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Hlavnim cilem této prace bylo pfipravit a dale 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. DalSim
cilem bylo pfipravit ceramid-1-fosfaty pro studium jejich signalizacni role v koZni bariéfre a analog
gangliosidu GM1 s kratSim acylem jako standard pro analyzu téchto lipid(.

Ceramidy (Cer) patti do rodiny sfingolipidu. Jsou to centralni molekuly v metabolismu sfingolipid(
a podileji se jak na regulacnich procesech v bunkach, tak na bariérové funkci lidské kize. Hlavni
koZni bariéru predstavuje stratum corneum (SC), co? je nejsvrchnéjsi vrstva kiize. U¢elem SC je
udrZet homeostazu vnitiniho prostfedi a zabranit praniku exogennich latek, alergent a bakterii
do organismu.

AcylCer se skladaji ze sfingoidni baze, ktera je acylovana ultra-dlouhou (= 30C) kyselinou, na jejiz
w-hydroxylové skupiné je vdzana kyselina linolova. AcylCer jsou nejdelsi Cer, které se v klzi
vyskytuji a pro jeji funkci jsou zcela nezbytné. Jejich Uplny deficit neni sluditelny se Zivotem,
protoze dochazi k obrovskym ztratam vody pres klzi. Zdrava kozni bariéra obsahuje priblizné 9%
acylCer z celkového mnoistvi Cer. Vykyvy v hladiné acylCer (vétSinou snizené mnozstvi) byly
nalezeny u nékolika zavaznych koZnich onemocnéni, jako je atopicka dermatitida, psoridaza nebo
lamelarni ichthydza.

JelikoZ acylCer nejsou komercéné 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 sll, tak aldehyd, dva reaktanty pro Wittigovu reakci, coz
je klicovy krok vtéto syntéze, ktery umoznil pfipravu ultra-dlouhého tetézce. 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 svyuZitim Yamaguchiho esterifikaéni reakce. V poslednim kroku reagoval
sukcinimidylester kyseliny se sfingoidni bazi za vzniku poZadovanych acylCer. V kone¢ném
vysledku byla vyvinuta 12 krokova reakce s celkovym vytézkem 11 % (pro mnoiZstvi v fadech
desitek miligramu), pfipadné 7 % (pro gramova mnozstvi).

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

Pripravené acylCer byly vyuzity pro pfipravu modelovych lipidovych membran napodobujicich
kozni bariéru. Byly pfipraveny dvé série membran — jednoduchy a slozity model. Jednoduchy
model se skladal zjednoho acylCer (Cer EOS)/jednoho Cer (Cer NS)/lignocerové
kyseliny/cholesterolu s pfidavkem cholesteryl-sulfatu. Pomoci praskové rentgenové difrakce byla
zkoumdna potiebna koncentrace Cer EQS, pti které je v modelovych membrdnach pozorovatelna
dlouhd periodicka faze (nezbytna pro spravnou bariérovou funkci kiize). Bylo zjisténo, Ze tato faze
se objevuje od koncentrace 10 % Cer EOS a koexistuje s kratkou periodickou fazi. Pfi 30 % Cer EOS
se kratka 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 poznatkim in vivo, byl jednoduchy model nahrazen
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modelu bylo zaméfeno na porovndani rozdilné struktury acylCer hlavy. Permeabilita vSech
membran sloZitého modelu s obsahem acylCer byla sniZzena oproti kontrole (bez acylCer), coz
mnohem |épe koreluje s experimenty na lidské kizi. AvSsak méreni praskové rentgenové difrakce
ukazalo, Ze v tomto slozitém modelu dlouhou lamelarni fazi tvofi pouze nejslozitéjsi membrana
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 pripravé model(
lipidové bariéry u koZnich onemocnéni a ke studiu latek s potencialni schopnosti regenerovat
poskozeni kozni bariéry.



Pfipravené acylCer byly také pouzity jako standardy pro kvantifikaci acylCer v biologickém
materidlu. S pouzitim HPTLC se nam podafilo dokazat, Ze ndmi pfipravené acylCer se skutecné
vyskytuji v k(zZi a také se podafilo 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 lipid( v rekonstruované klzi se snizenou expresi filaggrinu jako
modelu atopické dermatitidy, kde bylo zjisténo, Ze agonisté a-podtypu receptoru aktivovaného
peroxizomovymi proliferatory zlepSuji homeostazu v k0zi, zvysuji bariérovou funkci kize a

normalizuji sloZzeni volnych mastnych kyselin.

Zavérem lze fici, Ze byla vyvinuta U¢innd a spolehlivd syntéza lidskych ultra-dlouhych Cer,
proveditelna i ve vétsim méritku. Tyto pfipravené acylCer byly vyuzity pro tvorbu modelovych
lipidovych membran simulujicich zdravou, pfipadné porusenou koZzni bariéru, coZ otevird nové
moznosti in vitro hodnoceni potencidlnich |éCiv pro zavaina koZni onemocnéni, jako je atopicka
dermatitida ¢i psoriaza. Tyto acylCer byly rovnéz vyuzity ke zlepseni kvantitativni analyzy lipidQ
v koZnich vzorcich.



