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Nazev diplomové prace: Syntéza acylceramidi modifikovanych na jejich linoleatové ¢asti

Acylceramidy (ceramidy w-O-acylované linolovou kyselinou) jsou skupina lipida ve stratum
corneum, kterd hraje vyznamnou roli v tvorbé bariérové funkce klize. Mohou byt volné, kde
hraji zdsadni roli pro vznik intercelularnich lipidovych lamel, nebo kovalentné vazané na
povrch korneocytu, kde tvofi strukturu zvanou korneocytarni lipidova obalka (CLE). CLE
vznika oxidaci linoleatu na epoxy-enon, ktery poté reaguje s proteiny na povrchu korneocytu.

Predpoklada se, ze dochazi k Michaelové adici, ale presny mechanismus stale neni znam.

Cilem této diplomové prace bylo vytvofit modelovy epoxidovany acylceramid, a to pomoci
metody, ktera by vychazela z prekurzoru acylceramidu, na ktery by bylo mozné selektivné
navazat jakoukoliv mastnou kyselinu do w-polohy. Modelovy epoxidovany acylceramid bude

dale vyuzit pro zkoumani mechanismu vzniku CLE.
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Schéma 1: Syntéza oxidovaného acylceramidu

Jako prvni byl dvoukrokovou syntézou ptipraven sfingosin z Garnerova aldehydu. Poté byl
sfngosin N-acylovan reakci s aktivovanou mastnou kyselinou, jejiz OH-skupina byla chranéna.
OH-skupiny sfingosinu byly ochranény jinou chranici skupinou a OH-skupina mastné kyseliny
naopak odchranéna, aby mohl ceramid byt acylovan. V poslednim kroku byly odchranény

veskeré chranici skupiny za vzniku specificky oxidovaného acylceramidu. [schéma 1]
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Title of diploma thesis: Synthesis of acylceramides modified on their linoleate part

Acylceramides (ceramides w-O-acylated with linoleic acid) are a group of lipids present in the
stratum corneum of the skin, where they play an important role in barrier formation. They can
be found either in a free form, where they play an important role in forming intercellular lipid
lamellae, or covalently attached to the surface of corneocytes providing a structure called
corneocyte lipid envelope (CLE). The CLE biosynthesis is based on the oxidation of linoleate
moiety to an epoxy enon, which then reacts with the protein coat of corneocytes, probably by

a mechanism of Michael reaction, but the exact mechanism remains unclear.

The goal of this thesis was to synthesize a model epoxidized acylceramide using a method
based on an acylceramide precursor, that could be selectively w-acylated by any fatty acid. The

model epoxidized acylceramide will be used to study the mechanism of CLE formation.
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Schéma 2: Synthesis of oxidized acylceramide

In the first step of the process, sphingosine was synthesized from Garner’s aldehyde in a two-
step reaction. Next, a ceramide was prepared by an N-acylation reaction of sphingosine with
the activated fatty acid, whose OH-group was protected. OH-groups of the sphingosine were
protected by a different protective group and the OH-group of the fatty acid was deprotected,

to allow for the ceramide to be acylated with either linoleic acid or its oxidized form. In the



last step, all the remaining protective groups were removed to provide the desired molecule of

a specifically oxidized acylceramide [schéma 2].
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Uvod a cil prace

Korneocytarni lipidova obalka (CLE) je struktura tvofena z ceramidi w-O-acylovanych
linolovou kyselinou (acylceramidll), které se vazi na proteiny na povrchu korneocytu
(bezjadernych bun€k v nejsvrchnéjsi ¢asti epidermis, zvané stratum corneum). Kolem CLE
stale zistiva mnoho nezodpovézenych otazek. Neni zcela jasné, jakou pfesné¢ ma funkci, ani
to, jak presn¢ vznikd. Dlouho se predpokladalo, ze dochazi k transesterifikaci oxidované
(epoxy-enon) linoledtové Casti fetézce. V roce 2020 Takeichi et. al. formulovali novou
hypotézu, dle které se acylceramid vaze pfimo pfes epoxy-enon linoledtové ¢asti na proteiny
na povrchu korneocytu, ato pravdépodobné¢ mechanismem Michaelovy adice. Presny

mechanismus v$ak neni znam.

Cilem prace bylo vytvotit modelovy epoxidovany acylceramid. Tento modelovy acylceramid
bylo v pldnu v ramci Skin Barrier Research Group (nad ramec této prace) vyuzit jak pro
zkoumani mechanismu vzniku CLE, tak jako ptedloha metody pro syntézu fyziologického
epoxy-enonovaného acylceramidu. Dil¢im cilem bylo vyzkouSet metody, pomoci kterych lze
vytvofit prekurzor acylceramidu, ktery by bylo mozné selektivné acylovat na -
hydroxyskupiné a porovnat mezi sebou tyto metody. Prekurzor acylceramidu bylo planovano
nejprve otestovan syntézou za vzniku neepoxydovaného (fyziologického) acylceramidu, ktery
by slouzil jako model pro optimalizaci podminek pted syntézou samotného epoxidovaného
acylceramidu. Jako dalsi dil¢i cil byla vyty€ena syntéza sfingosinu ve velkém mnoZstvi, ktery

by byl pouZit pro tcely této prace i pro jiné projekty v rdmci Skin Barrier Research Group.
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Teoretickd Cast

KiZe je nejvétsi organ v nasem téle (/) s pramérnou plochou 2 m? (2). Hlavni funkci kiize je

tvofit bariéru chranici pred vnéj$im prosttedim a pted ztratami vody (3).
Struktura kze

Dermis je nejtlustsi ¢ast kiize (3-5 mm), skladd se z fibroblastii a interceluldrni hmoty
z kolagenu a elastinu. Pod ni se nachéazi tukovita hypodermis (/). Nad dermis se nachazi
epidermis, nejsvrchnéjsi vrstva ktize (7, 4, 5). Je rozd€lena do Ctyt ¢asti. Nejspodnéjsi vrstvou
je stratum basale. Nad nim se nachdzi stratum spinosum, stratum granulosm a zcela na na
vrchu epidermis se nachazi stratum corneum (1, 4, 5). Na dlanich a chodidlech se mezi stratum

granulosum a stratum corneum nachézi stratum lucidum (6). [obrazek 1]

Stratum basale je tvotfena hlavné vrstvou bunék, zvanych bazalni bunky, které se neustale d¢li
a tvorfi tak keratinocyty, které prostupuji do vyssich vrstev epidermis (5-7). Pti prostupu do
svrchngj$ich vrstev se diferencuji az na zplostélé plné diferenciované korneocyty, které se
nachazi ve stratum corneum (1, 4, 5). Ve stratum spinosum zacind diferenciace keratinocytl
(8), dochazi ke zpevnéni jejich cytoskeletu, coz zvySuje odolnost proti mechanickému
poskozeni (9). Také zde zacina syntéza specifickych epidermalnich lipidu (7). Ve stratum
granulosum diferenciace pokracuje (8). Vznikaji svazky keratinu a filaggrinu a tvoii se
specifické organely zvané lamelarni granula, které jsou naplnéné lipidy (5). Termindlni
diferenciace na korneocyt je proces buné¢né smrti zahrnujici zplosténi bunky, ztratu DNA
a jadra (10) a vznik kornifikované obalky (7, 8) a korneocytarni lipidové obélky (7). Uplné na
povrchu klize dochazi k deskvamaci, coz je proces, pii kterém se sloupdvaji horni vrstvy

korneocyti (5, 8, 11).
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Obrazek 1: Struktura epidermis a stratum corneum (12)

Struktura stratum corneum

Stratum corneum (dale SC) je hlavnim nosi¢em bariérové funkce kize (/, 8, 13). Bariérovou
funkci oznacujeme nejen schopnost kiize branit pricchodu latek z prostiedi skrz kazi (13, 14),
ale také snizovani ztraty vody z organismu na minimum (3, &, 13, /4). Bariéru tvoii kiize hlavné

diky lipidiim ve SC (8, 13).

SC sestava zkorneocytd, intercelularnich lipidovych lamel ikorneodesmozomi
(modifikovanych desmozomi typickych pro SC, které umoziiuji mezibunécénou adhezi) (1, 11).
Vétsinu hmotnosti SC (75-80 %) tvoti proteiny koncentrované v 15-25 vrstvach korneocytd,
lipidy tvofi 5-15 % hmotnosti (4, 15). Korneocyty jsou vyplnéné vodou a keratinem (/6).
Mastné kyseliny (MK), ceramidy a cholesterol jsou typickymi lipidy pro SC a nachdzi se zde
v molarnim pomeéru ptiblizné 1:1:1 (7, 17, 18). Hmotnostn¢ vyjdou ceramidy na 45-50 % vSech

lipida (8, 13, 19, 20), cholesterol na 25 %, voln¢ MK 10-15 % a zbytek jsou jiné lipidy (8, 13).

Tato struktura korneocytii obklopenych lipidovymi lamelami se ¢asto ptipodobiiuje k cihlové
zdi (brick and mortar structure), kde korneocyty jsou cihly, které jsou obklopené ,,maltou
z lipid [obrazek 1] (I, 4, 12, 16, 20, 21). Limitaci tohoto pfirovnani je, Ze nezobrazuje

flexibilitu a ptizpasobivost SC (10).
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Korneocytarni obalka a korneocytarni lipidova obalka

Kornifikovand membrana nahrazuje cytoplazmatickou membranu korneocytu. Tato membréana
se nazyva korneocytarni obalka (CE) [Obrazek 2]. Poskytuje nejen mechanickou bariéru, ale
je 1 oporou (scaffold) pro lipidové lamely (23, 24). Kalcium-dependentni transglutaminazy
(TGM) katalyzuji vznik N(g)-(y-glutamyl)lysin isopeptidové vazby, které provazuji

(crosslinking) proteiny CE (involukrin, lorikrin, filaggrin, desmozomalni proteiny) (735, 23).

/ : Korneocytarni lipidova obalka (CLE)

; Interceluldrnilipidove lamely 4 )

Korneocytarni
obalka (CE)

Keratin, filaggrin a jejich
degradaéni produkty

Obrazek 2: Korneocytarni obalka a korneocytarni lipidova obdlka (22)
Korneocytarni lipidova obélka (CLE) je monovrstva lipidd, kterd se kovalentné vaze na CE
a pokryva cely povrch korneocytl [Obrézek 2]. CLE je tvofena pievazné z ceramidu s ultra

dlouhym fetézcem, ale nachazi se v ni 1 mastné kyseliny s ultra dlouhym fetézcem. (22, 25).

Funkce CLE jesté neni zcela objasnéna (24). Jednou z hypotéz je, ze CLE slouzi jako opora
pro tvorbu lipidovych lamel (15, 16, 24, 25). Nové bylo in vitro ukdzéno, Ze CLE napomaha
fluidizaci lipidit SC, coz umoziuje spravné skladani lipidovych lamel (26). CLE také tvoii
rozhrani mezi hydrofilnimi korneocyty a lipofilnim prosttedim SC (/, 27), a mze zabraiovat
uniku hydrofilnich latek ven z korneocytt (25, 27), ptipadné pruniku do nich (76, 27). Také by

mohla mit roli na udrzovani koheze SC (25, 27).

12



Struktura ceramidu

Tabulka 1: Strukturni typy ceramidii

Nehydroxylované a-hydroxylované o-hydroxylované w-0-acylované
[DS] OH OH OH oH
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Ceramidy obsahuji sfingosin ¢i jeho derivat, oznacované jako LCB (long-chain base) (2, 28),

na ktery je amidicky navdzana mastnd kyselina (/8, 29). Pivodné bylo v kizi popsano 5

strukturnich typi ceramidii, dnes uz jich zname ptes 20 (4, 7, 30). Pro oznacovani strukturnich

typt ceramidll se uziva specifickd nomenklatura, kterd vychazi z Motta et al., 1993 (18, 31).

V této nomenklatute prvni pismeno (nebo dve) znaci typ MK (N = nehydroxylovand, A = a-

hydroxylovana, EO= o-O-acylovana (tj. acylceramidy), O = w-hydroxylovana (7, 28, 29))

a dalsi pismeno ¢i dvé znaci typ LCB (DS = dihydrosfingosin, S = sfingosin, P = fytosfingosin
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(tj. 4-hydroxydihydrosfingosin), H = 6-hydroxysfingosin (28, 29), SD = 4,14-sfingadien) (7,
28)). [tabulka 1]

Ve tkanich mimo kiZi se nachazi predevsim CER[NS], celkové je obsah ceramidl ve tkanich
mimo SC nizky (28). MK koznich ceramidi je typicky nasycena a obsahuje 18-32 C (/8),
s tim, Zze MK C28+ se nachazi pouze v kiizi (32). Zajimavé je, ze ceramidy typu CER[O*],
CER[EO*] a CER[P-O*] obsahuji ultradlouh¢ MK (C28+, hlavn¢ C30 a C32), zatimco ostatni
typy obsahuji krat§i MK (hlavné¢ C24 a C26) (2, 28). Vétsina ultradlouhych MK
v acylceramidech je nenasycenych (27, 33). Rlznou délku fetézce mohou mit i LCB, byly
popsany v rozmezi C16-26 (28). CER[EO*] nejcastéji obsahuji navazanou linolovou kyselinu

(34).

Specifickou kategorii jsou ceramidy vazané na proteiny, které se oznacuji jako P-O (28) nebo
PB- (30). (poznamka: tyto ceramidy analyzujeme tak, ze po dikladném promyti vzorku SC,
které zajisti odstranéni vSech volnych ceramidd, alkalicky hydrolyzujeme vazbu ceramidu na
protein — to vysvétluje, pro¢ se oznacuji CER[P-O*] a nikoliv CER[P-EO*] jak bychom mohli
¢ekat na zaklad¢ soucasné hypotézy vzniku CLE popsané v pozd¢jsich kapitolach). Mohou byt
odvozené od jakéhokoliv typt LCB, ale nejzastoupenéjsi jsou CER[P-OS] (82,3 %) a CER[P-
OH] (15,2 %) (28).

Biosyntéza acylceramidU

Lipidy koZni bariéry jsou syntetizovany v endoplazmatickém retikulu a nasledné modifikace

v Golgiho aparatu, odkud se posouvaji do lameldrnich granul (17, 35, 36).
Biosyntéza ultradlouhé MK

Hranice, od které se MK povazuji za ultradlouhé, je poné¢kud spornd. Nékteré zdroje uvade;i
od C26 (6), jiné az od C30 (37). Pro nas jsou tyto MK dulezité z hlediska jejich vyskytu
v acylceramidech, u kterych se nachdzi MK delsi nez C28 (28). Pti elongaci fetézce se vychazi
z palmitoyl-CoA, na ktery se navazuje malonyl-CoA (9, 22, 27). Prvni krok (kondenzaci)
v procesu elongace zajiStuji elongdzy (ELOVL) (9, 22). ELOVL se nachazi
v endoplazmatickém retikulu (27). U ¢lovéka existuji ELOVLI1-7, z nichZ kazda je tkanové

i substratové specifickd (9, 27). V procesu tvorby mastnych kyselin do budoucich

14



acylceramidii jsou zahrnuty ELOVL6, ELOVL3 a ELOVLI a findlni ELOVL4 (22, 27), ktera
elonguje mastné kyseliny s délkou nad C26 (9, 27). Pii deficienci ELOVL4 dochazi

k nedostatku MK s ultradlouhym fetézcem i acylceramidi (3, §).

Pti kondenzaci vznika 3-ketoacyl-CoA, ktery redukuji a dehydratuji enzymy KAR (3-ketoacyl-
CoA reduktaza), HACDI1-4 (3-hydroxyacyl-CoA dehydratdza), TER (2,3-trans-enoyl-CoA
reduktaza) na MK elongovanou o C2. [obrdzek 3] Tento proces se opakuje az do dosazeni
pozadované délky fetézce (9). Vzniklé dlouhé MK mohou byt desaturovany, a to pomoci SCD2
(stearoyl-CoA desaturdza) (9, 27, 38).

Elongace MK

NAD(P)"

NAD(P)H.H'

2,3-trans-encyl-CoA

3-hydroxy acyl-CoA

Obrazek 3: Pribeh elongace MK (9)
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CYP4F22 hydroxyluje MK v w-poloze (9, 25, 27, 39), Pro napojeni ultradlouh¢ MK na ceramid
je potieba mit jeji acetylkoenzym, coz zajiSt'uje transportni protein FATP4 (11, 14, 22, 27).

Biosyntéza sfingoidni baze

De novo syntéza ceramidi probiha v endoplazmatickém retikulu (20). Prvnim krokem je vznik
sfingosinu, ktery zac¢ind kondenzaci palmitoyl-CoA aL-serinu pomoci SPTLC
(serinpalmitoyltransferazy) (9, 27, 32), klicového enzymu syntézy ceramidu (8, /4) . Vznika
3-ketodihydrosfingosin, ktery v nasledujicim kroku redukuje enzym KDSR (3-
ketodihydrosfingosin reduktdza) a vznika dihydrosfingosin (9, 27, 32). [obrazek 4]

H,N
3-ketodihydro-Sfingosin

&,

Obrazek 4: Syntéza sfingosinu (9)
Poté nastupuji ceramidsyntazy 1-6, které katalyzuji vznik ceramidi z dihydrosfingosinu a acyl-
CoA. Ceramidsyntaza 3 (CERS3) katalyzuje jako jedina reakci s acyl-CoA ultra dlouhych
mastnych kyselin (8, 9, 27, 28) [obrazek 5]. Ceramidsyntdzy dokazi kromé& de novo syntézy
katalyzovat ireacylaci ceramidu (9). Z dihydrosfingosinu muize poté enzymatickym
pusobenim vzniknout jind LCB. DEGSI (sfingolipid A4-desaturaza) tvoti sfingosin, DEGS2
(sfingolipid C4-hydroxylaza) (28, 32) tvoii fytosfingosin, enzym tvotici CER[H] stale neni
znam (40).
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Obrézek 5: Venik ceramidu a modifikace LCB (9)

Linoleat, ktery se nachdzi v acylceramidech, je nezbytny pro spravnou funkci kize (7, 3, 8).
Esterifikaci ®-OH ceramidu na w-O-linoleoylceramid katalyzuje PNPLA1 (22, 27, 41, 42).
PNPLA1 ziskava linolovou kyselinu potfebnou k esterifikaci z TAG (triacylglycerolt) (11, 14,
27,41, 42).

Nové vzniklé ceramidy jsou okamzité¢ prevedeny na glukosylceramidy nebo sfingomyeliny
a ulozeny do lamelarnich granul (32). Vétsina CER je pfevedena na glukosylceramidy, na
sfingomyeliny je to pouze CER[NS] a CER[AS] (/, 16, 31, 32, 43). Glukosylceramidy vznikaji
napojenim gluk6zy na primarni hydroxyskupinu LCB B-glykosidickou vazbou (31, 33) pomoci
enzymu glukosylceramidsyntaza (27, 44). Sfingomyelinsyntaza je enzym tvofici sfingomyelin

tak, ze prenasi fosforylcholin z fosfatidylcholinu (37).
Lamelarni granula

Lamelarni granula jsou organely, které se nachdzi uvnitt granulocytl (/3), jsou také zvané

lamelarni télesa (dale LG) (44, 45). Keratinocyty zpoc¢atku LG viibec neobsahuji, ty se objevuji
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az ve stratum spinosum (3, 8, 46) a k presunu lipidi do nich dochazi ve stratum spinosum i SG
(7). Glukosylceramidy do LG dorucuje lipidovy transportér ABCA12 (8, 11, 44, 47). LG
obsahuji glukosylceramidy, sfingomyeliny, fosfolipidy (4, 8, 44) a cholesterol (8, 44, 46), coz
jsou pomérné polarni lipidy (/, §), a také rozmanitou Skalu enzymd, hlavné lipid hydrolazy (-
glukosylcerebrosidazu, kyselou sfingomyelinazu) (3, 8, 45, 46) ale 1 I12R-LOX aeLOX3
(enzymy nezbytné pro oxidaci acylceramidil) (24). Uvnitt LG je vétSina (az 80 % (27))
acylglukosylceramidii asociovana s membranou (glukéza je orientovana dovnitt, prekurzory

CLE) a zbytek je asociovéana v lamelach (27, 33).

V ramci promény granularnich bunék na korneocyty dochazi k exocyt6ze LG na rozhrani SG
aSC (I, 27). Kysela sfingomyelindza pfeméiuje sfingomyelin na ceramidy (3, 8, 44).
Glukosylceramidy na pozadované ceramidy $tépi enzym B-glukosylcerebrosidaza. (8, 13, 20).

Tato enzymaticka aktivita pfeméni relativné polarni lipidy LG v nepolarni lipidy SC (/, 43).
Vznik CLE

CLE vznika z acylceramidi, které se nachazi uvniti LG soubézné s exocytézou LG (9, 24, 27),
kdy se aktivuji enzymy tvotici CLE (47). Divod, pro¢ se hydrolytické enzymy zaktivuji az po
exocytoze LG je pravdépodobné to, ze uvnitt LG je pfili§ malé mnozstvi vody (27). CLE je
v bazalngjsich ¢astech SC tenci, coz také naznacuje, Ze postupné dozrava (34, 41). Alespoil

v 60 % pripadi se CLE vaze pres cystein (48).

Starsi teorie vzniku kovalentni vazby ceramidu na CE se zabyvaly transesterifikaci. Konkrétné
se predpokladalo, Ze se oxidovany acylceramid pomoci TGM1 navéze pfes w-hydroxylovou
skupinu na glutamatové postranni fetézce proteinu involukrinu (49, 50). UZ pted objevem
mechanismu SDRYC7 bylo kontroverzni, zdali vazba skutecné€ probiha timto mechanismem,
protoZe pacienti s deficitem TGM1 maji normalni korneocytarni lipidovou obalku (22, 37). Ani
po objeveni nového mechanismu popsaném niZe vSak neni tato teorie zcela zavrzena (14, 27,

34, 48).

Nov¢jsi hypotéza vzniku navrhuje navazani CLE pfes linoledtovou ¢ast acylceramidu. Nejprve
dochazi k oxidaci linolové kyseliny pomoci lipoxigendz 12R-LOX a eLOX-3 (39). 12R-LOX
vytvoii z linole4tu hydroperoxid a eLOX3 pokracuje tvorbou hydroxylovaného epoxidu (27,
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34). Poté¢ nastupuje SDRIC7, dehydrogenaza-reduktiza, ktera tvoii epoxy-enon

z hydroxylovaného epoxidu [schéma 3].

A i >
HO™ Y 12RLOX L HO Y OOH

eLOX3

: SDR9C7 :
-

0] O O ) O OH

Schéma 3: Vznik acylceramidu s epoxy-enonovanou linolovou kyselinou

Reaktivni epoxy-enon se vaze na aminokyseliny v CE pomoci Michaelovy adice (9, 14, 34,
51) [schéma 4]. Prvnim dikazem pro tuto hypotézu byla ARCI (autozomalné recesivni
kongenitalni ichty6za, blize vysvétleno v kapitole Patologické zmény ceramidil), kterd vznika
pii poruse tvorby SDRIC7 (52, 53). Dnes uz byla potvrzena ptitomnost takto navazanych CER
na cysteinu ireaktivita cysteinu s epoxy-enonem (48).V neposledni fad¢ je dikazem pro
navazani pfes epoxy-enon ito, ze po extrakci CLE alkalickou hydrolyzou ziistdva povrch

korneocytu hydrofobni, za coz pravdépodobné mohou zbytky linolové kyseliny (26).

(:)H Protein-CH,-SH (:)H

N N
—_—
HO Y % o HO™ Y 0
HN (0] P HN (0]
\n/\(\’)go \[}/\(“’)G/A\/\H/\(\’)B/ \”/\(\,)30 \r’/\(\h/\ﬂ/\(\,)s/
(0] 0] (0] 0] (0] rS (0]
Protein

Schéma 4: Vazba acylceramidu na CE pres cystein
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Lipidové lamely

Lamely maji fazi kratké periodicity SPP (okolo 60 A/6 nm) a dlouhé periodicity LPP (okolo
130 A/13 nm) (I, 7, 16, 18, 21, 54). Lipidové lamely jsou orientované paralelné s povrchem
korneocytu (/, 18, 21) [obrazek 6]. Na piechodu SG v SC je uspofadani lipida granularni,
jsou nutné pro vznik LPP (55, 56). Pokles acylceramidli spojeny s poruchami v LPP se objevuje

u mnoha koznich onemocnéni (lamelérni ichtyozy, atopicka dermatitida, psoriaza) (16).

Obrazek 6: Lipidové lamely, obrazek z elektronového mikroskopu (56)
Ceramidy se v LPP nachazi ve splayed (fetézec LCB sméruje na jednu stranu a fetézec MK na
stranu druhou) konformaci (7, 17, 57). K LCB se asociuje cholesterol, zatimco volné mastné

kyseliny se asociuji s ¢asti vychdzejici z mastné kyseliny ceramidu [Obrazek 7] (17, 18).

LPP (12.4 nm)

Obrazek 7: Predpokladana organizace lipidi v lamelach (57)
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Lateralni usporadani interceluldrnich lipidd

Mohou existovat tii krystalické faze (tj. laterdlni uspotadani): tekuta (neusporadand),
hexagonalni (uspofadand s rovnomérnym rozlozenim fetezcil) a ortorombickd (usporadana
s nerovnomérnym rozlozenim fetézcli) [obrazek 8]. Ortorombickd mé nejlepsi bariérovou
funkci (7). Kuze fyziologicky obsahuje hlavné ortorombické usporadani, s malou c¢asti
hexagonalniho (76, 54). Zvyseni hexagonalni faze na ukor ortorombické se objevuje u atopické
dermatitidy 1 lamelarnich ichtyéz (2, 16). Acylceramidy podporuji vznik ortorombického
uspotadani (54).

ortorombické hexagonalni tekute

/. [=0.46
$0.37 ' ..I
i oo
" o = 0.46 “=0.46

Obrazek 8: Usporadani krystalickych fazi (7)

Patologické zmény ceramid(

Ichty6za je oznaceni pro skupinu genetickych onemocnéni, kterd se projevuji hyperkeratozou,
suchou a zeSupinovatélou kiizi, dochazi ke zvysenym ztratam vody pres SC (39, 58). Existuje
mnoho typl ichtyoz, ale pro téma této prace jsou dilezité hlavné autozomalné recesivni
kongenitalni ichtyézy ARCI, kdy je mutace v nékterém z genl ovlivilyjicich syntézu
acylceramidi, korneocytarni lipidové obalky ¢i lipidovych lamel (39, 58). ARCI je rozmanita
skupina onemocnéni, zatim bylo objeveno 14 gent, jejichz mutace je mohou zpiisobovat (52).
ARCI se dle projevt déli na lamelarni ichtyozy (velké tmavé Supiny bez erytému), nebuldzni
kongenitalni ichtyoziformni erytroderm NBCIE (jemné svétlé Supinky s erytémem)
vznikem tlustych hyperkeratickych Supin (58) ajsou zplsobeny mutacemi v genu pro
transporter ABCA12 (22, 31, 58). Mnohé¢ ARCI jsou spojené s poruchami v genech pro
biosyntetické enzymy ceramidl, napt. CERS3 (chybi ceramidy s ultradlouhym fetézcem) (8,

22, 40), CYP4F22 (22) (absence acylceramidil i o-hydroxyceramidii (//, 14)), PNPLA1
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(nedostatek CER[EO*], absence CLE) (56, 60), 12R-LOX, eLOX3 (8, 38) a SDRIC7 (52, 53)
(poskozen vznik CLE (22, 51)).

Krom¢ ichty6z se zmény hladin ceramidii objevuji iu zanétlivych onemocnéni atopické
dermatitidy a psoridzy. Trendy ve zmén¢ hladin skupin ceramida u atopikli a psoriatikl jsou
podobné (7). Objevuje se deficience acylceramidil (2, 7, 20, 55) a snizené mnoZstvi ceramidil
s dlouhym fetézcem (MK s 20-26C) (4, 7, 12, 19). Zmény v CLE pak koresponduji se zménami
ve volnych ceramidech (7, 34). Suplementace ceramidy muze byt napomocna pii atopické
dermatitidé (3, 20), kdy se jevi jako dobra alternativa napt. pro kortikoterapii, kterd ma celou
fadu nezadoucich ucinka (9). Proto se ceramidy nachazi ve velkém mnozstvi kosmetickych
piipravka (/, 20). Existuji navrhy na vyuziti suplementace specifickymi syntetickymi
ceramidy u ichtyoz (39, 56, 60, 61), ale zatim nejsou prozkoumané v klinickych studiich (39,
61).

Syntéza sfingosinu, ceramidl a acylceramid(

Tato kapitola uvede nékolik ptikladii, jakymi je mozné pfipravovat sfingosin, ceramidy
a acylceramidy riznych podtiid. Samoziejmé existuji 1 dalsi metody pro pfipravu zminénych
latek, avSak cilem této kapitoly bylo uvést jen priklady. Syntézy ceramidl jsou obecné naro¢né
z diivodu nizké rozpustnosti a reaktivity (62, 63). Nejcastéj$i zplsob pfipravy ceramidi
vyuziva N-acylaci LCB mastnou kyselinou. Tato MK musi byt aktivovana (63). Jednou
z metod aktivace je vyuziti sukcinimidylesteru MK (62, 63). [obrazek 9]

O
(0]
N J\C’YOH
o 31
(0]

Obrazek 9: Sukcinimidylester 32-hydroxydotriakontanové kyseliny
Dalsi moznosti aktivace je vyuZiti chloridu MK (64, 65) nebo p-nitrofenylesteru (66). [schéma
5]

22



o oTBS

o —_——
oTBs 0)%297(\65/—\/—\({ ™880 Y
TBSO A o —_— HN  OTBS
NH, OTBS o 2? — —
6 4
NO, o

Schéma 5: Syntéza CER[EOP] vyuzivajici MK aktivovanou p-nitrofenylesterem (TBS = chranici skupina terc-
butyldimethylsilyl) (66)

Je popsana i metoda N-acylace, ktera vyuziva jako aktivacni ¢inidlo karbodiimid (DCC, EDC,
...) s chranénim hydroxyskupin LCB (66-68) i bez chranéni (69). Také se pouziva aktivacni
¢inidlo EEDQ [obrazek 10] (70).

I;#%“\Eﬁz‘ \

- 1 H—,

i T o h FoN
D-_'.- O.—"'-\""\-\.\_

.
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MN=C=HM

EEDO EDC

Obrazek 10: Aktivacni cinidla pro acylaci ceramidu
Existuje nekolik zplisobt, jak ptipravit ultradlouhé MK, které jsou zalozené na spojeni dvou
krat§ich MK. Jednou z moznosti je kometateze (67), coz je typ reakce, ve kterém si dva olefiny

vymeéni substituenty na dvojné vazbé. Vyuziva se pti nich Grubbsiiv katalyzator (77). [schéma

6]
cu,JCy‘"’
U=
c” | _\Ph

Grubbs 1. gen PCys

o) (@] ™ OH Grubbs | catalyst
TS - Moy e Y Y

(0] Cy = cyclohexyl

Schéma 6: Syntéza ultradlouhé MK kometatezi + pouzity Grubbsiutv katalyzator (67)

Dalsi metodou tvorby ultradlouhé MK je pomoci Wittigovy reakce (62). [schéma 7]

i 0O 3
P*Ph; + —
HOJ\t’ﬂs ’ 07 1,007 0 HO™ i ¥ 91307 Y0

Schéma 7: Tvorba ultradlouhé mononenasycené MK Wittigovou reakci (62, 66)
U obou dvou metod vznika mononenasycend MK, ktera je v nasledujicim kroku redukovéna

(62, 67).
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Kromé¢ N-acylace lze ceramidy pfipravit (podobné jako MK) pomoci kometateze (63, 72).

[schéma 8]
OH OH
B Grubbs 2. gen B
= =
HO HO
_—
HN * M HN "
L L
O O

Schéma 8: Syntéza ceramidu kometatezi

Pti syntéze sfingosinu je potieba vénovat pozornost vzniku spravné stereochemie, a to jak
chiralité, tak konfiguraci na dvojné vazbé. Syntézy sfingosinu Casto vychazi z L-serinu nebo
jeho derivati, jako je Garnertiv aldehyd, coz je asi nejcastéji pouzivany prekurzor sfingosinu
(63). Tento aldehyd obsahuje jako chranici skupiny terc-butyloxykarbonyl (BOC) a acetonid
(73) [obrazek 11]

O

o] /ﬁ)

HO/\HJ\OH R
NH, ﬁ/ 'BOC
L-serin GarnerQv aldehyd

Obrazek 11: Struktura L-serinu a Garnerova aldehydu
Na zavér této kapitoly stoji za zminku i to, Ze byla popséna UspéSna syntéza epoxy-enonového
derivatu kyseliny linolové [schéma 9] (74). Zatim vSak nebyla popsand syntéza acylceramidu,

ktery by obsahoval tuto kyselinu.
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1 = Dessova-Martinova oxidace, 2 = Wittigova reakce, 3 = Hornerova—Wadsworthova—Emmonsova reakce,
4 = hydrolyza

Schéma 9: Syntéza epoxy-enonového derivatu kyseliny linolové (74)
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Diskuze a vysledky

Syntéza sfingosinu

Prvni ¢asti této diplomové préace byla syntéza sfingosinu dvoukrokovou syntézou dle schématu
nize [schéma 10]. Vychdzi z Garnerova aldehydu, ktery reagoval s pentadecynem
v pritomnosti zirkonocenového katalyzatoru. Tato reakce je nazyvana jako Schwartzova reakce
a vede selektivné ke vzniku produktu se spravnou stereochemii na uhliku cislo 3 sfingosinu
a zaroven selektivné ke vzniku trans-dvojné vazby. Stereoselektivita této reakce je ovlivnéna
ptidavkem aditiva ve form¢ bud’ bromidu zine¢natého (anti-selektivni) nebo diethylzinku (syn-
selektivni) (75). Vytézek spravného izomeru potom ¢inil 69 %. Vznikly produkt byl odchranén
kyselou hydrolyzou pomoci trifluoroctové kyseliny (vytézek 80 %). Celkovy vytézek této
syntézy byl 55 %.

ZnBr,
»]\ _BOC Schwartzovo ¢&inidlo »/\ BOC N,
o\/’\?l\ Pentadecyn g « CFaCOOHMH0 o = °
| THF \/YW
0 OH OH
69 % 80 %

Schéma 10: Schéma syntézy sfingosinu

Metoda chranéni sfingosinu v podobé trimethylsilyletheru

Druhou ¢ésti byla tvorba selektivné chranéného prekurzoru acylceramidu. Tento prekurzor ma
ochranéné hydroxyskupiny na polarni hlavé sfingosinu, ale volnou w-hydroxyskupinu MK, coz
nam umoziuje selektivné esterifikovat pouze tuto hydroxyskupinu. Tento prekurzor se miize
pfipravit ve velkém mnoZzstvi adle potieby modifikovat riznymi substituenty, coz je
apoté se cela tato molekula napojuje na sfingosin. OvSem u pfipravy epoxy-enonového
derivatu by mohlo dojit ke komplikacim, jelikoZ tato ¢ast (enon) mulze ochotné reagovat
s nukleofily jako je naptiklad NH: skupina sfingosinu. Dal§i nespornou vyhodou tohoto
postupu je, ze po piipojeni modifikovaného acylu (naptiklad v podobé epoxy-enonového
derivatu linolové kyseliny) jiz dochéazi pouze k jedinému reakénimu kroku a tim je odchranéni

OH skupin sfingosinu. Stabilita epoxy-enonového derivatu linolové kyseliny se totiZ jevi jako
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nejista, proto redukce reakénich krok zvysi pravdépodobnost piipravy pozadovaného

produktu. V ramci této prace byly prozkoumané tfi moznosti tvorby prekurzoru acylceramidu.

Prvni moznosti je chranéni polarni hlavy sfingosinu pomoci trimethylsilylovych (TMS) skupin.
Na sfingosin by se poté napojila aktivovana MK (sukcinimidylester 32-
hydroxydotriakontanové kyseliny), ktera by se esterifikovala Yamaguchiho esterifikaci.
Nakonec se odchrani hydroxyskupiny a vznika cilovy acylceramid. [schéma 11] Prvni reakce
této syntézy byla vyzkousena v rtiznych reakénich podminkach — liSila se vyuzitd zasada
(triethylamin nebo lutidin), reak¢ni ekvivalenty (byl vyuzit az ¢tyinasobny nadbytek TMSCI)
a zvySeni teploty az do 45 °C. Navzdory nasim ocCekavanim vSak pii zadnych z téchto
podminek nedoslo k navazani TMS na obé hydroxylové skupiny — pti kazdé reakci doslo
k ochranéni pouze jedné z hydroxyskupin sfingosinu. Pravdépodobnym vysvétlenim je, ze
ochranéni této skupiny prostiednictvim TMS snizuje reaktivitu a moduluje rozpustnost
(ochranéni pomoci --BDMS v minulosti provedla ma konzultantka Panagiota Velissari, takze

se nezda, ze by pticinou bylo sterické branéni).

| e | P
OH _Si . i _Si
_ TMSCITMSOtF | o Aktivovana MK\ | o
HO 12 TTTTTTTTToO > /Si\o/M ————————— » /SI\O = -
NH; TEA/lutidin 12
NH OH
DCM NH; \[]/\C’fao
(6]
. Esterifikace
I |
OH Deprotekce o < v

Schéma 11: Schéma ndvrhu syntézy acylceramidu pres prekurzor vyuzivajici silylaci sfingosinu. Aktivovana MK =
sukcinimidylester 32-hydroxydotriakontanové kyseliny, TEA = triethylamin, TMSCI = trimethylsilylchlorid, TMSOtF =
trimethylsilyltriflat

Metoda chranéni silylaci MK

Druhou prozkoumanou variantou je chranéni aktivované MK (sukcinimidylester 32-

hydroxydotriakontanové kyseliny) pomoci ferc-butyldimethylsilylové skupiny. Tuto metodu
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vytvoftila konzultantka této prace Panagiota Velissari. Aktivovana MK byla nejprve ochranéna
pomoci TBDMSCI na jeji volné OH skupiné (vytézek 74 %), poté byla tato ochranénd MK
napojena na sfingosin (vytézek 77 %). Déle byly hydroxyskupiny sfingosinu ochranény
pomoci acetonidové chrénici skupiny (vytézek 82 %). Nakonec byla hydroxyskupina MK
odchrénéna pomoci Olahova ¢inidla (vytézek 90 %). [schéma 12] Na schématu jsou zobrazené
1 dalsi kroky (esterifikace a odchranéni acetonidu), které jsou popsané v nasledujici kapitole.
Celkovy vytézek téchto Ctyt krokl (tj. silylace MK — odchranéni silylové skupiny z MK
ceramidu) byl 42 %.

o) o
o TBDMS-OtF o :
Sfingosin =
O 31 Lutidin, DCM ~o ” ~Si— HN oL -~
Y 4 ‘ DIPEA, DCM:THF \”/\(%0 \jv

74 % 77 % (6]

"
o~ O
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>< PPTS, DCM
[OXNe) U
P Yarnaguc’rmlho C|.n|dlo O><O
12 Linolova kyselina z Olahovo ¢inidlo >
- :
HNWE’O 6 e TEA, DMAP, THF 7 12 Pyr, THF -

o) 0 HN OH
. VRS 3o°\s./—
80 % 90 %
. HCI, H,0 o //\
62% THF
OH

Schéma 12: Schéma syntézy acylceramidu pres prekurzor vyuzivajici silylaci MK, DIPEA = diisopropylethylamin, DMAP =
dimethylaminopyridin, Olahovo cinidlo = fluorid pyridinia, Pyr = pyridin, PPTS = pyridinium p-toluensulfonat, TBDMS-OtF
= terc-butyldimthylsilyltriflat, Yamaguchiho cinidlo = 2,4,6-trichlorbenzoylchlorid

Syntéza acylceramidu s linolovou kyselinou

Z prekurzoru acylceraidu byl dvoukrokovou syntézou vytvoten linoleoylacylceramid. V tomto
ptipadé se jedna o fyziologickou molekulu acylceramidu, kterd byla pfipravena v ramci naSeho
pracovisté uz diive. AvSak v tomto piipadé byla vyuzita linolova kyselina pro optimalizaci
jednotlivych kroki jakoZto levnéa a dostupnd vychozi latka (v porovnani s epoxy-enonovym

derivatem linolové kyseliny, ktery neni komeréné dostupny a musi se slozité pfipravovat). Na
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uvolnénou hydroxyskupinu byla esterifikovana linolova kyselina pomoci Yamaguchiho
esterifikace (vytézek 80 %) a na zavér byl kyselou hydrolyzou rozstépem acetonid (vytézek
62 %). [schéma 12] Yamaguchiho esterifikace fungovala dobfe, vétSim problémem bylo
odchranéni acetonidové skupiny. Zde bylo vyzkouseno odchranéni pomoci Amberlystu 15,
PTSA (p-toleunsulfonové kyseliny), kyseliny octové a kyseliny chlorovodikové. K tspésnému
odchranéni doslo pouze pti vyuziti HCI (pfi pouziti PTSA doslo k rozstépeni ceramidu na
amidové skuping, u ostatnich nedochazelo k reakci). Celkovy vytézek téchto dvou reakci
(Yamaguchiho esterifikace a odchranéni acetonidu) byl 50 %, ale jelikoz doslo pfi posledni
sloupcové chromatografii ke ztraté urcitého mnozstvi materidlu, tak by pii eliminaci lidské

chyby byl tento vytézek pravdépodobné vyssi.

Zda se, Ze substituent na w-hydroxyskupiné vyrazné meni reaktivitu a rozpustnost —u ceramidu
acylovaného mensim hydrofilnéj$im substituentem (ktery zkoumala Panagiota Velissari) bylo
mozné odchranit acetonidovou skupinu na finalni acylceramid pomoci Amberlystu 15, cozZ se
pii acylaci linolovou kyselinou nepodatilo. Z toho vychazi, Ze pti budoucim pouziti tohoto
prekurzoru acylceramidu je nutné pocitat s tim, ze pro rizné koncové substituenty mohou byt

vhodné jiné metody odchranéni.

Syntéza epoxidovaného ceramidu

Vzhledem k tomu, Ze cilem tohoto projektu bylo nalezeni nejvhodné&jsiho piistupu pro piipravu
oxidovanych acylceramidl a optimalizace jednotlivych reakci, v této fazi nebylo potteba
vyuzit fyziologicky relevantni epoxy-enonovy derivat linolové kyseliny, ktery je pomérné
naro¢né¢ dostupny. Namisto toho jsme zvolili jednodussi a snadné&ji dostupnou variantu
oxidované linolové kyseliny. V tomto piipad¢ jsme pouzili jednoduchou tvorbu dvakrat
epoxidované linolové kyseliny. Prvni krok — tvorba epoxidované linolové kyseliny vyuzivajici
mCPBA (m-chlorperoxobenzoovou kyselinu) — byl proveden uspéSné s vytézkem 55 %.
[schéma 13] Tento vytézek je dany tim, Ze pti sloupcové chromatografii ¢aste¢né koeluovala
mCPBA s epoxidovanou linolovou kyselinou. Pfi druhém pokusu o pieciSténi méné polarni
mobilni f4zi mCPBA stale koeluovala s epoxidovanou linolovou kyselinou, a tak k uplné
separaci opét nedoslo. Dle NMR vsak tento vzorek neobsahuje zddnou neepoxidovanou

linolovou kyselinu, takZe by opakovanym c¢isténim mélo byt mozné dosahnout vysokého
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vytézku. Navic jsou linolovd kyselina i mCPBA komeréné bézné€ dostupné slouceniny,

u kterych je nizsi vytézek snesitelny. Do dalsi reakce byla pouzita pouze Cista frakce produktu.

(0]
Cl
OOH
(0] 0] o) o)
T - oy TNy
DCM
55 %

Schéma 13: Syntéza epoxidované linolové kyseliny

Dale byla provedena Yamaguchiho esterifikace obdobné jako u neepoxidované linolové
kyseliny, s vytézkem 57 %. Tento vytézZek je nizsi, nez byl u neepoxidované linolové kyseliny,

takZe tuto reakci by bylo vhodné v budoucnu jesté dale optimalizovat.

Kazdopadné pro odchranéni polarni hlavy ceramidu je potieba pouzit Setrné€j$i metodu, nez
jaka byla zde zvolena, protoze pti odchranéni pomoci HCI se (i pfes malé mnozstvi pouzité
HCI a kratky ¢as reakce) dle 'H NMR analyzy vétsina epoxidu rozlozila na alkohol a zbylo
pouze malé mnozstvi epoxidu, které nebylo mozné vyseparovat. Jednou z moznosti je pouziti
PTSA, ale v niz§im mnozstvi. Zde bylo pozita PTSA v mnozstvi 1,1:1 vic¢i chranénému
ceramidu. Nékteré deprotekce vSak uzivaji pouze katalytické mnozstvi, které by mohlo byt
Setrnéjsi (napf. 1 ekvivalent PTSA na 7 ekvivalenti ceramidu (76)). Dalsi moznosti odchranéni
je terc-butylhydroperoxid (77). Toto ¢inidlo bylo dtive vyuZito k epoxidaci, takZe by nemélo
epoxidy rozkladat (78). Bohuzel z ¢asovych divodi jiz tyto reakce nebyly provedeny.

Pokud by se n¢€ktera z téchto metod osvéd¢ila, tak by bylo moZzné obdobné vytvoftit acylceramid
obsahujici fyziologicky oxidovanou linolovou kyselinu, jejiz syntéza byla popséna (74).
kyseliny, tak je dulleZité nejprve optimalizovat syntézu modelové epoxidovaného

acylceramidu.
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Metoda chranéni acetylaci MK

Tteti metodou je chranéni aktivované MK (sukcinimidylesteru 32-hydroxydotriakontanové
kyseliny) pomoci acetylu. Tato cesta v ramci naseho projektu slouzila jako zalozni fesent, které
bylo rozpracovéano, avsak nebylo dokonceno, jelikoz ptedchozi postup fungoval spolehlivé az
do posledniho kroku. Nicméné¢, pro uplnost je zde zminka o této cesté¢ uvedena. Tato reakéni
sekvence probiha obdobné jako predchozi varianta — aktivovand MK je acetylovana a poté je
napojena na sfingosin, volné hydroxyskupiny se ochrani terc-butyldimethylsilylovymi
skupinami (TBDMS), acetyl se poté odstépi bazickou hydrolyzou (toto je zakladni myslenka
zde popisovaného postupu, jelikoz acetylova skupina by méla jako jedina reagovat s roztokem
hydroxidu). Nasledné by se tento prekurzor esterifikoval a odchranila by se TBDMS skupina
za vzniku finalniho produktu. [schéma 14] Prvni pokus byla acetylace pomoci acetanhydridu,
kdy kreakci nedochdzelo. OsvédCila se vSak dalSi metoda, kdy byl k acetylaci pouzit
acetylchlorid. Tato reakce prob¢hla Gspésné s vytézkem 54 %. Tento vytézek je niZsi, neZ byl
u chranéni pomoci terc-butyldimethylsilylu (74 %). Tato metoda se tedy jevi jako méné
vhodna. Potencidlni vyuziti tohoto typu chranéni by mohlo byt jako alternativa pii tvorbé
acylceramidti s MK obsahujici funkéni skupiny citlivé na kyselé prostiedi, u kterych by nebylo

mozné odchranit acetonid a zaroven nerozlozit acyl.

O O ) )
o CH3;COCI lo) Sfingosin H P
,,,,,,,, >
N oH N )km/o HOM
o)k(vym Pyr, DCM o7 e Y
HN o)
0 0 0 Wo i
o

(o)

... TBDMSCI
E §

OTBDMS o
- Esterifikace OTBDMS

OTBDMS

/ oH >
TBDMSO” T TBOMSO™ N
12 - TBDMSOM 12

HNj(\(VYsoO 5 % HNWOOH < HNj(\(%

o O

Deprotekce

Schéma 14: Schéma navrhu syntézy acylceramidu pies prekurzor vyuzivajici acetylaci MK, Pyr = pyridin, TBDMSCI = terc-
butylsilyldimethylchlorid
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Experimentalni ¢ast

Chemikalie a pristroje

Reaktanty arozpoustédla vyuzita v této praci byla zakoupena od béznych dodavatelt
v organické chemii (PENTA (Praha, Ceska republika), Sigma-Aldrich (Burlington, USA),
MERCK (Darmstadt, Némecko)) a byla pouzita bez dalSiho ¢isténi. Vyjimkou byl sukcinimid-
1-yl 32-hydroxydotriakontanoat (aktivovand MK), kterd neni komercn¢ dostupnd a byla
piipravena v ramci vyzkumné skupiny Skin Barrier Reserch Group dle postupu popsaném v

(62).

Na TLC byly pouzity desky Silikagel 60 F2s4 od firmy MERCK, detekce byla provadéna
pomoci fosfosomolydenové kyseliny (H3[P(Mo03O10)s]) vroztoku se siranem ceriitym
a kyselinou sirovou, v n&kterych piipadech i pomoci UV detekce. 'H i '*C NMR spektra byla
naméiena na spektrometrech VNMR S500 (Palo Alto, Kalifornie, USA) a Jeol INM-ECZ600R
(Tokyo, Japonsko). Chemické posuny byly zapsany jako & hodnoty v ppm (parts per million)

a byly nepifimo vztazeny na tetramethylsilan pfes signal rozpoustédla.
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Syntéza sfingosinu

Syntéza  2,2-dimethylethyl ((4S)-4-((1R)-1-hydroxyhexadec-2-en-1-yl)-2,2-dimethyl-1,3-

oxazolidin-3-karboxylatu

Schwarzovo g&inidlo

BOC NN NN BOC
§LN’ Z . §LN’
o = o = “~
\/w ZnBr, THF \/Y\/M
o} OH

Schwartzovo ¢inidlo [obrazek 12] (4700 mg, 18,2 mmol) bylo rozpusténo v 18 ml bezvodého
THF a ochlazeno na 0 °C pod argonovou atmosférou. Byl pfidan pentadecyn (3800 mg, 18,2
mmol) rozpustény ve 25 ml bezvodého THF a reakéni smés byla michana pti 0 °C po dobu 1
hodiny. 2100 mg Garnerova aldehydu (9,16 mmol) bylo rozpusténo v 25 ml bezvodého THF
a po kapkach ptikapano do reakéni smési. Teplota byla postupné zvySena na laboratorni a cela
reakéni smés byla michdna 24 hodin pfi laboratorni teplot¢ pod argonem. Reakce byla
ukoncena piidavkem vinnanového roztoku v ethylacetatu (1:1) a michanim po dobu 10 minut.
Nasledné¢ byla suspenze prefiltrovana a filtrat byl extrahovan 1 X 50 ml nasyceného roztoku
chloridu sodného a vodna faze 3 x 20 ml ethylacetatu. Spojené organické frakce byly odpatfeny
a surovy produkt byl CiStén prostfednictvim sloupcové chromatografie s mobilni fazi n-

heptan/ethylacetéat 7:1. Bylo ziskano 2784 mg produktu 1, coz odpovida vytézku 69 %.

Cl H
O 4
Zr

Obrazek 12: Schwarzovo cinidlo (79)
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Retenc¢ni faktor produktu 1 v mobilni fazi n-heptan/ethylacetat 7:1 byl 0,25. Produkt 1 byl
charakterizovan 'H a 3C NMR.

'H NMR (600 MHz, CHLOROFORM-D) § 5.72 (dt, J = 14.3, 6.7 Hz, 1H), 5.43 (dd, J =
15.4, 6.2 Hz, 1H), 4.41 — 3.66 (m, 4H), 2.03 (dd, J = 8.3, 6.1 Hz, 2H), 1.77 — 1.32 (m, 15H),
1.32 — 1.16 (m, 22H), 0.87 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

BC NMR (151 MHz, CHLOROFORM-D) § 204.22, 133.52, 128.22, 94.53, 74.16, 65.03,

62.42,32.49,32.01, 29.76, 29.69, 29.59, 29.44, 29.33, 29.22, 28.46, 26.34, 22.77, 22.73,
14.20.
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Syntéza (2S,3R,4E)-2-aminooctadec-4-en-1,3-diolu (sfingosinu)

}LN/BOC CF3COOH/H,0 NH,
: »> -
OVY\vwvm R S
oH OH
1 2

Chranény sfingosin 1 (114 mg, 0,26 mmol) se nechal reagovat ve smési trifluoroctové kyseliny
a vody v poméru 3:1 (2,25ml CF;COOH, 0,75 ml vody). Smés byla michéna 22 hodin za
laboratorni teploty. Reakce byla ukoncena neutralizaci vodnym roztokem amoniaku az do
dosazeni pH 9. Smés byla extrahovana 3 x 50 ml chloroformu, spojené organické faze byly
jesté extrahovany 1 x 50 ml nasycené¢ho roztoku NaCl. Organickéd frakce byla odpatena
a preciSténa sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/methanol/nasyceny

NH4OH(aq) 130:25:4. Bylo ziskano 62 mg produktu 2, coz odpovida vytézku 80 %.

V mobilni fazi chloroform/methanol/nasyceny NH4OH(aq) 130:25:4 mél produkt 2 retencni
faktor 0,26. Produkt 2 byl charakterizovan pomoci 'H a *C NMR.

'H NMR (600 MHz, CHLOROFORM-D) § 5.80 (dt, J= 14.4, 6.8 Hz, 1H), 5.40 (dd, J = 15.5,
6.2 Hz, 1H), 4.45 —4.40 (m, 1H), 3.83 (qd, /= 12.4, 5.1 Hz, 2H), 3.30 (dt, J = 6.6, 3.7 Hz, 1H),
2.03 (q,J= 7.1 Hz, 2H), 1.26 (s, 22H), 0.87 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

B3C NMR (151 MHz, CHLOROFORM-D) § 136.17, 125.84, 70.94, 58.62, 56.60, 32.28, 31.96,
29.75, 29.69, 29.53, 29.38, 29.00, 22.69, 14.05.
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Syntéza prekurzoru acylceramidu pres chranéni aktivované MK pomoci terc-

butyldimethylsilylové skupiny

Syntéza 2,5-dioxopyrrolidin-1-yl 32-(terc-butyldimethylsilyloxy)dotriakontanoatu

O TBDMS-OtF
o}
N
N_ OH \ J\t’f
OJ\C’)@ | </;( 31 S'_

=

230 mg (0,39 mmol) aktivované MK (2,5-dioxopyrrolidin-1-yl 32-hydroxydotriakontanoatu)
bylo rozpusténo v 50 ml bezvodého DCM. Poté k ni bylo pfidano 135 mg (0,51 mmol) terc-
butyldimethylsilyltriflatu (TBDMS-OtF) a 90 pl (0,84 mmol) 2,6-dimethylpyridinu. Smés byla
michéana 20 hodin za pokojové teploty pod argonovou atmosférou. Reakéni smés byla
extrahovana 1 X 100 ml koncentrovaného vodného roztoku NaHCO3 a vznikla vodna faze byla
extrahovand 3 x 50 ml chloroformu. Spojené organické frakce byly odpareny a preciSténé
pomoci sloupcové chromatografie s mobilni fazi chloroform. Bylo ziskdno 203 mg produktu

3, coz odpovida vytézku 74 %.

Produkt 3 mél ve smési cloroform/methanol 50:1 reten¢ni faktor 0,74. Produkt 3 byl

charakterizovan pomoci 'H a '*C NMR.

'H NMR (600 MHz, CHLOROFORM-D) § 3.58 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.82 (s, 4H), 2.58 (t, J =
7.5 Hz, 2H), 1.73 (p, J= 7.5 Hz, 2H), 1.53 — 1.45 (m, 2H), 1.44 — 1.34 (m, 2H), 1.24 (s, 52H),
0.88 (s, 9H), 0.15 — -0.10 (m, 6H).

3C NMR (151 MHz, CHLOROFORM-D) § 169.24, 168.77, 63.43, 32.98, 31.03, 29.79, 29.72,
29.64,29.54,29.44,29.17, 28.88, 26.07, 25.89, 25.68, 24.66, 18.46, -5.17.
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Syntéza  N-((2S,3R,E)-1,3-dihydroxyoktadec-4-en-2-yl)-32-(terc-butyldimethylsilyloxy)dotria-

kontanamidu

O <
N NH; HO TN
N (NG} HN 'e)
O)k% Si— MR
o | DIPEA, DCM:THF

Chranéna MK 3 (178 mg, 0,253 mmol) byla rozpusténa v 16 ml bezvodého DCM. V jiné bance
byl sfingosin/produkt 2 (112 mg, 0,374 mmol) rozpustén v 6 ml THF a tento roztok byl po
rozpusténi pfikapan do baiiky s chranénou MK. Nakonec bylo pfiddno 170 mg (1,32 mmol)
diisopropylethylaminu (DIPEA). Reakéni smés byla michana 46 hodin za pokojové teploty
a pod argonovou atmosférou. Smés byla extrahovdna 1 X 50 ml nasyceného roztoku NacCl,
vodna faze byla poté extrahovana 3 x 30 ml chloroformu. Spojené organické frakce byly
vysuSeny se siranem sodnym, odpafeny a pieciStény pomoci sloupcové chromatografie
s mobilni fazi chloroform/methanol 30:1. Bylo ziskano 177 mg produktu 4, coz odpovida
vytezku 77 %.

Retencni faktor produktu 4 v systému chloroform/methanol 30:1 byl 0,32, v systému

ethylacetat/n-hexan 1:1 0,31. Produkt 4 byl charakterizovan pomoci 'H a '*C NMR.

'HNMR (600 MHz, CHLOROFORM-D) § 6.24 (d, J="7.5 Hz, 1H), 5.82 — 5.67 (m, 1H), 5.56
—5.41 (m, 1H), 4.30 (t, J= 5.2 Hz, 1H), 3.97 — 3.82 (m, 2H), 3.75 — 3.61 (m, 1H), 3.58 (t, ] =
6.6 Hz, 2H), 2.28 — 2.11 (m, 2H), 2.04 (m, 2H), 1.63 (td, J = 13.1, 5.7 Hz, 4H), 1.48 (m, 2H),
1.24 (d, J = 2.9 Hz, 74H), 0.90 — 0.83 (m, 12H), 0.03 (s, 6H).

3C NMR (151 MHz, CHLOROFORM-D) § 174.01, 134.37, 128.90, 74.73, 63.45, 62.59,
54.58,36.94,32.98,32.37,32.01,29.79, 29.71, 29.60, 29.54, 29.45, 29.38, 29.32, 29.21, 26.07,
25.89, 25.85,22.78, 18.47, 14.20, -5.17.
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Syntéza  N-(((4R,55)-2,2-dimethyl-4-((E)-pentadec-1-en-1-yl)-1,3-dioxan-5-yl)-32-(terc-butyl-

dimethylsilyloxy)dotriakontanamidu

o
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Na:
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WO /'& PPTS, DCM \H/\%(?\Si/_

55 mg (0,062 mmol) ceramidu 4 bylo rozpusténo ve 20 ml bezvodého DCM. K roztoku bylo
pfidéno 18 mg (0,064 mmol) pyridinium p-toluentsulfonatu (PPTS) a 13 mg (0,125 mmol)
dimethoxypropanu. Reakéni smés byla michana pod argonovou atmosférou za pokojové
teploty 19 hodin. Bylo extrahovano 1 x 50 ml nasyceného roztoku Na>COs, ktery byl
extrahovan 3 x 30 ml chloroformu. Spojené organické frakce byly vysuSeny s NaxSOs,
prefiltrovany, odpaieny a nakonec precistény pomoci sloupcové chromatografie s mobilni fazi

ethylacetat/n-hexan 1:1. Bylo ziskdano 20 mg produktu 5, coz odpovida vytézku 82 %.

Retenéni faktor produktu 5 v mobilni fazi ethylacetat/n-hexan 1:1 byl 0.93. Produkt § byl

charakterizovan pomoci 'H a 1*C NMR.

1H NMR (600 MHz, CHLOROFORM-D) § 5.74 (dt, J = 15.3, 6.8 Hz, 1H), 5.46 — 5.34 (m,
1H), 5.13 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 4.10 — 3.93 (m, 2H), 3.82 (m, 1H), 3.64 (dd, J = 11.4, 9.4 Hz,
1H), 3.58 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.15 — 2.05 (m, 2H), 2.03 — 1.97 (m, 2H), 1.52 — 1.38 (m, 8H),
1.24 (d,J = 2.9 Hz, 78H), 0.87 (d, J = 8.1 Hz, 12H), 0.03 (s, 6H).

13C NMR (151 MHz, CHLOROFORM-D) & 172.92, 136.56, 127.41, 98.91, 74.19, 63.43,
62.83,48.22,36.99,32.98, 32.43,32.02, 29.80, 29.76, 29.72,29.61, 29.54, 29.46, 29.39, 29.36,
29.10, 28.59, 26.07, 25.89, 25.78, 22.78, 19.99, 18.46, 14.20, -5.17.
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Syntéza N-(((4R,5S5)-2,2-dimethyl-4-((E)-pentadec-1-en-1-yl)-1,3-dioxan-5-yl)-32-hydroxydotri-

akontanamidu
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20 mg (0,021 mmol) ceramidu 5 bylo rozpusténo v 10 ml bezvodém THF, poté bylo ptfidano
0,5 ml Olahova ¢inidla (fluorid pyridinia) a 2,5 ml pyridinu (Pyr). Na zacatku byla reakéni
smes zakalend, postupné se ¢efila. Reakéni smés byla michana pod argonovou atmosférou za
pokojové teploty po dobu 21 hodin. Poté k ni byl pfidan nasyceny vodny roztok K3;PO4 az do
dosazeni pH 6. Smés byla extrahovéna pomoci 2 x 30 ml chloroformu a 1 x 30 ml THF, spojené
organické faze byly vysuSeny pomoci NaxSOs, piefiltrovany a odpafeny. Produkt byl piecistén
pomoci sloupcové chromatografie s mobilni fazi n-hexan/ethylacetat 2:1. Bylo ziskano 16 mg

produktu 6, coz odpovida vytézku 90 %.

V mobilni fazi n-hexan/ethylacetat 1:1 mél produkt 6 retencni faktor 0,63. Produkt 6 byl

charakterizovan pomoci 'H a 1°C NMR

'H NMR (600 MHz, CHLOROFORM-D) § 5.74 (dt, J= 15.4, 6.6 Hz, 1H), 5.41 (dd, J= 15.5,
7.6 Hz, 1H), 5.17 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 4.16 — 4.02 (m, 2H), 4.00 — 3.96 (m, 1H), 3.82 (qd, J =
9.4, 5.4 Hz, 1H), 3.67 — 3.60 (m, 2H), 2.19 — 2.05 (m, 2H), 2.03 — 1.90 (m, 2H), 1.61 (dq, J =
20.3, 6.8 Hz, 4H), 1.42 (s, 6H), 1.24 (d, J= 3.7 Hz, 76H), 0.87 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

3C NMR (151 MHz, CHLOROFORM-D) § 173.02, 136.56, 127.39, 98.94, 74.17, 63.18,
62.82,48.22,36.98,32.89,32.43,32.02,29.79,29.71,29.61, 29.52, 29.46, 29.39, 29.36, 29.22,
29.10, 28.55, 25.83, 25.79, 24.01, 23.46, 22.78, 20.01, 14.20.
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Syntéza acylceramidu s linolovou kyselinou

Syntéza 32-(((4R,55)-2,2-dimethyl-4-((E)-pentadec-1-en-1-yl)-1,3-dioxan-5-yl)amino)-32-
oxodotriakontyl (92,122)-oktadeka-9,12-dienoatu
2,4,6-trichlorobenzoylchlorid ><

o) O ©
4
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><O
12 12
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TEA, DMAP, THF

16 mg (0,0196 mmol) prekurzoru acylceramidu 6 bylo rozpusténo v 10 ml bezvodého THF.
V jiné baiice bylo 8 mg (0,03 mmol) linolové kyseliny rozpusténo v 1 ml bezvodého THF
a pomoci stiikacky pfeneseno do baiiky s reaktantem. Do této baiky bylo pfidano 5 mg (0,02
mmol) 2,4,6-trichlorbenzoylchloridu (Yamaguchiho ¢inidla) a 5 mg (0,05 mmol) TEA. Po 3
minutdch bylo pfiddno 2 mg (0,012 mmol) 4-dimethylaminopyridinu (DMAP). Na zacatku
byla reakéni smés ¢ird, ale rychle dochazelo k zakaleni. Reakéni smés byla michéna za
pokojové teploty pod argonovou atmosférou po dobu 19 hodin. Poté byla reakce ukoncena
odpatenim rozpoustédla. Produkt byl ptecistén sloupcovou chromatografii v mobilni fazi n-

hexan/ethylacetat 2:1. Bylo ziskano 17 mg produktu 7, coz odpovida vytézku 80 %

Retencni faktor produktu 7 v mobilni fazi n-hexan/ethylacetat 2:1 byl 0,6 a ve fazi
chloroform/methanol 20:1 0,77. Produkt 7 byl charakterizovan pomoci 'H a '*C NMR.

'H NMR (600 MHz, CHLOROFORM-D) § 5.73 (dt, J = 15.3, 6.7 Hz, 1H), 5.44 — 5.29 (m,
5H), 5.15 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 4.10 — 3.90 (m, 4H), 3.82 (m, 1H), 3.64 (dd, /= 11.4, 9.4 Hz,
1H), 2.76 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.27 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.15 — 1.93 (m, 8H), 1.68 — 1.53 (m,
4H), 1.53 — 1.38 (m, 6H), 1.37 — 1.12 (m, 92H), 0.87 (q, J = 6.7 Hz, 6H).

13C NMR (151 MHz, CHLOROFORM-D) § 174.06, 172.98, 136.57, 130.30, 130.13, 128.45,
128.12, 127.99, 98.92, 74.19, 64.50, 62.82, 48.21, 36.99, 34.49, 32.43, 32.02, 31.61, 29.80,
29.76,29.68,29.61,29.54,29.46,29.39, 29.35, 29.26,29.21, 29.10, 28.75, 28.58, 27.29, 26.03,
25.79,25.72,25.10, 22.78, 22.65, 19.99, 14.20, 14.15.
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Syntéza 32-(((2S,3R,E)-1,3-dihydroxyoktadec-4-en-2-yl)amino)-32-oxodotriakontyl (92,122)-
oktadeka-9,12-dienodtu (acylceramid EOS)

o ©° OH
N T HCI, H,O HO/M
HN (0] — — > HN (0] — —
\[]/\(\730 6 4 THF \[I/\("Eo 6 4
(0] (0] (0] (0]
7 8

Acetonid linoleoylceramidu 7 (10 mg, 0,0093 mmol) byl rozpustén v 10 ml THF. Poté byly do
reakéni smési pridany 3 kapky vody a 1 kapka HCI (35 %). Reakéni smés byla michana 30
minut za pokojové teploty, poté byla reakce ukoncena pfidanim 20 ml vody. Vodna faze
vzniklé smési separovana a extrahovana pomoci 2 x 20 ml DCM. Spojené organické faze byly
vysusSeny siranem sodnym a odpafeny. Produkt byl ptecistén sloupcovou chromatografii
s mobilni fazi dichlormethan/methanol 50:1. Bylo ziskdno 6 mg produktu 8, coz odpovida

vytézku 62 %, ale béhem sloupcové chromatografie doslo se ztraté ¢asti roztoku s produktem.

Produkt 8 ma v mobilni fazi chloroform/methanol 50:1 reten¢ni faktor 0,43. Produkt 8 byl

charakterizovan pomoci 'H a 1*C NMR.

'H NMR (600 MHz, CHLOROFORM-D) § 6.22 (d, J= 7.6 Hz, 1H), 5.77 (dt, J= 14.3, 6.8 Hz,
1H), 5.55 — 5.45 (m, 1H), 5.39 — 5.29 (m, 4H), 4.41 — 4.26 (m, 1H), 4.10 — 3.76 (m, 4H), 3.72
—3.48 (m, 1H), 2.76 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.27 (m, 4H), 2.04 (m, 4H), 1.65 — 1.46 (m, 2H), 1.24
(d, J=3.0 Hz, 96H), 0.87 (t, J = 6.8 Hz, 6H).

13C NMR (151 MHz, CHLOROFORM-D) § 174.08, 173.97, 134.41, 130.30, 130.14, 128.90,
128.12, 127.99, 74.83, 64.51, 62.63, 54.56, 36.93, 34.50, 32.36, 32.01, 31.61, 29.79, 29.75,
29.68,29.62,29.57,29.45,29.37,29.35, 29.30, 29.26, 29.20, 28.74, 27.29, 26.02, 25.84, 25.72,
25.10, 22.78, 22.66, 14.20, 14.15.
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Syntéza ceramidu s epoxidovanou linolovou kyselinou

Syntéza 8-(3-((3-pentyloxiran-2-yl)methyl)oxiran-2-yl)oktanové kyseliny (epoxidované linolové

kyseliny)

0]

|
c \©)J\OOH
(@] (0] ®) 0]

HO” &7 > > HO)M

DCM

Linolova kyselina (136 mg, 0,485 mmol) byla rozpusténa v 20 ml DCM a do tohoto roztoku
bylo ptidano 251 mg m-chlorperoxobenzoové kyseliny (mCPBA) se 77 % cistotou (odpovida
193 mg a 1,12 mmol ¢isté mCPBA). Reakéni smés byla michdna za pokojové teploty po dobu
50 minut, poté byla ukoncena ptidanim 20 ml vody. Smés byla extrahovana dal$imi 20 ml vody
a spojené vodné frakce byly extrahované pomoci 2 x30 ml DCM. Spojené organické frakce
byly vysuSeny pomoci Na>SOs, prefiltrovany a odpafeny. Produkt byl pfecistén pomoci
sloupcové chromatografie s mobilni f4zi chloroform/methanol/kyselina octova 100:1:0,1. Pti
monitorovani sloupcové chromatografie bylo pro detekci mCPBA na TLC desce vyuZzito UV
a pro detekci epoxidované linolové kyseliny c¢inidlo s fosfomolybdenovou kyselinou. Bylo

ziskéano 82 mg produktu 9, coz odpovida vytézku 55 %.

Produkt 9 mél v mobilni fazi chloroform/methanol/kyselina octova 100:1:0,1 reten¢ni faktor
0,15 (mCPBA 0,22 a linolova kyselina 0,21). V mobilni fazi chloroform/methanol 50:1 mél
produkt 9 retenéni faktor 0,24. Produkt 9 byl charakterizovan pomoci 'H a 1*C NMR.

'H NMR (600 MHz, CHLOROFORM-D) & 3.16 — 2.83 (m, 4H), 2.32 (t, J= 7.5 Hz, 2H), 1.82
—1.66 (m, 2H), 1.61 (p, J = 7.3 Hz, 2H), 1.56 — 1.39 (m, 8H), 1.33 (m, 10H), 0.88 (t, J=7.2
Hz, 3H).

13C NMR (151 MHz, CHLOROFORM-D) § 179.56, 57.17, 57.10, 56.89, 56.80, 34.03, 31.74,
29.33, 29.19, 28.99, 27.94, 27.86, 27.26, 26.97, 26.58, 26.47, 26.31, 26.20, 24.69, 22.64,
14.06.
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Zbytek ze sloupcové chromatografie byl preciStén znova, tentokrat za pouziti sloupcové
chromatografie s mobilni fazi chloroform/methanol 150:1. Ziskany produkt byl analyzovan

pomoci 'H-NMR, ale opét se jej nepodaiilo Gplné piedistit.
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Syntéza 32-(((4R,55-2,2-dimethyl-4-((E)-pentadec-1-en-1-yl)-1,3-dioxan-5-yl)amino)-32-oxo-

dotriakontyl 8-(3-((3-pentyloxiran-2-yl)methyl)oxiran-2-yl)oktanoatu

2,4 ,6-trichlorobenzoylchlorid
0 O (0]

XQ N OXQ
M \H/M M
12 o) 12 0] 0
R T S e St
0 O 0]

TEA, DMAP, THF

6 10

Reaktant 6 (31 mg, 0,038 mmol) byl rozpustén v 13 ml bezvodého THF. V jiné bance bylo 14
mg (0,0426 mmol) epoxidované linolové kyseliny (produkt 9) rozpusténo v 5 ml bezvodého
THF a pomoci stfikacky pfeneseno do barky s reaktantem. Do této banky bylo pfiddno 10 mg
(0,042 mmol) Yamaguchiho ¢inidla a 10 mg (0,097 mmol) TEA. Po 3 minutach bylo pfidano
3 mg (0,023 mmol) DMAP. Stejné jako u reakce s normalni linolovou kyselinou se smés po
par minutdch zakalila. Reak¢ni smés byla michana za pokojové teploty pod argonovou
atmosférou po dobu 45 hodin. Poté byla reakce ukoncena odparenim rozpoustédla. Produkt byl
precistén sloupcovou chromatografii v mobilni fazi chloroform/methanol 50:1. Bylo ziskéno

25 mg produktu 10, coz odpovida vytézku 57 %.

V mobilni fazi chloroform/methanol 50:1 mél produkt 10 reten¢ni faktor 0,37. Produkt 10 byl

charakterizovan pomoci 'H a 1*C NMR.

'H NMR (600 MHz, CHLOROFORM-D) § 5.73 (dt, J = 15.5, 6.6 Hz, 1H), 5.41 (dd, J = 15.4,
7.6 Hz, 1H), 5.19 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 4.11 — 3.90 (m, 4H), 3.81 (m, 1H), 3.68 — 3.58 (m, 1H),
3.15 — 2.85 (m, 4H), 2.27 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.14 — 2.05 (m, 2H), 2.00 (dt, J = 14.9, 7.5 Hz,
2H), 1.76 — 1.67 (m, 2H), 1.44 (d, J = 41.9 Hz, 6H), 1.35 — 1.15 (m, 100H), 0.87 (dt, J = 14.0,
7.0 Hz, 6H).

3C NMR (151 MHz, CHLOROFORM-D) § 174.00, 172.98, 136.50, 127.41, 98.92, 74.16,
64.52,62.81,57.10, 57.05, 56.82, 56.76,48.22,36.97, 34.43,33.75,32.42,32.01, 31.75, 29.79,
29.74,29.67,29.61,29.52,29.45,29.39, 29.35,29.26,29.17, 29.12, 29.09, 28.99, 28.74, 28.56,
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27.96,27.90,27.30,27.01, 26.62, 26.51, 26.45, 26.32, 26.21, 26.01, 25.91, 25.78, 25.03, 24.76,
22.77,22.64, 22.55, 20.00, 14.19, 14.05.
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Syntéza 32-(((2S,3R,E)-1,3-dihydroxyoktadec-4-en-2-yl)amino)-32-oxodotriakontyl 8-(3-((3-

pentyloxiran-2-yl)methyl)oxiran-2-yl)oktanoatu

0" o
‘o HCI
o 012 0 o »
\n/\é‘fso\ﬂ/M DCM:MeOH
0 0
10

7 mg (0,0063 mmol) ceramidu 10 bylo rozpusténo v 9 ml smési DCM/methanol 2:1. Poté byla

do reak¢éni smési pridana 1 kapka HCI (35 %) a 3 kapky vody. Reak¢ni smés byla michana za

laboratorni teploty po dobu 20 minut. Poté byla reakce ukoncena ptidanim TEA az do dosazeni

neutrdlniho pH. Poté byla smés extrahovana 1 x 20 ml vody a ziskanid vodna frakce byla

extrahovana 3 x 20 ml chloroformu. Produkt 11 byl pfecistén sloupcovou chromatografii

s mobilni fazi chloroform/methanol 50:1.

Produkt 11 byl charakterizovan pomoci '"H NMR.

Dle analyzy pomoci NMR pravdépodobné malé¢ mnozstvi produktu vzniklo, byly patrné

signaly vodikti na oxiranovych kruzich a zaroven zmizely signaly vodikti acetonidu, avSak

vzhledem k malému mnoZstvi ziskaného produktu se jej nepodafilo Uplné vycistit. Nad timto

produktem ptevladal produkt, ktery mél signdly vodikt na uhliku vedle hydroxylovych skupin.

Tomuto stavu odpovidalo i TLC, které obsahovalo velké mnozstvi skvrn.
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Syntéza prekurzoru acylceramidu pomoci chranéni aktivované MK acetylaci

Syntéza 2,5-dioxopyrrolidin-1-yl 32-(acetyloxy)dotriakontanoatu

@]
O
N\O)KC{OH —> q )j\m/
31
o Pyr, DCM 31 \f

12

Aktivovana mastna kyselina (61 mg, 0,103 mmol) byla rozpusténa v 20 ml bezvodého DCM
a k ni pfidano 12 mg (0,15 mmol) acetylchloridu a 16 mg (0,206 mmol) pyridinu. Reakéni
sm¢s byla michana za pokojové teploty pod argonovou atmosférou po dobu 22 hodin. Poté byla
provedena extrakce pomoci 1 x 50 ml nasyceného roztoku NaCl, ktery byl extrahovan pomoci
3 x 50 ml chloroformu. Spojené organické frakce byly odpafeny a pifecistény pomoci
sloupcové chromatografie s mobilni fazi chloroform/methanol 100:1. Bylo ziskano 35 mg

produktu 12, coz odpovida vytézku 54 %.

V mobilni fazi chloroform/methanol 100:1 mél produkt 12 retencni faktor 0,68. Produkt 12 byl

charakterizovan pomoci 'H NMR.

'H NMR (600 MHz, CHLOROFORM-D) § 4.08 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.86 (s, 4H), 2.59 (t, J =
7.6 Hz, 2H), 2.06 (s, 3H) 1.73 (p, J= 7.5 Hz, 2H), 1.65 — 1.59 (m, 2H), 1.24 (s, 54H).

Vzhledem k tomu, Ze v tomto pfistupu nebylo dale pokracovano, produkt reakce nebyl vice

charakterizovan.
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Zaver

Hlavnim cilem této prace byla ptiprava epoxidovaného acylceramidi, dil¢imi cili byla pfiprava

sfingosinu, prozkouméni metod tvorby prekurzoru acylceramidu a ptiprava linoleoylceramidu.

Sfingosin byl uspésné pripraven dvoukrokovou syntézou ve velkém mnozstvi s celkovym

vyt&zkem 55 %.

Byly vyzkouseny tfi metody tvorby prekurzoru acylceramidu. Prvni z nich byla cesta pres
trimethylsilylaci sfingosinu, ktera se bohuzel ukazala jako nefunkéni. Druhou byla ¢tytkrokova
syntéza prekurzoru acylceramidu pies chranéni MK pomoci ferc-butyldimethylsilylu, ktera
byla provedena Uspé$né s celkovym vytézkem 42 %. Dale byla pfipravena acetylovana
aktivovana MK s vytézkem 54 %, coz je prvni krok pro novou metodu ptipravy prekurzor
acylceramidt. Tato metoda ma zatim v prvnim kroku nizsi vytézek, nez méla tispé$nd metoda
syntézy prekurzoru acylceramidu, ale ma potencialni vyuziti pti syntéze acylceramidu s acyly
citivymi na kyseliny. Z prekurzoru acylceramidu byl dvoukrokovou syntézou uspésné
pfipraven linoleoylceramid s celkovym vytéZkem 50 %. Dil¢i cile tohoto projektu se podaftilo

splnit.

Hlavniho cile této prace bylo dosazeno ¢astecné, tedy syntézy epoxidovaného acylceramidu.
Uspésné byla piipravena epoxidovana linolova kyselina i estrefikace prekurzoru acylceramidu
epoxidovanou linolovou kyselinou. Metoda pouZita pro koncové odchranéni produktu nebyla
priliS Setrnd na pouZiti u epoxidovaného linoleoylceramidu a do budoucna bude potieba
vyzkouset Setrnéjsi metody, které jsou zminéné v diskuzi. Cilovou molekulu se tedy podatilo

piipravit, avSak nepodafilo se ji spolehlivé oddé€lit od jejiho degrada¢niho produktu.
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Zkratky

ABCA12 = ATP-vazajici kazeta 12

ARCI = autozomaln¢ recesivni kongenitalni ichtydza
BOC = terc-butyloxykarbonyl

CE = korneocytarni obalka

CER = ceramid

CERS = ceramidsyntaza

CIE = kongenitalni ichtyoziformni erythrodém

CLE = korneocytarni lipidové obalka

CYP4F22 = cytochrom P450 izoforma F22

DCM = dichlormethan

DEGSI (sfingolipid A4-desaturazy

DEGS?2 (sfingolipid C4-hydroxylaza)

DIPEA = diisopropylethylamin

DMAP = 4-dimethylaminopyridin

EDC = N-etyl-N ‘~(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
EEDQ = 2-etoxy-1-(etoxykarbonyl)-1,2-dihydrochinolin
ELOVL = elongaza velmi dlouhych MK

eLOX = epidermalni lipoxygenaza

FATP4 = transportér MK 4

HACDI1-4 = 3-hydroxyacyl-CoA dehydrataza

KAR = 3-ketoacyl-CoA reduktdza

KDSR = 3-ketodihydrosfingosin reduktaza

LCB = long chain base

LG = lamelarni granula

LOX = lipoxygenaza

LPP = faze dlouhé periodicity

MK = mastné kyselina

Olahovo ¢inidlo = fluorid pyridinia

PNPLA1 = patatine-like phospholipase domain containing protein 1
PPTS = pyridinium p-toluensulfonat

PTSA = p-toluensulfonova kyselina

SDR = dehydrogenaza-reduktaza s kratkym fetézcem
SC = stratum corneum

SCD2 = stearoyl-CoA desaturaza 2

SG = stratum granulosum

SPP = faze kratké periodicity

SPTLC = serinpalmitoyltransferaza

TAG = triacylglycerol

TBDMS = terc-butyldimethylsilyl

TBDMS-OtF = terc-butyldimethylsilyltriflat

TER = 2,3-trans-enoyl-CoA reduktaza

TGM = transglutaminaza

THF = tetrahydrofuran

TMS = trimethylsilyl

TMS-OtF = trimethylsilyltriflat

Yamaguchiho ¢inidlo = 2,4,6-trichlorbenzoylchlorid
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