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Abstrakt 

 

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra anorganické a organické chemie 

Kandidát: Mgr. Lukáš Opálka 

Školitel: doc. PharmDr. Kateřina Vávrová, Ph.D. 

Název disertační práce: Syntéza lidských ω-O-acylceramidů a hodnocení jejich vlivu na 

bariérové vlastnosti kožních lipidových membrán 

 

Hlavním cílem této práce bylo připravit a dále studovat lidské acylceramidy (acylCer, 

ceramidy typu EO) se zaměřením na objasnění vztahu mezi koncentrací acylCer, strukturou 

jejich polární hlavy, schopností tvořit lamelární fáze a permeabilitou modelových lipidových 

membrán. Dalším cílem bylo připravit ceramid-1-fosfáty pro studium jejich signalizační role 

v kožní bariéře a analog gangliosidu GM1 s kratším acylem jako standard pro analýzu těchto 

lipidů. 

Ceramidy (Cer) patří do rodiny sfingolipidů. Jsou to centrální molekuly v metabolismu 

sfingolipidů a podílejí se jak na regulačních procesech v buňkách, tak na bariérové funkci 

lidské kůže. Hlavní kožní bariéru představuje stratum corneum (SC), což je nejsvrchnější 

vrstva kůže. Účelem SC je udržet homeostázu vnitřního prostředí a zabránit průniku 

exogenních látek, alergenů a bakterií do organismu. 

AcylCer se skládají ze sfingoidní báze, která je acylována ultra-dlouhou (≥ 30C) kyselinou, na 

jejíž ω-hydroxylové skupině je vázaná kyselina linolová. AcylCer jsou nejdelší Cer, které se 

v kůži vyskytují a pro její funkci jsou zcela nezbytné. Jejich úplný deficit není slučitelný se 

životem, protože dochází k obrovským ztrátám vody přes kůži. Zdravá kožní bariéra 

obsahuje přibližně 9% acylCer z celkového množství Cer. Výkyvy v hladině acylCer (většinou 

snížené množství) byly nalezeny u několika závažných kožních onemocnění, jako je atopická 

dermatitida, psoriáza nebo lamelární ichthyóza.  

Jelikož acylCer nejsou komerčně dostupné, bylo potřeba vyvinout a optimalizovat jejich 

totální syntézu. Výchozí látkou pro přípravu acylCer se stala 16-bromhexadekanová 

kyselina. Z této kyseliny byla připravena jak fosfoniová sůl, tak aldehyd, dva reaktanty pro 

Wittigovu reakci, což je klíčový krok v této syntéze, který umožnil přípravu ultra-dlouhého 
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řetězce. Vzniklá 32C nenasycená kyselina byla posléze převedena na sukcinimidylester, 

který zvýšil její rozpustnost a zároveň posloužil jako chránící skupina při acylaci kyselinou 

linolovou. Navázání kyseliny linolové se podařilo s využitím Yamaguchiho esterifikační 

reakce. V posledním kroku reagoval sukcinimidylester kyseliny se sfingoidní bází za vzniku 

požadovaných acylCer. V konečném výsledku byla vyvinuta 12 kroková reakce s celkovým 

výtěžkem 11 % (pro množství v řádech desítek miligramů), případně 7 % (pro gramová 

množství). 

Dále byly syntetizovány Cer-1-fosfáty a modifikované gangliosidy. Cer-1-fosfáty byly 

připraveny mezifázovou fosforylací pomocí P(OCH3)3, následovanou hydrolýzou 

methylových skupin za vzniku dvou Cer-1-fosfátů založených na sfingosinu a 

dihydrosfingosinu s celkovým výtěžkem 34 % a 45 %. Tyto látky budou dále využity pro 

studium jejich úlohy v buněčné signalizaci při tvorbě kožní bariéry a jejich chování 

v lipidových membránách. Jako standard pro kvantifikaci gangliosidů v biologickém 

materiálu byl připraven modifikovaný gangliosid GM1 se zkráceným acylovým řetězcem. 

Jako výchozí látka byl použit přírodní gangliosid GM1, který byl enzymaticky deacylován a 

následně opět acylován kyselinou s kratším řetězcem v celkovém výtěžku 40 %. 

Připravené acylCer byly využity pro přípravu modelových lipidových membrán 

napodobujících kožní bariéru. Byly připraveny dvě série membrán – jednoduchý a složitý 

model. Jednoduchý model se skládal z jednoho acylCer (Cer EOS)/jednoho Cer (Cer 

NS)/lignocerové kyseliny/cholesterolu s přídavkem cholesteryl-sulfátu. Pomocí práškové 

rentgenové difrakce byla zkoumána potřebná koncentrace Cer EOS, při které je 

v modelových membránách pozorovatelná dlouhá periodická fáze (nezbytná pro správnou 

bariérovou funkci kůže). Bylo zjištěno, že tato fáze se objevuje od koncentrace 10 % Cer EOS 

a koexistuje s krátkou periodickou fází. Při 30 % Cer EOS se krátká fáze vytrácí. Při 

permeabilitních experimentech se však ukázalo, že tento model je příliš jednoduchý a že 

přídavek acylCer do membrány způsobuje zvýšení permeability pro modelové látky. 

Abychom získali výsledky relevantní k poznatkům in vivo, byl jednoduchý model nahrazen 

složitějším modelem, který obsahoval kromě rozdílných acylCer (případně jejich směsi) také 

směs Cer, směs mastných kyselin, cholesterol a přídavek cholesteryl-sulfátu. Studium 

složitějšího modelu bylo zaměřeno na porovnání rozdílné struktury acylCer hlavy. 

Permeabilita všech membrán složitého modelu s obsahem acylCer byla snížena oproti 

kontrole (bez acylCer), což mnohem lépe koreluje s experimenty na lidské kůži. Avšak 

měření práškové rentgenové difrakce ukázalo, že v tomto složitém modelu dlouhou 

lamelární fázi tvoří pouze nejsložitější membrána s obsahem směsi acylCer. Tyto výsledky 

poprvé popisují vztahy mezi strukturou acylCer a jejich chováním v lipidových membránách. 
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Tento model bude v budoucnu využit k přípravě modelů lipidové bariéry u kožních 

onemocnění a ke studiu látek s potenciální schopností regenerovat poškození kožní bariéry.  

Připravené acylCer byly také použity jako standardy pro kvantifikaci acylCer v biologickém 

materiálu. S použitím HPTLC se nám podařilo dokázat, že námi připravené acylCer se 

skutečně vyskytují v kůži a také se podařilo vylepšit jejich kvantitativní analýzu a dokázat, že 

pro kvantifikaci jsou nezbytné správné standardy, jinak dochází k chybě v řádech až stovek 

procent. AcylCer byly také použity při kvantifikaci lipidů v rekonstruované kůži se sníženou 

expresí filaggrinu jako modelu atopické dermatitidy, kde bylo zjištěno, že agonisté α-

podtypu receptoru aktivovaného peroxizomovými proliferátory zlepšují homeostázu v kůži, 

zvyšují bariérovou funkci kůže a normalizují složení volných mastných kyselin. 

Závěrem lze říci, že byla vyvinuta účinná a spolehlivá syntéza lidských ultra-dlouhých Cer, 

proveditelná i ve větším měřítku. Tyto připravené acylCer byly využity pro tvorbu 

modelových lipidových membrán simulujících zdravou, případně porušenou kožní bariéru, 

což otevírá nové možnosti in vitro hodnocení potenciálních léčiv pro závažná kožní 

onemocnění, jako je atopická dermatitida či psoriáza. Tyto acylCer byly rovněž využity ke 

zlepšení kvantitativní analýzy lipidů v kožních vzorcích. 
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Abstract 

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Králové 

Department of Inorganic and Organic chemistry 

Candidate: Mgr. Lukáš Opálka 

Supervisor: doc. PharmDr. Kateřina Vávrová, Ph.D. 

Title of doctoral thesis: Synthesis of human ω-O-acylceramides and evaluation of their 

effects on barrier properties of skin lipid membranes 

 

The main objective of this work was to synthesize and study human acylceramides (acylCer, 

ceramides of the EO type) with the focus on the relationships between the acylCer 

concentration , structure of their polar head, their ability to form lamellar phases and 

permeability of model lipid membranes. Another objective was to synthesize ceramide-1-

phosphates for the study of their signaling role in skin barrier and an analogue of ganglioside 

GM1 with shorter acyl chain as a standard for analysis of these lipids. 

Ceramides (Cer) belong to the family of sphingolipids. They are the central molecules in 

sphingolipid metabolism, they participate on cell regulatory processes and the formation of 

human skin lipid barrier. The main skin barrier is situated in the stratum corneum (SC), which 

is the uppermost layer of skin. The purpose of SC is to maintain homeostasis of the inner 

environment and to prevent the penetration of exogenous substances, allergens and 

bacteria to the organism. 

AcylCer are composed of sphingoid base, which is acylated by ultra-long (≥ 30C) acid, 

esterified by linoleic acid at its ω-hydroxyl group. AcylCer are the longest Cer occurring in 

the skin and they are essential for the proper function of the skin. Their complete deficit is 

lethal due to immense water loss through the skin. Healthy skin barrier contains 

approximately 9% of acylCer (of all Cer). Disturbances in the acylCer levels (mostly 

decreased levels) were found in several severe skin diseases, such as atopic dermatitis, 

psoriasis of lamellar ichthyosis.  

Due to commercial unavailability of acylCer, we needed to develop and optimize their 

complete synthesis. The starting compound for this synthesis was 16-bromohexadecanoic 

acid. This acid served as a precursor for the preparation both the phosphonium salt and 

aldehyde, two reactants for Wittig reaction, which was a key step in this synthesis that 
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enabled the preparation of the ultra-long chain. Resulting 32C unsaturated acid was 

converted to succinimidyl ester, which increased its solubility and simultaneously served as 

a protecting group during its acylation with linoleic acid. Linoleic acid was attached to the 

ultra-long hydroxyl acid using Yamaguchi esterification reaction. In the last step, 

succinimidyl ester of the acid reacted with sphingoid base resulting in the desired acylCer. 

12-step synthesis with overall 11% yield  (in tens of milligrams), and 7% (in gram amounts) 

was developed. 

Next, Cer-1-phosphates and modified gangliosides were synthesized. Cer-1-phosphates 

were synthesized using interphase phosphorylation with P(OCH3)3, followed by the 

hydrolysis of methyl groups to obtain two Cer-1-phosphates based on sphingosine and 

dihydrosphingosine in the overall yields 34% and 45%. These compounds will be used for 

the study of their role in cell signalization during the formation of skin barrier and their 

behavior in lipid membranes. Ganglioside GM1 with shorter acyl chain was prepared as a 

standard for ganglioside quantification. Natural ganglioside GM1 was used as a starting 

compound. It was enzymatically deacylated and then acylated again with an acid with 

shorter chain to obtain the product in 40% overall yield. 

The prepared acylCer were used for the preparation of model lipid membranes mimicking 

the skin lipid barrier. Two series of the membranes were prepared – a simple and complex 

model. The simple model was composed of one acylCer (Cer EOS)/one Cer (Cer NS)/ 

lignoceric acid/cholesterol with addition of cholesteryl sulfate. Using X-ray powder 

diffraction we studied the concentration of Cer EOS necessary for the formation of the long 

periodicity phase (essential for the proper barrier function of the skin). It was found, that 

this phase appears at 10% concentration of Cer EOS and coexists with the short periodicity 

phase. At 30% Cer EOS, the short periodicity phase disappeared. Though in permeability 

experiments, this model showed to be too simple and the addition of acylCer to the 

membrane led to increase in the permeability to model compounds. 

To obtain results relevant to in vivo findings, the simple model was substituted by more 

complex model that contained different acylCer (or their mixture), mixture of Cer, mixture 

of fatty acids, cholesterol and an addition of cholesteryl sulfate. Experiments with complex 

model were focused on the comparison of different structures of acylCer polar head. The 

permeability of all membranes of the complex model containing acylCer was decreased 

compared to control (without acylCer), which correlates much better with the experiments 

using human skin. However, X-ray powder diffraction measurements showed that only the 

most complex membrane with the mixture of acylCer forms the long periodicity phase. 

These results for the first time describe the relationships between the acylCer structure and 
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their behavior in lipid membranes. In the future, this model will be used in preparation of 

the models of lipid barrier in skin diseases and to study compounds with potential ability to 

regenerate impaired skin barrier. 

The prepared acylCer were also used as standards for the quantification of acylCer in 

biological material. Using HPTLC, we were able to prove that the prepared acylCer occur in 

skin. We also improved their quantitative analysis and found that identical standards are 

necessary for their proper quantification. Using incorrect standards may lead to errors 

reaching up to hundreds percent. AcylCer were also used for quantification of lipids in 

reconstructed skin with filaggrin knockdown as a model of atopic dermatitis. It was found 

that peroxisome proliferator activated receptor α agonists improve skin homeostasis, 

increase skin barrier function and normalize the composition of free fatty acids. 

To conclude, an efficient, scalable and reliable synthesis of human ultra-long Cer was 

developed. The synthesized acylCer were used for the preparation of model lipid 

membranes simulating healthy or impaired skin, which opens new possibilities of in vitro 

evaluation of potential drugs for the treatment of severe skin diseases, such as atopic 

dermatitis or psoriasis. These acylCer were also used to improve quantitative analysis of 

lipids in skin samples. 
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1. Úvod 

Ceramidy (Cer) jsou centrální molekuly ve sfingolipidovém metabolismu. U savců, Cer 

zastávají důležitou regulační úlohu v buňkách (např. ovlivnění buněčného růstu, 

metabolismu, diferenciace a buněčné smrti),1-2 ale také jsou nezbytnou součástí 

extracelulárního prostoru (např. kožní bariéra).3 Kožní bariéra se nachází v nejsvrchnější 

vrstvě epidermis, ve stratum corneum (SC), které se skládá z korneocytů, obklopených 

lamelární lipidovou matrix (složenou z přibližně ekvimolární směsi Cer, mastných kyselin a 

cholesterolu s malým množstvím cholesteryl-sulfátu).4 Cer se skládají ze sfingoidní báze 

(sfingosinu, fytosfingosinu, dihydrosfingosinu, 6-hydroxysfingosinu a dosud strukturně 

přesně neobjasněné sfingoidní báze se čtyřmi hydroxylovými skupinami), jejíž 

aminoskupina je acylována nesubstituovanou, α-hydroxylovanou nebo ω-hydroxylovanou 

(s volnou OH skupinou nebo esterifikovanou kyselinou linolovou) kyselinou. Kombinací 

těchto možností získáme různé podtřídy Cer. Do této chvíle bylo v lidské kůži identifikováno 

15 podtříd Cer,5 což při započtení rozdílných délek lipofilních řetězců dává vzniknout více 

než 400 různým molekulám Cer. Organizace lipidů SC je vysoce specializovaná, aby umožnila 

zabránit příliš velkým ztrátám vody z organismu, případně zabránit průniku nežádoucích 

látek z prostředí do organismu. Na rozdíl od ostatních biologických membrán obsahuje 

lipidová matrix SC dvě opakující se lamelární fáze: krátkou periodickou fázi (SPP) 

s mezirovinnou vzdáleností 5,3 – 6,4 nm6-10 a dlouhou periodickou fázi (LPP) s mezirovinnou 

vzdáleností 11,9 – 13,1 nm.7, 9, 11-14 

Nejdelší Cer nalezené v lidské kůži jsou Cer vzniklé kombinací sfingoidní báze a ultra-

dlouhého (C28-34), ω-hydroxylovaného řetězce s esterově vázanou kyselinou linolovou 

(kyselina linolová je u člověka dominantní15). Tyto Cer se také nazývají acylceramidy 

(acylCer) nebo Cer třídy EO. AcylCer jsou sice minoritní složkou SC, na druhou stranu jsou 

ale naprosto nezbytné pro přežití savců na souši.4 Výrazné defekty v biosyntéze acylCer, 

případně v jejich transportu vedou k novorozenecké smrti díky obrovským ztrátám vody 

přes kůži.16-17 Menší odchylky v jejich množství byly popsány u některých závažných kožních 

onemocnění, jako je atopická dermatitida,18 psoriáza19 nebo lamelární ichtyóza.20 

Biosyntéza acylCer se odlišuje od ostatních Cer. Syntéza jejich ultra-dlouhých řetězců 

vyžaduje speciální enzymový komplex ze skupiny elongáz, elongázu ELOVL4, která po 

dvouuhlíkatých jednotkách prodlužuje řetězec až na potřebnou délku,21 dále vyžadují 

enzym pro ω-hydroxylaci, cytochrom P450 CYP4F22 hydroxylázu;22 ω-acyl transferázu 

zodpovědnou za ω-esterifikaci23 a na konec speciální Cer syntázu CERS3,16 zodpovědnou za 

navázání acylu ke sfingoidní bázi. 
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Hlubšímu porozumění roli těchto neobvykle dlouhých Cer v lidské (pato)fyziologii brání 

jejich velmi omezená dostupnost. Tyto látky nejsou komerčně dostupné a jejich izolace 

z kůže je obtížná. Přestože jejich syntéza již byla publikována,24-26 totální syntéza těchto 

látek stále zůstává velkou výzvou, díky jejich velmi omezené rozpustnosti a nízké reaktivitě. 

Přestože role acylCer v kožní bariéře byla již v minulosti zkoumána,7, 9, 11-12, 18-20, 27-29 

příspěvek jednotlivých podtříd acylCer na tvorbě LPP a přímá spojitost mezi LPP a kožní 

permeabilitou (permeabilitou membrán) stále nebyly zcela pochopeny.  

Cer se společně se svými deriváty (sfingosin-1-fosfát, ceramid-1-fosfáty, gangliosidy) 

podílejí v buňkách na buněčné signalizaci a modulaci buněčných funkcí.2, 30 Zároveň Cer a 

jejich deriváty mohou být využity i terapeuticky. Modulací jejich hladin v organismu lze 

dosáhnout pozitivních výsledků v léčbě nebo prevenci rakoviny, kardiovaskulárních 

onemocnění, imunitních poruch nebo ekzému.30-32 Studium těchto derivátů je omezeno 

jejich komerční nedostupností, případně omezenou dostupností. 

V současné době nejsou k dispozici všechny standardy Cer podtříd pro kvantitativní 

stanovení Cer v lidské kůži (včetně acylCer), proto se často pro kvantifikaci určitého Cer 

využívá jiná podtřída Cer. Tato substituce však může vést ke vzniku chyby v kvantifikaci. 

Proto je nezbytné připravit všechny podtřídy Cer pro účely zpřesnění analýzy lipidů lidské 

kůže. 

Analýza kožních lipidů umožňuje studovat vztahy mezi dalšími složkami kožní bariéry a 

lipidy, či sledovat vliv potenciálních léčiv na lipidovou kožní bariéru. V dnešní době jsou 

terapeutické možnosti pro léčbu kožních onemocnění spojených s filaggrinem omezené a 

převážně zaměřené na léčbu symptomů, například protizánětlivými nebo 

imunosupresivními léky. Agonisté receptoru aktivovaného peroxizomovými proliferátory 

(PPAR) zvyšují expresi filaggrinu (ukazatel pozdní diferenciace lidské kůže, hrající klíčovou 

roli ve funkci kožní bariéry) a dalších strukturních proteinů v kůži.33-34 Navíc PPAR agonisté 

mají protizánětlivé a prospěšné působení na kožní homeostázu a integritu SC,34-38 což z nich 

dělá potenciální kandidáty pro léčbu mimo jiné kožních onemocnění, spojených 

s nedostatkem filaggrinu. Specifické efekty PPAR agonistů na kožní bariéru jsou stále 

nedostatečně prozkoumány. 
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2. Cíl práce 

Hlavním cílem této práce byla syntéza a studium Cer se zaměřením na Cer s ultra-dlouhým 

řetězcem (acylCer) a popis jejich chování v modelových lipidových membránách pomocí 

permeabilitních studií a biofyzikálních metod. Připravené Cer byly dále využity pro zlepšení 

kvalitativní i kvantitativní analýzy lipidů v biologickém materiálu. Získané znalosti mohou 

poodhalit roli těchto Cer ve zdravé a nemocné kůži a mohou pomoci lépe navrhovat terapii 

některých kožních onemocnění, například atopické dermatitidy, psoriázy či lamelární 

ichtyózy. Cílem této práce byla i příprava některých derivátů Cer (Cer-1-fosfátů a 

gangliosidů) pro další studium role těchto sfingolipidů v lidském organismu. 

Vlastní práce je rozdělena do několika oddílů s dílčími cíli práce. Prvním cílem této práce 

byla de novo syntéza všech čtyř lidských acylCer (jmenovitě Cer EOS, EOP, EOdS a EOH) a 

přesné určení jejich struktury pomocí pokročilých NMR experimentů. Připravené acylCer 

byly dále využity pro potvrzení jejich přítomnosti v kožní bariéře pomocí vysokoúčinné 

tenkovrstvé chromatografie a pro porovnání této metody s výsledky v literatuře. Dalším 

cílem práce bylo použít připravené acylCer pro přípravu modelových lipidových membrán 

s cílem studovat vztahy mezi koncentrací acylCer, strukturou jejich polární hlavy, tvorbou 

lamelárních fází a permeabilitou modelových lipidových membrán na dvou úrovních 

složitosti. Tyto acylCer byly rovněž využity při kvantifikaci lipidů v modelech normální a 

filaggrin deficitní kůže, kde byl zkoumán vliv PPAR agonistů (WY14643, ciglitazonu a 

dokosahexaenové kyseliny) na homeostázu a bariérovou funkci těchto modelů. Posledním 

cílem této práce byla syntéza dvou Cer-1-fosfátů s cílem prozkoumat jejich úlohu v buněčné 

signalizaci při tvorbě kožní bariéry a jejich chování v lipidových membránách a syntéza 

modifikovaného gangliosidu pro kvantitativní stanovení gangliosidů v biologických vzorcích. 

Experimentální část a výsledky popisují jen ty pokusy, které jsem osobně prováděl, v diskusi 

jsou pak výsledky zasazeny do kontextu publikovaných prací. 
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3. Teoretická část 

3.1. Kůže 

Kůže je plošný orgán, který tvoří zevní povrch organismu. Mezi nejdůležitější funkce kůže 

patří bariérová funkce; kůže chrání organismus před průnikem toxických látek alergenů 

nebo bakterií do těla a zároveň chrání před nadměrnými ztrátami vody z těla, což savcům 

umožňuje přežití na suché zemi. Mezi další funkce kůže patří termoregulace, látková 

výměna, imunitní odpověď nebo tvorba vitamínu D.3-5, 39-41 

Plocha kůže dospělého člověka se blíží 2 m2 a její tloušťka se pohybuje v rozmezí 0,5 až 4 

mm. Nejtenčí je kůže na očních víčkách a na penisu, naopak nejtlustší je na zádech, kde 

tloušťka dosahuje až 4 mm. Hmotnost samotné kůže dosahuje 3 kg, pokud ale započítáme i 

podkožní tukovou tkáň, hmotnost může narůst až na 20 kg.41 

Kůže se rozděluje na 2 základní části: epidermis a dermis; a pomocí podkožního vaziva je 

vázána na kosterní nebo svalovou tkáň. Struktura kůže a epidermis je znázorněna na 

Obrázku 1. 

3.1.1. Epidermis 

Epidermis je vnější vrstva kůže, která je tvořena vrstevnatým dlaždicovým epitelem. Tvoří ji 

převážně keratinocyty v různém stádiu vývoje, ale můžeme zde nalézt i jiné buňky, například 

Langerhansovy buňky, Merkelovy buňky nebo melanocyty. V epidermis můžeme rozlišit 

několik vrstev: 

1. Stratum basale – je jediná vrstva buněk při bazální membráně, kde dochází 

k buněčnému dělení a tvorbě nových buněk. 

2. Stratum spinosum – tvoří ho 2 – 5 vrstev buněk, které se postupně oplošťují do tvaru, 

který je pozorovatelný ve vyšších vrstvách kůže. Zde už neprobíhá mitóza. 

3. Stratum granulosum – je vrstva 1 – 3 řad buněk, kde se začíná vytvářet keratohyalin 

(prekurzor keratinu). Buňky z této vrstvy postupují k povrchu a postupně se 

diferencují a odumírají. 

4. Stratum lucidum – následuje za stratum corneum a je to tenká vrstva, pozorovatelná 

převážně v tlustší epidermis. Obsahuje navíc eleidin, což je další z prekurzorů 

keratinu. 
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5. Stratum corneum – nejsvrchnější vrstva epidermis, ve které jsou keratinocyty 

odumřelé a plně zrohovatělé (nazývají se také korneocyty) a postupně se z povrchu 

odlupují (stratum disjunctum) 

 

Obrázek 1. Schéma lidské kůže, ve výřezu jsou jednotlivé vrstvy epidermis (Blausen.com staff. "Blausen gallery 

2014". Wikiversity Journal of Medicine 1 (2). doi: 10.15347/wjm/2014.010, ISSN 20018762) 

3.2. Stratum corneum (SC) 

SC je zodpovědné za bariérovou funkci kůže. Skládá se ze zploštělých korneocytů (v 15 – 25 

řadách), které jsou obklopeny lipidovou matrix, což je část, která je vlastním nositelem 

bariérové funkce.4 Lipidová matrix se skládá z přibližně ekvimolární směsi Cer, volných 

mastných kyselin a cholesterolu s minoritním přídavkem dalších látek (například 

cholesteryl-sulfát). Při přepočtení na hmotnost tvoří Cer asi 50 % hmotnosti lipidové matrix. 
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3.2.1. Volné mastné kyseliny, cholesterol a jeho deriváty 

Volné mastné kyseliny jsou ve SC téměř výhradně nasycené. Délka řetězců nasycených 

mastných kyselin se pohybuje v rozmezí 14 – 34C a řetězce mohou mít jak sudý, tak i lichý 

počet atomů. Nenasycené kyseliny mají pouze sudý počet atomů uhlíku, většinou jednu 

nebo dvě dvojné vazby a délku řetězců mezi 16 – 18C a 30 – 36C. Nejčastěji se vyskytuje 

kyselina lignocerová (24C) a kyselina cerotová (26C), které dohromady tvoří více než 50 % 

hmotnosti mastných kyselin. Ve SC jsou preferovány kyseliny se sudým počtem atomů 

uhlíku, které představují více než 80 % hmotnosti mastných kyselin. Byly zde nalezeny i 

hydroxylované mastné kyseliny, avšak pouze v minoritním množství.42-43 

Cholesterol je hlavním zástupcem sterolů ve SC. Pro správné fungování kožní bariéry je zcela 

nezbytný, podílí se na zachování správné struktury, fluidity, orientace lipidů a udržuje 

správnou lamelární a laterální strukturu SC.40, 44 Cholesteryl-sulfát je derivátem cholesterolu 

a ve SC se nachází v přibližně 5 % množství. Předpokládá se, že hraje roli při deskvamaci.45  

3.2.2. Ceramidy (Cer) 

Cer patří do rodiny sfingolipidů. Podílejí se jak na buněčných procesech jako regulátory,2 tak 

i na bariérové funkci kůže jako stavební kameny.46 

3.2.2.1. Typy ceramidů 

V současnosti je známo 15 podtříd Cer5 a pokud do tohoto výčtu zahrneme i délku řetězců, 

dostaneme se na přibližně 400 různých molekul, což z těchto látek dělá velmi rozmanitou 

skupinu lipidů. Cer se skládají ze sfingoidní báze (sfingosin (S), fytosfingosin (P), 

dihydrosfingosin (dS), 6-hydroxysfingosin (H) a v současnosti příliš neprozkoumaná 

sfingoidní báze se čtyřmi hydroxylovými skupinami (T)), což je aminoalkohol s dlouhým 

řetězcem (14 – 28C). Primární aminoskupina této sfingoidní báze je acylována nenasycenou 

(N), α-hydroxylovanou (A) nebo ω-hydroxylovanou kyselinou (O). Délka acylu se v lidském 

SC pohybuje od 16 do 36C. Cer navíc může být esterifikován v ω-poloze kyselinou linolovou 

(EO), případně v poloze 1 nesubstituovanou kyselinou (1-O-acylCer).47 Upřednostňovaná 

forma názvosloví kožních Cer byla navržena roku 199319 a byla ještě doplněna roku 199448 

a roku 2014.5 Využívá symbolů sfingoidních bází a acylů, jejichž kombinací vzniká název 

příslušné podtřídy Cer, například Cer AS je odvozen od sfingosinu, který je acylován α-

hydroxylovanou kyselinou a Cer EOH je odvozen od 6-hydroxysfingosinu, který je acylován 
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Obrázek 2. Struktury Cer nalezených v lidské kůži 
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ω-hydroxylovanou kyselinou s navázanou kyselinou linolovou na její ω-hydroxylové 

skupině. Struktury lidských Cer nalezených v kůži jsou zobrazeny na Obrázku 2 a jejich 

kvantifikace na Obrázku 3. 

 

Obrázek 3. HPTLC lidských Cer (vlevo) a jejich kvantifikace pomocí HPTLC (vpravo)49 

3.2.2.2. Biosyntéza ceramidů 

Biosyntéza Cer probíhá na membráně endoplazmatického retikula (Obrázek 4). První reakcí 

při biosyntéze Cer je kondenzace L-serinu s palmitoylkoenzymem A (palmitoylCoA) za 

vzniku 3-ketodihydrosfingosinu. Enzym, který tuto reakci umožňuje, se nazývá serin 

palmitoylCoA transferáza a jedná se o enzym ze skupiny α-oxoamin syntáz.50 3-

Ketodihydrosfingosin se v buňkách nalézá v malém množství, protože je ihned dále 

metabolizován. Následující reakcí je redukce ketoskupiny pomocí enzymu 3-

ketodihydrosfingosin reduktázy za vzniku dihydrosfingosinu.51 K převedení 

dihydrosfingosinu na ostatní sfingoidní báze nedochází okamžitě, dochází k němu až po 

acylaci primární aminoskupiny. Jeden z důvodů, proč ostatní sfingoidní báze nevznikají 

rovnou je ten, že sfingosin má proapoptotické a detergentní účinky.52 Acyl kyseliny je 

připojen prostřednictvím skupiny enzymů, nazvané (dihydro)ceramid syntázy (CerS). Zatím 

bylo identifikováno šest podskupin CerS (CerS 1 – 6)53 a bylo zjištěno, že ačkoliv se jejich 

substráty částečně překrývají, vykazuje každý enzym svou preferenci k určité délce acylu, 

případně stupni nenasycenosti. Například CerS 1 má preferenci ke stearoylkoenzymu A jako 
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substrátu za vzniku C18 Cer.54 Posledním krokem je úprava sfingoidní části. Cer založené na 

sfingosinu získají C4-C5 dvojnou vazbu působením desaturázy. Tento enzym nejprve využije 

molekulární kyslík a vnese do pozice C4 v molekule hydroxylovou skupinu, která je následně 

dehydratována za vzniku C4-C5 dvojné vazby.55-57 Cer založené na fytosfingosinu jsou 

hydroxylovány v pozici C4 pomocí enzymu desaturázy 2. Enzym zodpovědný za konverzi 

dihydroCer na 6-hydroxyCer nebyl zatím nalezen.5, 58  

 

Obrázek 4. Biosyntéza ceramidů 
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Mastné kyseliny do délky řetězce C16 jsou u savců syntetizovány pomocí multienzymového 

komplexu, zvaného syntáza mastných kyselin. Prodlužování řetězce nad tuto délku 

potřebuje speciální typ enzymu, zvaný elongáza (ELOVL), Obrázek 5. Elongázy vykazují jak 

tkáňovou specifitu (v kůži se vyskytují pouze čtyři poddruhy tohoto enzymu), tak i 

substrátovou specifitu. ELOVL1 preferuje jako substrát řetězce až do délky C24, ELOVL2 

mezi C16-C20, ELOVL3 C22-C26, ELOVL4 C20 a C22, ELOVL5 C16-C20 a ELOVL6 C12, C16, 

C18. Zároveň bylo zjištěno, že ELOVL1, 3 a 6 preferují nasycené nebo mononenasycené 

kyseliny a ELOVL2, 4 a 5 preferují polynenasycené kyseliny. Avšak přesné substráty elongáz 

nebyly zatím přesně určeny. Prodlužování řetězce probíhá vždy o dva uhlíkové atomy a je 

to cyklicky se opakující děj, který zahrnuje kondenzaci acylCoA s malonylCoA (enzym 3-

ketoacylCoA syntáza), redukci (enzym 3-ketoacylCoA reduktáza), dehydrataci (enzym 3-

hydroxyacylCoA dehydrogenáza) a další redukci (enzym 2,3-enoylCoA reduktáza). 

 

Obrázek 5. Elongace volných mastných kyselin 
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Enzym, zodpovědný za α-hydroxylaci mastné kyseliny je 2-hydroxyláza59 a ω-hydroxylace 

mastné kyseliny bude probrána v následující kapitole. 

3.2.3. Acylceramidy (acylCer) 

ω-O-acylceramidy (nazývány také Cer třídy EO) jsou nejdelší Cer, které se v lidském těle 

vyskytují. Stejně jako kratší Cer se skládají ze sfingoidní báze (sfingosinu, fytosfingosinu, 

dihydrosfingosinu a 6-hydroxysfingosinu), na jejíž primární aminoskupinu je vázán acyl 

kyseliny. V případě acylCer má acyl nejčastěji 30-34 atomů uhlíku a v ω-poloze je 

hydroxylovaný. Na tuto hydroxylovou skupinu je esterově vázána kyselina linolová.15 

V lidských acylCer se téměř výhradně (˃95 %) vyskytuje kyselina linolová, u prasat a morčat 

se tato kyselina vyskytuje v převážné části (75 % a 84 %), avšak u potkanů a myší klesá její 

procento na 32 % a 45 % a je nahrazena kyselinou palmitovou.60 Při deficitu esenciálních 

mastných kyselin je linolová kyselina v acylCer nahrazována jinou, neesenciální mastnou 

kyselinou (převážně olejovou), což vede k defektům v kožní bariéře.39 

AcylCer jsou naprosto nezbytné pro přežití savců na souši. Jejich kompletní deficit není 

slučitelný se životem, jedinec záhy umírá kvůli obrovským ztrátám vody přes kůži.16-17 

Výkyvy v jejich hladině ve SC (převážně jejich snížené množství) byly nalezeny u několika 

závažných kožních onemocnění, jako je atopická dermatitida,18 lamelární ichtyóza20 nebo 

psoriáza.19 

Jejich důkladnějšímu prozkoumání brání hlavně jejich nedostupnost. Komerčně se zakoupit 

nedají a jejich izolace ze SC je velmi obtížná, výtěžky této izolace jsou nízké. V literatuře je 

možné nalézt několik publikací s kompletní syntézou těchto látek,24-26, 49 avšak syntéza je 

vždy mnohakroková a poskytuje poměrně malý celkový výtěžek. 

3.2.3.1. Biosyntéza acylCer 

Začátek biosyntézy acylCer je stejný jako u ostatních Cer, dihydrosfingosin vzniká 

kondenzací palmitoylCoA a L-serinu. Kyselinová část je rovněž tvořena elongací C16 řetězce 

pomocí elongáz, vždy o 2 uhlíkové atomy, avšak pro tvorbu řetězce ˃28C je zapotřebí 

konkrétně elongáza ELOVL4.21, 61 ω-hydroxylace této dlouhé kyseliny probíhá pomocí 

cytochrom P450 CYP4F22 vázané hydroxylázy22 a ω-esterifikace díky ω-acyltransferáze.23 

Pro připojení této kyseliny k dihydrosfingosinu je potřeba enzym z rodiny ceramid syntáz, 

konkrétně u těchto nejdelších řetězců se uplatňuje CerS3.16 Nebylo zatím spolehlivě určeno, 

zda dochází nejprve k omega esterifikaci a až poté k N-acylaci nebo je tomu naopak 

(Obrázek 6).39 
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Obrázek 6. Biosyntéza acylceramidů 

Vzniklé acylCer se ve SC nachází buď volné nebo vázané na korneocyty. Když dojde 

k terminální diferenciaci keratinocytů na korneocyty, je jejich plazmatická membrána 

nahrazena takzvanou korneocytální lipidovou obálkou a jejich obsah vyplněn keratinem. Na 

tuto obálku (převážně na karboxylové skupiny postranních řetězců proteinů jako je 

involukrin či lorikrin) se pomocí své ω-hydroxylové skupiny váží acylCer (Obrázek 7). AcylCer 

se váží ve formě svého prekurzoru (glukosylCer). Mechanismus prvního kroku není úplně 

objasněn, může se jednat o oxidativní odštěpení kyseliny linolové dosud neidentifikovaným 

enzymem, případně o transesterifikační reakci a dochází k vazbě na protein. Glukóza je poté 

odštěpena pomocí β-glukocerebrosidázy a vzniklý komplex ω-hydroxyCer vázaného na 

korneocyt (případně po odštěpení sfingoidní báze ω-hydroxykyseliny) se podílí na tvorbě 

první lamely v lipidové matrix SC a vytváří tak templát pro budování dalších lamel.62 
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Obrázek 7. Kovalentně vázané ceramidy 

3.2.4. Metabolické přeměny ceramidů a dalších sfingolipidů 

Cer vznikají v organismu třemi hlavními cestami: 

1) De novo syntéza z L-serinu a palmitoylCoA (viz úvod této práce). 
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2) Hydrolýzou sfingomyelinu pomocí enzymu sfingomyelinázy. Tento enzym má šest 

isoforem: kyselou, bazickou a čtyři typy neutrální sfingomyelinázy, které se liší 

umístěním a substrátovou specifitou.63 

3) Zvýšenou hydrolýzou sfingosin-1-fosfátu pomocí enzymu sfingosin-1-fosfát 

fosfatázy, následovanou acylací sfingosinu na Cer pomocí ceramid syntázy. 

Mimo tyto hlavní cesty mohou Cer vznikat hydrolýzou dalších jejich derivátů, například 

hydrolýzou glukosylceramidů pomocí enzymu β-glukocerebrosidázy, hydrolýzou 

galaktosylceramidů pomocí β-galaktocerebrosidázy nebo hydrolýzou ceramid-1-fosfátu 

pomocí ceramid-1-fosfát fosfatázy. Základní metabolické přeměny jsou shrnuty na Obrázku 

8. 

 

Obrázek 8. Metabolické přeměny ceramidů na jejich deriváty v lidském organismu. Písmeny jsou popsány 
enzymy, zodpovědné za danou reakci: a) ceramid kináza b) ceramid-1-fosfát fosfatáza c) sfingomyelin syntáza d) 
sfingomyelináza e) glukosylceramid syntáza f) β-glukocerebrosidáza g) ceramidáza h) ceramid syntáza i) sfingosin 
kináza j) sfingosin-1-fosfát fosfatáza 
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3.2.4.1. Ceramid-1-fosfáty (Cer-1-P) 

Cer-1-P je jeden z nejjednodušších sfingolipidů, nalezených v biologických membránách a 

vyskytuje se zde pouze v malém množství.64 Cer-1-P může vznikat přímo ze sfingomyelinu 

působením sfingomyelinázy D, avšak taková přeměna byla nalezena pouze u některých 

bakterií a v pavoučím jedu.65-66 V savčím organismu však tato cesta nalezena nebyla a Cer-

1-P jsou primárně biosyntetizovány z Cer použitím ceramid kináz.67-68 Receptor pro Cer-1-P 

nebyl dosud nalezen. Namísto toho působí Cer-1-P přímou interakcí a aktivací cytosolových 

fosfolipáz, což způsobuje uvolnění arachidonátu a zvýšenou tvorbu prostaglandinů. Zvýšení 

hladiny prostaglandinu E2 poté vede ke stimulaci zánětlivé reakce v buňkách.69-70 Cer-1-P 

také stimuluje buněčnou proliferaci, buněčnou migraci, zvyšuje příjem glukózy a inhibuje 

apoptózu.71-74  

3.2.4.2. Gangliosidy 

Gangliosidy jsou kyselé glykosfingolipidy, které obsahují jeden nebo více zbytků kyseliny 

sialové a převážně se vyskytují v nervových buňkách.75 Biosyntéza gangliosidů začíná u Cer. 

V prvním kroku vzniká glukosylCer působením enzymu glukosylCer syntázy (zvané taky 

glukosyltransferázy)76-77 a následně je prodloužen cukerný řetězec na laktosylCer 

působením galakosyl transferázy.78 Další vázání monosacharidů, včetně sialových kyselin, 

probíhá v postupných krocích, až dojde ke vzniku gangliosidu s požadovanou strukturou 

cukerné složky.77 Gangliosidy se zapojují do mezibuněčných interakcí a do buněčné 

signalizace: ovlivňují epidermální růstový faktor,79 nervový růstový faktor80 nebo regulují 

inzulin.81 

 

3.2.5. Organizace lipidů ve SC 

Lipidová matrix SC vykazuje jedinečnou lamelární strukturu. Pohled na organizaci lipidů, 

tvořících lipidovou matrix, se postupem času měnil a přesná organizace stále není 

jednoznačně objasněna. 

3.2.5.1. Lamelární uspořádání 

Pomocí elektronové mikroskopie bylo zjištěno, že SC má podobu připomínající strukturu 

cihel a malty.82-83 Až když se pro fixaci preparátů začal využívat RuO4 místo OsO4 (pro který 

je potřeba, aby ve zkoumaném materiálu byly nenasycené sloučeniny, které se ve SC příliš 

nevyskytují), bylo možné spolehlivě pozorovat multivrstevnou lamelární strukturu SC 

(Obrázek 9). Navíc bylo zjištěno, že tyto vrstvy se střídají pravidelně jako široká-úzká-široká, 

se šířkou lamely přibližně 12 nm. 13, 84 Tato měření byla později potvrzena pomocí práškové 
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rentgenové difrakce, kde byla nalezena 11,9 – 13,1 nm šířka lamely, označovaná jako dlouhá 

periodická fáze (LPP), pro jejíž existenci jsou nezbytné acylCer.7, 9, 11-14 Mimo tuto LPP byla 

v lidském SC nalezena ještě další lamelární fáze s kratší periodou (5,3 – 6,4 nm), která 

dostala název krátká lamelární fáze (SPP).6-10, 14 Schematicky je lamelární uspořádání 

popsáno na Obrázku 10. 

 

Obrázek 9. Elektronová mikroskopie SC. A a B: lamelární tělíska. C: mezibuněčný prostor mezi SC a stratum 
granulosum po vylití obsahu lamelárních tělísek. D: mezibuněčný prostor SC13 

3.2.5.2. Laterální uspořádání 

V lidském SC převažuje laterální orthorhombické uspořádání, které má nejtěsnější mřížku 

obdélníkového tvaru a které řetězcům umožňuje pouze minimální pohyb. Méně těsné je 

hexagonální uspořádání, u kterého již dochází k laterální rotaci řetězců a malá část lipidů ve 

SC se vyskytuje v kapalně-krystalickém uspořádání, které je již značně neuspořádané 

(Obrázek 10).85-86 Mezi nejčastější metody výzkumu laterálního uspořádání slouží 
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infračervená spektroskopie (s Fourierovou transformací),87 elektronová difrakce88 a 

prášková rentgenová difrakce v oblasti širokých úhlů.89 

 

Obrázek 10. Struktura lidského SC a podrobnější popis lamelární a laterální struktury lipidové matrix90 

3.2.5.3. Vznik kožní bariéry 

Epidermální bariéra vzniká ve čtyřech základních krocích. V prvním kroku dochází k syntéze 

lipidů a jejich prekurzorů. Množství syntetizovaných lipidů se postupně zvyšuje 

s diferenciací keratinocytů. Ve druhém kroku jsou tyto připravené lipidy a jejich prekurzory 

sbaleny do lamelárních tělísek spolu s katabolickými enzymy, jako jsou lipázy a proteázy. 

Lamelární tělíska jsou sekretorní organely, které umožňují transport bariérových lipidů na 

místo jejich potřeby. Defekty při tvorbě těchto organel způsobují harlekýnskou ichtyózu, 

nejtěžší formu ichtyózy, která vede k hlubokým defektům v kožní bariéře a její nejtěžší 

forma není slučitelná se životem.91 Příčinou těchto defektů je mutace v transportním 

proteinu ABCA12.92 Ve třetím kroku jsou lamelární tělíska transportována do nejsvrchnější 

vrstvy stratum granulosum, kde tyto organely splývají s plazmatickou membránou a jejich 

obsah se vylévá do prostoru na hranici stratum granulosum a SC. Posledním krokem je 
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přeměna polárních prekurzorů na konečné nepolární lipidy. Takto jsou glukosylCer a 

sfingomyeliny převedeny na Cer pomocí glukocerebrosidázy nebo sfingomyelinázy a 

fosfolipidy na mastné kyseliny pomocí fosfolipáz.39 

3.3. Kožní onemocnění se sníženou hladinou acylCer 

U řady kožních onemocnění byla pozorována porušená kožní bariéra. Aby bylo možné zjistit, 

jak vlastnosti lipidů ovlivňují správnou funkci kožní bariéry, je potřeba znát jejich složení a 

organizaci (lamelární i laterální) ve SC. Tyto informace nám poté mohou pomoci objasnit 

mechanismy, podílející se na změně ve složení lipidů, případně jejich organizaci, které 

následně vedou ke snížené funkci kožní bariéry. Mezi nejčastěji se vyskytující kožní 

onemocnění patří atopická dermatitida, psoriáza nebo lamelární ichtyóza. 

3.3.1. Atopická dermatitida (AD) 

AD je recidivující chronické, zánětlivé onemocnění, které je charakterizováno zarudnutím, 

vysycháním a svěděním kůže.93 Postihuje kolem 15 % bělošských dětí a přibližně 2 – 10 % 

dospělých, ale míra výskytu se stále zvyšuje, převážně v rozvinutých zemích.94-97 V dnešní 

době je AD jedním z nejvíce studovaných kožních onemocnění. U pacientů s AD bylo 

poškození v kožní bariéře nalezeno jak v lézích, tak i mimo ně, s různým stupněm 

závažnosti.18, 98-99 Příčina vzniku AD dosud nebyla přesně objasněna. Jednou z příčin je 

genetická predispozice při mutaci v genu pro filaggrin, avšak roli hraje i imunologie a vlivy 

z okolí.100-102 V poslední době se rovněž ukazuje, že AD přispívá k rozvoji alergií nebo 

astmatu.103 

U pacientů s AD bylo nalezeno snížené celkové množství lipidů ve SC. Z Cer byly pozorovány 

největší změny u Cer EOS a Cer NP, které byly detekovány v signifikantně nižším množství. 

Naopak došlo k relativnímu nárůstu množství Cer NS, AS a AP.104-107 Rovněž bylo nalezeno 

mnohem vyšší množství Cer a mastných kyselin se zkrácenými řetězci. U kyselin převažovala 

délka 16 – 18C, namísto zdravých jedinců, kde převažují kyseliny s 24 – 26C a bylo nalezeno 

signifikantně zvýšené množství polynenasycených kyselin, což může naznačovat přítomnost 

zánětu nebo mikrobiální aktivity.108-110 

Zkracování délky řetězců Cer a mastných kyselin u AD vede ke snížení mezirovinné 

vzdálenosti v LPP a ke zhoršení tvorby LPP, což se projevuje negativně na bariérovou funkci 

kůže.9, 111 Snížené množství acylCer nevede pouze ke zhoršení tvorby LPP, ale i laterální 

organizace je zasažena: Bylo pozorováno zvýšené množství hexagonálního uspořádání lipidů 

na úkor orthorhombického.112 
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3.3.2. Psoriáza 

Psoriáza je chronické zánětlivé onemocnění kůže, které je charakterizováno nadměrnou 

epidermální proliferací a nekompletní diferenciací buněk. V západních zemích je tímto 

onemocněním postiženo okolo 2 % lidí. Příčina psoriázy také není jednoznačně prokázána, 

pravděpodobně se jedná o imunologickou poruchu, avšak možné jsou i další příčiny.113-115 

Při analýze lipidů SC u pacientů s psoriázou bylo nalezeno snížené množství Cer EOS, NP a 

AP, zatímco Cer AS a NS byly nalezeny ve větším množství oproti zdravým jedincům. Bylo 

pozorováno i částečné zkrácení řetězců lipidů. Tato změna ve složení vede ke zvýšeným 

ztrátám vody přes kůži: v místech pokrytých šupinatou kůží je tato ztráta zvýšena 2 – 3 krát, 

po odstranění šupin je zvýšena dokonce 6 krát.19 V lamelární organizaci kůže bez lézí nebyla 

nalezena žádná změna oproti zdravé kůži, ale v místě lézí dochází k redukci přítomnosti LPP, 

případně až jejímu vymizení. 

3.3.3. Lamelární ichtyóza (LI) 

LI je autosomálně recesivní porucha (absence enzymu transglutaminázy 1), která se 

vyskytuje u přibližně 1 člověka z 600 tisíc a je viditelná hned po porodu (děti se rodí jako 

takzvané kolodiové děti a jsou po porodu pokryté vrstvou, připomínající vazelínu) a zůstává 

po celý život.  Průvodním jevem je šupinatění kůže, způsobené hyperkeratinózou, které se 

s přibývajícím věkem soustředí do oblastí kloubů.116-117 

Ve složení lipidů u LI bylo nalezeno snížené množství Cer EOS a NP20 a zároveň snížený 

poměr mastných kyselin k cholesterolu a mastných kyselin k celkovým Cer, což naznačuje 

snížené množství volných mastných kyselin ve SC.118 V lamelárním a laterálním uspořádání 

byly rovněž nalezeny změny: Došlo ke zkrácení lamelárních fází a více lipidů se uspořádává 

do méně těsného, hexagonálního uspořádání na úkor orthorhombického, což snižuje funkci 

kožní bariéry.119 
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4. Výsledky 

4.1. Syntéza lidských acylCer s ultra-dlouhým řetězcem 

Obrázek 11 ukazuje strukturu a retrosyntetický rozbor molekul acylCer. Linolová kyselina je 

komerčně dostupná, stejně tak sfingosin, fytosfingosin a dihydrosfingosin. 6-

hydroxysfingosin byl připraven v rámci jiného projektu modifikovaným postupem, 

popsaným v literatuře.120 Klíčovou částí molekuly je 32-hydroxydotriakontanová kyselina, 

jejíž délka se nejčastěji vyskytuje v acylCer.121-122 

 

Obrázek 11. Struktura a retrosyntéza lidských acyceramidů 

Syntéza vycházela z 16-bromohexadekanové kyseliny, která je komerčně dostupná a 

poměrně levná. Napoprvé jsme se pokusili z jedné molekuly výchozí kyseliny (po její redukci 

na alkohol 1 a ochránění na produkt 2) připravit Grignardovu sloučeninu, která by reagovala 

s výchozí kyselinou za podmínek reakce, katalyzované Li2CuCl4 (Obrázek 12). Tato reakce 

byla v literatuře popsána,25, 123 avšak nepodařilo se nám ji reprodukovat na takto dlouhých 

molekulách, kyselina 3 nevznikla. Změna pořadí reagentů (Grignardova sloučenina 
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z chráněného bromalkoholu) rovněž nevedla k pozitivnímu výsledku. V literatuře je tato 

reakce popsána do maximální délky 24C vznikajícího řetězce.123-125 

 

Obrázek 12. Neúspěšná příprava C32 řetězce pomocí reakce Grignardovy sloučeniny v přítomnosti Li2CuCl4 

Jelikož v minulosti byla využita k tvorbě ultra-dlouhých řetězců Wittigova reakce,24-25 použili 

jsme tento přístup také. Začátek syntetického postupu byl obdobný – redukce 16-

bromohexadekanové kyseliny na alkohol 1 a následné ochránění (v tomto případě pomocí 

THP skupiny). Přímá substituce bromu v chráněném alkoholu 4 za hydroxylovou skupinu se 

jeví jako jednoduchá reakce, nicméně ani po dlouhém zahřívání v 2M roztoku NaOH 

nedocházelo k reakci. Proto jsme zvolili jiný přístup, chráněný alkohol 4 byl převeden na 

ester 5, který byl následně zredukován na alkohol 6 s vysokým výtěžkem a při použití 

mírných reakčních podmínek. Nejvýhodnějším způsobem oxidace alkoholu 6 na aldehyd 7 

se ukázala být Swernova oxidace,126-127 která dosahovala 86 % výtěžku. Dess-Martinova 

oxidace,128 případně použití pyridinium chlorochromátu vedlo k nižším výtěžkům (55 % a 

50 %). 

Druhý reaktant pro Wittigovu reakci (fosfoniová sůl 8) byl získán přímou kondenzací výchozí 

kyseliny s trifenylfosfinem bez přítomnosti rozpouštědla (v tavenině). Wittigova reakce byla 

klíčová pro tvorbu 32C kyseliny, avšak i přes mnoho pokusů o optimalizaci se nepodařilo 

získat vyšší výtěžek než 38 % (Obrázek 13). 
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Obrázek 13. Příprava C32 řetězce využitím Wittigovy reakce 

Nízký výtěžek byl v tomto případě způsoben nízkou rozpustností 16C výchozích látek 7 a 8. 

Pokus o záměnu silné báze za jinou (NaH, LiHMDS nebo LDA) vedl ke stejnému nebo nižšímu 

výtěžku; pokus o chránění karboxylové skupiny vedl k voskovitým, složitě čistitelným 

látkám, které způsobovaly ještě nižší výtěžek Wittigovy reakce. Podobně se pokoušeli v roce 

2012 Tashiro a Mori o přípravu C30 řetězce s využitím Grubbsovy metateze, avšak výtěžek 

dosahoval pouze 45 %.26 My jsme však usoudili, že syntéza molekul 7 a 8 není příliš náročná 

ani ve větším měřítku, proto jsme pokládali tento výtěžek v začátku syntézy za uspokojivý. 

 

Obrázek 14. Syntéza 32-hydroxydotriakontanové kyseliny 

Získané E/Z izomery nenasycené kyseliny 9 nebyly oddělovány, protože následovala 

hydrogenační reakce. Přímá hydrogenace kyseliny 9 neprobíhala kvůli nízké rozpustnosti, 
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bylo potřeba karboxylovou skupinu ochránit. Jako první volba byl zvolen tert-

butyldimethylsilyl ester, protože tato skupina se velmi snadno zavádí a následně je 

jednoduché ji odstranit. Avšak výtěžky reakce se pohybovaly pouze kolem 20 %, protože 

tato skupina se ukázala být až příliš nestabilní a docházelo k samovolnému odštěpování a 

opětovnému snížení rozpustnosti při hydrogenaci. Proto byl jako chránící skupina zvolen 

methyl ester. Nejvhodnější způsob, jak připravit methyl ester 10 se ukázala být reakce s ve 

vodě rozpustným karbodiimidem (WSC; N-(3-(dimethylamino)propyl)-N‘-

ethylkarbodiimid), která poskytovala 47 % výtěžek. Prodloužení reakčního času vedlo 

k rozkladu esteru 10. Ostatní pokusy o přípravu tohoto esteru vedly k nižším výtěžkům nebo 

neprobíhaly vůbec. Esterifikaci v kyselém prostředí nebylo možné využít, protože docházelo 

k rozkladu THP chránící skupiny. Methylace pomocí methyliodidu nebo dimethyl sulfátu 

v přítomnosti báze vedla k nízkým výtěžkům (5 % a 15 %) a to i po prodloužení reakčního 

času nebo zvýšení reakční teploty. Velmi elegantním způsobem se ukázala být reakce 

s použitím diazomethanu, která poskytovala produkt v poměrně krátkém čase s výtěžkem 

přes 50 %, avšak limitujícím faktorem byla kapacita generátoru na vyvíjení diazomethanu, 

která nedostačovala při reakci ve větším množství. 

Následná katalytická hydrogenace na Pd/C katalyzátoru poskytnula produkt 11 ve vysokém 

výtěžku (přes 90 %). Odstranění THP skupiny v kyselém prostředí probíhalo opět s vysokým 

výtěžkem a pro dočištění produktu postačovala krystalizace ze směsi CHCl3/MeOH. 

Závěrečným krokem pro přípravu 32-hydroxydotriakontanové kyseliny 13 bylo bazické 

odštěpení methylové skupiny v methanolickém roztoku NaOH (Obrázek 14). Získaná 

kyselina 13 se rovněž vyskytuje ve SC, je navázána na glutamátové konce involukrinu 

(případně podobných bílkovin) přes svou ω-hydroxylovou skupinu a podílí se na tvorbě 

korneocytální lipidové obálky.122 

Původní plán byl pokračovat v syntéze acylCer z této kyseliny 13. Nicméně se ukázalo, že je 

prakticky nemožné tuto kyselinu použít pro další reakce, případně ji převést na vhodný 

derivát, díky její nerozpustnosti v téměř jakémkoliv rozpouštědle a díky její velmi nízké 

reaktivitě. Proto jsme hledali jinou vhodnou chránící skupinu, kterou by bylo možné zavést 

již dříve v syntetickém postupu, která by potenciálně zvýšila rozpustnost kyseliny 13 a která 

by případně vznikala ve vyšším výtěžku než zmíněný methyl ester. Předpokládali jsme, že by 

bylo možné využít sukcinimidylesterovou skupinu, která se běžně používá pro aktivaci 

karboxylu při N-acylační reakci,129 mohla by být dostatečně stabilní ve všech následujících 

reakcích a v závěrečném kroku by posloužila k tvorbě amidové vazby. Nejvhodnější místo 

pro vnesení sukcinimidylové skupiny do molekuly se ukázalo být po Wittigově reakci, tj. 

ochránit produkt 9 za vzniku produktu 14. Pokusili jsme se vnést tuto skupinu do molekuly 

i v jiném kroku syntézy, avšak bez většího vlivu na výtěžek celkového postupu. 
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Nejvhodnějším způsobem tvorby sukcinimidylesteru se ukázala být reakce s disukcinimidyl-

karbonátem, která poskytuje výtěžky kolem 64 % ve velkém množství reaktantů (v množství 

reaktantů do 100 mg je možné výtěžek zvýšit až na 80 %). Reakce s N-hydroxy sukcinimidem 

v přítomnosti WSC poskytovala nižší výtěžky produktu 14. Hydrogenace 14 na produkt 15 

probíhala bez rozkladu sukcinimidylesterové skupiny s výtěžkem přes 80 % ve velkém 

množství, v množství do 100 mg je výtěžek přes 90 %. Poměr výchozí látky a produktu při 

této reakci byl monitorován pomocí 1H NMR, protože Rf hodnota se během reakce nemění. 

THP skupina byla odstraněna v kyselém prostředí za vzniku prekurzoru 16. 

 

Obrázek 15. Syntéza cílových acylCer EOS, EOP, EOdS and EOH 

Dalším krokem bylo navázání linolové kyseliny na volnou ω-hydroxylovou skupinu 

prekurzoru 16. Navázání linolové kyseliny před acylací sfingoidní báze, bylo zvoleno proto, 

aby se předešlo nutnosti chránit sfingoidní bázi, což zvyšuje počet kroků a snižuje celkový 

výtěžek.26, 130 Tento krok, vedoucí k diesteru 17 se ukázal být překvapivě náročným. Mnoho 

reakčních podmínek bylo vyzkoušeno bez úspěchu: reakce s linoleoyl chloridem, reakce 

s linolovou kyselinou v přítomnosti WSC, Mitsunobuova reakce,131 reakce v iontových 

krystalech132 nebo aktivace pomocí 2-chloro-1-methylpyridinium iodidu.25 Nakonec se tato 

reakce podařila za podmínek Yamaguchiho esterifikační reakce a produkt 17 vznikal 
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s výtěžkem více než 80 %.133 Sloučenina 17 poté sloužila jako prekurzor pro přípravu všech 

lidských acylCer. Cer EOS, Cer EOP, Cer EOdS a Cer EOH byly získány přímou reakcí 

prekurzoru 17 s příslušnou sfingoidní bází v přítomnosti diisopropylethyl aminu s výtěžky 

nad 90 %, což je vyšší výtěžek než dříve publikované výtěžky v literatuře (využití p-nitrofenyl 

esteru134 nebo EEDQ25). Jedinou výjimkou byl Cer EOH, který jsme získali ve výtěžku 33 %, 

kvůli nestabilitě výchozího 6-hydroxysfingosinu (Obrázek 15). 

4.2. Potvrzení struktury polární hlavy acylCer s použitím 2D 

NMR analýzy 

V případě polární hlavy Cer není dostačující 1H a 13C NMR spektrum pro přesné určení jejich 

struktury. Z tohoto důvodu byly měřeny ještě 2D spektra, konkrétně DQCOSY (korelace H 

na H) a HSQC (korelace H na C). Pomocí těchto metod bylo možné konkrétně přiřadit 

veškeré atomy vodíku v polární hlavě Cer. 
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4.2.1. Cer EOS 

Obrázek 16. 1H NMR spektrum Cer EOS 

Vodík skupiny NH tvoří vždy charakteristický dublet v oblasti δ 6,25 – 6,5 ppm a od něj je 

pomocí DQCOSY spektra možné určit vodík na CH-NH skupině. Vodíky na dvojné vazbě v Cer 

hlavě je možné rozlišit opět na základě DQCOSY. Mají vzájemně na sebe korelaci, avšak 

vodík na C5 má pouze korelaci na alkylový řetězec a vodík na C4 má korelaci i k vodíku na C3 

v polární hlavě. Vodíky na C1 byly určeny podle HSQC, jakožto dva vodíky náležející stejnému 

atomu uhlíku. Poslední zbývající atom vodíku v polární hlavě, vázaný na C3 byl určen jako 

zbývající atom H na HSQC spektru. 

Atomy vodíku na dvojné vazbě kyseliny linolové vždy tvoří charakteristický multiplet 

v oblasti δ 5,25 – 5,5 ppm a čistý triplet v oblasti δ 4 – 4,2 ppm odpovídá CH2 skupině vázané 

na esterový atom kyslíku. Tyto signály ve spektrech nejsou vyznačeny. Signály pod δ 3 ppm 

odpovídají vodíkovým atomům v uhlovodíkových řetězcích. 
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Obrázek 17. DQCOSY spectrum (nahoře) a HSQC spectrum (dole) Cer EOS 
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4.2.2. Cer EOP 

 
Obrázek 18. 1H NMR spektrum Cer EOP 

Cer EOP na rozdíl od Cer EOS nemá v polární hlavě dvojnou vazbu, ale další OH skupinu na 

uhlíku C4. Vodík na C2 byl opět určen podle korelace na skupinu NH v DQCOSY spektru a 

vodíky na C1 byly určeny z HSQC jako dva vodíky náležející jedinému atomu uhlíku. Vodíky 

na C3 a C4 byly určeny na základě DQCOSY. Jejich signál v tomto spektru je sice slitý do 

jednoho, ale lze na základě korelace k alifatickému řetězci určit, která část signálu odpovídá 

vodíku s vyšším ppm. Toto je poté potvrzeno i na HSQC, kde lze pozorovat oba signály 

odděleně. 



41 
 

 
Obrázek 19. DQCOSY spectrum (nahoře) a HSQC spectrum (dole) Cer EOP 
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4.2.3. Cer EOdS 

 

Obrázek 20. 1H NMR spektrum Cer EOdS 

Cer EOdS má ze všech podtříd acylCer nejjednodušší polární hlavu, která neobsahuje ani 

dvojnou vazbu ani další OH skupinu, avšak v 1H a DQCOSY NMR spektru se signály hodně 

překrývají. Vodíky na C1 byly určeny podle HSQC, tudíž zbývají pouze dva vodíky na C2 a C3. 

V tomto případě byl vodík na C2 určen podle HSQC jako signál s δ okolo 54 na 13C uhlíkovém 

spektru a zbývající vodík byl přiřazen na C3. 
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Obrázek 21. DQCOSY spectrum (nahoře) a HSQC spectrum (dole) Cer EOdS 

  



44 
 

4.2.4. Cer EOH 

 

Obrázek 22. 1H NMR spektrum Cer EOH 

Cer EOH má nejsložitější strukturu polární hlavy, která v tomto případě obsahuje jak 

dvojnou vazbu, tak i další OH skupinu na C6. Vodíky na C1 byly určeny podle HSQC, stejně 

tak i vodík na C2 (podle dříve zmíněných charakteristických vlastností). Uhlíky na C3 a C6 byly 

rozlišeny podle DQCOSY spekter, vodík na C3 má slabou korelaci na vodík na C2 a vodík na 

C6 má korelaci na alkylový řetězec. Na základě určené polohy vodíků na C3 a C6 lze rozlišit i 

vodíky na C4 a C5 podle jejich korelace k příslušným sousedícím vodíkům v DQCOSY spektru. 
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Obrázek 23. DQCOSY spectrum (nahoře) a HSQC spectrum (dole) Cer EOH 
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4.3. Syntéza Cer-1-P 

Syntéza vycházela z požadované sfingoidní báze (sfingosin nebo dihydrosfingosin), která 

byla v prvním kroku acylována sukcinimidylesterem palmitové kyseliny za vzniku Cer 18 a 

21 ve vysokém výtěžku (89 % a 92 %). Acyl kyseliny palmitové byl zvolen záměrně s ohledem 

na budoucí experimenty s buněčnou signalizací. Nejlepších výtěžků fosforylace bylo 

dosaženo pomocí mezifázové katalýzy v systému CH2Cl2/aqNaOH s použitím P(OCH3)3 jako 

fosforylačního činidla, cetylpyridinium bromidu, jako mezifázového katalyzátoru a CCl2Br-

CCl2Br jako zdroje halogenu.135 Tímto postupem jsme získali dimethylester Cer-1-P 19 (s 

výtěžkem 70 %) a 22 (s výtěžkem 81 %). Posledním krokem byla hydrolýza dimethylesteru 

Cer-1-P pomocí trimethylsilylbromidu, což je v literatuře nejpoužívanější činidlo pro tuto 

reakci, za vzniku výsledných Cer-1-fosfátů 20 a 23 ve výtěžku 55 % a 61 % (Obrázek 24). 

 

Obrázek 24. A: syntéza sfingosinového Cer-1-P. B: syntéza dihydrosfingosinového Cer-1-P 

4.4. Syntéza modifikovaného gangliosidu GM1 

Pro syntézu gangliosidu se zkráceným řetězcem jsme využili enzymatickou deacylaci 

přírodního gangliosidu a následnou acylaci vhodnou kyselinou. Enzym, který je zodpovědný 

za deacylaci gangliosidu, se nazývá Cer deacyláza a způsobuje odštěpení palmitové kyseliny 

z molekuly gangliosidu. Pro posunutí reakční rovnováhy více na stranu produktů, byly do 



47 
 

reakční směsi přidány vápenaté ionty, které stearovou kyselinu sráží v podobě její 

nerozpustné soli a pro zvýšení rozpustnosti GM1 byl do reakční směsi přidán 

taurodeoxycholát (TDC).136 Po této reakci jsme získali deacylovaný gangliosid (lyso GM1) 

ve výtěžku přibližně 48 %. V dalším kroku tento lyso GM1 reagoval se sukcinimidylesterem 

laurové kyseliny v přítomnosti DIPEA za vzniku zkráceného gangliosidu C12 GM1 s výtěžkem 

83 % (Obrázek 25). 
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Obrázek 25. Syntéza modifikovaného gangliosidu GM1 

4.5. ω-O-acylCer v kožních lipidových membránách: vliv 

koncentrace, sfingoidní báze a složitosti modelu na 

mikrostrukturu a permeabilitu 

Pro studium vlivu koncentrace acylCer a struktury jejich sfingoidní báze na mikrostrukturu 

a permeabilitu byly vytvořeny dva modely lipidové membrány – jednoduchý a složitý model. 

Jednoduchý model se skládal z jednoho acylCer (Cer EOS), jednoho kratšího Cer (Cer NS), 

jedné mastné kyseliny (kyselina lignocerová) a cholesterolu s malým přídavkem cholesteryl-

sulfátu. Tento model byl zaměřen hlavně na mikrostrukturu membrány, tj. určení 

koncentrace Cer EOS, která je nezbytná pro tvorbu LPP. Avšak tento model byl příliš 

jednoduchý na to, aby spolehlivě předpovídal permeabilitu membrán pro modelové látky. 

Proto byl sestrojen složitý model, který se skládal z jednoho acylCer (Cer EOS, EOP, EOdS) 

nebo jejich směsi, směsi 6 kratších Cer, směsi 5 mastných kyselin (od 16C do 24C) a 

cholesterolu s malým přídavkem cholesteryl-sulfátu. Složení tohoto modelu bylo vybráno 

tak, aby se co nejvíce podobal složení lipidů v lidském SC. Struktury lipidů jsou znázorněny 

na Obrázku 26 A a složení jednotlivých modelů je popsáno na Obrázku 26 B. 
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Obrázek 26. A: Struktury lipidů v modelových membránách a složení Cer EO-mix, Cer-mix a FFA-mix. B: Složení 
membrán jednoduchého a složitého modelu. 

4.6. LPP se začíná objevovat při 10 % Cer EOS v jednoduchém 

modelu 

Lipidové membrány jednoduchého modelu byly nejprve studovány pomocí práškové 

rentgenové difrakce (XRPD), abychom zjistili, jak koncentrace Cer EOS ovlivňuje 

mikrostrukturu těchto modelových membrán. Proto jsme srovnávali čtyři modely s rostoucí 

koncentrací Cer EOS (od 5 % do 30 %) s kontrolou bez Cer EOS (Obrázek 27). 
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Obrázek 27. Mikrostruktura lipidových membrán jednoduchého modelu, složeného z Cer EOS, Cer NS, LA, Chol 
a CholS s množstvím Cer EOS v Cer frakci od 0 % (kontrola) po 30 %. A: Prášková rentgenová difrakce membrán 
jednoduchého modelu. Arabská čísla náleží fázi La (SPP), římská čísla náleží fázi Lb (LPP) a hvězdička náleží 
separovanému Chol. B: Mezirovinná vzdálenost lamelární fáze La (SPP), Lb (LPP) a Chol vztažená na koncentraci 
Cer EOS. C: Poměr šířky v půli maxima druhé a první reflexe lamelární fáze La (SPP) vztažená na koncentraci Cer 
EOS. 

Kontrolní membrána (0 % Cer EOS) a membrána s 5 % Cer EOS obsahovala sérii reflexí 

s mezirovinnou vzdáleností d = 5,40 ± 0,00 nm a d = 5,50 ± 0,06 nm (Obrázek 27A). Tato 

fáze (La) má podobnou mezirovinnou vzdálenost jako SPP, která byla nalezena v lidském SC 

s mezirovinnou vzdáleností 5,3 – 6,4 nm.6-10, 89 Difraktogramy navíc obsahovaly dvě reflexe 

separovaného Chol, což odpovídá předchozím zjištěním v prasečím a lidském SC.89, 137-138 

Separovaný Chol byl nalezen ve všech membránách jednoduchého modelu od 0 % do 30 % 
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Cer EOS s d = 3,39 ± 0,00 nm, d = 3,41 ± 0,01 nm, d = 3,43 ± 0,01 nm, d = 3,44 ± 0,01 nm a 

d = 3,40 ± 0,01 nm (Obrázek 27B). Zajímavé je, že intenzity reflexí Chol v porovnání s SPP 

výrazně poklesly po přidání 5 % Cer EOS. 

Membrána s 10 % Cer EOS obsahovala La fázi, podobnou SPP, s mezirovinnou vzdáleností d 

= 5,42 ± 0,02 nm. Navíc se při 10 % Cer EOS začala tvořit další lamelární fáze (Lb). Tato fáze 

Lb má vyšší mezirovinnou vzdálenost než La, která dosahuje d = 12,81 ± 0,00 nm, což 

odpovídá LPP.89 Při zvýšení množství Cer EOS z 10 % na 20 % se intenzita Lb fáze (d = 12,35 

± 0,25 nm, 7 reflexí), v porovnání s La fází, zvyšuje. Při 20 % Cer EOS se objevují pouze dvě 

slabé reflexe fáze La s d = 5,39 ± 0,03 nm. Další zvýšení množství Cer EOS v membráně vede 

ke kompletnímu vymizení fáze La z difraktogramu a zůstává pouze fáze Lb s mezirovinnou 

vzdáleností d = 12,22 ± 0,01 nm a separovaný Chol (Obrázek 25B). 

Rozsah lipidových fluktuací v membráně (Obrázek 27C) může být určen z poměru šířky 

v polovině výšky druhé (Δs2) a první (Δs1) reflexe.139 V našich membránách bylo možné toto 

vypočítat pouze pro fázi La, protože první reflexe fáze Lb nebyla nalezena, případně byla 

velmi slabá. Poměr Δs2/Δs1 fáze La v kontrolní membráně byla 0,86 ± 0,00. Při zvyšování 

koncentrace Cer EOS tento poměr poklesl na 0,75 ± 0,17 pro 5 % Cer EOS a poté se zase 

zvýšil na 0,89 ± 0,06 při 10 % Cer EOS a 1,43 ± 0,57 při 20 % Cer EOS. Tudíž fluktuace fáze 

La se sníží při přidání 5 % Cer EOS, ale zase se zvýší ve chvíli, kdy se vytvoří LPP. 

4.7. Cer EOS neočekávaně zvyšuje permeabilitu jednoduchého 

modelu 

Poté jsme studovali, jak koncentrace Cer EOS a zároveň tvorba lamelárních fází 

v jednoduchém modelu ovlivňuje permeabilitu. Permeabilita membrány byla zkoumána 

pomocí čtyř ukazatelů: flux theofylinu (TH), flux indometacinu (IND), ztráta vody přes 

membránu a elektrická impedance. 

Flux TH přes kontrolní membránu jednoduchého modelu bez Cer EOS byl 0,07 ± 0,01 

μg/cm2/h (Obrázek 28A). Přítomnost 5 % a 10 % Cer EOS zvýšila flux TH více než dvakrát 

(signifikantní při p ˂ 0,01) na hodnoty 0,15 ± 0,02 μg/cm2/h a 0,15 ± 0,01 μg/cm2/h. Další 

zvyšování v podílu Cer EOS na 20 % a 30 % vedlo ke snížení fluxu na 0,12 ± 0,01 μg/cm2/h a 

0,08 ± 0,01 μg/cm2/h (není signifikantní oproti kontrole). 
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Obrázek 28. Ukazatele permeability jednoduché lipidové modelové membrány složené z Cer EOS, Cer NS, LA, 
Chol a CholS s množstvím Cer EOS v Cer frakci od 0 % (kontrola) do 30 %. A: Flux TH. B: Flux IND. C: Ztráta vody 
přes membránu relativní ke kontrole. D: Elektrická impedance relativní ke kontrole. Data jsou prezentovány jako 
průměry ± standardní chyba průměru. Hvězdičky označují statisticky významné rozdíly oproti kontrole při p  ˂
0,01 (**) a p ˂  0,05 (*), ANOVA. 

Podobný zvonovitý trend v permeabilitě byl nalezen pro flux IND přes membrány 

jednoduchého modelu (Obrázek 28B).  Flux IND přes kontrolní membránu byl 0,05 ± 0,01 

μg/cm2/h. Přítomnost Cer EOS zvýšila flux IND přes membránu s maximem při 10 % a 20 % 

Cer EOS (0,11 ± 0,01 μg/cm2/h a 0,12 ± 0,01 μg/cm2/h; p ˂ 0,01 při srovnání s kontrolou). 

V membráně s 30 % Cer EOS flux poklesl na 0,08 ± 0,01 μg/cm2/h, což je stále o 60 % více, 

než v kontrolní membráně, avšak ne signifikantně. 

Třetím ukazatelem permeability byla ztráta vody přes membránu (Obrázek 28C), která byla 

měřena pomocí evaporimetru, který se normálně používá pro měření transepidermální 

ztráty vody (TEWL) in vivo, ale může být rovněž využit v in vitro experimentech.140 Ztráta 

vody přes kontrolní membránu byla stanovena jako 100 % a ostatní hodnoty byly 

normalizovány podle kontroly. Přítomnost Cer EOS v membránách vedla ke zvýšení ztráty 

vody přes tyto membrány ve srovnání s kontrolou s maximem při 10 % Cer EOS (o 37 % vyšší 

než kontrola, ale ne signifikantně). 

Poslední parametr permeability membrány byla elektrická impedance (Obrázek 28D), což je 

odolnost membrány proti průchodu střídavého proudu. Membrány s 5 %, 10 % a 20 % Cer 

EOS měly hodnoty impedance zvýšené o 50 %, 64 % a 52 % v porovnání s kontrolou 

(statisticky nevýznamně). Impedance membrány s 30 % Cer EOS byla třikrát vyšší než 

kontrola (p ˂ 0,01). 
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4.8. Komplexní model lépe napodobuje vliv acylCer na 

permeabilitu 

Předchozí vliv Cer EOS a formování LPP na permeabilitu membrán byl velmi nečekaný. 

Předpokládali jsme, že důvodem tohoto chování byla přílišná jednoduchost modelu. Proto 

jsme připravili komplexnější model s 6 až 9 podtřídami Cer a 5 rozdílnými mastnými 

kyselinami (viz. Obrázek 24). AcylCer byly do tohoto modelu přidány v 10 % (z celkového 

množství Cer), což by mělo být dostatečné množství pro tvorbu LPP fáze a blíží se jejich 

fyziologické koncentraci.108, 141-143 Permeabilita komplexního modelu byla zkoumána 

s využitím stejných ukazatelů permeability jako u jednoduchého modelu (Obrázek 29). 

 

Obrázek 29. Ukazatele permeability komplexní lipidové modelové membrány složené z Cer EO-mix, Cer-mix, 
FFA-mix, Chol a CholS s podílem Cer EO-mix v Cer frakci na 10 %. A: Permeabilitní profily TH. B: Flux TH. C: 
Permeabilitní profily IND. D: Flux IND. E: Ztráta vody přes membránu relativní ke kontrole. F: Elektrická 
impedance relativní ke kontrole. Data jsou prezentovány jako průměry ± standardní chyba průměru. Hvězdičky 
označují statisticky významné rozdíly oproti kontrole při p ˂  0,01 (**) a p ˂  0,05 (*), ANOVA. # označuje statisticky 
významné rozdíly oproti kontrole při p ˂  0,05, t-test. 
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Nejprve byla studována permeabilita TH přes membrány komplexního modelu. Obrázek 

29A ukazuje permeační profily (kumulativní množství TH, které prošlo 1 cm2 membrány v 

čase) a Obrázek 29B ukazuje flux TH, vypočtený z permeačních profilů. Flux TH přes 

kontrolní membránu byl 0,36 ± 0,05 μg/cm2/h. Přidání 10 % acylCer snížilo flux TH ve 

srovnání s kontrolou: membrány s Cer EO-mix, Cer EOS, Cer EOP a Cer EOdS měly flux TH 

postupně 0,24 ± 0,02 μg/cm2/h (nesignifikantní), 0,26 ± 0,07 μg/cm2/h (nesignifikantní), 

0,17 ± 0,02 μg/cm2/h (p ˂ 0,01) a 0,14 ± 0,02 μg/cm2/h (p ˂ 0,01). 

V případě IND, jako modelové látky (Obrázek 29C a D), byly vlivy 10 % acylCer obdobné jako 

u TH: kontrolní membrána bez acylCer měla nejvyšší flux (0,25 ± 0,04 μg/cm2/h), zatímco 

Cer EO-mix, Cer EOS, Cer EOP a Cer EOdS měly snížený flux na 0,12 ± 0,02 μg/cm2/h (p ˂ 

0,05), 0,17 ± 0,05 μg/cm2/h (nesignifikantní), 0,07 ± 0,01 μg/cm2/h (p ˂ 0,01) a 0,08 ±0,01 

μg/cm2/h (p ˂ 0,01). 

Podobné trendy byly pozorovány i u relativní ztráty vody přes membránu (Obrázek 29E). 

Nejnižší hodnoty (o 16 % a o 20 % menší ztráta vody oproti kontrole) byly nalezeny u 

membrán, obsahujících Cer EO-mix (p ˂ 0,05, t-test) a Cer EOdS. 

Elektrická impedance (Obrázek 29F) však poskytla jiné výsledky: ve srovnání s kontrolou 

měly všechny membrány s acylCer sníženou impedanci (o 65 % až 82 %), což znamená nižší 

odolnost proti průchodu střídavého proudu. Efekty Cer EOS a Cer EOP byly statisticky 

významné při porovnání s kontrolou. 

4.9. Pouze Cer EO-mix, nikoliv jednotlivé acylCer tvoří LPP 

v komplexním modelu 

Abychom potvrdili, že snížená permeabilita komplexních modelových membrán k TH, IND a 

vodě, způsobená acylCer, je ve shodě s LPP, byly změřeny XRPD těchto membrán (Obrázek 

30). Ve všech difraktogramech byla nalezena první a druhá reflexe separovaného Chol. 

Mezirovinná vzdálenost této Chol fáze byla d = 3,41 ± 0,00 nm, d = 3,41 ± 0,00 nm, d = 3,42 

± 0,01 nm, d = 3,41 ± 0,00 nm a d = 3,42 ± 0,00 nm v kontrolní membráně a v membránách 

s Cer EO-mix, Cer EOS, Cer EOP a Cer EOdS v tomto pořadí (Obrázek 30B). Tento výsledek je 

podobný výše zmíněným výsledkům z jednoduchého modelu a odpovídá krystalickému Chol 

monohydrátu.144 

V kontrolní membráně byla nalezena pouze jedna série reflexí (kromě reflexí Chol), která 

odpovídá fázi La. Mezirovinná vzdálenost této fáze (La) byla d = 5,38 ± 0,01 nm, což 

odpovídá SPP (d = 5,3 – 6,4 nm).6-10, 89 Difraktogramy membrán s jednotlivými acylCer Cer 
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EOS, Cer EOP a Cer EOdS byly překvapivě podobné kontrole: byla nalezena pouze fáze SPP 

(La) s mezirovinnou vzdáleností d = 5,36 ± 0,02 nm, d = 5,37 ± 0,00 nm a d = 5,37 ± 0,00 nm 

a separovaný Chol. Při Q = 6,75 nm-1 byla nalezena neznámá reflexe. 

Jediná membrána komplexního modelu, která tvořila LPP, byla membrána obsahující 10 % 

Cer EO-mix. První série reflexí (La) s mezirovinnou vzdáleností d = 5,36 ± 0,01 nm byla 

přiřazena SPP. Druhá fáze (Lb) s mezirovinnou vzdáleností d = 12,71 ± 0,00 nm byla 

přiřazena LPP (Obrázek 30A a B). Navíc k těmto dvěma fázím a separovanému Chol byly 

nalezeny neidentifikované reflexe při Q = 1,36 nm-1 a 6,75 nm-1. 

Fluktuace lipidů ve fázi La byly u komplexního modelu stanovovány stejně jako u 

předchozího (Obrázek 30C). Poměr Δs1/Δs2 v kontrolní membráně byl 0,83 ± 0,08, což se 

podobá jednoduchému modelu. Tento poměr byl snížen v přítomnosti Cer EO-mix a Cer EOS 

(0,70 ± 0,27 a 0,67 ± 0,17) a zvýšen u membrán s Cer EOP a Cer EOdS (0,92 ± 0,08 a 0,98 ± 

0,23). Všechny membrány komplexního modelu měly poměr Δs1/Δs2 nižší než 1, což 

odpovídá dobře organizovanému lamelárnímu systému. 

4.10. Laterální uspořádání lipidů 

Oblasti širokých úhlů difraktogramů (v rozmezí Q od 14 nm-1 do 18 nm-1) jsou zobrazeny na 

Obrázku 27A a 30A v pravé části. Tato oblast difraktogramu poskytuje informaci o 

molekulárním uspořádání na krátkou vzdálenost, v tomto případě o laterálním uspořádání 

lipidových uhlovodíkových řetězců. Ve všech jednoduchých modelech s nebo bez Cer EOS 

byly nalezeny dvě reflexe při Q = 15,13 – 15,24 nm-1 a při Q = 16,75 – 16,84 nm-1. 

Odpovídající vzdálenosti mezi lipidovými řetězci 0,41 – 0,42 nm a 0,37 – 0,38 nm byly 

přiřazeny orthorhombickému uspořádání lipidových řetězců.145 

V komplexním modelu došlo ke změně situace. Reflexe, které indikují orthorhombické 

uspořádání řetězců, byly jasně nalezeny pouze v membráně, obsahující 10 % Cer EOS a Cer 

EO-mix (označeno šipkami na Obrázku 30A). Relativní intenzita reflexe při Q = 16,79 nm-1 

byla velmi slabá. Kontrolní membrána a membrány s obsahem 10 % Cer EOP a Cer EOdS 

vykazují pouze jednu reflexi při Q = 15,13 – 15,24 nm-1, která ukazuje na méně těsné, 

hexagonální, uspořádání řetězců.7, 146-147 Tudíž pouze ty komplexní modely, které obsahují 

Cer EOS (ať už samotný nebo obsažený v Cer EO-mix), mohou tvořit orthorhombické 

laterální uspořádání při 10 % obsahu acylCer. 
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Obrázek 30. Mikrostruktura komplexní lipidové modelové membrány složené z Cer EO-mix, Cer-mix, FFA-mix, 
Chol a CholS s podílem Cer EO-mix v Cer frakci na 10 %. A: Prášková rentgenová difrakce komplexních membrán. 
Arabská čísla náleží fázi La (SPP), římská čísla náleží fázi Lb (LPP) a hvězdička náleží separovanému Chol. Šipky 
ukazují slabou reflexi, která naznačuje přítomnost orthorhombického uspořádání. B: Mezilamelární vzdálenosti 
fází La (SPP), Lb (LPP) a Chol jednotlivých acylCer a jejich směsi. C: Poměr šířky v půli maxima druhé a první reflexe 
lamelární fáze La (SPP) individuálních acylCer a jejich směsi. 
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5. Diskuse 

5.1. Syntéza lidských acylCer s ultra-dlouhým řetězcem 

Připravili jsme všechny hlavní podtřídy přírodních ultra-dlouhých Cer (Cer EOS, Cer EOP, Cer 

EOdS a Cer EOH). Celkový výtěžek této dvanáctikrokové syntézy byl 11 % v malém množství 

(v řádu do sta mg) a 7 % v gramovém měřítku (až po prekurzor 17; finální acylCer byly 

připraveny v množství právě potřebném pro další experimenty). Hlavním konceptem námi 

vyvinuté syntézy je použití sukcinimidylesteru, který slouží jako chránící skupina, pomáhá 

překonat potíže s velmi nízkou rozpustností a zároveň aktivuje mastnou kyselinu pro její 

snadné připojení ke sfingoidní bázi ve vysokém výtěžku. 

Prvním klíčovým krokem je syntéza omega hydroxylované, 30 – 32 uhlíků dlouhé kyseliny. 

Většina autorů pro tuto reakci využila Wittigovu reakci, která se i v našem případě ukázala 

jako jedna z nejspolehlivějších reakcí pro prodloužení řetězce na takovou délku (což je 

komplikováno velmi nízkou reaktivitou a rozpustností).24-25, 49 Tashiro et al. v roce 2012 

vyvinul syntézu, kdy je ultra-dlouhý řetězec vytvořen pomocí Grubbsovy metateze, avšak 

výtěžek této reakce také není příliš vysoký (45 %).26 

Druhým klíčovým krokem je navázání kyseliny linolové na ω-hydroxylovou skupinu. Tento 

krok může následovat hned po vytvoření kyseliny, což ušetří práci s chráněním 

hydroxylových skupin na sfingoidní bázi, případně může být tento krok proveden až po 

navázání na chráněnou sfingoidní bázi s následným odchráněním. První možnost zvolil Mori 

et al. s použitím chloridu kyseliny linolové24 i Müller et al. s použitím 2-chloro-1-

methylpyridinium iodidu25 a nám se tento postup také osvědčil, avšak s využitím 

Yamaguchiho esterifikační reakce.49 Druhou možnost zvolil Tashiro et al. rovněž s využitím 

chloridu kyseliny.26 

Posledním klíčovým krokem je vazba připraveného acylu ke sfingoidní bázi a autoři opět 

zvolili rozdílný přístup. Mori et al. k tvorbě amidové vazby použil aktivaci kyseliny pomocí p-

nitrofenylové skupiny,24 Müller et al. použil aktivaci pomocí EEDQ (N-ethoxykarbonyl-2-

ethoxy-1,2-dihydrochinolin),25 Tashiro et al. použil aktivaci pomocí karbodiimidu26 a nám se 

s vysokým výtěžkem podařilo tento krok provést pomocí reakce sukcinimidylesteru 

připravené kyseliny s požadovanou sfingoidní bází.49 

Celkově shrnuto, v tuto chvíli jsou v literatuře popsány čtyři postupy přípravy acylCer. 

Syntéza od Moriho et al. měla 13 kroků a její celkový výtěžek byl přibližně 18 %.24 Müller et 

al. popsal rovněž třináctikrokovou syntézu s celkovým výtěžkem 3 %.25 AcylCer připravené 
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Tashirem et al. měly místo kyseliny linolové navázanou kyselinu stearovou a jejich 

devítikroková syntéza dosáhla celkového výtěžku 16 %.26 V našem případě byla syntéza 

dvanáctikroková s celkovým výtěžkem 11 %, avšak tuto syntézu se podařilo optimalizovat 

tak, že bylo možné pracovat i s gramovým množstvím látek.49 

5.2. Syntéza Cer-1-P 

Syntéza Cer-1-P, založeném na sfingosinu, byla již v literatuře popsána148-150 a v tuto chvíli 

je možné jej zakoupit i komerčně, avšak jeho cena je dosti vysoká. Po několika neúspěšných 

pokusech (přímá fosforylace založená na reakci s 2-chlor-4H-benzo[d][1,3,2]dioxafosfinin-

4-onem,148 reakce s P(OCH3)3 za podmínek dříve popsaných v literatuře150) jsme nakonec 

využili pro naši syntézu modifikovaný postup, navržený Bielawskou et al.135 Komplikace je v 

zavedení fosfátové skupiny do molekuly Cer, protože Cer má dvě OH skupiny (primární a 

sekundární) a výsledný produkt je požadován jako 1-izomer. Tento problém se dá obejít 

pomocí selektivního chránění sekundární hydroxylové skupiny,149 případně využitím 

postupu, který je selektivnější k primární hydroxylové skupině.148, 150 Závěrečný krok je 

naopak komplikován velmi nízkou rozpustností vznikajícího produktu a složitým čištěním. 

Nakonec se nám podařilo připravit oba Cer-1-P pomocí tříkrokové syntézy založené na 

přípravě Cer s požadovanou délkou řetězce, který byl poté fosforylován pomocí P(OCH3)3 za 

podmínek mezifázového přenosu a v posledním kroku byly odštěpeny methylové skupiny 

působením trimethylsilylbromidu. Celkový výtěžek syntézy byl 34 % pro Cer-1-P založený na 

sfingosinu a 45 % pro Cer-1-P založený na dihydrosfingosinu. Tyto molekuly budou dále 

využity při studiu jejich úlohy v buněčné signalizaci při tvorbě kožní bariéry151 a při studiu 

jejich chování v lipidových membránách. 

5.3. Syntéza modifikovaného gangliosidu GM1 

Gangliosidy, vyskytující se v savčích tkáních, mají v acylovém řetězci vázáno 16 a více atomů 

uhlíku. Takové gangliosidy se získávají převážně izolací, ale nejsou vhodné jako lipidové 

standardy pro analýzu, jelikož interferují s biologickým materiálem. Proto bylo potřeba 

připravit co nejpodobnější gangliosid, který se však už ve tkáních nevyskytuje. Zvoleno proto 

bylo zkrácení acylu na 12 atomů C. Pro tuto obměnu jsou v literatuře dostupné dvě 

možnosti: čistě chemická152 a s využitím enzymatické deacylace přírodního gangliosidu.136, 

152 Enzymatická reakce má výhodu v tom, že rozpojuje pouze jedinou (amidovou) vazbu 

v Cer části a nezasahuje do dalších amidových vazeb v cukerné části. Chemická cesta je 



59 
 

levnější, ale po chemickém odštěpení acylu v Cer části dochází i k odštěpení acetylových 

zbytků v cukerné části a tyto acetylové skupiny je potřeba v posledním kroku opět vytvořit. 

Pro posunutí reakční rovnováhy enzymatické deacylace více na stranu produktů se do 

reakční směsi (vodná fáze) přidává n-dekan, který se s vodou nemísí a ve kterém se 

rozpouští vznikající kyselina,152 nebo vápenaté ionty, které stearovou kyselinu sráží 

v podobě její nerozpustné soli.136 Vybrali jsme si druhou možnost, která je vzhledem k velmi 

malým množstvím reaktantů jednodušší na provedení. 

Touto dvoukrokovou syntézou, která zahrnovala enzymatické odštěpení acylu gangliosidu 

GM1 a následnou acylaci vhodně dlouhou kyselinou, jsme získali gangliosid se zkráceným 

řetězcem. Celkový výtěžek reakcí byl 40 % a získali jsme přibližně 1,9 mg produktu, což je 

množství, které dostačuje jako standard pro hmotnostní analýzu biologického materiálu. 

5.4. ω-O-acylceramidy v kožních lipidových membránách: vlivy 

koncentrace, sfingoidní báze a složitosti modelu na 

mikrostrukturu a permeabilitu 

AcylCer (Cer třídy EO, například Cer EOS) jsou esenciální pro správné fungování kožní 

bariéry; poruchy v jejich biosyntéze byly nalezeny u několika závažných kožních 

onemocnění, jako je AD, psoriáza nebo LI.18-20, 153 Naše porozumění chování acylCer v kožní 

bariéře je limitováno dvěma problémy: zaprvé je to komerční nedostupnost acylCer a 

zadruhé vysoce komplexní směs lipidů v kožní bariéře komplikuje detailní studium na 

molekulární úrovni. 

Druhý problém se dá částečně překonat pečlivě vybranými modelovými lipidovými 

membránami. Ačkoliv všechny experimentální modely obsahují určitou úroveň 

zjednodušení, několik modelových lipidových membrán bylo popsáno jako užitečný nástroj 

studia vlivu struktury na permeabilitu membrán.137, 146, 154-155 

5.4.1. Membrány jednoduchého modelu velmi dobře reprodukují 

mikrostrukturu lipidů SC, ale nikoliv však jejich permeabilitu 

Vytvořili jsme jednoduchou modelovou membránu SC, která se skládala z jednoho acylCer 

(Cer EOS), jednoho Cer (Cer NS), jedné mastné kyseliny (LA), Chol a CholS. Množství Cer EOS 

se pohybovalo v rozmezí 0 % až 30 % z celkového množství Cer. Nejprve jsme pomocí XRPD 

ověřili, že inkorporace Cer EOS do membrány umožňuje tvorbu LPP. Cílem tohoto 

experimentu rovněž bylo najít koncentraci acylCer (Cer EOS), při které dochází k formování 
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LPP v tomto modelu. V kontrolní membráně bez acylCer byla nalezena pouze SPP, což je 

v souladu s tím, že acylCer mají důležitou roli ve formování LPP ve SC.29 Kromě toho kontrola 

i všechny ostatní membrány obsahovaly separovaný Chol s d = přibližně 3,40 nm, což 

odpovídá zjištěním v literatuře.44, 144 

V membránách s 5 % Cer EOS, což je přibližně polovina jeho fyziologické koncentrace ve SC, 

byla nalezena pouze SPP fáze. V tomto případě je Cer EOS pravděpodobně inkorporován do 

SPP, což je podpořeno i zvýšenou mezirovinnou vzdáleností SPP (z 5,40 nm na 5,50 nm) a 

částečně zvýšeným uspořádáním této fáze ve srovnání s kontrolou. Další možné vysvětlení 

je, že Cer EOS tvořil struktury, které se periodicky neopakovaly v takto malém množství 

acylCer a tudíž nebyly detekovány pomocí XRPD. Tento výsledek je konzistentní 

s nedostatkem LPP v kožních onemocněních s nižším obsahem acylCer.119 Avšak naše 

zjištění se neshoduje s výsledky de Jager et al., která sestavila modely obsahující Cer EOS, 

Cer NP, Cer z hovězího mozku (v poměru 1:7:2), směs mastných kyselin a Chol a zjistila, že 

malé množství LPP se začíná tvořit již při 5 % Cer EOS.8 Tato nesrovnalost může být 

způsobena použitím jiných Cer v našem modelu. 

Při zvýšení koncentrace Cer EOS na 10 % a 20 % se v difraktogramu objevila LPP fáze 

společně s SPP a Chol. Formování LPP bylo doprovázeno poklesem v mezirovinné 

vzdálenosti SPP na 5,42 nm a 5,39 nm při 10 % a 20 % Cer EOS a zároveň se zvýšily fluktuace 

v této fázi, hlavně při 20 % Cer EOS. Relativní měření lipidových fluktuací v SPP fázi při 10 % 

Cer EOS vyšlo stále menší než 1, což ukazuje na dobré uspořádání membrány. Podobné 

hodnoty byly nalezeny pro kožní modelové lipidové membrány v práci Pullmannové et al., 

která nahrazovala Cer za jejich prekurzor sfingomyelin, aby napodobila špatnou 

metabolizaci sfingomyelinu. Membrány, které obsahovaly do 50 % sfingomyelinu, měly tyto 

hodnoty nižší než 1, další zvyšování množství sfingomyelinu vedlo ke snížení uspořádání 

lipidů154 a hodnoty přesahovaly 2, což je typické pro fosfolipidové membrány.139 

Koexistence SPP a LPP při 10 % a 20 % Cer EOS odpovídá fyziologickému uspořádání kožních 

lipidů154, 156 a publikovaným modelovým membránám. V roce 2005 de Jager et al. studovali 

komplexnější model se směsí Cer (Cer EOS, NS, NP, AS, NP16 a AP), který obsahoval 15 % 

Cer EOS a nalezli LPP společně s SPP. Vynechání Cer AS a Cer AP z této směsi nebo nižší 

koncentrace Cer NS nezměnily chování tohoto modelu.27 Několik dalších modelových 

lipidových kožních membrán s 15 % acylCer popisuje přítomnost jak SPP, tak i LPP.6, 146-147 

Relativní intenzity reflexí LPP ve srovnání s SPP se zvyšovaly se zvyšující se koncentrací Cer 

EOS. Při 30 % Cer EOS se SPP fáze kompletně vytrácí a nalezena byla pouze LPP fáze. 

Mezirovinná vzdálenost LPP fáze byla nejvyšší při 10 % Cer EOS (d = 12,81 nm) a postupně 

se snižovala až k d = 12,22 nm při 30 % Cer EOS. Tyto hodnoty jsou rovněž ve shodě 
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s literaturou.27 Toto rozmezí mezirovinné vzdálenosti je biologicky relevantní, například 

v modelu rekonstruované kůže, na které byly aplikovány cytokiny, byly nalezeny periodicity 

LPP od 12,1 nm do 12,7 nm.157 

Přítomnost LPP bez SPP fáze je také ve shodě s publikovanými studiemi, ve kterých byly 

použity acylCer v koncentraci 30 – 40 %, což umožnilo popisovat LPP bez interferencí z SPP 

fáze.7, 11, 158 Modely s ještě větším množstvím acylCer byly také připraveny; Schröter et al. 

použili přibližně 70 % Cer EOS společně s Cer AP pro studii neutronové difrakce a navrhli 

odlišný model lipidové matrix SC pouze s SPP a s Cer EOS inkorporovaným do této krátké 

fáze.159 

Orthorhombické laterální uspořádání bylo nalezeno ve všech membránách jednoduchého 

modelu se stabilními lamelárními vzdálenostmi mezi lipidovými řetězci 0,41 nm a 0,37 nm. 

Toto orthorhombické uspořádání bylo nalezeno v lidské kůži in vivo a je považováno za 

indikátor dobré bariérové funkce kůže.85-86, 147 

Dále jsme zkoumali, jak koncentrace Cer EOS ovlivňuje permeabilitu membrán 

jednoduchého lipidového modelu s využitím čtyř ukazatelů permeability (flux TH, flux IND, 

ztráta vody přes membránu a elektrická impedance). TH a IND jsou modelové permeanty 

s rozdílnými fyzikálními vlastnostmi. TH je relativně malá (Mr = 108,16), hydrofilní (log P = 

0) molekula, u které se předpokládá, že bude difundovat přes fluktuace v lipidových 

řetězcích ve SC. TH byl dříve použit jako nástroj pro monitorování defektů kožní bariéry v 

místech s lézemi i bez lézí u atopické kůže v porovnání se zdravou kůží in vitro. Tyto výsledky 

korelovaly s in vivo permeacemi a prokázaly, že TH je vhodný nástroj studia bariérové 

funkce kůže.98 Na druhou stranu IND je větší (Mr = 357,79), lipofilnější (log P = 4,3) molekula, 

která spíše difunduje přes lipidové lamely ve SC.160 

U kožních onemocnění bylo snížení hladiny acylCer doprovázeno zvýšením permeability 

kůže. Tento efekt byl také reprodukován in vitro: lipidové membrány, které neobsahovaly 

acylCer, vykazovaly téměř dvakrát vyšší permeabilitu k modelovým látkám (p-

aminobenzoová kyselina a její deriváty) než membrány obsahující 15 % acylCer.155 Proto 

jsme očekávali podobné výsledky. Hlavně nás zajímal vztah permeability k přítomnosti LPP 

a SPP fází, případně jejich směsi, v membránách. 

Výsledky byly spíše překvapivé: membrány s obsahem 5 % - 20 % Cer EOS vykazovaly 

zvýšenou permeabilitu pro TH, IND a vodu v porovnání s kontrolní membránou bez Cer EOS. 

Zajímavé bylo, že inkorporace pouze 5 % Cer EOS, což odpovídá asi 1,67 % změně 

v celkovém složení lipidů a nestačí k tvorbě LPP, zvýšila permeabilitu membrány. Toto 

naznačuje lipidovou separaci, která nebyla viditelná na XRPD. Při 30 % Cer EOS v membráně, 
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kde se vyskytuje pouze LPP a Chol fáze, byla permeabilita snížena na podobnou úroveň (TH 

a voda) nebo lehce zvýšenou (IND) v porovnání s kontrolou. Změny v relativní ztrátě vody 

přes membránu byly relativně malé v porovnání s TH a IND, což odpovídá předchozím 

experimentům.154, 161 

Elektrická impedance byla mírně zvýšena oproti kontrole u membrán, obsahujících mezi 5 % 

a 20 % Cer EOS. Překvapivě, membrána s 30 % Cer EOS, ve které se vyskytovala pouze LPP 

(a Chol) měla třikrát zvýšené hodnoty impedance v porovnání s kontrolou, tudíž měla třikrát 

vyšší odpor ke střídavému proudu, což indikuje nižší pohyb iontů přes membránu.162 

Membrány, které obsahovaly pouze jedinou lamelární fázi (kromě separovaného Chol) – 

LPP nebo SPP, vykazovaly nejlepší bariérové vlastnosti pro TH, IND a vodu, zatímco 

koexistence LPP a SPP měla negativní efekt na membrány jednoduchého modelu. Tyto 

výsledky jsou v ostrém protikladu s pozorováními in vivo a s dobře známou důležitostí LPP 

fáze. Toto chování může být způsobeno nedostatkem heterogenity v jednoduchém modelu. 

Navíc LA je velmi dobře mísitelná s Cer NS s 24C acylovým řetězcem a tento Cer může být 

přítomen v otevřené konformaci, což může být zodpovědné za takto nízkou permeabilitu 

kontrolní membrány, složené z Cer NS/LA/Chol/CholS.163 Přídavek Cer EOS do tohoto dobře 

smíseného systému pravděpodobně mění mísitelnost lipidů a zvyšuje permeabilitu. 

Náš jednoduchý model se zdá být příliš jednoduchý pro zachycení změn v permeabilitě, 

závislých na acylCer. Přesto, že selhání takto jednoduchého modelu nebylo úplně nečekané, 

velmi znepokojivé je, že tento model napodoboval jak lamelární uspořádání SC, tak 

orthorhombické uspořádání velmi dobře. Tudíž vztahy mezi lipidovým složením SC, jeho 

mikrostrukturou a permeabilitou nejsou přímočaré: podle všeho ani LPP ani 

orthorhombické uspořádání nejsou dostačující pro správné fungování lipidové bariéry. 

5.4.2. Permeabilita komplexních lipidových membrán: nejlepší bariérové 

funkce dosáhly Cer EOP a EOdS 

Protichůdné výsledky permeability jednoduchého modelu nás vedly k přípravě složitějšího 

modelu s použitím 6 – 9 podtříd Cer a 5 mastných kyselin podle nejnovějších analýz kožních 

Cer108, 141-143 a mastných kyselin.164 Tento model napodoboval složení lidského SC blíže než 

jednoduchý model. Na základě fyziologických hladin acylCer a na základě mikrostruktury 

jednoduchého modelu byla koncentrace acylCer nastavena na 10 %, aby byly přítomny jak 

LPP tak i SPP. Cílem zkoumání složitého lipidového modelu bylo porovnání vlivu různých 

acylCer nebo jejich směsi na permeabilitu těchto membrán při 10 % koncentraci acylCer. 

Jediné Cer, které nebyly pro tvorbu modelu využity, byly Cer odvozené od 6-
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hydroxysfingosinu, který není komerčně dostupný a jeho syntéza ve větších množstvích je 

stále výzvou.165 

Zvýšení komplexity modelových membrán dramaticky ovlivnilo jejich permeabilitu. 

Zejména permeability kontrolní membrány byly zvýšeny v porovnání s jednoduchým 

modelem. Toto naznačuje, že náš jednoduchý model měl vskutku velmi nepropustnou 

lipidovou organizaci, která však byla velmi náchylná k jakémukoliv zásahu, způsobenému i 

malou změnou složení lipidů. Permeability našeho složitého modelu jsou v dobré shodě 

s modelovými membránami, zkonstruovanými z izolovaných lidských kožních Cer (hodnoty 

fluxu TH a IND byly 0,40 ± 0,05 μg/cm2/h a 0,23 ± 0,02 μg/cm2/h).154 

Při porovnání s kontrolní membránou bez acylCer se flux TH a IND přes všechny membrány 

s acylCer snížil. Stejně tak byly pozorovány mírně snížené hodnoty ztráty vody přes 

membránu. Na druhou stranu elektrická impedance byla významně snížena, což indikuje 

slabší odpor proti pohybu iontů přes komplexní membrány s 10 % obsahem acylCer ve 

srovnání s kontrolou.162 Důvody těchto účinků acylCer na impedanci jsou neznámé, 

můžeme jen spekulovat, že je to způsobeno tvorbou domén. 

Pozorované zesílení bariéry ve směru zvenčí dovnitř (flux TH a IND) a zevnitř ven (ztráta 

vody), způsobené acylCer při porovnání s kontrolní membránou velmi dobře koreluje 

s pozorováními in vivo u kožních onemocnění. V roce 1991 Imokawa et al. objevili 

pokles celkových hladin lipidů SC jak v místech s lézemi, tak i v místech bez lézí na kůži 

atopických pacientů. Největší pokles byl pozorován u Cer EOS.104 Další zkoumání atopické 

kůže ukázalo, že kromě Cer EOS je také Cer NP signifikantně snížen a toto snížení bylo 

doprovázeno signifikantně zvýšenou transepidermální ztrátou vody (TEWL).18, 106, 108 V roce 

1993 Motta et al. nalezli signifikantní pokles množství Cer EOS, NP a AS (o 38 %, 66 % a 27 %) 

a zvýšené množství Cer NS a AS (o 66 % a 34 %) u psoriázy.19 Navíc TEWL kůže s šupinatými 

psoriatickými plaky byl 2 – 3 krát zvýšen oproti zdravé kůži a 6 krát zvýšen po odstranění 

těchto plaků. Avšak žádné signifikantní změny nebyly nalezeny u nezasažené kůže pacientů 

s psoriázou.140 V roce 1994 Paige et al. kvantifikovali Cer SC u vrozené ichtyózy a objevili 

statisticky snížené množství Cer EOS u lamelární ichtyózy.20 Lavrijsen et al. zjistili, že pacienti 

s lamelární ichtyózou měli signifikantně (2 – 3 krát) zvýšený TEWL oproti zdravým 

pacientům.118 

Zajímavé je, že nejslabší účinek ze všech studovaných acylCer vykazoval Cer EOS (založený 

na sfingosinu a nejběžnější z acylCer ve SC): Hodnoty fluxu TH a IND poklesly o přibližně 

jednu třetinu v porovnání s kontrolou a nebyl pozorován téměř žádný účinek na ztrátu vody 

přes membránu. Abychom prozkoumali vztah mezi strukturou a vlivem acylCer na 

permeabilitu membrány, nahradili jsme Cer EOS za Cer EOP a Cer EOdS. Oba tyto Cer 
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postrádají trans-dvojnou vazbu v poloze 4 na sfingoidní bázi, Cer EOP má navíc v poloze 4 

navázanou hydroxylovou skupinu. Jak na fytosfingosinu založený Cer EOP, tak i na 

dihydrosfingosinu založený Cer EOdS vedly k výraznějšímu zlepšení bariérových schopností: 

permeability pro TH a IND byly sníženy o více než 60 % u obou těchto acylCer v porovnání 

s kontrolou. Na druhou stranu jejich účinek na relativní ztrátu vody přes membránu a 

elektrickou impedanci byl podobný Cer EOS. Důvod rozdílů v permeabilitě mezi 

membránami s rozdílnými podtřídami acylCer se zdají být spojeny s chybějící C4 trans-

dvojnou vazbou v Cer EOP a Cer EOdS. Dvojná vazba v Cer založených na sfingosinu obecně 

snižuje teplotu fázového přechodu, což indikuje nižší kohezivní síly v lipidové membráně.166 

Co se týče acylCer, vztahy mezi jejich strukturou a aktivitou nejsou příliš prozkoumané. 

V roce 2010 Kessner et al. srovnávali čistý Cer EOS s Cer EOP a zjistili, že Cer EOP byl schopen 

tvořit LPP i v suchém stavu, naopak Cer EOS potřeboval k tvorbě LPP hydrataci.12 Oproti 

tomu de Jager et al. zjistili, že Cer EOS podněcuje tvorbu LPP účinněji než Cer EOP. Avšak 

pro jejich experimenty použili vyšší množství acylCer (15 %) ve srovnání s našimi 

modelovými membránami.27 

Nakonec byly jednotlivé acylCer nahrazeny v komplexní membráně jejich směsí (Cer EO-

mix), která obsahovala 7 % Cer EOS, 1,5 % Cer EOP a 0,5 % Cer EOdS (z celkového podílu 

Cer), aby přibližně napodobovala složení Cer v lidské kůži. Účinek Cer EO-mix na 

permeabilitu se zdá být v souladu se složením této směsi a s efekty jednotlivých acylCer (to 

znamená, že permeability Cer EO-mix membrán jsou nižší než membrán s Cer EOS, ale vyšší 

než permeability s Cer EOP nebo EOdS). Obecně permeability membrán s Cer EO-mix jsou 

blíže permeabilitám membrány s pouze Cer EOS, pravděpodobně proto, že Cer EOS je 

dominantním Cer v této směsi. 

5.4.3. Pouze směs tří acylCer tvoří LPP v membránách komplexního 

modelu 

Abychom pochopili rozdíly v permeabilitě membrán v přítomnosti různých acylCer v 10 % 

množství, studovali jsme mikrostrukturu membrán komplexního modelu s využitím XRPD. 

Očekávali jsme podobné výsledky jako u jednoduchého modelu s obsahem 10 % Cer EOS, 

tudíž koexistenci SPP, LPP a Chol. Avšak membrány s jednotlivými acylCer: Cer EOS, Cer EOP 

a Cer EOdS netvořily LPP. Mikrostruktura těchto modelových membrán byla podobná u 

všech jednotlivých acylCer. Jediná lamelární fáze v těchto membránách byla fáze SPP 

s mezirovinnou vzdáleností 5,36 nm až 5,37 nm, což je téměř stejná mezirovinná vzdálenost 

jako u kontrolní membrány (5,38 nm). Separovaný Chol se nacházel ve všech membránách, 

jak s, tak i bez acylCer. Přestože byl pozorován pokles v permeabilitě ve všech těchto 

membránách s acylCer, očividně to nesouvisí s tvorbou LPP. 
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Jediná membrána komplexního modelu, ve které byla nalezena LPP fáze, byla membrána 

s Cer EO-mix. Mezirovinná vzdálenost LPP byla 12,71 nm, což je podobné membráně 

jednoduchého modelu s 10 % Cer EOS. Navíc byla nalezena SPP s mezirovinnou vzdáleností 

5,36 nm a separovaný Chol. Tudíž heterogenita polární hlavy acylCer je velmi důležitá pro 

formování lamelární fáze LPP v komplexním modelu. 

Co se týká laterální organizace lipidů v komplexním modelu, orthorhombické uspořádání 

bylo jasně nalezeno pouze u difraktogramů membrán, obsahujících Cer EO-mix a Cer EOS. 

V komplexních modelech bez acylCer nebo s Cer EOP a Cer EOdS převládá hexagonální 

uspořádání. Větší volnost pohybu v hexagonálním uspořádání oproti orthorhombickému 

může vysvětlovat vyšší permeabilitu kontroly komplexního modelu než kontroly 

jednoduchého modelu. To také znamená, že Cer EOS (sám nebo ve směsi) napomáhá tvorbě 

orthorhombického uspořádání více než ostatní acylCer. Toto je ve shodě s daty, 

publikovanými de Jager et al., kteří používali modelové membrány s obsahem Cer EOS a 

EOP v různých poměrech při koncentraci 15 % z celkového množství Cer.27 

Překvapivě zde není žádná přímá korelace mezi lamelární a laterální organizací 

v membránách komplexního modelu a permeabilitními experimenty. Nejméně propustné 

membrány s Cer EOdS netvořily ani LPP ani orthorhombické uspořádání. Přestože existuje 

jedna práce o tom, že orthorhombické uspořádání není nezbytné pro správné fungování 

modelů SC147 a další studie ukázaly, že toto uspořádání může být pozorováno pouze 

v některých lipidových doménách,137 tento nesoulad mezi orthorhombickým uspořádáním 

a permeabilitou odporuje předchozím zjištěním.86 Nicméně toto je první zmínka ukazující, 

že přítomnost nebo absence LPP nemusí být spolehlivým indikátorem dobré nebo horší 

bariérové funkce – alespoň ne v in vitro modelových membránách. Tento viditelný rozpor 

našich výsledků s in vivo zjištěními, diskutovanými výše, může být spojen s nepřítomností 

korneocytální lipidové obálky v našich modelech (a ve všech dosud publikovaných 

modelech kožních lipidových membrán). Tato monovrstva kovalentně vázaných lipidů na 

povrchu korneocytu pravděpodobně hraje důležitou roli v organizaci a permeabilitě kožní 

lipidové bariéry. 

5.5. HPTLC analýza ultra-dlouhých ceramidů v kůži 

Připravené acylCer byly následně použity jako autentické standardy pro zlepšení 

kvantitativní analýzy Cer. Analýza kožních lipidů ve zdravé či nemocné kůži je základní 

metoda potřebná pro pochopení (pato)fyziologických principů, týkajících se 

udržení/porušení homeostázy kůže.17, 60, 62, 167-168 Většina analytických metod, primárně 
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HPTLC analýza17, 62, 167 a nověji používaná LC-MS technika108, 141-143, je závislá na několika 

málo komerčně dostupných Cer podtřídách. Podařilo se nám dokázat, že využití jiných Cer 

podtříd pro kvantitativní analýzu, což je běžná praxe, vede k odchylkám ve výši až několik 

set procent. V rozsahu kalibrace (0,1 – 2 μg) jsou odchylky v kvantifikaci až 230 % (průměr 

126 %) pro Cer EOS podle odpovědi detektoru na Cer NS; až 250 % (průměr 64 %) pro Cer 

EOP, počítáno podle Cer NP a až 306 % (průměr 145 %) pro Cer EOdS, kvantifikováno podle 

Cer NdS. Nejhorší výsledky byly získány pro Cer EOH, pro jehož kvantifikaci se nehodí žádný 

jiný Cer, protože potom dochází k výraznému nadhodnocení hladiny tohoto Cer. Proto je 

použití příslušných Cer standardů nezbytné pro přesnou kvantifikaci (Obrázek 31). 

 

Obrázek 31. HPTLC analýza Cer: kalibrační křivky pro Cer podtřídy 

Připravené acylCer byly použity také jako standardy k porovnání s Cer, izolovanými z lidské 

kůže (Obrázek 32A). Bylo potvrzeno, že připravené acylCer se skutečně nachází i v lidské 

kůži. Použitím HPTLC se nám podařilo rozdělit devět podtříd lidských Cer. Cer odvozené od 

dihydrosfingosinu nebylo možné v dané soustavě oddělit od Cer založených na sfingosinu a 

byly kvantifikovány dohromady. Cer AH byl kvantifikován na základně Cer NH. Obrázek 32B 

ukazuje porovnání námi izolovaných a vyčištěných Cer z lidské kůže s nedávno 

publikovanými výsledky, založenými na LC-MS analýze,108, 141-143 což velmi dobře souhlasí i 

přesto, že byly analyzovány rozdílné kožní vzorky. Jediné statisticky významné rozdíly byly 

nalezeny v Cer NH a AH. 
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Obrázek 32. Analýza Cer podtříd v lidské kožní bariéře. A: HPTLC deska izolovaných lidských Cer (vlevo) a 
odpovídajících Cer standardů (vpravo). B: Kvantifikace Cer podtříd založená na HPTLC analýze s použitím 
připravených standardů v porovnání s publikovanými daty z LC-MS. 

 

5.6. Stimulace PPARα receptorů normalizuje složení kožních 

lipidů a zlepšuje kožní bariéru normální a filaggrin deficitní 

rekonstruované kůže 

Mutace filaggrinu jsou známým rizikovým faktorem při rozvoji AD a zásadní příčinou 

ichthyosis vulgaris.100 Bohužel přesný mechanismus vedoucí ke klinické manifestaci těchto 

kožních onemocnění není příliš dobře pochopen a možnosti terapie, která přesně cílí na 

příčinu, stále chybí.169 V poslední dekádě se PPAR agonisté stali zajímavými kandidáty na 

léčbu zánětlivých kožních onemocnění, spojených s filaggrinem, díky protizánětlivému 

působení v modelech dráždivé a alergické kontaktní dermatitidy,35 zvýšeného okyselování 

kůže170 a stimulované syntézy kožních lipidů.34, 171-172 Navíc souběžná aplikace 

glukokortikoidů a PPAR agonistů vyrovnává vedlejší účinky glukokortikoidů, jako je snížená 

exprese filaggrinu a ztenčování epidermis.36, 173 

V lidské kůži jsou exprimovány izotypy PPARα, PPARβ/δ a PPARγ. PPARβ/δ se vyskytuje ve 

všech vrstvách epidermis, zatímco PPARα a PPARγ se hlavně vyskytují v suprabazálních 

kompartmentech.33-34 PPAR jsou nezbytné pro homeostázu kůže, diferenciaci keratinocytů 

a obnovu kůže.174-175 Proto se PPAR zdají být slibnými cíli při léčbě hyperproliferativních 
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nebo zánětlivých kožních poruch, kde konkrétně aktivace PPARα a PPARγ hraje hlavní roli. 

PPARγ reguluje buněčnou diferenciaci a působí jako regulátor inhibice imunitních buněk.37-

38, 175 PPARα řídí buněčnou proliferaci a diferenciaci a vykazuje potenciální protizánětlivé 

účinky u AD, což bylo demonstrováno na myších.36, 176 Navíc malá klinická studie s pacienty 

s AD, kteří byli topicky léčeni pomocí PPARα agonisty, klofibrátu, ukázala na signifikantní 

snížení závažnosti nemoci a snížení hladin chemokinů po dvou týdnech topické aplikace.177 

Avšak specifické účinky na lidskou kožní bariéru zatím nejsou plně pochopeny. 

Proto jsme v této studii zkoumali účinky selektivního PPARα agonisty, WY14643, 

selektivního PPARγ agonisty, ciglitazonu, a duálního agonisty PPARα+γ, DHA, v normálních 

a filaggrin deficitních kožních modelech. Filaggrin deficitní modely jsou charakterizovány 

porušenou maturací, diferenciací keratinocytů a zvýšenou kožní dráždivostí.178-179 V naší 

nedávné studii jsme sledovali dopad nedostatku filaggrinu na kožní lipidy a nalezli jsme 

signifikantně zvýšenou expresi NHE-1, sekretorní lipázy A2 a v důsledku toho zvýšené 

hladiny mastných kyselin v knock down modelech, přispívající k porušené bariérové funkci 

modelů.180 Přítomnost PPAR byla dříve prokázána v rekonstruované kůži a byla popsána 

zvýšená exprese filaggrinu po suplementaci PPAR agonisty v normálních modelech.171, 181 

Zde jsme poprvé dokázali, že tato upregulace také funguje ve filaggrin deficitních kožních 

modelech po suplementaci DHA a WY14643. Selektivní stimulace PPARα a PPARγ také 

zvýšila expresi involukrinu a lorikrinu – dalších důležitých strukturních proteinů 

korneocytální obálky. DHA byla v tomto případě bez účinku. Společně s předchozími 

zjištěními jsme také pozorovali ztluštění SC po suplementaci DHA a WY14643170-171 a zvýšení 

tloušťky epidermis po WY14643. 

Co se týče kožních lipidů, potvrdili jsme předchozí zjištění, že kožní modely s deficitem 

filaggrinu vykazují nižší uspořádání lipidových řetězců a porušený poměr hlavních 

bariérových lipidů (mastné kyseliny:Cer:Chol) v porovnání s WT modely.180 Po aplikaci DHA 

a WY14643 na FLG siRNA modely se hladina mastných kyselin ve SC snížila, což vedlo 

k úpravě poměru lipidů a uspořádání lipidových řetězců podobně jako u WT modelu. PPARγ 

agonista, ciglitazon, který nebyl schopen upregulovat filaggrin neměnil profil lipidů SC v FLG 

siRNA. 
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Obrázek 33. Účinky DHA, WY14643 a ciglitazonu  na profily lipidů SC v normálních (WT) a filaggrin deficitních 
(FLG siRNA) kožních modelech v porovnání s lidským SC (hSC). Lipidy SC byly extrahovány z kožních modelů a 
byly analyzovány pomocí HPTLC pro zjištění obsahu bariérových lipidů (FFA – volné mastné kyseliny, Chol – 
cholesterol, Cer – ceramidy, CholS – cholesteryl-sulfát) a jejich prekurzorů (SM – sfingomyelin, PL – fosfolipidy, 
GCer – glucosylceramidy). Profily mastných kyselin byly stanoveny pomocí HPLC na reverzní fázi po převedení 
na naphtacyl estery. Průměr ± SEM, n ≥ 3 dávky, * označuje statistickou významnost (p ≤ 0,05), h označuje 
statisticky významný rozdíl oproti hSC (p ≤ 0,05).  

Abychom získali jasnější pohled na změny v profilech mastných kyselin, způsobené 

WY14643 a DHA, respektive, jak může zvýšená hladina mastných kyselin snižovat 

uspořádání lipidových řetězců, stanovili jsme poměry velmi dlouhých mastných kyselin (s 

20 C a více) a kratších mastných kyselin (s 18 C a méně) nebo nenasycených mastných 

kyselin. Mastné kyseliny ve všech modelech obsahovaly především (>70 %) kratší a 

nenasycené řetězce, což může vysvětlovat snížené uspořádání lipidů v porovnání s lidským 

SC. Tento narušený profil mastných kyselin v kožních modelech v porovnání s lidským SC 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0923181115300529#gr5
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souhlasí s publikovanými daty.42 V FLG siRNA modelech se poměr velmi dlouhých mastných 

kyselin neměnil v porovnání s WT, ale hladiny kratších nebo nenasycených mastných kyselin 

byly zvýšeny. Toto opět souhlasí s nižším uspořádáním lipidových řetězců u FLG siRNA 

v porovnání s WT a s našimi předchozími zjištěními.180 Zvýšená hladina kratších a 

nenasycených mastných kyselin byla dříve nalezena u pacientů s AD (ačkoliv bez spojitosti 

s mutací filaggrinu) a jejich negativní efekt na uspořádání lipidů byl také prokázán.90 Léčba 

FLG siRNA modelů pomocí WY14643 (a také pomocí DHA, ale bez statistické významnosti) 

snižovala hodnoty krátkých a nenasycených mastných kyselin na hodnoty, pozorované u WT 

modelů. Tudíž se poměr kožních lipidů a také organizace kožních lipidů signifikantně zlepšila 

(Obrázek 33). 

Je dobře známo, že stimulace PPAR receptorů ovlivňuje metabolismus kožních lipidů. Rivier 

a spoluautoři nalezli na dávce závislé zvýšení hladin CholS a Cer v rekonstruovaných kožních 

modelech po suplementaci PPARα agonistou, WY14643.171 Při stejné koncentraci WY14643, 

kterou zde používáme, pozorovali částečně (ale nesignifikantně) zvýšené hladiny Cer 

(obzvláště Cer NS) a CholS, což je velmi podobné našim zjištěním. Nepozorovali jsme však 

žádné změny v obsahu ostatních podtříd Cer, včetně acylCer (Obrázek 34). 

 

Obrázek 34. Profily Cer ve WT a FLG siRNA rekonstruovaných kožních modelech a FLG siRNA rekonstruované 
kůži léčené WT14643. Průměr ± SEM, n ≥ 3. 

Nepozorovali jsme žádné negativní působení DHA na ostatní skupiny kožních lipidů. To je 

pozoruhodné, protože (topická) aplikace mastných kyselin může nepříznivě ovlivnit 

formování lamelárních tělísek a funkci kožní bariéry.182 
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Nakonec byly zkoumány účinky PPAR agonistů na funkci kožní bariéry. U WY14643 byla 

pozorována signifikantně snížená permeabilita pro modelovou látku (testosteron), což 

naznačuje zlepšení kožní bariéry. Zajímavé je, že i přes upregulaci filaggrinu, ztluštění SC a 

úpravu poměru kožních lipidů, nebyla kožní bariéra pomocí DHA zlepšena. Možné vysvětlení 

může být apoptotické působení DHA na proliferující buňky, což znesnadňuje epidermální 

diferenciaci,183 nebo nedostatečný účinek na expresi involukrinu a lorikrinu. 

Neúčinnost ciglitazonu, která byla pozorována v naší studii, byla ve shodě s dříve 

publikovanými výsledky ve zdravých184 a atopických myších modelech176 a může být 

vysvětlena jeho poměrně nízkou afinitou k PPARγ receptoru.175 Přesto aktivace PPARγ vedla 

k účinnému potlačení imunitních odpovědí zprostředkovaných dendritickými buňkami a 

jaderným faktorem κB,37-38 což naznačuje silné protizánětlivé působení, ale toto zatím není 

možné studovat v rekonstruovaných kožních modelech. 

Závěrem, účinky PPAR agonistů na kožní bariéru byly zkoumány na filaggrin deficitní kůži 

poprvé. Ve shodě s předchozími studiemi agonista PPARα, WY14643, upreguloval filaggrin 

a napomáhal diferenciaci kůže. Navíc se nám podařilo dokázat, že WY14643 normalizoval 

narušený profil mastných kyselin, který se nacházel ve filaggrin deficitním modelu, redukcí 

hladin krátkých a nenasycených mastných kyselin na hodnoty nalezené v kontrolních 

kožních modelech, což nakonec vedlo k signifikantně zlepšené bariérové funkci kůže. PPARγ 

agonista, ciglitazon, a duální agonista, DHA, selhaly při zlepšení bariérové funkce kůže. 
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6. Závěr 

Acylceramidy jsou dlouho považovány za esenciální komponenty lipidové kožní bariéry. 

Jejich deficit je spojován s některými kožními onemocněními, jako je atopická dermatitida, 

psoriáza nebo lamelární ichtyóza.  Tyto ceramidy jsou zodpovědné za tvorbu dlouhé 

periodické lamelární fáze, což je jeden z předpokladů správného fungování kožní bariéry. 

Hlubšímu prozkoumání těchto látek brání jejich komerční nedostupnost a náročná izolace. 

Tato práce měla několik dílčích cílů. Prvním cílem této práce bylo připravit všechny lidské 

acylceramidy, vyskytující se v kůži. Pro přípravu těchto látek byla nalezena a optimalizována 

syntetická cesta, která umožnila připravit všechny acylceramidy (ceramidy EOS, EOP, EOdS 

a EOH) ve dvanácti krocích s celkovým výtěžkem 7 – 11 % (v závislosti na množství 

reaktantů). Klíčovými kroky tohoto postupu byla Wittigova reakce (umožnila tvorbu ultra-

dlouhého řetězce), použití sukcinimidylesteru (zvýšil rozpustnost jinak těžko rozpustných 

látek, sloužil jako chránící skupina při ω-esterifikaci a umožnil snadnou tvorbu amidové 

vazby v závěrečném kroku) a Yamaguchiho esterifikační reakce (s vysokým výtěžkem 

použita pro ω-esterifikaci jinak velmi nereaktivních látek). Struktura těchto ultra-dlouhých 

ceramidů byla potvrzena pomocí pokročilých NMR experimentů a jejich přítomnost v kůži 

byla dokázána pomocí HPTLC. 

Dalším cílem bylo zjistit, jak koncentrace a struktura acylceramidů ovlivňují permeabilitu a 

lipidovou organizaci modelových kožních lipidových membrán. Náš jednoduchý model, 

složený z jednoho ceramidu, jednoho acylceramidu, jedné mastné kyseliny, cholesterolu a 

cholesteryl-sulfátu, blízce napodoboval lamelární a laterální organizaci lipidů: dlouhá 

periodická fáze se začala formovat při 10 % koncentraci ceramidu EOS. Avšak permeability 

těchto mambrán s ceramidem EOS byly překvapivě vyšší než kontrola. Poté jsme připravili 

složitější model, který připomínal složení lidského stratum corneum mnohem lépe. 

V komplexním modelu přídavek 10 % acylceramidů očekávaně snížil permeabilitu membrán 

v porovnání s kontrolou bez acylceramidů. Membrány s ceramidem EOP (založeném na 

fytosfingosinu) a ceramidem EOdS (založeném na dihydrosfingosinu) byly méně propustné 

v porovnání s ceramidem EOS a směsí tří acylceramidů. Avšak pokusy s rentgenovou difrakcí 

ukázaly, že tyto nejméně propustné membrány neměly ani dlouhou periodickou fázi, ani 

orthorhombické uspořádání. Orthorhombické uspořádání bylo podporováno ceramidem 

EOS, zatímco dlouhá periodická fáze se tvořila pouze v membráně s ceramidy EO-mix. Zjistili 

jsme, že heterogenita lipidů je velmi důležitá  - pouze nejkomplexnější model s 9 

ceramidovými podtřídami napodoboval jak organizaci, tak i premeabilitu lipidových 

membrán stratum corneum. 
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Cílem bylo také využít připravené acylceramidy pro zlepšení kvantitativní analýzy lipidů 

z kožních vzorků a kožních modelů atopické dermatitidy. Účinky PPAR agonistů na kožní 

bariéru byly zkoumány na filaggrin deficitní kůži poprvé. Ve shodě s předchozími studiemi 

agonista PPARα, WY14643, upreguloval filaggrin a napomáhal diferenciaci kůže. Navíc se 

nám podařilo dokázat, že WY14643 normalizoval narušený profil mastných kyselin, který se 

nacházel ve filaggrin deficitním modelu, redukcí hladin krátkých a nenasycených mastných 

kyselin na hodnoty nalezené v kontrolních kožních modelech, což nakonec vedlo 

k signifikantně zlepšené bariérové funkci kůže. 

Posledním cílem bylo připravit některé deriváty ceramidů (ceramid-1-fosfáty a 

modifikovaný gangliosid GM1). Ceramid-1-fosfát založený na sfingosinu a dihydrosfingosinu 

byl připraven ve 3 krocích v celkovém výtěžku 34 % a 45 % s využitím mezifázové 

fosforylace. Modifikovaný gangliosid GM1 byl připraven z přírodního pomocí enzymatické 

deacylace následované acylací kyselinou s kratším řetězcem v celkovém výtěžku 40 %. Tyto 

deriváty budou použity pro studium jejich úlohy v buněčné signalizaci a v lipidových 

membránách (ceramid-1-fosfáty) a jako standardy pro kvantitativní analýzu biologického 

materiálu (gangliosid). 
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7. Experimentální část 

7.1. Chemikálie 

Organická rozpouštědla, použitá při syntéze, byla získána od společnosti PENTA (Praha, 

Česká republika). Rozpouštědla pro analýzu, v HPLC kvalitě, byla získána od společnosti 

Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Německo). Veškeré chemikálie byly získány od zavedených 

dodavatelů: Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Německo), Acros (Geel, Belgie) nebo Merck 

(Darmstadt, Německo) a byly použity bez dalšího čištění. Cer NH a 6-hydroxysfingosin byly 

připraveny modifikovaným postupem popsaným v literatuře.185-187 Cer NS (N-lignoceroyl 

sfingosin), NP (N-lignoceroyl fytosfingosin), AS (N-((R)-2-hydroxylignoceroyl sfingosin) a AP 

(N-((R)-2-hydroxylignoceroyl fytosfingosin) byly koupeny od Avanti Polar Lipids (Alabaster, 

AL, USA). Cer NdS (N-lignoceroyl dihydrosfingosin) a Cer AdS (N-((R)-2-hydroxylignoceroyl 

dihydrosfingosin) byly připraveny acylací dihydrosfingosinu lignocerovou kyselinou (LA) 

nebo 2-hydroxylignocerovou kyselinou s použitím N-(3-dimethylaminopropyl)-N‘-

ethylkarbodiimidu (WSC) v přítomnosti N-hydroxysukcinimidu. Lignocerová kyselina, 

dokosanová kyselina, eikosanová kyselina, oktadekanová kyselina, hexadekanová kyselina, 

Chol z lanolinu, CholS, theofylin (TH), indometacin (IND), gentamicin sulfát, dodekahydrát 

dihydrogenfosforečnanu sodného a propylen glykol byly zakoupeny od Sigma-Aldrich 

Chemie (Schnelldorf, Německo). NucleporeTM polykarbonátové membrány s velikostí pórů 

0,015 μm byly zakoupeny od Whatman (Kent, Maidstone, USA). Voda byla přečištěna 

s použitím Milli-Q systému (Merck Millipore, Billerica, MA, USA). 

7.2. Potvrzení struktury a čistoty připravených látek 

TLC bylo provedeno na hliníkových fóliích pokrytých silikagelem 60 F254. Pro sloupcovou 

chromatografii byl použit Merck Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm). TLC bylo vizualizováno 

pomocí směsi kyseliny fosfomolybdenové a síranu ceričitého v kyselině sírové, následované 

zahřátím na 220 °C. 

Teplota tání byla měřena pomocí Koflerova mikroskopu a je nekorigovaná. Infračervená 

spektra byla měřena na přístroji Nicolet 6700 v ATR módu (Thermo Scientific, Waltham, MA, 

USA). 1H, 13C a 2D NMR spektra byla měřena na přístroji Varian Mercury Vx BB 300 nebo 

VNMR S500 (Palo Alto, CA, USA). Chemické posuny jsou udány jako hodnota δ v ppm a jsou 

nepřímo vztaženy k tetramethylsilanu (TMS) pomocí signálu rozpouštědla. Elementární 

analýza byla provedena na přístroji Vario Micro Cube Elemental Analyzer (Elementar 
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Analysensysteme GmbH, Hanau, Německo). Matrix-assisted light desorption ionization – 

time of flight (MALDI-TOF) hmotnostní spektra byly zaznamenány v pozitivním módu na 

4800 MALDI-TOF/TOF hmotnostním spektrometru (AB Sciex, Framingham, MA). Matrice 

2,5-dihydroxybenzoová kyselina (LaserBio Labs, Sophia-Antipolis Cedex, France) nebo 6-

aza-2-thiothymin (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Německo) byly rozpuštěny na koncentraci 

10mg/ml v 50% MeOH s 0,1% přídavkem trifluoroctové kyseliny. Obě matrice byly 

připraveny s přídavkem a bez přídavku diammonium hydrogencitrátu (5 mM) pro potlačení 

tvorby adduktů. Vysoce rozlišovací hmotnostní spektrometrie (HRMS) byla měřena na 

přístroji Synapt G2 (Waters, Milford, USA). Optická otáčivost byla měřena na přístroji Krűss 

optronic P3000 (Krűss GmbH, Hamburg, Německo). 

7.3. Syntéza ultra-dlouhých ceramidů 

16-Bromhexadekanol (1) 

 

16-Bromhexadekanová kyselina (30 g, 89,4 mmol) byla rozpuštěna ve 180 ml suchého THF 

a ochlazena ledem na 0 °C. Do tohoto roztoku bylo pomalu přidáno 108 ml (108 mmol) 1M 

BH3·THF, teplota byla pomalu zvýšena na laboratorní a reakční směs byla míchána při 

laboratorní teplotě 24 h pod argonovou atmosférou. Po 24 h byla reakční směs odpařena 

na vakuu a zbytek byl rozpuštěn v MeOH a znovu odpařen pro odstranění zbytků boranu. 

Tento proces byl opakován třikrát a surový produkt byl čištěn sloupcovou chromatografií 

s použitím Hex/EtOAc 9:1 s 0,5% přídavkem octové kyseliny. Výtěžek: 27,80 g (97 %) látky 

1 jako bílá krystalická látka. Teplota tání 52 – 53 °C, literatura 53 – 54 °C.188-189 TLC 

(Hex/EtOAc 9:1 s 0,5% kyseliny octové), Rf = 0,24. IR 3267, 2920, 2850, 1473, 720 cm-1. 1H 

NMR (300 MHz, CDCl3) δ 3.63 (t, J = 6.6 Hz, 2H, HO-CH2), 3.40 (t, J = 6.9 Hz, 2H, Br-CH2), 1.91 

– 1.78 (m, 2H, Br-CH2-CH2), 1.62 – 1.50 (m, 2H, HO-CH2-CH2), 1.46 – 1.19 (m, 24H). 13C NMR 

(75 MHz, CDCl3) δ 63.06, 34.05, 32.82, 32.79, 29.62, 29.59, 29.57, 29.52, 29.41, 28.75, 28.16, 

25.72.  Elementární analýza: C16H33BrO (321,34) Vypočteno: C 59.80 H 10.35, nalezeno: C 

59.44 H 10.41. 

  



76 
 

2-((16-Bromhexadecyl)oxy)tetrahydro-2H-pyran (4) 

 

Sloučenina 1 (27,8 g, 86,5 mmol) byla smíchána s 885 mg (35,2 mmol) pyridinium p-

toluensulfonátem a vysušena na vakuu. Tato směs byla rozpuštěna v 315 ml suchého CHCl3 

a bylo přidáno 15,8 ml (173 mmol) 3,4-dihydro-2H-pyranu. Reakční směs byla zahřívána na 

reflux po dobu 3 h pod argonovou atmosférou. Reakce byla ukončena přídavkem 500 ml 

vody a extrahována CHCl3 (2  300 ml). Surový produkt byl čištěn sloupcovou chromatografií 

s použitím Hex/EtOAc 30:1. Výtěžek: 34,13 g (97 %) látky 4 jako bezbarvý olej. Teplota tání 

24 – 25 °C, literatura 26 – 27 °C.190 TLC (Hex/EtOAc 9:1), Rf = 0.51. IR 2924, 2853, 1466 cm-

1.  1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 4.57 (dd, J = 4.4, 2.7 Hz, 1H, O-CH-O), 3.92 – 3.81 (m, 1H, O-

CH), 3.77 – 3.64 (m, 1H, O-CH), 3.54 – 3.44 (m, 1H, O-CH), 3.42 – 3.32 (m, 3H, Br-CH2, O-CH), 

1.91 – 1.77 (m, 3H), 1.64 – 1.47 (m, 6H), 1.44 – 1.16 (m, 25H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 

98.81, 67.67, 62.31, 34.04, 32.82, 30.76, 29.73, 29.62, 29.58, 29.51, 29.47, 29.41, 28.74, 

28.15, 26.21, 25.48, 19.68. Ve shodě s literaturou.190 

 

16-((Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)hexadecyl-acetát (5) 

 

Sloučenina 4 (34,13 g, 84,2 mmol) byla rozpuštěna v 700 ml DMF a bylo přidáno 8,29 g (101 

mmol) octanu sodného. Reakční směs byla zahřívána na 90 °C po dobu 6 h. Po ochlazení byl 

DMF částečně odpařen (na přibližně 300 ml), byl přidán CHCl3 a reakční směs byla 

extrahována vodou (4  300 ml) pro odstranění DMF a nezreagovaného octanu. Produkt byl 

čištěn sloupcovou chromatografií s použitím Hex/EtOAc 25:1. Výtěžek: 30,42 g (94 %) 

sloučeniny 5 jako bezbarvý olej. TLC (Hex/EtOAc 6:1), Rf = 0.49. IR 2919, 2851, 1731, 1479. 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 4.56 (dd, J = 4.6, 2.7 Hz, 1H, O-CH-O), 4.03 (t, J = 6.7 Hz, 2H, 

COO-CH2), 3.91 – 3.80 (m, 1H, O-CH), 3.77 – 3.66 (m, 1H, O-CH), 3.53 – 3.43 (m, 1H, O-CH), 

3.42 – 3.31 (m, 1H, O-CH), 2.03 (s, 3H, CO-CH3), 1.88 – 1.64 (m, 2H), 1.64 – 1.44 (m, 8H), 

1.39 – 1.16 (m, 24H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 171.18, 98.78, 67.65, 64.62, 62.28, 30.75, 

29.72, 29.71, 29.62, 29.60, 29.57, 29.53, 29.48, 29.45, 29.22, 28.56, 26.21, 25.87, 25.47, 

19.66. HRMS: C23H44O4 [M + Na]+ Vypočteno: 407.3132, nalezeno: 407.3134. 
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16-((Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)hexadekan-1-ol (6) 

 

Sloučenina 5 (30,42 g, 79,1 mmol) byla rozpuštěna ve 100 ml suchého THF a ochlazena na 0 

°C. Poté bylo pomalu přidáno 197,8 ml (197,8 mmol) 1M roztoku LiAlH4 v THF pod 

argonovou atmosférou. Reakční směs byla pomalu zahřáta na laboratorní teplotu a míchána 

přes noc. Reakce byla ukončena velmi pomalým přidáním vody a extrahována do CHCl3 (3  

150 ml). Surový produkt byl čištěn sloupcovou chromatografií s použitím Hex/EtOAc 7:1. 

Výtěžek: 22,27 g (82 %) sloučeniny 6 jako bílá pevná látka. Teplota tání 36 – 37 °C, literatura 

72 – 73 °C.191 Přestože se teplota tání o tolik liší oproti literatuře, ostatní spektroskopické 

data potvrzují strukturu i čistotu produktu 6. TLC (Hex/EtOAc 6:1), Rf = 0.13, (Hex/EtOAc 

3:1), Rf = 0.44. IR 3424, 2922, 2850, 1469, 724 cm-1. 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 4.57 (dd, J 

= 4.5, 2.7 Hz, 1H, O-CH-O), 3.94 – 3.79 (m, 1H, O-CH), 3.78 – 3.66 (m, 1H, O-CH), 3.62 (t, J = 

6.6 Hz, 2H, HO-CH2), 3.55 – 3.43 (m, 1H, O-CH), 3.42 – 3.30 (m, 1H, O-CH), 1.92 – 1.63 (m, 

2H), 1.62 – 1.44 (m, 8H), 1.42 – 1.14 (m, 24H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 98.80, 67.68, 

63.03, 63.02, 62.30, 32.78, 30.74, 29.72, 29.65, 29.61, 29.57, 29.46, 29.41, 29.40, 26.21, 

25.71, 25.47, 19.66. Elementární analýza: C21H42O3 (342.56) Vypočteno: C 73.63 H 12.36, 

nalezeno: C 73.27 H 12.73. 

 

16-((Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)hexadekanal (7) 

 

3,85 ml (44,8 mmol) (COCl)2 bylo rozpuštěno v 200 ml DCM pod argonovou atmosférou a 

ochlazeno na -55 °C. Suchý DMSO (7,04 ml, 99,1 mmol) byl rozpuštěn ve 100 ml suchého 

DCM a tento roztok byl přidán k roztoku (COCl)2. Po 10 minutách bylo pomalu přidáno 11 g 

(32,1 mmol) sloučeniny 6 ve 100 ml suchého DCM a reakční směs byla míchána ještě 1,5 h 

při -55 °C. Poté bylo přídáno 13,75 ml (98,6 mmol) suchého TEA, teplota byla pomalu 

zvýšena na laboratorní a reakční směs byla míchána přes noc pod argonovou atmosférou. 

Reakce byla ukončena přídavkem roztoku NaCl (300 ml) a extrahována do CHCl3 (3  150 

ml). Produkt byl čištěn sloupcovou chromatografií s použitím Hex/EtOAc 15:1. Výtěžek: 9,40 

g (86 %) sloučeniny 7 jako bezbarvý olej. TLC (Hex/EtOAc 6:1), Rf = 0.46. IR 2923, 2852, 1727, 

1464 cm-1. 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 9.75 (t, J = 1.8 Hz, 1H, CO-H), 4.56 (dd, J = 4.5, 2.7 

Hz, 1H, O-CH-O), 3.91 – 3.78 (m, 1H, O-CH), 3.77 – 3.65 (m, 1H, O-CH), 3.53 – 3.42 (m, 1H, 

O-CH), 3.42 – 3.26 (m, 1H, O-CH), 2.41 (td, J = 7.3, 1.8 Hz, 2H, CH2-CO), 1.91 – 1.64 (m, 2H), 

1.61 – 1.47 (m, 8H), 1.42 – 1.13 (m, 22H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 202.91, 98.79, 67.66, 
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62.29, 43.88, 30.75, 29.72, 29.62, 29.61, 29.59, 29.57, 29.54, 29.46, 29.39, 29.32, 29.25, 

29.22, 29.13, 26.21, 25.48, 19.66. HRMS: C21H40O3 [M + Na]+ Vypočteno: 363.2870, 

nalezeno: 363.2878. 

 

(15-Karboxypentadecyl)trifenylfosfonium-bromid (8) 

 

16-Bromhexadekanová kyselina (20 g, 59,6 mmol) byla smíchána s 16 g (61 mmol) 

trifenylfosfinu. Reakční směs byla míchána při 140 °C bez rozpouštědla (jako tavenina) 30 h. 

Po ochladnutí byla želatinovitá látka rozpuštěna v minimálním množství CHCl3 a nalita do 

alespoň trojnásobného množství diethyleteru. Suspenze byl ponechána 2 h při -20 °C a poté 

odfiltrována. Tato precipitace byla opakována ještě dvakrát. Výtěžek: 34,33 g (96 %) 

sloučeniny 8 jako bílá pevná látka. Teplota tání 103 – 104 °C. TLC (Hex/EtOAc 6:1), Rf = 0.00, 

(CHCl3/MeOH 10:1), Rf = 0.30. IR 2922, 2850, 1715, 1464, 1437, 1113, 691 cm-1. 1H NMR 

(300 MHz, CDCl3) δ 7.84 – 7.74 (m, 9H, Ar-H), 7.73 – 7.63 (m, 6H, Ar-H), 3.77 – 3.47 (m, 2H, 

P+-CH2), 2.33 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CO-CH2), 1.75 – 1.42 (m, 6H), 1.35 – 0.98 (m, 20H). 13C NMR 

(75 MHz, CDCl3) δ 177.78, 134.99 (d, J = 3.0 Hz), 133.54 (d, J = 10.0 Hz), 130.46 (d, J = 12.5 

Hz), 118.19 (d, J = 85.9 Hz), 34.26, 30.35 (d, J = 15.6 Hz), 29.30, 29.17, 29.05, 28.88, 24.69, 

22.96, 22.55, 22.49, 22.30. Elementární analýza: C34H46BrO2P (597.61) Vypočteno: C 68.33 

H 7.76, nalezeno: C 68.12 H 8.05. 

 

(E/Z)-32-((Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)dotriakont-16-enová kyselina (9) 

 

Sloučenina 8 (17,1 g, 28,6 mmol) byla rozsuspendována v 250 ml suchého THF pod 

argonovou atmosférou a ochlazena na -20 °C. 1M bis(trimethylsilyl)amid sodný (65,6 ml, 

65,6 mmol) v THF byl přidán a roztok byl ještě 30 minut míchán při -20 °C. Teplota byla 

pomalu zvýšena na laboratorní a posléze až na reflux po dobu 1 h. Vzniklá oranžová 

suspenze byla ochlazena na -20 °C a bylo pomalu přidáno 9,40 g (27,6 mmol) aldehydu 7 ve 

150 ml suchého THF. Chlazení pokračovalo dalších 30 minut, poté byla reakční směs zahřáta 

na laboratorní teplotu a míchána přes noc. Reakce byla ukončena přídavkem 300 ml 

nasyceného roztoku NH4Cl a okyselena koncentrovanou HCl na pH 1. Extrakce do CHCl3 (3 
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 300 ml) byla následována sloupcovou chromatografií, nejprve Hex/EtOAc 15:1 a po tom, 

co byl odpláchnut veškerý nezreagovaný aldehyd, bylo přidáno 0,5 % kyseliny octové do 

mobilní fáze. Výtěžek: 6,05 g (38 %) sloučeniny 9 jako bílá pevná látka. Teplota tání 47 – 

48.5 °C. TLC (Hex/EtOAc 6:1 s 0,5 % kyseliny octové), Rf = 0.20 a 0.24 (jako dvě skvrny). IR 

2918, 2850, 1713, 1472 cm-1. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 5.36 (m, 2H, CH=CH), 4.60 (dd, J 

= 4.4, 2.8 Hz, 1H, O-CH-O), 3.92 – 3.84 (m, 1H, O-CH), 3.77 – 3.69 (m, 1H, O-CH), 3.55 – 3.47 

(m, 1H, O-CH), 3.43 – 3.34 (m, 1H, O-CH), 2.35 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH2-CO), 2.05 – 1.98 (m, 4H, 

CH2-CH=CH-CH2), 1.89 – 1.79 (m, 2H), 1.77 – 1.67 (m, 2H), 1.66 – 1.49 (m, 8H), 1.41 – 1.16 

(m, 44H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 178.98, 129.88, 98.80, 67.71, 62.28, 33.90, 30.76, 

29.76, 29.74, 29.68, 29.66, 29.65, 29.63, 29.62, 29.60, 29.59, 29.55, 29.52, 29.49, 29.44, 

29.31, 29.24, 29.07, 27.20, 26.23, 25.50, 24.70, 19.65. Elementární analýza: 

C37H70O3·0.5H2O (587.96) Vypočteno: C75.58 H 12.17, nalezeno: C 75.30 H 12.40. 

 

Methyl-(E/Z)-32-((tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)dotriakont-16-enoát (10) 

 

Sloučenina 9 (400 mg, 0,69 mmol) byla smíchána s 102 mg (0,83 mmol) 4-

dimethylaminopyridinu, rozpuštěna v 20 ml suchého DCM a ochlazena na 0 °C. Poté byl 

přidán WSC (306 μl, 1,73 mmol) a 10 ml suchého MeOH a reakční směs byla zahřívána na 

reflux po dobu 5 h pod argonovou atmosférou. Reakce byla ukončena 10 ml 10% HCl a 

extrahována do CHCl3 (3  20 ml). Produkt byl čištěn sloupcovou chromatografií s použitím 

Hex/EtOAc 25:1. Výtěžek: 192 mg (47 %) sloučeniny 10 jako bílá pevná látka. Teplota tání 

40 – 41 °C. TLC (Hex/EtOAc 6:1), Rf = 0.56. IR 2917, 2849, 1736, 1472 cm-1. 1H NMR (500 

MHz, CDCl3) δ 5.40 – 5.31 (m, 2H, CH=CH), 4.59 (dd, J = 4.5, 2.8 Hz, 1H, O-CH-O), 3.93 – 3.83 

(m, 1H, O-CH), 3.78 – 3.69 (m, 1H, O-CH), 3.68 (s, 3H, COO-CH3), 3.55 – 3.47 (m, 1H, O-CH), 

3.44 – 3.33 (m, 1H, O-CH), 2.31 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CO-CH2), 2.08 – 1.95 (m, 4H, CH2-CH=CH-

CH2), 1.89 – 1.78 (m, 1H), 1.77 – 1.67 (m, 1H), 1.66 – 1.47 (m, 8H), 1.41 – 1.19 (m, 46H). 13C 

NMR (75 MHz, CDCl3) δ 174.31, 130.33, 129.87, 98.81, 67.68, 62.31, 51.41, 34.10, 32.60, 

30.77, 29.76, 29.71, 29.67, 29.64, 29.59, 29.56, 29.53, 29.49, 29.45, 29.31, 29.25, 29.17, 

29.14, 27.20, 26.24, 25.50, 24.95, 19.69. Elementární analýza: C38H72O4 (592.99) 

Vypočteno: C 76.97 H 12.24, nalezeno: C 76.61 H 12.56. 
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Methyl-32-((tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)dotriakontanoát (11) 

 

Sloučenina 10 (192 mg, 0,32 mmol) byla rozpuštěna v 50 ml EtOAc, byl přidán 1 mg (0,01 

mmol) Pd/C (10 % w/w) a reakční směs byla míchána při laboratorní teplotě pod atmosférou 

vodíku přes noc. Poté byl přidán CHCl3, dokud se celá vykrystalizovaná látka nerozpustila a 

paládiový katalyzátor byl odfiltrován. Rozpouštědla byla odpařena a tuto látku bylo možné 

použít do dalšího kroku bez čištění. Pro přečištění je možné použít sloupcovou 

chromatografii Hex/EtOAc 10:1. Výtěžek: 173 mg (90 %) sloučeniny 11 jako bílá voskovitá 

látka. Teplota tání 69 – 71 °C. TLC (Hex/EtOAc 6:1), Rf = 0.55. IR 2918, 2849, 1741, 1473 cm-

1. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 4.59 (dd, J = 4.5, 2.9 Hz, 1H, O-CH-O), 3.95 – 3.83 (m, 1H, O-

CH), 3.78 – 3.70 (m, 1H, O-CH), 3.68 (s, 3H, COO-CH3), 3.55 – 3.46 (m, 1H, O-CH), 3.43 – 3.35 

(m, 1H, O-CH), 2.31 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CO-CH2), 1.90 – 1.79 (m, 1H), 1.78 – 1.68 (m, 1H), 1.67 

– 1.47 (m, 10H, překryto H2O), 1.41 – 1.18 (m, 52H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 174.31, 

98.82, 67.69, 62.31, 51.40, 34.11, 30.78, 29.75, 29.69, 29.66, 29.63, 29.60, 29.58, 29.48, 

29.44, 29.24, 29.14, 26.23, 25.51, 24.95, 19.69. Elementární analýza: C38H74O4 (595.01) 

Vypočteno: C76.71 H 12.54, nalezeno: C 76.48 H 12.87. 

 

Methyl-32-hydroxydotriakontanoát (12) 

 

Sloučenina 11 (173 mg, 0,29 mmol) byla smíchána se 126 mg (0,73 mmol) monohydrátu p-

toluensulfonové kyseliny a rozsuspendována v 12 ml MeOH. Reakční směs byla míchána při 

laboratorní teplotě 48 h. MeOH byl odpařen, odparek byl rozpuštěn v 20 ml CHCl3 a 

extrahován vodným roztokem NaHCO3 (1  20 ml). CHCl3 frakce byla odpařena a 

rekrystalizována ze směsi CHCl3/MeOH 1:10. Výtěžek: 135 mg (91 %) sloučeniny 12 jako bílá 

pevná látka. Teplota tání 95 – 96 °C. TLC (Hex/EtOAc 6:1), Rf = 0.18. IR 2918, 2850, 1739, 

1473 cm-1. 1H NMR (500 MHz, CDCl3/CD3OD 5:1, 40 – 50 °C) δ 3.55 (s, 3H, O-CH3), 3.46 (t, J 

= 6.8 Hz, 2H, HO-CH2), 2.19 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CO-CH2), 1.58 – 1.46 (m, 2H), 1.45 – 1.37 (m, 

2H), 1.26 – 1.07 (m, 54H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3/CD3OD 5:1, 40 – 50 °C) δ 174.95, 62.42, 

51.47, 34.10, 32.51, 29.65, 29.63, 29.59, 29.54, 29.45, 29.40, 29.20, 29.09, 25.74, 24.90. 

Elementární analýza: C33H66O3·0.5 H2O (519.90) Vypočteno: C76.24 H 12.99, nalezeno: C 

76.32 H 13.21. 
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32-Hydroxydotriakontanová kyselina (13) 

 

Sloučenina 12 (135 mg, 0,26 mmol) byla rozsuspendována v 12 ml MeOH. NaOH (104 mg, 

2,6 mmol) byl přidán a reakční směs byla zahřívána na reflux po dobu 24 h. Po ochlazení byl 

MeOH odpařen a pevná látka byla rozsuspendována v 15 ml vody. Suspenze byla okyselena 

na pH 1 koncentrovanou HCl. Pevná látka byla odfiltrována a promyta 30 ml vody, poté byl 

surový produkt čištěn sloupcovou chromatografií s použitím CHCl3/MeOH 20:1. Výtěžek: 

115 mg (88 %) sloučeniny 13 jako bílá pevná látka. Teplota tání 108.5 – 110 °C. TLC 

(Hex/EtOAc 6:1), Rf = 0.00, (CHCl3/MeOH 19:1), Rf = 0.33. IR 2918, 2849, 1738, 1462. 1H 

NMR (500 MHz, CDCl3/CD3OD 5:1, 40 – 50 °C) δ 3.48 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CH2OH), 2.19 (t, J = 

7.6 Hz, 2H, CO-CH2), 1.57 – 1.47 (m, 2H), 1.47 – 1.40 (m, 2H), 1.30 – 1.08 (m, 54H). 13C NMR 

(126 MHz, CDCl3/CD3OD 5:1, 40 – 50 °C) δ 178.52, 66.37, 55.09, 37.93, 36.43, 33.42, 33.37, 

33.32, 33.23, 33.19, 33.04, 32.97, 32.95, 32.91, 29.57. Elementární analýza: C32H64O3 

(496.86) Vypočteno: C 77.36 H 12.98, nalezeno: C 77.09 H 13.20. 

 

Sukcinimid-1-yl-(E/Z)-32-((tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)dotriakont-16-enoát (14) 

 

Sloučenina 9 (12,2 g, 21,1 mmol) byla dobře vysušena na vakuu a smíchána s 10,8 g (42,2 

mmol) disukcinimidyl-karbonátu a rozpuštěna v 2000 ml suchého DCM při 0 °C. Byl přidán 

suchý diisopropylethyl amin (7,35 ml, 42,2 mmol), reakční směs byla zahřáta na laboratorní 

teplotu a míchána přes noc. Rozpouštědlo bylo odpařeno a produkt byl čištěn sloupcovou 

chromatografií s použitím Hex/EtOAc 6:1 s přídavkem 0,5 % kyseliny octové. Výtěžek: 9,17 

g (64 %) sloučeniny 14 jako bílá pevná látka. Při použití menšího množství výchozí látky (do 

100 mg) dosahuje výtěžek až 80 %. Teplota tání 63 – 65 °C. TLC (Hex/EtOAc 3:1 s 0.5 % 

kyseliny octové), Rf = 0.40. IR 2921, 2850, 1820, 1788, 1741, 1726, 1465 cm-1. 1H NMR (300 

MHz, CDCl3) δ 5.34 (m, 2H, CH=CH), 4.59 – 4.54 (m, 1H, O-CH-O), 3.93 – 3.80 (m, 1H, O-CH), 

3.79 – 3.66 (m, 1H, O-CH), 3.54 – 3.43 (m, 1H, O-CH), 3.42 – 3.31 (m, 1H, O-CH), 2.83 (s, 4H, 

CO-CH2-CH2-CO), 2.59 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CO-CH2), 2.07 – 1.91 (m, 4H), 1.79 – 1.66 (m, 4H), 

1.65 – 1.45 (m, 8H), 1.44 – 1.09 (m, 44H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 169.13, 168.66, 
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129.87, 98.81, 67.69, 62.31, 30.93, 30.78, 29.77, 29.75, 29.67, 29.65, 29.61, 29.60, 29.56, 

29.49, 29.35, 29.32, 29.08, 28.79, 27.20, 26.23, 25.58, 25.50, 24.56, 19.69. Elementární 

analýza: C41H73NO6· 0.5 H2O (685.05) Vypočteno: C 71.89 H 10.89 N 2.04, nalezeno: C 72.01 

H 11.25 N 1.95. 

 

Sukcinimid-1-yl-32-((tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)dotriakontanoát (15) 

 

Sloučenina 14 (9,17 g, 13,6 mmol) byla rozpuštěna v 4,59 l EtOAc, bylo přidáno 430 mg 

(0,408 mmol) Pd/C (10 % w/w) a reakční směs byla intenzivně míchána při laboratorní 

teplotě pod atmosférou vodíku 50 h. Do vzniklé suspenze byl přidán CHCl3 do rozpuštění 

veškeré látky a Pd/C katalyzátor byl odfiltrován. Po odpaření rozpouštědla byl surový 

produkt krystalizován z EtOAc. Výtěžek: 7,45 g (81 %) sloučeniny 15 jako bílá pevná látka. 

Při použití menšího množství výchozí látky (do 100 mg) je výtěžek téměř kvantitativní. 

Teplota tání 97 – 98.5 °C. TLC (Hex/EtOAc 3:1 s 0.5 % kyseliny octové), Rf = 0.40. IR 2919, 

2849, 1820, 1788, 1741, 1725, 1463 cm-1. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 4.58 (dd, J = 4.5, 2.8 

Hz, 1H, O-CH-O), 3.93 – 3.83 (m, 1H, O-CH), 3.78 – 3.68 (m, 1H, O-CH), 3.55 – 3.46 (m, 1H, 

O-CH), 3.43 – 3.33 (m, 1H, O-CH), 2.84 (s, 4H, CO-CH2-CH2-CO), 2.61 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CO-

CH2), 1.89 – 1.67 (m, 2H), 1.64 – 1.49 (m, 4H), 1.45 – 1.19 (m, 58H). 13C NMR (126 MHz, 

CDCl3) δ 169.11, 168.64, 98.80, 67.67, 62.29, 30.92, 30.77, 29.74, 29.68, 29.66, 29.64, 29.60, 

29.58, 29.53, 29.47, 29.33, 29.06, 28.77, 26.22, 25.56, 25.49, 24.55, 19.68. Elementární 

analýza: C41H75NO6 (678.05) Vypočteno: C 72.63 H 11.15 N 2.07, nalezeno: C 72.38 H 11.53 

N 2.00. 

 

Sukcinimid-1-yl-32-hydroxydotriakontanoát (16) 

 

Sloučenina 15 (7,45 g, 11,0 mmol) byla rozpuštěna v 335 ml MeOH. Bylo přidáno 6,28 g (33 

mmol) p-toluensulfonové kyseliny a reakční směs byla míchána při laboratorní teplotě přes 

noc. Po odpaření MeOH byla pevná látka rozsuspendována ve 300 ml vody, odfiltrována a 
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propláchnuta vodou do neutrálního pH. Produkt byl čištěn sloupcovou chromatografií 

s pomocí CHCl3/MeOH 100:1 až 50:1. Výtěžek: 4,91 g (75 %) sloučeniny 16 jako bílá pevná 

látka. Teplota tání 121.5 – 122.5 °C. TLC (CHCl3/MeOH 19:1), Rf = 0.49. IR 2920, 2848, 1820, 

1788, 1741, 1725, 1461 cm-1. 1H NMR (500 MHz, CDCl3/CD3OD 5:1) δ 3.47 (t, J = 6.7 Hz, 2H, 

HO-CH2), 2.71 (s, 4H, CO-CH2-CH2-CO), 2.49 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CO-CH2), 1.69 – 1.58 (m, 2H), 

1.49 – 1.39 (m, 2H), 1.36 – 1.26 (m, 2H), 1.25 – 1.10 (m, 52H). 13C NMR (126 MHz, 

CDCl3/CD3OD) δ 169.42, 168.68, 62.36, 32.44, 30.73, 29.42, 29.36, 29.28, 29.22, 29.09, 

28.82, 28.56, 25.58, 25.39, 24.39. Elementární analýza: C36H67NO5 (593.93) Vypočteno: C 

72.80 H 11.37 N 2.36, nalezeno: C 72.65 H 11.78 N 2.25. 

 

Sukcinimid-1-yl-32-(linoleoyloxy)dotriakontanoát (17) 

 

Sloučenina 16 (350 mg, 0,59 mmol) byla vysušena ve vakuu. Potom k ní byla přidána kyselina 

linolová (182 mg, 0,65 mmol) v 70 ml suchého THF pod argonovou atmosférou. Reakční 

směs byla naředěna ještě 70 ml THF, byl přidán 2,4,6-trichlorbenzoyl chlorid (102 μl, 0,65 

mmol), poté suchý TEA (205 μl, 1,47 mmol) a reakční směs byla míchána při laboratorní 

teplotě 2 minuty. Poté byl přidán 4-(dimethylamino)pyridin (43 mg, 0,35 mmol) a reakční 

směs byla míchána při laboratorní teplotě 40 h. Ze suspenze se postupně stal zakalený 

roztok. Po 40 h bylo přidáno 50 ml CHCl3 do vyčeření roztoku, reakční směs byla 

naadsorbována na silikagel a produkt byl přečištěn sloupcovou chromatografií s použitím 

CHCl3/MeOH 100:1. Výtěžek: 426 mg (84 %) sloučeniny 17 jako bílá pevná látka. Teplota 

tání 89 – 90 °C. TLC (CHCl3/MeOH 19:1), Rf = 0.87. IR 2919, 2850, 1821, 1787, 1740, 1725, 

1471 cm-1. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 5.46 – 5.21 (m, 4H, CH=CH-CH2-CH=CH), 4.06 (t, J = 

6.7 Hz, 2H, COO-CH2), 2.84 (s, 4H, CO-CH2-CH2-CO), 2.78 (t, J = 6.6 Hz, 2H, CH=CH-CH2-

CH=CH), 2.61 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH2-CO), 2.29 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH2-CO), 2.13 – 1.97 (m, 4H, 

CH=CH-CH2), 1.82 – 1.69 (m, 4H), 1.67 – 1.58 (m, 4H), 1.45 – 1.18 (m, 66H), 0.90 (t, J = 6.8 

Hz, 3H, CH3). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 173.94, 169.12, 168.65, 130.18, 130.02, 128.01, 

127.88, 64.40, 34.39, 31.51, 30.94, 29.70, 29.66, 29.64, 29.62, 29.58, 29.55, 29.52, 29.35, 

29.25, 29.16, 29.11, 29.08, 28.79, 28.65, 27.18, 25.93, 25.62, 25.58, 25.00, 24.56, 22.56, 

14.06. Elementární analýza: C54H97NO6 (856.37) Vypočteno: C 75.74 H 11.42 N 1.64, 

nalezeno: C 75.52 H 11.67 N 1.60. 
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N-((2S,3R,E)-1,3-Dihydroxyoctadec-4-en-2-yl)-32-(linoleoyloxy)dotriakontanamid (Cer EOS) 

 

Sloučenina 17 (150 mg, 0,18 mmol) byla smíchána se 79 mg (0,26 mmol) sfingosinu a 

rozpuštěna v 30 ml suchého THF a 15 ml suchého DCM. Suchý diisopropylethylamin (94 μl, 

0,54 mmol) byl přidán a reakční směs byla míchána při laboratorní teplotě pod argonovou 

atmosférou 30 h. Po odpaření rozpouštědel byl surový produkt čištěn sloupcovou 

chromatografií s pomocí CHCl3/MeOH 50:1. Výtěžek: 168 mg (92 %) Cer EOS jako bílá pevná 

látka. Teplota tání 84.5 – 85.5 °C. TLC (CHCl3/MeOH 19:1), Rf = 0.44. [α]D
25 = 5.83 (c = 1, 

CHCl3). IR 3303, 2918, 2850, 1733, 1645, 1550, 1466 cm-1. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 6.25 

(d, J = 7.6 Hz, 1H, NH), 5.86 – 5.71 (m, 1H, CH(OH)-CH=CH), 5.59 – 5.47 (m, 1H, CH(OH)-

CH=CH), 5.44 – 5.27 (m, 4H, CH=CH-CH2-CH=CH), 4.33 (m, 1H, CH(OH)), 4.06 (t, J = 6.7 Hz, 

2H, COO-CH2), 4.00 – 3.87 (m, 2H, CH(NH)-CH2-OH), 3.76 – 3.65 (m, 1H, CH2-OH), 2.78 (t, J 

= 6.9 Hz, 2H, CH=CH-CH2-CH=CH), 2.30 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CO-CH2), 2.25 – 2.16 (m, 2H, CO-

CH2), 2.13 – 1.99 (m, 4H), 1.70 – 1.54 (m, 6H), 1.43 – 1.17 (m, 92H), 0.94 – 0.82 (m, 6H, CH3). 
13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 173.99, 173.86, 134.25, 130.18, 130.02, 128.79, 128.00, 127.87, 

74.67, 64.41, 62.50, 54.46, 36.83, 34.39, 32.27, 31.91, 31.51, 29.69, 29.67, 29.64, 29.61, 

29.57, 29.52, 29.50, 29.48, 29.36, 29.34, 29.33, 29.28, 29.25, 29.21, 29.16, 29.10, 28.63, 

27.18, 25.92, 25.74, 25.61, 24.99, 22.67, 22.56, 14.10, 14.05. Elementární analýza: 

C68H129NO5·H2O (1058.80) Vypočteno: C 77.14 H 12.47 N 1.32, nalezeno: C 77.30 H 12.55 N 

1.27. MALDI [M + H]+ Vypočteno: 1041.00, nalezeno: 1040.98. 

 

32-(linoleoyloxy)-N-((2S,3S,4R)-1,3,4-trihydroxyoktadekan-2-yl)dotriakontanamid (Cer 

EOP) 

 

Sloučenina 17 (100 mg, 0,12 mmol) byla smíchána s 57 mg (0,18 mmol) fytosfingosinu a 

rozpuštěna v 25 ml suchého THF a 10 ml suchého DCM. Suchý diisopropylethylamin (62,7 

μl, 0,36 mmol) byl přidán a reakční směs byla míchána při laboratorní teplotě pod 
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argonovou atmosférou 30 h. Po odpaření rozpouštědel byl surový produkt čištěn 

sloupcovou chromatografií s pomocí CHCl3/MeOH 50:1. Výtěžek: 110 mg (89 %) Cer EOP 

jako bílá pevná látka. Teplota tání 106 – 107.5 °C. TLC (CHCl3/MeOH 19:1), Rf = 0.38. [α]D
25 

= -3.88 (c = 1, CHCl3). IR 3306, 2918, 2850, 1732, 1641, 1546, 1472 cm-1. 1H NMR (500 MHz, 

CDCl3) δ 6.37 (d, J = 7.6 Hz, 1H, NH), 5.47 – 5.24 (m, 4H, CH=CH-CH2-CH=CH), 4.22 – 4.10 (m, 

1H, CH(NH)), 4.06 (t, J = 6.7 Hz, 2H, COO-CH2), 3.91 (m, 1H, CH2(OH)), 3.73 (m, 1H, CH2(OH)), 

3.66 – 3.53 (m, 2H, CH(OH)-CH(OH)), 2.78 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CH=CH-CH2-CH=CH), 2.30 (t, J = 

7.5 Hz, 2H, CO-CH2), 2.24 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CO-CH2), 2.10 – 1.99 (m, 4H, CH=CH-CH2), 1.84 – 

1.70 (m, 2H), 1.70 – 1.56 (m, 8H), 1.56 – 1.42 (m, 2H), 1.43 – 1.16 (m, 88H), 0.95 – 0.82 (m, 

6H, CH2-CH3). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 174.64, 174.01, 130.20, 130.04, 128.02, 127.89, 

72.61, 64.43, 61.94, 53.57, 36.65, 34.41, 33.45, 31.93, 31.52, 29.71, 29.67, 29.62, 29.53, 

29.51, 29.35, 29.26, 29.18, 29.12, 28.65, 27.20, 25.94, 25.72, 25.63, 25.59, 25.01, 22.69, 

22.57, 14.12, 14.07. Elementární analýza: C68H131NO6·H2O (1076.82) Vypočteno: C75.85 H 

12.45 N 1.30, nalezeno: C 76.04 H 12.55 N 1.19. MALDI [M + H]+ Vypočteno: 1059.01, 

nalezeno: 1059.02. 

 

N-((2S,3R)-1,3-Dihydroxyoktadekan-2-yl)-32-(linoleoyloxy)dotriakontanamid (Cer EOdS) 

 

Sloučenina 17 (80 mg, 0,09 mmol) byla smíchána s 41 mg (0,14 mmol) dihydrosfingosinu a 

rozpuštěna v 16 ml suchého THF a 8 ml suchého DCM. Suchý diisopropylethylamin (47 μl, 

0,27 mmol) byl přidán a reakční směs byla míchána při laboratorní teplotě pod argonovou 

atmosférou 30 h. Po odpaření rozpouštědel byl surový produkt čištěn sloupcovou 

chromatografií s pomocí CHCl3/MeOH 50:1. Výtěžek: 93 mg (96 %) Cer EOdS jako bílá pevná 

látka. Teplota tání 93.5 – 95 °C. TLC (CHCl3/MeOH 19:1), Rf = 0.44. [α]D
25 = -1.96 (c = 1, 

CHCl3). IR 3368, 2917, 2851, 1726, 1638, 1557, 1473 cm-1. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 6.37 

(d, J = 7.7 Hz, 1H, NH), 5.47 – 5.25 (m, 4H, CH=CH-CH2-CH=CH), 4.06 (t, J = 6.8 Hz, 2H, COO-

CH2), 4.04 – 4.00 (m, 1H, CH2(OH)), 3.87 – 3.81 (m, 1H, CH(NH)), 3.81 – 3.73 (m, 2H, CH2(OH)-

CH(NH)-CH(OH)), 2.78 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH=CH-CH2-CH=CH), 2.30 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CO-CH2), 

2.23 (t, J = 7.7 Hz, 2H, CO-CH2), 2.11 – 2.01 (m, 4H, CH=CH-CH2), 1.70 – 1.57 (m, 8H), 1.58 – 

1.50 (m, 4H), 1.44 – 1.17 (m, 90H), 0.94 – 0.84 (m, 6H, CH2-CH3). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) 

δ 174.02, 173.57, 130.20, 130.03, 128.02, 127.89, 74.25, 64.43, 62.51, 53.70, 36.88, 34.55, 

34.41, 31.93, 31.53, 29.71, 29.68, 29.66, 29.64, 29.59, 29.57, 29.54, 29.52, 29.37, 29.35, 
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29.31, 29.26, 29.17, 29.13, 29.12, 28.65, 27.19, 25.97, 25.94, 25.78, 25.62, 25.01, 22.69, 

22.57, 14.12, 14.07. Elementární analýza: C68H131NO5·0.5 H2O (1051.81) Vypočteno: C 77.76 

H 12.65 N 1.33, nalezeno: C 77.66 H 12.86 N 1.24. MALDI [M + H]+ Vypočteno: 1043.01, 

nalezeno: 1043.00. 

 

32-(Linoleoyloxy)-N-((2S,3R,6R,E)-1,3,6-trihydroxyoktadec-4-en-2-yl)dotriakontanamid 

(Cer EOH) 

 

Sloučenina 17 (10 mg, 0,01 mmol) byla smíchána s 4 mg (0,01 mmol) 6-hydroxysfingosinu a 

rozpuštěna v 3 ml suchého THF a 1,5 ml suchého DCM. Suchý diisopropylethylamin (7 μl, 

0,04 mmol) byl přidán a reakční směs byla míchána při laboratorní teplotě pod argonovou 

atmosférou 30 h. Po odpaření rozpouštědel byl surový produkt čištěn sloupcovou 

chromatografií s pomocí CHCl3/MeOH 50:1. Výtěžek: 4 mg (33 %) Cer EOH jako bílá pevná 

látka. Teplota tání 94 – 96 °C. TLC (CHCl3/MeOH 19:1), Rf = 0.33. [α]D
25 = 38.95 (c = 0.267, 

CHCl3/MeOH 2:1). IR 3308, 2917, 2849, 1739, 1622, 1542, 1471. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) 

δ 6.28 (d, J = 7.1 Hz, 1H, NH), 5.86 (dd, J = 16.0, 5.7 Hz, 1H, CH(OH)-CH=CH-CH(OH)), 5.79 

(dd, J = 15.6, 5.5 Hz, 1H, CH(OH)-CH=CH-CH(OH)), 5.47 – 5.24 (m, 4H, CH=CH-CH2-CH=CH), 

4.45 – 4.35 (m, 1H, CH(NH)-CH(OH)), 4.21 – 4.14 (m, 1H, CH=CH-CH(OH)-CH2), 4.06 (t, J = 

6.7 Hz, 2H, COO-CH2), 4.02 – 3.92 (m, 2H, CH2(OH)-CH(NH)), 3.77 – 3.69 (m, 1H, CH2(OH)), 

2.78 (t, J = 6.6 Hz, 2H, CH=CH-CH2-CH=CH), 2.30 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CO-CH2), 2.24 (t, J = 7.7 

Hz, 2H, CO-CH2), 2.09 – 2.02 (m, 4H), 1.78 – 1.48 (m, 8H, překrývá se s vodou), 1.46 – 1.17 

(m, 88H), 0.92 – 0.87 (m, 6H, CH3). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 173.99, 173.94, 135.58, 

130.20, 130.04, 129.50, 128.02, 127.89, 74.16, 72.03, 64.42, 62.32, 54.22, 37.36, 36.82, 

34.41, 31.92, 31.52, 29.70, 29.67, 29.65, 29.61, 29.59, 29.53, 29.51, 29.35, 29.30, 29.26, 

29.17, 29.13, 28.65, 27.20, 25.94, 25.72, 25.63, 25.42, 25.01, 22.69, 22.57, 14.11, 14.06. 

Elementární analýza: C68H131NO7 (1056.78) Vypočteno: C 77.29 H 12.30 N 1.33, nalezeno C 

77.20 H 11.98 N 1.16. MALDI [M + K]+ Vypočteno: 1094.94, nalezeno: 1094.94. 
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7.4. Syntéza ceramid-1-fosfátů a modifikovaného gangliosidu 

(E)-N-(1,3-dihydrooktadec-4-en-2-yl)palmitamid (1) 

 

130 mg (0,43 mmol) sfingosinu bylo smícháno s 244 mg (0,69 mmol) sukcinimidyl-palmitátu 

a vysušeno na vakuu. Bylo přidáno 20 ml suchého DCM, 15 ml suchého THF a poté 225 μl 

(1,29 mmol) suchého diisopropylethylaminu a reakční směs byla míchána při laboratorní 

teplotě přes noc pod argonovou atmosférou. Byl přidán CHCl3 do vyčeření zakalené reakční 

směsi a reakční směs byla extrahována vodou (2  30 ml). Vodné frakce byly ještě 

extrahovány CHCl3 (3  30 ml) a spojené organické frakce byly vysušeny Na2SO4 a odpařeny. 

Surový produkt byl čištěn sloupcovou chromatografií s použitím CHCl3/MeOH 30:1. 

Výtěžek: 207 mg (89 %) sloučeniny 1 jako bílá pevná látka. Teplota tání 98 – 99 °C. TLC 

(CHCl3/MeOH 19:1), Rf = 0,47. Látka odpovídá literatuře. 

 

(E)-3-hydroxy-2-palmitooktadec-4-en-1-yl dimethyl fosfát (2) 

 

200 mg (0,37 mmol) sloučeniny 1 bylo smícháno s 242 mg (0,74 mmol) 1,2-dobrom-1,1,2,2-

tetrachlorethanu a s 48 mg (0,074 mmol) monohydrátu cetylpyridinium bromidu. Bylo 

přidáno 15 ml DCM a poté 262 μl (2,22 mmol) trimethyl fosfitu. Do prudce promíchávaného 

roztoku bylo pomalu přikapáno 9 ml 2M NaOH. Reakční směs byla míchána při laboratorní 

teplotě 1 hodinu. DCM vrstva se zbarvila do oranžova. Bylo přidáno dalších 10 ml DCM a 

reakční směs byla extrahována vodou (3  20 ml). Organická vrstva byla odpařena a surový 

produkt byl čištěn sloupcovou chromatografií s použitím CHCl3/MeOH 70:1. Výtěžek: 169 

mg (70 %) sloučeniny 2 jako bílá pevná látka. Teplota tání 57 – 58 °C. TLC (CHCl3/MeOH 

19:1), Rf = 0,42. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 6.26 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 5.84 – 5.67 (m, 1H), 5.48 (m, 

1H), 4.41 – 4.27 (m, 1H), 4.22 – 4.06 (m, 3H), 3.91 – 3.67 (m, 6H), 2.20 (m, 2H), 2.03 (m, 2H), 1.62 

(m, 2H), 1.26 (m, 46H), 0.88 (m, 6H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 173.73, 134.87, 128.44, 77.24, 

77.19, 76.99, 76.74, 72.47, 66.55, 66.50, 54.61, 54.60, 54.56, 54.55, 53.90, 53.86, 36.73, 32.29, 
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31.90, 29.68, 29.67, 29.65, 29.64, 29.61, 29.50, 29.38, 29.34, 29.32, 29.28, 29.25, 29.12, 25.67, 

22.66, 14.09. 

(E)-3-hydroxy-2-palmitooktadec-4-en-1-yl dihydrogen fosfát (3) 

 

160 mg (0,25 mmol) sloučeniny 2 bylo vysušeno na vakuu a poté rozpuštěno v 40 ml 

suchého DCM pod argonovou atmosférou. Reakční směs byla ochlazena na 0 °C a bylo 

pomalu přidáno 165 μl (1,25 mmol) trimethylsilyl bromidu. Přívod argonu byl odstraněn, 

reakční směs byla nechána dojít na laboratorní teplotu a byla dále míchána po dobu 5 hodin. 

Rozpouštědlo bylo odpařeno a odparek byl rozsuspendován ve směsi MeOH/H2O 1:1 a 

míchán při laboratorní teplotě 1 hodinu. Pevná část byla odfiltrována, rozpuštěna 

v nadbytku CHCl3/MeOH 10:1 a odpařena se silikagelem. Látka byla čištěna sloupcovou 

chromatografií, nejprve CHCl3/MeOH 30:1 (dokud nebyla izolována veškerá nezreagovaná 

látka), poté CHCl3/MeOH/AcOH/H2O 25:10:3:2. Výtěžek: 84 mg (55 %) sloučeniny 3 jako 

lehce nahnědlá pevná látka. Teplota tání 250 °C, rozklad. TLC (CHCl3/MeOH/AcOH/H2O 

25:15:4:3,5), Rf = 0,83. NMR spektra se nepodařilo naměřit z důvodu nerozpustnosti látky. 

MALDI: vypočteno [M + Na]+ = 640.47, nalezeno 640.45. 

N-(1,3-dihydroxyoktadekan-2-yl)palmitamid (4) 

 

130 mg (0,43 mmol) dihydrosfingosinu bylo smícháno s 244 mg (0,69 mmol) sukcinimidyl-

palmitátu a vysušeno na vakuu. Bylo přidáno 20 ml suchého DCM, 15 ml suchého THF a poté 

225 μl (1,29 mmol) suchého diisopropylethylaminu a reakční směs byla míchána při 

laboratorní teplotě přes noc pod argonovou atmosférou. Byl přidán CHCl3 do vyčeření 

zakalené reakční směsi a reakční směs byla extrahována vodou (2  30 ml). Vodné frakce 

byly ještě extrahovány CHCl3 (3  30 ml) a spojené organické frakce byly vysušeny Na2SO4 a 

odpařeny. Surový produkt byl čištěn sloupcovou chromatografií s použitím CHCl3/MeOH 

30:1. Výtěžek: 214 mg (92 %) sloučeniny 4 jako bílá pevná látka. Teplota tání 105 – 106,5 

°C. TLC (CHCl3/MeOH 19:1), Rf = 0,47. Látka odpovídá literatuře. 
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3-hydroxy-2-palmitooktadecyl dimethyl fosfát (5) 

 

200 mg (0,37 mmol) sloučeniny 4 bylo smícháno s 242 mg (0,74 mmol) 1,2-dobrom-1,1,2,2-

tetrachlorethanu a s 48 mg (0,074 mmol) monohydrátu cetylpyridinium bromidu. Bylo 

přidáno 15 ml DCM a poté 262 μl (2,22 mmol) trimethyl fosfitu. Do prudce promíchávaného 

roztoku bylo pomalu přikapáno 9 ml 2M NaOH. Reakční směs byla míchána při laboratorní 

teplotě 1 hodinu. DCM vrstva se zbarvila do oranžova. Bylo přidáno dalších 10 ml DCM a 

reakční směs byla extrahována vodou (3  20 ml). Organická vrstva byla odpařena a surový 

produkt byl čištěn sloupcovou chromatografií s použitím CHCl3/MeOH 70:1. Výtěžek: 193 

mg (81 %) sloučeniny 5 jako bílá pevná látka. Látka nebyla charakterizována a byla využita 

rovnou do další reakce. 

3-hydroxy-2-palmitooktadecyl dihydrogen fosfát (6) 

 

180 mg (0,28 mmol) sloučeniny 5 bylo vysušeno na vakuu a poté rozpuštěno v 45 ml 

suchého DCM pod argonovou atmosférou. Reakční směs byla ochlazena na 0 °C a bylo 

pomalu přidáno 185 μl (1,4 mmol) trimethylsilyl bromidu. Přívod argonu byl odstraněn, 

reakční směs byla nechána dojít na laboratorní teplotu a byla dále míchána po dobu 5 hodin. 

Rozpouštědlo bylo odpařeno a odparek byl rozsuspendován ve směsi MeOH/H2O 1:1 a 

míchán při laboratorní teplotě 1 hodinu. Pevná část byla odfiltrována, rozpuštěna 

v nadbytku CHCl3/MeOH 10:1 a odpařena se silikagelem. Látka byla čištěna sloupcovou 

chromatografií, nejprve CHCl3/MeOH 30:1 (dokud nebyla izolována veškerá nezreagovaná 

látka), poté CHCl3/MeOH/AcOH/H2O 25:10:3:2. Výtěžek: 105 mg (61 %) sloučeniny 6 jako 

lehce nahnědlá pevná látka. Teplota tání 250 °C, rozklad. TLC (CHCl3/MeOH/AcOH/H2O 

25:15:4:3,5), Rf = 0,83. NMR spektra se nepodařilo naměřit z důvodu nerozpustnosti látky. 

MALDI: vypočteno [M + Na]+ = 642.48, nalezeno 642.48. 
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(2S,4S,5R,6R)-5-acetamido-2-(((2R,3S,4R,5R,6S)-3-(((2S,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-5-

hydroxy-6-(hydroxymethyl)-4-(((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-

(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)-6-

(((2R,3S,4R,5R,6R)-6-(((2S,3R,E)-2-amino-3-hydroxyoctadec-4-en-1-yl)oxy)-4,5-dihydroxy-

2-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-3-yl)oxy)-5-hydroxy-2-(hydroxymethyl)tetrahydro-

2H-pyran-4-yl)oxy)-4-hydroxy-6-((1R,2R)-1,2,3-trihydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-

karboxylát sodný (lyso GM1) 

 

K 5 mg (0,003 mmol) gangliosidu GM1 v Ependorfce bylo přidáno 1,1 ml octanového pufru 

o pH 5,8 (s obsahem 220 mg CaCl2 a 80 mg monohydrátu taurodeoxycholátu sodného v 20 

ml pufru) a 210 mU enzymu ceramid deacylázy. Reakční směs byla zahřívána po dobu 3 dnů 

v termostatu na 37 °C. Postupně se z roztoku vylučuje krystalická vápenatá sůl kyseliny 

stearové. Suspenze byla odstředěna (12000 otáček po dobu 3 minut) a supernatant byl 

čištěn chromatograficky přes kolonku pro SPE naplněnou ENVI – 18 reverzní fází. Jako 

mobilní fáze byla nejprve použita voda, poté 65% MeOH a produkt byl vypláchnut 85% 

MeOH. Výtěžek: 2 mg (48 %) lyso GM1 jako pevná látka. TLC (CHCl3/MeOH/konc. NH3 

3:2:0,6), Rf = 0,16. Struktura potvrzena pomocí MS, vypočteno [M - H]+ = 1278.61, nalezeno 

1278.70. 
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(2S,4S,5R,6R)-5-acetamido-2-(((2R,3S,4R,5R,6S)-3-(((2S,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-5-

hydroxy-6-(hydroxymethyl)-4-(((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-

(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)-6-

(((2R,3S,4R,5R,6R)-6-(((2S,3R,E)-2-dodekanamido-3-hydroxyoctadec-4-en-1-yl)oxy)-4,5-

dihydroxy-2-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-3-yl)oxy)-5-hydroxy-2-

(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-4-yl)oxy)-4-hydroxy-6-((1R,2R)-1,2,3-

trihydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-karboxylát sodný (C12 GM1) 

 

2 mg (0,0016 mmol) lyso GM1 byly smíchány s 0,927 mg (0,0031 mmol) sukcinimidyl-

laurátu a dobře vysušeno. Přidáno 250 μl suchého DMF a poté 1,36 μl (0,008 mmol) DIPEA 

a reakční směs byla míchána pod argonem při laboratorní teplotě 3 dny. Ukončení reakce 

detekováno pomocí MS. DMF byl opatrně odpařen a surový produkt byl čištěn sloupcovou 

chromatografií na silikagelu s použitím nejprve CHCl3/MeOH 3:2, poté CHCl3/MeOH/2,5M 

NH3 6:4:1 jako mobilní fáze. Výtěžek: 1,9 mg (83 %) C12 GM1 jako pevná látka. TLC 

(CHCl3/MeOH/konc. NH3 3:2:0,6), Rf = 0,40. Struktura potvrzena pomocí MS, vypočteno [M 

- H]+ = 1460.78, nalezeno 1460.89.  
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7.5. Příprava modelových membrán SC 

Byly připraveny dva rozdílné typy lipidových modelových membrán s obsahem ekvimolární 

směsi Cer, mastných kyselin a Chol s 5 hmotnostními % přídavkem CholS. Jednoduchý 

model se skládal z Cer EOS, Cer NS, LA, Chol a CholS. Jako kontrola u jednoduchého modelu 

byla použita membrána bez Cer EOS. Složení je detailně uvedeno na Obrázku 25. 

Komplexní modely byly sestaveny z AcylCer, šestikomponentní směsi Cer (Cer-mix), směsi 

mastných kyselin (FFA-mix), Chol a CholS ve stejných poměrech, jako je popsáno výše. 

Složení Cer-mix108, 141-143 a FFA-mix164 bylo vybráno tak, aby co nejpřesněji napodobovalo 

složení lipidů ve SC a je detailněji popsáno na Obrázku 25. Kvůli nedostatku acylCer a Cer 

založených na 6-hydroxasfingosinu nebyly tyto Cer zahrnuty do modelů; Cer AS a Cer AP 

byly použity místo Cer NH a Cer AH. V tomto modelu byly studované acylCer založeny na 

sfingosinu (Cer EOS), fytosfingosinu (Cer EOP), dihydrosfingosinu (Cer EOdS) případně jejich 

směsi (Cer EO-mix). Jako negativní kontrola byla použita membrána bez obsahu acylCer, 

která obsahovala Cer-mix, FFA-mix, Chol a 5 hmotnostních % CholS (Obrázek 25). 

Lipidová směs (1,35 mg) byla rozpuštěna v 400 μl hexanu/96% ethanolu 2:1 (v/v) a byla 

nasprejována na krycí sklíčko (22  22 mm) pro práškovou rentgenovou difrakci (XRPD) nebo 

na Nuclepore polykarbonátový filtr pro permeabilitní experimenty. Roztok lipidů byl 

nasprejován ve čtyřech dávkách (4  100 μl) pod proudem dusíku na sklíčko/filtr pomocí 

Linomatu V (Camag, Muttenz, Švýcarsko), vybaveného přídavným pohybem po ose y.192 

Rychlost nastřikování byla 10,2 μl/min a nasprejovaná plocha byla 1 cm2. Lipidové filmy byly 

zahřáty na 90 °C po dobu 10 minut a poté pomalu (3 – 4 hodiny) nechány ochladnout na 32 

°C. Membrány byly uchovávány při 32 °C a 40 – 50% vlhkosti po dobu nejméně 24 h před 

experimenty.137, 154 Jednotné složení lipidů bylo ověřeno pomocí vysokoúčinné tenkovrstvé 

chromatografie.161 

7.6. Prášková rentgenová difrakce (XRPD) 

XRPD studovaných lipidových membrán bylo provedeno na přístroji X’Pert PRO ϴ-ϴ 

práškovém difraktometru (PANanalytical B.V., Almelo, Holandsko) s parafokusační Bragg-

Bretano geometrií, využívající ozařování (λ = 1,5418 Å, U = 40 kV, I = 30 mA) 

v modifikovaných držácích vzorku s rozsahem úhlů 0,6 – 30° (2ϴ) a počítacím časem 20,32 

s/krok. Data byla vyhodnocována s použitím X’Pert Data Viewer (PANanalytical B.V., Almelo, 

Holandsko). XRPD difraktogramy ukazují rozptylovou intenzitu jako funkci rozptylového 

vektoru Q [nm-1], což je úměrné rozptylovému úhlu ϴ podle rovnice: Q = 4π sinϴ/λ (λ = 
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0,15418 nm je vlnová délka rentgenového záření). Mezirovinná vzdálenost d [nm] 

charakterizuje pravidelnou vzdálenost paralelních dvojvrstev uspořádaných na 

jednodimenzionální mřížku. Toto uspořádání lipidů se nazývá lamelární fáze (L). 

Difraktogramy lamelárních fází ukazují soubor Braggových reflexí, jejichž reciproční 

vzdálenosti jsou v charakteristických poměrech Qn = 2πn/d (číslo reflexe n = 1, 2, 3…). 

Mezirovinná vzdálenost d byla získána ze směrnice a lineární regresní funkce závislosti Qn 

= a  n, podle rovnice d = 2π/a. 

7.7. Permeabilitní experimenty 

Pro permeabilitní experimenty byly použity cely Franzova typu s objemem akceptorové 

části 6,5 ± 0,1 ml (přesný objem byl měřen pro každou celu a byl zahrnut do výpočtu fluxu). 

Lipidové membrány byly upevněny do teflonových držáků s plochou otvoru 0,5 cm2 a 

s lipidovou membránou na straně donorového kompartmentu. Tyto držáky byly upevněny 

do Franzových cel. Akceptorová část byla naplněna fosfátovým pufrem s pH 7,4 s 50 mg/l 

gentamicinu a membrány byly udržovány při 32 °C po dobu 12 h. Po 12 h byla změřena 

ztráta vody přes membránu a elektrická impedance (viz. níže). 

Poté bylo přidáno 100 μl donorové suspenze (5 % TH nebo 2 % IND v 60% propylen glykolu, 

připraveno podle reference137, 154) na membránu. Vzorky z akceptorové fáze (300 μl) byly 

odebírány každé 2 h po dobu 10 h a odebrané množství bylo doplněno pufrem.154 Typické 

hodnoty lag time byly nižší než 0,5 h, proto 10 h bylo dostačující pro dosažení ustáleného 

stavu. Ve všech experimentech byly zachovány podmínky pasivní difúze a polykarbonátový 

filtr neměl žádný vliv na permeabilitu membrán.137 Navíc 100 μl 60% propylen glykolu 

neextrahovalo žádné lipidy z membrány,161 což bylo dokázáno pomocí vysokoúčinné 

tenkovrstvé chromatografie.  

7.8. Ztráta vody přes membrány 

Ztráta vody přes membrány byla měřena pomocí přístroje Tewameter® TM 300 probe a 

Multi Probe Adapter Cutometer® MPA 580 (CK electronic GmbH, Kolín, Německo). Sonda 

byla položena na teflonový držák (po dočasném odstranění donorové části) s efektivní 

plochou 0,5 cm2 a vzdáleností 0,5 cm od sondy. Měřící čas byl 80 s a hodnota průměrného 

ustáleného stavu byla zaznamenána [g/h/m2]. Měření probíhalo při 26 – 29 °C a 40 – 46% 

relativní vlhkosti v krabici, která zabraňovala proudění vzduchu v okolí. 
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7.9. Elektrická impedance 

Elektrická impedance byla měřena pomocí přístroje LCR meter 4080 (Conrad Electronic, 

Hirschau, Německo) při frekvenci střídavého proudu 120 Hz. Rozsah měření tohoto přístroje 

byl od 20 Ω do 10 MΩ a chybou v kΩ hodnotách, menší než 0,5 %. Pro naše experimenty 

bylo naneseno 500 μl fosfátového pufru do donorového kompartmentu difuzní cely a 

impedance [kΩ  cm2] byla měřena pomocí nerezových sond, vložených do donorového a 

akceptorového kompartmentu. Na konci měření byl pufr opatrně odstraněn. 

7.10. Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) 

Nasbírané vzorky z premeabilitních experimentů s TH a IND byly analyzovány pomocí 

izokratické HPLC na reverzní fázi s použitím přístroje Schimadzu Prominence (Schimadzu, 

Kyoto, Japonsko), sestávajícího z LC-20AD pump s DGU-20A3 odplyňovače, SIL-20A HT 

autosampleru, CTO-20AC vyhřívané komory, SPDM20A detektoru a CBM-20A 

komunikačního modulu. Data byla analyzována pomocí LCsolutions 1.22 softwaru. Separace 

TH na reverzní fázi byla provedena na koloně LiChroCART 250-4 (LiChrospher 100 RP-18, 5 

μm, Merck, Darmstadt, Německo) při 35 °C, s použitím methanol/0,1 M NaH2PO4 (v/v) 4:6 

jako mobilní fáze při průtoku 1,2 ml/min. Vzorky z akceptorové fáze (20 μl) byly vstřikovány 

na kolonu a byla měřena UV absorpce při 272 nm. Retenční čas TH byl 3,2 ± 0,1 min. Vzorky 

s obsahem IND byly měřeny na stejné koloně s použitím mobilní fáze 

acetonitril/voda/kyselina octová (v/v/v) 90:60:5 při průtokové rychlosti 2 ml/min. 100 μl 

vzorku z akceptorové fáze bylo vstříknuto na kolonu, která byla udržována při 40 °C. UV 

absorpce byla měřena při vlnové délce 260 nm a retenční čas IND byl 3,1 ± 0,1 min. Obě 

metody byly dříve validovány.154, 193 

7.11. Vyhodnocení dat 

Kumulativní množství TH a IND, které prošly přes membránu, byly počítány z koncentrací, 

naměřených HPLC a z objemu Franzovy difúzní cely a byly opraveny o doplněnou 

akceptorovou fázi. Kumulativní množství byly vyneseny proti času a ustálený flux TH nebo 

IND [μg/cm2/h] byl počítán ze směrnice lineární regresní funkce, získané lineární regresí 

lineární části permeačního profilu (tj. v ustáleném stavu) v Excelu. Data ze ztráty vody přes 

membránu byla normalizována vydělením naměřené hodnoty ztráty vody [g/h/m2] 

průměrnou ztrátou vody přes kontrolní membránu [g/h/m2], vynásobeno 100 %. Hodnoty 

elektrické impedance byly normalizovány ke kontrole stejným způsobem. Všechna data jsou 
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prezentována jako průměry ± SEM. One-way ANOVA s Dunettovým posttestem nebo t-test, 

jak je popsáno na jednotlivých obrázcích, byly použity pro statistickou analýzu a p ˂ 0,05 

bylo považováno za signifikantní. 
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8. Seznam zkratek 

AcylCer acylceramid 

AD atopická dermatitida 

Cer ceramid 

Cer-1-P ceramid-1-fosfát 

CerS ceramid syntáza 

CoA koenzym A 

DCM dichlormethan 

DHA dokosahexaenová kyselina 

DIPEA diisopropylethylamin 

DMAP dimethylaminopyridin 

DMF dimethylformamid 

DMSO dimethylsulfoxid 

EEDQ N-ethoxykarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin 

ELOVL elongáza 

EtOAc ethyl-acetát 

FLG filaggrin 

HPLC vysoce účinná kapalinová chromatografie 

HPTLC vysoce účinná tenkovrstvá chromatografie 

Chol cholesterol 

CholS cholesteryl-sulfát 

IND indometacin 

LA lignocerová kyselina 

LDA diisopropylamid lithný 

LI lamelární ichtyóza 
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LiHMDS hexamethyldisilazan lithný 

LPP dlouhá periodická fáze 

NaHMDS hexamethyldisilazan sodný 

NMR nukleární magnetická rezonance 

PPAR receptor aktivovaný peroxizomovými proliferátory 

PPTS pyridinium p-toluensulfonát 

Rf retenční faktor 

SC stratum corneum 

SPP krátká periodická fáze 

TBDMSCl tert-butyldimethylsilylchlorid 

TEA triethylamin 

TEWL ztráta vody přes kůži 

TH theofylin 

THF tetrahydrofuran 

THP tetrahydropyran 

TsOH p-toluensulfonová kyselina 

WSC ve vodě rozpustný karbodiimid (N-(3-dimethylamino)propyl)-

N‘-ethylkarbodiimid) 

XRPD prášková rentgenová difrakce 
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P.; Roh, J.; Palát, K.; Hrabálek, A. Ceramides in the skin lipid membranes: length matters. 
Langmuir 2013, 29 (50), 15624-15633. 
138. Bouwstra, J. A.; Gooris, G. S.; Cheng, K.; Weerheim, A.; Bras, W.; Ponec, M. Phase 
behavior of isolated skin lipids. J. Lipid Res. 1996, 37 (5), 999-1011. 
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