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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra anorganické a organické chemie

Kandidat: Klara Hudska
Skolitel: Doc. PharmDr. Katefina Vavrova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Syntéza a studium ceramidii s deuterovanym acylem

Ceramidy jsou komplexni skupina lipidd patfici mezi sfingolipidy. Tvofi
pfed nadmérnymi ztrdtami vody a dal§imi vn&jSimi vlivy. PrestoZe jsou ceramidy
pfedmétem intenzivniho vyzkumu, ptfesny vliv jejich struktury na bariérovou funkci

ktze nebyl dosud zcela objasnén.

Cilem této diplomové prace byla piiprava série ceramidii odvozenych
od sfingosinu s deuterovanymi acyly o délce 4, 16 a 24 uhlika a jejich studium pomoci
infradervené spektroskopie pro porozuméni chovani ceramid v SC a pochopeni vztaht

mezi jejich strukturou a uc¢inkem.

Studium pftipravenych ceramidi pomoci ATR-FTIR spektroskopie prokazalo,
ze za fyziologické teploty klze zaujimaji fetézce lipid orthorombické uspotradani
ptevazné s all-trans konformaci. Zatimco CerNS24 upfednostiiuje v pfipravenych
lipidickych smésich otevienou konformaci, kdy je acyl CerNS24 asociovany s acylem
LA a cholesterol je asociovany se sfingosinovym fetézcem, CerNS16 se s LA nemisi
a zaujima bud’ sponkovou konformaci nebo otevienou konformaci s ndhodnou distribuci
sfingosinového a acylového fetézce. Vysledky této prace potvrdily, ze pro spravnou

funkci kozni bariéry jsou nezbytné dlouhé hydrofobni fetézce v ceramidech typu NS.



ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Inorganic and Organic Chemistry

Candidate: Klara Hudska
Supervisor: Doc. PharmDr. Katefina Vavrova, Ph.D.

Title of Diploma Thesis: Synthesis and study of ceramides with deuterated acyl chain

Ceramides are a complex group of lipids belonging to sphingolipids. They are the
most important component in stratum corneum and play an essential role in protecting
the skin from excessive water loss and other environmental damages. Despite the fact
that ceramides are a subject of intensive research, the exact effect of their structure on
barrier skin function has not been fully explained.

The aim of this diploma thesis was to synthesize a series of ceramides derived
from sphingosin with deuterated acyl chains with chain lenght 4C, 16C and 24C and
their study using Fourier transform infrared spectroscopy to understand the behaviour of

ceramides in SC and their structure-activity relationships.

The study of the synthesized ceramides using ATR-FTIR spectroscopy revealed
that, at skin temperature, lipid chains are arranged in orthorhombic subcell, mostly with
all-trans conformation. While the CerNS24 prefers extended conformation with its acyl
associated with the acyl of LA and cholesterol associated with the sphingosin chain in
prepared lipid mixtures, the CerNS16 does not mix with LA and adopts either hairpin
conformation or extended conformation with random distribution of sphingosine and
acyl chain. The results of this work confirmed that long hydrophobic chains in NS-type

ceramides are necessary for the proper skin barrier function.



1 CIL PRACE

Ceramidy jsou komplexni skupinou lipidl, patfici do rodiny sfingolipidi. Jsou
pifed nadmérnymi ztratami vody a dalSimi vlivy vnéjSiho prostfedi. Pfestoze jsou
ceramidy pfedmétem intenzivniho vyzkumu, pfesny vliv jejich struktury na bariérovou

funkci kiize nebyl dosud zcela objasnén.

Cilem této diplomové prace je ptiprava série ceramidi odvozenych od sfingosinu
s deuterovanymi acyly o délce 4, 16 a 24 uhlikt a jejich studium pomoci infracervené
spektroskopie. Deuterovand analoga ceramidd lze s vyhodou pouzit pfi objasnovani
stavby, organizace a biofyzikalnich vlastnosti kozni bariéry. V této praci se planuji
zabyvat studiem vlivu délky acylového fetézce na konformaci ceramidu a jeho
termotropniho chovani v lipidickych smésich o podobném slozeni, jaké ma lipidova
matrix SC. Ziskané poznatky mohou byt vyuzity pfinavrhovani analog ceramida

uréenych pro 1é€bu nékterych koznich onemocnéni.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Stavba a vlastnosti stratum corneum

Kuze (latinsky cutis, fecky derma) je rozsahly plosny organ tvofici zevni povrch
organismu. M4 povrch pramémé 1,8 m?, tloustku v rozmezi 0,4 — 4 mm a hmotnost
4,3 - 5 kg.* Sklada se ze dvou zékladnich slozek: Skary (dermis) a pokozky (epidermis).
Jeji hlavni funkci je chranit organismus pfed vnéjSimi vlivy a zabranit nadmérmym

ztratam vody. 2

Nesvrchngjsi vrstvou kiize je stratum corneum (SC), nazyvana také rohova vrstva,
kterd plni funkci kozni bariéry.? Pfiblizng 90 % hmotnosti této vrstvy tvoii velké
odumfielé bezjaderné buiky, které se nazyvaji korneocyty. Bariérovou funkci SC
zajiStuje predevsim intraceluldrni lipidovd matrix v jejich okoli. 3 Tato struktura byva
oznacovana jako model "cihel a malty", ve kterém korneocyty piedstavuji cihly

a lipidova matrix vypliluje prostory mezi nimi jako malta.

Lipidova matrix stratum corneum je tvofena piiblizné ekvimolarni smési
ceramidu (Cer), cholesterolu (Chol) a volnych mastnych kyselin. Mén¢ nez 5 % (w/w)

jsou zastoupeny ostatni lipidy, z nichz nejdulezitéjsi je cholesterol-sulfat (CholS).*

2.2 Ceramidy - struktura, typy a konformace

Ceramidy jsou strukturn€ riznorodé amfifilni molekuly, které jsou tvofeny dvéma
hydrofobnimi fetézci a malou polarni hlavou. Z chemického hlediska se jedna
0 N-acylsfingosiny, které se fadi mezi sfingolipidy. Zaklad molekuly ceramidu tvofi
bazicky alkohol. Muize se jednat o sfingosin (S), fytosfingosin (P), 6-hydroxysfingosin
(H) nebo dihydrosfingosin (dS). Na tuto bazi je v poloze 2 amidickou vazbou navazana
bud’ a-hydroxy (A), o-hydroxy (O), nebo nehydroxylovana (N) mastna kyselina. Délka
fetézce mastné kyseliny se pohybuje mezi 16 az 34 uhliky. Nejcastéji zastoupeny
acylovy fetézec v a-hydroxy a nehydroxylovanych ceramidech ptedstavuje kyselina

lignocerova o 24 uhlicich.>®"®
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1.1% Piivodng

Existuje 12 typti ceramidi, zatim posledni typ byl popsan v roce 201
byla ceramidiim pfifazovana arabska Cisla s ohledem na jejich separaci pfi tenkovrstvé
chromatografii (se zvySujici se polaritou se zvySuje Cislo). V souvislosti se
zdokonalovanim separace a objevovanim novych struktur ceramida bylo tfeba zavést
nové, systematické nazvoslovi. Tato nomenklatura, nazyvana dle Motty, je zaloZena
na kombinaci pismen zminénych typu bazi (S, P, H, dS) a acylovych fetézci (A, O,
N).? (Obr. 1) Posledni pismeno oznaduje bazi, pied nim stojici pismeno navazanou
mastnou kyselinu. Pismeno E na zafatku kodu oznaduje esterové vazanou kyselinu
linolovou.

Ceramidy mohou zaujimat sponkovou (vlasenkovou) konformaci, ve které oba
fetézce sméfuji na stejnou stranu, nebo otevienou konformaci, v niz sméfuji fetézce
opacnym smérem. Pievazujicim ndzorem autori zabyvajicich se studiem koZzni bariéry
bylo, ze ceramidy zaujimaji sponkovou konformaci, jelikoz ji preferuji jejich
prekurzory, glukosylceramidy a sfingomyeliny, s ohledem na jejich velké a hydrofilni
poléarni hlavy. Pfevraceni ceramidu ze sponkové do oteviené konformace vSak muze byt
relativné rychlé11 a oteviena konformace by znamenala n€kolik vyhod. Zvysila by se
koheze sousednich lipidovych lamel, sniZilo molekularni pnuti zptisobené neptiznivym
pomérem hydrofilnich a hydrofobnich c¢asti na prifezu ceramidu ve sponkové
konformaci a takova smés lipidii by se zbavila bobtnavych hydrofilnich rozhrani.?
Koncept oteviené konformace ceramidu dale rozvinul Iwai a kol. Podle nich je
cholesterol asociovany se sfingosinovym fetézcem ceramidu a mastna kyselina
sacylovym fetézcem ceramidu, coz umoznuje oddéleni nemisitelného cholesterolu

a dlouhé¢ho fetézce mastné kyseliny.l?’

Vyznam studia ceramidi v SC ma uplatnéni pii transdermalnim podani 1é¢ivych
o 14 L o . " < x s
latek ™ a také pfi terapii nckterych koZznich onemocnéni. Snizené nebo pozménéné
koncentrace ceramidd, ¢i vyskyt ceramidid se zkracenymi fetézci, jsou vyraznym

znakem napf. u atopické dermatitidy, psoriazy nebo ich‘[y(')zy.ls’16

2.3 Organizace lipidi stratum corneum

VétSina experimentalnich dikazi o organizaci lipida stratum corneum je
konzistentni s doménovym mozaikovym modelem navrzenym Forslindem v roce 1994,

ve kterém jsou lipidy organizovany v uspofadanych doménach propojenych

11



S neusporadanou fazi.'” Existence lipidii v uspotfddané (orthorombicka a hexagonalni)
aneusporadané (kapaln&-krystalickd) fazi byla prokézéna v izolovaném SC ®

i v modelovych smésich lipida SC.*

Na Obr. 2 je zobrazeno schéma intramolekularni a intermolekularni organizace
lipida v lamele SC. V krystalické fazi zaujimaji alifatické tetézce all-trans konformaci
(cik-cak usporadani), jsou uspofadany v pravothlé rovinné miizce s velmi tésnym
orthorombickym laterdlnim uspofadanim. V gelové fazi s all-trans hexagonalné
uspofadanymi fetézci s mirnym nartistem poctu gauche konformert jsou alifatické
fetézce naklonény smérem ke krystalové rovin€ a jsou uspoifdddny v méné husté
hexagonalni mfizce. Ve fazi kapalnych krystali vykazuji fetézce vysoké mnozstvi

gauche izomerd, lateralni organizace zcela chybi a fetézce se mohou pohybovat témét

v 20,21
volng.®
krystalicka faze gelova faze faze kapalnych krystall
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Obr. 2 Molekularni organizace lipida SC. Schéma konformace fetézct (horni fada)

1o T TN I, o 7w 22
a lateralniho usporadani fetézct (spodni fada).
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2.4 Infracervena spektroskopie ve studiu SC

Ke studiu struktury a organizace lipidovych dvojvrstev pfi teploté kiize a béhem
fazového prechodu lze pouzit infracervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci
(FTIR).16 Jde o témér univerzalni, efektivni, citlivou, rychlou a relativné levnou
metodu?® pro ziskani strukturdlng a konforma¢n& relevantnich dat o viech riiznych

polymorfnich formach, ve kterych se mohou lipidy vyskytovat.?*

Principem metody je absorpce infraCerveného zafeni pii prichodu vzorkem,
pfiniz dochdzi ke zménam rotaéné vibracnich energetickych stavii molekuly
Vv zavislosti na zménéach dipolového momentu molekuly. Analytickym vystupem je
infracervené spektrum, které je grafickym zobrazeni funkéni zavislosti energie, vétSinou
vyjadiené v procentech transmitance (T) nebo jednotkdch absorbance (A) na vinové
délce dopadajiciho zéfeni. Transmitance (propustnost) je definovana jako pomér
intenzity zafeni, které proslo vzorkem (I), k intenzité zafeni vychazejiciho ze zdroje (lp).
Absorbance je definovana jako dekadicky logaritmus 1/T. Zavislost energie na vinové
délce je logaritmicka, proto se pouziva vinocet, ktery je definovan jako prevracena
hodnota vinové délky a tedy uvedena zavislost energie na vinoctu bude funkei linearni.
Obecné rozliSujeme dva typy molekulovych vibraci: valenéni a deformacni.
U valen¢nich deformaci se méni délka vazby, u deformacnich dochazi ke zméné

valenéniho Ghlu.?®

K objasnéni intramolekularni a intermolekularni organizace lipidi se vyuziva
mnoho vibra¢nich modia. Na Obr. 3 je zobrazeno FTIR spektrum lipidické smési
ceramidu CerNS16/d-LA/Chol/ChoS s oznacenymi hlavnimi vibracemi, ze kterého lze
odvodit organizaci uhlovodikového fetézce i interakce v oblasti polarni hlavy ceramidu.
Pouziti deuterovanych lipidd, at uz ceramidd (d-Cer), nebo mastnych kyselin (d-LA)
umoznuje samostatné soub&zné sledovani dvou ruznych slozek smési diky posunu
C-H/C-D vibraci. MizZeme tak ziskat informace o konformaci, lateralnim uspotfadani
a misitelnosti riznych druhd lipidd v jedné smési.?® V této praci se budu podrobnéji

zabyvat vibracemi fetézcu.

13
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Obr.3 FTIR spektrum smési CerNS16/d-LA/Chol/CholS pii teplot¢ 32 °C
s vyznacenymi vibracemi: symetrickd CH; valen¢ni, symetricka CD, valen¢ni, nlizkova

CHy, ntizkova CD,, kyvava CH;

Konformace ftetézcii a laterdlni uspofadani jsou snadno rozpoznatelné pomoci
infraCervené spektroskopie. Pozice a Sitka piku v poloviné CH; symetrické valenc¢ni
vibrace jsou citlivymi ukazateli konformacni uspotfadanosti fetézci. ZvySeny rotacni
pohyb alkylovych fetézcli béhem piechodu z orthorombické faze do hexagonalni
a pritomnost gauche konformert v fetézcich béhem piechodu z hexagonalni faze
do faze kapalnych krystalti vedou k rozsifeni pasu a posunu jeho vino¢tu do vyssich
hodnot. Stépeni CH, kyvavé vibrace a CH, nizkové vibrace na dublet je
charakteristickym znakem piitomnosti orthorombické faze. Sitka dubletu je znamkou
mnozstvi mezifetézcovych interakei a velikosti domén s orthorombickym uspotadanim.

Dublet se zuzuje béhem tani a v ¢isté hexagonalni fazi splyne v single‘[.27'28'29

2.4.1.1 CHo> valenéni vibrace
Symetrické a asymetrické methylenové valen¢ni vibrace uhlovodikovych fetézct

se nachazi pti vinoctech okolo 2920 cm™ a 2850 cm™. Pokud je néktera slozka lipidické

smési deuterovand, vyskytuje se asymetrickd vibrace CD; skupiny pii vinoctu

14



2190 cm™ a symetricka vs(CD,) pfi 2095 cm™ bez interferenci ostatnich slozek a maze

byt specificky monitorovana.

V Tab. 1 je ptehled nékolika vibracnich méda uhlovodikovych fetézct citlivych
na konformaci a vzajemné interakce. VInocty CH; valenéni vibrace kvalitativné
monitoruji konformaci i lateralni uspofadani fetézct. Citlivost konformaéniho
uspofadani (trans-gauche izomerizace) se vyuziva ke studiu fazového piechodu lipida
a lipid-proteinovych interakci. Lateralni uspofadani je dulezité pro studium
uspofadanosti domén a solid-solid tranzice ceramidd. Pozice CH; methylenové
symetrické valenéni vibrace, kterd se pohybuje v rozmezi pfibliznd od 2848 cm™
do 2854 cm™, vymezuje lateralni usporadani od konformaénich efektd. Niz§i hodnoty
vino&ti vs(CH,) pod 2850 cm™ naznauji pfitomnost velmi t&sn& uspofadanych

gauche konformert a zvySeni neuspotfadanosti fetézce, coz se projevi zvySenim vinoctu

vs(CH>) vibrace.?%#

Tab. 1 Vibrace uhlovodikovych fetézcu citlivych na konformaci a tvorbu domén?

Vibrace Vlnocet (cm™) | Citlivost

Symetricka CH, valen¢ni 2848-2854 VlInocet kvalitativné odrazi konformaci fetézcii
a lateralni usporadani

Asymetricka CH; valen¢ni 2915-2924
Symetrickd CD, valen¢ni 2088—2097
Asymetricka CD; valen¢ni 2193-2198

CH; ntizkova 1462—-1474 Dublet orthorombické faze
1468 Hexagonalni faze
1476 Neusporadana faze

CD, nizkova 1085-1092 Dublet orthorombické faze
1089 Hexagonalni faze
1087 Neusporadana faze

CH, kyvava 720, 728 Dublet orthorombické faze

2.4.1.2 CHs nuzkova vibrace
Zatimco methylenova valencni vibrace poskytuje kvalitativni  popis

mezifetézcového konformacéniho uspotfddani a laterdlniho uspotfadani, methylenova

nuzkova vibrace (1460—1475 cm'l) poskytuje zpusob, jak zméfit mikroagregaci

15




v gelové lipidové fazi. Tato metoda je zalozena na pozorovani rozsifeni nebo rozstépeni
ntzkové vibrace v orthorombickych subcelach z divodu mezifetézcovych interakci.
Pritomnost orthorombického uspofadani indikuje rozstép 6 (CH;) do dvou pasi,
U hexagonalniho uspofadani je piitomen pouze jeden pik. Stejna zavislost plati

i pro deuterované fetdzce & (CD,) o vInodtu v rozmezi 1085-1092 cm ™2 %

Snyder a jeho spolupracovnici, ktefi pozorovali rozstép piku 6 (CH,) detailngji,
zjistili, ze je tato interakce kratkého dosahu a je lateralni, tzn. kolmo na smér fetézce.
Pomoci jednoduchého modelu, ve kterém byly popsany interakce ntizkovych vibraci
mezi dvéma sousedicimi fetézci, ziskali kvantitativni vztah mezi velikosti rozs$tépu pasu
a velikosti domény. Zavislost Sté€peni na velikosti krystalu je vSak dilezita jen tehdy,
kdyz je krystal mensi nez ~ 100 fetézct (odpovida velikosti 50 fosfolipidovych molekul

v matrici).*®

V lipidickych smésich, v nichz ma jedna slozka deuterované fetézce, nedochazi
K vibraénim interakcim mezi & (CHz) a & (CDy), pokud jsou tyto slozky smiseny,
z diivodu velkého frekvenéniho rozdilu mezi témito vibracemi. K vibraénimu kaplingu
dochazi tedy pouze mezi fetézci stejného izotopu. Diky tomu muizeme ze vzhledu
nizkové vibrace uréit charakter kazdé domény zvlast, ptipadné odhadnout velikost

e 21
domény.

2.4.1.3 CHj; kyvava vibrace
CH; kyvavé vibrace se nachdzi v rozmezi vinoéti 718—731 cm™ a plati pro n&

stejné zavislosti jako pro nizkovou vibraci. Rozs§tép pasu na dublet indikuje
orthorombické uspotfadani fetézcl do krystalické miizky, zatimco singlet znaci

ot vi1s 31
hexagonalni uspofadani.®
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie, pristroje a analyza dat

Sfingosin (synteticky, z vice nez 99 % stereochemicky ¢&isty, (25,3R,4E)) byl
zakoupen u firmy Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA). Deuterované kyseliny (C4,
C16, C24) byly zakoupeny u firmy C/D/N lIsotopes (Pointe-Claire, Kanada), ostatni
chemikalie a rozpoustédla byly pofizeny od firmy Sigma Aldrich (Schnelldorf,

Némecko).

Tenkovrstva chromatografie byla provadéna na hlinikovych TLC deskach Silica
gel 60 Fus4 od firmy Merck. Pro sloupcovou chromatografii byl pouzit silikagel 60
(velikost ¢astic 0,040 — 0,063 mm). K detekci slouzila smés CeSO4, H3[P(M03010)4]
a HSOq,

Veskeré reakce probihaly za bezvodych podminek v dusikové atmosfére.
VSechny soucasti aparatury byly pfed pouZitim vysuSeny pii 120 ° C a ponechany

zchladnout.

Pro méteni NMR spekter byly vyuzZity pfistroje Varian Mercury Vx BB a Varian
VNMR S500 (pfistroj Varian, Palo Alto, USA). Méfeni 'H NMR spekter probihalo
pFi 300 nebo 500 MHz, méfeni *C spekter pfi 75 nebo 125 MHz. Pro vyhodnoceni
spekter byl pouzit program MestReNova (verze 9.0.0-12821).
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3.2 Schéma syntézy

1 OH | ?
- _N N
HOWC13H27 + RCOOD + /\N//C/ ~">N 4+ HO-N
NH, a
0]
OH

- HO/W\C13H27

CH,CI,/THF, 0 °C HN_ R
b
o)

a = deuterovana kyselina maselna (2) R =C3D; b =d-CerNS4 ceramid (3)
a = deuterovana kyselina palmitova (4) R =CysD3; b =d-CerNS16 ceramid (5)

a = deuterovana kyselina lignocerova (6) R = Cy3D47 b = d-CerNS24 ceramid (7)

3.3 Syntéza d-CerNS4 ceramidu

K 27 ul deuterované kyseliny maselné 2 (0,29 mmol), rozpusténé v suchém
dichlormethanu (5 ml), bylo piidano 34 mg N-hydroxysukcinimidu (HoSu; 0,29 mmol).
Smés byla zchlazena v ledu pfiblizné¢ na 0 °C a posléze bylo piidano 52 pl WSC
(0,29 mmol). Sfingosin 1 (80 mg, 0,27 mmol) byl rozpustén ve smési suchého
dichlormethanu a tetrahydrofuranu (1:1; 5 ml) a byl pfes septum pfikapan do reakcni
smési. Smés se 30 min michala, poté byla vytemperovana na laboratorni teplotu
a pribézné monitorovana pomoci TLC (mobilni faze chloroform/methanol
10:1). Po 12 hodinach michani v dusikové atmosféte bylo zjisténo, Ze reak¢éni smés sice
obsahuje malé mnozstvi produktu, ale rovnéz také velké mnozstvi vychoziho
sfingosinu. Proto byly do reakce pfidany vychozi latky do celkového mnoZstvi 142 mg
sfingosinu (0,47 mmol), 48 ul deuterované kyseliny maselné (0,52 mmol), 60 mg HoSu
(0,52 mmol) a 93 pul WSC (0,52 mmol). Pribéh reakce byl opét sledovan na TLC

(mobilni faze chloroform/methanol 10:1).

Po 24 hodinach byla reakce ukonéena a vytiepana s 0,1M HCI (20 ml) a vodou
(2x 20 ml). Vodné vrstvy byly vytiepany 2x dichlormethanem. Organické faze byly
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spojeny, vysuSeny pomoci NaySQ,, zfiltrovany a zahu$tény na vakuové odparce.
Ziskany produkt byl pfecistén na silikagelu pomoci sloupcové chromatografie, mobilni
fazi byl chloroform/methanol 20:1. Bohuzel se smés Upln¢ nerozd€lila, a proto byla
provedena znovu dvakrat sloupcova chromatografie s mobilni fazi chloroform/methanol
50:1

N-((2S,3R, 4E)-1,3-dihydroxyoktadec-4-en-2-yl)butanamid[C,4-d7] (3)

Produktem je bila krystalicka latka o vytézku 9,52 % (17,0 mg), mol. hm. 376,62
g/mol. TLC: mobilni faze chloroform/methanol 10:1, Rf = 0,42 — 0,44. 'H NMR (500
MHz, CDCl3) 6 6.34 (d,J = 7.4 Hz, 1H), 5.77 (dt, J = 15.8, 6.7 Hz, 1H), 5.56 — 5.44
(dd, J= 15.5, 6.5 Hz, 1H), 4.29 (dd,J= 6.5, 3.8 Hz, 1H), 3.9- 3.87 (m, 2H), 3.69
(dd,J= 11.1, 3.2 Hz, 1H), 2.85 (s,2H), 2.04 (dt,J= 7.1, 6.7 Hz,2H), 1.40 —
1.35 (m, 2H), 1.35 — 1.20 (m, 20H), 0.88 (t, J= 6.7 Hz, 6H).*C NMR (126 MHz,
CDCl3) 6 173.9, 134.2, 128.7, 74.5, 62.4, 54.5, 32.3, 31.9, 29.7, 29.6, 29.6, 29.5, 29.3,
29.2, 29.1, 22.7, 14.1. IR (ATR): 2919, 2850, 1645, 1556, 1467, 721 cm™. MS (ESI+)
m/z 359.6 (M+H"-H20), 399.9 (M+Na").

3.4 Syntéza d-CerNS16 ceramidu

100 mg (0,35 mmol) deuterované kyseliny palmitové 4 bylo rozpusténo
Vv dichlormethanu (5 ml), byl pfidan N-hydroxysukcinimid (40 mg, 0,35 mmol) a smés
byla podchlazena v ledu na 0 °C. Poté byl piidan WSC (62 pl, 0,5 mmol). Sfingosin 1
byl rozpustén ve smési suchého dichlormethanu a THF (5 ml, 1:1) a pfidan k reakéni
smési. Reakce byla za stdlého michani ponechéna, aby doSla na laboratorni teplotu,
apak se jeSté¢ 12 hodin michala. Prib¢h reakce byl sledovan na TLC (mobilni faze
chloroform/methanol 10:1). Smé&s byla extrahovana mezi okyselenou vodou (0,1M HCI;
20 ml) a dichlormethanem (2x 20 ml). Organicka faze byla nasledné extrahovana vodou
(2% 20 ml), vysusena NaySQ,, prefiltrovana a zahusténa na vakuové odparce. Smes byla
pfecisténa na silikagelu nejprve s mobilni fazi chloroform/methanol 20:1, poté znovu

s mobilni fazi chloroform/methanol 50:1.
N-((2S,3R, 4E)-1,3-dihydroxyoktadec-4-en-2-yl)hexadekanamid[Cy-1¢-.d31] (5)

Produkt je bila krystalicka latka o vytézku 11,28 % (20,2 mg), mol. hm. 568,71

g/mol, mp = 92 — 95 °C. TLC: mobilni faze chloroform/methanol 10:1, Rf = 0,43 —
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0,47. *H NMR (500 MHz, CDCls) & 6.33 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 5.78 (dt, J = 14.2, 6.7 Hz,
1H), 5.52 (dd, J = 15.6, 5.9 Hz, 1H), 4.36 — 4.25 (m, 1H), 3.98 — 3.89 (m, 2H), 3.71 (d,
J = 10.8 Hz, 1H), 2.15 — 1.95 (m, 2H), 1.40 — 1.17 (m, 22H), 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H).
3C NMR (126 MHz, CDCl5) 5 174.1, 165.4, 134.3, 134.1, 128.7, 74.5, 62.5, 54.6, 32.3,
31.9, 29.7, 29.6, 29.6, 29.5, 29.3, 29.2, 29.1, 285, 22.7, 14.1. IR (ATR): 3297, 2917,
2850, 2193, 2089, 1645, 1554, 146, 1090, 721 cm™. MS (ESI+) m/z 551.9 (M+H*-H,0),
591.9 (M+Na").

3.5 Syntéza d-CerNS24 ceramidu

Deuterovana kyselina lignocerova 6 (100 mg, 0,24 mmol) a N-hydroxysukcinimid
(30 mg, 0,26 mmol) byly rozpustény v suchém dichlormethanu (5 ml), zchlazeny v ledu
na 0 °C a poté byl ptidan WSC (43 ul, 0,24 mmol). Sfingosin byl rozpustén v THF
(5 ml) a pfidan do reakce. Smés byla ponechana dojit na laboratorni teplotu a ponechana
michat. Reakce byla pribézné monitorovana pomoci TLC (mobilni faze
chloroform/methanol 20:1). Po dvou dnech po porovnani se standardy CerNS24
(Rf=0,39) a kyselinou lignocerovou (Rf = 0,42) nebyla v reakéni smési patrna
pfitomnost produktu, objevila se pouze skvrna na startu, ktera odpovidala
nezreagovanému sfingosinu. Proto bylo do reakéni smési pfidano 50 mg (0,12 mmol) 6
a 15 mg HoSu (0,13 mmol), spole¢n¢ rozpusténych v suchém dichlormethanu (3 ml).
Smés byla ochlazena na 0 °C, a potom byl ptidan WSC (15 ul, 0,14 mmol). Smés byla
ponechdna michat tyden a pritbéZné monitorovana pomoci TLC. Po tydnu bylo zjisténo
pomoci TLC (mobilni faze chloform/methanol 20:1) porovnanim se standardy CerNS24
(Rf = 0,31), N-hydroxysukcinimidylesterem (Rf = 0,86) sfingosinem (Rf = 0)
a kyselinou lignocerovou (Rf = 0,41) zjisténo, Ze reakéni smés obsahuje
N-hydroxysukcinimidylester a sfingosin. Na TLC se rovnéz ukazala nevyrazna skvrna
neidentifikované latky (Rf = 0,06). Do reakce bylo pfidano 54 mg 1 (0,18 mmol)
rozpusténého v  THF a reakce byla michdana 12 hodin. Na TLC (mobilni faze
chloroform/methanol  20:1) se wukazaly dvé skvrny odpovidajici produktu
anezreagovanému sfingosinu. Reakce byla ukoncena, vytfepana 0,1M kyselinou
chlorovodikovou (20 ml) a 2x vodou. Vodné faze byly vytiepany s dichlormethanem
(2x 20 ml). Organické podily byly spojeny. Smés byla vysuSena pomoci NapSOy,
zfiltrovana a zahuSténa na vakuové odparce. Smés byla precisténa sloupcovou

chromatografii (mobilni faze chloroform/methanol 20:1), ale nepodafilo se ziskat Cisty
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produkt. Sloupcové chromatografie byla provedena znovu se stejnou mobilni fazi.
Tentokrat byl produkt ¢istsi, ale ne upln€. Byla provedena sloupcovéa chromatografie
smobilni fazi chloroform/methanol 50:1 a nasledné¢ znovu s mobilni fazi
chloroform/methanol 100:1. Smés byla rozd€lena na dvé frakce, pfiCemz prvni byla
odeslana k NMR analyze, druhd byla znovu piecisténa sloupcovou chromatografii

(mobilni faze chloroform/methanol 100:1) a poté spojena s prvni fazi.
N-((2S,3R, 4E)-1,3-dihydroxyoktadec-4-en-2-yl)tetrakosanamid[Cy-.24-d47] (7)

Produkt je bila krystalicka latka o vytézku 21,2 % (36,9 mg), mol. hm. 696,93
g/mol, mp = 89 — 92 °C. TLC: mobilni faze chloroform/methanol 20:1, Rf = 0,30 —
0,32. 'H NMR (300 MHz, CDCl5) § 6.28 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 5.78 (dt, J = 14.4, 6.8 Hz,
1H), 5.51 (dd, J = 14.6, 5.4 Hz, 1H), 4.31 (dd, J = 7.2, 5.3 Hz, 1H), 4.00 - 3.82 (m, 1H),
3.76 — 3.61 (m, 1H), 3.47 (td, J = 6.4, 1.6 Hz, 1H), 2.59 — 2.46 (br s, 2H), 2.14 -1.93 (m,
2H), 1.43 — 1.01 (m, 22H), 0.87 (t, J = 6.5 Hz, 3H). *C NMR (75 MHz, CDCl3) &
174.0, 134.4, 129.0, 74.8, 62.5, 54.8, 32.6, 32.2, 29.9, 29.6, 29.5, 29.4, 29.2, 29.1, 28.6,
28.4, 28.1, 22.9, 14.4. IR (ATR): v 3293, 2919, 2850, 2195, 2088, 1645, 1557, 1466,
1091, 1087, 721 cm™. MS (ESI+) m/z 680.5 (M+H"-H20).

3.6 Priprava vzorki lipidia pro FTIR spektroskopii

Vzorky lipidid byl pfipraveny jako ekvimolarni smés ceramidu (Cer)
nebo deuterovaného ceramidu (d-Cer), cholesterolu, lignocerové kyseliny (LA)
nebo perdeuterované lignocerové Kkyseliny (d-LA) s 5% hmotnostnim piidavkem
cholesterol-sulfatu (CholS). Jednotlivé lipidy byly rozpustény ve smési chloroformu
a methanolu v poméru 2:1 (v/v), cholesterol-sulfat byl rozpustén v ¢istém methanolu
(96%). Poté byla rozpoustédla odpaiena proudem dusiku a ponechéna v exsikatoru
vysusit pod vysokym vakuem pies noc. Poté¢ byly vzorky zahtaty na 90 °C po dobu
20 minut a poté pomalu ochlazeny na laboratorni teplotu asi po dobu 3 hodin. Poté byly

inkubovany pfi teploté 32 °C pii béZné vlhkosti vzduchu po 24 hodin.

3.7 FTIR spektroskopie

Pro méfeni infraCervenych spekter byl pouzit spektrometr Nicolet Impact 400
(Thermo Scientific, USA) s jednoodrazovym ATR ZnSe krystalem MIRacle (PIKE
technologies, Madison, USA). Byl pouzit upinaci mechanismus s konstantnim

pritlaénym tlakem. Jedno méfeni ¢italo 256 skent s rezoluci 4 em™. Teplotni zavislost
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IR spektra byla studovana v teplotnim rozmezi 28—100 °C po teplotnim intervalu 2 °C.
Po kazdém pfirtstku teploty byl vzorek stabilizovan po dobu 10 minut, nez doslo
k dalsimu méfeni. Spektra byla vyhodnocena pomoci softwaru Bruker OPUS. Piesné

pozice pikti byly urceny z druhé derivace spekter.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Syntéza

Syntéza kazdé¢ ze tifi syntetizovanych latek byla jednokrokovd a vychazela
z komeréné¢ dostupného sfingosinu a pfislusné deuterované karboxylové Kkyseliny
maselné, palmitové nebo lignocerové. Principem byla acylace primarni
aminoskupiny  sfingosinu  deuterovanou  karboxylovou  Kkyselinou  pomoci
N'-ethyl-N(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu (WSC), ktery reaguje s kyselinou
za vzniku kli¢ového meziproduktu O-acylisomocCoviny, na néjz miizeme pohlizet
jako na ester karboxylové kyseliny s aktivovanou odstupujici skupinou. Do reak¢ni
smé&si byl ptidan N-hydroxysukcinimid z divodu zvySeni vytézku a snizeni mnozstvi

probihajicich vedlejsich reakei.

Ceramid R
OH Sfingosin -H
HO Y SIS NSNS Cansd -COC.D,
HN. o d-CerNS16 -COCisDsy
d-CerNS24 -COCy:Ds;

Obr. 4 Piehled struktur syntetizovanych ceramidi

4.2 Cisténi produkti

Izolace né€kterych kone¢nych produktii byla problematicka a €asto vznikaly tézko
oddélitelné smési. Pokazdé byla reakéni smés vytfepana s 0,1M HCI a nésledné 2x
s vodou. Vodné faze byly vytiepany 2x s dichlomethanem, organické faze byly spojeny,
vysuseny pomoci Na,SO,, zfiltrovany a zahustény na vakuové odparce. Nasledovalo
¢isténi na chromatografické kolon€. Ziskané vytézky byly bohuzel velmi nizké.
Ve dvou ze tii ptipadi reakce napoprvé neprobéhla v dostatecném vytézku a musely byt

pridany znovu dalsi vychozi latky.
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Produkt d-CerNS4 byl piecistovan celkem tiikrat, poprvé s mobilni fazi
chloroform/methanol 20:1, poté¢ dvakrat s mobilni fazi chloroform/methanol 50:1.
Ziskany vytézek ¢inil 9,5 %.

Produkt d-CerNS16 byl pieCistovan dvakrat. Poprvé s mobilni fazi
chloroform/methanol 20:1, podruhé s mobilni fazi chloroform/methanol 50:1. Ziskany
vytézek Cinil 11,3 %.

Produkt d-CerNS24 byl piecistén 2x s mobilni fazi chloroform/methanol 20:1,
poté byla provedena sloupcova chromatografie s mobilni fazi chloroform/methanol 50:1
a nasledné¢ s mobilni fazi chloroform/methanol 100:1. Produkt byl rozdélen na dvé
frakce, z nichZ prvni byla odeslana k NMR analyze, kterd potvrdila pfitomnost kyzené
latky, druhd byla pteciSténa jest¢ jednou s mobilni fazi chloroform/methanol 100:1

s postupnych pfiddvanim methanolu az na ¢isty methanol. Ziskany vytézek ¢inil 21,2 %.

4.3 FTIR spektroskopie

4.3.1 CerNS24/LA/Chol/CholS

Na Obr. 5 (prvni grafy v panelu A a B) mlzeme sledovat fazové chovani
methylenové symetrické valenéni (panel A) a nizkové (panel B) infracervené vibrace
vzorkd lipidd obsahujicich CerNS24. Chovani lipidovych membran obsahujicich
neznacené CerNS24 a LA byly popsany v piedchozich pracich nasi pracovni

16, 32

skupiny. P1i teploté 32 °C, coZ odpovida fyziologické teploté kiize, zaujima vétSina
lipidi konformaci all-trans, jak se da vyvodit z nizkého vino¢tu methylenové
symetrické valenéni vibrace (2847 cm™). Stdpeni methylenové ntizkové vibrace
na dublet pii 1463 cm™ a 1471 cm™ naznaGuje, e fetézce lipida jsou usporadany

v orthorombické subcele.

Pii zahiati se uspotfadanost fetézce lipidii snizuje a methylenova symetricka
vibrace se posunuje do hodnot vySSich vlnoCtd, coZ lze vyuZit ke zjisténi teplot
fazového prechodu. Pii 37 °C splyva ntizkovy dublet v singlet, zatimco nizky vinocet
vs(CHy) pii 2848 cm™ zna¢i velmi dobfe usporadané fetézce lipida. Toto chovéni
odpovida ptechodu z orthorombické do hexagonalni faze. Pti dal§im zahfivani vinocet
methylenové valen¢ni vibrace plynule vzrista a pii 59 °C dojde k hlavnimu fazovému

pfechodu, ktery je charakterizovan nahlym vzriustem vinoétu vs(CHy) vibrace a
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poklesem vIno¢tu 6(CHy) na 1465 cm™ . Po hlavnim fazovém piechodu ziistavaji fetézce

ve fazi kapalnych krystali, coz indikuje vinocet 2852 cm™ 333

A - CerNS24 - symetricka valenéni vibrace CH, () aCD,(0)

Cer/LA/ Cer/d-LA/ d-Cer/LA/ d-Cer/d-LA/
Chol/CholS Chol/CholS Chol/CholS Chol/CholS

2854 2096
_ Cer+ LA Sph + LA »004
" 2852 =
5 2850 Cer 2002 &
% 2850 T,= =
9 5o°C |l 2000 3
S 28481 / 3
> 2088 —
T,=37°C d-LA acyl
2846 L) L) T T T L] L) L) T L] L) 2036
25 50 75 25 50 75 25 50 75 25 50 75 100

B - CerNS24 - ntizkova vibrace CH, () aCD,(0)

1472- Cer + LA -1092

14701 ¢ Cer Sph + LA ?6 =3
E _ P F1090 3
- 1468 0 R : o

1088 —

2 1466 f—n 3
> 1464 h S -1086 >

P T:y] ME— 1084

25 50 75

Teplota (°C)

Obr. 5 ATR-FTIR spektroskopie vzorku lipidi obsahujicich CerNS24. Teplotni
zavislost methylenové symetrické valenéni vibrace (panel A) a nizkové vibrace (panel
B) smési obsahujici nezna¢ené a deuterované CerNS24/LA/Chol/CholS. CH; vibrace
jsou oznacené ¢ernymi krouzky, CD; prazdnymi krouzky. Dva krouzky za dané teploty
predstavuji rozstépeni ntizkové vibrace na dublet, ktery naznaCuje orthorombické

uspotadani. Data jsou primérem + SEM ze 2-3 méfeni.

4.3.2 CerNS24/d-LA/Chol/CholS
V dal8im vzorku byla ve smé&si CerNS24/LA/Chol/CholS vyménéna LA za d-LA

(Obr. 5, druhy sloupec grafu). Rozdilné vino¢ty vibraci deuterovanych a neznacenych
fetézcl nam umoznuji studovat chovani d-LA a CerNS24 oddélené. Obr. 5 ukazuje

teplotni zavislost symetrické valen¢ni vibrace (panel A) a ntizkové vibrace (panel B)
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bud’ CH; skupin, které odpovidaji pievazné vibracim CerNS24 tetézci (Cerné krouzky),
nebo CD, skupin, které ptedstavuji d-LA (prazdné krouzky). Symetricka vibrace
naznacuje, Ze pii 30 °C je CerNS24 méng uspofadany (vinocet 2849 cm™) nez d-LA
(vinocet 2087 cm'l). Hlavni fazové prechody obou téchto komponent zacinaji ptiblizné
na 60 °C, coz naznacuje spole¢né tani jejich fetézci. Pritomnost singleti ntzkové
vibrace jak u CH, tak i CD, oblasti zna¢i miseni CerNS24 a d-LA. Jelikoz se vibra¢ni
kapling orthorombicky uspofadanych fetézct (které se manifestuji jako niizkovy dublet)
vyskytuje pouze mezi stejnymi izotopy, a ne mezi CH; a CD,, miZeme z toho vyvodit,

ze fetézce CerNS24 jsou smisené s d-LA a naopak.

4.3.3 d-CerNS24/LA/Chol/CholS

Treti c¢ast vzorklh lipidd byla pfipravena s deuterovanym ceramidem
(d-CerNS24/LA/Chol/CholS), jak je vidét na Obr. 5 v tietim sloupci grafu. V této smési
pochazi CH; vibrace ptevazné ze sfingosinového fetézce d-CerNS24 a LA a CD;
vibrace z acylového fetézce d-CerNS24. Acyl ceramidu se zda byt velmi dobie
usporadany, jak se d4 vyvodit z nizkého vinoctu CD; symetrické vibrace (2087 cm™).
Zajimavé je, ze usporadani fetézce je velmi podobné jako d-LA v minulé lipidové
smési. Naopak CH; symetrickd vibrace, popisujici sfingosinovy fetézec a LA, se
objevuje na témé&f 2850 cm™, naznaGuje v tdchto fetézcich vice gauche konformerd.
Jelikoz bylo zjisténo, ze LA je velmi dobie uspotfadana, s nejvétsi pravdépodobnosti
pochazi tyto gauche konformery ze sfingosinového fetézce d-CerNS24. Acyl ceramidu
taje relativné prudce pii 56 °C, zatimco teplotni zavislost CH, nevykazuje zadny
viditelny piechod, coZ naznacuje miseni ¢asti hydrogenovaného fetézce s cholesterolem.
Jelikoz je miseni LA a Chol velmi omezené®, toto chovani naznaduje miseni
sfingosinovéeho fetézce s cholesterolem. Nuzkové vibrace znovu vykazuji singlety CH»
a CDy, coz potvrzuje miseni LA a d-CerNS24 zminéné vySe, konkrétné s jeho

deuterovanym acylovym fetézcem.

4.3.4 d-CerNS24/d-LA/Chol/CholS

Kone¢ny dikaz uspotradani lipidi byl ziskan ze Ctvrtého vzorku lipidi s obéma
lipidy deuterovanymi (d-CerNS24/d-LA/Chol/CholS), Obr. 5, ¢tvrty sloupec grafu.

V tomto vzorku pochazi CH; vibrace pfevazné ze sfingosinového fetézce d-CerNS24
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a CD, vibrace pochazi jak z acylu d-CerNS24 tak d-LA. CH, vibrace potvrzuji,
7e sfingosinovy fetézec je méné usporadany (témdF 2850 cm™) nez acyl nebo d-LA.
Acyl d-CerNS24 je smiseny s d-LA v jedné relativné velké doméné, ktera neni

vyznamné ziedéna ostatnimi slozkami lipidového vzorku, jak naznacuje niizkovy dublet

1085 cm™ a 1091 cm™,

Miuzeme fici, ze vétSina molekul CerNS24 je v téchto lipidovych smésich SC
v oteviené konformaci, kdy je acyl CerNS24 asociovany s acylem LA a cholesterol je

asociovany se sfingosinovym fetézcem.

4.3.5 CerNS16/LA/Chol/CholS

V dalsi sad¢ vzorki byl CerNS24 nahrazen ceramidem s krat§im fetézcem,
CerNS16, s cilem pfimo porovnat jejich schopnost misit se s ostatnimi lipidy SC.
Neznacené vzorky lipidl (CerNS16/LA/Chol/CholS) se pfi teploté klize zdaji byt
podobné vzorku CerNS24. Lipidy jsou vysoce usporddané s pievazujici konformaci
fetézcu all-trans (methylenova symetricka vibrace pod 2848 cm'l) a tésn¢ usporadané
v orthorombické subcele (methylenova nlzkova vibrace rozstépend do dvou casti
pii 1463 cm™ a 1471 cm™, Obr. 6, prvni dva grafy v obou panelech. Velmi mala
pretranzice je vidét pii 48 °C. Hlavni fazovy pfechod za¢ina na 62 °C a je mnohem Sirsi
(ptes 20 °C s centrem piiblizné pti 69 °C) nez ten u lipidové smesi CerNS24. Nad 82 °C
jsou lipidy s nejvétsi pravdépodobnosti uspofadany ve fazi tekutych krystald
(methylenova symetricka valencni vibrace pii 2852 cm™). Orthorombické usporadani je
teplotné stabilngjsi u vzorkli CerNS16 nez u CerNS24. Nuzkovy dublet se zuZuje

s rostouci teplotou a mizi pii 66 °C, tedy béhem hlavniho fdzového ptechodu.

4.3.6 CerNS16/d-LA/Chol/CholS

Ke zjisténi misitelnosti CerNS16 a LA v téchto vzorcich byla nahrazena LA
deuterovanou LA (d-LA), viz Obr. 6, druhé sloupce v obou panelech. CH; i CD,
vibrace se pii teploté kize objevuji pfi nizkém vlnodtu (2848 cm™ a 2087 cm™),
coz naznacuje, ze CerNS16 i d-LA jsou dobie usporadané. Uspotadanost se snizuje
ptiblizné pii 60 °C. Fazovy piechod d-LA je relativné prudky, se stfedem pii 62 °C,
zatimco vlnocet CH; vibraci nejprve mirné klesa, pocinaje teplotou 56 °C, pak mirné
vzroste mezi 60 °C a 68 °C, a pak probéhne hlavni fazovy prechod pii 71 °C.
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Po fazovych prechodech zlstavaji oba fetézce (neznaceny i deuterovany) v jistém stupni

usporadani. Toto chovani je veelku podobné v lipidovych smésich CerNS16 1 CerNS24.

A - cerNs16 - symetricka valenéni vibrace CH, (¢) a CD, (0)

(,-w2) 390Ul

Cer/LA/ Cerld-LA/ d-Cer/LA/ d-Cerl/d-LA/
Chol/CholS Chol/CholS Chol/CholS Chol/CholS
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Obr. 6 ATR-FTIR spektroskopie vzorku lipidi obsahujicich CerNS16. Teplotni
zavislost vlno¢tu methylenové symetrické valenéni vibrace (panel A) a ntizkové vibrace
(panel B) bud’ pro CH; vibrace (Cerné krouzky) nebo CD; vibrace (prazdné krouzky).

Data jsou prumérem + SEM ze 2—3 méfeni.

V oblasti ntizkovych vibraci je vSak velky rozdil. CH, i CD, vibrace jsou
roz§tépeny na dublety, coz naznacuje, ze CerNS16 a d-LA jsou vétSinou oddélené.
Nizkovy dublet CD, dosahuje svého maxima pti 1084 cm™ a 1092 cm™, coz naznacuje
velké domény d-LA. Slozky tohoto dubletu se pomérné ostie spoji pii 62 °C, tedy
béhem hlavniho fazového piechodu d-LA. Niazkovy dublet CH; je uzsi (1465 cm™
a 1470 Cm'l) nez je maximalni mozné $tépeni, coz je 12 em™.*® To naznacuje piitomnost
mensSich orthorombickych domén CerNS16 nez d-LA, coz je pravdépodobné zpisobeno

koexistenci orthorombického a hexagonalniho uspofadani fetézci CerNS16. Tento

28



dublet se se stoupajici teplotou postupné zuzuje a spojuje se do jediné vibrace pii 58 °C.

VlIno&et tohoto singletu postupné klesa az do 70 °C, kdy doséhne hodnot pod 1467 cm™.

4.3.7 d-CerNS16/LA/Chol/CholS

Ve tieti sadé vzorktl byl CerNS16 nahrazen ceramidem s deuterovanym acylem,
d-CerNS16 (Obr. 6, tieti sloupce v obou panelech). To umoznilo sledovat chovani
acylového fetézce d-CerNS16 (prazdné krouzky). V porovnani s d-CerNS24 je acyl
d-CerNS16 za fyziologické teploty kize mén& uspofadany (2089 cm™ pro acyl
d-CerNS16 a 2087 cm™ pro acyl d-CerNS24). Pii 48 °C dojde k usporadani fetézce,
coz nazna&uje pokles vino&tu valenéni vibrace o 1 cm™. Hlavni fazovy piechod za¢ina
na 56 °C a kon¢i ptiblizné pti 70 °C. Nuzkova vibrace CD, vykazuje singlet
pfi 1088 cm™ a b&hem hlavniho fazového piechodu klesa o vice nez 1 cm™. Tento
singlet naznacuje, ze je acyl bud’ v hexagonalnim uspotfadani, nebo se z c¢asti misi
SneznaCenym fetézcem. Snizeni uspofddanosti CH; fetézce, ktery predstavuji
sfingosinovy fetézec a LA, zacina pii 56 °C. Tyto fetézce tvoii relativné velké domény
s orthorombickym uspofadanim (ntizkovy dublet pfi 1462 cm™ a 1472 cm™, které se

spoji pii 70 °C).

4.3.8 d-CerNS16/d-LA/Chol/CholS

Informaci o sfingosinovém fetézci d-CerNS16 dopliuje vzorek, ktery obsahuje
d-CerNS16 i d-LA. Vlnoget nizkové vibrace nad 2850 cm™ naznaGuje mnohem vice
gauche konformert ve sfingosinovém fetézci v porovnani s acylem. Ptiblizné od 56 °C
az do 62°C se postupné snizuje uspofddanost fetézce, a poté vlnocet zistava
pod 2852 cm™, coz pravddpodobné odpovida fazi kapalnych krystalii. Deuterované
fetézce jsou v prumeéru dobie uspotadané a jejich hlavni fazova tranzice zacind na 56 °C
a kon¢i pii teploté pfiblizné 66 °C. CD; nlizkova vibrace vykazuje Siroky dublet,
coz naznaCuje piitomnost velkych domén CD, fetézce. Dublet se nahle sbiha
mezi 56 °C a 62 °C. Sfingosinovy fetézec naopak vykazuje pouze singlet. Kdyz k tomu
ptipocitame fakt, Ze neznaény CerNS16 vykazuje dublet (Obr. 6, panel B, druhy graf,
Cerné krouzky), zatimco jak jeho acylovy fetézec (tfeti graf, prazdné krouzky)
tak sfingosinovy fetézec (Ctvrty graf, cerné krouzky) vykazuji singlet, jsou tyto fetézce

Snejvetsi pravdépodobnosti smisené v jedné doméné. Toto chovani naznacuje,
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7e CerNS16 zaujima bud sponkovou konformaci, nebo otevienou konformaci

s nahodnou distribuci sfingosinového a acylového fetézce.

Piehled ntizkovych vibraci v membranach s CerNS24 a CerNS16 spolu s ndvrhem

mozného uspotadani je zobrazen na Obr. 7.

a CerNS24 b CerNS24 c
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Obr. 7 Infracervena spektra lipidovych smési obsahujicich ceramidy (Cer) s acyly
0 délce C24 (a—b) nebo C16 (d—e) s navrhovanym uspotfadanim lipidi (c a f). Smési
lipida byly slozeny z ekvimolarniho mnozstvi CerNS24 nebo CerNS16, LA, Chol s 5%
pridavkem CholS. Cer a LA byly bud’ neznacené, nebo deuterované (znazornéno
piedponou d-). Proporovnani jsou zobrazeny i vzorky bez ceramidu (znaeny
jako NoCer). Panely a a d ukazuji CH, nlizkové vibrace s neznacenymi fetézci lipidu.

Panely b a e ukazuji CD, ntzkové vibrace deuterovanych lipidovych fetézi. Zkratka
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Sph znaci sfingosinovy fetézec. Panely ¢ a f znazorfuji navrhované usporadani

CerNS24, respektive CerNS16 v ptipravenych lipidickych smésich.

4.3.9 CerNS4/LA/Chol/CholS
V posledni sadé vzorkd na Obr. 8 byl pouzit ceramid s kratkym fetézcem CerNS4.

Pii fyziologické teploté¢ kize zaujimaji lipidy podobné jako u ptfedchozich vzorkt
prevazné konformaci fetézcu all-trans, jak lze vyvodit z nizké hodnoty methylenové
symetrické valenéni vibrace pod 2848 cm™. Rozstépeni methylenové niizkové vibrace
do dvou &asti pi 1463 cm™ a 1471 cm™ naznacuje t&sné uspofadani Fetézei lipidd
v orthorombické subcele. Hlavni fazovy prechod je slozen ze dvou ¢asti: pii 52 °C
dochazi k mirné neuspotadanosti fetézci a pii 66 °C k prechodu do faze tekutych
krystalt. Pfi 74 °C se lipidy vyskytuji podobné jako u CerNS16 pravdépodobné
Vv kapalné krystalické fazi.

4.3.10 CerNS4/d-LA/Chol/CholS
V dal$im vzorku byla vyménéna LA za d-LA (Obr. 8, druhé sloupce). Na obrazku

muzeme vidét teplotni zavislost methylenové symetrické valenéni vibrace (panel A)
antzkové vibrace (panel B) bud’ CH; skupin, které odpovidaji vibracim CerNS4
fetézcl (Cerné krouzky), nebo CD; skupin, které predstavuji d-LA (prazdné krouzky).
Pii teploté 32 °C je CerNS4 méné& usporadany (vlnodet 2849 cm™) nez d-LA (vInocet
2087 cm™). Pii 34 °C je vidét mala pretranzice. Hlavni fazovy prechod zagina pii 48 °C
se stiedem pfiblizn€ pii 50 °C, coz odpovidd prvni casti fazového prechodu
pozorovaného v predchozim vzorku. Chovani fetézci je podobné jako ve smeésich
CerNS24 a CerNS16. Nuzkova vibrace CD; je rozstépena na dublet s maximem
pfi 1084 cm™ a 1092 cm™, coz naznacuje velké domény orthorombicky uspofadané
d-LA. Dublet se nejprve mirné zuzuje a pii teploté 66 °C se spoji. Nuzkova vibrace
CH; vykazuje singlet pfi 1466 cm™, coZ znamena, 7e CerNS4 postrada orthorombické

usporadani.
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4.3.11 d-CerNS4/LA/Chol/CholS

Treti ¢ast vzorkd byla pfipravena s ceramidem s deuterovanym acylem (Obr. 8,
tieti sloupce). Acylovy fetézec d-CerNS4 je tak kratky, ze se v grafu viibec neukazal.
Methylenova symetricka valen¢ni vibrace CH, skupiny odpovida sfingosinovému
fetézci a LA. Nizkovy dublet se zuzuje s rostouci teplotou a mizi pii 64 °C, tedy béhem

hlavni fazové tranzice.

A -cerNs4 - symetricka valenéni vibrace CH, (¢) a CD, (0)
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Obr. 8 ATR-FTIR spektroskopie vzorku lipidi obsahujicich CerNS4. Teplotni zavislost
vlno¢tu methylenové symetrické valen¢ni vibrace (panel A) a niizkové vibrace (panel
B) bud’ pro CH; vibrace (¢erné krouzky) nebo CD, vibrace (prazdné krouzky). Data

jsou primérem + SEM ze 2-3 méfeni.

4.3.12 d-CerNS4/d-LA/Chol/CholS
Ve ¢tvrtém vzorku lipida jsou lipidy deuterované (d-CerNS4/d-LA/Chol/CholS),

jak je vidét ve ctvrtych sloupcich grafu na Obr. 8. CH; vibrace pochazi ptevazné
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ze sfingosinového fetézce d-CerNS4. CD, vibrace pochazi z acylového fetézce
d-CerNS4 a LA. CH; vibrace potvrzuji, Ze je sfingosinovy fetézec méné uspotradany
(vlno&et 2851 cm™) neZ acylovy fetézec a d-LA. CD, niizkové vibrace vykazuji siroky
dublet, coz naznacuje piitomnost velkych orthorombicky uspotfddanych domén CD,
fetézce. Dublet se ostie spojuje pii 56 °C. Sfingosinovy fetézec vykazuje podobné

jako neznaceny CerNS4 (druhy sloupec grafu) pouze singlet.

Pti takto vyrazném zkraceni acylového fetézce v CerNS4, acyl bohuZzel nejsme
schopni v FTIR spektru detekovat. Ze ziskanych dat mizeme jen potvrdit, Ze se CerNS4
a LA nemisi a orthorombické uspofddani zaujimad jen LA. Uspotfddani CerNS4 je

pfevazné hexagonalni, jeho konformaci v§ak nemlizeme urcit.
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5 ZAVER

V této diplomové praci byl studovan vliv délky acylového fetézce ceramidu typu
NS na jeho termotropni chovani s cilem ziskani lepsi pfedstavy o organizaci stratum

corneum a funkci kozni bariéry.

Byla pfipravena série ceramidi odvozenych od sfingosinu s deuterovanym
acylovym fetézcem o délce 4C, 16C a 24C. Z nasyntetizovanych latek byly pfipraveny
vzorky lipida, které byly ekvimoldrni smési ceramidu nebo deuterované¢ho ceramidu,
lignocerové kyseliny nebo perdeuterované lignocerové kyseliny a cholesterolu s 5%
hmotnostnim piidavkem cholesterol-sulfatu. Termotropni chovani téchto lipidickych

smési bylo studovano pomoci infracervené spektrometrie s Fourierovou transformaci.

Bylo zjisténo, ze délka acylu studovanych ceramidi ma vliv na jejich konformaci.
VétsSina molekul CerNS24 uptednostiuje v piipravenych lipidickych smésich otevienou
konformaci, kdy je acyl CerNS24 asociovany s acylem LA a cholesterol je asociovany
se sfingosinovym fetézcem. Oproti tomu CerNS16 se s LA nemisi a zaujima
bud’ sponkovou konformaci, nebo otevienou konformaci s nahodnou distribuci
sfingosinového a acylového fetézce. Dale mizeme potvrdit, ze se CerNS4 s LA nemisi
atvori samostatné domény. Konformaci CerNS4 bohuzel urcit nemizeme z divodu

vyrazného zkraceni acylového fetézce.

Vysledky této prace potvrdily, Ze pro spravnou funkci koZni bariéry jsou zapotiebi
ceramidy s velmi dlouhym acylovym fetézcem. Tyto poznatky mohou byt vyuzity
pii navrhovani struktur analogii ceramidii urCenych pro 1écbu dermatologickych

onemocnéni.
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6 SEZNAM ZKRATEK
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