latky, které jsou nepolarni povahy, se
budou schopny v membrané rozpoustét a prochazet prostou difuzi do intracelularniho
prostoru builky. Abychom mohli kvantifikovat miru rozpustnosti xenobiotika
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V membrané, zavadime rozpustnost latky v biologické membrané jako rozdélovaci
koeficient® latky v membranovych lipidech a ve vodné fazi (rovnice 6). 2’
C1 (6)
P 1 = —
Velicina c; je koncentraci latky v lipidové vrstvé a ¢, ve vodné vrstvé za rovnovazného
stavu.?’

Dalsi kritickou vlastnosti, ktera ovlivituje schopnost latky prochdzet membranou je
ionizace. Velka ¢ast 1éCiv ma charakter slabych kyselin ¢i bazi, které se disociuji na
zakladé okoli. Jejich disociaci si lze prestavit dle chemickych rovnic 7, kde HA je
obecna slaba kyselina, H* je odstépeny vodikovy proton, A”je anion kyseliny
(konjungovana baze kyseliny HA), B je obecna slaba baze, BH* je protonovana baze

(konjungovana kyselina baze B). %

HA= HY"+A™ (7)
B+ HY < BH*

Pomoci Gpravy Hendersonovy-Hasselbachovy rovnice Ize odvodit vztah pro vypocet
protonované a neprotonované formy molekuly. Jak ukazuje rovnice 8. 2

rotonovand forma 8
p f — K, — pH (8)

log .
neprotonovana forma

Pro bazické latky je protonovana forma ionizovana, pficemz pro kyselé latky je
protonovana forma neionizovana, jak ukazuji rovnice 7. Obecné lze fici, Ze ionizované
formy jsou hydrofilni, zatimco neionizované formy jsou obecné lipofilnéjsi.
Neionizované formy mohou difundovat membranou, zatimco ionizované molekuly
nedokazi prostoupit biologickou membranou. 2/

Pokud se budeme zabyvat redlnymi biologickymi systémy, tak pH lze povaZovat
v dané casti organismu za konstantu. Z tohoto lze jednoduse usoudit, Ze disociace
lé¢iva bude zavisla na jeho disociaéni konstanté Kj,. Poté miizeme tvrdit, Ze obecné
1é¢iva kyselé povahy se budou mnohem vice hromadit v prostfedi o vyS§im pH,
zatimco léCiva bazicka budou hromadéna kyselém prostiedi. Diivodem je v danych
prostiedich jsou vice ionizovana a tedy budou zadrzovany membranami. 2’

2.3 Transport latky membranou kuze
Jak jiz bylo nastinéno ve vySe uvedeném textu, klize vykazuje mimotadné bariérové
vlastnosti. Nicméné existuje n¢kolik cest, jakymi miize 1é¢ivo proniknout skrze tuto

€ Rozdélovaci (parti¢ni) koeficient Casto byva stanovovan pro danou latku jako rozd€lovaci koeficient
mezi oktanolem a vodou, ktery je popsan jako pomér rovnovaznych koncentraci dané latky v oktanolu
ku rovnovazné koncentraci této latky ve vodé. Pficemz ve své logaritmované podobé patii mezi
zékladnich charakteristiky, které pro popis chovani latky na membrané Ize pouzit, jelikoz ho lze
interpretovat jako miru lipofility latky. Jelikoz plati, ze ¢im je hodnota jeho logaritmu vyssi, tim je latka
lipofilngjsi.
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bariéru. Vedle cest, které jsou dany anatomicky jako je prinik mazovymi a potnimi
zlazami ¢i transfolikularni prinik, které jsou sice mozné ale vice méné€ minoritni a
V textu této prace s nimi nebude dale operovano, existuji mnohem pravdépodobng&;jsi
cesty lé¢iva do organismu skrze kiizi. Jsou to to transcelularni a intercelularni pranik.
Transcelularni pranik je realizovan skrze korneocyty a je pomérné obtizny. Pokud jej
chceme realizovat je mozno jej usnadnit zvySenim obsahu vody v SC. Mnohem
snadn&ji realizovatelnym je intercelularni prinik. Ten probiha pies lipidové lamely.*
Lipidova matrix SC je dodnes intenzivné studovéna a bude rovnéz jedinou cestou
lé¢iva do organismu, ktera bude v textu prace studovana.

13



3. Metody studia biologickych membran

Metody studia biologickych membran® obecné lze rozdélit na experimentalni a
teoretické. Vzhledem k charakteru prace bude vénovana pozornost predevSim
teoretickym metodam, predevsim metodé COSMOmic.

Ke sledovani priichodu latek ptres kozni bariéru je mozné vyuzit hned nékolik pfistupti.
Jedna se o in vivo testovani na cloveku ¢i zviteti, in vitro testovani, které se realizuje
bud’ na ¢lovéku nebo zvifeti nebo na membrané Cloveka ¢i zvifete a poslednim
moznym pfistupem je testovani in silico, ktery vyuzivda metod vypocetni chemie.
Testovani na zvifecich modelech vyvolava velké mnozstvi nevole u organizaci na
ochranu zvifat a dochézi proto ke zpiisiiovani legislativy upravujici in vivo testy. "1

Momentaln€ je snaha intenzivni snaha o omezovani zvifecich modelt pro védecké
ucely. V ramci Evropské unie je v platnosti smérnice® o ochrané zvitat pouzivanych
pro védecké ucely zroku 2010. Smérnice se nese v duchu postupného zavadéni
pravidel znamych pod zkratkou 3Rs. Princip 3Rs (Replacement, Reduction and
Refinement) je zalozen nahrazeni nebo vyhybani se metoddm experimentu, které
vyzaduji zvirata. Jednou z moznosti nahrazeni jsou i metody vypocetni chemie. Déle
3Rs princip zahrnuje omezeni poétu zvifat pouzivanych na jeden experiment a
poslednim pilitem tohoto principu je zlepSeni podminek pro zvife jako naptiklad

snizeni stresu. 2

3.1. Experimentalni metody studia membran

Z celé skaly experimentalnich metod, které lze pouzit pro studium biologickych
membran muzeme vyzdvihnout nékolik metod, které byly vyuzity pro poznani
struktury ktize:

e Prvni skupinou pouZivanych metod jsou metody difrakéni, zejména metoda
difrakce Rentgenova zafeni, 2 neutronova difrakce, 12133

e Ze spektrdlnich metod je z&sadni metoda infraCervené spektrometrie
s Fourierovou transformaci (FTIR). 3132

e Voblasti mikroskopickych metod jsou vyuzivany kryoelektronova
mikroskopie **° a mikroskopie atomarnich sil (AFM). 3!

e Vyuziti pro studium ktze nalézaji i metody separacni napt. vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC). 312

P Nasledujici fadky budou v€novany metodam, které se pouzivaji pro studium biologickych membran,
nicméné zejména v podkapitole 3.1. experimentalni metody budou vyzdvizeny ty, jenz se hodi pro
studium kuze.

E Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the Council of 22 September 2010 on the
protection of animals used for scientific purposes 7
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3.2. Teoretické metody studia membran

3.2.1 Molekulovéd dynamika

Molekulova dynamika jakozto metoda vypocetni chemie je zalozena na postupné
zméné studovaného systému popsaného pomoci jednotlivych atomill. Zmény systému
nastavaji na zakladé¢ Newtonovych pohybovych zikonif, resp. Newtonovych
pohybovych rovnic. Vysledkem po vyfeseni ptisluSnych rovnic je trajektorie, ktera
specifikuje pozici a rychlost kazdé ¢astice v systému, jak se vyvijeji v ¢ase. 33

3.2.2 COSMOmic

COSMOmic je softwarovy nastroj, ktery umoznuje studium chovani latek na
micelarnich systémech a na biologickych membranach. Ustiednimi pojmy, které si je
tikeba v souvislosti s tim to software zavést jsou: solvent a anizotropicky solvent.
Solventem je v tomto kontextu mySleno prostiedi (napf. voda), ze kterého by latka
(ligand) X piestupovala do anizotropického solventu. Anizotropickym solventem je
v piipadé COSMOmicu myslena v micela ¢i jako v pfipadé této prace modelova
membrana. 34

Nejdiive dochazi k vygenerovani konformeru studovaného ligandu X pro vypocet
pomoci programu ligprep®. Dal§im krokem je vypocet rozlozeni polarizované hustoty
naboje na povrchu molekuly ligandu X. Toto zajistuje COSMO-RS metoda®,
vyuzivajici teorii funkciondlu hustoty (DFT)® s pouzitim funkcionalu B3LYP.
Nésledné se zpracuje histogram polarizacni hustoty naboje tzv. c-profil studované
latky py a stejné tak se zpracovava také solvent p,. o-profil popisuje distribuci vSech
povrchovych elementd zkoumané molekuly, tedy hustotu naboje na povrchu
molekuly. Srovnanim o-profili mezi solventem a ligandem je mozné vypocitat
solvatacni energii molekuly v doty¢ném prostiedi.

Dalsi kroky sméfuji k vypoétim v membrané." Misto isotropniho solventu je
membrana nehomogenni anizotropicky solvent, a tak COSMO-RS nahrazujeme
programem COSMOmMic. 3437 COSMOmic rozdéli membranu do vrstev s ohledem na
jeji anizotropické sloZeni ve vrstvach. V piipad€ biologické membrany rozdé¢leni je
horizontaln¢ do dvou vrstev podél normaly dvojvrstvy. Ke kazdé vrstvé membrany M
piistupuje COSMOmic jako k homogenni kapaliné. Zohlednéno je jak rozdilna
hustota, tak i ptipadné odlisné chemické sloZeni jednotlivych vrstev, tedy asymetrie
membrany. Pravdépodobnost rozdéleni jednotlivych povrchovych segmentl vrstvy

F Jedna se o zdkony klasické mechaniky, které jsou b&zn& v &estin€ nazyvany jako zakon setrvaénosti,
zakon sily a zékon akce a reakce.

& Teorie funkcionalu hustoty DFT je metodou vypocetni chemie, ktera je v nejjednodussim piiblizeni
zaloZena na myslence, Ze energie molekuly je funkci elektronové hustoty a elektronova hustota je funkci
polohy jader dané molekuly. 8

H Popis vypoctu je univerzalné platny pro jakykoliv anizotropicky solvent (membrana, micela) jak byl
struéné popsan vyse, nicméné pro vétsi prehlednost textu a vzhledem k charakteru prace, budou pojmy
membrana a anizotropicky solvent zaménovany.
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membrany odpovida specifickému o-profilu vrstvy py,, ktery je nasledné algoritmem
podobnym COSMO-RS pieveden na specificky o-potencial vrstvy pi,. 343

Membrana je tedy nahrazena systémem kapalinovych vrstev, kde je studovana latka X
zafixovana v kazdé z vrstev membrany pro kazdou vrstvu i, ma svoji definovanou
orientaci j. Chemicky potencial latky X lze vypogitat dle vztahu 9. ¥’

Um (Zi» dj) = HCRS(Zi» dj) + Ucomb (Zi, dj)l (%)
Kde z je sourfadnice podél normaly membrany a d je orientace molekuly X. Je dulezité
poznamenat, ze vzhledem ke skute¢nosti, Zze membrana je rozdélena do n vrstev s m
moznymi orientacemi molekuly X. Pravdépodobnost nalezeni molekuly X v dané
vrstvé membrany M lze vypog¢itat, dle vztahu 10. 3

YT oe [-8 um(z0d))] (10)

Py = nym ol=B ru(zud))]

Kde pro fplati § = ﬁ , kg je Bolzmannova konstanta a T teplota. Vypocitané
o

pravdépodobnosti pro jednotlivé vrstvy lze vyuzit nasledné k vypoctu profilu volné

energie pro molekulu X. 3437

Py (11)

P

Profil volné energie podél osy z lze nasledné vyuzit rovnéz pro vypocet particniho
koeficientu membrana-solvent (napt. voda) pro latku X (logKm), stanoveni optimalni

AG(Zi) = —kBTlTl

pozice latky v membrané (Xmin) a vypoctim jednotlivych bariér, které latka musi
piekondvat ve stfedu membrany (4Gpen) a pifi vystupu z membrany do vodniho
prostiedi (4Gwar).

| Zkratka CRS se vztahuje k ¢asti chemického potenciélu, ktery uréila COSM-RS metoda a zkratka comb
oznacuje tzv. kombinatorialni piispévek. Kombinatorialni pfispévek zahrnuje velikostni a tvarové
pomnéry molekul ligandu a solventu.3*
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4. Dermatologicka Iéciva

V nasleduji kapitole se omezim na zdsadni 1é¢iva pouzivand na nemoci popsané
v kapitole 1.2. Onemocnéni kuze. V této kapitole budou rovnéz uvedeny teoretické
principy lokélni terapie a konkrétni kombinace 1éCiv, ktera se v praxi pouzivaji
(viz Obrazek 7).

Akné Lupénka

Keratolytika
Derivaty

vitaminu D

Benzoylperoxid a
kyselina azelaova

Antralin
Antiifektika Antibiotika

Kortikosteroidy

Antiseptike
Atopicky ekzém

Obrazek 7: Grafické znazornéni jednotlivych onemocnénich klze a pouZivanych léciv

4.1 Obecné principy lokalni terapie v dermatologii

V ptipadé dermatologickych 1éCiv je ve vétSin€ piipadl nesmirné dulezité, aby ucinna
latka mohla penetrovat skrze SC a nasledné mohla pronikat dale do epidermis a svrchni
dermis, zatimco absorpce do dermadlnich krevnich a lymfatickych cest je vesmeés
nezadouci. 38

Cestu dermatologického 1é¢iva organismem miizeme rozdélit na n€kolik dil¢ich kroki.
Pro zjednoduSeni situace budeme uvaZovat obecné 1é¢ivo slozené z G€inné latky
(aktivni ingredience; AI) a vehikula, které bude kazi prochazet difiizi. Mtizeme obecné
fici, Ze pii kazdém kroku cesty 1éCiva organismem musi platit, Ze Al je rozpustnéjsi
nez vehikulum nebo musi byt jeji postup hnan koncentracnim gradientem, aby
dochézelo k pronikani do hlubsich vrstev.

Prvnim krokem je uvolnéni Al z vehikula. V druhém kroku — adsorpci nasleduje
navazani Al na SC. Ve tfetim kroku probiha vstiebani ucinné latky z vehikula.
Vstiebani je umoznéno zvysenou rozpustnosti Al v lipidové matrix. Ve ¢tvrtém kroku
probiha penetrace a v patém permeace. Pojem penetrace je v dermatologii vyhrazen
pro pruchod latky skrze hlavni kozni bariéru — stratum corneum, zatim co pojmem
permeace se v tomto piipad€ rozumi prichod skrze dalsi bariéry napft. nizsi vrstvy
epidermis nebo dermis. Poslednim krokem je resorpce, tedy vstiebani do cévniho
systému organismu.
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Jelikoz uvolnéni G€inné latky z vehikula je hned prvnim krokem pii kontaktu
piipravku s kiizi, je vybér nejvhodngjsiho vehikula jednou z nejzasadngjsich otazek.>®
Vehikula mohou byt nejriznéjsiho chemického slozeni (viz Tabulka 2). Obecné je 1ze
rozdélit na: masti, krémy, roztoky, lotia, gely, pasty, tekuté pudry a laky. *®P¥i¢emz

pro tuto praci budou nejzajimavéj$i masti, krémy a gely.

Tabulka 2: Popis hlavnich dermatologickych vehikul s charakterizaci jejich chemického
sloZeni (vytvofeno dle Ref.38)

Vehikulum

Popis

Existuje ve dvou emulzivnich
formach: voda voleji (v/o)
nebo olej ve vodé (o/v) 38

Ridka forma krému 38
Lécivo
% kapalme

rozpusténo
39
Nejsou vodou smyvatelné a
zabranuji ztraté vody v kazi.
U¢inné latky v nich
rozpusténé pronikaji
bariérami kiize pomalu, ale do
hlubsich vrstev3®
Pred aplikaci je polotuhy, po

aplikaci se stava tekutym3®

Pastu tvofi ji mast a zasyp

Chemické slozeni

Zaklady krém( jsou znamé pod svymi
obchodnimi nazvy napf. Ambiderman
(o/v), Neoaquasorb (o/v),
Cremor leniens (v/0)3®
Rozpoustédlo: ethanol,
formaldehyd 3

voda, aceton,

Hydrofobni zdklady masti: Zluta a bild
vazelina, vepfové sadlo... 4°

Hydrofilni zaklady masti: jsou tvoreny
polyethylenglykoly °

Jsou tvofeny bobtnajici latkou a
hydrofilniho rozpoustédla (hydrogely)
nebo olejofilniho rozpoustédla
(olejogely) #°

Skroby: ryzovy, bramborovy, pseni¢ny

L OACT[ Tekuty pudr je tvofen vodou a  Minerdlni zasypy: oxid zinecnaty, oxid
z4sypem 38 hofeénaty, uhli¢itan vapenaty, oxid
titanicity...

Lak
Pokud se budeme divat na 1é¢ivo a na vehikulum jen jako na chemicka individua,
muzeme ¢asteCné odvodit schopnost 1é¢iva uvolnit se z vehikula na zédkladé hydrofility
ptipadné lipofility téchto latek. Muzeme obecné fici, ze ochota 1éCiva opustit
vehikulum bude tim vétsi, ¢im vétsi bude ¢im vétsi
jednoho a lipofilitou druhého (viz Tabulka 3). 42

Specialni pfipad roztoku3®

bude rozdil mezi hydrofilitou

Tabulka 3: Prostupnost [é¢iva membranou SC pasivni difuzi v zavislosti na vlastnostech
léc¢ivé latky a vehikula (vytvofeno dle Ref.3)

Lipofilni lécivo Hydrofilni lécivo

Lipofilni vehikulum Prochazi (teoreticky) Neprochazi
Hydrofilni vehikulum Prochazi velmi dobfe Neprochazi

Pokud méa ale 1é¢ivo prostoupit klizi, nestaci jen Ze dokdze opustit vehikulu, ale musi
dokazat projit membranou SC. Jelikoz SC je lipofilni vrstva, prostupuji do ni 1épe latky
lipofilni povahy nez latky hydrofilni. Naopak v ptipad¢, ze je zadouci, aby 1é€ivo
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zlstavalo na povrchu kiize (napt. dermatologicka antibiotika) je vhodné zvolit takovy
ptipad, kdy diky chemickym vlastnostem 1éCiva a vehikula bude 1é¢ivo zlstavat na
kiizi a nebude se vstiebavat. 42

Zatim jsem diskutovala pouze obecné skutenosti v ptipade, ze 1€Civy pripravek tvoii
ucinna latka a vehikulum. Nicméné takovy ptipad v redlném svété Casto nenastava a
1é¢ivé pripravky jsou dopliovany jesté dalsimi pfidanymi latkami. Tyto latky jsou
ptfidavany za nejriznéjsimi Gcely napt. prodlouzeni doby expirace ptipravku nebo pro
zabranéni mnozeni mikroorganismi. Nékdy jsou zamérné pifidavany rovnéz latky
schopné ovliviiovat penetraci G€inné latky kuzi napf. povrchové aktivni latky —
propylenglykol, urea atd. - jsou schopné ovliviiovat lipoidni ¢asti membrany SC a
zvySovat tak penetraci kortikosteroidii kazi. 4043

4.2 Dermatologické enhancery, keratolytika, emolincea a humektanty

Dermatologické enhancery jsou latky z ruznych skupin chemikalii, které spojuje
jejich vlastnost zvySovat penetra¢ni schopnost jiné latky. Idealni enhancer je netoxicka
latka, kterd nedrazdi organismus a nevykazuje zadnou farmakologickou aktivitu. Dale
by mél mit reprodukovatelnou a piedpovéditelnou dobu trvani jeho t¢inku nebo by
nem¢l dlouhodobé naruSovat bariérové vlastnosti kiize. Nicmén¢ doposud neni znama

7adna struktura, ktera by vechny vyjmenované vlastnosti splitovala. ** (viz obrazek
8)

Za emolincea jsou v dermatologii povazovany latky schopné zmé&kcéovat a zvlacinovat
kazi, zaroven nékterd znich maji rovnéz hydrataéni ucinek a jsou tak schopna
zlepSovat prostupnost kozni bariéry. Pro tyto své vlastnosti jsou emolincea hojné
vyuzivéana pfi 16¢bé& lupénky. #°

Keratolytika jsou latky schopné odstranovat keratin ze Strata cornea, ¢imz redukuji
rohovou vrstvu kuze. Pro tuto svoji vlastnost jsou hojné vyuzivana pti terapii akné a
lupénky. 3¥Mezi zastupce keratolytik pouzivanych pro 1é¢bu lupénky patii: kyselina
salicylova, kyselina mlé¢na, propylenglykol a urea. *° Pro akné je poté nejvyznamngjsi
zastupce v 1ékovych piipravcich benzoyl peroxid a kyselina azelaova. 214

VysSe zminénd 1éCiva vykazuji 1 fadu dalSich vlastnosti, pro které jsou tak rozSitenymi
Vv praxi. Propylenglykol, ureu a kyselinu mlécnou lze povazovat diky jejich
hydrata¢nim G¢inktim za humektanty. Pojmem humektant je v dermatologii rozuména
latka, ktera je schopna vazat vodu ve SC. [43, 46]

4.2.1 Kyselina salicylova

Kyselina salicylova vykazuje vedle keratolytického Uc¢inku 1 u€inky fungicidni a
baktericidni, podobné jako benzoyl peroxid, ktery ma antibakteridlni a silné oxida¢ni
i¢inky. 38

Je o ni zndmo, ze do kiiZi pronikd interceludrni cestou. Diky tomuto je také schopna
zlepSovat penetraci spolu sni nebo po ni aplikovanych dalSich latek napf.
kortikosteroidi nebo tretinoinu. %43 S touto jeji schopnosti je spojena také skutecnost,
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Ze nesmi byt pouzita na vice nez 20 % téla, jelikoz hrozi pacientovi tzv. salicylatova
toxicita. 4°

4.2.2 Urea (mocovina)

Schopnost zvysit penetraci kiize ureou je dana kombinaci dvou skutec¢nosti. Za prvé
urea zvySuje obsah vody v rohové vrstvé kiize a za druhé vykazuje keratolytickou
aktivitou. Urea sama o sob& nevykazuje schopnost zvySovat penetraci, tak vyraznou
jako jeji syntetickd analoga. Nicmén¢ hydratacni ucinek lze podpofit kombinaci
s mléCnanem amonnym a keratolyticky efekt zase podporuje pouziti mocoviny
s kyselinou salicylovou.

Dalsi velmi vyznamnou dermatologickou vlastnosti mocoviny je jeji schopnost
hydratovat a zvySovat obsah vody v kiiZi a piispivat k jeji dobré kondici.**

HO_ O OH
HO H2N /g NH
Urea (mocovina)
OH
]
Kyselina salicylova
O
.00
O
HO
0
Benzoyl peroxid Kyselina azelaova

Obrazek 8: Struktury dermatologickych enhancerl. Obrazky prevzaty z databaze
ChemSpider (http://www.chemspider.com)

4.2.3 Benzoy! peroxid

Jedna se bilou krystalickou latku rozpustnou ve vodé i olejich, vykazujici silné
oxida¢ni ucCinky, kterd vykazuje keratolyticky a antibakterialni ucinek. Z hlediska
antibakterialniho je vyznamna jeho schopnost hubit Propionibacterium acnes’
(p.acnes). 4

! Propionibacterium acnes je Gram-positivni bakterie, kterda miZe byt p¥itomna na ki postizené akné
nebo jinou kozni chorobou a vede ke zhorSeni stavu onemocnéni. 7/

20


http://www.chemspider.com/

4.2.4 Kyselina azelaovd

Jedna se o dikarboxylovou kyselinu, ktera je v dermatologii vyuzivana pro 1écbu akné.
Vykazuje hned né€kolik zajimavych vlastnosti, které determinuji jeji pouziti. Predné
podobné¢ jako benzoylperoxid dokaze hubit Propionibacterium. acnes, takze vykazuje
antibakterialni aktivitu. Dale vykazuje i¢inek proti zanétlivy a keratolyticky. 4°

Antimikrobidlni ucinek, ktery kyselina azelaovd ma, vykazuje schopnost snizovat
podil volnych mastnych kyselin v povrchové vrstvé koznich lipidt, a diky tomu
vykazuje také antiseborititicky G¢inek. 2’

4.3 Kortikosteroidy

Kortikosteroidy jsou skupinou latek, které se pouzivaji v dermatologii k 16¢bé riznych
zanétlivych a proliferacnich dermatéz, jako jsou naptiklad atopicky ekzém a lupénka.
Maji steroidni skelet (viz obrazek 9). Pro obé dvé onemocnéni se jedné o 1€ky prvni
volby pii akutnich stavech onemocnéni. 4 Jak jiz bylo naznageno 1é&ebny efekt
kortikosteroidi tkvi v jejich protizanétlivé, imunosupresivni a antiproliferacni
aktivitg. *

betamethason
prednikarbat

Obrazek 9: Struktury kortikosteroidd. Obrazky pfevzaty zdatabdze ChemSpider
(http://www.chemspider.com)

Kortikosteroid pronikd plazmatickou membranou buniky a nasledné se vaze na
kortikosteroidovy receptorovy protein (NR3Cl1). Tento receptor, ktery je hojné
zastoupen ve vnitinim prostfedi témét vSech bunck a bunky tvotici kiizi nevyjimaje,
je schopen vazat molekuly latek rozpustné v tucich. Receptor je tvofen dvéma proteiny
Hsp 90 (heat shock protein 90). Hsp 90 puasobi jako chaperon®, ktery zabrafuje, aby
neobsazeny receptor prochazel do bunécného jadra. Poté co se kortikosteroid navaze
na NR3C1 se Hsp 90 od molekuly odlou¢i a je odhaleno aktivni misto. >

Po odhaleni aktivniho centra aktivovany komplex kortikosteroid-receptor pronika do
jadra bunky. Zde se je schopen véazat na specifické responsivni struktury DNA
(glucocorticoid-responsive-elemets) - GREs. Diky tomuto dochazi k ovliviiovani
transkripce, a nésledné diky tomu k syntéze proteint citlivych na glukokortikoidy.

K Molekulové chaperony jsou latky piitomné nejen v lidském organismu. Jejich tlohou je byt
napomocné pii skladani proteinti. Zabraiiuji v pribehu skladani proteinu nezadouci agregaci a tim
vyznamné pfispivaji ke spravné vysledné struktuie sbalovaného proteinu. 2*
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Vznika tak lipokortin', ktery dokaze tlumit metabolity kyseliny arachidonové
(prostaglandiny, leukotrieny a tromboraxy). 4

Kortikosteroidni receptor je schopen ovlivilovat transkripci genli piimo nebo
prostfednictvim regulace transkripénich faktort AP-1 (aktivacni protein 1) a NF-kB
(nuclear factor-«B). Tim to mechanismem vyuZzivajicim prostiednika je potlacena
exprese celé fady gent napt. IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, TNF-a (tumor necrosis
factor-a), GM-CSF (granulocyte macrophage colony stimulating factor),
cyklooxygenazy II. typu a kolagenazy. Nékteré studie naznacuji, Ze ovliviiovani
exprese cytokini™ pomoci kortikosteroidli je dano schopnosti glukokortikoidl
ovliviiovat pomér mezi pomocnymi lymfocyty Th1 a Th2. #3

Aby mohl kortikosteroid splnit svoji 1é¢ebnou tlohu je nezbytné nutné jeho uvolnéni
z vehikula 1é¢ebného ptipravku a penetrace SC smérem do niz§ich vrstev k zivym
bunkam kuze, které obsahuji kortikosteroidni receptory a umozni tak dle vyse
popsaného mechanismu lécebny ucinek. Nasledn¢ poté kortikosteroidy pronikaji
koznim lymfatickym systémem do krevniho obé¢hu, kde jsou dale metabolizovany
organismem a poté vylouceny pievazné ledvinami. 43

V této praci se vzhledem k jejimu tématu zaméefim jen na penetraci kortikosteroidu

o v s

kuzi.

Pokud budeme chtit zkoumat penetraci kortikosteroidu jen z hlediska konkrétnich
pfipravkl, je nutné si uvédomit, ze bude zavisld na fyzikdlnich a chemickych
vlastnostech konkrétniho kortikosteroidu a na konkrétnim vehikulu. (Budeme-li
uvazovat nejjednodus$si modelovy piipad, kdy je ptipravek tvofen pouze
kortikosteroidem a vhodnym vehikulem.) Kortikosteroidy lze z fyzikélné-chemického
hlediska rozd¢lit dle jejich rozpustnosti ve vodé. Pro Kortikosteroidy ve vodé rozpustné
plati, Ze pronikaji do vrstvy strata cornea rychle, nicméné vzhledem k chemickému
okoli a nemoznosti se zde metabolizovat postupuji jen pomalu dale do hlubsi vrstev
epidermis. Rychleji jsou do hlubSich vrstev schopny postupovat hydrofobné;si
kortikosteroidy. Pro tyto lipofilni slouceniny rovnéz plati, Ze maji vétsi schopnost se
vazat na kortikosteroidni receptory organismu, a také jsou v dermatologii zastupci téch
¢inngjsich kortikosteroidd. 43

4.4 Inhibitory kalcineurinu

Topické inhibitory kalcineurinu (TCI; obrazek 10), které jsou pouzivané
Vv dermatologii jsou tacrolimus a pimecrolimus. Oba dva patii k nejnovéjsim 1éka,
které se v soucasnosti v dermatologii pouZivaji na lé¢bu AD a lupénky. >'Z hlediska
mechanismu U¢inku jsou inhibitory kalcineurinu latky zpusobujici inhibici

kortikosteroidy. Dal$im proteinem, ktery vznika pti 1€cbé kortikosteroidy je vazokortin. Vazokotin je

schopen snizovat permeabilitu cév loZisku zanétu. 3

M Cytokiny jsou polypeptidy, které jsou uvoliiovani butikami imunitniho systému v reakci na nejriizngjsi
podméty. Cytokiny jsou Sirokou skupinou latek, mezi které patii interleukiny (IL), faktor nekrotizujici
nadory (TNF) a dalsi. ™
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Obrazek 10: Struktury inhibitor( kalcineurinu. Obrazky pfevzaty z databaze ChemSpider

(http://www.chemspider.com)

T-lymfocytd a tim potlaceni tvorby prozanétlivych cytokind. Je zndmo, Ze se
Vv cytoplazmé cilové bunky vazi intracelularni protein zvany macrophilin-12 (také
zvany FK506-binding protein), po navazani dale postupuji bunkou a jak nazev
napovidd jejich imunosupresivni aktivita spociva ve sniZeni aktivity enzymu
kalcineurinu (EC 3.1.3.16) a nasledné jak jiz bylo zminéno k potlaceni prozanétlivych
cytoking. 512

Jedna se o latky s relativné velkou molekulovou hmotnosti. Tato skutecnost je
pric¢inou, pro¢ TCI jsou tak malo absorbovany skrze kizi. Pfi¢emz experimentalni
pozorovani ukazuji, ze se zlepSujicim se stavem kize je schopnost prochazet
membranou klize niz§i. Nejlépe prochazi v ptipadé atopického ekzému v pocatecni
fazi 16¢by, kdy je kiize velmi narusena a zanétlivé procesy jsou v pokro¢ilé fazi. °

4.5 Protizanétliva |éciva

Jediné protizanétlivé 1éCivo, které je v této praci zminéno je antralin (v CeStiné
pouzivangj$i nazvy jsou cignolin nebo dithanol). Antralin je antracenovy derivat, ktery
se bézné pouziva k 1é€be lupénky. V soucasné dobé je predpoklada, Ze mechanismem
ucinku antralinu je blokdda mitochondridlni bunécéné oxidace a vznik volnych
radikalf. (viz Obrazek 11) %

Obrazek 11: Struktura protizanétlivého léciva Anthralinu. Obrazky prevzaty z databaze
ChemSpider (http://www.chemspider.com)

4.6 Antibiotika, antiinfektiva a antiseptika

4.6.1 Antibiotika

Vétsina antibiotik, kterd jsou v ramci této prace zminéna spojuje mechanismus jejich
ucinku, Kterym je inhibice syntézy bilkovin, ktera je zpusobena zasahem do ribosomu
dané bakterie. V ptipad¢ tetracyklinu dochézi k reverzibilni vazbé na receptor na 30S
podjednotce a blokaci vazby amimoacyl-tRNA na akceptorové misto komplexu
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mRNA a ribozomu. Aminoglykosidy (gentamicin) se vazi také na 30S podjednotku,
ale ireverzibilné a mechanismus jejich ucinku neni zcela zndm. Makrolidova
antibiotika (erythomycin a natamycin) se vazi na receptor, ktery je lokalizovany na
50S podjednotce podobné jako linkosamidy (Klindamycin, viz obrazek 12) a takto
inhibuji syntézu bilkovin. 2’

Dal§im velmi hojn€¢ pouzivanym antibiotikem je kyselina fusidovd, coz je
antibiotikum, které vykazuje steroidni charakter (viz obrazek 12). Mechanismus jeho
ucinku je zalozen na zainhibovani syntézy proteint, které tvoti bunécnou sténu daného
mikroorganismu. 2’

il

9 |
M 1\ s PR:
H
HO “OoH
oH
klindamycin kyselina fusidova triklosan

Obrazek 12: Struktury topikadlné poddvanych antibiotik a antitinfektiv (triklosan). Obrazky
prevzaty z databaze ChemSpider (http://www.chemspider.com)

4.6.2 Antiifektiva a aniseptika

Antiseptiky se oznacuje skupina latek, které dokazi zneSkodnit mikroorganismy
v prostfedi zivych tkani. Dilezitd je také jejich koncentrace v piipravku, aby
nedochézelo k poSkozeni tkdni pacienta. Typickym zastupcem je chlorhexidin ¢i
triklosan (viz obrazek 12). 2

Velmi vyznamnou skupinou latek, které¢ vykazuji antiseptické u¢inky patii oxidancia.
Oxidancia hubi mikroorganismy oxidaci proteini nebo inaktivaci enzymd, tim Ze se
rozkladaji a vznika atomarni kyslik. Mezi oxidancia patii také benzoylperoxid
(podkapitola 4.2.3).

4.7 Retinoidy, jejich analogy a derivaty vitaminu D
Ob¢ dvé tyto skupiny latek patii mezi derivaty vitamint. Ob¢ dvé tyto skupiny jsou
hojné vyuzivany v dermatologii pro 1é¢bu lupénky.(viz Obrazek 13)

4.7.1 Retinoidy
Jednd se o derivaty vitaminu A. Z dermatologického hlediska je dilezitd jejich
schopnost ovliviiovat epidermalni riist a diferenciaci bunék. Pti hyperproliferaci bun¢k
jsou schopné ji tlumit, a to je ¢ini uziteGnymi pfi 16¢bé lupénky. >° Jejich dalsi
vlastnosti je schopnost snizovat tvorbu komedontl, a proto jsou rovnéz vyuzivany pfi
1écbe akné. %
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Obrazek 13: Struktury vybraného retinoidu a derivatQ vitaminu D. Obrazky prevzaty z
databaze ChemSpider (http://www.chemspider.com)

Bunky obsahuji dva odlisné cytosolické proteiny (CRABPSs) schopné navazat retinoidy
a regulovat hladinu retinolu v bunce. Nasledné retionoidy pfechazi do bunécéného
jédra, kde se vazi na specifické jaderné receptory (RAR a RXR), kde ptisobi jako tzv.
ligand-dependentni regulatory transkripce. >3

4.7.2 Derivdty vitaminu D

Tyto latky jsou topicky uzivany pfi 1é€bé lupénky. Tyto latky maji schopnost vazat se
na receptory pro vitamin D a timto zplisobem pozitivné ovliviiuji stav pacienta.
Vykazuji G¢inek antiproliferativni a diferenciani v keratinolytii. Dale maji efekt

protizanétlivy a imunosupresivni. 4

Mechanismus G¢inku je zaloZen na vazbou na nuklearni receptor pro vitamin D. Jak
jiz bylo zminéno vykazuji derivaty vitaminu D antiprolifera¢ni G€inek, ktery je zaloZen
na kalcium dependentni transkripci genti. to co je pro n€ vyznamné je skute¢nost, ze
tento ucinek vykazuji selektivné jen na rychle se délici buiiky, ¢imz mohou branit
piilisné tvorbé koznich bungk. 4
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METODY
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V nésledujici ¢asti se zaméfim na metody studia vybranych dermatologickych 1é¢iv na
modelovych membranach, které jsem v rdmci své bakalarské prace vyuzivala.

5. Literarni reSerse

Vzhledem k charakteru prace bylo tfeba pro ziskani vstupnich tdaji pro vypocet
chovani latek na modelovych membrénach ziskat data z dostupné literatury a
vhodnych databazi.

Prvni krokem bylo vytvoreni seznamu latek, které budou v ramci této prace studovany.
Pomoci dostupnych informaci v dermatologické literatuie jsem sestavila seznam
skupin 1éCiv pro atopicky ekzém, akné vulgaris a psoriazu, kterou jsem jiz predstavila
v kapitole 4. Do seznamu jsem zahrnula jen lokaln¢ topikalné aplikovana 1é¢iva na
tato onemocnéni. Nésledné pro vytvoieni vstupniho souboru pro vypocet bylo tfeba
ziskat tzv. SMILES". Pro jejich ziskani jsem jsem pouzila databazi Drugbank>.

6. Vypocet chovani latek na modelovych membranach

Pro vypocet byl pouzit software od spolecnosti Schoedinger a od spole¢nosti
COSMOilogic®. Chovani latek bylo studovano na c¢tyfech typech modelovych
membran. Slozeni vybranych membran ukazuje tabulka 4.

Tabulka 4: Chemické slozeni a stru¢ny popis modelovych membran pouzitych pro studium
chovani  vybranych 1é¢iv  (vytvofeno na zdkladé databdze MolMeDB>>:
http://molmedb.upol.cz/browse/membranes dne 20.12.2018)

Nazev membrany Chemické sloZeni popis
(O E 1 [ RN EWE N Ceramidy NS Dvojvrstva sloZzena
z ceramidul NS, které jsou
v hairpin konformaci.
SC bilayer Ceramidy NS, volné nasycené Dvojvrstva tvori jednotlivé
mastné kyseliny, cholesterol  slozky zastoupené

v poméru 1:1:1.

DOPC bilayer 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3- Tyto lipidy se skladaji ze
phosphocholine dvou nenasycenych
retézcl kyseliny olejové
DMPC bilayer 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-  Tyto lipidy se skladaji ze
phosphocholine dvou nasycenych retézcl

kyseliny myristové.

Vypocet samotny probihal v deviti krocich, pficemZ prvni kroky byly realizovany
softwarem od firmy Schroedinger (baliky ligprep a macromodel) a zbylé byly
provedeny pomoci softwaru od firmy COSMOlogic (baliky Turbomole 6.3 a

N SMILES (Simplified Molecule Input Line Entry System) je zpUsob reprezentace molekuly v podobé
radkového textu. Jedna se tedy o 1D reprezentaci molekuly, ktera je ,Citelna“ pro pfislusny software.

O Pro vypodet byl konkrétné pouZit software COSMOmic 15 a COSMOmic 18.
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COSMOmic 15 a COSMOmic 18). Jednotlivé kroky vypoctu shrnuje schematicky
obrazek 14. Pro kazdou latku byly vypocteny hodnoty deseti tidaji. Ty to udaje shrnuje

tabulka 5.

Tabulka 5: Vypoctené Udaje o chovani latek na modelovych membranach a jejich strucny

popis

Penetration

LogK

Volume

Resistence
Log_Perm

Pozice ligandu na membrané

Velikost penetracni bariéry

Mira afinity ligandu® k membrané

Parti¢ni koeficient membrana-voda

Plocha ligandu

Objem ligandu

Molekulova hmotnost ligandu

Rezistence membrany proti prichodu ligandu pres membranu
Permeabilitni koeficient

[ Vstupni soubor (format .smi) ]

Vstupni soubor je rozdélen na jednotlivé SMILES

Jsou vytvoreny 3 D struktury studovanych molekul

Vygeneruji se konformery k jednotlivym molekuldm

Turbomole — vypocet COSMO

Vystupni soubor (format .xvg)

Kontrolni krok

COSMOmic

v

Obrazek 14: Schematické znazornéni jednotlivych krokd vypoctu chovani latek na

modelovych membranach

oranzova barva — ¢ast vypoctu realizovana softwarem od Schroedinger, tmavé modrd —
Cast vypoctu realizovana softwarem od COSMOlogic

P Ligandem bude v textu prace ve vztahu k membrané oznagovano léivo.
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6.1 Vypocet profilu volné energie metodou COSMOmic

Neutralni struktury sloucenin (Ié¢iv) byly vygenerovany ze SMILES jednotlivych
1é¢iv s modulem LigPrep modulem z baliku Small-Molecule Drug Discovery Suite
2015-4°¢. Dalsim krokem bylo vytvofeni jednotlivych konformert kazdého
jednotlivého 1é¢iva vramci baliku MacroModelu®® s pouzitim silového pole
OPLS 2005 za vakua. Pomoci smiseného vyhleddvani MCMM/LMC2 bylo
umoznéno vyhledavani v modu zvaném low-mode conformation searches s Monte
Carlo strukturni selekci®’. Pro dalii analyzu byly brany pouze konformery, které mély
nejniz$i energii v ramci 5 kcal/mol a RDMS atomii bylo alespont 2 A k ostatnim
vybranym konformeriim. Kazdy vybrany konformer byl podroben sérii DFT/B-P/cc-
TZVP za vakua a COSMO optimalizaci pomoci Turbomole 6.3%® v ramci cuby4
aplikaéniho ramce®®. Po kazdém optimalizaénim kroku, vypodtd tzv. single point
energie pomoci DFT/B-P/cc-TZVPD urovné s tzv. fine grid byly vysledky predany
dale k ziskani COSMO soubort pro kazdy jednotlivy konformer.

Struktury 15 lipidovych konformerid pro kazdy lipid (DOPC, ceramidy NS,
lignocerové kyselina a cholesterol, DMPC) byly vytvotfeny z 200 ns trvajicich volnych
molekularné dynamickych simulaci. COSMO soubory byly ziskdny stejnym
zpusobem jako slouceniny, pouZzitim Turbomole 6.3. Atomova distribuce ve
dvojvrstvach DOPC, CER, SC a DMPC pomoci nastroje g density ze softwarového
baliku Gromach.®® Molekularné dynamicka simulace trvala v priméru 50 ns, béhem
této simulace byla membrana rozdélena do 50 sekci. Pripravili jsme set konformert
sloucenin a lipidt a vypocetli jsme 15 profilti volnych energii pro kazdé 1é¢ivo a pro
kazdy lipidovy konformer za pouziti COSMOmicX18.%* Z priiméru téchto profilii jsme
ziskali vysledné profily a nésledné jsme vypocitaly diskutované parametry.

6.2 Parametry vypoctu

Prvni z vySe zminénych balikid od spole¢nosti Schroedinger— LigPrep je pouzivan na
tvorbu 3D struktury ze SMILES zapisu. Spoustéli jsme jej s nastavenim, kdy vytvarel
elektroneutralni struktury. %

Druhym programovym balikem od stejného vyrobce byl balik Macromodel, jehoZ
nejdulezitéjsi zvolené parametry pro realizované vypocty jsou shrnuty v nasledujicich
bodech. Pouzivané hodnoty jsou posléze shrnuty v tabulce 6:

e FFLD (Force FieLD Selection) — Umoziuje zvolit silové pole pro dany
vypodet. Zvolené silové pole bylo v piipadé této prace bylo OPLS_2005.5?

e SOLV (SOLVation selection) - Dovoluje zvolit solvatacni model a solvent.
Jako solvataéni model byl zvolen GB/SA a jako solvent byla pouZita voda.®®
BDCO (Bond Dipole CutOffs) — Slouzi pro zjednoduSeni vypoctu
dalekodosahovych elektrostatickych interakci. Pfesnéji umoziiuje nastavit
cutoff vzdalenost pro interakce naboj — dip6l a interakce naboj-nabo;j.5
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e CRMS (Convergence RMS?) — Tento parametr udava geometricka kritéria,
ktera uréuji, ze dve struktury jsou identické v ramci konformacéniho hledani ¢i
nékolika nasobné minimalizace. Maximalni energeticky rozdil pro porovnani
¢inil 4.184 kJ/mol. Maximalni vzdalenost odd€lujici dvé struktury, ze
nemohou byt béhem konformacniho porovnani povazovany za stejné meéla
hodnotu 2 A. Maximalni rozdil dihedralnich uhlé byl 60° Jako porovnavaci
kritérium bylo nastaveno RMSD.%

e ARPK (ARPacK parameters) — Balik, ktery zjednodusuje tzv. eigen-problém®
tim, Ze se jej nesnazi fesit piimo, ale rozd¢€li jen na sadu drobnéjSich krokti o
mnohem mensi dimensionalité problému.

e LMC2 (Low-Mode Conformational search for large molecules) — Metoda
pozivana pro tzv. low-mode conformation searches

e MCNV (Monte Carlo Number of Variables) — Udava pocet stupnii volnosti,
tedy pocet torznich thli a pocet molekul, které se mohou pohybovat
v prostoru.

e MCSS (Monte Carlo Structure Selection) — Umoznuje programu vybrat
startovaci geometrie pro metodu Monte Carlo nékolika riiznymi zptisoby.5

e MCOP (Monte Carlo OPtions) — Zméni data zapsana v .l1og souboru a provede
geometrickou optimalizaci.5

e MSYM (use the MMSYM library) —jedna se o knihovnu, ktera slouzi k ur¢eni
mapy mezi dvéma konformery a porovnd tyto konformery. Pokud se
konformery vyrazné nelisi - ziistava jen ten, ktery je nejlepsi..%

e CONV (minimization CONVergence criterion) — Minimalizuje defaultni
konvergenéni kritérium na hodnotu 0,05 kJ/ A-mol®

e MINI (MINImize the energy of a structure) — minimalizuje energii vSech
struktur ve vstupnim souboru.®*

1

@, Root Mean Square* “ odmocnina ze &tverce, pouZiva se napf. jako stiedni vzdalenost souboru atomt
od sebe v ramci RMSD — root mean square distance.

R Eigen-problém znamend hledani nejoptimalnéjich podminek popsanych jako vlastni (tzv. eigen) &isla
v ramci optimalizace matice popisujici vzajemné vzdalenosti atomd v molekule.
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Tabulka 6: Konkrétni hodnoty argument( (Arg) pro jednotlivé parametry ve vypoctu

Parametr Argl Arg2 Arg3 Arg5 Argb6 Arg8 Arg9 Arglo

14 1 0 0 10000  0,0000 0,0000 0,0000
3 1 0 0 00000 00000 0,0000 0,0000
0 0 0 0 894427 99999,0000 0,0000 0,0000
0 0 0 0 00000 20000 0,0000 2,0000
PNZ8 N o 300 450 20  0,0000  0,0000 0,0100 0,0010
1000 0 0 0 00000  0,0000 3,0000 12,0000
0 0 o0 0 00000  0,0000 0,0000 0,0000
1 5 0 0 00000  0,0000 0,0000 0,0000
2 0 o0 0 21,0000 0,0000 0,0000 0,0000
1 0 o 1 00500 10,0000 0,0000 0,0000
| DEMX [0 833 0 0 21,0000 42,0000 0,0000 0,0000
0 0o o 0 00000  0,0000 0,0000 0,0000
[ AauoP i 0 o0 0 100,0000 0,0000 0,0000 0,0000
0 2 1 1 00000  -1,0000 0,0000 3,0000
2 0 o0 0 055000  0,0000 0,0000 0,0000
I : 0 2500 0  0,0000  0,0000 0,0000 0,0000
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VYSLEDKY

rovr

Nasledujici ¢ast je zaméfena na konkrétni vysledky literarni reSerSe pouzivanych 1é¢iv
a nasledné vypoctu jejich chovani na membranach pomoci programu COSMOmic a
na jejich intepretaci. Vysledky vypoctu jsou konfrontovany se skuteénym pouzitim
jednotlivych 1é¢iv v dermatologii.

7. Vysledky literarni reSerse Iéciv

Po provedeni literarni reSerSe jsem ziskala konkrétni zastupce jednotlivych skupin
pouzivanych 1é¢iv (viz kapitola 4), k témto zastupcim byly pro vypocet doplnény také
SMILES kazdého z nich. Seznam obsahuje celkem 52 latek z niz 4 jsou v dne$ni
1ékaiské praxi jiz nepouzivané. Vysledky literarni reSerSe s pouzitim® jednotlivy 1é¢iv
shrnuje tabulka 7.

Tabulka 7: Vysledek literarni reserse IéCiv. LéCiva jsou zafazena do skupin dle svého pouziti.
Cervené jsou vyznacena léciva, ktera se dnes jiz v Iékai'ské praxi nepouZivaji. V zavorkach
jsou uvedena dal3i vyuZiti 1é¢iv, pokud je maji (Sestaveno dle databédze DrugBank>*)

Druh léciva lécivo

Antibiotika Klindamycin, Erythromycin, Kyselina fusidova, Gentamicin,
_ Mupirocin, Natamycin, Retapamulin, Tetracyklin, (Meclocyklin)
Antiifektiva Bithionol, Meclocyklin, Sulfatamid, (Klindamycin), (Kyselina
_ fusidova), (Tetracyklin)
Anthralin, (Pimecrolimus), (Adapalen)

Antiseptika Chlorhexidin, Resorcinol, Triklosan
Derivaty vitaminu D Kalcipotriol, Kalcitriol

Inhibitory Pimecrolimus, Takrolimus
kalcineurinu

Kortikosteroidy Alklomethason, Amcinonid, Betamethason, Klobetason,
Klokortolon, Desonid, Desoximetason, Diflorason,
Difluokortolon, Flumethason, Fluocinolon-acetonid,
Flupredniden, Flucatison propionat, Halcinonid, Hydrokortison,
Methylprednisolon, Mometason, Prednikarbat, Prednisolon,
Triamcilon, Ulobetasol

Keratolytika Kyselina mlécna, Propylenglykol, Kyselina salicylovd, Urea,
_ Benzoyl peroxid, (Tazaroten)
Adapalen, Etretinat, Isotretinoin, Tazaroten, Tretinoin
Kyselina azelaova

SV piipadé, ze by dand latka mohla byt zafazena do vice skupin, tak je upfednostnéna jen jedna
z moznosti. Které dalsi skupiny by pro dané 1é¢ivo pfipadaly v uvahu, shrnuje (kapitola 4). Rozdéleni,
jak je uvedeno zde koresponduje s rozdélenim 1é¢iv, které bylo pouzito pro obrazky 17 a 19.
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8. Vypocet chovani |éCiv na membranach

Vysledky vypoctl konkrétnich udaji pro konkrétni 1é¢iva jsou uvedeny v pftiloze.
V nésledujici kapitole budou prezentovany reprezentativni vysledky jednotlivych
pocitanych tdaju. Obrazek 8 znazoriuje graficky vybrané parametry, které jsme
extrahovali z profilti volné energie.

Rozdil velikosti penetracni bariéry a
afinity ligandu k membrané (AG,)

A A

Velikost penetracni
bariery (AG,.,)

AG [kcal/mol]

Parti¢ni koeficient
membrana - voda (logK,,)

r [mm]

Afinita ligandu k
membrané (AG,,,)

Pozice ligandu na membrané (Xmin)

Obrazek 15: Grafické znazornéni vybranych vypoctenych udaja
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8.1 Vypocet jednotlivych Udaji o chovani latek na membranach
V nasledujicich podkapitolach budou uvedeny vybrané udaje z tabulky 5 o chovani
1é¢iv na modelovych membranéch.

8.1.1 Porovnani vysledkd na jednotlivych modelovych membrdndch
Vypocty byly realizovany celkem na Ctyfech typech membrany. Popis téchto membran
je predmétem tabulky 4 v Metodach.
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CER AGyy  [keal/mol] CER AGgy  [keal/mol]

Obrazek 16 : Vzajemné porovnani vypoctenych hodnot AGay pro jednotlivé membrany
(vytvofeno pomoci programu RStudio®®)

Obecné mizeme fici, Ze latky membranami SC a CER lé¢iva prochdzela hiife nez
membranami DOPC a DMPC. Rovnéz muiZeme konstatovat, ze rozdil mezi
membranou SC a CER v prichodu kazdého jednotlivého 1é¢iva byl minimalni
(obrazek 9 A), to potvrzuje piipad eretindtu, calcipotriolu ¢i benzoyl peroxidu
(tabulka 8). To stejné plati i pro dvojici membrany DOPC a DMPC (obrazek 9 B).
Co v8ak stejné nebylo, byla skutecnost, jak velky byl rozdil mezi hodnotami pro
membrany, které popisuji kiizi (SC a CER) a hodnotami vypoctenymi pro modelové
membrany DOPC a DMPC (obrazky 9 C a 9 D). Zde se daji najit i mimotadné velké i
mimotéadné malé rozdily. Tyto skutecnosti dale ukazuje tabulka 8.
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Tabulka 8: Vypoctené hodnoty AGgi pro jednotlivé membrany

CER SC DOPC DMPC
AGuz[kecal/mol]  AGug[kcal/mol] AGuy[kcal/mol]  AGug[kcal/mol]

11,75 11,72 -13,63 -13,79

Mometason 0,53 0,55 -3,01 -2,80
Calcipotriol 0,13 0,13 -4,93 -4,73

Bezoyl peroxid -5,64 -5,57 -6,63 -6,51

Takrolimus 6,02 6,07 -5,76 -5,12

[ Anthralin_____JRCKEH 5,59 5,95 5,78

Naptiklad v piipadé zminovaného benzoyl peroxidu ¢i anthralinu byly tyto rozdily
dosti malé, v ptipadé¢ mometasonu a calcipotriolu uz ¢inily velky rozdil, jelikoz pokud
bychom chtély prichod této latky posuzovat Cisté podle t€chto hodnoty, vyslo by nam,
ze membranami klize spiSe neprochézi, ale membranami DOPC a DMPC uz zcela
urCité ano. Jestlize mometason a calcipotriol davaji prostor pro diskuzi, zda
membranou SC nebo CER prochazi ¢i nikoliv, takrolimus uz by byl ale ptikladem, kdy
membranami SC a CER neprochdzi, ale pfitom podle vysledki prochdzi membranou
DOPC ¢i DMPC. Hodnoty 4Gyis pro jednotlivé membrany a jejich vzajemné korelace
shrnuje obrazek 9.

S ohledem na zaméfeni prace na prichod 1é¢iv kuzi a soucasné s ohledem na
podobnosti vysledkll mezi smé€snou membranou SC a membranou z Cistych ceramidii
jsou vSechny dalsi uvedené vysledky uvedeny a diskutovany jen pro membranu CER.

8.1.2 Vzdjemné vztahy mezi vysledky vypoctu

V této podkapitole bych rada nastinila nékteré vzajemné vztahy, které jsou z vysledkii
patrné, jelikoz tyto zavislosti se budou poté projevovat pii interpretaci chovani
jednotlivych 1é¢iv na membrang. Jedny ze zakladnich tidajt, které se vypoétem pomoci
vyse popsané metody lze ziskat jsou velikost penetracni bariéry (4Gpen), mira afinity
ligandu k membrané (4Gwat) a parti¢ni koeficient membrana—voda (logKm).
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Obrazek 17 : A - Korelace mezi logKm a AGpen, B - Korelace mezi logKy, a AGwat, (vytvofeno
pomoci programu RStudio®)
Membréna je lipofilni systém, a proto spolu hodnoty afinity ligandu k membrané
(4Gwat) a parti¢ni koeficient vyjadiena jako logKm, dobie koresponduji (viz. Obrazek

vvvvv

znamenat, Ze membranou bude dobfe prochazet.

V piipad¢ hodnot penetracni bariéry (4Gpen) & l0gKn totiz nepozorujeme piili§ velkou
korelaci (viz obrazek 17 B). Nelze tedy fici, ze latky s nejnizsi hodnotou logKm nutné
vykazuji nejvyssi hodnotu penetracni bariéry. Takovy trend na zkoumanych 1é¢ivech
nepozorujeme. Data ukazuji, Ze je sice pravdou, ze latky lipofilnéj$i povahy maji
vysoké hodnoty logKm, a zaroven také maji velkou hodnotu 4Gwat, ale nelze fici Ze
nutné¢ musi vykazovat malé penetracni bariéry 4Gpen, tyto skutecnosti pro vybrané
latky ilustruje obrazek 18. Na ptikladu takrolimu vidime, Ze se jedna o latku s velkou
afinitou k membrané (4Gwat = 12,085 kcal/mol) a rovnéZ se jedna o latku lipofilni
(logKm = 7,702), nicméné¢ velka je i hodnota jeho penetra¢ni bariéry (4Gpen = 13,077
kcal/mol). Takrolimus ma podobnou hodnotu penetracni bariéry jakou vykazuje i
mnohem polarnéj$i mocovina (4Gpen = 12,326 kcal/mol).
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Obrazek 18: Grafické znazornéni vybranych vypoctenych udaji pro miru afinity ligandu
k membrané (AGwa:) a velikost penetracni bariéry (AGpen) pro membranu
ceramidd(vytvofeno pomoci programu RStudio®®)

Z hodnoty parti¢niho koeficientu logKm 1ze vypocitat hodnotu standardni vazebné
energie 4Ghing dle rovnice 12.

AGbind = —RTanm (5)

Ve vztahu figuruje R, cozZ je univerzalni plynova konstanta, a T je termodynamicka
teplota. Jelikoz predchozi obrazek ukazuje, ze |0gKm a 4Gwat spolu uzce souvisi, tak se
nabizi otazka, jak spolu budou souviset hodnoty standardni vazebné energie a afinita
ligandu k membrané. Korelaci mezi hodnotami 4Guind @ 4Gwat. ukazuje obrazek 18.
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Obrazek 19: Korelace mezi hodnotami standardni vazebné energie AGping @ partiénim
koeficientem membrana — voda logKn, (vytvofeno pomoci programu RStudio®)

Z obrazku 19 je zjevné, ze mira vazby latky do membrany 4Gpind je dominantné uréena
hloubkou energetického minima v membrané AGwat. A pravé proto tuto hodnotu
muzeme pouzivat jako hodnotu afinity latky vii¢i membrané.

8.1.3 Prichod lé¢iva membradnou

Pokud chceme urcit, jestli konkrétni ligand membrénou prochézi ¢i nikoliv, tak k tomu
lze vyuzit rozdilu mezi hodnotou penetra¢ni bariéry a hodnoty afinity ligandu
k membrang. Jak ukazuje rovnice 13. Nutno podotknout, Ze tato tento vztah je velmi
zjednodusSujici a je relevantnim ukazatelem pouze za stavu, kdy je membrana nasycena
ligandem.

AGdiff = AGpen — AGyqge (6)

Vzhledem k hodnotam, které zastupci 1éCiv nabyvali v mife afinity i velikosti
penetracni bariéry miiZzeme pozorovat tfi mozné skupiny vysledk.

o AGqiff < 0: latka membranou prochazi, jelikoZ ma penetra¢ni bariéru mensi nez
hodnotu své afinity k membrané. (v ptipadé¢ velké afinity k membran€ nicméné
latka miiZe byt membranou zadrZena)

e AGqir > 0: latka membranou neprochazi, jelikoz jeji penetraéni bariéra je veétsi
nez afinita k membrang.
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o AGdit= 0: 1atka membranou pravdépodobné prochazi, ale zalezi na afinité latky
k membrane, zda se latka pouze nezachyti do membrany
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* Antibiotika Antiseptika * Keratolytika * Kyselina azelarova * Retinoidy

* Antiinfektiva + Inhibitory kalcineurinu ¢ Kortikosteroidy ¢ Protizanétliva léciva ¢ Vitamin D

Obrazek 20: Zavislost prichodu latky membranou ceramid (vyjadieno pomoci AGuais)
na molekulové hmotnosti latky (MW [Dalton]) (vytvofeno pomoci programu RStudio®)

Obrazek 20 ukazuje, zda dany ligand membranou prochazi. Abychom byli schopni
posoudit kvalitu naseho vypoctu je tieba vysledky COSMOmicu konfrontovat se
realitou. BohuZel experimentalné méfené permeabilitni koeficienty, které by na tyto
otazky mohly rovnéz odpoveédét, jsou pro tyto latky casto nedostupné. Proto byly na
kontrolu vysledki vypocti pouzity informace z literatury napf. vazba na urcité
receptory, mechanismus uc¢inku. Tyto informace dokézaly dat zevrubné 1 bez znalosti
konkrétnich experimentalnich hodnot pro dané latky odpovéd na to, zdali vysledek
vypoctu pro danou latku odpovida realité.

Béhem porovnavani oCekavaného chovani dle literatury™ a vysledki vypoctu bylo
zjisténo, Ze pro nékteré ligandy COSMOmic poskytoval vysledky zdanlivé v rozporu
s realitou. Jednalo se o napf. retapamulin. Retapamulin je topické dermatologické

T Podstatné informace pro jednotlivé skupiny latek pro tuto préci, které byly ziskany z literatury a jsou
shrnuty spolu s obecnymi principy, které budou pro interpretaci pouzity v kapitole 4.
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antibiotikum a jako takové ma hubit bakterie na povrchu kiize, kam je aplikovano. Je
zcela nezadouci, aby prochdzelo do membrany SC. Presto z rozdili penetracni bariéry
a afinity k membrané dostavame hodnotu AGgift = -5,635 kcal/mol, tedy dostavame
zéapornou hodnotu, kterd znaCi prichod retapamulinu membrénou, coz muze
naznacovat prostupnost retapamulinu kzi. Navic jak 1ze vyc¢ist z obrazku 13, tato latka
neni jediné antibiotikum, které podobny vysledek vykazuje. Podobné jako
antiinfektivum bithinol, ktery podle vypo¢tu membranou prochdzi, ale prochéazet
idealné nema.

Opacny problém pozorujeme v ptipadé takrolimu, ktery patii mezi inhibitory
kalcineurinu a jako takovy musi prochazet velmi dobie membranou SC. Dle vypoctu
ale neprochazi. Podobné je na tom celd Siroka skupina kortikosteroidii, pro které
rovnéz plati, Ze musi prochdzet membranou, nebot’ maji cile uvniti bun¢k.

Nicmén¢ vedlejsi ucinky jednotlivych latek naznacuji, ze SC prochézi i kdyz nemayji.
Tyto skutecnosti pro vybrana 1éciva ukazuje tabulka 9. Z ni je patrné, Ze antibiotika
retapamulin, klindamycin a antiinfektivum bithinol, zpiisobuji s riznou cetnosti
vedlejsi Uc€inky, které svédéi o tom, Ze membranou prochdzi, jinak by je nemohly
zpusobovat. Takrolimus, ktery podle vysledkli neprochazi kazi, zpisobuje vedlejsi
ucinky svéd¢ici o opaku.

Tabulka 9: Vybrané nejcast&j$i nezadouci G¢inky nékterych Ié¢iv dle databdze SIDER® a
TOXNET®®

Nékteré nejcastéjsi nezadouci ucinky
Retapamulin bolest hlavy ,prGjem, nevolnost®

Klindamycin Akné, erythrema, mastna plet”°

Takrolimus Zvyseni triacylglycerolG v krvi, zvyseny cholesterol v krvi, 2
krevni tlak’

Navic jak ukazuje tabulka 10, pokud sefadime latky podle jejich logKm od nejmensiho
po nejvétsi, ziskame podobné potadi pro experimentalné ziskané logperm, tedy z tohoto
zjisténi lze formovat, ze latky polarné&j$i maji obecné mensi hodnotu permeacnich
koeficientq.
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Tabulka 10: Experimentdalné stanovené logPerm z databdze MolMeDB> ve tfech riiznych
usporadani (PAMPA/skin, PAMPA/GENER a CACO) a vypoéteného parti¢ni koeficientu
mebrana - voda pro membranu CER metodou COSMOmic18

Lécivo PAMPA/skin PAMPA/GENER CACO

logperm [cm/s]  logperm [cm/s] logperm
[cm/s]
5,84 0,947
-5,94 -5,45 -4,85 0,783
528 0,605
6,24 0,053
-5,92 -4,66 0,904
5,42 1,469
5,62 0,13
| Urea | 5,34 -0,938

Na druhou stranu, z obrazku 13 je patrné, ze pro urcité latky ba i celé skupiny 1é¢iv
vysledky vypoctu velmi dobie kopiruji realitu. Z celych skupin se jednd napt. o
retinoidy a derivaty vitaminu D.

Nabizi se tedy otazka, pro¢ pro n&které latky vypocet odpovida skute€nosti a pro jiné
se lisi od piedpokladaného? Pokud se budeme drzet striktné teorie o hydro/lipofilicité
léCiva, ktera je uvedena v tabulce 3, tak je mozné najit Castetné zduvodnéni
nesrovnalosti s dermatologickou praxi.

Nas vypocet vyuzivajici program COSMOmic pouzival vodu jako solvent, ze kterého
ligand vstupoval do membrany. Potiz nastava v tom, Ze pokud mame takto extrémné
hydrofilni prostfedi (vodu jako vehikulum) mizZe dochéazet k tomu, Ze hydrofilné;si
latky, které jiz tak maji malou afinitu k lipofilni membrané, nebudou ochotné viibec
prochézet, protoze nebudou ,,mit diivod* opoustét vodnou fazi. Ze soucasnych zjisténi
1ze usoudit, Ze pokud chceme vypocet vice pfiblizit realité¢ bylo by nutné zvolit pro
vypocet solvent, ktery bude vice reprezentovat chemické vlastnosti daného typu
vehikula, které se v dermatologii pro dany ucel a pro dané 1é¢ivo pouziva.

Dalsim moznym divodem by mohlo byt, Ze na$ vypocet pouzival gelovou
ceramidovou dvouvrstvu jakozto model nenaruSené membrany kiize. Nicméné kiize u
nékterych chorob (napf. u AD) mé naruSenou bariérovou funkeci, a tak touto narusenou
membranou mohou nejspiSe latky prochazet i tehdy, kdy by nenarusenou kuzi
prochdzely pouze obtizn€. Nabizi se to naptiklad u kortikosteroidd. Tento efekt by
mohl vést také k samotizeni davky léciva.

8.1.4 Velikost energetickych bariér léCiv pfi priuchodu membrdnou

V nésledujicim textu se zamé&fim na vztah mezi strukturou a kinetikou 1é¢iv na
membrané ceramidil v nenasyceném stavu. V nasyceném stavu lze pouzit hodnotu
AGiife , ktera je popsana ve vysledcich v predchozi kapitole.

Celkovou rychlostni konstantu 1ze rozdélit do tii dil¢ich konstant oznacovanych jako
Kin, Kriip @ Kout. Konstanta kin odpovida vstupu ligandu do membrany. Konstanta Kip
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odpovida kroku, kdy se ligand nachazi v hydrofobnim ¢asti membrany a ptechazi
Z jedné vrstvy do druhé. Konstanta Koyt se uplatiiuje pfi vystupu lé¢iva z membrany.”

Pokud zanedbame difuzi je mozné ptipodobnit kinetiku prostupu latky membranou
ke kinetice chemickych reakci, tak jak je popisuje Eyringova rovnice, ktera je
vyjadiena rovnici 14,

KgT _Ac*

= () e )

kde k je rychlostni konstanta, Kg Bolzmannova konstanta, T termodynamicka teplota,
h Planckova konstanta, AG” aktivaéni Gibsova energie a R univerzalni plynova
konstanta.

V piipad¢€ prostupu latek membranami budeme uvazovat, ze rychlostni konstanta Krip
bude odpovidat 4Gpen @ konstanta Kout bude odpovidat AGwat.. Pomoci téchto znamych
hodnot miizeme urcit rychlost limitujici krok, tedy nejpomalejsi krok pii prostupu
latky membranou a roziadit latky dle jejich chovani z tohoto hlediska (viz tabulka 11).

Tabulka 11: Kinetické parametry vybranych |éciv
Druh léciva lécivo AGpen~ kﬂip AGwar Kout

Inhibitor kalcineurinu Takrolimus 13,077 12,085

Urea 12,326 0,234
I Githionol 0,624 9,476
Triamcilon 10,025 1,547
Halcinonid 3,236 4,174

V piipadé¢ takrolimu a halcinonidu vidime, ze rychlostni konstanty v hydrofobni ¢asti
i pfi vystupu tohoto léCiva z membrany jsou zhruba stejné¢ velké. Na piikladech
mocoviny a triamcilonu pozorujeme, ze nejpomalejSim krokem bude prinik
hydrofobnimi ¢dstmi membrany. Poslednim piikladem je bithionol, pro ktery je
rychlost limitujicim krokem krok, kdy jeho molekula opousti membranu. Tabulka 11
latky je dany krok rychlost limitujici, a pro které na opak ne. Graficky poté tyto
informace ukazuje obrazek 21 na profilech volné energie téchto latek.
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Obrazek 21: Profil volné energie vybranych IéCiv pro prichodu ze sttedu membrany CER

do vody.

A — nepoldrni ¢ast membrany, B — polarni ¢ast membréany, C — voda

bariér pfi prachodu lé¢iva membranou CER
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V prostiednim sloupci tabulky 12 mizeme vidét, ze nejmensi hodnoty 4Gwat vykazuji
nekterd keratolytika (urea, propylenglykol a kyselina mlé¢na). Pokud to spojime
s rychlostnimi konstantami mtizeme fici, Ze opustit membranu pro tyto latky rozhodné
nebude nejpomalejSim krokem. Naopak jejich hodnoty bariéry 4Gpen ukazuji, zZe pro
n¢ piechod pfes lipofilni ¢ast membrany bude rychlost limitujici.

Tabulka 13: Porovnani velikosti energetickych bariér rychlost urcujicich krok( pfi prichodu
keratolytika membranou CER
Keratolytikum AGpen Kfipp [kcal/mol] AGyat” kout [kcal/mol]  logKm

Propylenglykol 6,96 0,083 -1,087
12,326 0,234 -0,938
Kyselina mlécna 7,395 0,368 -0,7
CE LW ERELTA 2 3,677 3,295 0,904
Benzyolperoxid 0,727 5,646 3,622

Jak ilustruje tabulka 13, toto ovSem neplati pro zbyla keratolytika (benzoylperoxid a
kyselina salicylova), jelikoz benzoylperoxid ma naopak bariéru AGwat vEtSi a u
kyseliny salicylové jsou hodnoty obou bariér takika vyrovnany. Tyto vysledky souvisi
s lipofilitou dané latky — pro polarni latky pfedstavuje membrana bariéru predevsim
pro piechod pies nepolarni Cast.

Nejvyssich hodnoty AGwat V prostfednim sloupci tabulky 12 ukazuji dva retinoidy
(adapalen a etretinat) a jeden inhibitor kalcineurinu (pimecrolimus). Pokud se
podivame na celou skupinu retinoidi, tak vidime, ze obecné pro vSechny zastupce této
skupiny plati, Zze rychlost limitujici krok v jejich ptipadé nastdva pii opousténi
membrany (viz tabulka 14).

Tabulka 14: Porovnani velikosti energetickych bariér rychlost uréujicich krok{ pfi
prachodu retinoidd membranou CER
Retinoidy AGpen Kfip [kcal/mol]  AGwat™ Kout [kcal/mol]  logKm

0,264 14,322 9,931
Adapalen 3,556 14,265 9,521
Tretionin 3,391 11,937 7,828
lzotretionin 2,792 10,973 7,272
Tazaroten 1,08 9,063 6,055

Pro dvojici antibiotik (gentamicin a natamycin) a inhibitor kalcineurinu (tacrolimus)
nachazime jedny z nejvysSich penetrac¢nich bariér. Tedy rychlost urcujicim krokem
pro né je prechod ptes lipofilni ¢dst membrany. Jak vidime z nasledujici tabulky 15,
antibiotika z hlediska velikosti energetickych bariér nejsou zdaleka tak homogenni
skupinou jako skupiny piedchozi. Ctyfi zastupci maji nejvyssi energetickou bariéru
pfi prichodu lipofilni ¢asti membrany a ¢tyfi ji maji nejvyssi pi opousténi membrany.
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Tabulka 15: Porovnani velikosti energetickych bariér rychlost urcujicich krok( pfi
prachodu antibiotik membranou CER
Antibiotika AGpen kiip [kcal/mol]  AGwat™ Kout [kcal/mol]  logKm

1’5 9’646 6’357
Klindamycin [ 6,627 3,964
Kyselina fusidova 6,408 9,088 5,601

Vysledky studia chovani 1é¢iv na modelovych membranach ukazuji, ze prichod 1é¢iva
je zavisly na chemickych vlastnostech 1é¢iva a na chemickém slozeni membrany.
membrany. Z vlastnosti 1é€iva je dilezita jeho lipofilita, kterd velmi dobfe koreluje
s jeho afinitou k membrang a ktera ovliviiuje i pruchod 1é¢iva.

7

Pro studium chovani lé¢iva na membrané je navic vhodné znat rychlost limitujici pfi
jeho prichodu membranou, tedy lokalizovat, kde na membrané ma ligand nejvyssi

energetickou bariéru.

44



Cilem prace bylo studovat chovani vybranych dermatologickych 1é¢iv na modelovych
membrandch. Konkrétné se jednalo vybranad o topicky aplikovana 1é¢iva na akné,
lupénku a atopicky ekzém, kterd se dnes v 1€karské praxi pouzivaji nebo se pouzivala
drive.

V textu prace byla vénovana pozornost literarni resersi v oblasti chovani téchto 1é¢iv
na stratu corneu. Pfedevsim se to tykalo informaci, které dokazaly dat odpovéd’ na to,
jaké je zadouci chovani 1é¢iv na kizi, napt. latka ma nebo nema pronikat hloubéji do
kiize za svym cilem. Cilem reSerSe o chovani 1é¢iv bylo ziskat alespon hrubou
predstavu o skute¢ném chovani 1é¢iv na kiizi, se kterou by bylo mozno konfrontovat
vypocty provadéné programem COSMOmic.

Jelikoz se jedna o onemocnéni kiize, byla jako modelovd membrana nejvice pouzivana
membrana ceramidi (CER), ktera napodobuje lipidovou matrici strata cornea.
Lipidova matrice se uplatiiuje pii pruniku xenobiotika do organismu. Nicméné pro
porovnani chovani téchto latek na membranach obecné byly vypocty realizovany také
na smésné¢ membrang, tvofené ceramidy, volnymi mastnymi kyselinami a
cholesterolem v ekvimolarnim poméru (SC), dale pak na membranach tvorenych
dioleoylfosfatidylcholinem (DOPC) a dimyristoylfosfatidylcholinem (DMPC). Bylo
zjisténo, ze membrany CER a SC jsou obecné méné prichozi pro 1é¢iva nez membrany
DOPC ¢i DMPC. Rovnéz vysledky pro membrany CER a SC si byly velice podobné,
stejn¢ tak si byly ¢iselné podobné vysledky pro membrany DOPC a DMPC. Na
zaklad¢ téchto zjisténi jsme se posléze zamérili pouze na membranu CER.

U jednotlivych latek jsme posuzovali nékolik veli€in popisujicich interakce
s membranou: velikost penetracni bariéry (4Gpen), hloubka energetického minima
latky na membrané (4Gwat) a logaritmus partiéniho koeficientu membrana — voda
(logKm) a jejich vzajemné vztahy. Z téchto vztaht je vyznamny zaveér, ze AGwat @
logKm spolu velmi dobie koreluji, a to napfi¢ chemickou rtiznorodosti 1é¢iv, takze
AGwat muze slouzit jako mira afinity 1é¢iva k membrané. Poté jsme se zaméfili na
zjednoduSeny zptisob, jak rozhodnout, zda latka prochéazi ¢i neprochazi membranou
pomoci hodnoty AGitr. Tato energie urcuje energetickou bariéru pro prostup latky za
situace, Ze je membrana lé¢ivem nasycena. TakZze vysledky, které byly urCeny touto
hodnotou byly ¢asto v rozporu s ocekavanimi dle literatury.

Na energie 4Gpena 4Gwat je mozno pohlizet také jako na bariéry pro rychlost limitujici
kroky ¢ili bylo mozno rozdélit 1éciva podle toho, ktery krok je pro né limitujici pro
prichod membranou. Ukazuje se, Ze jednotlivé skupiny 1éCiv se 1isi. Vyhodou tohoto
ptistupu je, Ze lépe popisuje situaci za stavu, ze membrdna neni léCivem zcela
nasycena.

Nicméné¢ vSechny vysledky byly metodou COSMOmic vypocteny S né€kolika
zjednoduSenimi. PfedevS§im jsme pocitali pouze s piestupem 1é¢iva z vody do
membrany. Je tfeba podotknout, ze vehikula dermatologickych 1éCiv nejsou vzdy
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hydrofilni. Rovnéz také neni vétSina dermatologickych piipravkl tvofena jen
vehikulem a uc¢innou latkou. Dale je zapotifebi zminit, ze jsme studovali model
neporusené¢ membrany, a tudiz mozna pfili§ neprostupny pro nékteré typy léciv. Také
jsme studovali membrany jen za stavu s nekone¢nym roziedénim — tedy jedinou
molekulou 1éCiva. Proto je vyzvou do budoucna zrealizovat obdobny vypocet bez
téchto omezeni.
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SUMMARY

The main aim of this thesis was to the study the behaviour of dermatologically active
compounds on model membranes. We focus on topical-applied dermatologicals for
treatment of atopic dermatitis, psoriasis and acne vulgaris which are or were used in
medical practice.

We performed literature review about behaviour of dermatologicals on stratum
corneum, especially about desirable or undesirable permeation into the skin for
achievement their target. The aim of the literature review was to get as detailed as
possible view into about real behaviour of dermatologicals on the skin. Results of
literature review were compared with our COSMOmic calculations.

Lipid matrix of stratum corneum is important for transport of xenobiotics in
organisms. To model the lipid matrix of stratum corneum, we used bilayers consisting
of different lipids. For comparation behaviour of drugs on skin we have used ceramide
(CER) and mixed model skin membrane which consists of ceramides, free fatty acids
and cholesterol in equal ratio (SC). To gain further insight, we have included also
phosphatidylcholine membranes - dioleoylphosphatidylcholine (DOPC) and
dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC) to model cell membranes. At first, we
focused on each model membrane and its relationship with drugs. The SC and CER
membranes have shown to be less permeable than DOPC and DMPC membranes.
Moreover, SC and CER have shown to produce similar results to each other (DMPC
and DOPC as well), so for the sake of simplicity we have further used CER membrane.

Next, we paid attention to simplified description of drug interactions with membrane.
We studied penetration barrier (4Gpen), minima of the free energy profile in membrane
(4Gwat) and logarithm of partition coefficient membrane — water (logKn) and their
mutual relationships. Very important conclusion of these mutual relationships is fact
that 4Gwat and logKm are very good correlated notwithstanding chemical diversity of
the drugs. As a result, 4Gwat can serve as a measure of the affinity of drug towards
membrane. Further have used free energy difference between water phase and centre
of CER membrane (4Gairr) as a sole predictor for permeation, even though this energy
is mainly relevant for saturated membrane scenario. Hence the results were often
incompatible with expected behaviour of drugs according to our literature review.

If we regard the energies 4Gpen and 4Gwat as the barriers of rate-limiting steps, we were
able to classify drugs according to which step for each drug is the most complicated
during permeation event across biological membrane. The rate-limiting step is
sometimes typical for all groups of drugs. This approach is relevant also for
unsaturated membrane scenario.

As the results in this bachelor thesis were calculated with COSMOmic method, we
have introduced multiple simplifications. Firstly, the calculation was set up for drugs
permeating from water into membrane, however dermatological vehicles are not
always hydrophilic, also most of dermatological products do not consist of just active
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ingredient and vehicle. Further we have studied the drugs on model of intact
membrane, which would be disrupted in skin disease and lastly, we have studied the
drugs in infinite dilution scenario — with one drug molecule. All these limitations
should be considered and challenged upon future calculations.
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Prilohy

CER metodou COSMOmic 18.
Barevné znacni druh( léciv v tabulce: retinoidy — svétle modra, kortikosteroidy — bil3,

protizdnétliva léCiva — fialova, nezarazené — Sedd, keratolytika — Zlutd, antiifektiva — svétle zelena,

derivaty vitaminu D — oranzova, antibiotika — tmavé zelena, antiseptika — ¢erven3, inhibitory

kacineurinu - ¢erna

L&civo Mw AGay AGpen AGuat logKm AGhing
[Da] [kcal/mol] [ [kcal/mol] | [kcal/mol] CER [kcal/mol]
Adapalene 412,523 -10,709 3,556 14,265 9,521]-11,90
Alclometasone 408,918 5,88 7,757 1,877 0,2421-0,30
Amcinonide 502,574 -0,038 3,753 3,791 2,002]-2,50
Anthralin 226,229 -4,296 0,157 4,453 3,051 -3,81
AzelaicAcid 188,222 4,972 6,708 1,736 0,596 |-0,74
Benzoylperoxide 242,228 -4,919 0,727 5,646 3,622 1-4,53
Betamethasone 392,463 4,998 7,489 2,491 0,9471-1,18
Bithionol 356,054 -8,852 0,624 9,476 6,373]-7,96
Calcipotriol 412,607 -2,226 6,904 9,13 5,613]-7,02
Calcitriol 416,639 -4,129 6,261 10,39 6,604 | -8,25

Clindamycin 424,986

Clobetasone 408,893 3,109 6,53 3,421 1,588]-1,98
Clocortolone 410,909 3,688 6,192 2,504 1,007 |-1,26
Desonide 416,51 6,418 8,725 2,307 0,837]-1,05
Desoximetasone 376,464 3,608 6,431 2,823 1,238]-1,55
Diflorasone 410,454 5,266 7,067 1,801 0,208]-0,26
Difluocortolone 394,454 3,864 6,406 2,542 0,931]-1,16

Erythromycin 733,931

Etretinate 354,485 -14,058 0264 14,322 9,931[-12,41
Flumethasone 410,454 5,127 7,133 2,006 0,301]-0,38
2:;2:%':”‘? 452,491 7,118 9,158 2,04 0,554 |-0,69
Fluprednidene 390,447 6,24 7,932 1,692 0,218]-0,27
E'r‘;tr')clzzz:s 500,574 0,492 3,98 3,488 1,812]-2,26
FusidicAcid 516,712 9,088 5,601 -7,00
Gentamicin 3,246 1,502 -1,88
Halcinonide 454,962 -0,938 3,236 4,174 2,28-2,85
Hydrocortisone 362,462 4,002 6,301 2,299 0,783 |-0,98

Chlorhexidine

505,449

-0,205

10,702

10,907

7,023

-8,78
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LéEivo MW AGd,ff AGpen Aqut IogKm AGbind
[Da] [kcal/mol] ] [kcal/mol] | [kcal/mol] CER [kcal/mol]

Isotretinoin 300,437 -8,181 2,792 10,973 7,2721-9,09
LacticAcid 90,078 7,027 7,395 0,368 -0,710,87
Meclocycline 476,866 2,181 4,945 2,764 1,223]-1,53
Methyl- 374,473 4,576 7,252 2,676 1,069 |-1,34
prednisolone

Mometasone 427,364 3,438 6,931 3,493 1,606]-2,01

Mupirocin

Natamycin

Pimecrolimus

500,625
665,729
810,458

Tacrolimus

804,023

Prednicarbate 488,573 -0,587 3,712 4,299 2,4261-3,03
Prednisolone 360,446 5,327 7,472 2,145 0,605|-0,76
Propyleneglycol 76,095 6,877 6,96 0,083 -1,087]1,36
Resorcinol 110,111

Retapamulin 517,767

Salicylicacid 138,121 1,707 3,677 1,97 0,9041-1,13
Sulfacetamide 214,243 9,607 10,977 1,37 0,1941-0,24

Tetracycline 444,437 3,386 6,616 3,23 1,469 -1,84
Tretinoin 300,437 -8,546 3,391 11,937 7,8281-9,78
Triamcinolone 394,436 8,478 10,025 1,547 0,053 |-0,07
Triclosan 289,543 -7,486 0,491 7,977 5,369 -6,71
Ulobetasol 428,899 4,845 8,294 3,449 1,5841-1,98
Urea 60,055 12,092 12,326 0,234 -0,938|1,17
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Tabulka 17: Vypoctené hodnoty AGgi pro jednotlivé membrany metodou COSMOmic 15

.....

|é¢iva —fialova, nezarazené —Sed3, keratolytika — Zlutd, antiifektiva — svétle zelend, derivaty vitaminu
D — oranzZov3, antibiotika — tmavé zelena, antiseptika — cervena, inhibitory kacineurinu - ¢ernd

Clindamycin

CER Isc [oorc [ompc
Ligand AG
[kcal/mol]

Adapalene -8,33 -8,34 -11,87 -11,86
Alclometasone 2,93 3,02 -0,64 -0,1
Amcinonide -2,38 -2,36 -6,67 -6,22
Anthralin

Azelaic Acid 3,63 3,63 0,86 1,42
Benzoylperoxide -5,64 -5,57 -6,63 -6,51
Betamethasone 3,05 3,18 -0,57 -0,15
Bithionol -8,28 -8,26 -8,72 -8,61
Calcipotriol 0,13 0,13 -4,93 -4,73
Calcitriol -1,45 -1,42 -6,23 -6

Clobetasone 0,91 0,94 -2,86 -2,49
Clocortolone 1,32 1,45 -2,41 -2,02
Desonide 4,83 4,9 -0,04 0,44
Desoximetasone 1,52 1,67 -2,29 -1,92
Diflorasone 2,54 2,66 -0,98 -0,47
Difluocortolone 1,44 1,57 -2,35 -2,1
Erythromycin

Etretinate -11,75 -11,72 -13,63 -13,79
Flumethasone 2,37 2,48 -1,1 -0,59
2:;2::;:2“" 4,95 5,04 0,22 0,76
Fluprednidene 3,52 3,64 0,09 0,39
E'r‘:::z;‘;:: 1,81 -1,81 6,1 5,53
Fusidic Acid

Gentamicin

Halcinonide -3,09 -3,08 -6,75 -6,48
Hydrocortisone 2,47 2,63 -0,94 -0,59

Chlorhexidine

prednisolone

Isotretinoin -6,68 -6,68 -9,11 -8,97
Lactic Acid 5,06 5,09 3,84 4,27
Meclocycline 0,49 0,34 -0,91 -0,59
Methyl- 2,81 2,95 -0,98 -0,56
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I Ligand

cer|

sc|

popc|

pmpc|

Mometasone

Mupirocin

Natamycin

Pimecrolimus

0,53

0,55

-3,01

-2,8

Prednicarbate -2,24 -2,2 -6,89 -6,13
Prednisolone 3,31 3,47 -0,33 0,07
Propyleneglycol 5,06 5,08 4,44 4,66
Resorcinol

S ETE T

Salicylic acid 0,45 0,49 -0,67 -0,28
Sulfacetamide 6,92 7,02 5 5,42

Tacrolimus

6,02

6,07|

5,76

5,12

Tetracycline 1,55 1,33 -0,39 0,05
Tretinoin -6,87 -6,9 -10,18 -10,22
Triamcinolone 6,06 6,16 3,06 3,67

Triclosan
Ulobetasol 2,63 2,65 -1,03 -0,8
Urea 9,98 10,09 8,87 9

56



