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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra anorganické a organické chemie

Kandidat: Mgr. Lukas Opalka

Skolitel: doc. PharmDr. Katefina Vavrova, Ph.D.

Nazev disertacni prace: Syntéza lidskych w-0-acylceramid(i a hodnoceni jejich vlivu na
bariérové vlastnosti koZnich lipidovych membran

Hlavnim cilem této prace bylo pfipravit a ddle studovat lidské acylceramidy (acylCer,
ceramidy typu EO) se zamérenim na objasnéni vztahu mezi koncentraci acylCer, strukturou
jejich polarni hlavy, schopnosti tvofit lamelarni faze a permeabilitou modelovych lipidovych
membran. Dals$im cilem bylo pfipravit ceramid-1-fosfaty pro studium jejich signaliza¢ni role
v kozni bariéfe a analog gangliosidu GM1 s krat$im acylem jako standard pro analyzu téchto
lipidd.

Ceramidy (Cer) patfi do rodiny sfingolipid(. Jsou to centralni molekuly v metabolismu
sfingolipidl a podileji se jak na regulacnich procesech v burikach, tak na bariérové funkci
lidské klze. Hlavni kozni bariéru predstavuje stratum corneum (SC), coz je nejsvrchnéjsi
vrstva k(Ze. U€elem SC je udriet homeostdzu vnitfniho prostiedi a zabranit priiniku
exogennich latek, alergen( a bakterii do organismu.

AcylCer se skladaji ze sfingoidni baze, ktera je acylovana ultra-dlouhou (> 30C) kyselinou, na
jejiz w-hydroxylové skupiné je vazana kyselina linolova. AcylCer jsou nejdelsi Cer, které se
v kizi vyskytuji a pro jeji funkci jsou zcela nezbytné. Jejich Uplny deficit neni slucitelny se
Zivotem, protoze dochazi k obrovskym ztrdtdam vody pres kiZi. Zdrava koini bariéra
obsahuje pfiblizné 9% acylCer z celkového mnoiZstvi Cer. Vykyvy v hladiné acylCer (vétSinou
snizené mnozstvi) byly nalezeny u nékolika zavaznych koZnich onemocnéni, jako je atopicka

dermatitida, psoriaza nebo lamelarni ichthydza.

JelikoZ acylCer nejsou komeréné dostupné, bylo potfeba vyvinout a optimalizovat jejich
totalni syntézu. Vychozi latkou pro pfipravu acylCer se stala 16-bromhexadekanova
kyselina. Z této kyseliny byla pfipravena jak fosfoniova sul, tak aldehyd, dva reaktanty pro
Wittigovu reakci, coz je klicovy krok v této syntéze, ktery umoznil pfipravu ultra-dlouhého
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fetézce. Vznikla 32C nenasycena kyselina byla posléze prevedena na sukcinimidylester,
ktery zvysil jeji rozpustnost a zaroven poslouzil jako chranici skupina pfi acylaci kyselinou
linolovou. Navazani kyseliny linolové se podafilo s vyuZitim Yamaguchiho esterifikacni
reakce. V poslednim kroku reagoval sukcinimidylester kyseliny se sfingoidni bazi za vzniku
pozadovanych acylCer. V konec¢ném vysledku byla vyvinuta 12 krokova reakce s celkovym
vytézkem 11 % (pro mnoZstvi v fadech desitek miligramu), pfipadné 7 % (pro gramova
mnozstvi).

Dale byly syntetizovany Cer-1-fosfaty a modifikované gangliosidy. Cer-1-fosfaty byly
pfipraveny mezifazovou fosforylaci pomoci P(OCHs)s, ndsledovanou hydrolyzou
methylovych skupin za vzniku dvou Cer-1-fosfatll zaloZenych na sfingosinu a
dihydrosfingosinu s celkovym vytézkem 34 % a 45 %. Tyto latky budou dale vyuZity pro
studium jejich ulohy v bunécné signalizaci pfi tvorbé kozni bariéry a jejich chovani
v lipidovych membranach. Jako standard pro kvantifikaci gangliosidd v biologickém
materialu byl pfipraven modifikovany gangliosid GM1 se zkrdcenym acylovym fetézcem.
Jako vychozi latka byl pouZit pfirodni gangliosid GM1, ktery byl enzymaticky deacylovan a
nasledné opét acylovan kyselinou s kratSim rfetézcem v celkovém vytézku 40 %.

Ptipravené acylCer byly vyuZity pro pripravu modelovych lipidovych membran
napodobujicich koZni bariéru. Byly pfipraveny dvé série membrdn — jednoduchy a sloZity
model. Jednoduchy model se sklddal z jednoho acylCer (Cer EOS)/jednoho Cer (Cer
NS)/lignocerové kyseliny/cholesterolu s pridavkem cholesteryl-sulfatu. Pomoci praskové
rentgenové difrakce byla zkoumdna potfebna koncentrace Cer EQOS, pfi které je
v modelovych membranach pozorovatelna dlouha periodicka faze (nezbytnd pro spravnou
bariérovou funkci kize). Bylo zjisténo, Ze tato faze se objevuje od koncentrace 10 % Cer EOQS
a koexistuje s kratkou periodickou fazi. Pfi 30 % Cer EOS se kratkd faze vytraci. Pfi
permeabilitnich experimentech se vsak ukazalo, Ze tento model je pfilis jednoduchy a Ze
pridavek acylCer do membrany zplsobuje zvySeni permeability pro modelové latky.

Abychom ziskali vysledky relevantni k poznatkiim in vivo, byl jednoduchy model nahrazen
slozitéjsim modelem, ktery obsahoval kromé rozdilnych acylCer (pfipadné jejich smési) také
smés Cer, smés mastnych kyselin, cholesterol a pridavek cholesteryl-sulfatu. Studium
slozitéjSiho modelu bylo zaméfeno na porovnani rozdilné struktury acylCer hlavy.
Permeabilita vSech membran sloZitého modelu s obsahem acylCer byla snizena oproti
kontrole (bez acylCer), coZz mnohem l|épe koreluje s experimenty na lidské k0zi. Avsak
méreni praskové rentgenové difrakce ukazalo, Ze vtomto sloZitém modelu dlouhou
lamelarni fazi tvofi pouze nejslozitéjsi membrdna s obsahem smési acylCer. Tyto vysledky
poprvé popisuji vztahy mezi strukturou acylCer a jejich chovanim v lipidovych membranach.



Tento model bude v budoucnu vyuZit k pfipravé modell lipidové bariéry u koZnich
onemocnéni a ke studiu latek s potencidlni schopnosti regenerovat poskozeni kozni bariéry.

Ptipravené acylCer byly také pouzity jako standardy pro kvantifikaci acylCer v biologickém
materidlu. S pouzitim HPTLC se ndm podafilo dokazat, Ze ndmi pfipravené acylCer se
skutecné vyskytuji v kGzi a také se podafrilo vylepsit jejich kvantitativni analyzu a dokazat, ze
pro kvantifikaci jsou nezbytné spravné standardy, jinak dochazi k chybé v fadech az stovek
procent. AcylCer byly také pouZity pfi kvantifikaci lipidU v rekonstruované kizi se snizenou
expresi filaggrinu jako modelu atopické dermatitidy, kde bylo zjisténo, Ze agonisté a-
podtypu receptoru aktivovaného peroxizomovymi proliferatory zlepsuji homeostazu v kizi,
zvysuji bariérovou funkci kGiZze a normalizuji sloZzeni volnych mastnych kyselin.

Zavérem lze fici, ze byla vyvinuta Ucinna a spolehlivd syntéza lidskych ultra-dlouhych Cer,
proveditelnd i ve vétSim mértitku. Tyto pfipravené acylCer byly vyuzity pro tvorbu
modelovych lipidovych membran simulujicich zdravou, pfipadné porusenou kozni bariéru,
coz otevird nové mozZnosti in vitro hodnoceni potencidlnich |éCiv pro zavaina koini
onemocnéni, jako je atopickd dermatitida ¢i psoridza. Tyto acylCer byly rovnéz vyuzity ke
zlepSeni kvantitativni analyzy lipid( v koZnich vzorcich.



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Inorganic and Organic chemistry

Candidate: Mgr. Lukas Opalka

Supervisor: doc. PharmDr. Katefina Vavrova, Ph.D.

Title of doctoral thesis: Synthesis of human w-0-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 w-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



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(OCHs)s, 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 EQS, 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



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 a 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. Uvod

Ceramidy (Cer) jsou centralni molekuly ve sfingolipidovém metabolismu. U savcu, Cer
zastavaji  duleZitou regulacéni Ulohu v burkdch (napf. ovlivnéni bunééného ristu,
metabolismu, diferenciace a bunétné smrti),’? ale také jsou nezbytnou soudasti
extracelularniho prostoru (napf. kozni bariéra).? Kozni bariéra se nachazi v nejsvrchnéjsi
vrstvé epidermis, ve stratum corneum (SC), které se skladd z korneocytll, obklopenych
lamelarni lipidovou matrix (sloZzenou z pfiblizné ekvimoldrni smési Cer, mastnych kyselin a
cholesterolu s malym mnozstvim cholesteryl-sulfatu).* Cer se skladaji ze sfingoidni baze
(sfingosinu, fytosfingosinu, dihydrosfingosinu, 6-hydroxysfingosinu a dosud strukturné
pfesné neobjasnéné sfingoidni baze se <ctyfmi hydroxylovymi skupinami), jejiz
aminoskupina je acylovana nesubstituovanou, a-hydroxylovanou nebo w-hydroxylovanou
(s volnou OH skupinou nebo esterifikovanou kyselinou linolovou) kyselinou. Kombinaci
téchto moznosti ziskdme rizné podtridy Cer. Do této chvile bylo v lidské kdzi identifikovano
15 podtfid Cer,” coZ p¥i zapocteni rozdilnych délek lipofilnich Fetézc dava vzniknout vice
nez 400 rGznym molekuldm Cer. Organizace lipid(i SC je vysoce specializovana, aby umoznila
zabranit pfilis velkym ztratdm vody z organismu, ptipadné zabranit prlniku nezddoucich
latek z prostredi do organismu. Na rozdil od ostatnich biologickych membran obsahuje
lipidovd matrix SC dvé opakujici se lamelarni faze: kratkou periodickou fazi (SPP)
s mezirovinnou vzdalenosti 5,3 — 6,4 nm®19 a dlouhou periodickou fazi (LPP) s mezirovinnou
vzdalenosti 11,9 — 13,1 nm.” 2 1114

Nejdelsi Cer nalezené v lidské kazi jsou Cer vzniklé kombinaci sfingoidni baze a ultra-
dlouhého (C28-34), w-hydroxylovaného fetézce s esterové vdzanou kyselinou linolovou
(kyselina linolova je u ¢lovéka dominantni®®). Tyto Cer se také nazyvaji acylceramidy
(acylCer) nebo Cer tfidy EO. AcylCer jsou sice minoritni sloZzkou SC, na druhou stranu jsou
ale naprosto nezbytné pro preZiti savcl na sousi.* Vyrazné defekty v biosyntéze acylCer,
pripadné v jejich transportu vedou k novorozenecké smrti diky obrovskym ztratam vody
pres k(zi.1%1” Mensi odchylky v jejich mnoZstvi byly popsény u nékterych zavaznych koZnich
onemocnéni, jako je atopickd dermatitida,'® psoridzal® nebo lameldrni ichty6za.?°
Biosyntéza acylCer se odliSuje od ostatnich Cer. Syntéza jejich ultra-dlouhych fetézct
vyzaduje specialni enzymovy komplex ze skupiny elongaz, elongdzu ELOVL4, ktera po
dvouuhlikatych jednotkdch prodluZuje fetézec a7 na potfebnou délku,?! déle vyZaduji

enzym pro w-hydroxylaci, cytochrom P450 CYP4F22 hydroxyldzu;??

w-acyl transferazu
zodpovédnou za w-esterifikaci?® a na konec specidlni Cer syntazu CERS3,® zodpovédnou za

navazani acylu ke sfingoidni bazi.
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HlubSimu porozuméni roli téchto neobvykle dlouhych Cer v lidské (pato)fyziologii brani
jejich velmi omezena dostupnost. Tyto latky nejsou komeréné dostupné a jejich izolace
z kGZe je obtizna. PfestozZe jejich syntéza jiz byla publikovana,?*?® totalni syntéza téchto
latek stale zGstava velkou vyzvou, diky jejich velmi omezené rozpustnosti a nizké reaktivité.
PfestoZe role acylCer v koZni bariéfe byla jiz v minulosti zkoumana,” 9 11-12 1820, 27-29
prispévek jednotlivych podtfid acylCer na tvorbé LPP a pfima spojitost mezi LPP a kozni
permeabilitou (permeabilitou membrdan) stdle nebyly zcela pochopeny.

Cer se spolecné se svymi derivaty (sfingosin-1-fosfat, ceramid-1-fosfaty, gangliosidy)
podileji v bufikdch na bunééné signalizaci a modulaci bunéénych funkci.> 3° Zarover Cer a
jejich derivaty mohou byt vyuZity i terapeuticky. Modulaci jejich hladin v organismu lze
dosdahnout pozitivnich vysledkl v Ié¢bé nebo prevenci rakoviny, kardiovaskularnich
onemocnéni, imunitnich poruch nebo ekzému.3%3? Studium téchto derivatd je omezeno
jejich komeréni nedostupnosti, pfipadné omezenou dostupnosti.

V souc€asné dobé nejsou kdispozici vSechny standardy Cer podttid pro kvantitativni
stanoveni Cer v lidské kazi (véetné acylCer), proto se Casto pro kvantifikaci urcitého Cer
vyuziva jind podtrida Cer. Tato substituce vSak muize vést ke vzniku chyby v kvantifikaci.
Proto je nezbytné pfipravit vSechny podttidy Cer pro tcely zpresnéni analyzy lipid( lidské
klze.

Analyza koZnich lipidi umoznuje studovat vztahy mezi dalSimi slozkami koZni bariéry a
lipidy, ¢i sledovat vliv potencidlnich |éCiv na lipidovou koZni bariéru. V dnesni dobé jsou
terapeutické moznosti pro Ié¢bu koZnich onemocnéni spojenych s filaggrinem omezené a
prevainé zamérené na lécbu symptoml, napriklad protizanétlivymi nebo
imunosupresivnimi léky. Agonisté receptoru aktivovaného peroxizomovymi proliferatory
(PPAR) zvysuji expresi filaggrinu (ukazatel pozdni diferenciace lidské kize, hrajici klicovou
roli ve funkci kozni bariéry) a dalSich strukturnich protein( v kiZzi.33-3* Navic PPAR agonisté
maji protizanétlivé a prospésné plisobeni na kozni homeostazu a integritu SC,3438 co? z nich
délda potenciadlni kandidaty pro lé¢bu mimo jiné koZnich onemocnéni, spojenych
s nedostatkem filaggrinu. Specifické efekty PPAR agonistl na koZzni bariéru jsou stale
nedostatecné prozkoumany.
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2. Cil prace

Hlavnim cilem této prace byla syntéza a studium Cer se zamérenim na Cer s ultra-dlouhym
fetézcem (acylCer) a popis jejich chovani v modelovych lipidovych membranach pomoci
permeabilitnich studii a biofyzikalnich metod. Pfipravené Cer byly dale vyuzZity pro zlepSeni
kvalitativni i kvantitativni analyzy lipid( v biologickém materidlu. Ziskané znalosti mohou
poodhalit roli téchto Cer ve zdravé a nemocné kizi a mohou pomoci Iépe navrhovat terapii
nékterych koznich onemocnéni, napriklad atopické dermatitidy, psoriazy ¢i lamelarni
ichtyézy. Cilem této prace byla i pfiprava nékterych derivati Cer (Cer-1-fosfatl a
gangliosidll) pro dalsi studium role téchto sfingolipidl v lidském organismu.

Vlastni prace je rozdélena do nékolika oddill s dil¢imi cili prace. Prvnim cilem této prace
byla de novo syntéza vsech ctyr lidskych acylCer (jmenovité Cer EOS, EOP, EOdS a EOH) a
presné urceni jejich struktury pomoci pokrocilych NMR experimentu. Pripravené acylCer
byly ddle vyuzity pro potvrzeni jejich pritomnosti v kozni bariéfe pomoci vysokoucinné
tenkovrstvé chromatografie a pro porovnani této metody s vysledky v literatufe. DalSim
cilem prdace bylo pouZit pfipravené acylCer pro pfipravu modelovych lipidovych membran
s cilem studovat vztahy mezi koncentraci acylCer, strukturou jejich polarni hlavy, tvorbou
lameldrnich fazi a permeabilitou modelovych lipidovych membran na dvou uUrovnich
slozitosti. Tyto acylCer byly rovnéz vyuzity pfi kvantifikaci lipidd v modelech normalni a
filaggrin deficitni kGzZe, kde byl zkouman vliv PPAR agonistl (WY14643, ciglitazonu a
dokosahexaenové kyseliny) na homeostdzu a bariérovou funkci téchto model(. Poslednim
cilem této prace byla syntéza dvou Cer-1-fosfatu s cilem prozkoumat jejich dlohu v bunécné
signalizaci pfi tvorbé kozni bariéry a jejich chovani v lipidovych membranach a syntéza
modifikovaného gangliosidu pro kvantitativni stanoveni gangliosidl v biologickych vzorcich.

Experimentalni ¢ast a vysledky popisuji jen ty pokusy, které jsem osobné provadél, v diskusi
jsou pak vysledky zasazeny do kontextu publikovanych praci.
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3. Teoreticka cast

3.1. Kaze

vvvvvv

patfi bariérova funkce; kize chrani organismus pred prinikem toxickych latek alergent
nebo bakterii do téla a zaroven chrani pfed nadmérnymi ztratami vody z téla, coZ savcim
umoznuje preziti na suché zemi. Mezi dalsi funkce klZe patfi termoregulace, latkova
vyména, imunitni odpovéd nebo tvorba vitaminu D.3-> 3941

Plocha kiZe dospélého ¢lovéka se blizi 2 m? a jeji tloustka se pohybuje v rozmezi 0,5 aZ 4
mm. Nejtenci je kliZe na o¢nich vickach a na penisu, naopak nejtlustsi je na zadech, kde
tloustka dosahuje az 4 mm. Hmotnost samotné kizZe dosahuje 3 kg, pokud ale zapocitame i
podkoZni tukovou tkan, hmotnost maZe narlst aZ na 20 kg.*!

KlZe se rozdéluje na 2 zakladni ¢asti: epidermis a dermis; a pomoci podkozZniho vaziva je
vazana na kosterni nebo svalovou tkan. Struktura klzZe a epidermis je znazornéna na
Obrazku 1.

3.1.1. Epidermis

Epidermis je vnéjsi vrstva kliZe, ktera je tvorena vrstevnatym dlazdicovym epitelem. Tvofi ji
prevazné keratinocyty v rizném stadiu vyvoje, ale mizeme zde nalézt i jiné bunky, napriklad
Langerhansovy burky, Merkelovy buriky nebo melanocyty. V epidermis mizeme rozlisit
nékolik vrstev:

1. Stratum basale — je jedind vrstva bunék pfi bazdlni membrané, kde dochazi
k bunéénému déleni a tvorbé novych bunék.

2. Stratum spinosum —tvofi ho 2 — 5 vrstev bunék, které se postupné oplostuji do tvaru,
ktery je pozorovatelny ve vyssich vrstvach klze. Zde uz neprobihd mitdza.

3. Stratum granulosum — je vrstva 1 — 3 fad bunék, kde se zacina vytvaret keratohyalin
(prekurzor keratinu). Bunky ztéto vrstvy postupuji k povrchu a postupné se
diferencuji a odumiraiji.

4. Stratum lucidum — ndsleduje za stratum corneum a je to tenka vrstva, pozorovatelna
prevazné v tlustsi epidermis. Obsahuje navic eleidin, coZ je dalsi z prekurzor(
keratinu.
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5. Stratum corneum — nejsvrchnéjsi vrstva epidermis, ve které jsou keratinocyty
odumfelé a pIné zrohovatélé (nazyvaji se také korneocyty) a postupné se z povrchu
odlupuji (stratum disjunctum)

The Structure of
the Epidermis

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Basement membrane

Dermis

Obrazek 1. Schéma lidské kiiZe, ve vyfezu 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 zodpovédné za bariérovou funkci kize. Sklada se ze zplostélych korneocytl (v 15 — 25
faddch), které jsou obklopeny lipidovou matrix, coz je ¢dst, kterd je vlastnim nositelem
bariérové funkce.* Lipidova matrix se sklada z pfiblizné ekvimolarni smési Cer, volnych
mastnych kyselin a cholesterolu s minoritnim ptidavkem dalSich latek (napftiklad
cholesteryl-sulfat). Pfi prepocteni na hmotnost tvofi Cer asi 50 % hmotnosti lipidové matrix.
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3.2.1. Volné mastné kyseliny, cholesterol a jeho derivaty

Volné mastné kyseliny jsou ve SC témér vyhradné nasycené. Délka fetézcl nasycenych
mastnych kyselin se pohybuje v rozmezi 14 — 34C a fetézce mohou mit jak sudy, tak i lichy
pocet atom(l. Nenasycené kyseliny maji pouze sudy pocet atomU uhliku, vétSinou jednu
nebo dvé dvojné vazby a délku retézcl mezi 16 — 18C a 30 — 36C. Nejcastéji se vyskytuje
kyselina lignocerova (24C) a kyselina cerotova (26C), které dohromady tvofi vice nez 50 %
hmotnosti mastnych kyselin. Ve SC jsou preferovany kyseliny se sudym poctem atomu
uhliku, které predstavuji vice nez 80 % hmotnosti mastnych kyselin. Byly zde nalezeny i
hydroxylované mastné kyseliny, av$ak pouze v minoritnim mnoZstvi.*?43

Cholesterol je hlavnim zdstupcem sterol(i ve SC. Pro spravné fungovani kozni bariéry je zcela
nezbytny, podili se na zachovani spravné struktury, fluidity, orientace lipidi a udrzuje
spravnou lameldrni a laterdlni strukturu SC.*% 44 Cholesteryl-sulfét je derivdtem cholesterolu
a ve SC se nachazi v pfiblizné 5 % mnoZstvi. Pfedpoklada se, ze hraje roli pfi deskvamaci.*

3.2.2. Ceramidy (Cer)

Cer patfi do rodiny sfingolipidd. Podileji se jak na bunéénych procesech jako regulatory,? tak
i na bariérové funkci kiZe jako stavebni kameny.*

3.2.2.1. Typy ceramidl

V soucasnosti je zndmo 15 podt¥id Cer® a pokud do tohoto vyétu zahrneme i délku Fetézcu,
dostaneme se na pfriblizné 400 rlznych molekul, coz z téchto latek déld velmi rozmanitou
skupinu lipidG. Cer se skladaji ze sfingoidni bdaze (sfingosin (S), fytosfingosin (P),
dihydrosfingosin (dS), 6-hydroxysfingosin (H) a v soucasnosti pfili§ neprozkoumanad
sfingoidni bdaze se ¢tyfmi hydroxylovymi skupinami (T)), coZ je aminoalkohol s dlouhym
fetézcem (14 — 28C). Primarni aminoskupina této sfingoidni baze je acylovana nenasycenou
(N), a-hydroxylovanou (A) nebo w-hydroxylovanou kyselinou (O). Délka acylu se v lidském
SC pohybuje od 16 do 36C. Cer navic mUze byt esterifikovan v w-poloze kyselinou linolovou
(EO), pfipadné v poloze 1 nesubstituovanou kyselinou (1-O-acylCer).*” Upfednostfiovana
forma nazvoslovi koZnich Cer byla navriena roku 1993 a byla je$té doplnéna roku 19944
a roku 2014.°> Vyuzivd symbolld sfingoidnich bazi a acyld, jejichz kombinaci vznikd nazev
prislusné podtridy Cer, napftiklad Cer AS je odvozen od sfingosinu, ktery je acylovan a-
hydroxylovanou kyselinou a Cer EOH je odvozen od 6-hydroxysfingosinu, ktery je acylovan
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Ceramidy s nesubstituovanym acylem (N)

sfingosin (S) OH fytosfingosin (P)
HW HW
HO. NH Cer NS (Cer 2) HO. NH Cer NP (Cer 3)
WVVWW WVVW
O O
dihydrosfingosin (dS) OH 6-hydroxysfingosin (H)
HW HW
HO NH Cer NdS (Cer 10) HO NH Cer NH (Cer 8)
WVVWW WVVW
O O
OH OH
HO..
HO NH Cer NT
O

Ceramidy s a-hydroxylovanym acylem (A)

OH

HW HW
HO NH Cer AS (Cer 5) HO NH Cer AP (Cer 6)
OW OW

OH OH
OH

HO.. HO,_~ -~
HOW Cer AdS (Cer 11) HOW Cer AH (Cer 7)
OW O%\W

OH OH

Ceramidy s w-esterifikovanym acylem (EO)

HW
HO i Cer EOS (Cer 1)
ONWVVVW/VVMOWVVW\:/W
o

HO,,
HOW Cer EOP (Cer 9)

HW
HO—~Nh Cer EOdS

o
OH
HO, -~ ~
HOW Cer EOH (Cer 4)
04\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/07(\/\/\/\:/\:/\/\/
o

1-O-acyl ceramidy

HO.,_~
WOW Cer 1-O-ENS

(6] O//J‘\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\

HW
V\/\/\/\/\/WO NH Cer 1-O-EAS

OH

Obrazek 2. Struktury Cer nalezenych v lidské kazi
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w-hydroxylovanou kyselinou s navazanou kyselinou linolovou na jeji w-hydroxylové
skupiné. Struktury lidskych Cer nalezenych v klZi jsou zobrazeny na Obrazku 2 a jejich
kvantifikace na Obrazku 3.

Cer EOdS/EOS EOdS/EOS

Cer NdS/INS
Cer

~ CerNP

Cer EOH

Cer AdS/AS
Cer NH

Cer AP
Cer AH

AdS/AS

EOH

Obrazek 3. HPTLC lidskych Cer (vlevo) a jejich kvantifikace pomoci HPTLC (vpravo)®

3.2.2.2. Biosyntéza ceramidu

Biosyntéza Cer probiha na membrané endoplazmatického retikula (Obrazek 4). Prvni reakci
pfi biosyntéze Cer je kondenzace L-serinu s palmitoylkoenzymem A (palmitoylCoA) za
vzniku 3-ketodihydrosfingosinu. Enzym, ktery tuto reakci umozZiiuje, se nazyva serin
palmitoylCoA transferdza a jednd se o enzym ze skupiny a-oxoamin syntdz.>® 3-
Ketodihydrosfingosin se v bunkach nalézad v malém mnoistvi, protoZze je ihned dale
metabolizovdn. Nasledujici reakci je redukce ketoskupiny pomoci enzymu 3-
ketodihydrosfingosin ~ reduktdzy za  vzniku  dihydrosfingosinu.®® K pfevedeni
dihydrosfingosinu na ostatni sfingoidni baze nedochdazi okamzité, dochazi k nému az po
acylaci primarni aminoskupiny. Jeden z dlivodu, pro¢ ostatni sfingoidni baze nevznikaji
rovnou je ten, Ze sfingosin ma proapoptotické a detergentni Gc¢inky.>? Acyl kyseliny je
pripojen prostrednictvim skupiny enzym, nazvané (dihydro)ceramid syntazy (CerS). Zatim
bylo identifikovdno 3est podskupin CerS (CerS 1 — 6)°3 a bylo zjisténo, Ze ackoliv se jejich
substraty ¢astecné prekryvaji, vykazuje kazdy enzym svou preferenci k uréité délce acylu,
pripadné stupni nenasycenosti. Napfiklad CerS 1 ma preferenci ke stearoylkoenzymu A jako
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substratu za vzniku C18 Cer.>* Poslednim krokem je Uprava sfingoidni ¢asti. Cer zaloZené na
sfingosinu ziskaji C4-C5 dvojnou vazbu pldsobenim desaturdzy. Tento enzym nejprve vyuzije
molekuldrni kyslik a vnese do pozice C4 v molekule hydroxylovou skupinu, ktera je nasledné
dehydratovana za vzniku C4-C5 dvojné vazby.>>>’ Cer zaloZené na fytosfingosinu jsou
hydroxylovany v pozici C4 pomoci enzymu desaturdzy 2. Enzym zodpovédny za konverzi
dihydroCer na 6-hydroxyCer nebyl zatim nalezen.> >®

o)
HO/\)kO' + R
CoA—SJ\/\/

NH,*

serin palmitoylCoA transferaza
(kondenzace)

éj

HO
NH,

3-ketodihydrosfingosin reduktaza
(redukce)

Dihydrosfingosin

ceramid syntaza
(acylace)

HO

|IO
T
Py
o
b
H
(SN
S
»
T
z
O ;
X

HN

OH
Dihydrosfingosinové Cer /\‘/\/\KR
OH

?

6-Hydroxysfingosinové Cer

Obrazek 4. Biosyntéza ceramid(
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Mastné kyseliny do délky retézce C16 jsou u savcl syntetizovany pomoci multienzymového
komplexu, zvaného syntdza mastnych kyselin. ProdluZovani fetézce nad tuto délku
potiebuje specidlni typ enzymu, zvany elongdza (ELOVL), Obrazek 5. Elongazy vykazuji jak
tkanovou specifitu (v kGzi se vyskytuji pouze Ctyfi poddruhy tohoto enzymu), tak i
substratovou specifitu. ELOVL1 preferuje jako substrat retézce az do délky C24, ELOVL2
mezi C16-C20, ELOVL3 C22-C26, ELOVL4 C20 a C22, ELOVLS C16-C20 a ELOVL6 C12, C16,
C18. Zaroven bylo zjisténo, Ze ELOVL1, 3 a 6 preferuji nasycené nebo mononenasycené
kyseliny a ELOVL2, 4 a 5 preferuji polynenasycené kyseliny. Aviak presné substraty elongaz
nebyly zatim presné urceny. Prodluzovani fetézce probiha vidy o dva uhlikové atomy a je
to cyklicky se opakujici déj, ktery zahrnuje kondenzaci acylCoA s malonylCoA (enzym 3-
ketoacylCoA syntdza), redukci (enzym 3-ketoacylCoA reduktaza), dehydrataci (enzym 3-
hydroxyacylCoA dehydrogenaza) a dalsi redukci (enzym 2,3-enoylCoA reduktaza).

@) O O

N
R/\)kSCoA HOMSCOA
A 3-ketoacylCoA syntaza
(kondenzace)
0] O

3-ketoacylCoA reduktaza
(redukce)

RWSCOA
¢

RWSCOA

3-hydroxyacylCoA dehydrogenaza
(dehydratace)

SCoA

(redukce)

(0]

/N
¢ 2,3-enoylCoA reduktaza

/\/\)()k

Obrazek 5. Elongace volnych mastnych kyselin
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Enzym, zodpovédny za a-hydroxylaci mastné kyseliny je 2-hydroxyldza>® a w-hydroxylace
mastné kyseliny bude probrdna v nasledujici kapitole.

3.2.3. Acylceramidy (acylCer)

w-0-acylceramidy (nazyvany také Cer tfidy EO) jsou nejdelsi Cer, které se v lidském téle
vyskytuji. Stejné jako kratSi Cer se skladaji ze sfingoidni baze (sfingosinu, fytosfingosinu,
dihydrosfingosinu a 6-hydroxysfingosinu), na jejiz primarni aminoskupinu je vazan acyl
kyseliny. V pfipadé acylCer ma acyl nejcastéji 30-34 atomi uhliku a v w-poloze je
hydroxylovany. Na tuto hydroxylovou skupinu je esterové vazadna kyselina linolova.?
V lidskych acylCer se témér vyhradné (>95 %) vyskytuje kyselina linolova, u prasat a morcat
se tato kyselina vyskytuje v pfevazné ¢asti (75 % a 84 %), avSak u potkanG a mysi klesa jeji
procento na 32 % a 45 % a je nahrazena kyselinou palmitovou.®® P¥i deficitu esenciélnich
mastnych kyselin je linolova kyselina v acylCer nahrazovdana jinou, neesencidlni mastnou
kyselinou (pfevdiné olejovou), co? vede k defekttiim v koZni bariéfe.3°

AcylCer jsou naprosto nezbytné pro preZiti savcl na sousi. Jejich kompletni deficit neni
slu¢itelny se Zivotem, jedinec zdhy umirad kvili obrovskym ztrdtam vody pres kuazi.'6-'’
Vykyvy v jejich hladiné ve SC (pfevainé jejich snizené mnozstvi) byly nalezeny u nékolika
zédvaznych koznich onemocnéni, jako je atopickd dermatitida,*® lameldrni ichty6za?® nebo

psoridza.?

Jejich dikladnéjsimu prozkoumani brani hlavné jejich nedostupnost. Komercéné se zakoupit
nedaji a jejich izolace ze SC je velmi obtizna, vytézky této izolace jsou nizké. V literature je
mozné nalézt nékolik publikaci s kompletni syntézou téchto latek,?426 4° avsak syntéza je
vzdy mnohakrokova a poskytuje pomérné maly celkovy vytézek.

3.2.3.1. Biosyntéza acylCer

Zacatek biosyntézy acylCer je stejny jako u ostatnich Cer, dihydrosfingosin vznika
kondenzaci palmitoylCoA a L-serinu. Kyselinova ¢ast je rovnéz tvorena elongaci C16 retézce
pomoci elongaz, vidy o 2 uhlikové atomy, avsak pro tvorbu retézce >28C je zapotrebi
konkrétné elongaza ELOVL4.2Y 1 w-hydroxylace této dlouhé kyseliny probihd pomoci
cytochrom P450 CYP4F22 vazané hydroxyldzy?? a w-esterifikace diky w-acyltransferaze.?3
Pro pfipojeni této kyseliny k dihydrosfingosinu je potfeba enzym z rodiny ceramid syntaz,
konkrétné u téchto nejdelsich Fetézcl se uplatriuje CerS3.%® Nebylo zatim spolehlivé uréeno,
zda dochazi nejprve k omega esterifikaci a az poté k N-acylaci nebo je tomu naopak
(Obrazek 6).3°
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(N-acylace (esterifikace)

Obrazek 6. Biosyntéza acylceramid(

Vzniklé acylCer se ve SC nachazi bud volné nebo vazané na korneocyty. Kdyz dojde
k terminalni diferenciaci keratinocytd na korneocyty, je jejich plazmatickd membrana
nahrazena takzvanou korneocytalni lipidovou obalkou a jejich obsah vyplnén keratinem. Na
tuto obalku (prevdiné na karboxylové skupiny postrannich fetézcl proteinl jako je
involukrin ¢i lorikrin) se pomoci své w-hydroxylové skupiny vazi acylCer (Obrazek 7). AcylCer
se vazi ve formé svého prekurzoru (glukosylCer). Mechanismus prvniho kroku neni Uplné
objasnén, mlZze se jednat o oxidativni odStépeni kyseliny linolové dosud neidentifikovanym
enzymem, pfipadné o transesterifika€ni reakci a dochazi k vazbé na protein. Glukdza je poté
odstépena pomoci B-glukocerebrosiddzy a vznikly komplex w-hydroxyCer vazaného na
korneocyt (pripadné po odstépeni sfingoidni baze w-hydroxykyseliny) se podili na tvorbé
prvni lamely v lipidové matrix SC a vytvafi tak templat pro budovéni dalsich lamel.?
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Obrazek 7. Kovalentné vazané ceramidy
3.2.4. Metabolické premény ceramidi a dalSich sfingolipidi
Cer vznikaji v organismu tfemi hlavnimi cestami:

1) De novo syntéza z L-serinu a palmitoylCoA (viz Uvod této prace).

25



2) Hydrolyzou sfingomyelinu pomoci enzymu sfingomyelindzy. Tento enzym ma Sest
isoforem: kyselou, bazickou a Ctyfi typy neutrdini sfingomyelinazy, které se lisi
umisténim a substratovou specifitou.%3

3) ZvySenou hydrolyzou sfingosin-1-fosfatu pomoci enzymu sfingosin-1-fosfat
fosfatazy, nasledovanou acylaci sfingosinu na Cer pomoci ceramid syntazy.

Mimo tyto hlavni cesty mohou Cer vznikat hydrolyzou dalSich jejich derivatQ, napfiklad
hydrolyzou glukosylceramidd pomoci enzymu B-glukocerebrosiddzy, hydrolyzou
galaktosylceramid(i pomoci [B-galaktocerebrosidazy nebo hydrolyzou ceramid-1-fosfatu
pomoci ceramid-1-fosfat fosfatazy. Zakladni metabolické pfemény jsou shrnuty na Obrazku
8.

L-serin + palmitoylCoA

Dihydrosfingosinovy Cer

'

%o M or B

O 0} o
Cer-1-P Sfingosinovy Cer Sfingomyelin
/ N
HO f h
HO OH o OH
(0] OH H . .0 B
H = R i Pl = R
" R HO/Y\/\/ o) O/Y\/\/
HO o NH, i NH,
OH HN
R
\([)]/\/\ Sfingosin Sfingosin-1-P
GlukosylCer

Obrazek 8. Metabolické premény ceramidd na jejich derivaty v lidském organismu. Pismeny jsou popsany
enzymy, zodpovédné za danou reakci: a) ceramid kinaza b) ceramid-1-fosfat fosfataza c) sfingomyelin syntaza d)
sfingomyelinaza e) glukosylceramid syntaza f) B-glukocerebrosidaza g) ceramidaza h) ceramid syntaza i) sfingosin
kinaza j) sfingosin-1-fosfat fosfataza
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3.2.4.1. Ceramid-1-fosfaty (Cer-1-P)

Cer-1-P je jeden z nejjednodussich sfingolipidd, nalezenych v biologickych membranach a
vyskytuje se zde pouze v malém mnozstvi.®* Cer-1-P muze vznikat pfimo ze sfingomyelinu
plsobenim sfingomyelindzy D, avSak takova pfeména byla nalezena pouze u nékterych
bakterii a v pavoudim jedu.5>-% V sav&im organismu v3ak tato cesta nalezena nebyla a Cer-
1-P jsou primarné biosyntetizovany z Cer pouZitim ceramid kindz.®’-® Receptor pro Cer-1-P
nebyl dosud nalezen. Namisto toho plisobi Cer-1-P pfimou interakci a aktivaci cytosolovych
fosfolipdz, coz zpUsobuje uvolnéni arachidonatu a zvySenou tvorbu prostaglandind. Zvyseni
hladiny prostaglandinu E2 poté vede ke stimulaci zanétlivé reakce v burikdch.®®7° Cer-1-P
také stimuluje bunécénou proliferaci, bunéénou migraci, zvysuje pfijem glukdzy a inhibuje
apoptozu.’t74

3.2.4.2. Gangliosidy

Gangliosidy jsou kyselé glykosfingolipidy, které obsahuji jeden nebo vice zbytkl kyseliny
sialové a pfevazné se vyskytuji v nervovych burikach.”> Biosyntéza gangliosid(i zacina u Cer.
V prvnim kroku vznikd glukosylCer plisobenim enzymu glukosylCer syntazy (zvané taky
glukosyltransferdzy)’®’” a nasledné je prodlouZen cukerny fetézec na laktosylCer
pusobenim galakosyl transferazy.’® Dalsi vazani monosacharid(, véetné sialovych kyselin,
probiha v postupnych krocich, az dojde ke vzniku gangliosidu s poZadovanou strukturou
cukerné slozky.”” Gangliosidy se zapojuji do mezibunéénych interakci a do bunééné
signalizace: ovlivriuji epidermalni ristovy faktor,”® nervovy rustovy faktor®® nebo reguluji

inzulin.®!

3.2.5. Organizace lipidti ve SC

Lipidova matrix SC vykazuje jedine¢nou lamelarni strukturu. Pohled na organizaci lipid(,
tvoricich lipidovou matrix, se postupem casu meénil a presna organizace stale neni

jednoznacné objasnéna.

3.2.5.1. Lamelarni usporadani

Pomoci elektronové mikroskopie bylo zjisténo, ze SC ma podobu pfipominajici strukturu
cihel a malty.82-83 A7 kdyZ se pro fixaci preparatl zacal vyuzivat RuO4 misto OsO4 (pro ktery
je potreba, aby ve zkoumaném materialu byly nenasycené slouéeniny, které se ve SC pfilis
nevyskytuji), bylo mozné spolehlivé pozorovat multivrstevnou lamelarni strukturu SC
(Obrazek 9). Navic bylo zjisténo, Ze tyto vrstvy se sttidaji pravidelné jako Siroka-uzka-siroka,
se $itkou lamely pfiblizné 12 nm. 13 8 Tato méfeni byla pozdéji potvrzena pomoci praskové
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rentgenové difrakce, kde byla nalezena 11,9 — 13,1 nm Sitka lamely, oznacovana jako dlouhd
periodicka faze (LPP), pro jejiz existenci jsou nezbytné acylCer.” % 114 Mimo tuto LPP byla
v lidském SC nalezena jesté dalsi lamelarni faze s kratsi periodou (5,3 — 6,4 nm), ktera

dostala nazev kratkd lameldrni faze (SPP).60 14 Schematicky je lameldrni uspofadani
popsano na Obrazku 10.

Obrazek 9. Elektronova mikroskopie SC. A a B: lamelarni téliska. C: mezibunécny prostor mezi SC a stratum
granulosum po wyliti obsahu lameldrnich télisek. D: mezibunéény prostor SC3

s s

3.2.5.2. Lateralni usporadani

Vv

V lidském SC prevazuje lateralni orthorhombické usporadani, které ma nejtésnéjsi mrizku
obdélnikového tvaru a které retézclm umoznuje pouze minimalni pohyb. Méné tésné je
hexagonalni usporadani, u kterého jiz dochazi k lateraini rotaci retézcli a mald ¢ast lipida ve
SC se vyskytuje v kapalné-krystalickém usporadani, které je jiz znacné neusporadané

s

(Obrazek 10).88 Mezi nejéastéjsi metody vyzkumu laterdlniho usporadani slou?

—_
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infratervend spektroskopie (s Fourierovou transformaci),®’” elektronovd difrakce®® a
praskova rentgenova difrakce v oblasti Sirokych 4hl(.%°

Lateral organization

, Orthorhombic

o ; i dered, d | ked
Human epidermis ‘ ; lordered, denselypacked)

Hexagonal
/' (ordered, less densely packed)

Human stratum corneum:
Bricks (corneocytes) and
Mortar (lipid matrix) model

. Liquid
(disordered)

y Lamellar organization

Lipid layers (lamellae)
in between corneocytes ‘ ‘

A A
z=13nm
(LPP) (SPP)

Obrazek 10. Struktura lidského SC a podrobnéjsi popis lamelarni a laterdini struktury lipidové matrix*®

3.2.5.3. Vznik kozni bariéry

Epidermalni bariéra vznika ve ¢tyfech zakladnich krocich. V prvnim kroku dochazi k syntéze
lipidd a jejich prekurzorl. MnoiZstvi syntetizovanych lipidd se postupné zvysuje
s diferenciaci keratinocytd. Ve druhém kroku jsou tyto pfipravené lipidy a jejich prekurzory
sbaleny do lamelarnich télisek spolu s katabolickymi enzymy, jako jsou lipazy a proteazy.
Lamelarni téliska jsou sekretorni organely, které umoznuji transport bariérovych lipidi na
misto jejich potreby. Defekty pri tvorbé téchto organel zplsobuji harlekynskou ichtydzu,
forma neni sluéitelnd se Zivotem.! PFfi¢inou téchto defektl je mutace v transportnim
proteinu ABCA12.%? Ve tfetim kroku jsou lamelarni téliska transportovana do nejsvrchné;jsi
vrstvy stratum granulosum, kde tyto organely splyvaji s plazmatickou membranou a jejich
obsah se vyléva do prostoru na hranici stratum granulosum a SC. Poslednim krokem je
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pfeména poldrnich prekurzord na konecné nepolarni lipidy. Takto jsou glukosylCer a
sfingomyeliny pfevedeny na Cer pomoci glukocerebrosidazy nebo sfingomyelindzy a
fosfolipidy na mastné kyseliny pomoci fosfolipaz.3®

3.3. Kozni onemocnéni se snizenou hladinou acylCer

U fady koZnich onemocnéni byla pozorovana porusena kozni bariéra. Aby bylo mozné zjistit,
jak vlastnosti lipid0 ovliviiuji spravnou funkci kozni bariéry, je potfeba znat jejich sloZeni a
organizaci (lamelarni i lateralni) ve SC. Tyto informace nam poté mohou pomoci objasnit
mechanismy, podilejici se na zméné ve sloZeni lipidl, prfipadné jejich organizaci, které
nasledné vedou ke sniZzené funkci koZni bariéry. Mezi nejCastéji se vyskytujici koZni
onemocnéni patti atopicka dermatitida, psoridza nebo lamelarni ichtyéza.

3.3.1. Atopicka dermatitida (AD)

AD je recidivujici chronické, zanétlivé onemocnéni, které je charakterizovano zarudnutim,
vysychanim a svédénim kaze.*3 Postihuje kolem 15 % bélosskych déti a pfiblizné 2 — 10 %
dospélych, ale mira vyskytu se stéle zvySuje, pfevaziné v rozvinutych zemich.?*°7 V dnesni
dobé je AD jednim z nejvice studovanych koZnich onemocnéni. U pacientl s AD bylo
poskozeni v koZni bariéfe nalezeno jak vlézich, tak i mimo né, srlznym stupném
zévaznosti.'® 9899 Pfi¢ina vzniku AD dosud nebyla pfesné objasnéna. Jednou z pfi¢in je
geneticka predispozice pti mutaci v genu pro filaggrin, avsak roli hraje i imunologie a vlivy
z okoli.19%192 v posledni dobé se rovnéZ ukazuje, ze AD pfFispiva k rozvoji alergii nebo

astmatu.103

U pacient(i s AD bylo nalezeno snizené celkové mnozstvi lipid(i ve SC. Z Cer byly pozorovany
nejvétsi zmény u Cer EOS a Cer NP, které byly detekovany v signifikantné nizsSim mnozZstvi.
Naopak doslo k relativnimu narQstu mnozZstvi Cer NS, AS a AP.104107 RoynéZ bylo nalezeno
mnohem vy$$i mnoZstvi Cer a mastnych kyselin se zkrdcenymi retézci. U kyselin pfevazovala
délka 16 — 18C, namisto zdravych jedinc(, kde prevazuji kyseliny s 24 — 26C a bylo nalezeno
signifikantné zvysené mnoZstvi polynenasycenych kyselin, coz mize naznacovat pfitomnost

zanétu nebo mikrobidlni aktivity.108-110

Zkracovani délky retézci Cer a mastnych kyselin u AD vede ke sniZeni mezirovinné
vzdalenosti v LPP a ke zhorseni tvorby LPP, coZ se projevuje negativné na bariérovou funkci
kdze.> 111 Snizené mnoistvi acylCer nevede pouze ke zhor$eni tvorby LPP, ale i laterdlini
organizace je zasazena: Bylo pozorovdno zvy$ené mnozstvi hexagonalniho usporadani lipida

na Ukor orthorhombického.112
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3.3.2. Psoriaza

Psoriaza je chronické zanétlivé onemocnéni kliZze, které je charakterizovdno nadmérnou
epidermalni proliferaci a nekompletni diferenciaci bunék. V zapadnich zemich je timto
onemocnénim postizeno okolo 2 % lidi. Pfi¢ina psoridzy také neni jednoznaéné prokazana,
pravdépodobné se jednd o imunologickou poruchu, avsak mozné jsou i dalsi pficiny.13-11>

Pti analyze lipidG SC u pacientl s psoridzou bylo nalezeno snizené mnozstvi Cer EOS, NP a
AP, zatimco Cer AS a NS byly nalezeny ve vétSim mnozstvi oproti zdravym jedincim. Bylo
pozorovano i ¢astecné zkraceni fetézcl lipidd. Tato zména ve slozeni vede ke zvySenym
ztratam vody pres khzi: v mistech pokrytych Supinatou kiZi je tato ztrata zvySena 2 — 3 krat,
po odstranéni Supin je zvy$ena dokonce 6 krat.'° V lameldrni organizaci kiiZe bez 1ézi nebyla
nalezena zddna zména oproti zdravé kizi, ale v misté lézi dochazi k redukci pfitomnosti LPP,

pfipadné azZ jejimu vymizeni.
3.3.3. Lamelarni ichtydza (LI)

LI je autosomadlné recesivni porucha (absence enzymu transglutamindzy 1), kterd se
vyskytuje u priblizné 1 ¢lovéka z 600 tisic a je viditelna hned po porodu (déti se rodi jako
takzvané kolodiové déti a jsou po porodu pokryté vrstvou, pfipominajici vazelinu) a zistava
po cely Zivot. Privodnim jevem je Supinaténi klize, zpisobené hyperkeratindzou, které se
s pFibyvajicim vékem soustFedi do oblasti kloub(.116-117

Ve sloZeni lipidG u LI bylo nalezeno snizené mnozZstvi Cer EOS a NP?° a zdroven snizeny
pomér mastnych kyselin k cholesterolu a mastnych kyselin k celkovym Cer, coz naznacuje
snizené mnoZstvi volnych mastnych kyselin ve SC.1*8 V lameldrnim a laterdinim uspofadani
byly rovnéz nalezeny zmény: Doslo ke zkraceni lameldrnich fazi a vice lipid(i se usporadava
do méné tésného, hexagonalniho uspofadani na ukor orthorhombického, coz snizuje funkci

koZni bariéry.11?
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4.Vysledky

4.1. Syntéza lidskych acylCer s ultra-dlouhym retézcem

Obrazek 11 ukazuje strukturu a retrosynteticky rozbor molekul acylCer. Linolova kyselina je
komeréné dostupnd, stejné tak sfingosin, fytosfingosin a dihydrosfingosin. 6-
hydroxysfingosin byl pfipraven vramci jiného projektu modifikovanym postupem,
popsanym v literatufe.'?? Kli¢ovou &asti molekuly je 32-hydroxydotriakontanova kyselina,
jejiz délka se nejéastéji vyskytuje v acylCer. 121122

HO/Y@\/\/\A/\/\ OH
o O NN

O%\/\/\/\/q/;/\/\_J

Ceramide EOS Cer EOdS
=

OH

0]
Sphingoid . Q + Linoleic Cer EOH
base N\OMOH acid
°©

Sphingosine (S)
Phytosphingosine (P)
Dihydrosphingosine (dS) U'
6-Hydroxysphingosine (H) 0

THPO ot th*%OH
Ny VA

0]

HoJ\rﬁ Br

Obrazek 11. Struktura a retrosyntéza lidskych acyceramid(i

Syntéza vychdazela z 16-bromohexadekanové kyseliny, kterd je komeréné dostupna a
pomeérné levna. Napoprvé jsme se pokusili z jedné molekuly vychozi kyseliny (po jeji redukci
na alkohol 1 a ochranéni na produkt 2) pfipravit Grignardovu slou¢eninu, ktera by reagovala
s vychozi kyselinou za podminek reakce, katalyzované Li,CuCls (Obrazek 12). Tato reakce
byla v literatufe popsana,? 123 avak nepodafilo se ndm ji reprodukovat na takto dlouhych
molekulach, kyselina 3 nevznikla. Zména poradi reagentd (Grignardova sloucenina
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z chranéného bromalkoholu) rovnéz nevedla k pozitivnimu vysledku. V literatufe je tato
reakce popsana do maximalni délky 24C vznikajiciho fetézce.123-125

BH3-THF TBDMSCI
THF Imidazol, DCM
h rt 3h, rt
4“ HO TBDMSO 14 Br

1,97% 2, 98%
CH,Br-CH,Br CH;MgCl
Mg, THF THF, Li,CuCl,

HO 2 OTBDMS
3, 0%
Obrazek 12. Neuspésna piiprava C32 retézce pomoci reakce Grignardovy slouceniny v piitomnosti LioCuCl,

JelikoZ v minulosti byla vyuZita k tvorbé ultra-dlouhych Fetézc Wittigova reakce,?*2° poufili
jsme tento pristup také. Zacatek syntetického postupu byl obdobny — redukce 16-
bromohexadekanové kyseliny na alkohol 1 a nasledné ochranéni (v tomto ptripadé pomoci
THP skupiny). Pfima substituce bromu v chranéném alkoholu 4 za hydroxylovou skupinu se
jevi jako jednoduchd reakce, nicméné ani po dlouhém zahtivani v 2M roztoku NaOH
nedochdzelo k reakci. Proto jsme zvolili jiny ptistup, chranény alkohol 4 byl preveden na
ester 5, ktery byl nasledné zredukovan na alkohol 6 svysokym vytéZzkem a pfi pouZiti
mirnych reakénich podminek. Nejvyhodnéjsim zplsobem oxidace alkoholu 6 na aldehyd 7
se ukdzala byt Swernova oxidace,?%1?7 kterd dosahovala 86 % vytéZku. Dess-Martinova
oxidace,1%8

50 %).

pfipadné poutziti pyridinium chlorochromatu vedlo k nizsim vytézkim (55 % a

Druhy reaktant pro Wittigovu reakci (fosfoniova stl 8) byl ziskan pfimou kondenzaci vychozi
kyseliny s trifenylfosfinem bez pritomnosti rozpoustédla (v taveniné). Wittigova reakce byla
klicova pro tvorbu 32C kyseliny, avsak i pfes mnoho pokusll o optimalizaci se nepodafilo
ziskat vyssi vytéZek nez 38 % (Obrazek 13).

33



BH;-THF CH,COONa
0 THF DMF
24h, rt 6h, 90 °C
HOJL(Vﬁ;Br —= "> RO M, Br ———> THPO T OR
DHP, PPTS — 1:R=H, 97% LIAIH,, THF [ 5: R =Ac, 94%
CHCI, s
PPhs 3h, reflux == 4: R=THP, 97%  °VeM9n 6: R =H, 82%
30h
140 °C (CocCl),, DMSO
TEA, DCM
overnight
’ -55 °C to rt
o NaHMDS, THF
-20°Ctort
HOJ\(*ﬁ\ P*Ph, THPO 120
8, 96% ] 7, 86%

0
HOJ-HV)% 7 OTHP

9, 38%

Obrazek 13. Priprava C32 fetézce vyuZzitim Wittigovy reakce

Nizky vytézek byl v tomto pfipadé zpUsoben nizkou rozpustnosti 16C vychozich latek 7 a 8.

Pokus o zdménu silné baze za jinou (NaH, LIHMDS nebo

vytézku; pokus o chranéni karboxylové skupiny vedl kvoskovitym, sloZité cistitelnym

latkam, které zplUsobovaly jesté nizsi vytézek Wittigovy
2012 Tashiro a Mori o pfipravu C30 fetézce s vyuzitim

dosahoval pouze 45 %.2° My jsme v3ak usoudili, Ze syntéza molekul 7 a 8 neni pfilis naro¢na
ani ve vétSim méritku, proto jsme pokladali tento vytéZzek v zacatku syntézy za uspokojivy.

10% Pd/C, H

LDA) vedl ke stejnému nebo nizS§imu

reakce. Podobné se pokouseliv roce
Grubbsovy metateze, avSak vytézek

2
O

0] EtOAc
overnight, rt
RO 13 "7 44 OTHP
DMAP, WSC 9-R=H TsOH, MeOH
MeOH, DCM ST 48 h, rt
Sh 10: R = Me, 47% NaOH, MeOH

0 °C to reflux 24 h, reflux

Obrazek 14. Syntéza 32-hydroxydotriakontanové kyseliny

Ziskané E/Z izomery nenasycené kyseliny 9 nebyly oddélovany, protoze nasledovala

hydrogenacni reakce. Pfima hydrogenace kyseliny 9 n

.

Ro)kmﬁmq1

11: R = Me; R' = THP, 90%
122.R=Me;R'=H, 91%

13: R=R'=H, 88%

eprobihala kvlli nizké rozpustnosti,



bylo potfeba karboxylovou skupinu ochranit. Jako prvni volba byl zvolen tert-
butyldimethylsilyl ester, protoze tato skupina se velmi snadno zavadi a nasledné je
jednoduché ji odstranit. Avsak vytézky reakce se pohybovaly pouze kolem 20 %, protoze
tato skupina se ukdzala byt aZ pfilis nestabilni a dochazelo k samovolnému odstépovani a
opétovnému snizeni rozpustnosti pfi hydrogenaci. Proto byl jako chranici skupina zvolen
methyl ester. Nejvhodné;jsi zpUsob, jak pfipravit methyl ester 10 se ukazala byt reakce s ve
vodé rozpustnym karbodiimidem (WSC; N-(3-(dimethylamino)propyl)-N‘-
ethylkarbodiimid), kterd poskytovala 47 % vytéiek. ProdlouZeni reakéniho ¢asu vedlo
k rozkladu esteru 10. Ostatni pokusy o pfipravu tohoto esteru vedly k nizsim vytézkiim nebo
neprobihaly viibec. Esterifikaci v kyselém prostfedi nebylo mozné vyuzit, protoze dochazelo
k rozkladu THP chranici skupiny. Methylace pomoci methyliodidu nebo dimethyl sulfatu
v pfitomnosti baze vedla k nizkym vytézkdm (5 % a 15 %) a to i po prodlouzeni reakéniho
¢asu nebo zvySeni reakéni teploty. Velmi elegantnim zplsobem se ukdazala byt reakce
s pouzitim diazomethanu, ktera poskytovala produkt v pomérné kratkém case s vytézkem
pfes 50 %, avsak limitujicim faktorem byla kapacita generatoru na vyvijeni diazomethanu,
ktera nedostacovala pfi reakci ve vétSim mnoizstvi.

Nasledna katalyticka hydrogenace na Pd/C katalyzatoru poskytnula produkt 11 ve vysokém
vytézku (pfes 90 %). Odstranéni THP skupiny v kyselém prostiedi probihalo opét s vysokym
vytézkem a pro docisténi produktu postacovala krystalizace ze smési CHCl3/MeOH.
Zavérecnym krokem pro pripravu 32-hydroxydotriakontanové kyseliny 13 bylo bazické
odstépeni methylové skupiny v methanolickém roztoku NaOH (Obrazek 14). Ziskand
kyselina 13 se rovnéz vyskytuje ve SC, je navdazdna na glutamatové konce involukrinu
(pfipadné podobnych bilkovin) pfes svou w-hydroxylovou skupinu a podili se na tvorbé

korneocytélni lipidové obalky.1??

Plvodni plan byl pokracovat v syntéze acylCer z této kyseliny 13. Nicméné se ukazalo, Ze je
prakticky nemozné tuto kyselinu pouZit pro dalsi reakce, pfipadné ji prevést na vhodny
derivat, diky jeji nerozpustnosti vtémér jakémkoliv rozpoustédle a diky jeji velmi nizké
reaktivité. Proto jsme hledali jinou vhodnou chranici skupinu, kterou by bylo mozné zavést
jiz dfive v syntetickém postupu, ktera by potencialné zvysila rozpustnost kyseliny 13 a ktera
by pripadné vznikala ve vy$sim vytézku nez zminény methyl ester. Pfedpokladali jsme, Ze by
bylo mozné vyuzit sukcinimidylesterovou skupinu, kterd se bézné pouZivd pro aktivaci

125 mohla by byt dostateéné stabilni ve vech ndsledujicich

karboxylu pfi N-acylacni reakci,
reakcich a v zavérecném kroku by poslouzila k tvorbé amidové vazby. Nejvhodnéjsi misto
pro vneseni sukcinimidylové skupiny do molekuly se ukazalo byt po Wittigové reakci, tj.
ochranit produkt 9 za vzniku produktu 14. Pokusili jsme se vnést tuto skupinu do molekuly

i vjiném kroku syntézy, avSak bez vétSiho vlivu na vytézek celkového postupu.
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Nejvhodnéjsim zplsobem tvorby sukcinimidylesteru se ukazala byt reakce s disukcinimidyl-
karbonatem, ktera poskytuje vytézky kolem 64 % ve velkém mnozstvi reaktant(i (v mnozstvi
reaktantd do 100 mg je mozné vytéZzek zvysit az na 80 %). Reakce s N-hydroxy sukcinimidem
v pfitomnosti WSC poskytovala nizsi vytézky produktu 14. Hydrogenace 14 na produkt 15
probihala bez rozkladu sukcinimidylesterové skupiny s vytézkem pres 80 % ve velkém
mnozstvi, v mnozstvi do 100 mg je vytézek pres 90 %. Pomér vychozi latky a produktu pfi
této reakci byl monitorovan pomoci *H NMR, protoZe Rf hodnota se béhem reakce neméni.
THP skupina byla odstranéna v kyselém prostredi za vzniku prekurzoru 16.

0 Disuccinimidyl carbonate
)L({ DIPEA DCM
HO™ 113 ™ s "OTHP )%\( 14 OTHP

overnlght
9 0°Ctort 14, 64%

10% Pd/C, H;

EtOAc
48 h, rt

? Kion

TsOH, MeOH 16: R =THP, 81%

overnight, rt 16: R=H, 75%
Linoleic acid
Sphingoid base, DIPEA 2,4 ,6-trichlorobenzoyl chloride
DCM, THF TEA, DMAP, THF
30h,rt 40 h, rt
0 -— @]

Cer EOS, 92% o o

Cer EOP’ 89% - N )Hv{\ )Lt\m

Cer EOdS, 96% <~—— [ 0" Tz O T 4

Cer EOH, 33% =—— 17, 84%

Obrazek 15. Syntéza cilovych acylCer EOS, EOP, EOdS and EOH

Dalsim krokem bylo navazani linolové kyseliny na volnou w-hydroxylovou skupinu
prekurzoru 16. Navazani linolové kyseliny pred acylaci sfingoidni baze, bylo zvoleno proto,
aby se predeslo nutnosti chranit sfingoidni bazi, coz zvysuje pocet krokd a sniZuje celkovy
vytéZek.?® 130 Tento krok, vedouci k diesteru 17 se ukazal byt pfekvapivé ndroénym. Mnoho
reakénich podminek bylo vyzkouseno bez Uspéchu: reakce s linoleoyl chloridem, reakce
s linolovou kyselinou v pfitomnosti WSC, Mitsunobuova reakce,'3! reakce v iontovych
krystalech®32 nebo aktivace pomoci 2-chloro-1-methylpyridinium iodidu.?> Nakonec se tato
reakce podarila za podminek Yamaguchiho esterifikacni reakce a produkt 17 vznikal
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s vytéZkem vice neZ 80 %.132 Sloudenina 17 poté slouZila jako prekurzor pro pfipravu viech
lidskych acylCer. Cer EOS, Cer EOP, Cer EOdS a Cer EOH byly ziskdny pfimou reakci
prekurzoru 17 s pfislusnou sfingoidni bazi v pfitomnosti diisopropylethyl aminu s vytézky
nad 90 %, coz je vyssi vytéZek nez dfive publikované vytézky v literature (vyuZiti p-nitrofenyl
esteru'3* nebo EEDQ?). Jedinou vyjimkou byl Cer EOH, ktery jsme ziskali ve vytéZku 33 %,
kvlli nestabilité vychoziho 6-hydroxysfingosinu (Obrazek 15).

4.2. Potvrzeni struktury polarni hlavy acylCer s pouzitim 2D
NMR analyzy

V ptipadé polédrni hlavy Cer neni dostacujici *H a 13C NMR spektrum pro pfesné uréeni jejich

struktury. Z tohoto ddvodu byly méreny jesté 2D spektra, konkrétné DQCOSY (korelace H

na H) a HSQC (korelace H na C). Pomoci téchto metod bylo mozné konkrétné pfriradit
veskeré atomy vodiku v poldrni hlavé Cer.
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Obrazek 16. 1H NMR spektrum Cer EOS

Vodik skupiny NH tvofi vidy charakteristicky dublet v oblasti 6 6,25 — 6,5 ppm a od néj je
pomoci DQCOSY spektra mozné urcit vodik na CH-NH skupiné. Vodiky na dvojné vazbé v Cer
hlavé je mozné rozlisit opét na zakladé DQCOSY. Maji vzajemné na sebe korelaci, avsak
vodik na C*> m4 pouze korelaci na alkylovy fetézec a vodik na C* ma korelaci i k vodiku na C3
v polarni hlavé. Vodiky na C! byly uréeny podle HSQC, jakoZto dva vodiky néleZejici stejnému
atomu uhliku. Posledni zbyvajici atom vodiku v polarni hlavé, vazany na C3 byl uréen jako

zbyvajici atom H na HSQC spektru.

Atomy vodiku na dvojné vazbé kyseliny linolové vidy tvofi charakteristicky multiplet
v oblasti 6 5,25 —5,5 ppm a Cisty triplet v oblasti 6 4 — 4,2 ppm odpovida CH; skupiné vazané
na esterovy atom kysliku. Tyto signaly ve spektrech nejsou vyznaceny. Signaly pod & 3 ppm
odpovidaji vodikovym atomUm v uhlovodikovych retézcich.

38



L0-97-20_DQCosy
L0-97-20
-
* -1.0
. TR b
b L1,
" g » =
- .
i - *’ - 2.0
-~ < -
2.5
- - Ll #
L3.0
-3,
o s |
1 2 -
- cl+c2s ¥ & x| - 40
- c - - -
4.5
5.0
hud L.}
ct [ = wt] -5.5
o | *® = - |
6.0
NH [* -
Le.s
7.0
6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5
f2 {ppm)
| | |
r
(ppm)
3.6
3.7 o ct
3.8
- 3.9 o
B 1
4.0 @c c
D
4.1
4.2
4.3 o
4.4 c3
4.5
4.6
6.7 b
4.9
4.9
76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54
¥l (ppm)
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4.2.2. Cer EOP
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Obrazek 18. 1H NMR spektrum Cer EOP
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Cer EOP na rozdil od Cer EOS nema v polarni hlavé dvojnou vazbu, ale dalsi OH skupinu na
uhliku C* Vodik na C? byl opét uréen podle korelace na skupinu NH v DQCOSY spektru a
vodiky na C! byly uréeny z HSQC jako dva vodiky néleZejici jedinému atomu uhliku. Vodiky
na C3 a C* byly uréeny na zdkladé DQCOSY. Jejich signal v tomto spektru je sice slity do
jednoho, ale lze na zakladé korelace k alifatickému retézci urcit, ktera ¢ast signalu odpovida
vodiku s vysSim ppm. Toto je poté potvrzeno i na HSQC, kde Ize pozorovat oba signaly

oddélené.
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Obrazek 19. DQCOSY spectrum (nahore) a HSQC spectrum (dole) Cer EOP
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4.2.3. Cer EOdS
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Obréazek 20. *H NMR spektrum Cer EOdS

Cer EOdS ma ze vSech podtfid acylCer nejjednodussi polarni hlavu, kterd neobsahuje ani
dvojnou vazbu ani dal$i OH skupinu, aviak v 'H a DQCOSY NMR spektru se signaly hodné
pFekryvaji. Vodiky na C? byly uréeny podle HSQC, tudiZ zbyvaji pouze dva vodiky na C% a C3.
V tomto pfipadé byl vodik na C? uréen podle HSQC jako signal s & okolo 54 na *3C uhlikovém
spektru a zbyvajici vodik byl pfifazen na C3.
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Obrazek 22. *H NMR spektrum Cer EOH

Cer EOH ma nejslozitéjsi strukturu polarni hlavy, kterd vtomto pfipadé obsahuje jak
dvojnou vazbu, tak i dal$i OH skupinu na C®. Vodiky na C! byly uréeny podle HSQC, stejné
tak i vodik na C? (podle dfive zminénych charakteristickych vlastnosti). Uhliky na C3 a C® byly
rozliseny podle DQCOSY spekter, vodik na C*> ma slabou korelaci na vodik na C? a vodik na
C® ma korelaci na alkylovy fetézec. Na zakladé uréené polohy vodik( na C3 a C® Ize rozlisit i
vodiky na C* a C° podle jejich korelace k pfislusnym sousedicim vodikiim v DQCOSY spektru.
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4.3. Syntéza Cer-1-P

Syntéza vychdazela z poZadované sfingoidni baze (sfingosin nebo dihydrosfingosin), kterd
byla v prvnim kroku acylovana sukcinimidylesterem palmitové kyseliny za vzniku Cer 18 a
21 ve vysokém vytézku (89 % a 92 %). Acyl kyseliny palmitové byl zvolen zdmérné s ohledem
na budouci experimenty s bunécnou signalizaci. NejlepSich vytézk( fosforylace bylo
dosazeno pomoci mezifazové katalyzy v systému CH,Cl,/agNaOH s pouZitim P(OCHs)s jako
fosforylaéniho ¢inidla, cetylpyridinium bromidu, jako mezifazového katalyzatoru a CCl,Br-
CCl,Br jako zdroje halogenu.'® Timto postupem jsme ziskali dimethylester Cer-1-P 19 (s
vytézkem 70 %) a 22 (s vytézkem 81 %). Poslednim krokem byla hydrolyza dimethylesteru
Cer-1-P pomoci trimethylsilylboromidu, coz je v literatufe nejpouzivanéjsi Cinidlo pro tuto
reakci, za vzniku vyslednych Cer-1-fosfatd 20 a 23 ve vytézku 55 % a 61 % (Obrazek 24).
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Obrazek 24. A: syntéza sfingosinového Cer-1-P. B: syntéza dihydrosfingosinového Cer-1-P

4.4. Syntéza modifikovaného gangliosidu GM1

Pro syntézu gangliosidu se zkrdcenym fretézcem jsme wvyuZili enzymatickou deacylaci
pfirodniho gangliosidu a naslednou acylaci vhodnou kyselinou. Enzym, ktery je zodpovédny
za deacylaci gangliosidu, se nazyva Cer deacyldza a zpUlsobuje odstépeni palmitové kyseliny
z molekuly gangliosidu. Pro posunuti reakéni rovnovahy vice na stranu produktl, byly do
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reakéni smési pfidany vapenaté ionty, které stearovou kyselinu srazi v podobé jeji
nerozpustné soli a pro zvySeni rozpustnosti GM1 byl do reakéni smési pridan
taurodeoxycholat (TDC).'3¢ Po této reakci jsme ziskali deacylovany gangliosid (lyso GM1)
ve vytézku pfiblizné 48 %. V dalSim kroku tento lyso GM1 reagoval se sukcinimidylesterem
laurové kyseliny v pfitomnosti DIPEA za vzniku zkraceného gangliosidu C12 GM1 s vytézkem
83 % (Obrazek 25).
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Obrazek 25. Syntéza modifikovaného gangliosidu GM1

4.5. w-0-acylCer v koznich lipidovych membranach: vliv
koncentrace, sfingoidni baze a slozitosti modelu na

mikrostrukturu a permeabilitu

Pro studium vlivu koncentrace acylCer a struktury jejich sfingoidni baze na mikrostrukturu
a permeabilitu byly vytvoreny dva modely lipidové membrany —jednoduchy a slozity model.
Jednoduchy model se skladal z jednoho acylCer (Cer EOQS), jednoho kratsSiho Cer (Cer NS),
jedné mastné kyseliny (kyselina lignocerova) a cholesterolu s malym pfidavkem cholesteryl-
sulfatu. Tento model byl zaméfen hlavné na mikrostrukturu membrany, tj. uréeni
koncentrace Cer EQS, kterd je nezbytnd pro tvorbu LPP. AvSak tento model byl pfilis
jednoduchy na to, aby spolehlivé pfedpovidal permeabilitu membrdn pro modelové latky.
Proto byl sestrojen slozity model, ktery se skladal z jednoho acylCer (Cer EOS, EOP, EOdS)
nebo jejich smési, smési 6 kratSich Cer, smési 5 mastnych kyselin (od 16C do 24C) a
cholesterolu s malym pridavkem cholesteryl-sulfatu. Slozeni tohoto modelu bylo vybrano
tak, aby se co nejvice podobal sloZeni lipid( v lidském SC. Struktury lipid(i jsou znazornény
na Obrazku 26 A a sloZeni jednotlivych modell je popsdno na Obrazku 26 B.
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A

Acylceramides (acylCer)
Cer EO-mix (wt%):
HO., ,@ /@F Cer EQS: 77.78
‘ Cer EOP: 16.67
HO NH CerEOS  CerEOP  CerEQds | Cer EQdS: 5.56

0]

\/\/E/E/\/\/\/\[ro

O

Ceramides (Cer) Cer-mix (wt%):
M Cer NS: 8.10

HO., Cer AS: 25.92
o R=H: CerNS Cer NP CerNds | CerNdS:8.86
NH R=OH: Cer AS Cer AP CerAds | CerAdS: 1.40

Cer NP: 25.27

OW/\WN\A Cer AP: 30.45

Free fatty acids (FFA-mix; wt%)
Cqua—]COOHZ 1.33 o)
CngﬁCOOHZ 3.30

C1gH35COOH: 6.89 HO)L("m ”
C21H43COOH: 47.11

023H47COOH (LA) 41.38

Cholesterol (Chel, R = H)
Cholesteryl sulfate
(CholS, R =805")

RO
B
Composition of the membrane models (Cer/FFA/Chol 1:1:1 molar ratio + 5 wt% CholS):
Simple models: Cer(EOS+NS)/LA/Chol/CholS Complex models: Cer (EO+Cer-mix)/FFA-mix/Chol/CholS
Sample Cer (molar ratio) Sample Cer (molar ratio)
Control Cer NS Control Cer-mix
5% EOS 0.05 Cer EQS/0.95 Cer NS 10% EQO-mix 0.1 Cer EO-mix/0.9 Cer-mix
10% EOS 0.1 Cer EOS/0.9 Cer NS 10% EOS 0.1 Cer EOS/0.9 Cer-mix
20% EOS 0.2 Cer EOS/0.8 Cer NS 10% EOP 0.1 Cer EOP/0.9 Cer-mix
30% EOS 0.3 Cer EOS/0.7 Cer NS 10% EOdS 0.1 Cer EOdS/0.9 Cer-mix

Obrazek 26. A: Struktury lipidG v modelovych membranach a slozeni Cer EO-mix, Cer-mix a FFA-mix. B: SloZeni
membran jednoduchého a sloZitého modelu.

4.6. LPP se zacCina objevovat pfi 10 % Cer EOS v jednoduchém
modelu

Lipidové membrany jednoduchého modelu byly nejprve studovany pomoci praskové

rentgenové difrakce (XRPD), abychom gzjistili, jak koncentrace Cer EQOS ovliviiuje

mikrostrukturu téchto modelovych membran. Proto jsme srovnavali ¢tyfi modely s rostouci
koncentraci Cer EOS (od 5 % do 30 %) s kontrolou bez Cer EQS (Obrazek 27).
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Obrazek 27. Mikrostruktura lipidovych membran jednoduchého modelu, sloZzeného z Cer EQS, Cer NS, LA, Chol
a CholS s mnozstvim Cer EOS v Cer frakci od 0 % (kontrola) po 30 %. A: Praskova rentgenova difrakce membran
jednoduchého modelu. Arabska Cisla ndlezi fazi La (SPP), fimska Cisla ndleZi fazi Lb (LPP) a hvézdicka nalezi
separovanému Chol. B: Mezirovinna vzdalenost lamelarni faze La (SPP), Lb (LPP) a Chol vztaZena na koncentraci
Cer EOS. C: Pomér Sitky v puli maxima druhé a prvni reflexe lamelarni faze La (SPP) vztaZzena na koncentraci Cer
EOS.

Kontrolni membrana (0 % Cer EOS) a membrdna s5 % Cer EOS obsahovala sérii reflexi
s mezirovinnou vzdalenosti d = 5,40 = 0,00 nm a d = 5,50 = 0,06 nm (Obrazek 27A). Tato
faze (La) ma podobnou mezirovinnou vzdalenost jako SPP, ktera byla nalezena v lidském SC
s mezirovinnou vzdalenosti 5,3 — 6,4 nm.®0. 8 Difraktogramy navic obsahovaly dvé reflexe
separovaného Chol, coZ odpovida pfedchozim zjisténim v praseé¢im a lidském SC.8° 137-138
Separovany Chol byl nalezen ve vsech membrandach jednoduchého modelu od 0 % do 30 %
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CerEOSsd=3,39+0,00nm,d=3,41+0,01 nm,d=3,43+0,01 nm,d=3,44+0,01 nma
d = 3,40 = 0,01 nm (Obrazek 27B). Zajimavé je, Ze intenzity reflexi Chol v porovnani s SPP
vyrazné poklesly po pfidani 5 % Cer EOS.

Membrana s 10 % Cer EOS obsahovala La fazi, podobnou SPP, s mezirovinnou vzddalenosti d
=5,42 £ 0,02 nm. Navic se pfi 10 % Cer EOS zacala tvofit dalsi lamelarni faze (Lb). Tato faze
Lb md vyssi mezirovinnou vzdalenost neZz La, kterd dosahuje d = 12,81 + 0,00 nm, coz
odpovida LPP.8% P¥i zvySeni mnozstvi Cer EOS z 10 % na 20 % se intenzita Lb faze (d = 12,35
+ 0,25 nm, 7 reflexi), v porovnani s La fazi, zvysuje. Pfi 20 % Cer EOS se objevuji pouze dvé
slabé reflexe faze La s d = 5,39 = 0,03 nm. Dalsi zvySeni mnozZstvi Cer EOS v membrané vede
ke kompletnimu vymizeni faze La z difraktogramu a z(istavd pouze faze Lb s mezirovinnou
vzdalenosti d = 12,22 + 0,01 nm a separovany Chol (Obrazek 25B).

Rozsah lipidovych fluktuaci v membrané (Obrazek 27C) mlze byt urcen z poméru Sitky
v poloviné vysky druhé (As2) a prvni (As1) reflexe.'®® V nasich membréanach bylo mozné toto
vypocitat pouze pro fazi La, protoZze prvni reflexe faze Lb nebyla nalezena, pfipadné byla
velmi slaba. Pomér As2/As1 faze La v kontrolni membrané byla 0,86 + 0,00. Pfi zvySovani
koncentrace Cer EOS tento pomér poklesl na 0,75 + 0,17 pro 5 % Cer EOS a poté se zase
zvysil na 0,89 + 0,06 pfi 10 % Cer EOS a 1,43 + 0,57 pfi 20 % Cer EOS. Tudiz fluktuace faze
La se sniZi pfi pfidani 5 % Cer EQS, ale zase se zvysi ve chvili, kdy se vytvori LPP.

4.7. Cer EOS neocekavané zvysSuje permeabilitu jednoduchého
modelu

Poté jsme studovali, jak koncentrace Cer EOS a zaroven tvorba lamelarnich fazi
v jednoduchém modelu ovliviiuje permeabilitu. Permeabilita membrany byla zkoumana
pomoci ¢tyr ukazatel(: flux theofylinu (TH), flux indometacinu (IND), ztrata vody pres

membranu a elektrickd impedance.

Flux TH pres kontrolni membranu jednoduchého modelu bez Cer EOS byl 0,07 + 0,01
pg/cm?/h (Obrazek 28A). Pfitomnost 5 % a 10 % Cer EOS zvysila flux TH vice neZ dvakrat
(signifikantni pfi p < 0,01) na hodnoty 0,15 + 0,02 pg/cm?/h a 0,15 + 0,01 pg/cm?/h. Dalsi
zvySovani v podilu Cer EOS na 20 % a 30 % vedlo ke snizeni fluxu na 0,12 + 0,01 pg/cm?/h a
0,08 £ 0,01 pg/cm?/h (neni signifikantni oproti kontrole).
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Obrazek 28. Ukazatele permeability jednoduché lipidové modelové membrany slozené z Cer EQS, Cer NS, LA,
Chol a CholS s mnozstvim Cer EOS v Cer frakci od 0 % (kontrola) do 30 %. A: Flux TH. B: Flux IND. C: Ztrata vody
pres membranu relativni ke kontrole. D: Elektrickd impedance relativni ke kontrole. Data jsou prezentovany jako
praméry =+ standardni chyba primeéru. Hvézdicky oznacuiji statisticky vyznamné rozdily oproti kontrole pfi p <
0,01 (**) ap < 0,05 (*), ANOVA.

Podobny zvonovity trend v permeabilité byl nalezen pro flux IND pres membrany
jednoduchého modelu (Obrazek 28B). Flux IND pfes kontrolni membranu byl 0,05 + 0,01
pg/cm?/h. Pfitomnost Cer EOS zvysila flux IND pfes membranu s maximem pfi 10 % a 20 %
Cer EOS (0,11 £ 0,01 pg/cm?/h a 0,12 £ 0,01 pg/cm?/h; p < 0,01 pfi srovnani s kontrolou).
V membréné s 30 % Cer EOS flux poklesl na 0,08 & 0,01 pg/cm?/h, co? je stale o 60 % vice,
nez v kontrolni membrané, avsak ne signifikantné.

Tretim ukazatelem permeability byla ztrata vody pres membranu (Obrazek 28C), kterda byla
mérena pomoci evaporimetru, ktery se normalné pouZziva pro méfeni transepidermalni
ztraty vody (TEWL) in vivo, ale mGze byt rovnéZ vyuZit v in vitro experimentech.'0 Ztrata
vody pres kontrolni membranu byla stanovena jako 100 % a ostatni hodnoty byly
normalizovany podle kontroly. Pfitomnost Cer EOS v membranach vedla ke zvyseni ztraty
vody pres tyto membrdny ve srovnani s kontrolou s maximem pfi 10 % Cer EOS (0 37 % vysSi
nez kontrola, ale ne signifikantné).

Posledni parametr permeability membrany byla elektrickd impedance (Obrazek 28D), coz je
odolnost membrany proti priichodu stfidavého proudu. Membrany s 5 %, 10 % a 20 % Cer
EOS meély hodnoty impedance zvySené o 50 %, 64 % a 52 % v porovnani s kontrolou
(statisticky nevyznamné). Impedance membrany s 30 % Cer EOS byla tfikrat vyssi nez
kontrola (p < 0,01).
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4.8. Komplexni model lépe napodobuje vliv acylCer na
permeabilitu

Pfedchozi vliv Cer EOS a formovani LPP na permeabilitu membran byl velmi necekany.
Pfedpokladali jsme, Ze dlivodem tohoto chovani byla pfiliSna jednoduchost modelu. Proto
jsme pfripravili komplexnéjsi model s 6 az 9 podtfidami Cer a 5 rozdilnymi mastnymi
kyselinami (viz. Obrazek 24). AcylCer byly do tohoto modelu pfiddny v 10 % (z celkového
mnozstvi Cer), coz by mélo byt dostate¢né mnozZstvi pro tvorbu LPP faze a blizi se jejich
fyziologické koncentraci.l%® 141-143 permeabilita komplexniho modelu byla zkoumana
s vyuZitim stejnych ukazatell permeability jako u jednoduchého modelu (Obrazek 29).
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Obrazek 29. Ukazatele permeability komplexni lipidové modelové membrany slozené z Cer EO-mix, Cer-mix,
FFA-mix, Chol a CholS s podilem Cer EO-mix v Cer frakci na 10 %. A: Permeabilitni profily TH. B: Flux TH. C:
Permeabilitni profily IND. D: Flux IND. E: Ztrata vody pfes membranu relativni ke kontrole. F: Elektricka
impedance relativni ke kontrole. Data jsou prezentovany jako priméry + standardni chyba priméru. Hvézdicky
oznacuji statisticky vyznamné rozdily oproti kontrole pfi p < 0,01 (**) a p < 0,05 (*), ANOVA. # oznacuije statisticky
vyznamné rozdily oproti kontrole pfi p < 0,05, t-test.
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Nejprve byla studovana permeabilita TH pres membrany komplexniho modelu. Obrazek
29A ukazuje permeadni profily (kumulativni mnoZstvi TH, které proslo 1 cm? membrany v
Case) a Obrazek 29B ukazuje flux TH, vypocteny z permeacnich profilG. Flux TH pres
kontrolni membranu byl 0,36 + 0,05 ug/cm?/h. Pfidani 10 % acylCer snizilo flux TH ve
srovnani s kontrolou: membrany s Cer EO-mix, Cer EOS, Cer EOP a Cer EOdS mély flux TH
postupné 0,24 + 0,02 pug/cm?/h (nesignifikantni), 0,26 + 0,07 pg/cm?/h (nesignifikantni),
0,17 £0,02 pg/cm?/h (p < 0,01) a 0,14 + 0,02 pg/cm?/h (p < 0,01).

V pfipadé IND, jako modelové latky (Obrazek 29C a D), byly vlivy 10 % acylCer obdobné jako
u TH: kontrolni membrana bez acylCer méla nejvy3si flux (0,25 + 0,04 pg/cm?/h), zatimco
Cer EO-mix, Cer EQS, Cer EOP a Cer EOdS mély snizeny flux na 0,12 £ 0,02 pug/cm?/h (p <
0,05), 0,17 + 0,05 pg/cm?/h (nesignifikantni), 0,07 = 0,01 pg/cm?/h (p < 0,01) a 0,08 +0,01
pg/cm?/h (p < 0,01).

Podobné trendy byly pozorovdny i u relativni ztraty vody pfes membranu (Obrazek 29E).
Nejnizsi hodnoty (0 16 % a 0 20 % mensi ztrdta vody oproti kontrole) byly nalezeny u
membran, obsahujicich Cer EO-mix (p < 0,05, t-test) a Cer EOdS.

Elektrickd impedance (Obrazek 29F) vSak poskytla jiné vysledky: ve srovnani s kontrolou
mély vSechny membrany s acylCer snizenou impedanci (0 65 % az 82 %), coz znamena nizsi
odolnost proti prichodu stfidavého proudu. Efekty Cer EOS a Cer EOP byly statisticky
vyznamné pfi porovnani s kontrolou.

4.9. Pouze Cer EO-mix, nikoliv jednotlivé acylCer tvori LPP
v komplexnim modelu

Abychom potvrdili, Ze snizend permeabilita komplexnich modelovych membran k TH, IND a
vodé, zpUsobena acylCer, je ve shodé s LPP, byly zméfeny XRPD téchto membran (Obrazek
30). Ve vsech difraktogramech byla nalezena prvni a druha reflexe separovaného Chol.
Mezirovinna vzdalenost této Chol faze byla d =3,41+ 0,00 nm, d =3,41+ 0,00 nm, d = 3,42
+0,01nm,d=3,41+0,00nmad=3,42+ 0,00 nm v kontrolni membrané a v membranach
s Cer EO-mix, Cer EQOS, Cer EOP a Cer EOdS v tomto potadi (Obrdzek 30B). Tento vysledek je
podobny vyse zminénym vysledkiim z jednoduchého modelu a odpovida krystalické mu Chol
monohydratu.14

V kontrolni membrané byla nalezena pouze jedna série reflexi (kromé reflexi Chol), ktera
odpovida fazi La. Mezirovinnd vzdalenost této faze (La) byla d = 5,38 + 0,01 nm, coz
odpovida SPP (d = 5,3 — 6,4 nm).51% 8 Difraktogramy membran s jednotlivymi acylCer Cer
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EOS, Cer EOP a Cer EQdS byly prekvapivé podobné kontrole: byla nalezena pouze faze SPP
(La) s mezirovinnou vzdalenosti d = 5,36 0,02 nm, d =5,37 0,00 nma d=5,37 £0,00 nm
a separovany Chol. Pfi Q = 6,75 nm byla nalezena neznama reflexe.

Jedind membrana komplexniho modelu, ktera tvofila LPP, byla membrana obsahujici 10 %
Cer EO-mix. Prvni série reflexi (La) s mezirovinnou vzdalenosti d = 5,36 +£ 0,01 nm byla
pfitazena SPP. Druhd faze (Lb) s mezirovinnou vzdalenosti d = 12,71 £ 0,00 nm byla
pfitazena LPP (Obrazek 30A a B). Navic k témto dvéma fazim a separovanému Chol byly
nalezeny neidentifikované reflexe pfi Q= 1,36 nm™*a 6,75 nm™.

Fluktuace lipidd ve fazi La byly u komplexniho modelu stanovovdny stejné jako u
predchoziho (Obrazek 30C). Pomér As1/As2 v kontrolni membrané byl 0,83 + 0,08, cozZ se
podoba jednoduchému modelu. Tento pomér byl snizen v pfitomnosti Cer EO-mix a Cer EOS
(0,70£ 0,27 a 0,67 £0,17) a zvySen u membrdan s Cer EOP a Cer EOdS (0,92 +£ 0,08 a 0,98 +
0,23). VSechny membrany komplexniho modelu mély pomér Asl/As2 nizsi nez 1, coz
odpovida dobte organizovanému lameldrnimu systému.

4.10. Lateralni usporadani lipida

Oblasti Sirokych uhld difraktogramt (v rozmezi Q od 14 nm™ do 18 nm?) jsou zobrazeny na
Obrazku 27A a 30A vpravé casti. Tato oblast difraktogramu poskytuje informaci o
molekuldrnim usporadani na kratkou vzdalenost, v tomto pfipadé o lateralnim usporadani
lipidovych uhlovodikovych fetézcl. Ve vSech jednoduchych modelech s nebo bez Cer EOS
byly nalezeny dvé reflexe pfi Q = 15,13 — 15,24 nm™* a pfi Q = 16,75 — 16,84 nm™.
Odpovidajici vzdalenosti mezi lipidovymi retézci 0,41 — 0,42 nm a 0,37 — 0,38 nm byly

pFifazeny orthorhombickému uspofadani lipidovych fetézc(.4>

V komplexnim modelu doSlo ke zméné situace. Reflexe, které indikuji orthorhombické
usporadani retézcq, byly jasné nalezeny pouze v membrané, obsahujici 10 % Cer EQS a Cer
EO-mix (oznadeno Sipkami na Obrazku 30A). Relativni intenzita reflexe pfi Q = 16,79 nm™
byla velmi slaba. Kontrolni membrana a membrany s obsahem 10 % Cer EOP a Cer EOdS
vykazuji pouze jednu reflexi pfi Q = 15,13 — 15,24 nm™, kterd ukazuje na méné tésné,
hexagondlni, uspofadani Fetézcl.” 146147 TudiZ pouze ty komplexni modely, které obsahuiji
Cer EOS (at uz samotny nebo obsazeny v Cer EO-mix), mohou tvotit orthorhombické
lateralni usporadani pfi 10 % obsahu acylCer.
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Obrazek 30. Mikrostruktura komplexni lipidové modelové membrany sloZzené z Cer EO-mix, Cer-mix, FFA-mix,
Chol a CholS s podilem Cer EO-mix v Cer frakci na 10 %. A: PraSkova rentgenova difrakce komplexnich membran.
Arabskd Cisla nalei fazi La (SPP), Fimska &isla naleZi fazi Lb (LPP) a hvézdicka naleZi separovanému Chol. Sipky
ukazuiji slabou reflexi, kterd naznacuje pritomnost orthorhombického usporadani. B: Mezilamelarni vzdalenosti
fazi La (SPP), Lb (LPP) a Chol jednotlivych acylCer a jejich smési. C: Pomér Sitky v pUli maxima druhé a prvni reflexe
lameldrni faze La (SPP) individualnich acylCer a jejich smési.
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5. Diskuse

5.1. Syntéza lidskych acylCer s ultra-dlouhym retézcem

Ptipravili jsme vSechny hlavni podtfidy pfirodnich ultra-dlouhych Cer (Cer EOS, Cer EOP, Cer
EOdS a Cer EOH). Celkovy vytéZzek této dvanactikrokové syntézy byl 11 % v malém mnozstvi
(v fddu do sta mg) a 7 % v gramovém méfitku (az po prekurzor 17; finalni acylCer byly
pfipraveny v mnoZstvi pravé potfebném pro dalsi experimenty). Hlavnim konceptem nami
vyvinuté syntézy je poutZiti sukcinimidylesteru, ktery slouZi jako chranici skupina, pomaha
prekonat potize s velmi nizkou rozpustnosti a zdroven aktivuje mastnou kyselinu pro jeji
snadné pripojeni ke sfingoidni bazi ve vysokém vytézku.

Prvnim klicovym krokem je syntéza omega hydroxylované, 30 — 32 uhlikd dlouhé kyseliny.
Vétsina autor( pro tuto reakci vyuzila Wittigovu reakci, ktera se i v naSem pripadé ukazala
jako jedna z nejspolehlivéjsich reakci pro prodlouzeni rfetézce na takovou délku (coz je
komplikovano velmi nizkou reaktivitou a rozpustnosti).?42> 4° Tashiro et al. v roce 2012
vyvinul syntézu, kdy je ultra-dlouhy retézec vytvoren pomoci Grubbsovy metateze, avsak
vytéZek této reakce také neni pfilis vysoky (45 %).28

Druhym klicovym krokem je navazani kyseliny linolové na w-hydroxylovou skupinu. Tento
krok muUZe nasledovat hned po vytvoreni kyseliny, coZ usSetfi praci s chranénim
hydroxylovych skupin na sfingoidni bazi, pfipadné mUze byt tento krok proveden aZ po
navazani na chranénou sfingoidni bazi s naslednym odchranénim. Prvni moznost zvolil Mori
et al. spouZitim chloridu kyseliny linolové?* i Miuller et al. spouZitim 2-chloro-1-
methylpyridinium iodidu?®> a ndam se tento postup také osvédcil, avsak s vyuZitim
Yamaguchiho esterifika¢ni reakce.*® Druhou moznost zvolil Tashiro et al. rovnéZ s vyuZitim

chloridu kyseliny.2®

Poslednim klicovym krokem je vazba pfipraveného acylu ke sfingoidni bazi a autofi opét
zvolili rozdilny pristup. Mori et al. k tvorbé amidové vazby pouzil aktivaci kyseliny pomoci p-
nitrofenylové skupiny,?* Miiller et al. pouZil aktivaci pomoci EEDQ (N-ethoxykarbonyl-2-
ethoxy-1,2-dihydrochinolin),? Tashiro et al. pouZil aktivaci pomoci karbodiimidu?® a nam se
s vysokym vytézkem podafilo tento krok provést pomoci reakce sukcinimidylesteru
pFipravené kyseliny s poZzadovanou sfingoidni bazi.*®

Celkové shrnuto, vtuto chvili jsou v literature popsany ¢&tyfi postupy pripravy acylCer.
Syntéza od Moriho et al. méla 13 krokU a jeji celkovy vytéZek byl pfiblizné 18 %.2* Miiller et
al. popsal rovnéz tfinactikrokovou syntézu s celkovym vytéZzkem 3 %.2° AcylCer pfipravené
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Tashirem et al. mély misto kyseliny linolové navazanou kyselinu stearovou a jejich
devitikrokova syntéza dosahla celkového vytéZku 16 %.2° V nasem pfipadé byla syntéza
dvanactikrokova s celkovym vytéZzkem 11 %, avSak tuto syntézu se podafilo optimalizovat
tak, Ze bylo mozné pracovat i s gramovym mnozstvim latek.*

5.2. Syntéza Cer-1-P

Syntéza Cer-1-P, zaloZeném na sfingosinu, byla jiz v literatufe popsanal®1>0 3 v tuto chvili
je mozné jej zakoupit i komeréné, avsak jeho cena je dosti vysokd. Po nékolika nedspésnych
pokusech (pfima fosforylace zaloZzend na reakci s 2-chlor-4H-benzo[d][1,3,2]dioxafosfinin-

4-onem,48

reakce s P(OCHs)s za podminek dfive popsanych v literatufe®®) jsme nakonec
vyuZili pro nasi syntézu modifikovany postup, navrzeny Bielawskou et al.**> Komplikace je v
zavedeni fosfatové skupiny do molekuly Cer, protoze Cer ma dvé OH skupiny (primarni a
sekunddrni) a vysledny produkt je pozadovan jako 1-izomer. Tento problém se da obejit
pomoci selektivniho chranéni sekundarni hydroxylové skupiny,4® pf¥ipadné vyuZitim
postupu, ktery je selektivnéjsi k primarni hydroxylové skupiné.'4® 10 z3avéreény krok je
naopak komplikovan velmi nizkou rozpustnosti vznikajiciho produktu a slozitym cisténim.

Nakonec se nam podafilo pfipravit oba Cer-1-P pomoci tfikrokové syntézy zaloZzené na
pfipravé Cer s pozadovanou délkou fetézce, ktery byl poté fosforylovan pomoci P(OCHs)s za
podminek mezifazového prenosu a v poslednim kroku byly odstépeny methylové skupiny
pusobenim trimethylsilyloromidu. Celkovy vytézek syntézy byl 34 % pro Cer-1-P zaloZeny na
sfingosinu a 45 % pro Cer-1-P zaloZeny na dihydrosfingosinu. Tyto molekuly budou dale
vyuZity pfi studiu jejich dlohy v bunééné signalizaci pfi tvorbé kozni bariéry®>! a pfi studiu
jejich chovani v lipidovych membranach.

5.3. Syntéza modifikovaného gangliosidu GM1

Gangliosidy, vyskytujici se v savcich tkdnich, maji v acylovém fetézci vazano 16 a vice atom(
uhliku. Takové gangliosidy se ziskavaji prevaziné izolaci, ale nejsou vhodné jako lipidové
standardy pro analyzu, jelikoz interferuji s biologickym materidlem. Proto bylo potieba
pfipravit co nejpodobnéjsi gangliosid, ktery se vSak uz ve tkdnich nevyskytuje. Zvoleno proto
bylo zkraceni acylu na 12 atom( C. Pro tuto obménu jsou v literatufe dostupné dvé

152 3 s vyuZitim enzymatické deacylace pfirodniho gangliosidu.3®

moznosti: Cisté chemicka
152 Enzymatickd reakce ma vyhodu v tom, Ze rozpojuje pouze jedinou (amidovou) vazbu

v Cer Casti a nezasahuje do dalSich amidovych vazeb v cukerné casti. Chemicka cesta je
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levnéjsi, ale po chemickém odstépeni acylu v Cer ¢asti dochazi i k odstépeni acetylovych
zbytk( v cukerné casti a tyto acetylové skupiny je potieba v poslednim kroku opét vytvorit.
Pro posunuti reakéni rovnovahy enzymatické deacylace vice na stranu produkti se do
reakéni smési (vodnd faze) pridava n-dekan, ktery se svodou nemisi a ve kterém se
rozpousti vznikajici kyselina,'>? nebo vapenaté ionty, které stearovou kyselinu srazi
v podobé jeji nerozpustné soli.3® Vybrali jsme si druhou moznost, kterd je vzhledem k velmi
malym mnoZstvim reaktant( jednodussi na provedeni.

Touto dvoukrokovou syntézou, kterad zahrnovala enzymatické odstépeni acylu gangliosidu
GM1 a naslednou acylaci vhodné dlouhou kyselinou, jsme ziskali gangliosid se zkrdcenym
fetézcem. Celkovy vytézek reakci byl 40 % a ziskali jsme pfiblizné 1,9 mg produktu, coz je
mnozstvi, které dostacuje jako standard pro hmotnostni analyzu biologického materialu.

5.4. w-0-acylceramidy v koznich lipidovych membranach: vlivy
koncentrace, sfingoidni baze a slozitosti modelu na
mikrostrukturu a permeabilitu

AcylCer (Cer ttidy EO, napftiklad Cer EOS) jsou esencialni pro spravné fungovani kozni
bariéry; poruchy v jejich biosyntéze byly nalezeny u nékolika zavainych koznich
onemocnéni, jako je AD, psoridza nebo LI.*82% 153 Nage porozuméni chovéni acylCer v koZni
bariéfe je limitovano dvéma problémy: zaprvé je to komercni nedostupnost acylCer a
zadruhé vysoce komplexni smés lipida v kozni bariéfe komplikuje detailni studium na

molekularni Urovni.

Druhy problém se da ¢asteéné prekonat peclivé vybranymi modelovymi lipidovymi
membranami. Ackoliv vSechny experimentdlni modely obsahuji urcitou Udroven
zjednoduseni, nékolik modelovych lipidovych membran bylo popsano jako uzite¢ny nastroj
studia vlivu struktury na permeabilitu membran, 137, 146, 154-155

5.4.1. Membrany jednoduchého modelu velmi dobre reprodukuji
mikrostrukturu lipida SC, ale nikoliv vsak jejich permeabilitu

Vytvofili jsme jednoduchou modelovou membranu SC, ktera se skladala z jednoho acylCer
(Cer EQS), jednoho Cer (Cer NS), jedné mastné kyseliny (LA), Chol a CholS. MnoZstvi Cer EQS
se pohybovalo v rozmezi 0 % az 30 % z celkového mnozstvi Cer. Nejprve jsme pomoci XRPD
ovérili, Ze inkorporace Cer EOS do membrany umozZnuje tvorbu LPP. Cilem tohoto
experimentu rovnéz bylo najit koncentraci acylCer (Cer EOS), pfi které dochazi k formovani
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LPP v tomto modelu. V kontrolni membrané bez acylCer byla nalezena pouze SPP, coz je
v souladu s tim, Ze acylCer maji duleZitou roli ve formovani LPP ve SC.2° Kromé toho kontrola
i vS8echny ostatni membrany obsahovaly separovany Chol s d = pfiblizné 3,40 nm, coz
odpovida zjisténim v literature.* 144

V membranach s 5 % Cer EQS, coz je pfiblizné polovina jeho fyziologické koncentrace ve SC,
byla nalezena pouze SPP faze. V tomto ptipadé je Cer EOS pravdépodobné inkorporovan do
SPP, cozZ je podpofeno i zvySenou mezirovinnou vzdalenosti SPP (z 5,40 nm na 5,50 nm) a
Castecné zvySenym usporadanim této faze ve srovnani s kontrolou. Dal$i mozné vysvétleni
je, ze Cer EOS tvoril struktury, které se periodicky neopakovaly v takto malém mnozstvi
acylCer a tudiz nebyly detekovany pomoci XRPD. Tento vysledek je konzistentni
s nedostatkem LPP v koznich onemocnénich s niz8im obsahem acylCer.'® Av3ak nase
zjisténi se neshoduje s vysledky de Jager et al., kterd sestavila modely obsahujici Cer EOS,
Cer NP, Cer z hovéziho mozku (v poméru 1:7:2), smés mastnych kyselin a Chol a zjistila, Ze
malé mnoiZstvi LPP se zalind tvofit jiz pfi 5 % Cer EQS.® Tato nesrovnalost mlze byt
zpUsobena poutzitim jinych Cer v naSem modelu.

Pfi zvySeni koncentrace Cer EOS na 10 % a 20 % se v difraktogramu objevila LPP faze
spolecné sSPP a Chol. Formovdni LPP bylo doprovdzeno poklesem v mezirovinné
vzdalenosti SPP na 5,42 nm a 5,39 nm pfi 10 % a 20 % Cer EOS a zaroven se zvysily fluktuace
v této fazi, hlavné pri 20 % Cer EOS. Relativni méreni lipidovych fluktuaci v SPP fazi pfi 10 %
Cer EOS vyslo stale mensi nez 1, coz ukazuje na dobré usporadani membrany. Podobné
hodnoty byly nalezeny pro koZzni modelové lipidové membrany v praci Pullmannové et al.,
ktera nahrazovala Cer za jejich prekurzor sfingomyelin, aby napodobila Spatnou
metabolizaci sfingomyelinu. Membrany, které obsahovaly do 50 % sfingomyelinu, mély tyto
hodnoty nizsi nez 1, dalsi zvySovani mnozstvi sfingomyelinu vedlo ke sniZeni usporadani

lipidd'>* a hodnoty pfesahovaly 2, co? je typické pro fosfolipidové membrany.!*°

Koexistence SPP a LPP pfi 10 % a 20 % Cer EOS odpovida fyziologickému usporadani koznich
lipida*>* %8 3 publikovanym modelovym membrandm. V roce 2005 de Jager et al. studovali
komplexnéjsi model se smési Cer (Cer EOS, NS, NP, AS, NP16 a AP), ktery obsahoval 15 %
Cer EOS a nalezli LPP spoleéné s SPP. Vynechani Cer AS a Cer AP z této smési nebo nizsi
koncentrace Cer NS nezménily chovani tohoto modelu.?” Nékolik dal$ich modelovych
lipidovych koZnich membrdn s 15 % acylCer popisuje pfitomnost jak SPP, tak i LPP.5 146-147

Relativni intenzity reflexi LPP ve srovnani s SPP se zvySovaly se zvysSujici se koncentraci Cer
EOS. Pfi 30 % Cer EOS se SPP faze kompletné vytraci a nalezena byla pouze LPP faze.
Mezirovinna vzdalenost LPP faze byla nejvyssi pti 10 % Cer EOS (d = 12,81 nm) a postupné
se snizovala az kd = 12,22 nm pfi 30 % Cer EOS. Tyto hodnoty jsou rovnéz ve shodé
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s literaturou.?’” Toto rozmezi mezirovinné vzdalenosti je biologicky relevantni, napfiklad
v modelu rekonstruované kliZze, na které byly aplikovany cytokiny, byly nalezeny periodicity
LPP od 12,1 nm do 12,7 nm.>>’

Pfitomnost LPP bez SPP faze je také ve shodé s publikovanymi studiemi, ve kterych byly
pouzity acylCer v koncentraci 30 — 40 %, coz umoznilo popisovat LPP bez interferenci z SPP
faze.” 11 158 Modely s jesté vétsim mnoizstvim acylCer byly také ptipraveny; Schréter et al.
pouzili pfiblizné 70 % Cer EOS spolecné s Cer AP pro studii neutronové difrakce a navrhli
odlisSny model lipidové matrix SC pouze s SPP a s Cer EQS inkorporovanym do této kratké
faze. 1>

Orthorhombické lateralni usporaddani bylo nalezeno ve vSiech membrdanach jednoduchého
modelu se stabilnimi lamelarnimi vzdalenostmi mezi lipidovymi fetézci 0,41 nm a 0,37 nm.
Toto orthorhombické usporadani bylo nalezeno v lidské kizi in vivo a je povaZovano za
indikator dobré bariérové funkce kiize.8>-86 147

Dale jsme zkoumali, jak koncentrace Cer EOS ovliviiuje permeabilitu membran
jednoduchého lipidového modelu s vyuzitim ¢ty ukazateld permeability (flux TH, flux IND,
ztrata vody pfes membrdanu a elektrickd impedance). TH a IND jsou modelové permeanty
s rozdilnymi fyzikalnimi vlastnostmi. TH je relativné mala (Mr = 108,16), hydrofilni (log P =
0) molekula, u které se predpokladd, Zze bude difundovat pres fluktuace v lipidovych
fetézcich ve SC. TH byl dfive pouzit jako nastroj pro monitorovani defektl kozni bariéry v
mistech s lézemi i bez lézi u atopické klZe v porovnani se zdravou k(zi in vitro. Tyto vysledky
korelovaly s in vivo permeacemi a prokazaly, ze TH je vhodny nastroj studia bariérové
funkce kGZe.?® Na druhou stranu IND je vétsi (Mr=357,79), lipofilnéjsi (log P = 4,3) molekula,
kterd spiSe difunduje pFes lipidové lamely ve SC.16°

U koznich onemocnéni bylo snizeni hladiny acylCer doprovazeno zvySenim permeability
kGize. Tento efekt byl také reprodukovan in vitro: lipidové membrany, které neobsahovaly
acylCer, vykazovaly témér dvakrat vysSi permeabilitu k modelovym latkdm (p-
aminobenzoovié kyselina a jeji derivaty) nez membréany obsahujici 15 % acylCer.?>> Proto
jsme ocekavali podobné vysledky. Hlavné nas zajimal vztah permeability k pfitomnosti LPP
a SPP fazi, pripadné jejich smési, v membranach.

Vysledky byly spiSe prekvapivé: membrany s obsahem 5 % - 20 % Cer EOS vykazovaly
zvySenou permeabilitu pro TH, IND a vodu v porovnani s kontrolni membranou bez Cer EOS.
Zajimavé bylo, Ze inkorporace pouze 5 % Cer EOS, coZ odpovidd asi 1,67 % zméné
v celkovém sloZeni lipidd a nestaci k tvorbé LPP, zvysSila permeabilitu membrany. Toto
naznacuje lipidovou separaci, kterd nebyla viditelna na XRPD. Pfi 30 % Cer EOS v membrané,
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kde se vyskytuje pouze LPP a Chol faze, byla permeabilita snizena na podobnou uroven (TH
a voda) nebo lehce zvySenou (IND) v porovnani s kontrolou. Zmény v relativni ztraté vody
pfes membranu byly relativné malé v porovnani s TH a IND, coZ odpovida pfedchozim

experiment(m,1>4 161

Elektrickd impedance byla mirné zvySena oproti kontrole u membran, obsahujicich mezi 5 %
a 20 % Cer EOS. Pfekvapivé, membrana s 30 % Cer EOS, ve které se vyskytovala pouze LPP
(a Chol) méla trikrat zvysené hodnoty impedance v porovnani's kontrolou, tudiz méla tfikrat
vy3$i odpor ke stfidavému proudu, co? indikuje nizsi pohyb iontd pfes membranu.16?

Membrdany, které obsahovaly pouze jedinou lamelarni fazi (kromé separovaného Chol) —
LPP nebo SPP, vykazovaly nejlepsi bariérové vlastnosti pro TH, IND a vodu, zatimco
koexistence LPP a SPP méla negativni efekt na membrany jednoduchého modelu. Tyto
vysledky jsou v ostrém protikladu s pozorovanimi in vivo a s dobre znamou duleZitosti LPP
faze. Toto chovani muzZe byt zpisobeno nedostatkem heterogenity v jednoduchém modelu.
Navic LA je velmi dobfe misitelnd s Cer NS s 24C acylovym fetézcem a tento Cer mlze byt
pfitomen v oteviené konformaci, coz mlze byt zodpovédné za takto nizkou permeabilitu
kontrolni membrany, sloZzené z Cer NS/LA/Chol/CholS.163 Pfidavek Cer EOS do tohoto dobfe
smiseného systému pravdépodobné méni misitelnost lipid( a zvySuje permeabilitu.

Nas jednoduchy model se zda byt pfili§ jednoduchy pro zachyceni zmén v permeabilité,
zavislych na acylCer. Presto, zZe selhdni takto jednoduchého modelu nebylo Uplné necekané,
velmi znepokojivé je, Ze tento model napodoboval jak lamelarni usporfadani SC, tak
orthorhombické usporadani velmi dobfe. Tudiz vztahy mezi lipidovym sloZzenim SC, jeho
mikrostrukturou a permeabilitou nejsou pfimocaré: podle vseho ani LPP ani
orthorhombické usporadani nejsou dostacujici pro spravné fungovani lipidové bariéry.

5.4.2. Permeabilita komplexnich lipidovych membran: nejlepsi bariérové
funkce dosahly Cer EOP a EOdS

Protichidné vysledky permeability jednoduchého modelu nas vedly k pfipravé sloZitéjsiho
modelu s pouZitim 6 — 9 podtrid Cer a 5 mastnych kyselin podle nejnovéjsich analyz koznich
Cerl08 141143 3 mastnych kyselin.’®* Tento model napodoboval sloZeni lidského SC blize ne
jednoduchy model. Na zdkladé fyziologickych hladin acylCer a na zakladé mikrostruktury
jednoduchého modelu byla koncentrace acylCer nastavena na 10 %, aby byly pfitomny jak
LPP tak i SPP. Cilem zkoumani slozitého lipidového modelu bylo porovnani vlivu rlznych
acylCer nebo jejich smési na permeabilitu téchto membran pfi 10 % koncentraci acylCer.
Jediné Cer, které nebyly pro tvorbu modelu vyuzity, byly Cer odvozené od 6-
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hydroxysfingosinu, ktery neni komercné dostupny a jeho syntéza ve vétSich mnozstvich je

stale vyzvou.'®®

Zvyseni komplexity modelovych membran dramaticky ovlivnilo jejich permeabilitu.
Zejména permeability kontrolni membrany byly zvySeny v porovnani sjednoduchym
modelem. Toto naznaduje, Ze nas jednoduchy model mél vskutku velmi nepropustnou
lipidovou organizaci, ktera vsak byla velmi nachylnd k jakémukoliv zasahu, zplisobenému i
malou zménou sloZeni lipid(. Permeability naseho slozitého modelu jsou v dobré shodé
s modelovymi membranami, zkonstruovanymi z izolovanych lidskych koznich Cer (hodnoty
fluxu TH a IND byly 0,40 + 0,05 pg/cm?/h a 0,23 £ 0,02 pg/cm?/h).*>*

PFi porovnani s kontrolni membranou bez acylCer se flux TH a IND pfes vSechny membrany
s acylCer snizil. Stejné tak byly pozorovany mirné snizené hodnoty ztraty vody pres
membranu. Na druhou stranu elektrickd impedance byla vyznamné snizena, coz indikuje
slabSi odpor proti pohybu iontd pfes komplexni membrany s 10 % obsahem acylCer ve
srovnani s kontrolou.'®> Ddvody téchto Géink( acylCer na impedanci jsou nezndamé,
mulzZeme jen spekulovat, Ze je to zpUsobeno tvorbou domén.

Pozorované zesileni bariéry ve sméru zvenci dovnitf (flux TH a IND) a zevnitf ven (ztrata
vody), zpUsobené acylCer pfi porovnani s kontrolni membranou velmi dobre koreluje
s pozorovanimi in vivo u koZznich onemocnéni. Vroce 1991 Imokawa et al. objevili
pokles celkovych hladin lipid( SC jak v mistech s |ézemi, tak i v mistech bez lézi na kizi
atopickych pacientd. Nejvétsi pokles byl pozorovan u Cer EOS.1%4 Dalsi zkoumani atopické
kGize ukazalo, Ze kromé Cer EOS je také Cer NP signifikantné sniZzen a toto snizeni bylo
doprovazeno signifikantné zvy$enou transepidermalni ztratou vody (TEWL).18 106,108 \/ rgce
1993 Motta et al. nalezli signifikantni pokles mnozstvi Cer EOS, NP a AS (0 38 %, 66 % a 27 %)
a zvysené mnozstvi Cer NS a AS (0 66 % a 34 %) u psoridzy.'® Navic TEWL klze s Supinatymi
psoriatickymi plaky byl 2 — 3 krat zvySen oproti zdravé klzi a 6 krat zvySen po odstranéni
téchto plakl. Avsak Zzadné signifikantni zmény nebyly nalezeny u nezasazené kize pacient(
s psoriazou.'® V roce 1994 Paige et al. kvantifikovali Cer SC u vrozené ichtydzy a objevili
statisticky snizené mnozZstvi Cer EOS u lamelarniichtydzy.?° Lavrijsen et al. zjistili, Ze pacienti
s lamelarni ichtyézou méli signifikantné (2 — 3 krat) zvySeny TEWL oproti zdravym

pacientdm. 8

Zajimavé je, Ze nejslabsi ucinek ze vsech studovanych acylCer vykazoval Cer EOS (zalozeny
na sfingosinu a nejbéznéjsi z acylCer ve SC): Hodnoty fluxu TH a IND poklesly o pfiblizné
jednu tfetinu v porovnani s kontrolou a nebyl pozorovan témér zadny uUcinek na ztratu vody
pres membranu. Abychom prozkoumali vztah mezi strukturou a vlivem acylCer na
permeabilitu membrany, nahradili jsme Cer EOS za Cer EOP a Cer EOdS. Oba tyto Cer
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postradaji trans-dvojnou vazbu v poloze 4 na sfingoidni bazi, Cer EOP ma navic v poloze 4
navazanou hydroxylovou skupinu. Jak na fytosfingosinu zalozeny Cer EOP, tak i na
dihydrosfingosinu zaloZeny Cer EOdS vedly k vyraznéjSimu zlepseni bariérovych schopnosti:
permeability pro TH a IND byly snizeny o vice nez 60 % u obou téchto acylCer v porovnani
s kontrolou. Na druhou stranu jejich ucinek na relativni ztrdtu vody pfes membrdnu a
elektrickou impedanci byl podobny Cer EOS. Dlvod rozdili v permeabilité mezi
membranami s rozdilnymi podtfidami acylCer se zdaji byt spojeny s chybéjici C4 trans-
dvojnou vazbou v Cer EOP a Cer EOdS. Dvojna vazba v Cer zaloZenych na sfingosinu obecné
snizuje teplotu fazového prechodu, coz indikuje nizsi kohezivni sily v lipidové membrané.166
Co se tyce acylCer, vztahy mezi jejich strukturou a aktivitou nejsou pfilis prozkoumané.
V roce 2010 Kessner et al. srovndvali Cisty Cer EOS s Cer EOP a zjistili, Ze Cer EOP byl schopen
tvofit LPP i v suchém stavu, naopak Cer EOS potfeboval k tvorbé LPP hydrataci.'? Oproti
tomu de Jager et al. zjistili, Ze Cer EOS podnécuje tvorbu LPP Gcinnéji nez Cer EOP. Avsak
pro jejich experimenty pouzili vy$si mnoizstvi acylCer (15 %) ve srovnani s nasimi
modelovymi membranami.?’

Nakonec byly jednotlivé acylCer nahrazeny v komplexni membrané jejich smési (Cer EO-
mix), ktera obsahovala 7 % Cer EOS, 1,5 % Cer EOP a 0,5 % Cer EOdS (z celkového podilu
Cer), aby pfiblizné napodobovala sloZeni Cer v lidské kGzi. Ucinek Cer EO-mix na
permeabilitu se zda byt v souladu se sloZzenim této smési a s efekty jednotlivych acylCer (to
znamena, Ze permeability Cer EO-mix membran jsou nizsi nez membrdan s Cer EQS, ale vyssi
nez permeability s Cer EOP nebo EOdS). Obecné permeability membran s Cer EO-mix jsou
blize permeabilitam membrany s pouze Cer EOS, pravdépodobné proto, Ze Cer EOS je
dominantnim Cer v této smési.

5.4.3. Pouze smés tii acylCer tvori LPP v membranach komplexniho
modelu

Abychom pochopili rozdily v permeabilité membran v pfitomnosti rliznych acylCer v 10 %
mnozstvi, studovali jsme mikrostrukturu membran komplexniho modelu s vyuZitim XRPD.
Ocekavali jsme podobné vysledky jako u jednoduchého modelu s obsahem 10 % Cer EOS,
tudiz koexistenci SPP, LPP a Chol. AvSak membrany s jednotlivymi acylCer: Cer EOS, Cer EOP
a Cer EOdS netvofily LPP. Mikrostruktura téchto modelovych membran byla podobna u
vSech jednotlivych acylCer. Jedind lameldrni faze v téchto membranach byla faze SPP
s mezirovinnou vzdalenosti 5,36 nm az 5,37 nm, coz je témér stejna mezirovinna vzdalenost
jako u kontrolni membrany (5,38 nm). Separovany Chol se nachazel ve vSech membranach,
jak s, tak i bez acylCer. PrestoZe byl pozorovan pokles v permeabilité ve vSech téchto
membranach s acylCer, ocividné to nesouvisi s tvorbou LPP.
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Jedind membrana komplexniho modelu, ve které byla nalezena LPP faze, byla membrana
s Cer EO-mix. Mezirovinna vzdalenost LPP byla 12,71 nm, coZ je podobné membrané
jednoduchého modelu s 10 % Cer EOS. Navic byla nalezena SPP s mezirovinnou vzdalenosti
5,36 nm a separovany Chol. TudiZ heterogenita poldrni hlavy acylCer je velmi dlleZita pro
formovani lamelarni faze LPP v komplexnim modelu.

Co se tyka lateralni organizace lipidd v komplexnim modelu, orthorhombické usporadani
bylo jasné nalezeno pouze u difraktogramd membran, obsahujicich Cer EO-mix a Cer EOS.
V komplexnich modelech bez acylCer nebo s Cer EOP a Cer EOdS prevlada hexagonalni
usporadani. Vétsi volnost pohybu v hexagondlnim usporadani oproti orthorhombickému
mUlzZe vysvétlovat vysSi permeabilitu kontroly komplexniho modelu neZ kontroly
jednoduchého modelu. To také znamena, Ze Cer EOS (sdm nebo ve smési) napomaha tvorbé
orthorhombického usporadani vice nez ostatni acylCer. Toto je ve shodé s daty,
publikovanymi de Jager et al., ktefi pouzivali modelové membrany s obsahem Cer EOS a
EOP v rGiznych pomérech pfi koncentraci 15 % z celkového mnozstvi Cer.?’

Pfekvapivé zde neni Zadna pfima korelace mezi lameldrni a laterdlni organizaci
v membrandch komplexniho modelu a permeabilitnimi experimenty. Nejméné propustné
membrany s Cer EOdS netvofily ani LPP ani orthorhombické usporaddni. Pfestoze existuje
jedna prace o tom, Ze orthorhombické usporadani neni nezbytné pro spravné fungovani
model( SC'*’ a dalsi studie ukdazaly, 7e toto uspofadani muZe byt pozorovédno pouze
v nékterych lipidovych doméndach,'3” tento nesoulad mezi orthorhombickym uspofadanim
a permeabilitou odporuje pfedchozim zjisténim.8 Nicméné toto je prvni zminka ukazujici,
Ze pritomnost nebo absence LPP nemusi byt spolehlivym indikatorem dobré nebo horsi
bariérové funkce — alespon ne v in vitro modelovych membranach. Tento viditelny rozpor
nasich vysledkd s in vivo zjisténimi, diskutovanymi vyse, mizZe byt spojen s nepfitomnosti
korneocytalni lipidové obalky v naSich modelech (a ve vSech dosud publikovanych
modelech koZnich lipidovych membran). Tato monovrstva kovalentné vazanych lipid( na
povrchu korneocytu pravdépodobné hraje duleZitou roli v organizaci a permeabilité kozni
lipidové bariéry.

5.5. HPTLC analyza ultra-dlouhych ceramidt v kazi

Pfipravené acylCer byly nasledné pouzity jako autentické standardy pro zlepseni
kvantitativni analyzy Cer. Analyza koznich lipid( ve zdravé ¢i nemocné klzi je zdkladni
metoda potfebnda pro pochopeni (pato)fyziologickych principld, tykajicich se
udrzeni/poruseni homeostazy kaze.l” 60 62, 167-168 \/&tiing analytickych metod, primarné
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HPTLC analyzal” %% 167 g novéji pouzivana LC-MS technikal®® 141-143 je z3visla na nékolika
malo komeréné dostupnych Cer podtfidach. Podafilo se ndm dokazat, Ze vyuziti jinych Cer
podtfid pro kvantitativni analyzu, coZ je béZzna praxe, vede k odchylkdm ve vysi aZ nékolik
set procent. V rozsahu kalibrace (0,1 — 2 ug) jsou odchylky v kvantifikaci az 230 % (primér
126 %) pro Cer EOS podle odpovédi detektoru na Cer NS; az 250 % (pramér 64 %) pro Cer
EOP, pocitano podle Cer NP a az 306 % (prlimér 145 %) pro Cer EQdS, kvantifikovano podle
Cer NdS. Nejhorsi vysledky byly ziskany pro Cer EOH, pro jehoZ kvantifikaci se nehodi Zadny
jiny Cer, protoZe potom dochdzi k vyraznému nadhodnoceni hladiny tohoto Cer. Proto je
pouziti prislusnych Cer standardd nezbytné pro presnou kvantifikaci (Obrazek 31).
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Obrazek 31. HPTLC analyza Cer: kalibracni kfivky pro Cer podtfidy

Ptipravené acylCer byly pouZity také jako standardy k porovnani s Cer, izolovanymi z lidské
kGize (Obrazek 32A). Bylo potvrzeno, Ze pfipravené acylCer se skutec¢né nachazi i v lidské
kazi. Pouzitim HPTLC se nam podatilo rozdélit devét podtrid lidskych Cer. Cer odvozené od
dihydrosfingosinu nebylo mozné v dané soustavé oddélit od Cer zaloZenych na sfingosinu a
byly kvantifikovany dohromady. Cer AH byl kvantifikovan na zakladné Cer NH. Obrazek 32B
ukazuje porovnani nami izolovanych a vycisténych Cer zlidské klZze snedavno
publikovanymi vysledky, zaloZenymi na LC-MS analyze,'08 141-143 co7 velmi dobfe souhlasi i
presto, Zze byly analyzovany rozdilné kozni vzorky. Jediné statisticky vyznamné rozdily byly
nalezeny v Cer NH a AH.
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Obrazek 32. Analyza Cer podtrid v lidské kozni bariére. A: HPTLC deska izolovanych lidskych Cer (vlevo) a
odpovidajicich Cer standardll (vpravo). B: Kvantifikace Cer podtfid zalozend na HPTLC analyze s pouZitim
pripravenych standard(l v porovnani s publikovanymi daty z LC-MS.

5.6. Stimulace PPARa receptori normalizuje sloZeni koZnich
lipid( a zlepSuje kozni bariéru normalni a filaggrin deficitni
rekonstruované ktize

Mutace filaggrinu jsou zndmym rizikovym faktorem pfi rozvoji AD a zasadni pfic¢inou
ichthyosis vulgaris.'® BohuZel pfesny mechanismus vedouci ke klinické manifestaci téchto
koznich onemocnéni neni pfiliS dobfe pochopen a moznosti terapie, kterd presné cili na
pFicinu, stale chybi.'®® V posledni dekddé se PPAR agonisté stali zajimavymi kandidaty na
[é¢bu zanétlivych koZnich onemocnéni, spojenych s filaggrinem, diky protizanétlivému
pusobeni v modelech drazdivé a alergické kontaktni dermatitidy,3> zvy$eného okyselovani
kazel’® a stimulované syntézy koZnich lipidd.3* 7*172 Navic soubéind aplikace
glukokortikoid a PPAR agonistl vyrovnava vedlejsi ucinky glukokortikoidd, jako je snizena

exprese filaggrinu a zten¢ovani epidermis.3% 173

V lidské kdzi jsou exprimovany izotypy PPARa, PPARB/& a PPARy. PPARB/S se vyskytuje ve
vSech vrstvach epidermis, zatimco PPARa a PPARy se hlavné vyskytuji v suprabazélnich
kompartmentech.33-34 PPAR jsou nezbytné pro homeostdazu kize, diferenciaci keratinocytu
a obnovu klze.’4'7> Proto se PPAR zdaji byt slibnymi cili pfi 1é¢bé hyperproliferativnich
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nebo zanétlivych koznich poruch, kde konkrétné aktivace PPARa a PPARy hraje hlavni roli.
PPARYy reguluje bunéénou diferenciaci a plisobi jako reguldtor inhibice imunitnich bunék.3”
38 175 ppARa Fidi bunéénou proliferaci a diferenciaci a vykazuje potencialni protizanétlivé
ucéinky u AD, coz bylo demonstrovano na mysich.3® 176 Navic mala klinicka studie s pacienty
s AD, ktefi byli topicky |éceni pomoci PPARa agonisty, klofibratu, ukazala na signifikantni
snizeni zdvaZnosti nemoci a snizeni hladin chemokind po dvou tydnech topické aplikace.'”’
Avsak specifické ucinky na lidskou koZni bariéru zatim nejsou plné pochopeny.

Proto jsme vtéto studii zkoumali Ucinky selektivniho PPARa agonisty, WY14643,
selektivniho PPARy agonisty, ciglitazonu, a dudlniho agonisty PPARa+y, DHA, v normalnich
a filaggrin deficitnich koZznich modelech. Filaggrin deficitni modely jsou charakterizovany
porusenou maturaci, diferenciaci keratinocytd a zvy$enou kozni drazdivosti.l’®17° V nasi
nedavné studii jsme sledovali dopad nedostatku filaggrinu na kozni lipidy a nalezli jsme
signifikantné zvySenou expresi NHE-1, sekretorni lipazy A, a v dusledku toho zvySené
hladiny mastnych kyselin v knock down modelech, pfispivajici k porusené bariérové funkci
model(.'8 Pfitomnost PPAR byla dfive prokazana v rekonstruované kizi a byla popsana
zvy$end exprese filaggrinu po suplementaci PPAR agonisty v normalnich modelech.7 18!
Zde jsme poprvé dokazali, Ze tato upregulace také funguje ve filaggrin deficitnich koznich
modelech po suplementaci DHA a WY14643. Selektivni stimulace PPARa a PPARy také
zvySila expresi involukrinu a lorikrinu — dalSich dulezZitych strukturnich proteind
korneocytalni obalky. DHA byla vtomto pfipadé bez ucinku. Spolecné s predchozimi
zjisténimi jsme také pozorovali ztlu$téni SC po suplementaci DHA a WY14643170-171 3 zyy$eni
tloustky epidermis po WY14643.

Co se tyCe koznich lipidd, potvrdili jsme predchozi zjisténi, Ze koZzni modely s deficitem
filaggrinu vykazuji nizsSi usporadani lipidovych fetézcl a poruseny pomér hlavnich
bariérovych lipidd (mastné kyseliny:Cer:Chol) v porovnani s WT modely.'® Po aplikaci DHA
a WY14643 na FLG siRNA modely se hladina mastnych kyselin ve SC snizila, coz vedlo
k Upravé poméru lipid(i a usporadani lipidovych fetézcli podobné jako u WT modelu. PPARy
agonista, ciglitazon, ktery nebyl schopen upregulovat filaggrin neménil profil lipidd SCv FLG
SIRNA.
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Obrazek 33. Ucinky DHA, WY14643 a ciglitazonu na profily lipidG SC v normalnich (WT) a filaggrin deficitnich
(FLG siRNA) koznich modelech v porovnani s lidskym SC (hSC). Lipidy SC byly extrahovany z koznich model(i a
byly analyzovany pomoci HPTLC pro zjisténi obsahu bariérovych lipid (FFA — volné mastné kyseliny, Chol —
cholesterol, Cer — ceramidy, CholS — cholesteryl-sulfat) a jejich prekurzor(i (SM — sfingomyelin, PL — fosfolipidy,
GCer — glucosylceramidy). Profily mastnych kyselin byly stanoveny pomoci HPLC na reverzni fazi po prevedeni
na naphtacyl estery. Prlimér + SEM, n > 3 ddvky, * oznacuje statistickou vyznamnost (p < 0,05), h oznacuje
statisticky vyznamny rozdil oproti hSC (p < 0,05).

Abychom ziskali jasnéjSi pohled na zmény v profilech mastnych kyselin, zplsobené
WY14643 a DHA, respektive, jak muze zvySend hladina mastnych kyselin sniZovat
usporadani lipidovych retézcd, stanovili jsme poméry velmi dlouhych mastnych kyselin (s
20 C a vice) a kratSich mastnych kyselin (s 18 C a méné) nebo nenasycenych mastnych
kyselin. Mastné kyseliny ve vSsech modelech obsahovaly predevsim (>70 %) kratSi a
nenasycené retézce, coz mlzZe vysvétlovat snizené usporadani lipidd v porovnani s lidskym
SC. Tento naruseny profil mastnych kyselin v koZznich modelech v porovnani s lidskym SC
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souhlasi s publikovanymi daty.*? V FLG siRNA modelech se pomér velmi dlouhych mastnych
kyselin neménil v porovnani s WT, ale hladiny kratSich nebo nenasycenych mastnych kyselin
byly zvySeny. Toto opét souhlasi s nizSim usporadanim lipidovych fetézcl u FLG siRNA
v porovnani s WT a snasimi pfedchozimi zjisténimi.'®0 ZvySena hladina kratsich a
nenasycenych mastnych kyselin byla dfive nalezena u pacientl s AD (ackoliv bez spojitosti
s mutaci filaggrinu) a jejich negativni efekt na usporadani lipid byl také prokazan.*° Lé¢ba
FLG siRNA modell pomoci WY14643 (a také pomoci DHA, ale bez statistické vyznamnosti)
snizovala hodnoty kratkych a nenasycenych mastnych kyselin na hodnoty, pozorované u WT
model(. Tudiz se pomér koZnich lipid( a také organizace koznich lipida signifikantné zlepsila
(Obrazek 33).

Je dobte zndmo, Ze stimulace PPAR receptoru ovliviiuje metabolismus koZnich lipidd. Rivier
a spoluautofi nalezli na davce zavislé zvyseni hladin CholS a Cer v rekonstruovanych koznich
modelech po suplementaci PPARa agonistou, WY14643.17! Pfi stejné koncentraci WY14643,
kterou zde pouZivdme, pozorovali ¢aste¢né (ale nesignifikantné) zvySené hladiny Cer
(obzvlasté Cer NS) a CholS, coz je velmi podobné nasim zjisténim. Nepozorovali jsme vsak
zadné zmény v obsahu ostatnich podtfid Cer, v€etné acylCer (Obrazek 34).
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Obrazek 34. Profily Cer ve WT a FLG siRNA rekonstruovanych koZnich modelech a FLG siRNA rekonstruované
kazi lé¢ené WT14643. Primér £+ SEM, n> 3.

Nepozorovali jsme Zadné negativni pasobeni DHA na ostatni skupiny koZnich lipidd. To je
pozoruhodné, protoze (topickd) aplikace mastnych kyselin mlze nepftiznivé ovlivnit

formovani lamelarnich télisek a funkci koZni bariéry.18?
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Nakonec byly zkoumany ucinky PPAR agonistl na funkci kozni bariéry. U WY14643 byla
pozorovana signifikantné snizend permeabilita pro modelovou latku (testosteron), coz
naznacuje zlepSeni koZni bariéry. Zajimavé je, Ze i pfes upregulaci filaggrinu, ztlusténi SC a
Upravu poméru koznich lipidd, nebyla kozni bariéra pomoci DHA zlepSena. Mozné vysvétleni
mUze byt apoptotické plsobeni DHA na proliferujici buriky, coz znesnadnuje epidermalni
diferenciaci,'® nebo nedostateény ucinek na expresi involukrinu a lorikrinu.

Nelcinnost ciglitazonu, ktera byla pozorovana v nasi studii, byla ve shodé s dfive
publikovanymi vysledky ve zdravych® a atopickych mysich modelech!’® a mize byt
vysvétlena jeho pomérné nizkou afinitou k PPARy receptoru.l’> Pfesto aktivace PPARy vedla
k G¢innému potlaceni imunitnich odpovédi zprostfedkovanych dendritickymi burikami a

jadernym faktorem kB,3738 coZ naznacuje silné protizanétlivé plsobeni, ale toto zatim neni
mozné studovat v rekonstruovanych koznich modelech.

Zavérem, ucinky PPAR agonistld na koZni bariéru byly zkoumany na filaggrin deficitni k(zi
poprvé. Ve shodé s prfedchozimi studiemi agonista PPARa, WY14643, upreguloval filaggrin
a napomahal diferenciaci kGize. Navic se nam podaftilo dokazat, Ze WY14643 normalizoval
naruseny profil mastnych kyselin, ktery se nachazel ve filaggrin deficitnim modelu, redukci
hladin kratkych a nenasycenych mastnych kyselin na hodnoty nalezené v kontrolnich
koznich modelech, coz nakonec vedlo k signifikantné zlepSené bariérové funkci k(ize. PPARy
agonista, ciglitazon, a dualni agonista, DHA, selhaly pfti zlepSeni bariérové funkce kize.
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6.Zaveér

Acylceramidy jsou dlouho povazovany za esencidlni komponenty lipidové kozni bariéry.
Jejich deficit je spojovan s nékterymi koznimi onemocnénimi, jako je atopickd dermatitida,
psoridza nebo lameldrni ichtyéza. Tyto ceramidy jsou zodpovédné za tvorbu dlouhé
periodické lameldrni faze, coZ je jeden z predpokladd spravného fungovani kozni bariéry.
Hlubsimu prozkoumani téchto latek brani jejich komeréni nedostupnost a narocna izolace.

Tato prace méla nékolik dil¢ich cil(i. Prvnim cilem této prace bylo pfipravit vSechny lidské
acylceramidy, vyskytujici se v kizi. Pro pfipravu téchto latek byla nalezena a optimalizovana
synteticka cesta, kterd umoznila ptipravit vSechny acylceramidy (ceramidy EOS, EOP, EQOdS
a EOH) ve dvandacti krocich s celkovym vytézkem 7 — 11 % (v zdvislosti na mnoZstvi
reaktantd). Klicovymi kroky tohoto postupu byla Wittigova reakce (umoznila tvorbu ultra-
dlouhého fetézce), poutziti sukcinimidylesteru (zvysil rozpustnost jinak téZzko rozpustnych
latek, slouzil jako chrénici skupina pfi w-esterifikaci a umoznil snadnou tvorbu amidové
vazby v zdvére¢ném kroku) a Yamaguchiho esterifikacni reakce (s vysokym vytézkem
pouzita pro w-esterifikaci jinak velmi nereaktivnich latek). Struktura téchto ultra-dlouhych
ceramidll byla potvrzena pomoci pokrocilych NMR experimentt a jejich pfitomnost v klzi
byla dokazédna pomoci HPTLC.

Dalsim cilem bylo zjistit, jak koncentrace a struktura acylceramid( ovliviiuji permeabilitu a
lipidovou organizaci modelovych koznich lipidovych membran. N&s jednoduchy model,
sloZzeny z jednoho ceramidu, jednoho acylceramidu, jedné mastné kyseliny, cholesterolu a
cholesteryl-sulfatu, blizce napodoboval lameldrni a laterdlni organizaci lipid(: dlouha
periodicka faze se zacala formovat pri 10 % koncentraci ceramidu EOS. AvSak permeability
téchto mambrdan s ceramidem EOS byly prekvapivé vyssi nez kontrola. Poté jsme pfipravili
slozitéjsi model, ktery pripominal sloZeni lidského stratum corneum mnohem lépe.
V komplexnim modelu pridavek 10 % acylceramid(i ocekdvané snizil permeabilitu membran
v porovnani s kontrolou bez acylceramidl. Membrany s ceramidem EOP (zaloZzeném na
fytosfingosinu) a ceramidem EOdS (zalozeném na dihydrosfingosinu) byly méné propustné
v porovnanis ceramidem EOS a smési tfi acylceramidi. Avsak pokusy s rentgenovou difrakci
ukdzaly, Ze tyto nejméné propustné membrany nemély ani dlouhou periodickou fazi, ani
orthorhombické usporadani. Orthorhombické uspofadani bylo podporovdno ceramidem
EOS, zatimco dlouha periodicka faze se tvofila pouze v membrané s ceramidy EO-mix. Zjistili
jsme, Ze heterogenita lipidi je velmi dllezitd - pouze nejkomplexnéjsi model s9
ceramidovymi podtfidami napodoboval jak organizaci, tak i premeabilitu lipidovych
membran stratum corneum.

72



Cilem bylo také vyuZit pfipravené acylceramidy pro zlepSeni kvantitativni analyzy lipidd
z koinich vzork( a koznich model(i atopické dermatitidy. Uginky PPAR agonistl na koZni
bariéru byly zkoumany na filaggrin deficitni kGZi poprvé. Ve shodé s prfedchozimi studiemi
agonista PPARa, WY14643, upreguloval filaggrin a napomahal diferenciaci kliZze. Navic se
nam podarilo dokdzat, ze WY14643 normalizoval naruseny profil mastnych kyselin, ktery se
nachazel ve filaggrin deficitnim modelu, redukci hladin kratkych a nenasycenych mastnych
kyselin na hodnoty nalezené v kontrolnich koZznich modelech, coZ nakonec vedlo
k signifikantné zlepsené bariérové funkci klze.

Poslednim cilem bylo pripravit nékteré derivaty ceramidl (ceramid-1-fosfaty a
modifikovany gangliosid GM1). Ceramid-1-fosfat zaloZeny na sfingosinu a dihydrosfingosinu
byl pfipraven ve 3 krocich v celkovém vytéiku 34 % a 45 % svyuzitim mezifazové
fosforylace. Modifikovany gangliosid GM1 byl pfipraven z pfirodniho pomoci enzymatické
deacylace nasledované acylaci kyselinou s kratSim retézcem v celkovém vytézku 40 %. Tyto
derivaty budou pouZity pro studium jejich ulohy v bunééné signalizaci a v lipidovych
membrandach (ceramid-1-fosfaty) a jako standardy pro kvantitativni analyzu biologického
materidlu (gangliosid).
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7. Experimentalni cast

7.1. Chemikalie

Organickd rozpoustédla, pouzitd pfi syntéze, byla ziskana od spolecnosti PENTA (Praha,
Ceska republika). Rozpoustédla pro analyzu, v HPLC kvalité, byla ziskana od spoleénosti
Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Némecko). Veskeré chemikdlie byly ziskany od zavedenych
dodavatell: Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Némecko), Acros (Geel, Belgie) nebo Merck
(Darmstadt, Némecko) a byly pouzity bez dalSiho cisténi. Cer NH a 6-hydroxysfingosin byly
pFipraveny modifikovanym postupem popsanym v literatufe.'8>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 pfipraveny acylaci dihydrosfingosinu lignocerovou kyselinou (LA)
nebo 2-hydroxylignocerovou kyselinou s pouzitim N-(3-dimethylaminopropyl)-N*-
ethylkarbodiimidu (WSC) v pfitomnosti N-hydroxysukcinimidu. Lignocerovd kyselina,
dokosanova kyselina, eikosanova kyselina, oktadekanova kyselina, hexadekanova kyselina,
Chol z lanolinu, CholS, theofylin (TH), indometacin (IND), gentamicin sulfat, dodekahydrat
dihydrogenfosfore¢nanu sodného a propylen glykol byly zakoupeny od Sigma-Aldrich
Chemie (Schnelldorf, Némecko). NucleporeTM polykarbondatové membrany s velikosti pora
0,015 um byly zakoupeny od Whatman (Kent, Maidstone, USA). Voda byla precisténa
s pouzitim Milli-Q systému (Merck Millipore, Billerica, MA, USA).

7.2. Potvrzeni struktury a Cistoty pripravenych latek

TLC bylo provedeno na hlinikovych féliich pokrytych silikagelem 60 F254. Pro sloupcovou
chromatografii byl pouzit Merck Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm). TLC bylo vizualizovdno
pomoci smési kyseliny fosfomolybdenové a siranu cericitého v kyseliné sirové, nasledované
zahratim na 220 °C.

Teplota tani byla mérena pomoci Koflerova mikroskopu a je nekorigovana. Infracervena
spektra byla mérena na pristroji Nicolet 6700 v ATR mdédu (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA). H, 13C a 2D NMR spektra byla méFena na pfistroji Varian Mercury Vx BB 300 nebo
VNMR S500 (Palo Alto, CA, USA). Chemické posuny jsou udany jako hodnota & v ppm a jsou
nepfimo vztazeny k tetramethylsilanu (TMS) pomoci signalu rozpoustédla. Elementarni
analyza byla provedena na pfistroji Vario Micro Cube Elemental Analyzer (Elementar
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Analysensysteme GmbH, Hanau, Némecko). Matrix-assisted light desorption ionization —
time of flight (MALDI-TOF) hmotnostni spektra byly zaznamendany v pozitivnim modu na
4800 MALDI-TOF/TOF hmotnostnim spektrometru (AB Sciex, Framingham, MA). Matrice
2,5-dihydroxybenzoova kyselina (LaserBio Labs, Sophia-Antipolis Cedex, France) nebo 6-
aza-2-thiothymin (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Némecko) byly rozpustény na koncentraci
10mg/ml v50% MeOH s0,1% pridavkem trifluoroctové kyseliny. Obé matrice byly
pfipraveny s pfidavkem a bez pfidavku diammonium hydrogencitratu (5 mM) pro potlaceni
tvorby adduktl. Vysoce rozliSovaci hmotnostni spektrometrie (HRMS) byla mérena na
pfistroji Synapt G2 (Waters, Milford, USA). Opticka otacivost byla méfena na pfistroji Krdss
optronic P3000 (Krliss GmbH, Hamburg, Némecko).

7.3. Syntéza ultra-dlouhych ceramidi

16-Bromhexadekanol (1)

HO™ 7, Br

16-Bromhexadekanova kyselina (30 g, 89,4 mmol) byla rozpusténa ve 180 ml suchého THF
a ochlazena ledem na 0 °C. Do tohoto roztoku bylo pomalu pfidano 108 ml (108 mmol) 1M
BHs3-THF, teplota byla pomalu zvySena na laboratorni a reakéni smés byla michana pfi
laboratorni teploté 24 h pod argonovou atmosférou. Po 24 h byla reakéni smés odparena
na vakuu a zbytek byl rozpustén v MeOH a znovu odparen pro odstranéni zbytkd boranu.
Tento proces byl opakovan tfikrat a surovy produkt byl ¢iStén sloupcovou chromatografii
s pouzitim Hex/EtOAc 9:1 s 0,5% pridavkem octové kyseliny. VytéZek: 27,80 g (97 %) latky
1 jako bild krystalickd latka. Teplota tani 52 — 53 °C, literatura 53 — 54 °C.18818 TIC
(Hex/EtOAc 9:1 s 0,5% kyseliny octové), Rs = 0,24. IR 3267, 2920, 2850, 1473, 720 cm™. *H
NMR (300 MHz, CDCl3) 6 3.63 (t, J = 6.6 Hz, 2H, HO-CH>), 3.40 (t, /= 6.9 Hz, 2H, Br-CH,), 1.91
—1.78 (m, 2H, Br-CH,-CH,), 1.62 — 1.50 (m, 2H, HO-CH,-CH>), 1.46 — 1.19 (m, 24H). 3C NMR
(75 MHz, CDCls3) 6 63.06, 34.05, 32.82,32.79, 29.62, 29.59, 29.57,29.52, 29.41, 28.75, 28.16,
25.72. Elementarni analyza: Ci6H33BrO (321,34) Vypocteno: C 59.80 H 10.35, nalezeno: C
59.44 H 10.41.
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2-((16-Bromhexadecyl)oxy)tetrahydro-2H-pyran (4)
THPO 14 Br

Slouc¢enina 1 (27,8 g, 86,5 mmol) byla smichana s 885 mg (35,2 mmol) pyridinium p-
toluensulfonatem a vysusena na vakuu. Tato smés byla rozpusténa v 315 ml suchého CHCls
a bylo pfidano 15,8 ml (173 mmol) 3,4-dihydro-2H-pyranu. Reakéni smés byla zahtivana na
reflux po dobu 3 h pod argonovou atmosférou. Reakce byla ukonéena pfidavkem 500 ml
vody a extrahovana CHCls (2 x 300 ml). Surovy produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii
s pouzitim Hex/EtOAc 30:1. VytéZek: 34,13 g (97 %) latky 4 jako bezbarvy olej. Teplota tani
24 — 25 °C, literatura 26 — 27 °C.1%° TLC (Hex/EtOAc 9:1), Rs = 0.51. IR 2924, 2853, 1466 cm
1, 14 NMR (300 MHz, CDCl3) & 4.57 (dd, J = 4.4, 2.7 Hz, 1H, O-CH-0), 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-CH,, O-CH),
1.91—1.77 (m, 3H), 1.64 — 1.47 (m, 6H), 1.44 — 1.16 (m, 25H). 13C NMR (75 MHz, CDCls) &
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 shodé s literaturou.'®

16-((Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)hexadecyl-acetat (5)

O

THPO 9 o)J\

Sloucenina 4 (34,13 g, 84,2 mmol) byla rozpusténa v 700 ml DMF a bylo ptiddno 8,29 g (101
mmol) octanu sodného. Reakéni smés byla zahfivdana na 90 °C po dobu 6 h. Po ochlazeni byl
DMF c¢astec¢né odparen (na pfriblizné 300 ml), byl pfidan CHCls a reakéni smés byla
extrahovana vodou (4 x 300 ml) pro odstranéni DMF a nezreagovaného octanu. Produkt byl
Cistén sloupcovou chromatografii s pouZitim Hex/EtOAc 25:1. Vytéiek: 30,42 g (94 %)
slouceniny 5 jako bezbarvy olej. TLC (Hex/EtOAc 6:1), Rs = 0.49. IR 2919, 2851, 1731, 1479.
H NMR (300 MHz, CDCl3) & 4.56 (dd, J = 4.6, 2.7 Hz, 1H, O-CH-0), 4.03 (t, J = 6.7 Hz, 2H,
COO-CH,), 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-CHs), 1.88 — 1.64 (m, 2H), 1.64 — 1.44 (m, 8H),
1.39 — 1.16 (m, 24H). 3C NMR (75 MHz, CDCl3) § 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: C3H4404 [M + Na]* Vypocteno: 407.3132, nalezeno: 407.3134.
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16-((Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)hexadekan-1-ol (6)
THPO 14 OH

Slouc¢enina 5 (30,42 g, 79,1 mmol) byla rozpusténa ve 100 ml suchého THF a ochlazena na 0
°C. Poté bylo pomalu pfidéno 197,8 ml (197,8 mmol) 1M roztoku LiAlHs v THF pod
argonovou atmosférou. Reakéni smés byla pomalu zahfata na laboratorni teplotu a michdna
pfes noc. Reakce byla ukoncena velmi pomalym pfidanim vody a extrahovana do CHCls (3 x
150 ml). Surovy produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii s pouZitim Hex/EtOAc 7:1.
Vytézek: 22,27 g (82 %) slouceniny 6 jako bila pevna latka. Teplota tani 36 —37 °C, literatura
72 — 73 °C.7°1 PfestoZe se teplota tani o tolik lidi oproti literatufe, ostatni spektroskopické
data potvrzuji strukturu i ¢istotu produktu 6. TLC (Hex/EtOAc 6:1), Rf = 0.13, (Hex/EtOAc
3:1), Rr = 0.44. IR 3424, 2922, 2850, 1469, 724 cm™. *H NMR (300 MHz, CDCls3) 6 4.57 (dd, J
= 4.5,2.7 Hz, 1H, O-CH-0), 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, CDCls) & 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. Elementarni analyza: C>1H4,03 (342.56) Vypocteno: C 73.63 H 12.36,
nalezeno: C 73.27 H 12.73.

16-((Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)hexadekanal (7)
THPO 1470

3,85 ml (44,8 mmol) (COCl); bylo rozpusténo v 200 ml DCM pod argonovou atmosférou a
ochlazeno na -55 °C. Suchy DMSO (7,04 ml, 99,1 mmol) byl rozpustén ve 100 ml suchého
DCM a tento roztok byl pfidan k roztoku (COCI)2. Po 10 minutach bylo pomalu pfidano 11 g
(32,1 mmol) slouceniny 6 ve 100 ml suchého DCM a reakéni smés byla michana jesté 1,5 h
pfi -55 °C. Poté bylo pfidano 13,75 ml (98,6 mmol) suchého TEA, teplota byla pomalu
zvysSena na laboratorni a reakéni smés byla michana pres noc pod argonovou atmosférou.
Reakce byla ukonéena pridavkem roztoku NaCl (300 ml) a extrahovédna do CHCIs (3 x 150
ml). Produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii s pouZitim Hex/EtOAc 15:1. Vytézek: 9,40
g (86 %) slouceniny 7 jako bezbarvy olej. TLC (Hex/EtOAc 6:1), Rs= 0.46. IR 2923, 2852, 1727,
1464 cm™. *H NMR (300 MHz, CDCl3) § 9.75 (t, J = 1.8 Hz, 1H, CO-H), 4.56 (dd, J = 4.5, 2.7
Hz, 1H, O-CH-0), 3.91 — 3.78 (m, 1H, O-CH), 3.77 — 3.65 (m, 1H, O-CH), 3.53 — 3.42 (m, 1H,
0-CH), 3.42 - 3.26 (m, 1H, O-CH), 2.41 (td, J = 7.3, 1.8 Hz, 2H, CH»-CO), 1.91 — 1.64 (m, 2H),
1.61 —1.47 (m, 8H), 1.42 — 1.13 (m, 22H). 3C NMR (75 MHz, CDCls) 6 202.91, 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: C21H100s [M + Na]* Vypoéteno: 363.2870,
nalezeno: 363.2878.

(15-Karboxypentadecyl)trifenylfosfonium-bromid (8)

O

HOJ\(\/ﬁP*Pm

16-Bromhexadekanova kyselina (20 g, 59,6 mmol) byla smichana s16 g (61 mmol)
trifenylfosfinu. Reakéni smés byla michana pfi 140 °C bez rozpoustédla (jako tavenina) 30 h.
Po ochladnuti byla Zelatinovita latka rozpusténa v minimalnim mnozstvi CHCls a nalita do
alespon trojnasobného mnozstvi diethyleteru. Suspenze byl ponechana 2 h pti-20 °C a poté
odfiltrovdna. Tato precipitace byla opakovana jesté dvakrat. Vytézek: 34,33 g (96 %)
slouceniny 8 jako bila pevna latka. Teplota tani 103 — 104 °C. TLC (Hex/EtOAc 6:1), R:= 0.00,
(CHCl3/MeOH 10:1), Rs = 0.30. IR 2922, 2850, 1715, 1464, 1437, 1113, 691 cm™. *H NMR
(300 MHz, CDCl3) & 7.84 — 7.74 (m, 9H, Ar-H), 7.73 — 7.63 (m, 6H, Ar-H), 3.77 — 3.47 (m, 2H,
P*-CH,), 2.33 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CO-CH,), 1.75 — 1.42 (m, 6H), 1.35 — 0.98 (m, 20H). 3C NMR
(75 MHz, CDCl3) 6 177.78, 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. Elementarni analyza: C34H6BrO;P (597.61) Vypocteno: C 68.33
H 7.76, nalezeno: C 68.12 H 8.05.

(E/2)-32-((Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)dotriakont-16-enova kyselina (9)

o)
HOM 2 1s JOTHP

Slou¢enina 8 (17,1 g, 28,6 mmol) byla rozsuspendovana v 250 ml suchého THF pod
argonovou atmosférou a ochlazena na -20 °C. 1M bis(trimethylsilyl)amid sodny (65,6 ml,
65,6 mmol) v THF byl pfidan a roztok byl jesté 30 minut michan pfi -20 °C. Teplota byla
pomalu zvySena na laboratorni a posléze az na reflux po dobu 1 h. Vznikld oranZova
suspenze byla ochlazena na -20 °C a bylo pomalu pfiddno 9,40 g (27,6 mmol) aldehydu 7 ve
150 ml suchého THF. Chlazeni pokracovalo dalSich 30 minut, poté byla reakéni smés zahrata
na laboratorni teplotu a michana pres noc. Reakce byla ukoncena pridavkem 300 ml
nasyceného roztoku NH4Cl a okyselena koncentrovanou HCl na pH 1. Extrakce do CHCls (3
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x 300 ml) byla nasledovéna sloupcovou chromatografii, nejprve Hex/EtOAc 15:1 a po tom,
co byl odplachnut veskery nezreagovany aldehyd, bylo pfiddno 0,5 % kyseliny octové do
mobilni faze. Vytézek: 6,05 g (38 %) slouceniny 9 jako bild pevna latka. Teplota tani 47 —
48.5 °C. TLC (Hex/EtOAc 6:1 s 0,5 % kyseliny octové), Rs = 0.20 a 0.24 (jako dvé skvrny). IR
2918, 2850, 1713, 1472 cmX. 'H NMR (500 MHz, CDCls) & 5.36 (m, 2H, CH=CH), 4.60 (dd, J
=4.4, 2.8 Hz, 1H, 0-CH-0), 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, CH,-CO), 2.05 — 1.98 (m, 4H,
CH,-CH=CH-CH,), 1.89 — 1.79 (m, 2H), 1.77 — 1.67 (m, 2H), 1.66 — 1.49 (m, 8H), 1.41 - 1.16
(m, 44H). 3C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 178.98, 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. Elementarni analyza:
C37H7003-0.5H,0 (587.96) Vypocteno: C75.58 H 12.17, nalezeno: C 75.30 H 12.40.

Methyl-(E/Z)-32-((tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)dotriakont-16-enoat (10)

0
\OM 7 V14 OTHP

Slou¢enina 9 (400 mg, 0,69 mmol) byla smichdna s102 mg (0,83 mmol) 4-
dimethylaminopyridinu, rozpusténa v 20 ml suchého DCM a ochlazena na 0 °C. Poté byl
pridan WSC (306 ul, 1,73 mmol) a 10 ml suchého MeOH a reakéni smés byla zahtivana na
reflux po dobu 5 h pod argonovou atmosférou. Reakce byla ukonéena 10 ml 10% HCl a
extrahovana do CHCIs (3 x 20 ml). Produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii s pouzitim
Hex/EtOAc 25:1. VytéZek: 192 mg (47 %) slouceniny 10 jako bild pevna latka. Teplota tani
40 — 41 °C. TLC (Hex/EtOAc 6:1), Rf = 0.56. IR 2917, 2849, 1736, 1472 cm™’. TH NMR (500
MHz, CDCl3) 6 5.40 — 5.31 (m, 2H, CH=CH), 4.59 (dd, J = 4.5, 2.8 Hz, 1H, O-CH-0), 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-CH>), 2.08 — 1.95 (m, 4H, CH,-CH=CH-
CHa), 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) 6 174.31, 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. Elementarni analyza: CssH7,02 (592.99)
Vypocteno: 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)dotriakontanoat (11)

O

\OMOTHP

Sloucenina 10 (192 mg, 0,32 mmol) byla rozpusténa v 50 ml EtOAc, byl ptidan 1 mg (0,01
mmol) Pd/C (10 % w/w) a reakéni smés byla michana pfti laboratorni teploté pod atmosférou
vodiku pfes noc. Poté byl pfidan CHCls, dokud se celd vykrystalizovana latka nerozpustila a
paladiovy katalyzator byl odfiltrovan. Rozpoustédla byla odparena a tuto latku bylo mozné
pouzit do dalSiho kroku bez CiSténi. Pro preciSténi je moiné pouZit sloupcovou
chromatografii Hex/EtOAc 10:1. Vytéiek: 173 mg (90 %) slouceniny 11 jako bild voskovita
latka. Teplota tani 69 — 71 °C. TLC (Hex/EtOAc 6:1), Rs= 0.55. IR 2918, 2849, 1741, 1473 cm”
!, 1H NMR (500 MHz, CDCls) § 4.59 (dd, J = 4.5, 2.9 Hz, 1H, O-CH-0), 3.95 — 3.83 (m, 1H, O-
CH), 3.78 —3.70 (m, 1H, O-CH), 3.68 (s, 3H, COO-CH3s), 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-CH,), 1.90 — 1.79 (m, 1H), 1.78 — 1.68 (m, 1H), 1.67
- 1.47 (m, 10H, piekryto H,0), 1.41 — 1.18 (m, 52H). 13C NMR (126 MHz, CDCls) & 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. Elementarni analyza: C3gH7404 (595.01)
Vypocteno: C76.71 H 12.54, nalezeno: C 76.48 H 12.87.

Methyl-32-hydroxydotriakontanoat (12)

O

\O)WOH

Slouc¢enina 11 (173 mg, 0,29 mmol) byla smichdna se 126 mg (0,73 mmol) monohydratu p-
toluensulfonové kyseliny a rozsuspendovana v 12 ml MeOH. Reakéni smés byla michana pfi
laboratorni teploté 48 h. MeOH byl odparen, odparek byl rozpustén v 20 ml CHCls a
extrahovan vodnym roztokem NaHCOs; (1 x 20 ml). CHCl; frakce byla odparena a
rekrystalizovana ze smési CHCI3/MeOH 1:10. VytéZek: 135 mg (91 %) slouceniny 12 jako bila
pevna latka. Teplota tani 95 — 96 °C. TLC (Hex/EtOAc 6:1), Rs = 0.18. IR 2918, 2850, 1739,
1473 cm*. *H NMR (500 MHz, CDCl3/CDs0D 5:1, 40 — 50 °C) & 3.55 (s, 3H, O-CHs), 3.46 (t, J
= 6.8 Hz, 2H, HO-CHa), 2.19 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CO-CH>), 1.58 — 1.46 (m, 2H), 1.45 — 1.37 (m,
2H), 1.26 —1.07 (m, 54H). 3C NMR (126 MHz, CDCl3/CDs0D 5:1, 40 — 50 °C) § 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.
Elementarni analyza: C33Hes03:0.5 H20 (519.90) Vypocteno: C76.24 H 12.99, nalezeno: C
76.32 H13.21.
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32-Hydroxydotriakontanova kyselina (13)

@)

HOMOH

Sloucenina 12 (135 mg, 0,26 mmol) byla rozsuspendovéna v 12 ml MeOH. NaOH (104 mg,
2,6 mmol) byl pridan a reakéni smés byla zahtivana na reflux po dobu 24 h. Po ochlazeni byl
MeOH odparen a pevna latka byla rozsuspendovana v 15 ml vody. Suspenze byla okyselena
na pH 1 koncentrovanou HCI. Pevna latka byla odfiltrovana a promyta 30 ml vody, poté byl
surovy produkt cistén sloupcovou chromatografii s pouzitim CHCI3/MeOH 20:1. Vytézek:
115 mg (88 %) slouceniny 13 jako bild pevnd latka. Teplota tani 108.5 — 110 °C. TLC
(Hex/EtOAc 6:1), R = 0.00, (CHCls/MeOH 19:1), Rf = 0.33. IR 2918, 2849, 1738, 1462. *H
NMR (500 MHz, CDCl3/CDs0OD 5:1, 40 — 50 °C) & 3.48 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CH,0H), 2.19 (t, J =
7.6 Hz, 2H, CO-CH,), 1.57 — 1.47 (m, 2H), 1.47 — 1.40 (m, 2H), 1.30 — 1.08 (m, 54H). 13C NMR
(126 MHz, CDCl3/CD30D 5:1, 40 — 50 °C) 6 178.52, 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. Elementarni analyza: C3;Hss03
(496.86) Vypocteno: 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-enoat (14)

O
(@)
N ~
(@)

Sloucenina 9 (12,2 g, 21,1 mmol) byla dobfe vysusena na vakuu a smichdna s 10,8 g (42,2
mmol) disukcinimidyl-karbonatu a rozpusténa v 2000 ml suchého DCM pti 0 °C. Byl pfidan
suchy diisopropylethyl amin (7,35 ml, 42,2 mmol), reakéni smés byla zahrata na laboratorni
teplotu a michdna pres noc. Rozpoustédlo bylo odpareno a produkt byl ¢istén sloupcovou
chromatografii s pouZitim Hex/EtOAc 6:1 s pfidavkem 0,5 % kyseliny octové. Vytéiek: 9,17
g (64 %) slouceniny 14 jako bila pevnd latka. Pfi pouziti mensiho mnoZstvi vychozi latky (do
100 mg) dosahuje vytéZzek az 80 %. Teplota tani 63 — 65 °C. TLC (Hex/EtOAc 3:1 s 0.5 %
kyseliny octové), Rs = 0.40. IR 2921, 2850, 1820, 1788, 1741, 1726, 1465 cm™. *H NMR (300
MHz, CDCl3) § 5.34 (m, 2H, CH=CH), 4.59 — 4.54 (m, 1H, O-CH-0), 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-CH,-CH,-C0), 2.59 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CO-CH,), 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, CDCI3) § 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. Elementarni
analyza: C41H73NOe¢: 0.5 H,0 (685.05) Vypocteno: C 71.89 H 10.89 N 2.04, nalezeno: C 72.01
H11.25N1.95.

Sukcinimid-1-yl-32-((tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)dotriakontanoat (15)

0
N\
OJ\C/QOTHP

0]

Slouc¢enina 14 (9,17 g, 13,6 mmol) byla rozpusténa v 4,59 | EtOAc, bylo pfiddno 430 mg
(0,408 mmol) Pd/C (10 % w/w) a reakcni smés byla intenzivné michana pfi laboratorni
teploté pod atmosférou vodiku 50 h. Do vzniklé suspenze byl pfidan CHCls do rozpusténi
veskeré latky a Pd/C katalyzator byl odfiltrovan. Po odpareni rozpoustédla byl surovy
produkt krystalizovan z EtOAc. Vytézek: 7,45 g (81 %) slouceniny 15 jako bila pevna latka.
Pti pouziti mensiho mnoiZstvi vychozi latky (do 100 mg) je vytézek témér kvantitativni.
Teplota tani 97 — 98.5 °C. TLC (Hex/EtOAc 3:1 s 0.5 % kyseliny octové), Rs = 0.40. IR 2919,
2849, 1820, 1788, 1741, 1725, 1463 cm™. *H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 4.58 (dd, J = 4.5, 2.8
Hz, 1H, O-CH-0), 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-CH,-CH,-CO), 2.61 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CO-
CH-), 1.89 — 1.67 (m, 2H), 1.64 — 1.49 (m, 4H), 1.45 — 1.19 (m, 58H). 3C NMR (126 MHz,
CDCl3) 6 169.11, 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. Elementarni
analyza: C41H75NOg (678.05) Vypocteno: C 72.63 H 11.15 N 2.07, nalezeno: C 72.38 H 11.53
N 2.00.

Sukcinimid-1-yl-32-hydroxydotriakontanoat (16)

0
0
N\
O%OH
0

Sloucenina 15 (7,45 g, 11,0 mmol) byla rozpusténa v 335 ml MeOH. Bylo pfidano 6,28 g (33
mmol) p-toluensulfonové kyseliny a reakéni smés byla michdna pfi laboratorni teploté pres
noc. Po odpareni MeOH byla pevna latka rozsuspendovana ve 300 ml vody, odfiltrovana a
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proplachnuta vodou do neutralniho pH. Produkt byl CiStén sloupcovou chromatografii
s pomoci CHCI3/MeOH 100:1 aZ 50:1. VytéZek: 4,91 g (75 %) slouceniny 16 jako bild pevna
latka. Teplota tani 121.5 - 122.5 °C. TLC (CHCI3/MeOH 19:1), R = 0.49. IR 2920, 2848, 1820,
1788, 1741, 1725, 1461 cm™. *H NMR (500 MHz, CDCl3/CD30D 5:1) 6 3.47 (t, J = 6.7 Hz, 2H,
HO-CH>), 2.71 (s, 4H, CO-CH,-CH»-CO), 2.49 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CO-CH,), 1.69 — 1.58 (m, 2H),
1.49 — 1.39 (m, 2H), 1.36 — 1.26 (m, 2H), 1.25 — 1.10 (m, 52H). 3C NMR (126 MHz,
CDCl3/CDsOD) 6 169.42, 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. Elementarni analyza: C3sHs7NOs (593.93) Vypocteno: C
72.80 H11.37 N 2.36, nalezeno: C 72.65 H 11.78 N 2.25.

Sukcinimid-1-yl-32-(linoleoyloxy)dotriakontanoat (17)

@]
(0] (0]
e
o 30 O 7 4
0]

Slouc¢enina 16 (350 mg, 0,59 mmol) byla vysusena ve vakuu. Potom k ni byla pfidana kyselina
linolova (182 mg, 0,65 mmol) v 70 ml suchého THF pod argonovou atmosférou. Reakéni
smés byla naredéna jesté 70 ml THF, byl pfidan 2,4,6-trichlorbenzoyl chlorid (102 ul, 0,65
mmol), poté suchy TEA (205 pl, 1,47 mmol) a reakéni smés byla michdna pfi laboratorni
teploté 2 minuty. Poté byl pfidan 4-(dimethylamino)pyridin (43 mg, 0,35 mmol) a reakéni
smés byla michdna pfi laboratorni teploté 40 h. Ze suspenze se postupné stal zakaleny
roztok. Po 40 h bylo pfiddno 50 ml CHCls do vycefeni roztoku, reakéni smés byla
naadsorbovana na silikagel a produkt byl precistén sloupcovou chromatografii s pouzitim
CHCl3/MeOH 100:1. Vytézek: 426 mg (84 %) slouceniny 17 jako bild pevna latka. Teplota
tani 89 — 90 °C. TLC (CHCls/MeOH 19:1), Rr = 0.87. IR 2919, 2850, 1821, 1787, 1740, 1725,
1471 cm™. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 5.46 — 5.21 (m, 4H, CH=CH-CH»-CH=CH), 4.06 (t, J =
6.7 Hz, 2H, COO-CH,), 2.84 (s, 4H, CO-CH»-CH»-CO), 2.78 (t, J = 6.6 Hz, 2H, CH=CH-CH>-
CH=CH), 2.61 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH»-CO), 2.29 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH»-CO), 2.13 — 1.97 (m, 4H,
CH=CH-CH,), 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, CHs). 3C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 173.94, 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. Elementdarni analyza: CssH97NOs (856.37) Vypocteno: 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)

Sloucenina 17 (150 mg, 0,18 mmol) byla smichdna se 79 mg (0,26 mmol) sfingosinu a
rozpusténa v 30 ml suchého THF a 15 ml suchého DCM. Suchy diisopropylethylamin (94 pl,
0,54 mmol) byl pfidan a reakéni smés byla michana pfi laboratorni teploté pod argonovou
atmosférou 30 h. Po odpareni rozpoustédel byl surovy produkt c¢istén sloupcovou
chromatografii s pomoci CHCls/MeOH 50:1. VytéZek: 168 mg (92 %) Cer EOS jako bild pevna
latka. Teplota tani 84.5 — 85.5 °C. TLC (CHCIs/MeOH 19:1), Rs = 0.44. [a]p?**= 5.83 (c = 1,
CHCl3). IR 3303, 2918, 2850, 1733, 1645, 1550, 1466 cm™. *H NMR (500 MHz, CDCls) 6 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-CH,-CH=CH), 4.33 (m, 1H, CH(OH)), 4.06 (t, J = 6.7 Hz,
2H, COO-CH,), 4.00 — 3.87 (m, 2H, CH(NH)-CH»-OH), 3.76 — 3.65 (m, 1H, CH,-OH), 2.78 (t, J
= 6.9 Hz, 2H, CH=CH-CH,-CH=CH), 2.30 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CO-CH,), 2.25 — 2.16 (m, 2H, CO-
CHa), 2.13-1.99 (m, 4H), 1.70 — 1.54 (m, 6H), 1.43 — 1.17 (m, 92H), 0.94 — 0.82 (m, 6H, CHs).
13CNMR (126 MHz, CDCl3) 6 173.99, 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. Elementdarni analyza:
CssH120NOs5-H20 (1058.80) Vypocteno: C77.14 H 12.47 N 1.32, nalezeno: C77.30 H 12.55 N
1.27. MALDI [M + H]* Vypocteno: 1041.00, nalezeno: 1040.98.

32-(linoleoyloxy)-N-((2S,3S,4R)-1,3,4-trihydroxyoktadekan-2-yl)dotriakontanamid (Cer
EOP)

Sloucenina 17 (100 mg, 0,12 mmol) byla smichdna s 57 mg (0,18 mmol) fytosfingosinu a
rozpusténa v 25 ml suchého THF a 10 ml suchého DCM. Suchy diisopropylethylamin (62,7
ul, 0,36 mmol) byl pfiddn a reakéni smés byla michdna pfi laboratorni teploté pod
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argonovou atmosférou 30 h. Po odpareni rozpoustédel byl surovy produkt cistén
sloupcovou chromatografii s pomoci CHCl3/MeOH 50:1. Vytézek: 110 mg (89 %) Cer EOP
jako bild pevna latka. Teplota tani 106 — 107.5 °C. TLC (CHCls/MeOH 19:1), Rs = 0.38. [a]p®®
=-3.88 (c =1, CHCI3). IR 3306, 2918, 2850, 1732, 1641, 1546, 1472 cm™*. 'H NMR (500 MHz,
CDCl3) 6 6.37 (d, J=7.6 Hz, 1H, NH), 5.47 — 5.24 (m, 4H, CH=CH-CH,-CH=CH), 4.22 - 4.10 (m,
1H, CH(NH)), 4.06 (t, J = 6.7 Hz, 2H, COO-CH), 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-CH-CH=CH), 2.30 (t, J =
7.5 Hz, 2H, CO-CH>), 2.24 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CO-CH>), 2.10 — 1.99 (m, 4H, CH=CH-CH,), 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, CH,-CHs). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 174.64, 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. Elementarni analyza: CesH131NOg-H,0 (1076.82) Vypocteno: C75.85 H
12.45 N 1.30, nalezeno: C 76.04 H 12.55 N 1.19. MALDI [M + H]* Vypocteno: 1059.01,
nalezeno: 1059.02.

N-((2S,3R)-1,3-Dihydroxyoktadekan-2-yl)-32-(linoleoyloxy)dotriakontanamid (Cer EOdS)

OH

Slouc¢enina 17 (80 mg, 0,09 mmol) byla smichana s 41 mg (0,14 mmol) dihydrosfingosinu a
rozpusténa v 16 ml suchého THF a 8 ml suchého DCM. Suchy diisopropylethylamin (47 ul,
0,27 mmol) byl pfidan a reakéni smés byla michdna pfi laboratorni teploté pod argonovou
atmosférou 30 h. Po odpareni rozpoustédel byl surovy produkt cistén sloupcovou
chromatografii s pomoci CHCls/MeOH 50:1. VytéZek: 93 mg (96 %) Cer EOdS jako bild pevna
latka. Teplota tani 93.5 — 95 °C. TLC (CHCls/MeOH 19:1), Rs = 0.44. [a]p®®> = -1.96 (c = 1,
CHCIl3). IR 3368, 2917, 2851, 1726, 1638, 1557, 1473 cm™. *H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 6.37
(d,J=7.7 Hz, 1H, NH), 5.47 — 5.25 (m, 4H, CH=CH-CH,-CH=CH), 4.06 (t, J/ = 6.8 Hz, 2H, COO-
CH3),4.04—-4.00 (m, 1H, CH»(OH)), 3.87 —3.81 (m, 1H, CH(NH)), 3.81 —3.73 (m, 2H, CH>(OH)-
CH(NH)-CH(OH)), 2.78 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH=CH-CH»-CH=CH), 2.30 (t, /= 7.6 Hz, 2H, CO-CH>),
2.23 (t,J=7.7 Hz, 2H, CO-CH3), 2.11 - 2.01 (m, 4H, CH=CH-CH,), 1.70 - 1.57 (m, 8H), 1.58 —
1.50 (m, 4H), 1.44 — 1.17 (m, 90H), 0.94 — 0.84 (m, 6H, CH,-CH3). 13C NMR (126 MHz, CDCl3)
6 174.02, 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. Elementarni analyza: CsgH131NOs-0.5 H,0 (1051.81) Vypocteno: C77.76
H 12.65 N 1.33, nalezeno: C 77.66 H 12.86 N 1.24. MALDI [M + H]* Vypocteno: 1043.01,
nalezeno: 1043.00.

32-(Linoleoyloxy)-N-((2S,3R,6R,E)-1,3,6-trihydroxyoktadec-4-en-2-yl)dotriakontanamid
(Cer EOH)

OH

HOW
OH

HNWS? 6_ o 4
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Slouc¢enina 17 (10 mg, 0,01 mmol) byla smichana s 4 mg (0,01 mmol) 6-hydroxysfingosinu a
rozpusténa v 3 ml suchého THF a 1,5 ml suchého DCM. Suchy diisopropylethylamin (7 pl,
0,04 mmol) byl pfidan a reakéni smés byla michana pfi laboratorni teploté pod argonovou
atmosférou 30 h. Po odpareni rozpoustédel byl surovy produkt cistén sloupcovou
chromatografii s pomoci CHCI3/MeOH 50:1. VytéZek: 4 mg (33 %) Cer EOH jako bild pevna
latka. Teplota tani 94 — 96 °C. TLC (CHCls/MeOH 19:1), Rs = 0.33. [a]p® = 38.95 (c = 0.267,
CHCl3/MeOH 2:1). IR 3308, 2917, 2849, 1739, 1622, 1542, 1471. *H NMR (500 MHz, CDCls)
6 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-CH,-CH=CH),
4.45 — 4.35 (m, 1H, CH(NH)-CH(OH)), 4.21 — 4.14 (m, 1H, CH=CH-CH(OH)-CH,), 4.06 (t, J =
6.7 Hz, 2H, COO-CH,), 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-CH,-CH=CH), 2.30 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CO-CH;), 2.24 (t, /= 7.7
Hz, 2H, CO-CH>), 2.09 — 2.02 (m, 4H), 1.78 — 1.48 (m, 8H, prekryva se s vodou), 1.46 — 1.17
(m, 88H), 0.92 — 0.87 (m, 6H, CHs). 3C NMR (126 MHz, CDCls) 6 173.99, 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.
Elementarni analyza: CesH131NO7 (1056.78) Vypocteno: C77.29 H 12.30 N 1.33, nalezeno C
77.20H 11.98 N 1.16. MALDI [M + K]* Vypocteno: 1094.94, nalezeno: 1094.94.
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7.4. Syntéza ceramid-1-fosfati a modifikovaného gangliosidu

(E)-N-(1,3-dihydrooktadec-4-en-2-yl)palmitamid (1)

OH
O
HN
T

0]

130 mg (0,43 mmol) sfingosinu bylo smichano s 244 mg (0,69 mmol) sukcinimidyl-palmitatu
a vysusSeno na vakuu. Bylo pfidano 20 ml suchého DCM, 15 ml suchého THF a poté 225 pl
(1,29 mmol) suchého diisopropylethylaminu a reakéni smés byla michdna pfi laboratorni
teploté pres noc pod argonovou atmosférou. Byl pfiddn CHCIs do vycereni zakalené reakéni
smési a reakéni smés byla extrahovana vodou (2 x 30 ml). Vodné frakce byly jesté
extrahovany CHClIs (3 x 30 ml) a spojené organické frakce byly vysuSeny Na,SO4 a odpareny.
Surovy produkt byl Cistén sloupcovou chromatografii s pouzitim CHCl3/MeOH 30:1.
Vytézek: 207 mg (89 %) slouceniny 1 jako bila pevna latka. Teplota tani 98 — 99 °C. TLC
(CHCI3/MeOH 19:1), Rf = 0,47. Latka odpovida literature.

(E)-3-hydroxy-2-palmitooktadec-4-en-1-yl dimethyl fosfat (2)
OH
09 M
HN
T

0]

e

200 mg (0,37 mmol) slouceniny 1 bylo smichdano s 242 mg (0,74 mmol) 1,2-dobrom-1,1,2,2-
tetrachlorethanu a s 48 mg (0,074 mmol) monohydratu cetylpyridinium bromidu. Bylo
pfidano 15 mI DCM a poté 262 ul (2,22 mmol) trimethyl fosfitu. Do prudce promichdvaného
roztoku bylo pomalu pfikapano 9 ml 2M NaOH. Reakéni smés byla michana pfi laboratorni
teploté 1 hodinu. DCM vrstva se zbarvila do oranzova. Bylo pfidano dalSich 10 ml DCM a
reakéni smés byla extrahovana vodou (3 x 20 ml). Organickd vrstva byla odparena a surovy
produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii s pouzitim CHClz/MeOH 70:1. Vytézek: 169
mg (70 %) slouceniny 2 jako bild pevna latka. Teplota tani 57 — 58 °C. TLC (CHCl3/MeOH
19:1), Rf = 0,42. *H NMR (500 MHz, CDCl3) & 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). 3C NMR (126 MHz, CDCls) & 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 fosfat (3)

OH
HO~('? R

HO'P\OM
HN
T
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160 mg (0,25 mmol) slouceniny 2 bylo vysuseno na vakuu a poté rozpusténo v 40 ml
suchého DCM pod argonovou atmosférou. Reakéni smés byla ochlazena na 0 °C a bylo
pomalu pfidano 165 pul (1,25 mmol) trimethylsilyl bromidu. Pfivod argonu byl odstranén,
reakéni smés byla nechana dojit na laboratorni teplotu a byla ddle michana po dobu 5 hodin.
Rozpoustédlo bylo odpareno a odparek byl rozsuspendovan ve smési MeOH/H,0 1:1 a
michan pfi laboratorni teploté 1 hodinu. Pevna ¢&ast byla odfiltrovana, rozpusténa
v nadbytku CHCl3/MeOH 10:1 a odpafena se silikagelem. Latka byla ¢isténa sloupcovou
chromatografii, nejprve CHCI3/MeOH 30:1 (dokud nebyla izolovdna veskera nezreagovana
latka), poté CHCl3/MeOH/AcOH/H,0 25:10:3:2. VytéZek: 84 mg (55 %) slouceniny 3 jako
lehce nahnédla pevna latka. Teplota tani 250 °C, rozklad. TLC (CHCls/MeOH/AcOH/H20
25:15:4:3,5), Rf = 0,83. NMR spektra se nepodarilo naméfrit z diivodu nerozpustnosti latky.
MALDI: vypocteno [M + Na]* = 640.47, nalezeno 640.45.

N-(1,3-dihydroxyoktadekan-2-yl)palmitamid (4)

OH

HO N7
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130 mg (0,43 mmol) dihydrosfingosinu bylo smichdno s 244 mg (0,69 mmol) sukcinimidyl-
palmitatu a vysuSeno na vakuu. Bylo pfiddano 20 ml suchého DCM, 15 ml suchého THF a poté
225 ul (1,29 mmol) suchého diisopropylethylaminu a reakéni smés byla michana pfi
laboratorni teploté pres noc pod argonovou atmosférou. Byl pfidan CHCl; do vycereni
zakalené reakcni smési a reakéni smés byla extrahovana vodou (2 x 30 ml). Vodné frakce
byly jesté extrahovany CHCIs (3 x 30 ml) a spojené organické frakce byly vysuseny Na;SOa a
odpareny. Surovy produkt byl Cistén sloupcovou chromatografii s pouzitim CHCl3/MeOH
30:1. Vytézek: 214 mg (92 %) slouceniny 4 jako bila pevna latka. Teplota tani 105 — 106,5
°C. TLC (CHCl3/MeOH 19:1), Rf = 0,47. Latka odpovida literature.
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3-hydroxy-2-palmitooktadecyl dimethyl fosfat (5)
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200 mg (0,37 mmol) slouceniny 4 bylo smichano s 242 mg (0,74 mmol) 1,2-dobrom-1,1,2,2-
tetrachlorethanu a s 48 mg (0,074 mmol) monohydratu cetylpyridinium bromidu. Bylo
pfidano 15 mI DCM a poté 262 ul (2,22 mmol) trimethyl fosfitu. Do prudce promichavaného
roztoku bylo pomalu pfikapano 9 ml 2M NaOH. Reakéni smés byla michdna pfi laboratorni
teploté 1 hodinu. DCM vrstva se zbarvila do oranzova. Bylo pfidano dalSich 10 ml DCM a
reakéni smés byla extrahovdna vodou (3 x 20 ml). Organicka vrstva byla odparena a surovy
produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii s pouZitim CHCls/MeOH 70:1. VytéZek: 193
mg (81 %) slouceniny 5 jako bild pevna latka. Latka nebyla charakterizovana a byla vyuZita
rovnou do dalsi reakce.

3-hydroxy-2-palmitooktadecyl dihydrogen fosfat (6)

OH
HO.2 :

HOT O
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180 mg (0,28 mmol) slouceniny 5 bylo vysuseno na vakuu a poté rozpusténo v 45 ml
suchého DCM pod argonovou atmosférou. Reakéni smés byla ochlazena na 0 °C a bylo
pomalu pridano 185 pl (1,4 mmol) trimethylsilyl bromidu. Pfivod argonu byl odstranén,
reakéni smés byla nechdna dojit na laboratorni teplotu a byla dédle michana po dobu 5 hodin.
Rozpoustédlo bylo odpareno a odparek byl rozsuspendovan ve smési MeOH/H,0 1:1 a
michan pfi laboratorni teploté 1 hodinu. Pevna ¢&ast byla odfiltrovana, rozpusténa
v nadbytku CHCl3/MeOH 10:1 a odpafena se silikagelem. Latka byla ¢isténa sloupcovou
chromatografii, nejprve CHCl3/MeOH 30:1 (dokud nebyla izolovana veskera nezreagovana
latka), poté CHCl3/MeOH/AcOH/H,0 25:10:3:2. Vytézek: 105 mg (61 %) slouceniny 6 jako
lehce nahnédla pevna latka. Teplota tani 250 °C, rozklad. TLC (CHCl3/MeOH/AcOH/H20
25:15:4:3,5), Rf = 0,83. NMR spektra se nepodarilo naméfit z dlivodu nerozpustnosti latky.
MALDI: vypocteno [M + Na]* = 642.48, nalezeno 642.48.
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(25,4S,5R,6R)-5-acetamido-2-(((2R,3S,4R,5R,65)-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-
karboxylat sodny (lyso GM1)

oH CH oH OH

0 0
HO © O OH

oH H NH
o H OH

OH

K 5 mg (0,003 mmol) gangliosidu GM1 v Ependorfce bylo pfidano 1,1 ml octanového pufru
o pH 5,8 (s obsahem 220 mg CaCl, a 80 mg monohydratu taurodeoxycholatu sodného v 20
ml pufru) a 210 mU enzymu ceramid deacylazy. Reakéni smés byla zahfivana po dobu 3 dnt
v termostatu na 37 °C. Postupné se z roztoku vyluc€uje krystalickd vdpenata sal kyseliny
stearové. Suspenze byla odstfedéna (12000 otacek po dobu 3 minut) a supernatant byl
Cistén chromatograficky pres kolonku pro SPE naplnénou ENVI — 18 reverzni fazi. Jako
mobilni faze byla nejprve pouzita voda, poté 65% MeOH a produkt byl vyplachnut 85%
MeOH. Vytéiek: 2 mg (48 %) lyso GM1 jako pevna latka. TLC (CHCls/MeOH/konc. NH3
3:2:0,6), Rf = 0,16. Struktura potvrzena pomoci MS, vypocteno [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-karboxylat sodny (C12 GM1)

oH OH oH OH
0
"o ° j)j\/\/\/\/\/\
oH _ HHN
o H OH

OH

2 mg (0,0016 mmol) lyso GM1 byly smichany s 0,927 mg (0,0031 mmol) sukcinimidyl-
lauratu a dobre vysuseno. Pfidano 250 pl suchého DMF a poté 1,36 ul (0,008 mmol) DIPEA
a reakéni smés byla michana pod argonem pfri laboratorni teploté 3 dny. Ukonéeni reakce
detekovano pomoci MS. DMF byl opatrné odparen a surovy produkt byl ¢istén sloupcovou
chromatografii na silikagelu s pouzitim nejprve CHCls/MeOH 3:2, poté CHCl3/MeOH/2,5M
NHs3 6:4:1 jako mobilni faze. Vytézek: 1,9 mg (83 %) C12 GM1 jako pevnd latka. TLC
(CHCI3/MeOH/konc. NH3 3:2:0,6), Rf = 0,40. Struktura potvrzena pomoci MS, vypocéteno [M
- H]* =1460.78, nalezeno 1460.89.
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7.5. Priprava modelovych membran SC

Byly pfipraveny dva rozdilné typy lipidovych modelovych membran s obsahem ekvimolarni
smési Cer, mastnych kyselin a Chol s5 hmotnostnimi % pridavkem CholS. Jednoduchy
model se skladal z Cer EQS, Cer NS, LA, Chol a CholS. Jako kontrola u jednoduchého modelu
byla pouzita membrdana bez Cer EOS. SloZeni je detailné uvedeno na Obrazku 25.

Komplexni modely byly sestaveny z AcylCer, Sestikomponentni smési Cer (Cer-mix), smési
mastnych kyselin (FFA-mix), Chol a CholS ve stejnych pomérech, jako je popsano vyse.
SloZeni Cer-mix10% 141-143 3 FFA-mix'®4 bylo vybrano tak, aby co nejpfesnéji napodobovalo
sloZeni lipidd ve SC a je detailnéji popsano na Obrazku 25. Kvuli nedostatku acylCer a Cer
zalozenych na 6-hydroxasfingosinu nebyly tyto Cer zahrnuty do modeld; Cer AS a Cer AP
byly pouzity misto Cer NH a Cer AH. V tomto modelu byly studované acylCer zaloZzeny na
sfingosinu (Cer EOS), fytosfingosinu (Cer EOP), dihydrosfingosinu (Cer EOdS) pfipadné jejich
smési (Cer EO-mix). Jako negativni kontrola byla pouZita membrdna bez obsahu acylCer,
ktera obsahovala Cer-mix, FFA-mix, Chol a 5 hmotnostnich % CholS (Obrazek 25).

Lipidova smés (1,35 mg) byla rozpusténa v 400 pl hexanu/96% ethanolu 2:1 (v/v) a byla
nasprejovana na kryci skli¢ko (22 x 22 mm) pro praskovou rentgenovou difrakci (XRPD) nebo
na Nuclepore polykarbondtovy filtr pro permeabilitni experimenty. Roztok lipidl byl
nasprejovan ve ¢tyfech davkach (4 x 100 pl) pod proudem dusiku na sklicko/filtr pomoci
Linomatu V (Camag, Muttenz, Svycarsko), vybaveného pfidavnym pohybem po ose y.12
Rychlost nastfikovéni byla 10,2 pl/min a nasprejovand plocha byla 1 cm?. Lipidové filmy byly
zahtaty na 90 °C po dobu 10 minut a poté pomalu (3 — 4 hodiny) nechany ochladnout na 32
°C. Membrany byly uchovavany pfi 32 °C a 40 — 50% vlhkosti po dobu nejméné 24 h pred
experimenty.37 154 Jednotné sloZeni lipid bylo ovéFeno pomoci vysokouléinné tenkovrstvé

chromatografie.'6?

7.6. Praskova rentgenova difrakce (XRPD)

XRPD studovanych lipidovych membradn bylo provedeno na pfistroji X'Pert PRO 6-6
praskovém difraktometru (PANanalytical B.V., Almelo, Holandsko) s parafokusaéni Bragg-
Bretano geometrii, vyuZivajici ozarovani (A = 1,5418 A, U = 40 kV, | = 30 maA)
v modifikovanych drzacich vzorku s rozsahem uhl( 0,6 — 30° (26) a pocitacim ¢asem 20,32
s/krok. Data byla vyhodnocovana s pouzitim X’Pert Data Viewer (PANanalytical B.V., Almelo,
Holandsko). XRPD difraktogramy ukazuji rozptylovou intenzitu jako funkci rozptylového
vektoru Q [nm™], coZ je umérné rozptylovému Uhlu © podle rovnice: Q = 4t sin®/\ (A =
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0,15418 nm je vinova délka rentgenového zareni). Mezirovinnd vzdalenost d [nm]
charakterizuje pravidelnou vzdalenost paralelnich dvojvrstev uspofadanych na
jednodimenziondlni mfizku. Toto usporadani lipidd se nazyva lamelarni faze (L).
Difraktogramy lamelarnich fazi ukazuji soubor Braggovych reflexi, jejichz reciprocni
vzdalenosti jsou v charakteristickych pomérech Qn = 2nn/d (Cislo reflexe n = 1, 2, 3...).
Mezirovinna vzdalenost d byla ziskdna ze smérnice a linedrni regresni funkce zavislosti Qn

=a x n, podle rovnice d = 2mn/a.

7.7. Permeabilitni experimenty

Pro permeabilitni experimenty byly pouzity cely Franzova typu s objemem akceptorové
¢asti 6,5 £ 0,1 ml (presny objem byl méfen pro kazdou celu a byl zahrnut do vypoctu fluxu).
Lipidové membrany byly upevnény do teflonovych drzak( s plochou otvoru 0,5 cm? a
s lipidovou membranou na strané donorového kompartmentu. Tyto drzaky byly upevnény
do Franzovych cel. Akceptorova ¢ast byla naplnéna fosfatovym pufrem s pH 7,4 s 50 mg/I
gentamicinu a membrany byly udrzovany pfi 32 °C po dobu 12 h. Po 12 h byla zméfena
ztrata vody pfes membrdnu a elektrickd impedance (viz. nize).

Poté bylo pridano 100 ul donorové suspenze (5 % TH nebo 2 % IND v 60% propylen glykolu,
pFipraveno podle reference!3” 1>4) na membréanu. Vzorky z akceptorové faze (300 pl) byly
odebirdny kazdé 2 h po dobu 10 h a odebrané mnozstvi bylo doplnéno pufrem.'>* Typické
hodnoty lag time byly nizsi nez 0,5 h, proto 10 h bylo dostacujici pro dosazeni ustaleného
stavu. Ve vSech experimentech byly zachovany podminky pasivni difuze a polykarbonatovy
filtr nemél Zadny vliv na permeabilitu membran.'®” Navic 100 pl 60% propylen glykolu
neextrahovalo Zadné lipidy z membrdany,'®! coZ bylo dokdzano pomoci vysokoucdinné
tenkovrstvé chromatografie.

7.8. Ztrata vody pres membrany

Ztrata vody pres membrany byla mérena pomoci pfistroje Tewameter® TM 300 probe a
Multi Probe Adapter Cutometer® MPA 580 (CK electronic GmbH, Kolin, Némecko). Sonda
byla polozena na teflonovy drzak (po docasném odstranéni donorové c¢asti) s efektivni
plochou 0,5 cm? a vzdélenosti 0,5 cm od sondy. Méfici ¢as byl 80 s a hodnota primérného
ustaleného stavu byla zaznamenana [g/h/m?]. Mé&Feni probihalo pfi 26 — 29 °C a 40 — 46%
relativni vlhkosti v krabici, ktera zabrariovala proudéni vzduchu v okoli.
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7.9. Elektricka impedance

Elektrickd impedance byla méfena pomoci pfistroje LCR meter 4080 (Conrad Electronic,
Hirschau, Némecko) pfi frekvenci stfidavého proudu 120 Hz. Rozsah méreni tohoto pfristroje
byl od 20 Q do 10 MQ a chybou v kQ hodnotach, mensi nez 0,5 %. Pro nase experimenty
bylo naneseno 500 ul fosfatového pufru do donorového kompartmentu difuzni cely a
impedance [kQ x cm?] byla méfena pomoci nerezovych sond, vloZzenych do donorového a
akceptorového kompartmentu. Na konci méreni byl pufr opatrné odstranén.

7.10. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Nasbirané vzorky z premeabilitnich experimentd s TH a IND byly analyzovany pomoci
izokratické HPLC na reverzni fazi s pouzitim pristroje Schimadzu Prominence (Schimadzu,
Kyoto, Japonsko), sestavajiciho z LC-20AD pump s DGU-20A3 odplyriovace, SIL-20A HT
autosampleru, CTO-20AC vyhfivané komory, SPDM20A detektoru a CBM-20A
komunika¢niho modulu. Data byla analyzovana pomoci LCsolutions 1.22 softwaru. Separace
TH na reverzni fazi byla provedena na koloné LiChroCART 250-4 (LiChrospher 100 RP-18, 5
um, Merck, Darmstadt, Némecko) pfi 35 °C, s pouzitim methanol/0,1 M NaH;PO4 (v/v) 4:6
jako mobilni faze pfi pratoku 1,2 ml/min. Vzorky z akceptorové faze (20 pl) byly vstfikovany
na kolonu a byla mérena UV absorpce pfi 272 nm. Retencni ¢as TH byl 3,2 £ 0,1 min. Vzorky
sobsahem IND byly méfeny na stejné koloné spouZitim mobilni faze
acetonitril/voda/kyselina octova (v/v/v) 90:60:5 pfi pratokové rychlosti 2 ml/min. 100 pl
vzorku z akceptorové faze bylo vstfiknuto na kolonu, kterd byla udrzovana pfi 40 °C. UV
absorpce byla mérena pfi vinové délce 260 nm a retencni ¢as IND byl 3,1 + 0,1 min. Obé
metody byly dfive validovany.1>% 1°3

7.11. Vyhodnoceni dat

Kumulativni mnoZstvi TH a IND, které prosly pfes membranu, byly poéitany z koncentraci,
namérenych HPLC a zobjemu Franzovy difuzni cely a byly opraveny o doplnénou
akceptorovou fazi. Kumulativni mnozstvi byly vyneseny proti ¢asu a ustaleny flux TH nebo
IND [pug/cm?/h] byl poditdn ze smérnice linedrni regresni funkce, ziskané linearni regresi
linearni ¢asti permeacniho profilu (tj. v ustaleném stavu) v Excelu. Data ze ztraty vody pres
membranu byla normalizovdna vydélenim naméfené hodnoty ztraty vody [g/h/m?]
primérnou ztratou vody pfes kontrolni membréanu [g/h/m?], vyndsobeno 100 %. Hodnoty
elektrické impedance byly normalizovany ke kontrole stejnym zplsobem. VSechna data jsou
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prezentovana jako priméry + SEM. One-way ANOVA s Dunettovym posttestem nebo t-test,
jak je popsano na jednotlivych obrazcich, byly pouzity pro statistickou analyzu a p < 0,05
bylo povaZovano za signifikantni.
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AcylCer
AD
Cer
Cer-1-P
CerS
CoA
DCM
DHA
DIPEA
DMAP
DMF
DMSO
EEDQ
ELOVL
EtOAc
FLG
HPLC
HPTLC
Chol
CholS
IND
LA
LDA

LI

8.Seznam zkratek

acylceramid

atopickd dermatitida
ceramid
ceramid-1-fosfat
ceramid syntdza
koenzym A
dichlormethan
dokosahexaenova kyselina
diisopropylethylamin
dimethylaminopyridin
dimethylformamid

dimethylsulfoxid

N-ethoxykarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin

elongaza

ethyl-acetat

filaggrin

vysoce ucinnd kapalinova chromatografie
vysoce ucinnd tenkovrstva chromatografie
cholesterol

cholesteryl-sulfat

indometacin

lighocerova kyselina

diisopropylamid lithny

lamelarni ichtyéza
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LIHMDS

LPP

NaHMDS

NMR

PPAR

PPTS

Rf

SC

SPP

TBDMSCI

TEA

TEWL

TH

THF

THP

TsOH

WSC

XRPD

hexamethyldisilazan lithny
dlouha periodicka faze

hexamethyldisilazan sodny

nukledrni magneticka rezonance

receptor aktivovany peroxizomovymi proliferatory

pyridinium p-toluensulfonat
retencni faktor

stratum corneum

kratkd periodicka faze
tert-butyldimethylsilylchlorid
triethylamin

ztrata vody pres kuzi
theofylin

tetrahydrofuran
tetrahydropyran

p-toluensulfonova kyselina

ve vodé rozpustny karbodiimid (N-(3-dimethylamino)propyl)-

N“-ethylkarbodiimid)

praskova rentgenova difrakce
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