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1. Uvod

1.1 Abstrakt

Nazov Diplomovej prace: Syntéza a hodnotenie ludskych 6-hydroxyceramidov
Kandidat: Adam Majcher

Skolitel: PharmDr. Lukds Opalka, Ph.D.

Konzultant: PharmDr. Andrej Kovacik, Ph.D

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Skin Barrier Research Group, Katedra organické a bioorganické chemie

Ceramidy (Cer) su sucastou velkej rodiny sfingolipidov, ktoré sa nachddzaji vo
vSetkych Tudskych bunkéich a hraji vyznamnu rolu v bunkovej signalizécii. Vo vysokych
koncentraciach moézeme Cer najst’ v najvrchnejsej vrstve epidermis, ktord sa nazyva stratum
corneum. Cer spolu svolnymi mastnymi kyselinami a cholesterolom (v priblizne
ekvimolarnom pomere), vytvaraju interceluldrnu lipidovi matrix. Hlavnou funkciou stratum
corneum je bariérova ochrana organizmu, teda udrzanie vodnej a elektrolytovej homeostazy

a zabrana vstupu Skodlivin do tela.

Cer sa skladaji zo sfingoidnej baze a acylovej Casti odvodenej od vysSej mastnej
kyseliny. Cer odvodené¢ od 6-hydroxysfingozinu (H) patria medzi obzvlast nezvycajné
sfingolipidy. V porovnani s Cer odvodenymi od sfingozinu, Cer odvodené od
6-hydroxysfingozinu (H-Cer) boli najdené len v epidermis a taktiez nie st typické pre vsetky
cicavce. Funkcia a biosyntéza tychto latok doteraz nie je uplne pochopend. Niekol'ko
dermatologickych S§tudii poukazalo na znizené koncentracie H-Cer vkozi pacientov
s atopickou dermatitidou. Najvacsim problémom pri Stidiu tychto latok je, Ze su komerc¢ne
nedostupné a ich syntéza je zlozita. Ciel'om tejto prace teda bolo popisat’ nova syntetickl cestu

k H ako znamemu prekurzoru pre vSetky podskupiny H-Cer.
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Schéma 1 Struktiira a retrosyntéza fyziologického 6-hydroxysfingozinu, teda, (2S,3R,4E,6R)-2-
aminooctadec-4-en-1,3,6-triolu a H-Cer

Totalna syntéza (H) bola postavend na reakcii komercne dostupného tridekanalu
s trimethylsilyl acetylénom nasledovand alkynylaciou (S)-Garnerovho aldehydu (chraneny
L-serinal) s chranenim (R)-pentadec-1-yn-3-olom. V d’alSom kroku bola pouZitd Setrna
a selektivna Trostova hydrosilylacia katalyzovana [Cp*Ru(CH3CN)s3;]PFs s naslednou

protodesilylaciou.

Na zaver, fyziologicky H bol pripraveny v siedmych reakénych krokoch s celkovym
vytazkom 40 %. Tato baza bola d’alej vyuZita na pripravu CerNH, CerAH a Cer EOH. Okrem
toho boli v tejto praci Studované aj biofyzikalne vlastnosti CerNH za pomoci modelovych
lipidovych membran. V tychto experimentoch sme objavili Specifickt konformaciu lipidovych
retazcov CerNH, rozdielne fazové prechody CH,/CD, retazcov, tesné orthorhombické

lateralne zlozenie a znizen miesiteInost’ CerNH s ostatnymi koznymi lipidmi.



1.2 Abstract

Title of the Master thesis: Synthesis and evaluation of human 6-hydroxyceramides
Candidate: Adam Majcher

Supervisor: PharmDr. Lukas Opalka, Ph.D.

Consultant: PharmDr. Andrej Kovacik, Ph.D.

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Skin Barrier Research Group, Department of Organic and Bioorganic Chemistry

Ceramides (Cer), the members of sphingolipid family, occur in all human cells and play
an important role in cell signaling. In high concentrations, Cer can also be found in the
uppermost layer of epidermis called stratum corneum, along with free fatty acids and
cholesterol (in equimolar ratio), where they form the intercellular multi-lamellar lipid matrix.
The key function of stratum corneum is to ensure a permeability barrier, thus, to provide water

and electrolyte homeostasis, and to prevent entry of harmful substances into the organism.

Cer are composed of a sphingoid base and an acyl part derived from a long-chain fatty
acid. Cer based on 6-hydroxysphingosine (H) are amongst the most unusual sphingolipids. In
contrast to sphingosine-based Cer, 6-hydroxysphingosine-based Cer (H-Cer) are unique for
the epidermis and, in addition, H-Cer are not typical for all mammals. Moreover, the function
and biosynthesis of H-Cer in the skin is still not completely understood. Several dermatological
studies showed that lower concentrations of H-Cer in skin accompany several skin diseases,
such as atopic dermatitis. The major limitation of understanding the importance and uniqueness
of H-Cer is their commercial unavailability. Therefore, the aim of this work was to explore a

new synthetic route towards H as a precursor of all H-Cer subclasses.
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Scheme 1. Structure and retrosynthesis of physiological 6-hydroxysphingosine, i.e., (2S,3R,4E,6R)-2-

aminooctadec-4-ene-1,3,6-triol and H-Cer.

The total synthesis of (H) was based on the reaction of commercially available
tridecanal with trimethylsilyl acetylene. The strategy for the synthesis of H involved an
alkynylation of (S)-Garner’s aldehyde (a protected L-serinal) with protected (R)-pentadec-1-
yn-3-ol followed by a selective two-step reduction of the triple bond to a frans-double bond.
In this step, a mild and selective [Cp*Ru(CH3CN)s3]PFs-catalyzed Trost’s hydrosilylation

followed by protodesilylation was used.

In conclusion, physiological H has been prepared in seven reaction steps with overall

yield 40 %. This base was then used for the preparation of Cer NH, Cer AH and Cer EOH.

Additionally, the phase behaviour and biophysical properties of Cer NH have been
studied using model lipid membranes. In these experiments, we discovered a specific CerNH
chain order, different phase transitions of CH>/CD: chains, tight orthorhombic lateral packing
and decreased miscibility of Cer NH with other skin lipids.



1.3 Uvod a ciel prace
Ceramidy (Cer) patria do velkej skupiny latok nazyvanych sfingolipidy (SL). Funkcia
a vyznam SL v zivych organizmoch bol dlhui dobu zdhadou a je dodnes predmetom Stadia
mnohych vyskumnych skupin. Dnes uz vieme, ze sa SL nachadzaji vo vSetkych
eukaryotickych bunkach a maji nezastupiteIni ulohu v udrzovani homeostdzy organizmu.
Zaujimavou je diverzita mechanizmu uéinku tychto latok, ked’ze svoju funkciu napifiaji ako

intracelularne!, extracelularne? tak aj v ramci bunkovych membran (hypotéza tzv. lipid rafts).?

Cer tvoria svojim obsahom najpocetnejSiu podskupinu SL. Ich pritomnost’ bola
popisana v roznych Castiach I'udského tela. Najc¢lenitejSie zastupené rodiny Cer st v l'udske;j
kozi, kde spolu s volnymi mastnymi kyselinami (FFA, z anglického free fatty acids),
Cholesterolom (Chol) a Cholesterol-Sulfatom (CholS) vytvaraja intercelularnu lipidova

matrix. Této lipidova matrix zabezpe&uje permeabilitnii barierov funkciu koze.*

Chemicky st Cer amidy dlhych aminoalkoholov, tzv. sfingoidnych bédz. Primarna
aminova skupina tychto sfingoidnych baz je acylovana vysSou mastnou kyselinou. Pozname
niekol’ko sfingoidnych baz od ktorych mozu byt Cer odvodené. Medzi najCastejSie zastipené
sfingoidné bazy patria Sfingozin (S), dihydrosfingozin (dS), fytosfingozin (P) a pre I'udska
epidermis Specificky 6-hydroxysfingozin (H). Cer odvodené od tejto poslednej sfingoidne;j
bazy nazyvame 6-hydroxyceramidy alebo H-ceramidy (H-Cer).> K dne$nému ditu bolo

popisanych viac ako 12 rodin Cer s rozlicnymi funkciami.

H-Cer st pomerne novou skupinou latok, ktord je zaujimava hned’ z niekolkych
dévodov. Za prvé boli tieto latky detekované iba v epidermis a iba u niektorych cicavcov (v
prasacej epidermis detekované neboli). Za druhé presnd funkcia ani biosyntéza doteraz nie je
spolahlivo popisana a pochopena. Za tretie boli opakovane namerané znizené hodnoty H-Cer
pri koznych ochoreniach ako napriklad atopickd dermatitida alebo psoridza ¢o z nich robi

potencidlnych kandidatov pre terapiu alebo diagnostiku tychto ochoreni.®

Najviacsim problémom pri Studiu H-Cer je, Ze nie su komercéne dostupné a ich syntéza
je naro¢na, mnohostupiiova a zdihava. Ciel'om tejto prace bolo popisat’ novi syntetickii cestu
k H ako prekurzoru vSetkych znamych H-Cer a izolacia H pre dalSie biofyzikélne
a biochemické 3tudie. Dalej je v tejto praci popisany vplyv H-Cer na biofyzikalne vlastnosti
modelovych lipidovych membran, ktoré slizia ako zjednoduSeny model l'udského SC za

ucelom hlbsieho porozumenia vzt'ahu Struktiry a Gc¢inku u tejto skupiny koznych lipidov.
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2. Teoreticka cast’

2.1 Koza

Koza (lat. cutis, gr. derma) predstavuje rozsiahly orgéan tvoriaci vonkajsi povrch tela
stavovcov. Jej plocha dosahuje u ¢loveka 1,6-2 m, hribku 0,5-4 mm v zavislosti od stavby,
nutricii a obsahu vody (cca 72 %), a hmotnost’ priblizne 3 kg. Jej vlastnosti zavisia od polohy
a funkcie. NajsilnejSia koza je na chrbte (spolu s dermis az 4 mm), najsilnejSia epidermis je na
dlani (mnozstvo receptorov - senzorické vlastnosti koze), kdezto najtensia koza sa nachaddza na
ocnych vieckach (0,5 mm). Jedna z hlavnych funkcii koze spociva v jej priamom kontakte
s vonkaj$Sim prostredim a jeho sprostredkovani ¢im prispieva k zachovaniu vnutornej
rovnovahy, homeostazy. Konkrétne sa teda jednd o ochranu organizmu pred vonkajSimi
¢initelmi ako chemickymi, fyzikalnymi tak biologickymi.” Multifunké&nost’ koZe je tvorena jej

prepojenim s ostatnymi systémami organizmu, teda s:

e (Cievnym systémom (termoregulacna f.)
e Nervovym systémom (senzorické f.),

e Imunitnym systémom (ochrana pred biologickymi agens)’

Dalej koza splia aj funkcie metabolické (tvorba vit. D), exkreéné (tvorba
potu), resorpéné a v neposlednom rade funkcie v ramci socidlnej komunikécie (tzv.
fyziognomia, mimika ako spdsob emocnej expresie).®® Schematicky nakres Pudskej koZe

mozeme vidiet’ na obrazku 1.

Okrem zakladnych fyziologickych funkcii koZe je nutné spomenut aj jej hojivé

schopnosti, ktoré taktiez zabezpeCuji dlhodobé zachovanie vnutornej integrity v pripade

9,10

mechanického roztrhnutia koze, teda traumy.

© Eucerin®

Obrazok 1 Stavba ludskej koze. Na obrazku mozeme vidiet zdakladné dve vrstvy koze a to epidermis a
dermis. Tieto vrstvy su vystlané podkoznym tukovym tkanivom, tela subcutis. Prevzaté z eucerin.sk/o-
kozi/zakladne-informacie/struktura-a-funkcie-koze.
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2.2 Stavba l'udskej koze
Koza sa sklad4 z dvoch hlavnych stavebnych jednotiek a to z epidermis (pokozky)
a dermis (corium, zamsa) vystlanej podkoznym tela subcutanea (tukové vizivo), ktoré

zabezpecujl jej prisposobivost’ k roznym mechanickym vplyvom.®!!
Tela subcutanea

Je vdzivo prepajajuce kozu so svalovym alebo kostrovym tkanivom a taktiez miestom
ukladania tukového tkaniva ako vystelky pre vysSie Casti koze. Jedna sa o najhlbSiu vrstvu koze
tvorenu prevazne bunkami typu adipocytov. Adipocyty st az 100 um velké okruhle bunky,
ktorych cytoplazma plnéd lipidov (triglyceridov, volnych mastnych kyselin) tla¢i nucleus
(bunkové jadro) proti cytosolickej] membrane. Funkcia tejto vrstvy koZe je termoregulacna,

ochrannd (vo&i mechanickym vplyvom) a taktiez nutriéna (sluzi ako zasobérefi energie).!!
Dermis

Je hlbsie polozena 0,5-2,5 mm hruba vizivova vrstva, ktora je husto vaskulinizovana
a inervovand. Jej hmota je tvorena réznymi typmi buniek ako: fibroblastami, dermélnymi
dendrocytmi a mastocytmi, ktorych okolie tvori hlavne fibrildrny kolagén. Svojou elasticitou
a tvarovatel'nostou zabezpecuje podporu a ochranu vaskularneho systému, nervového systému

a epidermis.®%!!

Rozoznavame dve vrstvy a to stratum papillare a stratum reticulare:

Stratum papillare je tvorena siet'ou kolagénnych a elastickych vlakien pretkavajtcich
priestor medzi vizivovymi bunkami. Dalej v tejto vrstve v ramci prepojenia koze s imunitnym
a cievnym systémom nachadzame siet’ cievnych a lymfatickych kapilar. Co do termoregulaéne;
funkcie sa prave v tejto vrstve vyskytuju potné zlazy a taktiez vldkna hladkej svaloviny

(vzpriamovace chlpov). Tato vrstva taktiez obsahuje exteroreceptory:

e Nociceptory (nervové zakoncenia - vnimanie bolesti)
e  Mechanoreceptory (vnimanie tlaku a dotyku)

e Meissnerove, Krauseho, Vater-Pacinniho a Ruffiniho telieska’

Stratum reticulare je tvorena hustymi zvizkami kolagénnych fibril doddvajuca kozi

pevnost’.’
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Epidermis

Je najvrchnejSou vrstvou, ektodermalneho pdvodu, histologicky tvorend vrstevnatym
dlazdicovym epitelom. Jej zloZenie aj hriibka je variabilna a zavisi na funkcii a umiestneni.’
Zékladnymi bunkami st keratinocyty (az 95 %)'?, ktoré su doplfiané funkéne pomocnymi
bunkami ako Melanocytmi, Langerhansenovymi bunkami a Merkelovymi bunkami. Jednotlivé
keratinocyty tvoria smerom k povrchu viacero morfologicky odlisSnych vrstiev s rasticim
podielom keratinizacie t.j. so zvySenym obsahom bielkoviny keratinu v nich. Vlastné¢ bunky
epidermis su prepojené dynamicky sa vyskytujicimi desmozémmi umoznujicimi kontaktu
jednotlivych buniek a ich pohybu smerom k povrchu koZze.® V poslednom $tadiu sa odlupuju
vo forme Supin. Hovorime o istom zivotnom cykle bunky, ktory zabera v priemere 2-4 tyzdne.
Stcastou su aj rohovinové derivaty ako chlpy (lat. pilli), nechty (lat. unguis, gr. onyx) a kozné

7lazy.” Schematicky popis epidermis mdZzeme vidiet' na obrazku 2.

STRATUM
CORNEUM

STRATUM
GRANULOSUM

STRATUM
SPINOSUM

STRATUM
BASALE

o B : © Eucerin®

Obrdzok 2 Schematicky nakres ludskej koze s blizsie nacrtnutou stavbou epidermis. Na obrazku mézeme

.....

lucidum, ktoré nie je nutne pritomné vo vietkych oblastiach koZe. Prevzaté z eucerin.sk/o-kozi/zakladne-

informacie/struktura-a-funkcie-koze.
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Epidermis je tvorena:

e Stratum germinativum- zarodoc¢na vrstva ktora sa d’alej sklada zo:

o Stratum basale (cylindricum) - jednobunkova vrstva nasadajuca na bazalnu
membranu, v ktorej ako jedinej prebicha aktivna proliferacia a vznik novych
buniek

o Stratum spinosum - tvorena 2-5 vrstvami novo vzniknutych buniek typického
splosteného tvaru

e Stratum granulosum - tvorend 1-3 vrstvami buniek s typickymi granulami
keratohyalinu (prekurzor keratinu). Bunky sa d’alej diferencuju a podliehaju apoptoze.

e Stratum lucidum - Casto nendpadna tenka vrstva, vyrazne pritomna hlavne v hrubej
kozi (dlane, chodidld), tvorena bezjadrovymi bunkami obsahujucimi eleidin (prekurzor
keratinu).

e Stratum corneum - najvrchnejSia vrstva epidermis tvorend uplne zrohovatenymi
bunkami, postupne sa odlupujicimi vo forme Supin oznaCovanymi ako stratum

disjunctum.’

Histologicky rez popisujuce vSetky vrstvy epidermis mézeme vidiet’ na obrazku 3.

Obrdazok 3 Histologicky rez ludskou kozZou. Jedna sa o longitudindlny rez hrubou koZou na nohe. Na
obrazku mézeme vidiet zdkladnych 5 vrstiev epidermis. Cervend Sipka ukazuje na epidermalny hreberi
(z anglického epidermal ridge), oranzova Sipka na dermalnu papilu. Ed znaci epidermis; De, Dermis,
Sb, stratum basale; Ss, stratum spinosum,; Sg, stratum granulosum, Sl, stratum lucidum; Sc, stratum

corneum; Sd, (potné Zlaza, z anglického Sweat gland duct).’
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2.3 Stratum corneum

Najvrchnejsiu vrstvu epidermis tvori Stratum corneum (SC). Jedna sa v podstate
o integrovany ochranny systém, ktory umoziuje Zivot na susi.'>!'* Hlavnou funkciou SC je teda
ochrana tela pred excesivnou transepidermalnou stratou vody (TEWL, z anglického

transepidermal water loss) a taktiez ochrana pred vstupom roznych $kodlivych latok do tela.'®

2.3.1 Stavba SC

SC sa da popisat’ ako 10-25 vrstevny, cca 15 um hruby systém, ktory sa sklada z
ploskych a zrohovatenych buniek - korneocytov.!® Pre tento popis sa ¢asto pouZiva aj
zjednoduseny model tzv. ,,tehal a malty*, kde ,,tehly* zastupuju korneocyty a ,,maltu* lipidova
matrix.!” '® Tento popis je znazorneny na obrazku 4.
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*a -
-
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T 4 Hydrolipidicky film
- b
4 = - - —
: — — - —
—_—‘ - — - - . e '-—:':-"T_—E:_'—-—' Dp—— L__Lq:
n ! ._“_'_ﬂ.._,_ o ¢ —— I — -
—= Lipidy rohové vrstvy —,
i - - E——— - - ke iy
g .. Zrohovalélé buriky = -
Rohova - Tl S
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e TGRGRRE e —— - e—
-l,....__; B0 Wiy ‘o nEEGS s~ f.—
\ <0 E 4
& o o 7\; - .
o o Ochrana proti ztraté
€ o  vody

Obrazok 4 Schematicky nakres Stratum corneum (SC). Na obrazku mozeme vidiet zdakladny princip
stavby SC a taktiez pochopit model ,,tehal a malty . Na obrdzku su demonstrované aj dve zdkladné
funkcie SC a to ochrana pred vstupom skodlivych latok do organizmu a zabranenie excesivnej strate
vody a tym naruSenie vnutornej homeostdzy. Prevzaté z eucerin.sk/o-kozi/zakladne-

informacie/struktura-a-funkcie-koze.

Korneocyty st ploché vysoko diferencované bunky hexagonalneho tvaru o dizke 30-
40 um, pdvodom z eosinofilnych keratinocytov.® V cytoplazme korneocytov nie je pritomné
bunkové jadro ani bunkové organely. Namiesto toho cytoplazmu tvori husta fibrézna splet’

zosietovanych proteinov zo skupiny keratinov.’
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Korneocyty st naviac medzi sebou prepojené pomocou desmozémov, ktoré si tvorené
bielkovinou corneodesmosinom. Na povrchu si pokryté tzv. korneocytalnou obalkou (CE,
z anglického corneocyte envelope), ktord zabezpecuje spevnenie celého mnohovrstevného
systému. Tato krycia vrstva zasahuje hlboko do cytoplazmatickej membrany korneocytov a je
tvorend zosietovanou zmesou bielkovin. Konkrétne sa jedna o bielkoviny ako involukrin,
envoplakin, lorikrin, SPR, elafin, fillagrin, cystatin A a iné.®!""' Schematicky nakres

korneocytalnej obalky mézeme vidiet’ na obrazku 5.

KERATIN FILAMENTS KERATIN FILAMENTS

FILAGGRIN

CYTOPLASMIC
SURFACE

LORICRIN ( 8%
SPR 1/SPR2 [ S -4
PROELAFIN “-»* - 4
CYSTATIN A ‘\
INVOLUCRIN ‘

S
Nl

PERIPLAKIN oy
DESMOPLAKIN

LIPID ENVELOPE

INTERCELLULAR
LIPIDS

Obrazok 5 Schematicky ndkres korneocytdlnej obdlky aj s proteinmi."”

2.3.2 Lipidy v SC

Na mnohovrstevny systém CE je kovalentne viazana vrstva lipidov tzv. korneocytalna
lipidova obalka (CLE, z anglického corneocyte lipid envelope), ktora sluzi ako predloha
tvorby intercelularnej (medzibunkovej) lipidovej matrix.?’ Tato medzibunkova hmota je
tvorena hlavne zmesou ceramidov (okolo 50 %, m/m %), vol'nych mastnych kyselin (FFA, z
ang. Free fatty acids, 10-20 %) a volného cholesterolu (Chol, 25 %), ktora je doplnend
ostatnymi zloZkami ako estery cholesterolu a cholesterol-sulfat (CholS). V menSom mnoZstve
st v SC obsiahnuté aj prekurzory epidermalnych Ceramidov ako napriklad, glukosylované-
ceramidy (GlcCer), sfingomyeliny (SM) ainé.> Na obrazku 6 moZeme vidiet snimok

z elektronového mikroskopu zobrazujuci CE a CLE.
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Obrazok 6 Snimok z elektronového mikroskopu. Velky obrdzok korneocytalna obalka (CE) bez vrstvy
korneocytalnej lipidovej obalky (CLE). Maly obrdazok vliavo hore CLE spolu s CE.*'

Napriek tomu, ze vyssie spominana lipidova matrix tvori len 20 % celkovej hmotnosti

SC je povazovana za esencialnu zlozku koZe potrebnu pre spravnu funkciu koznej bariéry.!”

Taktiez zlozenie a molekuldrne usporiadanie lipidovej matrix je pre spravnu funkciu
SC zésadné a jej dysregulacia mdze viest k réznym patologiam ako napriklad atopicka

dermatitida.??

2.3.3 Organizicia lipidov v SC

Lipidova intercelularna matrix v SC ma vel'mi Specificka 3D Struktaru. Jej organizacia
a funkcia stale nie je uplne pochopena a je predmetom vyskumu. Existuji dva principy ako
mozeme lipidovll matrix popisovat’ a to z pohl'adu lamelarneho alebo lateralneho usporiadania.

(vid Obrazok 7)

Lateral organization

{}, Orthorhombic

5 5 dered, densel ked!
Human epidermis (ordered, densely packed)

; Hexagonal
A+ (ordered, less densely packed)

Human stratum corneum:
Bricks (corneocytes) and
Mortar (lipid matrix) model

| Liquid
71 (disordered)

Lipid layers (lamellae)
in belween corneocytes

(LPP) (SPP)

Obrazok 7 Struktiira ludského SC a detailny popis lameldrnej a laterdlnej stavby lipidovej matrix*
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Lamelarne usporiadanie SC

Cer spolu s Chol, FFA, CholS a ostatnymi zlozkami lipidovej matrix SC prirodzene
vytvaraji lamelarne Struktury. Cer maju ovel’a mensiu polarnu hlavu, dlhSie ret'azce a mensi
pocet nasobnych vézieb nez fosfolipidy. Prirodzene Cer netvoria dvojvrstvy ale prave
popisované viacvrstevné Struktiry (lamely). Cer orientuju svoje hydrofobne ret’azce do vnutra

lamiel a polarne hlavy smerom von.?® Na obrazku 8 mozeme vidiet intercelularny priestor aj

4,24

s charakteristickym lamelarnym usporiadanim.

Obrazok 8 Interceluldrny priestor SC tvori typicku lamelarnu strukturu medzi dvoma korneocytmi.

Zobrazenie pomocou kryo-elektrénovej mikroskopie.?

Vzniknuté lamelarne Struktiry delime podl’a ich Sirky. Lamely, ktoré maju Sirku 11,9-
13,1 nm oznacujeme ako dlha periodickd faza (LPP, z anglického long periodicity phase)
a lamely so Sirkou 5,3-6,4 nm ako kratka lamelarna faza (SPP, z anglického short periodicity
phase). Nakres a popis tychto lamelarnych faz mozeme vidiet’ na obrazku 7. Medzi hlavné
metody Studia lamelarneho usporiadania lipidovych membran patri Rontgenova a Neutronova

difrakcia.>>¢
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Lateralne usporiadanie SC

Organizaciu lipidov v lamelach mozeme taktiez popisovat’ z pohladu lateradlneho
usporiadania. Pozndme tri typy takéhoto usporiadania. Tesné a pevné Orthorhombické
usporiadanie (Obrazok 9A) retazcov v all-trans (syn. Cik-cak) konformadacii, ktoré prakticky
neumozinuje ich rotaciu ani ich laterdlne pohyby (napr. difuzia). Vol'nejSie Hexagonalne
usporiadanie (Obrazok 9B), ktoré uz rotaciu a mobilitu lipidov umoznuje, a kvapalne-

krystalicki fazu v ktorej je vicsina retazcov vo volnej Gauche konformacii.****’

Obrazok 9 (A) Lateralne usporiadanie retazcov Cer do Ortorombickej mriezky (horny obrdazok) v all-
trans konformacii (dolny obradzok), (B) Lateralne usporiadanie retazcov Cer do Hexagonalnej

mriezky (Horny obrazok) v tzv. Gauche konformdacii (dolny obrdzok).*’

V zdravom ludskom SC moZeme ndjst vSetky tri fadzy avSak najtesnejSie
Orthorhombické usporiadanie prevazuje.”® Napriek tomu, 7e kvapalne-krystalicka fiza sa

vyskytuje minimalne moze dodavat’ kozi elasticitu ako tomu je u bunkovych membran Zivych

buniek.?

Jednou z najcastejSich metdd pre Studium lateralneho usporiadania SC je infracervena
spektroskopia zoslabeného odrazu spojend s Fourierovou transformaciou (ATR-FTIR

spectroscopy)?’, ktora bola pouzita aj v Experimentélnej ¢asti tejto prace.
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2.4 Ceramidy
Ceramidy (Cer) patria do rodiny sfingolipidov, teda latok odvodenych od sfingozinu.
Ich funkcia v organizme je vel'mi Siroka a doteraz este nie Gplne pochopena. Intracelularne sa

Cer podielajii na regulaénych a adaptaénych bunkovych procesoch.!*? Extraceluldrne ich

31,32 33,34

funkciu nachadzame na r6znych miestach v nervovom systéme’ - alebo koznej bariére.

2.4.1 Nomenklatara a chemicka Struktara

Cer sa skladaju zo sfingoidnej bazy a acylového retazca. Chemicky sa teda jedna
o amidy mastnych kyselin a bazického aminoalkoholu s dlhym retazcom (14-28C).° V tejto
dobe pozname 4 typy zakladnych sfingoidnych baz a to sfingozin (S), fytosfingozin (P),
dihydrosfingozin (dS) a pre tuto pracu najpodstatnejsi 6-hydroxysfingozin (H). Primarna
amino skupina tychto sfingoidnych baz je acylovana nenasytenou (N), a-hydroxylovanou (A)
alebo w-hydroxylovanou (O) kyselinou. Cer mozu byt dalej esterifikované v w-polohe
kyselinou linolovou (za vzniku w-esterifikovanych acylov, EO)* alebo v polohe 1
nesubstituovanou kyselinou za vzniku 1-O-AcylCer.*® Relativne zastapenie vietkych typov

epidermdlnych Cer moZeme vidiet na obrazku 107 a truktary zakladnych Cer na obrazku 11.

NDs ADS EOS
EODS 0.4% 9.8% 1.6% 6.5%

NS 7.4%

OH 0.4%
AH 10.8% AS 9.6%
OS 0.7%
EOP 1.1%
NH 14.5%
EOH 4.3% NP 22.1%

—

OP Ap
0.2% g8.8%

Obrdzok 10 Koldcovy graf zndzoriujiici relativne zastipenie zdkladnych epidermdalnych Cer.’’

Dizka acylu sa moze lisit’ v zavislosti na polohe v 'udskej koZi. Vieobecne by §lo tvrdit,
7e dizky acylov Cer v 'udskom SC sa pohybujii od 16 do 36C. Pre spravnu funkciu I'udskej

koze je ddlezita pritomnost’ polarnych funkénych skupin ale aj dizka retazcov.'®
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Ceramidy s nesubstituovanym acylom (N)
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Obrazok 11 Prehlad zakladnych 12 typov Cer



Existuje niekol’ko nomenklaturnych pristupov pre tieto Struktiry. Najpouzivanejsi je

viak systém podla Motty, ktory popisuje Cer kombinidciami vyssie uvedenych pismen.®

Nézov vznikéd priradenim prislusného pismena sfingoidnej bazy k pismenu acylu. Teda pri

oznaceni Cer AP nam vznika Ceramid odvodeny od fytosfingozinu (P), ktorého acyl je tvoreny

a-hydroxylovanou (A) mastnou kyselinou. Obdobne mézeme vytvorit’ nazvy vsetkych 12-tich

zédkladnych podtried Cer.’

Cer EOdS/EOS (n/a /Cer 1)

Cer NdS/NS (Cer 10/ Cer 2)
Cer EOP (Cer 9)

.- Cer NP (Cer 3)

Cer EOH (Cer 4)
Cer AdS/AS (Cer 11/ Cer 5)

Cer NH (Cer 8)

Cer AP (Cer 6)
Cer AH (Cer 7)

Nomenklatira podl'a Motty, bola navrhnuta uz
vroku 1993°® anésledne doplnena v roku
1994%° a2014.° Toto nazvoslovie nahradilo
povodnu  Ciselni nomenklataru,  ktora
pomenuvala Cer priradenim ¢isla podla
hodnoty Rf pri chromatografickom rozdeleni
epidermalnych Cer na HPTLC (High
performance thin layer chromatography)
doskach. Pomenovanie podla tohto systému
modZeme vidiet' na obrazku 12 v zatvorkéach.*°
Kedze so zlepSenim analytickych metdd boli
objavené nové typy Ceramidov, stary systém

nomenklatiry uz nebol prehl’'adny.

Obrazok 12 Rozdelenie Epidermalnych Ceramidov na HPTLC a pomenovanie prislusnych Cer

pomocou dvoch nomenklatur. Pred zatvorkou je nazov podla Motty a v zatvorke podla predosiého

ciselného nomenklatirneho systému. Cer EOdS nemd ciselné oznacenie.”

Dodatocne mdézeme do ndzvu Cer doplnit’ aj informaciu o dlzke retazca a pocte

dvojnych vizieb. Plati, Ze na prvom mieste sa uddva informadcia o sfingoidnej baze a na druhom

o acyle.>® Takymto $tylom nam vznika napr. Cer NH (t18:1, 24:0), teda Cer tvoreny 6-

hydroxysfingozinom o dizke 18C a nasytenou mastnou kyselinou o dizke 24C (vid’ priklad 1).

HO, X
HO Cer NH (t18:1 24:0)
NH

Priklad 1 Pomenovanie Cer podla Motty s dodatocnym pomenovanim dizky retazca
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2.4.2 De novo Biosyntéza Ceramidov

De novo biosyntéza Cer ma Specialne postavenie na pomedzi dvoch biochemickych
drah ato metabolizmu mastnych kyselin aaminokyselin a prebicha hlavne na
endoplazmatickom retikulu.*' Typicky tato draha za¢ina konjugiciou L-Serinu a Palmitoyl-
CoA. Reakcia prebiecha za katalyzy pyridoxal-6-fosfat dependentnym enzymom Serin
Palmitoyl transferdza (SPTLC), za vzniku 18C sfingoidného skeletu, 3-Ketodihydrosfingosinu
(3-KDS). Jedna sa otzv. rate-limiting step, Cize reakcia urCujuca rychlost’ celkovej

biosyntézy.*?

Popis de novo biosyntézy Cer mo6Zeme vidiet’ na obrazku 13.

o)
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HO o + C°A\SW

NH;

® Palmitoyl-CoA
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€O, + CoA-SH Pyridoxal- 5'-fosfat
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o . . .
3-Ketodihydrosfingozin
NADPH + H+

NADP+

NH,
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A W
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DihydroCeramid
Cer NdS

0, + NADPH + H+ 0, + NADPH + H+
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S Y OH
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Obrazok 13 De novo biosyntéza zakladnych typov Cer
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V dalSom kroku enzym 3-ketodihydrosfingozin reduktiza (3-KDSR) vel'mi rapidne
redukuje C3 karbonylovi skupinu 3-KDS na alkoholickt za vzniku dihydrosfingozinu (dS).*
dS dalej sluzi ako substrat pre rozlicné (dihydro)Ceramid syntdzy (CerS), ktoré katalyzuju
pripojenie Acylu mastnej kyseliny na primarnu aminova skupinu dS. Doposial’ bolo
identifikovanych 6 podskupin CerS (CerS 1-6), ktoré sa liSia mierov expresie v roznych

tkanivach (vid’ Obrazok 14). Aj napriek tomu, ze sa substraty tychto enzymov prekryvaju,

spidijobuiyds xajdwod

vykazuje kazdy enzym preferenciu voéi dizke acylu, pripadne stupni nenasytenosti.**4¢
Kidney il de novo , salvage
Testis 1 ING_—— dHSph : Sph
Prostate{ NN 1N !
Skeletal muscle1 | . ‘ : ‘
Liverd | | 4 Cer dHCer Cer
e =z g L oo B goi
#  LeucocytesTnnl M mmces3 % C16 <= C16 C16
2 Brain- 1T TN %gergg §’ C18 = C18 c18
nf I T =
- mai:\:q mCerss @ C20 <= C20 C20
2 C22 4= C22 C22
Thymus ] Tl g
Spleen 1 g C24 &= C24 C24
Lymph node I NI C26 4= C26 C26
Intestine{_____— 1 [N

0 25 50 75 100
Relative expression
(%)
Obrazok 14 Schéma vlavo: Relativne rozlozenie expresie Siestich izoforiem Ceramid Syntdz (CerS 1-6)
v zavislosti na type tkaniva. V kozi sa jedna hlavne o expresiu CerS3 a CerS4. Schéma vpravo: Afinita CerS
k roznym acylom mastnych kyselin. V koZi najviac exprimované enzymy CerS3 a CerS4 maju vyssiu afinitu

k dihsim acylom C18 az C24 c¢o sa odzrkadluje aj na dizke retazcov vyslednych epidermdlnych Cer.*

Poslednym krokom je uprava sfingoidnej casti. Cer odvodené od sfingozinu ziskavaji
trans-dvojnu vazbu na C4-C5 pdsobenim desaturazy 1 (DEGS1). Tento enzym v prvom kroku
vnesie do pozicie 4 hydroxylova skupinu, ktord je nasledne dehydratovana za vzniku C4-C5
dvojnej viizby.*"*® Cer odvodené od fytosfingozinu st za pomoci enzymu desaturazy 2 (DES2)
hydroxylované v pozicii C4. Enzymy zodpovedné za syntézu Cer odvodenych od

6-hydroxysfingozinu zatial’ neboli objavené.>*
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2.4.3 ,Salvage pathway* biosyntézy Ceramidov

Okrem spominanej de novo biosyntézy su predmetom S$tudia aj alternativne cesty
tvorby Cer. Tato drdha prebieha hlavne v kyslych subcelularnych kompartmentoch ako st
lyzozoémy a pozdné endozémy. Na zaciatku tejto drahy stoja GlcCer, komplexné sfingolipidy
(Glykosfingolipidy) a SM. Tieto sfingolipidy pochddzaju hlavne z cytoplazmatickej
membrany. Biochemicky sa jednd o recyklaciu komplexnych sfingolipidov ,naspit™ na
sfingozin. Takto vzniknutd sfingoidna baza je acylovand CerS za vzniku Cer. Je nutné
podotknut, ze na rozdiel od de novo biosyntézy, do acylacnej reakcie namiesto
dihydrosfingozinu dS vstupuje sfingozin. Dokonca je ,,salvage pathway* hlavnym zdrojom
vol'ného S v cytoplazme, kdezto va¢sina vol'ného dS pochadza zo syntézy de novo. To do ake;j

miery tato dréha prispieva k tvorbe koZnej bariéry zatial’ nie je zname.>°

2.4.4 Sfingomyelinazova draha biosyntézy Ceramidov

Tretou drédhou biosyntézy Ceramidov je tzv. Sfingomyelindzova draha. Ako nazov
naznacuje tato dréha spractiva sfingomyelin obsiahnuty v bunkovych membranach priamo
na Cer. Jedna sa o hydrolyticky rozklad SM na Cer a fosforyl cholin za katalyzy enzymov zo
skupiny sfingomyelindz. RozliSujeme dva zidkladné typy tychto enzymov, kyslé
sfingomyelinazy (aSM) a neutralne sfingomyelinazy (nSM). Tieto enzymy sa liSia svojou

stavbou, kofaktormi a taktieZ svojou lokalizaciou v bunke.’!

Prehl'ad vSetkych drah a taktiez metabolizmu Cer mdzeme vidiet’ na obrazku 15.

_~de novo synthesis-._

athwa |
iy P y i GlcCer|—» —+ gangliosides
7 N\ (GM2, GM1...)
' sphingosine CerS ceramide\ - 4
) SMS - plasma y,
ceramide ..-_"'/ L
3-ketodihydro- \ 4 -, mem brane._i_, i
. sphingosine \ g sﬂgig L e
‘ CDase‘ CerS \ ) e ;
‘ SR : - \SMase pathway ., i
\ palmitoyl-Co, ), . 5 A
Sth$ *SPPa se sph,ngosme pr 0 '
\ ER salvage pathway  |ysosome /
S1P lyase ‘ d i

Obrazok 15 Popis vsetkych troch drah biosyntézy Cer. Na obrazku je mozno vidiet aj cestu degraddacie
Cer cez rozklad na sfingozin, forsforylaciu na sfingozin-1-fosfat (SIP) a v dalsom kroku rozklad az na

konecné produkty hexadekandl a fosfoetanolamin.>
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2.4.5 Ceramidy a vznik koznej bariéry
Vznik koznej bariéry je spajany s vytvorenim spravnej intercelularnej lipidovej matrix.
Tento proces zacina uz v stratum basale pokracuje cez stratum granulosum az po SC a je

zobrazeny na obrazku 16. Cely proces moézeme rozdelit’ do 4 krokov.

1.) Prvym krokom je syntéza lipidov. Z ddvodu nizkej rozpustnosti v cytoplazme
a taktiez prevencie cytotoxickych ucinkov st Cer d’alej procesované v Golgiho aparate na

Glukosylované Cer (GlcCer) a Sfingomyeliny (SM).’

2.) V kroku druhom prebieha tvorba lamelarnych teliesok. Tieto lamelarne telieska st
sekretorne organely v ktorych st ulozené vsetky epidermalne lipidy, GlcCer a SM ale taktiez
katabolické enzymy. Porucha v tvorbe tychto organel spdosobuje rozne typy Harlekynskej
ichty6zy. Tieto patoldgie st sposobené mutdciou v géne pre transportny protein ABCA12,

ktory je znazorneny na obrazku 16.%

3.) Tretim krokom je transport a splynutie lameldrnych teliesok s plazmatickou
membranou korneocytov a vyliatie obsahu teliesok do intercelularneho priestoru. Tento krok

prebieha priblizne na irovni stratum granulosum.

4.) Poslednym krokom je premena polarnych lipidovych prekurzorov na finédlne
nepolarne epidermalne lipidy. Tato premena spociva v prevedeni prekurzorov ako GlcCer za
katalyzy GlukoCerebrosidazou a SM za katalyzy Sfingomyelindzou na Cer. Fosfolipidy su

prevedené na vol'né mastné kyseliny za katalyzy fosfolipazou.

‘ Lamellar Membrane Formation |

Extracellular e >
(interstices) Cer. Chol. FFA -

PM —
(apical)

Processing

ornified Envelope (CE)

CLE Formation

GlcCer SM

Intraceliufar
(Stratum granulosum)

Glc

::> Cer
Cer CLE
w
Acylo O\
+ CE ;
proteins ¢
ABCA12 ., proteins

Obrazok 16 Nazorny nakres vzniku koznej bariéry. CS - Cholesterol-sulfat, PL - fosfolipidy LB -

lameldrne teliesko.”
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2.5 H-Ceramidy

H-Cer st latky odvodené od 6-hydroxysfingozinu (H) a v nomenklatire podl'a Motty
im je priradzované pismeno H.® Typicky nachddzame sfingoidné bazy rozsirené po celom
tele, avsak (H) bol zatial’ pozorovany iba v kozi.** Doteraz nie je pochopené preco 'udska
koza syntetizuje tieto latky s vy$$im poctom hydroxylovych skupin, ktoré zvysuju polaritu

inak nepolarnych latok.

2.5.1 Objav (H) a H-Cer

Prvy krat boli nezvy€ajné sfingolipidy s troma hydroxylovymi skupinami popisované
uz v roku 1989.3* Pozicia tohto hydroxylu bola viak predpokladana na C4. V roku 1992 boli
publikované data, ktoré ukazovali na pritomnost’ trojhydroxylovanych mononenasytenych
sfingoidnych béaz, konkrétne (t17:1, t18:1, t20:1). Poloha tretej hydroxylovej skupiny
v polohe C6 bola objavena v roku 1994. Skupina Donalda T. Downinga na zaklade NMR
spektroskopie lipidov v SC taktiez popisala nové Cer, odvodené od tejto C6 hydroxylovanej
sfingoidnej baze a navrhla pridat’ pismeno (H) do nomenklatary podl'a Motta. Takto popisané
H-Cer teda dostali ndzov Cer EOH, Cer AH a kovalentne viazany Cer OH.*° V roku 1995
rovnaka skupina taktiez reportovala objav signifikantnych hladin (H) v l'udskej epidermis (az
15 % celkovych sfingoidnych baz). Posledny clen tejto rodiny Cer NH, bol objaveny v roku
1999, taktiez Downingovou skupinou.’® Problematickou pre objav tohto Cer bola rovnaka
retencia CerAS s Cer NH (izoméry, rovnaky poc¢et OH skupin a nadsobnych vizieb). Teda pri
rozdeleni jednej ,,Skvrny* Cer AS na dve pomocou zvysenia polarity HPTLC systému mohol

byt popisany novy CerNH, ktory predstavuje okolo 9 % celkovych Cer v SC (vid’ Obrazok

[.u:u-l

56,57
17). +— front 1 CerfAP)  carEoH) a)
a0 CerAH) “"’“5]',/ CeriNS)
Chol ~\!
‘,--—"" o CarNP) CerlEOS)
PA ]
. : : :
«— cer{Hs] 8 18 2] ] ® o
«— Cer(NP) —— P b.)
<+— Cer(AS) el comay | B Cot ey
\\ &
{double peak T'f”’:l}P
il 07 Al
- origin rt _}

] (5] ZI! 3‘3 L L] tanl

Obrazok 17 Na HPTLC doske vlavo mozeme vidiet rozdelenie epidermdalnych Ceramidov pacienta
s atopickou dermatitidou. Vpravo vidime dva chromatogramy ziskané denzitometricky z dosky
vlavo. Na chromatograme a.) vidime zaznam s povodnymi chromatografickymi podmienkami a b.)

rovnaky extrakt s polarnejSou mobilnou fazou. Na chromatograme je vidiet rozdelenie piku CerAS
na dva piky Aa B.*
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2.5.2 Bioorganicky pohl'ad na H-Ceramidy
Ako je uvedené na zaciatku tejto kapitoly H-Cer st unikatne tym, Ze namiesto

sfingozinu je ich aminova ¢ast’ molekuly tvorena 6-hydroxysfinozinom (vid’ Priklad 2).

OH

- CyoH

HO/Y\/\( 12H25
NH, OH

Priklad 2 Struktira 6-hydroxysfingozinu
(28,3R,4E,6R)-2-aminooktadec-4-én-1,3,6-triol alebo 6-hydroxysfingozin (H) mé na
rozdiel od ostatnych sfingoidnych baz naviac jednu hydroxylovu skupinu v polohe C6. To ako
je do molekuly tato alkoholova skupina vnesena in vivo nie je spolahlivo dokazané, avSak

predpoklada sa i¢ast’ enzymu podobnému Desaturaze 2 (DEGS2).°

Pridanim tejto allylickej hydroxylovej skupiny v molekule vznika d’alSie centrum
chirality. Plati, ze vSetky sfingoidné bazy cicavcov st v usporiadani D-erytro, v absolutnej
konfiguracii (25, 3R) (aZ na fytosfingozin, ktory ma absolutnu konfiguraciu (25, 3S) z dovodu
zmeny priority substituentov). Absolutna konfiguracia (H) bola dok4zand az pri porovnani
H' NMR spektier synteticky pripravenych acetylovanych (6S) a (6R) derivatov H-Cer
a acetylovanych derivatov prirodnych H-Cer.’®* Finalna konfiguracia (H), vyskytujiceho sa

v T'udskej kozi, je teda (25, 3R, 4E, 6R).

2.5.3 H-Cer a kozné ochorenia

Zlozenie a usporiadanie lipidov v SC u zdravych jedincov sa ¢asto 1isi od tych s koznou
patolégiou. Ked'Zze Cer tvoria az 50 % vSetkych interceluldrnych lipidov v SC je logické
domnievat’ sa, ze porucha ich funkcie moze viest ku koznym abnormalitam. Vykyvy v
hladinach Cer boli opakovane pozorované v pripade roznych koznych ochoreni. Priklady

tychto ochoreni mézeme vidiet’ v tabulke 1.

Ochorenie Zmena hladiny epidermalnych Cer

Lamelérna Ichtyoza Cer NP|, Cer EOS |

Psoridza Cer EOP|, Cer NP |, Cer AP|, Cer ASt, Cer NST

Nethertonov syndrom Cer EOH|, Cer EOS|, Cer EOP|, Cer EOdS |, Cer
NP|, lipidy s kratkymi retazcamif, nenasytené
lipidy |

Atopicka dermatitida Cer EOH|, Cer NH|, Cer EOS|, Cer EOP,
Cer AHT, Cer AST, Cer AP?, Cer AdS?t

Tabulka 1 Priklady koznych ochoreni asociovanych so zmenou v zloZeni epidermdalnych
lipidov*
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Celkovo znizené hladiny Cer v SC boli popisované v pripade pacientov s atopickou

dermatitidou. %320

Ugast’ H-Cer v koznych ochoreniach bola popisovana hned’ od ich objavenia. Najprv
bola pozorovand 5-ndsobne znizena koncentracia 6-hydroxylovanej sfingoidnej bazy,
konkrétne t20/1, v kozi s atopickou dermatitidou (AD). V suchej kozi bol pozorovany pokles
Cer EOH, Cer EOS kompenzovany zvysenou hladinou Cer NS a Cer AS (CerNH nebol
popisovany a mohol teda koeluovat s CerAS).! Markantne znizené hladiny kovalentne
viazanych Cer a taktieZ vol'nych Cer ako Cer EOH, Cer AP boli namerané v koZi pacientov s
AD.*? Pomocou LCMS bola dok4zan4 zniZen4 hladina Cer EOH, EOS, EOP a zvy$en4 hladina
CerAP a CerAH v koZi s AD.® Taktiez bola dok4zana korelacia medzi znamymi prediktivnymi
faktormi AD (TEWL, zavaznost’” ochorenia podla SCORAD systému, muticiami v géne
koédujucom fillagrin) a zloZzenim Cer v SC. Takto boli asociované znizené hladiny Cer NH, Cer
EOH, Cer NP, Cer EOP a zvysené hladiny Cer AH, AS a NS s vyskytom atopickej dermatitidy.
Naviac bolo dokazané, e aj dizka retazcov tychto Cer moze byt’ spolahlivym ukazovatelom
funkcie koZnej bariery.%* Tieto data poukazuju na skutocnost’, Ze suplementacia Cer v SC moze

byt’ v budiicnosti pouzita k liecbe koznych ochoreni.

Okrem celkového zlozenia lipidov v SC atopikov boli popisané aj zmeny v
epidermalnom metabolizme. Zo sfingolipidového metabolizmu sa ukazuji ako vyznamné
hlavne enzymy sfingomyelin (SM) deacylaza a glukosylceramid (GlcCer) deacylaza, ktorych
zvysena funkcia najviac korelovala s vyskytom AD. Priklad 3 popisuje mozny mechanizmus

tejto korelacie.5%6°

Normalna funkcia SC | Poruchy funkcie koze

1~
OH

OH OH OH o
i H
o OH R-Glukozidaza R-Glukozidaza o
Ho ow HO Z>R  HO AR e s e OWR
Ho OH ® HN_ R HN_ R A HO OH HN. R
HN R
hig hig N
o GlukoCeramid ) o Epid(e)rmélne GlukoCeramid o
Glukosylované Ceramidy .~ deacyldza Epidermalne l Ceramidy deacylaza Glukosylované Ceramidy
\A Ceramidy
OH OH OH OH
HO o HO o
H;%/OWR o OWR
OH NH, OH NH,
Psychozin l Psychozin

Priklad 3 Viavo vidime fyziologicky stav pri ktorom sa z GlcCer odstiepenim cukorného zbytku uvolnuje Cer. Vpravo
je znazornené ako zvysend aktivita GlukoCeramid deacylazy znizuje hladiny prekurzorov Cer metabolizaciou na

psychozin a tym ovplyviuje zlozenie epidermalnych Cer.

29



3.1 Vysledky a diskusia - Syntéza

Ku dnesnému ditu bolo publikovanych 6 syntéz H-Cer. Tieto syntézy mozeme rozdelit’
do dvoch skupin. Prvu skupinu tvoria syntézy, ktoré k tvorbe polarnej hlavy H-Cer vyuzivaju
alkynylaciu (S§)-Garnerovho aldehydu ((S)-terc-butyl-4-formyl-2,2-dimethyloxazolidin-3-
karboxylat, (S)-GA). Do tejto skupiny spada 4 zo 6-tich publikovanych syntéz a tato stratégia
bola vyuzita aj v pripade tejto prace. Prehl’ad a popis syntéz, ktoré vyuzivaju alkynyléciu (S)-
GA je v tabulke 2.

Druhu skupinu predstavuji dve syntézy, ktoré uz vyuzivali kompletne odlisny pristup.

Konkrétne sa jednalo o pristup vyuzivajici syn-selektivnhu Borono-Mannichovu reakciu
6

aziridinovych aldehydov®

katalyzatoru.®’

a syntézu zalozenu na cross-metatéze za pouZzitia Grubbsovho

Autor, Ref. Pocet Celkovy Popis syntéz (R)-alkynolu vid’ schéma 2
reakcii vytazok

(Yadav et al., 10 14,7 % KTIacovy princip tejto syntézy spocival v asymetricke;j

Tetrahedron (syntéza H) Sharplessovej epoxidacii nasledovanej reakciou

Letters, 2003)%® s amidom litnym za vzniku alkynolu, ktory vstupoval
do reakcie s (S)-GA.

(Chun et al., 10 25,0 % Tridekanal bol pomocou Horner-Wadsworth-

Journal of (syntéza H) Emmonsovej reakcie prevedeny na a,f-nenasyteny

Organic ester, ktory bol nasledne asymetricky dihydroxylovany

Chemistry, pouzitim Sharplessovho katalyzatoru. V d’alsich 4-

2003)%° roch krokoch bol pripraveny alkynol, ktory vstupoval
do reakcie s (S)-GA.

(Mori et al., 10 5,0 % Princip tejto syntézy spocival v reakcii tridekanalu

European Journal (syntéza Cer s TMS-acetylénom. Pro ziskanie (6R) konfiguracie

of Organic NH) bola vyuzita stereoselektivna reakcia vinylacetatu s

Chemistry, alkynolom za katalyzy lipdzou PS (Amano). Po

2005)° odchréneni bol ziskany (R)-alkynol, ktory vstupoval
do reakcie s (S)-GA.

Kovacik et al., 9 0,072 % Tato syntéza vyuZivala obdobny pristup so ziskanim

RSC Advances, (syntéza Cer (R)-alkynolu ako predchédzajica, teda oddelenie

2016)"° NH) enantiomérov pomocou lipazy.

Tabulka 2 Prehlad syntéz vyuzZivajucich stratégiu alkynylacie (S)-GA
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Priprava podla (Yadav et al., Tetrahedron Letters, 2003)

(-)-DET/Ti(O-iPr),

Ci2H,sBr/ LiAlH, TBHP
LiNH,/NH, 5
\OH — =  OH —> Cpyy "oH CpHy " Non
CioHss
Ph3P/CCl4/NaHCO3 ¢
TBSCI1
RH — = RTBS | [ Reakeia's (5)-GA <::|\\\/C12H25 LiNH,/NH,
Coy 1 "a
Priprava podla (Chun et al., Journal of Organic Chemistry, 2003)
i AD-mix-f3 /
o (tPrO)zP(O)C.HZCOZEt 0 o NIB{ 0 DMP/TSOH J<
l TEA/LiBr /\)J\ eSO, NH, o
CypHys CizHos OEt Ci2Hys OEt Clezs/j/:
OEt

OH
BuLi/HMPA o
NN J(
[Reakcia s (5)-GA ] <:I \\/Clezs B DIBALl

C,H <0
12Has
/\L NCS/PhP;y
Cl \ J(

Priprava podla (Mori et al., European Journal of Organic Chemistry, 2005) o
a Kovicik et al., RSC Advances. 2016) CIZHZS/\L‘\

OH

TMS-Acetylén Lipaza
n-BuLi VinylAcetat K,CO;
_— -
\C12H25 7z Culls = CuHys \ N
TMS TMS \\/CIZHZS

Tato praca: :

N X
\/Cnﬁzs \/C12H25 |::> (Reakcia s (8)-GA J

~
Cr2Hps
Schéma 2 Popis publikovanych syntéz po reakciu alkynolu s (S)-GA a porovnanie so stratégiou pouzitou
v tejto prdci.
Spolo¢nym menovatel'om tychto syntéz bola reakcia (R)-alkynolu s (S)-GA, ktord nas
privadza k stratégii vyuzitej v tejto praci.
Stratégia pre novu syntetickd cestu, pouZitl v tejto préci, spocivala v obideni lipdzovej

reakcie ateda nareakcii racemického (R/S)-alkynolu s (S5)-GA andaslednou izolaciou

pozadovaného diastereoméru pomocou stlpcovej chromatografie (vid’ schéma 3). .
OH
. - OH

% o TBS o terc-BuLi S ‘

0\ / HMPA _ o % bt [ °

+ THF NBoc & =12728 3 0 X CizHzs L

Ci2Hzs Eoc X NBoc
OTBS oTBS
Chraneny racemicky (S)-GA Pozadovany diastereomér Ostatné diastereoméry
R/S alkynol (3S,4R,6R)

I

Schéma 3 Stratégia syntézy pouzita v tejto v praci. Vpravo mozeme vidiet' Rf vietkych 4 diastereomérov,
pricom Ziadany Rf je vyznaceny zelenou farbou.
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3.1.1 Schéma syntézy

Ciel'om tejto prace bolo pripravit H a H-Cer. Celé syntéza pozostavala z dvoch Casti:

1.) Syntéza H a 2.) acylacné reakcie za vzniku H-Cer. Celkovy prehlad syntézy aj s Ciselnym

oznacenim jednotlivych produktov mozeme vidiet na schéme 4.

j TMS/ T™S TBScl H T
OH 0-
CioHaos \r\‘ \lj Imldazol \l: TBS
terc-BulLi Ci2Hzs C12H2s (3) Cq2Hzs
HMPA
(1) (2)
terc-BulLi
K,CO f
| 295 #Boc HMPA
(S)-GA
1.) (Et0);SiH OH OH
9“/ o [CPRU(CH3CN)3]PF6 TBAF =
127125 -—m A
CyoH o) N
%NBoc 2.) TBAF A,NBoc 127725 A/’\N‘;‘)C\(C”st
) (4 ©O-1BS
o)
TFA HOKC23H47 gH
EDC, HOBt Ho/\{\/\(cﬂ"'zs CerNH, (8)
NH
oH OH
HOWYCWHZS —_ ?J\ (0] CyoHus
NH, OH HO™ "Cy;D47 OH
EDC, HOBt = C..H
ay ——— HO N2 GerNb-dg, (9)
NH D OH
0 g D
Ho”\gczzHu C22D45
OH OH
EDC, HOBt =
L e HO A~ CiHas ceran, (10)
NH
OH OH
0 C22H45

Schéma 4 Prehlad syntézy H-Cer pouZitej v tejto praci. Pri Strukturach v zatvorke je ciselné
oznacenie jednotlivych produktov.
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3.1.2 Syntéza 6-hydroxysfingozinu

Syntéza H vychédzala z reakcie komer¢ne dostupného tridekandlu s TMS-acetylénom
v prostredi n-BuLi za bezvodych podmienok pri -78 °C. Téato reakcia neposkytovala
pozadovany vytazok a tak bola optimalizovana. Optimalizacia spocivala vo zvySeni bazicity
reakénej zmesi obmenou n-Buli za reaktivnejsi ferc-Buli a pridavkom silnej Lewisovej bazy
HMPA (hexamethylfosforamidu). Pridavok HMPA mal za ucinok tvorbu tzv. SIPs, z
anglického Solvent-separated ion pairs, teda monomérnych jednotiek nukleofilov s vysokou

energiou a reaktivitou.”! Tvorbu tychto jednotiek méZeme vidiet na schéme 5.

L, HMPA/THF

terc-Buly .~ t€rc-BU ———— 5 (terc-Bu)
. HMPA/THF

R—u" =R = 2 (R—=)

Schéma 5 Vplyv HMPA na tvorbu SIP
Optimalizéciou sa podarilo zvysit’ vytazok (R,S)-1-(trimethylsilyl)pentadec-1-yn-3-olu

(1) z pdvodnych 55 % na 87 %. Okrem toho bol z reakénej zmesi izolovany aj (R,S)-Pentadec-
I-yn-3-ol (2) s vytazkom 12 % co bolo pravdepodobne sposobené zvysenou nukleofilitou
reakénej zmesi. Tento druhy produkt bol Struktirne identicky s produktom nasledujuce;j
reakcie, preto bol neskor taktiez pouzity. Scitanie oboch vytazkov poukazuje na takmer

kvantitativny priebeh reakcie.

V d’alSom kroku bol odchraneny kysly vodik acetylénovej skupiny u oboch
enantiomérov spolocne, pomocou reakcie s uhli¢itanom draselnym v methanole. Této reakcia

prebiehala takmer kvantitativne za laboratornej teploty.

Ked’ze vol'na hydroxylova skupina by reagovala za pouzitia silnej baze pri alkynylacii
(§)-GA musela byt ochranena. Pre ochranenie bola vyuzitd reakcia s terc-
butyldimethylsilylchloridom v prostredi imidazolu ako baze pre vychytavanie vznikajiceho
kyslého protonu. Tato reakcia taktiez prebiehala takmer kvantitativne za vzniku (R,S)-3-(terc-
butyldimethylsilyloxy)pentadec-1-ynu (3). Prehl'ad komentovanych reakcii vidime na schéme

6.

K,CO,

MeOH ¢
r.t.

TMS-acetylén TMS S | S TBSCI S
terc BulLi Imidazol
\ THMPA \ i \ DMF \ s
.t.
C12H25(_78;rc|;-":|° I'.t.) (1) C12H25 (2) c12H25 r (3) c12H25

Schéma 6 Prva cast syntézy H
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Nasledovala hlavna reakcia tejto syntézy a to alkynylécia (S)-GA. Pre tuto reakciu bola
pouzitd racemickd zmes (R,S)-3-(terc-butyldimethylsilyloxy)pentadec-1-ynu (3), ktorad
reagovala s (5)-GA za pritomnosti silnej bazy (n-BuLi, ferc-Buli). VSetky reakcie boli
realizované za bezvodych podmienok pri nizkych teplotach (-78 °C, -40 °C) v bezvodom THF.
Okrem silnej bazy bol do reakcii priddvany aj HMPA. Ten mal v reak¢nej zmesi podporovat
vznik anti-produktu nukleofilnej adicie, teda (35,4R,6R). Vzniknuté 4 diastereoméry boli
oddelené pomocou stipcovej chromatografie. Tuto reakciu je mozné popisat’ dvoma roznymi

mechanizmami.

Pre pochopenie roznych produktov je potrebné priblizit dva teoretické modely
mechanizmov nukleofilnej adicie na (S)-GA, ato Cram-Chelataény model a polarny

Felkihn-Ahnov model.

Cram chelata¢ny model

L M | M—
: O—\\/>OA E + O/l‘>\j’
— | e A
! N S N, Nu"
Boc B ‘Boc Nu™ Boc i
o _______ 1
M(HMPA) o pmTmmmeomoes 57T N
O/>_// o e} E o (o) |
7LN — /w i />\ |
Boc #\N ® L I#\N ® Nu!
Boc Nu | Boc |
) syn- N

Schéma 7 Nukleofilna adicia (S)-GA podla Cram-Chelatacného modelu, M znaci polyvalentny ion.

Tento model popisuje, ze v pritomnosti polyvalentnych idénov je stabilizovany
intermediat (tzv. Cram-chelacny komplex) v ktorom je kyslik karbonylovej skupiny natoc¢eny
smerom k substituentu s najvac¢sim dipolovym momentom. Nukleofil potom pristupuje zo
stéricky najviac pristupnej strany.”> HMPA by vtom pripade mal za tlohu vychytavat’ iony,
ktoré by stabilizovali takyto komplex. Tento model by nevysvetloval vysledky experimentu
bez pritomnosti HMPA, kde majoritne vznikal anti- produkt. Popis nukleofilnej adicie podla

Cram-chelata¢ného modelu vidime na schéme 7.
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Polarny Felkihn-Ahnov model

M& PR

Boc
Schéma 8 Nukleofilna adicia (S)-GA podla polarneho Felkihn-Ahnoveho modelu, cervené sipky
poukazujii na opacny polaritny vektor substituentov.

Upraveny (polarny) Felkihn-Ahnov model popisuje usporiadanie substituentov pri
nukleofilnej adicii tak, Ze substituent s najvac¢Sim polaritnym vektorom sa orientuje opacne od
sp’ hydridizovaného uhlika karbonylovej skupiny. Nukleofil potom pristupuje so stéricky
najviac pristupnej strany za tvorby anti-produktu reakcie.”” Tento model lepsie vysvetluje
experimentalne ziskané vysledky. HMPA v tomto pripade spia funkciu zvySovania
nukleofility tvorbou uz spominanych SIPs ateda preferenciou ku kinetickému produktu
reakcie.”! Popis nukleofilnej adicie podla polarneho Felkihn-Ahnoveho modelu vidime na

schéme §.

Tato reakcia bola postupne optimalizovana. Postup c.) bol prvy postup za pouZitia n-
BuLi a 2 ekv. HMPA. Reakcia poskytla vytazok 40 %. Nasledne bola reakcia optimalizovana
pomocou zameny n-BuLi za reaktivnejSie terc-BulLi, vid’ Postup a.). Takto sa podarilo zvysit
vytazok na 74 %. Dalej bola skii§ana optimalizacia za pomoci zvysenia teploty z -78 °C na -
40 °C pri pridavani roztoku (S)-GA, a prediZenia reakéného ¢asu z 24 hod na 48 hod, vid’
Postup b.). Zrejme z dovodu rozkladu produktu bol vytazok reakcie znizeny na 60 %.

Z vysledkov je jasné, ze ako najlepsi postup pre alkynylaciu (S)-GA sa javi Postup a.).

Spolo¢nym rysom vSetkych reakcii bol obsah vysledného produktu v zmesi 4
diastereomérov, vzdy viac ako 50 %. Ked'Ze do reakénej zmesi vstupovala racemickd zmes
tento vysledok sa javil ako vel'mi nepravdepodobny. Bola teda overend Specificka opticka
otacanlivost’ izolovaného diastereoméru. Namerané hodnoty odpovedali referen¢nej literatire

(vid’ Experimentalna Cast’ - syntéza).
[a]2’ = —4,678, Ref. [0]}’ = —4,6; Kovatik et. al., Ref. [a]3” = —4,3; Mori et. al.

Aj dalSie spektralne metody potvrdili Struktiru vzniknutého diastereoméru. Taktiez
Specificka opticka otacanlivost’ alkynolu potvrdila, Ze do reakcie vstupovala racemickd zmes

(e.e.3)= 2%).
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Priebeh tejto reakcie sme d’alej Studovali pomocou LC/MS experimentu, v ktorom sme
sledovali vplyv pridavku HMPA na vysledny relativny obsah jednotlivych diastereomérov.
Priprava jednotlivych reakénych zmesi a podmienky merania st popisané v Experimentélne;j
Casti. Vysledné chromatogramy vidime na obrazku 18.

HMPA 24 hod

14 %/86 %/NA/NA

20 3m L ¢ 500 E0D it E (0 am oo 1100 120 13

HMPA 2 hod

35 %/60 %/4 %/1 %

e =m0 am | sbo | EGo Te | B Sm | mBo | tiom | 1Zm | iam | oeom

bez HMPA 2 hod

37 %/55 %/4 %/4 %
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Obrazok 18 Chromatogramy z LC/MS experimentov alkynyldcie (S)-GA
Tento experiment ukazal, ze uz v druhej hodine bol viditeI'ny vplyv pridavku HMPA
na relativny obsah diastereomérov, 60 % (s pridavkom HMPA) k 55 % (bez pridavku HMPA).
Este zaujimavejsi je vysledok po 24 hod kde mozeme vidiet’, ze relativny obsah ziadaného

diastereoméru je az 86 % a dva diastereoméry uz nie st detekovatelné.

Je veI'mi podstatné zdoraznit’, Ze data z tohto experimentu st nanajvys orientacné hned’

z niekol’kych dovodov:

1) Pre kvantifikaciu bola pouzitd metéda normalizacie bez pridavku vntitorného Standardu. To
znamena, ze nie je mozné vylucit’ vplyv rozkladu latok na relativny obsah diastereomérov.
Teda vyslednych 86 % obsahu Ziadaného diastereoméru mohlo byt spdsobenych najvysSou

stabilitou molekuly, pricom ostatné diastereoméry boli postupne rozlozené.
2.) Experiment nebol opakovany
3.) Chybaji ndm udaje o kontrolnej reakcnej zmesi (zmes bez pridavku HMPA) po 24 hod

Aj napriek tymto vyhradam, vysledky poukazuji nato, Ze tato reakcia eSte nie je Uplne
pochopend a bude predmetom d’alSieho $tudia. Ked’Zze hlavnym ciel'om tejto prace bola totdlna

syntéza a Stadium H-Cer bol izolovany produkt pouZzity do d’alSich reakcii.
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V d’alSom kroku nasledovalo odchranenie vzniknutého (4) pomocou fluoridovych
ionov (TBAF) v bezvodom THF. Reakcia taktiez prebiehala takmer kvantitativne. Popis reakcii

komentovanych vyssie vidime na schéme 9.

terc-BulL.i TBAF gH
O- HMPA
\r; -TBS CiHye —> O X CLH
Boc C4,Hys THF NBoc TI-:F A’NBOC 12M25
-78°C do rt O. L. OH
(S)-GA (3) “TBS (5)

Schéma 9 Popis druhej casti syntézy H, vratane alkynylacie (S)-GA

Dalsim krokom v syntéze bola redukcia trojitej viizby za pomoci trans-selektivnej
Trostovej hydrosilylacie s naslednou protodesilylaciou.’*” Této reakcia pozostavala z dvoch
krokov. V prvom sa jednalo o adiciu triethoxysildnu na trojiti védzbu za katalyzy
[Cp*Ru(CH3CN)3]PFs v bezvodom acetone pri 0 °C. V druhom kroku bola triethoxysilylova
skupina odstiepena pomocou fluoridovych iénov (TBAF) v bezvodom THF. Medziprodukt

reakcie, teda produkt adicie triethoxysilanu, sa aj napriek snahdm nepodarilo izolovat’. Reakcia

je znazornena na schéme 10.

\(

(Et0);SiH OH H oH 'si-g”
[CPRU(CH3CN)3]PF6 - C,,H X
Aceton /)—NBoc Si OH + %—NBOC H OH
r.t. /""// K

Schéma 10 Neuspesny pokus o izoldciu produktu Trostovej Hydrosilyldcie.

Reakcia bola uspesnd len ako dvojkrokova bez izolacie medziproduktu. Reakcia je zndzornené
na schéme 11.

OH 1.) (EtO),SiH

OH
;rNBoc\ Ci2Hzs Acetén, rt. oW\rcqus

OH 2.) TBAF (Cul) %NBOC OH
(5) THF, 0°C do r.t.

Schéma 11 Popis trans-selektivnej redukcie trojitej vizby
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Tato reakcia bola taktiez mnohonasobne optimalizovana. V jednom postupe bolo po
prvom kroku reakcie odparené rozpustadlo. V druhom postupe boli do reakcnej zmesi
priddvané reagencie bez dalSej manipuldcie (vid Experimentalna cast — syntéza).
Optimalizované bolo mnozstvo reaktantov a postup. Aj napriek snaham sa nam nepodarilo
ziskat’ ziadnu korelaciu medzi optimalizovanym parametrom a vytazkom reakcie. Vysledky

tejto optimalizacie mozeme vidiet’ v tabul’ke 3.

Teplota* | Postup Reakény cas (EtO);SiH (ekv.) Cul Vytazok
0°C b.) 24 hod 2,5 Nie 26 %
40 °C b.) 24 hod 3,0 Ano 30 %
40 °C b.) 48 hod 3,0 Ano 21 %
0 °C-r.t a.) 24 hod 2,5 Ano 25 %
0 °C-r.t a.) 24 hod 3,0 Ano 76 %

Tabulka 3 Vysledky optimalizacie trans-selektivnej redukcie trojitej vizby. *Teplota pri Trostovej
hydrosilylacii. Pridavanie roztoku TBAF vzdy prebiehalo za znizenej teploty (0 °C) z dovodu velmi
prudkej reakcie.

K vytazku 76 % je nutné dodat’, Zze sa nam takyto vysledok nepodarilo opakovat’. Tato
reakcia je velmi citlivd na Cistotu pouzitych reaktantov a rozpustadiel. Vyznamnou bola aj
optimalizacia metddy Cistenia kde mobilna faza Hexan/EtOAc 1/1 vyrazne urychlila separaciu

a zvysila Cistotu produktov.

Poslednym krokom v syntéze H bolo odchranenie polarnej hlavy terc-butyl (S)-4-
((1R,4R,2E)-1,4-dihydroxyhexadec-2-en-1-yl)-2,2-dimethyloxazolidin-3-karboxylatu (6) za
pomoci silnej kyseliny. Reakcia prebiehala vo vodnom roztoku trifluoroctovej kyseliny (TFA/
H>O, 3,75/1). Ked’Zze vychodzia latka nebola rozpustnd v danom roztoku TFA, reakcia
prebiehala v suspenzii. To znacne komplikovalo manipulaciu a spracovanie reakcnej zmesi.
Reakciu sme teda optimalizovali pridavkom dichlérmetanu (DCM), ¢im sa ndm podarilo latky
v reak¢nej zmesi rozpustit. Po dokonceni reakcie (priblizne 3 hod) bola reakcia alkalizovana
do pH=9 pomocou nasytené¢ho vodného roztoku NH3. Podstatnym krokom bolo aj Cistenie
takto vzniknutého H. Ked'Ze sa jedna o lipofilny primérny amin, Cistenie na kyslom silikagéle
bolo naroéné z dévodu vysokej retencie H na stipci. To bolo vyriesené pridavkom diethylaminu
(DEA) do mobilnej faze. Taktiez pridavok 2-propanolu (i-PrOH) podporoval priebeh separacie
pocas stipcovej chromatografie. Vysledna mobilnd zmes pre Gistenie H bola CHCls/i-

PrOH/MeOH/DEA 40/30/20/0,1.
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Vytazok tejto poslednej reakcie bol 74 % a celkovej syntézy fyziologického H 40 %.
V porovnani s celkovymi vytazkami a poctom reakcii publikovanych syntéz (Yadav et al.,
15 % a 10 reakcii®®; Chun et al., 25 % a 10 reakcii®”; Wisse et al., 16 % a9 reakcii®’)
predstavuje tato nova 7-krokova synteticka cesta jednoduchsiu, kratSiu a efektivnejsiu
alternativu pre pripravu fyziologického H. Takto pripraveny Ccisty H bol vyuzity v
naslednych biochemickych a biofyzikalnych stidiach a taktiez do acylacnych reakcii pre

pripravu 6-hydroxyceramidov.

3.1.3 Syntéza 6-hydroxyceramidov

Syntéza CerNH a CerNH-d47 (Cer NH s deuterovanou mastnou kyselinou) prebiehala
reakciou H s lignocerovou kyselinou (LIG/d-LIG) s pridavkom 1-hydroxybenzotriazolu
(HOBt) a N-(3-dimethylaminopropyl)-N ‘-ethylkarbodiimidu (EDC) v prostredi such¢ho THF
pri znizenej teplote. Pridavok HOBt a EDC bol potrebny pre zvysenie selektivity tvorby amidu
oproti esteru. Reakcia v prostredi THF prebiehala v suspenzii ¢o bolo vyrieSené pridavkom
DCM. Vytazok tychto acyla¢nych reakcii bol 90 % (CerNH) a 95 % (CerNH-d47). Taktiez pri
porovnani celkového vytazku a poctu reakcii prezentovanej syntézy CerNH (36 %, 8 reakcii)
s publikovanou syntézou (Mori et al., 5 % a 10 reakcii®”) sa tato nova synteticka cesta javi ako

vyhodn4 alternativa.

Okrem toho bola skusana priama dvojkrokova cesta z terc-butyl (S)-4-((1R,4R,E)-1,4-
dihydroxyhexadec-2-en-1-yl)-2,2-dimethyloxazolidin-3-karboxylatu (6) kde v prvom kroku
bola odchranena polarna hlava obdobne ako pri syntéze H. Tato surova reak¢na zmes vSak
nebola Cistend a bola pouzita do acylacnej reakcie s LIG za rovnakych podmienok ako bolo
popisané vysSie. Produkt sa vSak z dovodu komplikovaného cistenia nepodarilo izolovat

v dostatoénom mnozstve a tento pristup sa ukazal ako nevhodny.

Syntéza CerAH prebiehala obdobne ako syntéza CerNH acylacnou reakciou H
a cerebronovej kyseliny (CA, 2-hydroxylignocerova kyselina) za pritomnosti HOBt a EDC
v zmesi THF/DCM. Ked'Ze do reakcie vstupovala racemickd CA, pripravena v rdmci iné¢ho
projektu, reakéna zmes obsahovala viacero produktov. Celkovo sme izolovali tri latky
z ktorych jedna bola identifikovani ako CerNH (neoddeleny podiel LIG v CA) a d’alSie dve
latky identifikované ako dva nezname diastereoméry CerAH. Celkovy vytazok reakcie k

majoritnému diastereoméru CerAH bol 47 %.

Prehl'ad popisovanych reakcii vidime na schéme 12.
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LIG OH
HOBt, EDC HO ~_C12Hys
DCM/THF NH OH
r.t. G CerNI1l, (8)
G CpyHys
d-L1
OH
OH HOBt, EDC =
HO/Y\/YCqus DCM/THF> HO F Ci2Hys
NH, OH It NH b OH
CerNH-d,, (8)
H, (7) 0" CpDys 475
CA OH
HOBt, EDC o A~ CrHys
DCM/THF NH oH OH
r.t.
3 CerAH, (10)
C22H45

Schéma 12 Prehlad priprav troch H-Cer z H, konkrétne Cer NH, CerNH-d4; a Cer AH.
3.1.4 Syntéza (R)-Cerebronovej kyseliny

Z dovodu, obtaznej identifikacie absolitnej konfiguracie diastereoméru CerAH z
predoslej reakcie sme pokraCovali v diastereoselektivnej syntéze fyziologického CerAH.
Stratégia bola obdobna ako pri syntéze H a teda vytvorenie dvoch diastereomérov CA, ktoré
by sme od seba separovali pomocou stipcovej chromatografie. Vytvorit' diastereoméry sme sa
pokusali naviazanim chranenej chiralne Cistej aminokyseliny (N-Acetyl-L-Alanin, N-Ac-Ala)
na C2-hydroxylova skupinu CA. Vsetky reakcie prebiehali obdobnym spdsobom - najprv
vytvorenim chloridu chranenej aminokyseliny a naslednym pridanim roztoku CA. Vsetky
reakcie prebiehali za katalyzy DMF (dimethylformamid). Zial’, v Zziadnej zo skusanych reakcii

sa nam nepodarilo izolovat vysledny produkt. Prehl’ad tychto reakcii mézeme vidiet’ na schéme

13.

o ° i
socl, )j\/
CyH
CyoHys N-Ac-Ala Ho)k?/cHHﬁ o HO v 227745 o
HO _%H =
o )J\ o
OH DMF kat. N H
DIPEA H
o o o o
(cocly,
N-Ac-Ala C,,H )j\/c H
o Ho)k?/ 22H45 o HO < 22H45 o
HO CazHas DMF kat. o N)J\ o N)J\
DIPEA N N
OH fo) o o) o
SOCL,/COCI, )j\/
H H
N-Ac-Ala Ho)k?/CZZ 45 HO . czz 45 o
——X o L

e VI e v

DIPEA H

Schéma 13 Prehlad reakcii pri pokuse o stereoselektivnu syntézu (R)-CA

40



3.2 Vysledky a diskusia - Hodnotenie lipidovych membran s CerNH

Pre popis funkcie CerNH boli pripravené dva typy modelovych lipidovych membran
v zlozeni CerNH/LIG/Chol/CholS (membrana A) a CerNH/d-LIG/Chol/CholS (membrana
B), ktoré mali za ulohu vytvorit’ zjednoduseny model SC. Pre studium ich mikrostruktary bola
pouzitd infracervena spektroskopia (IR). Tato metéda vyuziva absorbcie elektromegnetického
ziarenia, konkrétne infraerveného svetla, molekulami. Absorbcia vyvolava zmeny v ich
vibra¢ne-rota¢nych stavoch na zadklade zmeny ich dipélového momentu. Vystupom takychto
merani je graficky vyjadrend zavislost absorbancie (bezrozmernd veliCina), pripadne
transmitancie (T=[%]) na vInoéte (prevratena hodnota vinovej dizky, cm™). Pozname dve
zédkladné skupiny vibragne-rotaénych stavov ato valenéné vibracie (zmena dizky vizieb)
a deformaéné vibracie (zmena viizbového uhlu).’® Zakladné $tyri typy vibracii méZzeme vidiet

na obrazku 19.

- _O— O 0O

Symmetric Asymmetric Rocking Scissoring (bending)
stretching stretching

Obrazok 19 Popis 4 zdakladnych typov vibracii, prebrané z coursehero.com/sg/organic-
chemistry/infrared-ir-spectroscopy/

V tejto praci bola pouzita infraCervena spektroskopia zoslabeného uplného odrazu (z
anglického, attenuated total reflectance, ATR) snaslednou aplikdciou Fourierovej
transformacie (matematickd metéda umoznujuca transforméciu spektier z casovej do
frekvencénej domény, FT). Odtial’ skratka ATR-FTIR. Pri tomto type merania 1u¢ IR svetla
dopada pod urcitym uhlom do Specialne upraveného hranolu (napr. krystalu germania), kde je
plne reflektovany. Pri tomto odraze vzniké tzv. evanescentna vlna (typ elektromagneticke;j
vilny), ktora presahuje tento kryStdl az do skiimaného vzorku. Absorpcia tejto viny je

detekovana a d’alej vyhodnocovana. Princip tejto metdody moZeme vidiet’ na obrazku 20.

Evanescent wave

Z
¥

Sample

—_—

Crystal >

Infrared beam (cxil\
Infrared beam (enter) /

Obrazok 20 Na obrazku mozeme vidiet princip ATR IR spektroskopie. VIavo dole mozeme vidiet vstup
infracerveného lucu do krystalu a tvorbu evanscentnej viny a v modrom obdlzniku priestor kde je
ulozena vzorka lipidovej mebrany. Prevzaté z en.wikipedia.org/wiki/Attenuated total reflectance

41



3.2.1 Izotopova substittcia

Pre detailnejsi popis mikroStruktary bola vyuzitd tzv. Izotopova substitucia. Téato
metdda spociva v substiticii atomov vodika atdémami tazsich izotopov v Studovanej zmesi.
V tejto praci bola pouZivana substitiucia 'H za H (deutérium) a to substitiiciou LIG za d-LIG.
Priprava tychto membran je popisana v kapitole Experimentalna ¢ast’ - Modelové lipidové

membrany.

Vyhodou tejto metddy je moznost’ Stadia spravania jednotlivych retazcov bez narusenia
samotnej mikrostruktiry. To je sposobené rozdielnymi hodnotami vinoc¢tov pri ktorych vibruju

protonované a deuterované retazce.

V tejto praci boli Studované dve konkrétne vibracie a to valenéna symetricka vibracia a

deformac¢na noZnicova vibracia.
Vyznam a vysledky jednotlivych vibracii budi komentované nizsie.

3.2.2 Valencna symetricka vibracia

Tato valen¢na symetrickd vibracia CH; alebo CD; vypoveda o usporiadani nasytenych
retazcov v modelovej membrane. Jej typické hodnoty maxim absorbancie st v rozmedzi 2848-
2854 cm™! pre protonované retazce a 2088-2092 cm™ pre deuterované retazce. Typické IR
spektrum modelovej lipidovej membrany a taktiez polohy symetrickych valencnych vibracii

mozeme vidiet’ na obrazku 21.

CH,: 2848-2854 cm™’

o CD,: 2087-2090 cm"™
CH; symetricka  |konformacia uhlovodikovych

valen¢na retazcov (all-trans/gauche)
CD, symetricka
valenéna
35'00 30'00 25I00 20.00 15l00 10'00

Wavenumber [cm™]

Obrazok 21 IR spektrum modelovej lipidovej membrany. Zvyraznené su Studované symetrické
valencné vibracie protonovanych aj deuterovanych retazcov.
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S narastajucim vinoctom klesa usporiadanost’ tychto ret'azcov. Teda ak maju CH; svoje
maximum pod hodnotou 2850 cm™ (2090 cm™! pre CD; vibracie) moézeme tvrdit’, Ze vicsina
retazcov je vel'mi dobre usporiadand, teda v all-trans konformacii. Naopak prekrocenie tychto
hrani¢nych hodnét vypoveda o vysSom obsahu gauche konformérov a horsej organizacii

retazcov v membrane.”’

Na obrazku 22 moézeme vidiet' vysledky merani valencnych symetrickych vibracii

modelovych lipidovych membran s CerNH.

Cer NH/LIG/Chol/CholS Cer NH/d-LIG/Chol/CholS
CH,; symmetric CH, symmetric  CD; symmetric
stretching stretching stretching
- . -
disordered disordered disorderned

/N & s

z|/ NV \8;- $
E | |3zc N\ |3z 32°C E
'1?";3 'L“‘@ ﬂﬁ’# & ";‘P# m“’@ -*F‘bﬁ '\-‘P? fﬁ’op '19@ 'Pmﬁ '19#

Obrazok 22 Vysledky merani symetrickej valencnej vibrdacie pri fyziologickej teplote ludskej koze.
Vliavo membrana A, Vpravo membrana B.

V membrane A vidime, ze pri fyziologickej teplote 'udskej koze (32 °C) sa maximum
valen¢nej symetrickej vibracie nachddza pod hodnotou 2850 cm'. To znadi, Ze vicSina
retazcov sa nachadza v all-trans konformacii ateda, ze membrana je celkovo dobre

usporiadana.

V membrane B vidime polohu maxima protonovanych retazcov (retazce Cer)
a deuterovanych retazcov (mastnd kyselina) nezavisle od seba. Ako modzZeme vidiet
protonované retazce maju pri fyziologickej teplote 'udskej koze (32 °C) svoje maximum nad
hodnotou 2850 cm'. To znadi o vy$Som obsahu gauche konformérov anizSom stupni
organizécie retazcov. Naopak deuterované retazce (tvorené len d-LIG) maji hodnotu maxima
pod hodnotou 2090 cm™. To zna¢i o dobrej organizacii retazcov mastnej kyseliny, teda
vysokom obsahu all-trans konformérov. Teda je mozné tvrdit, Ze v tomto type membrany st

retazce kyseliny ovela lepSie usporiadané nez retazce Cer.
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V dalSom kroku boli Studované fazové vlastnosti tychto membran. Modelové
membrany boli zahrievané od 28 °C do 100 °C, pricom kazdé 2 °C bolo zaznamenané IR

spektrum. Vysledky tychto tzv. termotrépnych experimentov mézeme vidiet’ na obrazku 23.

Cer NHILIG/Chol/CholS Cer NH/d-LIG/Chol/CholS
A s s
A B ¢
- 2856 ~Cer+LIG e 2856 : o 2096 =
E 2854 : chaigs E ogs4] | Cerchains | ‘d-LIG nhﬂ@f 2004 2
= : -qu O, ; : o
. : L | . : : oF D >
2 28521 : 2 28527 ., ; 20925
v L] . :
5 28501 ° E 28501 "p 2090 &
@ I @ : : o
7 2848{w" » & 28484 : 5 2088 3
] (1)
; : = o g : = & * = & |_:|"
2846 et 2846 i T 85C | I = T0C ]
25 50 75 100 25 50 75 25 S50 F5 100

Obrazok 23 Popis termotropnej evolucie valencnych symetrickych membran. T oznacuje teplotu
fazového prechodu. Viavo membrana A, Vpravo membrana B.

V membrane A bol namerany fazovy prechod retazcov 69 °C. Tento prechod znaci
o teplote pri ktorej retazce stracaju all-trans konforméciu a masivne pribuda pocet mene;j

organizovanych gauche konformérov.

V membrane B znovu vidime chovanie protonovanych a deuterovanych retazcov
nezavisle od seba. Teplota fazového prechodu proténovanych retazcov bola 65 °C
a deuterovanych 70 °C. Tento rozdiel vo termotropnom chovani ret'azcov d’alej podporuje fakt,
7ze retazce mastnych kyselin v tychto membrdnach vytvéaraju samostatné podjednotky

(domény) a teda, Ze nie su plne miesatel'né s ostatnymi lipidmi.
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3.2.3 Deformacna noznicova vibracia

Tato deformac¢nd noznicovd vibracia ndm umoznuje Stadium laterdlneho
usporiadania a taktiez mieSatel'nosti lipidov v modelovych membranach. Jej typické hodnoty
maxim absorbancie si 1462-1472 cm™ pre proténované retazce a 1080-1095 cm™ pre
deuterované retazce. Typické IR spektrum modelovej lipidovej membrany a taktiez polohy

deformacnych noznicovych vibracii mézeme vidiet’ na obrazku 24.

CH,: 1462-1472 cm™
CD,: 1080-1095 cm™
lateralne usporiadanie
uhlovodikovych retazcov:
singlet (hexagonailne), dublet
(orthorhombické)

CH, CD,
deformacna deformacna
noznicova noznicova

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber [cm™]

Obrazok 24 IR spektrum modelovej lipidovej membrany. Zvyraznené su Studované deformacné
noznicoveé vibrdcie protonovanych aj deuterovanych retazcov.

Pri Studiu tejto vibracie je sledovana tvorba tzv. dubletu, teda Stiepenia vibracného
pasu. Tento dublet vypoveda o vel'mi tesnom (orthorombickom) usporiadani methylénovych
retazcov lipidov. Naopak tzv. singlet, teda nerozstiepeny vibracny pas, vypoveda o vol'nejSom
(hexagonalnom) usporiadani retazcov. Pomocou tychto dat je mozno sledovat’ aj miesitelnost’
lipidov v membrénach. Napriklad o dobrej mieSatelnosti by svedcCila pritomnost’ dubletu
v plne protonovanej zmesi kdezto v zmesi kde by bola pouzitd deuterovand mastna kyselina by
deuterované a proténované tvorili singlet (retazce s rozdielnymi izotopmi sa vzdjomne

nestiepia a nedochadza k vzniku dubletu).”’
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Na obrazku 25 mézeme vidiet vysledky merani deformaénych noznicovych vibrécii
modelovych lipidovych membran s CerNH.

Cer NH/LIG/Chol/CholS Cer NH/d-LI1G/Chol/CholS
A B C

CH, scissoring CH5 scissoring CDs scissoring

I >3D) ‘D)
%f’ 8 }4
Jr

El =
< g
w
-’%‘ Cer + LIG <
S chains Cer chains d-LIG chams =
= £
" " 5 S \CJ S ] S ] Q
S\ A\ o ) ") S\ Q) ) S =) S
FCANIRCAOI g A IR S
Wavenumber [cm™] Wavenumber [cm™]

Obrazok 25 Vysledky merani deformacnej noznicovej vibracie pri fyziologickej teplote ludskej koze.
Vliavo membrana A, Vpravo membrdna B.

V membrane A bol pozorovany dublet. To znaci o orthorombickom usporiadani lipidov
v tejto membrane. Nie je vSak mozné ur¢it’ ¢o a do akej miery sa podiel'a na vzniku tejto

Specifickej vibracie.

Na rozdiel od toho v membrane B bol pozorovany singlet proténovanych retazcov,
ktory znaci o hexagonalnom usporiadani tychto retazcov. V pripade deuterovanych retazcov
bol pozorovany dublet, ktory znaci o tesnom orthorombickom usporiadani. Ked’Zze deuterované
retazce st v membrane B zastipené iba d-LIG, tieto data poukazuji na zhorSenu mieSatelnost’
a tvorbu tesnych orthorombickych domén. Zaroven je opat’ mozno tvrdit, Ze retazce mastnej

kyseliny st v tomto type membrany omnoho lepSie usporiadané nez retazce Cer.

3.2.4 Zhrnutie

Vsetky tieto data popisuju vplyv hydroxylacie v polohe C6 sfingozinového retazca Cer
na biofyzikdlne vlastnosti modelovych lipidovych membran. Vysledky naSich merani
poukazujli na zhorSenie mieSatel'nosti lipidov a tvorbu orthorombickych separovanych domén
mastnych kyselin za pritomnosti CerNH. Namerané vlastnosti CerNH prisudzujeme vplyvu
d’alSej hydroxylovej skupiny, ked’Ze podobna separacia d-LIG bola pozorovand v membranach
obsahujucich CerNP (taktiez tri OH skupiny na sfingoidnej baze). Na rozdiel od toho
membrany obsahujice CerNS a CerNdS (obidve obsahujuce iba dve OH skupiny na
sfingoidnej béaze) vykazovali dobri mieSatelnost’ lipidov a tvorba domén d-LIG nebola

pozorovand.”®
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4.1 Experimentalna ¢ast’ - syntéza
4.1.1 Technické parametre a chemikalie

Vsetky vychodzie latky, ¢inidla, rozpustadla a d’alSie chemikalie a materidly boli
zaobstarané od zauzivanych dodavatel'ov: Sigma-Aldrich, Merck a PENTA. Cerebronova
kyselina bola pripravena synteticky v ramci iného projektu. Pre stipcovii chromatografiu bol
pouzivany Silikagél 60 (230-400). Na kontrolu priebehu chemickych reakcii, kontrolu ¢istoty
produktov a charakterizdciu latok bola pouzivana tenkovrstevnd chromatografia na
hlinikovych TLC doskéach Silikagél 60 F254 (Merck). K detekcii vyvinutych dosiek bola
pouzita detek¢nd zmes Ce(SOs)2, H3[P(Mo030O10)4], koncentrovand kyselina sirova a voda. Pre
detekciu volnych aminov bol pouZity roztok Ninhydrinu. 'H a '*C NMR spektra vietkych latok
boli merané v roztokoch CDCI3 (+MeOD) s pristrojom VARIAN VNMR S500, (500 MHz pre
"H a 125 MHz pre '3C NMR). IR spektra boli ziskané za pomoci pristroja NICOLET 6700 FT-
IR s ATR sondou. Na meranie hmostnostnej spektrometrie bol pouzity pristroj LCQ Max
advantage, Thermo Finnigan. Pre meranie optickej otacanlivosti bol pouZity pristroj Kriiss

optronic P3000 (Krtiss GmbH).
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4.1.2 Priprava 6-hydroxysfingozinu
4.1.2.1 (R,S)-1-(trimethylsilyl)pentadec-1-yn-3-ol (1)

Postup a.)

TMS-acetylén TMS N
terc-BuLi % AN
—_—
HMPA +

Ci2Has THF Ci2Has
(-78 °C do r.t.) Ci12Hzs
1 (2)

Do roztoku 1,83 g (18,631 mmol, 1,5 ekv.) trimethylsilylacetylénu v bezvodom THF (50 ml)
bolo pridanych 1,2 ml HMPA (4,727 mmol. 0,375 ekv.). Nasledne bol za staleho mieSania
postupne po kvapkach pridavany roztok terc-BuLi (1.7M v hexéne, 12,5 ml, 1,5 ekv.) pri
teplote -78 °C v inertnej atmosfére Ar. Po 2,5 hod prudkého mieSania bolo do zmesi postupne
pridavanych d’alSich 1,2 ml HMPA (4,727 mmol. 0,375 ekv.) a po kvapkach roztok tridekanalu
2,5g (12,605 mmol, 1 ekv.) v bezvodom THF (15 ml). Reakénd zmes bola mieSand za zniZenej
teploty d’alSie 2 hod a potom pri laboratérnej teplote cez noc. Reakcia bola ukoncena
pridavkom roztoku NH4ClI (50 ml) za vzniku bielych krystalov v roztoku. Nasledne bola zmes
extrahovand EtOAc (3*50 ml) za pridavku nasyteného roztoku NaCl (10 ml). Vodna faza bola
spatne extrahovana EtOAc (2*50 ml). Ziskana organicka faza bola presuSena pomocou Na>SO4
a odparena pod zniZzenym tlakom. Takto ziskana zmes bola d’alej pregistena pomocou stipcovej
chromatografie na silikagéle (mobilnd faza Hexan/EtOAc 20/1), aby sme ziskali 3,25 g
nazltlého oleja (1) s vytazkom 87 % a 0,63 g bielej krystalickej latky (2) s vytazkom 12 %.
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Postup b.)

TMS-acetylén TMS

-BulLi X
\ n uLl \
C,oH CqoH
127725 (-78°C do r.t.) 12M25

(1)

Do roztoku 1,86 g (18,937 mmol, 1 ekv.) trimethylsilylacetylénu v bezvodom THF (50 ml) bol
za staleho miesania postupne po kvapkach pridavany roztok n-BuLi (1.6M v Hexane, 12,5 ml,
1,5 ekv.) pri teplote -78 °C v inertnej atmosfére Ar. Po 3 hod prudkého mieSania bol do zmesi
po kvapkéch pridavany roztok tridekanélu 3,75 g (18,937 mmol, 1 ekv.) v bezvodom THF (10
ml). Reakéna zmes bola nésledne mieSana za zniZenej teploty 3 hod a potom pri laboratornej
teplote cez noc. Reakcia bola ukonéena pridavkom roztoku NH4ClI (50 ml) za vzniku bielych
kryStalov v roztoku reakénej zmesi. Nasledne bola zmes extrahovand EtOAc (3*50 ml) za
pridavku nasyteného roztoku NaCl (10 ml). Vodna faza bola spitne extrahovana EtOAc (2*50
ml). Ziskand organicka faza bola presuSena pomocou Na»SO4 a rozpustadla odparené pod
znizenym tlakom. Takto ziskana zmes bola d’alej predistend pomocou stipcovej chromatografie
na silikagéle (mobilna faza hexan/EtOAc 30/1), za vzniku 3,36 g nazltlého oleja (1) s celkovym
vytazkom 55 %.

Charakterizacia (R,S)-1-(trimethylsilyl)pentadec-1-yn-3-olu (1)

TLC: Mobilna faza Hexan/EtOAc 20/1, Rf = 0,40; Mobilna faza CHCls/MeOH 10/1 Rf = 0,30;
'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 4.34 (t, J = 6.6 Hz, 1H), 1.76 — 1.61 (m, 2H), 1.51 — 1.38 (m,
2H), 1.37 — 1.22 (m, 18H), 0.91 — 0.83 (m, 3H), 0.17 (s, 9H); *C NMR (126 MHz, CDCl3) 5
107.03, 89.13, 62.83, 37.68, 31.89, 29.65, 29.62, 29.52, 29.48, 29.32, 29.20, 25.08, 22.65,
14.07, -0.16 ppm; IR vmax 3317, 2923, 2854, 2172, 1466, 1378, 1250, 1030, 842, 760 cm™;
MS [M+H]": vypo¢itana hodnota 297,26 , namerana hodnota 297.4; Ref.>*7°
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4.1.2.2 (R,S)-Pentadec-1-yn-3-ol (2)
Postup:
T™MS
% K2C03 \
MeOH

C12H25 r.t. c12H25
(1) 2

K roztoku 1,76 g chraneného alkynolu (1) (5,93 mmol, 1,0 ekv.) v bezvodom MeOH (35 ml)
bolo postupne pridanych 2,16 g KoCO3 (15,63 mmol, 2,6 ekv.), za staleho mieSania. O 3 hod
neskor boli z reakénej zmesi odparené rozpustadla pod zniZenym tlakom a zmes bola premyta
vodou (40 ml). Nasledne bola zmes extrahovana Et;O (3*40 ml) s pridavkom nasytené¢ho
roztoku NaCl (20 ml). Organicka faza bola presuSena pomocou Na>xSO4 arozpustadla odparené
pod zniZenym tlakom. Vzniknutd zmes bola preéistena pomocou stipcovej chromatografie na
silikagéle (mobilné faza, Hexan/EtOAc 20/1) za vzniku 1,32 g bielej krystalickej latky (2) (5,88
mmol) s celkovym vytazkom 99 %.

Charakterizacia (R, S)-Pentadec-1-yn-3-ol (2)

OH
/\/\/\/\/\/\/

TLC: Mobilna faza Hexan/EtOAc 9/1 Rf = 0,39; 'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 4.38 (dt, J =
6.6, 2.1 Hz, 1H), 2.47 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 1.80 — 1.65 (m, 2H), 1.52 — 1.41 (m, 2H), 1.38 —
1.27 (m, 18H), 0.89 (t, J = 6.9 Hz, 3H); 1*C NMR (126 MHz, CDCl;) & 85.03, 72.80, 62.35,
37.66,31.91, 29.65, 29.63, 29.54, 29.50, 29.34, 29.22, 25.00, 22.68, 14.10 ppm; IR vmax 3332,
3283, 3218, 2915, 2848, 1466, 1091, 721 cm’!; MS [M+Na]": vypocitand hodnota 247,20,
namerana hodnota 247,2 m/z; [M+MeOH+H-H,0]": vypocitand hodnota 239,24, namerana
hodnota 239,2 m/z; Ref.>%"°
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4.1.2.3 (R,S)-3-(terc-butyldimethylsilyloxy)pentadec-1-yn (3)
TBSCI
\ m:)d;:ol \ ~1BS

Ci2Has r.t Ci2Hos

(2) (3)
K roztoku 1,20 g odchraneného alkynolu (2) (4,457 mmol, 1,0 ekv.) a 0,76 g imidazolu (6,686
mmol, 2,5 ekv.) v bezvodom DMF (10 ml) bol za stdleho mieSania po kvapkach pridavany
roztok 1,04 g terc-butyldimethylsilylcholiridu (6,686 mmol, 1,5 ekv.), v bezvodnych
podmienkach a inertnej atmosfére Ar, pri 0 °C v 'adovej 1azni. Reakcia bola nasledne mieSana
pri r.t. po dobu 6 hod. Nasledne bola reakcia ukoncené pridanim vody (75 ml) a reakénéd zmes
extrahovand Et,0O (3*100 ml). Organicka faza bola dosusend Na>SO4 a rozpustadla odparené
pod zniZenym tlakom. Vzniknuté zmes bola preéistena pomocou stipcovej chromatografie na
silikagéle (mobilna faza Hexan/EtOAc 30/1) za vzniku 1,80 g priehl'adného oleja (3) (5,315
mmol) s celkovym vytazkom 99 %.

Charakterizacia (R,S)-3-(terc-butyldimethylsilyloxy)pentadec-1-yn (3)

\ /

>r;2\/\/\/\/\/\/

TLC: Mobiln4 fiza Hexan/EtOAc 4/1, Rf = 0,90; '"H NMR (500 MHz, CDCls) § 4.34 (dt, J
=6.5,2.1 Hz, 1H), 2.37 (d, J=2.1 Hz, 1H), 1.72 — 1.64 (m, 2H), 1.49 — 1.38 (m, 2H), 1.27
(m, 18H), 0.94 — 0.86 (m, 12H), 0.14 (d, J = 12.1 Hz, 6H); '*C NMR (126 MHz, CDCls) §
85.81, 71.82, 62.79, 38.60, 31.94, 29.69, 29.66, 29.59, 29.56, 29.37, 29.26, 25.78, 25.13,
22.70, 18.23, 14.12, -4.57, -5.07; IR vmax 3313, 2926, 2855, 1464, 1361, 1251, 1097, 1005,
939, 837, 777, 721 cm’'; MS [M+H]": vypog&itana hodnota 339,31, namerana hodnota 339,5;
[a]2s?= 10,41 (c = 0,7, CHCl5).
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4.1.2.4 terc-butyl (S)-4-((1R,4R)-4-((terc-butyldimethylsilyl)oxy)-1-hydroxyhexadec-2-yn-1-
yl)-2,2-dimethyloxazolidin-3-karboxylat (4)

Postup a.)
OH
N o terc-BulLi ;
+ N THF )rNB°°
Cq2H2s Boc (-78 °C do r.t.) OrBS
(3) (S)-GA (4)

K roztoku 0,69 g (3) (2,042 mmol, 1 ekv.) v bezvodom THF (10 ml) bolo za staleho mieSania
po kvapkach pridanych 1,9 ml roztoku terc-BuLi (1,7M v Hexane, 3,063 mmol, 1,2 ekv.) pri
teplote -78 °C v bezvodych podmienkach pod inertnou atmosférou Ar. Roztok bol intenzivne
mieSany po dobu 2 hod a nasledne bol pomaly pridany 0,7 ml HMPA (4,084 mmol, 2 ekv.).
O 20 minat neskor bol do reakénej zmesi po kvapkach pridany roztok 0,70 g (S)-GA (3,036
mmol, 1,5 ekv.) v bezvodom THF (5 ml). Zmes bola za intenzivneho mieSania ponechana
reagovat’ pri laboratérnej teplote cez noc. Reakcia bola ukon¢ena pridavkom vodného roztoku
NH4Cl (25ml) a extrahovana pomocou Et;O (3*30 ml) a nasyteného roztoku NaCl (20 ml).
Organickd faza bola nasledne dosuSena pomocou NaSO4 arozpustadlad odparené pod
znizenym tlakom. Takto vzniknutd zmes bola &istend pomocou stipcovej chromatografie
(mobilna faza, gradientova elucia. Hexan/EtOAc 30/1, 15/1 az 1/1) za vzniku 0,86 g nazltlého
oleja (4) (1,514 mmol) s celkovym vytazkom 74 %.
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Postup b.)

OH
N terc-BulLi R
NBoc
+ N THF )r
Cq2H2s Boc (-78 °C do -40 °C do r.t.) TBS
(3) (S)-GA (4)

K roztoku 1,50 g (3) (4,417 mmol, 1 ekv.) v bezvodom THF (40 ml) bolo za stdleho mieSania
po kvapkach pridanych 3,1 ml roztoku ferc-BuLi (1,7M v Hexane, 1,2 ekv.) pri teplote -78 °C
v bezvodych podmienkach pod inertnou atmosférou Ar. Roztok bol intenzivne mieSany po
dobu 1 hod anasledne bolo pomaly pridanych 1,92 ml HMPA (11,042 mmol, 2,5 ekv.)
a reakénd zmes bola ohriata na -40 °C. O 1 hod neskor bol do reakénej zmesi po kvapkach
pridany roztok 1,21 g (S)-GA (5,300 mmol, 1,2 ekv.) v bezvodom THF (5 ml). Zmes bola za
intenzivneho mieSania ponechana reagovat pri teplote -40 °C 3 hod a potom pri laboratdrne;j
teplote 48 hod. Reakcia bola ukoncend pridavkom vodného roztoku NH4Cl (50 ml)
a extrahovand pomocou Et,O (3*60 ml) a nasytené¢ho roztoku NaCl (20 ml). Organickd faza
bola nasledne dosusena pomocou Na>SO4 a rozptistadla odparené pod zniZenym tlakom. Takto
vzniknuta zmes bola &istena pomocou stipcovej chromatografie (mobilna faza, gradientova
elucia. Hexan/EtOAc 30/1, 19/1, 15/1 az 1/1) za vzniku 1,50 g nazltlého oleja (4) (2,641 mmol)
s celkovym vytazkom 60 %.
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Postup c.)

X n-BulLi
\\ ~1BS o/B_//o HMPA
+ N THF
Cq2H2s Boc (-78 °C do r.t.)

(3) (S)-GA

OH

NV
TBS

4)

K roztoku 0,5 g (3) (1,476 mmol, 1 ekv.) v bezvodom THF (10 ml) bolo za staleho mieSania

po kvapkach pridanych 1,3 ml roztoku n-Buli (1,6 M v Hexéne, 1,4 ekv.) pri teplote -78 °C

v bezvodych podmienkach pod inertnou atmosférou Ar. Roztok bol intenzivne mieSany po
dobu 3,5 hod a nésledne bol pomaly pridany roztok 0,5 g (5)-GA (2,220 mmol, 1,5 ekv.)
v bezvodom THF (5 ml) a hned” potom pridanych 1,92 ml HMPA (2,960 mmol, 2,0 ekv.).

Zmes bola za intenzivneho mieSania ponechana reagovat’ pri laboratérnej teplote cez noc.

Reakcia bola ukoncena pridavkom vodného roztoku NH4Cl (50 ml) a extrahovana pomocou

Et20 (3*50 ml) a nasytené¢ho roztoku NaCl (10 ml). Organické faza bola néasledne dosusena

pomocou Na;SO4 a rozpustadla odparené pod zniZzenym tlakom. Takto vzniknutd zmes bola

&istena pomocou stipcovej chromatografie (mobilna faza, Hexan/EtOAc 20/1) za vzniku 0,43

g nazltlého oleja (4) (0,757 mmol) s celkovym vytazkom 40 %.
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Charakterizacia terc-butyl (S)-4-((1R,4R)-4-((terc-butyldimethylsilyl)oxy)-1-

hydroxyhexadec-2-yn-1-yl)-2,2-dimethyloxazolidin-3-karboxylatu (4)

OH
) AN
)rN\fo
(o]
0 \Si/

TLC: Mobilna faza Hexan/EtOAc 4/1, Rf = 0,57;"H NMR (500 MHz, CDCls) § 4.81 — 4.44
(m, TH), 4.39 — 4.32 (m, 1H), 4.17 — 4.04 (m, 2H), 4.00 — 3.87 (m, 1H), 1.67 — 1.58 (m, 4H),
1.53 — 1.46 (m, 9H), 1.43 — 1.33 (m, 2H), 1.33 — 1.20 (m, 25H), 0.93 — 0.85 (m, 9H), 0.13 —
0.05 (m, 6H); 3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 153.90, 94.94, 87.88, 81.45, 81.20, 64.85, 63.78,
62.86, 62.84,38.59,31.88, 31.55, 29.64, 29.61, 29.56, 29.51, 29.32, 29.21, 28.36, 27.68, 25.94,
25.75,25.18, 25.08, 22.65, 18.16, 14.08, -4.46, -5.07; IR vmax 3313, 2927, 2855, 1748, 1705,
1694, 1671, 1463, 1391, 1366, 1251, 1172, 1085, 837, 777, 734 cm™'; MS [M+H]": vypog&itana
hodnota 568,44, namerana hodnota 568,6; [a]2s?=+4,76 (c = 1,8, CHCl;); Ref, 3%:68:69.70

4.1.2.5 terc-butyl (S)-4-((1R,4R)-1,4-dihydroxyhexadec-2-yn-1-yl)-2,2-

dimethyloxazolidin-3-karboxylat (5)

Postup:
OH OH
o) A CyoHos TBAF 0 X Ci2Hzs
/>Y/NBoc THF />V/NBoc
orBS r.t. OH

K roztoku 0,53 g (4) (0,927 mmol, 1,0 ekv.) v bezvodom THF (10 ml) bolo postupne pridanych
1,2 ml roztoku TBAF (1M v Hexane, 1,112 mmol, 1,2 ekv.) v bezvodych podmienkach pod
inertnou atmosférou Ar pri 0 °C v l'adovej lazni. Po 20 minuatach bola reakcia vybrana z 'adovej
lazne a mieSana za laboratornej teploty po dobu 2 hod. Nasledne boli odparené rozpustadla
pod znizenym tlakom. Takto ziskana zmes bola priamo &istena stipcovou chromatografiou na
silikagéle (gradientova elucia, mobilnd faza Hexdn/EtOAc 3/1 2/1 1/1) za vzniku 0,42 g
priehl'adného oleja (5) (0,925 mmol) s celkovym vytazkom 99 %.
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Charakterizacia terc-butyl (S)-4-((1R,4R)-1,4-dihydroxyhexadec-2-yn-1-yl)-2,2-

dimethyloxazolidin-3-karboxylatu (5)

OH
o A
e
¥~ oH
(0]

TLC: Mobilna faza Hexan/EtOAc 4/1, Rf = 0,09, mobiln4 fiza Hexan/EtOAc 1/1, Rf = 0,81;
'H NMR (500 MHz, CDCLs) § 4.58 — 4.55 (m, 1H), 4.35 (t, J = 6.7 Hz, 1H), 4.18 — 4.13 (m,
1H), 4.09 — 4.02 (m, 1H), 3.98 — 3.94 (m, 1H), 1.75 — 1.55 (m, 6H), 1.50 (m, 6H), 1.45 — 1.22
(m, 25H), 0.87 (t, J = 6.9 Hz, 3H); *C NMR (126 MHz, CDCls) § 154.10, 94.90, 87.19, 82.80,
81.41,64.92, 63.81, 62.32, 62.22, 62.20, 37.62, 37.54, 31.87, 29.63, 29.60, 29.56, 29.51, 29.30,
29.25,28.35, 26.10, 25.14, 25.06, 22.64, 14.06; IR vmax 3401, 2925, 2854, 2247, 1682, 1457,
1393, 1367, 1260, 1171, 1114, 1085, 1066. 909, 848, 769, 733 cm; MS [M+H-Boc]":

vypocitana hodnota 354,30, namerana hodnota 354,5; [a]2s?= +4,76 (¢ = 1,8, CHCIs); Ref.
59,68,69,70
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4.1.2.6 terc-butyl (S)-4-((1R,4R,2E)-1,4-dihydroxyhexadec-2-en-1-yl)-2,2-

dimethyloxazolidin-3-karboxylat (6)

Postup a.)
on 1.) (EtO),SiH o
: [CPRu(CH;CN);]PF, o
S Acetén, r.t. /Y\/\rcqus
0 X Ci2Hzs ~ 0
NBoc 2.) TBAF NBoc OH
OH Cul
(5) THF, rt. (6)

K roztoku 233 mg (5) (0,511 mmol, 1,0 ekv.) v bezvodom acetone (1 ml) bolo pridanych 280
ul trietoxysilanu (1,540 mmol, 3,0 ekv.) za bezvodych podmienok v inertnej atmosfére Ar pri
0 °C v l'adovej l4zni. Po 20 minuatach bol pridany roztok 2,2 mg [Cp*Ru(CH3CN);3]PFs (5,1
umol, 0,01 ekv.) v bezvodom acetone (1ml). Reakcia bola mieSana pri znizenej teplote 2 hod
a nasledne boli rozptstadla odparené pod zniZzenym tlakom. Do tejto zmesi bol pridany Cul (5
mg) a bezvody THF (2 ml). Po rozpusteni vSetkych zloziek bola reakéna zmes znova schladena
na teplotu 0 °C v 'adovej 1azni. Nasledne bolo po kvapkach pridavanych 1,54 ml roztoku TBAF
(1M, v Hexane, 1,540 mmol, 1,5 ekv.) a reakcia bola mieSana pri laboratornej teplote cez noc.
Reakcia bola ukoncena pridavkom 10 ml vody a extrahovana Et;O (3*200 ml) s pridavkom
vody (300 ml) a nasyteného vodného roztoku Na>S>0O3. Organicka faza bola dosuSena pomocou
Na»SO; a rozpustadla odparené pod zniZenym tlakom. Ziskana zmes bola Gistend stipcovou
chromatografiou na silikagéle (mobilna faza, Hexan/EtOAc 1/1) za vzniku 177 mg nazltlého

oleja (6) (0,388 mmol) s celkovym vytazkom 76 %.

57



Postup b.)

OH 1.) (EtO);SiH
- [CPRU(CH;CN);IPF -

S Acetén, r.t. W\/CQHZS
0 N Cq2H2s ~ 0
NBoc 2.) TBAF NBoc
Cul

(5) THF, r.t. (6)

K roztoku 58 mg (5) (0,129 mmol, 1,0 ekv.) v bezvodom aceténe (1 ml) bolo pridanych 72 pl
trietoxysilanu (0,387 mmol, 3,0 ekv.) za bezvodych podmienok v inertnom prostredi Ar
a zvySenej teploty (40 °C). Nasledne bol do reak¢nej zmesi pridany roztok 0,6 mg
[Cp*Ru(CH3CN)3]PFs (1,29 pumol, 0,01 ekv.) v bezvodom acetone (1 ml). Reakcia bola
mieSana za zvysenej teploty 50 minuat a nasledne schladend na 0 °C (I'adova lazen), nariedena
bezvodym THF (1,5 ml) a po kvapkach bolo pridanych 0,39 ml roztoku TBAF (1M, v Hexane,
0,387 mmol, 3,0 ekv.) a reakcia bola mieSana pri laboratornej teplote cez noc. Reakcia bola
ukoncend pridavkom 10 ml vody a extrahovana Et;O (3*200 ml) s pridavkom vody (300 ml)
a nasyteného vodného roztoku Na>S;0s3. Organickd faza bola dosuSena pomocou NaSO4
arozpuitadla odparené pod znizenym tlakom. Ziskania zmes bola &istena stipcovou
chromatografiou na silikagéle (mobilnéd faza, Hexan/EtOAc 1/1) za vzniku 18 mg nazltlého

oleja (6) (0,039 mmol) s celkovym vytazkom 30 %.

Charakterizacia terc-butyl (S)-4-((1R,4R,2E)-1,4-dihydroxyhexadec-2-en-1-yl)-2,2-
dimethyloxazolidin-3-karboxylatu (6)

OH
N
O/Y\/Y\/\/\/\/\/\
)rN\FO OH
o

TLC: Mobilna fiza Hexan/EtOAc 1/1. Rf = 0,68; 'TH NMR (500 MHz, CDCl3) § 5.82 (dd, J =
15.5, 6.1 Hz, 1H), 5.69 (dd, J = 15.7, 5.6 Hz, 1H), 4.27 — 4.22 (m, 1H), 4.17 — 4.08 (m, 2H),
4.07 —3.97 (m, 1H), 3.89 — 3.86 (m, 1H), 1.69 — 1.41 (m, 15H), 1.26 (s, 22H), 0.88 (t, /= 6.9
Hz, 3H); 3C NMR (126 MHz, CDCls) & 135.33, 128.96, 94.49, 81.24, 73.63, 72.22, 64.85,
62.09, 37.26, 31.89, 29.65, 29.64, 29.62, 29.59, 29.56, 29.46, 29.33, 29.15, 28.36, 26.40, 25.43,
24.90, 24.37, 22.66, 14.09. IR vmax 3401, 2924, 2854, 1698, 1674, 1456, 1392, 1366, 1256,
1206, 1172, 1100, 1070, 1051, 971, 847, 808, 768, 740 cm™'; MS [M+H-Boc]": vypog&itana
hodnota 356,32, namerana hodnota 356,5; Ref. 32686970
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Poznamka: Pri charakterizacii latky (6) bol opakovane namerany i6n hmotnostne odpovedajici
sodnému aduktu 6-hydroxysfingozinu. Zrejme pri ionizacii dochaddzalo k odchraneniu hlavy

(6) [M(H)+Na]": vypocitana hodnota 338,27, namerana hodnota 338,5 m/z.

4.1.2.7 (28,3R,4E,6R)-2-aminooktadec-4-en-1,3,6-triol (7), 6-hydroxysfingozin
Postup a.)

QH 1.) TFA/H,0 OH
Z Cq2H2s DCM <

O/Y\/\/ —>2)NH e HO/W\/C12H25
)rNBoc -) NH3 (aq. NH,

(6) (H)

K roztoku 140 mg (6) (0,306 mmol) v bezvodom DCM (1 ml) bol za staleho mieSania postupne
po kvapkéch priddvany vodny roztok TFA (1,5 ml, 3,75 TFA/1 H>O) pri 0 °C v l'adovej lazni.
Po 5 minutach bola 'adové lazen odobrana a reakcia bola miesana za laboratorne;j teploty3 hod.
Reakcia bola ukoncend alkalizaciou na pH=9 pridavkom nasyten¢ho vodného roztoku NHs3.
Zmes bola dalej extrahovana CHCI; (3*100 ml) anasytenym roztokom NaCl (10 ml).
Organicka faza bola dosuSend NaxSOs a rozpustadla odparené pod znizenym tlakom. Takto
pripravena zmes bola &istena stipcovou chromatografiou na silikagéle (mobilna faza, CHCls/i-
PrOH/MeOH/DEA 40/30/20/0,1) za vzniku 72 mg voskovitej latky (7) (0,300 mmol) pozitivne

reagujucej na detekciu ninhydrinom. Celkovy vytazok reakcie bol 75 %.

Postup b.)

OH
- OH
P CqoHas 1.) TFA/H,0 -

O/Y\/\/ —_— HO/Y-\/\/C12H25
)rNBoc 2.) NH; (aq.)

(6) (H)

109 mg (6) (0,237 mmol) bolo resuspendovanych v 0,5 ml vody a za stdleho mieSania postupne
pridany vodny roztoku TFA (3,0 ml, 3,75 TFA/1 H2O, v/v) pri 0 °C v l'adovej 14zni. Po 2 hod
bola zmes alkalizovana na pH=9 pridavkom nasytené¢ho vodného roztoku NH;. Vzniknuta
suspenzia bola extrahovana CHCI3 (3*30 ml) a nasytenym roztokom NaCl (10 ml). Organicka
faza bola dosuSend Na;SOs a rozpustadla odparené pod znizenym tlakom. Takto pripravena
zmes bola ¢istena stipcovou chromatografiou na silikagéle alkalizovanom NH;3 (mobilna fiza
CHCI3/MeOH/konc. NH3 140/25/4) za vzniku 55 mg voskovitej latky (7) pozitivne reagujuce;j
na detekciu ninhydrinom. Celkovy vytazok bol 74 %.
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Charakterizacia (25,3R,4FE,6R)-2-aminooktadec-4-en-1,3,6-triolu (7),
6-hydroxysfingozinu, (H)

OH QH
\Y.\/Y\/\/\/\/\/\
NH, OH

TLC: Mobilna faza CHCls/iPrOH/MeOH/DEA 30/30/30/0,1 , Rf = 0,65; "H NMR (500 MHz,
CDCL:/MeOD 5/1) § 5.64 (dd, J = 15.5, 6.3 Hz, 1H), 5.50 (dd, J = 15.5, 6.5 Hz, 1H), 3.57 —
3.50 (m, 1H), 3.50 — 3.40 (m, 1H), 2.81 — 2.73 (m, 1H), 1.45 — 1.29 (m, 2H), 1.20 — 1.08 (m,
22H), 0.74 (t, J = 6.8 Hz, 3H).

Poznamka: signal 3,57-3,50 ppm bol v spektre prekryty zbytkovym MeOH v rozpustadle. Po
obmene MeOD za 1-PrOD, teda zloZenie findlnej zmesi rozpustadiel bolo CDCl3/i-PrOD 5/1,

bol uz signal spol'ahlivo detekovany.

13C NMR (126 MHz, CDCl3/MeOD 5/1) § 140.29, 132.66, 76.33, 75.61, 66.10, 60.36, 40.81,
35.76, 33.52, 33.51, 33.48, 33.46, 33.19, 29.42, 29.36, 26.51, 17.83; IR vmax 3316, 3275,
2955, 2920, 3850, 1602, 1564, 1558, 1468, 1405, 1377, 1339, 1311, 1136, 1074, 1040, 1007,
978,905, 873, 831, 721, 648 cm™!; MS [M+H]": vypo¢itana hodnota 316,28, namerana hodnota
316,4 m/z; [M+H-H,0]": vypocitana hodnota 298,24, namerana hodnota 298,4 m/z; [M+H-
2*H,0]": vypoditanad hodnota 280,26, namerana hodnota 280,4 m/z; [M+Na]": vypo¢itana
hodnota 338,27, namerana hodnota 338,5 m/z; Ref, %%
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4.1.3 LC/MS hodnotenie vplyvu pridavku HMPA na alkynylaciu (S)-GA

Pre tento experiment boli sibezne skiimané dve reakéné zmesi. Reakéné zmes a.), ktora
predstavovala alkynylaciu Garnerovho aldehydu za Standardnych podmienok aké boli pouzité
pri syntéze; reakéna zmes b.), ktora bola identicka az na absenciu HMPA. Priprava reakénych

zmesi, Uprava vzoriek a podmienky samotného merania su popisané nizsie.

Reaké¢na zmes a.)

Pre pripravu reakénej zmesi a.) bolo k roztoku 35 mg (3) (0,105 mmol, 1 ekv.) v bezvodom
THF (1 ml) za stdleho mieSania po kvapkach pridanych 0,1 ml roztoku ferc-Buli (1,7M
v Hexane, 0,136 mmol, 1,3 ekv.) pri teplote -78 °C v bezvodych podmienkach pod inertnou
atmosférou Ar. Roztok bol intenzivne mieSany po dobu 2 hod a nasledne bol pomaly pridany
0,04 ml HMPA (0,210 mmol, 2 ekv.). O 20 minat neskor bol do reakénej zmesi po kvapkach
pridany roztok 36 mg (S)-GA (0,1568 mmol, 1,5 ekv.) v bezvodom THF (0,1 ml). Zmes bola

mieSand za laboratornej teploty az do d’alSej manipulacie.
Reak¢éna zmes b.)

Pre pripravu reakénej zmesi b.) bolo k roztoku 35 mg (3) (0,105 mmol, 1 ekv.) v bezvodom
THF (1 ml) za staleho miesania po kvapkach pridanych 0,1 ml roztoku terc-BuLi (1,7M
v Hexane, 0,136 mmol, 1,3 ekv.) pri teplote -78 °C v bezvodych podmienkach pod inertnou
atmosférou Ar. Roztok bol intenzivne miesany po dobu 2 hod a nasledne bol do reak¢nej zmesi
po kvapkach pridany roztok 36 mg (S)-GA (0,1568 mmol, 1,5 ekv.) v THF (0,1 ml). Zmes bola

mieSand za laboratornej teploty az do d’alSej manipulacie.
Uprava vzoriek pred meranim:

V danom c¢ase (2 hod; 24 hod) bolo z kazdej reakénej zmesi odobranych 0,1 ml do
vysuSenej vialky. Reakcia vo vialkdch bola ukonéend pridavkom 0,2 ml nasyteného roztoku
NH4Cl a 0,1 ml H2O. Nasledne bolo pridanych 0,5 ml CHCI3 a roztok bol vortexovany po dobu
jednej minuty. Organicka faza bola pozorne odobrana do d’alSej vialky a rozpustadlo odparené
pod prudom N». Takto ziskand zmes bola rozpustend v 1 ml zmesi (CHCls/MeOH 10/1)

a analyzovana ako je popisané niZsie.
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Podmienky analyzy:

Separacia a hmotnostnd detekcia bola merand na kvapalinovom chromatografe
spojenom s hybridnym hmotnostnym spektrometrom s vysokym rozlisenim vyuzivajicim
spojenie kvadrup6lu s analyzatorom doby letu - Synapt G2-Si.

Podmienky pre kvapalinovii chromatografiu boli: koléna s reverznou fazou C18 o dizke
100 mm a vnitornym priemerom 2,1 mm, s casticami o velkosti 1,7 um. Bola vyuzita
gradientova elucia, a to od 98 % zlozky A (0,1% vodny roztok mravencej kyseliny) a 2 %
zlozky B (0,1% mravencia kyselina v acetonitrile) do 2 % zlozky A 98 % zlozky B, behom 15
minut. Prietokova rychlost’ bola 0,5 ml/min. Vstrekovany objem vzorku bol 2 pl.

Podmienky pro hmotnostnu detekciu boli ionizacia v pozitivnom mode. Nastavenie
i6nového zdroja bolo: napitie na kapilare 2,5 kV, napétie na vstupnom kuzeli 20 V, tlak
zmlZujuceho plynu 6,5 bar, prietok desolvataéného plynu bol 1100 1/h, desolvatacna teplota
600 °C a teplota v zdroji 120 °C. Nastavenie skenu bolo 12 skenov za sekundu. Rozsah
skenovanych hmot bol 50-1200 m/z. Ako interny kalibrant bol pouzity referencny spre;:
leucin-enkefalin (koncentracia: 200 pg/l). Pre externt kalibraciu bol pouZity roztok

mravencanu sodného o koncentracii 0,5 mmol/l.
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4.1.4 Priprava H-Ceramidov
4.1.4.1 (2S,3R,4E,6R)-N-Tetrakosanoyl-2-aminooktadec-4-en-1,3,6-triol (8), Cer NH

Postup a.)
o OH OH
OH HOJI\C23H47 N Ci2Hys
~ CiH EDC, HOBt
HO/\‘/\/\( 12H25 - HN OH Cer NH, (8)
NH, OH THF, CH.Cl, }‘C23H47
(0°C do r.t.) 4
(H), (7)

Pre pripravu CerNH bolo k roztoku 10 mg (7) (0,032 mmol, 1,0 ekv.), 14 mg LIG (0,038 mmol,
1,2 ekv.) a 16 mg HOBt (0,118 mmol, 3,7 ekv.) v bezvodom THF (3 ml) a bezvodom DCM
(1,5 ml) za stdleho mieSania priddvany po kvapkach 30 ul EDC (0,127 mmol. 4,0 ekv.) v
bezvodych podmienkach a inertnej atmosfére Ar pri 0 °C v 'adovej lazni. Reak¢nd zmes bola
nasledne mieSana pri laboratornej teplote po dobu 72 hod. Reakcia bola ukon¢ena pridavkom
vody (25 ml) a extrahovana CHCI3 (3*25 ml) s pridavkom nasyteného roztoku NaCl (10 ml).
Organicka faza bola dosuSena Na,SO4 a rozpustadla odparené pod znizenym tlakom. Takto
ziskana zmes bola preéistena stipcovou chromatografiou na silikagéle (gradientové eltcia.
Mobilna faza, CHCI;/MeOH 100/1 80/1 50/1 10/1) za vzniku 19 mg bielej krystalickej latky
(8) (0,029 mmol) s celkovym vytazkom 90 %.
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Postup b.)

OH
= 1.) TFA/H,0 OH

% Ci2H2s -
R % Ci2H2s
)rNBOC ) )]\ HN
HO" "Cy3Hy; }.an47 Cer NH, (8)
(0}

(6) EDC, HOBt
THF, CH,Cl,

Priprava CerNH bola taktiez skisana ako dvojkrokova syntéza bez Cistenia (7).

Ku 30 mg chranenej sfingoidnej baze (6) (0,066 mmol, 1,0 ekv.) bol pridany vodny roztok TFA
(TFA/H20, 3,75/1, v/v) za laboratdrnej teploty. Roztok bol mieSany 3 hod, potom bola reakcia
ukoncena alkalizaciou na pH=9 pridavkom nasytené¢ho vodného roztoku NHs. Zmes bola
nasledne extrahovana CHCl3 (3*30 ml). Organicka faza bola zahustena pod znizenym tlakom

za vzniku 30 mg zmesi, ktora bola pouzitad do d’alSej reakcie, bez d’alSieho Cistenia.

Ku surovému produktu predoslej reakcie bolo dovazenych 35 mg LIG (0,094 mmol, 1,4 ekv.)
a 45 mg HOBt (0,282 mmol, 4,2 ekv.). Do tejto zmesi boli pridané bezvody THF (3 ml)
a bezvody DCM (3 ml). Zmes bola ponechana mieSat az do UpIného rozpustenia vsetkych
latok. Nasledne bola zmes schladend na 0 °C v 'adovej lazni a bolo pridanych 35 ul EDC (0,148
mmol, 2,2 ekv.). Po 1 hod bola reak¢na zmes vybrana z l'adovej ldzne a ponechana miesat’ pri
laboratornej teplote 72 hod. Zo zmesi boli rozptstadla odparené pod znizenym tlakom a zmes
bola ¢istena stipcovou chromatografiou na silikagéle (gradientova elticia, mobilna faza,
CHCI3/MeOH 120/1 60/1 20/1). Vysledny produkt (8) sa vSak nepodarilo izolovat

v dostato¢nom mnozstve k d’alSej manipulécii.
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Charakterizacia (25,3R,4E,6R)-N-Tetrakosanoyl-2-aminooktadec-4-en-1,3,6-triol (8), Cer NH
OH OH
=
W
\n/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/
o
TLC: Mobilna faza CHCl3/MeOH 10/1, Rf = 0,54; '"H NMR (500 MHz, CDCl3/MeOD 10/1)
3 5.66 (dd, J=15.4, 6.2 Hz, 1H), 5.58 (dd, J= 15.5, 5.8 Hz, 1H), 4.19 — 4.08 (m, 1H), 4.03 —
3.92 (m, 1H), 3.83 — 3.69 (m, 2H), 3.62 — 3.51 (m, 1H), 2.17 — 2.09 (m, 2H), 1.66 — 1.48 (m,
2H), 1.36 — 1.05 (m, 62H), 0.81 (t, J= 6.9 Hz, 6H); 3*C NMR (126 MHz, CDCl3/MeOD 10/1)
0 174.28, 135.92, 128.50, 71.85, 71.61, 62.64, 52.76, 36.83, 36.46, 34.04, 31.77, 29.56, 29.54,
29.49, 29.42, 29.36, 29.27, 29.20, 29.16, 29.02, 25.64, 25.37, 24.72, 22.52, 17.83, 13.90; IR
vmax 3285, 2955, 2919, 2850, 2196, 2090, 1723, 1643, 1550, 1469, 1377, 1250, 1100, 1048,
965, 832, 726 cm’!; MS [M+H-H>O]": vypoé&itana hodnota 648,63, namerana hodnota 648,8
m/z; [M+H-2*H,0]": vypo¢itana hodnota 630,62, namerana hodnota 630,8 m/z; Ref. 3*7°

4.1.4.2 (28,3R,4E,6R)-N-Tetrakosanoyl-ds7-2-aminooktadec-4-en-1,3,6-triol (Cer NH-d47) (9)

Postup:

(o) OH OH

OH i
= HOJ\C23D47 MCQHZS
HO/Y\/YC12H25 EDC, HOBt - H Cer NH- d47, (9)
THF, CH,Cl,

HN (0]
NH, OH ?"Czsnu
(0°C do r.t.) o)

(H), (7)

Pre pripravu Cer NH-d47 bolo k roztoku 15 mg (7) (0,048 mmol, 1,0 ekv.), 24 mg da7-
lignocerovej kyseliny (0,058 mmol, 1,2 ekv.) a24 mg HOBt (0,178 mmol, 3,7 ekv.) v
bezvodom THF (3 ml) a bezvodom DCM (1,5 ml) za stadleho mieSania pridavany po kvapkach
45 ul EDC (0,192 mmol. 4,0 ekv.) v bezvodych podmienkach a inertnej atmosfére Ar pri 0 °C
v l'adovej lazni. Reakéna zmes bola nasledne miesana pri laboratorne;j teplote po dobu 72 hod.
Reakcia bola ukoncena pridavkom vody (25 ml) a extrahovand CHCIl; (3*25 ml) s pridavkom
nasytené¢ho roztoku NaCl (10 ml). Organickd faza bola dosusend Na,;SOs a rozptstadla
odparené pod znizenym tlakom. Takto ziskand zmes bola predistend stipcovou
chromatografiou na silikagéle (gradientova elucia. Mobilna faza, CHCl;/MeOH 100/1 80/1
50/1 10/1) za vzniku 33 mg bielej krystalickej latky (9) (0,046 mmol) s celkovym vytazkom
95 %.
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Charakterizacia (25,3R,4E,6R)-N-Tetrakosanoyl-d47-2-aminooktadec-4-en-1,3,6-triolu (Cer
NH-d47) (9)

OH OH
=

OH
HN D DD DD DD DD DD DD DD DD DD DD D DD

D
obDDDDDDDD DD DD DD DD DD DD D

TLC: Mobilna faza CHCl3/MeOH 10/1, Rf= 0,52 CHCl3/MeOH 19/1, Rf = 0,39;

Charakterizacia tejto latky sa zhoduje s literatarou. Ref. 7

4.1.4.3 (28,3R,4E,6R,2’R/S)-N-2‘-hydroxy-Tetrakosanoyl-2-aminooktadec-4-en-1,3,6-triol
(10), Cer AH

(0]
4 OH OH
HO 22%745 =
OH J\S/HC Z Ci2Hys
HO/Y\/YC12H25 EDC, HOBt > HN OH OH Cer AH, (10)
N, . THF, CH,Cl,
(H) (7) (0 Cdo rt) (o) 022H45

Pre pripravu CerAH bolo k roztoku 7 mg (7) (0,022 mmol, 1,0 ekv.), 10 mg racemickej
cerebronovej kyseliny (0,027 mmol, 1,2 ekv.) all mg HOBt (0,082 mmol, 3,7 ekv.) v
bezvodom THF (2 ml) a bezvodom DCM (1,0 ml) za staleho miesania priddvany po kvapkach
8 ul EDC (0,044 mmol. 2,0 ekv.) v bezvodych podmienkach a inertnej atmosfére Ar pri 0 °C
v 'adovej lazni. Reak¢na zmes bola nasledne mieSana pri laboratornej teplote 72 hod. Reakcia
bola ukoncend pridavkom vody (25 ml) aextrahovanda CHClz (3*25 ml) s pridavkom
nasyten¢ho roztoku NaCl (10 ml). Organicka faza bola dosusend Na>SOs a rozpustadla
odparené pod znizenym tlakom. Ziskana zmes bola preistena stipcovou chromatografiou na
silikagéle (Mobilnd faza, CHCIl3/MeOH/i-PrOH 200/1/1). Takto bol izolovany a
charakterizovany neznamy diastereomer CerAH (10) o hmotnosti 7 mg (0,010 mmol) s
vytazkom 47 %. Celkovo boli izolované tri latky z toho dve odpovedajiice dvom

diastereomérom CerAH a jedna odpovedajica CerNH.
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Charakterizacia (25,3R,4E,6R,2 'R/S)-N-2*-hydroxy-Tetrakosanoyl-2-aminooktadec-4-en-
1,3,6-triolu (10), Cer AH

OH OH

IY\/Y\/\/\/\/\/\
OH
HN\n)\/O\H/\/\/\/\/\/\/\/\/\/

o)

TLC: Mobilné faza CHCls/MeOH 10/1, Rf = 0,39; Z dovodu vzniku tazko delitel'nej zmesi,
boli "TH NMR, 3C NMR spektra nepreukazné a ich hodnoty teda nie su ani uvadzané.

MS [M+Na]": vypoéitand hodnota 704,62, namerana hodnota 704,6 m/z. ; Ref. >
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4.2 Experimentalna ¢ast’ - Hodnotenie lipidovych membran s CerNH

4.2.1 Technické parametre a chemikalie

Chemikalie a rozpustadla boli zakupené od firiem Sigma-Aldrich, Avanti-Polar Lipids
a PENTA. Deuterované lipidy (d-LIG) boli zaktipené od firmy C/D/N isotopes. IC spektra boli
namerané na pristroji Nicolet 6700 FT-IR spectrometer (Thermo scientific) s kryStdlom

MIRacle ATR ZnSe (PIKE Technologies).

4.2.2 Priprava modelovych lipidovych membran

Modelové lipidové membrany boli pripravené zmieSanim Cer (CerNH), Chol a FFA
(LIG/d-LIG) v ekvimolarnom mnozstve (1/1/1 Cer/LIG/Chol) s pridavkom 5 % (m/m) CholS.
Celkovo boli pripravené dva typy modelovych lipidovych membran. Tieto membrany sa medzi

sebou lisili r6znym typom ret’azcov (protonovany/deuterovany) mastnej kyseliny.

Jednotlivé lipidy boli rozpustené v zmesi Hexan/EtOH 96 % (2/1, v/v). CholS bol
rozpusteny v EtOH 96 % (d6évodom bola nizka rozpustnost’ v predoslej zmesi). Vysledné
roztoky boli zahustené a vysuSené nad P,Os v exsikatore. Lipidové zmesi boli ohriaté na 90
°C, teda nad teplotu hlavnych fazovych prechodov vsetkych lipidov. Takto pripravené zmesi
boli ohrievané na tejto teplote 10 min a nasledne 3 hod chladli pri laboratornej teplote. Proces
chladnutia je dolezity, kedze pri nom dochadza k tvorbe Studovanych lipidovych lamiel.
Nasledne boli tieto modelové membrany inkubované pri laboratornej vlhkosti a teplote 32 °C

po dobu 24 hod.

Takto pripravené modelové lipidové membrany boli priamo nanesené na ATR krystal
a $tudované pomocou termotropnej IC spektroskopie pri teplote od 28 °C do 100 °C, pri¢om
jednotlivé spektra boli zaznamenavané kazdé 2 °C. Medzi jednotlivymi meraniami boli vzorky

ponechané stabilizovat’ 6 min. Zmesi boli merané v duplikatoch.

4.2.3 Spracovanie dat

Celkovo bolo nameranych 144 IC spektier. Data boli spracované pomocou

nasledujtcich programov: OPUS (Brucker), GraphPad a Microsoft Excel.
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5. Zaver

Ceramidy patriace do velkej skupiny sfingolipidov, zastupuju esencidlnu funkciu
v biologii kazdej eukaryotickej bunky. Okrem ich intracelularnych funkcii sa ceramidy
podiel’aju na extracelularnych regulaciach v nervovom systéme a I'udskej kozi. V najvrchnejsej
vrstve epidermis, stratum corneum, ceramidy spolu s volnymi mastnymi kyselinami,
cholesterolom a cholesterol-sulfatom vytvaraju intercelularnu lipidova matrix, ktora
zabezpecuje bariérové vlastnosti koze. K dneSnému diiu je zndmych vyse 12 podtried
ceramidov. Koza patri medzi organy s najvac¢s§im obsahom a najvyssou €lenitost'ou ceramidov.
Dovody pre tito vysoku rozmanitost” v 'udskej kozi doteraz nie st uplne pochopené a su

predmetom intenzivneho $tudia.

Okrem Ceramidov odvodenych od sfingozinu, dihydrosfingozinu, fytosfingozinu sa
v ludskej epidermis nachadza aj velké mnoZstvo ceramidov odvodenych od
6-hydroxysfingozinu, 6-hydroxyceramidov. Téato skupina bola doposial pozorovana iba
v l'udskej epidermis. Najvac¢Sim problémom v Stadiu tychto lipidov je ich komercna
nedostupnost’ a vel'mi naro¢na, mnohokrokova syntéza. Preto prvym cielom tejto prace bol
popis novej kratsej syntetickej cesty k 6-hydroxysfingozinu a jeho izolacia. Stratégiou syntézy
bola reakcia racemického alkynolu s komeréne dostupnym (S)-Garnerovym aldehydom
(chranenym L-Serinalom) a teda v obideni naro¢nej a zdihavej lipazovej reakcie, ktora bola
pouzita v predo§lych publikovanych syntézach. Dalsim zisadnym krokom v syntéze
6-hydroxysfingozinu bola redukcia trojitej vazby na trans-dvojiti pomocou trans-selektivnej
Trostovej hydrosilylacie s naslednou protodesilylaciou. Cela syntéza bola optimalizovana az
bol pripraveny 6-hydroxysfingozin, v siedmych reakénych krokoch, s celkovym vytazkom
40 %. Tato praca predstavuje novl, kratSiu a jednoduch$iu synteticki cestu k
6-hydroxysfingozinu. Izolovany 6-hydroxysfingozin bol pouzity na dalSie biochemické

a biofyzikalne Stadium.

Dalsim ciel'om bolo vyuZitie takto synteticky pripravenej sfingoidnej bazy na syntézu
vSetkych  6-hydroxyceramidov. Vtejto praci je predstavend priprava troch
6-hydroxyceramidov. CerNH a Cer NH-d47 (ceramid s deuterovanou mastnou kyselinou) boli
pripravené reakciou s H svytazkami 90 % a95 %. Dalej bola komentovana priprava
neznameho diastereoméru CerAH. Diastereoselektivna syntéza CerAH nebola tspeSna a bude

predmetom d’alSieho Studia.
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Poslednym cielom tejto prace bol popis vplyvu CerNH na biofyzikédlne vlastnosti
modelovych lipidovych membran. Tieto membrany predstavuji zjednoduseny model
intercelularnej lipidovej matrix stratum corneum. Biofyzikdlne vlastnosti membran
obsahujucich CerNH boli hodnotené pomocou ATR-FTIR. Takto bolo popisané tesné
orthorhombické usporiadanie lipidov v danych membranach. Dalej bola popisana fazova
separacia a tvorba tesnych orthorombickych domén vol'nych mastnych kyselin v pritomnosti
CerNH. Okrem toho boli namerané rozdielne teploty fazovych prechodov CerNH a vol'nych
mastnych kyselin a v neposlednom rade nizs$i stupenn usporiadania molekul CerNH
v modelovych lipidovych membranach. Tieto data prispievaju k popisu biofyzikalnej podstaty
intercelularnej lipidovej matrix stratum corneum a vplyvu jednotlivych lipidov na jej funkciu

a stavbu.

Napriek tomu, zZe vSetky pociatocné ciele tejto prace boli naplnené tato praca otvorila
niekol’ko novych otdzok ohladom reaktivity, totdlnej syntézy a fyziologickej funkcie 6-
hydroxyceramidov v l'udskej kozi. Nakoniec je treba dodat, ze vSetky pripravené latky
a vysledky budu predmetom d’alSieho §tiidia a svojou €ast’'ou prispeju k lepSiemu porozumeniu

vyznamu epidermalnych lipidov v l'udskej fyziologii.
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6. Zoznam skratiek

AD-mix-B zmes K20sO2(OH)4, K3Fe(CN)s, K2COs3, hydrochinidin-1,4-ftalazindiyl-diether
ATR-FTIR infracervena spektroskopia zoslabeného odrazu spojena s Fourierovou
transformaciou

Boc ferc-butyloxykarbonyl

n-BuLi n-butyllithium

terc-BulLi ferc-butyllithium

CA cerebronova kyselina

Cer ceramid(y)

H-Cer 6-hydroxyceramidy

fytoCer fytoceramidy

(8)-GA Garnerov aldehyd, (S)-terc-butyl-4-formyl-2,2-dimethyloxazolidin-3-karboxylat
GlcCer glucosylované ceramidy

DCM dichlormethan

(-)-DET (5/S)-diethyltartarat

DIBAL diisobutylaluminiumhydrid

DMAP 4-dimethylaminopyridin

DMF dimethylformamid

DMP 2,2-dimethoxypropan

e.e. prebytok enantioméru (z anglického enatiomeric excess)

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

FFA volI'né mastné kyseliny (vol'nd mastna kyselina)

H 6-hydroxysfingozin

HMPA hexamethylfosforamid

HOBt 1-hydroxybenzotriazol

Chol cholesterol

CholS cholesterol sulfat

IR infracervena(¢), infracervena spektroskopia

LC/MS kvapalinova choromatografia spojena s hmotnostnou spektrometriou
LIG lignocerova kyselina

d-LIG deuterovana lignocerova kyselina (ds7)

MS hmotnostna spektrometria

NCS N-chlorsukcinimid
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NMR nukledrna magnetickd rezonancia
Ref. referencia

Rf retencny factor

r.t. laboratorna teplota

SC stratum corneum

S sfingozin

dS dihydrosfingozin

SL sfingolipid(y)

SM sfingomyelin(y)

TBHP tect-butylhydroperoxid

TBSCI terc-butyldimethylsilyl-chlorid
TFA trifluoroctova kyselina

THF tetrahydrofuran

TLC tenkovrstevna chromatografia
TBS terc-butyldimethylsilyl

TMS trimethylsilyl
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