Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra organické a bioorganické chemie

Vyvoj spolehlivé metody glukosylace a laktosylace

sfingolipidt

Diplomova prace

Adam HosSek

Hradec Kralové 2023
Vedouci prace: PharmDr. Lukas Opalka, Ph.D.

Konzultant: Dr. Georgios Paraskevopoulos, Ph.D.



Podékovani

Touto cestou bych chtél velmi podékovat svému Skoliteli PharmDr. Lukasi
Opalkovi, Ph.D. za pratelsky pfistup pfi vedeni mé prace, cenné rady, odbornou
pomoc a zejména trpélivost. Dale bych chtél podékovat Panagioté Velissari a
Soriné Hirbod za technické informace a neocenitelnou, vzdy dostupnou
asistenci pfi mé praci v laboratofi. V neposledni fadé bych chtél podékovat své

snoubence za podporu v prubéhu celého studia na fakulté.

2



Prohlaseni:

.Prohlasuji, ze tato prace je mym puvodnim autorskym dilem. VSechna
literatura a dalSi zdroje, ze kterych jsem pfi zpracovani Cerpal, jsou uvedené
v seznamu pouzité literatury a v praci fadné citovany. Prace nebyla pouzita

k ziskani jiného nebo stejného titulu.”

V Hradci Kralové dne 31.8.2023 Adam Hosek



Abstrakt
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sfingolipidd
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Ceramidy jsou hydrofobni sfingolipidy skladajici se ze sfingoidni baze a
acylového fetézce. V lidském téle se vyskytuji ve stratum corneum,
nejsvrchnéjsi vrstvé epidermis, kde jsou soucasti kozni bariéry, mizeme je ale

nalézt také v mozkové tkani a uvniti bunék.

Glukosylceramidy jsou nejjednodussi glykosfingolipidy a ve své strukture
obsahuji jednu molekulu glukézy. Jsou obsazeny ve vSech typech lidskych

Vigvivs

bunék, kde slouzi nejen jako prekurzory pro biosyntézu sloZitéjSich
vliv na rust a vyvoj bunék, jejich diferenciaci a apoptézu. Poruchy v jejich
syntéze nebo degradaci maji za nasledek vazné zdravotni problémy a zaroven
jsou rizikovym faktorem pro budouci vznik Siroké Skaly onemocnéni. Jejich
uplné absence v organismu je neslucitelnd se Zivotem. PodrobnéjSi studium
jejich role a mechanismu pulsobeni v lidském téle muze v budoucnu pomoci
lépe pochopit dulezité otazky moderni mediciny, zejména v oblasti
onkologickych a neurodegenerativnich onemocnéni, a zaroven potencialné

poskytnout nové moznosti |éCby.

Cilem této prace bylo porovnat aktualni metody syntézy glukosylceramidi
v literatufe, zvolit ty nejvhodnéjsi pro prostory nasi laboratofe, postupy ovéfit a
optimalizovat. Hledali jsme syntézu v budoucnu aplikovatelnou na Sirokou Skalu
riznych cukrd i ceramida, ktera by umoznila spolehlivou pfipravu

glukosylceramidu pro jejich dalsi studium.



V ramci této prace jsme vyzkousSeli dvé metody pfipravy glukosylceramidd dfive
popsané v literatufe a pokusili jsme se o jejich optimalizaci. Usp&sné jsme
nékolikrat opakovali a optimalizovali ctyfkrokovou pfipravu chranéného
glukosylového donoru, a to ve vysokych vytézcich pfesahujicich ty v literatufe.
Tento postup bude do budoucna mozné vyuzit pro pfipravu SirSi Skalu
glykosylovych donorti. Chranénou glukézu jsme pak vyuZili k reakci
s nechranénym ceramidem za vzniku beta-glukosylceramidu. Princip reakce
spocCiva ve vzniku elektrofiinino glukosylmesylatu, ktery nasledné reaguje
s ceramidem za pfFitomnosti anhydridu kyseliny difenylborité. Ten tvofi doCasny
komplex s C1 a C3 OH skupinami ceramidu, zesiluje nukleofilitu volného el. paru
kysliku na C1 sfingosinu a umoznuje stereoselektivni reakci. Celkovy vytézek

této Sestikrokové syntézy byl 7 %.

Druhy postup, ktery jsme vramci prace vyzkouSeli, byla pfiprava
glukosylceramidu vyuZivajici per-O-silylovaného glukosylového donoru a jeho
nasledné prevedeni na glukosyljodid, ktery by mél v prostfedi TBAI selektivné
poskytovat alfa-glukosylceramidy. Timto postupem se nam nepodafilo ziskat
Cisty produkt, avSak prabéh reakce sledovan na TLC a NMR analyza

naznacovaly jeho vzniku.
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Ceramides are hydrophobic sphingolipids consisting of a sphingoid base and an
acyl chain. They are found in the stratum corneum, the uppermost layer of the
epidermis, where they are important part of the skin barrier, but they can also

be found in brain tissue and inside human cells.

Glucosylceramides are the simplest glycosphingolipids, and they contain a
single glucose molecule in their structure. They are found in all types of human
cells, where they not only serve as precursors for the biosynthesis of other,
more complex glycosphingolipids, but also have their own physiological
functions. The most significant is their influence on cell growth, development,
differentiation, and apoptosis. Disruptions in their synthesis or degradation can
lead to serious health problems and are also a risk factor for the future
development of a wide range of diseases. Their total absence in the body is
incompatible with life. A more thorough study of their roles and mechanisms of
action in the human body may help to better understand important issues of
modern medicine in the future, especially in the field of cancer and
neurodegenerative diseases, and may also potentially provide new treatment

options.

The aim of this thesis was to compare the current methods of glucosylceramide
synthesis in the literature, to select the most suitable one for the environment of
our laboratory and to validate and optimize the procedures. We were looking for
a synthesis applicable to a wide range of different sugars and ceramides in the



future, that would allow reliable synthesis of glucosylceramides for their further

study.

In this work, we tested two methods of preparing glucosylceramides previously
described in the literature and we attempted to optimize them. We successfully
replicated and optimized the four-step preparation of the protected glucosyl
donor several times in high yields exceeding those in the literature. This
approach can be used to prepare a wider range of glycosyl donors in the future.
The protected glucose was then used to react with the unprotected ceramide to
form beta-glucosylceramide. The principle of the reaction involves the formation
of electrophilic glucosyl mesylate, which subsequently reacts with ceramide in
the presence of diphenylborinic anhydride. The latter forms a temporary
complex with the C1 and Cs OH groups of the ceramide, amplifying the
nucleophilicity of the free electron pair on the C1 hydroxyl and allowing a

stereoselective reaction. The overall yield of this six-step synthesis was 7 %.

The second procedure we tried in this work was the preparation of a
glucosylceramide using a per-O-silylated glucosyl donor and its subsequent
conversion to a glucosyl iodide, which should selectively provide alpha-
glucosylceramides in the TBAI environment. We were not able to obtain the
pure product by this procedure, but the course of the reaction monitored by TLC

and the NMR analysis indicated its correct formation.
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1 Uvod a cil prace

Glukosylceramidy patfi do rodiny glykosfingolipidl. Jedna se o ceramidy, které
maji glykosidicky vazanou jednu molekulu glukézy a mizeme je nalézt ve vSech
lidskych burikach, kde pini Sirokou Skalu fyziologickych funkci, z nichz velka
¢ast zatim nebyla objasnéna. Narozdil od vétSiny typt ceramidd, jejichZ hlavni
role spoCiva ve spravné funkci kize, se glykosfingolipidy ucastni regulace
bunéénych déju, maiji roli v imunitni odpovédi organismu a jejich pfitomnost je

esencialni pro spravnou funkci mozku.

Hlavnim problémem studia glykosfingolipidl je vysoka komercni cena nebo
jejich uplna nedostupnost. Cilem této prace tedy bylo porovnat aktualni metody
jejich pfipravy a nasledné zvolit nejvhodnéjSi pro nase podminky, vybrané
postupy se pak pokusit reprodukovat a zaroven optimalizovat. Hlavnimi kritérii
bylo vyvinout syntézu co nejvice selektivni, avSak univerzalni z hlediska typu
ceramidu a sacharidu. Dulezitym kritériem byla také cenova dostupnost a
bezpecnost pouzitych chemikalii, umoznujici budouci syntézu glykosylceramidu

ve vétSim meéfitku pro jejich dalSi studium.
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2 Seznam zkratek

B4GalT5

CCE

CERT

CGT

DCM

DIPEA

DMC

DMF

ERT

SRT

Gal

GalCer

GalNAc

GCS

GD

Glc

GlcCer

GIcNAc

GM4

GSL

LacCer

LDS

beta-1,4-galaktosyltransferaza 5

cornified cell envelope, zrohovatéla bunééna obalka
ceramide transport protein, transportni protein pro ceramidy
galaktosylceramid syntaza, ceramid galaktosyltransferaza
dichlormethan

N, N-Diisopropylethylamin

dimethylkarbonat

dimethylformamid

enzyme replacement therapy, enzymova substitu¢ni terapie
substrate reduction therapy, terapie redukci substratu
galaktéza

galaktosylceramidy

N-acetylgalaktosamin

glukosylceramid syntaza, ceramid glukosyltransferaza
Gaucherova choroba

glukdza

glukosylceramidy

N-acetylglukosamin

sialovany gangliosid

glykosfingolipidy

laktosylceramidy

lysosomal storage disorder, lysozomalni onemocnéni
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MDR

MeOH

MK

NBS

Neu5Ac

NMR

PD

PMB

PMBCI

PMP

SM4

TBAI

TCP

TFA

TfN3

TLC

TMSCI

TMSI

UDP

UGCG

UGTS8

multi-drug resistence, mnohocetna Iékova rezistence
methanol

mastna kyselina

N-bromsukcinimid

N-acetylneuraminova kyselina

nuklearni magneticka rezonance
Parkinsonova nemoc

paramethoxybenzyl

paramethoxybenzy! chlorid
1,2,2,6,6-pentamethylpiperidin

sulfatid, sulfatovany galaktocerebrosid
tetrabutylamonium jodid

tetrachlorftalidim

kyselina trifluoroctova
trifluoromethansulfonylazid, triflyl azide
tenkovrstva chromatografie
trimethylsylilchlorid

trimethylsylil jodid

uridindifosfat

UDP-glukéza ceramid glukosyltransferaza

UDP glukosyltransferaza 8

12



3 Teoreticka cast

3.1 Kuze

Kaze (lat. cutis, fec. derma) je plosny organ, ktery vytvafi vnéjSi povrch
organismu. Predstavuje hlavni vrstvu obrany organismu pfed fyzikalnimi,
chemickymi a mikrobiologickymi vlivy zevniho prostfedi. Je hlavnim
termoregulacnim systémem lidského téla a ucCastni se latkové vymény
dychanim, resorpci a exkreci. Receptivni funkce je pak zprostfedkovana ve
vrstvach kuze ulozenymi senzorickymi receptory, které zabezpecuji interakci s

vnéjSim prostfedim [1, 2].

KlGze dale hraje roli v imunitnim systému organismu diky imunokompetentnim
bufikam. Ddulezitd je jeji role ve tvorbé vitaminu D z ergosterolu pomoci
slune¢niho zareni, pfed jehoz UV slozkou klUze zaroven poskytuje ochranu

pomoci pigmentu melaninu, ktery je produkovan burikami pokozky [3].

V neposledni fadé se kuze podili na socialnich interakcich jedince, a to

napfiklad mimikou obli¢eje nebo pachy produkovanymi zlazami kize [1].
3.1.1 Stavba

Plocha klze dospélého ¢lovéka dosahuje od 1,2 do 2,3 m?, primérné pak 1,6 -
1,8 m2. Tloustka se li§i dle krajiny téla a pohybuje se v rozmezi od 0,5 mm do 4
mm. NejsilnéjSi kuzi najdeme na zadech, kde dosahuje pravé zminéné 4 mm,

naopak velmi tenka kiize se nachazi na ocnich vickach, penisu a skalpu [1, 3].

3.1.2 Vrstvy klze

Kaze se sklada ze dvou vrstev: z epidermis (pokozky) a dermis (3kary).
Epidermis je epitelova vrstva puvodem z ektodermu, zatimco dermis je
vazivova tkan mezodermového pavodu. Spojeni téchto dvou vrstev je
nepravidelné, kdy se vybézky dermis a epidermis alternuji. Vybézky dermis se
oznacuji jako papily. Vybézky epidermis oznaCujeme pojmem epidermalni ¢epy

[3]. Stavbu kize mizeme vidét na obrazku 1.

Pod dermis se nachazi fidka vazivova tkan — tela subcutanea, hypodermis

(podkozni vazivo). Nazev hypodermis pochazi z feckého hypo, pod + derma,
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kGze. Tato tkan muze obsahovat panniculus adiposus, coz Ize prelozit jako
tukovy polstar. Anatomicky hypodermis odpovida povrchové fascii a pomoci ni

je kuze volné pfipojena k okolnim tkanim [2].

Epidermis

Dermis

Subcutaneous tissue
Muscle

b
¥ Cleveland
Clinic

Obrazek 1 Stavba lidské kuize. Na obrazku mizeme vidét podkozni tuk a na néj
navazujici dvé hlavni ¢asti kiZe — dermis a epidermis. Prevzato z
my.clevelandclinic.org/health/articles/10978-skin.

Prestoze v lékarské terminologii jsou kize a podkozi pfisné oddéleny, tvofi
funkéni jednotku. Ke kuzi také patfi atvary z ni vznikajici, jez jsou oznacovany
jako kozni adnexa Ci derivaty epidermis. Jsou jimi kozni zlazy, nehty a chlupy

nebo napfiklad mlééna Zlaza. [1, 2].
3.1.3 Epidermis

Epidermis (pokozka) je povrchova vrstva klze tvofena rohovatéjicim
vrstevnatym dlazdicovym epitelem. Zakladnimi bunkami pokozky jsou

keratinocyty, které v epidermis najdeme v rizném stadiu vyvoje. Dale se zde
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nachazi méné CcCasté tzv. symbiotické bunky, kterymi jsou melanocyty,

Langerhansovy buriky a Merkelovy bunky [2].

Ve sméru od dermis je epidermis tvofena péti vrstvami keratinocyty (viz.
Obrazek 2):

e stratum basale (stratum germinativum)
e stratum spinosum

e stratum granulosum

e stratum lucidum

e stratum corneum

— _*‘?;7- Dead cells filled

with keratin

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Lamellar granules

Stratum spinosum == TR e Keratinocyte

Stratum basale
Merkel cell

Melanocyte

. Sensory neuron
Dermis

Obréazek 2 Jednotlivé vrstvy epidermis Prevzato z courses.lumenlearning.com/suny-
ap1/chapter/layers-of-the-skin/

Stratum basale
Stratum basale je tvofeno jednou vrstvou kubickych az cylindrickych bunék,
které lezi na bazalni laminég, jez oddéluje dermis od epidermis. Lateralni a horni

povrchy bunék jsou propojeny hojnym mnozstvim desmosomu. K bazalni

laminé jsou buriky vazany pomoci hemidesmosomu [3].

Tato vrstva je charakteristicka velkym poctem mitéz, které zajiStuji stalou

obménu bunék epidermis. Je tedy mistem vzniku novych keratinocytd.
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Obsahuje kmenové buriky epidermis a progenitorové buriky schopné déleni. U
Clovéka trva kompletni obmeéna epidermis 15 az 30 dni. Rychlost obomény zavisi

na vice faktorech, kterymi jsou mimo jiné vék a krajina téla [3].
Stratum spinosum

Stratum spinosum je vrstva tvofena dvéma az péti fadami polygonalnich bunék,
u kterych jsou kvuli arteficialnimu smrsténi dobfe patrna desmosomova spojeni.
Diky tomu se oznacuji jako trnové bunky a v literatufe se muzeme se stratum
spinosum setkat jako s vrstvou bunék s trnovymi vybézky. Vybézky vypliuji
svazky filament. Svazky tonofilament, nazyvané tonofibrily, maji dilezitou funkci
v zachovani soudrznosti bunék a také v ochrané proti mechanickym c&initelim
pusobicim tfeni a tlak. Mista s vy$Sim mechanickym namahanim a vyS$Sim
rizikem odéru disponuji silnéjSim stratum spinosum s vySSim poctem tonofibril a

desmosomu [3].

Stratum basale a stratum spinosum mohou nést souhrnné oznaceni stratum

germinativum Malpighi, coz je ¢ast klize, ve které vyhradné probiha mitéza.
Stratum granulosum

Ve stratum granulosum najdeme cca 3 vrstvy oplostélych polygonalnich bunék.
Cytoplazma téchto bunék je vypInéna bazofilnimi granuly - tzv. keratohyalinova
granula, ktera se sestavaji z filament cytokeratinu a proteinu (loricrin,
profilagrin), a které hraji roli v procesu rohovaténi. Keratohyalin je prekurzorem
keratinu. Bunky této vrstvy postupuji k povrchu, postupné se diferencuji a poté
podléhaji bunécné smrti. Jakmile buriky ztrati jddro, méni se vrstva ve stratum
lucidum [2, 3].

Bunky stratum granulosum obsahuji také lamelarni granula opatfena
membranou. V nich najdeme lamelarni disky tvofené zejména sfingolipidy. Tyto
lipofilni €astice mohou splynout s cytoplazmatickou membranou buriky a pfedat
svlj obsah do mezibunééného prostoru, kde jejich obsah slouzi jako ochrana

proti pronikani cizorodych &astic.
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Stratum lucidum

Stratum lucidum je tenkou vrstvou kize, ktera ma vétsi tloustku v epidermis
dlané ¢&i chodidla, tedy v kuzi tlustého typu. Jedna se o silné eosinofilni vrstvu,

jejiz buriky obsahuiji latku zvanou eleidin, coz je dalSi prekurzor keratinu [2, 3].

3.2 Stratum corneum

Stratum corneum (SC) je od stratum lucidum oddélena v mikroskopu dobfe
patrnou hranici. Jedna se o nejsvrchnéjsi vrstvu kize, ktera je zodpovédna za
jeji bariérovou funkci. Svou strukturou chrani télo pred vlivy vnéjSiho prostredi a
zaroven zabranuje ztratam vody z organismu. Je tvofena pIné zrohovatélymi
bezjadernymi keratinocyty, zvanymi korneocyty. Jedna se o jiZ odumfelé buriky
o primeéru cca 30 um a tloustce cca 0,5 uym, které jsou usporadany ve vrstvach,
kterych je obvykle 15 az 25, ale napfiklad na lidském chodidle téchto vrstev
muzeme nalézt az ke 100. Okoli korneocytll je vyplnéno lipidovou matrix a
spolecné vytvareji strukturu, ktera byva nékdy oznaCovana jako ,systém cihel a
malty“ [1, 2, 4, 5]. Na obrazku 3 mUzeme vidét zakladni schéma této struktury.

Zrohovatéla bunééna Keratinova
Korneocyt obalka (CCE) mikrofilamenta Lipidova matrix

PFirodni zvlhcujici faktor Korneodesmosomy Kovalentné vazané lipidy
(NMF)

Obrazek 3 Schéma usporadani korneocytu ve stratum corneum
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Lamelarni strukturu stratum corneum tvofi korneocyty, korneodesmozomy a
lipidy. Korneocyty jsou obaleny zrohovatélou bunéénou obalkou (CCE, cornified
cell envelope) tvofenou proteiny lorikrinem, involukrinem a dalSimi, na které
jsou kovalentné navazany molekuly w-hydroxyceramidl. Uvnitf korneocytl
najdeme prirodni zvih&ujici faktor (NMF, natural moisturizing factor), slozku
tvofenou hlavné aminokyselinami, které vznikaji degradaci proteinu filaggrinu.
NMF stratum corneum hydratuje a pomaha udrzovat jeji homeostazu.
Korneodesmosomy jsou proteinové struktury drzici jednotlivé korneocyty
pohromadé a zodpovidajici za strukturalni integritu SC. Lipidova matrix je
tvofena ceramidy (50 %), cholesterolem (25 %) a volnymi mastnymi kyselinami
(10-20 %), zbylou ¢ast tvofi minoritni lipidy [6, 7]. Lipidova sloZka a zejména jeji
ceramidy jsou esencialni pro spravnou funkci SC. Pokles jejich koncentrace ma
za nasledek ztraty vody z organismu, sniZzené bariérove vlastnosti, a to vCetné
snizené ochrany proti patogenum. Dysbalance epidermalnich lipidi pak byla
nalezena u nékterych dermatologickych onemocnéni, napfiklad atopické

dermatitidy &i psoriazy [5, 8].
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3.3 Ceramidy

Ceramidy jsou hydrofobni sfingolipidy skladajici se ze sfingoidni baze a
acylového fetézce tvofeného rdznymi typy mastnych kyselin (MK). Zakladem
struktury je tedy bazicky aminoalkohol a amidové vazana mastna kyselina
s délkou fetézce mezi 16 az 36 uhliky. V lidském téle muzeme ceramidy najit
v k@izi, bud' kovalentné vazané na korneocyty, nebo jako soucast lamelarnich
struktur stratum corneum, kde jako soucast kozni bariéry chrani télo pred
exogennimi vlivy a zaroven zabrafiuji uniku vody z téla, coz je funkce nezbytna
pro preziti organismu v suchozemském prostiedi [5]. Kromé kize je muzeme
nalézt v mozkové tkani, a v neposledni fadé uvnitf bunék, kde se ucastni
regulacnich a adaptacnich procest [9]. Ceramidy jsou pak vychozimi latkami

Vaigvivs

muzeme vidét zakladni strukturu ceramidu a nejbéznéjsi typy sfingoidnich bazi.

Mastna kyselina

[\/\/\/\/\/\/\/\/\/\fo ]

HN,,
" OH
X OH
Sfingoidni baze
OH
/\/\/\/\/\/\/WOH
Sfingosin NH,
OH
/\/\/\/\/\/\/\/k:/\OH
Dihydrosfingosin NH,
OH
/\/\/\/\/\/\/\:/'\:/\m_|
Fytosfingosin OH NH,
OH
/\/\/\/\/\/\:/\/k:/\OH
6-hydroxy sfingosin ~ OH NH,

Obrézek 4 Struktura Cer a zékladni typy sfingoidnich bazi
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3.4 Glykosfingolipidy

Glykosfingolipidy (GSL) jsou heterogenni amfifilni molekuly pfitomné na
povrchu témér vSech plazmatickych membran savcu [11]. Jsou tvofeny ze
zakladni ceramidové kostry kovalentné vazané beta-glykosidickou vazbou
k molekule sacharidu (glykanu). Jedna se o velmi rdznorodou skupinu
obsahujici tisice individualnich molekul, ze kterych kazda maze mit potencialné

jiné biologické ucinky [12].
3.4.1 Struktura, déleni

Zakladni déleni glykosfingolipidl (obrazek 5) zavisi na charakteru cukru
vazaneho beta-glykosidickou vazbou ke kostfe ceramidu. Podle toho nejprve
délime GSL na glukosylceramidy (GlcCer) a galaktosylceramidy (GalCer).
Vazbou molekuly galaktézy na GlcCer vznikaji laktosylceramidy (LacCer), které
do své struktury vlivem enzymO mohou vazat dalSi cukerné jednotky. Podle
charakteru tfetiho a Ctvrtého cukru v glykanu LacCer se pak déli na skupiny
(globo-, isoglobo-, lacto-, neolacto-, ganglio-) [13]. GalCer mohou byt dale
modifikovany zbytkem kyselin na sulfatovany GalCer (SM4) nebo sialovany
GalCer (GM4) [12].

A3 [ A4

Ganglio Cer
Ceramid P

Y N Globo Cer
GalCer GlcCer Isoglobo [ OO @-Cer

3
Lacto O EO @-Cer
. Glukosa
pY 1) B4
O Galactosa Neolacto O—.—O—‘CEr

Obrézek 5 Zakladni rozdéleni glykosfingolipidt
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Glykany GSL obsahuji ve svych strukturach 1 az 20 monosacharidil a dodnes
jich bylo v obratlovcich nalezeno vice nez 400 [14]. NejCastéjSimi cukry
zastoupenymi v oligosacharidech GSL jsou galaktéza (Gal, 40 %), N-
acetylglukosamin (GlcNAc, 20 %), glukdza (Glc, 14 %), fukéza (Fuc, 10 %), N-
acetylgalaktosamin (GalNAc, 8 %) a kyselina N-acetylneuraminova (Neu5Ac, 5
%) [12].

3.4.2 Biosyntéza

Syntéza glykosfingolipidi zacina v endoplazmatickém retikulu vznikem
ceramidu, ktery je pfepraven do Golgiho aparatu bud pomoci vezikularniho
transportu nebo specifického transportniho proteinu pro ceramidy (CERT,
ceramide transport protein). V Golgiho aparatu pak dochazi k samotné syntéze
GSL. Poc¢atecnim krokem je vazba prvni cukerné jednotky na kostru ceramidu a
diferenciace na GlcCer a GalCer. Glukosylceramidy vznikaji pfenosem glukosy
z UDP-Glc, tato reakce je katalyzovana enzymem glukosylceramid syntazou
(GCS), ktery je kodovan genem UGCG. Galaktosylceramidy pak vznikaji
pfenosem galaktosy z UDP-Gal zprostfedkovanym enzymem galaktosylceramid
syntazou (CGT), tento enzym je kdodovan genem UGT8 [15]. Zakladni

syntetické kroky mizeme vidét na schématu 1.
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Schéma 1 Biosyntéza zakladnich glykosfingolipidui
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3.4.3 Funkce GSL

O existenci GSL a jejich dulezitosti pro na$ organismus vime uz od 80. let
minulého stoleti. Mnozstvi studii provedenych na bunéénych a zvifecich
modelech nam dava pomérné dobrou pfedstavu o fyziologickych a
patologickych procesech, kterych se GSL ucastni, jejich konkrétni role v nich
vSak neni zcela objasnéna, a to i pfes obrovské pokroky v moznostech jejich
analyzy za posledni desetileti [16, 17]. GalCer a jejich sulfatované a sialované
analogy (SM4, GM4) najdeme predevSim v mozkové tkani, kde hraji roli
v diferenciaci oligodendrocytu, a jsou nezbytné pro spravnou tvorbu, udrzovani
struktury a funkce myelinu v CNS. GlcCer jsou nepostradatelné zejména pro
spravnou funkci pokozky (epidermis), pro kterou jsou zasobnim zdrojem
ceramidd vznikajicich jejich hydrolyzou. Cast z nich je v kdizi konvertovana na

acylglukosylceramidy [18, 19].

Glykosfingolipidy se uc€astni celé fady celularnich funkci. GalCer, GlcCer a
LacCer maji roli v mechanismech buné&éné imunitni odpovédi a zanétu. GlcCer
vykazuji ucinky na bunéCnou adhezi, rist a diferenciaci a jejich zvySena
syntéza u rezistentnich &i agresivnich nadorl poukazuje na ucast v lékové
rezistenci nadorovych bunék. LacCer pak maji vliv na buné&cnou proliferaci a

angiogenezi [20].

Esencialni role GSL pro spravné fungovani organismu vyplyvaji ze studii
provadénych na geneticky modifikovanych mysSich. Pfi umélé inhibici UGCG
genu koédujiciho enzym GCS doSlo k umrti mysSich embryi jiz v jejich rané fazi
vyvoje [21]. Stejny efekt, tedy smrt vSech zarodkl kolem desatého dne vyvoje,
méla inhibice genu B4GalT5 zodpovédného za tvorbu enzymu LacCer syntazy.
[22] Tyto vysledky ukazuji na nenahraditelnou roli i samotnych LacCer a
slozitgjSich GSL znich vychazejicich [23]. Zasahy do syntézy rdaznych
gangliosidu a jejich deficit nemél za nasledek umrti plodu, ale projevoval se
neurodegenerativnimi  zmé&nami v pozdé&jSich fazich vyvoje, sniZzenymi
senzorickymi funkcemi, parkinsonismem, neplodnosti (souvisejici s inhibici
transportu testosteronu) [24], demyelinizaci a dalSimi neurologickymi defekty
[25-28]. Problémem pak neni pouze defekt v syntéze GSL, ale i jejich

nedostatec¢na degradace, ktera mize mit za nasledek ukladani molekul GSL
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v télesnych organech a tkanich. Tento jev je pozorovan nejCastéji u rdznych
genetickych lysozomalnich onemocnéni (LSD). Pro spravné fungovani lidského
téla neni zasadni pouze dostatek vSech typd GSL, ale zejména rovnovaha

Vv jejich biosyntéze a degradaci.
3.5 Glukosylceramidy

Glukosylceramidy jsou nejjednodussi glykosfingolipidy, obsahujici ve své
struktufe pouze B-glykosidicky vazanou glukosu. | tento maly rozdil ve struktufe
ma za nasledek velmi rozdilné uc€inky oproti ceramidim v téle Clovéka, nékdy
az pfimo antagonistické pUsobeni (proliferacni u¢. GlcCer vs. anti-proliferacni

Cer, pro-apoptoické Cer vs. anti-apoptoické GlcCer) [29].

Jedna se o esencialni lipidy, které mizeme najit u vSech savcu, ale také
v bunkach rostlin a hub. Pfestoze mame urCitou pfedstavu o jejich vlivu na
rizné Casti organismu, tyto informace vyplyvaji spiSe ze studia aktivity enzyml
ucastnicich se jejich metabolismu, samotny mechanismus jejich ucinku zistava
z velké Casti otazkou [19]. Prestoze glukosylceramidy tvofi jen malou Cast
epidermalnich lipidd (4 %), jsou pro jeji funkci esencialni. Ceramidy kozni
bariéry jsou syntetizovany v endoplazmatickém retikulu a dale jsou v Golgiho
aparatu preménény na GlcCer, zddvodu omezeni jejich intracelularni
cytotoxicity a umoznéni jejich transportu do lamelarnich télisek stratum
granulosum, kde slouzi jako zasobni forma ceramidd. Z nich jsou vylévany
exocytozou do spodnich vrstev stratum corneum, kde jsou hydrolyzovany na
finalni lipofilni ceramidy tvofici kozni bariéru [30-32]. Glukosylceramidy jsou
zdrojem jednodusSich ceramidll, ale maji i vlastni fyziologické ucinky. Nejvice
poznatkl mame o jejich jiz zminéném vlivu na rist, proliferaci a diferenciaci
bunék, at uz se jedna o ranou fazi embrya, zdravé buriky v téle nebo rakovinné
bujeni [18, 29, 33].
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3.6 Vliv glukosylceramidu na lidska onemocnéni
3.6.1 Gaucherova choroba

Gaucherova choroba (GD) je prvni objevené LSD. Zaroven se jedna o
nejCastéjSi nemoc tohoto typu s celosvétovou incidenci okolo 1:100 000 [34,
35]. Nékteré geneticky zatizené komunity, jmenovité askenazsti Zidé, mohou
dosahovat prevalence az 1:900 [36]. Jedna se o genetickou mutaci GBA1 genu
zpusobujici deficit enzymu glukosylceramidazy zodpovédného za degradaci
GlcCer a dalSich glukosylsfingosinu. Dusledkem naruSeni tohoto metabolismu
pak dochazi k hromadéni GlcCer a dalSich sfingolipidd zejména v makrofazich
a jejich naslednému hromadéni v organech, primarné v jatrech a sleziné, ale
také v mozku, plicich, ledvinach a dalSich. To ma za nasledek vyrazné zvétSeni
téchto organl. Napfiklad vaha sleziny ¢lovéka s GD muze dosahovat az
dvacetinasobku hmotnosti sleziny zdravého CcClovéka. NejCastéjSimi zivot
ovliviiujicimi symptomy jsou pak bolesti velkych kloubl (ramenni, kolenni,
kyCelni), a zaroven jejich snizena funkénost z divodu hromadéni sfingolipidu.
To vede ke sniZeni kvality Zivota az invalidité, souCasné se snizenim
primérného véku doziti. U malé &asti pacientl (okolo 10 %) se v prubéhu Zivota
vyvinou neurologické symptomy jako napf. poruchy vidéni, sluchu nebo

epilepsie [37].

OH /JCHS OH Q
HO N [

HO HN
OH 0 W

0

Obrazek 7 Miglustat Obrézek 6 Eliglustat

Farmakoterapie Gaucherovy choroby se déli na dva typy dle mechanismu
ucinku. Prvnim je enzymova substituCni terapie (ERT, Enzyme replacement
therapy), kdy dochazi k externimu doplnéni enzymu deficitniho v téle
nemocného [38]. Kléfbé se pouzivaji rekombinantni glukocerebrozidazy
Taliglucerase alfa a Velaglucerase alfa. Druhym pfistupem je redukce substratu
(SRT, Substrate reduction therapy). Aktualné pouzivana léCiva Miglustat
(obrazek 7) a Eliglustat (obrazek 6) jsou substraty glukosylceramid syntazy
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(GCS) a pusobi jako jeji kompetitivni inhibitory [39]. VSechny tyto latky spadaji

do kategorie Orphan drugs (IéCiva na velmi vzacna onemocnéni).

3.6.2 Glukosylceramidy a nadorova onemocnéni

GSL jsou v posledni dobé spojovany s fadou onkologickych onemocnéni.
Celularni mechanismy, do kterych GSL zasahuji, zejména bunécna proliferace,
apoptéza, endocytéza a transport jsou vSe procesy uUzce souvisejici
s kancerogenezi. ZvySena aktivita enzymu GCS a zvySena kumulace
glukosylceramidi byla opakované sledovana u rezistentnich nadora.
Pfedpoklada se tedy, Ze GlcCer hraji vyznamnou roli ve vzniku mnohocetné
lékové rezistence (MDR). Pfirozené nizsi aktivita tohoto enzymu naopak byva
spojovana s vysSi senzitivitou k IéCbé a lepSi progndzou [40], a jeji umélé
snizeni koreluje s regresi nadoru [41]. Blokovani ucinki GCS v nadorové tkani
je tedy potencialni cestou, jak v budoucnu pfistupovat ke Spatné Iécitelnym
nadorovym onemocnénim. Aktivita enzymu spojenych se syntézou GSL by pak
mohla byt jednim z hlavnich markert agresivity nadorl. ZvySeny obsah GlcCer
je obecné znakem vétSiny nadorl, nejen v zavislosti na rezistenci. Konkrétné
byl pozorovan u zhoubného melanomu [42], kolorektalnich karcinomu, nadort
prsu a délozniho Cipku [43]. Poruchy metabolismu GSL pak byly identifikovany
jako rizikovy faktor pro rozvoj onkologickych onemocnéni, zejména krevnich

malignit jako lymfomu nebo myelomu [44].

3.6.3 Parkinsonova nemoc (PD)

Screening pacientl s Parkinsonovou nemoci ukazuje, ze mutace v GBA genu
kodujiciho enzym glukosylceramidazu je nejvyznamnéjSim rizikovym faktorem
pro vznik PD ve stafi. Mutace tohoto genu byla zjiSténa u vice nez 7 % pacientu
Zijicich s PD [45, 46].
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Historické pripravy glykosfingolipidu

Glykosylace ceramidl je slozitym chemickym procesem. Hlavnim problémem je
pfitomnost intramolekularni vodikové vazby mezi amidovym vodikem a el.
parem kysliku na C+ sfingosinu, ktera vyrazné snizuje jeho nukleofilitu. VétSina
postupul tedy zahrnuje néjakou formu naruseni této interakce, bud zbavenim se
amidového vodiku substituci jinou skupinou nebo do¢asnou tvorbou komplexu
s OH skupinou. DalSi komplikaci je reaktivni C3 OH skupina, kterd muze byt
bud docCasné substituovana nebo spole¢né s C1 hydroxylem zapojena do
komplexu. Tato metoda je nejvyhodnéjsi, jelikoz zaroven fesi problém reaktivity
OH skupiny i vznik vodikové vazby. DalSi komplikaci je samotna reaktivita
cukrt. Jejich C1 uhlik neni sdm o sobé dostateéné silnym elektrofilnim centrem
a je nutné tyto vlastnosti zesilit rGznymi modifikacemi. Zaroven neni zZadouci
reaktivita zbylych hydroxylovych skupin a je nutné je pfed konjugaci doCasné

zablokovat.

Obrazek 8 Intramolekularni vodikova vazba ceramidu
V literatufe bylo popsano nékolik zplUsobl pfipravy GSL. Jednim z prvnich je
postup vyuZzivajici pfipravu azidosfingosinu s aromaticky chranénou OH
skupinou v poloze tfi a jeho naslednou reakci s chranénym
glykosyltrichloracetimidatem, takto pfipraveny glukosylovany sfingosin je
nasledné acylovan za vzniku glukosylceramidu [47]. Tento postup je vSak
pomeérné komplikovany kvdli pfipravé azidosfingosinu a nasledné nutnosti
chranéni OH skupiny v poloze 3. Zaroven postup vyzaduje i modifikaci cukrt a
pfipravu chranénych glykosylacetimidatl. Nepfijemnosti pak muze byt také

prace s nékterymi chemikaliemi vyuzivanymi v této syntéze, zejména s vysoce
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toxickymi a potencialné vybusnymi azidy (TfN3). ZjednoduSeny postup mizeme

vidét na schématu 2.
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Schéma 2 Priprava glukosylceramidu z azidosfingosinu. Piv (pivaloyl), Bz (benzyl)

Dalsim, pomérné novym, postupem je obdobna pfiprava glukosylceramidu,
ktera ale namisto azidosfingosinu vyuzZiva ochranu aminové skupiny pomoci
tetrachlorftalidimu (TCP), ktery nabizi méné nebezpelnou alternativu [48].
Tento postup vychazi z vyrazné levnéjsiho fytosfingosinu, jehoz OH skupina
v poloze 4 je vprubéhu syntézy aktivovana pomoci PPhs a nasledné
substituovana jodem. Po eliminaci molekuly jodovodiku pak vznika sfingosin.
Jedna se tedy o ekonomicky vyhodny postup, pokud je poZadovanou bazi
vysledného ceramidu sfingosin. Zaroven neni nutna ochrana Cs OH skupiny,
jelikoz zvySena nukleofilita C1 kysliku vyrazné posouva reaktivitu jeho smérem.
| pfes své vyhody tento postup vyZaduje jak pfipravu chranéného
glykosyltrichloracetimidatu, tak pfipravu chranéného sfingosinu a naslednou
konverzi na ceramid a odchranéni. Celkové se tedy jedna o pomérné slozity a
dlouhy proces, pokud je cilem ziskat glykosylceramid. Na obrazku 9 mizeme

vidét mechanismus, kterym dochazi ke zvySeni nukleofility na C1 kysliku.

Cl Cl
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Obrazek 9 TCP substituovana aminoskupina sfingosinu
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Dalsi metodou je reakce organociniCitych etherl ceramidd s glykosyljodidy
v pfitomnosti tetrabutylamoniumjodidu (TBAI). Tento postup nabizi dobry
vytézek a maly pocet reakénich krokl [49]. Hlavnim problémem této syntézy je

vysoka toxicita organickych slou€enin cinu.
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Schéma 3 Uvodni krok pfipravy glukosylceramidu pomoci tributylcinoxidu

4.2 Syntézy vyuzité v nasi praci

Vtéto praci jsme vyzkousSeli dvé syntézy glukosylceramidl vychazejici
z literatury, a to konkrétné a-selektivni one-pot syntézu podle Du, Suvarn a

Jacquelyn a B-selektivni syntézu dle D’Angela a Taylora.

Prvni zminéna syntéza jako glykosylovy donor vyuziva silylované glykosyl
jodidy. Jeji hlavni vyhodou je, Ze obsahuje pouze dva kroky, nevyZaduje
Zadnou predchozi upravu ceramidu, nabizi vysoky vytéZzek a vyuziva
dostupnych chemikalii [50, 51]. Druhé syntéze vychazejici z prace D'Angela a
Taylora [52, 53] byla vénovana vétSina ¢asu na experimentalni ¢asti této prace.
Syntéza je B-selektivni a sklada se ze dvou C&asti. Prvni Casti je syntéza
chranéného cukru s volnou C1 OH skupinou. V druhé &asti nasleduje navazani
glykosylu na ceramid, jehoz hlavnim mechanismem je vytvofeni elektrofilniho
centra na cukru tvorbou mesylatu a zaroven posileni nukleofilnich vlastnosti C+

kysliku ceramidu reakci s anhydridem kyseliny difenylborité.
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4.2.1 Syntéza podle D "Angela a Taylora
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Schéma 4 Syntéza glukosylceramidu pomoci pripravy chranéného cukru a nasledna
reakce s ceramidem v pfitomnosti anhydridu kyseliny difenylborité.

DCM (dichlormethan), PMBCI (4-methoxybenzylchlorid), DMF (dimethylformamid),
NBS (N-bromsukcinimid), PMP (1,2,2,6,6-pentamethylpiperidin), Ms,O (anhydrid
kyseliny methansulfonové)

4.2.2 Jednotlivé reakce provedené v nasi laboratofi

(1) Prvni krok syntézy spociva v peracetylaci hydroxylovych skupin cukru
pomoci acetanhydridu v pfitomnosti octanu sodného, ktery slouzi jako pufrovaci
Cinidlo a vychytava protony, které se béhem reakce odstépuji. Jedna se o
jednoduchou reakci, kterou Ize provést nékolika zpusoby. PFi provedeni této
reakce byl vytézek pouze 50 %, a to kvuli vlastni chybé, avSak standardné
reakce probiha kvantitativné a v literatufe se vytézky pohybuji ke 100 %. Pro

vypocty vytézkl celé syntézy tak budeme pocitat s teoretickym vytézkem 98 %.
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Schéma 5 Acetylace OH skupiny monosacharidu

(2) Druhym krokem je navazani aromatického thiolu do polohy 1 cukru. Reakce
vyuziva BFs ve formé komplexu s diethyletherem jako Lewisovy kyseliny, ktery
svym pusobenim aktivuje substrat pro nukleofilni atak thiolu. Reakce probihala
selektivné na C+1 uhliku a nesledovali jsme substituci jinych skupin. Jedinou
komplikaci reakce je nepfijemna prace s benzenthiolem. Naméfeny vytéZzek
reakce byl 59 %, ktery je do budoucna jesté mozné zlepsit. Alternativné jsme se
pokusili o pfipravu obdobného sirného derivatu (v experimentalni ¢asti popsano
jako sloucenina 9), kdy jsme vychazeli pfimo z glukozy a tolylthiolu za bazické
katalyzy TEA. Tato syntetickd cesta nam nicméné neposkytla poZadovany
produkt.

-~ R F
\ /
F—g©

0O
o X ey | — O
%04<v 04@3/ 9404<v

Schéma 6 Nukleofilni atak thiofenolu na chranénou glukozu

(3) Nasleduje odchranéni hydroxylovych skupin a jejich nasledné opétovné
ochranéni 4-methoxybenzylovymi (PMB) skupinami. Reakce se sklada ze dvou
krokl, kdy prvnim z nich je od$tépeni acetylovych skupin trans esterifikacni
reakci plisobenim methanolatu sodného a nasledné neutralizace smési pomoci
kyselého DOWEXU. Po odstranéni DOWEXU filtraci a odpareni rozpoustédla
nasleduje druha reakce, ve které dochazi k ochranéni OH skupin pomoci
PMBCI v pfitomnosti NaH v DMF. Tuto reakci jsme nejprve nékolikrat zkouseli
pfimo z komeréni p-tolylthioglukézy (experimentalni reakce 10) a nasledné

z acetylované fenylthioglukézy, ale s nizkymi vytézky, a ne uplné pfesnou NMR
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charakterizaci. Po optimalizaci pribéhu vychazejici z literatury [54, 55],
zejména zkracenim reakéniho €asu a zvySenim teploty ze 40 na 100 °C, se
nam povedlo reakci nékolikrat uspédné opakovat s vytézky pfesahujici ptivodni
syntézu (73 % vs 44 %). Vyhodna je moznost CiSténi produktu pouze extrakci a

rekrystalizaci pfi vétSich objemech.

S
CH30O+
o‘< 1) CH3OH, Na OH

o
2) DOWEX ‘;_gk) 5 k

(@)

OH NaH

=~ Ca ~

Schéma 7 OdStépeni acetylovych skupin a navazani PMB na OH skupiny

(4) Posledni reakci pfipravy glukosylového donoru je odstranéni aromatického
thiolu pomoci NBS v prostfedi acetonu/vody. Mechanismus reakce je
naznateny na schématu niZze. Tato reakce probihala bezproblémové
s vysokymi vytézky (94 % vs 70 % literatura). VysSi vytéZzky byly spojeny
s vétSim objemem reaktantu 62 % pfi 120 mg vychozi latky vs. 94 % pfi pouziti

2 g. Celkovy vytézek Ctyrkrokove pfipravy glukosylového donoru byl 40 %.

Br
OH/;O\%\;;E@ 7

H™ .

»40{ H,0

Schéma 8 Odstépeni arylthiolové ¢asti molekuly pomoci NBS
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(5) Glykosylace ceramidu se sklada =z pfipravy glykosylmesylatu
(methansulfonatu) pomoci Ms20 a PMP a jeho nasledné pfipojeni na ceramid v
prostfedi anhydridu kyseliny difenylborité, ktery se v pribéhu reakce vaze na
1,3 OH skupiny ceramidu. Glykosylmesylat je silnym elektrofilem, zatimco
tvorba komplexu s borem umozfiuje beta-selektivitu reakce, ztézuje vznik
intramolekularni vodikové vazby ceramidu a posiluje nukleofilni vlastnosti
volného elektronového paru na kysliku. Vysoka lipofilita zpisobena objemnymi
PMB skupinami ma za nasledek velmi podobné separacni vlastnosti produktu a
vychozi latky, jejich izolace byla tedy velmi obtizna. Tento problém bude
pravdépodobné jesté umocnén rostoucim pocCtem chranénych skupin u
disacharidd a oligosacharidl. Nejjednodussim feSenim, které Setfi Cas i
mnoZstvi mobilni faze, je jejich pouze CasteCna separace a nasazeni do
nasledujici reakce, po které se vychozi latky a produkt oddéluji velmi snadno.
Vytézek této reakce byl 55 %.
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Schéma 9 Mechanismus glukosylace ceramidu v pfitomnosti anhydridu kyseliny
difenylborité

(6)

Poslednim krokem této syntézy bylo odstranéni chranicich PMB skupin
z molekuly cukru pomoci TFA v prostfedi anisolu. Vytézek této reakce byl 30 %,
a mohl byt ovlivnén chybou pfi separaci a ztratou nékterych frakci produktu. |
pfes nékolik opakovani reakci se nam vSak nepodafilo ziskat kumulativni

vytézek krokl 5 a 6 vétSi nez 17% a tyto vytézky byly konzistentni. Oproti tomu
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v literatufe se vytéZzek pohyboval mezi 38 % — 55 % v zavislosti na pouZitém
cukru. Tyto vytézky mohla ovlivnit prace s pomérné nizkymi objemy a vlastni
chyby pfi separaci. NejvétSim rozdilem pak bylo, Ze jsme ve vSech reakcich
pouzivali fytoceramid, na rozdil od sfingosinového ceramidu pouZzitého ve studii
a je znamo, ze fytoceramidy maji horsi akceptorové vlastnosti. Napfiklad studie
popisujici druhy postup pouzity v této praci uvadi u fytoceramidu jako akceptoru
vytézky 20 % - 30 %, zatimco u vSech ostatnich typa ceramidu vytézky kolem
80 %. Jako duvod uvadi potencialni tvorbu micel diky linearnim fetézcim [50].
Tyto vysledky neni mozné vztahnout na nas postup, ale zopakovani postupu
v budoucnu s jinymi akceptory by mohlo poskytnout lepsi odpovéd. My sami
jsme reakce se sfingosinovym ceramidem zkouseli v rané fazi této prace, kdy
se nam jeSté nedafilo spolehlivé ziskat produkt a nasledné jsme

z ekonomickych davodu presli na vyrazné levnéjsi fytoceramid.

Cela syntéza vychazejici z D-glukézy méla v souctu 6 kroku, celkovy vytézek
pak Cinil 7 %. Hlavni vyhodou této syntézy je spolehliva pfiprava chranénych
cukru, které lze nasledné pouzit pro reakce s rdznymi ceramidy. Takto
pfipravené chranéné cukry maji dobrou stabilitu (po 2 letech nedoslo ke
zménam struktury pfi skladovani v mrazni¢ce) a diky ekonomické dostupnosti
pouzitych chemikalii je lze pfipravit jednorazové ve velkém mnozZstvi, které
pokryje desitky az stovky glykosylaci. Hlavni nevyhodou pak je nizky vytézek
poslednich dvou krokd, ktery je jeSté nutné optimalizovat a vyzkouSet na jinych

ceramidech.
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4.2.3 Syntéza podle Du, Suvarn a Jacquelyn

OH  'OH
TEA, TMSCI, DMF
oTMs oTMS
o} o)
TMSO TMSL, DCM T™MSO
TMSO » TMSO
7 OTMs 'OTMS i OTMS
o) ! TBAL DIPEA
)J\ i\ DCM
Cq7H3s NH OH , DOWEX
: : , MeOH
HO Cq3Hog !
OH Y
OH

Schéma 10 Syntéza alfa glukosylceramidu reakci se silylovanym glukosyljodidem. TEA
(triethylamin), TMSCI (trimethylsylilchlorid), TBAI (tetrabutylamoniumjodidu), DIPEA
(N,N-diizopropylethylamin)

4.2.4 Jednotlivé reakce

(7)

Prvni reakce tohoto postupu spociva v ochranéni vSech OH skupin glukézy
pomoci TMSCI a vznik per-O-silylovaného glukosylového donoru. Tato reakce

fungovala velmi dobfe a v témérf kvantitativnim vytézku (97%).

(8)

Druhym a hlavnim krokem je pak nahrazeni OH skupiny v poloze 1 cukru jédem
pomoci TMSI a vznik intermediatu, ktery stereoselektivné reaguje s ceramidem
diky pfitomnosti TBAI. Nasledné dochazi k odchranéni OH skupin cukru pomoci
hydrolyzy v mirné kyselém prostfedi DOWEXU. TMSI s TMS-glukézou reaguje
kvantitativné, hlavnim krokem je tedy reakce glukosyljodidu s ceramidem. Tento
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krok standardné bézi 48 hodin, v naSich podminkach jsme zkouSeli reakci
nechat probihat bez zasahu 3 az 7 dnu, ale na TLC nebyly sledovany dalsi
zmény ani nedoSlo ke zvySeni vytézku. Prubéh reakce sledovan pomoci TLC
odpovidal spravnému vzniku produktu, zaroven jednotlivé piky NMR odpovidaly
pozadovanym funk&nim skupinam, nepodafilo se nam vSak izolovat Cisty
produkt pro jeho pfesnou charakterizaci. Tyto reakce jsme zkouseli v prvnich
fazich prace a nestihli se k nim vratit, nicméné se jedna o postup volby, pokud
je pozadovan produkt v alfa konfiguraci. Pfiprava per-O-silylovanych donoru je
spolehliva, probiha kvantitativné a nevyZaduje chromatografické cisténi. Do
budoucna by bylo vhodné postup vyzkouSet na ceramidech obsahuijicich jinou
bazi nez fytosfingosin, se kterymi by reakce méla mit spolehlivéjSi vysledky.
Casteény neuspéch u této syntézy priklanim i tomu, Ze jsem postup provadél 4
roky zpatky, kdy jsem jesté nemél moc zkuSenosti s praci v laboratofi a

zejména Cisténi produktu mohlo byt provedeno ne uplné precizné.

V této praci jsme chtéli postupy vyzkouSet jesté na laktéze pro pfFipravu
laktosylceramidl, ale bohuzel to z ¢asovych duvodl nebylo mozné. Prvni
postup vyuzivajici anhydrid kyseliny difenylborité byl v literatufe na laktoze
vyzkousen a oCekavame zZe bude fungovat obdobné. Druhy postup vyuZivajici
TMSI nebyl na disacharidech testovan, ale minimalné prvni krok ochranéni
pomoci TMSCI by mél byt téméF totozny, pouze je potfeba vzit v potaz vétsi

mnozstvi hydroxylovych skupin a dle toho upravit mnozstvi reaktantu.
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5 Experimentalni Cast

5.1 Technické parametry a chemikalie

Vychozi latky, Cinidla, rozpoustédla a dalSi komercné dostupné chemikalie a

materialy byly koupeny od tradi¢nich dodavatelt: Merck, VWR a PENTA.

Na sloupcovou chromatografii byl vyuZzity Silikagel 60 (230-400). Na sledovani
pribéhu chemickych reakci, kontrolu €istoty produktl a charakterizaci latek byla
vyuzita tenkovrstva chromatografie na hlinikovych TLC deskach Silikagel 60
F254 (Merck). K detekci vyvinutych TLC byla vyuzivana detekéni smés
Ce(S0a)2, H3[P(Mo3010)4], koncentrovana kyselina sirova a voda. 'H a '3C NMR
spektra vSech latek byly naméfeny pomoci pfistrojd VARIAN VNMR S500 a
JEOL JNM-ECZ 600RVv (rozpoustédla jsou uvedeny u jednotlivych spekter).

V glukosylacich byl jako akceptor pouzit kosmeticky fytoceramid (CER I,
obrazek 10).
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Obrazek 10 Kosmeticky fytoceramid (N-stearyl-D-fytosfingosin)
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5.2 Postupy pripravy
5.2.1 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-B-D-glukopyranéza (1)

OH OAc

HO (0] NaOAc, Ac,O _ AcO S

AcO

I
©]
\

OH 'OH OAc OAc

Octan sodny (0,5 g, 6,1 mmol, 1,1 ekv.) byl rozpustén v acetanhydridu (7 ml, 74
mmol, 13,33 ekv.) a smés byla za stalého michani po dobu 20 minut zahfivana
na 100 °C pod refluxem. Nasledné byla do reakce za sou€asného zahfivani
pfidana po castech D-glukosa (1 g, 5,55 mmol, 1,0 ekv.) Po dalSich 15
minutach byla reakce ukonCena a po klesnuti teploty na pokojovou byla reakce
ukonc€ena pfidanim 25 ml vody. Reakéni smés byla 4 hodiny chlazena na 0 °C
v ledové lazni a vzniklé krystaly byly Zzfiltrovany a omyty ledovou vodou a
studenym etanolem. Krystaly produktu byly vysuSeny za sniZzeného tlaku a

vysledny produkt (1) byl docistén rekrystalizaci zetanolu (20 ml).

Vytézek: 1,15 g (2,95 mmol, 53 %), bezbarva krystalicka latka
Charakterizace:

TH NMR (600 MHz, CDCl3) & 5.69 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 5.23 (t, J = 9.4 Hz, 1H),
5.16 — 5.02 (m, 2H), 4.26 (dd, J = 12.5, 4.6 Hz, 1H), 4.16 — 4.00 (m, 1H), 3.85 —
3.79 (m, 1H), 2.13 — 2.03 (m, 6H), 2.02 — 1.98 (m, 9H).

13C NMR (151 MHz, CDCl3) 5 170.68, 170.17, 169.46, 169.32, 169.03, 91.78,
72.87,72.80, 70.31, 67.84, 61.53, 20.87, 20.76, 20.62.
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5.2.2 Fenyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-glukopyrandza (2)

OAc OAc

Thiofenol, BF;-OEt,, DCM
AcO Q e > AcO °
AcO AcO S

OAc OAc OAc

1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-B-D-glukopyranéza (1) (500 mg, 1,28 mmol, 1,0 ekv.) byla
umisténa do ochranné atmosféry pod argon a nasledné rozpusténa v DCM (3,3 ml).
Smeés byla nejprve ochlazena ledovou lazni na 0 °C, nasledné byl po kapkach pfidan
thiofenol (0,27 ml, 2,64 mmol, 2,06 ekv.) a BF3-OEt2 46,5 % (1 ml, 3,72 mmol, 2,9 ekv.).
Po hodiné byla odstranéna ledova lazen a smés byla michana za pokojové teploty 24
hodin. Nasledné byla reakce ukoncena 10 ml vodného roztoku NaHCOs3 (5 %). Smés
byla extrahovana DCM (3x15 ml), organicka faze vysuSena Na2SOs, prefiltrovana a
vysudena za snizeného tlaku. Vysledna smés byla rozpusténa v CHCIs a odpafena se
silikagelem a docisténa pomoci sloupcové chromatografie (30 g silikagelu, mobilni faze
Hexan/EtOAc 3:1).

Vytézek: 320 mg (0,75 mmol, 59%), pevna bila latka
Charakterizace:

'H NMR (600 MHz, CDCls) & 7.50 — 7.45 (m, 2H), 7.34 — 7.26 (m, 3H), 5.24 —
5.17 (m, 1H), 5.05 — 4.99 (m, 1H), 4.98 — 4.92 (m, 1H), 4.69 (d, J = 10.1 Hz,
1H), 4.23 — 4.13 (m, 2H), 3.74 — 3.68 (m, 1H), 2.06 (d, J = 4.5 Hz, 6H), 1.98 (d,
J=17.2 Hz, 6H).

3C NMR (151 MHz, CDCl3) & 170.63, 170.25, 169.47, 169.32, 133.21, 131.73,
129.02, 128.50, 85.81, 75.89, 74.05, 70.04, 68.31, 62.23, 20.81, 20.79, 20.65,
20.64.
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5.2.3 Fenyl 2,3,4,6-tetra-O-(p-methoxybenzyl) -1-thio-B-D-
glukopyrandza (3)

OAc OPMB
o 1)MeOH, Na 2)DMF, NaH
AcO kysely DOWEX  PMBCI PMBO R
AcO S > » PMBO S
OAc OPMB

Fenyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-glukopyrandza (2) (4 g, 9 mmol, 1 ekv.)
byla rozpusténa v bezvodém MeOH (200 ml). Po malych kouscich byl opatrné
pridavan sodik za indikace pH, dokud nebylo dosazeno stabilniho pH 10. Smés
byla dalsi 4 hodiny michana za pokojové teploty a nasledné byl pfidan po
castech kysely DOWEX, dokud pH nedosahlo neutralni hodnoty. DOWEX byl

odfiltrovan a smés vysusena za snizeného tlaku.

Meziprodukt byl nasledné rozpustén v bezvodém DMF (75 ml) a ochlazen
v ledové lazni na 0 °C. Do smési byl pfidan NaH (1,8 g, 75 mmol, 8,33 ekv.) a
kvuli exotermické reakci velmi pomalu po kapkach PMBCI (6,1 ml, 45 mmol, 5
ekv.). Vodni lazen byla odstranéna a smés michana 4 hodiny pfi pokojové
teploté a nasledné dalSi 2 hodiny zahfivana na 100 °C. Reakce byla ukon¢ena
pfidanim ledové vody (300 ml), vykrystalizovany produkt zfiltrovan a zbyly filtrat
byl 3x extrahovan Et20, organicka faze byla 5x promyta vodou a vysuSena
pomoci Na2S04. Organicka faze a krystaly ziskané filtraci byly vysuSeny za
snizeného tlaku, znovu rozpustény v CHCI; a odpareny se silikagelem. Finalni
produkt byl ziskan Cisténim pomoci sloupcové chromatografie (80 g silikagelu,

gradientova eluce, mobilni faze Hexan/EtOAc 5:1, 3:1, 1:1).

Vytézek: 5,014 g (6,6 mmol, 73 %), bila krystalicka latka

Charakterizace:

"H NMR (600 MHz, CDCI3) & 7.60 — 7.54 (m, 2H), 7.35 — 7.18 (m, 9H), 7.12 —
7.06 (m, 2H), 6.92 — 6.78 (m, 8H), 4.85 — 4.75 (m, 3H), 4.72 (d, J = 10.5 Hz,
1H), 4.69 — 4.58 (m, 2H), 4.53 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 4.50 — 4.43 (m, 2H), 3.84 —
3.75 (m, 12H), 3.72 (dd, J = 10.8, 2.0 Hz, 1H), 3.68 — 3.61 (m, 2H), 3.57 (t, J =
9.4 Hz, 1H), 3.50 — 3.41 (m, 2H).
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13C NMR (151 MHz, CDCl3) & 159.47, 159.40, 159.32, 159.26, 134.10, 131.92,
130.83, 130.50, 130.41, 130.37, 129.96, 129.67, 129.49, 129.45, 128.97,
128.75, 127.43, 114.07, 113.96, 113.94, 113.91, 113.84, 87.60, 86.60, 80.72,
79.23, 77.67, 77.33, 77.12, 76.90, 75.55, 75.13, 74.75, 73.14, 68.76, 65.17,
55.39, 55.36, 55.33.
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5.2.4 2,3,4,6-tetra-O-(p-methoxybenzyl) -B-D-glukopyrandza (4)

OPMB
OPMB
NBS o
o)
Aceton/H,0 PMBO
PME o S O »""PMBO OH
OPMB OPMB

Fenyl 2,3,4,6-tetra-O-(p-methoxybenzyl)-1-thio-B-D-glukopyranéza (5) (2,54,
3,32 mmol, 1,0 ekv.) byla rozpusténa v srdcové bance pfidanim roztoku
acetonu/vody (9:1, 33,3 ml). Po ochlazeni v ledové lazni byl pfidan NBS (1,2 g,
6,74 mmol, 2,03 ekv.) a bylo okamzité pozorovano oranzovo-zluté zbarveni,
které se postupné vytratilo. Reakce byla michana za pokojové teploty po dobu
18 h, ukonCena pfidanim vody (25 ml) a extrahovana EtOAc (3x75 ml).
Organicka faze byla vysuSena siranem sodnym a rozpoustédlo odpafeno za
snizeného tlaku se silikagelem. Produkt byl vyCistén sloupcovou chromatografii
(50g silikagel, Hexan/EtOAc 2:1 — Hexan/EtOAc 1:1)

Vytézek: 2,059 (3,1 mmol, 93 %), bila voskovita latka
Charakterizace:

H NMR (600 MHz, CDCl3) 8 7.60 — 7.54 (m, 2H), 7.35 — 7.18 (m, 9H), 7.12 —
7.06 (m, 2H), 6.92 — 6.78 (m, 8H), 4.85 — 4.75 (m, 3H), 4.72 (d, J = 10.5 Hz,
1H), 4.69 — 4.58 (m, 2H), 4.53 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 4.50 — 4.43 (m, 2H), 3.84 —
3.75 (m, 12H), 3.72 (dd, J = 10.8, 2.0 Hz, 1H), 3.68 — 3.61 (m, 2H), 3.57 (t, J =
9.4 Hz, 1H), 3.50 — 3.41 (m, 2H).

13C NMR (151 MHz, CDCl3) & 159.47, 159.40, 159.32, 159.26, 134.10, 131.92,
130.83, 130.50, 130.41, 130.37, 129.96, 129.67, 129.49, 129.45, 128.97,
128.75, 127.43, 114.07, 113.96, 113.94, 113.91, 113.84, 87.60, 86.60, 80.72,
79.23, 77.67, 77.33, 77.12, 76.90, 75.55, 75.13, 74.75, 73.14, 68.76, 65.17,
55.39, 55.36, 55.33.
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5.2.5 2,3,4,6-tetra-O-(p-methoxybenzyl)-B-D-glukopyranosy! N-
stearyl-D-fytosfingosin (5)

OPMB /ZZ
o C17H3s5 NH
PMBO s OH
PMBO o
OPMB Ci3Ha7

HO

Ve vysusené srdcové bance byl chranény cukr (6) (142 mg, 0,21 mmol, 1,32
ekv.) umistén pod ochranou atmosféru Ar, rozpustén v suchém DCM (2 ml) a
nasledné byl pfidan 1,2,2,6,6-pentamethylpiperidin (PMP) (130 ul, 0,7 mmol,
4,34 ekv.). Do dalsi vysuSené banky byl navazen anhydrid kyseliny
methansulfonové (Ms20) (92 mg, 0,53 mmol), ktery byl rozpustén v suchém
DCM (3,52 ml). Cast 0.15 M roztoku Ms20 (2,2 ml, 0,33 mmol, 1,57 ekv.) byla
poté pfidana k roztoku chranéného cukru. Smés byla poté michana alesporn 10
minut nebo do vzniku Zlutého zabarveni. Ve tfeti bance byl odvazen ceramid
(CER 1ll, kosmeticky fytoceramid) (100 mg, 0,171 mmol, 1.0 ekv.) a anhydrid
kyseliny difenylborité (12,6 mg, 0,036 mmol, 0,21 ekv.). Obsah banky byl
vysuSen a umistén pod ochrannou atmosféru Ar. Nasledné byl ke smési
ceramidu a anhydridu pfidan cely pfipraveny roztok cukru a Ms20. Smés byla
michana pfes noc za pokojové teploty alespon 15 hodin. Produkt byl vycistén

sloupcovou chromatografii (20 g silikagel, gradient Hexan/EtOAc 5:1, 3:1, 1:1).

Vytézek: 115 mg (0,094 mmol, 55 %), bila krystalicka latka

Charakterizace:

H NMR (600 MHz, CDCl3) & 7.30 — 7.19 (m, 6H), 7.08 — 6.99 (m, 2H), 6.89 —
6.77 (m, 8H), 6.28 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.87 — 4.79 (m, 1H), 4.77 — 4.63 (m, 4H),
4.57 (dd, J = 37.9, 11.7 Hz, 1H), 4.49 — 4.33 (m, 4H), 4.23 (dd, J = 11.1, 3.6 Hz,
1H), 4.12 (dd, J = 8.2, 4.2 Hz, 1H), 4.00 — 3.93 (m, 1H), 3.90 — 3.82 (m, 1H),
3.83 — 3.71 (m, 13H), 3.67 — 3.62 (m, 1H), 3.60 — 3.40 (m, 5H), 3.40 — 3.30 (m,
1H), 2.47 — 1.86 (m, 1H), 1.67 — 1.07 (m, 56H), 0.87 (t, J = 7.0 Hz, 6H).
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13C NMR (151 MHz, CDCl3) & 173.54, 159.57, 159.48, 159.35, 131.11, 130.72,
130.37, 129.94, 129.84, 129.81, 129.76, 129.69, 129.63, 129.57, 129.49,
114.01, 113.95, 113.91, 113.84, 104.63, 97.59, 91.50, 84.47, 81.82, 81.58,
79.80, 77.70, 77.47, 77.32, 77.11, 76.90, 75.44, 74.98, 74.70, 74.49, 73.36,
73.17, 73.10, 73.02, 70.96, 70.45, 69.05, 68.19, 55.36, 55.31, 51.20, 36.74,
32.74, 32.02, 29.81, 29.76, 29.64, 29.52, 29.46, 26.20, 25.85, 22.78, 14.21.
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5.2.6 B-D-Glukopyranosyl N-stearyl-D-fytosfingosin (6)
OH Q
C17H35//<
HO Q ?H OH
HO 0
o M/CﬂHN

HO

PMBO-glukosylceramid (8) (95 mg, 0,077 mmol, 1,0 ekv.) byl rozpustén
v suchém DCM (2.5 ml) a nasledné byl do roztoku pfidan anisol (150 pl, 13,8
mmol, 1,5 ekv.) a trifluoroctova kyselina (300 ul, 39 mmol, 4,3 ekv.). Roztok byl
michan 1 h za pokojové teploty a poté byl zfedén toluenem a rozpoustédla
odpafovana za snizeného tlaku a ob&asného pfidani toluenu, dokud nedoslo
k odstranéni veskerych kapalin. Vysledny produkt byl vyciStén sloupcovou
chromatografii (8g silikagel, CHCIl3:MeOH:CH3COOH:H20 400:70:18:9).

Vytézek: 17 mg (0,023 mmol, 30 %), bila krystalicka latka

(Cast produktu byla ztracena pfi CiSténi).

Charakterizace:

"H NMR (600 MHz, CDCl3) & 7.63 — 7.49 (m, 1H), 4.28 — 4.20 (m, 1H), 4.19 —
4.13 (m, 1H), 4.08 (ddd, J = 10.2, 4.9, 1.9 Hz, 1H), 3.87 — 3.78 (m, 1H), 3.77 —
3.70 (m, 1H), 3.68 — 3.60 (m, 2H), 3.59 — 3.44 (m, 1H), 3.41 — 3.33 (m, 1H),
3.32 — 3.23 (m, 5H), 3.19 (ddd, J = 9.3, 7.8, 1.9 Hz, 1H), 2.16 (td, J = 7.6, 2.0
Hz, 2H), 1.93 (s, 1H), 1.66 — 1.42 (m, 4H), 1.40 — 1.04 (m, 54H), 0.84 (td, J =
7.1,2.2 Hz, 6H).

13C NMR (151 MHz, CDCls) & 174.81, 129.67, 113.79, 103.31, 77.83, 77.62,
77.40, 76.53, 74.24, 73.72, 72.15, 70.28, 69.10, 61.54, 50.52, 48.84, 48.70,
48.56, 48.41, 48.27, 48.13, 47.99, 36.39, 31.96, 31.90, 29.73, 29.68, 29.66,
29.53, 29.43, 29.33, 25.92, 25.86, 22.61, 13.72.
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5.2.1 1,2,3,4,6-penta-O-trimethylsilyl-a-D-glukopyranéza (7)

OH OTMS
HO Q TEA,TMSCI, DMF TMSO 0
HO » TMSO
OH OH OTMSOTMS

D-glukéza (300 mg, 1,67 mmol, 1,0 ekv.) byla vysuSena, umisténa pod argon a
nasledné rozpusténa v suchém DMF (15 ml) a TEA (1,27 ml, 9,1 mmol, 5,45
ekv.). Po ochlazeni reakéni smési na 0°C v ledové lazni byl po kapkach pfidan
TMSCI (1,15 ml, 9,06 mmol, 5,42 ekv.) a reakce michana pfi pokojové teploté 4
h. Smés byla extrahovana vodou a hexanem, organicka faze vysusena siranem

sodnym a produkt zakoncentrovan susenim za snizeného tlaku.

Vytézek: 875 mg (1,61 mmol, 97 %), bezbarvy olej

Charakterizace:

"H NMR (500 MHz, CDClIs3) 6 5.01 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 3.84 — 3.59 (m, 4H), 3.46
—-3.23 (m, 2H), 0.31 —-0.04 (m, 45H).

13C NMR (126 MHz, CDCIs) & 98.17, 93.89, 78.45, 77.55, 77.25, 77.00, 76.92,
76.74, 74.20, 74.02, 72.48, 72.28, 71.98, 62.32, 1.38, 1.33, 1.27, 0.96, 0.93,
0.46, 0.44, 0.18, -0.24, -0.46.

5.2.2 B-D-Glukosyl N-stearyl-D-fytosfingosin (8)

OTMS OTMS
(o] (o]
TMSO TMSI. DCM TMSO
TMSO T » TMsO

OTMS 'OTMS H OTMS I
o) ! TBAI,
)j\ ! DIPEA
Cy7H35 NH  OH ; DCM
HO A Cy3Hzz ! DOWEX
1 MeOH
OH Y
(o]
OH
HN Cy7H3s
o =
HO s Ho
HO o ~ Ci3Hzz

OH OH

1,2,3,4,6-penta-O-trimetylsilyl-a-D-glukopyranosa (7) (216 mg, 0,4 mmol,
3,33 ekv.) byla v bance vysuSena a pod argonem rozpusténa v DCM (6 ml).
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Roztok byl ochlazen v ledové lazni na 0 °C a bylo pfidano TMSI 1M v DCM (0,4
ml, 0,4 mmol, 3,33 ekv.). Reakce byla poté michana 20 minut pfi pokojové
teploté a nasledné ukoncCena pfidanim benzenu (40 ml). Rozpoustédla byla
odpafena za sniZzeného tlaku, dokud v barice nezustala nahnédla olejovita

smés, ktera byla nasledné umisténa pod argon a rozpusténa v DCM (20 ml).

Mezitim jsme v druhé barnce pfipravili molekulova sita (100 mg) a DCM (3 ml),
ke kterym bylo pfidano TBAI (440 mg, 1,2 mmol, 10 ekv.), DIPEA (154 mg, 1,2
mmol, 10 ekv.) a ceramid Il (kosmeticky fytoceramid) (74,4 mg, 0,127 mmol, 1
ekv.). Po chvilce michani smési pod argonem za pokojové teploty byl po
kapkach opatrné pfidan roztok pfipraveného glukosyljodidu. Reakce byla
michana 3 dny za pokojové teploty, molekularni sita odstranéna a rozpoustédla
odpafena. Finalni smés byla rozpusténa v MeOH (15 ml), pfidan kysely
DOWEX a reakce byla michana alespon 4 h. Vysledny produkt byl vycistén
sloupcovou chromatografii (CHClz3*MeOH 87:13).

Vytézek: 62 mg (0.083 mmol, 65 %)
Charakterizace: TLC CHCI3z* MeOH 87:13 (Rf = 0,35, odpovida literature)

Finalni produkt se bohuzel pfes 3 pokusy nepodarilo perfektné izolovat. NMR
odpovida vzniku glukosylceramidu, av8ak spektra nejsou dostatecné Cista

k charakterizaci produktu.

5.2.1 p-Tolyl -1-thio-B-D-glukopyrandza (9)

OH OH

HO O TEA, p-methylbenzenthiol, DMC, DCM _ HO o}
HO > HO S

OH OH OH

Do 25 ml srdcové bariky bylo odvazeno DMC (282 mg, 1,66 mmol, 3,02 ekv.)
jako 25 % roztok v DCM. Rozpoustédlo bylo odpafeno za snizeného tlaku a ke
krystalickému DMC byla pfidana D-gluk6za (100 mg, 0,55 mmol, 1,0 ekv.). Do
reakéni smési byla pfidana voda/acetonitril (2,22 ml, 9/1), triethylamin (0,77 ml,
5,52 mmol, 10,03 ekv.) a 4-methylbenzenthiol (345 mg, 2,77 mmol, 5,05 ekv.).

Smés byla michana 2 h za pokojové teploty, rozpoustédla odpafena za
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snizeného tlaku v pfitomnosti silikagelu a vysledna smés byla Ccisténa
sloupcovou chromatografii (mobilni faze CHCIs:MeOH 19:1, po ziskani prvni
frakce urychleno na CHCI3:MeOH 5:1).

Nepodafilo se izolovat Cisty produkt.

5.2.1 p-Tolyl 2,3,4,6-tetra-O-(p-methoxybenzyl) -1-thio-B-D-
glukopyrandza (10)

OH OPMB i
HO Q L DMF. Natt, PMBCI PMBO-

HO >

OH OPMB
Postup prevzat z [52]

p-Tolyl-1-thio-B-D-glukopyranéza (100 mg, 0,35 mmol, 1,0 ekv., vzhledem
k neuspéchu predchozi reakce zakoupena) byla pfidana do 25 ml srdcové
banky, umisténa do inertni atmosféry Ar a rozpusténa v suchém DMF (2,6 ml).
Po ochlazeni roztoku v ledové lazni na 0 °C byl pfidan NaH (60% v mineralnim
oleji) (93mg, 2,33 mmol, 6,6 ekv.). Chlazeni bylo odstranéno a po 20 minutach,
nebo dokud se v reakCni smési neprestaly tvofit bublinky, byla banka znovu
umisténa do ledové lazné, nacez byl do reakce pfidan po kapkach PMBCI
(0,32ml, 2,36 mmol, 6,7 ekv.). Reakce bézela 16 h za pokojové teploty a pak
dalSich 8 h pfi zahfivani na 40 °C ve vodni lazni. DMF bylo odstranéno extrakci
(diethylether/voda), organicka faze promyta roztokem NaCl, vodou a nasledné
vysusena siranem sodnym. Po vysuSeni za snizeného tlaku se silikagelem byl
produkt vycistén sloupcovou chromatografii (EtOAc/Hexan, 35:65). Nepodafilo

se ziskat Cisty produkt.
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6 Zaver

Cilem této prace bylo porovnat zplsoby syntéz glukosylceramidu a
laktosylceramidl v literatufe, vybrat ty nejvhodnéjSi pro nase potfeby a nami
zvolené postupy vyzkouSet a optimalizovat. Hlavnim cilem bylo pfipravit a
izolovat glukosylceramid. Dil¢im cilem pak bylo vyvinout dva zpUsoby pfipravy,
jeden alfa-selektivni a druhy beta-selektivni. Hlavni cil, a to pfiprava
glukosylceramidu a jeho charakterizace, se podafilo splnit. DalSi cile se povedlo
splnit pouze CasteCné. Hlavnim uspéchem v ramci prace je optimalizovany
Ctyfkrokovy zpusob pfipravy chranénych glykosylovych donoru, ktery jsme
opakovali ve vétSich mnozZstvich s vysokym kumulativnim vytéZkem (40 %).
Postup je vyhodny i z dlvodu, Zze vyuziva bézné a financné dobfe dostupné
chemikdlie a lze do budoucna vyuzit na Sirokou Skalu mono, di a
oligosacharidi. Nasledné se nam i pfes neuspéchy v pocatcich prace podafilo
chranénou glukozu pouzit k pripravé glukosylceramidu za katalyzy anhydridem
kyseliny difenylborité. Zde uz byl vytézek nizSi, celkovy vytéZzek této beta-
selektivni Sestikrokové syntézy pak byl 7 %. Otestovani tohoto postupu na
laktéze a pfipravu laktosylceramidu se nam bohuzel z Casovych divodu
nepodafilo do prace zahrnout, predpokladame ale, ze postup bude fungovat

obdobné na vSech zakladnich cukrech.

Alfa-selektivni syntézu jsme nékolikrat opakovali a jsme si jisti, Ze dochazi ke
vzniku glukosylceramidu, avSak nemame Cistd NMR data pro 100% potvrzeni
téchto tvrzeni. Tato syntéza vSak zUstava postupem volby pro pfipravu alfa-
glykosylceramidi a jeji opakovani s jinymi ceramidy by mélo do budoucna

pfinést dobré vysledky.

Do budoucna by bylo vhodné postupy vyuzit k pfipravé SirSi sSkaly PMBO-
chranénych cukrd (galaktéza, laktéza) a finalni reakce opakovat se
sfingosinovymi, dihydrosfingosinovymi a 6-hydroxysfingosinovymi ceramidy.
Tim by se mohl vyfeSit problém s nizSimi vytézky sledovanymi u fytoceramidu a
v pfipadé uspésné syntézy téchto glykosylceramidi by se do budoucna otevrela

cesta k syntéze slozitéjSich GSL.
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