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Abstrakt

Filip Skarda

Syntéza polyenovych fluoresasrch ceramid

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka Fakultdéradci Kralové
2014

Ceramidy jsou slateniny patici mezi lipidy, gesrji sfingolipidy. Tato skupina
lipida hraje velmi vyznamnou rolifpmnoha biologickych pochodech. Ceramidy sagini
v roli druhého posla programové iiné smrti a dalSich metabolickych pochodbuice,
jsou soudasti biochemickych i pri tvorbeé sfingomyelinu a velmi zasadni roli hraji jako
soutast lipidové matrix rohoveé vrstvytke (i bariéroveé funkci epidermis.

Ukazalo se, Ze ceramidy owulnji nebo jsou ovliiovany fiznymi koznimi
onemocgnimi, pri atopické dermatitiél pozorujeme vyrazny ubytek cerarid kazi. Neni
vSak jisté, jestli se jedna d@giginu nebo nasledek onemdaen. Projevy onemocmi jako je
psoriaza nebo atopicka dermatitida zlepSuji topipkdavané ceramidy. Ty napomahaji
k regeneraci lipidové vrstvy kozni bariéry a zajatak dalSimu vysuSovani pokozky a
zhorSeni nemaoci.

Mechanismus jakym tyto topicky podavané ceramidggtyi, neni vSak zcela
objasrén. Pra¥ proto je zapdtbi najit spravnou metodiku, ktera by tento medrans
objasnila a pomohla tak k lepSimu pochopentkel&oznich onemoacimi.

Jednou z moznosti je vizualizace mechanismu zaved#aoroforu do molekuly
ceramidu. Jiz se pouzivajiazné metody fluorescéniho zngeni ceramid (NBD, Bodipy,
Rhodamin), ale ty diky své objemnosti oviliyi fyzikalné-chemické vlastnosti a tedy i
transport a metabolismu&chto lipida.

Jako vyhodné fluorofory se ukazaly polyenové &bminy obsahujici systém
konjugovanychtrans-dvojnych vazeb vietzci. Tento kopiruje strukturu i vlastnosti
piirozenych ceramitla zobrazovaci metody jsou poté vigeohodné.

Cilem této prace bylo prozkoumat syntetick@istupy k takovému ceramidu
s navazanym polyenovym fluoroforem, konkegsnrettzcem obsahujicim teans-dvojnych
vazeb. K pipraw klicového meziproduktu s terminéalnim halogenem ve sBimpvém
fetzci byly vyzkouSeny it syntetické cesty. Prvni dvbyly zaloZené na vinylaci a
alkynylaci Garnerova aldehydu, ztroskotaly vSak mizké vytznosti vinylace spolu s
nesnadnou izolaci¢puhlikatého sfingosinu, ve druhémipact na redukci trojné vazby na
trans-dvojnou vazbu. feti cesta usgEne vyuzila komeéné dostupny ceramid a Grubbsovu
metatezi.

U vSech ti cest jsme zamysSleli polyenovy fluorofor napoijititigovou reakci
pomoci(2E 4E 6E 8E)-deka-2,4,6,8-tetraenalu. Aldehyd byigraven rkolika krokovou
syntézou, kterd je popsana jakerta synteticka cesta této prace.

Tyto syntetické postupy budou v budoucnu vyuzitpikpraw cilové struktury —
fluorescekniho polyenového ceramidu



Abstract

Filip Skarda

Synthesis of fluorescent polyene ceramides

Charles University in Prague, Faculty of Pharmadyiradec Kralové
2014

Ceramides are lipid compounds that belong to théengplipid family. These
molecules play a crucial role in many biologicabgesses e.g. they are secondary
messengers during apoptosis and other cellulaakignpathways, are involved in the
synthesis of sphingomyelin and play very importaie in the lipid matrix of stratum
corneum, which is the epidermal barrier.

Recent results showed that ceramides are affedimaye being affected by various
skin diseases. In the case of atopic dermatitisajgr decrease of ceramides in the stratum
corneum is observed. On the other hand, the maaiies of psoriasis or atopic dermatitis
can be reduced with topically administered ceramid@e topical ceramides repair the
skin lipid barrier and prevent further water lossl @aggravation of the disease.

The mechanism of action of topically administerechmides has not been fully
elucidated yet. This is one of the reasons whys#iection of the right methodology in
order to clarify the mechanism of action is crucial

One of the possibilities is the introduction of@fophore into the ceramide
molecule. Currently, various fluorophores (NBD, Bnd Rhodamine) are used but
because of their bulkiness they can undesirabgcathe physicochemical properties of
such lipids and, consequently, their transportraethbolism.

As the most convenient fluorophores, molecules withjugatedrans-double bond
system are used. This moiety mimics the structamdl physicochemical properties of
naturally occurring ceramides; thus the imaginghods based on these substances are
more accurate.

The aim of this work is to explore synthetic routesards polyene-fluorophore-
bearing ceramide, in particular containing&s-double bonds. For the synthesis of the
key intermediate with terminal halogen in the sgbsine chain, were tried three synthetic
pathways. Two of them were based on vinylation @kglation of Garner aldehyde, and
unfortunately failed because of low yields andidifft isolation of 5C sphingosine analog
in the first case and because of the difficultyhia reduction of the triple bond in the the
second approach. The third approach successfudly the Grubbs metathesis on a
commercially available ceramide.

The polyene fluorophore B4E,6E,8E)-deca-2,4,6,8-tetraenal was meant to be
attached to the sphingosine residue by Wittig react his aldehyde was synthesized in a
multistep synthesis which is described as the fosyhthetic pathway of this work.

All the synthetic routes will be used in the futdioe the synthesis of the key
compound - polyene fluorophore-bearing ceramide.



1. Cil prace

Polyenové flurofory jsou pro zteni lipidi, v naSem fipact ceramid, velice
vyhodné pedevsim diky svym schopnostem velice igokopirovat vlastnosti cerantid
piirozenych.

Cilem této diplomové prace bylo prozkoumat synketigfistupy k polyenovému
ceramidu @brazek 1), ktery by byl dale vyuzit pro pozorovani mechamis prostupu
topicky podanych ceramidores lipidovou matrix rohové vrstvy pokoZzky.

Konkrétnim cilem bylo fypravit polyenovy fluorofor nesouci systémétip
konjugovanychrans- dvojnych vazeb a analog ceramidu s terminalnimdedem, ktery
by byl dale vyuzitelny proifpravu fosfoniové soli a nasledné Wittigovy reakce.

OH

HOWMM

HN. ..Cq7H
- -17Mes

O
Obrazek 1 Ceramid nesouci polyenovy fluorofor



2. Teoretickadast

Ceramidy, chemickyN-acylsfingosiny Qbrazek 2), pati do rodiny vysoce
hydrofobnich sfingolipid a hraji velmi dlezitou roli @i mnoha fyziologickych a
metabolickych pochodech. Hlavni rozdil mezi jedngthi druhy ceramid tvoii ve velké
vétsing pripadh bud” délka acylovéhdetézce, ktery se pohybuje v rozmezi 2 az 34 uilik
anebo povaha sfingoidni baze. Role cerdamicbrganismu spiva pgredevsim v regulaci
bunécné homeostazy, jsou Ekvymi intermediaty biosyntetickych cestii ptvorbé
sfingomyelinu a takeé slouzi jako molekulepasejici signal pro b&nou smrt — apoptédzu.
Jako druzi poslovéigobi ceramidy nejen pro apoptozu, ale i pro dagtabolické pochody
v buice. Zasadni roli hraji ceramidy také jako famksowast kozni bariéry [1,2].

OH sfingosin
HNW/\/WWW

o) acyl

Obrazek 2 Obecna struktura ceramidu — bazicky aminoalkdiimlgosin je na dusiku
acylovan mastnou kyselinou.

2.1. Role ceramidi v bunééné signalizaci a apoptéze

V mechanismu programové hitmé smrti byly uvazovany dv hlavni teorie
mechanismu d&inku. Prvni z &chto dvou hypotéz fedpokladala, Ze ceramidy se
metabolizuji na dihydroceramidy, které jsou prdikautoxické. Tato teorie ovSem nebyla
podloZena tkazy, respektiveiptestovani in vitro nedochazelo k apoptoze dik nimz
byly dihydroceramidy fidany. Druha teorie pdtala s kombinovanou casti tumor-
nekrotizujiciho faktoru alfa (TNlk) a ceramidu, jako druhého posla. Endogenn
syntetizované ceramidy dle této teorie zpeditovavaji signal, kterytmasi pra¢ TNF-a.
Tato teorie byla podgena i pokusy in vitro, kdy intracelularpiidany ceramid indukoval
fragmentaci DNA a naslednou hignou smrt. DalSi experimenty ukazaly, Ze ceramiadyi hr
roli pii apoptéze bukk aktivnich i neaktivnich v krvetvo#h vcetre fibroblasti a
fibrosarkomalnich butk. Diky tomuto zji&ni je dalSi vyzkum ceramidnejen na této
arovni velmi zadany [3].



2.2. Vyznam ceramidh v kazi, rohova vrstva kize

Hmotnost lidské #Ze se pohybuje okolo 5 kg a jeji povrch dosahujesté nt.
Kuze ¢loveéka se skladda ze dvou zékladnich vrstev — dermesaldiky bohaté kapilarni a
nervoveé siti zajifuje vyzivu a epidermis, jejiz funkce je z veli&sti ochranna. Epidermis
se sklddé z dalSich 4 vrstev stratum basale, spimogranulosum a corneum. Hlavni
bariérovou funkci zajidije nejsvrchjSi rohova vrstva -stratum corneumBariérova
funkce KiZze spgiva v ochrat organismu ped vrgjSimi toxickymi vlivy a v zabréaeni
nadneérnym ztratdm vody z organismu [4,5].

Stratum corneunfrohova vrstva &Ze), nejsvrchijSi vrstva pokozky, tvid hlavni
slozku koZzni bariéry. Tato vrstva se sklada z grohovaglych bureék - korneocyl, které
vznikly migraci a odurfenim keratinocyt z hlubSich vrstev pokozky. Korneocyty jsou
buiky zploSglé, které se skladaji do 10-20 mikrontediroké vrstvy. Struktura uspédani
korneocyt je ¢asto popisovana jako ,cihly a malta“, kdy ,cihlyojs korneocyty, a jako
.-maltu“ ozna&ujeme mezibutny prostor. Mezibu&né prostory SC tvb lipidova matrix.

V lipidové matrix jsou ekvimolamh zastoupeny ceramidy, cholesterol a volné mastné
kyseliny dale pak v mnohem menSim mnoZstvi chalgsselfat. Za zminku stoji, ze
ackoliv jsou vySe uvedené latky zastoupeny ekvimalahmotnost predstavuji ceramidy
asi 50 % matrix. Tyto latky vznikly ze svych prekari, které jsou obsaZeny

v keratinocytech v granulézni vrstvepidermis. Lipidy matrix jsou pra¥godobr
poskladany v lamelarnim usf@alani, kdy se tyto ,lamely* mohou v pravidelné pdicite
opakovat, nebo tvi dvojvrstvy velice podobné dvojvrstvam fosfolipiym, které zname

ze slozeni bustnych membran [4,5,6].

Praw unikatni sloZeni lipidovych lamel zauwje ochrannou vrstvu pokozky, kdy
struktura ceramitl jejimz zakladem je hydrofilni a hydrofobriast, zabezpeije
nepropustnost pro nebezpé latky (toxiny, alergeny, patogeny, UVieai) z vrjSiho
prostedi a naopak brani uniku vody z organismu d&§Siho prostedi. Ve sloZzengtratum
corneumbylo popsano zatim 15 zakladnich druweramid [4,5,6,31].

2.3. Struktura ceramida, ceramidy lipidové matrix

Molekulu ceramidu izeme charakterizovat jako sfingoidni baziiermou nejastji
sfingosinem, 6-hydroxysfingosinem, fytosfingosinembo dihydrosfingosinem, na jejiz
primarni aminoskupinu v poloze 2 je amidicky navéz@nastna kyselina. Délkatézce
mastné kyseliny rize byt v délce od 2 do 34 uhlikNej¢astji nachazime v lipidové matrix
lidské koZzni bariéry ceramidy acylované kyselingadcerovou s délkou 24 uhtikhebo 22
uhlikatou kyselinou behenovou. Mastna kyselingenbyt hydroxylovana v poloaenebo
o. Jako velmi dlezita se ukazala taktéz konfigurace dvojné vazpgloze 4 sfingosinu. Ta
je u f@irozenych ceramiilvzdy v poloze 4 (trans-)[1,7,8].

V lipidové matrix lidskéhostratum corneunbylo prozatim potvrzeno 1Ziznych
druhi ceramidi, které se od sebe liSi pgéstrukturami sfingoidni baze nebettzce mastné



kyseliny. Na zaklagl téchto obmn se také wuje nomenklatura ceramid Tuto
nomenklaturu dle Motty popisugbrazek 3[7,8,31].

Jako zcela zasadni se ukazai@omnost ceramidl hydroxylovanych v poloze,
které jsou v této poloze Buesterifikovany kyselinou linolovou, nebo kovalentravazany
na vrejSi povrch korneocyit[7,9].

Non-Hydroxylated Ceramides
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Obrazek 3:Rozdily mezi jednotlivymi druhy cerathithchazejicich se v lidskék a jejich
nomenklatura dle Motty. Popis pomoci pismen se adaklina skladani zkratek
pojmenovavajicich jednotlivé stavelgasti ceramidu[31]
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2.4. Rozdily zastoupeni lipid v zdravé a poSkozené ki

Pti raiznych koznich onemoe¢nich, kdy dochazi k vzniku suché pokozkkippdré
lézi se vyznamihimeni sloZeni lipidové matrix. Jedna segevsim o atopickou dermatitidu,
ichytéozy a psoridzu, poruchy kozni bariéry se nachaké u komplexnich poruch
metabolismu sfingolipi@l jako je Niemann-Pidks syndrom a 2. typ Gaucherovy choroby
[10].

U atopické dermatitidy i psoriazy dochazi k velnyizeamnému ubytku lipitl
v rohové vrst¢ kiaze. Nejvice zasazenymi lipidy jsodedevsSim ceramidy, nejvice ty
s dlouhymietzcem. U paciefit ktefi trpi psoriazou nebo atopickou dermatitidou byl
prokazan ubytek ceramid az 50% celkové hmotnosti oproti zdravym jedmc Celkovy
Ubytek ceramid byl pozorovan u postizenych s koznimi lézemi i bieh, gicemz u v mist
bez 1ézi se pohybovala hladina celkovéhdtpaceramid o 25% hmotnosti nize nez u
zdravého jedince, vifpadt vyskytu koznich lézi se hladina snizila geStdalSich 12-23%.
Nejvice postizeny jsow-hydroxylované, resp. esterifikované ceramidy sidfonitetzci,
které tvdi vazby s proteiny korneoayt Ceramidy s kratkymietézci byvaji @i téchto
onemocgnich naopak zastoupeny vice nez ife& zdravé. Timto nepairem dochazi
ziejme k vyraznému zhorSeni bariérové funkce rohové yrkfize a zvyseni permeability
jak pro toxické latky z w&jSiho prostedi, tak i pro vodu z organismu [9,10,11,12].

Hladiny cholesterolu a jeho esiese (i pozorovani zdravé i atopickéike [ilis
nentni. Volné mastné kyseliny rohové vrstvigde jsou zastoupeny u atopickych padient
az 3x vice v mistech bez Iézi a az 5x vice vé&sdtoznimi Iézemi oproti zdravé kontrole.
Nejasné zarove stale je, zda zsmy obsahu lipid v stratum corneumpii kozZnich
onemocgnich jsou pi¢inou nebo nasledkemédhto onemocEni. Topické podavani
ceramidi onemoceini prokazatel& zlepSuje [9,10,11,12].

Pri genetickych onemoenich metabolismu sfingolipid dochazi ke zénam na
kuzi jen u rekterych paciernt s Niemann-Pickovym syndromem, u paciestGaucherovou
chorobou je #Ze poskozeno pouzéipypu 2. U Gaucherovy choroby nalézame zvysSenou
aktivitu B-glukocerebrosidazy, a tim zvySené mnozstvi glukesgmidi oproti snizenému
mnozstvi BZn¢ zastoupenych ceraniidTento neporr vede pravdpodobrt k poruSeni
kozni bariéry a vzniku suché az atopické pokozky.NPemann-Pickovu syndromu je
snizend aktivita sfingomyelinazy a dochazi ke kwaniusfingomyelinu na ukor cerantid
v epidermis, coz taktéz snizuje jeji bariérovoukitirj10].

2.5. Vliv exogennich ceramid na regeneraci kozni bariéry

Predpoklada se, Ze topicky podavané ceramidy napgimé@hegeneraci posSkozené
kozni bariéry p koZnich onemoatnich. Randomizovana studie na psech s atopickou
dermatitidou ukazala vyrazné zlepSeni u 85% polatsngdind. Topicky podavanych
ceramidi vyuzivaji mnohé kosmetické firmy ateme je tak najit u mnoha koZznich
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preparai. Mechanismus regenerace kozni bariéry neni vaé stela objasm. K tomuto
Gcelu se vyvijeji iznymi zpisoby zndené ceramidy, aby bylo mozné tento mechanismus
objasnit [13].

2.6. Fluorescefiné znatené lipidy

Pti znateni lipida pro objasani jejich funkce v mnoha biologickych, biochemichyc
a metabolickych pochodech se vyuZivaji mnohé damayeni €chto molekul. Nejastji se
pouzivaji fluorescemi chemické zn&ky — barviva, kterd se navazujiduo sfingosinové
¢asti nebocastiji na zbytek mastné kyseliny. Obé&cpouzivané fluoresceéni zna&eni
ukazujeobrazek 4.K nejcasgji pouzivanym strukturam pro zé&eni lipida pati rhodamin,
pyren, kumarin, NBD (7-nitrobenzo-[c][1,2,5]oxa-id&zol) a BODIPY 4,4 -difluoro-4-
bora-(3a,4a)- diazsindacen. [14,15,16,17]

R F\B'F R (CH3CH,),N
/N’ “N=F
W
R R
R
BODIPY
NO, R
N R O 0]
_0
N R =
NBD R Kumarin

Obrazek 4 Nejcastji pouzivané molekuly k zéeni lipidi. R na tomto obrazku prezentuje
lipidovy zbytek nebo fudki skupinuJ[16]

TR

umiseéni na molekule lipidu (pro permeabilitni studie peuziva zn&ni nefastji
v acylovémretézci lipidu, pro metabolismus sfingolipidv sfingosinovécasti), ale také
charakter samotné z#lgy. Prakticky ve ¥tSirg piipadi se jedn& o poémné velké molekuly,
které vykazuji vlastni fyzikatichemické a biologické vlastnosti. Diky tomuto ®ji§ se
piedpoklada, Ze tyto molekuly pémé zasad® meni chovani a metabolismus zeaych
lipidu, oproti lipidim prirozenym. NejétSim problémem se ukazuje &ma hydrofilre-
lipofilni rovnovahy takto zng&nych lipidi [14,15,16,17].

2.7. Fluorescetiné znatené ceramidy a jejich analoga ve studiu kozni
bariéry
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K objasreni mechanismu regenerace kozni bariéry pomoci kgppodavanych
ceramidi a zjiseni vlastnosti kozni bariéry v&ratum corneunjako takovése pouzivaji
raizré¢ znaené ceramidy a jejich analoga. Diky svym velmi gabrfluorescetnim
vlastnostem dominuje zéeni pomoci NBD a BODIPY. Latka BODIPY vykazuje ofpro
NBD vysSi fluorescenci a zaravdépe interkaluje mezi lipidy lipidové matrigtratum
corneum BODIPY také vykazuje lepSi pozorovatelnostervenych a zelenych vinovych
délkach.[16].

V regeneraci kozni bariéry se ukazala jako velitezitad délka acylovéheettzce
jednotlivych ceramidl a jejich analo. NBD znaené ceramidy s kratkyifettzcem (C6)
vykazovaly velice rychly prostup@sstratum corneundo epidermis a nasledny prostup do
Golgiho aparatu (2 h). Naopak zeaé ceramidy s delSitettzcem (NBD Gs—Ceramid)
nebo jejich analoga (Pseudoceramid NBDRs)Cpres rohovou vrstvu ke prakticky
nepronikly. NBD zn&eny G- a ol dlouhdettzcova analoga ukazujebrazek 5.
Predpoklada se tedy, Ze délka acylovéb@&zce velmi vyznam& ovliviiuje schopnosti
ceramidi penetrovat kozni bariéru. Dloutetézcové ceramidy a jejich analogaepné
zarover vykazuji afinitu k povrchovym strukturdm korneagytimz je moznost prostupu
také snizena [16,17,18].

HN NH-NBD
Ceramid NBD.Cac W\NV\/\/\/\/\/V\/\ -

Pseudoceramid NBD-Cas HN Y\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\ NH-NBD

) HOWWV\M/\
Ceramid NBD-Cs

Obrazek 5NBD znaené ceramidy pouzit&ipstudii zavislosti délky acylovélietezce na
penetraci.

2.8. Fluorescefini polyenové zngky

Resenim problematiky z¥ny vlastnosti lipid, potazmo ceramid po zavedeni
objemného (NBD, BODIPY) fluoroforu by bylo zavedetdkového fluoresceniho
znaeni, které by napodobovalo strukturtirpzeného ceramidu. Ukazuje se, Ze takoveéto
vlastnosti by mohly mit ceramidova analoga, doclgjirettzch je zabudovan polyenovy
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flurofor s konjugovanym systémetrans- dvojnych vazeb. Jednim z prvnich takovychto
flurofora byla jiz pred 40 lety kyselina parinarova49 1E,13E,157)-oktadeka-9,11,13,15-
tetraenova kyselina) a jeji izomery, obsahujicité&ays4 konjugovanych dvojnych vazeb,
ktera vSak nevykazovala dostateu emisni vinovou délku p@bnou k mikroskopii.
DalSim podobnym fluoroforem je £l 3E, 5E)-1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien (DPHplrazek

6). Znaeni lipidi a sledovani zZivych kultur pomoci DPH se jevi jadlspsné, pedevsim
diky velice dobe vykazované fluorescenci a fotochemické st&bitdhoto fluorofu.
Nicmeére diky pritomnosti dvou fenyll neni zcela jisté, Ze nedochazi kémd@m chovani
takto zngenych lipidi, jako je tomu u vySe uvedenych [14,15,19,20,21].

98
\\\

Obrazek 6 DPH fluorofor, R gredstavuje molekulu navazaného lipidu

Velmi nadjnym fluroforem, ktery ma ,mimikry* firozeného ceramidu se zda byt
linearnifetzec obsahujici systénttp trans- dvojnych vazeb v konjugaci. Tyto linearni
flurofory dokonale napodobuiji strukturdig@zenych lipidi a jsou proto velmi naghou
moznosti nejen i monitorovani lipidi v rohové vrst¢ kize, ale prakticky ve vSech
moznych biologickych &ich, kde se nachazi lipidy s linearnimtézcem. Diky tomuto
znaeni byly v roce 2010 zobrazeny etherove lipidyréteraji velmi dleZitou roli v mozku
[14,19].

Pt syntéze &chto polyenovych zrigk se vychazelo nejprve z pentaenové kyseliny,
s niz byla vSak obtiznd manipulace. Proto pro zewedesetiuhlikatého polyenového
fluroforu na molekulu lipidu byla pouZzita Wittigovaakce, ktera vychazela z hexadienalu
a fosfoniové soli bromderivatu methyldioxolanu. epolyenovyiettzec se ukazal jako
témet idealni néstroj pro zobrazovani ligid in vivo studiich. Takto zrigené lipidy nejsou
nijak negativi ovlivnény a vesSkeré biochemické a metabolické pochodyibapbjako u
lipida prirozenych. Strukturni podobnost polyenového fluoegsniho sfingomyelinu
se sfingomyelinem #frozenym ukazujeobrazek 7. Trochu problematickd se ukazala
fotochemicka stabilitaséthto polyenovych zri@k. Ta byla pordrné nizkd, a tak se jako
zobrazovaci metoda uziva dvoufotonova mikroskfipiel9

Vzhledem k charakteru polyenovéretizce je ¥ejmé, Ze tento fluorofor izeme
pii studiu ceramid pouzit pro ozngni jak v sfingosinové, tak acylowdsti molekuly
ceramidu. Toto finasi nesmirné vyhody a Ize tak velmi #imstudovat najklad zavislost
délky acylovéhdetézce na penetracigs kozni bariéru aniz by byl acyloigtézec jakkoliv
ovlivneén. [14,19]
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Obrazek 7 Strukturalni podobnost mezfipzenym sfingomyelinem (vpravo) a polyehov
zna’enym analogem (vlevo, polyen je vyarazeles) [19]

2.9. Grubbsovy metateze = metateze olefin

Pri ptipraw polyenového fluoresceéniho ceramidu jsou velmi déd vyuzitelné
metateze olefitr Grubbsovy metateze. Nazev nesou podle RobertakitanGrubbse, ktery
za predstaveni katalyzatbrpro metatezi olefith ziskal v roce 2005 Nobelovu cenu za
chemii. Nazev pochéaziizctiny, kdy Meta = zmina a Tithemi = misto. Metateze je tedy
proces, p kterém dochazi k ,rozpojeni* dvojné vazby mezlik a ,zmeéne" mista této
vazby, resp. ,spojeni“ s jinou dvojnou vazbou. Meta olefiri mohou vést dle nastavenych
x podminek a pouZitétm substratu kizmym

produkfi a dle toho metateze raddjeme.

Rozcleni ukazujeobrazek 8.[22,25]
H% NMET Obrazek 8 Druhy metateze olefin
RCM = Ring closing metathesis
x
n

ROMP ROM=Ring opening metathesis
ADMET= Acyclic diene metathesis
ROMP= Ring opening metathesis and
polymerization

K
X
_—D ROM ; LF‘ CM=cross metathesis
R [22]

I"I
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2.10. Katalyzatory pouzivané pi metatezich

Pri vyvoji katalyzatofi pottebnych pro metatezi vychazel Grubbs a jeho kolegevé
slowenin ruthenia. Jednim z prvnich steain byl hydrat chloridu ruthného. Pelba lepsSich
vytéZka a rozdilnym patbam pro #zné metateze bylo vyvinuto vice nez deset druh
katalyzatot na bazi ruthenia. Nejtezit¢jSimi katalyzatory jsou Grubbs katalyzator prvni
generace, pouZzivanyigdevSsim fi ROMP (Kruh otevirajici metateze s naslednou
polymerizaci) a ADMET (Acyklicka metateze digndale @i CM terminalnich olefid,
Grubbsiv katalyzator druhé generace, ktery zvysSuj@most gfi RCM a pouziva sefpCM
substituovanych olefin Grubbsiv-Hoveydiv katalyzator prvni generace vyuzitelnyi p
RCM v makrocyklech a Grubbeg-Hoveydiv katalyzator druhé generace pouzivany za
nizsich teplot u elektron@v deficientnich slotenin. Struktury dchto ¢tyr hlavnich

katalyzatot popisujeobrazek 9[22,24,25].

M N_ N-M M N_ N-M
PCys es— -Mes PCys es— -Mes
| .CI Cl | .ClI &l
Ru— Ru— Ru— Ru—=
| b | b cI oI >\:
PC PC 0 0
¥ & -Pr’ -Pr”
Grubbs Grubbs Hoveyda-Grubbs Hoveyda-Grubbs
1% generation 2" generation 15t generation 2"d generation

Obrazek 9 Grubbsovy katalyzatory na bazi ruthenia (REytricyklohexylfosfin,
Mes=Mesitylen, i-Pr=isopropyl)24]

2.11. Mechanismus metateze

Mechanismus metateze probiha jako tzv. 2+2 cyklorhdreakce. Reakce je
v podstat schopna probihat neustale, dokud se ,néspaje” vesSkery katalyzatorfipadre
dvojné vazby olefifi, které tuto reakci poskytujici (ndklad pi prevazeni reaki
rovnovahy na stranu produihebo vychozi latky). Mechanismus metateze popsarkyuh
uzavirajici metatezi je ukadzan olarazku 10[23].

2.12. Fiklady vyuziti metateze v syntéze lipid

Grubbsovy metateze nasSly Siroké vyuziti v syntéagiklad sfingolipich a jejich
analog. Naobrazku 11 jsou ukazany &které reakce. DalSi vyuziti Grubbsovy metateze je
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popsano v experimentaldasti této prace. Vyhodou pouZzivani metateze jeetmdé
dosahovani velice uspokojivych ¥yka pii praci s velmi malymi mnozstvimi latek[26].

PPh3 pp
\/\N/\/ Cl |
| + R + HC—CH,
Ts cr |
PPh;
/Q/\N/\/ /O/\N/\/
PPh3 11.5 —_— PPhgTs
P"/%/ cl Phs"/u\_
Pho?’ CI
cl, PPhs
NN ™y o
P g —pPh Y
o | 3Ts . Ph3P |
PhsP” ¢, CI Is
PPh, \ Vi
c'\\ / > PPh
P/ ) Ph3P’ 3
Phs \L —_— + cl’
] PPh3
Tpha NN HaC=CH, CI\ PPh3
Ch
\/\N/\/ + g::Ru=cH2 _— Ru\—PPh3-||-5 . R"\/\N/\/
| [ Phs PhaP/
Ts PPhg Cl s
Fl’Ph3
PhgR
\/\N/\/ + g::Ru=6H2 - . \ N/\/
| | CI—/RI.{
PPh
Ts 3 Cl PPh, Ts

Obrazek 10 Cykloadini mechanismus metateze olgf{iRPh= trifenylfosfin, Ts=
toluensulfonyl[23]
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Me&‘NYN‘Mes

CI"RH—‘-\
RL, G poy, M RL,
C13H2-,-,\_.¢,.-:r + MORE Grubbs cat. 2nd.(0.03 equiv) ¢, H, MORE
(4.0 equiv) OH CHoCly, reflux, 2 h OH
substrate product yield (%)?
Boc. BGC.NH
MNH 72%
A~ A OTES CiaHar A OTBS
. - o
Boc. NH Bﬂc.NH
A~ OH CiaHaresA A OH 58%
OH | OH
1 2
CagHay™ NH CisHs™ "NH 56%
OH CraHar i A OH
OH OH
BD:.NH Bnc..NH
A0 p-OMe CiaHzra A 0. p.OMe 76%
OH O OMe o4 O OMe
BOC Boc.\yH
MD'R'DwBr CHHWMD'E'OVAEF 0%
OH O OMe OH © OMe
2 2
CigHar™ "NH CysHa™ "MH E5S
_ 0.0 ~g, CiaHorn A0 p- O g
OH G OMe OH O OMe

Obrazek 11 Priklady vyuZiti metateze viprave sfingolipidi (R=H,TBS,Boc Boc= terc

butyloxykarbonyl, TBS= terc-butyldimethyls)lj26]
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Chemikalie a fFistroje

Pouzivané chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigitdrich. Rozpoustdla byla
zakoupena od firmy Penta a od firmy Sigma-Aldrich.

Pro strukturalni charakterizaci latek byly vyuzZggistroje Varian Mercury-Vx BB
(NMR analyza*H pfi 300 MHz a*C pii 75 MHz, a takéH pii 500 MHz a'3C pri 125
MHz), hmotnostni spektrometr LCQ Max advantage (irfeeFinnigan, San Jose, U.S.A.) a
Koflerav pristroj (méteni teploty tani pevnych latek).

Tenkovrstva chromatografie byla pro¢ad na TLC deskach (silikagel 6@sk od
firmy Merck, @i detekci byla pouZzita nespecificka deiek snmés slozend z CeSQO
Hs[P(M03010)4], H2SQw a vody nebo ninhydrin.

3.2. Syntéza

Cilem projektu bylo fipravit polyenovy fluorescemi ceramid. Byly navrzeny a
vyzkouSeny celkentitsyntetické cesty, které budou v mé praci popsany.

V syntéze ljsem vychazel z Garnerova aldehydu, ktery byl pbdn reakci
s vinylmagnesiumbromidem zaimnosti hexamethylfosforamidu. DalSim navrzenym
krokem bylo odchr&mi vzniklého produktu, nasledné navazani silylovytiranicich
skupin a acylace. DalSim krokem reakcélarbyt Grubbsova metateze, tvorba fosfoniové
soli a nasledna Wittigova reakce.

Syntéza 2vychazela taktéz z Garnerova aldehydu, ten byte test podroben
reakci s chlorovanym terminalnim alkynem — 5-chémipl-ynem, respektive jeho
alkynidem. DalSim krokem byla redukce trojné vagbgiklého produktu na vazhuvans
dvojnou. Ri tomto kroku bylo vyzkouSeno hnedkolik moznosti selektivni redukce. DalSi
zamysSlené kroky této reaki cesty by byly silylace, tvorba fosfoniové sol\Wttigova
reakce s polyenovym aldehydem.

Syntéza 3vychazela z komeén¢ zakoupeného ceramidu, ktery byl podroben
Grubbso¥ metatezi s 5-brompent-1-enem. Nasledujici kroky teakni cesty jsou
podobnésyntéze 2

Pro vSechnyit predchozi syntézy byl, jako produkt vstupujici do&asnych kroki
reakci, pipraven polyenovy aldehyd E24E,6E,8E)-deka-2,4,6,8-tetraenaliiprava tohoto
produktu nasobnou Wittigovou reakci je v této prappsana jakeyntéza 4

OH
HO Y N NI

HN. . Ca3H
c 23M47

Obrazek 12Polyenovy fluoresceni ceramid
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3.2.1. Syntéza 1

Prvni syntéza vychazela z Garnerova aldehyhy Ktery byl podroben reakci
s vinylmagnesiumbromiden2) za gitomnosti hexamethylfosforamidu (HMPA). HMPA se
do reakce pdava jakatinidlo podporujici selektivni fibéh reakce za vznikR konfigurace
hydroxylové skupiny v poloze 3 produktu. Vznikigrc-butyl (-4-((R)-1-hydroxyallyl)-
2,2-dimethyloxazolidin-3-karboxylat3) byl zbaventerc-butyloxykarbonylové chranici
skupiny pomoci kyseliny chlorovodikové v dioxanuiskany produkt: (83R)-2-
aminopent-4-en-1,3-diolj byl vSak ziskan ve velmi malém ¢yku, proto nebyl podroben
dalSim planovanym krdgkn. Cela navrzena re&ki cesta je uvedena wehématu 1- viz
nize.
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Schéma 1 — Syntéza 1

oﬂJ />_L
%‘N t A NgBr —— T HMPA, THF ﬁ\ — _ Dioxan, HCI
>=O 2 78 C, 4h Reflux
b .
1 3
OH OTBDMS
' TBDMS-CI : WSC
———>» HO Z ST »  TBDMSO 7 >
w Imidazol w RCOOH
NH, NH,
4
OTBDMS OTBDMS
X Br
= TBDMSO NN
______________ BOMSO Y B ﬁ P,
> HN. R  ~om-m-meoeoe- > R e >
¢ Grubbs. kat. 2gen. I
o) o)
OTBDMS 1. NaHDMSA
- PPhy'Br P~~~
_____________________ »  TBDMSO Y oIS
HN.-R 2. TBAF
1l
o)
OH
-------------- > HO/YW\MM\
HN. R
¢
o)

R= Ca3Ha7, Ci7H3s

HMPA= Hexamethylfosforamid

THF= Terahydrofuran

TBDMS-CI= Tercbutyldimethylsilylchlorid

WSC= 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
PPh= Trifenylfosfin

NaHDMSA= bis(trimethylsilyl)amid sodny

TBAF= Tetrabutylamonium-fluorid
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3.2.1.1. Riprava terc-butyl( S)}4-((R)-1-hydroxyallyl)-2,2-dimethyloxazolidin-3-
karboxylatu (3)

0
OH

O/w O/>_L
N HMPA, THF %N —

-+ Y=o * 7 MgBr ju

-78°C, 4h 0
0 2 jﬁ
1 3

975 mg (4,252 mmol) Garnerova aldehy@l) bylo pod atmosférou dusiku
rozpuséno v 10ml bezvodého tetrahydrofuranu. K r@dksnesi byly injekéné prikapany 3
ml hexamethylfosforamidu (HMPA) (17,243 mmol). R&aiksnes byla ochlazena na 78°C,
poté bylo injekni stikatkou griddno 17 ml 1M roztoku vinylmagnesiumbromidg)

v bezvodém THF. Vinylmagnesiumbromid byikapavan opatmha postup#é aby nedoslo
ke zvySeni reaini teploty. Smis byla je& hodinu michanaip-78°C a poté bylo chlazeni
vypnuto. Podle TLC (mobilni faze hexan:ethyl-acétdl) jiZz reakce dale neprobihalai P
ohtati na laboratorni teplotu byla reakce uk@ma gidanim 30ml nasyceného roztoku
chloridu amonného a Jgpana 3x20 ml diethyletheru. Spojené etherové éabgly
vysuseny pomoci bezvodého siranu sodnétedilipovany ges vatu a odgany na rotani
vakuové odparce. Sfa po odp#eni do sucha bylaigisténa sloupcovou chromatografii
s mobilni fazi hexan:ethyl-acetat v pénn 6:1. Bylo ziskano 236 mg produk®), v podok
nazloutlé olejovité kapaliny. V§Eek reakceinil 21,57%.

Terc-butyl (S)-4-((R)-1-hydroxyallyl)-2,2-dimethyloxazolidin-3-karboxylat (3)
Zlutd olejovitd kapalina, molarni hmotnost: 257,38mol. TLC: R=0,37
(hexan:ethyl-acetat 6:1)

IH NMR (300 MHz, CDCJ) § 5,85 (ddd,)= 16,2 Hz, 10,5 Hz, 5,1 Hz, 1H), 5,36 {d, 17,2
Hz, 1H), 5,21 (ddJ= 10,5 Hz, 1,5 Hz, 1H), 4,34-4,20 (m, 1H), 4,2044(f, 1H), 4,02 (d,
J= 3,0 Hz, 1H), 4,00-3,76 (m, 1H), 1,56 (s, 3H),QL(5, 3H), 1,47 (s, 9H)

13C NMR (75 MHz, CDCJ) 6= 154,29, 136,68, 117,91 116,21, 94,49, 81,17, 746248,
61,98, 28,32, 26,24, 24,45

3.2.1.2. Riprava (2S 3R)-2-aminopent-4-en-1,3-diolu (4)

o) OH
- OH
N —  Dioxan, HCI R
4z_> /
=0 Reflux HO/Y\/

jﬁ NH,
3 4
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K 236 mg (0,917mmol)  erc-butyl(§-4-((R)-1-hydroxyallyl)-2,2-
dimethyloxazolidin-3-karboxylat(3) z predchozi reakce bylofigldano 15ml 1 M kyseliny
chlorovodikové a 15 ml dioxanu. Reakce bylaraaina pod zginym chladéem k varu 3
hodiny. Po ochlazeni re&ki sntsi na laboratorni teplotu byla gnvyttepana 3x15 ml
diethyletheru a poté zalkalizovana pomoci 1M hydioxsodného na pH=9. Ssbyla poté
jese vytiepana 3x15 ml ethyl-acetatu k odstminvychozich latek. Vodna frakce obsahujici
produkt byla zahu8ha na roténi vakuové odparce, rozpasa v 20 ml horkého methanolu
nasledg zfiltrovana. Produkt byl precipitovan pomoci 3 ohlloroformu. Vzniklé bilé
krystaly byly zfiltrovany a vysuSeny ve vakuu. Byskano 23 mg bilé krystalické latky.
Vytézek reakceinil 22,13%.

(2S 3R)-2-aminopent-4-en-1,3-diol (4)
Bila krystalicka latka, molarni hmotnost 117,15 ginTLC R=0,28
(chloroform:methanol 10:1). Teplota tani 43-45°e(htura uvadi 43-45°C [27].)

'H NMR (500 MHz, MeOD)3 5,89 (dddJ = 17,3, 10,5, 5,9 Hz, 1H), 5,42 (dt, J =17, 1,5
Hz, 1H), 5,30 (dt, J = 10,4, 1,5 Hz, 1H), 4,31 (ddt 6,1, 4,6, 1,5 Hz, 1H), 3,77 (dd, J =
11,5, 4,2 Hz, 1H), 3,65 (dd, J = 11,5, 8,1 Hz, 13{22-3,12 (m, 1H).

13C NMR (125 MHz, MeOD)35 137,36, 118,27, 71,61, 59,91, 58,01
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3.2.2. Syntéza 2

Druhy synteticky postup @pvychazel z Garnerova aldehy(l), ten byl tentokrat
podroben reakci s terminalnim alkynidem odvozenytrbechlorpent-1-yny5). K reakci
dochazelo v fitomnosti butyllithia a HMPA za vznikuerc-butyl(4S9)-4-(6-chlor-1-
hydroxyhex-2-yn-1-yl)-2,2-dimethyloxazolidin-3-kamkylatu (6) DalSim krokem byla
redukce trojné vazby neans-dvojnou za vzniku (8)-4-(6-chlor-1-hydroxyhex-2-en-1-yl)-
2,2-dimethyloxazolidin-3-karboxylat7). Byly vyzkouSeny celkem 3 mozZné igoby
redukce trojné na trans dvojnou vazbu, které byslopsany nize. DalSi re&k kroky -
odchrérni terc-butyloxykarbonylové chrénici skupiny, silylace, ykace a reakce
s polyenovym aldehydem je velmi podobna s prvntéawou. Celou reaki cestu popisuje
schéma 2uvedené nize.

Syntéza 2 — Schéma 2

1. Red-Al
Ow 2. LiiIH4
#\NFO BuLi, HMPA 3. Li/NHs
d X cl
5
1 6
,;)\ & HCI, Di o
> N = L oehPeken e .
O\FO o reflux HO/\I‘\I?Z\/
OTBDMS QTBDMS
: WSC - Cl
RS S oo PO R M TS0
NH, CF)(
OTBDMS 1. NaHDMSA
,,,,, PPhs 3 TBDOMSO A~ PPhSICT A
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, >
/IC:R/ 2. TBAF
6
QH
HO NN NI
ffffffffffffff -
¢
o}
R= C23Ha7, Ci7H3s
HMPA = Hexamethylfosforamid BuL i= Butyllilthium
THF = Terahydrofuran TBDMS-CI= Tercbutyldimethylsilylchlorid
PPhs= Trifenylfosfin WSC=1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid

NaHDMSA-= bis(trimethylsilyl)amid sodny TBAF = Tetrabutylamonium-fluorid
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3.2.2.1 Riprava terc-butyl-(4S)-4-(6-chlor-1-hydroxyhex-2-yn-1-yl)-2,2-
dimethyloxazolidin-3-karboxylatu (6)

0
/
0N~
/)‘N/EO BuLi. HMPA o
0 \\\/\/Cl
N :
1 6

590 mg (0,6 ml, 5,756 mmol) 5-chlorpent-1-y{&) bylo pod atmosférou argonu za
stadlého michani rozpu$io v 40ml suchého THF. Reak snts byla zchlazena na -78°C.
Pri této teplok bylo prikapano 3,5 ml (5,6 mmol) 1,6M butyllithia v hexafo dalSi hodi&
michani pi teplo® -78°C byly do reakcefikapany 2ml (11,429 mmol) HMPA a 997 mg
(4,348 mmol) Garnerova aldehydl) rozpus¢ného v 25 ml suchého THF. Re&ak snts
byla déle chlazena. Po 3 hodinach bylo chlazenhwigpa po oféti sngsi na laboratorni
teplotu byla reakce ukéena opatrnym idanim nasyceného roztoku chloridu amonného.
Poté byla sis vytrepana 3x50 ml ethyl-acetatu. Spojené organick&érddyly vysusSeny
pomoci bezvodého siranu sodného a zfiltrovanyr&tittyl poté odpian na roténi vakuové
odparce. Sw¥s byla peciSténa sloupcovou chromatografii, mobilni faze- chlorof :
methanol 50:1. Bylo ziskano 1230 mg Zluté olejoképaliny. VytZek reakceinil 85,25%.

Terc-butyl-(45)-4-(6-chlor-1-hydroxyhex-2-yn-1-yl)-2,2-dimethyloxzolidin-3-
karboxylat(6)

Zluta kapalina olejovité konzistence. Molarni hmastn331,84 g/mol. TLC: R0,48
(Chloroform : methanol 50:1).
H NMR (300 MHz, CDCI3)s = 4.51 (s, 1H), 4.25-3.79 (m, 4H), 3.63)% 6.4 Hz, 2H),
2.41 (td,J = 6.8 Hz, 1.9 Hz, 2H), 2.00- 1.90 (m, 2H), 1,653), 1,58(s, 3H), 1,49 (s, 9H)
13C NMR (75 MHz, CDCI3): = 154,31, 94,99, 84,37, 81,45, 79,06, 77,19, 65840,
43,54, 31,15, 28,33, 25,81, 16,17

3.2.2.2. Riprava terc-butyl(4S)-4-(6-chlor-1-hydroxyhex-2-en-1-yl)-2,2-
dimethyloxazolidin-3-karboxylatu (7)

1. Red-Al
2. LiAlH,

3.LiNHy
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DalSim krokem reakce byla redukce trojné vazbyraast dvojnou. Tato redukce byla
postupi provadna temi zpisoby.

A) Redukce pomoci bis(2-methoxyethoxy)dihydridohliitanu sodného (Red-Al)

100 mg (0,301 mmol) terc-butyl(4S)-4-(6-chlor-1-hydroxyhex-2-yn-1-yl)-2,2-
dimethyloxazolidin-3-karboxylatu6) bylo rozpu&no v 10 ml suchého THF a pod
atmosférou dusiku bylo zchlazeno na 0°C. Poté inyd&eni stikackou pikapano 0,170ml
(0,600 mmol) Red-Alu (70% roztok v toluenu). Roztol chlazen je§t 10 minut a poté
byla chladici laz& odstragna. Reakni sn€s byla michanaiplaboratorni teplat jest 4
hodiny. Poté byla reakce ukiena gidanim nasyceného roztoku chloridu amonného (cca
5ml). Reakni smés byla vytepana 3x10 ml diethyletheru. Spojené organickécedkyly
odpdeny na vakuové rotai odparce. Vzorek redki sntsi byl podroben NMR analyze,
ktera vSak fitomnost dvojné vazby vyl@ila. Od redukce Red-Alem bylo tedy upiri.

B) Redukce pomoci tetrahydridohlinitanu lithného.

100 mg (0,301 mmol}6) bylo rozpustno v 10 ml suchého THF pod atmosférou
dusiku. 1 ml (1 mmol) 1M tetrahydridohlinitanu litého bylo pikapano injekni stikackou
do reakni snesi. Snes byla zakivana pod zgtnym chladéem a v atmost@ dusiku k varu
po dobu 15hodin. Poté bylo zékani vypnuto. Reakce byla ukiena 15 ml 15% roztoku
hydroxidu sodného. Sta byla takto michana jeéSpo dobu 1 hodiny za laboratorni teploty.
Poté byla sis pefiltrovana ges vrstvu silikagelu a proplachnuta horkym chlorofem.
Filtrat byl zahu&in na rot&ni vakuové odparce a vzorek podroben NMR analy2dRN
analyza opt prokazala nejitomnost dvojné vazby. Redukce tedy neghid.
C) Redukce pomoci kovového lithia v amoniaku

50 mg kovového lithia bylo rozdrobno na malé kousky a reaktivovano pterdm
do methanolu, poté bylo oplachnuto v diethyletharthexanu. Bigka s rozdrobénym
lithiem byla umistna na olejovou vakuovou pumpu k vysusSeni zbytkdia&osti. Baika
byla poté zavzdu®na argonem a zchlazena na -78°C. Za stalého clilaglto baiky pres
promyvaku s pevnym hydroxidem sodnym zaveden plynny ankorkgery v baice diky
podchlazeni kapaéh Jak se kovové lithium v amoniaku postdpiozpoustio, vznikal
temre modry roztok. Kdyz bylo vSechno lithium rozpésd a zbarveniistavalo temé
modré, byl pivod amoniaku zastaven. Tetnmodré zabarveni nezmizelo, a tak byl do
baiky prikapan roztok 100 mg (0,301 mmdB) rozpuséného v 10 ml bezvodého THF.
Reakce byla ponechana 2 hodiny, poté bylo chlawgmiuto. Po vystoupani teploty na
laboratorni byla reakce ukdena velmi opatrnym fidanim nasyceného roztoku chloridu
amonného. Kdyzigstala srés prudce reagovat, byldgigano je& cca 5ml vody. Reaki
smés byla vytepana 3x15 ml chloroformu a spojené organické &aldpdeny na roténi
vakuové odparce. U vzorku byla Zfana hmotnostni spektra, kterd ukazala, Ze k redukci
nedoslo nebo doslo ve velmi malém gomoproti vychozi latce.
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3.2.4. Syntéza 3

Treti synteticka cesta vychazela z koémeérdostupného ceramidi-((2S,3R,4E)-
1,3-dihydroxyoktadec-4-en-2-yl)stearamidi8) izolovaného z biologického materialu
(veprovy mozek), ktery byl podroben Grubbgowvetatezi s 5-brompent-1-en€®). DalSimi
kroky v syntéze rda byt silylace, reakce s trifenylfosfinem za vanifosfoniové soli a
piipojeni polyenu pomoci Wittigovy reakce. Celou rimou syntézu ukazuje schéma 3.

Syntéza 3- Schéma 3

9 OH
B = Br
HO/Y\/\C13H27 R N HO™ Y N TBDMSCI
TrCﬂ 35 Grubbsuv katalyzator 2.generace NH T(CWH% """"""""" >
(0] (0]
8 10
OTBDMS
PPh OTBDMS
N
________ TBDMSOmS/\/ .--------3------>TBDMSO/Y\/\/\/PPh3 Br .
Tf rrC17H35
% o}
OTBDMS
--------------------- » TBDMSO
M\/\/\/\ /Y\/ """"""" >
o) HN\C/C17H35
6
OH
----------------- » HO N NN
HN\C/C17H35
6
TBDMS-CI= Tercbutyldimethylsilylchlorid PPhs= Trifenylfosfin

NaHDMSA-= bis(trimethylsilyl)amid sodny TBAF = Tetrabutylamonium-fluorid
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3.2.4.1 Riprava N-((2S,3R,4E)-8-bromo-1,3-dihydroxyokt-4-en-2-yl)stearamidu (10

OH 9 OH
- N Br - B
HOW\C13H27 = » HOW\/\/ r
HN \H/C17H35 Grubbsuv katalyzator 2.generace HN \n/C-| 7Hzsg
O O
8 10

100 mg (0,154 mmol) ceramid8) a 15 mg (0,017 mmol) Grubbsova katalyzatoru
druhé generadaylo rozpustno v 10 ml bezvodého dichlormethanu. Pod atmosfdusiku
a za stalého michani bylo injgk stikackou prikapano 0,08 ml (100 mg, 0,687 mmol) 5-
brompent-1-eni{9). Reakni smés byla poté zativana pod zgtnym chladéem k varu 2,5
hodiny. Po zchladnuti na laboratorni teplotu bytgés byla zahugha na roténi vakuové
odparce a poslézeldna sloupcovou chromatografii (mobilni faze: cbform : methanol
50:1). Bylo izolovano 42,37 mg latk§0). Vytézek reakceinil 46,79 %.

N-((2S,3R,4E)-8-bromo-1,3-dihydroxyokt-4-en-2-yl)stearamid

Bila amorfni latka. Molarni hmotnost 504,59 g/midlC: R= 0,42 (chloroform:
methanol 50:1).

'H NMR (300 MHz, CDQY): = 6,35 (d,J=7,1 Hz, 1H), 5,82-5,67 (m, 1H), 5,60
(dd,J=15,5 Hz, 5,9 Hz, 1H), 4,33-4,27 (m, 1H), 3,95-3(86 2H), 3,74-3,64 (m,1H), 3,40
(t, J= 6,6 Hz, 2H), 2,16-2,29 (m, 4H), 1,94 (&:14,6 Hz, 6,3 Hz, 2H), 1,70-1,53 (m, 2H),
1,18-1,33 (m, 24H), 0,87 (#=6,6 Hz, 3H)
13C NMR (75 MHz, CDCGY) 6= 174,11, 131,37, 130,54, 74,131, 62,29, 54,5B1R32,43,
31,90, 31,73, 30,51, 29,69, 29,62, 29,50, 29,383%89,27, 29,14, 28,92, 25,75, 22,63,
14,10

Béhem pfibéhu metateze a i po ukdeni byly na TLC (chloroform:methanol 50:1)
pozorovany 3 vyrazné skvrny. Skvrna s réteém faktorem kolem 0,50 pélt vychozi latce.
Tésre pod ni (R-0,45) se nachazela skvrna produktu. V Uplri&te chromatogramu se
nachézela skvrna odpovidajici hlavnimu vedlejSinmalgktu Grubbsovy metatez€E)-1-
Bromoktadec-4-enuTuto latku popisujeobrdzek 14 a NMR spektrum niZze. Tato latka
vznikla reakci 5-brompent-1-eniiganého do reakce s 13ti-uhlikatye&zcem z ceramidu
za @ritomnosti Grubbsova katalyzatoru

ANCNEN NN
Br
Obrazek 13(E)-1-Bromoktadec-4-erdlavni vedlejSi produkt Grubbsovy metateze
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(E)-1,8-Dibromokt-4-en (28)

Bezbarva olejovita kapalna latka, Molarni hmotn@t0,00 g/mol. TLC: Rf=0,74
(chloroform:methanol 50:1).

H NMR (500 MHz, CDCI3)5 = 5,54-5,25 (m, 2H), 3,41 @,= 6,7 Hz, 2H), 2,26-1,95 (m,
4H), 1,94-1,88 (m, 2H), 1,40-1,15 (m, 22H), 0,89 6,8 Hz, 3H)

13C NMR (125 MHz, CDCI3)5 = 132,26, 127,78, 33,26, 32,50, 32,27, 31,90,8®9,67,
29,63, 29,48, 22,67, 14,10

CHs | HaC
«Cl
RU—=
cI” | “Pn

Obrazek 14 Grubbsiv katalyzator druhé generacg,3-Bis(2,4,6-trimethylfenyl)-2-
imidazolidinyliden)dichloro(fenylmethylen)(tricytlexylfosfin)ruthenium[24]
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3.2.4. Syntéza 4

Produktem c¢tvrté syntézy byl kbovy reaktant pro vySe uvedené syntézy
(2E,4E,6E,8E)-deka-2,4,6,8-tetraenfl9). i syntéze se vychazelo z trifenylfosfi(il2) a
komekné dostupného 2-(bromomethyl)-1,3-dioxoland1). Vznikla fosfoniova 8l
reagovala posléze s konie¢ dostupnym (E,4E)-hexa-2,4-dienalem(15) za vzniku
(2E,4E,6E)-okta-2,4,6-trienalu17), ktery byl poté pouzit ijp obdobné reakci k tvotb
vysledného B,4E,6E,8E)-deka-2,4,6,8-tetraenal{19). Cela reakni cesta je uvedena ve
schématu 4.

Syntéza 4 — Schéma 4

0 <\
CH2CN/Toluen NaH THF
pARRLIL TR RS IS, .
<O\)\/Br )\/l F hSBr

+ reflux

14
15 12 0
o) - g PPhg
A~~~ JHE HC' R N
THF, 4°C
17
{O THF, HC P
Emm—— o P —>Rt OM/\/\/\
18 19

THF =TetrahydrofurarRt=laboratorni teplota
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3.2.4.1. Riprava ((1,3-dioxolan-2-yl)methyl)trifenylfosfonium-bromidu (13)

o (1 9
CH CN/Tolue

<(;)\/ Br + reﬂux )\/ P*PhsBr

1 [: ]

12

Priprava ((1,3-dioxolan-2-yl)methyl)trifenylfosfonitdsromidu (13) byla postup#
vyzkouSenaremi obnénami reaknich podminek. V prvniffpraw byl smichan 1 g (5,988
mmol) 2-(bromomethyl)-1,3-dioxolan(l1) a 1,57 g (5,986 mmol) trifenylfosfin(12).
Reakce byla bez rozpoddta zaltivana na cca 95°C do vzniku taveniny, a poté rnjaate
teplotu michana 48 hod. Po 48 hodinach bylaizahi vypnuto a sis byla zchlazena na
laboratorni teplotu. Vznikla tmé&voranZzova kaSovita sfa byla rozpu&na v malém
mnozstvi chloroformu, bylidan diethylether a néslegéibyla snés ochlazena na -10°C.
Z reakce se vylatily nazloutlé krystaly, které byly zfiltrovany a sySeny na olejové purép
pod hlubokym vakuem. Bylo ziskano 257 mg. &gk by taktasinil pouhych 10%. Tudiz
byly vyzkouSeny dalSi dvcesty pipravy.

Stejné navazky vyse uvedenych substanci bylyugtapy 1) v toluenu a 2) ve stsi
toluen:acetonitril 1:1 a dale byly &leakce zativany pod zptnym chladéem k varu po
48hodin. Po zchladnuti na laboratorni teplotu byplpoustdla oddestilovana na ratai
vakuové odparce, vznikla kaSovita hmota byla ro&mas v chloroformu a pomoci
diethyletheru byly precipitovany krystaly produktu.

Cista bila krystalickéa latka ve wjtku 63 % byla ziskana z reakce, kde bylo pouZito
smésné rozpoustlo. Tato reakce byla zopakovana s navazkou gLp(299,4 mmol) 2-
(bromomethyl)-1,3-dioxolanu a 87,5 g (299,3 mmofehylfosfinu (12). Stejnym postupem
bylo ziskano 157,98 disté bilé krystalické latky(13). VytéZzek ¢inil 61%. TotoZnost
produktu byla orientané potvrzena zréenim teploty tani. Teplota taginila 192-194°C
(literatura uvadi 194-195°C [17])

3.2.4.2. Riprava (2E,4E,6E)-okta-2,4,6-trienalu (17)

NaH, THF T
( /bp PhsBr ()\/PPhs 15 >

THF, 4°C
3 .
— OW\/\ THF, HCl S R N
17

42,88 g (100 mmol) fosfoniové sdll3) z predchozi reakce bylo za stdlého michani pod
atmosférou dusiku smiseno se 3,97 g (100 mmol)idydrodného (60% v parafinovém
oleji). Reakni snes byla rozsuspendovana v 250 ml bezvodého tetrahydinu a zatéta
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na 45°C. Z reakni snesi unikal vodik a pomalu se &ila barvit do tmav oranZzova. Po
ustaleni barvy a zastaveni vyvoje vodiku bylgsecthlazena na 4°C a bylo opét(tak aby
teplota reakce népsahla 10°C)ijkapano 11,14 ml (100 mmol) E4E)-hexa-2,4-dienalu
(15) v 10 ml THF. Rea#ni snmes preSla z oranZzové na tmatnédou barvu. Realni snes

byla zalitivana hodinu na 50°C. Poté byla ré&ak snts umiséna na vakuovou rotai

odparku a rozpou&tlo bylo ze smisi oddestilovano. Odparek byl rozpirstv hexanu a
zfiltrovan.

Filtrat byl oft umis€n na roténi vakuovou odparku a hexan byl otgra Ziskali
jsme nazloutlou krystalickou latki6), ktera byla dale rozpusta v 100 ml THF a michana
jednu hodinu s 10 ml 12% kyseliny chlorovodikovéoz®k byl nasledt pomoci
hydrogenuhllitanu sodného zneutralizovan do neutralniho pH ta pgttepan 3x100 ml
hexanu. Spojené hexanoveé frakce byly vysuSeny lslyrmairanem sodnym a po zfiltrovani
zahustny na roténi vakuové odparce. Bylo ziskano 20,36 g Zluté thiké latky-
(2E,4E,6E)-okta-2,4,6-trienal17). Produkt byl bez dalSihasteni pouzit do dalSi reakce.

3.2.4.3. Riprava (2E,4E,6E,8E)-deka-2,4,6,8-tetraenalu (19)

NaH, THF 17
(/K/P *Ph,Br {/K/Ppha, >

o

o)
THF, HCI
g//// TRt T OIS
19

42,88 g (100 mmol) fosfonioveé sdli3) z prvni reakce bylo za stalého michani pod
atmosférou dusiku smiseno se 3,97 g (100 mmol)idhydrodného (60% v parafinovém
oleji). Reakni snes byla rozsuspendovana v 250 ml bezvodého tetrahydinu a zatéata
na 45°C. Z reaki snesi unikal vodik a pomalu se &ila barvit do tmav oranZzova. Po
ustaleni barvy a zastaveni vyvoje vodiku bylgsecthlazena na 4°C a bylo opét(tak aby
teplota reakce népsahla 10°C)idano 20,36 g &,4E,6E)-okta-2,4,6-trienaly17) v 50
ml THF. Reakni smés peSla z oranZzové na tmawnhnédou barvu. Realni snes byla
zahivana hodinu na 50°C. Poté byla ré&aksnmes umiséna na vakuovou rotai odparku a
rozpoustdlo bylo ze smisi oddestilovano. Odparek byl rozpisy hexanu a zfiltrovan.

Filtrat byl ot umisen na roténi vakuovou odparku a hexan byl oégra Ziskali jsme
nazloutlou krystalickou latk(19), ktera byla dale rozpugta v 100ml THF a michana jednu
hodinu s 10ml 12% kyseliny chlorovodikové. Roztokyl bnasledd pomoci
hydrogenuhllitanu sodného zneutralizovan do neutralniho pH ta pgttepan 3x100 ml
hexanu. Spojené hexanoveé frakce byly vysuSeny lolyrmairanem sodnym a po zfiltrovani
zahusEny na roténi vakuové odparce. Poté byla latkagisténa sloupcovou chromatografii
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(mobilni faze - hexan:ethyl-acetat 4:1). Bylo vy@aano 4,32 g krystalické latky oranzove
barvy (2E,4E,6E,8E)-deka-2,4,6,8-tetraenalu (19j¢Xek celé reakni cestyinil 30,69 %.

(2E,4E,6E,8E)-deka-2,4,6,8-tetraenal (19)

Zluta krystalicka latka, teplota tani 86,5 - 87,50 eratura uvadi 86-88°[17]),
molarni hmotnost: 148,20g/mol. TLCi#,64 (Hexan:Ethyl-acetat 4:1)
H NMR (500 MHz, THF-d8)s = 9.52 (d,J = 7.9 Hz,1H), 7.20 (dd] = 15.2 Hz, 11.2 Hz,
1H), 6.74 (ddJ = 14.7 Hz, 11.2 Hz, 1H), 6.47 (ddi= 14.8 Hz, 11.2 Hz, 2H ), 6.30-6.15
(m, 2H), 6.07 (ddJ = 15.2 Hz, 7.9 Hz, 1H), 5.95-5.80 (m, 1H), 1.80X¢& 7.5 Hz, 3H).
13C NMR (125 MHz, THF)5 =192.7, 152.0, 143.3, 139.4, 134.1, 132.8, 1380,6, 130.5,
18.6.
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4. Vysledky a diskuze

Pfi snaze ppravit polyenovy fluorescemi ceramid byly vyzkouSeny celkerfi t
syntetické postupy. Prvni dva vychazely z vyznarongtekurzoru pro syntézu cerarid
Garnerova aldehydu. \feti syntéze byl jako vychozi latka pouzit kormer dostupny
ceramid izolovany z biologického materialu s 18ilikatym acylem.

VSechny ti syntetické cesty ptaly se zabudovanim polyenového fluoroforu do
molekuly ceramidu. Jako fluorofor byl pouZzit polgsy aldehyd se systémendtptrans
dvojnych vazeb v konjugaci. Tento H2E,6E,8E)-deka-2,4,6,8-tetraenal bylipraven
nasobnou Wittigovu reakci. Syntéza je v této prta@dena jaka@tvrta synteticka cesta.

V pripact UspgSné syntézy polyenového ceramidu secitado s pouzitim
konfokalniho mikroskopu a pozorovanim chovani thypipodanych ceramidpii praniku
kozni bariérou a objagni mechanismu reparace poskozené lipidové manaheve vrsté
kaze.

4.1. Syntéza 1

Syntéza 1 vychazela z Garnerova aldehydu, ktery pgtroben reakci
s vinylmagnesium bromidem. Reakce probihala zadmbzh podminek i teplog -78°C
za pgitomnosti HMPA. Rekce byla opakovana celkdikrét, picemz az z posledni byl
Gspsre izolovan produkt. VyZznost této reakce vSaknila pouhych 21,57%. DalSim
krokem reakce bylo odchrémi terc-butyloxykarbonylové chrénici skupiny. Tento krok b
problematicky pedevsim proto, Ze produkt po ¥gpani nefechazel do organické faze.
Byla zvolena rekrystalizace z horkého methanolulaflo se vSak izolovat pouze 22,13%
teoretického vyZzku. Kolega z pracovni skupiny, pracujici se stejniatkami a podobnym
postupem vykazoval oéno vySSi viZky (37 % v prvnim kroku a 26 % v kroku druhém).
[29] Vzhledem k tomu, Ze tyto dva kroky diky nizkyytéZkam rapidré snizily mnozstvi
latky potebné pro dalSi syntézu, bylo od tohoto tediko postupu upudto.

Nakolik je tato readni cesta zatizena lidskou chyb@u nevhodnymi

podminkami je &ké odpo¥dét. Bylo by vhodné reali postup jedt optimalizovat a
Grubbsovu metatezi jiz na chi@ém sfingosinu, tedy produktu vinylace Garnerova
aldehydu, a odsti@vat chranici skupiny az v kroku nasledujicim.

4.2. Syntéza 2

Druha synteticka cesta vychazelaiop Garnerova aldehydu. Reakci s terminalnim
alkynem — 5-chlorpent-1-ynem ¥ifpmnosti butyllithia byl v dobrém v§zku (85,25 %)
ziskan terc-butyl(4S)-4-(6-chlor-1-hydroxyhex-2-yn-1-yl)-2,2-dimethylazolidin-3-
karboxylat. Problematickou se ukéazala nezbytnakeelurojné vazby na trans dvojnou.
Byly vyzkouSeny celkemiitredukéni moznosti.
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V prvni z moznosti byl k redukci pouzit bis(2-metlgethoxy)dihydridohlinitan
sodny (Red-Al). Reakce byla prowih v bezvodém THF na misto bezvodého
diethyletheru, ktery pouzival Bittman na podobngeibstratech [28], ten uvéldvytéZzek
reakce 58%. Reakce s Red-Alem byla zkouSena celtheskrat. Velmi pelivé bylo
zachovano bezvodé prosdi i reakni podminky. Pesto redukce ibec neproéhla. Bylo
tedy @istoupeno k jinym moznostem redukce.

Druha redukce, popsand Miurem [29] vyuzZivala jakedulkeni cinidlo
tetrahydridohlinitan lithny. Miura dosahoval ¥gku redukce 57%. Red&ki postup byl
napodoben, i kdyZ se nas substrat od popisovargjpedtme liSil; nicmérg v naSem fipac
redukce opt neprokthla. Miura vSak fistupuje k redukci aZz po odstiam terc
butyloxykarbonylové chranici skupiny, v naSertippt byla reakce provéta bez
odchrarni. Otazkou je, jestli tento postup mohl reakcioliatpoznenit, Ze by redukce
neprokthla viibec. Domnivam se, Zéifppmnost chranici skupiny nebude mit na tuto redukc
az tak zasadni vliv.

Tretim vyzkouSenym reddki postupem byla redukce kovovym lithiem v amoniaku
Tato reakce se¢lire provadi v kapalném ethylaminu, ten se vi#dsial v malém baleni
vyraket, proto jsme se jej rozhodli nahradit amoniakemthium bylo rozdrob#no na asi
0,5cm Siroké a dlouhé kousky. Rozdrsbé lithium bylo nutné fed pouzitim reaktivovat.
K reaktivaci doSlo kratkym podienim do methanolu, poté byly kousky lithia rychle
oplachnuty v diethyletheru a hexanu. Po reaktibgtn ihned umisino do vyzihané hiky,
ktera byla umigina na hluboké vakuum k odstean vesSkeré zbytkove vihkosti. Blea byla
posléze zapkna argonem a podchlazena na -78°C. Do podchlazskg byl poté vhasn
plynny amoniak. Amoniak bylo nutné nejprve viiaao promyvéky s pevnym hydroxidem
sodnym, aby se zabranilo kontaminaci reakti@guinou zbytkovou vlhkosti. Amoniak
v reakci okamzit kapalrél a zaal rozpousit lithium za vzniku tem& modrého roztoku. Po
rozpuséni veskereho lithia byl ifivod amoniaku zastaven. Reakce byla ¢je$odinu
pozorovana, abychom se uijistili, Ze tenmodré zbarveni nezmizi. Az poté byla do reakce
piidana latka k redukci. Po ukéeni redukce byla zétiena hmotnosti spektra, ktera redukci
potvrdila v pouze velice malém p&m, oproti mnozstvi nezredukované latky. Tento post
se vSak zda byt po¥mé nadijny, jen je nezbytné re&ki podminky je&t dostaténé
optimalizovat.

Vzhledem k tomu, Ze se igB veSkeré snazeni nephiltaziskat produkt s dvojnou
vazbou, nebylo mozné v reak cest nadale pokréovat.

4.3. Syntéza 3

Syntéza 3 se zakladala na principu Grubbsovy nedat&kdy ke komené
zakoupenému ceramidu bytiggan Grubbgv katalyzator a 5-brompent-1-en. Jde tedy o
principialné stejnou reakci, jako byla planovana na terminalalikenu v postupu 1, jenz se
vSak nepodd pfipravit v dostateéném mnozstvi, proto jsmeigtoupili k metatezi imo na
ceramidu. H této metatezi byl 13uhlikaty zbytek ve sfingosi@gasti ceramidu nahrazen
vySe uvedenym bromalkenem. Reakce pintd s vytzkem 46,79%. Dale &h byt tento
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produkt ochraén silylaci. Reakce vedouci k silylaci pedita, ale z nedostatkiasu nedoslo
k precisteni latky, proto neni v této praci tento krok uvegksto dokorteny.

4.4. Syntéza 4

Ctvrta syntéza popsana v této praci slouzilailpraw klicového polyenového
fluoroforu (2E,4E,6E,8E)-deka-2,4,6,8-tetraenalu. Fluroforéhbyt zaveden v poslednich
krocich vSechit syntéz analog ceramidu s terminalnim ylidem. dawé tohoto fluroforu
az v samych zavech syntéz bylo zvoleno vzhledemilegpokladané nestabdit citlivosti
na s¥tlo vysledného produktu

Béhem syntézy 4 byly vyzkouSeny 3 postupy p¥pmvu fosfoniové soli, reakce
v tavenirg, toluenu a sisi toluenu s acetonitrilem. Nejvyho#jai se ukazala reakce, kde
jako prostedi byl pouzit toluen s acetonitrilem v pém 1:1. VygZek této reakc&inil 61,12
%.

DalSi reakni kroky neginesly Zadny problém a byl tak ziskano 4,3ZEg#,6E,8E)-
deka-2,4,6,8-tetraenalu, jehoz struktura byk&rewa NMR analyzou. V¥ ek reakni cesty
byl 30,69 %.
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5. Zavwr

V této praci jsme prozkoumali syntetick@gtupy k polyenovému fluoresaarimu
ceramidu. H trech syntézach bylyijpraveny prekurzory pro jehoripravu a je mozné
v syntéze dale pokEavat. Nezbytd nutné bude dale optimalizovat réak podminky
syntéz. Optimalizaci by &b dojit ke zvySeni vy¥Zku reakci a moznosti pokmavat
v zastavenych syntézach.

Pro dalSi snahyijpravit ceramid s polyenovym fluoroforem bud@jm¢ nejlepsi
pouzit Grubbsovu metatezi jak je tomayntéze 3hebo optimalizovat redukci trojné vazby
a pokr&ovat v krocich nastémych vsyntéze 2
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