UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA ANORGANICKE A ORGANICKE CHEMIE

SYNTEZA A STUDIUM 1-0-ACYLCERAMIDU

DIPLOMOVA PRACE

Vojtéch Jon
Vedouci diplomové prace: doc. PharmDr. Katerina Vavrova, Ph.D.

Konzultant: Mgr. Andrej Kovacik

Hradec Kralové 2017



Podékovani

Zde bych chtél podékovat své skolitelce doc. PharmDr. Katetiné Vavrové, Ph.D.
za lidsky pfistup a vysokou miru profesionality pfi zpracovani této diplomové prace.
Dale bych chtél podékovat za ochotu a pomoc Mgr. Andrejovi Kovacikovi, Mgr. Monice
Kopecné, PharmDr. Jaroslavu Rohovi, Ph.D. a RNDr. Jaroslavu Maixnerovi, CSc.
V neposledni fadé také ostatnim pracovnikim Katedry anorganické a organické
chemie, Grantové agentufe CR (projekt 16-25687J) a Grantové agentufe Univerzity

Karlovy (88615).


https://is.cuni.cz/studium/kdojekdo/index.php?id=b68b49b520b436d958888b64f42af4a2&tid=1&do=detailuc&kuc=02145
https://is.cuni.cz/studium/kdojekdo/index.php?id=b68b49b520b436d958888b64f42af4a2&tid=5&do=detailuc&kuc=16407

,Prohlasuji, Ze tato prace je mym plvodnim autorskych dilem. Veskera
literatura a dalSi zdroje, z nichZ jsem pfi zpracovani Cerpal, jsou uvedeny v seznamu
pouzité literatury a v praci jsou fadné citovany. Prace nebyla pouzita k ziskani jiného

nebo stejného titulu.”

Vojtéch Jon

V Hradci Kralové 2017 s



Obsah

O N2 Y 12721 Q[PPSR
D N = Y VY G PO PPPPPTPR

3. UVOD A CILPRACE........ctiiiieiicte sttt b st se s ansesaes 11

B, TEORETICKA CAST..oiuiirieiieirieieiriieteteie sttt bttt s s 12
4.1 QU U UR 12
41.1 STrAatuM COMNEUM ...ttt et e e e e e e e eeeeas 13
4.2 (01T [ o 1To 1Y PRSP 14
4.2.1 Usporadani lipid0 v zdravém SC.........ccceeeeiiieciieeiie et 16
4.2.1.1  Lamelarni USPOFAdANI......cveiiiciiie it 16
4.2.1.2  Laterdlni USPOFAdANT .......eviiiieee e e e 16
4.2.2 RO TV B =Y SRS 17

5. EXPERIMENTALNI CAST-SYNTEZA .....oovvieireviecteteietesete sttt bbb sas 19
51 Chemikalie @ PFISEIOJE .uvveeieciiee e e e ee e e 19
5.2 )Y aLH=F - [PPSR 19
5.2.1 PHIPrava Cer-24NS16 .....cccuieee ettt eette e e et e e e etee e e e etee e e e baee e enreeas 22
L0 01 0 R o 11 1 | o 1 NN 22
5.2.0.2 POSEUP B oottt ettt ettt ettt sttt et e sbee e sabeeenes 22
5.2.1.3  POSEUP € ettt ettt et sttt et ettt e sate e s bt e sabe e e it e e sateesbeeesabeeenes 23
LT T T8t R 0= o K S 23
5.2.2 PHIPrava Cer-16NSLO .....cccccieeiiiiiieeeciiee e cetee et e e e e esbae e e s ebee e s e ebaee s snaeeas 24
5.2.2.1.1  Cer-1ONSLE ...eeeiiiiieiieeieeeee ettt ettt ettt ettt e sabe e st e s abe e sbeeeanas 24
5.2.3 PHIPrava Cer-24AS16 ......cccueeee ettt e et e e et e e e e tae e e e raee e eaneeas 25
5.2.3.1 Syntéza 2-brompalmitoveé Kyseliny........ccccoveeeiiiicriiieese e 25
5.2.3.1.1 2-brompalmitova Kyselina ........cccceeeviiieieiiiiiiecceee e e 25
5.2.3.2  Syntéza 2-hydroxypalmitové Kyseliny® ........ccoceeivieviiieiereceee e 26
5.2.3.2.1 2-hydroxypalmitova kyselina .........ccccueieeeiiiiieciee e 26
5.2.3.3  SYNTEZA COI-ASLD ..ooeiieiiiee ettt ettt e et e e e stte e e e sbae e e s sbta e e e eaeaeaeennes 27
LT R T8t R 0T o N I 27



5.2.3.4  SYNTEZA COI-24AS16 .....ooeeieiieeeeeeeee ettt ettt e e e e e e tte e e s srta e e s e ataeeeennes 28

T TR S R 1= g N Y1 TP 29
5.2.3.4.2  Cer-24AS516-24 .....oooeeeeeeieeeeeeeeeeeetet bbb annnnnas 29
EXPERIMENTALNI CAST — HODNOCENI MODELOVYCH LIPIDOVYCH MEMBRAN.........ccccecevmrnnne.
6.1 Chemikalie @ PFISEIOJE .uvveei e e s 31
6.2 Priprava modelovych membran.........ccoocuiiiiicciiie et 31
6.2.1 JednNoduchy MOdEl .......cocuviiiieee e e s 31
6.2.2 KomMPIeXni MOEl ........ueiiiiieee e e 33
6.3 Méreni bariérovych vlastnosti modelovych lipidovych membran.........ccccoeevcieennnns 34
6.3.1 Méreni ztraty vody membranouU.......ccceeveiieeiiciien e 34
6.3.2 Méreni elektrické IMpPedance .......coccveviiciii i 35
6.3.3 Méreni permeability modelovych membran proTHa IND .......cccccccvveennnneen. 35
6.3.3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) ......ccueeeeecviieeieciiee e 36
6.3.4 Hodnoceni mikrostruktury modelovych membran...........cccccooeveiincinecennen. 37
6.3.4.1 1€ SPEKLrOSKOPIE . ..vviveveeecececeeteteeeee ettt ettt se s 37
6.3.4.2  RPD .ottt ———a—a—a—a—————a—a———a—a—ananannnnnannnanas 38
6.4 Fd o] - (oo V- T T - | SRR 38
VYSLEDKY c.corttnieecinienissetiseese s st st sttt
7.1 3V g LT - [P 39
7.2 Vysledky hodnoceni — jednoduchy model ..........cccveiiiiiiiiiciieiee e, 39
7.2.1 Ztrata vody MemBIranoU ...cccciiie et e 39
7.2.2 Elektrickd imPedanCe ......cccuveei it 40
7.2.3 Permeabilita modelovych membran pro THa IND .....ccccocveieeciiee e, 41
7.2.3. 1 FIUX TH oottt sttt ettt e sat e st st et e b e bt e saeeeneeeneean 41
7.2.3.2 FIUXIND ottt st et st b ettt sbe et sbeebe e b s 42
7.2.4 IC SPEKETOSKOPIE ...ttt ettt ettt ettt as s s s s enaes 44
7.2.4.1  Symetrické valenCni Vibrace.......ccoveeieciiiii e 44
7.2.4.2 Deformaéni NGZKOVE VIDrace........ccooeeiiiiiiiiiiiiiiseetcee et 44
7.2.5 L o O N 45
7.3 Vysledky hodnoceni — komplexni model..........ccoooiiiieeiiiii i 48
7.3.1 Ztrata vody MemBIranOU ....cocuiiie it 48
7.3.2 Elektrickd imPedanCe .......cuveii it 48
733 Permeabilita modelovych membran pro THA IND .....cccccoeieeicciiee e, 48

5



7331 FIUXTH oot e 48

7.3.3.2  FIUXIND cetiiiiie ettt ettt sttt rate e st e st esate e ebee e sabeeeaaeesateesnsneesnseeenns 49
S T T Y U 7 PRSPPI
8.1 )Y L= - [PPSR 52
8.2 Hodnoceni modelovych membran..........cooeiiiiii i 53
8.2.1 JednNoduchy MOdEl .......cocuviiiieee e e s 53
8.2.2 KomMPIeXni MOEl ........ueiiiieeeceee e e 55
9. ZAVER ettt sttt
10, POUZITE ZKRATKY ...oucvevuieeteisieteiseeessssesessssessssssessssesessssessssssesssesessssessssssessssessssssessssesessssesssssessseses
11. POUZITA LITERATURA. .....coiitetteetetetee ettt st a bbb s a e s e s st ssanaes



1. ABSTRAKT

Extracelularni matrix nejsvrchnéjsi vrstvy klze tzv. stratum corneum (SC), je
slozena z ceramidl (Cer), cholesterolu (Chol), volnych mastnych kyselin (FFA) a
cholesterol-sulfatu (CholS). Cer hraji dllezitou roli ve spravné bariérové funkci savci
epidermis. V nedavné dobé byl v lidské SC nalezen novy typ sfingolipid( tj. 1-O-acyl-
Cer, jejich role vSC je vSak nezndma. Tyto druhy Cer tvofi sfingosin (S), jenz je N-
acylovan nehydroxylovanou nebo a-hydroxylovanou mastnou kyselinou a navic je
hydroxy skupina v poloze 1 sfingosinu acylovana dal$i mastnou kyselinou (lignocerovou
kyselinou, C24 nebo palmitovou kyselinou, C16). ProtoZe 1-O-acyl-Cer nejsou
komeréné dostupné, dali jsme si za cil pfipravit fyziologické 1-O-acyl-Cer tj. Cer-
24NS16, Cer-16NS16 a Cer-24AS16. Nasim dalSim cilem je studium jejich vlivu na

permeabilitu a mikrostrukturu modelovych koZnich lipidovych membran.

1-0-acyl-Cer byly syntetizovédny acylaci primarniho hydroxylu Cer-NS16 nebo
Cer-AS16 palmitovou nebo lignocerovou kyselinou pomoci N-(3-dimethylaminopropyl)-
N‘-ethylkarbodiimidu s 4-dimethylaminopyridinem. Cer-AS16 byl pfipraven a-bromaci
palmitové kyseliny, substituci bromidu hydroxylovou skupinou a N-acylaci sfingosinu
touto  pfipravenou  kyselinou v pfitomnosti  N-(3-dimethylaminopropyl)-N‘-

ethylkarbodiimidu a 1-hydroxybenzotriazolu.

Nasledné jsme pfipravili jednoduchy model SC lipidovych membran
s nasledujicim sloZzenim: Cer-NS24/FFA Cig-24/Chol/CholS jako kontrolni membréana a
poté 5, 10, 20, 30, nebo 100 % Cer-NS24 bylo nahrazeno Cer-24NS16. Druhy komplexni
model SC lipidovych membran byl tvoren izolovanymi Cer z lidského SC/FFA Cie.
24/Chol/CholS, kde 10% podil SC Cer byl nahrazen Cer-24NS16, Cer-16NS16, Cer-
24AS16 nebo Cer-24AS16-24. Permeabilita modelovych lipidovych membran SC byla
mérena ve Franzovych difuznich celach, pomoci fluxu teofylinu a fluxu indometacinu,
elektrické impedance a ztraty vody membranou. Vliv 1-O-acyl-Cer na biofyzikalni
chovani membran SC byl zkouman pomoci infraéervené spektroskopie a rentgenové

praskové difrakce.

Na zakladé vysledkd permeacnich pokusl jsme zjistili, Ze 10% podil 1-O-acyl-Cer

v modelovych membranach (jednoduchy model) vede k poklesu permeability pro vodu



a ionty. Na druhou stranu pfitomnost 10% podilu 1-O-acyl-Cer v komplexnim modelu
nevedla kzméné permeability nebo ji mirné zvysila. Pomoci IC spektroskopie jsme
zjistili, ze vliv 1-O-acyl-Cer na konformaci lipidovych retézcl, fazové prechody i
lateralnim usporadani lipidd v modelovych membrdnach neni pfilis§ vyznamny.
Lamelarni usporadani modelovych lipidovych membran bylo dale hodnoceno pomoci
rentgenové praskové difrakce. Ve vSech studovanych membranach byla pfitomna faze

separovaného Chol a kratka lamelarni faze s periodicitou pfiblizné 5,3-5,7 nm.

Tato prdce poskytuje prvni charakterizaci 1-O-acyl-Cer, jakozto slozek
extracelularni matrix SC. Tyto lipidy bariérovou funkci studovanych membran
s lidskymi Cer bud' neovliviuji, nebo mirné zhorsuji; mezi jednotlivymi strukturnimi

typy 1-O-acyl-Cer jsme nepozorovali vyznamné rozdily.



2. ABSTRACT

The extracellular matrix of the uppermost layer of the skin, the stratum
corneum (SC), consists of ceramides (Cer), cholesterol (Chol), free fatty acids (FFA) and
cholesteryl sulfate (CholS). Cer play an important role in the correct barrier function of
mammalian epidermis. A new type of sphingolipids, i.e., 1-O-acyl-Cer, have been found
in human SC very recently; however, their role in the SC is unknown. These Cer species
contain sphingosine (S) that is N-acylated with non-hydroxylated or a- hydroxylated
fatty acid, and moreover, hydroxyl group at C1 in sphingosine is esterified by an
additional fatty acid (lignoceric acid, C24 or palmitic acid, C16). Because 1-O-acyl-Cer
are not commercially available, we aimed to synthesize physiological 1-O-acyl Cer, i.e.,
Cer-24NS16, Cer-16NS16 and Cer-24AS16. Moreover, we aimed to study their

behaviour on permeability and microstructure of model skin lipid membranes.

The 1-O-acyl-Cer were synthesized by an acylation of Cer-NS16 or Cer-AS16
with palmitic or lignoceric acid using N-(3-dimethylaminopropyl)-N‘-ethylcarbodiimide
and 4-dimethylaminopyridine. Cer-AS16 was prepared by a-bromination of palmitic
acid, substitution of bromine by hydroxyl and N-acylation of sphingosine by the
prepared acid in the presence N-(3-dimethylaminopropyl)-N‘-ethylcarbodiimide and 1-

hydroxybenzotriazole.

Afterward, simple model SC lipid membranes were prepared with the following
composition: Cer-NS24/FFA Cie.24/Chol/CholS as a control membrane and then 5, 10,
20, 30, or 100% of Cer-NS24 was replaced by Cer-24NS16. Next, the complex model SC
lipid membranes were composed of isolated Cer from human SC/FFA Cis.
24/Chol/CholS, in where 10% of SC Cer were replaced by Cer-24NS16, Cer-16NS16, Cer-
24AS16 or Cer-24AS16-24. The permeability of model lipid membranes SC was
assessed in Franz-type diffusion cells using the following permeability markers: flux of
theophylline and flux of indomethacin, electrical impedance and water loss through
the membrane. To elucidate the mechanisms of 1-O-acyl-Cer on skin permeability,
their effects on the membrane biophysics was investigated by infrared spectroscopy

and X-ray powder diffraction.



From the results of permeation studies we found out that a 10% addition of 1-
O-acyl-Cer in model membranes (simple model) led to decrease of permeability for
water and ions. On the other hand, the presence of 10% of 1-O-acyl-Cer in complex
model did not change the permeability or slightly increased it. Using IR spectroscopy
we found that the effect of 1-O-acyl-Cer on the conformation of the lipid chains, phase
transitions and lateral arrangement of lipids in model membranes is not very
significant. Lamellar arrangement of model lipid membranes was further evaluated by
X-ray powder diffraction. In all studied membranes was present phase of separated

Chol and short lamellar phase with a periodicity of approximately 5.3 to 5.7 nm.

This work provides the first characterization of 1-O-acyl-Cer, as the components
of extracellular matrix SC. These lipid do not affect or slightly deteriorate the barrier
function of studied membranes with the human Cer; between different structural

types of 1-O-acyl-Cer we did not observe significant differences.
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3. UVOD A CiL PRACE

KazZe je nejvétSim organem lidského téla, jeji hlavni funkci je ochrana proti
vnéjsim vlivim, zejména zamezeni nadmérnym ztratdm vody a udrZeni homeostazy
organizmu. KoZni bariéra, umistnénd v nejsvrchnéjsi vrstvé epidermis (stratum
corneum), je tvorena korneocyty a lipidy, které vyplnuji extracelularni prostory v této
vrstvé. Hlavni sloZkou téchto lipida jsou ceramidy (Cer). Cer je molekula tvofena
nejcastéji jednou ze Ctyr sfingoidnich bazi (sfingosin, dihydrosfingosin, fytosfingosin a
6-hydroxysfingosin) a acylem mastné kyseliny navdzanym na aminoskupinu v poloze 2.
V neddvné dobé byl v lidské epidermis objeven novy druh Cer s acylem mastné kyseliny
esterové vazanym také na hydroxylovou skupinu v poloze 1 sfingosinu (1-O-acyl-Cer).

Vyznam téchto 1-O-acyl-Cer neni dosud objasnén.

Proto bylo cilem této prace pfipravit fyziologické 1-O-acyl-Cer a hodnotit jejich
bariérové vlastnosti studiem modelovych koznich membran. Permeabilita modelovych
membran byla hodnocena pomoci ¢tyf markerd (ztrata vody membranou, elektricka
impedance, flux teofylinu a flux indometacinu); jejich mikrostruktura byla hodnocena

infracervenou spektroskopii a praskovou rentgenovou difrakci.

0 OH
CazHyym O O/H
HN \ﬂ/\/\/\/\/\/\/\/
0
Cer-24AS16
0 OH

=
C15H31)J\O/Y\/\/\/\/\/\/\/\
RN S

0 Cer-16NS16

] OH

L -/
CosHar OW\M

0
Cer-24NS16

Obrazek 1. Struktury 1-O-acyl-Cer, jejichz syntéza a hodnoceni je cilem této prace.
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4. TEORETICKA CAST

4.1 Kiaze

Pfi plode 1,5-2 m? a hmotnosti kolem 3 kg je kGZe nejvétsi orgédn lidského téla.!

vvvvvv

aj.), termoregulace, latkova vyména, syntéza vitaminu D, zabranéni nadmérné ztraté

vody a dalsi. 2
KGzZe je tvofena tfemi zdkladnimi vrstvami: 1) dermis,
2) epidermis,
3) subkutanni tukova tkan.

Dermis (Skara) je tvorena vazivovymi vldkny, ktera jsou dUleZitd pro pevnost a
pruznost kdze. V hlubsich vrstvach obsahuje také burky hladkého svalstva. Tato vrstva
je také protkdana krevnimi cévami. Epidermis (pokozka) je svrchni avaskularizovana

vrstva, kterd je tvofena burikami pokozky a to pfedevsim keratinocyty (Obrazek 2).1
Epidermis se sklada z nasledujicich vrstev: stratum basale,

stratum spinosum,

stratum granulosum,

stratum lucidum,

stratum corneum.

Stratum basale (SB) je nejvnitfnéjsi vrstva tvorena cylindrickymi kmenovymi
burikami, jez zajistuji bunécéné déleni. Stratum spinosum (SS) je tvofena burikami, které
se postupné oplostuji a dostavaji charakteristicky kopinaty tvar. Stratum granulosum
(SG) tvori oplostélé keratinocyty, jez obsahuji keratohyalinni granula (jejichz obsahem
je hlavné lorikrin, profilagrin, keratin), postupné migrujici k nejsvrchnéjsi vrstvé
stratum corneum (SC). Kromé téchto vrstev mlZeme na dlanich a chodidlech nalézt
dal$i vrstvu mezi SC a SG , tzv. stratum lucidum.X 3 Oblast SC, kde vlivem

proteolytickych enzym( dochazi k degradaci a nasledné prirozené deskvamaci kiize, se

12



nazyva stratum disjunctum.* > SB, SS a SG jsou &asti Zivé epidermis o tloustce 50-100

um. SC s tloustkou 10—20 pum je vrstvou tvofenou neZivymi burikami (Obrazek 2).°

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Dermis

Obrazek 2. Schématické zndzornéni lidského kuze, tj. Skary (dermis) a jednotlivych

vrstev pokozky (epidermis).

4.1.1 Stratum corneum

SC neboli rohova vrstva se nachazi v nejsvrchnéjsi vrstvé epidermis. Je tvorena
10-25 vrstvami korneocytl, které jsou terminalnim stadiem diferenciace keratinocyt(.
Tyto ploché, vodou a keratinem vyplnéné bunky s degradovanymi organelami jsou
navzajem spojeny desmozomy a jejich povrch je dale zpevnén tzv. korneocytarni
obalkou, kterd je tvorena predevsim zesitovanymi bilkovinami involukrin a lorikrin.
Pravé v SC je lokalizovana kozni bariéra pro vétsinu latek. Mezi korneocyty se nachazi
hydrofobni lipidovd matrix. Tato struktura se nékdy popisuje jako model ,,cihel”

(korneocyty) a ,,malty” (lipidova matrix).” 8

Lipidova matrix tvofi kolem 20 % hmotnosti SC, a pfesto pravé mezibunécné

lipidy jsou dnes povazovany za hlavni slozku koZni bariéry.® Lidskd SC je tvofena

13



pfiblizné ekvimolarnim pomérem Cer, cholesterolu (Chol) a volnych mastnych kyselin
(angl. free fatty acids; FFA), které jsou predevsim nasycené. Tyto majoritni slozky jsou

dale dopInény mensim podilem estert Chol a cholesterol-sulfatem (CholS).> 1% 11

Studium Cer, jakoZto esencidlnich sloZek koZni bariéry, ma velky vyznam pro
vyzkum transdermdlniho podani [é¢iv.'?2 Dalsi oblasti zajmu je terapie koZnich
onemocnéni, pfi nichz byva narusena koZni bariéra, napf. psoridza ¢i atopicka
dermatitida. Tyto anomadlie lidské epidermis c¢asto souvisi s nedostatkem i

abnormalnim zastoupenim Cer.13

4.2 Ceramidy

Cer patfi spolu s fosfosfingolipidy a glykosfingolipidy mezi sfingolipidy.
Zakladem jejich struktury je jeden z bazickych aminoalkohol(, a to bud’ sfingosin (S),
fytosfingosin (P), 6-hydroxysfingosin (H) nebo dihydrosfingosin (DS), na jehoz primarni
aminoskupinu se vaze amidovou vazbou acyl mastné kyseliny. Mastna kyselina (13—34
uhlikd) maze byt nehydroxylovana (N), a-hydroxylovana (A) nebo w-hydroxylovana (O).

Koncovy w-hydroxyl je ddle esterifikovan kyselinou linolovou (EO).

Cer je tvoren malou poldrni hlavou a dlouhymi hydrofobnimi uhlovodikovymi
fetézci. Diky této struktufe ma molekula Cer amfifilni charakter.'*'® Za zminku stoji
prostorové usporadani jednotlivych hydrofobnich fetézcG. Prvni konformace je
konformace vlasenkova, kdy oba fetézce sméruji stejnym smérem. Druha konformace

je konformace otevienad, kdy fetézce mifi kazdy na opacnou stranu.1’1°

Strukturni variabilita Cer dava vzniknout Siroké Skdle zastupcu, ktefi se mohou
lisit aminoalkoholem, typem ¢i délkou obou fetézci. V minulosti byly jednotlivé
strukturni typy Cer oznacovany arabskou Cislici, kvlli pribyvajicim typdm bylo vsak
potfeba zavést systematickou nomenklaturu. Dnes se uplatiuje predevsim
nomenklatura dle Motty, kde se vyuzZivda kombinace pismen (viz vySe), kterad jsou
pFifazena k jednotlivym typim aminoalkohol( a acylim mastnych kyselin.?® Nap¥. Cer-
NS je tvoren sfingosinem a nehydroxylovanym acylem (N). Zakladni strukturni typy Cer

(znacenych nomenklaturou dle Motty) jsou zobrazeny v Obrdzku 3.
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Obrazek 3. Dvanact zakladnich typd Cer podle nomenklatury dle Motty.?°
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4.2.1 Usporadani lipida v zdravém SC

4.2.1.1 Lamelarni usporadani

Cer jsou v SC usporadany do lameldrnich struktur, které tvofi spolu s Chol, FFA,
CholS a estery Chol. Vtéchto strukturach orientuji Cer hydrofobni fetézce dovnitf
lamel a poldrni hlavy zase vné.° Zatimco hydrofobni fetézce interaguji hydrofobnimi
interakcemi, poldrni hlavy mohou tvofit vodikové vazby.'* 2! Na rozdil od fosfolipidd
maji Cer mensi polarni hlavu, coZ jim umoznuje tésnéjsi usporadani lamel. Cer také
netvori dvojvrstvy jako fosfolipidy, ale pravé vicevrstevné struktury (lamely). Diky
tomuto usporadani se SC vyznacuje tak vysokou mirou nepropustnosti.t> 22 23 Lipidy SC
¢lovéka tvofi tzv. kratkou lamelarni fazi (~ 5—6 nm, angl. short periodicity phase; SPP),
dlouhou lamelarni fazi (~ 12-13 nm, angl. long periodicity phase; LPP) a také fazi

separovaného Chol (~ 3,4 nm).24-30

4.2.1.2 Laterdlni usporadani

Organizace lipidd vlamelach potom oznacujeme jako lateradlni usporadani.
Ve zdravém lidském SC je nejc¢astéjSim typem lateralni organizace velmi tésné
(orthorhombické) usporadani. Vtomto usporadani jsou lipidy pevné usporadany.
Druhy typ usporadani je tzv. hexagonalni. Tento volnéjsi typ organizace lipid( v lamele
umoziuje jejich ¢astecnou rotaci. Lipidy se mohou nachazet i ve tfetim typu organizace
znamé jako faze tekutych krystalQ. V této fazi lipidy jiz vykonavaji rotacni i translaéni
pohyby. VSechny tyto tfi typy organizace lipidi mGzeme nalézt ve zdravém lidském SC

(Obrazek 4).3134
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Lateralni usporadani

Lidska epidermis

Orthorhombické usporadani

Hexagonalni usporadani

SC model cihel (korneocyty)

Faze tekutych krystal

a malty (lipidova matrix)

Lameldrni usporadani

Lipidové vrstvy (lamely)
mezi korneocyty

LPP | | SPP

Obrazek 43>, UspoFadani lipidG v SC. Vlevo nahofe lidskd epidermis a jeji vrstvy. Vlevo
uprostied zndzornén detail SC (,,cihel a malty“), které je tvofeno korneocyty a
lipidovou matrix. Vlevo dole je detail lipidové matrix s lipidy v lamelarnim usporadani
mezi korneocyty. Vpravo nahore lateralni usporadani (orthorhombické, hexagonalni,
tekuté krystaly). Vpravo dole ukazka lamelarniho usporadani LPP (~ 12—13 nm) a SPP (™

5-6 nm).3°

4.2.2 1-O-acyl-Cer

Poprvé byly 1-O-acyl-Cer objeveny v mozku potkan(i.3® Dale pak byly nalezeny i
v dalSich tkanich, kde za jejich biosyntézou stoji enzym LPLA; (lysosomalni fosfolipaza
A2).37 Prace Rabionet a kol.*® poprvé popisuje 1-O-acyl-Cer jako novou skupinu Cer
v lidské epidermis. Bylo zjisténo, Ze jejich biosyntéza v epidermis neprobiha pomoci

LPLA;. Pfesna lokalizace této biosyntézy epidermalnich 1-O-acyl-Cer neni zatim urcena,
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avsak predpoklada se jeji umisténi v endoplazmatickém retikulu kozni bunky, kde by
mohly byt 1-O-acylovany pomoci enzymu DGAT2 (diacylglycerol O-acyltransferaza 2),
ktery normalné acyluje diacylglyceroly.3® DGAT2 je homologii enzymu Dgalp
(diacylglycerol O-acyltransferaza), ktery se podili na 1-O-acylaci Cer u kvasinek.*
Strukturné se jedna o velmi bohatou skupinu latek; bylo nalezeno nékolik desitek
druhd 1-O-acyl-Cer.3® Mnozstvi téchto Cer je ptiblizné 5 % ze vSech esterifikovanych

Cer nebo také 2,3 % ze vSech Cer v lidské epidermis.

Strukturné tyto 1-O-acyl-Cer (odvozené od sfingosinu) obsahuji kromé acylu
mastné kyseliny amidové vdzaném na aminoskupiné v poloze 2 sfingosinu také acyl
esterové vazany na primarnim hydroxylu v poloze 1 sfingosinu. Oba tyto acyly jsou
tvofeny nasycenymi mastnymi kyselinami o délce 16—20 (dlouhé) a 22—26 uhlikd (velmi
dlouhé). Amidové vazany acyl mizZe byt nehydroxylovany (N) nebo hydroxylovany
v poloze alfa (A) a to v délce nejcastéji 16 uhlik(. Struktura 1-O-acyl-Cer je znazornéna
na obrazku 5. Typickymi zdastupci 1-O-acyl-Cer jsou napt. 1-O-lignoceroyl-
Cer(d18:1;h16:0), 1-O-palmitoyl-Cer(d18:1;16:0) a 1-O-lignoceroyl-Cer(d18:1;16:0).38

Struktury téchto zastupct a jejich oznaceni viz Obrazek 5.

o]

Ca3Hs7

Cer-24AS16

O Cer-16NS16

Cer-24NS16

Obrazek 5. Nejvice zastoupené typy 1-O-acyl-Cer (Cer-24AS16, Cer-16NS16 a Cer-

24NS16). Cervené je vyznacen 1-O-acyl, modie N-acyl a zelené sfingoidni baze.
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5. EXPERIMENTALNI CAST-SYNTEZA

5.1 Chemikadlie a pristroje

Chemikalie a rozpoustédla pro syntézu Cer byly zakoupeny od firmy Sigma-
Aldrich a Avanti Polar Lipids. Pro tenkovrstvou chromatografii (TLC) byly vyuZivany
desky Silica gel 60 F254 (Merck). K jejich hodnoceni poté slouzila detekéni smés se
sloZzenim: Ce(S0a)2, H3[P(Mo03010)4], kyselina sirova a voda. Sloupcova chromatografie
byla provadéna s vyuzitim Silikagelu 60 (230-400). Charakterizace latek byla provadéna
s vyuZzitim APCI na pfistroji Agilent 500 lon Trap LC/MS, spektrofotometr Nicolet
Impact 6700 (IR spektra), Varian Mercury-Vx BB 300 (NMR analyza; 'H/300 MHz a
13C/75 MHz), Varian VNMR S500 (*H/500 MHz a '3C/125 MHz), teplota tani latek byla
stanovena na Koflerové pfistroji. Optickou otdcivost jsme méfili na pristroji Kriss

optronic P3000 (Krliss GmbH, Hamburg, Némecko).

5.2 Syntéza

Syntéza 1-O-acyl-Cer nebyla dosud publikovana, a proto jsme se snazili nalézt
nejvhodnéjsi postup pro jejich pfipravu. Vyzkouseli jsme tfi postupy 1-O-acylace
komercéné dostupného Cer-NS16 s vyuZitim rGznych reakcnich cinidel s cilem pripravit
Cer-24NS16. Nejdfive jsme kacylaci Cer-NS16 jako (Cinidla pouzili 4-
dimethylaminopyridinu (DMAP) a N-(3-dimethylaminopropyl)-N"-ethylkarbodiimidu
(WSC). Vdruhém pftipadé jsme DMAP zaménili za 1-hydroxybenzotriazol (HOBt).

Pro tfeti postup jsme vyuzili tzv. Yamaguchiho esterifikaci (Schéma 1).

Poznatky ze syntézy Cer-24NS16 poté slouZily k syntéze Cer-16NS16, jenz byl
pfipraven z komeréné dostupného Cer-NS16 a kyseliny palmitové, jiz s vyuzitim Cinidel

DMAP a WSC (Schéma 1).

Pfi pfipravé Cer-24AS16 jsme si vprvnim kroku pfipravili kyselinu 2-
brompalmitovou, a to halogenaci kyseliny palmitové, tzv. Hell-Volhard-Zelinského
reakci.?® V druhém kroku jsme atom bromu 2-brompalmitové kyseliny substituovali
hydroxylem a ziskali jsme 2-hydroxypalmitovou kyselinu. Ve tfetim kroku jsme

pripravili Cer-AS16 acylaci sfingosinu 2-hydroxypalmitovou kyselinou. V tomto kroku
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jsme pouzili jako ¢inidla pro acylaci WSC a HOBt. Jelikoz kyselina 2-brompalmitova byla
smési dvou ekvimoldrné zastoupenych enantiomer(, ziskali jsme touto acylaci dva
diastereoizomery. V dalSim kroku jsme pracovali pouze s Cer s fyziologickou (2'R)-
konfiguraci (Schéma 1). Ve ¢tvrtém kroku jsme opét opakovali postup jako v pfipadé
syntézy predeslych 1-O-acyl-Cer. Cer-24AS16 jsme pfipravili reakci kyseliny lignocerové
(C24) s Cer-AS16 pomoci WSC a DMAP. Ctvrty krok kromé predpokladaného Cer-
24AS16 poskytl jesté Cer-24AS16-24, ktery vznikl v pribéhu syntézy jako vedlejsi
produkt (Schéma 1).
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C23Ha7COOH 2o
i CozHy7” O
CH CH,CI
~ 2l THF, Lab.t ° Cer-24NS16
HNWA/\A/
0 Cer-NS16
C15H31COOH )OL QH/
WSC, DMAP C15H34 O/\‘/\/\/\/\/\/\/\/\
HN
CH,Cly, THF, Lab.t. W
42 cyu Cer-16NS16

i = 1.Pokus: WSC, DMAP, 43 %
2. Pokus: WSC, HOBt, 29 %
3. Pokus: 2,4,6-trichlorbenzoylchlorid, DMAP, TEA, 25 %

Bry, P, 95 °C 0] 2M NaOH, 90 °C 0
C15H31COOH HOJ\{CMHzg HOJ\{C“HZQ
75 % Br 95 % OH
2-brompalmitova kys. 2-hydroxypalmitova kys.
sfingosin CH,Cl,, THF
WSC, HOBt Lab.t.,36 %
OH
=
HO/\[/\Q/H\/WW\/\
HNW\/\/\/W\/
0O

Cer-AS16

023H47COOH CHzclz,THF, Lab.t.
WSC, DMAP

HO, o) OH
fWMN ot )‘LO P

OYO NH + CogHar W

023H470WM HNWV\/\/V\/\/

O.__Cy3H o
gr T Cer-24AS16 : 13 %

Cer-24A516-24 ;24 %

Schéma 1. Prehled syntézy 1-O-acyl-Cer, tj. Cer-24NS16, Cer-16NS16, Cer-24AS16 a
Cer-24NS1624.
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5.2.1 Priprava Cer-24NS16

Jako vychozi latku k pripravé Cer-24NS16 jsme pouzili komeréné dostupny Cer-
NS16, ktery byl esterifikovan lignocerovou kyselinou v prosttedi dichlormethanu (DCM)
a tetrahydrofuranu (THF) v poméru 5:1. Reakce probihala tfemi postupy (A-C) s

vyuZzitim rdznych reakénich Cinidel (viz nize).

5.2.1.1 Postup A

OH o OH

Co3H47CO0OH
HO/Y\/\/W\/\/\/\ WSC, DMAP C23H47)LO/YW\/\/\/W\
HN\I(\/W\/\/\/\/ CH,Cly, THF, Lab.t. HN\H/\/\/\/\/\/\/\/
0 43 %
Cer-NS16 °© Cer-24NS16

Reakce probihala v bezvodych podminkdch se suchymi rozpoustédly. Pfi
postupu A byla jako Cinidla pro pfipravu 1-O-acyl-Cer pouzita WSC a DMAP. Smés Cer-
NS16 (33 mg, 0,061 mmol) a lignocerové kyseliny (22,6 mg, 0,061 mmol) byla
v molarnim poméru 1:1 spolu s0,1 ekvivalentem DMAP (0,75 mg, 0,006 mmol)
rozpousténa v5 ml DCM a 1 ml THF pomoci ultrazvuku. Smés byla zchlazena v ledové
[dzni na 0°C a za stdlého michani byl po kapkach pres septum pridan ve dvojnasobném
ekvivalentu WSC (21,6 ul, 0,123 mmol). Reakce probihala za stdlého michani pfi
laboratorni teploté pod argonem 24 hodin. Nasledné byla reakce ukoncena pridanim
15 ml 0,1M roztoku HCI, a poté 4 x vytfepana s 10 ml chloroformu v délici nalevce.
Organickou fazi jsme vysusili malym mnozstvim bezvodého Na,SOa. Po filtraci byla
smés zahusténa na vakuové odparce a nasledné precisténa sloupcovou chromatografii

(mobilni faze chloroform/aceton 20:1). Vytézek reakce cinil 43 %.

5.2.1.2 Postup B

OH o OH

Co3H47CO0OH
HO/Y\/\/W\/\/\/\ WSC, HOBt C23H47)LO/YW\/\/\/W\
HN\I.(\/\,/\/\/\/\/\/ CH,Cl,, THF, Lab.t. HN\H/\/\/\/\/\/\/\/
o} 29 %
Cer-NS16 o Cer-24NS16

Pro tento pokus jsme wvyuzili WSC a HOBt. Reakce probihala v bezvodych
podminkach se suchymi rozpoustédly DCM a THF v poméru 5:1. V pokusu reagoval Cer-
NS16 (26,77 mg, 0,05 mmol) s lignocerovou kyselinou (18,59 mg, 0,05 mmol); do

reakéni smési jsme poté pridali HOBt (20,17 mg, 0,149 mmol). Po ochlazeni reakéni
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smési v ledové lazni na 0°C byl pfikapan WSC (17,6 pl, 0,1 mmol). Reakce nasledné
probihala za stdlého michani pfi laboratorni teploté pod atmosférou argonu 24 hodin.

Ukonceni a ¢isténi reakce byly totozné jako v Postupu A. VytéZzek reakce Cinil 29 %.

5.2.1.3 Postup C

Ca3Ha7COOH
OH DMAP, TEA i OH
HO/Y\A/W\/\/\/\ 2,4,6-trichlorbenzoylchlorid  g,4H,, OW\/\/\/\/\/\/\
HN\[(\/\/\/\/\/\/\/ CH,Cly, THF, Lab.t. HN\H/\/\/\/\/V\/\/
25 % o)
o Cer-NS16 Cer-24NS16

Jako posledni alternativu v syntéze Cer-24NS16 jsme vyuzili tzv. Yamaguchiho
esterifikaci.** Nejprve jsme smisili Cer-NS16 (27 mg, 0,05 mmol) s kyselinou
lignocerovou (18,5 mg, 0,05 mmol) v5 ml bezvodého THF. Poté jsme pfidali 2,4,6-
trichlorbenzoylchlorid (7,81 ul, 0,05 mmol) a reakéni smés 2 minuty nechali michat.
Dale byl do reakéni smési pridan triethylamin (TEA) (13,86 ul, 0,1 mmol) a DMAP (0,60
mg, 0,005 mmol). Reakce probihala v bezvodém THF za stdlého michani pfi laboratorni
teploté pod argonem 24 hodin. Zpracovani a vyciSténi produktu bylo stejné jako

v Postupu A. VytéZzek reakce Cinil 25 %.

5.2.1.3.1 Cer-24NS16

(2S,3R,E)-3-hydroxy-2-palmitamidooktadec-4-en-1-yl tetrakosanoat

O OH

PN _
CosHar O/Y\/\/\/\/\/\/\/\
" \[(\/\/\/\/\/\/\/

o}

Cer-24NS16 je bila krystalickd latka, Rf= 0,65 (chloroform/aceton, 20:1), 0,90
(chloroform/MeOH, 10:1), teplota tani: 89-91 °C, [a]p®® = -1,54 (c = 13 mg/ml,
chloroform).*H NMR (300 MHz, CDCl3): 6 =5.83 (d, /= 7.8 Hz, 1H), 5.79 = 5.67 (m, 1H),
5.52 — 5.40 (m, 1H), 4.36 — 4.29 (m, 1H), 4.28 — 4.20 (m, 1H), 4.20 — 4.09 (m, 2H), 2.30
(t,J = 7.5 Hz, 2H), 2.18 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.08 = 1.97 (m, 2H), 1.39 — 1.19 (m, 90H), 0.94
—0.83 (m, 9H) ppm. 3C NMR (75 MHz, CDCl3): 6 = 174.14, 173.80, 134.61, 128.08,
73.38, 62.74, 53.44, 36.82, 34.22, 32.31, 31.93, 29.71, 29.64, 29.51, 29.43, 29.40,
29.37, 29.30, 29.26, 29.20, 29.17, 29.12, 25.74, 24.91, 22.69, 14.12 ppm. IR (ATR): Vmax
2916, 2850, 1718, 1645, 1558, 1471, 717 cmt. MS (APCI*): m/z = 871.1 [M + H* — H,0].
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5.2.2 Priprava Cer-16NS16

OH CisH31COOH )OL OH
L
HO/\]/\/\/\/\/\/\/\/\ WSC, DMAP CosHar O/\l/\/\/\/\/\/\/\/\
HNW CH,Clp, THF, Lab.t. HNW
O 42 % O
Cer-NS16 Cer-16NS16

Pro postup pfipravy Cer-16NS16 jsme vyuzili zkuSenosti z predchozich syntéz.
Reakce probihala podle Postupu A v bezvodych podminkach ve smési DCM a THF. Cer-
NS16 (20,0 mg, 0,037 mmol), kyselina palmitova (9,53 mg, 0,037 mmol) a DMAP (0,46
mg, 0,004 mmol) v poméru 1:1:0,1 byly rozpustény v 6 ml smési suchych rozpoustédel
(DCM/THF, 5:1). Pro dokonalé rozpusténi reaktantd nebylo potfeba vyuzit lazné s
ultrazvukem. Reakéni smés byla nasledné michdna v ledové lazni pti 0°C a po kapkach
jsme pridali dva ekvivalenty WSC (13,1 ul, 0,074 mmol). Reakce probihala pod argonem
pfi laboratorni teploté za stdlého michani 24 hodin. K ukonceni reakce jsme pouzili 15
ml 0,1M roztoku HCl a smés vytrepali 5 x v délici ndlevce s 10 ml chloroformu a
pfidavkem 20 ml 10% roztoku KBr. Organicka faze byla vysuSena malym mnoZstvim
bezvodého NaySOs, zfiltrovdna a ndsledné zahu$téna na vakuové odparce. Cisténi
probihalo sloupcovou chromatografii (mobilni faze chloroform/aceton 20:1). Vytézek

reakce Cinil 42 %.

5.2.2.1.1 Cer-16NS16
(2S,3R,E)-3-hydroxy-2-palmitamidooktadec-4-en-1-yl palmitat

0 OH

N -
CasH; O/\l/\/\/\/\/\/\/\/\
HNWWVWV

O

Cer-16NS16 je bild krystalicka latka sretencnimi faktory R = 0,62
(chloroform/aceton, 20:1), 0,88 (chloroform/MeOH 10:1) a teplotou tani 86—-87 °C,
[a]p® = -9,23 (c = 6,5 mg/ml, chloroform). H NMR (500 MHz, CDCl5): 6 = 5.84 (d, J =
8.1 Hz, 1H), 5.80 — 5.70 (m, 1H), 5.52 — 5.43 (m, 1H), 4.33 (dd, J = 11.4, 6.8 Hz, 1H), 4.29
—4.20 (m, 1H), 4.16 (m, J = 11.9, 11.4, 4.8 Hz, 2H), 2.32 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.22 — 2.15
(m, 2H), 2.08 = 2.02 (m, 2H), 1.42 — 1.13 (m, 74H), 0.89 (t, J = 6.9 Hz, 9H) ppm. 3C NMR
(125 MHz, CDCls): 6 = 174.12, 173.77, 134.59, 128.12, 73.38, 62.74, 53.45, 36.81,
34.21, 32.30, 31.92, 29.69, 29.65, 29.62, 29.53, 29.50, 29.49, 29.90, 29.35, 29.29,
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29.26, 29.24, 29.17 ppm. IR (ATR): vimax 2917, 2850, 1722, 1639, 1555, 1466, 720 cm-..
MS (APCI*): m/z = 758.74 [M + H* — H,0].

5.2.3 Priprava Cer-24AS16

Priprava Cer-24AS16 probihala v nékolika krocich, tj. syntéza 2-brompalmitové
kyseliny, jeji prevedeni na 2-hydroxypalmitovou kyselinu, kterd posléze reagovala
s sfingoidni bazi za vzniku Cer. Tento vznikly Cer jsme ddle acylovali na primarni

hydroxyskupiné kyselinou lignocerovou za vzniku 1-O-acyl-Cer (viz nize).

5.2.3.1 Syntéza 2-brompalmitové kyseliny®®

Br,, P, 95 °C O

C45H3,COOH - HOJ\{CMHzg
75 % Br

2-brompalmitova kys.

Halogenace palmitové kyseliny probihala pomoci tzv. Hell-Volhard-Zelinského
reakce. Smés palmitové kyseliny (1 g, 3,9 mmol) a ¢erveného fosforu (0,155 g, 5,03
mmol) jsme za stdlého michani zahftivali (95 °C), dokud nedoslo ke vzniku taveniny. Do
takto vzniklé taveniny jsme nasledné opatrné prikapdvali brom (4,98 g, 1,6 ml, 31,2
mmol). Reakéni smés jsme poté zahrali na teplotu 95 °C a pfi této teploté michali 12
hodin. Reakce byla ukonéena pfidanim 15 ml vody a dale michana 20 minut.
Prebytecné mnoizstvi bromu jsme odstranili prfidanim 5 ml 10% roztoku NazS;0s.
Reakéni smés byla 3 x vytfepana v délici nalevce s 10 ml diethyletheru a 3 ml 10%
roztoku KBr. Organicka ¢ast byla poté vysusena malym mnozstvim bezvodého Na;SOs a
zfiltrovana.®® Po zahusténi na vakuové odparce byla reakéni smés ¢isténa sloupcovou
chromatografii (mobilni faze hexan/ethyl-acetat 9:1 + 1 % CH3COOH). Vytézek reakce
byl 75 %.

5.2.3.1.1 2-brompalmitovad kyselina
o]

PP PPN

Br

2-brompalmitova kyselina je bild krystalicka latka s retencnimi faktory Rf = 0,42

(hexan/ethyl-acetat, 2:1), 0,55 (chloroform/MeOH, 10:1). *H NMR (500 MHz, CDCl3): 6
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=10.90 — 10.22 (s, 1H), 4.27 — 4.21 (m, 1H), 2.14 — 2.05 (m, 2H), 2.03 — 1.95 (m, 2H),
1.29 — 1.25 (m, 22H), 0.89 (t, J = 6.9 Hz, 3H) ppm. 3C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 =
175.74, 45.57, 34.67, 31.91, 29.65, 29.64, 29.62, 29.57, 29.47, 29.11, 29.34, 29.28,
27.18, 24.62, 22.67, 14.09 ppm.

5.2.3.2 Syntéza 2-hydroxypalmitové kyseliny*°

@

0]
2M NaOH, 90 °C
: . CigH
HOJ\{CMHzg > HOJY 14H29

Br 95 % OH

2-brompalmitova kys. 2-hydroxypalmitova kys.

Pro syntézu 2-hydroxypalmitové kyseliny jsme pouzili kyselinu 2-
brompalmitovou (500 mg, 1,49 mmol) z pfedchozi reakce, ke které jsme pftidali 10 ml
2M roztoku NaOH. Reakce probihala 40 hodin pod vzdusnym chladiéem za stalého
michani pfi 90 °C. Pro ukonceni reakce jsme pfidali 20 ml 0,1M roztok HCl a reakéni
smés vytrepali v délici nalevce 3 x s 10 ml diethyletheru a 20 ml 10% roztoku KBr.
Organickou ¢ast jsme poté vysusili bezvodym NaSOa, zfiltrovali a opatrné zahustili
pomoci vakuové odparky.?® Produkt jsme ndsledné wvycistili pomoci sloupcové
chromatografie (mobilni faze chloroform/diethylether 10:1 +1 % CH3COOH). Vytézek
reakce byl 95 %.

5.2.3.2.1 2-hydroxypalmitova kyselina
@]

N GOSN

OH

2-hydroxypalmitova kyselina je bild krystalicka latka s retencnimi faktory Ry =
0,29 (hexan/ethyl-acetét, 2:1), 0,44 (chloroform/MeOH, 10:1). Dalsi charakterizace: H
NMR (500 MHz, CDCls): & = 3.94 — 3.88 (m, 1H), 1.49 — 1.39 (m, 2H), 1.28 — 1.17 (m,
2H), 1.15 — 1.00 (m, 22H), 0.66 (t, J = 6.9 Hz, 3H) ppm. 3C NMR (125 MHz, CDCl3): & =
178.12, 74.28, 38.17, 35.74, 33.50, 33.47, 33.43, 33.34, 33.23, 33.17, 28.84, 26.48,
24.40, 17.72 ppm.
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5.2.3.3 Syntéza Cer-AS16

sfingosin C:)H
o] o
WSC, HOBt HO
HO C14Hag - OH
OH CHZClzé-g-:/F’ Lab.t. HN\[(\/\/\/\/\/\/\/
2-hydroxypalmitova kys. ° o}

Cer-AS16

Smés sfingosinu (43 mg, 0,144 mmol), 2-hydroxypalmitové kyseliny (39 mg,
0,143 mmol) a HOBt (71,5 mg, 0,529 mmol) jsme rozpustili v6 ml suchych
rozpoustédel (DCM/THF, 1:1) v ultrazvuku. Poté jsme bariku s reaktanty ochladili
v ledové 1azni na 0°C a po kapkach pftidali 2 ekvivalenty WSC (50,6 ul, 0,286 mmol).
Reakce za stdlého michani pod argonem probihala 22 hodin pfi laboratorni teploté. Po
2 hodinach se roztok postupné zménil v jemnou suspenzi, kterd se opét po nékolika
hodinach rozpustila, a vznikl roztok. Reakce byla ukoncéena pfidanim 15 ml 0,1M
roztoku HCI, nasledné jsme smés vytifepali 3 x v délici ndlevce s 10 ml chloroformu a
pfidavkem 20 ml 10% roztoku KBr. Poté byla organickd ¢ast vysuSena bezvodym
NazS0s, zahusténa na vakuové odparce a (Cisténa sloupcovou chromatografii
(chloroform/MeOQOH, 100:1). JelikoZ kyselina pouZitd pro tuto reakci byla racemicka,
reakce poskytla dva diastereoizomery. Izolovali jsme Cer v konfiguraci (2°R) a (2°S).
Fyziologicky Cer s konfiguraci (2°R) ma nizsi hodnoty retencnich faktor( a to Rr = 0,44
(chloroform/MeOQOH, 10:1), 0,26 (chloroform/MeOH, 19:1). Cer s konfiguraci (2°S) ma
hodnoty Rs = 0,51 (chloroform/MeOH, 10:1), 0,31 (chloroform/MeOH, 19:1). VytéZzek
reakce tudiz Cinil 36 % Cer (2°R). Vytézek Cer (2°S) byl 38 %.

5.2.3.3.1 Cer-AS16
(R)-N-((2S,3R,E)-1,3-dihydroxyoktadec-4-en-2-yl)-2-hydroxyhexadekanamid

OH
o
OH

HNW\/\/\N\/\/

0

HO

Cer-AS16 je krystalicka latka bilé barvy sretenénimi faktory Rf = 0,44
(chloroform/MeOH, 10:1), 0,26 (chloroform/MeOH, 19:1). 'H NMR (500 MHz,
CDCl3/MeOD 5:1): 6 =6.76 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 5.74 — 5.66 (m, 1H), 5.45 — 5.38 (m, 1H),

27



4.02 —3.95 (m, 1H), 3.84 — 3.72 (m, 3H), 3.67 — 3.61 (m, 1H), 2.04 — 1.94 (m, 2H), 1.77 -
1.68 (m, 2H), 1.39 — 1.15 (m, 46H), 0.83 (t, J = 6.8 Hz, 6H) ppm. *C NMR (125 MHz,
CDCls/MeOD 5:1): 6 = 175.81, 134.01, 128.46, 73.21, 72.00, 61.43, 54.25, 34.28, 32.19,
31.78, 30.82, 29.56, 29.51, 29.43, 29.38, 29.36, 29.21, 29.18, 29.00, 25.10, 22.53, 13.91

5.2.3.4 Syntéza Cer-24AS16

o] QH
CgaH‘w)L OWVV\/\
HNW/\/\/
Ho/\r\/A/\/\/W\/\ %ggﬁagg o] Cer-24AS16 ;13 %
OH ' +
HN\H/\/\/\/\/W\/ CH,CI;, THF, Lab.t.
i HO, -~
Cer-AS16 \/E\/\/\/\/\/\/\/
OYO NH
CosHaz OJ\I/\/\/\/\N\/\

o \H/C23H47

o] Cer-24AS51624 ; 24 %

Posledni krok syntézy Cer-24AS16 vyuziva predchozich znalosti (viz vyse). Cer-
AS16 (26,5 mg, 0,048 mmol), lignocerovou kyselinu (17,64 mg, 0,048 mmol) a DMAP
(0,58 mg, 0,005 mmol) jsme rozpustili ve smési 2 ml suchého DCM a 1 ml THF. Pro
dokonalé rozpusténi reaktantll jsme michali reakéni smés 10 minut v lazni
s ultrazvukem. Nasledné jsme reakéni smés ochladili na 0°C a za stdlého michani po
kapkach pridali WSC (16,9 ul, 0,096 mmol). Za stalého michdani, pod argonem a pfi
laboratorni teploté, jsme nechali reakci probihat 24 hodin. Reakci jsme ukoncili
pfidanim 15 ml 0,1M roztoku HCI, a poté jsme soustavu vytfepali 4 x s10 ml
chloroformu a 20 ml 10% roztoku KBr v délici nalevce a spojené organické frakce poté
vysusili bezvodym Na;SOs4 a zahustili na vakuové odparce. Produkt byl ¢istén
sloupcovou chromatografii (chloroform/aceton, 50:1). Byly izolovany dva produkty;
prvni byl izolovan Cer-24AS16 s vytézkem 13 %, jenz mél nizsi hodnotu retencniho

faktoru. Druhym produktem byl Cer-24AS16-24 s vytézkem 24 %.
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5.2.3.4.1 Cer-24AS16

(2S,3R,E)-3-hydroxy-2-((R)-2-hydroxyhexadekanamido)oktadec-4-en-1-yl tetrakosanoat

O OH

CosHy7” O

Cer-24AS16 je bilda krystalickd Iatka sretencnimi faktory R = 0,4
(chloroform/aceton, 20:1), 0,52 (chloroform/MeOH 10:1), teplota tani 87-89 °C, [a]p®®
=-20 (c = 2 mg/ml, chloroform/MeOH 5:1). *H NMR (500 MHz, CDCl3/MeOQOD 5:1): 6 =
6.81—6.76 (m, 1H), 5.76 — 5.68 (m, 1H), 5.46 — 5.38 (m, 1H), 4.29 — 4.23 (m, 1H), 4.18 —
4.08 (m, 3H), 4.01 — 3.96 (m, 1H), 2.27 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.04 — 1.96 (m, 2H), 1.79 —
1.71 (m, 2H), 1.61 — 1.47 (m, 4H), 1.26 — 1.19 (m, 84H), 0.85 (t, J = 7.0 Hz, 9H) ppm. 13C
NMR (125 MHz, CDCl3/MeOD 5:1): 6 = 175.26, 174.35, 134.67, 127.90, 72.54, 71.86,
62.75, 52.69, 34.61, 34.15, 32.30, 31.88, 29.65, 29.54, 29.48, 29.45, 29.36, 29.28,
29.25, 29.12, 29.12, 25.09, 24.81, 22.64, 14.03 ppm. IR (ATR): vmax 2920, 2851, 1732,
1647, 1558, 1447, 720 cm™*. MS (APCI*): m/z = 942.9 [M + K*].

5.2.3.4.2 Cer-24AS16-24
(R)-1-(((2S,3R,E)-1-(tetrakosanoyloxy)-3-hydroxyoktadec-4-en-2-yl)Jamino)-1-

oxohexadekan-2-yl tetrakosanoat

CosHaz oéj\{\/\/\M/\/\

O._Ca3Hs7

T

0

Cer-24AS16-24 je bilda krystalicka latka sretencnimi faktory Rf = 0,78
(chloroform/aceton, 20:1), 0,95 (chloroform/MeOH 10:1), teplota tani 88-91 °C, [a]p®®
=-13,33 (c = 3 mg/ml, chloroform/MeOH 5:1). *H NMR (500 MHz, CDCl3/MeOD 5:1): &
= 6.59 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 5.79 — 5.69 (m, 1H), 5.44 (dd, J = 15.4, 6.2 Hz, 1H), 5.08 — 5.01
(m, 1H), 4.36 — 4.28 (m, 1H), 4.20 — 4.06 (m, 3H), 2.43 — 2.35 (m, 2H), 2.26 (t, J = 7.7 Hz,
2H), 2.05 — 1.97 (m, 2H), 1.84 — 1.68 (m, 2H), 1.67 — 1.52 (m, 2H), 1.43 — 1.14 (m,
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128H), 0.86 (t, J = 6.9 Hz, 12H) ppm. 3C NMR (125 MHz, CDCls/MeOD 5:1): & = 174.36,
172.88, 170.89, 134.45, 127.90, 73.78, 72.56, 62.34, 53.34, 34.14, 32.30, 31.96, 31.89,
29.66, 29.63, 29.57, 29.50, 29.43, 29.32, 29.28, 29.25, 29.13, 29.08, 24.84, 24.81,
22.65, 14.05 ppm. IR (ATR): Vmax 2918, 2850, 1737, 1641, 1547, 1451, 720 cm™. MS
(APCI*): m/z = 1237.3 [M + H* — H,0].
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6. EXPERIMENTALNiI CAST — HODNOCENI MODELOVYCH
LIPIDOVYCH MEMBRAN

V této ¢asti jsou popsany metody, které jsme vyuzili k hodnoceni modelovych
lipidovych membran obsahujici 1-O-acyl-Cer. Hodnoceni membran s pfidavkem

pfipravenych 1-O-acyl-Cer jsme rozdélili do dvou samostatnych experimentu.

6.1 Chemikadlie a pristroje

Chemikalie a rozpoustédla byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich a Avanti
Polar Lipids. Smés lidskych Cer byla ziskana na Katedfe anorganické a organické chemie
podle jiZ validovaného postupu.*? Pfistrojové vybaveni pouZité vtomto experimentu
zahrnuje LINOMAT 5 (Camag, Muttenz, Svycarsko; pfiprava membran), Tewameter®
TM 300 a Multi Probe Adapter Cutometer® MPA 580 (CK electronic GmbH, Kolin,
Némecko; méreni ztraty vody membranou). Elektrickd impedance byla méfrena
pfistrojem LCR 4080 (Conrad Electronic, Hirschau, Némecko). HPLC Shimadzu
Prominence (Shimadzu, Kyoto, Japonsko) pouzZito vtomto experimentu mélo
nasledujici konstrukci: pumpa LC-20AD s odplyriova¢em DGU-20A3, kolony CTO-20AC,
auto-davkovace SIL-20A HT, detektor SPD-M20A a komunika¢ni modul CBM-20A.
Mikrostruktura membran byla hodnocena IC spektroskopii s vyuzitim Nicolet IMPACT
400D FTIR spektrometr (Thermo Scientific, Ontario, Kanada) s krystalem MIRacle ATR
ZnSe (PIKE Technologies, Madison, WI) a pro RPD byl pouzit praskovy difraktometr
X'Pert PRO 6-6 (PANalytical B.V., Almelo, Nizozemsko).*?

6.2 Priprava modelovych membrdn

6.2.1 Jednoduchy model

Prvni experiment (jednoduchy model) probihal na modelovych membranach se
slozenim: FFA, Chol, CholS, Cer-NS24 a Cer-24NS16. FFA byly namichany podle slozeni,
jenz odpovidd pomérlim FFA v lidské kzi: (1,8 % kyselina palmitova, 4,0 % kyselina
stearova, 7,6 % kyselina arachidova, 47,8 % kyselina behenova, a 38,8 % kyselina

lighocerova — vSe v moldrnich %).42 Konkrétni slozeni modelovych membran je
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znazornéno v Tabulce 1. Zde jsou uvedeny moldrni poméry jednotlivych slozek;
vSechny membrany navic obsahovaly 5% hmotnostni pfidavek CholS. Cer-NS24 je

v membrdandch postupné nahrazovan 5, 10, 20, 30 a 100 % Cer-24NS16.

e Cer-NS24  Cer-24NS16 Chol FFA Chols
membrany

Kontrola 1 0 1 1 5%
5% 0,95 0,05 1 1 5%
10% 0,90 0,10 1 1 5%
20% 0,80 0,20 1 1 5%
30% 0,70 0,30 1 1 5%
100% 0 1 1 1 5%

Tabulka 1. SloZzeni modelovych membran prvniho experimentu (jednoduchy model).
Uvedeny jsou molarni poméry Cer, Chol a FFA, obsah CholS byl ve vSech membrdanach

5 hmotnostnich %.

Jednotlivé lipidy byly rozpustény ve smési hexan/ethanol 96 % (2:1, v/v); CholS
byl rozpustén pro jeho Spatnou rozpustnost pouze v ethanolu 96 %. Roztoky lipid( SC
byly namichany tak, aby roztok odpovidal poZzadovanému sloZzeni membrany. Roztok
byl poté zahustén a rozpustén ve smési hexan/ethanol 96 % (2:1, v/v) na koncentraci
lipidd 4,5 mg/ml. Nasledné jsme tyto lipidové smési nastfikovali pomoci pfristroje
LINOMAT 5 (3 x 100 pl na 1 cm?) na polykarbondtové filtry (Nuclepore, s porozitou 15
nm). Filtry byly uloZeny v kovovych drzécich. Kazdd modelovd membrana o plose 1 cm?
celkové obsahovala 1,35 mg lipidd, tj. Cer/FFA/Chol/CholS. Membrany pro méfeni

rentgenové praskové difrakce byly naneseny obdobné, avsak misto podpurnych filtrd

byla pouZita borosilikatova kryci skli¢ka s rozméry 22 x 22 mm.*?
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Po néstfiku lipid( byly modelové membrany vysuseny v exsikdtoru s P4O10 a
tuhym parafinem. Membrdny jsme poté zahfali na 90 °C po dobu 10 minut. Tato
teplota odpovida hodnoté nad teplotou fazového prechodu vsech lipidd. Nasledné
membrany pomalu chladly pfiblizné tfi hodiny. Toto chladnuti umoZiuje usporadani
lipidd do organizovanych lamelarnich struktur. Poté jsme membrdny nechali 24 hodin

inkubovat v termostatu pfi teploté 32 °C.%?

6.2.2 Komplexni model

vvvvvv

Modelové lipidové membrany komplexniho (sloZitéjsiho) modelu byly
pfipraveny obdobnym postupem (viz vySe) jako membrany jednoduchého modelu
s drobnymi rozdily: CerNS24 byl nahrazen izolovanymi Cer lidského SC a 10 % této Cer
frakce tvofily ptipravené 1-O-acyl-Cer, tj. Cer-24NS16, Cer-16NS16, Cer-24AS16 nebo
Cer-24AS16-24. Dalsi slozky, tj. FFA, Chol a 5% hmotnostni pfidavek CholS zlstaly beze
zmény. (Tabulka 2).

Typ Cer- Cer- Cer- Cer- Smés

Chol FFA CholS
membrany 24NS16 16NS16 24AS16 24AS16-24 Cer-SC

Kontrola - - - - 1 1 1 5%
1 0,1 - - - 0,9 1 1 5%
2 - 0,1 - - 0,9 1 1 5%
3 - - 0,1 - 0,9 1 1 5%
q - - - 0,1 0,9 1 1 5%

Tabulka 2. SloZzeni modelovych membran druhého experimentu (komplexni model).
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6.3 Meéreni bariérovych viastnosti modelovych lipidovych
membrdn

Pfed samotnym mérenim permeacnich parametrl jsme membrdny umistili
z kovovych drzdkd mezi teflonové dridky s otvorem o priméru 0,5 cm?. Membréna
uchopena mezi teflonové drzaky se poté vklada mezi vrchni a spodni dil Franzovy cely.
Ve spodni casti cely je pfriblizné 6,5 ml fosfatového pufru o pH 7,4 (simulace
fyziologickych podminek v kiZi) a magnetické michadlo. Takto sestavend Franzova cela
byla umisténa do lazné s termostatem a magnetickou michackou. Lazen byla naplnéna

vodou o teploté 32 °C, co? je teplota lidské kize.*?

6.3.1 Méreni ztraty vody membranou

Pro méfeni ztraty vody membranou byl pouzit ptistroj Tewameter® TM 300 a
Multi Probe Adapter Cutometer® MPA 580 (CK electronic GmbH, Kolin, Némecko).
Toto zafizeni se v dermatologii vyuzivd k méfeni epidermdlni ztraty vody (angl.
transepidermal water loss; TEWL). Pravé nadmérné ztraty pres lipidovou vrstvu SC
mohou byt jednim z indikator( poskozené bariérové funkce klze. Tato charakteristika
byla rovnéz pouzita i na modelovych membranach SC. Tewameter® TM 300 pracuje na
principu méreni gradientu tlaku vodni pary. Tento gradient je méren dvojici Cidel, jez
jsou umistény nad sebou v hlavé sondy. Sonda pfistroje se umisti do zakryté komory
tésné nad modelovou membranu a provadi se méreni. Dlvodem méreni v této komore
je zabranéni turbulencim vzduchu a tim ovlivnéni znacné citlivého méreni ztraty vody.
Dulezita je také konstantni teplota a relativni vihkost v mistnosti, coZ je monitorovano
prislusnymi Cidly. Jednotlivd méreni probihala pfi teploté 26—28 °C a relativni vlhkosti
vzduchu 39-41 %. Namérené hodnoty ztraty vody predstavuji hmotnost vody, jez
projde pfes membranu za &asovou jednotku a uréitou plochou [g/h/m?]. KaZdou

membranu jsme méfili dvakrat.? 43

Namérené hodnoty ztraty vody membranou pied samotnym zhodnocenim byly
vynasobeny koeficientem 1,393. Tento (empiricky ziskany a validovany) koeficient se

do vypoctu zavadi z dlivodu, Ze sonda nebyla prfilozena pfimo na membranu, ale na
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drzak v némz je umisténa. Vysledky ztraty vody membranou jsou uvadény v jednotkach

[g/h/m?].#2

6.3.2 Méreni elektrické impedance

Elektrickd impedance je dalSim zparametrli, kterym muizZeme hodnotit
vlastnosti (propustnost) modelovych membran. Elektrickd impedance je mérny odpor,
ktery je nepfimo uUmérny propustnosti membrany hlavné pro ionty. Méfime tedy
odpor, ktery klade modelova membrana stfidavému proudu na jednotku plochy [kQ x
cm?].4% 44 K méfeni elektrické impedance jsme pouZili pfistroj LCR metr 4080 (Conrad
Electronic, Hirschau, Némecko, s rozpétim 20 Q-10 MQ, chyby v hodnotdch kQ < 0,5%)
a dvé nerezové sondy. Jedna je zavedena do spodni ¢asti Franzovy cely s fosfatovym
pufrem a druha je prikldddna do horni casti cely k membrané. Samotnému méreni
predchazelo naneseni 500 pl fosfatového pufru (pH 7,4) na membranu v horni ¢asti
Franzovy cely, kam byla pfikldadana druha sonda pfistroje. Méreni elektrické impedance
spociva v tvorbé paralelniho obvodu, jimZ prochdzi stfidavy proud.*> > Méfeni viech
membran jsme provedli dvakrdt. Po odecteni naméfenych hodnot elektrické

impedance jsme opatrné odstranili zbytky naneseného pufru z membrany.*2

Vysledky elektrické impedance méfenych membran uvadime v [kQ x cm?].
Vysledné hodnoty se nasledné nasobi 0,5. Timto Cislem ndsobime vysledky, protoze

primér drzdku, v némz byla membrana umisténa, je 0,5 cm?.4?

6.3.3 Méreni permeability modelovych membran pro TH a IND

Permeabilitu neboli propustnost modelovych lipidovych membran pro molekuly
vétsi neZ voda a ionty jsme zkoumali pomoci TH (Mw = 180.164 g/mol; log P ~ 0) a IND
(Mw = 357.787 g/mol; log P ~ 4.3). Tato modelova léCiva (permeanty) byla zvolena
zamérné pro své fyzikdlné — chemické vlastnosti. TH je pomérné mald molekula
s vyvazenou lipofilitou, kdezto druhé modelové lécivo (IND) ndm modeluje molekuly

s vét$i molekulovou hmotnosti a lipofiln&j$im charakterem.*?

Pfed samotnym permeaénim pokusem jsme si museli pfipravit 5% (w/v)
suspenzi TH a 2% (w/v) IND v 60% vodném roztoku propylenglykolu. Takto pfipravené

suspenze jsme homogenizovali a poté 12 hodin temperovali na teplotu 32 °C. Pred
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nanesenim modelovych |é¢iv na membrany bylo nutné opét tyto suspenze

homogenizovat pomoci automatické tfepacky.*?

Permeabilitu modelovych membran jsme zkoumali pro kazdé modelové |écivo
oddélené. Jako prvni jsme zvolili molekulu TH. Na membrany jsme nanaseli
automatickou pipetou vidy 100 pl 2% suspenze TH a to do horni (donorové) ¢asti
Franzovy cely. Z dolni (akceptorové) ¢asti Franzovy cely bylo poté odebirano vidy 300
pl vzorku a to v pravidelnych dvou hodinovych intervalech, tj. po 2, 4, 6, 8 a 10
hodindch od zacatku experimentu. Odebrané mnozstvi pufru bylo pokazdé nahrazeno
stejnym objemem fosfatového pufru (300 ul). Takto odebirané vzorky jsme poté
hodnotili s vyuZitim vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Pfed nanesenim
suspenze IND jsme museli naSe membrany nejprve velmi opatrné ocistit o zbytky
suspenze TH a oplachnout fosfatovym pufrem; rovnéz jsme vymeénili fosfatovy pufr
v akceptorové ¢asti Franzovy cely. Nasledné provedeni druhého permeacniho pokusu

s IND bylo stejné jako v prvnim pfipadé s TH.*?

S vyuzitim HPLC jsme ziskali hodnoty koncentraci modelovych |éciv (TH a IND).
Tyto koncentrace slouZily k vypoétu kumulativniho mnoZstvi [pg/cm?] a toku (tzv.
fluxu) lé&iva [pg/cm?/h]. Kumulativni mnoiZstvi bylo vypoéitdno z naméfené
koncentrace |é¢iva, objemu Franzovy cely, korigovano o objem fosfatového pufru
navraceného do akceptorové casti Franzovy cely (300 pl). Naptiklad vypocet
kumulativniho mnozZstvi v ¢ase 4 h popisuje tato rovnice: man=(cah x V x c2h x 0,3)/A,
kde man je kumulativni mnozstvi v ¢ase 4 hodiny, c2 1 je koncentrace [mg/ml] v ¢ase 2
hodiny, V je objem akceptorové ¢asti vml a A [cm?] je plocha membrany. Hodnoty
kumulativniho mnozstvi byly vyneseny proti ¢asu [h] a flux léCiva byl poté vypocitan ze
smérnice primky. Ta byla ziskana linearni regresi funkce kumulativniho mnozstvi [éCiva

v zavislosti na ¢ase.*?

6.3.3.1 Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC)

Kumulativni mnoZstvi [pg/cm?] modelového lé¢iva a jeho flux [pug/cm?/h] jsme
ziskali vypoctem z namérenych hodnot koncentraci pro jednotliva Ié¢iva pomoci HPLC.
TH byl separovan pomoci reverzni faze na koloné LiChroCART 250-4 (LiChrospher 100

RP-18,5 um, Merck, Darmstadt, Némecko) pfi teploté 35 °C, mobilni faze smés
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methanol/0,1 M NaH;PO4 v poméru 4:6 (v/v), nastfik autosamplerem 10 pl, pritokova
rychlost 1,2ml/min. Jako detekce slouZila UV absorbance s vinovou délkou 272 nm.
Retenéni ¢as TH byl 3,2+0,1 min.* IND byl separovdn pomoci reverzni faze na koloné
kolony LiChroCART 250-4 (LiChrospher 100 RP-18,5 um, Merck) pti teploté 40 °C,
mobilni faze acetonitril/voda/kyseliny octova vpoméru 90:60:5 (v/v/v), nastfik
autosampleru 100 pl, pratokova rychlost 2ml/min. Jako detekce slouZila UV

absorbance s vinovou délkou 260 nm. Retenéni ¢as IND byl 3,1+0,1 min.%*

6.3.4 Hodnoceni mikrostruktury modelovych membran

6.3.4.1 IC spektroskopie

Mikrostrukturu modelovych membran je moiné studovat za pomoci IC
spektroskopie. Molekula pfi absorpci IC zafeni vykazuje zmény ve vibraéné-rotaénim
energetickém stavu. Tyto zmény nastavaji v zavislosti zmény dipdlového momentu.
V pfipadé IC zaFeni pouzivdme pievracenou hodnotu vinové délky, tzv. vinoget v [cm™],
jenz popisuje zmény vibraéné-rotaéniho energetického stavu molekuly. Vysledné IC

spektrum pFedstavuje nejcastéji zavislost absorbance na vinoctu.*6

Hodnoty ziskanych vinoc¢tl u vybranych typ( vibraci pfinaseji pfedstavu, napf. o
usporaddani lipidi v modelové membrané. Prostorové usporadani uhlovodikovych
fetézch koznich lipidd miZeme poté popsat nékolika typickymi vibracemi.*”- 48 V nasem
méreni jsme pro méreni modelovych membran pouzili spektrometr Nicolet 6700 FTIR s
jednoodrazovym ATR krystalem s modulem fidicim teplotu (PIKE). Vzorky byly
proméfeny v rozmezi 28-100 °C po 2 °C.* Takto ziskdna spektra byla poté

vyhodnocena v programu OPUS (Bruker).
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6.3.4.2 RPD

RPD vyuziva kratkovinné elektromagnetické zafeni s vinovou délkou 0,1 x 1010
az 100 x 107%% m. P¥istroj pro méfeni RPD se sklada ze zdroje rentgenova (RTG) zafeni,
monochrométoru a detektoru.*> >° Této metody se vyuZivd pfi studiu struktury
pevnych latek. Pro nase ucely mlZeme ziskat diky RPD predstavu o mikrostrukture
lipidd v modelovych membranach.*® Podstatou metody je difrakce RTG zafeni po
dopadu na molekuly latky pod urcitym dhlem ©. Toto odraZzené zareni, vychylené o
urcity uhel, po difrakci ndsledné analyzujeme. Difraktogram poté predstavuje intenzitu
jako funkci vektoru rozptylu (scattering vektor) Q [nm™], jenZ je Umérnd Ghlu © podle

rovnice Q = 4m sinB/A, kde A=0,15418 nm (vinova délka pouZitého RTG zafeni).4? !

Usporadani lipidd do tzv. lamelarni faze je charakterizovdano mezirovinnou
vzddlenosti d [nm] (pravidelnd vzddlenost soubéinych dvojvrstev tvoficich
jednodimenziondlni mtizku; angl. repeat distance). Vzniklé difraktogramy poskytuji tzv.
reflexe (signaly), ke kterym fadime Braggovy hodnoty (celd kladna Cisla) tak, aby tvofily
pfimku. Nasledné prevracend hodnota smérnice této primky, kterou jsme ziskali
vypocty v programu Excel, uddva vyslednou délku lamely.*> 4% 31 Pomoci dalsich
vypocth ziskdvdme predstavu o poctu a délkach jednotlivych lameldrnich fazi

v modelové membrané.*°

Pfiprava modelovych membran probéhla stejné jako u membran pouzitych na
permeacni pokusy (viz vySe). Samotné méreni probihalo na Vysoké Skole chemicko-
technologické v Praze. Méreni RPD bylo provedeno praskovym difraktometrem X'Pert
PRO 6-8 (PANalytical B.V., Aimelo, Nizozemsko) s CuKa zafenim (A = 1.5418 A, U = 40
kV, I = 30 mA) s detektorem X'Celerator s rozsahem 0.0167° (26). Vysledky jsme poté

vyhodnotili v programu X'Pert DataViewer (PANalytical B.V., Almelo, Holandsko).*?

6.4 Zpracovani dat

Pro zpracovani vysledkl a tvorbu grafi byly pozity nasledujici programy:
Microsoft Excel, OPUS (Bruker), X'Pert DataViewer a GraphPad. Statisticka analyza dat
byla provedena pomoci programu GraphPad se statistickym zpracovanim pomoci

ANOVA s Dunettovym post-testem.
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7. VYSLEDKY

V této kapitole jsou popsany vysledky syntézy a permeacnich pokusu. Ke vSem

hodnocenym parametrim jsou pfiloZzeny grafy pro srovnani konkrétnich hodnot.

7.1 Syntéza

Cer-24NS16 byl pfipraven tfremi postupy, priéemzi nejvyssiho vytézku jsme
dosahli pouzitim WSC a DMAP tj. 43 %. Druhym postupem s Cinidly WSC a HOBt jsme
ziskali 29 % vytézku. Nejnizsi vytézek 25 % byl dosazen kombinaci 2,4,6-
trichlorbenzoylchlorid, DMAP a TEA. Na zdkladé téchto poznatkl jsme pro pfipravu
Cer-16NS16 pouzili jako cinidla WSC a DMAP. Vytézek acylace byl 42 %. Posledni
zastupce Cer-24AS16 byl syntetizovan ve vice krocich. Prvni krok ptipravy 1-O-acyl-Cer
byla bromace palmitové kyseliny. VytéZzek této reakce byl 75 %. V druhém kroku
pripravy 2-hydroxypalmitové kyseliny byl vytéZzek 95%. Nasledna acylace sfingosinu
pfipravenou kyselinou 2-hydroxypalmitovou poskytl dva diastereoizomery. Oba Cer-
AS16 v konfiguraci (2°R) a (2°S) jsme izolovali a vycistili s vytézky 36 % Cer (2°R) a 38 %
Cer (2°S). Nefyziologicky Cer (2°S) bychom déle zkoumali v pfipadé zajimavych vysledku
s (2°R)-izomerem. V poslednim kroku syntézy Cer-24AS16 jsme acylovali pouze Cer
(2°R) pomoci WSC a DMAP, tento terminalni krok poskytl vytéZek 13 %. V poslednim
kroku vznikal navic jako vedlejsi produkt Cer-24AS16-24 s vytézkem 24 %.

7.2 Vysledky hodnoceni — jednoduchy model

Hodnoceni modelll zahrnovalo méfeni ztrdty vody membranou, méreni
elektrické impedance a hodnoceni permeability membran pro modelova I[éciva
(teofylin, TH a indometacin, IND). Mikrostruktura modelovych membran (lateralni a
lamelarni uspotradani lipidd) byla hodnocena infraéervenou (IC) spektroskopii a

rentgenovou praskovou difrakci (RPD).

7.2.1 Ztrata vody membranou

V nize uvedeném Obrdzku 6 (graf A) jsou porovnany vysledky méreni

modelovych membran s 5, 10, 20, 30 a 100% zastoupenim Cer-24NS16 v ramci Cer
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frakce. Tyto vysledky jsou porovnany skontrolou (Cer-NS24/FFA/Chol/CholS).
Membrany o sloZeni 5% Cer-24NS16/95% Cer-NS24/FFA/Chol/CholS mély ztratu vody
membranou 1,43+0,04 g/m?/h. Membrany s pfidavkem 10% Cer-24NS16 mély
hodnotu ztraty vody 1,41+0,05 g/m?/h, s pfidavkem 20% Cer-24NS16 ztrata vody
dosahla hodnot 1,60+0,10 g/m?/h. V pfipadé membrany s 30% Cer-24NS16 to byla
hodnota 1,51+0,08 g/m?/h, a u membrany s 100% Cer-24NS16 byla dosazena hodnota
ztraty vody 2,96+0,16 g/m?/h. U kontrolni membrény (Cer-NS24/FFA/Chol/CholS) jsme
ziskali hodnoty 1,72+0,16 g/m?/h. Pouze vysledek ztrdty vody u membrany s 100%
zastoupenim Cer-24NS16 byl statisticky vyznamny (p < 0,05) oproti kontrole.

7.2.2 Elektricka impedance

Vysledky jednotlivych membrdan jsou porovnany v Obrdzku 6 (graf B). Kontrolni
membrany (Cer-NS24/FFA/Chol/CholS) mély hodnotu elektrické impedance 35+6 kQ x
cm?. Modelové membrany s podilem Cer-24NS16 doséahly ndsledujici hodnoty: 182+39
kQ x cm? (5% Cer-24NS16), 187429 kQ x cm? (10% Cer-24NS16), 58+18 kQ x cm? (20%
Cer-24NS16) 66+20 kQ x cm? (30% Cer-24NS16). Modelovd membrana o slozeni 100%
Cer-24NS16/FFA/Chol/CholS dosahla nizké hodnoty elektrické impedance (22+3 kQ x
cm?). Membrany s5 a 10% zastoupenim Cer-24NS16 vykézaly oproti kontrolni

modelové membrané vysledky statisticky vyznamné (p < 0,05).
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Obrazek 6. Permeabilita modelovych lipidovych membran (jednoduchy model): (A)
ztrata vody membrdnou, (B) elektrickd impedance. Data jsou prezentovana jako
pramér vSech namérenych hodnot (n) + standardni chyba priméru (angl. standard
error of mean; SEM); n = 4—6,* znadi statisticky vyznamny rozdil hodnot oproti kontrole

(p < 0,05).

7.2.3 Permeabilita modelovych membran pro TH a IND

7.2.3.1 Flux TH

Hodnoty pro flux TH miZeme sledovat nize v Obrazku 7 (graf D). Kontrolni
membréana (Cer-NS24/FFA/Chol/CholS) dosdhla hodnoty fluxu 0,12+0,01 pg/cm?/h,
membrany s5% Cer-24NS16 (0,10+0,01 pg/cm?/h) a 10% Cer-24NS16 (0,05+0,01
pg/cm?/h) dosahly o néco nizich hodnot. SniZujici se trend fluxu TH v3ak u membrén
ve slozeni 20% Cer-24NS16/80% Cer-NS24/FFA/Chol/CholS nepokraduje (0,14+0,05
pug/cm?/h). Modelové membrany obsahujici 30% Cer-24NS16 dosahly hodnot
0,08+0,00 pg/cm?/h. Statisticky vyznamného rozdilu oproti kontrole (p < 0,05) dosahly
hodnoty fluxu TH u membrany s 100% zastoupenim Cer-24NS16, a to 0,37+0,05
pg/cm?/h. Dale mdZeme na Obrazku 7 (graf A-C) porovnat permeaéni profily TH, kde
vidime kumulativni mnoZstvi [pug/cm?] jednotlivych membran, ze kterych byl nasledné

vypocitan flux TH.
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Obrazek 7. Vysledky méreni permeability modelovych membran (jednoduchy model)
pro TH: (A) kumulativni mnozstvi kontrolni membrany (Cer-NS24/FFA/Chol/CholS), (B)
kumulativni mnozstvi membrany s 100% Cer-24NS16, (C) kumulativni mnozstvi 5, 10,
20 a 30% Cer-24NS16 v membrdanach, (D) flux TH. Data jsou prezentovana jako priimér
vSech namérenych hodnot (n) + SEM; n = 4-6; * znadi statisticky vyznamné rozdily

hodnot oproti kontrolni mémbrané (p < 0,05).

7.2.3.2 FluxIND

Hodnoty pro flux IND vidime nize v Obrdzku 8 (graf D). Vysledky tohoto
parametru koreluji svysledky pro flux TH, az na vySe zminénou hodnotu pro
membranu s 20% zastoupenim Cer-24NS16. Modelové kontrolni membrany dosahly

hodnotu fluxu 0,08+0,02 ug/cm?/h. V pfipadé membran obsahujici 5%, 20% a 30%
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podil Cer-24NS16 vykazuji velmi podobné hodnoty fluxu (0,04+0,01 pg/cm?/h). U
membrany 10% Cer-24NS16 byla vysledna hodnota nejnizsi (0,02+0,00 ug/cm?/h).
Membrany ve slozeni 100% Cer-24NS16/FFA/Chol/CholS vykazovaly statisticky
vyznamné vyssi hodnotu fluxu pro IND (0,18+0,04 pg/cm?/h) vuéi kontrole, tj. Cer-
NS24/FFA/Chol/CholS. Permeacni profily IND s kumulativhim mnoZstvim jednotlivych

membran, jez slouzi k vypoctu fluxu, jsou zndzornény na Obrazku 8 (graf A-C).
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Obrazek 8. Vysledky méreni permeability modelovych membran (jednoduchy model)
pro molekulu IND: (A) kumulativni mnozstvi kontrolni membrany (Cer-
NS24/FFA/Chol/CholS), (B) kumulativni mnozZstvi membrany s 100% zastoupenim Cer-
24NS16, (C) kumulativni mnozstvi 5, 10, 20 a 30% Cer-24NS16 v membranach, (D) flux
IND. Data jsou prezentovana jako pramér vSech namérenych hodnot (n) + SEM; n = 4—

6; * znadi statisticky vyznamné rozdily oproti kontrolni membrané (p < 0,05).
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7.2.4 1C spektroskopie

Vysledky méfeni IC termotropni spektroskopie modelovych membran (vzork()
u vybranych vibraci uvadime jako zavislost vino¢tu [cm™] vybranych vibraci na teploté
[°C] (Obrazek 9). Kazdy jednotlivy bod v této zavislosti predstavuje spektrum zmérené
pfi dané teploté. IC spektra byla méFena v rozmezi 28-100 °C ve dvoustupfiovych

intervalech.

7.2.4.1 Symetrické valencni vibrace

Vysledky téchto vibraci ndm davaji predstavu o konformaci lipidovych retézcl
v lamele a vlivu Cer-24NS16 na toto usporadani. Z této vibrace Ize sledovat a stanovit
hodnoty teplot fazového prechodu (pokud hodnoty vinoétu pro CH, presahly hodnotu
2850 cm). Hodnoty teploty fazového pfechodu poté predstavuji pFechod
z usporadaného stavu lipidovych fetézc do stavu neusporadaného, kde zanika
pravidelné usporadani lipidd. Nami zkoumané modelové membrany vykazovaly pfi 32
°C (fyziologicka teplota kGze) hodnoty kolem 2848 cm™, coz svéd¢i o vysoké mife
usporadani lipidovych retézca.

Prislusné hodnoty fazového prechodu jednotlivych lipidovych membran jsou
uvedeny v Obrazku 9A. U kontrolni membrany Cer-NS24/FFA/Chol/CholS dochazi
k fazovému prechodu pfi teploté 57 °C. Pro membrany s 5, 10 a 20% zastoupenim Cer-
24NS16 byla teplota fazového prechodu zaznamenana pfi 63 °C. Mirné vyssi hodnotu
teploty fdzového prechodu zaznamenaly membrany obsahujici 30% Cer-24NS16 (67 °C)
a membrana se 100% Cer-24NS16 (65 °C). Na zakladé téchto vysledki muzZeme
konstatovat, Ze pfidavek Cer-24NS16 do modelovych membran obsahujicich Cer-NS24,
pfipadné jeho UpIné nahrazeni 1-O-acyl-Cer, pfiliS neovliviiuje konformaci lipidd

v membrdané ani jejich fazové prechody.

7.2.4.2 Deformacni niizkové vibrace

Tento typ methylenovych vibraci (oblast vinoétd 1462—-1472 cm™) vypovida o
lateralnim usporadani lipidovych retézc v membranach (Obrazek 9B). Pokud se ve
spektru objevuje tzv. dublet, vypovidd to o pfitomnosti velmi tésného

orthorhombického usporadani lipidovych retézcl. Tento dublet se nachazi v kontrolni
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membrané a také v membrdndch s 5, 10, 20 a 30% zastoupenim Cer-24NS16, pouze
v membrané 100% Cer-24NS16/FFA/Chol/CholS vidime pouze jeden signal (singlet).
Orthorhombické usporadani poté s narustajici teplotou zanikd, coZ pozorujeme jako
zanik dubletu v singlet; v obrazku 9B jsou rovnéz uvedeny teploty, pfi kterych dublety
zanikaji. Pro kontrolni membranu je teplota zaniku orthorhombického usporadani 37
°C. Membrany s obsahem 5% Cer-24NS16 (33 °C), 10% Cer-24NS16 (35 °C), 20% Cer-
24NS16 (37 °C) a 30% Cer-24NS16 (31 °C) mély velmi podobné hodnoty teplot. Je
zajimavé, Ze u membrany s 30% zastoupenim Cer-24NS16 zaniklo orthorhombické

usporadani dfive, nez bylo dosazeno hodnoty fyziologické teploty kuze, tj. 32 °C.
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Obrézek 9. Termotropni IC spektra modelovych membran obsahujici 1-O-acyl-Cer (Cer-
24NS16) v ruznych pomérech/Cer-NS24/FFA/Chol/CholS: (A) symetrické valencni
vibrace s uvedenou hodnotou teploty fazového prechodu, (B) deformacni nlzkové

vibrace s uvedenou teplotou zaniku orthorhombického usporadani.

7.2.5 RPD

RPD je metoda hodnoceni lamelarniho usporadani modelovych lipidovych

membran. V Obrazku 10 jsou znazornény difraktogramy jednotlivych modelovych
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membran obsahujici 1-O-acyl-Cer. Na obrazku jsou zobrazeny difraktogramy, kde na
ose x vidime tzv. rozptylovy faktor (Q) a na ose y je intenzita reflexi. Reflexe tzv.
kratkych lameldrnich fazi La (angl. short periodicity phase; SPP 2426 s periodicitou
lamelarni struktury ~ 5,3-5,7 nm jsou v difraktogramech oznaceny fimskou Cdislici. La
faze byla pfitomna jak v kontrolni membrané (Cer-NS24/FFA/Chol/CholS), tak ve viech
ostatnich membranach s pridavkem 1-O-acyl-Cer (Cer-24NS16); viz tabulka v Obrdazku
10. Reflexe druhé kratké faze (Lb: d = 4,66 nm) jsou v difraktogramu oznaceny pismeny
abecedy; faze byla nalezena pouze v membrdné se 100% zastoupenim Cer-24NS16.
V membrané 100% byla nalezena jesté treti kratka faze (Lc: d = 3,73 nm); jeji reflexe
jsou v difraktogramu oznaceny arabskou C¢islici. Lameldrni struktura modelovych
membran byla ddle tvorena fazi tzv. separovaného Chol s délkou ~ 3,4 nm. Tento typ
faze byl nalezen ve vsech modelovych membranach. Konkrétni periodicity vSech
lameldrnich fazi jsou zobrazeny v tabulce pod difraktogramy obrazku 10.

Dale mlzeme z difraktogrami (Obrdazek 10) v tzv. oblasti Sirokych uhll (Q = 14—
k dopInéni informaci o laterdlnim uspofadani, které jsme zjistili pomoci IC
spektroskopie. V pfipadé, Ze se v difraktogramu objevuji dva piky (~ 0,41 nm a ~0.37
nm), mluvime o tésném orthorombickém usporadani, paklize difraktogram obsahuje
pouze jeden pik (~ 0,41 nm), jedna se o volnéjsi hexagonalni usporadani. V nasem
experimentu vSechny modelové membrany byly usporfadany v tésném

orthorombickém usporadani (Obrazek 10).
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Obrazek 10. Difraktogramy modelovych lipidovych membran obsahujici Cer-NS24
(Cerné), ktery je postupné nahrazovan 5 % (modre), 10 % (Cervené), 20 % (zelené), 30
% (oranzové) a 100 % (fialové) Cer-24NS16/Cer-NS24/FFA/Chol/CholS. Pod
difraktogramy je uvedena tabulka s periodicitami a oznacenim lameldrnich fazi

pfitomnych v modelovych membranach SC.
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7.3 Vysledky hodnoceni — komplexni model

V této kapitole jsou popsany vysledky permeability modelovych membran

s 10% zastoupenim raznych typl fyziologickych 1-O-acyl-Cer.

7.3.1 Ztrata vody membranou

U vSech testovanych membrdan byly hodnoty ztraty vody vyssi nez u kontrolni
membrany ve sloZeni Cer SC/FFA/Chol/CholS (2,75+0,04 g/m?/h). Membrany
s pfidavkem Cer-24NS16 mély nejvyssi hodnotu ztraty vody a to 4,48+0,79 g/m?/h;
tato hodnota je statisticky vyznamna (p < 0,05) oproti kontrole. Ostatni membrany
mély hodnoty podobné: 3,88+0,20 g/m?/h (Cer-16NS16), 3,81+0,19 g/m?/h (Cer-
24AS16). Hodnoty ztraty vody u membran obsahujici 10 % Cer-24AS16-24/90 % Cer
SC/FFA/Chol/CholS byly nejnizsi (3,47+0,11 g/m?/h; Obrazek 11, graf A).

7.3.2 Elektricka impedance

Vysledné hodnoty elektrické impedance byly u testovanych membrdn vyrazné
nizsi nezli hodnota u kontrolni membrany. Hodnota elektrické impedance u kontroly
byla 17+1 kQ x cm?. Membrany s 10% zastoupenim zkoumanych Cer vykazaly niZsi a
statisticky vyznamné (p < 0,05) rozdily. Membrany obsahujici Cer-24NS16 mély
elektrickou impedanci 51 kQ x cm?, Cer-16NS16-membrany mély hodnotu 9+3 kQ x
cm?, Cer-24AS16-membrany dosahly hodnot 5+1 kQ x cm?. Posledni typ membran
obsahujici 10 % Cer-24AS16-24 nabyl hodnot 7+1 kQ x cm? (Obrazek 11, graf B).

7.3.3 Permeabilita modelovych membran pro TH a IND

Stejné jako vjednoduchém modelu jsme i zde pro studium permeability

modelovych membran vyuzZili modelova |éciva TH a IND.

7.3.3.1 Flux TH

Namérené hodnoty fluxu TH u membran s 10% zastoupenim 1-O-acyl-Cer byly
vysSi nez je hodnota u kontrolni membrany Cer SC/FFA/Chol/CholS (0,07+0,00

pg/cm?/h). Membrana s 10 % Cer-24AS16-24 vykdazala v porovnani s ostatnimi 1-O-
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acyl-Cer nizsi vysledek a to 0,09+0,01 pg/cm?/h. Cer-24NS16-membrany mély flux TH
0,11+0,01 pg/cm?/h, Cer-16NS16-membrany 0,10+0,01 pg/cm?/h a membrany
obsahujici Cer-24AS16 dosahly hodnot 0,12+0,01 pg/cm?/h. U viech membran se

jednd o vysledky statisticky vyznamné (p < 0,05; Obrazek 11, graf C).

7.3.3.2 FluxIND

Vysledné hodnoty fluxd jsou zobrazeny vgrafu D Obrazku 11. Hodnota
kontrolni membrany Cer SC/FFA/Chol/CholS (0,21+0,02 pg/cm?/h) je nizsi nez dal3ich
zkoumanych membran. Flux Cer-24NS16-membran byl 0,51+0,11 pg/cm?/h, tento
vysledek je statisticky vyznamné (p < 0,05) vyssi oproti kontrole. Podobné hodnoty
jsme naméfili u Cer-16NS16-membran (0,33+0,01 pg/cm?/h), Cer-24AS16-membrén
(0,36%0,03 pg/cm?/h) a hodnota fluxu u Cer-24AS16-24-membran byla 0,29+0,02

evvs
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Obrazek 11. Vysledky permeabilit komplexniho modelu: (A) ztrata vody membrénou,
(B) elektricka impedance, (C) flux TH, (D) flux IND. Data jsou prezentovana jako pramér
vSech namérenych hodnot (n) + SEM; n = 4-6; * znadi statisticky vyznamné zvyseni

hodnot oproti kontrole (p < 0,05).
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Obrazek 12. Vysledky méreni permeability modelovych membran (komplexni model):
(E) kumulativni mnozstvi TH (F) kumulativni mnozstvi IND. Data jsou prezentovana jako

pramér vSech namérenych hodnot (n) + SEM; n = 4—6.
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8. DISKUZE

8.1 Syntéza

Vyznam 1-O-acyl-Cer, jakoZzto nového strukturniho typu lidskych koznich Cer,
neni dosud zndam. Tento typ esterifikovanych Cer byl jiz v minulosti objeven v rlznych
tkanich3’, pfesto aZ prace Rabionet a kol. popsala zastoupeni a sloZeni téchto molekul
v lidské SC.38 Nasim cilem bylo pfipravit tyto latky a nasledné studovat jejich bariérové
vlastnosti. 1-O-acyl-Cer jakozto slozky lidské SC predstavuji 5 % vramci vSech
esterifikovanych Cer (EOS-, POS-, 1-O-acyl-Cer) a 2,3 % ze vSech Cer. Jejich struktura je
tvorena sfingosinem, N-acylem a 1-O-acylem. Bylo detekovano velké mnozstvi
jednotlivych strukturnich typl 1-O-acyl-Cer, v nejvétSim zastoupeni to byl 1-O-
lignoceroyl-Cer(d18:1; h16:0), 1-O-palmitoyl-Cer(d18:1; 16:0) a 1-O-lignoceroyl-
Cer(d18:1;16:0), s nimiz jsme pracovali vramci této prace (Cer-24AS16 resp. Cer-

16NS16, Cer-24NS16).38

Priprava Cer-24NS16 probihala tfemi zpUsoby pro optimalizaci postupu
s ohledem na syntézu dalSich 1-O-acyl-Cer. Pfiprava esterl s ¢inidly DMAP a WSC
pfinesla nejvyssi vytéiek (43 %)°?, reakce s HOBt a WSC o néco niisi (29 %);
Yamaguchiho esterifikaci*! bylo dosazeno rovnéz nizkych vytézka (25 %). Cer-16NS16

byl jiz syntetizovan vyuzitim DMAP a WSC s vytézkem 42 %.

Syntéza Cer-24AS16 probihala ve vice krocich, protoZe jsme neméli k dispozici
vychozi Cer-AS16. Pfiprava 2-hydroxypalmitové kyseliny probihala podle Masudy a
Moriho.*® V prvnim kroku jsme pfipravili 2-brompalmitovou kyselinu pomoci tzv. Hell-
Volhard-Zelinského reakce, pro zvySeni vytézku jsme pouZili Br, v osminasobném
nadbytku vici palmitové kyseliné a reakce probihala 12 hodin pfi teploté 95 °C. Pro
ziskani Cistého produktu se rekrystalizace z hexanu nejevila jako dobry postup, proto
jsme vyuzili sloupcové chromatografie. V druhém kroku reagovala 2-brompalmitova
kyselina s 2M NaOH za vzniku 2-hydroxypalmitové kyseliny s 95 % vytézkem. Pro
zvyseni vytézku tato reakce probihala 40 hodin pfi teploté 90 °C. V nasledné syntéze
Cer-AS16 jsme pouzili komeréné dostupny sfingosin a nami pfipravenou 2-

hydroxypalmitovou kyselinu. V této reakci jsme nijak nechranili OH- skupiny sfingosinu.
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Jako cinidla jsme pouZili WSC a HOBt. JelikoZz pouzita kyselina byla racemickd, tato
reakce poskytla dva diastereoizomery. Vzniklé diastereoizomery jsme oddélili pomoci
sloupcové chromatografie; fyziologicky Cer s konfiguraci (2°R)- mél nizsi hodnoty Ry =
0,44 (chloroform/MeOH, 10:1), 0,26 (chloroform/MeOH, 19:1) nez jeho
diastereoizomer s (2°S)-konfiguraci: Rf = 0,51 (chloroform/MeOH, 10:1), 0,31
(chloroform/MeOQH, 19:1). Fyziologicky (2°R)- diastereoizomer (vytéZzek 36 %) vykazoval
horsi rozpustnost v chloroformu nez druhy diastereizomer s konfiguraci (2°S)- (vytézek
38 %). Poslednim krokem syntézy Cer-24AS16 byla acylace primarni hydroxylové
skupiny (2°R)- diasteroizomeru Cer-AS16 pomoci DMAP a WSC. Velkym problémem se
ukdzala rozpustnost Cer-AS16, kdy po dlouhém michani v ultrazvukové lazni sice
vznikal roztok, ten vSak po ¢ase opét prechdzel v suspenzi. Vznik této suspenze ziejmé
stdl za nezddanym Cer-24AS16-24 (vytézek 24 %), ktery mél acylovanou i hydroxylovou
skupinu na acylovém fetézci, vedle Zadaného produktu Cer-24AS16 (vytézek 13 %), coz
si vysvétlujeme neochranénim hydroxylové skupiny v poloze 2°. Oba tyto 1-O-acyl-Cer
bylo mozné oddélit sloupcovou chromatografii. Pokud by bylo potfeba v budoucnu
pfipravit pozadovany Cer-24AS16 znovu, bylo by lepsi ochranit hydroxylovou skupinu
2-hydroxypalmitové kyseliny a pak pokracovat v syntéze. Pfestoze Cer-24AS16-24

nebyl popsan ve SC, rozhodli jsme se ho zaradit do dalSiho hodnoceni.

8.2 Hodnoceni modelovych membran

8.2.1 Jednoduchy model

V tomto experimentu bylo nasim cilem uréit vliv 1-O-acyl-Cer na bariérové
vlastnosti lipidovych membran, které simuluji nékteré dualezité vlastnosti lipida SC, jako
je pomérné zastoupeni hlavnich slozek a jejich usporadani. Nejdriv byl vybran jeden
zastupce 1-O-acyl-Cer, Cer-24NS16, jehozZ vliv na permeabilitu a biofyzikdlni vlastnosti
membran byl studovdn vjednoduchém modelu, kde Cer-NS24 byl postupné

nahrazovan 1-O-acyl-Cer.

Ziskané hodnoty ztraty vody modelovych membran ukazuji, Ze vzorky s 5, 10, 20
a 30% zastoupenim Cer-24NS16 (z celkového mnoiZstvi Cer) vykdazaly oproti kontrolni
membrané (Cer-NS24/FFA/Chol/CholS) mirné mensi propustnost pro molekuly vody

ne vsak statisticky vyznamné). Membrana obsahujici 6 1-O-acyl-Cer naopa
( Sak isticky vy ¢). Membra bsahujici 100% 1-O-acyl-C k
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vykazala vyrazné statisticky vyznamné vysSi propustnost pro vodu, a tim i horsi
bariérové vlastnosti. DalSim hodnocenym parametrem byla elektrickd impedance.
Vysledky této veli¢iny byly naopak u membrany s 5, 10, 20 a 30% obsahem Cer-24NS16
vys$si nez u kontrolni. Tento fakt potvrzuje predeslé hodnoty ztraty vody. Pfedevsim
statisticky vyznamné vys$si hodnoty pro membrany s 5% a 10% Cer-24NS16 davaji
informaci o nizké propustnosti téchto membran pro ionty, a tim o dobrych bariérovych

vlastnostech.

Permeabilita modelovych membran byla ddle sledovdna pomoci dvou
modelovych latek s rozdilnymi fyzikalné - chemickymi vlastnostmi, TH a IND. Flux TH u
membran s 5%, 10% a 30% Cer-24NS16 byl nizsi nez u kontrolni membrany, kromé
membrdny s 20% Cer-24NS16, ktera vykazovala velkou variabilitu. Pro flux IND u 5%,
10%, 20% a 30% byly naméreny hodnoty nizsi nez pro kontrolni membranu. Vysledky
fluxu jak TH, tak IND prfes membrany s 100% Cer-24NS16 byly statisticky vyznamné
vysSSi nez u kontroly. Ziskané vysledky permeability jednoduchého modelu pro vSechny
pouzité markery tedy naznacuji spiSe pozitivni U¢inek Cer-24NS16 na permeabilitu, a to

hlavné u 10% koncentrace Cer-24NS16.

Pomoci IC spektroskopie jsme studovali vliv Cer-24NS16 na konformace
lipidovych fetézcl, fazové prechody i lateralnim usporadani lipidd v modelovych
membranach. Hodnoty teplot fazového pfechodu (symetrickd valencni vibrace) byly
velmi podobné, a tudiz Ize tvrdit, Ze pfitazlivé sily v membranach nebyly pfitomnosti
Cer-24NS16 vyznamné ovlivnény. Ddle z vinoctl této vibrace pfi 32°C mizeme tvrdit,
ze rQizné koncentrace 1-O-acyl-Cer nemaji vliv na konformaci lipidovych fretézcl
v membrdnach. Dalsi informaci o mikrostrukture nam poskytla methylenova
deformacni nlzkova vibrace: pridavek Cer-24NS16 do membrany nezménil lateralni
usporadani retézcl, ve vSsech membranach se smési Cer-24NS16 a Cer-NS24 byla
patrna orthorhombicka struktura, kterd prechazi v hexagonalni mezi 31 a 37 °C.
Zajimavym vysledkem je, ze v pfipadé membrany obsahujici 100 % 1-O-acyl-Cer nebylo
pfitomné orthorhombické uspofadani, coz je vrozporu svysledky z RPD (viz dale).
V této membrané bylo zfejmé mnozstvi orthorhombicky usporadanych lipid( snizeno

tak, Zze nebylo pomoci IC spektroskopie pozorovatelné.
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Lamelarni uspofadani modelovych lipidovych membran bylo hodnoceno
pomoci RPD. Ve vsech studovanych membrandch byla pfitomna faze separovaného
Chol a kratka lamelarni faze s periodicitou pfiblizné 5,3-5,7 nm. Obé zminéné faze jsou
fyziologické a byly nalezeny ve zdravé kizi, kde délka kratké lamelarni faze méri ~ 5-6
nm a faze separovaného Chol ~ 3,4 nm.2*26 Kromé téchto fazi se v zdravé lidské SC
nachazi tzv. dlouhé lameldrni faze (~ 12-13 nm)?*2%, jez vsak u 1-O-acyl-Cer nalezeny
nebyly. To je zpUsobeno absenci ultradlouhych w-0-acylCer (napf. Cer EOS) v tomto
jednoduchém modelu. Z toho plyne, ze 1-O-acyl-Cer zfejmé nemohou w-O-acylCer
nahradit. Zajimavy vysledek byl nalezen u membrdany obsahujici 100 % 1-O-acyl-Cer.
V téchto membranach byly (kromé separovaného Chol a kratké lamelarni faze)
pfitomny i dal$i lameldrni struktury s kratsi periodicitou. Navic bylo v oblasti Sirokych
uhld v difraktogramech vsech studovanych membran nalezeno orthorhombické
usporadani lipidovych ftetézcl. Jedinou zménou, kterd je pozorovatelna
v difraktogramech s Cer-24NS16, je zména v poméru intenzit reflexi kratké lamelarni
faze a reflexi Chol. S nartstem koncentrace Cer-24NS16 klesa relativni pomér Chol, coz
naznacuje jeho lepsi misitelnost s kratkou lameldrni fazi. Toto chovani by mohlo

vysvétlovat pokles v permeabilité membran s obsahem Cer-24NS16.

8.2.2 Komplexni model

Prvni ¢ast prace naznacila, Ze Cer-24NS16, zejména v 10% koncentraci, mirné
zlepsSoval bariérové vlastnosti pfipravenych lipidovych membrdan. DalSim cilem této
pfipravené strukturni typy 1-O-acyl-Cer. Komplexitu modelu jsme zvysili nahrazenim
Cer-NS24 smeési izolovanych Cer z lidského SC. Méfenymi parametry u modelovych
membran byly (stejné jako v predeslém experimentu) ztrata vody membranou,

elektricka impedance a flux modelovych léciv (TH a IND).

Permeabilita membran s 10% podilem Cer-24NS16, Cer-16NS16, Cer-24AS16
nebo Cer-24AS16-24 byla studovana celkem dvakrat (z kazdého Cer bylo pfipraveno 4—
6 nezavislych membran), presto jsme nebyli schopni potvrdit pozitivni vliv 1-O-acyl-Cer
pozorovany u jednoduchého modelu. Jednotlivé mérfené parametry lze interpretovat

jako stejné nebo horsi nez hodnoty kontrolnich membran, tj. 10 % 1-O-acyl-Cer
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nezlepSuji bariérové vlastnosti modelovych membran pfipravenych zizolovanych
lidskych Cer, v nékolika parametrech je moZno pozorovat dokonce zhorseni jejich

bariérové funkce. Co se tyCe srovnani pfipravenych 1-O-acyl-Cer, Zadné vyznamnéjsi

rozdily mezi nimi jsme nenalezli.
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9. ZAVER

1-O-acyl-Cer jakozto fyziologické slozky lidského SC jsou pomérné novym typem
Cer s dosud nezndmym vlivem na bariérové vlastnosti kize.3® Cilem této diplomové
prace byla priprava nékolika zdstupcl téchto 1-O-acyl-Cer, ndslednd pftiprava
modelovych membrdn s témito molekulami a posouzeni jejich vlivu na bariérové

vlastnosti pfipravenych membran.

Podafilo se ndm pfipravit tfi typy fyziologickych 1-O-acyl-Cer (Cer-24NS16, Cer-
24AS16, Cer-16NS16) a jeden typ nefyziologického Cer (Cer-24AS16-24).

Nasledné jsme pfipravili modelové membrany s obsahem Cer-24NS16, kde jsme
zjistili, Ze s 10% podilem 1-O-acyl-Cer dosahly nizsi permeability nez kontrolni
membrany s Cer-NS24 (méreno pomoci ztraty vody membrdanou, elektrické impedance
a fluxd dvou modelovych Iéciv). Déale jsme studovali mikrostrukturu téchto membran
pomoci IC spektroskopie a RPD a zjistili jsme, 7e i pres pokles v permeabilité se

biofyzikalni chovani membran pfilis nelisi, kromé odlisné fazové separace Chol.

V posledni c¢asti jsme pfipravili modelové membrany s10% podilem
jednotlivych 1-O-acyl-Cer (Cer-24NS16, Cer-24AS16, Cer-16NS16, Cer-24AS16-24), kdy
jsme modelovou slozku Cer-NS24 nahradili smési lidskych izolovanych Cer SC. Vysledky
méreni ztraty vody membranou, elektrické impedance a fluxu modelového léciva vSak
nepotvrdily lepsi bariérové vlastnosti téchto membran, které byly pozorované u
jednoduchého membranového modelu. Hodnoty permeacnich parametrl byly
srovnatelné nebo dokonce horsi oproti kontrolnim membrandam. Tyto vysledky
potvrzuji, Ze jednoduché modely nejsou bohuzel k nékterym experimentlim vhodné a

mohou poskytovat zavadéjici vysledky.

Tato prdce poskytuje prvni charakterizaci 1-O-acyl-Cer, jakozto slozek
extraceluldrni matrix SC. Tyto lipidy bariérovou funkci studovanych membran
s lidskymi Cer bud’ neovliviiuji, nebo mirné zhorsuji; mezi jednotlivymi strukturnimi

typy 1-O-acyl-Cer jsme nepozorovali vyznamné rozdily.
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10. POUZITE ZKRATKY

DCM
DMAP
Cer
FFA
HOBt
HPLC
Chol
CholS
IND
LPP
NMR
Ry
RPD
SC
SPP
TEA
TEWL
TH
THF
TLC

WSC

dichlormethan
4-dimethylaminopyridin
ceramid

free fatty acid
1-hydroxybenzotriazol

vysoce uc¢inna kapalinova chromatografie
cholesterol

cholesterol-sulfat

indometacin

faze s dlouhou periodicitou
nukledrni magneticka rezonance
retencni faktor

rentgenova praskova difrakce
stratum corneum

faze s kratkou periodicitou
triethylamin

ztrata vody kazi

teofylin

tetrahydrofuran

tenkovrstva chromatografie

N-(3-dimethylaminopropyl)-N‘-ethylkarbodiimid
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