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Abstrakt

vvvvvv

slozku stratum corneum (SC) a podili se tak na ochranné funkci kize.

Ptestoze jsou ceramidy pfedmétem intenzivniho vyzkumu, ptesny vliv jejich struktury
na bariérovou funkci kiize dosud neni znam. Ke studiu struktury, vlastnosti a dynamiky
lipidovych membran SC jsou Casto vyuzivana deuteriem znaCend analoga lipidi. Mezi
metody vyuzivajici deuterované molekuly patii neutronovy rozptyl, vibra¢ni spektroskopie
(infracervena spektroskopie FTIR a Ramanova spektroskopie), deuteriova nuklearni

magnetickd rezonance (2H-NMR) a hmotnostni spektrometrie TOF-SIMS.

Tato prace popisuje syntézu ceramidu s deuterovanym sfingosinovym fetézcem.
Ziskané ceramidy s riznou délkou acylového fetézce (deuterovaného i nedeuterovaného)
by mély byt v budoucnu vyuzity pro studium jejich vlastnosti v lipidovych membranach

SC.

Syntéza vychézela z postupti bézn¢ vyuzivanych pro ptipravu nedeuterovanych analogi
do molekuly sfingosinu. Z perdeuterovaného bromalkanu byl pfipraven deuterovany
terminalni alkyn. V dalSi reakci doSlo k navazani deuterovaného termindlniho alkynu
na Garneriv aldehyd. Trojna vazba byla redukovana na trans-dvojnou a nasledné¢ doslo
k odstranéni chranicich skupin. Ziskany deuterovany sfingosin byl acylovan deuterovanou

kyselinou lignocerovou.

Syntézou se podatilo ziskat a charakterizovat deuterovany sfingosin, jeho acylaci byl
pfipraven a charakterizovan ceramid s deuterovanym sfingosinovym a acylovym fetézcem.
Bohuzel se nepodafilo izolovat tento produkt v ¢isté formé. Metodika syntézy byla

objektivné zhodnocena a byly navrzeny upravy, které by mély vést k lepSim vysledkim.



Abstract

Ceramides are a complex group of lipids belonging to sphingolipids. They are the most
important component of stratum corneum (SC) and thus participate in a barrier function
of the skin.

In spite of the ceramides are a subject of intensive research, the exact effect of their
structure to the barrier function of the skin is poorly understood. For studying the structure,
properties and dynamics of SC lipid membranes, analogues of lipids labelled by deuterium
are often used. The methods using deuterated molecules include neutron scattering, fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), Raman spectroscopy, deuterium nuclear magnetic

resonance (*H-NMR) and time of flight secondary ion mass spectrometry (ToF-SIMS).

This work describes the synthesis of the ceramide with a deuterated sphingosine chain.
The acquired ceramides with a different acyl chain length (deuterated as well as
non-deuterated) should be used for studying their properties in SC lipid membranes
in the future.

The synthesis was based on methods commonly used for preparation of non-deuterated
analogues of ceramides. The most important step of the synthesis was the incorporation
of the deuterated chain into the molecule of sphingosine. The deuterated terminal alkyne
was prepared from the perdeuterated bromoalkane. Next the deuterated terminal alkyne
reacted with Garner’s aldehyde. The triple bond was reduced to a trans-double bond and
subsequently the functional groups were deprotected. The deuterated sphingosine was

acylated by the deuterated lignoceric acid.

This work led to the preparation and characterization of the deuterated sphingosine,
which was acylated to yield the ceramide with the deuterated sphingosine and acyl chains.
Unfortunately, we did not succeed in the isolation of the pure ceramide. The methodology
of the synthesis was objectively evaluated and the modifications that should lead to better

results were suggested.



1 Cil prace
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stratum corneum (SC) a hraji nezastupitelnou roli v tvorbé kozni bariéry.

V soucasné dob¢ jsou ceramidy predmétem intenzivniho vyzkumu. Deuterovana
analoga ceramidl hraji vyznamnou roli pfi objasnovani struktury, vlastnosti a dynamiky
lipidovych membran SC pomoci neutronového rozptylu, vibra¢ni spektroskopie
(infracervené spektroskopie FTIR a Ramanovy spektroskopie), deuteriové nuklearni
magnetické rezonance (2H-NMR) a hmotnostni spektrometrie TOF-SIMS.

Cilem této prace je syntéza ceramidd s deuterovanym fetézcem sfingosinu. Ceramidy
znacené deuteriem jsou svymi chemickymi vlastnostmi shodné s fyziologickymi ceramidy,
na rozdil od fluorescencné znafenych analogl. Ziskané ceramidy s riiznou délkou
acylového fetézce (deuterovaného i nedeuterovaného) by mély byt v budoucnu vyuzity
pro studium jejich vlastnosti v lipidovych membranach SC, pfedevsim k objasnéni, jakym

zpusobem exogenné podany ceramid regeneruje poskozenou kozni bariéru.



2 Teoreticka cast

2.1 Vyznam ceramidi ve Stratum corneum

Hlavni funkci kiize je chranit organismus pfed vnéjSimi vlivy a zabranit nadmérnym
ztratam vody. Stratum corneum (SC) je nejsvrchngjsi vrstva kiize, ktera plni funkci kozni
bariéry. Sklada se z korneocytl, oplostélych mrtvych bunék vyplnénych keratinem, a
mezibunécéné lipidové matrix, ktera tvoii pfiblizn¢ 20 % objemu SC. Vnitini uspotradani
SC je casto pfirovnavano ke struktufe ,,cihel a malty*, pfiCemz korneocyty predstavuji
cihly a lipidovd matrix tvofi maltu. Diky tomuto uspotfadani je prunik latek pies kozni
bariéru znatn& komplikovany.! Lipidova matrix SC se svym sloZenim znaén& odlisuje
od sloZeni bun&énych membran.? Je tvofena z piiblizng ekvimolarni smési ceramidu,
cholesterolu a volnych mastnych Kyselin.®> V mensi mife jsou zde zastoupeny estery

cholesterolu, cholesterol sulfat a dalsi laitky.4
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z polarni hlavy a ze dvou dlouhych hydrofobnich fetézci. V porovnani s fosfolipidy je
poléarni hlava ceramidii vyrazné mensi, hydrofobni fetézce tvofené nasycenymi mastnymi
kyselinami jsou velmi dlouhé a jednotlivé molekuly ceramidid jsou pospojovany
vodikovymi vazbami. Diky témto strukturnim vlastnostem mohou byt ceramidy tésnéji
uspotadany a ve SC vytvaii n€kolikavrstevné, vzajemné propletené lamelarni struktury.
Propustnost ceramidovych lamel SC je ftadove tisickrat menS$i nez propustnost

fosfolipidovych dvojvrstev.“"s’6

2.2 Ceramidy a jejich strukturni typy

Ceramidy, neboli N-acylsfingosiny, jsou fazeny do skupiny sfingolipidd. Molekula
ceramidu se sklada zbazického alkoholu — sfingosinu (S), 6-hydroxysfingosinu (H),
fytosfingosinu (P) nebo dihydrosfingosinu (dS). Na primarni aminoskupinu v poloze 2 je
amidicky navazana nasycend mastna kyselina o délce 16 — 34 uhlikd. Nejcastéji se
vyskytujici mastna kyselina v ceramidech je kyselina lignocerova (Cy4). Muze byt
nesubstituovana (N) nebo v poloze a (A) ¢i ® (O) hydroxylovana. Ceramidy obsahujici
mastnou kyselinu s @-hydroxyskupinou jsou dilezité pro soudrznost lamelarniho
usporadani lipidové matrix. Ceramidy, u nichz je w-hydroxyskupina mastné kyseliny

esterifikovana kyselinou linolovou (E), maji funkci molekularni spojky mezi jednotlivymi
8



lamelami. Ceramidy s volnou w-hydroxyskupinou se vazi ke karboxylové skupiné na vné&jsim

povrchu korneocytu, diky éemuz vytvaii vrstvu kovalentné vazanych lipida.*>®

V soucasnosti je zndmo 12 strukturnich typt ceramidd, ceramidy odvozené
od dihydrosfingosinu byly objeveny v poslednich letech.”® Star§i oznaeni piid&lovalo
jednotlivym ceramidiim arabska ¢isla podle jejich separace pfi tenkovrstvé chromatografii
(¢im vyssi polarita, tim vyssi Cislo). S postupnym objevovanim novych strukturnich typt
ceramidii bylo potieba zavést nové, systematické ndzvoslovi. V soucasnosti pouzivana
nomenklatura dle Motty oznacuje jednotlivé ceramidy kombinaci pismen podle jejich

struktury. Pismena jsou uvedena v zavorkach vyse."® (Obr. 1)

2.3 Deuterované lipidy

Ziskavani novych poznatkt pii studiu lipidi je ¢asto omezovano relativni jednoduchosti
lipidové struktury. Rada technik je pro studium lipid nevyhovujicich & piili§ naroénych, a
nékteré ziskané informace mohou byt zavadéjici (naptiklad vyuziti radioaktivné nebo
fluorescenéné znacenych prekurzort). Specifické protilatky, které jsou velmi cennym
nastrojem pro studium proteind, jsou pro studium dynamiky lipidii bud’ nespolehlivé
pro svoji citlivost, nebo nedostupné. Znac¢na ¢ast vyzkumu lipidd je proto zavisla
na vyuziti znacenych lipidovych analog. Vybér znaceni lipidi musi byt velice peclivy,
protoze velikost 1 intramolekuldrni lokalizace zna¢ky miZe vyraznym zpisobem ovlivnit
vlastnosti lipidu. Cim vice se zna¢eny analog podobé své piirozené piedloze, tim v&tsi je

jeho p¥inos pro studium lipida.*

Jedna z pouzivanych technik vyuziva fluorescenéné znacena lipidova analoga. Navazani
fluoroforu vice ¢i mén¢ ovlivituje vlastnosti lipidi a mize vést k nepiesnym vysledktim.
Z tohoto hlediska jsou nejvyhodnéjsi tzv. polyenové lipidy, obsahujici uhlovodikovy
fetézec s péti konjugovanymi dvojnymi vazbami, ¢imZ jsou vlastnosti lipidi ovlivnény
minimalng. '™

Strukturné nejpodobnéjsi svym piirozenym piedlohdm jsou lipidy znacené stabilnimi
izotopy, piedev§im deuteriem. Jejich vyhodou je, ze si zachovavaji chemické vlastnosti
svych pfredloh.12 Deuterované lipidy jsou vyuzivany fadou metod, které studuji strukturu a
vlastnosti lipidovych membran. V této praci se budeme blize vénovat neutronovému

rozptylu, infracervené a Ramanové spektroskopii, ?H-NMR a ToF-SIMS.
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Obr. 1. Chemicka struktura a nazvoslovi ceramida SC.
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2.4 Metody vyuzivajici deuterované lipidy

2.4.1 Neutronovy rozptyl
Neutronovy rozptyl patii mezi nejvyznamnéjs$i metody, které dokazou charakterizovat
strukturu a vlastnosti lipidovych membran SC. Jeho vyuziti je jak v oblasti modelovych

lipidovych membran SC sloZenych ze syntetickych lipidi, tak i ve vyzkumu nativni SC.

Principem neutronové difrakce je méfeni zmény intenzity rozptylu neutronového
paprsku o vinové délce A pii jeho prichodu vzorkem. Zatimco rentgenové paprsky jsou
rozptylovany na urovni elektronového obalu atomu, neutronovy svazek je rozptylovan

® Zakladnim udajem pro interpretaci dat namé&fenych metodikou

samotnym jadrem.
neutronové difrakce je rozptylova délka neboli amplituda rozptylu neutronti (neutron
scattering length).”® Ta je dana silou, kterou jednotlivé atomy rozptyluji neutronovy

svazek.®

Pomoci neutronové difrakce lze velmi ptfesné stanovit polohy vodikovych atomi,
pficemz rozptylové délky vodiku a deuteria jsou vyrazné odlisné. Z toho vyplyva, ze
na rozdil od rentgenovych paprskii dokazou neutrony izotopy vodiku nejen poznat, ale také
jednotlivé izotopy od sebe rozlisit.!* Znatnou vyhodou neutronové difrakce je tedy
moznost znaceni deuteriem. Pfitomné deuterium zptlisobi, ze se molekula nebo jeji ¢ast
stane ,,viditelnd*“ pro neutrony. Oznaceni specifickych casti lipidi deuteriem, napft.:
oznaceni vybranych methylenovych skupin, poskytuje piesné informace o umisténi

. .« 6,14
oznaceného vzorku v membrang.®

Mezi dva hlavni parametry, které zkouma neutronova difrakce, patii tloustka dvojvrstvy
a prumérna plocha obsazena lipidy na povrchu dvojvrstvy (tzv. membranova hustota).
Existuji dva pfistupy, jak tyto parametry ziskat. Prvni pfistup je zaloZen na rozptylu
paprski na mnohovrstevném vzorku, coz mohou byt ploché utvary nebo liposomy
(MLVs). Pomoci Fourierovy transformace je z piku intenzit rozptylu urcen profil hustoty
rozptylovych délek (neutron scattering length density profile). (Obr. 2) Druhy pfistup
vyuziva méfeni na unilamelarnich liposomech (ULV) a funkce intenzity rozptylu je zde

vyhodnocena jako rozptylovy vektor q.6

Vétsina lipidovych membran je studovana v Castecné nebo plné€ hydratovaném stavu.

Neutronovy rozptyl na zdklad¢ riiznych poméra vodiku a deuteria ve vod¢ umoziuje ziskat
11



kontrastni rozdily mezi lipidovou dvojvrstvou a vodou bez vyznamnych zmén
membranové struktury. Naptiklad v 8% vodné disperzi D,O v H,0 je hustota rozptylovych
délek rozptylujiciho média rovna nule a neutronovy paprsek tak detekuje pouze

rozptylenou latku. ™

Na druhou stranu mezi nevyhody neutronového rozptylu patii slabost neutronového

paprsku, mala dostupnost zdroje neutronového zafeni a vysoka cena deuterovanych

o 6,14
vzorka.
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Obr. 2. (a) Ptiklad neutronového difraktogramu modelové membrany SC slozené
z ceramidu AP, cholesterolu, palmitové kyseliny a cholesterol sulfatu. Difraktogram
zobrazuje pét difrakénich tadu, které byly detekovany. (b) Profil hustoty rozptylovych
délek (neutron scattering length density profile) stejného vzorku.®

2.4.2 Vibraéni spektroskopie

Mezi vibraéni spektroskopické metody vyuzivané pro studium lipidh patii infraervena
a Ramanova spektroskopie (obé jsou vyhodnocovany metodou Fourierovy transformace).
Vibracni spektroskopické metody umoznuji studovat dynamiku a uspotadani lipida SC.
Umoznuji pfimé méfeni konformaéniho (z hlediska trans-gauche konformert) a
laterdlniho  uspofddani  uhlovodikovych  fetézci v lipidovych = membréanach.
Intermolekularni interakce studuji jak na urovni uhlovodikovych fetézct, tak i v oblasti
polarni ,,hlavy lipidé. Dale je tmito metodami mozZno rozpoznat fazovy piechod.™*
Ramanova spektroskopie je vhodnéj$i pro studium hydratovanych vzorktt z divodu

slabého rozptylu paprsku vodou. Diky tomu je, na rozdil od infracervené spektroskopie,

minimalizovana interference vysledkti zpiisobena molekulami vody. 6
12



Nejintenzivnéjsi  vibrace V infracervenych spektrech lipidd jsou odvozeny
z methylenovych (CHz. CD; Vv piipadé deuterovanych fetézct) valenénich vibraci.™ Pokud
je methylenovy fetézec jedné slozky lipidové smési perdeuterovany, valenéni vibrace CD,
se zobrazi v charakteristické oblasti spektra (2080 — 2210 Cm'l), odd¢€len¢ od ostatnich
slozek. Vlastnosti deuterovanych molekul tak mohou byt sledovany soubézné s ostatnimi

molekulami ve stejném spektru.’

Symetrické (vsymCH2 @ vsymCD>) a asymetrické (VasymCH2 a vasymCD>) valencni vibrace
methylenové skupiny poskytuji informace o konformacnim uspotradani fetdzed.! Prechod
z plné natazenych uhlovodikovych fetézcu v cik-cak neboli all-trans konformaci
do neuspotadaného stavu ma za nasledek zménu frekvence symetrickych a asymetrickych
valencnich vibraci methylenové skupiny. Nizkd intenzita symetrickych valen¢nich vibraci
CH; a vysoka intenzita asymetrickych valen¢nich vibraci CHj je charakteristicka
pro vysoky obsah all-trans konformert. Posun symetrickych valen¢nich vibraci CH;
do oblasti vyssich vino&tii znamena narist konformaéni neuspofadanosti. Nuzkové (8CHa
a 0CD;) a kyvadlové (pCH2 a pCD2) deformacni vibrace methylenové skupiny
charakterizuji lateralni uspotfadani fetézcl. Rozstépeni signalu téchto vibraci na dublet je
typické pro krystalickou ortorombickou fazi, pfi¢emz u hexagonalni faze je pozorovan

singlet.” (Obr. 3)
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Obr. 3. Piiklad FTIR spektra lipidového modelu SC slozeného z ceramidu, cholesterolu a

deuterované mastné kyseliny zobrazujici dilezité piky.17
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2.4.3 Deuteriova nuklearni magneticka rezonance (*H-NMR)

’H-NMR je vykonna technika poskytujici informace o struktufe a dynamice SC
Vpevném stavu. Je vyuzivana ke zkoumani modelovych membran SC, predevSim
komplexnich lipidovych smési. ’H-NMR umoziuje studovat deuterované molekuly
zaclenéné do modelové membrany SC nezavisle na ostatnich slozkach. Touto technikou je
mozno pozorovat pohyby jednotlivych znacenych molekul v membranovych systémech,

konkrétné€ je vhodna pro studium fazovych prechodu lipida v komplexnich smésich. '8

Charakteristicky utvar pozorovany ve spektrech deuterovanych lipidi se nazyva Paketv
dublet. Pakeovy dublety tvoii nekomplikovana spektra, ze kterych je frekvence Stépeni
(kvadrupolarni $tépeni, Av) dubletu, vztahujici se k jednotlivym deuteriim, snadno
meéftitelnd. Rozsah kvadrupoldrniho Stépeni je pfimo vztazen k usporddani CD vazeb a
podava tak informaci o trans-gauche konformaci acylového fetézce. Kromé Pakeovych
dubleti se ve spektrech modelovych membran SC c¢asto nachdzi charakteristicky rovny
centralni pik. Tento pik odpovida deuterovanym lipidim, které piesly do izotropni faze.
Pomér deuterovanych lipidi podstupujicich izotropni ptechod je roven plose pod timto
pikem vydélené celkovou plochou spektra. V praxi je tento pomér ziskavan ze spektra

metodou Fourierovy transformace.*®

Teplotné zéavisla ’H-NMR spektra dokdzi zachytit fazové prechody lipidi modelovych
membran SC pii konkrétnich teplotach. Teploty, pii kterych k fdzovym piechodim
dochéazi jsou zavislé na sloZeni lipidi v membrané. Pfi teploté Ty dochazi k pfechodu
z vice usporadané krystalické faze do faze tekutych krystald, ve které lipidy vykazuji osove
symetrické pohyby a vétsi konformaéni neuspotfddanost uhlovodikovych fetézct.
Pti zvySeni teploty dochazi k druhému fazovému prechodu, z faze tekutych krystalt

do faze, kdy slozky membrany vykazuji vysoky stupeti izotropniho pohybu.*®*® (Obr. 4)

14
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Obr. 4. Piiklad teplotng zavislého H-NMR spektra modelové membrany SC slozené
z ceramidu, cholesterolu a deuterované palmitové kyseliny pii 75 °C (A), 50 °C (B) a 20 °C
(C) a modelové membrany SC sloZzené z ceramidu, deuterovaného cholesterolu a palmitové
kyseliny pti 75°C (D), 50 °C (E) a 25°C (F). Blizsi popis se vztahuje k modelové
membrané obsahujici deuterovanou kyselinu palmitovou (A-C). Pii 20°C je 80%
palmitové kyseliny piitomno v pevné fazi, kterd je charakterizovana Sirokym “H-NMR
spektrem (C). Se zvySujici se teplotou prechdzi palmitova kyselina do faze tekutych
krystalii (B) a pfi 75 °C se veskera palmitova kyselina nachdzi v izotropni fazi, ve spektru

charakterizované rovnym centrélnim pikem (A).*?

2.4.4 Hmotnostni spektrometrie ToF-SIMS

ToF-SIMS (Time of Flight Secondary lon Mass Spektrometry) je vysoce citliva
hmotnostni spektrometrie. Principem této zobrazovaci metody je bombardovani vzorku
ionty, na zakladé kterého jsou z monovrstvy emitovany sekundarni ionty pfitomnych
molekul a jejich fragment. Priletovy analyzator (ToF) je vhodny pro detekci
sekundarnich iontl diky vysokému hmotnostnimu rozliSeni a schopnosti simultanni
detekce iontd riiznych molekulovych hmotnosti.” TOF-SIMS nachézi uplatnéni v analyze
monovrstev komplexnich lipidovych smesi, které jsou modelem pro ziskdni informaci
slozeni membranovych domén V lipidovych monovrstvach. Jednim z omezeni vyuZziti
ToF-SIMS pro analyzu komplexnich lipidovych smési je skutecnost, ze jednotlivé lipidy
nebo jejich fragmenty maji velice podobnou molekulovou hmotnost. Proto jsou vyuzivany

¢astecné deuterované slozky lipidovych smési, diky kterym je mozno zcela ptesné stanovit
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dany lipid v konkrétni membranové doméné. Pro identifikaci multikomponentni smési
muzeme vyuzit vice lipidd, které maji deuteriem oznacené specifické ¢asti molekuly, a tim
ziskame pro kazdy lipid jedineény hmotnostni ukazatel. (Obr.5) V ptipadé pouziti

jednoho deuterovaného lipidu jako stopy ziskdme moznost jeho mapovani ve vzorku.

Analyza hlavnich komponent (PCA) je metoda, kterd vede k objasnéni nesnadno
¢itelnych informaci z TOF-SIMS zobrazeni. Je vyuzivana predev§im pro slozky obsazené
v nizkych koncentracich, pro jejichz zobrazeni je znacCeni deuteriem nedostatecné.
Vyhodné je vSak tuto metodu vyuzit i v ptipad¢€ vysokych koncentraci jednotlivych slozek,

protoze zobrazeni je kontrastnjii a v lepsim rozliseni.?* (Obr. 6)

M:34.070 35233 5 M:50.087 72219 6 M:72.102 69067 6

A

M:86.123 123478 8 M:89.117 627757 17 M:188.122 428894 14

Obr. 5. Ptiklad ToF-SIMS zobrazeni pozitivnich iontd lipidového filmu slozeného
z dipalmitoyl fosfatidyl tetradeuterocholinu (DPPC-d,), palmitoyl oleoyl fosfatidyl cholinu
(POPC) a perdeuteropalmitoyl oleoyl fosfatidyl glycerolu (POPG-ds;). Jednotliva
TOF-SIMS zobrazeni vybranych iontd o dané molekulové hmotnosti ukazuji distribuci
téchto ti1 fosfolipidi. Molekulové hmotnosti 34 (C,Ds) a 50 (C3D7) reprezentuji POPG-d3;,
molekulova hmotnost 72 (C4H3oN) a 86 (CsH1oN) prislusi POPC a molekulové hmotnosti
89 (CsHgD3N) a 188 (CsHoD4sNPO4H,) predstavuji DPPC-d, 2
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Scores on PCE 2

Scaled 95 Percent imits are 208.213 and 70 2511 Scaled 85 Percentimits are 152 217 and 62 4294

Obr. 6. ToF-SIMS zobrazeni pozitivnich iontt lipidového filmu sloZzeného DPPC-d,,
POPC, POPG-d3; porovnavajici zobrazeni pomoci metody PCA (vlevo) a zobrazeni

bez vyuziti této metody (vpravo).
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3 Experimentalni Cast

3.1 Chemikalie a pristroje
Chemikalie byly pofizeny od firmy Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Némecko) s vyjimkou
perdeuterovaného 1-bromtridekanu a deuterované lignocerové kyseliny, které byly

zakoupeny od firmy C/D/N Isotopes (Pointe-Claire, Quebec, Canada).

Tenkovrstva chromatografie byla provadéna na TLC deskach Silica gel 60 Fjs4 0d firmy
Merck (Darmstadt, Némecko), pro detekci byla pouzita smés CeSOy4, H3[P(M03010)4] a
H,SO,. Piipravené latky byly charakterizovany NMR spektroskopii (pfistroj Varian
VNMR S500, Palo Alto, USA, 'H pii 500 MHz a *C pii 125 MHz) a hmotnostni
spektrometrii (LCQ Max advantage, Thermo Finnigan, San Jose, USA).

3.2 Syntéza

Syntéza vychazela zkomeréné dostupného perdeuterovaného 1-bromalkanu (1),
z kterého byl reakci s lithium-acetylidem v komplexu s ethylendiaminem pftipraven
piislusny deuterovany terminalni alkyn 2. Nasledovala alkynylace Garnerova aldehydu (3)
alkynidem ziskanym zalkynu 2 pomoci butyllithia v prostfedi hexamethylfosforamidu
(HMPA). Trojna vazba pftipraveného chranéného deuterovaného alkynového analogu
sfingosinu4 byla redukovana pomoci lithia vethylaminu zavzniku chranéného
deuterovaného analogu sfingosinu 5. Hydrolyzou chranicich skupin 1M kyselinou
chlorovodikovou v dioxanu byl ziskan deuterovany analog sfingosinu 6. Poslednim
krokem syntézy byla acylace primarni aminoskupiny sfingosinu deuterovanou kyselinou
lignocerovou 7 pomoci  1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu (WSC) a
4-dimethylaminopyridinu (DMAP) za wvzniku analogu ceramidu s deuterovanym

sfingosinovym a acylovym fetézcem 8.

Viz Schéma 1.
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Schéma 1.
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3.2.1 Priprava pentadec-1-ynu[Cs.15-d27] (2)

Br—CigDar + =—Li pN" 2 » =——C;Dy
1 DMSO, 0 °C - rt

K lithium-acetylidu v komplexu s ethylendiaminem (206 mg, 2,24 mmol) byl za stalého
michani pod atmosférou dusiku pfidan suchy dimethylsulfoxid (DMSO; 5 ml).
Po ochlazeni vledu na 0°C byl injekéni stiikackou pomalu pfikapan perdeuterovany
1-bromtridekan (1) (500 mg, 1,72 mmol). Poté bylo chlazeni zastaveno. Po hodiné michani
smési za laboratorni teploty bylo provedeno TLC (mobilni faze hexan) a bylo zjisténo, ze
ve smési jiz neni zadny nezreagovany lithium-acetylid. Smés byla opét ochlazena v ledu
na0°C a pomalu byla piikapavana destilovana voda (1 ml) tak, aby nedoslo k zahrati
smé&si na vice jak 35 °C. Poté bylo pridano vétsi mnozstvi destilované vody (pfiblizné
20 ml) a smés byla extrahovana hexanem (3 x 20 ml). Organickd faze byla vysusena
MgSO,, zfiltrovana a zahu$téna na vakuové odparce. Piecisténim sloupcovou
chromatografii (mobilni faze hexan) bylo ziskano 208 mg cistého produktu 2. Vytézek
reakce byl 51 %.

Reakce byla zopakovana s dvojndsobnym mnoZstvim perdeuterované¢ho bromalkanu 1
(1000mg, 3,44 mmol) za stejnych podminek. Bylo ziskano 460 mg ¢istého produktu 2.
Vytézek reakce €inil 57 %.

Pentadec-1-yn[Cs.15-d27] (2)

Nazloutla olejovitd kapalina, mol. hm. 235,55 g/mol. TLC: mobilni faze hexan,
Rf=0,54 — 0,60. *H NMR (500 MHz, CDCls) 6 1,92 (s, 1H). *C NMR (125 MHz, CDCl5)
0 84,8; 68,0.
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3.2.2 Priprava (S)-terc-butyl-4-((R)-1-hydroxyhexadec-2-yn-1-yl[Cy.16-027])-
2,2-dimethyloxazolidin-3-karboxylatu (4)

0] OH

| =
=—Cy3Dyy + O/\H + BuLi + HMPA > o/\l/\
) )( N~Boc THF, -78 °C )(N‘Boc CraDar

-‘;\ Boc A(TO\’<

Alkyn z prvni reakce 2 (208 mg, 0,88 mmol) byl rozpustén v suchém tetrahydrofuranu

(THF; 10 ml) a smés byla za stalého michani pod atmosférou dusiku ochlazena na -78 °C.
Ke smési byl injekéni stiikackou piikapan 1,6M roztok butyllithia v hexanu (0,53 ml,
0,84 mmol). Po jedné a pil hodiné michani pii stalé teploté -78 °C byl ptidan Garnertiv
aldehyd (3) (224 mg, 0,97 mmol) rozpustény v suchém THF (10 ml) a HMPA (0,31 ml,
1,76 mmol). Po dalSich dvou hodinach michani reakéni smési pii teploté¢ -78 °C bylo
provedeno TLC (mobilni faze hexan/EtOACc 4:1). Ve smési Se stale nachazel nezreagovany
alkyn 2, Garnertv aldehyd (3), ale Zadny produkt. Chlazeni bylo vypnuto a smés reagovala
pfes noc pii pozvolném zahfivani na laboratorni teplotu. Rano bylo z TLC ziejmé, ze
v reakéni smési nedoslo k pozadované reakci, nejspi§ kvili pouziti starého butyllithia.
Reakce byla ukon¢ena nasycenym roztokem NH4Cl (10 ml) a ptidana voda do rozpusténi.
Nésledné byla smés extrahovéana diethyletherem (3 X 40 ml), organické faze byla vysusSena
Na,SO,, prefiltrovana a rozpoustédlo bylo odpateno pod vakuem. Smés latek byla
chromatograficky separovana (mobilni faze hexan/EtOAc 4:1) a izolovany alkyn 2

(145 mg) byl pouzit znovu do reakce.

Reakce byla zopakovana za stejnych podminek se 145 mg alkynu 2, ktery byl izolovan
z pfedchoziho pokusu. Reakce opét neprobéhla, pfestoZze bylo pouzito nové butyllithium.

Cisténim bylo ziskano 107 mg alkynu 2, se kterym byla reakce opét zopakovéna.

Pfi dalsim opakovani reakce byl zachovan postup, ale byly upraveny molarni pomeéry
jednotlivych slozek. K alkynu 2 (107 mg, 0,45 mmol) bylo pfidano ekvimolarni mnozstvi
1,6M roztoku butyllithia v hexanu (0,29 ml, 0,45 mmol) a Garnerova aldehydu (3)

(104 mg, 0,45 mmol), molarni pomér HMPA zstal zachovan jako v pfedchozich reakcich
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(0,26 ml, 0,90 mmol). Po dvou hodinach reakce byl piidan jest¢ Garnertv aldehyd (3)
(20 mg, 0,09 mmol) a smés se nechala reagovat do rana. Reakce prob&hla. Po piecisténi
smési sloupcovou chromatografii (mobilni faze hexan/EtOAcC 4:1) bylo ziskano malé
mnozstvi produktu 4 (piiblizné 20 mg) a smési produktu 4 s Garnerovym aldehydem (3)

fiblizng 20 mg). Vytézek byl v tomto piipadé velmi nizky, pfiblizng 10%.
(p g). Vyt y pfip ¥, p

Syntéza vychazejici z 500 mg perdeuterovaného 1-bromtridekanu (1) byla v této fazi
ukoncena kvuli malému mnozstvi ziskaného chranéného deuterovaného alkynylového
analogu sfingosinu 4. Sled reakci byl zahajen znovu, tentokrat z 1 g perdeuterovaného
1-bromtridekanu (1).

K dalsi reakci byl pouzit alkyn?2 ziskany z druhého pokusu syntézy (460 mg,
1,95 mmol). Reakce byla provedena stejnym zplsobem a pii zachovani moldrnich poméri
jako reakce predchozi, kterd poskytla pozadovany produkt. Chromatografické cisténi
poskytlo tii frakce. Prvni frakce obsahovala 239 mg smési nezreagovaného alkynu 2 a
neznamé latky. Z druhé frakce bylo ziskano 360 mg produktu 4. Tieti frakce obsahovala

smé&s produktu 4 a Garnerova aldehydu (3) (27 mg). Vytézek této reakce Cinil 40%.

Reakce byla zopakovéana se smési nezreagovaného alkynu 2 s pfimési nezndmé latky
(239 mg) pii zachovani molarnich poméru jednotlivych slozek. Reakéni podminky byly
Upraveny a reakce probihala pfi -50 °C. Smés byla chromatograficky precisténa spole¢né
s produktem 4 a smési Garnerova aldehydu (3) s produktem 4 z piedchozi reakce. Byly
ziskany ¢tyti frakce. Nezreagovany pentadecyn 2 (104 mg), smés neznamych latek (60 mg)
a produkt 4 (380 mg). V posledni frakci byla izolovana smés produktu 4 s Garnerovym
aldehydem (3) (112 mg), ktera byla nasledné chromatograficky ptecisténa (mobilni faze
hexan/diethylether 4:1). Takto bylo izolovano 33 mg d&istého produktu4 a 24 mg

Garnerova aldehydu.

S nezreagovanym pentadecynem 2 (104 mg, 0,44 mmol) byla reakce opét zopakovana.
V tomto piipad¢ bylo pouzito ekvimolarni mnozstvi HMPA (0,16 ml, 0,44 mmol). Postup
reakce byl stejny, byly dodrzeny reakéni podminky jako v prvnim piipadé (-78 °C). Bylo

ziskano zanedbatelné mnozstvi produktu (pfiblizné 10 mg).

Celkovy vytézek této tiikrat opakované reakce byl 46 %.
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(S)-terc-butyl-4-((R)-1-hydroxyhexadec-2-yn-1-yl[C,.16-d27])-2,2-dimethyloxazolidin-
3-karboxylat (4)

Nazloutla olejovita kapalina, mol. hm. 464,82 g/mol. TLC: mobilni faze hexan/EtOAc
4:1, Ry = 0,60 — 0,63; mobilni faze hexan/EtOAc 6:1, R¢ = 0,26 — 0,28. *H NMR (500 MHz,
CDCl;) 6 4,80 — 4,57 (m, 1H), 4,50 (s, 1H), 4,15 — 4,04 (m, 2H), 3,95 — 3,88 (m, 1H), 1,58
(s, 3H), 1,50 (s, 3H), 1,49 (s, 9H). °C NMR (125 MHz, CDCl3) ¢ 153,9; 95,0; 86,6; 81,2;
77,8; 65,1; 64,2; 62,8; 28,4; 25,7; 25,4.
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3.2.3 Priprava (S)-terc-butyl-4-((R)-1-hydroxyhexadec-2-en-1-yl[C4.16-d27])-
2,2-dimethyloxazolidin-3-karboxylatu (5)

: Li/EtNH, :

© Ne,0 -
)(N\Boc 13027 THF, 78 °C )(N\Boc

Lithium (0,61 mg, 8,9 mmol) bylo nakrajeno na malé kousky, ociSt€no postupné

v methanolu, diethyletheru a hexanu a ptidano do banky s ethylaminem (20 ml). Smés byla
vychlazena na -78 °C a pod atmosférou dusiku michana po dobu tii hodin. Nejprve se
roztok zbarvil syt¢ modte, po tfech hodinach mé¢l hnédomodrou barvu. Alkyn 4 (415 mg,
8,90 mmol) rozpustény v THF (20 ml) byl pomalu piikapan k roztoku a tato smés se
nechala reagovat pii teploté -78 °C. Pribéh reakce byl sledovan na TLC (mobilni faze
hexan/EtOAc 6:1; R (alkyn4) = 0,26 — 0,28, R¢ (produkt5) = 0,20 — 0,23). Po tfech
hodinach stale nezreagoval veskery alkyn, chlazeni bylo vypnuto a reakéni smés se nechala
reagovat pfes noc. Rano se ve smési stdle nachazel nezreagovany alkyn 4 a na TLC se
objevila nova skvrna na startu. Pomoci standardu sfingosinu bylo ovéfeno na TLC
(mobilni faze butanol/kyselina octova/voda 4:1:1; Ry (sfingosin 6) = 0,71 — 0,77), Ze se
jedna o cisty analog sfingosinu 6 (v reakéni smési doslo k odstranéni chranicich skupin
alkenu 5). Smés byla opét vychlazena na -78 °C a pfidano dalsi lithium rozpusténé
v ethylaminu. Ani po dalsich dvou hodinach vsak zbyly alkyn 4 nezreagoval. Reakce byla
ukonc¢ena piidanim nasyceného roztoku NH4Cl (1 ml). Ethylamin byl ze smési odstranén
proudem dusiku a navakuové odparce. Smés byla extrahovana mezi vodou (20 ml) a
diethyletherem (3 x 30 ml). Z obou fazi bylo provedeno TLC pro kontrolu, zda Zadany
produkt nezustal ve vodné fazi. Organicka faze byla vysusena Na,SQO,, zfiltrovana a
rozpoustédlo odparfeno za snizeného tlaku. Smés byla chromatograficky pfeciSténa na
silikagelu (mobilni faze hexan/diethylether 4:1). V prvni frakci se nachazel nezreagovany
alkyn 4 (245 mg), vdruhé frakci smés alkynu 4 i alkenu5 (25 mg), tieti frakci bylo
ziskano 60 mg pozadovaného alkenu5. Poté byla mobilni faze zménéna na Cisty
diethylether a postupné byl ptfidavan methanol. Takto byla ziskana Ctvrta frakce, ktera

obsahovala 30 mg ¢istého analogu sfingosinu 6.
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Reakce byla zopakovana s 80 mg lithia. Za stejnych podminek byla smés michana
po dobu tfi hodin. Po prvni hodin€ se roztok zbarvil syt€¢ modrte, v prib¢hu dal§ich dvou
hodin se postupné =zabarvoval do hnéda. Po piedchozi zkuSenosti Se V reakci

nepokracovalo.

Pii dal$im pokusu bylo pouzito stejné mnozstvi lithia (80 mg, 5,8 mmol) za stejnych
podminek. Tentokrat se vSak roztok lithia nenechal michat po dobu tfi hodin, ale v reakci
se pokracovalo ihned po rozpusténi lithia (pfiblizn€ 1 hodina, indikovano Syté¢ modrym
zbarvenim). Alkyn 4 a sm¢s alkynu 4 s alkenem 5 (270 mg, 0,58 mmol) byly rozpustény
v THF (10 ml) a piikapany k roztoku. Po dvou hodinach zreagoval veskery alkyn 4.

Surovy produkt z této reakce byl pouzit rovnou do nasledujici reakce.

(S)-terc-butyl-4-((R)-1-hydroxyhexadec-2-en-1-yI[C4.16-d27])-2,2-dimethyloxazolidin-3-
karboxylatu (5)

Nazloutla olejovita kapalina, mol. hm. 466,84 g/mol. TLC: mobilni faze hexan/EtOAc
6:1, Rf=0,20 - 0,23.
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3.2.4 Priprava (2S,3R,4E)-2-aminooktadec-4-en-1,3-diolu[Cg.15-d27] (6)

"
-lllo

H

5 6

Chranény alken5 (60 mg) a surovy produkt z piedchozi reakce byly rozpustény

HCl/dioxan

O
’é\
Y
o

Y

ve smési dioxanu a IM HCI (1:1) a jednu hodinu zahtivany k varu pod atmosférou dusiku.
Vznikajici analog sfingosinu 6 byl detekovan pomoci TLC (mobilni faze butanol/kyselina
octova/voda 4:1:1). Reakéni smés byla zahusSténa na polovinu obsahu na vakuové odparce
a extrahovana smési diethyletheru a hexanu (1:1; 4x20ml). Vodna faze byla
zalkalizovana ledovym 1M NaOH na pH 10 a extrahovana dichlormethanem (3 x 40 ml).
Organickd faze byla promyta nasycenym roztokem KBr (20 ml), vysuSena NaySOy,
piefiltrovana a rozpoustédlo odstranéno na vakuové odparce. Produkt 6 (118 mg) byl takto

ziskan v dostatecné Cistoté pro dalsi reakei.
Celkovy vytézek reakci 3.2.3 a 3.2.4 byl 41 %.

(2S,3R,4E)-2-aminooktadec-4-en-1,3-diol[Cs.15-d27] (6)

Nazloutla krystalicka latka, mol. hm. 326,66 g/mol. TLC: mobilni faze butanol/kyselina
octova/voda 4:1:1, Ry = 0,71 — 0,77. *H NMR (500 MHz, CDCls) § 5,74 (d, J = 15,2 Hz,
1H), 5,45 (dd, J = 15,2; 6,8 Hz, 1H), 4,13 — 4,04 (m, 1H), 3,76 — 3,56 (m, 2H), 3,20 — 2,74
(s, 5H). **C NMR (125 MHz, CDCls) 6 134,6; 128,9; 71,1; 64,0; 55,9. m/z = 345,7 (100%)
[M + H" + H,0]; 309,7 (35%) [M + H" - H,0].
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3.25 Pf’iprava N-((ZS,3R,4E)-1,3-d i hyd roxyoktadec-4-en-2-yl [Ce-ls-d27])

tetrakosanamidu[Cy:.24-d47] (8)

N~
OH | N
OH/W\C13D27 + Cy3D47COOH  + ~ //C/’N\/\/N\ + |\
NH N z
6 2 7 N
OH
AP
CH,CI,/THF, 0 °C - rt \ﬂ/ 2341
o 8

Cast ziskaného deuterovaného analogu sfingosinu6 (70 mg, 0,22 mmol) byla
rozpu$téna v suchém dichlormethanu (5 ml) a ptidan 4-dimethylaminopyridin (DMAP;
2,7mg, 0,02 mmol). Deuterovana kyselina lignocerova (7) (91 mg, 0,22 mmol) byla
rozpusténa ve smési suchého dichlormethanu a THF (1:1; 10 ml), pfidana k roztoku
sfingosinu 6 a reak¢ni smés byla podchlazena v ledu na 0 °C. Poté byl ptidan WSC (39 pul,
0,22 mmol). Prubéh reakce byl sledovan na TLC (mobilni faze chloroform/methanol 10:1).
Po tfech dnech byla reakce ukonCena a smés extrahovana mezi vodou (20 ml) a
dichlormethanem (2 x 20 ml). Organicka faze byla vysuSena NapSQO,, prefiltrovana a
zahuSténa pod vakuem. Smés byla chromatograficky pfecisténa na silikagelu (mobilni faze

chloroform, postupné pfidavan methanol), ale nepodafilo se izolovat Cisty produkt.

Pti dal$im chromatografickém ¢iSténi byl produkt nejprve Upln€ rozpustén
Vv chloroformu, bylo ptidano trojnasobné mnozstvi silikagelu (150 mg) a chloroform byl
nasledn¢ odpafen na vakuové odparce. Adsorbovany produkt na silikagelu byl poté
aplikovan na chromatografickou kolonu (mobilni faze chloroform/methanol 100:1). Opét

se nepodafilo ziskat ¢isty produkt.

U nasledujiciho chromatografického ¢isténi byl produkt nanesen na silikagel stejnym
zpisobem  jako  vpfedchozim  pfipadé. @ Byla  zvolena  mobilni  faze
chloroform/methanol/kyselina octova 390:9:1,5. Byly ziskany dv¢ frakce, pfi¢emz v prvni
frakci se objevila novd skvrna neznadmé latky. Obé frakce byly poslany na NMR, ale

spektrum bylo velmi nekvalitni a nebylo jej mozné vyhodnotit.

27



K dalsimu cisténi byla pouzita preparativni deska Uniplate (silikagel G 20 x 20 cm,
2 mm vrstva, Analtech, Newark, USA), na kterou byl nanesen veSkery surovy produkt.
Deska byla vyvijena v mobilni fazi chloroform/methanol/kyselina octova 190:9:1,5.
K detekci byl pouzit 0,1% roztok dichlorfluoresceinu v ethanolu a UV lampa.
Z preparativni desky byly ziskdny ctyti frakce. Silikagel byl odstranén extrakci ve smési
chloroformu a methanolu 2:1, naslednym piefiltrovanim pies fritu a proplachnutim
ethanolem. Fluorescein byl vyextrahovan do 0,5M NaOH. Organicka faze byla poté
extrahovana vodou a odparena na vakuové odparce. Z jednotlivych frakci bylo provedeno
TLC (mobilni faze chloroform/methanol 10:1). Druha frakce, ktera na TLC spektru
vykazovala homogenitu, byla zaslana na NMR, které ukazalo ptitomnost dals$i latky,

ziejmée izomeru.

Acylace byla provedena stejnym zptsobem se zbyvajicim deuterovanym analogem
sfingosinu 6 (48 mg, 0,15 mmol). Po tfech dnech byla reakce ukonfena a smés tentokrat
extrahovana mezi okyselenou vodou (0,01M HCI; 20 ml) a dichlormethanem (2 x 20 ml).
Organicka faze byla nasledné extrahovana vodou (2 X 20 ml). Smés byla chromatograficky
precisténa (mobilni faze chloroform/methanol 100:1, postupné piidavan methanol). Byly
izolovany 3 frakce. Prvni frakce byla smé&si latek, druhd frakce se zdala byt podle TLC
Cistd a v tfeti frakci bylo izolovano nepatrné mnozstvi nezreagovaného sfingosinu 6. Prvni
dvé frakce byly porovnany na TLC (mobilni faze chloroform/methanol 10:1)
se standardem ceramidu NS acylovaného kyselinou lignocerovou a standardem ceramidu
NS acylovaného deuterovanou kyselinou lignocerovou. Bylo zjiSténo, Ze retencni faktor

(Ry) téchto frakei se neshoduje s Ry standard.

Porovnanim R; vSech dosud ziskanych frakci s vySe zminénymi standardy bylo
vytipovano, ze pozadovany deuterovany ceramid 8 by se mohl nachazet v prvnich dvou
frakcich (frakce 1, 2) ziskanych frakcionaci na preparativni desce. Nejprve byla
chromatograficky preciSténa frakce 2 (mobilni faze chloroform/EtOAc 10:1, postupné
ménén pomér na 1:1, nakonec promyti methanolem). Opét se nepodafilo ziskat Cisty
produkt. Chromatografické piecisténi bylo provedeno znovu, ale s jinou mobilni fazi
(chloroform/methanol 100:1). Byla ziskana cista frakce (ptiblizné 1 mg). Frakce 1 byla
chromatograficky pfecisténa (mobilni faze chloroform/EtOAc 10:1, pomér postupné
meénén na 5:1), nasledné docisténa stejnym zplsobem a izolovana Cista frakce (ptiblizné

1 mg). Oba ziskané produkty byly spojeny a zaslany na NMR, které ukazalo, Ze produkt
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stale neni zcela Cisty. Vzhledem k charakteru NMR spektra (viz nize; signaly, které nepatii
pozadované latce, jsou podtrzeny) a tomu, ze hmotnostni spektra byla v souladu

se strukturou produktu 8, je pfimeés ziejmé jeho izomerem.

N-((2S,3R,4E)-1,3-dihydroxyoktadec-4-en-2-yl[Cs.13-d,7] ) tetrakosanamid[C,:.24-d47]
(8)

Nazloutlda krystalickd latka, mol. hm. 724,57 g/mol. TLC: mobilni faze
chloroform/metanol 10:1, R; = 0,33 — 0,37. *H NMR (500 MHz, CDCl3/MeOH 2:1) 6 5,67
(d, J = 15,4 Hz, 1H, H-5), 5,42 (dd, J = 15,4; 7,0 Hz, 0,6H, H-4), 5,38 (dd, J = 15.4;
6,1 Hz, 0,4H, H-4), 4,28 (dd, J = 6,1; 3,3 Hz, 0,4H, H-3), 4,08 (t, J = 6,7 Hz, 0,6H, H-3),
3,80 (td, J = 5,1; 3,8 Hz, 1H, H-2), 3,75 (dd, J = 11,2; 4,8 Hz, 1H, H-1), 3,60 (dd, J = 11,0;
4,5 Hz, 1H, H-1"). *C NMR (125 MHz, CDCIl3/MeOH 2:1) 6 174,3; 133,6; 128,7; 128,5;
72,7;70,5; 61,5; 61,1; 54,6. m/z = 707,4 (100%) [M + H* - H,0]; 743,4 (35%) [M + H,0].
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4 Vysledky a diskuze

Literatura uvadi celou fadu syntetickych ptistupt, které lze vyuzit pro piipravu
ceramidl a jejich analogl.. Syntéza ceramidu s deuterovanym fetézcem sfingosinu dosud
V literatufe popsana nebyla. Proto tato prace vychazela z metodik bézné vyuzivanych
pro piipravu analogli ceramidii. Zakladem syntéz je pfiprava sfingoidni béaze a jeji
N-acylace pomoci p-nitrofenylesterti, anhydridl, acylhalogenidii, sukcinimidylesteri c¢i
karbodiimidu.® Roku 1988 Garner a kol. popsal syntézu sfingosinu vychazejici z chiralni
slouceniny L-serinu, jejiz hlavnim krokem je alkynylace Garnerova aldehydu vedouci
k zadanému 2S,3R produktu.?? Téhoz roku Herold ve své praci uved! vyuziti HMPA, ktery
zvySuje anti-selektivitu této reakce a vede k vys$sim vytézkim 2S,3R sfingosinu.?®?* Tato
syntéza vede k uspokojivym vysledkiim a s obménami je stale hojn€ vyuzivana. Proto se
Z ni vychazelo i v pfipad¢ syntézy deuterovaného analogu ceramidu. Zakladem syntézy je
alkynylace Garnerova aldehydu. Nasledné je trojna vazba alkynylového analogu sfingosinu
redukovana na trans-dvojnou, odstranény chranici skupiny a acylovdna primarni
aminoskupina. Reakce je mozné provést i v opacném potadi, tzn. trojnou vazbu redukovat
az v poslednim kroku. V naSem ptipadé bylo vhodné zvolit prvni postup, protoze jsme

chtéli pfipravit ceramidy s riznou délkou acylovych fetézci.

Na zacatku prace bylo tieba zvolit vhodnou vychozi latku, ktera by snadno poskytla
deuterovany fetézec do molekuly sfingosinu. Byl pouzit komeréné dostupny
perdeuterovany 1-bromtridekan (1), ktery reagoval nukleofilni substituci s lithium-
acetylidem v komplexu s diethylaminem v prosttedi DMSO. Touto reakci jsme ziskali
dulezity produkt pentadec-1-yn s deuterovanym fetézcem (2). Reakce probihala
za podminek popsanych v literatuie s vytézkem 51 % a 57 %, piestoze literatura uvadi
vytézek podstatné vyssi (91 %).25 Jiny zdroj popisuje reakci S nedeuterovanym
bromalkanem s dosazenim 100% vytézku pii pouziti 2 ekvivalentd lithium-acetylidu
v diethylaminu a pribéhu reakce po dobu 12-ti hodin pii laboratorni teplot&.?® Struktura
deuterovaného pentadecynu 2 byla ovéfena NMR, piicemZz poloha piku jediného

o , e , . Y 252
vodikového atomu odpovidala dajiim uvedenym v literatuie. 526

Problematickym krokem syntézy byla vySe zminovana reakce deuterovaného alkynu 2
s Garnerovym aldehydem (3), pfestoze literatura tuto reakci S nedeuterovanymi

slou¢eninami popisuje jako bezproblémovou s dobrymi vytézky (Novotny uvadi 76 %,
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Masuda a Mori 81 %, Overmeire 84 %).”*?"? Reakce byla opakovana celkem Sestkrat,
pficemz byly upravovany molarni poméry a reakéni podminky. Nejprve reakce probihala
pi -78 °C, v souladu s literaturou.?**"?® \/ prvnim a druhém piipadé nedoslo k pozadované
reakci, v prvnim pfipad¢ to bylo vysvétlovano Spatnou kvalitou pouzitého butyllithia,
V druhém pfipad¢ z neznamého diavodu. Proto pfi tietim pokusu byly upraveny molarni
poméry vychozich latek. Bylo pouzito ekvimolarni mnozstvi deuterovaného alkynu 2,
Garnerova aldehydu (3) a butyllithia za pfitomnosti dvojnasobného molarniho mnozstvi
HMPA. Tato reakce poskytla pozadovany produkt 4, avSak s velice nizkym vytézkem
(priblizné 10%). Reakce byla za stejnych podminek opét zopakovana s vétSim mnozstvim
alkynu 2, tentokrat s vytézkem 40 %. Nezreagovany alkyn 2 byl vyuzit k zopakovani
reakce za zménénych reakénich podminek, kdy teplota reakéni smési byla zvySena
na -50 °C. Literatura tuto reakci popisuje pouze pii -78 °C, vyssi teplotu uvadi literatura
pouze tehdy, kdy nebylo pouzito HMPA pro zvyieni stercoselektivity.?*® Za t&chto
podminek reakce téméf neprobéhla, stejné jako v nasledujicim ptipadé, kdy byla
zachovana teplota -78 °C, ale pouzito ekvimolarni mnozstvi HMPA. Tento molarni pomér
HMPA neni v literatufe uveden, Novotny a Overmeire pouziva 1,5 ekvivalentu HMPA,
Masuda a Mori 2 ekvivalenty HMPA 23272

V nasledujici reakci byla redukovana trojna vazba v molekule chranéného
deuterovaného alkynového analogu sfingosinu 4 na trans-dvojnou. Jako reduk¢ni ¢inidlo
bylo pouzito lithium v ethylaminu. Dilezitym bodem této reakce je vznik tmavomodrého
zbarveni roztoku lithia v ethylaminu, které indikuje pfitomnost ,,volnych“ elektront
z kovového lithia. Pfi prvnim provedeni reakce byl dodrZzen postup uvedeny v literatufe,
tzn. lithium bylo aktivovano omytim v methanolu, diethyletheru a hexanu a nasledné
rozpousténo v ethylaminu po dobu tf hodin pfi teploté -78 °C.% Stejnou reakéni teplotu
uvadi i dal§i zdroje.”??” Lithium se rozpustilo na tmavomodry roztok jiz po hoding,
po tfech hodinidch michéani byla barva roztoku spiSe hnédomodra, ptesto byl ptfidan roztok
chranéného deuterovaného alkynového analogu sfingosinu 4 v THF. Zredukovano bylo
pouze malé mnozstvi vychozi latky 4 a to 1 pfesto, Ze bylo ke smési piidano dal$i mnozZstvi
roztoku lithia v ethylaminu. V nasledujicim pokusu doslo opét po tiithodinovém
rozpousténi lithia v ethylaminu ke zméné zbarveni ztmavomodrého na hnédomodré,
po piedchozi zkuSenosti se v reakci nepokraCovalo. Pii tietim pokusu byl roztok

alkynového analogu sfingosinu 4 v THF piidan ihned, jakmile se roztok lithia zbarvil
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tmavomodie (po 1 hoding). Reakce probéhla bez problému, produktem byl jak chranény
deuterovany analog sfingosinu 5, tak i samotny deuterovany analog sfingosinu 6. Tento jev
je popsan v literatufe, lithium vytvaii siln€ redukéni prostiedi, proto dochézi
i k Casteénému odstranéni chrénicich skupin sfingosinu.?? Podle jinych zdroji Ize redukci

provést s vysokymi vyt&zky pomoci LiAlH, v THF za laboratorni teploty.®*

Reakéni smés byla pouzita bez piecisténi do dalsi reakce, kde doslo k odstranéni
chranicich skupin smési dioxanu a 1M HCI. Reakce probihala za varu po dobu jedné
hodiny.® Deprotekci lze provést také za laboratorni teploty pouZitim trifluoroctové
kyseliny v dichlormethanu a vod&.®* Produkt 6 nebyl pieistén sloupcovou chromatografii,
po extrakci se jevil na TLC jako jedna skvrna, jak v mobilni fazi butanol/kyselina
octova/voda 4:1:1, tak 1 S pouzitim mobilni faze hexan/EtOAc 6:1. Struktura produktu 6 a
jeho homogenita byla ovéfena pomoci NMR a hmotnostni spektrometrie. ‘H-NMR
spektrum se shodovalo se spektry uvedenymi v literatufe s vyjimkou nezobrazeni

2228 Deuterovany analog

uhlovodikového fetézce, ktery je v nasem piipad€ deuterovany.
sfingosinu 6 byl ziskan v 41% vytézku z obou reakci, coz piiblizné odpovida vytézku

uvedenému V literatute (Novotny uvadi 43% vytdZzek z obou reakci).?

K acylaci primarni aminoskupiny deuterovaného analogu sfingosinu 6 byla vybrana
kyselina lignocerova s deuterovanym fetézcem 7 za predpokladu ziskani deuterovaného
analogu ceramidu NS 8, ktery je fyziologicky nejcastéji se vyskytujicim ceramidem
v lidské kizi.?® Z konvenénich metod acylace byla vybrana acylace pomoci karbodiimidu
za pritomnosti DMAP. Tato metoda poskytuje selektivni N-acylaci Vv piitomnosti
aminoskupiny spole¢né¢ s volnymi hydroxylovymi skupinami.32 Reakce probéhla
za podminek uvedenych v literatute.” Produktem byla $patné délitelna smés, Cisty produkt
se nepodafilo ziskat ani opakovanymi separa¢nimi pokusy. Pfitomnost pozadovaného
ceramidu 8 byla ovéfena na TLC porovnanim Rs produktu s R¢ standardd (ceramidu NS
acylovaného kyselinou lignocerovou a standardu ceramidu NS acylovaného deuterovanou
kyselinou lignocerovou), hmotnostni spektrometrii @ NMR spektroskopii. Charakteristické
signaly *H-NMR spektra se shodovaly s tdaji uvedenymi Vv literatufe;® spektrum viak
obsahovalo dva rizné signaly odpovidajici vodiku na C4 [¢ 5,42 (dd, J = 15,4; 7,0 Hz,
0,6H, H-4) a 5,38 (dd, J = 15,4; 6,1 Hz, 0,4H, H-4)] a dva signaly odpovidajici vodiku na
C3[04,28 (dd, J =6.,1; 3,3 Hz, 0,4H, H-3) a 4,08 (t, J = 6,7 Hz, 0,6H, H-3)]. Z informaci

ziskanych z charakteru NMR spektra a z hmotnostniho spektra, které odpovidalo produktu,
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muzeme usuzovat, ze necistotou je ziejmé izomer zadaného ceramidu, pravdépodobné
(2S, 3S,4E) izomer. Pfi druhém pokusu reakce byla ziskana latka, ktera dle TLC
neodpovidala pozadovanému ceramidu, jeji struktura vSak nebyla blize charakterizovéna.
Pti chromatografickém c¢isténi byly vyzkousSeny rtizné mobilni faze, nejlepSich vysledkt
bylo dosazeno mobilni fazi chloroform/EtOAc 10:1 s postupnym sniZovanim pomeéru
slozek na 1:1, kdy dochdzelo k pomalé separaci. Vhodnou mobilni fazi je také
chloroform/methanol 100:1. Dale byla vyzkouSena mobilni faze chloroform/methanol/
kyselina octova 190:9:1,5. Tato mobilni faze byla specidln¢ vyvinuta pro analyzu ceramidt
metodou HPTLC.*® V nasem p¥ipadé byla pouZita pfi separaci na preparativni desce a také
k chromatografickému ¢isténi po nafedéni chloroformem v poméru 1:1, kde vsak
nevykazovala lepSi separacni vlastnosti nez dfive zminované mobilni faze. Separacni
pokusy byly ukonceny ve chvili, kdy se mnozstvi produktu snizilo natolik, Ze s nim jiz
nebylo mozné dale pracovat (cca 2 mg). Z opakovanych chromatografii se zda, Ze pfi¢inou

znecisténi produktu by mohla byt izomerizace na silikagelu.
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S5 Zavér

Cilem prace byla syntéza ceramidi s deuterovanym fetézcem sfingosinu, které by bylo
mozno dale vyuzit ke studiu jejich vlastnosti a chovani ve stratum corneum. Byl zvolen
jeden ze syntetickych pfistupti bézn¢ vyuzivanych pro syntézu nedeuterovanych analogl

ceramiduq.

Syntézou se podafilo ptipravit a charakterizovat deuterovany sfingosin, jeho acylaci
jsme ziskali ceramid s deuterovanym sfingosinovym i acylovym fetézcem. Bohuzel se ndm
nepodafilo tento konecny produkt izolovat ve zcela cisté form¢; piestoze hmotnostni
spektrometrie strukturu potvrdila, NMR spektra stdle vykazovala pfitomnost necistoty,
ziejmée izomeru. Za hlavni problémy, které se vyskytly béhem syntézy, povazujeme nizké
vytéZky jednotlivych reakci a piredev§sim nedélitelnost reakéni smési s koneénym

produktem.

Pro dalsi praci navrhujeme upravy v jednotlivych krocich syntézy, které by mohly
zvysit vytéznost reakci. V prvni reakci pouzit vEétsi molarni mnozstvi (2 ekvivalenty)
lithium-acetylidu a prodlouzit dobu reakce, aby deuterovany bromalkan zcela zreagoval.
V druhém kroku zvysit molarni poméry Garnerova aldehydu a butyllithia a zachovat
reakéni teplotu -78 °C po celou dobu reakce (tzn. nenechat reagovat pies noc
za postupného zvySovani teploty na laboratorni teplotu). Redukci podstoupit pouze
v piipadé, Ze se nam podaii ziskat aktivovany roztok lithia (ihned po vzniku

tmavomodrého zbarveni).

Ceramidy znafené deuteriem by bylo mozné v budoucnu vyuzit K ziskani cennych
informaci o tom, jakym zpisobem se exogenné podané ceramidy zacleniuji do stratum

corneum a jak dokazi regenerovat poskozenou kozni bariéru.
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6 Seznam pouzitych zkratek

Boc
DMAP
DMSO
HMPA
HPTLC
NMR
Rt

SC
THF
TLC
WSC

terc-butyloxykarbonyl
dimethylaminopyridin

dimethylsulfoxid

hexamethylfosforamid

vysokouéinna tenkovrstva chromatografie
nukledrni magneticka rezonance

reten¢ni faktor

stratum corneum

tetrahydrofuran

tenkovrstva chromatografie

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