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Abstrakt

Ceramidy pfedstavuji komplexni skupinu lipidl, pfirozen¢ se vyskytujicich
V nejsvrchnéjsi vrstvé epidermis, stratum corneum (SC). Tvofi hlavni sloZku mezibunécné
hmoty a jsou zodpovédné za bariérové vlastnosti kiize. S poklesem obsahu a zménami ve
sloZeni ceramidll souvisi onemocnéni jako atopickéd dermatitida ¢i psoridza, kterd vedou ke
sniZzeni ochranné funkce kiiZe.

Pfestoze je vyznam ceramidii znam, vztah mezi strukturou a U¢inkem na jeji
bariérovou funkci stale neni zcela objasnén. Diivéjsi studie naznacuji vliv délky acylového
fetézce na prostupnost kuze. Ukazuje se, ze ceramidy s kratkym acylem ochranné
vlastnosti narusuji.

Permeacnim pokusim ptfedchézela ptiprava analogli ceramidl s patnactiuhlikatym
fetézcem, zastupujicim sfingosinovou ¢ast, a acylovou Casti o délce 2, 4 a 6 uhlika.
Vychozi latkou syntézy byl N-chranény methylester L-serinu, jenz byl ochranén za vzniku
cyklického acetalu a nasledné byl ester redukovan na aldehyd. V ptitomnosti HMPA doslo
na karbonylovém uhliku k navazani 1-alkynu a trojna vazba byla nasledné redukovéna na
trans-dvojnou. Po odstranéni chranicich skupin byla aminoskupina acylovéna.

Vliv ptipravenych produkti na permeabilitu klize byl hodnocen na prasecich ktizich
ve Franzovych difiznich celach pomoci dvou modelovych 1é¢iv — theofylinu a
indometacinu. Donorové vzorky pfedstavovaly suspenze theofylinu (5%) ¢i indometacinu
(2,5%) sptridavkem ceramidu (1%) v 60% propylenglykolu, kontrolni vzorky
neobsahovaly ceramid. Jako akceptorova faze pro stanoveni 1éCiva byl pouzit fosfatovy
pufr. Analyza odebranych vzorktl byla provedena metodou HPLC.

Vyhodnoceni pilisobeni zkoumanych analogh ceramidii na prostupnost kilize
potvrdily zésah do bariérové funkce klize. Maximalniho zvySeni permeability bylo
dosazeno aplikaci analogu se ¢tyfuhlikatym acylem, nejvyssi koncentrace 1é¢iva zlstavaji
v kizi spodanim ceramidu s délkou acylu 6 uhlikd. Piekvapivé bylo zjisténi, ze
patnactiuhlikaté analogy sfingosinu vykazovaly zvySeni propustnosti i koncentrace 1é¢iva
v kiiZi ve srovnani s derivaty s délkou sfingosinu 12 a 18 uhlikd.

Vysledky prace se shoduji s ocekdvanym vlivem analogii ceramidld s kratkym
acylem, nicméné vliv délky fetézcli, izomerie na dvojné vazbé a dalsi strukturalni znaky
zUstavaji predmétem hledani vztahu mezi strukturou a G¢inkem ceramidii na bariérové

vlastnosti kize.



Abstract

Ceramides are a complex group of lipids, naturally occurring in the uppermost layer
of the epidermis, in the stratum corneum (SC). They constitute a major component of
extracellular matrix and they are responsible for the skin barrier properties. Diseases such
as atopic dermatitis or psoriasis are associated with the decline in content and changes in
the composition of ceramides, which lead to the reduction in the protective functions of the
skin.

Although the importance of ceramides is known, the relationship between their
structure and effect on the barrier function is not yet fully elucidated. Earlier studies
indicate that the length of ceramide acyl chain affects the skin permeability. It appears that
ceramides with short acyl lose the protective properties.

First, 1 have prepared a series of analogues of ceramides with fifteen carbon atoms
chain in the sphingosine part and the acyl part of a length of 2, 4 and 6 carbons. Starting
substance of the synthesis was N-protected L-serine methyl ester, which was further
protected by the formation of a cyclic acetal and subjected to the reduction of the ester to
aldehyde. The resulting aldehyde reacted with 1-alcynide in the presence of HMPA. The
triple bond was subsequently reduced to a trans-double bond by lithium in ethylamine.
After deprotection of the functional groups, the sphingosine analogue was acylated using
succinimidyl esters of the pertinent acids to yield the target ceramides.

The effects of the prepared ceramides on the skin permeability were evaluated on
pig skin in Franz diffusion cells using two model drugs — theophylline and indomethacin.
Donor samples contained suspension of theophylline (5%) or indomethacin (2.5%) with
the addition of ceramide (1%) in 60% propylene glycol, control samples did not contain
ceramide. As the acceptor phase for the determination of drug was used phosphate buffer
saline. The amount of the model drugs in the acceptor phase samples and in the skin was
determined by HPLC.

The results confirmed our hypothesis that short chain ceramides decrease the
barrier function of skin. Maximum increase in permeability was achieved by applying the
analogue with 4-carbon acyl chain, the highest concentration of the drug in the skin was
observed after the application of ceramide with 6-carbons acyl chain. Surprisingly, these
ceramides containing 15-carbon sphingosine generally caused greater permeability

increase than those with 12 and 18-carbon sphingosine.



The results are consistent with our hypothesis about the impact of the short chain
ceramide analogues on the skin permeability. Nevertheless, the role of the sphingosine
chain length, double bond geometry and other structural features in the ceramide molecule

warrants further investigation.



1. Uvod a cil prace

Ceramidy tvoii hlavni slozZku mezibunétné hmoty nejsvrchnéjsi vrstvy epidermis,
stratum corneum. Ta piedstavuje bariéru pred vnéjSim prostfedim a zaroven se podili na
udrzovani fyziologickych funkci organismu, protoze zabranuje ztratdm vody a dalSich
latek. Nedostatek ceramidi v kuzi je spojen skoznimi onemocnénimi - atopickou
dermatitidou, psoridzou, riznymi formami ichty6z, akné. Prestoze struktura a vyznam
ceramidil v klizi je znam, vztah mezi jejich strukturou a uc¢inky na bariérové vlastnosti neni
zcela objasnén.

Driivejsi studie naznacuji vliv délky acylového fetézce ceramidl na prostupnost
kiize.'? Cilem mé diplomové prace byla syntéza analogl ceramidii se zkracenou délkou
fetézce sfingosinu a kratkymi acyly o délce fetézce 2, 4 a 6 uhlikl a hodnoceni jejich vlivu

na bariérovou funkci kize.



2. Teoreticka ¢ast

Primérni funkci k@ize je ochrana organismu pied okolnimi vlivy fyzikalniho,
chemického a biologického plivodu (zafeni, mechanické poSkozeni, proniknuti toxickych
latek, alergeni ¢i mikroorganismil) a zarovenl zachovani jeho fyziologického stavu
(regulace ztrat tepla, vody aj. latek). Kuze tedy predstavuje bariéru mezi vnéjSim a

vnitinim prostifedim.

2.1. Stavba kuze

KizZe je tvofena dvéma vrstvami:
- vngjsi, nevaskularizovanou (epidermis) a
- vnitfni (dermis), kterd je bohaté¢ prokrvena a inervovana a navazuje na podkozni

vazivo.

Siika epidermis se pohybuje okolo 100-150 pm a sklada se ze &tyF vrstev: stratum
basale, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum corneum (SC). Jeji buiniky zastupuji
diferencia¢ni stadia vznikla z kmenovych bunék na hranici s dermis, migrujici k povrchu
ktze. Buiiky postupné meéni tvar, strukturu i slozeni, dochézi k jejich zplostovani, ubyvani
kysliku a zivin, hromadéni keratinu a zvySovani podilu lipidi. Vysledkem tohoto procesu,
zvaného keratinizace, je vrstva 18-21 bunék (10-20 pm) zcela na povrchu kiize, zvana
stratum corneum.® Nepottebné odumielé buiiky se ve skupinkéch nebo vrstvach odlupuji,
hovotfime o deskvamaci. Obnoveni epidermis (keratinizace) trvd 30 dni, z toho 15 dni

vznika SC.*
2.2. Stratum corneum
Vlastni kozni bariéru ptedstavuje SC (syn. rohova vrstva). Tato vrstva je slozena

z plochych bun¢k (korneocytu), které jsou pevné obklopeny lipidovou matrix

V lamelovém uspotadani.



Korneocyty pochazi z bazalni vrstvy, jsou vysoce nerozpustné a velmi odolné vici
pusobeni chemikalii. Maji degradované organely a jsou téméf beze zbytku vyplnény
keratinem. Na soudruznosti SC se navic podili desmosomy, proteinové spojky mezi
jednotlivymi butikami.’

Vlastnosti SC jsou dany zejména chemickym sloZenim této vrstvy: je zde 75-80 %
proteinti, 5-15 % lipida, zbytek tvoii dalsi organické slouceniny a voda (aminokyseliny,
modovina, laktamy).® Proteiny jsou zastoupeny predeviim v korneocytech (asi 70 %
a-keratinu, 10 % B-keratinu), dale jako enzymy a jiné peptidické struktury (15 %).

Lipidy s malym mnozstvim vody vypliuji mezibunécny prostor (pifiblizné 20 %
SC). Vytvari v ném lamely, slozené z nékolika dvojvrstev, soubézné s povrchem kuze.
Usporadani v lamele vychazi ze sloZeni a struktury pfitomnych lipidi. Hlavni sloZkou této
mezibunééné lipidové hmoty je pfiblizné ekvimolarni smés ceramidli, mastnych kyselin a
cholesterolu, dale jsou pfitomny organické estery cholesterolu a cholesterol-sulfat.

(2 24

Fosfolipidy zde, na rozdil od jinych biologickych membran, nejsou téméf pritomny. >

2.3. Ceramidy

Schopnost SC zamezit prostupu latek z vnéjsiho prostiedi do organismu a ztrdtdm
vody je pravdépodobné urcena sloZenim intercelularnich lipidi a jejich vyjimeé¢nym
uspotadanim. V roce 1975 bylo prokézano, ze hlavni slozkou bariérovych lipidi jsou
ceramidy.®

Ceramidy patfi mezi sfingolipidy. Bazickou ¢ast molekuly reprezentuje
aminoalkohol - sfingosin (S), fytosfingosin (P), 6-hydroxysfingosin (H) a dihydrosfingosin
(DS). Na jeho primarni aminoskupinu v poloze 2 je amidicky vdzana mastna kyselina
s délkou fetézce 16-34 uhlikl (nejcastéji 22 a 24C6), ktera je bud’ nesubstituovana (N) nebo
muze obsahovat hydroxyskupinu v polohach a (A) nebo o (s esterové vazanou kyselinou

linolovou, EO).

2.4. Strukturni typy ceramidi

Kombinaci ¢ty rGznych sfingoidnich bazi a tfi typd acylu vznikd 12 dosud

znamych, v lidské klizi se pfirozené vyskytujicich, strukturnich typti ceramidi (Obr. 1). Ty
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byly piivodné znaceny arabskymi ¢islicemi podle potadi eluce pii chromatografii.” = Pti
zafazeni novych ceramidi vSak tato nomenklatura nevyhovovala, proto je dnes vice
vyuzivano oznacovani dle Mottyg, pomoci kombinace pismen (vySe uvedenych

v zavorkach).
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Obr. 1. Struktura 12-ti dosud znamych typt ceramidu v lidské ktzi s puvodni i Mottovou
nomenklaturou.
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2.5. Biosyntéza ceramidii a vznik lipidovych lamel SC

Béhem procesu keratinizace dochazi v endoplazmatickém retikulu k reakci
palmitoylkoenzymu A a serinu, ktery je zdrojem dusiku a kysliku v molekule sfingosinu.
Naslednou acylaci jeho aminoskupiny mastnou kyselinou vznikd ceramid.’® Vzniklé
ceramidy jsou skladovéany Vv lameldrnich granulech ve formé prekurzort, glukosylceramidi
a sfingomyelind, které predstavuji mén¢ lipofilni transportni formu.

Lameldrni granula jsou membranou opatfené utvary, obsahujici disky, tvofené
lipidickou dvouvrstvou, vyskytuji se ve stratum spinosum.**

V pozdni fazi diferenciace keratinocytu (na rozhrani stratum granulosum a SC)
migruji granula k membrané bunky, aby s ni splynula za uvolnéni lipidovych diskii do
mezibunééného prostoru. Metabolizaci prekurzorii zajisti soucasné uvolnéné enzymy
(glukocerebrosidaza, sfingomyelinaza), kromé ceramidd se vné dostanou i mastné kyseliny
a cholesterol.*

Jednotlivé lipidové disky fuzuji v lamelovou strukturu lipidové matrix. Na vnitini
strané korneocytu se v koneénych fazich keratinizace uklada silna proteinova vrstva, z jejiz
vn&j§i strany se kovalentng p¥ipoji monovrstva ceramidil, kterd uruje orientaci lamel.*
Tato monovrstva vznika z ¢asti ceramidil typu EO, tedy o-linolyloxy derivatd, ze kterych
se odstépi kyselina linolova a vznikly w-hydroxyceramid se kovalentné navdze na zbytek

kyseliny glutamové na povrchu korneocytu.

2.6. Usporadani lipida SC

Podobné jako jiné lipidické struktury, napi. fosfolipidy, jsou molekuly ceramidi
sloZzeny z polarni hlavy a dvou hydrofobnich fetézcti. V porovnani s fosfolipidy je vSak
polarni hlava vyrazn€ mensi a hydrofobni fetézce podstatné delsi, coz umoziuje tésnéjsi
uspofadani a zaroven vytvofeni vzajemné propojenych nékolikavrstevnych lamelarnich
struktur.® 2

V organizaci lamely hraji ceramidy vyznamnou roli. Na sfingosin (nebo jeho
derivat) je navazana w-hydroxykyselina s 30-34 uhliky, jejiz hydroxyl je esterfikovan
esencidlni kyselinou linolovou (ceramid EOS). Tento strukturni typ vytvari jakousi matrici,

okolo které se organizuji ostatni ceramidy, ve kterych kyselinova ¢ast ¢itd 20-24 uhlikt.
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Kyselina behenova (Cy,) a lignocerova (Ca4) jsou nejCastéjsimi zastupci acylovych casti,
v mensi mife jsou zastoupeny kyselina palmitova, stearové a dalsi.
Elektronovémikroskopickou analyzou byly pozorovany opakujici se jednotky,
sestavajici se ze svétlych prouzkl ve sledu Siroky — uzky — Siroky, ve skupince po tiech,
Sesti (nejcastéji), deviti 1 dvandcti. V Sirokych péasech, na koncich mezibunééného prostoru,
se vyskytuji lipidy kovalentné vazané na bunéény povrch (ceramidy s dlouhymi fetézci).
Uzké pruhy, tzv. molekulové zipy, obsahuji cholesterol a jeho derivaty a zbytky kyseliny

linolové 13 Ptitomny cholesterol funguje jako stabilizator lipidickych struktur.*

2.7. Nedostatek ceramidia ve vztahu ke koZnim onemocnénim

Souvislost mezi koznimi onemocnénimi a zménami ve slozeni bariérovych lipida je
tézké dokazat, nebot’ v tomto vztahu existuje fada proménnych. Nicméné u vétsiny chorob
vykazujicich oslabenou bariérovou funkci, je prikazné soucasné snizeni celkového obsahu
ceramidin.™

Pfi¢ina poskozeni kiize mize byt akutni, kontakt s organickymi rozpoustédly nebo
agresivnimi detergenty miize vyvolat podobné jako poranéni ztratu ochranné funkce bez
zanétlivych projevii. Chronickd onemocnéni nesou znaky suché, drsné az Supinaté kize,
typické exacerbace v zavislosti na vnéjSich 1 vnitfnich podminkach zvySuji mnoZstvi
penetrujicich alergentl, drazdivych latek a mikrobti a podporuji tak zanétlivé procesy.

Slozeni lipidické bariéry ovliviiuje vek, pohlavi, télesna konstituce, zZivotni styl
(stres), prostfedi, ro¢ni obdobi a UV zafeni. U starnouci kize byl popsan nizs§i obsah
ceramidii a snizena schopnost regenerace. Ve vékové kategorii 41-50 let bylo
zaznamenano poloviéni mnozstvi ceramidil neZ u skupiny 21-30 let, nejvyraznéjsi zmény
byly patrné na oblideji.* Sledovani hladin lipidi odhalilo pokles v zimnim obdobi
V porovnani s jarem a 1étem. ™ Zastoupeni ceramidli ve SC ovliviiuji u Zen hormonalni
Zmény.16 Vliv UV zifeni zéavisi na davce. V nizkych davkach dochazi ke zvySovani
mnozstvi ceramidd ve SC a ke zlepSeni jeji bariérové funkce, ¢ehoz se vyuziva pfi
fototerapii atopickych pacientii. Vyssi davky zptisobuji pokles ceramidli, poSkozeni bariéry
a vyvolavaji zanét."’

Mezi nejcastéji se vyskytujici onemocnéni souvisejici s nedostatkem ceramidii patii

atopicka dermatitida, psoriaza, rizné formy ichtydz i akné.
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Atopicka dermatitida (AD) je zanétlivé kozni onemocnéni s imunologickycm
zékladem provazené poskozenim kozni bariéry, ktera umoziuje prostup alergent,
drazdivych latek a mikrobu. Tyto iritanty vyvolavaji zanét, jehoz dal$i rozvoj stav
kozni bariéry zhorSuje, hovofi se o tzv. bludném kruhu AD.* Onemocnéni
doprovazi zvyseni transepidermalni ztraty vody a snizeni hydratace kiize.

U pacienti s AD byl objeven enzym glukosylceramid-sfingomyelin deacylaza,
degradujici prekurzory ceramidi, coz vede ke snizenému mnozstvi ceramida ve SC.
Dalsi moznou pficinou je sniZzena aktivita sfingomyelinazy, produkujici ceramidy a
zvyseny vyskyt bakterii produkujicich ceramidadzu. Tyto enzymatické zmény maji
za nasledek celkovy ubytek ceramidi, zmény v jejich sloZeni, vyskyt abnormalnich

o h st 4,14,1
typti a zdsah do uspofadani lamel. 1418

Psoridza (lupénka) charakterizovana hyperproliferaci a poruchami diferenciace
keratinocytli je onemocnénim s genetickou predispozici. Pri¢ina chronického
zanétu neni znamd, podobné jako u AD je zaznamendn nedostatek ceramidd,
obzvlast’ obsahujicich fytosfingosin. MoZznymi pii¢inami poklesu je nizsi exprese
glukocerebroziddzy, snizend syntéza ceramidi ze serinu ¢i pokles mnozstvi

prosaposinu, prekurzoru sfingolipidy-aktivujiciho proteinu.* ** 18

Ichtyozy zastupuji rozsahlou skupinu dédi¢nych 1 ziskanych hyperkeratdz, jejichz
pfi€¢inou muze byt snizend deskvamace, zvySena proliferace keratinocytli nebo

poruchy metabolismu lipidi SC, které je typicky ztlustélé a Supinaté.

2.8. Transdermalni permeace

I kdyz je klize mimotadné odolnou bariérou, existuji v ni mista, kterd predstavuji

cesty pro prinik xenobiotik. Jednou z moznosti je pruchod latek pies vlasové folikuly,
potni a mazové zlazky. Ty vSak zaujimaji pouze 0,1 % koZniho povrchu a prinik pfes né je
vyhranén pouze pro omezeny pocet sloucenin, napi. latky s vysokou molekulovou

1
hmotnosti.'®
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Dalsi dvé cesty vedou pies SC:
1. intraceluldrni (transceluldrni) ptes lipidovou matrix i korneocyty

2. intercelularni (paracelularni) lipidovou matrix mezi korneocyty

O permeabilité slouceniny rozhoduji jeji fyzikalné-chemické vlastnosti, predevsim
velikost molekuly a jeji lipofilita.® Experimentaln& bylo prokazano, difazni cesta je
mnohem delsi, nez je tloustka SC (cca 20 um), piiblizn€ byla vypoctena na 500 um. To
nasveédcuje prostupu latek prave klikatymi mezibunécnymi prostory. V dalSich studiich pak
bylo prokédzano, ze intercelularni cesta je pro mnoho latek s Sirokym spektrem polarity
nejastéjsi.

SC, kterou na sebe navaZzou polarni skupiny korneocytarnich aminokyselin. Buiika
nabobtnd, dojde rozvolnéni a snizeni viskozity lipidl a tim i1 k ¢astecnému poruSeni
integrity lamel.®

Ptestoze difundujici molekula musi pfekonat velmi heterogenni prostfedi kozni
bariéry, mlze byt jeji prinik popsan, podobné jako u homogennich membran, Fickovym

s , 21
difiznim zdkonem.

2.9. Zpisoby pripravy analogi ceramidu

Nabizi se n€kolik mozZnosti syntézy ceramidl. Klicovym krokem je pfiprava
sfingoidni baze, s niZ se poji mozné komplikace jako povrchova aktivita nebo epimerizace
meziprodukti. Acylaci pfipraveného aminoalkoholu lze provést pouzitim aktivnich
derivatl kyselin, napf. sukcinimidylesteru, halogenidu nebo anhydridu kyseliny.

U prvnich syntéz ceramidi neni kladen diraz na selektivni pfipravu
diastereoizomert ani na uspofadani na trans-dvojné vazbé. V 70. letech byla piedstavena
syntéza sfingosinu, vychazejici z chirdlnich derivati cukrd. V nésledujicich letech se
pozornost vé€novala piipravé stercoselektivnich latek, jejichz uspotfadani v molekule
zajistime upravou reakcnich podminek nebo jako vychozi latky pouZijeme chirdlni

slouceniny.
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V roce 1958 predstavila pracovni skupina Shapira syntézu, zaloZzenou na navazani
fenyldiazoniové soli na substituovany ester kyseliny acetyloctové (2) v bazickém prostiedi
a nasledné redukci dusikaté skupiny zinkem Vv kyselém prostfedi a navazujici redukci
NaBH,. Produktem je diastereoisomerickd smés (4) 3:2 (erythro:threo), kterda byla po

22,23

krystalizaci a deacylaci redukovana LiAlH4 na sfingosin. Viz schéma 1.

O O . 0 Q P
CoHs. :
a OWCBHH — ° N Cdkizr —»
o
0 CyHs” N
5 Ph
O O
CoHs< = ii
O)KlNHK/\C%HW »
HI}I'
Ph
3
O OH OH
C,Hs i
—> ~0 CigHpyy —= HOWC13H27
AN Ac NH,
4 1

Schéma 1., kde R= —Cy3H,7, (i) NH4CI/PhN,CI; (ii) a) Zn/AcOH/Ac,0, b) NaBHj,, ¢)
krystalizace; (iii) a) HCI, b) LiAIH,.

Rozdilny postup zvolili v roce 1957 Grob a Gadient, vychazejici z kondenzace

nitroethanolu (7) a hexadecynalu (8). Redukce nitroskupiny zinkem v kyselém prostiedi

22,24

pfedchazela redukci trojné vazby LiAlHa. Viz schéma 2.
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OH

/\ OHC i /\/\ ii
HO NO, * A —® o \ —
? \C13H27 N
8

; NO, Ci3Hy7
5
OH i OH
— Ho/\H\ — HOWC13H27
NH, CizHyy NH,
6 1

Schéma 2. (i) K,CO3/MeOH:; (ii) HCI/Zn; (iii) LiAIH,.

Cukerné derivaty vyuzili jako prvni k pfipravé chirdlniho sfingosinu Reist a
Christie. K napojeni uhlikatého fetézce vyuzili Wittigovu reakci mezi aldehydickou
skupinou aminoderivatu allofuranosy (9) a ylidem vzniklym v prostfedi fenyllithia
z trifenylfosfoniové soli (11). Odbouranim acetonidu a deacylaci aminoskupiny vznika

sfingosin (1).%* % Viz schéma 3.

0 _
C13H,7CH=PPh
>< . OHC o 13 2711 3
|
Ny e IS -
e EtO,C~p” /\v i
HNT /l\\ H o
© 10

9
C,3H
13 27\/j/\o) i vi OH/
> EtOZC\ / O HO/\(K/\ClgH 27
N
H 0 NH;
12 1

Schéma 3. (i) ethyl-chlorformiat/pyridin/75% AcOH/ NaOH/NalOy; (ii) PhLi/benzen; (iii)
AcOH,; (iv) NalOg; (v) NaBHyg; (vi) Ba(OH),.

Stereoselektivni syntéza viech &tyf diastereoizomerti sfingosinu podle Leea®
vychazi z methylesteru L-serinu (18). Ochranény methylester L-serinu (19) je pfeveden v
pfitomnosti nadbytku karbaniontu pfipraveného z dimethyl-methylfosfonatu na -
ketofosfonat (20). Horner-Wadsworth-Emmonsonovou reakci s tetradecylaldehydem je
pfipraven pfislusny enon (21). Po odstranéni chranicich skupin a redukci ketoskupiny

vznika D-erythro-sfingosin (1). Viz schéma 4.
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iv

COCH i, di i 1
HO/\‘/ 3 M TBSO/\‘/COCH?’ e TBSO/\‘)J\/P(OMe)Z —
NH, NHTr

18 19 NHTr 20
o) o) _ OH
A~ Y > v P
TBSO™ CigHp,; — > OH CiHyy — > OH/\‘/\/\C13H27
NHTr 21 NH;* CI - NH, 1

Schéma 4. (i) TBSCI/Et:N; (i) TrCl/ EtsN; (iii) LICH,PO(OMe),; (iv)
C13H,7CHO/DBUILICI; (V) 2M HCI; (vi) Zn(BHa).

Ptiprava sfingosinu podle Yamamota®’ vychazi z L-serinu (13), jehoz primarni
aminoskupina i hydroxylova skupina je nejprve ochranéna a karboxyl je pfeveden na
Weinrebtiv amid (14). Reakci s vinylmagnesium-bromidem vznika vinylketon (15), ktery
je selektivné redukovan tri-t-butoxyaluminohydridem lithnym (16). Reakci s pentadec-1-

enem v prostiedi Grubbsova katalyzatoru vznika D-erythro-sfingosin (1). Viz schéma 5.

i Me NHBoc 3 NHBoc i
i
L-serin — MeO,N \H)\/OTBS — = OTBS
NHBoc iv I?IHBoc v C=)H
/\é)\/OTBS — 013H27\/\E/\/OH — C13H27/\/\‘/\OH
OH 16 OH 17 1 NH;

Schéma 5. (i) a) Boc,O/Et3N, b) Me(MeOH)NH.HCI/NMM, c¢) TBSCl/imidazol; (ii)
vinylmagnesium-bromid; (iii) LiAI(O-tBu)sH; (iv) a) 2M HCI/MeOH, b) pentadec-1-
en/Grubbstiv katalyzator B; (v) TFA.

Ptiprava ceramidi pro ucel této diplomové prace byla prevzata podle Garnera; %

vychéazi z chrdnéného methylesteru L-serinu a podrobné&ji je uvedena v experimentalni

¢asti.

18



3. Experimentalni ¢ast

3.1. Chemikalie a pristroje

Chemikalie byly pofizeny od firmy Sigma-Aldrich. Tenkovrstevné chromatografie
byly provadény na TLC deskach Silica gel 60 Fys4, vyrobce Merck. Teploty tani produkti
byly zméfeny na Koflerové piistroji. Pfipravené latky byly charakterizovany IC spektry
(spektrofotometr Nicolet Impact 400) a spektry NMR (pfistroj Varian Mercury-Vx BB), H
pfi 300 MHz a **C pii 75 MHz.

3.2. Syntéza

Pro piipravu cilovych latek byl zvolen nasledujici postup (Schéma 6 a 7). Z komercné
dostupného chranéného L-serinu 23 byl pfipraven nejprve cyklicky acetal 24. Esterova
skupina této latky byla redukovéna pomoci diisobutylaluminium hydridu (DIBAL) na tzv.
Garnertiv aldehyd28 25. Jeho alkynylaci pomoci pfislusného terminalniho alkynu
v prostiedi butyllithia a hexamethylfosforamidu (HMPA) byl ptipraven alkynovy analog
chranéného sfingosinu 26a nebo 26b.

Pro pfipravu analogii sfingosinu byly vyzkouSeny tfi postupy: Postup A spocival v redukci
trojné vazby pomoci lithia v ethylaminu za vzniku chranénych analogt sfingosinu 27a,b a
nasledné hydrolyze chranicich skupin pomoci 1M HCI v dioxanu na pfislusné analogy
sfingosinu 28a,b.? Postup B byl obdobny, ale redukce byla provedena LiAlH,4 a odstranéni
chrénicich skupin kyselinou trifluoroctovou (TFA).* Postup C, ktery jsem vyzkousela,
spocival v ptehozeni téchto reakénich krokli zpostupu A, tedy nejprve odstranéni

chranicich skupin a pak redukce trojné vazby (Schéma 6).
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DMP y -
/\HJ\ e TsOH /\RLO DIBAL /\(\ o
o — 0

100 C XN\BOC -78°C N‘Boc
toluen toluen
23 24 25
Boc = >(O\[f"t = -50°C
0 HMPA THF
butyllithium

ﬁ/ "Boc

26a R = C10H21
26b R= C3H7
Postup A:

H H

Li, CH3CH,NH, W\ 1M HCl/dioxan "
. _78° N. 100°C
/\\/ Boc 78°C )r Boc NH,

iTe)
.||O

26a R = C10H21 27a R= ClOHZl 28a R = C10H21

26b R= C3H7 27b R = C3H7 28b R = C3H7
Postup B:

26a R = C10H21 L|A|H4V THF 27a R = C10H21 TFA/CH2C|2/H20 28a R = C].OHZ]

0°C lab. t.
Postup C: OH
1M HCl/dioxan - Li, CH3CH,NH
26a R = C10H21 > Ho/\‘/\ —>3 2 2 28a R = C10H21
100°C NH- R -78°C

Schéma 6. Pfiprava analogii sfingosinu s kratSim fetézcem

Z ptipravenych analogt sfingosinu s délkou fetézce 15 uhlikt (28a) a 8 uhliki (28b) byly
acylaci primarni aminoskupiny pomoci chloridi pfisluSnych kyselin pfipraveny ceramidy
s délkou acylu 2 a 4 uhliky (Cer15/2, 15/4, 8/2 a 8/4). Ceramidy s délkou acylu 6 (Cer15/6
a Cer 8/6) uhlikt byly pfipraveny pomoci sukcinimidyl-hexanoatu.
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HO/W\ R Ceri152 R=CygHy

HN Cer 8/2 R=C3Hy
0 \ﬂ/
s :
OH OH
= Cl P
HO/\I/\/\R — HO/\l/\/\R Cer 15/4 R = CioHz1
NH, DIPEA HN\n/\/ Cer 8/4 R = C3Hy

28a R = CyoH21 o

280 R =CsH- \

)

OH
O T
y
Co—4 ) HO Y R Cer 15/6 R = CigHa
O-N HN\[(W Cer 8/6 R=CgHy
o

O]
Schéma 7. Pfiprava kone¢nych produktii — ceramidil se zkracenym acylem i sfingosinovym

fetézcem

3.2.1. Priprava (S)-3-tert-butyl-4-methyl-2,2-dimethyloxazolidin-3,4-dikarboxylatu

(24)
(@)
Q DMP y
» (@)
~NH 100°C N~
Boc Boc
toluen

23 24

20,0 g (91,2 mmol) methylesteru N-(tert-butoxykarbonyl)-L-serinu (23), 21,4 g (205,0
mmol) dimethoxypropanu a katalytické mnoZstvi kyseliny p-toluensulfonové (TsOH) bylo
za stalého michani zahiivano k varu v prostfedi toluenu pod zpétnym chladicem 60 min.
Podle TLC (mobilni faze hexan/ethanol 1:1, R¢ 0,72) bylo v reak¢éni smési jesté velké
mnozstvi nezreagované vychozi latky, proto bylo do smési pfidano 6,8 g (65,3 mmol)
dimethoxypropanu. Po ochlazeni na laboratorni teplotu a odpateni ¢asti rozpoustédla za
snizené¢ho tlaku byla smés vytfepana mezi diethylether (3x200 ml) a nasyceny roztok
NaHCOj3 (100 ml). Organickd faze byla dale znovu vytfepana s nasycenym roztokem
NaHCO;3; (200 ml), nasledné s nasycenym roztokem NaCl (120 ml), poté vysusSena
bezvodym MgSO, a po jeho odfiltrovani zahusténa na vakuové odparce. Produkt (24) byl

precistén sloupcovou chromatografii (mobilni faze hexan/ethyl-acetat 1:1). Produktem byla
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bezbarva kapalna latka, vytézek cinil 60 %. IR a NMR spektra byla v souladu

s literaturou.?®

3.2.2. Piiprava Garnerova aldehydu ((S)-tert-butyl-4-formyl-2,2-dimethyloxazolidin-
3-karboxylat; 25)

0]

/ <
Fex\o DIBAL /\(\O

—>

O N 78°C O)(N‘Boc
X Boc toluen
24 25

Ke 12,0 g (46,3 mmol) esteru (24), rozpusténého v 90 ml suchého toluenu v dusikové
atmosféfe pii teploté -78 °C bylo za stalého michani pomalu pfidano 80,0 ml 1M roztoku
diisobutylaluminiumhydridu (DIBAL) tak, aby teplota smési nepiesahla -65 °C (cca 1 h).
Po 2 hodinéch stalého michani pii -78 °C v atmosféfe N, a prubézného monitorovani TLC
(mobilni faze hexan/ethanol 4:1, R 0,4) byla reakce ukoncena ptikapavanim 20 ml
methanolu v teplotnim rozmezi do -65 °C. Po ptidani 280 ml 1M HCI byla vznikla emulze
vytfepana 3x 250 ml ethyl-acetatu a nasledné organicka faze 1x 150 ml nasycenym
roztokem NaCl. Po vysuSeni Nay;SOy4 byla smés zahusténa na vakuové odparce a precisténa
sloupcovou chromatografii (mobilni faze hexan/ethyl-acetat 4:1). Produktem byla bezbarva

kapalna latka. Vyt&zek reakce: 96 %. IR a NMR spektra byla v souladu s literaturou.?®

3.2.3. Alkynylace Garnerova aldehydu (pFiprava alkyni 26a,b)

=R
HMPA

QH
\O . . ~
/\(\ butyllithium O/Y\
O _N. P N, R
X Boc -50°C Boc
THF

25

26a R = ClOHZl
26b R = C3H7

Ke smési terminalniho alkynu (dodec-1-ynu nebo pent-1-ynu) (18,3 mmol) a butyllithia
(21,9 mmol) ve 25 ml suchého tetrahydrofuranu (THF) pfi chlazeni na —50 °C a pod
atmosférou N; bylo pfidano 5,5 g (30,7 mmol) hexamethylfosforamidu (HMPA) a posléze
3,5 g (15,3 mmol) Garnerova aldehydu (25) tak, aby nartst teploty Vv reak¢ni smési byl co

nejmensi. Po 2 h stalého michani byla reakéni smes ohfatd na laboratorni teplotu a do

22



baiikky pfidan roztok chloridu amonného. Soustava byla extrahovana 3x150 ml ethyl-
acetatu a po vysuSeni a odpafeni rozpoustédla preciSténa gradientovou sloupcovou

chromatografii s mobilni fazi hexan/ethyl-acetat.

OH
g\/\/\/\/\/
Boc
3.2.3.1. (S)-tert-Butyl-4-((R)-1-hydroxytridec-2-yn-1-yl)-2,2-dimethyloxazolidin-3-
karboxylat (26a). Produktem byla bezbarva kapalna latka, mol. hm. 395,6 g/mol. Vytézek
reakce Cinil 61 %. TLC: mobilni faze hexan/ethyl-acetat 4:1, R; 0,68. 'H NMR (300 MHz,
CDCly): 6 4,25-3,75 (m, 5H); 2,10-1,95 (m, 2H); 1,55-1,45 (m, 15H); 1,35-1,20 (m, 16H);
0,87 (t, J = 6,8 Hz, 3H). *C NMR (75 MHz, CDCls): J 154,4; 94,9; 83,9; 77,4; 65,1; 64,2;
31,9; 29,6; 29,5; 29,3; 29,1; 28,9; 28,5; 28,4; 25,7; 22,7; 18,7; 14,1. IR (samotna latka,
ATR): Vinax 2924, 2854, 1692, 1365 cm™.

ﬁ/ ‘Boc

3.2.3.2. (S)-tert-Butyl-4-((R)-1-hydroxyhex-2-yn-1-yl)-2,2-dimethyloxazolidin-3-
karboxylat (26b). Produktem byla bezbarva kapalna latka, mol. hm. 297,4 g/mol. Vytézek
reakce Cinil 43 %. TLC: mobilni faze hexan/ethyl-acetat 4:1, Ry 0,51. 'H NMR (300 MHgz,
CDCly): 0 4,25-3,75 (m, 5H); 2,17 (dt, J = 7,1 Hz, J = 2,0 Hz, 2H); 1,65-1,40 (m, 15H);
1,25 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 0,96 (t, J = 7,4 Hz, 3H). *C NMR (75 MHz, CDCls): 6 153,0;
95,0; 86,6; 81,2; 77,4 65,1; 64,2; 28,3; 28,2; 24,6; 20,7; 13,5. IR (samotna latka, ATR):
Vmax 3462, 2934, 2874, 1690, 1365 cm™.
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3.2.4. Priprava analogi sfingosinu
3.2.4.1. POSTUP A
3.2.4.1.1. Redukce trojné vazby lithiem v ethylaminu (p¥iprava chranénych analogi

sfingosinu 27a,b)

QH OH

: Li, CH3CH,NH, W
. _7qo N.
%/ Boc 8 )r Boc

26a R = C10H21 27a R= C10H21
26b R =Cj3H; 27b R =CzHy

K redukci trojné vazby bylo pouzito 1 g (144,1 mmol) lithia, rozpusténého ve 20 ml
ethylaminu pfi teploté¢ —78 °C v atmosféie dusiku, k némuz se ptfidalo 6,5 mmol 26a,
rozpusténého v 17 ml suchého THF. Po tfech hodinach byla reakce ukoncena pfidanim
30% roztoku chloridu amonného. Ethylamin byl odstranén proudem dusiku a reakéni smés
byla extrahovéana 3x150 ml diethyletheru a organickéd faze byla promyta 100 ml roztoku
NaCl. Po vysuSeni siranem sodnym a odstranéni rozpoustédla na vakuové odparce byl

produkt ptecistén sloupcovou chromatografii mobilni fazi hexan/ethyl-acetat 9:1.

=
O/Y\/\/\/\/\/\/
N.

)r Boc
3.24.11.1. (S)-tert-Butyl-4-((R,E)-1-hydroxytridec-2-en-1-yl)-2,2-dimethyloxazolidin-3-
karboxylat (27a). Produktem byla bezbarva kapalna latka, mol. hm. 397,6 g/mol. Vytézek
reakce €inil 70 %. TLC: mobilni faze hexan/ethyl-acetét 4:1, R 0,39. 'H NMR (300 MHz,
CDCl): 6 5,73 (dt, J = 15,4, 6,7 Hz, 1H); 5,43 (dd, J = 15,4, 5,9 Hz, 1H); 4,25-3,75 (m,
5H); 2,10-1,95 (m, 2H); 1,55-1,45 (m, 15H); 1,35-1,20 (m, 16H); 0,87 (t, J = 6,6 Hz, 3H).
3C NMR (75 MHz, CDCls): 6 154,8; 133,4; 128,1; 94,4; 81,0; 77,4; 74,0; 64,9; 32,4; 31,9;
30,6; 29,6; 29,5; 29,3; 29,2; 29,1; 28,9; 28,5; 28,4; 25,7; 22,7, 18,7; 14,1. IR (samotna
latka, ATR): vmax 3454, 2924, 2854, 1698, 1365 cm™.
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=
O/Y\/\/\
)rN\
Boc
3.24.11.2. (S)-tert-Butyl-4-((R,E)-1-hydroxyhex-2-en-1-yl)-2,2-dimethyloxazolidin-3-
karboxylat (27b). Produktem byla bezbarva kapalna latka, mol. hm. 299,4 g/mol. Latka

byla bez dalSiho ¢isténi pouzita do dalsi reakce.

3.2.4.1.2. Odstranéni chranicich skupin 1M HCI v dioxanu (pFiprava analogi

sfingosinu 28a,b)

N 1M HCl/dioxan "
R %
N. 100°C
)r Boc NH;

27a R:C10H21 28a R :C10H21
27b R =C3H, 28b R = C3Hy

K produktu z ptedchozi reakce bylo pfidano 70 ml smési dioxan/IM HCI (1:1) a
v atmosféte N, michano 2 hodiny za varu. Po odpateni poloviny objemu rozpoustédla byla
smés nejprve extrahovdna smeési diethylether/hexan 1:1 (4x100 ml), po alkalizaci vodné
faze 1M studenym roztokem NaOH na pH~10 nasledné vytfepana do 3x200 ml
dichlormethanu. Organické faze byly spojeny a vytiepany s roztokem KBr (100 ml), po
vysuseni bezvodym siranem sodnym pteciSténo aktivnim uhlim, po filtraci odpateno
rozpoustédlo vakuové. Produkt byl piecistén sloupcovou chromatografii, mobilni faze

dichlormethan/methanol/triethylamin 80:20:2.

=
HO/\‘/\/\/\/\/\/\/

NH,
3.24.1.1.1. (2S,3R,E)-2-Aminopentadec-4-en-1,3-diol (28a) Produktem byla bezbarva
kapalnd latka, mol. hm. 257,4 g/mol. Vytézek reakce ¢inil 88 %. TLC: mobilni faze
mobilni faze n-butanol/CH3;COOH/H,0 4:1:1, R; 0,74. *H NMR (300 MHz, CDCls): 6 5,68
(dt, J = 15,4, 6,7 Hz, 1H); 5,39 (dd, J = 15,4, 6,8 Hz, 1H); 4,00 (t, J = 5,9 Hz, 1H); 3,70-
3,50 (m, 2H); 2,90-2,75 (m, 1H); 2,61 (br s, 4H); 2,05-2,00 (m, 2H), 1,40-1,15 (m, 16H);
0,81 (t, J = 6,6 Hz, 3H). *C NMR (75 MHz, CDCls): ¢ 134,6; 129,1; 75,0; 63,5; 56,1;
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31,9; 29,6; 29,5; 29,3; 29,2; 29,2; 22,7; 18,7; 14,1. IR (samotna latka, ATR): vmax 3363,
3259, 2917, 2849, 1582, 1467, 720 cm™.

OH
N
Ho/\‘/\/\/\
NH,
3.2.4.1.1.2. (25,3R,E)-2-Aminookt-4-en-1,3-diol (28b). Produktem byla bezbarva kapalna
latka, mol. hm. 159,2 g/mol. Vytézek reakce cinil 31 %. TLC: mobilni faze
dichlormethan/methanol/triethylamin 80:20:2, R; 0,27. 'H NMR (300 MHz, CDCls): § 5,73
(dt, J = 15,4, 6,7 Hz, 1H); 5,46 (dd, J = 15,4, 7,0 Hz, 1H); 4,08 (t, J = 5,9 Hz, 1H); 3,70-
3,60 (m, 2H); 2,90-2,80 (m, 1H); 2,78 (br s, 4H); 2,05-1,95 (m, 2H), 1,40-1,20 (m, 2H);
0,89 (t, J = 6,6 Hz, 3H). *C NMR (75 MHz, CDCls): 6 134,2; 129,6; 75,1; 63,7; 56,2;
31,9; 23,3; 14,1. IR (samotn4 latka, ATR): vimax 3347, 3282, 2927, 2871, 1456 cm™.

3.2.42. POSTUP B
3.2.4.2.1. Redukce trojné vazby LiAlH, - pFiprava tert-butyl 4-(1-hydroxyalk-2-en-1-
yl)-2,2-dimethyloxazolidin-3-karboxylata (27a)

' LiAH, THF NP
: » /Y\/\
OW : 5 R
N. R 0°C N.
Boc Boc

26a R= C10H21 27a R = CioH21

QH OH

K 2,1mmol alkynu 26a ve 25 ml suchého THF bylo v dusikové atmosféie za stalého
michani pii 0 °C pfidano 0,2 g (5,3 mmol) LiAlH4 v 7 ml suchého THF. Po 15 min byla
banka vyjmuta z chladici 1azné a po 90 min pii laboratorni teploté byla reakce ukoncena
pridanim 30 ml 10% roztoku NaOH. Soustava byla 3x vytfepana 125 ml ethyl-acetatu a
organicka faze nasledné¢ 125 ml nasyceného roztoku NaCl. Po vysuSeni Na,SO,4, bylo
rozpoustédlo odpateno pod vakuem, produkt vysusen nad parafinem. Produktem byla
bezbarva kapalna latka. V této dobé nebylo mozné zméfit NMR spektra kvili poruse
pfistroje, proto byla latka, dle TLC homogenni (mobilni faze hexan/EtOAc 4:1, Ry 0,38),

pouzita do dalsi reakce. Vytézek reakce: 45 %.
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3.2.4.2.2. Odstranéni chranicich skupin pomoci TFA v CH,Cl, (pfiprava analogu

sfingosinu (28a)

OH OH
S~ NF,  TEACH,CL/H,O _
o 1 ROTZTZ2ZE vo” Y OYR

N. lab. t.
)r Boc NH;

27a R=CjgHy 28a R=CyoHz
Surovy produkt z piedchozi reakce (27) (0,93 mmol) byl vystaven desetihodinovému
pusobeni 10 ml kyseliny trifluoroctové (TFA) v prostfedi 10 ml dichlormethanu (CH,Cl,) a
vody (5ml) pfi stalém michdni a laboratorni teploté. Reakce byla ukoncena ptidanim
nasyceného roztoku NaHCOj3 a poté byla smés extrahovana 3x100 ml ethyl-acetatu,
organickd faze byla dale vytfepana 1x100 ml nasyceného roztoku NaCl. Po vysuSeni
MgSO,, odpafeni rozpoustédla a ptecisténi sloupcovou chromatografii (gradientové,
mobilni faze chloroform/methanol), bylo z NMR spekter shledano, ze piredchozi redukce
trojné vazby patrné neprobéhla uplné a produktem je smés aminodiolti s dvojnou a trojnou

vazbou. Vzhledem k tomuto faktu a nizkému vytézku (22 %) jsme od postupu B upustili.

3.2.4.3. POSTUP C
Nejprve byla provedena hydrolyza chranicich skupin 1M HCI v dioxanu podle postupu
2.4.1.2. za vzniku analogu sfingosinu s trojnou vazbou 29a. Vytézek reakce byl vsak pouze

38%, proto jsme od tohoto postupu upustili.

OH
HO/\‘/\/\/\/\/\/
NH.,

(2S,3R,E)-2-Aminopentadec-4-yn-1,3-diol (29a). Produktem byla bezbarva kapalna latka,
mol. hm. 255,4 g/mol. Vytézek reakce Cinil 38 %. TLC: mobilni faze mobilni faze n-
butanol/CH;COOH/H,0 4:1:1, Ry 0,5. *"H NMR (300 MHz, CDCls): ¢ 4,38 (br s, 1H);
3,70-3,50 (m, 2H); 3,00-2,85 (m, 1H); 2,65 (br s, 4H), 2,20 (t, J = 6,8 Hz, 2H); 1,55-1,45
(m, 2H); 1,40-1,20 (m, 14H); 0,87 (t, J = 6,7 Hz, 3H). *C NMR (75 MHz, CDCls): 6 87,7;
67,0; 64,2; 58,1; 31,9; 29,6; 29,5; 29,3; 29,1; 28,9; 22,7; 18,7; 14,1. IR (samotna latka,
ATR): vimax 3344, 3284, 2921, 2852, 1586, 1465, 721 cm™.
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3.2.5. Pfiprava ceramidii
3.2.5.1. Acylace analogit sfingosinu pomoci chloridii kyselin (pFiprava Cer15/2, 15/4,
8/2 a 8/4)

o
OH PR OH ,
% ‘R* Cl ‘" Cer 15/2 R = CyoH2;, R'=CHj3
HO R ——— % HO_ Y 7 'R Ceri5/ R=CyHy R'=CHy
NH DIPEA HN. R’ Cer 8/2 R=CgH; R'=CHj3
2 CH,Cl, Al Cer 8/4 R=CgH; R'=CgHy
28a R = CygHar lab.t. 0

28b R= C3H7

Do banky se 0,401 mmol analogu sfingosinu (28a,b) v 10ml suchého dichlormethanu pod
atmosférou N, bylo ptidano 103,7 mg (0,802 mmol) ethyl(diisopropyl)aminu (DIPEA) a
po ochlazeni na 0 °C 0,401 mmol chloridu kyseliny octové nebo maselné. Po vyjmuti
Z ledové lazn¢ byla reakce ukoncena po 24h stalého michani pii laboratorni teploté.
Produkt byl rozdélen mezi vodu (30 ml) a dichlormethan (3x30 ml), vysuSen a zahustén na

vakuové odparce.

HO/\(\/\/\/\/\/\/
HN \[r

o]
3.2.5.1.1. N-((2S,3R,E)-1,3-dihydroxypentadec-4-en-2-yl)acetamid (Cer 15/2). Latka byla

precisténa sloupcovou chromatografii (mobilni faze chloroform/methanol 50:1).
Produktem byla bezbarva krystalicka latka, t.t.= 78-80 °C, mol. hm. 299,5 g/mol. Vytézek
reakce Cinil 51 %. TLC: mobilni faze chloroform/methanol 10:1, R¢ 0,60. 'H NMR (300
MHz, CDCl3): 6 5,90 (d, J = 7,7 Hz, 1H); 5,75 (dt, J = 15,1, 7,0 Hz, 1H); 5,47 (dd, J =
15,5, 6,4 Hz, 1H); 4,40-4,10 (m, 6H); 2,05-2,00 (m, 2H), 2,00 (s, 3H); 1,40-1,15 (m, 16H);
0,88 (t, J = 6,7 Hz, 3H). **C NMR (75 MHz, CDCls): 6 171,3; 134,7; 128,1; 73,2; 62,9;
53,2; 32,3; 31,9; 29,6; 29,5; 29,5; 29,3; 29,2; 29,1; 23,3; 22,7; 14,1. IR (samotna latka,
ATR): vmax 3273, 2919, 2849, 1655, 1548, 1541, 1466, 722 cm™.
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HOW\/\/\/\/\/
HN \r\/

O]

3.2.5.1.2. N-((2S,3R,E)-1,3-dihydroxypentadec-4-en-2-yl)butyramid (Cer 15/4). Latka byla
precisténa sloupcovou chromatografii (mobilni faze: chloroform/methanol 25:1).
Produktem byla bezbarva krystalicka latka, t.t.= 45-47 °C, mol. hm. 327,5 g/mol. Vytézek
reakce Cinil 61 %. TLC: mobilni faze chloroform/methanol 10:1, Rs 0,37. 'H NMR (300
MHz, CDCls): ¢ 6,29 (d, J = 6,3 Hz, 1H); 5,78 (dt, J = 16,0, 7,0 Hz, 1H); 5,52 (dd, J =
15,4, 6,4 Hz, 1H); 4,25-4,35 (m, 1H); 4,15-3,85 (m, 3H); 3,80-3,65 (m, 2H); 2,21 (t, J =
7,3, 2H); 2,04 (g, J = 7,1 Hz, 2H), 1,75-1,60 (m, 2H); 1,40-1,15 (m, 16H); 0,96 (t, J=7,4
Hz, 3H); 0,88 (t, J = 6,7 Hz, 3H). *C NMR (75 MHz, CDCls): § 173,8; 134,3; 128,7; 74,5:
62,4, 54,5; 38,7; 32,3; 31,9; 29,6; 29,6; 29,5; 29,5; 29,3; 29,2; 22,7, 19,1; 14,1; 13,7. IR
(samotna latka, ATR): vmax 3291, 2919, 2850, 1640, 1545, 1466, 721 cm™.

3.2.5.1.3. N-((2S,3R,E)-1,3-dihydroxyokt-4-en-2-yl)acetamid (Cer8/2) a N-((2S,3R,E)-1,3-
dihydroxyokt-4-en-2-yl)butyramid (Cer 8/4). Produktem reakce byly smé&si latek ve velmi

malém celkovém mnoZzstvi, proto jsme od dal$iho ¢isténi upustili.

3.2.5.2. Acylace analogii sfingosinu pomoci sukcinimidyl-hexanoatu (pfiprava
Cer15/6 a 8/6)

3.2.5.2.1. Priprava sukcinimidyl-hexanoatu

0] O O»_
CgH
DCC 5M11
DM AP
O

CH3COOH o)

K suspenzi N-hydroxysukcinimidu (0,54 g; 4,7 mmol) v dimethylaminopryridinu (DMAP)
(0,06 g; 0,5 mmol) v suchém ethyl-acetatu byla za stalého michani pfidana kyselina
kapronova (0,54 g; 4,7 mmol). Soustava byla ochlazena na 0 °C a k ni ptidano 1,06 g (5,1
mmol) N,N-dicyklohexylkarbodiimidu (DCC) v suchém ethyl-acetatu. Po 24 h v atmosféte
N, byla reakce ukoncena ptikapnutim ledové kyseliny octové. Po odfiltrovani

dicyklohexylmocoviny byl produkt extrahovan vodou a nasycenym roztokem NaCl.
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Rozpoustédlo bylo odstranéno na vakuové odparce. Po krystalizaci ze smési ethanol/hexan
byly krystaly produktu vysuseny v exsikatoru a poté precistény sloupcovou chromatografii
(mobilni faze hexan/ethyl-acetat 7:3).

Produktem byla bezbarvé krystalické latka, t.t.: 53,7 °C (literatura uvadi 55-57 °C3%), mol.
hm. 213,2 g/mol. Vytézek reakce Cinil 68 %. TLC: mobilni faze hexan/ethyl-acetat 7:3, Ry
0,33. Spektra byla v souladu s literaturou.

3.2.5.2.1. Acylace analogu sfingosinu pomoci sukcinimidyl-hexanoatu

O O
CSH11_<
O—N
OH OH
- (@]
e
HO

HOWR WR Cer 15/6 R = CyoH
CH,CI =Li10M21
NH, lab?t. 2 HN \ﬂ/\/\/ Cer 8/6 R = C3H-

28a R = C10H21 o
28b R= C3H7

Analog sfingosinu 28a nebo b (0,338 mmol) a 71,9 mg (0,675 mmol) sukcinimidyl-
hexanoatu ve 3 ml suchého dichlormethanu byly michany za laboratorni teploty po dobu
24 h vatmosféfe N,. Po odpafeni rozpoustédla byl produkt piecistén sloupcovou

chromatografii (mobilni faze chloroform/methanol 25:1).

OH

HO/\‘/\/\/\/\/\/\/
HN\H/\/\/

o)
3.25.2.1.1. N-((2S,3R,E)-1,3-dihydroxypentadec-4-en-2-yl)hexanamid  (Cer  15/6).

Produktem je bezbarva krystalickd latka, t.t.= 54-57 °C, mol. hm. 355,6 g/mol. Vytézek
reakce Cinil 46 %. TLC: mobilni faze chloroform/methanol 10:1, R 0,50. 'H NMR (300
MHz, CDCls): ¢ 6,40-6,25 (m, 1H); 5,78 (dt, J = 15,5, 6,4 Hz, 1H); 5,52 (dd, J = 15,4, 6,4
Hz, 1H); 4,35-4,25 (m, 1H); 4,15-3,65 (m, 5H); 2,21 (t, J = 7,3, 2H); 2,04 (g, J = 7,1 Hz,
2H), 1,75-1,60 (m, 2H); 1,40-1,15 (m, 18H): 1,00-0,75 (m, 6H). *C NMR (75 MHz,
CDCly): 0 174,2; 134,3; 128,8; 74,6; 62,6; 54,5; 36,9; 32,3; 31,9; 31,4; 29,5; 29,3; 29,1,
28,9; 28.,5; 25,5; 22,7, 22,4; 18,7; 14,1; 13,9. IR (samotna latka, ATR): vmax 3294, 2920,
2851, 1646, 1619, 1551, 1466, 722 cm™.
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3.2.5.2.1.2. N-((2S,3R,E)-1,3-dihydroxyokt-4-en-2-yl)hexanamid (Cer 8/6)
Produktem reakce byla smés latek ve velmi malém mnozstvi, proto jsme od jejiho CiSténi

upustili.
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3.3. Permeacni pokusy

3.3.1. Modelova lé¢iva

Schopnost latek ovlivnit prinik 1é¢iva kozni bariérou byla sledovana u modelovych

vvvvvv

Theofylin (TH), M,=180,17 g/mol, logP=-0,1, pKa=1,7 a 8,8, flux pies praseci kuzi J=2,06
ng/cm?/h.

Indometacin (IND), M= 357,79 g/mol, logP=3,7, pKa=4,5, flux pies prase¢i kizi J=0,32
ng/cm?/h.

Jejich vybér je dan vyhodnymi vlastnostmi pro pokus: za normalnich okolnosti
nejsou drazdivé, neovliviiuji kozni bariéru a samostatné ji ochotné nepronikaji. Navic jsou

snadno stanovitelné béznymi analytickymi metodami.

3.3.2. Kiize

Jako modelova membréna pro pokusy slouzila praseci klize, pouzita byla pfedevsim
z etickych divodu a vybrana byla pro svou podobnost s lidskou ktizi.

Praseci usi byly zakoupeny z firmy Skalican a.s. Byly oddéleny od téla jesté pied
¢isténim horkou vodni péarou k zajisténi integrity kozni bariéry. Kize plné tloustky byla
odpreparovana z dorzalni strany ucha mrtvého zvifete pomoci skalpelu a opatrné zbavena
chlupt jejich zastfizenim. Pomoci dermatomu (Acculan, Aesculap) byla tloustka ktize
nasledné upravena na 1000 um. Z divodu konzervace byly jeji fragmenty ponofeny do
0,05% roztoku azidu sodného na dobu 5 minut a po osuSeni ulozeny do polyethylenovych
sacki a skladovany pfi teploté —20 °C.

Po objektivnéj$i hodnoceni byla v kazdém pokusu pouzita kiize minimalné ze tii

zvirat.
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3.3.3. Donorové vzorky

Donorové vzorky byly ptipraveny jako suspenze TH (5,0%) nebo IND (2,5%) vzdy
s ptidavkem ceramidu (1,0%) v 60% propylenglykolu. Jako kontrolni vzorky slouzily
roztoky 1é¢iv v 60% propylenglykolu. Roztoky byly nejprve homogenizovany po dobu 5
min a teplot¢ 50 °C ve vodni lazni na magnetické michacce a nasledné ulozeny do

termostatu (37 °C) na 24 h. Pfed pokusem byly homogenizovany na laboratorni tfepacce.

3.3.4. Akceptorova faze

Jako akceptorova faze pro stanovované 1é¢ivo byl pouzit izotonicky fosfatovy pufr
pH 7,4 (PBS), ktery je s 1é¢ivy kompatibilni, zarucuje jejich vysokou rozpustnost a zaroven
je vhodny pti HPLC analyze. Byl pfipraven ptidanim 19,1 g Na;HPO4 12H,0 ve 400 ml
vody pro HPLC k 2,1 g NaH,P0O42H,0 v 500 ml vody pro HPLC. Hodnota pH smési
rozpusténych soli byla upravena pfidanim koncentrovaného roztoku NaOH na 7.4.

K izotonizaci pufru bylo pouzito 3,96 g NaCl a k jeho konzervaci 0,27 g NaNs.

3.3.5. Provedeni permeacnich pokusii

K pokusim slouzily sklenéné Franzovy cely, slozené ze dvou oddélenych casti,
donorové a akceptorové, stazenych gumicCkou. Mezi né byla vloZzena 2 plexiskla
s kruhovym otvorem uprostfed o velikosti 0,5 cm?, ktery vymezoval permeacni plochu.
Kousky kiiZze, nafezany skalpelem na rozmér cca 1xlcm, byly zafixovany mezi desticky
silikonovym olejem dermalni stranou smérem doll do akceptorové faze.

Akceptorova faze simulujici krevni ob&h byla zastoupena fosfatovym pufrem
v objemu piiblizné 6 ml, ur¢eném velikosti cely. Jeho pfesna hodnota byla zjis§tovana pro
kazdou celu zvlast’ a byla zahrnuta do vypocti. Homogenitu faze zajistovalo na dné cely
umisténé michadlo.

Sestavené cely byly vloZeny do vodni 1azné vytemperované na 32 °C min 30 min
pfed nanesenim vzorkl pro vyrovnani teplot a hydrataci kize. Posléze bylo na kazdou kuzi
(jeji svrchni stranu) aplikovano 80 pl vzorku a otvor byl zakryt krycim sklickem, aby

nedochazelo k vypareni rozpoustédla.
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V casovych intervalech po 16, 19, 22, 25 a 28 hodinach bylo z objemu akceptorové
faze odebrano vzdy 300 pl a nahrazeno stejnym mnozstvim na 32 °C vytemperovaného
pufru. Vzorky byly pieneseny do insertii ve sklenénych vialkdch a uzavieny vicky se
septem k HPLC analyze.

Po poslednim odbéru akceptorové faze nenasledovalo doplnéni objemu, cely byly
rozebrany a z permeacni plochy ctverci kize byly po oplachnuti 60% ethanolem a
destilovanou vodou vyseknuty vzorky o priméru 5 mm. Po osuSeni a zvazeni byly ktize 48
h extrahovany 2,5 ml mobilni faze pro analyzu konkrétniho 1é¢iva pfi teploté 32 °C a za
stalého michéani na vodni 1azni s magnetickou michackou.

Utinnost extrakce byla stanovena jiz diive a je 98+2 % pro TH a 101+7 % pro
IND," coz je v souladu s doporuéenim FDA Guidance for Industry for Bioanalytical

Method Validation, 2001.

3.4. Stanoveni vzorku HPLC

3.4.1 Analyticka metodika

Pro vyhodnoceni permeacnich pokust byla pouzita metoda HPLC, jejiZ metodika
byla vypracovana jiz diive, a pro pottebu této diplomové prace byla piejata.

Systém zahrnuje dvé vysokotlaka ¢erpadla LC-20AD s odplynovacem DGU-20A3,
autosampler SIL-20A HT, kolonovy termostat CTO-20AC, diode-array detektor SPD-
M20A a komunika¢ni modul CBM-20A (Shimadzu, Kyoto, Japonsko) a integracni

software LCsolutions verze 1.22.

Separace TH bylo dosazeno za pouziti kolony LiChroCART 250-4 s néplni
LiChrospher 100 RP-18,5um (Merck, Darmstadt, SRN), pii teploté kolony 35°C. Mobilni
faze: 0,1M NaH,POs/methanol 6:4 (v/v), jeji prutok: 1,2ml/min (tlak okolo 20Mpa),
nastiik: 10ul. Detekce: UV, vlnova délka 272nm. Retencni ¢as se pohyboval okolo 3min

(analyza trvala cca 3,6min).
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Pro analyzu IND na vyse uvedené kolonég pfi teploté 40°C byla pfipravena mobilni
faze acetonitril/voda/kyselina octovd 90:60:5 (v/v/v), prutok 1,5ml/min, néstfik: 50ul

Detekce: UV pii vinové délce 260nm. Retenc¢ni ¢as +3,9min, délka analyzy cca Smin.

3.4.2 Kalibra¢ni standardy

Kalibra¢ni standardy pro stanoveni TH a IND byly pfipraveny nafedénim
zasobniho roztoku pfislusného 1é¢iva ve fosfatovém pufru s pfidavkem azidu sodné¢ho o
koncentraci 10mg/10ml. Pouzity byly vzorky o koncentraci 10; 6; 4; 2; 1; 0,5; 0,1; 0,05

mg/ml.

3.4.3 Parametry kalibra¢nich krivek

Po nastiiknuti kalibra¢nich vzorki na kolonu byla odezva odectena jako plocha pod

pikem. Ze ziskanych dat byla sestrojena kalibra¢ni kiivka, jejiz parametry byly stanoveny

metodou linearni regrese.

Kalibrace TH y = 282240 x r =0,99999 r’ = 0,99998

Kalibrace IND y = 787155,5 x r =0,99990 r* = 0,99980

Hodnota y ptedstavuje plochu pod pikem, odpovida odezvé detektoru. Koncentraci
analyzované latky zastupuje parametr X, r je korelatni koeficient, r’ koeficient

determinace.
3.4.4 Analyza dat

Kumulativni mnoZstvi 1é¢iva (permeanti), které proslo kiizi do akceptorové faze,
bylo ptepocitano vzhledem k odbériim a dopliiovani akceptorové faze a presnému objemu

cel. Hodnoty byly vyneseny do grafii v zavislosti na Case. Pro vypocet pfislusnych fluxt J

(ug/cmz/h) byla pouzita oblast ustdleného toku permeantu (linedrni oblast kiivky) a flux
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byl odecten jako hodnota smérnice této pfimky. Koncentrace 1é¢iv v kiiZi jsou pfepocitany
na presnou hmotnost vzorku tkané.
Ke statistickému zpracovani byl pouzit test ANOVA s Dunnettovym post testem.

Vysledky jsou prezentovany jako praméry + SEM (standardni chyba).
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4. Vysledky a diskuze

Cilem této diplomové prace byla ptfiprava analogli ceramidu se zkracenym fetézcem
sfingosinu a kratkym acylem a hodnoceni jejich vlivu na permeabilitu kize.

Piiprava cilovych ceramidi vychazela z komeréné dostupného methylesteru L-
serinu 23, chranéného na dusiku Boc skupinou. Tuto latku jsem nejprve pomoci kysele
katalyzované reakce s 2,2-dimethoxypropanem pievedla na cyklicky acetonid 24, tedy
derivat s ochranénym primarnim hydroxylem i karbamatovym dusikem. Vytézek této
reakce byl 60 %, coZ je niz§i, nez vytézky uvadéné v literatute (Garner uvadi 70 % a
Novotny dokonce 89 %1), pro dalsi praci to vSak bylo dostacujici. Nasledovala redukce
methylesteru na aldehyd 25, ktery je také znamy jako Garnertv aldehyd,”® pomoci DIBAL.
U této reakce nektefi autofi uvadi nizké vytézky a doporucuji spise redukci az na primarni

% nebo

alkohol pomoci LiAlH; a naslednou oxidaci pyridinium-chlorchroméatem®
Swernovou oxidaci** na aldehyd. V mém p¥ipadé viak reakce probihala bez problému za
vysokého vytézku (96 %). V nasledujicim kroku byl Garnerliv aldehyd 25 alkynylovén za
vzniku alkyni 26a,b. K této reakci byly pouzity dodecyn nebo pentyn a ptislusny alkynid
byl pfipraven pomoci butyllithia. Reakce s aldehydem byla provedena v ptitomnosti
HMPA, ktery diky komplexaci kationti zvySuje anti-selektivitu adice alkynidu (tedy
vytézek analogu 2S,3R-sfingosinu).®® Vyt&zky reakei byly 61 % pro analog 15-uhlikatého
sfingosinu 26a a 43 % pro analog 8-uhlikatého sfingosinu 26b.

Pro ptipravu analogl sfingosinu byly vyzkouSeny tfi postupy, z nichz byl kvili
nejvyssim vytézkim vybran postup A. Postup A, podle Garnera,” spocival nejprve
v redukei trojné vazby pomoci lithia v ethylaminu na trans-dvojnou. Principem této reakce
je vznik ,,volnych* elektronti z kovového lithia (a solvatovanych kationtt lithnych), coz je
pozorovano jako vznik tmavé modrého roztoku. Tyto elektrony se mohou adovat na
trojnou vazbu, protoze sp uhlik je pomérné elektrofilni a vytvofit radikal-anion. Anion pak
reaguje s protonem z ethylaminu, vznikly radikal reaguje s dal$im elektronem a nasledné
s druhym protonem za vzniku trans-dvojné vazby. Analog s del$im fetézcem 27a byl takto
ziskan v 70% vytézku. Kratsi analog 27b obsahoval po reakci komplikovanéjsi smés latek,
zfejm¢ obsahujici 1 konecny sfingosin 28b coz mohlo byt zplsobeno Ccaste¢nym
odstranénim chréanicich skupin v tomto siln¢ redukénim prostredi. Tato vedlejsi reakce byla
jiz diive popsana.” Proto byla ziskana reakéni smés pouZita do dalsi reakce. Ta spocivala

V odstranéni obou chranicich skupin varem ve smési 1M HCI a dioxanu. V této fazi se
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s produktem velmi obtizn¢ pracuje kvili volné primarni aminoskupiné spolu
S hydrofobnim fetézcem, coz mu propujcuje vlastnosti tenzidu. Nicméné, ob¢ latky se
podafilo pfecistit sloupcovou chromatografii, 15-uhlikaty sfingosin 28a v 88% vytézku a
jeho kratsi analog 28b v 31% vytézku (vytézek po dvou reakcich).

Postup B zahrnoval stejné typy reakci, ale za jinych podminek. Trojné vazba byla
redukovana LiAlH, podle Kima.*® Pii této redukci propargylalkoholi nejprve dojde ke
vzniku vazby mezi kyslikem a hlinikem z LiAIH4. Pak probéhne intramolekularni pienos
hydridového aniontu na sousedni uhlik trojné vazby za vzniku karbaniontu na druhém
uhliku, pro ktery je v prostfedi tetrahydrofuranu nebo dioxanu, které solvatuji kationty
lithné, energeticky vyhodngjsi trans-konfigurace.*® Reakce je pak dokondena reakci
s protonem za vzniku trans-alkenu. Po redukci nasledovalo odstranéni chranicich skupin
pomoci TFA.¥ Vytézek byl vSak nizsi nez u postupu A.

Postup C byl analogicky postupu A, jen jsme planovali piehodit potadi reakei. Uz
Vv prvnim reakénim kroku vSak byl vytézek nizky a vznikala Spatné dé€litelnd smés, proto
jsem tento postup dale nepouzila.

Z ptipravenych analogli sfingosinu 28a,b byly acylaci aminoskupiny pfipraveny
pozadované ceramidy. Pro pfipravu acetyl a butyryl derivati byly pouzity pfislusné
chloridy kyselin, hexanoyl derivaty byly pfipraveny reakci s sukcinimidylesterem kyseliny
hexanové. Ceramidy s délkou sfingosinu 15 uhlikt (Cerl5/2, Cer15/4 a Cer15/6 — Cisla
pfed lomitkem ptedstavuji pocet uhlik sfingosinu a ¢isla za lomitkem pocet uhliki v
acylu) se podatily pfipravit a vycistit v dostateéném mnozstvi pro permeacni pokusy,
ceramidy odvozené od 8-uhlikatého sfingosinu (Cer8/2, Cer8/4 a Cer8/6) vsak byly
ziskany jako komplikovangj$i smési (zfejmé dochazelo ve vétsi mife 1 k acylaci hydroxyl®)
a nepodafilo se je pteCistit v dostateném mnoZzstvi pro dalsi praci. Tento problém by se dal
V budoucnu odstranit chranénim hydroxylii silylovymi chranicimi skupinami, coZ jsou
vSak dva reak¢ni kroky navic nebo provedenim reakce za jinych podminek napiiklad
pomoci kyseliny a karbodiimidu.

Vliv analogii s kratkym acylem na permeabilitu kize byl sledovan na prasecich
ktazich ve Franzovych difuznich celach. Jako ukazatele propustnosti kize slouzila
modelovd 1éCiva srozdilnymi fyzikdlnimi a chemickymi vlastnostmi, theofylin a
indometacin. Vysledky permeaci byly porovnany s dfive piipravenymi vzorky analogt
ceramidi 12/4 a 18/4 (12C a 18C sfingosin se &tyfuhlikatym acylem)® a fyziologickym
ceramidem s 24-uhlikatym acylem. Negativni kontrolni vzorky obsahovaly pouze 1é¢ivo

v 60% propylenglykolu.
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Jako akceptorova faze byl pouzit izotonicky fosfatovy pufr o pH 7.4, ktery svymi
vlastnostmi napodobuje plazmu, a jsou v ném dobfe rozpustnda modelova 1éCiva, coz
zarucuje spravné podminky pro permeacni pokus. Analytické hodnoceni mnozstvi 1éCiva,

které proslo kiizi, bylo provedeno metodou HPLC.

Vliv ptipravenych analogi ceramidii na flux modelovych 1é¢iv ptes klizi je uveden
v Grafu 1. Vysledky potvrdily, Ze ceramidy s kratkym acylem ztraceji své bariérové funkce
a zvysuji propustnost kize pro TH i pro IND. Pro kontrolni vzorky byly stanoveny tyto
hodnoty fluxi: TH = 2,1 + 0,2 ug/cm?/h, IND = 0,24 + 0,03 pg/cm?®/h. Nejvyrazngjsi vliv
na permeabilitu kiize je patrny u analogu se ¢tyruhlikatym acylem (flux TH =31,2+ 3,1 a
flux IND = 4,43 + 0,62 ug/cmz/h). Ve srovnani s negativni kontrolou ceramid 15/4 zvysil
flux TH 15,0krat a flux IND dokonce 18,7krat (viz graf 1.). Ceramid 15/2 doséhl ptiblizné
devitinasobného zvyseni propustnosti pro TH i IND (flux TH = 19,0 + 4,3 a flux IND =
2,25 + 0,35 puglem?/h), ceramid 15/6 desetindsobné zvyseni propustnosti pro TH (flux TH
=20,9+4)5 ;,Lg/cmz/h) a sedminasobné zvySeni propustnosti pro IND (flux IND = 1,69 +
0,34 pg/cm?/h).
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Graf 1. Flux TH (vlevo) a flux IND (vpravo) z 60% propylengykolu (kontrola) a po
pfidani 1 % ceramidu 15/2, ceramidu 15/4, ceramidu 15/6 a fyziologického ceramidu NS
(18/24). Data jsou prezentovana jako pruméry a SEM (standardni chyba), * udava
statisticky vyznamn¢ odliSnou hodnotu od kontroly (p<0,05).
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Po ukonceni permeacnich pokust byla 1é¢iva extrahovana ze vzorka kize (viz Graf
2). Zjisténa koncentrace u kontrolnich vzorka: TH = 0,48 £ 0,06 mg/g; IND = 0,19 + 0,02
mg/g. Vyssich koncentraci TH bylo dosazeno se soucasnym podanim ceramidu 15/6
(koncentrace TH = 2,31 + 0,6 mg/g). Vys§i mnozstvi IND v kazi bylo dosazeno
s ptidavkem ceramidu 15/4 (koncentrace IND = 0,75 £+ 0,17 mg/g).

Ve srovnani s negativnimi vzorky, které obsahovaly pouze 1é¢ivo, zvysil ceramid
15/4 koncentraci TH v kuzi 4,0krat a koncentraci IND 3,9krat (koncentrace TH = 1,93 +
0,31 mg/g a koncentrace IND = 0,75 + 0,17 mg/g). Ceramid 15/6 zvysil mnozstvi TH
v kiizi 4,8krat a mnozstvi IND 2,1krat (koncentrace TH = 2,31 + 0,60 a koncentrace IND =
0,40 0,06 mg/g). Ceramid 15/2 zvysil koncentraci TH v kazi 2,6krat a koncentraci IND
1,0krat (koncentrace TH = 1,26 £ 0,29 mg/g a IND = 0,20 = 0,03 mg/g).
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Graf 2. Koncentrace TH (vlevo) a IND (vpravo) v kazi z 60% propylenglykolu (kontrola)
a spridavkem 1 % ceramidu 15/2, ceramidu 15/4, ceramidu 15/6 a fyziologického
ceramidu NS (18/24). Data jsou prezentovana jako priméry a SEM (standardni chyba), *
udava statisticky vyznamné odliSnou hodnotu od kontroly (p<0,05).

Srovname-li analogy ceramidii se stejnou délkou acylu a rGznou délkou
sfingosinového fetézce (Graf 3), ceramidy s 15C sfingosinovym fetézcem ve srovnani s 12
a 18C derivaty vykazuji prekvapivé zvySeni permeability kize pro obé 1éCiva. Zaroven
mnozstvi 1éCiva v kizi po ukonfeni permeacnich pokusi zlstava vySs$i pii podéni
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s ceramidy s délkou fetézce sfingosinu 15C ve srovnani s analogy 12 a 18C. Vyjimku
najdeme pii sledovani fluxu i koncentrace IND v kiizi ve vzorku s ceramidem 15/6, kdy

dvandctiuhlikaty analog zaznamenava vyssi hodnoty.
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Graf 3. Flux TH (vlevo nahote) a IND (vpravo nahoie) a koncentrace TH (vlevo dole) a
IND (vpravo dole) v kizi z 60% propylenglykolu (kontrola) a s pfidavkem 1 % ceramidu
12/4 ceramidu 15/4 a ceramidu 18/4. Data jsou prezentovdna jako priméry a SEM
(standardni chyba), * udava statisticky vyznamné odli$nou hodnotu od kontroly (p<0,05).

Moznéa vysvétleni, pro¢ jsou kratké ceramidy schopny zvysit permeabilitu kiize,
jsou nasledujici. Podle mnoha studii se na soudruznosti lipidovych membran podili
vodikové mﬁstky.?ﬂ’38 Ptipravené ceramidy, studované v této praci, maji stejné schopnosti

vytvaret vodikové mustky jako pfirozeny ceramid NS a piesto naruSily kozni bariéru.

41



Tento poznatek se shoduje s novéjsimi studiemi, které ukazuji, ze ceramidy odvozené od
sfingosinu vytvareji sit’ vodikovych vazeb se dvéma molekulami vody, nikoli se
sousednimi ceramidy, a to bez ohledu na délku fetézee.>® Soudruznost sfingosinovych
ceramidil zajist'uji hydrofobni interakce jejich fetézct, které jsou zplisobeny pfitazlivosti
indukovanych dipola v tomto fetézci a jsou silné zavislé na jeho délce. Piedpoklada se, Ze
¢im je fetézec kratsi, tim slabsi bude interakce, coz vede ke zvySeni permeability lipidové
membrany. Délka fetézce v molekule ceramidu je tedy pro bariérové vlastnosti klize

Jako dalsi vysvétleni zvySeni propustnosti kiize ptipada v uvahu vzrist fluidity
lamel v disledku nahrady dlouhého fetézce acylu v molekule ceramidu podstatné krat$im
zbytkem kyseliny. Tento rozdil v délce fetézci miize vést ke vzniku volného prostoru
uvnitt membrany, ktery by pravdépodobné byl kompenzovan zvySenou pohyblivosti
okolnich fetézct, coz by celkové zvysilo propustnost kiize.

Tteti moznosti, jak vysvétlit pozorovany vliv zkraceni acylového fetézce ceramidi,
je vytvofeni oddélenych fazi kratkymi ceramidy, které by v rdmci lipidovych lamel
S dlouhymi fetézci mohly nabidnout 1é€ivu permeabilngjsi ,,zkratku* skrz membranu. *°

Co se tyce vztahii mezi délkou sfingosinového fetézce ceramidl a jejich bariérové
funkce, vysledky byly pomérné piekvapivé. Schopnost mnou pfipravenych ceramidi
odvozenych od 15-uhlikatych ceramidi by mohla souviset s lichym poctem uhlika. To je
vSak nutné potvrdit dalSimi pokusy, zejména studiem ceramidl s riznymi dalSimi délkami

sfingosinové Casti.
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5. Zavér

Cilem prace byla syntéza analogl ceramidll se zkrdcenym fetézcem sfingosinu a
kratkymi acyly a hodnoceni jejich vlivu na bariérové vlastnosti kiize. Sestikrokovou
syntézou byly pfipraveny 3 analogy ceramidu, které byly pouzity k permeac¢nim pokusiim
na praseci kiizi s vyuzitim dvou modelovych 1éCiv.

Vysledky prace potvrdily, ze délka fetézcii ceramidi je velice dilezita pro
permeabilitu kiize. Analogy, v nichz byl fetézec dlouhé mastné kyseliny nahrazen kratkymi
acyly, vykazovaly zvySeni propustnosti kiize a zarovenn zvySeni koncentrace 1é¢iva v kiizi
po ukonceni permeacnich pokust. Piekvapivé bylo zjisténi, ze analog s 15-uhlikatym
sfingosinem vykazuje ve srovnani s 12 a 18C derivaty zvySeni propustnosti kliZze a zaroven
zvySeni koncentrace 1é¢iva v kiizi po ukonceni permeacnich pokust.

Zavérem muzeme fici, ze ceramidy s kratkym fetézcem acylu se nechovaji jako

fyziologické ceramidy, naopak bariérové vlastnosti kiize narusuji.

43



6. Seznam zkratek

Ac acetyl

AD atopicka dermatitida

Boc tert-butyloxykarbonyl

DBU 1,8-diazabicykloundec-7-en
DCC N,N-dicyklohexylkarbodiimid
DIBAL diisobutylaluminiumhydrid
DIPEA N-ethyl-N-diisopropylamin
DMAP dimethylaminopryridin

DMP dimethoxypropan

Et ethyl

HMPA hexamethylfosforamid

HPLC vysoce uc¢inna kapalinova chromatografie
IND indometacin

IR infracervené spektrum

Me methyl

NMR nukledrni magnetické rezonance
PBS izotonicky fostatovy pufr (pH 7,4)
Ph fenyl

SC stratum corneum

SEM standardni chyba

TBSCI t-butyldimethylsilyl-chlorid
TFA kyselina trifluoroctova

TH theofylin

THF tetrahydrofuran

TLC tenkovrstevnad chromatografie
TsOH kyselina p-toluensulfonova
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