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1 Abstrakt

Ceramidy (Cer) su sfingolipidy, ktoré sa v eukaryotickych bunkach cicavcov podielaju
na roznych biologickych funkciach (bunkova signalizacia, proliferacia, diferenciacia a apoptéza
buniek). V kozi cicavcov sa Cer nachddzaju v najvrchnejsej vrstve epidermis nazyvanej tiez ako
stratum corneum (SC). V tejto vrstve Cer spolocne s cholesterolom (Chol) a vy$Simi mastnymi
kyselinami (VMK) tvoria mnohovrstvové lamely interceluladrnej lipidovej matrix, ktord sa

povazuje za vlastnu koznu bariéru.

Dodnes nebolo Uplne objasnené, ako su lipidy v intercelularnej koznej matrix
usporiadané. Na hodnotenie usporiadania koznych lipidov sa preto ¢asto pouzivaju modely
koznej bariéry so znadenymi (deuterovanymi) lipidmi. Cielom tejto prace bolo pripravit
sfingozin s deuterovanym retazcom anasledne od neho odvodené deuterované Cer,
tj. N-lignoceroyl sfingozin-d2s (s acylom kyseliny lignocerovej (C24); d-CerNS)
a N-lignoceroyl-das7 sfingozin-das (dd-CerNS) a hodnotit tak ich fazové chovanie a usporiadanie

s dalsimi koznymi lipidmi pomocou studia modelovych membran.

Syntéza deuterovanych Cer vychadzala z eliminacie pentadekan-1-olu-ds1 na
terminalny deuterovany alkén. Dal$im krokom bola Grubbsova metatéza terminalneho alkénu
a intermediatu, ktory bol vysledkom vinylacie (S)-Garnerovho aldehydu. Produkt Grubbsovej
metatézy (chraneny deuterovany sfingozin) bol ndsledovne odchraneny v kyslom prostredi
a volnad sfingoidna bdza bola acylovana protonovanou (deuterovanou) kyselinou lignocerovou
pomocou vo vode rozpustného karbodiimidu. Pripravené d-CerNS a dd-CerNS boli potom
prenesené do modelovych membran SC. Modelové zmesi obsahovali d-CerNS alebo dd-CerNS,
(deuterovanu) kyselinu lignocerovid a Chol vekvimolarnom pomere s pridavkom
cholesterol-sulfatu (5% m/m). Celkom Styri typy modelovych membran, s roznym zastupenim
deuterovanej zlozky boli hodnotené pomocou teplotne zavislej infracervenej spektroskopie.
Touto biofyzikdlnou metdédou bolo hodnotené fazové chovanie (konformacia, laterdlne
usporiadanie, miesatelnost) retazcov lipidov modelovych membran. Vysledky tejto prace by

mohli byt ndpomocné vo vysvetleni (pato)fyzioldgie usporiadania lipidov v SC.



2 Abstract

Ceramides (Cer) are sphingolipids, which participate in eucaryotic cells in various
biological processes (cell signalling, proliferation, differentiation and cell apoptosis). In
mammalian skin, Cer are localized in the uppermost layer of epidermis, stratum corneum (SC).
In this layer, Cer along with cholesterol (Chol) and free fatty acids form multilayer lamellae of

intercellular lipid matrix.

The skin lipid arrangement in SCis still unclear. To evaluate the skin lipid arrangement,
skin membrane models with labelled (deuterated) lipids have been used. Therefore, the aim
of this work was to synthesize sphingosine with deuterated chain and Cer based on deuterated
sphingosine, i.e., N-lignoceroyl sphingosine-ds (with lignoceric acid acyl (C24); d-CerNS) and
N-lignoceroyl-ds7 sphingosine-d2s (dd-CerNS) and to study their phase behaviour and

arrangement in model membranes by using biophysical studies.

Synthesis of deuterated Cer started from elimination of 1-pentadecanol-ds; to obtain
a deuterated terminal alkene. Next, a vinylation of (S)-Garner’s aldehyde led to obtain an
intermediate, which was treated in Grubbs” metathesis with terminal alkene. The product of
Grubbs metathesis (a protected deuterated sphingosine) was then deprotected under acid
conditions; free sphingoid base was acylated by protonated or deuterated lignoceric acid using
water soluble carbodiimide. Synthesized d-CerNS and dd-CerNS were incorporated into SC
membrane models. Model mixtures contained d-CerNS or dd-CerNS, (deuterated) lignoceric
acid and Chol in 1:1:1 molar ratio with an addition of cholesteryl sulfate (5 wt%). Overall, four
types of model membranes with different representation of deuterated methylene (CD3)
chains, were studied by temperature depended infrared spectroscopy at temperature from
28°C to 100°C. A phase behaviour (conformation, lateral arrangement, and miscibility) of
model lipid membranes was investigated. The results of this study could be helpful in

explaining the (patho)physiological arrangement of SC lipids.



3 Pouzité skratky

[2To Yol terc-butyloxykarbonyl

BUOH ............... butanol

Cernnnnnnnnnnnnnnn. ceramid(y)

d-CerNS............ N-((2S,3R,4E)-1,3-dihydroxyoktadec-4-en-2-yl-tetrakosanamid-das
dd-CerNS.......... N-((2S,3R,4E)-1,3-dihydroxyoktadec-4-en-2-yl-tetrakosanamid-das-daz

d-sfingozin ....... (2S,3R,4E)-2-aminooktadec-4-en-1,3-diol-d2s

EtOH .....ceeeeee etanol

GM.....ovvnen Grubbsova metatéza

HMPA............... hexametylfosforamid

HOBt ................ 1-hydroxybenzotriazol

Chol ...ceervennenn. cholesterol

CholS........c..c.... cholesterol-sulfat

1€ oo infracervena (spektroskopia)

(d)-LIG.............. (deuterovand) lignocerova kyselina

MeOH .............. metanol

MS ., hmotnostnd spektroskopia

NMR....ccceveeeee. nukledrna magnetickd rezonancia
Rfveriiiiiiiiieeenen, retenény faktor

SCareriieeeeeen, rohova vrstva (lat. stratum corneum)
TFA...ccooiii, trifluoroctova kyselina

THF oo tetrahydrofuran

L K O tenkovrstvova chromatografia
VMK..cooooiiiniees vysSia mastna kyselina/vyssie mastné kyseliny
WSC ..o, 1-ethyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid



4 Uvod a ciel prace

Sfingolipidy tvoria pomerne rozsiahlu skupinu lipidov, ktorych hlavnym spoloénym
znakom je pritomnost 2-aminodiolov, oznacovanych aj ako sfingoidné bazy. Podla
substituentu na C1 a C2 sfingoidnej baze sa sfingolipidy delia na fosfosfingolipidy,

glykosfingolipidy, a koneéne ceramidy (Cer).%?

Cer su druhom sfingolipidov, ktoré su fyziologickou sucastou vietkych eukaryotickych
buniek a podielaju sa na bunkovej signalizacii, ktora reguluje napr. proliferaciu, diferenciaciu
a apoptdzu buniek. V koZi cicavcov sa nachadzaju v najvrchnejSej vrstve epidermis, nazyvanej
rohova vrstva (stratum corneum; SC). Prave vtejto vrstve, obsahujicej odumreté
keratinocyty, Cer spolu s cholesterolom (Chol) a volnymi mastnymi kyselinami (VMK) tvoria
lamely intercellularnej lipidovej matrix, ktora sa poklada za vlastnu koznu bariéru. Cer v nej
hraju esencialnu rolu; spolo¢ne s vyssie spominanymi latkami zabranuju prieniku cudzorodych

latok do organizmu a chrénia organizmus pred jeho dehydratdciou. 2

Napriek tomu, Ze Cer sa tesia intenzivnemu zaujmu mnohych vyskumnych pracovisk, ich
funkcie a celkovo mikrostruktura koznej bariéry dodnes neboli Uplne objasnené. Dodnes nie
je uplne zndme usporiadanie (konformacia) lipidov v koznej bariére a rovnako dosial nebol
pripraveny sfingozin s deuterovanym retazcom, ktory by bol velmi napomocny v objasneni
usporiadania lipidov koZnej matrix. Preto bolo ciefom mojej diplomovej prace pripravit
oznaceny (deuterovany) sfingozin pomocou Grubbsovej metatézy, ktory by bol nasledne
acylovany bud' protonovanou kyselinou lignocerovou (LIG) alebo deuterovanou kyselinou
lignocerovou (d-LIG). Z takto pripravenych Cer bolo cielom nasledne pripravit jednoduché
modely koZnej bariéry, ktoré by boli sledované pomocou teplotne zavislej infraCervenej

spektroskopie.



5 Teoreticka Cast

5.1 Koza

Koza (lat. cutis, gréc. derma), je rozsiahly ploSny organ cicavcov, ktory tvori vonkajsi
povrch organizmu atym aj bariéru organizmu voci podnetom zvonkajSieho prostredia.
Zvy&ajne nadobuda koZa velkosti v priemere 1,6 — 1,8 m2. Jej hribka sa podla oblasti tela
pohybuje od 0,4 do 4 mm. V priemere ma hmotnost okolo 3 kg, ale v zavislosti od hrubky
tukového tkaniva méZze hmotnost koZe kolisat. Najtensie oblasti ludskej koZe su predovsetkym

na oénych viec¢kach a naopak, najhrubsie &asti je moZno néjst je na chrbte.3

KoZa predstavuje ucinnu bariéru proti fyzikdlnym, chemickym a biologickym vplyvom
z okolia. Pomocou cinnosti potnych Zliaz a zmenou prietoku krvi vo svojom krvnom riecisku
ucinne riadi termoregulaciu tela. Koza sa taktiez zucastnuje na dychani avdaka cinnosti
potnych a mazovych Zliaz plni taktiez funkciu exkreénd. Netreba vsak zabudat ani na jej
imunitnu funkciu, nakolko sa v nej nachadza velké mnozZstvo buniek imunitného systému.
Nachadzaju sa v nej tiez bohato vetvené nervové zakoncenia, vdaka ktorym sa telo udrziava
v kontakte s vonkajsim prostredim. Nemenej d6lezita je aj jej uloha pri tvorbe vitaminu D, ¢im

nepriamo ovplyviiuje metabolizmus vépniku v tele.3

5.2 Anatdémia koze
Anatomicky sa koZza deli na tri zakladné vrstvy. SU to epidermis, dermis a tela

subcutanea.®*

5.2.1 Tela subcutanea

Tela subcutanea (podkoZzné tukové vazivo) je najhlbSia vrstva koze, pricom spojuje
dermis s nizsie poloZzenymi tkanivami (svaly a vaziva). Je tvorenad prevaine z tukového tkaniva,
tvoreného adipocytmi. Hrubka tejto vrstvy znacne koliSe v zavislosti od Casti tela. Typicky
najvacsie zastupenie ma na bruchu, zadku a proximalnej ¢asti stehien, a naopak nemusi sa

vObec nachddzat na oénych vieckach.3

5.2.2 Dermis
Dermis (lat. corium, zamsa) je stredna vrstva koze o hrubke 0,6 — 3 mm. Je tvorend
prevaine kolagénovymi a elastickymi vldknami, vdaka ktorym zamsa disponuje pozadovanou

pruznostou a pevnostou. Je to oblast, kde je bohato rozvetvené krvné a lymfatické riecisko,
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¢oho sa vyuZiva aj pri (trans)dermadlnej aplikacii lieCiv. Nachadza sa tu aj bohato vetvena

nervova siet, vlasové folikuly a potné a mazové 7lazy.*

5.2.3 Epidermis

Epidermis (pokozka) je najvrchnejsSia vrstva koze, ktora prichadza do styku s vonkajsim
prostredim. Je tvorend bunkami viacvrstvového rohovatejuceho dlazdicového epitelu,
keratinocytmi. Okrem nich sa tam nachddzaju aj iné bunky, napr. melanocyty (pigmentacia),

Langerhansove (imunitna funkcia) a Merkelove bunky (zmyslova funkcia).*

Epidermis sa anatomicky deli na dalSich 4-5 vrstiev (Obrazok 1). Odspodu smerom
k povrchu tela su to stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum

a stratum corneum.>*

STRATUM = \
CORNEUM L ———— g

STRATUM : e ‘ \

GRANULOSUM A ey e =~ o
STRATUM [ _ﬂ-v J-® |
SPINOSUM | f Tec 5"?‘[&‘

STRATUM { ’Jpggg

BASALE L 34

© Eucerin®

Obrazok 1. Anatomické ¢lenenie epidermis cicavcov — stratum corneum, stratum granulosum,

stratum spinosum a stratum basale.?

NajhlbSou vrstvou epidermis je stratum basale (bazdlna vrstva), ktord je tvorena
z jednej rady palisadovito radenych cylindrickych keratinocytov. Niekolko radov keratinocytov
nad bazalnou vrstvou tvori dalSiu vrstvu, stratum spinosum (tfnita vrstva). Jej bunky spravidla
maju vacsi objem nez keratinocyty, pricom smerom k povrchu sa postupne oplostuji. Bunky
v spodnej Casti tejto vrstvy maju, podobne ako bunky bazdlnej vrstvy, schopnost delit sa.
V hornej Casti tejto vrstvy sa v keratinocytoch zacdina proces diferenciacie, teda proces
premeny keratinocytov na vysledny kozny produkt keratin (tj. keratinocyty su tvorené
prakticky len keratinom). Nad vys$Sie spominanymi vrstvami sa nachadza stratum granulosum

(zrnitd vrstva) a stratum lucidum zndma ako vrstva jasnych buniek. Nachddzaju sa tu
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tzv. tranzitné keratinocyty, ktoré stracaju jadro aj vSetky organely, azdroven sa

keratohyalinové granule menia na keratin.*

5.2.3.1 Stratum corneum

Stratum corneum (rohova vrstva; Obrazok 1), najvrchnejSia vrstva epidermis, je uz
tvorena keratinocytmi (tzv. korneocytmi), ktoré nemaju jadro a su ploché a zrohovatené.
BeZne s zoradené v 15-20 vrstvach; st vsak miesta na tele, kde vrstiev moze byt vyrazne viac,
napr. koZa na chodidle mdZe mat aj 100 vrstiev korneocytov.* Priestory medzi korneocytmi su
vyplnené lipidovou hmotou, zvanou taktiez interceluldrna lipidova matrix. Tato lipidova
matrix, tvoriacalamely, obsahuje VMK o roznej dizke, dalej Chol aCer v priblizne
ekvimolarnom mnoistve, tj. v pomere 1:1:1 (mol). Z dalSich latok su to estery Chol alebo tiez

cholesterol-sulfat (CholS), ktory tvori priblizne 5 % (m/m) hmotnosti lipidovej matrix.? ©

Rohova vrstva epidermis je povazovana za koZnu bariéru a lipidova matrix ma v nej
neodmyslitelnd udlohu. Predovietkym chrani telo pred nadmernou stratou vody.! Jej
pritomnost je teda nevyhnutna pre Zivot cicavcov na susi. Extraceluldrna lipidova matrix
taktiez chrani telo pred prienikom neziaducich cudzorodych latok a podiela sa tak na udrzani

stalosti vnutorného prostredia (homeostaze).> 3 *

5.3 Ceramidy v stratum corneum

Cer su dominantné lipidy vintercelularnej lipidovej matrix, kde su zastupené
v mnozstve az 50 % (m/m). Tieto sfingolipidy maju relativne mald polarnu hlavu a2
hydrofébne retazce. Jeden retazec patri sfingoidnej baze adruhy acylu VMK, ktory je
naviazany na sfingoidnu bazu amidovou vazbou. Zatial bolo popisanych 15 zakladnych r6znych
Struktdrnych druhov Cer, ktoré sa vyskytuju bud' v tzv. volnej podobe alebo su kovalentne

viazané na glutamatové zvysky korneocytov (Obrazok 2).1
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Ceramide

OH |Sphingoid Dihydro- 6-Hydroxy- Phyto-  1-O-Acylsphingosine
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Non-hydroxy acid (N) 1
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Alpha-hydroxy acid (A)
HG}(%"{': Ceramide AS Ceramide AdS Ceramide AH Ceramide AP Ceramide 1-O-EAS
22Has
0

Omega-linoleoyloxy
o acid (EQ) Ceramide EOS Ceramide EQdS Ceramide EOH Ceramide EOP

Hostfo =" c,,
[n] 31 7

Free human skin ceramides
J

Omega-hydroxy acid (O)

Ceramide OS Ceramide OdS Ceramide OH Ceramide OP

HOT{'TDH Protein bound ceramides
o (corneocyte lipid envelope)

Obrdzok 2. Ndzvoslovie koZnych Cer podla Motty et al.’

Molekuly Cer sa skladaju zo sfingoidnej bazy, ktorou je zvycCajne 18-uhlikaty
aminoalkohol sfingozin (S), dihydrosfingozin (dS), fytosfingozin (P) alebo 6-hydroxysfingozin
(H). Primarna aminoskupina sfingoidnej bazy je N-acylovana VMK, ktora je spravidla nasytena
a nerozvetvend. Acyly mastnych kyselin sa podla dizky retazcov klasifikuju ako dlhé (priblizne
20-24 uhlikov) a ultradlhé (az do 38 uhlikov). VMK mézu byt dalej bez substittcie (N),
a-hydroxylované (A) alebo w-hydroxylované (O), ktoré su typické pre Cer s ultradlhym
retazcom. Na tento w-hydroxyl méze byt dalej viazana linolénova (EO), pripadne sa mozu
kovaletne viazat na glutamatové zvysky proteinov (tzv. kovalentne viazané Cer alebo tiez Cer
typu O). Na zaklade kombinacie sfingoidnej baze a acylu VMK bolo vytvorené nazvoslovie Cer

podla Motty a kol.”, ktoré je uvedené v Obrazku 2.

5.4 Laterdlna organizacia lipidov v stratum corneum
Laterdlna organizacia lipidov znamena usporiadanie koZznych lipidov vlameldch SC, ¢o je
kritické a ma vplyv na bariérova funkciu koZze. Celkovo pozname tri fyziologické typy

(tzv. kryStalické mriezky; Obrazok 3) usporiadania lipidov v SC.%°
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Obrdzok 3. Usporiadanie (hore) a konformdcia lipidov SC (dole).’ Skratky: OR — orthorhombickd

R==0

krystalickd  mriezka  (fdza), HEX — hexagondlna krystalickd mriezka  (fdza),

LIQ — kvapalno-krystalickd faza.

Pre bariérovu funkciu koZze je najdolezitejSie usporiadanie lipidov do
tzv. orthorhombickej krystalickej mriezky (Obrazok 3), ktora v zdravej ludskej kozi prevazuje
najviac. V tomto type usporiadania su lipidy naukladané velmi tesne vedla seba a su pre rfu
typické tzv. all-trans konforméry lipidov. All-trans usporiadanie odpoveda antiperiplanarne;j
konformacii, co umoznuje uz spominané tesné usporiadanie, pri ktorom nie je mozna mobilita
retazcov. Pre tento typ usporiadania su zakdzané akékolvek laterdlne pohyby (napr. difuzia).
Druhym typom usporiadania lipidov je hexagonalna krystalicka mriezka, pre ktoru je typické
menej tesné usporiadanie lipidov, spdsobené hlavne narastajucim poctom volnejsie
usporiadanych gauche konformérov. V gauche konforméroch, na rozdiel od all-trans
konformérov, je typickd synklindlna konformacia. Toto usporiadanie umoZiuje ciasto¢nu
mobilitu retazcov. Tretim typom usporiadania je kvapalno-krystalicka faza, v ktorej sa
nachadzaju len gauche konforméry. Toto minoritné usporiadanie lipidov umoziuje uUplnu

mobilitu retazcov, ¢o pravdepodobne dodava lipidovej matrix patri¢nu elasticitu.’

5.4.1 Konformacie ceramidov
Cer mo6zu v SC teoreticky zaujimat dve rozlicné konformacie. Su to tzv. otvorena
(angl. hairpin conformation) a uzatvorena (angl. extended conformation) konformdcia
(Obrazok 4), pricom obe su teoreticky mozné. V uzatvorenej konformacii uhlovodikové
retazce smeruju rovnakym, pricom v otvorenej konformacii smeruju uhfovodikové retazce

opaénym smerom.!
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Ceramide conformations " e e e e ]

extended (splayed-chain)

Obrdzok 4. Uzatvorend (angl. hairpin) a otvorend (angl. extended) konformdcia koZnych Cer.

5.5 Ochorenia spojené s poruchou bariéerovej funkcie koze

Pri skumani patofyziolégie koznych ochoreni bolo zistené, ze pri niektorych z nich
dochadza k naruSeniu pomeru lipidov v SC. Pri ochoreniach ako napr. psoridza a atopicka
dermatitida dochadza k zmene v expresii enzymov, ktoré zabezpecuju vznik alebo degradaciu
Cer, vysledkom c¢oho je narusend bariérova funkcia SC, c¢o spoOsobuje nadmernu
transepidermalnu stratu vody (angl. transepidermal water loss, TEWL). Atopicka dermatitida
sa vyznacuje oblastami suchej svrbivej koze, ktoru si pacient navyse mechanicky poskodzuje.
Bolo preukazané, Ze pri tejto chorobe su vyrazne znizené hladiny Cer, a to predovSetkym,
ultradlhych Cer (napr. Cer EOS). Taktiez boli zistené iné neobvyklé druhy Cer, ktoré maju
potencial pri diagnostike tohto ochorenia. Pri psoridaze méze byt zvysenda hladina TEWL az

20-ndsobne.10: 11

Niektoré z tychto koznych ochoreni mozu byt taktieZ geneticky podmienené. Je to
napriklad Gaucherova choroba (Il. typ), Niemann-Pickova choroba (typ A a B) a Faberova
choroba. Jednym z moZnych pristupov v terapii koZznych onemocneni je topické podavanie

koZznych Cer alebo zmesi volhych VMK, Chol a Cer, ¢o imituje intercelularne lipidy v SC.1°

5.6 Hodnotenie lipidov pomocou infracervenej spektroskopie

Infracervend spektroskopia (IC) je jedna z metdd, ktord sa $tandardne pouziva pri
hodnoteni mikrostruktury koznych lipidov SC. Jej podstata spociva v absorpcii infracerveného
Ziarenia molekulami lipidov, ¢o vyvolava zmeny vo vibraéno-rotaénom stave molekdul.
Vysledkom merania IC je spektrum. Toto je graficky vyjadrena zavislost transmitancie (T [%)])
alebo absorbancie (zdporny dekadicky logaritmus transmitancie) na vinoéte (prevratend
hodnota vinovej dizky, cm™). Absorpcia IC Ziarenia zodpovedd najcastejsie zmenam vibracii
pritomnych vazieb a funkénych skupin v molekule. Vtedy ide otzv. valen¢né vibracie

(Obrazok 5, vlavo). Dalej mdie dochadzat k zmenam valenénych uhlov. Vtedy hovorime
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o tzv. deformacnych vibraciach (Obrazok 5, v strede a vpravo). Plati, Ze jednotlivé funkéné

skupiny a vazby maju spravidla charakteristické vibréacie vidy v urlitom intervale vino¢tu.*?

/___.— - 4—..._\\ g —

NN

\ N\ N\

Obrdzok 5. Symetrickd valenénd (angl. symmetric stretching; vlavo), noZnicovd
(angl. scissoring; uprostred) deformacnd a kyvavd deformacnd (angl. rocking; vpravo)
vibrdcia.

Pri studii sfingolipidov sa €asto vyuZiva izotopova substitticia. Pri tejto substitlcii su
atémy vodiku nahradené ich tazsimi izotopmi, pri ¢om najviac pouZivany izotop je
2H (deutérium), pretoZe pri praci s deutériom nie sU potrebné 3pecidlne bezpeénostné
opatrenia. Silové polia lahkého a tazkého vodika su priblizne rovnaké a zaroven plati, Ze
protonované a deuterované retazce kmitaju pri réznych vinoctoch' 4 (Obrazok 6 a 7). Z toho
vyplyva, Ze je moiné zaroveri pozorovat nezavisle na sebe spravanie protonovanych
a deuterovanych retazcov. CH; a CD; symetrické valenéné vibracie (Obrazok 6) vypovedaju
o usporiadani retazcov lipidov (all-trans vs. gauche konformdcia). S narastajicim vinotom
klesa organizovanost retazcov. Ak maju CH; symetrické valenéné vibracie svoje maximum pod
2850 cm™ (retazce CD; pod 2090 cm™?), mozeme tvrdit, Ze retazce su velmi dobre usporiadané,
teda su v all-trans konformacii. Naopak, ak maju tieto vibrdcie svoje maxima nad tieto
hodnoty, retazce su usporiadané uzZ horsie, zvySuje sa pocet menej usporiadanych gauche
konformérov. Vyssie hodnoty vinoctov a rozsirenie vibraéného pasu dalej znacia vysoko

neusporiadany systém (retazce su prevazine v gauche konformacii).'> 1>
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CH,: 2848-2854 cm™

o CD,: 2087-2090 cm™
CH, symetricka  |onformacia uhlovodikovych
valen¢na retazcov (all-trans/gauche)

CD, symetricka
valencna

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber [cm™]

Obrdzok 6. Vzorové IC spektrum modelu koZnej bariéry (Cer/FFA/Chol/CholS) pri fyziologickej
teplote koZe (32 °C). Na obrdzku su zvyraznené CH: (Cierna) a CD, (modrd) symetrické valencné

vibrdcie, déleZité pre uréenie konformdcie (all-trans/gauche) uhlovodikovych retazcov.

Vibra¢né spektrum noznicovych CH,/CD, deformacnych vibracii (Obrazok 7) vypoveda
o lateralnom usporiadani koznych lipidov. V pripade Ze je pri CH; a CD, deformacnej
noznicove] vibracii pas rozStiepeny na tzv. dublet, toto znaci velmi tesné usporiadanie
metylénovych retazcov lipidov (orthorhombicka krystalickd mriezka). Dublet vznika
v dosledku vibraéného kaplingu medzi rovnakymi izotopmi vodiku, ktoré sa nachadzaju velmi
tesne vedla seba. V pripade, Ze sa v spektre pds zobrazi ako tzv. singlet, ide o menej tesné

usporiadanie, teda o hexagonalnu krystalickd mriezku.> 6

Pomocou tejto deformaénej noZnicovej vibracie je mozné sledovat aj miesatelnost
lipidov. Ak by sa v IC spektre $tudovanej zmesi CerNS/LIG/Chol/CholS nachadzal v oblasti
noznicove] vibracie dublet (tj. v dosledku vibraé¢ného kaplingu medzi rovnakymi izotopmi
vodiku 'H-'H doslo krozstiepeniu pdsu), znaéi to pritomnosti tesného usporiadania,
tj. orthorhombickej krystalickej mriezky. Z takejto zmesi avsak nie je moiné zistit, ¢i sa
metylénové retazce vzajomne miesaju alebo separuju. K objasneniu tejto skutocnosti sa
pouZivaju deutériom znacené lipidy. Ak by sme v IC spektre znadenej zmesi
CerNS/d-LIG/Chol/CholS pozorovali v protonovanej aj deuterovanej oblasti metylénovej
noznicovej vibracie singlety, znamena to dobru miesatelnost lipidov; vtomto pripade
nedochddza kvibraénému kaplingu izotopov rovnakého prvku (*H vs. 2H); dublet
orthorhombickej krystalickej mriezky z neznacenej zmesi je teda prakticky tvoreny dvomi

singletmi. V pripade, Ze by sa v spektre znacenej zmesi objavili dublety, toto znamen3, Ze
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lipidy suU navzajom uZ horsie zmieSané (tj. dochddza k vibracnému kaplingu medzi izotopmi
toho istého prvku, *H-'H a zaroveri 2H-?H), pretoZe urdité zlozky zmesi sa zacinaju separovat

a tvoria samostatné domény.> 7

CH,: 14621472 cm™
CD,: 1080-1095 cm™
lateralne usporiadanie
uhlovodikovych retazcov:
singlet (hexagonalne), dublet

(orthorhombické)
CH, CD,
deformacna deformacna

noznicova noznicova

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber [cm™]

Obrdzok 7. Vzorové IC spektrum modelu koZnej bariéry pri fyziologickej teplote koZe 32 °C. Na
obrdazku su zvyraznené CH, a CD, noZnicové deformacné vibrdcie, dblezité pre urcenie

laterdlneho usporiadania uhlovodikovych retazcov.

O lateradlnom usporiadani lipidov vypoveda aj metylénova deformacna kyvava vibracia
(Obrazok 5, vpravo), ktord ma svoje maximum v intervale vino¢tu okolo 715-730 cm™.
Konsekvencie z hodnotenia tejto vibracie su velmi podobné ako u noZnicovej metylénovej

vibracie.1®

K objasneniu spravania lipidov dalej slizia vibracie, ktoré popisuju interakcie v oblasti
polarnej hlavy Cer a VMK. K tymto vibracidm patria valencné vibracie karbonylu karboxylovej
(1710-1690 cm™) a amidovej skupiny, ktora je oznacovand ako amid | (1690-1610 cm™).1820
Vibrdacia karbonylu v nizSich oblastiach vinoctu vypovedd o zapojeni skupiny do vodikovych
vazieb. Oslabenie vodikovych vazieb sa teda prejavi zvysenim vinoétu. Rovnako je to u vibracie
amid |, ktorej pokles vino¢tu taktiez naznacduje zapojenie skupiny do vodikovych vazieb.
Opacne je to vsak pri vibracii nazyvanou amid Il (1560-1510 cm™), ktorad je vysledkom
valené¢nych C—H a deformaénych N—H vibracii. Pokles vinoctu tejto vibracie teda naznacuje

oslabenie vodikovych interakcii.*3 21-23
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5.7 Grubbsova metatéza

Grubbsova metatéza (GM), nazyvana casto aj metatéza olefinov, je reakcia, kde za
pritomnosti katalyzatoru reaguju dve molekuly alkénu. Samotny nazov pochadza z gréctiny zo
slov meta (zmena) a thitemi (miesto). Dvojitd vazba sa pri tom rozStiepi a nasledne vznikne
novd vazba C=C, zmeni teda ,svoje miesto” . Je to jeden z najvyznamnejsich objavov
v organickej chémii od druhej svetovej vojny a v roku z 2005 bola za jej objavenie a objasnenie
mechanizmu udelend Nobelova cena trojici Grubbs, Chauvin a Schrock. Tato reakcia, ktora
existuje vo viacerych modifikdciach je katalyzovana pomocou tzv. Grubbsovych

katalyzatorov.?*

5.7.1 Katalyzatory pouZzivané pri Grubbsovej metatéze

Historicky bolo pripravenych mnoho katalyzatorov na béze ruténia, molybdénu,
wolfrdamu a titdnu. Profesor Grubbs ajeho kolegovia sa zaoberali vyvojom ruténiovych
katalyzatorov, ktoré sa osvedcCili najviac a v praxi su aj najviac pouzivané vdaka ich lepsej
schopnosti reaktivovat dvojitu vazbu. Prva generacia Grubbsovho katalyzatora, ktory mal dva
fosfinové ligandy (Obrazok 8), bola pouzivana vdaka dobrej tolerancii réznych funkénych
skupin avdaka dobrej stabilite. Pre zvySenie aktivity katalyzatoru zamenil Grubbs jeden
z fosfinovych ligandov za N-heterocyklicky karbén, ¢im vznikla druha generacia katalyzatora
(Obrazok 5). Za zmienku stoji tretia generacia katalyzatorov, ktoré vznikli zamenenim jedného
fosfinového ligandu za labilnejsi pyridinovy ligand, vdaka ktorému sa vyrazne zvysila aktivita

katalyzatoru.?+?7

M N N-M il M. N-M
PCys es es PCys es es
| .cl .Cl | .Cl .l
Ru—= Ru—= Ru—= Ru—=
P P - -
PCy. PCy. o 0
: : Pr’ 3:: P 3::
Grubbs Grubbs Hoveyda-Grubbs Hoveyda—Grubbs
1% generation 2" generation 15t generation 2"d generation

Obrazok 8. Zlava méZeme vidiet prvu generdciu Grubbsovho katalyzdtoru s charakteristickymi
fosfinovymi ligandmi a jednym styrénovym ligandom. Dalej nasleduje druhd generdcia
Grubbsovho katalyzdtoru, kde bol jeden fosfinovy ligand vymeneny za karbénovy derivdt. Dalej
dve generdcie Hoveyda-Grubbsovho katalyzdtoru sich charakteristickym

izopropoxystyrénovym fragmentom. V prvej generdcii sa nachddza fosfinovy ligand, pricom
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vdruhej generdcii bol vymeneny za karbénovy derivdt. PCys, tricyklohexylfosfin, Mes,

mesitylén = 1,3,5-trimethylbenzen; i-Pr, izopropyl.?* %7

Vyskumna skupina profesora Hoveydaho vyvinula tzv. Grubbs-Hoveyda katalyzatory.
Ich typickym znakom je izopropoxystyrénovy fragment, ktory tvori chelat s ruténiom. Celkovo
boli vyvinuté dve generdcie tychto katalyzatorov (Obrazok 8). Oproti Grubbsovym fosfinovym
katalyzatorom vykazuju vacSiu odolnost proti vihkosti, kysliku a teplu, na Ukor zhorSenej
inicializacie.?* %’
5.7.2  Mechanizmus Grubbsovej metatézy

V roku 1971 Hérisson a Chauvin uviedli mechanizmus GM, ktory je dnes vSeobecne
akceptovany. ZjednodusSene pozostdva zo Styroch zakladnych krokov. Prvym krokom je
koordinacia alkénu do centra alkylidénového/karbénového komplexu. Tento krok je zvany aj
ako inicializacia. Druhym krokom je tzv. [2+2] cykloadicia, pri ktorej vznika
metallacyklobutanovy intermediat. Tretim krokom je cykloreverzia a Stvrtym dekoordinacia
alkénu z metallakarbenového kruhu. Proces inicidcie a stabilita metallakarbenového
intermedidtu su zdvislé od ligandov katalyzatora.?* 28 Popisany mechanizmus prehladne

charakterizuje Obrazok 9.

Ry

Obradzok 9. Mechanizmus Grubbsovej metatézy — alkén s retazcom R; reaguje cykloadiciou
s katalyzdatorom, ktory obsahuje dvojitu vézbu, za vzniku metallakarbénového intermediatu.
Tento intermedidt sa rozpadne za vzniku nového alkénu (volny ligand z katalyzdtora,
najcastejsie styrén). Komplex katalyzdtoru s retazcom R; reaguje s alkénom, ktory obsahuje R>.
Aj tentokrdt vznikd metallakarbénovy intermedidt, ktory sa ndsledne rozpaddva za vzniku

Zelaného produktu.
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6 Experimentalna cast

6.1 Chemicka Cast
6.1.1 Chemikalie a pristroje

Vsetky chemikalie a rozpustadla boli zakupené od firiem Sigma-Aldrich a PENTA.
Kyselina lignocerova-ds; a pentadekan-1-ol-ds; boli zakipené od firmy C/D/N isotopes
(Pointe-Claire, Kanada). Mikro-reaktory boli zakipené od firmy Sigma-Aldrich. Pre stfpcovu
chromatografiu bol pouzity Silikagel 60 (230-400). Priebeh reakcii a ¢istota produktov bola
kontrolovanad pomocou tenkovrstevnej chromatografie na hlinikovych TLC doskach Silica gel
60 F254, ktoré boli zakupené od firmy Merck (Darmstadt, Nemecko). K detekcii bola pouzita
UV lampa pri vinovej dizke 254 nm a vypalovacia detekénd zmes obsahujuca Ce(SOa)s,
Hs3[P(Mo03010)4], koncentrovanu kyselinu sirovd a vodu. Teploty topenia pevnych latok boli
merané pomocou Koflerovho bloku. *H NMR a '3C NMR spektra vietkych latok boli zmerané
v roztokoch CDCl; (+ MeOD) pristrojom VARIAN VNMR S500, Palo Alto, USA (500 MHz pre
IH NMR a 125 MHz pre 3C NMR). Meranie IC spektier bolo robené na pristroji NICOLET 6700
FT-IR vybavenom ATR sondou. Meranie hmotnostnej spektrometrie bolo robené pristrojom

LCQ Max advantage, Thermo Finnigan, Thermo Finnigan, San Jose, USA.

6.1.2 Syntéza

Ciefom tejto syntetickej cCasti prace bolo pripravit sfingozin s deuterovanym
uhlovodikovym retazcom (d-sfingozin), Cer s deuterovanym sfingozinovym retazcom d-CerNS
a Cer s deuterovanym sfingozinovym retazcom a deuterovanym acylom dd-CerNS. Samotnu

pripravu mozno rozdelit do Styroch faz (Schéma 1).

V prvej faze syntézy bol pripraveny pentadec-1-én-ds z komeréne dostupného
pentadekan-1-olu-ds: (1). Pri priprave sa vyuZil princip Griecovej elimindacie, pri ktorej alkohol
(1) reagoval s 2-nitrofenylselenokyandtom v pritomnosti tributylfosfinu a vzniknuty
(2-nitrofenyl)(pentadecyl)selan-ds1 (2) sa oxidoval peroxidom vodiku za vzniku termindlneho
alkénu (3). Druhu fazu syntézy predstavuje vinylacia (S)-Garnerovho aldehydu (3) pomocou

vinylmagnesium-bromidu za vzniku intermediatu (5).

V tretej faze sa pomocou Grubbsovej metatézy spojil pentadekan-1-ol-dso (3) s latkou
(5) za vzniku chraneného deuterovaného sfingozinu (6). V Stvrtej faze boli u deuterovaného

sfingozinu s chraniacimi skupinami (6) odstranené chraniace skupiny (kysld hydrolyza)
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a vzniknuty d-sfingozin bol acylovany LIG za vzniku d-CerNS a d-LIG za vzniku dd-CerNS
(Schéma 1).

e
H
NO, s ?

e. -
C;5D31 2 /\M Br
HO-CysDsy _ BusP _ MO # G130y 0 M ~0
THF, lab. t. NO, THF, lab. . NBoc THE. HVIPA %{NBOC
1 16 h 2; 96% 27h 3;96% 5; 73% -78°C,4h
4
Grubbs kat. 2.gen.
AcOH
CH,Cly, reflux, 120h
OH OH
' E
HO/\‘/\/\/\/\N\/\/\ TFAH,0 (3:1, viv) OW
NH
2 d-sfingozin; 71% lab. ., 2h )( NBoc 6; 47%
OH
HOW
Cy3H47-COOH
HOBt, WSC HN WAM/V
THF, CHCZ‘(; C-lab.t. o d-CerNS: 63%
Co3D,47-COOH OH
HOBt, WSC N
ST HO/Y\/\/\/\/\/\/\/\
24h HN
0 dd-CerNS; 61%

Schéma 1. Schéma syntézy deuterovaného sfingozinu (d-sfingozin) a Cer s protonovanym

(d-CerNS) a deuterovanym acylom (dd-CerNS) odvodenym od LIG (C24).
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6.1.3 Priprava (2-nitrofenyl)(pentadecyl)selanu-ds; (2)

_Se
NC D Bu\P,Bu Se—Cq5D31
|
O,N Bu @[

HO-C15D31 > N02
1 THF, lab. t., 16 h

2;96%

199 mg (0,77 mmol) pentadekan-1-olu-dsx (1) a262 mg (1,15 mmol)
2-nitrofenylselenokyanatu bolo pod atmosférou argénu rozpustené v bezvodom THF (10 ml).
Nasledne bolo injekénou striekackou prikvapnuté definované mnozstvo (0,3 ml, 1,15 mmol)
tributylfosfinu. O 4 hodiny neskér bolo urobené TLC, kde stdle bolo vidno Skvrnu
zodpovedajucu reaktantu (Rf=0,20; hexan/dietyléter, 3:1) (1), preto sa reakéna zmes
nasledne nechala dalej miesat cez noc za laboratdrnej teploty. Po 12 hodinach neustéaleho
mieSania bolo urobené TLC reakénej zmesi; intenzita Skvrny reaktantu bola vyrazne nizsia;
najzretelnejsia bola Skvrna vznikajuceho produktu (2) (Rf=0,71; hexan/dietyléter, 3:1).
Reakénd zmes bola zahustend na vakuovej odparke a preistend pomocou stipcovej
chromatografie (mobilnad faza hexan/dietyléter, 10:1). Celkovo bolo izolovanych 421,1 mg

Cistého produktu (2), vytazok reakcie bol 96 %.

(2-nitrofenyl)(pentadecyl)selan-ds1  (2). ZItad krystalickd latka, molarna hmotnost:
443,67 g/mol, TLC: Rr = 0,71 (hexan/dietyléter, 3:1), teplota topenia: 53-56 °C. *H NMR
(500 MHz, CDCls): & = 8.32 — 8.27 (m, 1H), 7.57 — 7.46 (m, 2H), 7.35 — 7.29 (m, 1H) ppm.
13C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 146.89, 133.98, 133.42, 129.06, 126.46, 125.17, 28.33 ppm. IR
(ATR): vmax 2192, 2089, 1509, 1333, 1308, 1099, 721 cm™.
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6.1.4 Priprava pentadec-1-énu-dso (3)

Se—C15D31 H,O
S
NO, THF, lab. t., 27 h

2 3; 96%

511,5 mg (1,153 mmol) organického derivatu selanu (2) bolo rozpustenych v THF
(15,6 ml) a do reakénej zmesi bolo nasledne pridanych 0,33 ml 50% H,0, (11,529 mmol). Po
20 hodinach miesania reakénej zmesi za laboratdrnej teploty bolo urobené TLC (mobilna faza
hexdn; Rf=0,96), kde sa uZ reaktant nachadzal v malom mnozZstve. O 7 hodin sa reakcia
ukoncila pridanim vody (20 ml) a reakénd zmes bola extrahovana do hexanu (5 x 30 ml).
Organickd faza bola premyta 20 ml 10% NaHCOs, vysusend NaSOa, prefiltrovand cez vatu
a zahustend na vakuovej odparke. Po predisteni pomocou stipcovej chromatografie (mobilnd

faza: hexan) bolo ziskanych 0,27 mg pentadec-1-enu-dso (3), vytazok reakcie bol 96 %.

Pentadec-1-én-dso (3). Bezfarebna kvapalina, molarna hmotnost: 237,57 g/mol, TLC: Rr= 0,96
(hexan). 3C NMR (125 MHz, CDCls3): 6§ = 113.94, 31.60, 29.72, 28.36, 28.20, 28.04, 22.66,
14.11 ppm. IR (ATR): Vmax 2194, 2091, 1090, 711 cm™.
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6.1.5 Priprava (S)-terc-butyl-4-((R)-1-hydroxyallyl)-2,2-dimetyloxazolidin-3-karboxylatu (5)

O/§J OH
%N>:o Z“MgBr %q_\;

O HMPA, THF, -78 °C,
4 /\§ 4h / \ 5 73%

444 mg (1,937 mmol) (S)-Garnerovho aldehydu (4) bolo rozpustenych v suchom THF
(4 ml) areakéna zmes bola pod atmosférou argénu ochladend na -78 °C. Pomaly bol do
reakénej zmesi prikvapnuty 1M roztok vinylmagnesium-bromidu v THF (3,5 ml, 3,490 mmol)
a HMPA (0,46 ml, 2,617 mmol). Po dvoch hodinach miesania pri tejto teplote bolo urobené
TLC, ktoré potvrdilo vznikajici produkt (5) (mobilna faza: hexan/etyl-acetat, 3:1, Rf= 0,34). Do
reakénej zmesi bol pridany este 1 ekvivalent vinylmagnesium-bromidu a po 1 hodine miesania
pri rovnakej teplote bolo chladenie vypnuté. Po ohriati na laboratérnu teplotu bola reakcia
ukonéend prikvapnutim nasyteného roztoku chloridu aménneho (15 ml) a patkrat
extrahovand do 20 ml dietyléteru. Eterové frakcie boli vysu$ené siranom sodnym,
prefiltrované cez vatu azahustené na vakuovej odparke. Po pretisteni na stipcovej
chromatografii (hexan:etyl-acetat, 5:1) bolo izolovanych 328,3 mg produktu (5). Vytazok
reakcie bol 73 %.

(S)-terc-butyl-4-((R)-1-hydroxyallyl)-2,2-dimetyloxazolidin-3-karboxylat (5).
Bezfarebny olej, molarna hmotnost: 257,33 g/mol, TLC: Rf = 0,34 (hexan/etyl-acetat, 3:1).
14 NMR (500 MHz, CDCls): & = 5.95 — 5.76 (m, 1H), 5.43 — 5.31 (m, 1H), 5.27 — 5.16 (m, 1H),
4.43 —4.24 (m, 1H), 4.22 — 4.12 (m, 1H), 4.08 —3.98 (m, 1H), 3.95 — 3.78 (m, 1H), 1.55 (s, 3H),
1.52—1.43 (m, 12H) ppm. 3C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 136.66, 116.20, 94.50, 81.14, 74.25,
64.72, 62.05, 28.33, 26.45, 24.47 ppm. IR (ATR): vmax 2979, 1697, 1682, 1392, 1366, 1173,
1097, 848 cm,
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6.1.6 Priprava (S)-terc-butyl 4-((R,E)-1-hydroxyhexadec-2-en-1-yl)-2,2-dimetyloxazolidin-3-
karboxylatu-dzs (6)

OH :
= /
OK O/W\C13D27
— N
N Grubbs kat. 2.gen., CH3COOH %
% >=O + CiaDyr” N >=O
¢

CH,Cly, reflux, 120 h o 6: 47%
NS ’ N

31,4 mg (0,131 mmol) pentadec-1-enu-dszo (3), 35,4 mg (0,138 mmol) intermediatu (5)

a 11,2 mg (0,013 mmol) Grubbsovho katalyzatoru 2. generacie boli pod atmosférou argénu
rozpustené v suchom CHxCl,. Potom bolo do reakénej zmesi pridanych 2,25 ul (0,039 mmol)
bezvodej kyseliny octovej. Reakcia prebiehala v mikroreaktore s tesnym uzaverom septa tak,
aby nedoslo k odpareniu rozpustadla a poruseniu bezvodych podmienok. Mikro-reaktor bol
vloZzeny do kovového kupela a reakcia prebiehala za stdleho miesania pri 40 °C 120 hodin.
Zmes bola monitorovana pomocou TLC s mobilnou fazou hexan/etyl-acetat (3:1), potom bola
odparend na vakuovej odparke a chromatograficky precistena na silikagéle (mobilna faza:

hexan/etyl-acetat, 9:1). Ziskané bolo 50 mg latky (6) a vytazok reakcie bol 47 %.

(S)-terc-butyl-4-((R,E)-1-hydroxyhexadec-2-en-1-yl)-2,2-dimetyloxazolidin-3-
karboxylat-d,s (6). Bezfarebny olej, moldrna hmotnost: 467,85 g/mol, TLC: Rf = 0,50
(hexan/etyl-acetat, 3:1). *H NMR (500 MHz, CDCls): 6 =5.44 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 4.26 — 4.08 (m,
2H), 4.06 — 3.93 (m, 1H), 3.91 — 3.73 (m, 1H), 1.66 — 1.32 (m, 12H) ppm. 3C NMR (125 MHz,
CDCl3): 6 = 154.16, 133.37, 128.03, 94.42, 81.01, 74.01, 64.91, 64.16, 62.30, 31.28, 29.69,
28.74, 28.36, 28.30, 28.02, 26.25, 25.34, 24.64, 23.71, 22.80, 16.56 ppm. IR (ATR): Vmax 2197,
2095, 1698, 1391, 1089, 759 cm™™.
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6.1.7 Priprava (25,3R,4E)-2-aminooktadec-4-en-1,3-diolu-dzs (d-sfingozin)
OH OH

- TFA/H,0 :
OW\CBHN g HOWC13027
%N lab. t., 2 h NH,
=0
of

d-sfingozin; 71%
> - 6

60 mg (0,128 mmol) chranenej sfingoidnej baze (6) bolo rozpustenych v 2,25 ml roztoku

kyseliny trifluoroctovej a vody v pomere 3:1 (v/v). Reakcia prebiehala za laboratdrnej teploty.
Po 30 minutach bolo urobené TLC, ktoré ukazalo, Ze reakcia zatial neprebieha. Po 1 hodine
bolo pridanych 0,5 ml roztoku kyseliny. Po 1 hodine miesania zacal byt na TLC zjavny vznikajuci
produkt (Rf = O pre mobilnd fazu hexan/etyl-acetat, 3:1; Rf = 0,50 pre mobilnu fazu
BuOH/CH3COOH/H,0, 4:1:1). Reakcia bola ukonéena pridanim 25 — 27% vodného roztoku NH3
do pH 9. Zmes bola nasledne extrahovana patkrat s 30 ml CHCls. Chloroformové frakcie boli
spojené, odparené a vysu$ené bezvodym Na,SOs. Po predisteni pomocou stipcovej
chromatografie (gradientovd mobilnd faza: CHCls/MeOH, 140:25; CHCl3/MeOH/NHs,
110:25:4; CHCls/MeOH/NHs, 100:25:6) sa podarilo izolovat 29,9 mg sfingoidnej baze
(d-sfingozin). Vytazok reakcie bol 71 %.

(25,3R,4E)-2-aminooktadec-4-en-1,3-diol-d>s (d-sfingozin). Biela krystalicka latka,
molarna hmotnost: 327,67 g/mol, TLC: Rf = 0,50 (BuOH/CH3COOH/H,0, 4:1:1), teplota
topenia: 37-39 °C. *H NMR (500 MHz, CDCls): 5.46 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 4.22 —3.91 (m, 2H), 3.84
—3.54 (m, 2H), 3.08 — 2.44 (m, 4H) ppm. 3C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 128.94, 113.93, 74.54,
63.62, 56.10, 30.94, 29.68, 28.47, 28.31, 24.06, 19.74, 16.65 ppm. IR (ATR): vmax 3369, 3245,
2193, 2089, 1088, 1044, 803 cm™.
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6.1.8 Priprava N-((2S,3R,4E)-1,3-dihydroxyoktadec-4-en-2-yl-tetrakosanamidu-dzs (d-CerNS)

=" OH
= z
OW =
\ CiaHar 4 TFA/H,0, lab. t., 2 h HO/\‘/\/\C13D27
>:O > HN 023H47
5 2. C,3H,7COOH, HOBt, WSC \Cf)(
> 6 THF, lab. t., 24 h d-CerNS; 63%

60 mg (0,128 mmol) chrédnenej sfingoidnej baze (6) bolo rozpustenych v 2,25 ml roztoku
kyseliny trifluoroctovej a vody v pomere 3:1 (v/v). Reakcia prebiehala za laboratérnej teploty.
Po 30 minutach bolo urobené TLC, ktoré ukazalo, Ze reakcia zatial neprebieha. Po 1 hodine
bolo pridanych 0,5 ml roztoku kyseliny. O dalsich 30 minut zacdali byt na TLC zjavna vysledna
latka (Rf = 0 pre mobilnd fazu hexan/etyl-acetat, 3:1, Rf = 0,5 pre mobilni fazu
BuOH/CH3COOH/H,0, 4:1:1). Reakcia bola ukonéena pridanim 25-27% vodného roztoku NH3
do pH 9. Zmes bola extrahovana patkrat s 30 ml CHCls. Chloroformové frakcie boli spojené,
odparené a vysusené bezvodym Na;SOs. Takto ziskany surovy produkt (40,7 mg) sa vysusil na

hibokom vakuu a ihned' bol acylovany.

40,7 mg surového produktu, 43,6 mg (0,118 mmol) LIG a 62,3 mg (0,461 mmol)
1-hydroxybenzotriazol hydratu (HOBt) boli vysusené na vakuovej pumpe a rozpustené pod
atmosférou argénu v zmesi 2,5 ml suchého CHCl; a 1,5 ml suchého THF pri teplote 0 °C.
Injekénou striekackou bolo prikvapnutych 0,05 ml (0,249 mmol)
N-(3-dimetylaminopropyl)-N'-etylkarbodiimid-hydrochloridu (WSC). O 24 hodin mieSania
reakénej zmesi bolo urobené TLC (mobilna faza: CHCls/MeOH, 10:1, Rf = 0,40), ktoré potvrdilo
vznikajuci produkt. Zo zmesi bolo odparené rozpustadlo a zmes bola precistena pomocou
stipcovej chromatografie (mobilnd faza: CHCls/MeOH, 50:1). Ziskanych bolo celkom 54,4 mg
latky (d-CerNS). Celkovy vytazok oboch reakcii bol 63 %.

N-((25,3R,4E)-1,3-dihydroxyoktadec-4-en-2-yl-tetrakosanamid-d,s (d-CerNS). Biela
krystalicka latka, moldrna hmotnost: 678,30 g/mol, TLC: Rs= 0,40 (CHCI3/MeOH, 10:1), teplota
topenia: 89-91 °C. *H NMR (500 MHz, CDCls): 6.25 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 5.53 (d, J = 6.5 Hz, 1H),
4.38—4.25 (m, 1H), 4.02 = 3.87 (m, 2H), 3.77 = 3.65 (m, 1H), 2.24 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 1.72 - 1.54
(m, 2H), 1.46 — 1.09 (m, 40H), 0.89 (t, J = 6.9 Hz, 3H) ppm. 3CNMR (125 MHz, CDCls)
6=173.89, 133.85, 128.72, 74.67, 62.52, 54.48, 36.84, 31.92, 29.35, 29.28, 25.75, 22.68,
14.10 ppm. IR (ATR): vmax 2918, 2850, 2194, 2089, 1640, 1555, 1467, 802, 729 cm™,
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6.1.9 Priprava N-((2S,3R,4E)-1,3-dihydroxyoktadec-4-en-2-yl-tetrakosanamidu-das-day
(dd-CerNS)
OH

OH N
P C23D47COOH, HOB, W~ HO™ Y~ 7 "Cy3Dy
HO/Y\/\C13D27 HN\H/CzaDM

NH, THF, lab. t., 24 h

O]
d-sfingozin dd-CerNS; 61%

10 mg (0,031 mmol) d-sfingozinu, 14 mg (0,034 mmol) d-LIG, 15,3 mg (0,113 mmol)
1-hydroxybenzotriazol-hydratu (HOBt) boli vysusené na vakuovej pumpe a rozpustenych pod
atmosférou argénu v zmesi 1,5 ml suchého CHCl; a 1,5 ml suchého THF pri teplote 0 °C.
Injekénou striekackou bolo prikvapnutych 0,01 ml (0,061 mmol)
N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-etylkarbodiimid-hydrochloridu (WSC). O 24 hodin bolo
urobené TLC (mobilnd faza CHCI3/MeOH, 10:1, Rf = 0,40), ktoré potvrdilo vznikajuci produkt.
Zo zmesi bolo odparené rozpuitadlo a zmes bola predistend pomocou stipcovej
chromatografie (mobilna faza: CHCl3/MeOH, 50:1). Ziskanych bolo celkom 13,6 mg latky
(dd-CerNS). Celkovy vytaZzok reakcie bol 61 %.

N-((2S,3R,4E)-1,3-dihydroxyoktadec-4-en-2-yl-tetrakosanamid-d»s-ds;  (dd-CerNS).
Biela krystalicka latka, molarna hmotnost: 725,59 g/mol, TLC: Rf = 0,40 (CHCl3/MeOH, 10:1),
teplota topenia: 92-94 °C. *H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 6.26 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 5.53 (d,
J=6.4Hz, 1H), 4.32 (dd, J = 6.6, 3.9 Hz, 1H), 3.99 — 3.86 (m, 2H), 3.71 (dd, J = 11.3, 3.4 Hz,
1H) ppm. 3C NMR (125 MHz, CDCl3) § = 174.02, 128.72, 114.00, 74.61, 68.73, 62.50, 54.51,
31.01, 29.69, 28.52, 28.37, 28.21, 28.04 ppm. IR (ATR): vmax 2193, 2089, 1642, 1568, 1090,
705 cm™,
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6.2 Biofyzikadlna Cast
6.2.1 Chemikalie a pristroje

Chemikalie a rozpustadla boli zakipené od firmy Sigma-Aldrich, Avanti Polar Lipids
a PENTA (Praha, Ceska republika). Deuterované lipidy (d-LIG) boli zakipené od firmy C/D/N
isotopes (Pointe-Claire, Kanada). IC spektroskopia bola merand s pristrojom Nicolet IMPACT
400D FTIR spektrometer (Thermo Scientific, Ontario, Kanada) s kryStalom MIRacle ATR ZnSe

(PIKE Technologies, Madison, WI).

6.2.2 Priprava modelovych membran SC

Modelové membrany boli pripravené zmiesanim Cer, Chol a (d)-LIG (najviac zastupena
VMK v SC) v ekvimolarnom pomere s pridavkom 5 % (m/m) CholS. Celkovo boli pripravené
Styri typy modelovych membran, ktoré sa liSili v rozdielnej deuteracii Cer alebo LIG. VSetky

typy zmesi znazorfiuje Obrazok 10.

Obrazok 10. Viybrané lipidy modelovych membrdn (Cer/LIG/Chol/CholS) hodnotenych v tejto
prdci. Deuterované retazce (Cer, LIG) su pre ilustrdciu zndzornené modrou farbou. V zmesi ¢.1
bol pouZity Cer s deuterovanym sfingozinom (d-CerNS) a protonovanym acylom a LIG. V zmesi
¢. 2 bol okrem inym zloZiek pouZity d-CerNS a d-LIG; zmes ¢. 3 pozostdvala z plne
deuterovaného Cer (dd-CerNS) a protonovanej LIG a napokon v zmesi ¢. 4 boli pouZité len

deuterované zloZky, tj. dd-CerNS a d-LIG.

Jednotlivé lipidy boli rozpustené v zmesi hexan/EtOH 96 % (2:1, v/v). CholS bol
z dovodu nizkej rozpustnosti rozpusteny v EtOH 96 %. Takto rozpustené lipidy boli zmieSané
v ekvimolarnom pomere (1:1:1, Cer/LIG/Chol) s pridavkom CholS (5 %, m/m). Vysledné
roztoky boli zahustené avysuSené nad oxidom fosfore¢nym v exsikatore. Lipidové zmesi
(membrany) boli ohriate na 90 °C, ¢o je teplota nad hlavnym fazovym prechodom lipidov. Po
dosiahnuti tejto teploty boli ohrievané 10 min a nasledne 3 hodiny chladli pri laboratérne;j
teplote. Tento proces chladnutia je velmi dblezity; dochadza pri iom k tvorbe organizovanych
lipidovych lamiel.?® Nasledne boli za laboratérnej vihkosti inkubované 24 hod pri teplote 32 °C.

Takto pripravené modelové membrany SC boli zmerané pomocou IC pri teplote od 28 °C do
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100 °C, pricom spektra boli zaznamendvané kazdé 2 °C. Po kazdom zvyseni teploty sa vzorka

nechala 6 min stabilizovat. Kazda zmes bola tymto spésobom premerand dvakrat.’

6.2.3 Spracovanie dat
Spracovanych bolo celkovo 296 IC spektier. K spracovaniu dat z nich ziskanych, boli

pouZzité nasledujuce programy: OPUS (Brucker), X'Pert DataViewer, GraphPad a Microsoft Excel.
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7 Vysledky a diskusia

7.1  Chemicka Cast

Zakladnym krokom syntézy d-CerNS add-CerNS bola priprava deuterovaného
pentadecénu (3) a vinylovaného (S)-Garnerovho aldehydu (5). Tieto dva intermediaty boli
spojené pomocou Grubbsovej metatézy za vzniku chrdneného deuterovaného analdgu
sfingozinu (6), z ktorého po odstraneni chraniacich skupin vznikol volny d-sfingozin. Volna
primarna aminoskupina tejto sfingoidnej bdze bola nasledne za pomoci WSC (vo vode

rozpustny karbodiimid) acylovana za vzniku chiralne Cistych produktov d-CerNS a dd-CerNS.

7.1.1 Priprava pentadec-1-énu-dso (3)

Dve reakcie, vdaka ktorym tento intermediat vznikol, sa suhrnne nazyvaju Griecova
elimindcia. V prvej reakcii reagoval v prostredi bezvodého THF pod argénom
pentadekan-1-ol-ds; (1) s 2-nitrofenylselenokyanatom v pritomnosti tributylfosfinu za vzniku
(2-nitrofenyl)(pentadecyl)selanu-ds1 (2). Tato reakcia bola vykonana celkovo dvakrat. Vytazok
reakcie bol 96 %. Pre porovnanie, rovnaka reakcia s protonovanym pentadekanolom mala
vytazok 76 %.3° Grieco et al.3! uvadzaju pre o 3 uhliky kratsi alkohol dodekanol vytazok 94 %
v THF a 92 % v pyridine. V druhej reakcii bol intermediat (2) oxidovany peroxidom vodiku za
vzniku pentadec-1-énu-dso. Vytazky tychto reakcii Cinili 52-96 %. Vytazok 52 % bol
pravdepodobne sposobeny malo kvalitnym peroxidom vodiku, preto bola reakcia zopakovana
a jej vytazok (96 %) odpovedad vytazku pre protonovany (2-nitrofenyl)(pentadecyl)selan, ktory

bol 94 %.3°

7.1.2 Vinylacia (S)-Garnerovho aldehydu (4)

V tejto reakcii bol (S)-Garnerov (4) aldehyd v prostredi suchého THF pod argénom
vinylovany pomocou vinyl-magnesium-bromidu v pritomnosti HMPA, ktoré zabezpecilo
chirdlnu Cistotu. Tato reakcia dala vzniku vinylovanému (S)-Garnerovmu aldehydu (5). Reakcia
bola celkovo vykonana dvakrat (vytazky sa pohybovali v rozmedzi 40-73 %). Pre porovnanie
vytazky z inych prac st 22 %32 pri pouziti 0,975 g (S)-Garnerovho aldehydu (4) a HMPA a 44 %
pri pouZiti 0,5 g (S)-Garnerovho aldehydu (3) bez pouZitia HMPA,3° po oddeleni neZiadtceho

enantioméru. Amrita Gosh et al.>® uvadza vytazok az 92 % zmesi epimérov bez pouzitia HMPA.
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7.1.3 Grubbsova metatéza

Vtejto klucovej casti syntézy d-CerNS sa spojil deuterovany pentadecen (3)
svynylovanym (S)-Garnerovym aldehydom (5), pomocou Grubbsovho katalyzatoru
2. generdcie s pridavkom octovej kyseliny. Tato reakcia, pri ktorej vznika intermediat (6), bola
celkovo vykonana patkrat. Zaujimavé pritom je, Ze ¢im sa pouZzilo vac¢sie mnozstvo reaktantov,
tym bol vytaZok za dodrZzania rovnakych podmienok mensi. Tento fakt nas donutil reakciu
vykonat viackrdt ato v malych mnoistvach. Reakcia, ktora prebehla s protonovanym
pentadecénom mala vytazok 58 % pri pouziti 41 mg (0,194 mmol) tohto reaktantu. Wisse et
al. uvadza pri velmi podobnej reakcii, kde sa pripdjal 3-hydroxypentadecén za vzniku

6-hydroxysfingozinu, vytazok 48 %.3* Amrita Ghosh et al. uvadza dokonca vytazok 91 %.33

7.1.4  Syntéza d-CerNS a dd-CerNS
Zaverecna faza chemickej Casti tejto prace pozostavala z odchranenia intermediatu (6)
za vzniku d-sfingozinu az naslednej acylacie pomocou LIG ad-LIG za vzniku d-CerNS

a dd-CerNS.

Odchréanenie intermediatu (6) prebiehalo v roztoku TFA a vody v pomere 3:1 (v/v)
a bolo vykonané celkovo trikrét. V literatire bolo uvedené, Ze reakcia trvd 90 minut.3° Po 2
a pol hodinach vsak TLC analyza reakcénej zmesi nepreukdzala, Ze reakcia prebieha. Nizka
reaktivita bola pravdepodobne spbsobend pritomnostou deuterovaného retazca
intermediatu (6). Do reakénej zmesi bol teda pridany dalsi roztok TFA a o 12 hodin bola reakcia
ukoncenad. Surovy produkt reakénej zmesi bol nasledne acylovany pomocou LIG alebo d-LIG.
Pri TLC kontrole vSak bolo zistené, Ze nasyntetizované Iatky maju odlisné Rs ako kontrolny
Standard (komerc¢ne dostupny CerNS). Domnievali sme sa, Ze vyrazne kyslé prostredie a dlhsi
reakény ¢as mohli zmenit konfiguraciu na niektorom z chirdlnych centier. Napokon to
potvrdila aj NMR analyza. Domnievame sa Ze zmena konfiguracie nastala na Cs d-sfingozinu.
Na presnu lokalizaciu zmeny konfiguracie by bolo potrebné vykonat pokrocili NMR analyzu,
ktora viak nebola vykonana. Dal3ie odchranenie prebiehalo bez komplikacii a trvalo 2 hodiny.

Vytazok z tejto reakcie €inil 72 %.

Nasledovala acylacia sfingoidnej baze jednotlivymi kyselinami pomocou WSC a HOBt.
Tato reakcia prebiehala bud'z vycisteného d-sfingozinu alebo zo surového produktu z reakcnej
zmesi z predchadzajlcej reakcie. Acylacia s LIG prebiehala z reakénej zmesi a vytazok oboch

reakcii (odchranenie a acylacia) ¢inil 63 %. Literatura dalej uvadza, Ze reakcia bez pritomnosti
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deuterovanych zluéenin mala vytaZok z dvoch krokov 51 %.3° Kumar et al.3> uvadza vytaZok
z dvoch krokov 57 % za vyuzitia deprotekcie pomocou HCI a dioxanu pri teplote 100 °C
a naslednej acylacii s 4-nitrofenyloktadekanoatom pri laboratdrnej teplote. Acylacia s d-LIG
prebiehala z pretisteného d-sfingozinu a jej vytazok ¢inil 61 %. Skolovd et al. pri acyldcii
protonovaného sfingozinu s d-LIG uvddza vytazok 83 %.” Autorka taktieZ uvadza vytazok aZ

98 % pri acyldcii fytosfingozinu s LIG za vzniku CerNP24.3%

7.2 Biofyzikalna Cast

7.2.1 Vyhodnotenie symetrickych valencnych vibracii

Ako uz bolo spomenuté, hodnoty vino¢tu maxima CH; a CD, symetrickych valenénych
vibracii vypovedaju o usporiadani uhlovodikovych retazcov v skimanych modeloch koznej
bariéry. Je z nich teda mozné zistit ¢i sa uhlovodikové retazce lipidov nachadzaju all-trans
(,,cik-cak”) alebo gauche konformdcii. Vysledky merani modelovych membran koznej bariéry

zobrazuje Obrazok 11.
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Konformacia ret'azcov pri 32°C
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Obrdzok 11. Panel A zobrazuje charakteristické IC vibracné pdsy jednotlivych CHz symetrickych
valencnych vibrdcii modelovych membrdn koZnej bariéry pri fyziologickej teplote 32 °C. Panel
B zobrazuje charakteristické IC vibracné pdsy jednotlivych CD; symetrickych valenénych vibrdcii
pri fyziologickej teplote 32 °C. Panel C zobrazuje porovnanie maxim CH, symetrickych
valenénych vibrdcii (stlpcové grafy). Panel D zobrazuje porovnanie maxim CDz symetrickych

valencnych vibrdcii. Hviezdicka oznacuje statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05).

Na Obrazku 11 mozno vidiet, Ze Ziadny vibra¢ny pds z meranych zmesi nema svoje
maximum nad 2850 cm, takie moino tvrdit, Ze v3etky retazce si dobre usporiadané,
tj. nachadzaju sa v all-trans konformdcii. K rovnakému zaveru prisla aj Skolovd et al., ktora tiez
hodnotila CerNS, avsak s neznaéenym sfingozinom.” Z hodnotenia symetrickej valen¢nej
vibracie vsak vidime rozdiely v usporiadani protonovanych retazcov. Retazce su sice dobre
usporiadané (tj. hodnoty vinoétov su nizsie nez 2850 cm™), ale ako je uvedené v Obrazku 11C,
v usporiadani protonovanych metylénovych retazcov boli pozorované Statisticky vyznamné

rozdiely.
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7.2.2  Vyhodnotenie noznicovych deformacnych vibracii

Ako uZ bolo spomenuté, noznicové deformacéné vibracie vypovedaju o lateralnom
usporiadani lipidov v modelovych membréanach. Je z nich teda moiné zistit ¢i sa lipidy
nachadzaju orthorhombickej, hexagonalnej, alebo kvapalno-krystalickej mriezke. Vysledky
merani modelovych membrdan koznej bariéry, hodnotenych v tejto praci, zobrazuje Obrazok

12.
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Obrdzok 12. Panel A zndzorfiuje charakteristické IC vibracné pdsy CH. noZnicovych
deformacnych vibrdcii jednotlivych modelovych membrdn koZnej bariéry. Panel B zobrazuje
charakteristické IC vibracné pdsy jednotlivych CD; noZnicovych deformacnych vibrdcii pri
fyziologickej teplote koZe 32 °C. Na pravej strane sa nachddza moZné usporiadanie lipidov

v jednotlivych modelovych membrdnach koZnej bariéry.

V plne protonovanej zmesi CerNS + LIG sa pas CH2 noZnicovej deformacnej vibracie
rozstiepil na dublet, ¢o znadi pritomnost velmi tesnej orthorhombickej krystalickej mriezky.
KedZe sa jednd o plne protonovanu zmes, CD; vibracia sa nezobrazila. V zmesi s d-CerNS + LIG
sa pas CH, noZnicovej deformacnej vibracie rozstiepil na dublet, ¢o znaci pritomnost
orthorhombickej krystalickej mriezky. Vibracny pas CD2 noZnicovej deformacnej vibracie sa
javi ako singlet, z coho mdézeme usudzovat, Ze deuterované a protonované retazce su medzi
sebou pravdepodobne dobre miesatelné, pretoze ak by sa v orthorhombickej krystalickej
mriezke nachadzali dva deuterované retazce vedla seba, v spektre by bol pritomny dublet.
V tejto zmesi nevieme urcit, ¢i sa Cer nachadza v otvorenej alebo uzatvorenej konformacii.

Deuterované retazce by teoreticky mohli byt v susedstve Chol (nedochadza k Stiepeniu
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retazcov). V zmesi d-CerNS + d-LIG mbZeme na spektre CH2 aj CD2 noZnicovej deformacnej
vibracie vidiet singlet, ¢o znaci dobri miesatelnost deuterovanych a protonovanych retazcov.
Rovnako ako v predchadzajucej zmesi, ani v tejto nevieme presne urcit konformaciu Cer.
Podobné zavery moZeme vyvodit aj z hodnotenia zmesi dd-CerNS + LIG. Po podrobnejSom
preskimani singletu v CH, oblasti tejto zmesi sme vSak prisli na to, Ze protonované retazce LIG
maju tendenciu tvorby domén (fazovo sa separuju; Obrazok 12). Podobné hypotézy a zavery
boli uz pozorované v starsich pracach’-3¢, zaoberajucich sa IC spektroskopiou modelov koznej
bariéry. Najdolezitejsi prinos tejto zmesi je vSak ten, Ze na rozdiel od predchadzajdcich zmesi,
pri tejto zmesi je mozné urcit konformaciu dd-CerNS, ktory sa pravdepodobne nachadza
v otvorene] konformdcii (retazce sfingozinu aacylu mastnej kyseliny smeruju na opacné
konce), ¢im sme potvrdili hypotézy uverejnenych prac.”-37-38 Skolovd et al.” skiimali CHz a CD»
noznicové vibracie na modeloch koznej bariéry s nezna¢enym sfingozinom, ale deuterovanym
acylom mastnej kyseliny. Vysledky tejto prace naznacuju, Ze Cer sa nachddza v otvorenej
konfomadcii, tj. rovnaké zavery, aké boli vyvodené v mojej praci. Autorka naznacuje hypotézu,
Ze takato konformacia moze mat niekolko vyhod. Medzi tieto vyhody patri predovsetkym
mozna zvysena prilnavost prilahlych lamiel. Nakolko dalSia zmes dd-CerNS + d-LIG je plne
deuterovana, spektrum je v podstate opakom plne protonovanej zmesi; retazce su

v orthorhombickej krystalickej mriezke (dublet v CD; oblasti).

7.2.3 Vyhodnotenie termotropnych merani

Fazové chovanie lipidov modelov koZnej membrdny boli hodnotené pomocou
termotropnych (tepelne zavislych) experimentov. Modelové zmesi (membrany) podstupili
zahrievanie od 28 °C do 100 °C, pricom kazdé 2 °C bolo zaznamenané spektrum aktualneho
stavu meranej zmesi. Vysledky tychto merani (termdlna evolicia maxim vibraénych pasov

valencnej symetrickej a deformacnej metylénovej vibracie) zobrazuje Obrazok 13.

Pri zahrievani zmesi lipidov dochdadza k zmene usporiadania lipidovych retazcov.
S narastajucou teplotou (zvySuje sa energia systému) dochddza k postupnému znizovaniu
usporiadanosti (zniZuje sa rigidita a zvySuje mobilita retazcov), teda narasta pocet gauche na
ukor all-trans konformérov (symetricka valencna vibrdcia; panely A-E v Obrazku 13) a zvacsuje
sa zastupenie menej usporiadanej hexagonalnej az kvapalno-krystalickej mriezky (deformacna

noznicova vibracia; panely F-J v Obrazku 13).
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Obrdazok 13. Obrdzok zobrazuje diagramy zavislosti vinoctov jednotlivych vibrdcii lipidov
modelovych membrdn na teplote (28—100 °C). Maximad vinoctov CH; vibrdcii su zobrazené
Ciernou farbou a body CD; vibrdcii su zobrazené modrou farbou. Panely A aZ E zobrazuju
zavislosti vinoc¢tu CHz a CD; symetrickych valencnych vibrdcii. Panely F aZ J zobrazuju zdvislosti
vino¢tu CH> a CD, noZnicovych deformacnych vibrdcii. Pismeno , T oznacuje teploty, pri
ktorych bol zaznamenany fdzovy prechod lipidov (tj. 60 °C ako hlavny fazovy prechod a 37 °C

ako stav, pri ktorom zanikd orthorhombickd mrieZka).

7.2.3.1 CerNS/LIG/Chol/CholS

V tejto modelovej membrane s deutériom neznacenymilatkami mozno vidiet na paneli
A (evolucia symetrickej valencnej vibracie) pozvolny narast neusporiadanosti retazcov
(narasta pocet gauche konformérov) az do teploty 60 °C, kedy nastal fazovy prechod zmesi
(vtomto okamihu nie su pritomné all-trans konforméry). Na paneli F (termdlna evollcia
noznicovej CH; vibracie) mozno pri nizSich teplotach vidiet dublet, ¢o znaci pritomnost
tesného usporiadania, tj. orthorhombickej krystalickej mriezky, ktora zanika pri 37 °C

a nahrddza ju menej tesna hexagonalna az kvapalno-krystalickd mriezka.
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7.2.3.2  d-CerNS/LIG/Chol/CholS

V tejto modelovej membrane bol pouZity znaceny Cer s d-sfingozinovym retazcom. Na
paneli B mozno vidiet s narastajldcou teplotou narast neusporiadanosti lipidov az do fazového
prechodu. Retazce protonovanych a deuterovanych lipidov zanikaju pri priblizne podobnej
teplote (60 °C), ¢o vypovedd o ich dobrej miesatelnosti. Na paneli G mozno pri nizsich
teplotach vidiet dublet, ¢o znaci pritomnost orthorhombicke] krystalickej mriezky, ktora

s narastajucou teplotou prechadza do hexagondlnej az kvapalno-krystalickej mriezky.

7.2.3.3  d-CerNS/d-LIG/Chol/CholS

V tejto zmesi sa nachadza deutériom znaceny sfingozinovy retazec Cer a LIG. Na paneli
C vidno velmi blizky fazovy prechod protonovanych a deuterovanych retazcov, ¢o znadi ich
dobrd miesatelnost. Tuto skutocnost potvrdzuje panel H, kde nie s zobrazené dublety

CH,/CD>.

7.2.3.4  dd-CerNS/LIG/Chol/CholS
V tejto zmesi sa nachadza Cer so znatenym sfingozinovym retazcom aj acylom. Na
paneloch D a | je mozné pozorovat ten isty trend a vyvodit podobné konsekvencie ako

u predchadzajucej zmesi.

7.2.3.5 dd-CerNS/d-LIG/Chol/CholS

Tato zmes je v podstate deuterovany ekvivalent zmesi CerNS/LIG/Chol/CholS, na
paneloch E a J, sa teda nenachadzaju CH; valenéné symetrické/noznicové vibracie. Na paneliJ
mozno pri nizsich teplotach vidiet dublet, ¢o znaci pritomnost orthorhombickej krystalickej

mriezky; so zvySujucou sa teplotou ustupuje a zanika pri 37 °C.
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8 Zaver

Ciefom tejto diplomovej prace bolo nasyntetizovat sfingozin s deuterovanym retazcom
pomocou Grubbsovej metatézy, ktory nie je komeréne dostupny a zatial nebol pripraveny ani
popisany. Dal$im cielom tejto prace bolo hodnotit Cer odvodené od tejto sfingoidnej baze

pomocou IC spektroskopie.

Zadané ciele tejto prace boli naplnené. Pomocou Grubbsovej metatézy bol pripraveny
sfingozin s deuterovanym retazcom (d-sfingozin) ato vtakom mnoistve, Ze z neho bolo
mozné pomocou LIG a d-LIG pripravit d-CerNS a dd-CerNS. Celkovo z nich boli pripravené Styri
typy modelovych membran koznej bariéry (Cer/(d)-LIG/Chol/CholS), u ktorych bolo

hodnotené ich biofyzikalne chovanie.

Po vyhodnoteni vysledkov bolo zistené, Ze protonované a deuterované retazce lipidov
v modelovych membranach su pri fyziologickej teplote usporiadané v all-trans konformacii
a v orthorhombickej krystalickej mriezke. Taktiez bolo zistené, Ze protonované a deuterované
retazce sa medzi sebou velmi dobre mie$aju. Tento jav bol potvrdeny aj termotropnymi IC
meraniami. No snad’ najdolezitejSi prinos tejto prace je zistenie, Ze CerNS sa pravdepodobne

nachadza v otvorenej konformacii, &¢im boli potvrdené hypotézy uZ publikovanych pract’ 37

38

Je vsak potrebné poznamenat, Ze tieto vysledky boli ziskané iba z jednoduchych
modelov koZnej bariéry, kde bol zastupeny iba jeden druh Cer aiba jeden druh VMK. Tato
praca je vSak iba akymsi odrazovym mostikom v dalSom skimani spravania deuterovanych
lipidov v modeloch koZnej bariéry. Do budicna sa planuju vykonat merania zloZitejsich
modelov koZnej bariéry sCer s deuterovanym sfinozinovym retazcom, kde uZ bude
pritomnych niekolko druhov Cer a VMK a budt hodnotené nie len pomocou IC ale aj pomocou
NMR na pevnej faze a neutrénovej difrakcie. Vysledky tejto prace by mohli byt napomocné pri

vysvetleni (pato)fyzioldgie usporiadania lipidov v SC.
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