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Abstrakt

Ceramidy pattici do velké rodiny sfingolipidti hraji dilezitou roli v mnoha Zzivych
organizmech. Zucastiuji se jak fyziologickych, tak patofyziologickych procesti (zejména
bunécéné signalizace). Jejich pritomnost je dale nezbytnd v lidské kzi (ve vrstvé zvané
stratum corneum), kde hraji roli bariéry — podileji se na udrzeni stalosti vnitfniho prostiedi

(zabratuji vstupu nezadoucich latek, patogenti a ochranuji télo pted ztratami vody).

Molekuly ceramidi jsou tvofeny dvéma zékladnimi slozkami. Kazda molekula
obsahuje jednu ze Ctyt sfingoidnich bazi, dale pak acyl mastné kyseliny, ktery je bud’
nesubstituovany, nebo nese substituci v poloze a- ¢i ®-. VSemi moZnymi kombinacemi tak

dostavame rizné typy ceramidu, které se vyskytuji v kiizi.

Tato prace se zaméfuje na ceramidy odvozené¢ od sfingoidni baze obsahujici
hydroxylovou skupinu v poloze 6: 6-hydroxysfingosin. Ceramidy (acylované baze) tohoto
typu byly nalezeny pouze v kizi, nehraji tedy roli v signalizaci bunék. Proto byla zvolena i
jejich ptiprava v této praci. Dal§im divodem, pro¢ se zabyvat pravé 6-hydroxysfingosinem,
byla jeho nedostupnost na trhu chemickych substanci, to znamena moznost pripravit tuto latku

pro jeji dalsi studium.

Ptiprava 6-hydroxysfingosinu vychéazela z komeréné dostupného tridekanalu, ktery
reagoval s trimethylsilylacetylidem za vzniku (%)-1-trimethylsilylpentadec-1-yn-3-olu. Dale
nasledovala specifickd enzymaticka reakce lipazou, ktera acetylovou skupinou ochranila
pouze (R)-izomer; ten pak od nechranéného (S)-izomeru byl chromatograficky oddélen.
Chrénici skupiny byly odstranény a vytvotfeny chiralni propargylalkohol byl nejprve silylovan
na kysliku a pak jako alkynid reagoval s Garnerovym aldehydem. Poté byla zredukovana
trojnd vazba vyuzitim lithia v ethylaminu a odstranény chranici skupiny. Pfipravené izomery
6-hydroxysfingosinu byly acylovany N-succinimidylesterem lignocerové kyseliny. Takto

vytvofené ceramidy by mély poslouZit pro studium jejich role ve funkci koZni bariéry.



Abstract

Ceramides, belonging to large family of sphingolipids, play a significant role in many
processes in living systems. They participate in both physiological and pathophysiological
processes (cell signalization). In addition, they are essential in the human epidermis (stratum
corneum), where they act as a barrier — they participate in the maintenance of stable internal
environment (preventing the penetration of unwanted substances, pathogens and the loss of
body water).

Ceramide molecules constist of two basic components. Each molecule contains one of
the four sphingo-like bases, and a fatty acid acyl, which is either non-substituted or
substituted at the position a- or ®-. All these possible combinations give different types of

ceramides that occur in the skin.

This work focuses on ceramides based on 6-hydroxysfingosin — sphingosine base with
a hydroxyl group in the 6-position. Ceramides (acylated bases) of this type were found only in
the human epidermis, they do not play roles in cell signalization. Therefore, the preparation of
this type of ceramides was studied in this work. Another reason to deal with 6-
hydroxysfingosine was its unavailability on the market of chemical substances. Thus, the

substance for further study was prepared.

Synthesis of 6-hydroxysphingosine: first, commercially available tridecanal reacted
with trimethylsilylacetylide and gave (+)-1-trimethylsilylpentadec-1-yn-3-ol. In the next step,
an enzymatic reaction with lipase was used. Lipase acetylated only the (R)-isomer; thus, it
was chromatographically separated from the unreacted (S)-alcohol in a single step. Then, the
protected groups were deprotected and this chiral propargyl alcohol was silylated on oxygen
and then as alkynide reacted with Garner aldehyde. Then, the reduction of triple bond by
lithium in ethylamine followed by deprotection was used, to give 6-hydroxysphingosine
molecule. The 6-hydroxysphingosine isomers were then acylated by N-succinimidylester of
lignoceric acid to yield the final ceramide molecule. These ceramides will be further studied

with regard to their role in function of the epidermal barrier.



1. Uvod a cil prace

Stalost vnitfniho prostiedi lidského organismu neboli homeostazu zabezpecuje kromé
jinych regulacnich a pomocnych orgént také ktize. Ta predstavuje ochrannou bariéru pred
narusenim velké Casti fyziologickych funkci organizmu. Kromé jinych funkci (exkrecni,
respiracni, funkce imunitnitho systému, ochrana wvnitfnich organti pifed mechanickym
poskozenim) ma dvé funkce zcela charakteristické — zabranuje nadmérnym ztratam vody
z organismu pied dehydrataci a chrani lidské télo pred vstupem cizorodych latek (mikrobu,
alergentl apod.). Posledni zminované funkce jsou typické pro nejsvrchnéjsi kozni vrstvu — a to

stratum corneum (rohova vrstva).

Hlavni sloZzkou mezibunééné hmoty rohové vrstvy predstavuji razné druhy
sfingolipidovych struktur, tzv. ceramidy. Ty maji schopnost utvofit bariéru mezi vn¢jSim a

vnitinim prostfedim.

Cilem této prace byla syntéza analogii jednoho ze Ctyf zékladnich sfingoidnich bazi,
které tvoii molekulu ceramidu. Pro studium jsem si vybral ceramidy odvozené od 6-
hydroxysfingosinu pravé proto, Ze tyto struktury jsou pro epidermis zcela typické a jejich

analogy nejsou (na rozdil od jinych) komeréné dostupné pro dalsi vyuziti.



2. Teoreticka ¢ast

Kuaze (lat. cutis, fec. derma) je nejvétsi organ lidského téla. Jeji plocha piedstavuje
pfiblizng 2 m?, tloustka je v rozmezi 0,5 — 4 mm a jeji hmotnost &ini kolem 3 kg. Kiize ma
dvé zakladni slozky (vrstvy) — pokozku a Skaru. Kazda z nich ma své typické prvky a funkce

a spole¢n& kizi jako celku udavaji jeji typické vlastnosti’.
2. 1. Stavba a vlastnosti kiiZe

Prvni vrstvu kiiZze (nejsvrchnéjsi Cast téla) predstavuje pokozka (epidermis). Je to
povrchova vrstva ektodermalniho plivodu tvofend zrohovatélym vrstevnatym dlazdicovym
epitelem. Tento kromé jinych bunék (melanocyty odpovédné za pigmentaci kuize,
Langerhansovy buiiky imunitniho systému, Merkelovy neurosekre¢ni a mechanorecepéni
buiiky) tvoii z nejvétsi asti keratinocyty. Pokozku tvoii n&kolik vrstev bungk (obr. 1).

Odspodu se rozprostira:

e stratum germinativum (zarodecna vrstva); piedstavuje ji stratum basale (zakladni
vrstva), stratum cylindricum — typicka pro buné¢né déleni a stratum spinosum (trnita
vrstva) — tady je buiikam dodavan jejich typicky kopinaty nebo polyedricky tvar,

e stratum granulosum (zrnita vrstva) — zde se bunky diferencuji, postupuji dale
k povrchu a podléhaji bunécné smrti (apoptoze),

e stratum lucidum (svétla vrstva) — vrstva, ktera ostie piechazi v

e stratum corneum (rohova vrstva), dale jen jako SC.

K epidermis dale piiléha §kara (dermis, corium), coz je vazivo, které tvofi:
e stratum papillare (povrchova vrstva) — vytvari charakteristické papily,

e stratum reticulare (sitovana vrstva) — dodava kuzi celkovou mechanickou pevnost.

Pod $karou se pak naléza podkozni vazivo (tela subcutanea).



2. 2. Stratum corneum — vlastnosti a vyznam

Vlastni bariéru kiize piedstavuje vrstva zvana stratum corneum.? Je tvofena 18 — 21
vrstvami korneocyti (odumielé, zrohovatélé buiky), mezi kterymi se nachazi lipidova
matrix, ktera &ini 20 % celkového objemu SC.* Tento hydrofobni prostor obsahuje 50 %
ceramidii, 25 % cholesterolu a 15 % volnych mastnych kyselin (hmotnostni %).* V&tsinu
objemu SC tvofi proteinové struktury (az 80%) obsazené v korneocytech (a-keratin a f-

keratin)®, zbytek je vypInén dalsimi organickymi slouteninami a vodou.'”

Pravé ptritomnost ceramidii v SC a jejich charakteristické uspofadani se podili na
funkci kozni bariéry.®> Vyznam studovéani ceramidii v SC mé uplatnéni pfi trandermalnim
podani 16&ivych latek® a také pii terapii dermatologickych onemocnéni (napf. atopicka

dermatitida, psoriaza).®
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Obr. 1. Schematické znazornéni vrstev kiize

2. 3. Ceramidy — struktura a typy

Molekuly ceramidd patii do velké rodiny sfingolipidii, které tvoii (podobné jako u
fosfolipidii) dvé zakladni ¢asti — mal4 polarni hlava (na rozdil od fosfolipidi)® a dva nepolarni

(hydrofobni, lipofilni) fetézce. Zakladem kazdé molekuly ceramidu je jeden ze ¢tyi druhli
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bazickych aminoalkoholi, a to bud’ sfingosin (S), fytosfingosin (P), 6-hydroxysfingosin (H)
nebo dihydrosfingosin (DS). Na primarni aminoskupiné v poloze 2 je amidovou vazbou
vazan acyl mastné kyseliny (fetézce s poctem 16-34 uhliki), ktery mtze byt bud
nesubstituovany (N) nebo substituovan hydroxylovou skupinou v poloze o- (A) nebo -
hydroxylovou skupinou s esterové vazanou kyselinou linolovou (EO). Nejcastéji zastoupeny
acyl, ktery se vyskytuje v molekulach ceramidut, je od kyseliny behenové (22C) a kyseliny
lignocerové (24C).°

V lidské kazi se nachdzi 12 piirozenych strukturnich typti ceramidi (obr. 2). Ty se daji
odvodit kombinaci ze ¢tyf typa sfingoidnich aminoalkohold (S, P, H, DS) a tfi moznych
druhti acyld (N, A, EO). Jejich nomenklatura je rizna. Puvodni klasifikace (oznacovani
arabskymi &islicemi) vychazela na zakladé pofadi eluce pfi chromatografii.’®** Dnes se
pfedevs§im uplatituje tzv. nomenklatura dle Motty, coZ je kombinace pismen aminoalkoholi
a acyli prislusnych karboxylovych kyselin.12 Takto se napt. N-lignoceroylsfingosin, diive

nazyvany ceramid 2, oznacuje ceramid NP, apod.

Vztah mezi strukturou a ucinkem, respektive funkci ceramidu v kizi neni dodnes zcela
objasnén. Polarni hlavy maji schopnost tvofit vodikové miistky, lipofilni konce (fetézce) zase
interaguji hydrofobnimi interakcemi. Pro funkci klize jako bariéry je také klicova délka téchto

fetézcn B3
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2. 3. 1. Ceramidy odvozené od 6-hydroxysfingosinu

Ceramidy se daji klasifikovat do dvou skupin — tzv. volné ceramidy a ceramidy
vazané na proteiny”®. Skupina ceramidii odvozenych od 6-hydroxysfingosinu se od
molekuly sfingosinu odliSuje ptitomnosti jedné hydroxylové skupiny na C-6. (obrazek 3).
Ceramidy odvozené od tohoto typu sfingoidni baze se nachdzeji pouze v lidské kuzi,

v v s v RS s . -1
pravdépodobné nehraji Zadnou roli pfi bun&éné signalizaci.™

V molekule 6-hydroxysfingosinu se pfitomnosti hydroxylové skupiny v poloze 6
objevuje dal§i centrum chirality. Teoreticky existuji dva diastereoizomery takového
aminoalkoholu — a to v absolutni konfiguraci (2S,3R,4E,6R) a (2S,3R,4E,6S), pro lidskou ktzi
viak typicky pouze (2S,3R,4E,6R) izomer.'® (Obr. 3).

OH
HO,, X\

HO
NH,

Obr. 3 Struktura 6-hydroxysfingosinu v absolutni konfiguraci (2S,3R,4E,6R).

Poprvé byly tyto latky popsany v roce 1994 pracovni skupinou na ¢ele s Donaldem T.
Downingem.”® Skupina v&dci zjistila, Ze jeden (tehdy nezniamy) druh ceramidu se vaZe na
proteiny v SC. Tento ceramid, ktery tvofil 25% vazanych lipidd, byl charakteristicky tim, ze
pravdépodobné obsahoval novy typ sfingoidni baze. Downingova hypotéza piitomnosti
novych druhi ceramidii byla na zakladé NMR spektrometrie potvrzena a latky byly popsany
jako ceramidy 4 (dle Motty EOH), 7 (AH) (volné ceramidy) a ceramid B (ceramid vazany na
proteiny), jejichz zakladni sfingoidni bazi byl 6-hydroxysfingosin. Jeho pracovni skupina se
vSak nezabyvala otazkou absolutni konfigurace na C-6 molekuly ceramidu. AZ v roce 2003
Masuda a Mori syntetizovali ceramid B a potvrdili jeho absolutni konfiguraci
(2S,3R,4E,6R).*

V roce 1995 Stewart a Downing pfisli na skutecnost, Ze 6-hydroxysfingosin se mize
v lidské kiizi nachazet i jako volnd baze; neni pfitomna pouze v podobé ceramidl. Pro

studium si zvolili ethanolem extrahované vzorky lipidi obsaZenych v kuzi, které pomoci
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preparativni chromatografie odd¢lili a derivatizovali pomoci 2,4-dinitrofluorbenzenu. Takto
vytvofené N-dinitrofenylderivaty byly chromatograficky oddéleny a nejpolarnéjsi frakce byla
acetylovana. Poté byly tyto derivaty podrobeny NMR analyze, kterd potvrdila pfitomnost
volného 6-hydroxysfingosinu a jeho dal$ich homoanalogli. Pomoci plynové chromatografie
byla taky zji§téna prevazujici délka fetézce 6-hydroxysfingosinu a to 18 uhliki.*’ V roce 1999
se stejna pracovni skupina snazila isolovat ceramid, jehoz zékladni bazi je 6-
hydroxysfingosin, nasledné jeho strukturu objasnit pomoci NMR spektroskopie. V této praci
se také zabyvali otazkou oznacovani ceramidd. Ceramidy obsahujici 6-hydroxysfingosin
oznacuji jako CER 7 (dnes NH), CER 8 (acylovan a-hydroxykyselinou, dnes AH), CER 4
(acylovan w-hydroxykyselinou s esterové vazanou kyselinou linolovou, dnes znacen EOH) a

nakonec CER B (ceramid vizany na proteiny, acylovan w-hydroxykyselinou).*®

2. 3. 2. Metody pripravy 6-hydroxysfingosinu

Ptiprava 6-hydroxysfingosinu byla popsana pouze tfemi riiznymi zptsoby. *?#

2. 3. 2. 1. PFiprava 6-hydroxysfingosinu podle Yadava a kol. (Y)*

Yadav a jeho pracovni skupina vychazela z komeréné dostupného propargylakoholu
(Y-1), ktery vreakci s docedylbromidem dal vznik pentadecynolu (Y-2). Poté doslo k
redukci trojné vazby pouzitim tetrahydridohlinitanu lithného, produktem se stal pentadec-2-
ynol (Y-3). Jako dalsi krok si zvolili Sharplessovu epoxidaci, ve které reaguje (Y-3) s (S/S)-
diethyltartaratem ((-)-DET) a terc-butylhydroperoxidem (TBHP) za vzniku epoxy-alkoholu
(Y-4), respektive epoxy-chloridu (Y-5). Vytvofeni trojné vazby dosahli pouzitim roztoku
amidu lithného v amoniaku za vzniku pentadecyn-3-olu (Y-6). Pfitomnost nové vzniklé
hydroxylové funkéni skupiny by byla v dalSich krocich pro jeji reaktivitu nezddouci, dochazi
tudiz k jejimu ochranéni pomoci terc-butylsilyldimethylsilylchloridu, produkt (Y-7). Takto
ochranéna sloucenina dale reaguje s Garnerovym aldehydem, produkt (Y-8). Odstranéni
chranicich skupin a redukce trojné vazby pouzitim LiAIH4 dava vznik 6-hydroxysfingosinu
(H) (schéma 1).
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Schéma 1. P¥iprava 6-hydroxysfingosinu podle Yadava a kol.*: (i) PPhs/CCl,/NaHCOs/reflux
(90 %); (ii) TBSCl/imidazol/DMAP (4-dimethylaminopyridin)/DCM (CH,Cl,)/0 °C (95 %).

2. 3. 2. 2. Priprava ceramidu, jehoZ zakladem je 6-hydroxysfingosin, podle Chuna a kol.
(CH)ZO

Chun a kolektiv pouzili pro pfipravu 6-hydroxyceramidu jako vychozi latku tridekanal
(CH-1), ktery v reakéni smési s 2-(diisopropoxyfosforyl)-acetatem, triethylaminem (EtsN) a
bromidem lithnym (tzv. Horner-Wadsworth-Emmonsova reakce) dal vznik a,f-nenasycenému
esteru (ethylester kyseliny pentadec-2-enové, CH-2); asymetricka dihydroxylace poskytla
dihydroxyester (CH-3) pouzitim Sharplessova katalyzatoru (AD-mix-p). Vytvofenému
produktu dale ochranili vicinalni hydroxylové skupiny za pomoci 2,2-dimethoxypropanu
(DMP), produkt (CH-4). Esterovou skupinu zredukovali (pouzitim diisobutylhydridu
hlinitého, DIBAL) na alkohol (CH-5), ktery byl pfeveden na chlorid (CH-6). Vytvofeni (R)-
pentadecyn-3-olu (CH-7) bylo dosazeno reak¢éni smési butyllithia a hexamethylfosforamidu
(HMPA). Pro dalsi kroky by nebyla vhodna volna hydroxylova skupina, proto doslo k jejimu
imidazolu (CH-8). Dale

nasledovala reakce alkynidu s Garnerovym aldehydem (CH-9), obnoveni hydroxylové

ochranéni terc-butylsilyldimethylsilylchloridem v pfostiedi

skupiny (CH-10), odstranéni chranicich skupin povafenim v 1M kyseliné chlorovodikové a

nakonec asymetricka redukce pouzitim LiAlH,.
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Schéma 2. Ptiprava 6-hydroxyceramidu, jehoz zakladem je 6-hydroxysfingosin, podle Chuna
a kol.?% (i) NCS (N-chlorsukcimid)/PhPs/CH,Cl/0 °C (86 %); (ii) TBSCI (terc-
butyldimethylsilylchlorid)/imidazol/DMF (dimethylformamid)/25 °C (97 %); (iii) n-BusNF
(91 %). * - dva kroky.

2. 3. 2. 3. Syntéza 6-hydroxysfingosinu podle Masudy a Moriho®
Tteti syntéza vyuzivd stereoselektivni acylaci lipdzou pro pfipravu chirdlniho

propargylalkoholu a umoziiuje izolaci obou izomert. Tento postup jsme zvolili pro pfipravu

ceramidil v této diplomové préci a je popsana v experimentalni ¢asti prace.
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3. Experimentalni ¢ast

3. 1. Chemikalie, pFistroje a pomicky

Vychozi suroviny a dal$i chemikalie byly pofizeny od firmy Sigma-Aldrich. Pro
charakterizaci latek byl pouzity pfistroj Varian Mercury-Vx BB (300 (NMR analyza;
'H/300 MHz a ™*C/75MHz), Varian VNMR S500 (*H/500 MHz a '3C/125 MHz),
spektrofotometr Nicolet Impact 6700 (IR spektra). Tenkovrstvé chromatografie byly
provadény na TLC deskach Silica gel 60 Fys4 (Merck). Hodnoceni TLC desek bylo provadéno
po naneseni detek¢éni smési, ktera se sklada z: Ce(SO4)2, H3[P(M03010)4], kyseliny sirové a
vody. Pro vyhodnocovani NMR spekter byl pouzit pocitatovy program MestReNova (verze
7.0.3-8830).

3. 2. Schéma syntézy

Poprvé byla syntéza publikovana pracovni skupinou Masuda a Mori. Z komercéné
dostupného tridekanalu (1) byl nejdiive ptipraven TMS skupinou chranény pentadec-1-yn-3-
ol (2) vyuzitim trimethylsilylacetylidu, ktery vznika z trimethylsilylacetylenu a butyllithia.
Nasledovala specifickd enzymatickad reakce S vyuzitim lipazy, ktera navazala acetylovou
skupinu z vinyl-acetatu na molekulu pentadec-1-yn-3-olu pouze v konfiguraci R (3) a zbyla

cast zistala neochranéna (isomer S, 4). Uvedené reakce popisuje schéma 1.

™S ™S TMS
BN | N\ N\
TMS — C.-H Ilpéza C+oH C12H25
04\0 ’ - 12M2s T 12M25 + :
12725 BulLi HO vinylacetat AcO HO
1 2 3 ‘

Schéma 1. Reakce tridekanalu (1) a trimethylsilylacetylenu s butyllithiem. Enzymaticka

reakce lipazy s molekulou pentadec-1-yn-3-olu (2) s vinyl-acetatem.
Po chromatografickém oddéleni dvou stereoisomerii (acetylovaného a druhého

nikoliv) nasledovalo odstranéni acetylové skupiny a TMS skupin pouzitim smési uhli¢itanu

draselného v methanolu a nésledné ochranéni hydroxylové skupiny jak isomeru R (5), tak
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S (6) terc-butyldimethylsilylovou skupinou pomoci TBSCIl a imidazolu, ktery slouzil jako

baze pro navazani vzniklého protonu (schéma 2).

T™MS \
1. K,CO,;/MeOH
\\ 2003 1 N o
Ci2H25 2. TBSClimidazol 12H25
AcO TBSO

3 5
T™MS

\ 1. K,CO3/MeOH \
CyoHos CyoHos

2. TBSCl/imidazol
HO TBSO

6

Schéma 2. Odstranéni chranicich skupin a opétovné ochranéni hydroxyskupiny

Vzniklé produkty byly pouzity do reakci s Garnerovym aldehydem (7), ktery dal vznik
produkti 8 (izomer R) a 9 (izomer S) jak ukazuje schéma 3.

(o)
|
O/Y OH
\ Ny ‘'
AN Boc N\
C12Hzs > Nop N
. Boc C12H25
TBSO BuLi, HMPA
TBSO
5 8
7 O

|
O/\H OH
N. -
\\/ )T Boc o}
—C12Has > ATN\ N
TBSO BuLi, HMPA Boc "\ —CizHzs

TBSO
6 9

Schéma 3. Reakce s Garnerovym aldehydem a chranénych pentadec-1-yn-3-oli

Poté doslo k redukci trojné vazby pouzitim roztoku lithia v ethylaminu v suchém THF
pfi velmi nizké teploté; produkty nyni obsahuji dvojnou vazbu v konfiguraci 4E. Vysledna

molekula 6-hydroxysfingosinu byla isolovana po odstranéni chranicich skupin povafenim
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Vv kyselin¢ chlorovodikové v prostiedi dioxanu: izomer R (10) a izomer S (11). Reakce jsou

zobrazeny v schématu 4.

OH

o) - =

ATN‘ \\ Wﬂ» HOW\‘/CQH%
Boc Ci2Hzs 2 Hcl/dioxan

TBSO NH, OH

8 10

OH

0 . OH

ATN‘B \\ CoH 1 L|/EtNH2’ Ho/\‘/\/\_/CmH%
0C N—%L12M25 5 Hcl/dioxan =

TBSO NH OH

9 11

Schéma 4. Redukce trojné vazby a odstranéni vSech chranicich skupin

Déle nasledovala reakce =zalozena na acylaci aminoskupiny molekuly 6-
hydroxysfingosinu pomoci sukcinimidylesteru kyseliny lignocerové (12). Nejdiiv byl
piipraven ceramid odvozeny od 6-hydroxysfingosinu s délkou fetézce 24 uhliki v absolutni
konfiguraci (2S, 3R, 4E, 6S) (13), poté v konfiguraci (2S, 3R, 4E, 6R) (14). Uvedené reakce

popisuje schéma 5.
12

Ca3Hs7m O-N

OH HO/Y\/\:/CQH%
© 0

NH, OH CH,Cl, lab. t.
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12
o) 0]
Ca3Hs7” O-N E
QH HO/Y\/YC»]zHZS
HO/Y-\/YC»Iszs O

NH2 OH CH2C|2 lab. t. o C23H47

\

Schéma 5. Acylace analogti 6-hydroxysfingosinu za pomoci sukcinimidylesteru kyseliny

lignoceroveé

3. 2. 1. Priprava ()-1-trimethylsilylpentadec-1-yn-3-olu (2)

TMS—=  'MS
. N\
Buli Ci2Hzs
P CpH g
O 12M25 THF, - 78°C HO
1 2

Do roztoku 3,71 g (37,8 mmol) trimethylsilylacetylenu v suchém tetrahydrofuranu (THF, 100
ml) bylo za stalého michani pfidano po ¢astech butyllithium (1,6M roztok v hexanu, 25 ml)
pii teploté — 78°C v atmosféie dusiku. Po 1h michani byl k reak¢ni smési po kapkach ptidan
roztok tridekanalu (1) (5,0 g, 25,2 mmol), teplota zistava nezménéna. Po tfech hodinach
michani do laboratorni teploty v atmosféte N a pritbézného monitorovani TLC (mobilni faze
hexan/ethyl-acetat 30:1, Rf 0,12) byla reakce ukoncena piikapavanim roztoku NH4Cl. Smés
byla vytfepana 3 x 250 ml etheru a nésledné organicka faze 1 x 150 ml nasycenym roztokem
NaCl (200 ml). Po vysuSeni Na,;SO4 byla smés zahusténa na vakuové odparce a piedisténa

sloupcovou chromatografii (mobilni faze hexan/ethyl-acetat 30:1).
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3. 2. 1. 1. 1-(trimethylsilyl)pentadec-1-yn-3-ol (2)

/

Sgi 1

/§346 14
2

5

15
OH

Produktem byla bezbarva olejovita kapalina. Vytézek reakce: 6,63 g, 88 %, coZ je srovnatelné
s vytézkem podle literatury (85 %)*. *H NMR (300 MHz, CDCls): d = 4,34 (t, J = 6,6 Hz,
1H, 3-CH); 1,78-1,61 (m, 2H, 4-CH,); 1,49-1,38 (m, 2H, 5-CH,); 1,34-1,23 (m, 18H, 6-14-
CH,); 0,93-0,83 (M, 3H, 15-CHs); 0,17 (s, 9H, Si-(CHs)3) ppm. *C NMR (75 MHz, CDCly):
0 = 106,9; 89,3; 62,9; 37,7; 31,9; 29,7; 29,6; 29,5; 29,4; 29,3; 29,2; 25,1; 22,7; 14,1; -0,13

ppm.

3. 2. 2. Piiprava (R)-3-acetoxy-1-trimethylsilylpentadec-1-ynu (3) a (S)-1-
trimethylsilylpentadec-1-yn-3-olu (4) — vyuziti acyla¢ni vlastnosti lipazy

o)
TMS /\QJ\ TMS TMS
\/ lipaza \\ \
Ci2H2s - CioHas —C12H2s
HO (iPr),0, lab. t. AcO HO
2 3 4

5,6 g praskované lipazy bylo pfiddno za stdlého michdni a laboratorni teploty do roztoku
alkoholu (2) (6,63 g, 22,4 mmol) s vinyl-acetatem (140 ml) a diisopropyletherem (270 ml),
ktery slouZzil jako prostfedi pro danou reakci. Smés byla za laboratorni teploty michdna
nepietrzité 10 dnd. Poté byla reakéni smés zfiltrovana pies Hyflo® Super Cel® (Sigma
Aldrich) a vrstva Hyflo® promyta diethyletherem (3 x 100 ml). Organicka faze byla nakonec
zahuSténa na vakuové odparce. Latka byla preciSténa sloupcovou chromatografii (200 g

silikagelu, mobilni fAze hexan/ethyl-acetat 60:1).
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3. 2. 2. 1. (R)-1-(trimethylsilyl)pentadec-1-yn-3-yl aceat (3)

~./
Sl 4 14
/N3 5
15
O\H/
o)

Produktem byl Zluty olej. Rf 0,38 (mobilni faze hexan/ethyl-acetat 30:1). Vytézek reakce Cinil
(3,2 g), 42 % (literatura uvadi 49 %)*%. [«]po® = +50,0 (c = 1,05, CHCly), literatura uvadi
[a]p®® = +65,4.21 *H NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 5,31 (t, J = 6,6 Hz, 1H, 3-CH); 2,11 (s, 3H,
OAcC); 1,80-1,65 (m, 2H, 4-CHy); 1,31-1,25 (m, 20H, 5-14-CHy); 0,88 (m, 3H, 15-CH3); 0,10
(m, 9H, Si-CHs) ppm. *C NMR (75 MHz, CDCls): § = 169,9; 102,8; 90,2; 64,4; 34,8; 31,9;
29,7; 29,6; 29,5; 29,4; 29,3; 29,0; 24,9; 22,7; 22,6, 22,6; 21,1; 14,1, -0,1; -0,2 ppm.

3. 2. 2. 2. (S)-1-(triimethylsilyl)pentadec-1-yn-3-ol (4)

/
NA
Sl 4 14

z 15

Produkt byl nazloutly olej o vytézku 45 % (3,0 g), Masuda a Mori uvadi 48 %**. Rf 0,12
(mobilni faze hexan/ethyl-acetat 30:1). [a]p?? = +1,0 (c = 1,05, CHCly), literatura uvadi [¢]p*
=+1,1 (c = 1,10, CHCI5** . NMR spektra byla totozna s latkou (2) v &asti 3.2.1.
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3. 2. 3. Piiprava (R)-pentadec-1-yn-3-olu (3-R) — odstranéni chranicich skupin

TMS

N\ K,COz/MeOH
CioHas lab. t. C12Hs

AcO HO
3 3-R

K latce (3) (3,2 g, 9,4 mmol) byl pfidan methanol (63 ml) a K,COs3 (3,9 g, 28,3 mmol). Smés
byla michéna za laboratorni teploty po dobu 3 hodin, pribézné kontroly TLC (mobilni faze
hexan/ethyl-acetat 30:1 Rf 0,1). Nasledn¢ byl produkt zahustén na vakuové odparce, poté byl
koncentrat promyty vodou (50 ml), vytiepan 3 x 250 ml etheru a organicka faze 1 x 150 ml
nasycenym roztokem NaCl. Po vysuSeni Na,SO, a zahusténim na vakuové odparce byla smés

chromatograficky ptecisténa na 100 g silikagelu (mobilni faze hexan/ethyl-acetat 40:1).

3. 2. 3. 1. (R)-pentadec-1-yn-3-ol (3-R)

1 14
NN 4
W15
5
OH

Byla isolovana zluta olejovita latka o vytézku 92,8 % (1,95 g), podobny vytézek uvadi
Madusa a Mori (92 %)%, [a]p®® = +3,0 (c = 1,0, CHCls), hodnota odpovida literatute” *H
NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 4,37 (td, J = 6,6, J = 2,1 Hz, 1H, 3-CH); 2,46 (d, J = 2,1 Hz,
1H, 1-CH=); 1,84 (d, J = 5,6 Hz, 1H, OH); 1,79-1,60 (m, 2H, 4-CH,); 1,54-1,37 (m, 2H, 5-
CHy): 1,26 (s, 18H, 6-14-CHy); 0,96-0,79 (m, 3H, 15-CHj3) ppm. **C NMR (75 MHz, CDCls):
0 =85,0; 72,8; 62,3; 37,6; 31,9; 29,5; 29,6; 29,53; 29,50; 29,3; 29,2; 24,9; 22,7; 14,1 ppm.

22



3. 2. 4, Priprava (S)-pentadec-1-yn-3-olu (4-S) — odstranéni chranicich skupin

TMS
\ K,CO4/MeOH \\\/
—C12H25 > —C12H25
z lab. t. =z
HO HO
4 4-S

K produktu z kroku 3. 2. 2. — (4) (3,0 g, 10,1 mmol) byl ptidan methanol (60 ml) a K,CO;
(4,2 g, 30,4 mmol). Dalsi kroky byly stejné jako v ¢asti 3. 2. 3.

3.24. 1. (S)-pentadec-1-yn-3-ol (4-S)

1 14
\\/\/\/\/\/\/\
S 15
= )
OH

Produktem byl Zluty olej. Vytézek reakce 92,5 % (2,10 g) odpovida literatuie®*. Rf 0,1
(mobilni faze hexan/ethyl-acetat 30:1). [a]o” = - 2,10 (c = 1,0, CHCls), Masuda a Mori uvadi
hodnotu [o]p® = - 2,59%". *H NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 4,36 (td, J = 6,7, 1,9 Hz, 1H, 3-
CH); 3,48 (d, J = 1,6 Hz, 1H, OH); 2,48-2,43(m, 1H, 1-CH=); 1,75-1,65 (m, 2H, 4-CH,);
1,47-1,42 (m, 2H, 5-CHy); 1,35-1,21 (m, 18H, 6-14-CH); 0,89-0,85 (m, 3H, 15-CH3) ppm.
3C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 85,0; 72,7; 62,3; 37,6; 31,9; 29,64; 29,62; 29,5; 29,4; 29,3;
29,2; 24,9; 22,6; 14,1 ppm.
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3. 2. 5. Priprava (R)-3-terc-butyldimethylsilyloxypentadec-1-ynu (5) - ochranéni

hydroxylové skupiny
N
\ )
N TBSCI/ “-N X\
C1aHas DMF, lab. t. Ca2Hzs
HO TBSO
3-R 5

K 1,95 g (8,68 mmol) vychozi latky (3-R) v prostfedi dimethylformamidu (DMF, 60 ml) byl
postupné pfidan imidazol (1,18 g, 17,36 mmol) a terc-butyldimethylsilylchlorid (1,31 g, 8,68
mmol). Reakéni smés byla michana za laboratorni teploty po dobu 4 hodin a prabézné
monitorovana pomoci TLC (mobilni faze hexan/ethyl-acetat 4:1, Rf 0,92). Reakce byla
ukoncena promytim vodou (3 x 100 ml), vytfepana do diethyletheru (3 x 100 ml), organicka
frakce nasycenym roztokem NaCl (3 x 50 ml), vysuSena Na,SO4 a zahusténa na vakuové
odparce. Vznikld olejovitd kapalina byla pfeciSténa vyuzitim sloupcové chromatografie na

200 g silikagelu (mobilni faze hexan/ethyl-acetat 40:1).

3. 2. 5. 1. (R)-3-terc-butyldimethylsilyloxypentadec-1-yn (5)

\?/4\/6\/\/\/\/14\
5 15

| O
>(sr\

Produktem této reakce byl bezbarvy olej o vytézku 83% (2,44 g). [a]p™ = +40,0 (c = 1,0;
CHCly), literatura uvadi hodnotu [a]p® = + 32,3%. *"H NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 4,33 (td,
J=6,5, 2,1 Hz, 1H, 3-CH); 2,37 (d, J = 2,1 Hz, 1H, 1-CH=); 1,74-1,6 (m, 2H, 4-CHy); 1,45-
1,36 (M, 2H, 5-CH,); 1,34-1,23 (m, 18H, 6-14-CH,); 0,95-0,87 (m, 9H, Si-tBu); 0,87-0,85 (m,
3H, 15-CHs); 0,13 (s, 3H, Si-CHs); 0,11 (s, 3H, Si-CHs) ppm. **C NMR (75 MHz, CDCls): &
= 85,8; 71,8; 32,7, 38,6; 31,9; 29,7; 29,6; 29,57; 29,54, 29,3; 29,2; 25,8; 25,1; 22,7; 18,2,
14,1; -4,6; -5,1 ppm.

1
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3. 2. 6. Priprava (S)-3-terc-butyldimethylsilyloxypentadec-1-ynu (6) — ochranéni
hydroxylové skupiny

\\/ C12H2s TESe 1> \\\/012H25

DMF, lab. t.
TBSO

4-S 6

Podobnym zptisobem jako v kroku 3. 2. 5. prob¢hla 1 vySe uvedena reakce. Vychozi latkou je
v8ak druhy izomer propargylalkoholu (4-S, 2,1 g, 9,35 mmol). Do reakce bylo pouzito 1,27 g
(18,71 mmol) imidazolu a 1,40 g (9,35 mmol) TBSCIL Veskeré kroky probé¢hly jako v Casti 3.
2. 5.

3. 2. 6. 1. (S)-3-terc-butyldimethyloxypentadec-1-yn (6)

w

5 15

Rf 0,92 (mobilni faze hexan/ethyl-acetat 4:1). Vytezek reakce byl 43 % (1,33 g) — bezbarvy
olej. 'H NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 4.32 (td, J = 6.6, 2.1 Hz, 1H, 3-CH); 2.41 (d, J = 2.1
Hz, 1H, 1-CH=); 1.75 — 1.61 (m, 2H, 4-CH,); 1.48 — 1.36 (m, 2H, 5-CHy); 1.25 — 1.20 (m,
18H, 6-14-CHy); 0.87 — 0.82 (m, 3H, 15-CHs); 0.05 (s, 6H, Si-CHs) ppm. *C NMR (125
MHz, CDCl): 6 = 85,3; 72,4; 62,0; 37,6; 31,8; 29,6; 29,5; 29,4; 29,3; 29,2; 25,6; 24,9; 14,0; -
3,7 ppm.
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3. 2. 7. Piiprava  (S)-tert-butyl-4-((1R,4R)-4-((terc-butyldimethylsilyl)oxy)-1-
hydroxyhexadec-2-yn-1-yl)-2,2-dimethyloxazolidin-3-karboxylatu (8) - alkynylace
Garnerova aldehydu 1. (7)

)TN\BOC OH

N BuLi, HMPA O N\
Ci2Has > )TN\BOC C+-H
BSA THF, - 78°C 12H25
TBSO
S 8

Do reak¢ni smési (5) (1,0 g, 2,95 mmol) a 1,6M roztoku butyllithia v hexanu (2,58 ml, 4,14
mmol) ve 30 ml suchého tetrahydrofuranu pii chlazeni na —78 °C a pod atmosférou N, bylo
po kapkach z injekéni sttkacky ptidano 1,06 g (5,91 mmol) hexamethylfosforamidu (HMPA)
a nasledn¢ 1,01 g (4,42 mmol) Garnerova aldehydu (7, (S)-terc-butyl-4-formyl-2,2-
dimethyloxazolidin-3-karboxylat) v 5ml suchého THF. Smés byla michana az na laboratorni
teplotu po dobu 1,5 h anasledné¢ ukonéena pfidanim roztoku NH4Cl. Po ukonceni reakce
nasledovalo zahusténi na vakuové odparce, promyti vodou (2 x 50 ml), vytfepani do
diethyletheru (3 x 100 ml). Organicka faze byla vytiepana nasycenym roztokem NaCl (100
ml). Pro vysuSeni byl pouzit Na;SO4; sucha organicka frakce byla zahusténa na vakuové
odparce a piecisténa sloupcovou chromatografii (130 g silikagelu, mobilni faze hexan/ethyl-
acetat 30:1).
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3.2.7. 1
(S)-tert-butyl-4-((1R,4R)-4-((terc-butyldimethylsilyl)oxy)-1-hydroxyhexadec-2-yn-1-yl)-
2,2-dimethyloxazolidin-3-karboxylat (8)

19

20
Jo

A
\ 8 18
—Si

Py

Produktem byl nazloutly olej o vytézku 67 % (1,12 g). Rf 0,58 (mobilni faze hexan/ethyl-
acetat 4:1). [a]p® = +1,0 (c = 1,0; CHCl5). *H NMR (300 MHz, CDCly): § = 4.78 — 4.54 (m,
1H, 3-CH); 4.35 (t, J = 7.1, 1H, 6-CH); 4.17 — 3.87 (m, 3H, 1-CH,, 2-CH); 1.69 — 1.55 (m,
2H, 7-CHy); 1.59 (s, 1H, 20-CHj3); 1.50 (s, 3H, 19-CHj3); 1.49 (s, 9H, tBu (Boc); 1.33 — 1.18
(m, 20H, 8-17-CHy); 0.88 (s, 9H, tBu-Si); 0,87 (s, 3H, 18-CHs); 0.11 (s, 3H, Si-CHs); 0.08 (s,
3H, Si-CHs) ppm. **C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 153,9; 94,7; 87,9; 81,4; 81,2; 64,9; 63,7;
62,9; 62,4; 38,6; 31,9; 31,4; 29,66; 29,63; 29,60; 29,5; 29,3; 29,2; 28,4; 28,3; 25,9; 25,3; 25,2;
22,7, 18,2; 14,1; -4,5; -5,1 ppm.

3. 2. 8. Priprava (S)-tert-butyl-4-((1S,4S)-4-((terc-butyldimethylsilyl)oxy)-1-
hydroxyhexadec-2-yn-1-yl)-2,2-dimethyloxazolidine-3-karboxylatu (9) - alkynylace
Garnerova aldehydu 1. (7)

ATN\BOC OH
\ BuLi, HMPA O N\
C12H2s > )TN

BSOS THF, - 78°C

6 9
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Alkynylace Garnerova aldehydu probéhla analogicky jako v kroku 3. 2. 6. Do reakce byly
pouzity: vychozi latka (6) (1,33 g, 3,93 mmol), n-butyllithium (1,6 M v hexanu; 3,4 ml, 5,5
mmol), Garnertv aldehyd (7) (1,35 g, 5,89 mmol).

3.2.8. 1.
(S)-tert-butyl-4-((1S,4S)-4-((terc-butyldimethylsilyl)oxy)-1-hydroxyhexadec-2-yn-1-yl)-
2,2-dimethyloxazolidine-3-karboxylat (9)

19

Produktem byla zluta olejovita kapalina ve vytézku 69 % (1,53 g). Rf 0,58 (mobilni faze
hexan/ethyl-acetat 4:1). [a]o>® = - 3,0 (¢ = 1,0, CHCl3). *H NMR (500 MHz, CDCl3): = 4.79
— 454 (m, 1H, 3-CH); 4.35 (t, J = 6.5 Hz, 1H, 6-CH); 4.16 — 3.86 (m, 3H, 1-CH,, 2-CH); 1.69
—1.55 (m, 5H, 7-CH,; 1.59 (s, 1H, 20-CHs); 1.52—1.44 (m, 12H, tBu (Boc); 19-CHs); 1.33 —
1.18 (m, 20H, 8-17-CH,); 0.90 (s, 9H, tBu-Si); 0.87 (s, 1H, 18-CHs); 0.10 (s, 3H, Si-CHs);
0.08 (s, 3H, Si-CHs) ppm. *C NMR (75 MHz, CDCly): 6 = 153,8; 94,9; 87,9; 81,6; 81,2;
64,9; 63,7; 62,9; 60,4; 38,6; 31,9; 29,7, 29,7; 29,6; 29,58; 29,53; 29,3; 29,2; 28,4, 25,8; 22,7,
14,1; -4,4; -5,0 ppm.

28



3. 2. 9. Redukce trojné vazby lithiem v ethylaminu I. — syntéza (8-R)

OH on
< / C H
@) I \\ Li/EtNH, (@) o
)T “Boc CioHas THF,—78°C' )rN\Boc OT8S
TBSO
3 8-R

Na redukci trojné vazby (8) bylo potieba rozpustit 0,3 g (44,26 mmol) pevného lithia ve 20 ml
ethylaminu pfi teploté — 78 °C v atmosféie Ny Po 3 hodinach stdlého michani (vznikl tmavé
modry roztok), bylo do tohto roztoku ptidano 0,84 g (1,47 mmol) (8), rozpusténého v 10 ml
suchého THF a michén dal$i 2 hodiny. Poté byla reakce ukoncena piidanim 30% roztoku
NH4Cl. Ethylamin byl odstranén proudem dusiku, reakéni smés byla extrahovana 3 x 100 ml
diethyletheru a organicka faze byla promyta 100 ml roztoku NaCl. Poté nasledovalo vysusSeni
pomoci NaySO; a odstranéni rozpoustédla na vakuové odparce. V prubéhu reakce
pravdépodobné doslo k castecnému odstranéni chranicich skupin. Produkt proto nebyl Cistén
sloupcovou chromatografii a byl pouzit do dalsi reakce. Bylo ziskano 0,51 g zluté olejovité

kapaliny.

3. 2. 10. Priprava 6(R)-hydroxysfingosinu (10) — odstranéni chranicich skupin

OH
~_-Cr2Has OH
}N\B OTBS HCl/dioxan . HO/Y'\/YCQH%
oc 100°C NH, OH
8-R 10

K latce (8-R) (0,5 g,) bylo ptidano 70 ml smési dioxan/I1M HCI (1:1) a v atmosféte N, byla
celd smés michana pod zpétnym chladi¢em 2 hodiny pfi teploté¢ 100°C. Po odpareni casti
objemu dioxanu byla smés nejprve extrahovdna smési diethylether/hexan 1:1 (3 x 100 ml),
nasledovala alkalizace vodné faze 1M roztokem NaOH (pH~10). Poté byla smés extrahovana

do dichlormethanu (3 x 100 ml). Organické faze byly spojeny, vysuSeny bezvodym Na,SOa.
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Produkt byl pfecistén pomoci sloupcové chromatografie (50 g silikagelu) s mobilni fazi
dichlormethan/methanol/triethylamin 40:10:1.

3. 2.10. 1. (2S,3R,6R,4E)-2-aminooctadec-4-en-1,3,6-triol (10)

= 5 7 17
1 2 ~__~_b
NH, OH

Produktem byla bila krystalicka latka, t.t. 39-41 °C. Vytézek z této reakce a reakce 3. 2. 9. byl
67 %. '"H NMR (500 MHz, CDCls): d = 5.54 — 5.40 (m, 1H, 4-CH=); 5.33 — 4.92 (m, 1H, 5-
CH=); 3.86 (m, 1H, 1-CH), 3.52 — 3.29 (m, 3H, 1-CH, 3-CH, 6-CH), 2.74 (dd, J = 4.0 Hz, 1H,
2-CH), 1.84 — 1.66 (m, 2H, 7-CH,), 1.13 — 0.82 (m, 20H, 8-17CH,), 0.59 — 0.54 (t, 3H, 18-
CHs) ppm. *C NMR (75 MHz, CDCls): 6 = 134,4; 124,4; 71,2; 70,0; 62,6; 59,9; 29,1; 29,0;
28,9; 28,8; 28,7; 28,67; 28,63; 28,5; 22,9; 13,2 ppm.

3. 2. 11. Redukce trojné vazby lithiem v ethylaminu Il. — syntéza (9-S)

= OH

. Cq-H
O l \\ LI/EtNH, OW 1225
)T \BOC \ C12H25 THF,-78°C7 )rN\BOC (_)TBS
TBSO

9 9-S
Pro tuto reakci byla pouzita stejna metodika piipravy jako v kroku 3. 2. 9. Pro ptipravu bylo
pouzito 0,5 g (72,0 mmol) pevného lithia ve 20 ml ethylaminu, k némuz bylo pfidano 1,53 g
(2,70 mmol) (9), rozpusténého v 15 ml suchého THF. Reakéni podminky (teplota, atmosféra
dusiku) a dal$i kroky syntézy zlstaly stejné jako v pfedchozi reakci. Bylo ziskdno 0,71 g
zlutého oleje. Rovnéz jako v predchozi reakci doslo k €aste€nému odstranéni chranicich
skupin, proto latka nebyla ciSténa a byla pouzita do dalsi reakce na uplné odstranéni

chréanicich skupin.
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3. 2. 12. Priprava 6(S)-hydroxysfingosinu — odstranéni chranicich skupin

OH
= CqoH OH
HO : 1225 | = P ..
NH2 OTBS HCI/d|Oxan= HO/Y\/\_/ 121125
100°C NH, OH
9-S 11

Obdobnym zptisobem jako v kroku 3. 2. 10. probéhla i syntéza 6(S)-hydroxysfingosinu (11).
Do reakce bylo pouzito 0,71 g latky (9-S), dalsi chemikalie byly ve stejném mnozZstvi jako
Vv piipadé syntézy latky (10). Kroky reakce byly rovnéZ stejné.

3.2.12. 1. (2S,3R,6S,4E)-2-aminooktadec-4-en-1,3,6-triol (11)

. 9H 5 4 17
2 ~__~_b
HO/\A/C‘B\/\-/\/\/\/\/\/\
4 ot 8 18
NH, OH

Produktem byla bila krystalické latka (11). Vyt&zek této reakce a reakce 3. 2. 11. byl 62 %. *H
NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 5.75 (dd, J = 15.3, 6.7 Hz, 1H, 4-CH=); 5.60 — 5.33 (m, 1H, 5-
CH=); 4.06 (dd, J = 6.4 Hz, 1H, 1-CH); 3.80 — 3.48 (m, 3H, 1-CH, 3-CH, 6-CH); 2.87 (dd, J
= 5.1 Hz, 1H, 2-CH); 2.55 (s, 3H, 3 x OH); 2.11 — 1.93 (m, 2H, 7-CH,); 1.40 — 1.18 (m, 20H,
8-17CHy); 0.87 (t, J = 6.5 Hz, 3H, 18-CH3) ppm. **C NMR (75 MHz, CDCls): § = 134,7;
125,2; 73,6; 63,7; 56,1; 37,2; 32,7; 31,9; 29,7; 29,6; 29,5; 29,4; 29,3; 29,2; 29,1; 22,7; 14,1
ppm.
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3. 2. 13. Acylace 6(S)-hydroxysfingosinu pomoci sukcinimidylesteru kyseliny lignocerové

NH2 OH CH2C|2 lab. t. o 023H47

13

Do reakce bylo pouzito 52,40 mg (0,166 mmol) latky (11) a 154,7 mg (0,332 mmol) v 10 ml
suchého dichlormethanu a smés ochlazena na teplotu 0 °C v atmosféte dusiku. Pfi této teploté
bylo pfidano 154,7 mg (0,332 mmol) sukcinimidylesteru kyseliny lignocerové (12) v 10 ml
suchého dichlormethanu. Latky byly michany po dobu 24h v atmosféie dusiku pii laboratorni
teploté. Po odpafeni rozpoustédla byl produkt pieéistén pomoci sloupcové chromatografie (5
g silikagelu, mobilni faze chloroform/methanol 50:1).

3. 2.13. 1. N-((2S,3R,6S,4E)-1,3,6-trihydroxyoktadec-4-en-2-yl)tetracosanamide (13)

1 , - 5 6 7 17
N~
©) NH OH
WA/\/\/\/42
19
20 41

Produktem byla bila krystalicka latka, t.t.= 114 — 118 °C, mol. hm. 666,11 g/mol. Vytézek
reakce Cinil 40 %. TLC: mobilni faze chloroform/methanol 10:1, Rf 0,43. IR (samotna latka,
ATR): vinax 3301, 2919, 2850, 1647, 1552, 1464, 721. *H NMR (300 MHz, CDCls): § = 5.92 —
5.67 (m, 1H, 5-CH=); 5.63 — 5.24 (m, 1H, 4-CH=); 4.41 — 4.16 (m, 2H, 3-CH, 6-CH); 3.90 —
3.62 (m, 1H, 1-CH); 3.60 — 3.17 (m, 2H, 1-CH, 2-CH); 2.11 — 1.93 (m, 2H, 19-CH); 1.70 —
1.55 (m, 2H, 7-CHy); 1.42 — 1.15 (m, 62H, 8-17-CH,, 20-41-CH,), 0.94 — 0.80 (m, 6H, 18-
CHs, 42-CHs). 3C NMR pro $patnou rozpustnost nebylo zmé&feno.
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3. 2. 14. Acylace 6(R)-hydroxysfingosinu pomoci sukcinimidylesteru kyseliny lignocerové

12

CosHar” “O-N OH

OH Ho/\‘/\/\‘/Cmst
HO N et ° . NH  OH

NH, OH CH,CIl, lab. t. 7 CosHaz

10 14

Jako v ptedchozim piipadé probéhla ireakce s 6R-hydroxysfingosinem. MnoZstvi
jednotlivych latek a podminky syntézy byly stejné. V pribéhu chromatografického ¢isténi
produktu pravdépodobné doSlo k rozloZeni vétSiho mnozZstvi latky (14), mnozZstvi ziskané
latky bylo zanedbatelné. IR (ATR) necCisté smési: vmax 3395, 2918, 2849, 1645, 1557, 1471,
7109.
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4. Vysledky a diskuze

Cilem této prace byla syntéza ceramidd, jejichz zdkladni sfingoidni bazi je 6-
hydroxysfingosin. Tyto ceramidy se nachazi pouze v kizi, jejich role zde vsak neni spolehlivé
objasnéna. Cilem mé prace bylo vyzkouset syntézu téchto ceramidii podle Masudy a
Moriho.?* Tento synteticky pristup byl vybran, protoZe se zdal byt pomémé jednoduchy a
navic umoziuje pfipravit izomery s hydroxylovou skupinou v konfiguraci R i S. Tyto

ceramidy planujeme v budoucnu vyuzit ke studiu jejich role v bariérové funkci kiize, zejména

vvvvvv

Syntéza vychazela z komeréné dostupného tridekanalu (1). Trimethylsilylacetylen
s butyllithiem za velmi nizké teploty dal vznik acetylidovému aniontu, ktery se mohl navazat
na karbonylovy uhlik molekuly tridekanalu. Produktem této reakce byla racemicka smés (£)-
1-trimethylsilylpentadec-1-yn-3-olu (2) ve vytéZzku 88%, srovnatelnym s vytézkem, ktery
uvadi Masuda a Mori (85%).%

Déle bylo potieba tyto izomery od sebe odd¢lit, avSak prosté ¢isténi pomoci sloupcové
chromatografie by nemélo vyznam. Pro snadné odd¢€leni a identifikaci dvou izomeri byla
pouzita specifickd enzymaticka reakce, pifi které se vyuzilo acetylacni vlastnosti lipazy.
Lipaza v prostiedi diisopropyletheru navazala acetylovou funk¢éni skupinu na isomer
Vv absolutni konfiguraci R, isomer v konfiguraci S zistal beze zmény. Produkty (3) a (4) bylo
jiz mozné jednoduse oddélit pomoci sloupcové chromatografie. Vytézky reakci byly: u

produktu (3) 42 % (Masuda a Mori uvadi 49 %) a produktu (4) 45 % (autofi uvadi 48 %).*

Latky (3) a (4) byly pouzity do reakce, pii které doslo k odstranéni vSech chranicich
skupin (trimethylsilylova a acetylova u izomeru R a trimethylsilylova u izomeru S) pomoci
uhli¢itanu draselného v metanolu v pomérné dobrych vytézcich — u (3-R) 92,8% au (4-S)
92,5%.

Pro pomérné velkou reaktivitu volné hydroxylové skupiny, byla tato ochranéna
pomoci terc-butyldimethylsilyl chloridu u obou latek. Do reakce byl pouzit imidazol, u
kterého se vyuzila jeho schopnost poutat proton, ktery se z hydroxylové skupiny po navazani

TBS skupiny uvolnil.
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Takto ochranéné pentadec-1-yn-3-oly (5) a (6) mohly byt pouzity do reakce
s Garnerovym aldehydem (7). Reakce si vyzadovala dokonale bezvodé reakéni prostfedi a
nizkou teplotu (-78 °C). Nejprve dosSlo pomoci butyllithia k odtrzeni protonu z termindlniho
alkynu, ktery pak reagoval s Garnerovym aldehydem. Pfitomnost HMPA zabezpecila, ze
produkt vzniknul pfednostné v konfiguraci 1'R. Nejdiive byla reakce provedena u isomeru
s absolutni konfiguraci S s vytézkem 69%. U druhého izomeru poprvé zminovand reakce
neprobéhla. Pravdépodobné za to mohly nedokonalé podminky (nedosazené bezvodé
prostiedi) a kvalita butyllithia. Podruhé bylo pouzito nové butyllithium a reakce probéhla
S menSim vytézkem (67%), ale pro dalsi krok syntézy bylo toto mnozstvi dostacujici. Autofi
puvodni syntézy latky pomoci sloupcové chromatografie neizolovali, co odtvodnili tim, ze
dané latky jsou nestabilni a pfi ¢isténi by se rozlozily. 2 Avsak pii &isténi produkti (8) a (9)

k rozkladu latek nedoslo, cemuz odpovidaly spektra NMR.

K redukci trojné vazby u (8) a (9) byla pouzita smés kovového lithia rozpusténého
v ethylaminu. Na reakci bylo velmi dtlezité, aby vznikl tmavé modry roztok solvatovanych
elektrontl nutny pro redukeci trojné vazby na dvojnou v konfiguraci E. Pfed vytvofenim tohoto
modrého roztoku bylo potifeba pevné lithium nastfihat na malé kousky, ,aktivovat®
v methanolu, oplachnout v diethyletheru a nakonec v hexanu. AvSak poprvé roztok
nezmodral, tudiz reakce nemohla byt uskuteénéna. Obecné lze tedy fici, ze kvalita lithia
(povrch, lesk a velikost nastiihanych kouskt) byla kli¢ovou v této reakci. Pti redukci trojné
vazby u latky (8) byla vyzkouSena metoda opacného postupu — piiddvani modrého roztoku

k vychozi latce (5). Tento zptisob se neosvédcil, reakce nebyla Gispésna.

Pfi redukci trojné vazby roztokem lithia v ethylaminu doslo pravdépodobné
k ¢aste¢nému odstranéni chranicich skupin (u obou izomertii), coz bylo potvrzeno pribéznym
monitorovanim TLC (mobilni faze butanol/kyselina octova/voda 4:1:1, Rf 0,5). Proto se od
¢isténi tohoto produktu upustilo a latky (8-R) a (9-S) byly pouzity do reakce s kyselinou
chlorovodikovou v dioxanu, tj. reakce, pomoci které doSlo k Gplnému odstranéni vSech
(zbylych) chranicich skupin. Trojnd vazba byla zredukovéana, coZz bylo potvrzeno NMR
spektroskopii reakénich smési. U latky (8-R) byla dvojna vazba identifikovana pomoci
nasledujicich signali: *H NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 5.87 — 5.65 (m, 1H); 5.60 — 5.37 (m,
1H) ppm, *C NMR (75 MHz, CDCls): 6 = 134.,4; 125,1 ppm. Podobné byla dvojna vazba
identifikovana i u latky (9-S); *"H NMR (300 MHz, CDCls): § = 5.76 (dt, J = 14.1, 6.7 Hz,
1H); 5.63 — 5.32 (m, 1H) ppm, *C NMR (75 MHz, CDCly): 6 = 134,8; 125,2 ppm.
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Odstranéni chranicich skupin bylo dosazenou vyuzitim smési dioxanu a 1M kyseliny
chlorovodikové. Byly ziskany produkty s mensim, ale dostacujicim vytézkem: latka (10)
s vytézkem 67% a latka (11) s vytézkem 62%. Masuda a Mori pouzili do redukce trojné vazby
neCisty produkt zptedeslé reakce s Garnerovym aldehydem. Pii této reakci taky
predpokladali, ze dojde k odstranéni vSech chranicich skupin. Bez ¢isténi produkt opétovné
ochrénili pomoci TBSOTf (trimethylsilyltrifluormethansulfonat), lutidinu  (2,6-
dimethylpyridin) v prostiedi suchého dichlormethanu ve vytézku 15 % ve tfech krocich, tj.

alkynylace Garnerova aldehydu, redukce trojné vazby a zavedeni chranicich skupin®.

Vznikly 6-hydroxysfingosin  (11) byl acylovan sukcidimidylesterem kyseliny
lignocerové (12) v prostiedi bezvodého dichlormethanu s vytézkem 40%. Analogicky byla
uskutecnéna i reakce s latkou (10). Byla provedena IR spektroskopie reakéni smési, ktera
potvrdila pfitomnost ceramidu. AvSak v priabéhu chromatografického c¢isténi bylo izolovano
zanedbatelné mnozstvi cilového produktu, a proto nemohla byt potvrzena jeho struktura

pomoci NMR spektroskopie.
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5. Zavér

Kuze je nejveétsi organ lidského téla, jehoz zakladni funkci je podilet se na stalosti
vnitfniho prostiedi neboli homeostaze." Mezi zakladni funkce mimo jiné patfi i funkce
ochranné bariéry®, kterd organismus chrani pied vstupem cizorodych &astic z vngjsiho
prostfedi a zabranuje nadmérnym ztratdm vody ze zivého organismu. Jeji dilezité soucasti —
ceramidy, se nachazeji ve vrstvé zvané stratum corneum. Pravé ceramidy jsou klicové latky

zodpovédné za vySe zminované vlastnosti kiize.®®

Ceramidy odvozené od 6-hydroxysfingosninu jsou latky pomérné neddvno objevené
Vv lidské kizi. Tato prace byla zaméfena na piipravu ceramidi, jejichz zdkladni slozkou je
pravé 6-hydroxysfingosin. Podafilo se pripravit ceramid v absolutni konfiguraci
(2S,3R,6S,4E). Druhy ceramid, v absolutni konfiguraci (2S,3R,6R,4E) se nepodatilo
v poslednim kroku izolovat. Proto jsme se rozhodli, ze celou syntézu tohoto ceramidu
zopakujeme. Tyto latky budou v budoucnu dale pouzity do pokusii, kde budou hodnoceny

jejich vlastnosti dulezité pro bariérovou funkci ktize v zavislosti na jejich struktufe.
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6. Seznam zkratek

AD-mix-pf smés K;0s0,(0OH)4, KsFe(CN)g, KoCO3, hydrochinidin-1,4-ftalazindiyl-diether

Boc terc-butyloxykarbonyl
BuLi butyllithium

DCM dichlormethan

(-)-DET (S/S)-diethyltartarat
DIBAL diisobutylaluminiumhydrid
DMAP 4-dimethylaminopyridin
DMF dimethylformamid

DMP 2,2-dimethoxypropan

CER ceramid

HMPA hexamethylfosforamid

IR infracervené (infrared) spektrum
NCS N-chlorsukcinimid

NMR nuklearni magnetickd rezonance
Rs retenéni faktor

SC stratum corneum

TBHP tect-butylhydroperoxid
TBSCI terc-butyldimethylsilyl-chlorid
THF tetrahydrofuran

TLC tenkovrstevna chromatografie
TBS terc-butyldimethylsilyl

TMS trimethylsilyl

TsOH kyselina toluensulfonova
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