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Abstrakt

Ceramidy, komplexni skupina lipidi patiici mezi sfingolipidy, maji vyznamné funkce
v mnoha dé&jich v zivych soustavach. Jejich zasadni vyznam spociva jednak v bunécné signa-
lizaci, jednak ve spoluvytvareni funk¢ni kozni bariéry.

Pti vyzkumu lipidt jsou Casto vyuzivana fluorescencné znacend lipidova analoga. Moderni
zpusob fluorescenéniho znaceni lipidovych molekul ptfedstavuji polyenové lipidy, v nichz
je fluorofor tvofen systémem péti konjugovanych dvojnych vazeb. Polyenové lipidy diky své
struktute jedine¢né napodobuji své pfirozené predlohy.

Tato prace zkouma moznosti syntézy fluorescencniho polyenového ceramidu a pfinasi
prekurzory jeho syntézy, to znamena klicové latky, pouzitelné pro ptipravu cilového znace-
ného ceramidu. Fluorofor bylo planovano lokalizovat ve sfingosinové ¢asti molekuly, aby
mohly byt v budoucnu studovany vlastnosti analogt s rtiznou délkou acylového fetézce.

Byly navrzeny a vyzkouseny tfi syntetické pristupy. Prvni pfistup (Syntéza A) spocival
V navazani termindlniho alkynu nesouciho polyenovy fluorofor na Garnertv aldehyd. Vychozi
latkou byl (2E,4E)-hexa-2,4-dienal, z n¢hoZ byl zminény terminalni alkyn ziskdn nékolika-
stupniovou syntézou. Protoze vSak byly ziskané meziprodukty s polyenovym fetézcem pomer-
né nestabilni, byly navrZzeny pfistupy, Vv nichz polyenovy fluorofor, pifedstavovany nenasy-
cenym aldehydem, mél byt navazan na analog ceramidu nesouciho halogen ve sfingosinové
¢asti az ve druhé fazi syntézy. Sled reakci byl tedy oproti prvnimu pfistupu v principu opacny.
Prvnim krokem pfi piipravé chlorderivatu ceramidu byla alkynylace Garnerova aldehydu
(Syntéza B), bromderivat byl ziskan Grubbsovou metatezi (Syntéza C).

Piipravenymi prekurzory jsou (2E,4E,6E,8E)-deka-2,4,6,8-tetraenal a N-((2S,3R,E)-8-
-brom-1,3-dihydroxyokt-4-en-2-yl)tetrakosanamid. Tyto latky budou vyuzity v dalsi praci

k syntéze fluorescencnich polyenovych ceramidu.



Abstract

Ceramides, a complex group of lipids belonging to sphingolipids, have significant func-
tions in many processes in living systems. Their crucial importance consists in the cell signa-
lization and co-creation of functional skin barrier.

Fluorescently labelled lipid analogues are often used in the lipid research. Polyene-lipids,
in which the fluorophore is formed by five conjugated double bonds, represent an advanced
way of fluorescent labelling of lipid molecules. Thanks to their structure, the polyene-lipids
uniquely mimic their natural counterparts.

This thesis studies the possibilities of the synthesis of fluorescent polyene ceramide and
describes the precursors, i.e. the key substances, suitable for the preparation of the target
labelled ceramide. The fluorophore was planned to be situated in the sphingosine part of the
molecule, so as the properties of analogues with variable acyl chain length could be studied in
the future.

Three synthetic ways have been designed and investigated. The first way (Synthesis A)
consists in the reaction of the terminal alkyne carrying polyene fluorophore with Garner
aldehyde. The mentioned terminal alkyne was obtained from (2E,4E)-hexa-2,4-dienal as
starting compound in several steps. Since the obtained polyene intermediates were relatively
unstable, other approaches were designed, in which the polyene fluorophore, represented by
unsaturated aldehyde, should be attached on a ceramide analogue carrying halogen in the
sphingosine part in the latter stage of the synthesis. Thus the sequence of reactions was re-
versed in comparison to the first approach. The first step for the preparation of the chloro
derivative of ceramide was alkynylation of Garner aldehyde (Synthesis B), the bromo deri-
vative was obtained by Grubbs metathesis (Synthesis C).

The prepared precursors are (2E,4E,6E,8E)-deca-2,4,6,8-tetraenal and N-((2S,3R,E)-8-
-bromo-1,3-dihydroxyoct-4-en-2-yl)tetracosanamide. These substances will be used in further
study for the synthesis of fluorescent polyene ceramides.



1. Zadani diplomové prace

Ceramidy jsou sloZené lipidy, patii do skupiny latek oznacovanych jako sfingolipidy. Kli-
¢ovou roli hraji ceramidy v bunééné signalizaci a zcela zasadni vyznam maji pro tvorbu kozni
bariéry — jsou zakladni komponentou lipidové matrix stratum corneum. Vzhledem ke svym
uloham ve fyziologickych, respektive patofyziologickych déjich jsou v soucasné dobé cera-
midy pfedmétem intenzivniho vyzkumu.

Dulezity nastroj studia lipida piedstavuji fluorescen¢né znacena lipidova analoga. Nékteré
nedostatky klasickych fluorescencnich znacek piekonédvaji takzvané polyenové lipidy, coz
jsou lipidy obsahujici ve své struktuie systém péti konjugovanych dvojnych vazeb. Tato
strukturni modifikace ma minimalni dopad na vlastnosti zna¢enych molekul oproti jejich
prirozenym piedloham.

Cilem této prace bylo prozkoumat moznosti syntézy fluorescencniho polyenového cera-
midu (Obrazek 1) a pfipravit latky, které by byly vyuzitelné jako zakladni stavebni kameny
pro piipravu cilového zna¢eného ceramidu. Kone¢ny produkt syntézy by mél poslouzit zejmé-
na pii studiu vlastnosti kozni bariéry, jejich potencialniho ovlivnéni a objasnéni, jakym me-

chanismem exogenni ceramidy regeneruji porusenou kozni bariéru.
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Obr. 1. Struktura fluorescen¢niho polyenového ceramidu.



2. Teoreticka ¢ast

Ceramidy patii mezi sfingolipidy a tvoti komplexni skupinu lipidickych latek. Existuji jed-
nak volné, jednak tvofi hydrofobni kostru sfingomyelinu, cerebrosidii a gangliosidi. Volné
ceramidy se nachazi ve velkém mnozstvi pouze ve stratum corneum, déle, i kdyz v mnohem
mensi mife, v bunéénych membranach. Ceramidy v bunkach ptedstavuji signalni molekuly

a maji dale zasadni alohu pro bariérovou funkei kize."

2.1. Ceramidy a bunécna signalizace

Ceramidy a jim pfibuzné latky ovlivituji osud bunky, vytvaii systém tzv. druhych posla
(ceramid — sfingosin — sfingosin-1-fosfat). Sfingolipidy hraji kli¢ovou roli v regulaci nékte-
rych zakladnich procesti spojenych s patogenezi nadord. Zjisténi, Ze ceramid, Ustfedni latka
sfingolipidového metabolismu, ucinkuje jako tumor-supresorova latka a navozuje antiproli-
ferativni a apoptotické odpovédi v riiznych nadorovych bunkach, a dalsi poznatky podporuji

zajem o vyzkum v této oblasti."*

2.2. Stratum corneum a role ceramidu v kazi

Hlavni funkci ktize je chranit télo pfed nadmérnymi ztratami vody a dalSich dulezitych 1a-
tek, spoluvytvaret termoregulacni systém a poskytovat G¢innou bariéru proti vlivim z vnéj-
Siho prostiedi, a to fyzikalnim, chemickym i biologickym. Bariérovou funkci kiize tvoii nej-
svrchngjsf vrstva kiize, stratum corneum.*

Stratum corneum je tvofeno obvykle 18-21 vrstvami zplostélych, odumielych, plné zro-
hovatélych bunék — korneocyti, pti¢emz mezibunéény prostor je vyplnén lipidovou matrix.
Lipidova matrix je slozena z ceramida (50 %), cholesterolu (25 %), mastnych kyselin (10 %),
v mensi mife jsou zastoupeny estery cholesterolu s organickymi kyselinami, cholesterol-sulfat
a dalsi latky, nejsou zde vSak témét zadné fosfolipidy. Lipidova mezibunécna hmota stratum
corneum, jez ma diky svému sloZeni lamelarni uspotradani, predstavuje ptiblizné 20 % objemu
vrstvy.? Vyznam mezibunéénych lipidd pro bariérovou funkci ktize byl dokazan pokusy
z roku 1970, kdy byl pozorovan zna¢ny ndrast propustnosti kiize po extrakci lipidi stratum
corneum organickymi rozpoustédly. Vyvoj takovéto protektivni vrstvy predstavoval v minu-

losti zasadni krok pro evoluci Zivota na suchou zem.” Neobvyklé sloZeni stratum corneum



S vysokym obsahem ceramidii a zejména jejich vyjimecné usporadani se zda byt zdsadni
pro udrzeni kozni bariérové funkce.?

Neni bez zajimavosti, Ze nékterd vyznamna kozni onemocnéni, naptiklad atopickd derma-
titida ¢i psoridza, maji souvislost se snizenym obsahem koznich ceramidl a stav onemocnéni
muze byt zlepSen exogennim podanim ceramidi nebo jejich analog.® Zminéné skutecnosti
jsou podnétem k vyzkumu v této oblasti. Dalsi smér studia stratum corneum a koznich lipida
je zaméien na moznosti modulace priniku 1é¢iv pres kizi. Pouze omezené mnozstvi 1éCiv je
totiz schopno projit kizi v té mife, aby dosahlo terapeutickych koncentraci v plazmé¢. Trans-

dermalni podéni 1é&iv pFitom piedstavuje potencialng velmi perspektivni aplikaéni cestu.’

2.3. Struktura ceramidi

Molekula ceramidu se sklada z bazické ¢asti (tzv. sfingoidni baze, kterou mize predsta-
vovat sfingosin (S), 6-hydroxysfingosin (H), fytosfingosin (P) nebo dihydrosfingosin (DS)),
najejiz primarni aminoskupinu v poloze 2 je amidickou vazbou pfipojena mastna kyselina
(Obrazek 2). Obycejné se jedna o nasycené mastné kyseliny s délkou 16 az 30 uhliki. Mast-
na kyselina mize byt nesubstituovana (N), nebo nese v poloze a- (A) ¢i - (O) hydroxylovou
skupinu. Nejcastéji vazanou mastnou kyselinou v ceramidech kuZe je kyselina lignocerova
(C24) a kyselina behenova (Cy,). Z hlediska usporadani lipidové matrix jsou dulezité cerami-
dy, u nichz je w-hydroxyskupina mastné kyseliny o délce 30-34 uhliku esterifikovana kyseli-
nou linoleovou (E), a ceramidy s w-hydroxyskupinou pfipojenou ke karboxylovému fetézci
na vnéjSim povrchu korneocytu, diky ¢emuz vytvati vrstvu kovalentné vazanych lipidﬁ.z’G’7

Dosud bylo v lidské kazi nalezeno 12 riznych typti ceramidd, posledni ceramid 12 byl
prokazan Vv roce 2010.%° B&zné& uzivana nomenklatura dle Motty oznacuje ceramidy pismeny

na zakladé jejich struktury (pismena jsou uvedena v zavorkach V}'Iée)e’lo

, narozdil od ptivod-
niho zna€eni ceramidl arabskymi Cislicemi na zakladé polarity a tim 1 separace pii chromato-

grafii."* Napriklad v lidském stratum corneum nejb&zné&jsi ceramid 2 je oznacen ceramid NS.
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Obr. 2. Strukturni typy ceramidt v lidské kazi.

Ackoliv byly fyzikalné-chemické vlastnosti, biosyntéza, fyziologicka a patologicka role
ceramidi v kuzi Siroce studovany, pomérné¢ malo jsou objasnény vztahy mezi jejich struk-

turou a U¢inkem. Za zdkladni pfedpoklady kompetentni kozni bariéry jsou obecné piijimany
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tyto skutecnosti: relativné mala polarni hlava ceramidu oproti fosfolipidiim, zna¢na schopnost
tvotit sit’ vodikovych vazeb, vyjimecné dlouhé nasycené fetézce dovolujici silné hydrofobni
interakce a heterogenita jejich struktur.'?

O vyznamu délky acylovych fetézcii ceramidi je Siroce pojednavano ve studiich zabyvaji-
cich se roli ceramidd v buné¢né signalizaci. Tato strukturni modifikace v souvislosti s cera-
midy v kuzi zaala byt objasiovana pozdéji. Nyni je ziejmé, ze délka fetézcti ceramidu je
klicova pro jejich bariérové vlastnosti. Dulezity poznatek byl zjistén pouzitim fady kratko-
fetézcovych ceramidovych analog a fyziologického ceramidu NS na prase¢i kizi se dvéma
modelovymi 1éCivy (theofylinem a indometacinem). Ceramidy s acylovym fetézcem o délce
4 az 8 uhlikl zvySuji kozni permeabilitu, s maximalnim efektem patrnym u délky 6 uhlika.
Studie téZ potvrdila, ze ceramidy s kratkym fetézcem se nechovaji jako pfirozené ceramidy

a pro jejich uziti jako nastroje v experimentech je tfeba obezietnosti.*?

2.4. Fluorescencni znaceni lipidi

Mikroskopie lipidii v zivych bunkéch, a tim i1 vyvoj v porozuméni funkei lipida v riznych
déjich, je komplikovana nedostatkem vhodnych zobrazovacich metod. Relativni jednoduchost
lipidové struktury je urcitym zptisobem brzdou ve vyzkumu lipidd. Je v této oblasti znama
fada technik, avSak nékteré znich jsou nevyhovujici ¢i pfili§ narocné, ziskané informace
navic mohou byt zavadéjici (napiiklad radioaktivné znacené prekurzory).13 Specifické proti-
latky, vyznamny nastroj pro vyzkum proteint, jsou bud’ nedostupné, nebo jsou pro svoji
citlivost nespolehlivé ve studiu dynamiky lipida.** | ndkteré dal§i techniky, nezastupitelné
Vv jinych oblastech vyzkumu, zde nejsou vyuzitelné, a proto velka ¢ast vyzkumu lipidi spolé-
ha na znacena lipidova analoga. Vzhledem k obvyklé velikosti lipidové molekuly musi byt
vybér znacCeni velmi peclivy, nebot’ velikost i intramolekularni lokalizace znacky mutze vy-
znamné ovlivnit vlastnosti odvozené latky. Zejména intramolekularni lokalizace je vyznamna
pro studium bun&ené biologie."®

Prilom ptisel v 80. letech 20. stoleti se zavedenim fluorescen¢né znacenych lipidovych
analog. Pohyb lipida tak mohl byt sledovan pomoci fluorescen¢niho mikroskopu piimo
v zivych bunkach. Pfipravend analoga s fluorescencni znackou navazanou na hexadecylovy
fetézec namisto jedné z mastnych kyselin vykazovala oproti svym pfirozenym protéjSkim
mén¢ hydrofobni charakter. Diky tomu mohla byt tato lipidova analoga s vyhodou integro-

vana do cilovych membran. Tento fakt podpofil zdjem o syntézu riznych fluorescencné
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znacenych lipidi, jejichz osud v buiice zacal byt zkouman. Jako u jinych derivatizovanych
sloucenin, je i zde stézejni kriticky posuzovat spolehlivost pouziti danych znacek. 13

Lipidy, jako amfifilni slouéeniny, Se obecné skladaji z hydrofilni hlavové ¢asti a Casti
hydrofobni, tvofené uhlovodikovymi fetézci. V principu je na takovou molekulu mozno ko-
valentné pfipojit fluorescencni znacku do dvou oblasti. Chemickd povaha konkrétni znacky
a umisténi uvnitt dané molekuly je velmi dulezité, nebot’ tyto aspekty ovlivni vysledné vlast-
nosti fluorescencniho analoga. Vétsina fluorofort, které jsou uzivany pro derivatizaci lipida,
maji hydrofilni charakter. V ptipad¢ ptipojeni takové znacky na oblast fetézce znatka zméni
hydrofilné-lipofilni rovnovahu lipidové molekuly, coz s sebou miize nést jist¢ problémy.
Po integraci do membrany muze dochazet k odlisnym interakcim s okolnimi lipidy s dal$imi
nasledky. Na druhou stranu nutno dodat, ze pro vyzkum jevu, ve kterych hlavova ¢ast lipida
hraje zasadni roli (lipidové tfidéni a translokace, specifické déje metabolismu sfingolipida
a dalsi), Ize uzit jedin¢ analoga se znackou v fetézci. Stejné tak lipidova analoga se zna¢enou
hlavovou casti jsou piipravovana pro ptipady, kdy jsou dilezité vlastnosti fetézcové oblasti
molekuly (naptiklad pro fazové stanoveni v biologickych membranach). Zejména v pokusech

r L e .7 . v e r v, 13
membranové fize maji takové znacky Siroké uplatnéni.

(CH5CH,),N @) N*(CH,CHs),

BODIPY Rhodamin
R
NO, R
/N\ R O O
=~ /O
N R =
R NBD R Kumarin

Obr. 3. Struktury vybranych fluorescenénich znacek. R predstavuje zbytek lipidu nebo funk-
¢ni skupinu.

Analoga lipidd nesouci fluorescenéni znacky NBD (7-nitrobenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-yl),
BODIPY (4,4 -difluoro-4-bora-(3a,4a)-diaza-s-indacen) nebo také anthracen, pyren, difenyl-
hexatrien a dalsi (Obrazek 3) jsou Siroce pouzivany ke studiu riznych bunéénych procesi,

zejména metabolismu a bunécného transportu. Tyto znacky vSak byly zavedeny jesté pred do-
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cenénim dulezitosti fazového chovani lipidl a teprve neddvno byly poznany jejich nezadouci
efekty na vlastnosti lipidd. Silné ovliviiovani vlastnosti lipida t€émito zna¢kami bylo pozo-
rovano v in vitro studiich, a tak vyvstaly otazky ohledné davéryhodnosti vysledki in vivo
pokusii, zalozenych na vyuziti téchto znacek.™

Jednou z nejcastéji uzivanych fluorescencnich znacek je pyren (Obrazek 4), ktery je hy-
drofobni a nedeformuje vyznamné konformaci znacené lipidové molekuly. Takto znacené
derivaty maji vyuziti v bunécné biologii, membranové biofyzice a biochemii.™ Pyren je vSak
relativné rozmérny, navic fluorescencni mikroskopie s vyuzitim tohoto uhlovodiku je slozita.
Jeho monomery totiz emituji pii vinové délce 380 nm a pouze vysoké koncentrace mohou byt

D ] . S I 16
vizualizovany diky formaci tzv. excimert s emisi pii 470 nm.

7 9¢
° o0

Obr. 4. Struktura fluorescencné znaceného fosfatidylcholinu pomoci pyrenu.15

Fluorescenc¢ni vlastnosti nékterych znacek jsou ovliviiovany prostiedim. Ve studiich pouzi-
vajicich lipidova analoga jsou dulezitymi faktory zmény pH a zmény rozpoustédla, respektive

polarity rozpoustédla, obklopujiciho fluorofor.™

2.5. Fluorescen¢ni ceramidy ve studiu koZni bariéry

Je stale predmétem diskuse, jakym mechanismem exogenni ceramidy regeneruji narusenou
bariérovou funkci kiize. Bylo zjisténo, ze NBD-Cg-ceramid pronikad do jadernych epidermal-
nich bun€k béhem dvou hodin, je transportovan do Golgiho aparatu a nasledné zpralcove'ln.l7’18
NBD-Cg-ceramid je kratkotetézcovy, fluorescenéni NBD-skupinou znaceny ceramidovy ana-
log, Siroce pouzivany vzhledem ke své rozpustnosti. Na zaklad¢ téchto studii byl tak rychly
prinik a metabolismus topicky podanych ceramidl povazovan za mechanismus, jakym cera-
midy, i pfirozen¢ se vyskytujici dlouhotetézcové, regeneruji porusenou kozni bariéru. Avsak
S pfihlédnutim k nedavno popsanym podstatnym rozdiliim mezi analogy s kratkym fetézcem

a prirozenymi ceramidy, tykajicich se role jak v bunécné signalizaci, tak kozni permeabilité,
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vyvstala hypotéza, Ze prinik ceramidi kozni bariérou by mohl byt z4visly na délce acylového
fetézee.!®

K potvrzeni ¢i vyvraceni této domnénky byla pfipravena fada fluorescen¢nich analog s riz-
nou délkou acylového fetézce (6, 12 a 24 uhlikil) a hodnocena jejich penetrace acetonem na-
rusenou a intaktni lidskou kizi. Navic byla srovnavana penetrace NBD-Cy4-ceramidu s NBD-
14S24. 14S24 je nefyziologicky pseudoceramid obsahujici odliSnou polarni hlavu, ale majici
stejnou délku fetézce (Obrazek 5).

Rezy lidské kiize (ptivodni prace Mana a kol. byla provedena s kizi mysi)*’ byly zkou-
many pod fluorescenénim mikroskopem. Fluorescence kratkotetézcového ceramidu NBD-Cg
byla pozorovana v zivé epidermis jak u intaktni, tak i narusené kize, coz je plné v souladu

17
l.

s Manem a kol.”" Naopak ob¢ lipidova analoga o délce acylového fetézce 24 uhliku, tj. NBD-

-Cys-Cer a NBD-14S24, zistala ve vys§sich vrstvach stratum corneum (Obrazek 6)."

HNT(\/\ANH-NBD

O NBD-Cg-Cer

Obr. 5. Struktura NBD-fluorescenéné znacenych ceramidi a pseudoceramidu 14S24.

Pomoci fluorescenéné znacenych analog tedy bylo dokdzano, Ze prinik ceramidi kozni
bariérou je zavisly na délce acylového fetézce a rychlé vychytavani do jadernych epidermal-
nich bunék je specifické pro analoga ceramida s kratkym fetézcem. Pfiina pozorované za-
vislosti v penetraci ceramidii mize souviset s rozdilnym fazovym rozdélovanim a mobilitou

kratko- a dlouhotetézcovych ceramidi, ceramidy s dlouhym fetézcem jsou navic mozna piili§
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hydrofobni, aby se rozdélovaly ze stratum corneum do hydrofilni zivé epidermis.”® Pomoci
permeacnich pokust bylo zjisténo, Ze ceramidy s kratkym acylovym fetézcem zvysSuji kozni

propustnost.*?

Obr. 6. Penetrace exogennich fluorescen¢nich ceramidd s riznou délkou acylového fetézce
a pseudoceramidu 14S24 do lidské ktize. Ceramid znaci zelena fluorescence. Histologické
fezy acetonem narusené kiize znazornény uzitim (a) mikroskopie v jasném poli, (b-f) fluores-
cen¢ni mikroskopie s jadry bun¢k (modfe) obarvenymi barvivem Hoechst 33258. (a) a (b)
kontroly, (c) NBD-Cgs-ceramid, (d) NBD-Cy,-ceramid, (€) NBD-Cy4-ceramid, (f) NBD-14S24.
Méfitko 50 pum.*
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2.6. Polyenové lipidy

Po uziti fluorescenc¢nich znacek v tivodnich studiich membranové fyziky byl zdjem o fluo-
rescen¢ni analoga umocnén fadou studii Pagana a kol. s Zivymi bunikami v 80. letech 20. sto-
leti. Byla uZzita analoga pfirodnich lipidd, v nichz mastnd kyselina byla nahrazena kratkym
fetézcem se Sesti uhliky nesoucim fluorescencni NBD znacku (Ce-NBD). Vyssi rozpustnost
ve vod¢ oproti pfirodnim lipidim umoznila snadné vloZeni do plazmatické membrany. Pozd¢-
ji bylo zjisténo, Ze pouzita analoga maji odlisné vlastnosti od jejich pifirozenych piedloh, a tak
vznikla potieba ptipravit lipidy znacené prirozenéjsimi, méne polarnimi fluorescencénimi sku-
pinami, jako je naptiklad vyse uvedeny uhlovodik pylren.16

Jiz v 70. letech 20. stoleti byla pfedstavena kyselina parinarova (oktadeka-9,11,13,15-
-tetraenova kyselina, rizné geometrické izomery), ptirozené se vyskytujici polyenova mastna
kyselina obsahujici systém c¢tyi konjugovanych dvojnych vazeb (Obrazek 7). Strukturou
a konformaci se blizce podobd bézn¢ se vyskytujicim mastnym kyselindm v membranach.
Byla uzivana pro fyzikalné-chemické studie (za pomoci riznych spektralnich méfeni, napfi-
klad absorp¢niho posunu), pfinesla poznatky z oblasti lipidového uspotadani v membranach
nebo lipid-proteinovych interakei.”> ObtiZnosti spojené s pouzitim parinarové kyseliny viak
vedly k dalsimu vyvoji na poli nenasycenych mastnych kyselin. Novou fluorescen¢ni znac¢kou
s vyhodnéjsimi vlastnostmi se stala oktadekapentaenova Kkyselina (kyselina all-trans-okta-

deka-8,10,12,14,16-pentacnova a jeji 8-cis-izomer).*

HOOC NG NNF trans-Parinarova kyselina

HOOC

=

cis-Parinarova kyselina

Obr. 7. Struktura parinarové kyseliny.*®

Vzhledem ke kratkovinné UV excitaci a emisi je parinarova kyselina nevhodnéa pro mikro-
skopii (jeji emisni vinova délka je 416 nm). Novy zpusob znaceni lipida (viz dale) byl inspi-

rovan pravé parinarovou kyselinou, avSak v fetézci se nenachazi Ctyfi, nybrz pét konjugova-
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nych dvojnych vazeb. Takové systémy, pentaeny, maji absorpcni a emisni spektra posunuta
vice do Cervené oblasti (excitaéni a emisni vinové délky jsou 350 nm, respektive 470 nm).*
Polyenové struktury maji potencial pro Siroké uplatnéni ve studiu riznych jeva spojenych
s lipidy. Zajimavou sondou pro studium buné¢nych lipidovych membran a interakci mezi lipi-
dy navzajem, ¢i mezi lipidy a proteiny jsou polyenové bolaamfifilni molekuly. Jedna se o li-
nearni struktury se dvéma polarnimi termindlnimi skupinami (pfikladem lze uvést skupinu
karboxylovou nebo methylesterovou). Piipravou takovych latek s vhodnou vzdalenosti konco-
vych skupin dojde k pfemosténi lipidové dvojvrstvy, pficemz fluorofor (zde systém Ctyt, péti
¢i Sesti konjugovanych dvojnych vazeb) se nachazi ve stiedové Casti membrélny.zz’23
Kuerschner a kol. uvedli v roce 2005 novy typ lipidové znacky, lipidy obsahujici uhlovodi-
kovy fetézec s péti konjugovanymi dvojnymi vazbami — polyenové lipidy. Polyenové lipidy
diky své struktufe unikatné napodobuji ptirozené lipidy (Obrazek 8), z ¢ehoz vyplyva mini-
malni zména jejich vlastnosti. Pfednosti téchto lipidovych analog pfed analogy vyuZzivajicimi
skupiny NBD ¢i BODIPY byly odhaleny analyzou fdzového rozdélovani v membranach. Bylo
zjisténo, ze bunlky ochotné pfijimaji rizné prekurzory polyenovych lipidu a vytvari o¢ekavané
produkty bez Zadného zietelného poSkozeni vlivem znacky. S pouzitim dvoufotonové excitac-
ni mikroskopie byla zobrazena distribuce polyenovych lipida v Zivych savéich bunkach a vi-

bec poprvé byly usp&ing vizualizovany etherové lipidy, latky dalezité pro funkei mozku.*

(a) (b) (c) (d)

Obr. 8. Modely fluorescen¢nich analog sfingomyelinu (SM). Sfingomyelin se sklada z mast-
né kyseliny, navazané amidovou vazbou (dusik — tmavé modie) ke sfingosinovému fetézci,
ktery je ptes fosfat napojen na cholinovou hlavovou ¢ast (uhlik — ¢erné, vodik — svétle modre,
kyslik — Cerveng). Fluorescenéni znac¢ky jsou znazornény zelenou barvou. (a) NBD-Cs-SM
(polarni NBD-skupina se situuje na fazové rozhrani voda-lipidy), (b) pyren-C1,-SM (hydro-
fobni, avSak rozmérny pyren je zaflenény dovniti membrany), () pentaen-C,s-SM (tfetézec
S péti konjugovanymi dvojnymi vazbami), (d) pfirozeny C1-SM.
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Polyenovou znacku lze inkorporovat do jakéhokoliv lipidu s pfimym uhlovodikovym fe-
tézcem. Vysledkem tak mohou byt nejen fluorescencné znacené sfingolipidy, ale 1 glycerofos-
folipidy, neutralni lipidy a etherové lipidy.**

Je ziejmé, Ze obdobné jako u jinych fluorescencnich znacek, i u polyenovych lipidi se na-
bizi v obecném principu dvoji umisténi fluoroforu. V zavislosti na cilech studia lze ptipravit
naptiklad polyenové ceramidy s konjugovanym systémem dvojnych vazeb ve sfingoidni ¢asti
molekuly, nebo v fetézci mastné kyseliny. Pozici znacky v fetézci lze prizptisobit zaméfeni
studie. Konfigurace prvni dvojné vazby v konjugovaném systému (tj. dvojné vazby nejblizsi
karboxylové skupin¢€) muize byt cis nebo trans, pricemz vysledné geometrické rozdily jsou
podobné rozdilim mezi pfirozenymi Cis-nenasycenymi a nasycenymi mastnymi kyselinami.
Rozdily jsou vSak v ptipadé polyenli mnohem mengi."

Vlastnosti polyenovych lipidi byly studovany pouzitim pokusu fluorescenéniho zhaseni
na zékladé liposomu. Byla znazornéna distribuce rtiznych typt znacenych lipida. V dalSim
vyznamném pokusu byl bunéény metabolismus polyenovych mastnych kyselin srovnavan
s radioaktivné znaCenymi piirodnimi mastnymi kyselinami. Vysledek demonstroval podob-
nost polyenovych mastnych kyselin a ptirodnich mastnych kyselin srovnatelné délky. Penta-
enové mastné kyseliny napodobuji své ptirozené predlohy tvarem a metabolismem a nemaji
vyrazny efekt na zmény fazového chovani. Piesto je tfeba urcitd opatrnost, nebot’ fluorofor
tvofeny systémem konjugovanych dvojnych vazeb by mohl diky své rigidit¢ ovlivnit osud

T . i fns 14,16
znacené latky v biologickém systému.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Chemikalie a pristroje

Chemikalie byly pofizeny od firmy Sigma-Aldrich, pouze v pfipadé N-((2S,3R,E)-1,3-di-
hydroxyoktadec-4-en-2-yl)tetrakosanamidu (ceramidu NS) byla vyuzita ¢ast vytézku ziska-
ného predchozi praci12 (latka je téz komerc¢né dostupnd).

Pro charakterizaci latek byly vyuzity pfistroje Varian Mercury-Vx BB (NMR analyza,
'H pfi 300 MHz a C pii 75 MHz, pozdg&ji *H pii 500 MHz a **C p#i 125 MHz), spektrofoto-
metr Nicolet Impact 400 (IC spektra), LCQ Max advantage (Thermo Finnigan, San Jose,
U.S.A., hmotnostni spektrometrie) a Koflertv pfistroj (méfeni teploty tani pevnych latek).

Tenkovrstva chromatografie byla provadéna na TLC deskach (silikagel 60 Fys4) od firmy
Merck, pii detekci byla pouzita UV lampa, ninhydrin nebo smés CeSQg4, H3[P(M03010)4]
a HySO..

3.2. Syntéza

Byly navrzeny a vyzkouSeny tfi syntézy, béhem nichz byly ziskany prekurzory déle vyuzi-
telné pro ptipravu cilovych latek.

Nejprve jsme se pokusili o reakci Garnerova aldehydu s terminalnim alkynem nesoucim
polyenovy fluorofor (11, syntéza A). Dalsim ptistupem byla ptiprava analogu ceramidu obsa-
hujiciho halogen ve sfingosinové ¢asti (21 a 29), na ktery jsme planovali pfipojit polyenovy
fluorofor pomoci Wittigovy reakce. Chlorderivat 21 byl pfipraven alkynylaci Garnerova

aldehydu (syntéza B), bromderivat 29 Grubbsovou metatezi (syntéza C).
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3.2.1. Syntéza A

Tato prvni syntéza vychazela z aldehydu (2E,4E)-hexa-2,4-dienalu (3) a spocivala v prvni
fazi v ptipravé (2E,4E,6E,8E)-deka-2,4,6,8-tetraenalu (5). ProdlouZeni uhlikového skeletu
vychozi latky o Ctyfi uhliky a dvé konjugované dvojné vazby bylo dosazeno opakovanou
Wittigovou reakci pomoci trifenylfosfoniové soli 2.14.24.25 (2E,4E,6E,8E)-deka-2,4,6,8-tetra-
enal (5) je prvnim z prekurzora piipravy fluorescenénich ceramida.

Pii syntéze A byl (5-chlorpent-1-yn-1-yl)trimethylsilan (6) pfeveden Finkelsteinovou re-
akci na jodderivat 7,%%" ktery s trifenylfosfinem vytvofil ptislusnou trifenylfosfoniovou sil
8.2"% Tato siil, respektive z ni vytvofeny ylid, s (2E,4E,6E,8E)-deka-2,4,6,8-tetraenalem
Wittigovou reakei poskytla chranény alkyn 9, obsahujici po izomerizaci jodem pét konjugo-
vanych trans-dvojnych vazeb.?**33 \/ reakci s tetrabutylammonium-fluoridem doslo k od-
bourani trimethylsilylové chranici funk¢ni skupiny za vzniku slou€eniny s termindlni trojnou
vazbu (11).%% Vznikly alkyn se viak ukézal byt pomé&rné nestabilni, proto poslednim pro-
zkoumanym krokem syntézy byla alkynylace Garnerova aldehydu (12) (5E,7E,9E,11E,13E)-
-pentadeka-5,7,9,11,13-pentaen-1-ynem (11) pomoci butyllithia a hexamethylfosforamidu
(HMPA).*2

Viz Schéma 1.
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Schéma 1. Syntéza A, kde RCOOH je karboxylova kyselina rizné¢ délky. Reakéni kroky zna-
¢ené plnou Sipkou byly vyzkouseny (obdobné ve Schématu 2 a 3).
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3.2.1.1. Priprava ((1,3-dioxolan-2-yl)methyl)trifenylfosfonium-bromidu (2)

CH3;CN/toluen, var

- -
+ PPh > -
B 3 o P"Ph; Br
1 2

100,0 g (598,8 mmol) 2-(brommethyl)-1,3-dioxolanu (1) a 157,0 g (598,6 mmol) trifenylfos-
finu bylo za stalého michani zahtivano k varu pod zpétnym chladi¢em, nejdiive v prostiedi
500 ml acetonitrilu. Aby se podpofila tvorba krystalti produktu 2, bylo v pribéhu reakce asi
polovi¢ni mnozstvi acetonitrilu oddestilovano za snizeného tlaku a nahrazeno toluenem.
Obsah byl po 43 hodinach zfiltrovan, produkt rozsuspendovan v acetonitrilu, opét piefiltrovan
a dikladn¢ vysusen v exsikatoru. Filtrat umistény v mrazicim zatizeni poskytnul dalsi ¢ast
produktu. Celkem bylo ziskano 125,4 g bilé krystalické latky, vytézek cinil 48,8 %. Teplota
tani soli byla 191 °C (literatura uvadi 194-195 °C)24.

Reakce byla znovu provedena se stejnymi navazkami. Vytézek 43,8 %, teplota tani 193 °C.

3.2.1.2. Priprava (2E,4E,6E,8E)-deka-2,4,6,8-tetraenalu (5)

NaH

0 0
g)\/ P*Ph, Br- > g)vPPhe,

2

THF, 45 °C

8!
O)\?PIDhs 0 HCI
OW R <\ T e OA/\M

. 0
THF, 4 THF, lab. t.
3 4°C 18 4

Ke 44,3 g (103,3 mmol) trifenylfosfoniové soli 2 bylo za stalého michani pfidano 3.8 ¢
(95,8 mmol) hydridu sodného (60% v parafinovém oleji) a smés byla suspendovana pod at-
mosférou dusiku ve 250 ml suchého tetrahydrofuranu (THF) pti 45 °C. Po piidani hydridu
sodného se uvolioval plynny vodik a reakéni smés se zbarvila do oranzova. Po skonceni
vyvoje vodiku byla smés zchlazena na 4 °C a injekéni stiikaCkou bylo ptikapano 9,2 g
(10,6 ml, 95,7 mmol) (2E,4E)-hexa-2,4-dienalu (3) v 10 ml THF tak, aby teplota reak¢ni

smési nestoupla na vice nez 10 °C. Reakéni smés ztmavla. Po 1 hodin€ michani pii 50 °C
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bylo rozpoustédlo za snizeného tlaku oddestilovano, zbytek byl extrahovan hexanem a extrakt
prefiltrovan pres vrstvu silikagelu. Oddestilovanim rozpoustédla byla ziskana pevna latka,
ktera byla dale rozpusténa v 90 ml THF a michéana za laboratorni teploty 1 hodinu s 6 ml 12%
kyseliny chlorovodikové. Po neutralizaci hydrogenuhli¢itanem sodnym byla smés opakované
vytfepavana hexanem (3 x 100 ml) a destilovanou vodou (20 ml). Z hexanové vrstvy bylo
po odstranéni zbytku vody bezvodym siranem sodnym a ndslednym piefiltrovanim pfes vatu
odstranéno rozpoustédlo na vakuové rotaéni odparce. Bylo ziskano 12,4 g (2E,4E,6E)-okta-

-2,4,6-trienalu (4, Zluta pevna latka), ktery byl bez ptecisténi pouzit do dalsi reakce.

<\O
P 0P 0 HCl P
/\/\/\/\ _ <\ EEE— .
o~ o o o~ o~ OM

THF, 4 °C THF, lab. t.
4 5

Vyse uvedeny postup byl zopakovan se 40,3 g (93,9 mmol) trifenylfosfoniové soli 2 a 3,59
(86,8 mmol) NaH (60% v parafinovém oleji). Bylo ptidano 12,4 g (101,5 mmol) (2E,4E,6E)-
-okta-2,4,6-trienalu (4) v 10 ml THF. Chranici skupina byla odstranéna vySe uvedenym po-
stupem a rozdélenim 12,2 g vysledné smési na silikagelu (mobilni faze hexan/ethyl-acetat
(EtOACc) 4:1) bylo vyizolovano 2,9 g ¢istého (2E,4E,6E,8E)-deka-2,4,6,8-tetraenalu (5),
oranzove pevné latky. Vytézek téchto dvou po sobé jdoucich reakci byl 20,7 %.

Ob¢ reakce byly jesté jednou zopakovany s celkovym vytézkem 19,0 %.

(2E,4E,6E,8E)-Deka-2,4,6,8-tetraenal (5)

Oranzova pevna latka, teplota tani 86-88 °C, mol. hm. 148,20 g/mol. TLC: mobilni faze
hexan/EtOAc 4:1, Ry=0,62. *H NMR (500 MHz, THF-dg): 6 = 9.52 (1H, d, J = 7.9 Hz,
COH), 7.20 (1H, dd, J; = 15.2 Hz, J, = 11.2 Hz, C-3), 6.74 (1H, dd, J; = 14.7 Hz, J, = 11.2
Hz, C-4), 6.47 (2H, dd, J; = 14.8 Hz, J, = 11.2 Hz, 2 =CH), 6.30-6.15 (2H, m, 2 =CH), 6.07
(1H, dd, J; = 15.2 Hz, J, = 7.9 Hz, C-2), 5.95-5.80 (1H, m, C-9), 1.80 (3H, d, J = 7.5, C-10).
B3C NMR (125 MHz, THF): § = 192.7, 152.0, 143.3, 139.4, 134.1, 132.8, 131.9, 130.6, 130.5,
18.6. IR (ATR): vmax 3015, 2759, 2730, 1912, 1671, 1658, 1589, 1108, 995 cm™.
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3.2.1.3. Priprava (5-jodpent-1-yn-1-yl)trimethylsilanu (7)

TMS TMS

\/\/Cl - Nal g \/\/|

aceton, var

7,09 (39,9 mmol) (5-chlorpent-1-yn-1-yDtrimethylsilanu (6) a 9,0 g (60,0 mmol) jodidu
sodného bylo zahfivano k varu za stalého michani pod zpétnym chladicem v 50 ml acetonu
po dobu 24 hodin. Vzniklé reakéni smés byla rozdélena mezi hexan a vodu a n€kolikrat extra-
hovéna hexanem (3 X 80 ml). Hexanové frakce byly promyty vodou a po vysuSeni NaySO,
zahustény. Bylo ziskano 9,8 g (5-jodpent-1-yn-1-yl)trimethylsilanu (7), vytézek této reakce
¢inil 92,7 %.

Reakce byla znovu zopakovana s 10,0 g (57,2 mmol) (5-chlorpent-1-yn-1-yl)trimethylsilanu
(6), 13,1 g (87,5 mmol) Nal v 80 ml acetonu. Bylo ziskano 12,9 g produktu 7, vytézek Cinil
84,8 %.

3.2.1.4. Priprava trifenyl(5-(trimethylsilyl)pent-4-yn-1-yl)fosfonium-jodidu (8)
T™S T™S

\/\/I * PPh3 > \/\/P+Ph3 r
toluen, var

7 8

9,8 g (36,9 mmol) (5-jodpent-1-yn-1-yl)trimethylsilanu (7) a 9,7 g (36,9 mmol) trifenylfos-
finu bylo v 50 ml toluenu za stalého michani zahfivano k varu 18 hodin pod zpétnym chladi-
¢em, reakéni smés se vzniklymi krystaly produktu byla nasledné zfiltrovana. Bylo ziskdano
16,35 g trifenylfosfoniové soli 8 — bilé krystalické latky. Vytézek reakce Cinil 83,8 %. Teplota
tani 233-235 °C.

Reakce byla znovu zopakovana s vytézkem 80,8 %.
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Trifenyl(5-(trimethylsilyl)pent-4-yn-1-yl)fosfonium-jodid (8)

Bila krystalické latka, teplota tani 233-235 °C, mol. hm. 528,48 g/mol. *H NMR (300 MHz,
CDCls): 6 = 7.85-7.65 (15H, m, 3 CgHs), 3.90-3.75 (2H, m, C-1), 2.65 (2H, t, J = 6.2, C-3),
1.95-1.75 (2H, m, C-2), 0.15-0.05 (9H, m, 3 CHs). *C NMR (75 MHz, CDCl5): ¢ = 135.2,
135.1, 133.6, 133.5, 130.6, 130.4, 118.4, 117.3, 105.1, 86.6, 22.0, 21.3, 20.4, 0.0. IR (ATR):
vmax 2169, 1585, 1485, 1440, 1247, 1110, 994, 734, 689 cm™.

3.2.1.5. Priprava trimethyl((7E,9E,11E,13E)-pentadeka-5,7,9,11,13-pentaen-1-yn-1-
-yDsilanu (9)

™S NaHMDSA T™S

NN _ I NN
\/\/P Ph3 I THF’ 0 °C ~ 3
8

2,85 g (5,4 mmol) trifenyl(5-(trimethylsilyl)pent-4-yn-1-yl)fosfonium-jodidu (8) bylo za sta-
1¢ho michéani suspendovéano v suchém THF pod atmosférou dusiku. Po ochlazeni na 0 °C byla
ptikapana injek¢ni stiikackou baze — 2,7 ml (5,4 mmol) bis(trimethylsilyl)Jamidu sodného
(NaHMDSA, 2M roztok v THF). Reak¢éni smés byla pfi teploté¢ 0 °C michdna 1 hodinu. Sus-
penze se postupné zbarvila do oranzova a pak se uplné rozpustila. Pii teploté -70 °C bylo
po kapkach injekéni stiikackou ptidano 0,40 g (2,7 mmol) (2E,4E,6E,8E)-deka-2,4,6,8-tetra-
enalu (5) rozpusténého v suchém THF, reakéni smés byla michana 2 hodiny pfi stejné teploté
a po vypnuti chladiciho zafizeni jeji teplota pomalu vystoupala na teplotu laboratorni. Vznikla
tmaveé hnéda suspenze, ke které bylo pfidano 50 ml nasyceného roztoku chloridu amonného.
Po 15 minutdch michani byla smés extrahovana hexanem (3 X 70 ml), hexanové frakce byly
vytfepany vodou a po vysuSeni organické frakce Na,SO, a prefiltrovani pres vatu bylo roz-
poustédlo oddestilovano za snizené¢ho tlaku. Produkt byl ptedcistén sloupcovou chromatogra-

fii na silikagelu (mobilni faze hexan/EtOAc 19:1), zejména kvuli odstranéni zbytku trifenyl-
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fosfinoxidu. Bylo ziskano 1,2 g zIuté smési, ktera byla bez dalsiho precisténi pouzita do dalsi
reakce.

Reakce byla zopakovana, k separaci na silikagelu byla pouzita mobilni faze hexan/EtOAc
50:1. Vytézek 0 % (viz Vysledky a diskuse).

Vzhledem k nestabilité produktu bylo 9,1 g zahusténé reakéni smési, ziskané pii zopakovani

reakce, bez piecisténi pouzito do dalsi reakce.

3.2.1.6. Izomerizace trimethyl((7E,9E,11E,13E)-pentadeka-5,7,9,11,13-pentaen-1-yn-1-

-yDsilanu (9)
T™MS. I ™S,
\/ﬂk/\/\/\/\/\ > oS Z
hexan, var 5
9 10

K produktu z piedchozi reakce (9), rozpusténém v hexanu (oranZovy roztok), byl za varu
pod zpétnym chladi¢em v atmosféte dusiku pfidan roztok jodu v hexanu az na ¢erveny roztok.
Smés byla takto michana 30 minut. Po oddestilovani rozpoustédla byla pevna smés piimo na-
nesena na silikagel a pfecisténa sloupcovou chromatografii (mobilni faze hexan/EtOAc 30:1).
Bylo ziskano 0,50 g ¢istého trimethyl((5E,7E,9E,11E,13E)-pentadeka-5,7,9,11,13-pentaen-1-
-yn-1-yhsilanu (10). Vytézek reakci 3.2.1.5. a 3.2.1.6. ¢inil 68,5 %.

Izomerizace polyenu byla pii zopakovani provedena za mirngjSich podminek nez poprvé.
K hexanovému roztoku produktu (9) byl pfidavan roztok jodu v hexanu az do ¢erveného zbar-
veni a soustava byla michana za laboratorni teploty 1 hodinu. Po reakci bylo zahuSténim
do sucha ziskdno 7,2 g pevné smési, ktera byla nasledné chromatograficky separovana
(mobilni faze hexan/EtOAc 80:1). Procesem bylo vyizolovdno 2,7 g témét bilé pevné smési
s produktem, kterd byla znovu podrobena chromatografickému pieciSténi (mobilni faze
hexan/EtOAc 100:1). Ziskdna byla opét smés latek s produktem. Tato smés byla dale
chromatograficky rozdé€lovana, jako mobilni faze byla pouzita smés hexan/EtOAc/triethyl-
amin (TEA) 100:1:1. Produkt se nepodafilo ziskat. Vytézek 0 %.

Znovu byla izomeriza¢ni reakce provedena ptidanim hexanového roztoku jodu a zahtivanim
k varu 30 minut pod zpétnym chladicem za stalého michani. Oddestilovanim rozpoustédla
za snizeného tlaku vznikla oranzova smés o hmotnosti 350 mg, ktera byla bez ptecisténi po-

uzita do dalsi reakce.
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Trimethyl((5E,7E,9E,11E,13E)-pentadeka-5,7,9,11,13-pentaen-1-yn-1-yl)silan (10)

Zluta pevna latka, mol. hm. 270,48 g/mol. TLC: mobilni faze hexan/EtOAc 4:1, R =0,98;
mobilni faze hexan/EtOAc 30:1, Rf=0,76; mobilni faze hexan, R¢=0,34. 'H NMR (300
MHz, CDCl3): ¢ = 6.30-6.05 (8H, m, 8 =CH), 5.80-5.65 (2H, m, C-5 + C-14), 2.35-2.25 (4H,
m, 2 CH,), 1.79 (3H, d, J = 6.5 Hz, C-15), 0.20-0.10 (9H, m, 3 CH3). *C NMR (75 MHz,
CDCl3): 0 = 133.1, 132.9, 132.6, 132.4, 132.3, 132.0, 131.8, 130.6, 130.1, 106.6, 85.1, 34.7,
22.7,18.4,0.1. IR (ATR): vmax 3010, 2175, 1457, 1377, 1249, 1000, 840, 759 cm™.

3.2.1.7. Priprava (5E,7E,9E,11E,13E)-pentadeka-5,7,9,11,13-pentaen-1-ynu (11)

TMS TBAF

N = > \WW\/\

5 THF, lab. t.
10 11

K 350 mg surového chranéného alkynu 10 v THF bylo za laboratorni teploty v atmosféie du-
siku piikapano injekéni stiikackou 1,6 ml (1,60 mmol) roztoku tetrabutylammonium-fluoridu
(TBAF) v THF. Roztok mirn¢ zhnédl. Vzhled soustavy se po 2 hodinach michani dale nemé-
nil, bylo pfidano jest¢ 1,0 ml (1,00 mmol) roztoku TBAF v THF. Po dalsi hodiné michani byl
ptidan nasyceny roztok NH4CI (40 ml) a reakéni smés byla extrahovana hexanem (3 x 70 ml).
Organicka vrstva byla vysuSena Na,SQO,, ptefiltrovana ptes vatu a jejim zahusténim bylo zis-
kano 150 mg smési s produktem 11.

Tato latka se vSak ukazala byt velmi nestabilni, proto byla reakce provedena znovu a 80 mg

vysledné smési bylo bez chromatografického ¢isténi pouzito do dalsi reakce.
(5E,7E,9E,11E,13E)-Pentadeka-5,7,9,11,13-pentaen-1-yn (11)

Slab¢ zluta voskovita pevna latka, mol. hm. 198,30 g/mol. TLC: mobilni faze hexan/EtOAc
20:1, R = 0,62; mobilni faze hexan se stopami EtOAc, R = 0,88.

27



3.2.1.8. Priprava (S)-terc-butyl-4-((R,6E,8E,10E,12E,14E)-1-hydroxyhexadeka-
-6,8,10,12,14-pentaen-2-yn-1-yl)-2,2-dimethyloxazolidin-3-karboxylatu (13)

| C
O/ﬁ) + W +Buli + HAIPA —— » O A _
N, . N,
BOC 5 THF, -70 C BOC 5

1
12 13

f{Boc = ;%ofoj<

80 mg neptecisténého alkynu 11 z ptedchozi reakce bylo rozpusténo v 5 ml suchého THF.
Po ochlazeni na -70 °C v atmosféfe dusiku bylo za stdlého michani piikapano injekéni
stiikackou 0,30 ml (0,49 mmol) 1,6M roztoku butyllithia v hexanu. Po 1,5 hodiné¢ michani
pii -70 °C byl piikapan roztok 95 mg (0,40 mmol) Garnerova aldehydu (12, (S)-terc-butyl-4-
-formyl-2,2-dimethyloxazolidin-3-karboxylat) a 0,14 ml (0,81 mmol) hexamethylfosforami-
du ve 4 ml suchého THF. Chlazeni bylo vypnuto a za dvé hodiny byl ptidan nasyceny roztok
NH,4CI (30 ml). Po extrakci ethyl-acetatem (3 x 100 ml) byla organicka faze vysusena Na,SO,
a rozpoustédlo bylo odpatfeno za snizeného tlaku. 227 mg pevné smési bylo precisténo sloup-
covou chromatografii na silikagelu (mobilni faze hexan/EtOAc 9:1). Bylo ziskano 17 mg
produktu 13, vytézek reakci 3.2.1.5. az 3.2.1.8. ¢inil 0,8 %. Krom¢ produktu se separa¢nim

procesem podafilo vyizolovat 35 mg nezreagované vychozi latky 11.

(S)-terc-Butyl-4-((R,6E,8E,10E,12E,14E)-1-hydroxyhexadeka-6,8,10,12,14-pentaen-2-yn-
-1-yl)-2,2-dimethyloxazolidin-3-karboxylat (13)

Zluta pevna latka, mol. hm. 427,58 g/mol. TLC: mobilni faze hexan/EtOAc 4:1, R;=0,41.
'H NMR (300 MHz, CDCls): § = 6.30-6.05 (8H, m, 8 =CH), 5.80-5.65 (2H, m, C-6 + C-15),
4.75-4.45 (2H, m, 2 CH), 4.20-3.85 (3H, m, 2 CH + OH), 2.35-2.25 (4H, m, 2 CH,), 1.78
(3H, d, J = 6.8 Hz, C-16), 1.55-1.40 (15H, m, 5 CHs). *C NMR (125 MHz, CDCls): 6 =
152.8, 135.8, 133.1, 133.0, 132.5, 132.2, 131.9, 130.5, 130.1, 129.7, 94.9, 81.3, 79.1, 65.0,
64.2, 62.7, 34.2, 28.4, 25.8, 22.7, 18.4. IR (ATR): vmax 2925, 2361, 1691, 1365, 1000 cm™.
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3.2.2. Syntéza B

Uvodnim krokem syntézy B byla alkynylace Garnerova aldehydu (12) 5-chlorpent-1-ynem
(14) za Gasti butyllithia a HMPA.* Odbouranim chranicich skupin v prostfedi 1M HCl a di-
oxanu vznikl analog sfingosinu 16, jehoz volné hydroxylové skupiny bylo potieba pro dalsi
reakce ochranit. Zvolenou chranici funkéni skupinou byla skupina terc-butyldimethylsilylova
(TBS), jako reakéni inidlo byl pouzit terc-butyldimethylsilylchlorid (TBSCI).** Nasledovala
acylace primarni aminoskupiny chranéného sfingosinu 17 karboxylovou kyselinou, v nasem
piipadé kyselinou lignocerovou, pomoci 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu
(WSC) a 1-hydroxypyrrolidin-2,5-dionu (HO-SI, N-hydroxysukcinimid).34 Vznikly ceramid
19 byl podroben redukei trojné vazby lithiem v ethylaminu.®>%%’
Viz Schéma 2.
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Schéma 2. Syntéza B, kde RCOOH je Cy3H47COOH.
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3.2.2.1. Priprava (S)-terc-butyl-4-((R)-6-chlor-1-hydroxyhex-2-yn-1-yl)-2,2-
-dimethyloxazolidin-3-karboxylatu (15)

O

| o
o/ﬁ) * N\ _~_o + B+ oA ——= 7T ¢
N, THF, -70 °C N,
Boc 14 Boc

12 15

492 mg (0,50 ml, 4,8 mmol) 5-chlorpent-1-ynu (14) bylo rozpusténo za stalého michani
ve 30 ml suchého THF pod atmosférou dusiku. Po ochlazeni roztoku na -70 °C byly injekéni
sttikackou ptikapany 3 ml (4,8 mmol) 1,6M roztoku butyllithia v hexanu. Reakéni smés byla
michana 1 hodinu pii teploté -70 °C a poté bylo piikapano 1,4 ml (8,0 mmol) HMPA a roztok
917 mg (0,87 ml, 4,0 mmol) Garnerova aldehydu (12) ve 20 ml suchého THF. Po 1 hodiné
michani pfi teploté -70 °C bylo chlazeni vypnuto. Podle TLC (mobilni faze hexan/EtOAc 4:1)
provedeného za dalsi 2 hodiny ve vzorku reak¢ni smési jiz nebyl pfitomen nezreagovany
Garnertuv aldehyd. Bylo pfidano 50 ml nasyceného roztoku NH4Cl a smés byla extrahovana
ethyl-acetatem (4 x 100 ml). Organicka faze byla vysuSena Na,SO4 a zahu$téna na rotacni
vakuové odparce. Precisténim sloupcovou chromatografii (mobilni faze hexan/EtOAc 9:1)

bylo ziskano 1226 mg produktu 15, olejovité kapalné lehce nazloutlé latky. Vytézek reakce
¢inil 92,4 %.

(S)-terc-Butyl-4-((R)-6-chlor-1-hydroxyhex-2-yn-1-yl)-2,2-dimethyloxazolidin-3-
-karboxylat (15)

Olejovita lehce nazloutla kapalina, mol. hm. 331,83 g/mol. TLC: mobilni faze hexan/EtOAc
4:1, Ry=0,31. 'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 4.50 (1H, bs, CH); 4.20-3.80 (4H, m, CH
+ CH; + OH); 3.62 (2H, t, J = 6.4 Hz, C-6); 2.40 (2H, dt, J; = 6.8 Hz, J, = 1.9 Hz, C-4); 2.00-
1.90 (2H, m, C-5); 1.55-1.45 (15H, m, 5 CHs). *C NMR (75 MHz, CDCl5): 6 = 152.8, 95.0,
84.4,815,79.1,77.2,65.1, 64.4,43.5,31.2, 28.3, 25.8, 16.2.
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3.2.2.2. Priprava (2S,3R)-2-amino-8-chlorokt-4-yn-1,3-diolu (16)

OH 1. 1M HCl/dioxan OH

2. 1M NaOH H
om > Ho
N, cl var /Y\/VCI
Boc NH,

15 16

1204 mg (3,63 mmol) chranéného alkynu 15 z ptedchozi reakce bylo za stalého michani
rozpusténo ve 100 ml smési 1M HCI a dioxanu (v poméru 1:1) a zahtivano k varu pod zpét-
nym chladicem. Po 3 hodinach podle TLC nebyla v reakéni smési piitomna nezreagovana
vychozi latka. TLC bylo provedeno s mobilnimi fazemi butanol/kyselina octova/voda 4:1:1
(produkt Rf=0,59) a dichlormethan/methanol/triethylamin 40:10:1 (produkt R;=0,66).
Za laboratorni teploty byla vodna faze alkalizovana 1M roztokem NaOH na pH ~ 10 a na-
sledn¢ extrahovana ethyl-acetatem (5 X 100 ml). Organicka vrstva byla vysusena bezvodym
Na,SO,, prefiltrovana pies vatu a zahusténa na rotatni vakuové odparce. Bylo ziskano

607 mg hnédé olejovité latky 16. Produkt byl bez piecisténi pouzit do dalsi reakce.

3.2.2.3. Priprava (5R,6S)-5-(5-chlorpent-1-yn-1-yl)-2,2,3,3,9,9,10,10-oktamethyl-4,8-

-dioxa-3,9-disilaundekan-6-aminu (17)

OH
: NH

HO/\‘/\/\/ + >L | + / »

\ CI . -

NH, Sy C 7 DMF, 0 °C - lab. t.

N
16
oTBS
— » TBSO
/Y\/\/CI Sli
NH, TBSO = -~ 0O
I\./V\l'\lv‘
17

607 mg nepiecisténé¢ho (2S,3R)-2-amino-8-chlorokt-4-yn-1,3-diolu (16) bylo za stalého mi-
chani rozpusténo ve 25 ml suchého dimethylformamidu (DMF) pod atmosférou dusiku.

Po ochlazeni roztoku na 0 °C byl injekéni stiikackou pies septum prikapan roztok 2864 mg
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(19,00 mmol) terc-butyldimethylsilylchloridu a 1294 mg (19,00 mmol) imidazolu v suchém
DMEF. Nasledn¢ byla reakéni smés vyjmuta z ledové lazn¢ a michana 2 hodiny pii laboratorni
teploté. Podle TLC (mobilni faze hexan/EtOAc 9:1) jiz byla vychozi latka zcela zreagovana.
Bylo pfidano 50 ml vody, smés byla vytfepavana diethyletherem (4 x 70 ml), spojené
etherové podily byly jesté jednou vytfepavany vodou a po vysuSeni bezvodym Na,SO, byla
organické faze zahuSténa za snizen¢ho tlaku. Vznikly produkt 17 byl ¢iStén sloupcovou
chromatografii (mobilni faze hexan/EtOAc — zpocatku 7:1, poté 5:1). Bylo vyizolovano
861 mg nazloutlé olejovité kapaliny — ¢istého produktu.

Vytézek téchto dvou reakci Cinil 56,5 %.

(5R,6S)-5-(5-Chlorpent-1-yn-1-yl)-2,2,3,3,9,9,10,10-oktamethyl-4,8-dioxa-3,9-
-disilaundekan-6-amin (17)

Slab¢ zluta olejovita kapalina, mol. hm. 420,18 g/mol. TLC: mobilni faze hexan/EtOAc 9:1,
Ri=0,12. '"H NMR (500 MHz, CDCl3): § = 5.77 (2H, d, J = 8.8 Hz, NH,); 4.40 (1H, d,
J=5.9 Hz, C-3); 3.80 (1H, dd, J; = 10.1 Hz, J, = 4.6 Hz, C-1); 3.69 (1H, dd, J; = 10.1 Hz,
J, = 4.9 Hz, C-1); 3.65-3.60 (2H, m, C-8); 2.85-2.75 (1H, m, C-2); 2.45-2.35 (2H, m, C-6);
2.00-1.90 (2H, m, C-7); 0.95-0.85 (18H, m, 6 CH3); 0.15-0.05 (12H, m, 4 CHs). *C NMR
(125 MHz, CDCls): ¢ = 86.2, 84.3, 65.4, 63.8, 58.7, 43.5, 31.3, 31.0, 25.9, 25.8, 25.7, 16.1,
-4.6, -5.1.

3.2.2.4. Priprava N-((5R,6S)-5-(5-chlorpent-1-yn-1-yl)-2,2,3,3,9,9,10,10-oktamethyl-4,8-
-dioxa-3,9-disilaundekan-6-yl)tetrakosanamidu (19)

OTBS
|
TBSON + CygHy;7COOH  + _N N
X Cl 23t47 O
NH, SN
18
17
OTBS
(@) H
TBSO
+ q > NH X Cl
4 "OH CH,Cl,, 0 °C - lab. t.
07 "CosHygr
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309 mg (0,84 mmol) lignocerové kyseliny (18), 130 mg (0,15 ml, 0,84 mmol) WSC a 96 mg
(0,84 mmol) HO-SI bylo za stalého michani rozpusténo v 15 ml suchého dichlormethanu.
Po ochlazeni roztoku na 0 °C bylo injek¢ni stiikackou ptikapano 320 mg (0,76 mmol) chrané-
ného sfingosinu 17, rozpusténého ve 3 ml suchého CH,Cl,. Reakéni smés byla nasledné mi-
chéana pfi laboratorni teploté 18 hodin. Pribeh reakce byl monitorovan pomoci TLC (mobilni
faze hexan/EtOAc 6:1 a 4:1, didle CHCl3/MeOH 50:1). Nasledovala izolace produktu vytte-
pavanim reakéni smési 12% HCI (60 ml) a poté vodou s piidavkem 10% roztoku NaCl
(2 x 60 ml). Vodné faze byly extrahovany CH,Cl, (2 x 50 ml) a organické podily spojeny,
vysuseny Na,SO, a zahustény na rotacni vakuové odparce. Vznikla téméf bila pevna smes,
ktera byla podrobena chromatografické separaci (mobilni faze CHCls). Vysledkem bylo
250 mg cisté latky, kterd byla pouzita do dalsi reakce jesté pred obdrzenim vysledkit NMR
analyzy. Tato latka na TLC (mobilni faze CHCl3) s R = 0,38 byla mylné povazovana za zada-
ny produkt. Na zakladé NMR analyzy bylo zjisténo, Ze se jednd o sukcinimidylester ligno-
cerové kyseliny (20, Obrazek 9). Chromatografii bylo déale ziskdno 262 mg smési latek
s zadanym produktem 19 (hlavni podil vSak tvofil vySe popsany ester lignocerové kyseliny),
kterou se nepodatilo opétovnou separaci (mobilni faze CHClg/hexan 4:1) rozdélit, byla proto

pouzita dale jako sm¢s.

o O
C23H47‘<
O-N
)
20

Obr. 9. Sukcinimidylester kyseliny lignocerové.

Reakce byla jesté jednou zopakovana. Po extrakci byly ve smési ptitomny na TLC (mobilni
faze hexan/EtOAc 4:1) dv€ hlavni skvrny — Zadaného ceramidu 19 (R; = 0,73) a sukcinimid-
ylesteru kyseliny lignocerové (20, Rs = 0,32). Postfikem TLC zaznamu roztokem ninhydrinu
bylo ovéieno, ze ve smési latek neni pfitomen vychozi sfingosin s volnou priméarni amino-
skupinou. Vznikly produkt byl izolovan sloupcovou chromatografii (jako mobilni faze byla
pouzita smés hexan/EtOAc 4:1 — tato mobilni faze byla vhodnéj$i nez plivodné pouzity
chloroform). Bylo ziskano 110 mg ceramidu 19, jednalo se o vysoce viskdzni olejovitou ¢irou

latku. Vytézek reakce €inil 30,0 %. Latka byla potvrzena NMR spektry.
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N-((5R,6S)-5-(5-Chlorpent-1-yn-1-yl)-2,2,3,3,9,9,10,10-oktamethyl-4,8-dioxa-3,9-
-disilaundekan-6-yl)tetrakosanamid (19)

Viskozni olejovita ¢ird kapalina, mol. hm. 770,80 g/mol. TLC: mobilni fdze hexan/EtOAc
4:1, Ry =0,73. *H NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 5.64 (1H, d, J = 8.6 Hz, NH); 4.59 (1H, d,
J=5.5 Hz, C-3); 4.10-4.05 (1H, m, C-2); 3.82 (1H, dd, J; = 10.2 Hz, J, = 4.7 Hz, C-1); 3.63
(2H, t, J = 6.3 Hz, C-8); 3.65-3.60 (1H, m, C-1); 2.40 (2H, dt, J; = 6.8 Hz, J, = 1.9 Hz, C-6);
2.17 (2H, t, J = 7.5 Hz, C-2"); 1.95-1.90 (2H, m, C-7); 1.65-1.55 (2H, m, C-3"); 1.35-1.20
(40H, m, 20 CHy); 0.95-0.85 (21H, m, 2 tBu + C-24"; 0.12 (3H, s, Si-CHs), 0.08 (3H, s,
Si-CHs), 0.05 (6H, s, 2 Si-CHs). *C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 172.8, 84.3, 79.8, 62.4,
61.3, 55.4, 43.6, 37.1, 31.9, 31.1, 29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 25.8, 25.7, 22.7, 18.2, 16.1,
14.1,-4.6, -5.1, -5.3.

Sukcinimidylester Kyseliny lignocerové (20)

Mol. hm. 465,71 g/mol. TLC: mobilni faze CHCls, R¢ = 0,38. *H NMR (300 MHz, CDCls):
5= 2.83 (4H, s, 2 CHy), 2.60 (2H, t, J = 7.5 Hz, CHj), 1.80-1.65 (2H, m, CH,), 1.45-1.15
(40H, m, 20 CH,), 0.90-0.85 (3H, m, CHs). *C NMR (75 MHz, CDCls): 6 = 169.2, 168.7,
31.9, 30.9, 29.7, 29.5, 29.3, 29.1, 28.8, 25.8, 25.7, 25.6, 24.6, 22.7, 14.1.

3.2.2.5. Priprava N-((5R,6S)-5-((E)-5-chlorpent-1-en-1-yl)-2,2,3,3,9,9,10,10-oktamethy!I-
-4,8-dioxa-3,9-disilaundekan-6-yl)tetrakosanamidu (21)

QTBS QTBS
TBSONCI LiI/EtNH, TBSO/\‘/W\/Cl
NH 75 °C HNT]/CZSHM

07 "Co3Hs7 o
19 21

Do barnky bylo ke 34 mg (4,87 mmol) kovového lithia (nakrajeného nozem na platky o délce
asi 1 mm) pfidano 7 ml ethylaminu. Béhem 3 hodin stalého michani pfti teploté -75 °C pod at-
mosférou dusiku se lithium zcela rozpustilo — vznikl temné modry roztok. Roztok 250 mg
(0,32 mmol) ¢istého produktu z ptedchozi reakce ve 4 ml suchého THF byl k roztoku lithia
piikapan injekcni stiikackou pres septum. Reakéni smés zlistala zabarvena tmaveé modie a by-

la dale michana 1 hodinu pfi teploté -75 °C. Reakce byla ukonéena piidanim pevného NH,CI
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a ethylamin byl odstranén proudem dusiku. Vznikly produkt byl poté Ctyfikrat extrahovan
soustavou CHCI3/H,O (s ptidavkem 10% roztoku NaCl). Organicka faze byla vysuSena bez-
vodym Na,SO, a zahusténa do sucha na rota¢ni vakuové odparce.

Reakce byla stejnym zplisobem provedena s 262 mg vyizolované smési z predchozi reakce.
Bylo pouzito 35 mg (5,10 mmol) kovového lithia.

Ziskané smési latek byly separovany sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni faze
CHCls/hexan 5:1). Podatilo se vyizolovat 67 mg bilé pevné latky (na TLC s mobilni fazi
CHCl3/hexan 5:1 R; = 0,28). Podle NMR analyzy se jednalo o ethylamid kyseliny lignocerové
(22, Obrazek 10), pouze se stopami zadaného produktu 21, proto byly ostatni frakce z chro-
matografie sloueny a znovu chromatograficky separovany (mobilni faize CHCl;3). 20 mg
ziskaného podilu bylo podrobeno NMR analyze. Bylo zjisténo, Ze se jednd o znecistény mo-

nosilylovany ceramid.

(@]
CosHy7 ”/\

22

Obr. 10. Ethylamid kyseliny lignocerové.

Reakce byla zopakovana. 15 mg (2,14 mmol) kovového lithia bylo nakrajeno na platky
do banky pod atmosférou dusiku. Bylo vstiiknuto jehlou 10 ml ethylaminu. Ani po 3 hodi-
nach michani pii teploté -70 °C nebylo lithium v ethylaminu rozpusténé. Pii teploté vyssi
nez -20 °C se lithium zacalo rozpoustét na tmaveé modry roztok, ale pfi podchlazeni se pti
zhruba -50 °C zacal roztok zpét odbarvovat a postupné se zluté zakalil.

Pii dalsim pokusu bylo pouzito 50 mg (7,20 mmol) lithia nakrajeného na kousky, které byly
pied vlozenim do banky kratce ponofeny do methanolu, nasledné do diethyletheru a oplach-
nuty hexanem. Po 3 hodinach michani v 10 ml ethylaminu pfi teploté -10 °C bylo lithium
rozpu$téno na tmav€é modry roztok. Do roztoku bylo pomalu ptfikapano injekéni stfikackou
110 mg (0,14 mmol) chranéného ceramidu 19 ve 2 ml suchého THF. Reak¢ni smés byla
1 hodinu michana pfi teploté -10 °C, reakce byla poté ukoncena piidavkem pevného NH,CI
a ethylamin byl odstranén proudem dusiku. Zbytek byl vytfepavan CHCl3 (4 x 30 ml) a 50 ml
vody, spojené chloroformové podily byly jesté promyty 50 ml vody, nasledné vysuSeny bez-

vodym NapSO, a rozpoustédlo bylo oddestilovdno za snizeného tlaku. Vznikld oranzovo-
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hnéda smés byla chromatograficky separovana na silikagelu (mobilni faze CHCl3). 22 mg

vyizolovaného podilu tvotil monosilylovany produkt 23a/23b (Obrazek 11) s necistotami.

oTBS oH
HOW\/\/ ¢l TBSO S cl
HN \H/C23H47 HN \”/023H47
@] 0]
23a 23b

Obr. 11. Monosilylovany produkt redukéni reakce 3.2.2.5.

Ethylamid kyseliny lignocerové (22)
Bila pevna latka, mol. hm. 395,71 g/mol. TLC: mobilni faze CHCls/hexan 5:1, R;=0,28.
'H NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 5.55-5.30 (1H, m, NH), 3.35-3.20 (2H, m, C-1), 2.14 (2H, t,
J=7.3 Hz, C-2'), 1.70-1.55 (2H, m, C-3"), 1.40-1.20 (40H, m, 20 CH,), 1.13 (3H, t, J=7.3 Hz,
C-2), 0.95-0.80 (3H, m, C-24"). **C NMR (75 MHz, CDCl5): 6 = 173.0, 36.9, 34.3, 31.9, 29.7,
29.6, 29.5, 29.3, 25.8, 22.7, 14.9, 14.1.

N-((2S,3R,E)-3-((terc-Butyldimethylsilyl)oxy)-8-chlor-1-hydroxyokt-4-en-2-
-yl)tetrakosanamid (23a),
N-((2S,3R,E)-1-((terc-butyldimethylsilyl)oxy)-8-chlor-3-hydroxyokt-4-en-2-
-yltetrakosanamid (23b)

Mol. hm. 658,55 g/mol. TLC: mobilni faze hexan/EtOAc 4:1, R = 0,62. 'H NMR (500 MHz,
CDClg): 6 = 5.75-5.30 (3H, m, 2 =CH + NH); 4.10-3.90 (1H, m, C-3); 3.70-3.50 (2H, m,
C-1); 3.35-3.25 (3H, m, C-2 + C-8); 2.14 (2H, t, J = 7.5 Hz, C-2"); 2.05-1.95 (2H, m, C-6);
1.70-1.55 (4H, m, C-7 + C-3"); 1.40-1.20 (40H, m, 20 CHy); 1.13 (3H, t, J = 7.3 Hz, C-24";
0.90-0.85 (9H, m, tBu); 0.15-0.00 (6H, m, 2 Si-CHs). *C NMR (125 MHz, CDCly): 6 =
173.0, 133.6, 126.0, 77.2, 65.3, 63.3, 49.9, 49.0, 36.9, 34.5, 31.9, 29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3,
25.8,22.7,18.2,14.1, -5.5.
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3.2.3. Syntéza C

Tieti navrzena syntéza fluorescencniho ceramidu vychéazela z vyse zminéného ceramidu
NS (24). Nejdiive byly ochranény volné hydroxylové skupiny ceramidu TBS skupinami.
K tomu byl pouzit terc-butyldimethylsilylchlorid, podruhé byla reakce provedena pomoci
terc-butyldimethylsilyltrifluormethansulfonatu.*” Grubbsova metateze (za pouziti 5-brom-
pent-1-enu (26) a Grubbsova katalyzatoru druhé generace) byla pouZita k vyméné koncového
alkylidenového fetézce chranéného ceramidu 25 za bromalkylidenovy. Vzhledem k nulo-
vému vytézku byla reakce provedena znovu na nechranéném ceramidu NS (24).%%°% Tato
reakce prinesla dilezity, dale pouzitelny produkt 29.

Viz Schéma 3.
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3.2.3.1. Priprava N-((5R,6S)-2,2,3,3,9,9,10,10-oktamethyl-5-((E)-pentadec-1-en-1-yl)-4,8-

-dioxa-3,9-disilaundekan-6-yl)tetrakosanamidu (25)

OH oTBS
H / = /
HO/Y\/\C13H27 . >L| . [gH _ TBSO/Y\/\C13H27
. p >
HNW(C%HM ASiel N DMF,0°C - lab. t. HN _CasHar
O O
24 25

200 mg (0,31 mmol) ceramidu NS (24) bylo suspendovano pod atmosférou dusiku v 10 ml
suché¢ho dimethylformamidu a ochlazeno na 0 °C. Ve 2 ml suchého DMF bylo rozpusténo
278 mg (1,85 mmol) TBSCI a 126 mg (1,85 mmol) imidazolu, roztok byl ochlazen na 0 °C
a injek¢ni stfikackou pres septum pomalu piikapan k suspendovanému ceramidu. Suspenze
se zhruba po 30 minutach rozpustila. Po 16 hodinach stalého michani za laboratorni teploty
podle TLC jiz ve smési nebyla pfitomna nezreagovana vychozi latka (pfi pouZziti mobilni faze
CHCI3/MeOH 10:1 ceramid NS mél Rf=0,29). Smés byla zahus$téna na rota¢ni vakuové
odparce a nasledné rozdélovana mezi chloroform (3 x 20 ml) a vodu (20 ml). Organické podi-
ly byly spojeny, vysuSeny bezvodym Na,SO4 a rozpoustédlo bylo oddestilovano za snizeného
tlaku. Smés byla chromatograficky separovana (mobilni faze hexan/EtOAc 4:1). Bylo ziskano

140 mg chranéného ceramidu 25, vytézek reakce €inil 51,8 %.

Reakce byla zopakovana s pouzitim jin€ho silyla¢niho ¢inidla.

OTBS
0 N :

A O =

CerNS + F \S\\/ Si + | o —_— TBSO/\‘/\/\C13H27
FX o/ \ = CH.Cl,, lab. t. HN___Co3Hyz

24 F hig
(0]
25

150 mg (0,23 mmol) ceramidu NS (24, Cer-NS) bylo suspendovano v suchém dichlormetha-
nu pod atmosférou dusiku. Pfi teploté 0 °C byl injekéni stiikackou prikapan roztok 366 mg
(0,32 ml, 1,38 mmol) terc-butyldimethylsilyltrifluormethansulfonatu (TBSOTf) a 148 mg
(0,26 ml, 1,38 mmol) 2,6-dimethylpyridinu (2,6-lutidinu) ve 2 ml suchého dichlormethanu.

Reakéni smés byla michdna 1 hodinu pfi laboratorni teploté a nésledné zahusténa na rotacni
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vakuové odparce. Smés byla naadsorbovéana na silikagel a separovdna sloupcovou chromato-
grafii (mobilni faze hexan/EtOAc 9:1). Bylo ziskano 36 mg chranéného ceramidu 25 a 15 mg
blize neur¢ené smési latek. Vyplachnutim chromatografické kolony methanolem a zahusténim
do sucha byl ziskan pevny podil, ktery byl rozpustén v chloroformu a opakované vyttepavan
vodou a ptidavkem roztoku NaCl. Po vysuseni organické faze bezvodym Na,SO, a oddestilo-
vani rozpoustédla se podafilo ziskat zpét 98 mg vychozi latky, neochranéné¢ho ceramidu 24.

Vytézek reakce Cinil 17,8 %.

N-((5R,65)-2,2,3,3,9,9,10,10-Oktamethyl-5-((E)-pentadec-1-en-1-yl)-4,8-dioxa-3,9-
-disilaundekan-6-yl)tetrakosanamid (25)

Bila krystalicka latka, teplota tani 37-39 °C, mol. hm. 878,64 g/mol. TLC: mobilni faze hexan/
EtOAc 4:1, R; = 0,93. *H NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 5.58 (1H, dt, J; = 15.4 Hz, J, = 6.6
Hz, C-5); 5.54 (1H, d, J=8.8 Hz, NH); 5.42 (1H, dd, J; =15.4 Hz, J, = 7.3 Hz, C-4); 4.19 (1H,
t, J = 6.8 Hz, C-3); 3.95-3.90 (1H, m, C-2); 3.84 (1H, dd, J; = 10.1 Hz, J, = 4.1 Hz, C-1); 3.58
(1H, dd, J; = 10.1 Hz, J, = 4.7 Hz, C-1); 2.11 (2H, dt, J; = 7.5 Hz, J, = 3.5 Hz, C-2; 2.00
(2H, dt, J; =7.1 Hz, J,=7.1 Hz, C-6); 1.65-1.55 (4H, m, 2 CH,); 1.40-1.20 (62H, m, 31 CH,);
0.89 (9H, s, tBu); 0.90-0.85 (15H, m, tBu + 2 CH3). *C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 172.4,
133.3, 130.2, 72.9, 61.1, 54.9, 37.1, 32.2, 31.9, 29.7, 29.5, 29.4, 29.3, 25.9, 25.8, 25.7, 22.7,
14.1, -3.0, -4.0, -4.9, -5.3. IR (ATR): vmax 2923, 2853, 1643, 1547, 835, 776 cm™. m/z = 878.5
[M+H]".

3.2.3.2. Priprava N-((5R,6S)-5-((E)-5-brompent-1-en-1-yl)-2,2,3,3,9,9,10,10-oktamethy!I-
-4,8-dioxa-3,9-disilaundekan-6-yl)tetrakosanamidu (27)

oTBS
TBSO > e H Grubbs. katalyzt
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Obr. 12. Grubbsuv katalyzator 2. generace, benzyliden[1,3-bis(2,4,6-trimethylfenyl)-
-2-imidazolidinyliden]dichloro(tricyklohexylfosfin)ruthenium.

{% 0 %}
N N
T\\\m

Ru—

‘ Ph

120 mg (0,14 mmol) chranéného ceramidu 25 z piedeslé reakce a 17 mg (0,02 mmol)
Grubbsova katalyzatoru 2. generace (Obrazek 12) bylo rozpusténo v 5 ml suchého dichlor-
methanu. Za stalého michani pfi laboratorni teploté pod atmosférou dusiku byl ptikapan injek-
¢ni stiikackou roztok 81 mg (0,07 ml, 0,55 mmol) 5-brompent-1-enu (26) ve 2 ml suchého
dichlormethanu. Poté byla reak¢ni smés zahiivana pod zpétnym chladi¢em Kk varu 2,5 hodiny.
Na TLC (mobilni faze hexan/EtOAc 19:1) byly pozorovany 2 vyrazné skvrny. Bylo pfidano
jesté 20 mg (0,13 mmol) alkenu 26 v 0,5 ml suchého dichlormethanu, ani po 1 hodin¢ vSak
7zadnd zména na TLC nenastala. Reakéni smés byla zahusténa na vakuové odparce a vznikla
smés byla chromatograficky délena na silikagelu (mobilni faze hexan/EtOAc 19:1). Bylo
izolovano 65 mg Ciré olejovité kapaliny, kterd na TLC (mobilni faze hexan/EtOAc 19:1) méla
Rt =0,79. NMR analyzou bylo zjisténo, Ze jde o (E)-1,8-dibromokt-4-en (28, Obrazek 13).
Dale bylo ziskano 110 mg vychoziho chranéného ceramidu 25 (R;= 0,41) — struktura byla

potvrzena hmotnostni spektroskopii (NMR analyzu nebylo v tu dobu mozno vyuzit).

Br
Br/\/\M
28

Obr. 13. (E)-1,8-dibromokt-4-en.

(E)-1,8-Dibromokt-4-en (28)
Bezbarva olejovita kapalna latka, mol. hm. 270,00 g/mol. TLC: mobilni faze hexan/EtOAc
19:1, R; = 0,74. *H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 5.55-5.35 (2H, m, 2 =CH), 3.40 (4H, t,
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J=6.8 Hz, C-1 + C-8), 2.20-2.10 (4H, m, C-3+C-6), 1.95-1.85 (4H, m, C-2 +C-7). 3C NMR
(125 MHz, CDCly): 6 = 129.3, 33.2, 32.2, 30.8.

3.2.3.3. Priprava N-((2S,3R,E)-8-brom-1,3-dihydroxyokt-4-en-2-yl)tetrakosanamidu (29)
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HO™ > " Cishy 5 Grubbs. katalyzator
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o 26
24
OH
- B
HO 7 '
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29

Reakce byla provedena obdobnym postupem, jako v pfipadé reakce 3.2.3.2. Bylo pouzito
110 mg (0,17 mmol) ceramidu NS (24), 101 mg (0,08 ml, 0,68 mmol) 5-brompent-1-enu (26)
a 22 mg (0,03 mmol) Grubbsova katalyzatoru 2. generace. Separaci ziskané sm¢si sloupcovou
chromatografii na silikagelu (mobilni faze hexan/EtOAc zpocatku v poméru 19:1, pozdéji
1:1) bylo ziskano 53 mg (E)-1-bromoktadec-4-enu (30, Obrazek 14, pfi pouziti mobilni faze
hexan/EtOAc 19:1 R;=0,91), jednalo se o viskdzni ¢irou kapalinu, a 42 mg (E)-1,8-dibrom-
okt-4-enu (28). Dale bylo vyizolovano 103 mg pevné smési s hlavni skvrnou odpovidajici
vychozimu ceramidu 24 (R;=0,41) a 47 mg smési, ktera byla ziskana zahu$ténim frakce
vymyté z chromatografické kolony methanolem. Téchto 47 mg smési bylo znovu podrobeno
chromatografickému déleni (mobilni faze CHCl3/MeOH 30:1), jehoz vysledkem bylo 12 mg
zadaného produktu 29. Vytézek reakce ¢inil 12,0 %.

Br/\/\MMMA

30

Obr. 14. (E)-1-bromoktadec-4-en.
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N-((2S,3R,E)-8-Brom-1,3-dihydroxyokt-4-en-2-yl)tetrakosanamid (29)

Témér bila pevna latka, teplota tani 83-85 °C, mol. hm. 588,74 g/mol. TLC: mobilni faze
CHCls/MeOH 30:1, R; = 0,33. *H NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 6.33 (1H, d, J = 6.8 Hz, NH);
5.75 (1H, dt, J; = 15.4 Hz, J, = 6.7 Hz, C-5); 5.10 (1H, dd, J; = 15.5 Hz, J, = 6.0 Hz, C-4);
4.35-4.25 (1H, m, C-3); 3.95-3.85 (2H, m, C-1); 3.75-3.65 (1H, m, C-2); 3.40 (2H, t,J = 6.6
Hz, C-8); 2.30-2.20 (4H, m, C-6 + C-2"); 2.00-1.85 (4H, m, 2 CH,); 1.80-1.60 (4H, m, 2 CH);
1.40-1.20 (36H, m, 18 CH,); 0.87 (3H, t, J = 6.9 Hz, CHs). *C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 =
174.0, 131.3, 130.6, 74.3, 62.4, 54.4, 36.8, 33.0, 31.9, 31.7, 30.5, 29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3,
26.2,25.7,22.7, 14.1. IR (ATR): vmax 3312, 2919, 2849, 1646, 1549 cm™.

(E)-1-Bromoktadec-4-en (30)

Bezbarva olejovita kapalna latka, mol. hm. 331,37 g/mol. TLC: mobilni faze hexan/EtOAc
19:1, Ry = 0,93. *H NMR (500 MHz, CDCly): 6 = 5.55-5.25 (2H, m, 2 =CH), 3.40 (2H, t, J =
6.8 Hz, C-1), 2.25-1.95 (4H, m, 2 CH,), 1.95-1.85 (2H, m, C-2), 1.40-1.15 (22H, m, 11 CH,),
0.88 (3H, t, J = 6.8 Hz, C-18). *C NMR (125 MHz, CDCls): § = 132.3, 127.8, 33.3, 32.6,
32.5,31.9, 30.9, 29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 29.2, 22.7, 14.1.
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4. Vysledky a diskuse

Polyenové lipidy velmi dobfe napodobuji své ptirozené predlohy, pro studium chovani
lipidickych latek v zZivych systémech jsou tak nesmirné cennym nastrojem. S piihlédnutim
ke struktufe ceramidi je principialné mozno fluorofor, sestavajici v tomto piipadé z konjugo-
vaného systému péti dvojnych vazeb, umistit do fetézce sfingoidni baze nebo do acylového
fetézce. Rozhodli jsme se zabudovat fluorofor do sfingosinové ¢asti molekuly ceramidu, aby
bylo v nadvaznosti na této praci mozno piipravit fadu znacenych ceramidl s riiznou délkou
acylového fetézce pro dalsi vyzkum vztaht mezi délkou navazaného acylu a prinikem cera-
mida kozni bariérou.

Pro ptipravu ceramidi, poptipadé jejich analog, Ize vyuzit celé fady riznych syntetickych
pristupt, které byly predmétem jiz mnoha vyzkumnych praci. Zakladnim krokem je piiprava
sfingoidni baze, z niz jsou vlastni ceramidy ziskany konvencnimi metodami acylace, napf.
pomoci acylhalogenidii, anhydridd, sukcinimidylestert &i karbodiimidu.® U moderngjsich
metod syntézy sfingosinu je kladen diiraz na stereoselektivitu vyslednych produktd, ¢ehoz
je dosahovano vyuzitim chiralnich vychozich slou¢enin (jako zdroj chirality mohou slouzit

sacharidy,” vyznamnym chirdlnim prekurzorem je L-serin®>*

apod.) nebo specifickymi
reakénimi podminkami. V této praci byla prevzata &ast metodiky syntézy dle Garnera a kol.*

Byly navrzeny a vyzkousSeny tfi zékladni cesty syntézy.

4.1. Syntéza A

Prvnim pfistupem bylo navazani terminalniho alkynu nesouciho polyenovy fluorofor (11)
na Garnertv aldehyd.

Kli¢ovym prekurzorem v této syntéze, a vilbec prekurzorem i pro dalsi zpiisoby pfipravy
polyenového fluorescenéniho ceramidu, byl (2E,4E,6E,8E)-deka-2,4,6,8-tetraenal (5). Pfipra-
va tohoto nenasycené¢ho aldehydu, jejimz zékladem je opakovana Wittigova reakce, byla pte-
vzata z prace Kuerschnera a kol.'* Trifenylfosfoniova siil 2 byla pripravena reakci 2-(brom-
methyl)-1,3-dioxolanu (1) s trifenylfosfinem. Jako reakéni prostredi literarni zdroje uvadi
toluen® nebo acetonitril (jiné homology)®>**. Pouzili jsme nejprve acetonitril, aviak abychom
podpoiili tvorbu krystald produktu, Cast acetonitrilu jsme oddestilovali a nahradili méné
polarnim toluenem. Vychozi (2E,4E)-hexa-2,4-dienal (3) tak byl v prvnim kroku prodlouzen
na (2E,4E,6E)-okta-2,4,6-trienal (4), ze kterého opakovanim Wittigovy reakce vznikl aldehyd

5 se ¢tyfmi konjugovanymi dvojnymi vazbami.
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V dalsim kroku byl ziskany aldehyd 5 podroben dalsi Wittigoveé reakci s trifenylfosfo-
niovou soli, opét ve formé¢ ylidu vzniklého pusobenim baze (zde NaHMDSA), za vzniku
terminalniho alkynu 9 obsahujiciho systém péti konjugovanych dvojnych vazeb, chranéného
trimethylsilylovou skupinou. Nejdfive jsme zkouseli pfipravit pro Wittigovu reakci trifenyl(5-
-(trimethylsilyl)pent-4-yn-1-yl)fosfonium-bromid. (5-chlorpent-1-yn-1-yl)trimethylsilan (6)
s trifenylfosfinem a bromidem draselnym (2,1 ekvivalentu) za varu v prostfedi acetonitrilu
nereagoval. Proto byl acetonitril oddestilovan a misto ného byla reakce zkousena v dimethyl-
formamidu a nasledné v toluenu (opét za varu), bez vysledku. Reakce byly opakovany s kata-
lytickym mmnozstvim jodidu sodného, také vSak neuspésné. Obdobné reakce s bromidem
sodnym ¢i draselnym a trifenylfosfinem v dimethylformamidu pii 100 °C jsou ptitom popsa-
ny v literatute.** Rozhodli jsme se tedy p¥ipravit jodid trifenylfosfoniové soli (8). Vychozi
slouceninou byl opét (5-chlorpent-1-yn-1-yhtrimethylsilan (6), ktery byl ovSem pieveden
v prostiedi acetonu reakci s jodidem sodnym na jodderivat 7 (Finkelsteinova reakce). Reakce

26,27

byla provedena v souladu s literaturou, obdobné jako vlastni tvorba fosfoniové soli reakei

jodderivatu 7 s trifenylfosfinem v toluenu (podle nékterych zdroji by reakci §lo provést

i v benzenu).?"*

Zvoleny postup byl neproblematicky, s relativné vysokymi vytézky.

Nasledovala Wittigova reakce nenasycené¢ho aldehydu 5 s ptipravenou trifenylfosfoniovou
soli 8, jejimz produktem byla smés Cis- a trans-izomert chranéného alkynu 9 s polyenovym
fetézcem. Byly pouzity 2 ekvivalenty fosfoniové soli, 2 ekvivalenty NaHMDSA a 1 ekviva-
lent aldehydu. Postup provedeni reakce v¢etné pouzitych reakenich teplot byl pievzat z prace
Wanga a kol.”® Jiny zdroj uvadi mirng&jsi podminky pro reakei.** Reakéni smés byla chromato-
graficky predcisténa, zejména kvuli odstranéni vedlejsiho produktu reakce, trifenylfosfin-
oxidu. Ve zmifiované praci Wanga a kol.” byla ke chromatografické separaci pouzita kolona
s oxidem hlinitym, my jsme pouzili jako stacionarni fazi silikagel (silikagel byl pouzit
napiiklad pfi syntéze konjugovanych pentaenovych kyselin dle Souta a kol.)®. Vzhledem
k nestabilité¢ produktu byla pii opakovani reakce ziskana reakcéni smés bez precisténi pouzita
do dalsi reakce.

K izomerizaci vzniklé smési Cis- a trans-izomera chranéného alkynu (9, pfed izomerizaci
vSak z TLC nebyly jednotlivé izomery patrné) bylo pouzito katalytické mnoZzstvi jodu v hexa-
novém roztoku. Literatura popisuje obdobnou reakci v dichlormethanu za laboratorni teploty
nebo dokonce pfi -30 °C.% Jiné zdroje uvadi pouZiti hexanového roztoku s katalytickym

“ oo 1
mnozstvim jodu za varu.**?

Reakci jsme nechali probihat nejdiive za varu 30 minut, pti opa-
kovani izomerizace byly pouzity mirnéjsi podminky — laboratorni teplota. Po izomerizaci by-

la reakéni smés délena na silikagelu. Jednotlivé frakce byly monitorovany pomoci TLC.
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Ve frakcich s ocekdvanym produktem (R¢ = 0,76 pti pouZiti mobilni faze hexan/EtOAc 30:1)
byly soucasné pritomny skvrny na startu. Pii dal$im pokusu o separaci a ziskani ¢istého
produktu opét v zddanych frakcich nebyly pfitomny cisté latky, produktu bylo podstatné
méné. Vysledkem bylo tak malé mnozstvi produktu 10, ze jsme syntézu museli opakovat.
Pii opétovné chromatografické separaci reakéni smési po Wittigové reakci a izomerizaci
jodem byl k mobilni fazi hexan/EtOAc pfidan triethylamin (v poméru 100:1:1). Ani takto
se vSak nepodaftilo ziskat ¢isty produkt. Pii separaci dochéazelo ziejmé k jeho rozkladu, proto
jsme nakonec pfi dalsim opakovani reakci nepiecistény produkt pouzili do dalsi reakce.

Na tomto misté je vhodné podotknout, ze prace s polyeny vyzaduje dodrzovani urcitych
podminek. Na tyto skutec¢nosti upozornuje i Kuerschner a kol. ve své praci. Polyenové
slouceniny jsou citlivé na oxidaci a ptisobeni silnych kyselin, nemély by byt zbyte¢né vysta-
vovany jasnému svétlu. Komeréné dostupny chloroform ¢asto obsahuje jako necistoty kyse-
linu chlorovodikovou, fosgen a jiné, které velmi G¢inné polyeny rozbiji. Abychom zabranili
jejich rozkladu, reakce s nimi jsme provadeli za minimalizace ptistupu svétla, zkouseli jsme
chromatografické¢ déleni s triethylaminem, vyhybali jsme se chloroformu. Pfi opakovani
syntézy byl k polyentim ptidavan 2,6-di-terc-butyl-4-methylfenol, pasobici jako antioxidant
(tato sloucenina byla pred izomerizaci jodem odstranéna — obdobn¢ putisobici butylhydroxy-
toluen totiZ ziejme& mechanismem vychytavanim volnych radikalt inhibuje G¢inek jodu)gl.

Pro nésledujici reakce bylo nutné odchranit koncovou trojnou vazbu polyenu 10. Odstrané-
ni TMS-chranici skupiny bylo provedeno za laboratorni teploty ptisobenim 1M roztoku TBAF
v THF. Podminky pfi reakci byly v souladu s literaturou®® (jiny zdroj popisuje reakci pii chla-
zeni ledem)®.

Poslednim vyzkousenym krokem syntézy A byla reakce Garnerova aldehydu (12) s termi-
nalnim alkynem 11 za vzniku chranéného alkynylového analogu sfingosinu s navazanym
polyenovym fetézcem (13).* Bohuzel jsme méli k dispozici jiz velmi malé mnoZstvi vychozi-
ho polyenu (80 mg bez ptedchoziho precisténi). Vytézek 0,8 % je vztazen ke Ctyfem predcha-
zejicim krokiim, nebot’ produkty reakei 3.2.1.5. az 3.2.1.7. byly pfi poslednim opakovani
syntézy vzhledem k predpokladanému rozkladu pouzity bez ptedchoziho precisténi.

Vzhledem k vySe popsanym problémiim se stabilitou alkynu nesouciho polyen jsme od to-
hoto postupu upustili a rozhodli se zavést polyenovy fetézec do molekuly ceramidu az v ko-

necné fazi syntézy, viz nize.
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4.2. Syntéza B

Aby se minimalizovala prace se slouceninami obsahujicimi polyenovy fetézec, spocival
druhy piistup nejprve v piipravé analoga ceramidu s halogenem (chlorem) ve sfingosinové
¢asti (21), na ktery jsme planovali az v zavérecné fazi syntézy pfipojit poyenovy fluorofor
pomoci Wittigovy reakce (sled reakci tedy byl pfi tomto ptistupu oproti predchozimu opac-
ny). Chlorderivat 21 byl piipraven alkynylaci Garnerova aldehydu (12) ptislusnym chlor-
alkynem. Dale jsme odstranili chranici skupiny polarni hlavy analogu sfingosinu, acylovali
primarni aminoskupinu a nasledné redukovali trojnou vazbu lithiem v ethylaminu na pozado-
vanou trans-dvojnou vazbu. Reakce by bylo mozno provést v opacném poradi, pii redukci
odbourani chranicich skupin sfingoidni baze vlivem silného reduk¢niho pros‘[fedi.35

Prvni reakci tohoto syntetického pfistupu byla reakce Garnerova aldehydu s 5-chlorpent-1-
-ynem (14). Reakce byla jiz vySe popsana a probihala analogicky, v souladu s literaturou
a s dobrym V}'/téikem.lz

Dalsi krok piedstavovala deprotekce hlavové ¢asti analogu sfingosinu 15. Zde se naskytalo
nékolik moznosti provedeni. Reakci jsme provedli pouzitim smési 1M HCI a dioxanu za varu
po dobu 3 hodin. Obdobna reakce je popsana v literatuie.*? (Podle jiného zdroje lze depro-
tekci uskutecnit rozpusténim piislusné latky v ethanolu a pfidanim 2M vodného roztoku HCI
a michdnim smési 4 hodiny pii 70 °C.% Variantou odstranéni chrénici skupiny je téZ pouziti
trifluoroctové kyseliny v dichlormethanu a vody pfi laboratorni teploté.45)

Pied dalsi reakci bylo nezbytné ochranit hydroxylové funkéni skupiny analogu sfingosinu
16. Zvolenou chranici funkéni skupinou byla skupina TBS, silyla¢nim ¢inidlem byl TBSCI
V pfitomnosti imidazolu.*®

V této fazi bylo mozno na primarni aminoskupinu v poloze 2 chranéného analogu sfingosi-
nu 17 navazat karboxylovou kyselinu libovolné délky fetézce. Rozhodli jsme se pro kyselinu
lignocerovou (18), fyziologicky nejcastéji se vyskytujici mastnou kyselinu v ceramidech
kaze. Ze vzniklé reakéni smési byly separaci na silikagelu ziskany dva hlavni podily. Jednalo
se jednak o sukcinimidylester kyseliny lignocerové (20), jednak smés zadaného produktu opét
s esterem lignocerové kyseliny, z niz se ovSem opakovanou separaci nepovedlo ceramid vy-
izolovat. Pti opakovani acyla¢ni reakce bylo roztokem ninhydrinu ovéfeno, ze neni v reakéni
smési jiz pritomen nezreagovany analog sfingosinu (detekce volné aminoskupiny). Pii sepa-

raci na silikagelu byla tentokrat pouZita vhodnéjsi mobilni faze, smés hexan/EtOAc 4:1.
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Kromé sukcinimidylesteru kyseliny lignocerové se podaftilo ziskat s 30% vytézkem chranény
analog ceramidu 19.

Pro redukci trojné vazby v molekule chranéného ceramidu na dvojnou vazbu bylo pouzito
jako redukéni ¢inidlo lithium v ethylaminu. Tato reakce nepfinesla uspokojivé vysledky a by-
la soucasné poslednim vyzkousenym krokem syntézy B. Teplota prvné pouzita pii redukci
byla -75 °C. Obdobna teplota je pro tuto reakci popisovana v mnohé literatuie (konkrétné
-78 °C),'2%3 ngkteré zdroje viak uvadgji i mirn&jsi podminky, naptiklad -20 °C.* P prvnim
provedeni reakce se lithium (nakrajené na platky o délce asi 1 mm) béhem 3 hodin michani
pti teploté -75 °C zcela rozpustilo na tmavé modry roztok. Naslednym rozdélenim reakéni
smési na silikagelu byl vyizolovan a naslednou NMR analyzou prokazan ethylamid kyseliny
lignocerové (22) a dale znecistény monosilylovany ceramid. Pii opakovani redukéni reakce
nastaly problémy s rozpousténim lithia v ethylaminu. Ani po 3 hodindch michani nakrajené¢ho
lithia pfi teploté -70 °C pod atmosférou dusiku nedoslo k jeho rozpusténi. Pti teploté -20 °C
se po 30-60 minutach zacalo lithium rozpoustét na modry roztok, avSak pii podchlazeni
na -50 °C se roztok odbarvil a posléze se nevratn¢ zluté az hnédé zakalil. Kovové lithium bylo
v dal$im pokusu po nakrajeni na jednotlivé platky kratce ponofeno do methanolu, poté do di-
ethyletheru a oplachnuto hexanem — takto bylo aktivovano a jeho povrch byl ¢isté kovove
leskl}'/.12 Ani po 2 hodinach michéni pii teploté -50 °C se lithium nezacalo rozpoustét, teplota
byla proto zvysena na 0 °C, pfi niz se reakéni smés po 30 minutach zac¢ala modie zabarvovat.
Pfi sniZeni teploty na -20 °C se opét roztok rychle odbarvil a zluté zakalil. Postup aktivace
lithia byl opakovan a pfi teploté -10 °C se lithium zacalo rozpoustét, po 3 hodinach michani
pfi stejné teploté bylo jiz rozpusténo. Do roztoku byl injekéni stiikackou pfi teploté -10 °C
pomalu ptikapan roztok chranéného ceramidu v THF. Chromatografickou separaci se podafilo
ziskat pouze monosilylovany ceramid 23a/23b (z dostupnych dat nebylo jasné, ktera TBS
chranici skupina byla odbourana) s necistotami v mnozstvi, které neumozinovalo dale s nim

pracovat. Pfedpokladame, ze potize pii redukci byly zpisobeny nekvalitou pouzitého lithia.

4.3. Syntéza C

Pfi této syntéze bylo zamysleno pfipojit polyenovy fluorofor opét pomoci Wittigovy re-
akce na halogenovany analog ceramidu. Jednalo se tedy o obdobny pfistup jako v syntéze B,
Stim rozdilem, ze meziproduktem byl bromderivat 29, ktery byl pfipraven Grubbsovou
metatezi. Syntéza vychazela z ceramidu NS (24). Grubbsové metatezi jsme planovali podrobit

ceramid jiz s ochranénymi hydroxylovymi skupinami (25). Nejdiive byl pfipraven derivat
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ceramidu NS s TBS chranicimi funkénimi skupinami, které byly na ceramid navazadny dvéma
metodami — reakci s TBSCI za pfitomnosti imidazolu v dimethylformamidu a reakci se sily-
laénim &inidlem TBSOTf za piitomnosti 2,6-dimethylpyridinu v dichlormethanu.®” Vyhod-
n¢jsi (s ohledem na vytézky obou reakci) se ukazal zpusob s pouzitim TBSCI.

K vlastni Grubbsové metatezi za katalyzy Grubbsovym katalyzatorem 2. generace byl po-
uzit 5-brompent-1-en (26), aby doslo k vymén¢ alkylidenového fetézce za bromalkylidenovy.
Reakce na chranéném ceramidu vibec neprobéhla, prestoze byla provadéna za podminek
uvadénych v literatufe (var 2 hodiny v prostiedi dichlormethanu, 4 ekvivalenty piislusného
alkenu).® Jiny zdroj popisuje reakci za obdobnych podminek, ale s 10 ekvivalenty alkenu.*
Z reakce byl vyizolovan vychozi chranény ceramid NS a (E)-1,8-dibromokt-4-en (28), ktery
vznikl spojenim dvou molekul 5-brompent-1l-enu v pfitomnosti Grubbsova katalyzatoru.
Je mozné, Ze v naSem piipad¢ chranici TBS skupina na hydroxylové skupiné¢ v poloze 3
sfingosinu stericky branila pfistupu reagujicich slozek. N¢ktera literatura popisuje Grubbso-
vu metatezi na ceramidech s volnymi hydroxylovymi skupinami,39 avsak Yamamoto a kol.
ve své praci®® uvadi reakci kromé nesilylovanych vychozich latek i na ceramidech s pomérné
objemnymi substituenty v polohach 1 a 2 fetézce sfingosinu. Reakce byla tedy provedena
znovu, za obdobnych podminek, avSak na nesilylovaném ceramidu NS. Chromatografickou
separaci na silikagelu byl ziskan pozadovany produkt 29, dale nezreagovany vychozi ceramid,
(E)-1,8-dibromokt-4-en (28) a (E)-1-bromoktadec-4-en (30), vznikly spojenim 5-brompent-1-
-enu s prislusnym alkylidenovym fetézcem ceramidu. I ptes relativné nizky vytéZek Grubbso-
vy metateze (12 %) se vsak tento postup zda byt vyhodny pro dalsi studie (navrh pro dalsi

postup viz Zaveér).
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5. Zavér

Cilem préce bylo zjistit moznosti syntézy polyenového fluorescenéniho ceramidu, potazmo
nastinit nejvhodnéjsi cestu jeho ptipravy, a pfipravit prekurzory k jeho reprodukovatelné syn-
téze. Tohoto cile bylo dosazeno vyzkousenim tii odliSnych syntetickych pfistupd, navrzenych
tak, aby polyenovy fluorofor byl situovan ve sfingosinové ¢asti molekuly.

V zakladnim principu prvni piistup spocival v navazani ptipravené¢ho termindlniho alkynu
nesouciho polyenovy fluorofor na Garnertiv aldehyd. Sled reakci byl v druhém a tietim pfi-
stupu uspotadan opacné — nejdiive byl ziskan halogenovany analog ceramidu, na ktery bylo
planovano Wittigovou reakci pfipojit polynenasyceny fetézec. Treti pristup vyuzil k piipravée
halogenderivatu ceramidu Grubbsovy metateze.

Piipravenymi prekurzory jsou (2E,4E,6E,8E)-deka-2,4,6,8-tetraenal a N-((2S,3R,E)-8-
-brom-1,3-dihydroxyokt-4-en-2-yl)tetrakosanamid.

Pro dalsi syntézu navrhujeme vyuzit Grubbsovou metatezi pfipraveny bromderivat O-sily-
lovaného ceramidu, ktery by byl nasledné pfeveden na fosfoniovou siil, respektive ptislusny
ylid, a podroben Wittigové reakci s jiz pfipravenym dekatetraenalem. Pro Grubbsovu meta-
tezi by bylo vyhodnéjsi (finan¢né i z hlediska reaktivity) pfipravit ceramid s délkou fetézce
sfingosinu pouze 5 uhlikli (tedy s termindlni dvojnou vazbou) reakci Garnerova aldehydu

s vinylmagnesiumbromidem.
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6. Seznam pouzitych zkratek

Boc
DMF
EtOAC
HMPA
HO-SI
IC

IR
NaHMDSA
NMR
Rt

SM
TBAF
TBS
TBSCI
TBSOTf
TEA
TFA
THF
TLC
TMS
uv
WSC

terc-butyloxykarbonyl
dimethylformamid

ethyl-acetat
hexamethylfosforamid
1-hydroxypyrrolidin-2,5-dion
infracerveny

infracervené spektrum
bis(trimethylsilyl)amid sodny
nuklearni magnetick4 rezonance
retencni faktor

sfingomyelin
tetrabutylammonium-fluorid
terc-butyldimethylsilyl
terc-butyldimethylsilylchlorid
terc-butyldimethylsilyltrifluormethansulfonat
triethylamin

trifluoroctova kyselina
tetrahydrofuran

tenkovrstva chromatografie
trimethylsilyl

ultrafialovy
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid

52



7. Literatura

! Goni, F. M.; Alonso, A. Biophysics of sphingolipids I. Membrane properties of sphingosine,
ceramides and other simple sphingolipids. Biochim. Biophys. Acta, 2006, 1758, 1902-1921.

2 Vavrova, K.; Hrabalek, A. Role ceramidt v kGzi. Prakt. Lékaren., 2006, 2, 55-58.

3 Ogretmen, B.; Hannum, Y. A. Biologically active sphingolipids in cancer pathogenesis and
treatment. Nat. Rev. Cancer, 2004, 4, 604-16.

% Bouwstra, J. A.; Ponec, M. The skin barrier in healthy and diseased state. Biochim. Biophys.
Acta, 2006, 1758, 2080-2095.

> Wertz, P. W.; van den Bergh, B. The physical, chemical and functional properties of lipids
in the skin and other biological membranes. Chem. Phys. Lipids, 1998, 91, 85-96.

6 Novotny, J.; Hrabalek, A.; Vavrova, K. Synthesis and Structure-Activity Relationships of
Skin Ceramides. Curr. Med. Chem., 2010, 17, 2301-2324.

! Hrabalek, A.; Vavrova, K. Lze ptekonat kozni bariéru? Prakt. Lékaren., 2005, 1, 8-11.

® Masukawa, Y.; Narita, H.; Shimizu, E.; Kondo, N.; Sugai, Y.; Oba, T.; Homma, R.;
Ishikawa, J.; Takagi, Y.; Kitahara, T.; Takema, Y.; Kita, K. Characterization of overall
ceramide species in human stratum corneum. J. Lipid Res., 2008, 49, 1466-1476.

® van Smeden, J.; Hankemeijer, T.; Vreeken, R. J.; Bouwstra, J. The detailed lipid composi-
tion in human stratum corneum, Perspectives in Percutaneous Penetration (konference),
2010, 12, 71.

% Motta, S.; Monti, M.; Sesana, S.; Caputo, R.; Carelli, S.; Ghidoni, R. Ceramide composition
of the psoriatic scale. Biochim. Biophys. Acta, 1993, 1182, 147-51.

1 Wertz, P. W.; Downing, D. T. Ceramides of pig epidermis: structure determination. J. Lipid
Res., 1983, 24, 759-65.

12 Novotny, J.; JanuSova, B.; Novotny, M.; Hrabalek, A.; Vavrova, K. Short-Chain Ceramides
Decrease Skin Barrier Properties. Skin Pharmacol. Physiol., 2009, 22, 22-30.

3 Maier, O.; Oberle, V.; Hoekstra, D. Fluorescent lipid probes: some properties and applica-
tions (a review). Chem. Phys. Lipids, 2002, 116, 3-18.

 Kuerschner, L.; Ejsing, C. S.; Ekroos, K.; Shevchenko, A.; Anderson, K. I.; Thiele, C.
Polyene-lipids: A new tool to image lipids. Nat. Methods, 2005, 2, 39-45.

> Somerharju, P. Pyrene-labeled lipids as tools in membrane biophysics and cell biology.
Chem. Phys. Lipids, 2002, 116, 57-74.

18 van Meer, G.; Liskamp, R. M. Brilliant lipids. Nat. Methods, 2005, 2, 14-15.

' Man, M. Q.; Feingold, K. R.; Elias, P. M. Exogenous Lipids Influence Permeability Barrier
Recovery in Acetone-Treated Murine Skin. Arch. Dermatol., 1993, 129, 728-738.

¥ Mao-Qiang, M.; Brown, B. E.; Wu-Pong, S.; Feingold, K. R.; Elias, P. M. Exogenous Non-
physiologic vs Physiologic Lipids: Divergent Mechanisms for Correction of Permeability
Barrier Dysfunction. Arch. Dermatol., 1995, 131, 809.

53



19 Novotny, J.; Pospéchova, K.; Hrabalek, A.; Cép, R.; Vavrova, K. Synthesis of fluorescent
Ca4-ceramide: Evidence for acyl chain lenght dependent differences in penetration of exo-
genous NBD-ceramides into human skin. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2009, 19, 6975-6977.

20 Sklar, L. A.; Hudson, B. S.; Simoni, R. D. Conjugated Polyene Fatty Acids As Membrane
Probes: Preliminary Characterization. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1975, 72, 1649-1653.

2! Mateo, C. R.; Souto, A. A.; Amat-Guerri, F.; Acuna, A. U. New Fluorescent Octadeca-
pentaenoic Acids as Probes of Lipid Membranes and Protein-Lipid Interactions. Biophys. J.,
1996, 71, 2177-2191.

22 Quesada, E.; Acuna, A. U.; Amat-Guerri, F. New Transmembrane Polyene Bolaamphi-
philes as Fluorescent Probes in Lipid Bilayers. Angew. Chem. Int. Ed., 2001, 40, 2095-2097.

2 Quesada, E.; Acuna, A. U.; Amat-Guerri, F. Synthesis of Carboxyl-Tethered Symmetric
Conjugated Polyenes as Fluorescent Transmembrane Probes of Lipid Bilayers. Eur. J. Org.
Chem., 2003, 1308-1318.

2 Das, B.; Salman, M.; Kurhade, S. H.; Venkataramanan, R.; Kumar, R.; Kapkoti, G. S.;
Katoch, R.; Bandyopadhyay, A.; Rattan, A. Ketolide derivatives as antibacterial agents,
United States Patent Application Publication, US 2009/0170790 A1, 2009, 23.

2 Mithran, S.; Subbaraman, A. S. Synthesis of (3Z)-Dodecenyl-(E)-2-butenoate, the Phero-
mone of Sweet Potato Weevil, Molecules, 1999, 4, 159-164.

26 Koft, E. R.; Smith, A. B. Intramolecular [2 + 2] Photochemical Cycloadditions. 3. Per-
hydrohistrionicotoxin Synthetic Studies: Synthesis of Spiro[4.5]decanones via Intramolecular
[2 + 2] Photocycloaddition, J. Org. Chem., 1984, 49, 832-836.

2" Hodgson, D. M.; Arif, T. Convergent and Stereoselective Synthesis of Trisubstituted
E-Alkenyl Bromides and lodides via -Oxido Phosphonium Ylides, J. Am. Chem. Soc., 2008,
130, 16500-16501.

% Helmboldt, H.; Hiersemann, M. Synthetic Studies toward Jatrophane Diterpenes from
Euphorbia characias. Enantioselective Synthesis of (-)-15-O-Acetyl-3-O-propionyl-17-
norcharaciol, J. Org. Chem., 2009, 74, 1698-1708.

2 Wang, Y.; Ma, J.; Cheon, H.; Kishi, Y. Aggregation Behavior of Tetraenoic Fatty Acids in
Aqueous Solution, Angew. Chem. Int. Ed., 2007, 46, 1333-1336.

%0 Souto, A. A.; Acuna, A. U.; Amat-Guerri, F. A General and Practical Synthesis of Linear
Conjugated Pentaenoic Acids, Tetrahedron Lett., 1994, 35, 5907-5910.

3! SKklar, L. A.; Hudson, B. S.; Simoni, R. D. Conjugated Polyene Fatty Acids as Fluorescent
Probes: Synthetic Phospholipid Membrane Studies, Biochemistry, 1977, 16, 819-828.

32 Murakami, T.; Hirono, R.; Furusawa, K. Efficient stereocontrolled synthesis of sphinga-
dienine derivatives, Tetrahedron, 2005, 61, 9233-9241.

%3 Corey, E. J.; Venkateswarlu, A. Protection of Hydroxyl Groups as tert-Butyldimethylsilyl
Derivatives, J. Am. Chem. Soc., 1972, 94, 6190-6191.

% Wiinsch, E.; Drees, F. Zur Synthese des Glucagons, X. Darstellung der Sequenz 22-29,
Chem. Ber., 1966, 99 (1), 110-120.

% Garner, P.; Park, J. M.; Malecki, E. A Stereodivergent Synthesis of D-erythro-Sphingosine
and D-threo-Sphingosine from L-Serine, J. Org. Chem., 1988, 53, 4395-4398.

54



% Sawatzki, P.; Kolter, T. Syntheses of 3-C-Methylceramides, Eur. J. Org. Chem., 2004,
3693-3700.

3 Masuda, Y.; Mori, K. Synthesis and Absolute Configuration of 6-Hydroxylated New Cera-
mides in Human Skin, Ceramides B, 4, 7 and 8, Eur. J. Org. Chem., 2005, 22, 4789-4800.

% Yamamoto, T.; Hasegawa, H.; Hakogi, T.; Katsumura, S. Versatile Synthetic Method for
Sphingolipids and Functionalized Sphingosine Derivatives via Olefin Cross Metathesis, Org.
Lett., 2006, 8, 5569-5572.

39 Nussbaumer, P.; Ettmayer, P.; Peters, C.; Rosenbeiger, D.; Hogenauer, K. One-step la-
belling of sphingolipids via a scrambling cross-metathesis reaction, Chem. Commun., 2005,
5086-5087.

0 Bielawska, A.; Hannun, Y.; Szulc, Z.; Obeid, L.; Ogretmen, B. Cationic ceramides, and
analogs thereof, and their use for preventing or treating cancer, PCT Int. Appl., WO 2006/
050264 A1, 2006.

* Kiso, M.; Nakamura, A.; Tomita, Y.; Hasegawa, A. A novel route to D-erythro-sphingosine
and related compounds from mono-O-isopropylidene-D-xylose or -D-galactose, Carbohydr.
Res., 1986, 158, 101-111.

*2 Garner, P.; Park, J. M. The Synthesis and Configurational Stability of Differentially
Protected -Hydroxy-a-amino Aldehydes, J. Org. Chem., 1987, 52, 2361-2364.

* Sakata, Y.; Hirano, Y.; Tatemitsu, H.; Misumi, S.; Ochiai, H.; Shibata, H. Synthesis of a
photosynthetic model compound with a long alkyl chain and its incorporation into bovine
serum albumin, Tetrahedron, 1989, 45, 4717-4727.

“ Fukumoto, T.; Hirokawa, K.; Okada, K. Process for the preparation of phosphonium salts,
European Patent Specification, EP 0 675 130 B1, 1995.

* Kim, S.; Lee Y. M.; Kang, H. R.; Cho, J.; Lee, T.; Kim, D. Synthesis of Novel Polyyne
Analogues of Sphingoid Base via an Iterative Acetylene Homologation Sequence, Org. Lett.,
2007, 9, 2127-2130.

55



