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Abstrakt

Nazev diplomové prace: Optimalizace reakci vedoucich k syntéze znacenych sfingoidnich

bazi

Autor: Veronika Sovova

Skolitel: PharmDr. Luka$ Opdlka, Ph.D.

Konzultant: Mgr. Tomas Havrisak

Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové

Skin Barrier Research Group, Katedra organické chemie a bioorganické chemie

Stratum corneum (SC) predstavuje klicovou ¢ast kozni bariéry, nachazejici se na Uplném
povrchu epidermis, kterd podléhd neustalému procesu obnovy. SC je tvoreno
zrohovatélymi burikami (korneocyty), lipidy a desmozomy, pficemz lipidovd matrix je
klicovd pro udrzeni bariérové funkce. Hlavnimi slozkami téchto lipidl jsou ceramidy,
cholesterol a volné mastné kyseliny. Ceramidy hraji zasadni roli v ochrané kize a jejich
zakladni slozkou jsou sfingoidni baze, alifatické aminoalkoholy s dlouhym fetézcem,
které tvofi spolu s mastnou kyselinou zakladni stavebni bloky sfingolipid(. V koZni
bariéfe se nachazeji Ctyfi zakladni sfingoidni baze: sfingosin, dihydrosfingosin,
fytosfingosin a 6-hydroxysfingosin. Tyto slouceniny se lisi pfitomnosti dvojnych vazeb
a hydroxylovych skupin, pficemz kazda z nich pfispiva k funkci a struktufe ceramidu

v kdzi.

Pro kvantifikaci lipid( z lidského SC se velmi Casto vyuZivd hmotnostni spektrometrie.
Aby vsak bylo mozné latky pomoci této metody spolehlivé a presné kvantifikovat, je
potfeba vyuZit vhodné vnitini standardy, velmi ¢asto v podobé izotopové znacenych

fyziologickych molekul.

Cilem tohoto projektu bylo optimalizovat jednotlivé kroky syntézy sfingosinu, ktery
v budoucnu bude obsahovat ¢ast rfetézce s izotopovym znacenim. Prvnim dil¢im cilem
bylo provéfit, zda napldanované reakce skutec¢né funguji a druhym dil¢im cilem bylo
dosdhnout co nejvyssich vytézkd jednotlivych reakci. Projekt se zaméfil na syntézu
fyziologického sfingosinu, do kterého by bylo moiné vlozZit Sesti uhlikaty fetézec
s vhodnym znacenim. Fyziologicky sfingosin byl pfipraven v deseti krocich s vyuZzitim
hexanalu jako vychozi latky s celkovym vytéZzkem pfriblizné 2 %. Vznikly produkt

s izotopovym znacenim bude slouzZit k podrobnému studiu chovani sfingolipidl ve SC



pomoci hmotnostni spektrometrie. Tento optimalizovany synteticky postup byl vyvinut,
aby poskytl cenny ndstroj pro dalsi vyzkum v oblasti kozni bariéry a lipidového

metabolismu.
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The stratum corneum (SC) represents a key part of the skin barrier, located on the entire
surface of the epidermis, which is subject to a constant renewal process. The SC is made
up of corneocytes, lipids and desmosomes, with the lipid matrix being crucial for
maintaining barrier function. The main components of these lipids are ceramides,
cholesterol and free fatty acids. Ceramides play a vital role in skin protection and their
basic components are sphingoid bases, aliphatic amino alcohols with a long chain, which
together with fatty acids form the basic building blocks of sphingolipids. There are four
basic sphingoid bases in the skin barrier: sphingosine, dihydrosphingosine,
phytosphingosine and 6-hydroxysphingosine. These compounds differ in the presence
of double bonds and hydroxyl groups, each contributing to the function and structure of

ceramides in the skin.

Mass spectrometry is very often used to quantify lipids from human SC. However, in
order to reliably and accurately quantify substances using this method, it is necessary to
use suitable internal standards, very often in the form of isotopically labeled

physiological molecules.

The aim of this project was to optimize the individual steps of the synthesis of
sphingosine, which in the future would contain part of the chain with isotopic labeling.
The first sub-goal was to check whether the planned reactions actually work, and the
second sub-goal was to achieve the highest possible yields of individual reactions. The
project focused on the synthesis of physiological sphingosine into which it would be
possible to insert a six carbon chain with appropriate labeling. Physiological sphingosine
was prepared in ten steps using hexanal as a starting material with a total yield of
approximately 2 %. The resulting isotopically labeled product will be used for a detailed

study of the behavior of sphingolipids in the SC using mass spectrometry. This optimized



synthetic procedure was developed to provide a valuable tool for further research in the

field of the skin barrier and lipid metabolism.
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1. Uvod a cil prace

Kize je komplexni organ, ktery nejen chrani télo pred vnéjsimi vlivy, ale také hraje
klicovou roli vimunitni odezvé a udrzovani homeostdzy. Jednim z jejich zdsadnich
komponentl jsou sfingolipidy, véetné sfingosinu, které se nachazi ve SC, nejsvrchnéjsi
vrstvé epidermis. Sfingosin a jeho derivaty jsou klicovymi slozkami v tvorbé a udrzovani

kozni bariéry, a jejich spravna funkce je nezbytna pro ochranu pokozky a jeji zdravi.

Pfirozené se vyskytujici sfingoidni bdze, jako jsou D-erythro-sfingosin,
D-ribo-fytosfingosin, DL-erythro-dihydrosfingosin a 6-hydroxy-D-erythro-sfingosin, jsou
také pfedmétem zdjmu v rdmci syntetickych vyrobnich technologii. Syntéza téchto bazi
je klicovym krokem pro vyrobu lidskych sfingolipid( a jejich derivatl, které maji Siroké
moznosti vyuZiti v mediciné, kosmetice a dalSich védeckych oblastech. Volné sfingoidni
baze, prirozené se vyskytujici na klzi a sliznicich, vykazuji vyznamnou antimikrobialni
aktivitu proti rznym oportunnim bakteriim, virdm a houbam. Tato vlastnost podtrhuje

jejich vyznam v udrZovani zdravi pokozky a sliznic a poskytuje ochranu proti infekcim.

Hlavni ndplni této prdce je optimalizace syntézy sfingosinu. Specificky se
zamérujeme na syntézu fyziologického sfingosinu, ktery by ve své molekule obsahoval
izotopové znadenou &ast, v nasem pripadé s 13Cs znacenou &asti fetézce. Tento pfistup
umozni detailni studium chovani sfingosinu ve SC a jeho interakce s dalSimi lipidy
a proteiny v této vrstvé pokozky. Pro tento ucel bude vyuzita technika hmotnostni
spektrometrie, kterd poskytne cenné informace o distribuci a metabolismu sfingosinu v
kGzi. Prvnim dil¢im cilem této prace je tedy provéreni, jestli navrzeny postup syntézy
povede zdarné k pripravé molekuly sfingosinu. Druhym dil¢im cilem je poté optimalizace
jednotlivych krokd syntézy pro dosazeni maximalnich vytézka. V budoucnu by vysledky
této prace mély vést k detailni analyze fyziologického sfingosinu a dalSich sfingolipidd
pomoci 3C¢ znakeni, mély by pFispét k lepsimu pochopeni jejich role v kozni bariéfe
a pripadné otevrit nové moznosti pro aplikace v medicinskych a kosmetickych vyrobach.
Cilem této prace je tedy nejen zlepsit syntetické postupy, ale také poskytnout novy

nahled na funkci sfingosinu a jinych sfingolipidd v rdmci komplexni struktury kize.



2 Teoreticka Cast

2.1 Kuze

KGZe je pro naSe télo velice vyznamnym a také plosné nejvétsim organem.! Jeji
plocha se pohybuje od 1,5 do 2,0 m? v zdvislosti na télesné vySce jedince a jeho
konstituci.? Jeji vyvoj za&ind jiz v prenatdlnim obdobi, konkrétné na pfelomu 1. a 2.
mésice embryonalniho vyvoje. Tento proces probihd ze dvou zarodecnych vrstev
embrya: ektodermu a mezodermu. Z ektodermu vznika epidermis (povrchova vrstva
kGiZze) a nervovy systém, zatimco mezoderm se postupné méni na mezenchym, ktery je
zdrojem pro vyvoj dermis (Skary) a subcutis (podkozni vrstvy). Vyvoj kize lze rozdélit do
tfi hlavnich obdobi: organogeneze (1.-2. mésic), histogeneze (3.—5. mésic) a zrani (6.— 9.
mésic). BEhem organogeneze se zakladaji jednotlivé vrstvy klze, zac¢ind vyvoj bazalni
membrany a koznich adnex (jako jsou vlasové folikuly a ZIazy). V této fazi se také zacinaji
tvofrit prvni krevni cévy mezi dermis a podkozim, prorustaji nervova vlakna a objevuji se
prekurzory melanocyt(l (bunky produkujici pigment) a Langerhansovych bunék (imunitni
buriky). V obdobi histogeneze dochazi k rozdéleni kize na dermis a hypodermis,
a zaroven se formuji zlazy, vlasové folikuly a nehty. Kone¢né v obdobi zrani se tvori
rohova vrstva kiiZze (SC) a vdechny koZni struktury dozravaji.? Tento vyvoj je kompletné
ukoncen zhruba ve 34. tydnu téhotenstvi. Pred¢asné narozené déti, zejména ty, co jsou
narozené pred 30. nebo 32. tydnem téhotenstvi, nemaji zcela vyvinutou kozZni bariéru,
coz zvysuje riziko dehydratace, nadmérné absorpce lokalnich 1ék(, chemikalii, a infekci.
Jejich klze také vykazuje zvySenou transepidermalni absorpci kysliku, coz mlze mit
zdravotni dasledky.*> Ackoli je definitivni vicevrstva klze pfitomna uZ pfi narozeni,
zUstava dynamickym organem, ktery se béhem Zivota neustale obnovuje. Vnéjsi vrstvy

se odlupuji a nahrazuji vnitfnimi vrstvami.®

Tloustka kGiZze muUZe variabilné dosahovat od 1 do 4 mm, v zavislosti na konkrétni
oblasti téla a funk&nich poZadavcich, které jsou na ni kladeny.? Je uréovana tloustkou
epidermdlnich a dermadlnich vrstev. Napfiklad kGze bez chlupl, tedy na dlanich
a chodidlech je nejtlustsi, protoZie obsahuje stratum lucidum, coZ je dalSi vrstva
v epidermis, ktera prispiva k jeji odolnosti. Naopak, oblasti klize, kde tato vrstva chybi,
jsou povazovany za tenci. Horni ¢ast zad je povaZzovana za nejtlustsi na zakladé tloustky
dermis, ale histologicky je povazovana za ,tenkou kizi“, protozZe tloustka epidermis

postrada vrstvu stratum lucidum a je tenéi nez kGze bez chlupu.’



Muzska kiZe je obecné silnéjsi nez Zenska v kazdé casti téla. U déti je kGize naopak
tenkd a postupné sili az do véku 40-50 let, kdy se pak opét ztencuje. Toto ztenceni je
zpusobeno hlavné zménami v dermis, ztratou elastickych vldken, koZnich pfivésku

a mezibunééné hmoty.®

2.1.1  Funkce klze

KGze plni fadu Zivotné duleZitych funkci nezbytnych pro celkové zdravi organismu.
Jeji hlavni roli je ochrana téla pfed mechanickym, tepelnym a fyzickym poskozenim,
stejné jako pred Skodlivymi latkami, mikroorganismy a UV zarenim. Tato ochranna
bariéra zabrafiuje nejen nadmérné ztraté nebo absorpci vody, ale také pronikani
patogenu a toxinu. Epidermalni bariéra, tvofena nerozpustnymi proteiny na vnitfnim
povrchu plazmatické membrany, a hydrofobni lipidovy obal na vnéjsim povrchu, hraji
klicovou roli v udrZeni integrity kdZe. Keratinocyty ve stratum spinosum produkuji
keratohyalinova granula a lamelarni téliska obsahujici smés lipid(, ktera se vylucuje
do mezibunécnych prostor, ¢imzZ se zpeviiuje ochrannd bariéra. Prestoze kize ucinné
chrani télo pred vnéjSimi vlivy, je vystavena neustdlému riziku zanétlivych a infekénich

stav( kvuli kontaktu s potencidlnimi patogeny a $kodlivymi latkami.” @

Imunitni funkce kizZe je klicova pro jeji ochrannou roli, zahrnujici jak adaptivni, tak
vrozenou imunitu. V epidermis a dermis se nachdzi rizné typy imunokompetentnich
bunék, které jsou zasadni pro detekci a eliminaci patogend. Melanocyty
a Langerhansovy buriky, nachazejici se v epidermis, spolu s dendritickymi burikami,
makrofagy a T-burikami v dermis, hraji dalezitou roli v aktivaci imunitnich reakci. V ramci
vrozené imunity kGZe produkuje rizné peptidy s antibakteridlnimi a protiplisnovymi
vlastnostmi. Imunitni systém klzZe je Uzce propojen s keratinocyty, fibroblasty a cévnimi
strukturami, coz umoznuje efektivni komunikaci a dohled nad eliminaci vnéjsich hrozeb.
Naruseni této souhry vede ke ztraté homeostazy, coz mlze zpUsobit zanétlivé a infekcni

stavy, jako je atopickd dermatitida (AD) ¢&i ichty6za.®?®

KGzZe udrzuje kontinudlni homeostazu, véetné prevence ztraty vihkosti a udrZzovani
spravné hydratace téla, a hraje klicovou roli v regulaci télesné teploty prostiednictvim
poceni a rozsitovani ¢i zuzeni krevnich cév, které fidi rychlost odparovani a vstiebavani
vody. Zaroven funguje jako smyslovy organ, vybaveny nociceptory umoznujicimi vnimat
dotek, tlak, teplotu a bolest, coZ je zasadni pro ochranu téla a interakci s okolnim

prostfedim.*0



KGZe nejenze plni ochranné funkce, ale je také hormondlné a metabolicky aktivni.
Je zapojena do riznych endokrinnich a exokrinnich procesu, které maji klicovy vliv
na zdravi a rovnéZ homeostazu organismu. Jednim z hlavnich endokrinnich ukoll klze
je syntéza vitaminu D. Keratinocyty, hlavni bunky epidermis, preménu;ji
7-dehydrocholesterol na vitamin D pod vlivem ultrafialového (UV) svétla. Tento proces
je zdsadni pro zdravi kosti a spravnou funkci imunitniho systému. Kromé toho
keratinocyty exprimuji receptor vitaminu D, ktery je duleZity pro jejich proliferaci
a diferenciaci. Kromé produkce vitaminu D klZe rovnéz vylucuje hormony, které
ovliviiuji rdzné fyziologické procesy. Napfriklad, kiZze ma schopnost syntetizovat
hormony jako proopiomelanokortin, dopamin a B-endorfiny, které vznikaji v disledku
vystaveni UV zareni. Tyto latky hraji roli v regulaci pigmentace a odpovédi na stres. Klze
je také soucasti endokrinni osy, kterd zahrnuje hypotalamus, hypofyzu a nadledviny.
Hormon uvolnujici kortikotropin, produkovany v kizi, interaguje s mistnimi receptory
a ovliviuje vaskularni permeabilitu a diferenciaci keratinocytll. Kromé toho, v klZi
existuje homologni systém osy hypotalamus-hypofyza-stitnd Zladza. Tento systém se
projevuje pfitomnosti hormonalnich receptor( pro stimulaci stitné zlazy (TSH) a genl
pro tyreoglobulin. Exokrinni funkce kliZe zahrnuji produkci potu, ktery reguluje télesnou
teplotu, a tvorbu kozniho mazu, ktery chrani pokozku. Tyto funkce, spolecné
s endokrinnimi procesy, ukazuji na komplexni roli kize v regulaci télesnych funkci

a odpovédi na vnéjsi vlivy.® 11

Dalsi funkci klze je jeji role jako diagnosticky indikator. Charakteristiky pokozky,
jako je pigmentace, hladkost, elasticita a turgor, poskytuji dllezité informace o celkovém

zdravotnim stavu jedince.?

Kozni bunky se neustale obnovuji prostifednictvim bunécného déleni, keratinizace
a deskvamace. Tento proces zahrnuje syntézu keratinovych tonofilament, které se
spojuji do svazkl zvanych tonofibrily, a produkci keratohyalinovych granul ve stratum
spinosum. Keratinocyty poté migruji smérem k povrchu, kde se postupné preménuji
na zrohovatélé buriky, které se nakonec odlupuji. VSechny tyto funkce spolec¢né
zdUraznuji komplexni a nezastupitelnou roli kize v udrZeni celkového zdravi a ochrany

organismu.’



2.1.2  Struktura ktGze

Kaze je slozena z komplexni sité vrstev, kterd se déli do tfi hlavnich c¢asti:
epidermis, dermis a hypodermis. Kazda z téchto vrstev ma odliSnou anatomickou

strukturu a plni specifické funkce (Obrazek 1).
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Obrdzek 1: Hlavni vrstvy kuze®?

Hypodermis, nejhlubsi vrstva kiiZze, znama také jako podkozni tkan nebo podkozni
vrstva, je spodni vrstvou kiiZze nachazejici se pod dermis.® Sklada se prevainé z pojivové
tkdné a tukovych bunék, které slouzi jako energeticka rezerva a poskytuji tepelnou
izolaci télu.'? Hypodermis také hraje klicovou roli v ochrané wvnitfnich organ(
pfed mechanickym poskozenim tim, Ze absorbuje ndrazy. Tato vrstva navic spojuje k(zZi
s podkladovymi strukturami, jako jsou svaly a kosti, a obsahuje krevni cévy a nervy, které
z&sobuji horni vrstvy kiiZze.® 12 Kromé toho funguje jako endokrinni organ, ktery vyluéuje
Sirokou $kalu hormonu zapojenych do regulace pfijmu potravy, homeostazy glukdzy,
stimulace angiogeneze, zanétu a rustu vlas.'3 Tloustka hypodermis se lisi podle rdznych

¢asti téla a individualnich faktord, jako je pohlavi, vék a mnozZstvi télesného tuku.®

Dermis, vnitini vrstva kliZze, se nachazi pod epidermis a je klicova pro udrzeni
struktury a funkce pokozky. Tato elasticka, ale pevna stfedni vrstva uchovava velky podil
télesné vody a tlumi télo pred zranénim. Sklada se ze dvou dil¢ich vrstev —horni stratum
papillare, ktera se sklada z volné pojivové tkané a je vysoce vaskularni a spodni stratum
reticulare, obsahujici silné propojend vldkna kolagenu a elastinu, ktera dermis dodavaji

pevnost, pruznost a roztaznost.*? Soudasti dermis jsou kromé pojivové tkané také krevni



a lymfatické cévy, které pak zajistuji vyZivu a odvod odpadnich latek. V dermis se
nachdzeji vlasové folikuly, kde rostou chloupky, a potni Zlazy, které produkuji pot, jenz
reguluje télesnou teplotu skrze péry v epidermis. Mazové Zlazy v dermis produkuji maz,
chranici vlasy a pokoZku pfed bakteriemi a prachem.? Fibroblasty, hlavni buriky dermis,
produkuji proteiny jako kolagen a elastin, které tvoti kolagenové svazky, poskytujici kazi
pevnost a pruznost. Pfi hojeni ran hraje zasadni roli fibronektin, ktery se také podili na
bunééné adhezi, rdstu, migraci a bunééné diferenciaci.'* Hydrataci a viskozitu pak
naopak zajistuji proteoglykany, jako je kyselina hyaluronovd. Dermis obsahuje také
nervy, které vnimaji bolest, dotyk a teplotu.'? Imunitni funkce je zajistovana pomoci
dermalnich dendritickych bunék, makrofagli, Zirnych bunék, eozinofilli, neutrofil,
B-lymfocytd a T-lymfocyt(.!? Dermis tedy hraje zdsadni roli nejen v mechanické

odolnosti kiiZe, jeji imunitni funkci, ale i v jeji funkci jako smyslového orgénu.® 12

Epidermis, jako vnéjsi vrstva, poskytuje ochrannou bariéru a je zodpovédna za
obnovu povrchu kize. Sklada se z péti vrstev. Ta, co je nejhloubé&ji a navazuje na dermis
se nazyva stratum basale. Obsahuje mitoticky aktivni kmenové bunky, které produkuji
keratinocyty, a melanocyty, které syntetizuji melanin. Na stratum basale naseda stratum
spinosum, zndma jako vrstva ostnitych bunék, kterd obsahuje dendritické bunky
a keratinocyty propojené desmozomy. Stratum granulosum se skladd z bunék
obsahujicich keratohyalinni a lameldrni granule, které pfispivaji k bunécné soudrznosti.
Stratum lucidum je tenka vrstva pfitomnd pouze v silnéjsi kiZi, jako jsou dlané
a chodidla. Nejvrchnéjsi vrstva, SC, se sklddd z mrtvych keratinocytl a keratinu, které
tvofi ochrannou bariéru.” Podrobné sloZeni epidermis véetné jejich vrstev mizeme vidét

na obrazku 2.
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Obrdzek 2: Struktura epidermis*?



Epidermis je tvofena nékolika typy bunék. Keratinocyty, které dominuji epidermis,
produkuji keratin a lipidy a tim zajistuji vodni bariéru kiZe. Melanocyty, pochazejici
z bunék neurdlni listy, syntetizuji melanin, ktery chrani kazi pfed UV zarenim.
Langerhansovy buriky, dendritické bunky ve stratum spinosum, jsou kli¢ové pro imunitni
obranu kize.l® Merkelovy buriky, nachézejici se ve stratum basale, funguji jako
mechanoreceptory pro lehky dotek a jsou koncentrovany v citlivych oblastech, jako jsou

konecky prst(.t®

Soucasti kizZe jsou také derivaty epidermis, mezi které radime pridatné Casti
pokozky, které se vytvorily béhem prenatalniho vyvoje. Patfi sem derivaty rohové

(vlasy/chlupy a nehty) a derivaty Zldzové (mazové a potni koZni Zlazy, mlééna Zlaza).?

2.2 Stratum corneum

SC je nejsvrchnéjsi vrstva kaze, ktera hraje klicovou roli v ochrané proti vnéjsim
vliviim a udrZeni hydratace. SC se skldda z korneocytl, zrohovatélych bezjadernych
bunék bohatych na keratin, které jsou propojeny korneodesmosomy a obklopeny

lipidovymi lamelami.>® (Obrazek 3)

Covalently bound lipid Cornified cell envelope Intracellular humectants (NMF)
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Obrazek 3: Struktura rohové vrstvy tvorend souvislou vrstvou korneocyt(, bohatych na proteiny
(keratinovd vildkna), které jsou propojeny korneodesmosomy a zapustény do mezibunécné matrice

obsahujici nepoldrni lipidy, uspofddané do lameldrnich lipidovych vrstev 1’

Korneocyty, vysledné buriky diferenciace keratinocytl, jsou obklopeny pevnou

bunécnou obdlkou zvanou korneocytalni obalka, ktera je slozena z kovalentné vazanych



proteinl a lipid(. Proteinova slozka obalu, vytvorena specializovanymi proteiny jako jsou
involukrin, lorikrin a trichohyalin, pfispivda k biomechanické odolnosti korneocyt(.
Lipidovy obal, ktery nahrazuje plvodni plazmatickou membranu, je tvofen kovalentné
vazanymi w-hydroxylovanymi ceramidy s velmi dlouhymi fetézci mastnych kyselin, coz
zajistuje hydrofobni povlak buriky a vytvafi spolu s extraceluldarnimi nepolarnimi lipidy
ochrannou matrici.'® Korneocyty, pfirovnavané k ,,cihldm* v cihlové zdi, jsou uspofadany
do pfriblizné 18-21 vrstev a obklopeny mezibunéénymi lipidy, které funguji jako ,, malta“
a zajidtuji nepropustnost kiiZze pro vodu a ochranu pfed vnéjsimi vlivy.? SC se sklada
z 75-80 % protein(, 5-15 % lipidu a zbytku organickych sloucenin a vody. Proteiny jsou
pfevdiné tvoreny keratinem (okolo 70 % a-keratinem a zhruba 10 % B-keratinem),
zatimco lipidy tvofi lamely usporadané do nékolika vrstev. Lipidové slozky SC, tvorené
predevsim ceramidy (50 hm. %), cholesterolem (25 hm. %) a volnymi mastnymi

kyselinami (10 hm. %), hraji zdsadni roli v udrZeni integrity kozni bariéry.*®

Filaggrin, klicovy protein pfitomny v keratohyalinovych granulich stratum
granulosum, je v SC Stépen na monomery, které se podileji na agregaci keratinovych
vldken do makrofibril, ¢imzZ pfispivaji ke zplosténi a stabilizaci vnéjsi vrstvy pokozky.
Tento proces minimalizuje transepidermalni ztrdtu vody (TEWL) a vytvati dllezitou
strukturdlni bariéru proti pronikani alergent a toxind.® Monomery filaggrinu se na
povrchu SC rozkladaji na aminokyseliny, které tvofi pfirozeny zvlhcujici faktor (NMF) —
smés aminokyselin, laktatu a mocoviny, jeZz udrzuji hydrataci, pruznost a spravné pH
pokozky, a chrani ji pred UVB zarenim. SniZzend hladina filaggrinu, ¢asto zpUsobena
mutacemi genu pro FLG, m(Ze vést k naruseni koZni bariéry, zvySené TEWL a snizené
schopnosti zadrZovat vodu. Tyto zmény jsou spojovany s genetickymi poruchami, jako je
ichtydza wvulgaris a AD. Nedostatek filaggrinu také zvySuje pH pokozky a narusuje
lipidovou bariéru, coz ¢ini kizi nachylnéjsi k zanétlim a alergickym reakcim, nicméné

deficit filaggrinu neni vZdy nutny pro vznik AD 32021

2.2.1 Lipidy ve Stratum Corneum

Ve SC jsou lipidy syntetizovany béhem epidermalni diferenciace a nasledné
uvoliovany do extracelularnich domén, kde vytvareji lameldrni lipidové vrstvy. Tyto
lipidy jsou usporadany do slozitych mnohovrstvych lamel, zahrnujici smés polarnich
i nepolarnich lipidd, jako jsou sfingolipidy, cholesterol a volné mastné kyseliny. Jejich

sloZeni se mulze lisit podle druhu, oblasti téla a stupné diferenciace keratinocytu.



Mezibunécné lipidy sniZuji ztratu vody (TEWL), ale také reguluji deskvamaci. Jakékoli
zmeény v jejich struktufe nebo sloZzeni mohou vazné narusit tyto klicové ochranné funkce
pokozky.?? 23 Pokud dojde k jejich abnormalnimu metabolismu, miZe to vést k zanétu.
Metabolismus volnych mastnych kyselin mize aktivovat receptor PPAR, cozZ ovliviiuje
proliferaci a diferenciaci bunék. Ceramidy zase funguji jako signalni molekuly, které
aktivuji procesy v epidermalnich bunkach. Nedostatek steroidni sulfatdzy zplisobuje
hromadéni cholesterolsulfatu, coZ naruSuje soudrznost bunék a vede k recesivni

X-vdzané ichtydze.®

V nizSich vrstvach epidermis dominuji membranové lipidy, jako jsou fosfolipidy,
zatimco v hornich vrstvach SC se nachazeji predevsim ceramidy, cholesterol a volné
mastné kyseliny. Nezbytnou soucdsti pro udrzeni spravné funkce epidermalni bariéry
a pro udrZeni lamerarnich struktur jsou esencialni mastné kyseliny. Tyto kyseliny jsou
ziskavany z vnéjsich zdrojli, protoZze keratinocyty neexprimuji protein vazajici mastné
kyseliny s nizkou molekulovou hmotnosti, ktery je bézny u jinych bunék aktivnich

v lipidovém metabolismu.??

2.2.2  Sfingolipidy

Sfingolipidy tvofi rozsahlou a rozmanitou skupinu komplexnich membranovych
lipidQ, které jsou zakladnimi stavebnimi kameny plazmatickych a organelovych
membran témér vsech eukaryotickych bunék. Jejich struktura vychazi z derivatQ
sfingoidni baze (Obrazek 4), coz je nejcastéji D-erythro-2-aminooktadekan-1,3 diol.
Sfingolipidy se skladaji z mastné kyseliny, ktera je pfipojena ke sfingoidni bazi amidovou
vazbou, &imZ vznikd ceramid — zakladni struktura vétsiny sfingolipid(.2* Kromé mastné
kyseliny mize byt ke sfingoidni bazi pripojena i dalsi hlavni skupina, ktera se muze lisit
od jednoduchého vodiku az po slozZitéjsi molekuly, jako je fosfocholinova skupina
sfingomyelinu, cukernd slozka cerebrosidd i oligosacharidovy zbytek gangliosidu, ke

které mu je pfipojena sialova kyselina (Tabulka 1).%°

|IQ1 Sfingoidni baze
H NH
RZ/OM/\/VVW\/CH3
H OH

Obradzek 4: zdkladni struktura sfingoidnich bazi



Tabulka 1: Struktura béZnych trid sfingolipidi od jednoduchého sfingosinu aZ po sloZeny gangliosid.

H

H

mastna kyselina H

mastna kyselina fosfocholin
mastna kyselina glukdza/galaktoza
mastna kyselina SOs-galaktdza
mastna kyselina oligosacharid # sialova kys.

Sfingolipidy jsou pfitomny ve vSech Zivocisnych, rostlinnych a houbovych burkach,
a dokonce i v nékterych prokaryotickych organismech a virech. Jejich zakladni funkci je
tvofit strukturu membran, lipoprotein(, kGiZze a dalSich biomaterialQ, ale také funguji
jako modulétory a medidtory bunééné signalizace.?> Mezi kli¢ové bioaktivni sfingolipidy
patfi ceramid a sfingosin-1-fosfat (S1P), které maji zasadni vliv na regulaci preziti a smrti
bunék. Tyto molekuly vykazuji protichlidné ucinky — ceramid je znamy svou schopnosti
indukovat apoptézu (programovanou bunécnou smrt), zatimco S1P podporuje preziti
bunék. Tento dynamicky vztah je zvlasté dulezity v kontextu rakoviny, kde ceramid a S1P

hraji roli v regulaci rGstu nddoru a odpovédi na protinddorovou terapii.?®

Sfingolipidy se ¢asto sdruzuji s dalSimi sfingolipidy, glykolipidy, cholesterolem
a specifickymi proteiny, ¢imz vytvareji specializované membranové domény nazyvané
lipidové rafty (Obrazek 5). Tyto rafty jsou klicové pro regulaci dllezitych bunécnych
procesu, véetné rlistu, apoptdzy a prenosu signald. Jejich pfitomnost a funkce jsou

zésadni pro udrZeni spravné bunééné funkce a integrity.?>?’
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Obrazek 5: Struktura membrdnového raftu
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Metabolismus sfingolipidt

Metabolismus sfingolipidd je slozity proces, ktery zahrnuje jak jejich syntézu, tak
i jejich degradaci a recyklaci, a je zasadni pro funkci bunéénych a subceluldrnich
membran.?® Je regulovadn prostfednictvim nejriiznéjsich enzym(, kterych je u savcl
pFiblizné 40. 2°

A De novo synthesis pathway
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3-Keto-dihydrosphingosine NH?
KDSR .
'L“ f Sphingoid base
AN NS TN NN TN 0H
Dihydrosphingosine/ NH.
sphinganine . Phosphate
d sphingomyelin metabolism ¢ 0 f Ceramide-1-phosphate group
OH CERSs metabolism OH ".'
/\/\/\/\/\/\/\/‘\/\o OH /\/\/\/\/\/‘\/\)\/"‘-’7 Pou
H /\/\/\/\/\/\/\A/‘OH Ceramide-1-phosphate -1 NH OH

Sphingomyelin R‘T NH

X Dihydroceramide NH o
SHasss DEGSI PP
SMSs Acyl group (_CERK )

| Ceramide . OH
| Sphingoid base !

|
: :

! NH
)

|

|

Acyl group |
DGATs
HECo CERSs)| | (CDases \
Glycosidases
@ Glycosphingolipid metabolism b Salvage pathway ‘jH Sphingoid base g 1-0-Acylceramide synthesis
OH 7 o AN NN N NSNS NN H Acyl group
/\/\/\/\/\/\/\/k:/\‘." LSL=EH, Sf"h_'"gc's'"e NH
W\/\/\/\/\/\[rl-\lH Glucose 'SGPPs ] OH
group - x
o PLpps) | | SPHES ;
Glucosylceramide o o NH
) ) C Degradation pathway OH i 1-0-Acylceramide o
Glycotransferases /\/\/\/\/\/\/\/’\/ 0~ ‘.’j‘.’,\l 1
Sphingosine-1- ﬂHz ‘h‘ N
. . h hat Phosphate
Glycosphingolipids phosphate aroup
l SGPL1
Hexadecenal + Ethanclamine phosphate
¥
H i
+ 4
Palmitoyl-CoA Phospholipids

Obrdzek 6: Cesty metabolismu sfingolipidd - Zékladni koncepce metabolicky propojenych drah *°

Sfingolipidy mohou byt syntetizovany de novo v ramci drahy, kterda zacina
kondenzaci aminokyseliny L-serinu s acyl-CoA za katalytického plisobeni serin palmitoyl
transferazy (SPT) v endoplazmatickém retikulu. Jako vyhodné substraty se jevi serin
a palmitoyl-CoA, ale lze také pouzit alanin nebo glycin a stearat nebo myristat.?®
Produktem této reakce je 3-ketodihydrosfingosin. Tento proces pokracuje sérii dalSich
reakci, zahrnujicich redukci 3-ketodihydrosfingosinu, kterd je katalyzovana
3-ketodihydrosfingosin reduktdzou (3-KDSR), vznika dihydrosfingosin nebo-li sfinganin.

Nasleduje puUsobeni ceramid syntazy (CerS) za vzniku dihydroceramidu a pak
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dihydroceramid desaturazy (DES), ktera vede ke vzniku ceramidl, pfipadné
fytoceramid(l (Obrédzek 6 - a).3! Syntéza ceramid( mlzZe byt indukovadna v reakci na

metabolickou zatéz, napfiklad pfi zvysené koncentraci serinu nebo palmitatu.3?

Ceramidy jsou pak inkorporovany do rliznych komplexnich sfingolipidd (prevazné
v Golgiho aparatu) prostiednictvim modifikaci v poloze 1 sfingosinu za vzniku
ceramid-1-fosfatu (C1P), sfingomyelinu nebo glykoceramid(, které zase slouzi jako
prekurzory pro rizné slozitéjsi glykosfingolipidy (Obrazek 6 - d, e, f). Sfingomyelindzy,
enzymy aktivované napftiklad plsobenim TNF-a, Fas ligandu nebo oxidativnim stresem,

mohou hydrolyzovat sfingomyelin za vzniku ceramidu a fosfocholinu.3?

Katabolismus sfingolipidd probiha v lysozomech, kde se sfingomyelin, C1P
a glykosfingolipidy hydrolyzuji na ceramid. Tento ceramid m{ze byt ndsledné deacylovan
na sfingosin pomoci enzymu ceramidazy, ktery je dale fosforylovan sfingosin kinazou na
S1P. (Obrazek 6 — b) S1P je pak degradovan S1P lydzou na mastny aldehyd
a ethanolaminfosfat, coZ vede k produkci palmitoyl-CoA (Obréazek 6 — ¢).?° Syntéza

a degradace sfingolipidi na bunécné urovni je zobrazena na obrazku 7.
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Obrazek 7: Syntéza a degradace sfingolipid( na bunécné urovni; Sfingolipidy, které jsou klicovymi sloZzkami
bunécnych a subceluldrnich membrdn, mohou byt syntetizovdny prostrednictvim sérii enzymatickych
reakci v rdmci de novo drdhy. Kromé toho mohou byt degradovdny ze sfingomyelinu a ceramidu na mensi
sfingolipidy prostrednictvim zdchranné drdhy (salvage pathway). Tyto mensi sfingolipidy pak funguji jako

signdini molekuly, jejichZ role a funkce se pfizpiisobuji specifickému prostfedi a podminkdm.?8
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2.2.3  Sfingoidni baze

Sfingoidni baze jsou zakladnimi stavebnimi bloky sfingolipid( a predstavuiji alifatické
aminoalkoholy s dlouhym fetézcem, obvykle obsahujici 18 uhlik(. V koZni bariére se
nachazeji Ctyfi zakladni sfingoidni baze: sfingosin, dihydrosfingosin, fytosfingosin
a 6-hydroxysfingosin, které maji spole¢nou zakladni kostru, ale lisi se pritomnosti
dvojnych vazeb a hydroxylovych skupin. 33 (Obrazek 8).

OH OH
HO/YW\/C1°H21 HO/Y\/\/\/C10H21
NH, NH,
sfingosin dihydrosfingosin
OH OH
HO/\‘/\/Y\/C1°H21 HO/\‘/Y\/\/C10H21
NH, OH NH, OH
6-hydroxysfingosin fytosfingosin

Obrdzek 8: Sfingosin a jeho strukturni obmény

Sfingosin, jedna z hlavnich sfingoidnich bazi, ma schopnost indukovat tvorbu
kanall v membranach. Pfi vysokych koncentracich mize byt zachycen v kyselém
prostredi lysozom0. Derivat sfingosinu S1P je rozpustny ve vodé a hraje dulezitou roli v
bunécné signalizaci. Manipulace se S1P muZe byt slozZitda kvili jeho povaze jako
obojetného iontu. Vysoké koncentrace S1P v krvi, pfiblizné 1 uM, jsou spojeny
s lipoproteiny s vysokou hustotou (HDL), které jsou kli¢ové pro transport lipidQ v téle

a maji vyznamnou roli v ochrané proti kardiovaskuldrnim onemocnénim.3*

Sfingosin a dihydrosfingosin se vyskytuji ve vSech eukaryotickych burkach,
zatimco fytosfingosin je specificky pro urcité druhy tkani. Nejnovéji popsany
6-hydroxysfingosin se vyskytuje vyhradné v epidermis. Tyto sfingoidni baze jsou nejen
klicové pro strukturu a funkci bunéénych membran, ale také hraji vyznamnou roli v
biologickych procesech, jako je udriovani koini bariéry, bunécna signalizace
a apoptdza.®® V rakovinnych burikdch maZe byt zvyseni hladiny sfingosinu vyvolano
environmentalnim stresem, chemoterapeutickou Ié¢bou nebo apoptotickymi stimuly,
coz nakonec vede k apoptdze. K tomu, aby se v burice spustil tento proces, mlzZe dojit
také vlivem podavani exogenniho sfingosinu nebo inhibici sfingosin kinazy (SK), coz
rovnéz vede ke zvySeni hladin sfingosinu. PFi poSkozeni DNA dochazi také ke zvyseni
hladiny sfingosinu, coZ pfispiva k zastaveni bunééného cyklu. Tento Ucinek je dale

podpofen upregulaci enzymu alkalickd ceramidaza 2 (ACER2) nebo exogennim podanim
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sfingosinu. V procesu bunécné diferenciace hraje sfingosin vyznamnou roli
prostfednictvim upregulace enzym( alkalické ceramidazy 1 (ACER1) a kyselé ceramiddzy
(ACDazy) v lidskych epidermalnich keratinocytech. | v tomto pfipadé muzZe byt
diferenciace podporena exogennim sfingosinem. Sfingosin je tak zdsadni molekulou

v regulaci téchto dlleZitych bunéénych funkci.?

Sfingoidni baze vykazuji vyraznou antimikrobidlni aktivitu proti Sirokému spektru
bakterii, vird a hub.3> Zejména sfingosin a dihydrosfingosin (sfinganin) jsou zndmé svou
schopnosti plsobit proti grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim i C. albicans.
Po osetfeni sfingoidnimi bazemi dochazi ke strukturalnimu poskozeni mikroorganisma,
které se podobd uclinkim antibiotik, jako je naruseni bunécné stény, perforace
membrany a uniku bunééného obsahu.3® Neddvné studie naznaluji, Ze sfingosin
a fytosfingosin mohou byt pouzity k prevenci tvorby bakterialniho biofilmu na Iékafskych
zafizenich. PotaZeni plastovych zdravotnickych prostfedki sfingosinem nebo
fytosfingosinem poskytuje ochranu proti adherenci bakterii, jejich ristu a nasledné
infekci.3” Ackoli v lidské kizi nebyl zatim fytosfingosin ve volné formé detekovan, ma

rovnéz antibakterialni aktivitu.3®

2.2.4  Ceramidy

Ceramidy jsou podtridou sfingolipidd a jsou pfitomny ve vsech tkanich lidského
téla. Jejich nejvétsi rozmanitost je v lidské kazi, konkrétné v SC.38 V této vrstvé jsou
ceramidy hlavnimi nepolarnimi lipidy a hraji klicovou roli v udrZovani kozni bariéry,
bunééné adhezi a diferenciaci epidermis.3® Diky své bioaktivité reguluji ceramidy
dllezité bunécné procesy, vcetné proliferace, diferenciace a apoptézy. Mohou
ovliviiovat zastaveni bunécného cyklu, starnuti a stresové reakce. Tvorba ceramidl
muzZe byt stimulovana rliznymi faktory, jako jsou tumor nekrotizujici faktor-a (TNF-a),

tepelny stres, oxidaéni stres, ionizujici zafeni a chemoterapeutika.3%4°

Zakladni struktura epidermalnich ceramid( se sklada ze sfingoidni baze a mastné
kyseliny, kterd je k ni pfipojena amidickou vazbou. Mastné kyseliny v ceramidech
obvykle maji délku retézce 24 uhlikd a mohou byt nesubstituované nebo obsahovat

a- &i w-hydroxylové skupiny.®

Existuji Ctyfi typy sfingoidnich bdzi (sfingosin [S], 6-hydroxysfingosin [H],
dihydrosfingosin [DS] a fytosfingosin [P]) a Ctyfi typy mastnych kyselin (esterifikované
w-hydroxylované [EQ], w-hydroxylované [O], a-hydroxylované [A] a nehydroxylované
[N]). Jejich vzdjemné kombinace vytvareji 16 rlznych tfid ceramidl, které byly

identifikovany ve SC. Druhy ceramid(l se odlisuji délkou mastné kyseliny nebo sfingoidni
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baze.3® 4 Pokud jsou zvazeny vSechny moiné kombinace, Ize uvést nasledujici tfidy
ceramid(: CER[NDS], CER[NS], CER[NP], CER[NH], CER[ADS], CER[AS], CER[AP], CER[AH],
CER[ODS], CER[OS], CER[OP], CER[OH], CER[EODS], CER[EOS], CER[EOP] a CER[EOH].38

Zvlasté vyznamné jsou ty ceramidy, kde je sfingosin (nebo jeho derivat) vazan
na w-hydroxykyselinu s fetézcem o délce 30-34 uhlikd, jejiz hydroxylova skupina je
esterifikovana kyselinou linolovou. Tento typ ceramidi vytvari zaklad, kolem kterého se
organizuji dal$i ceramidy, obsahujici mastné kyseliny s délkou retézce 20-24 uhlikQ
(Obrazek 9).1°

sfingosin

H\OJ\/\/\/\/\/\/\/\
HO NH o ceramid EOS

Obrdzek 9: Priklad molekuly ceramidu — konkrétné ceramidu EQS, tvofici zdklad lipidovych lamel v SC

Strukturni sloZitost koZnich ceramidd je dana variacemi v délce uhlikového fetézce,
rznymi stupni nasyceni, hydroxylaci a dokonce i methylovym rozvétvenim. Pro syntézu
ceramid(l jsou mastné kyseliny (FA) nejprve aktivovany koenzymem A a nasledné
syntetizovany cytosolovou syntazou mastnych kyselin (FAS) az do délky 16 uhlikovych
atoma. Dalsi elongace mastnych kyselin probihd v endoplazmatickém retikulu
prostfednictvim 2-uhlikovych krokd, které zahrnuji Ctyti faze: prodlouzeni acylového
fetézce, redukci, dehydrataci a dalsi redukéni krok. Rychlost tohoto procesu je
regulovana syntézou 3-ketoacyl-CoA syntazami, rodinou sedmi enzymd znamou jako

ELOVL1-7, které prodluZuji mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem.*?43

Dominujicimi mastnymi kyselinami ve SC jsou kyselina behenova (C22) a lignocerova
(C24), s mensim zastoupenim kyselina palmitova a stearova.’® Ceramidy s koncovou
w-hydroxylovou skupinou se kovalentné vazi na proteiny korneocytarni obalky, zejména
involukrin, ¢imzZ vznika prvni lamela lipidd na povrchu korneocytd, na kterou navazuji
dalsi lamely volnych lipid( SC. SniZeni hladiny ceramid( ve SC mize vést k poruse kozni
bariéry, ztraté vody a zvySené nachylnosti k antigenm, coz muze vyustit v ridznd kozni

onemocnéni.*

2.2.5 Komplexni sfingolipidy

Komplexni sfingolipidy zahrnuji sfingomyeliny, cerebrosidy a gangliosidy, hrajici klicovou

roli v bunéénych membrandach a nervovém systému.
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Sfingomyeliny jsou jednim z nejrozsifenéjSich sfingolipidd a vyskytuji se napfic¢
rGznymi organismy. Jsou nezbytnou soucdsti bunécnych membran, kde spolu
s cholesterolem a glykosfingolipidy tvofi lipidové rafty. Sfingomyeliny jsou také
vyznamné zastoupeny v myelinové pochvé nervovych vldken, kde zajistuji izolaci
a ochranu neuront, coz je klicové pro spravny prenos nervovych impulst. Z chemického
hlediska se SM skladaji ze sfingoidni baze, N-acylového retézce a fosfocholinu. Tyto
molekuly mohou podléhat rdznym modifikacim, jako je desaturace, hydroxylace nebo
methylové vétveni, coZz umoznuje vznik riznych variant SM pfizptisobenych specifickym
typdm tkdni. Syntéza sfingomyelinli probihd v Golgiho aparatu, kde enzym sfingomyelin
syntaza (SMS) katalyzuje pfipojeni fosfocholinu na C1-hydroxylovou skupinu ceramidu.
Metabolismus sfingomyelinG je pfisné regulovdn enzymy, které se podileji na jejich
syntéze a degradaci, coz mda vyznam pro udrzeni bunééné homeostazy. Dysregulace
tohoto metabolismu muze vést k patologickym stavim, véetné neurodegenerativnich

onemocnéni.*

Cerebrosidy jsou typem glykosfingolipidi, které obsahuji pouze jeden
monosacharidovy zbytek v jejich hlavni struktufe. Jsou prevdiné neutrdlni, a mohou
tvofit micely a membranové struktury. Jejich hlavnim predstavitelem je
galaktocerebrosid (GalCer), ktery je béiny v lidském mozku. Sulfatovand forma
cerebrosidd nebo-li sulfatidy jsou 3-O-sulfatované GalCer a nesou zaporny naboj, coz

ovliviiuje jejich chovani v bunéénych membranach a nervové tkani &4’

Gangliosidy predstavuji slozitéjsi skupinu sfingolipidl, které obsahuji alespon
jeden zbytek kyseliny sialové (Sia), coZ jim propujcuje negativni naboj a umoznuje jim
interagovat s riznymi bunécnymi proteiny a receptory. Jsou dullezZité zvlasté v nervové
tkani, kde se podileji na myelinizaci a prenosu signald.*” Gangliosidy mohou slouZit jako
receptory pro bakterialni toxiny a hraji roli v fadé lidskych onemocnéni, véetné rakoviny
a metabolickych poruch. Jejich nedostatek nebo naruseni metabolismu vede
k hromadéni téchto lipidu, coz zplsobuje zdvazné onemocnéni jako gangliosidézu nebo

Tay-Sachsovu chorobu. 48
2.3 Syntetické postupy pripravy sfingosinu

Rozmanité biologické role sfingolipidl vedly k intenzivnimu rozvoji jejich chemické
syntézy. Hlavnimi slozkami v biosyntetickych drahdch savcl jsou sfingosin, S1P,
ceramidy, sfingosinfosforylcholiny (SPC), sfingomyelin a glykosfingolipidy. Vzhledem
k tomu, Ze sfingosin je zdkladnim stavebnim blokem mnoha z téchto lipid(, neni

pFekvapivé, Ze vétsina z nich je syntetizovdna z chranénych forem sfingosinu. #°
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Vzhledem k tomu, Ze sfingosin neni snadné ziskat z pfirodnich zdroji v homogenni
formé, byl jeho vyzkum zaméfen na vyvoj jednoduchych a ndkladové efektivnich
syntetickych metod.® Prvni Gplné chemické syntézy sfingosinu a sfingomyelinu popsal
Shapiro a kol. Tato klasickd metoda zahrnuje Knoevenagelovu kondenzaci kyseliny
malonové s myristaldehydem za vzniku kyseliny trans-2-hexadecenové, kterd je nékolika
kroky pfeménéna na 3-O-benzoyl-dl-sfingosin.®® Od této syntézy bylo v literatufe
publikovano mnoho syntéz sfingosinu a jeho derivatl, pficemz kazda nabizi néco
jedinecného. Sfingosin ve své molekule obsahuje dvojnou vazbu s uspofadanim trans.
Diky dvéma stereogennim centrlim muizeme vyuzit jako vychozi slouceniny chiralni latky,
jako jsou L-serin, sacharidy nebo jiné chiralni latky. Mezi ty miZeme zaradit napfiklad
kyselinu vinnou, 1,3-dioxam nebo fytosfingosin. Trans-dvojna vazba muze byt vytvorena
napfiklad Wittigovou reakci, Juliovou olefinaci, kfizovou metatezi olefini a nebo

alkylynaci, po které nasleduje selektivni redukce trojné vazby.*°

=>» Priklady znamych chemickych syntéz sfingosinu:

1. Pomoci E- selektivni kfizové metateze olefinli za pouziti D- glukdézy a koncového
alkenu sdlouhym ftetézcem byly syntetizovany D-erythro-a D-threo-sfingosin
(Schéma 1). Jde o olefinaci dvou terminalnich alkenovych slouc¢enin. Vyhody této
reakce jsou vysoka E -selektivita s dobrym vytézkem (65 %) pfi tvorbé produktu
a tolerance funkénich skupin a rozumnd stabilita Grubbsova katalyzatoru

v pfitomnosti aminodiolové funkéni skupiny.>?

R E-selektivni

R

D-glukéza
: o [Ru

o
7§ metateze olefind

Schéma 1: E- selektivni kriZové metateze olefint podle V. D. Chaudahriho a kol. (2005)

2. Kratka a praktickd syntéza D-erythro-sfingosinu vychdzejici z vinylepoxidu byla
posdna S. Torsellem a P. Somfaiem (2004) (Schéma 2). Mezi klicové kroky patti
regioselektivni otevreni vinylepoxidu a E-selektivni kfizovd metateze, které vedou

k dosazeni cilové molekuly v péti krocich s celkovym vytézkem 51 %.%3

OH
_ 2 kroky N 3 kroky OH
NN (o) .
HO™ ™5 %NBn T ——— HO/Y\/\CHHN
0 NH,

Schéma 2: regioselektivni otevieni vinylepoxidu a E-selektivni kfiZzovd metateze podle S. Torsella a P.
Somfaia (2004)
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3. V roce 1994 T. Murakami a jeho kolegové pfipravili D-erythro-sfingosin (1)
a fytosfingosin (2) z D-glukosaminu (3) tim, Ze vyuzili cely jeho uhlikovy skelet a
funkéni skupiny (Schéma 3). V této syntetické cesté byla provedena regioselektivni
alkylace epoxy-tosylatu pomoci Grignardova ¢inidla za katalyzy médi, ¢imz vznikl
klicovy meziprodukt 10. Tento meziprodukt byl nasledné pfeménén na slouéeniny

1 a 2 prostfednictvim regioselektivni tvorby jodhydrinu 11.5*

NH,
/\/\/k/OH
(FPLLPYS ;
O, OH 1
C.H /\D\_/fomops
12M25 " .
-0 — D-erythro-sfingosin
Me (o] N - —_—
go OH — O\rN —_—
NHBz 4 Ph 10 OH NH,
OH
- . Ci2Hzs T
4,6-0O-ethiliden-N-benzoyl-D-glukosamin OH 2

fytosfingosin

Schéma 3: regioselektivni alkylace epoxy-tosyldtu pomoci Grignardova cCinidla s ndslednou preménou
prostrednictvim regioselektivni tvorby jodhydrinu

4. Stereoselektivni syntéza vSech Ctyr enantiomerd sfingosinu (Schéma 4) vychazi bud’
z L- nebo D-serinu. Klicovymi kroky této syntézy jsou diastereoselektivni adice
1-lithiopentadecynu na aldehyd a Mitsunobuova inverze propargylalkoholu. Pfidani
1-lithiopentadecynu k nize uvedenému aldehydu probihd s vysokou erythro
selektivitou. Na zdkladé tohoto pozorovani byla vyvinuta stereoselektivni metoda

pro syntézu kazdého z enantiomer( sfingosinu.>>

o HO
H —=—R
o ' T 7 o YTH >
)(NBOC kNBOC
- i (erythro)

Schéma 4: Stereoselektivni syntéza vsech ¢tyr enantiomerd sfingosinu podle Nimkara, S., a kol. (1998)

5. Syntéza D-erythro-sfingosinu podle Schmidta a Zimmermana (1986) vychazi
z D-galaktézy prostrednictvim univerzalniho meziproduktu 2,4-di-O-chrdnéné
D-thredzy. Tato syntéza zahrnuje trans-selektivni Wittigovu reakci, zavedeni azidové

skupiny na nechranénou hydroxylovou skupinu a naslednou redukci azidu.>®

6. Chirospecifickd metoda vychazejici z D-galaktézy pres azidosfingosinovy
meziprodukt umozniuje pfipravit vysoce homogenni sfingosinovou bazi s Cistotou
vysSi nez 99,9 %. V této studii byly pfipraveny tfi - D-erythro-sfingosin,

N-palmitoylsfingosin (ceramid) a glukosylceramid (cerebrosid). PouZitim Mosherovy
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kyseliny bylo prokdzadno, Ze tato baze je opticky Cista. Z tohoto sfingosinu byl
nasledné pripraven dvéma rldznymi zpUsoby ceramid s vysoce homogenni
palmitovou kyselinou (99,8 % C16:0). DalSim sfingolipidem v této sérii byl cerebrosid
glukosylceramid, ktery byl syntetizovan ve vysoce homogenni formé. Tyto tfi
sfingolipidy jsou v soucasnosti vyuzivany pro biofyzikalni studie jejich hydratovanych

biomolekularnich struktur.>’

2.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda, kterd umoznuje identifikovat
neznameé latky, urcit jejich molekulovou hmotnost, prvkové sloZzenia v mnoha pfipadech
i jejich strukturu. Podle studovanych latek délime hmotnostni spektrometrii na
atomovou a molekulovou.”® Princip hmotnostni spektrometrie spoéivd v interakci
nabitych &astic s elektrickym nebo magnetickym polem.>® Molekuly analyzovaného
vzorku jsou nejprve ionizovany, coZ znamena, Ze jim je dodana energie, ktera je preméni
na nabité cdstice. Tyto ionty jsou ndsledné separovany na zakladé pomeéru jejich
hmotnosti k naboji (m/z) a poté dopadaji na prevodnik, ktery je pfeméni na elektricky
signal. Separace iontl se provadi pomoci statickych ¢i dynamickych elektrickych nebo
magnetickych poli, ale i v oblastech bez pole, a to za predpokladu, Ze maji ionty dobre
definovanou kinetickou energii na vstupu do drahy letu. lonty s riznymi hodnotami m/z
mohou byt detekovany bud postupné, nebo soucasné, pokud je pouzit multikanalovy
detektor. Vysledkem je vyneseni v grafu jako zavislost zastoupeni iontld na poméru jejich

hmotnosti a ndboje, které se oznacuje jako hmotnostni spektrum,>8>% 60

2.4.1  Zakladni vlastnosti hmotnostniho spektrometru

Hmotnostni spektrometr je sloZité zafizeni vyuzivané ve fyzikalné-chemické
analyze, které umoznuje presnou identifikaci a kvantifikaci chemickych slouéenin na
zakladé jejich hmotnosti a ndboje. Tento pristroj se skldda ze tfi hlavnich komponent:
iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru a detektoru. Spoleéné umoznuji efektivni
analyzu vzork( a pracuji za podminek hlubokého vakua. Na zadni ¢ast stroje Ize pfipojit
datovy systém, ktery sbird a zpracovava data z detektoru.>® Pfi analyze vzorku sice
dochézi k jeho spotiebé, ale velmi minimalni a vyhodou této metody je mozZnost

identifikace i nanogramového mnoZstvi vzorku.®
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Hmotnostni spektrometr

Obradzek 10: Zdkladni schéma hmotnostniho spektrometru

lontovy zdroj je prvni a nezbytnou soucasti hmotnostniho spektrometru, kde se
analyzovana latka prevadi do iontové formy, coz je klicové pro jejich naslednou analyzu.
Existuji rGzné typy iontovych zdroju, které lze rozdélit na ,tvrdé“ a ,mékké” na zakladé
mnoiZstvi energie dodané pfi ionizaci. Tvrdé ionizacni techniky, jako je elektronova
ionizace (El), poskytuji bohata fragmentacni spektra, coz umoziuje presnou identifikaci
latek, avSak mUzZe vést k uplnému rozpadu molekulového iontu, coz komplikuje uréeni
molekulové hmotnosti. Mékké ionizaéni techniky, jako je chemickd ionizace nebo
elektrosprej (ESI), generuji méné fragmentli, coz je vyhodné pro zachovani
molekulového iontu a tim i pro stanoveni molekulové hmotnosti. El je klasickd metoda,
pfi které elektrony s vysokou energii interaguji s molekulami analytu, coz vede k tvorbé
kladné nabitych radikalovych iont(. Tento proces je vhodny pro tékavé latky a Casto se
pouzivd v kombinaci s plynovou chromatografii (GC/MS). ESI je mékka ionizaéni
technika, ktera se hojné pouZiva pfi analyze biologickych vzork(. Funguje na principu
tvorby nabitych kapic¢ek aerosolu, které jsou vystaveny elektrickému poli a nasledné se
odpafuji, ¢imz se z nich uvoliuji ionty. MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization) je dalsi mékka ionizacni technika, ktera vyuziva laserovy puls k desorpci a k
ionizaci molekul smichanych s matrici, coz je vhodné pro analyzu makromolekul, jako

jsou proteiny.>® 61

Hmotnostni analyzator je ¢ast spektrometru, kde dochdzi k separaci iontl na

zdkladé jejich poméru hmotnosti ku ndboji (m/z). Existuje nékolik typ( analyzator:
Kvadrupodlovy analyzator, ktery je jednim z nejrozsSifenéjSich a funguje na principu
fizeného elektrického pole, které umozriuje separaci iontd s urcitou hodnotou m/z.
Kvadrupdlové analyzatory mohou pracovat ve dvou rezimech — skenovani vsech iontu
(skenovaci rezim) nebo selektivni detekci predem vybranych iontl (SIM rezim). Druhym
typem je pruletovy analyzator (TOF, Time of Flight), ktery méfi dobu letu iont( v trubici
pod vakuem. lonty s nizsi hmotnosti a stejnym nabojem doleti k detektoru rychleji nez
ionty s vys$Si hmotnosti. DalSim typem analyzatoru je trojity kvadrupél a Tandemové

uspofadani analyzatord (MS/MS). To umozriuje fragmentaci vybranych iontd v kolizni
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cele a naslednou analyzu téchto fragment(, coZz zvysuje selektivitu a citlivost analyzy.
Kombinace analyzatord, jako je trojity kvadrupdl (QqQ), umoznuje provadét komplexni

fragmentaéni experimenty a kvantitativni analyzy s vysokou pfesnosti. 6% 62

Detektory jsou soucasti, kterd zaznamenava ionty vybrané analyzatorem a prevadi
tento signal na digitalni data. Existuji dva hlavni typy detektor(: Elektronové nasobice
a Detektory schopné méfit m/z. Elektronové nasobi¢e zaznamendvaji vSechny ionty
bez ohledu na jejich m/z hodnotu a amplifikuji signdl pomoci sady dynod. Detektory
schopné méfit m/z (napf. iontové cyklotronovd rezonance nebo orbitrap)
zaznamendavaji ionty na zakladé jejich m/z poméru a vyuZivaji Fourierovu transformaci

pro zpracovani signalu. 50 61

Kazda z téchto soucasti pfispiva k vysoké citlivosti, presnosti a rozliSovaci
schopnosti hmotnostniho spektrometru, coz z néj ¢&ini nepostradatelny nastroj

v moderni analytické chemii. >°

2.4.2 lzotopoveé znaceni

Stabilni izotopové znaceni je klicova metoda pro studium biosyntézy, metabolismu
a transportu sfingolipidd. V této metodé se vyuzivaji stabilni izotopy, jako je deuterium
[2H], uhlik-13 ["®C] nebo dusik-15 ["N], které lze integrovat do rdznych prekurzord
sfingolipidd, napfiklad serinu, cholinu, glukézy nebo mastnych kyselin, jako je kyselina
palmitova. Tyto izotopy se také mohou pfimo zaclenit do sfingoidnich bazi a konecnych
molekul SL.%? 1zotopové znacéené sfingolipidy se ¢asto vyuZivaji jako vnitiéni standardy pro
kvantifikaci v bunééném metabolismu. PFi pouziti [U-"3C, ®N]serinu a analyzy LC—-MS/MS
je mozné detailné studovat de novo biosyntézu a metabolismus SL, napfiklad tvorbu
dihydrosfingosin-1-fosfatu a inhibici ceramidsyntazy v lidskych endotelidlnich
burikdch.®® Kromé serinu se v izotopovém znadeni ¢asto pouziva znaleny palmitat. Ten
muzZe byt zaclenén jak do sfingoidni baze jako N-vazana mastna kyselina (FA). Analyza
izotopového obohaceni v palmitoyl-CoA poolu umozZnuje vypocet rychlosti de novo
syntézy SL, coZ je klicové pro pochopeni dynamiky lipidového metabolismu.®* Dalsi
znacenou molekulou muZe byt cholin nebo glukéza. Napfiklad pouZiti [3C]glukdzy

umoznuje studium endogenniho metabolismu glykosfingolipid( na molekuldrni drovni.
64

Pri izotopovém znaceni je dllezité vénovat pozornost posunu hmoty, ktery

znaceni prinasi. Napfriklad sfingosin a dihydrosfingosin vykazuji hmotnostni rozdil pouze
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2 Da, coZz muze komplikovat rozliSeni znacenych a neznacenych molekul. PIné znacena
kyselina palmitova generuje vyrazny posun hmoty, zatimco serin musi byt znacen vice
izotopy, aby poskytl dostatecny posun pro presnou analyzu. Efektivni znaceni vyZaduje
dostateéné obohaceniizotopu v prekurzorovém poolu. U serinu, ktery je hojné pfitomny
v endogennich zdrojich, mizZe dochazet k fedéni a snizeni efektivity znaceni. Podobné
mohou byt nutné vysoké koncentrace znacené kyseliny palmitové, coz mize narusit

normalni lipidovy metabolismus nebo ovlivnit biosyntézu SL.%*

Stabilni izotopové znaceni je také uzitecné pro sledovani transportnich procest,
jako je intracelularni transport, bunécny export nebo transport lipoproteiny. Vyzkum
dynamiky a druhové specifity SL v riznych kompartmentech bunék prispiva k lepSimu
porozuméni jejich biologickych funkci a roli v patologickych stavech, jako jsou rakovina,

kardiovaskularni choroby a neurodegenerativni onemocnéni.

2.4.3 Priklady analytickych metod nejcastéji vyuzivanych
pro sledovani metabolismu sfingolipid

Kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS) je klicovou metodou pro analyzu izotopové znacenych sfingolipidd. Tato
technika umoziuje detailni rozliSeni izotopovych variant a sledovani jejich metabolismu
a transportu v bunkach za pouziti trojitého kvadrupdlového linearniho hmotnostniho
spektrometru nebo iontové pasti. Maximalni citlivost je nezbytnd pro analyzu
kratkodobého znaceni a minoritnich druhl sfingolipidi, coZ umozfiuje sledovat

metabolické procesy na subceluldrni Grovni.®®

Hmotnostni spektrometrie s ultra vysokym rozliSenim umoziuje rozlisit
hmotnostni izotopomery, které mohou byt odvozeny od izotopl deuteria (?H) a uhliku
(*3C). Sice sdileji stejnou nominalni hmotnost, ale |idi se v atomovém sloZeni, co? lze
rozliSit pravé prostrednictvim hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim
(napfiklad pomoci kvadrupdlového hmotnostniho analyzatoru). stanoveni syntézy
mastnych kyselin (FA) se typicky analyzuje analyzou distribuce hmotnostnich
izotopomer(l (MIDA). Hodnoti se pravdépodobnost zaclenéni izotopu do molekuly
palmitatu (FA 16:0). Tento postup povaZzuje syntézu FA za polymeraci C2-jednotek
(napt. acetyl-CoA) a umoznuje sledovat miru obohaceni zna¢eného substratu v nové

syntetizovanych lipidech.%* 66
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2.4.4  Pouziti tézkych izotopl v molekule L-serinu

Jak jiz bylo zminéno, izotopové znaceni L-serinu je ¢asto vyuzZivano
v biochemickém vyzkumu ke sledovani specifickych metabolickych drah, analyze
enzymatickych aktivit a studiu farmakologickych intervenci, coz pfispiva k pokroku ve
vyzkumu lipidd a jejich role v bunécné biologii. Zde si mUZzeme uvést ndsledujici

konkrétni ptiklady:
1. Studium biosyntézy sfinganin-1-fosfatu

PFimym pFistupem pro monitorovani biosyntézy SL je podavani znaceného serinu.
Berdyshev a kol. pouzili endotelidlni buriky lidské plicni arterie (HPAEC) ke studiu Ucinku
nadmérné exprese sfingosinkinazy-1 (SK1) na biosyntézu SL. Aplikaci [U-'3C, °N]serinu
a analyzy LC—MS/MS tito autofi zjistili, Ze zvySena aktivita SK1 vede k dramatickému
zvyseni sfinganin-1-fosfatu, ktery je generovan fosforylaci de novo syntetizovaného

sfinganinu.®3
2. Interference s biosyntézou sfingolipidd - imunomodulacni Iék FTY720 inhibuje CerS

Dalsim prikladem je studie, kde bylo pouzito stabilni izotopové pulzni znaceni
endotelidlnich bunék lidské plicni arterie pomoci [U-'3C, '°N]serinu s vyuZitim
kapalinové chromatografie-tandemové hmotnostni spektrometrie. Bylo zkoumano
plUsobeni FTY720, coz je synteticky analog sfingosinu, ktery inhibuje CerS a upreguluje
tvorbu dihydrosfingosin-1-fosfatu v lidskych plicnich endotelidlnich burikach. S vyuZzitim
tandemové hmotnostni spektrometrie (LC-MS/MS) se podafilo charakterizovat, jak
FTY720 ovliviuje de novo biosyntézu sfingolipidli, konkrétné transformaci
dihydrosfingosinu na ceramid. Tento vyzkum prokazal, jak izotopové znaceni serinu
muze byt efektivné vyuzito k mapovani metabolickych drah a studiu farmakologickych

intervenci.%®
3. Pouziti v lipidomickych studiich

Izotopové znaceny L-serin byl rovnéz pouzit v SirSich lipidomickych studiich,
Naptiklad v experimentalnim pFistupu FLUX lipidomiky byla pfidana [U-3C]glukdza
spolu s izotopové znacenym L-serinem do bunék a bylo pozorovdno rychlé zaélenéni
stabilni izotopové znacené glukdzy a galaktézy. To umoznilo sledovat nejen celkovy
obrat sfingolipid(, ale také identifikaci a kvantifikaci endogennich lipidovych druh( na

molekuldrni Grovni.®’
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3 Vysledky a diskuse

Pro pfipravu sfingosinu je znamo vice syntetickych cest a je mozné ho pfipravit
riznymi zpUsoby, jak je zminéno v teoretické Casti. Pro syntézu znaceného sfingosinu
v nasich podminkach byla zvolena strategie, ktera vychazi z vinylovaného Garnerova
aldehydu (coz je molekula chranéného L-serinu), ke kterému se pomoci Grubbsovy
metateze pfipojoval fetézec, ktery bude obsahovat izotopové znafenou ¢ast.
V navrZeném sledu reakci pro tuto praci zacina syntéza jiz od hexanolu z dGvodu znaceni
celé molekuly a dostupnosti zna¢eného [*3Cg]lhexanolu. Tato znadend éast molekuly

bude dale zvyraznéna ve schématu modrou barvou.

Pro syntézu znaeného sfingosinu bylo zvoleno izotopové znaleni pomoci 3C uhlik(.
Molekulu by téZ bylo mozné oznacit deuteriem a vzhledem k ndrocénosti prvniho kroku
idedIné zacit syntézu aZ od (deuteriem znaceného) hexanalu-D1,. AvSak vyhoda znaceni
pomoci 13C uhliku je ta, Ze nedochdzi k tak velké zméné tvaru a chovani molekuly
(zejména v chromatografickém systému na reverzni fazi) oproti znaceni deuteriem. Sest
izotopové odlisSnych atoml je potom dostatecny pocet, aby pfi hmotnostni
spektrometrii nedochazelo k zaméné s jinymi molekulami nebo k interferenci s pfirozené
se vyskytujicimi izotopy. Deuteriem znacené lipidy potom maji své jiné specifické vyuziti
(infraCervena spektroskopie nebo nukledrni magnetickd rezonance v pevné fazi),
nicméné pro nase potrfeby je vyhodnéjsi vyuziti znaéenim izotopu uhliku, protoze

primdrnim cilem byla ptiprava vnitfnich standardd pro hmotnostni spektrometrii.

Ptiprava sfingosinu byla nejprve vyzkousena na malém mnoiZstvi latky a nasledné
ovéfena na vétsim mnozstvi latky, pripadné dale opakovdna za zmény reakénich
podminek. Vzhledem k cenové narocnosti izotopové znacenych molekul byla celd
optimalizace provadéna s vyuzitim neznacenych molekul. Jelikoz byly reakce provadény
vicekrat, mnohdy pocatecni mnozstvi latky nesouhlasi s kone€nym mnozstvim produktu

predchozi reakce.

NavrZena syntéza obsahuje sled 10 reakci.
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3.1 Schéma syntézy

Prvnim krokem syntézy sfingosinu (10) v této praci byla oxidace primarniho
alkoholu (hexanolu) na aldehyd (1) a soubéiné byla pripravena fosfoniova sul (2)
z 9-bromnonanové kyseliny pfimou kondenzaci této kyseliny s trifenylfosfinem
v taveniné. Nasledné byl aldehyd pomoci Wittigovy reakce s fosfoniovou soli (2)
preveden na nenasycenou kyselinu (3). Po hydrogenaci dvojné vazby (4) vodikem na
palladiu nasledovala redukce karboxylové skupiny pomoci boranu v tetrahydrofuranu

na primarni alkohol (5).

Jako vychozi latku pro Grubbsovu metatezi bylo nasledné potfeba pfipravit
terminalni alken. Tato eliminace standardné probiha Spatné na primarnim alkoholu
nebo alkylhalogenidu, proto byl zvolen postup vyuzZivajici selenokyanat. Tato reakce
probéhla Uspésné za vzniku alkenu (7). Pomoci Grubbsovy metateze s pfipravenym
vinylovanym (S)-Garnerovym aldehydem (8) byl preveden alken (7) na chranény analog
sfingosinu (9) se spravnou stereochemii odpovidajici v pfirodé béznému sfingosinu.
V poslednim kroku byly odstranény chranici skupiny v kyselém prostfedi za vzniku finalni

molekuly sfingosinu (10).

Schéma 5 popisuje deseti krokovou syntézu sfingosinu, kterd byla navrzena pro

tuto praci. Jednotlivé kroky syntézy budou dale detailnéji diskutovany.

NaHMDS o H,, PdiC o
Br- — = = (R
o 7 OH OH
[0} PPh; /\(\/))L 7
_ . (3),35% (4), 94 %
BrA(*’)%LOH R ™k OH

(2), 76 % ) j BH;THE
NO,
o X
/\(\,)/\/\/\ 4;}1202 ’ se
7 Se/\(\’)/\/\/\ \/V\/\t/ﬁ\OH
9 BuzP
(7), 85 % (6), 99 % (5), 82 %

OH / @ Boc OH OH
N P g | B =
Z "MgBr N\/\/\M/\/\/\ TFA/H,0 NS
T, — X 7 HO Y e TS
0. N-Boc 0. N-Boc G"‘bb: o— NH,
7§ X cat. 2" 9), 14 % (10), 82 %

(8), 69 % gen

Schéma 5: Schématické zndzornéni navrZené syntézy sfingosinu pro tuto prdci; DMP — Dess-Martintv
periodinan, TFA — trifluoroctovd kyselina, NaHMDS — hexamethyldisilazan sodny, BHs -THF — boran-

tetrahydrofuranovy komplex
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3.2 Priprava Hexanalu

Tato syntéza zacind oxidaci primarniho alkoholu hexanolu na hexanal. Celkové
byly zkouseny tii oxidace, z toho dvé nelspésné. Na prvni pohled se tato reakce jevi jako
snadnd, avSak vzhledem k nizké teploté varu hexanolu je komplikované tuto latku
dostateéné vysusit v malém mnoistvi, pfipadné predistit. Je potfeba si uvédomit, Ze
finalni syntéza s vyuZitim izotopoveé znaceného fetézce bude probihat v malém mnozstvi
vzhledem k cené této vychozi latky. Proto metody, jako je naptiklad destilace, nelze

dostatecné dobfe vyuzit.

Swernova oxidace

Jako prvni byla zvolena Swernova oxidace®, ktera béZné poskytuje vysoké vytézky
produktl i v malych mnoizstvich a pfi které vznika minimum vedlejSich produktt. S touto
reakci mame v pracovni skupiné bohaté zkuSenosti, proto byla prvni volbou. Navic
Swernova oxidace ptindsi vyhodu v podobé eliminace potfeby toxickych kovd, jako je
chrom, a mlzZe byt provddéna za velmi mirnych podminek. Tato reakce umoznuje
efektivni pfipravu aldehydd a ketond z primarnich a sekundarnich alkoholl, pficemz
aldehydy dale nereaguji za vzniku karboxylovych kyselin. Je vSak treba pocitat
s nevyhodou v podobé vzniku vedlejSiho produktu, dimethylsulfidu, ktery ma

nepfijemny zapach. &
Mechanismus Swernovy oxidace:

Dimethylchlorosulfoniovy iont je generovan in situ z DMSO a oxalylchloridu, ktery
nasledné v pfitomnosti alkoholu podléha intramolekuldrni deprotonaci prostfednictvim
péticlenného cyklického pfechodového stavu a nasledné fragmentace za vzniku cilového
produktu a dimethylsulfidu (DMS)®° (Schéma 6):

+ €O, + €O

O cl [o] cl o
(S\S*O -78 °C ‘ @‘5
4 ) ®5 "
o Yo -Cl -0 o

Dimethylchlorosulfoniovy iont

R oxalylchlorid
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O
CH baze -78 °C H
H /\ 3 H CH H CH,
@ _— 3 — = H | S

OH + S H ®l >|th® —o0 *t PN

R> H,C " Ncl -Hal R>‘\0/S\CH3 -HP R 07 cH, . H,C CH
alkoxysulfoniovy iont alkoxysulfonium ylid aldehyd dimethylsulfid

3

Schéma 6: Mechanismus Swernovy oxidace
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Pokud teplota neni udrZzovana na dostatecné nizkych hodnotach (obecné pod

-55 °C), mlze dojit ke vzniku thioacetall (Schéma 7):

o R CHy o R
Hﬁ\ogg)\c?lz — Hﬁ\o/\s/
N~

thioacetal

Schéma 7: Schéma tvorby neZddouciho produktu thioacetalu

Ani po nékolika opakovani a Upravé reakénich podminek jsme nedocilili vzniku

hexanalu nebo jsme ho nedokazali v reakéni smési identifikovat.

Oxidace pomoci pyridinium chlorchromdtu

Dalsi z moznosti byla oxidace za poufziti pyridinium chlorchromatu (PCC)”,
znamého také jako Corey-Suggsovo cinidlo. PCC oxiduje alkoholy o jednu uUroven na
oxidacnim Zebfticku — primarni alkoholy na aldehydy a sekundarni alkoholy na ketony.
Tyto oxidacni reakce jsou ve své podstaté eliminaci, kde reakce zacina s jednoduchou
vazbou uhlik-kyslik, ktera se pfeméni na dvojnou vazbu uhlik-kyslik. K eliminaci dochazi

diky dobré odstupuijici skupiné na kysliku, konkrétné chromu.”*

2N o o] — o 3,07 M Y e
R7oH  Cl-Cr-0" (&, R o500 e, R oS00 e,
- 0) N I Cl N [ QI N

I:I H |l| H |

X S
B ) H mf\.

U
N S + Cro + /& H H o X
i Cl HO~ “OH R0 S0 & oy @

H R 0/9(
o . v o ,
pyridinium chlorid Cr aldehyd

Schéma 8: oxidace pomoci PCC na aldehyd

Jak je moZné vidét na schématu 8, prvnim krokem je utok kysliku na chrom, ¢imz
vznikd vazba Cr-O. Nasledné chloridovy aniont odstupuje v reakci pfipominajici
1,2-eliminaci, coz vede k tvorbé tzv. esteru chromanu. Dvojna vazba C-O se vytvofi, kdyz
baze odstépi proton z uhliku sousediciho s kyslikem za soucasného rozpojeni vazby O-Cr

a CrV' se redukuje na Cr" (zde zobrazeno jako O=Cr(OH),).”*
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PCC se ziska pridanim pyridinu ke kyseliné chlorochromové (schéma 9), ktera
vznika rozpusténim oxidu chromového v 6M vodném roztoku kyseliny chlorovodikové.

Vysledkem jsou oranZové krystaly.”?

N
» N
0]

o HCI I Q 9 o @
[ CI-Cr—OH - Cl-Cr-0 =

,/CI'Q 1l 1 N

(0] o o (0] !

H

oxid chromovy kyselina chlorchromova pyridinium chlorchromat (PCC)

Schéma 9: Reakce tvorby PCC z oxidu chromového

Vlastnosti PCC lze srovnat s vlastnostmi pyridinium dichromatu (PDC). PDC neni
hygroskopicky, je stabilni, komeréné dostupny a dobre skladovatelny. PCC je dobre
rozpustny v mnoha organickych rozpoustédlech, zejména v dichlormethanu pfi
pokojové teploté, zatimco dimethylformamid (DMF) podporuje nadmérnou oxidaci

primarnich alkohol( na karboxylové kyseliny.”?

PCC je kyselejsi nez PDC, ale kysele labilni slou¢eniny Ize oxidovat za pfitomnosti
pufrd, jako je octan sodny nebo uhli¢itany. Nevyhodou PCC je tvorba viskdznich
material(i, které komplikuji izolaci produktu. Pfidanim praskovych molekulovych sit
nebo siranu horecnatého do reakéni smési lze zjednodusit zpracovani, protozie
redukovana stl chromu a dalsi vedlejsi produkty se vysrazi jako pevné latky, které lze

nasledné snadno odstranit filtraci.”?

Bylo testovano nékolik postupll. Prvni z nich mél eliminovat vlhkost hexanolu
pomoci molekulovych sit a zajistit bezvodé podminky, kdy by se voda navazala na
molekulova sita. Nicméné ani tato metoda nebyla Uspésna. Proto byl vyzkousen jiny
postup’3, ktery mél umozZnit lehce vodné podminky, aniz by vyrazné ovlivnil priibéh

reakce. Ani tento postup vsak neved| k pozadovanému produktu.

Dess-Martinova oxidace

Posledni zkouSenou reakci byla Dess-Martinova oxidace.

o0 o o %. o 0
o dol ol /7 oL

Schéma 10: Mirnd oxidace primdrnich a sekunddrnich alkohol( na aldehydy a ketony pomoci Dess-

Martinova periodinanu (zjednodusené schéma). V pripadé tvorby aldehydi odpovidd R1 = H, R2 = alkyl
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Jak je moZné vidét na schématu 10, reakce zacina napadenim atomu jédu z Dess-
Martinova periodinanu (DMP), pfi niZ alkohol nahrazuje jeden z acetatovych fragmentd,
coz je nasledovdano deprotonaci vedouci ktvorbé aryliodo(lll) esteru. Tento
periodinanovy meziprodukt se pak preméni na pfislusnou karbonylovou slouéeninu,
pravdépodobné intramolekularnim odstépenim a-vodiku, které vede ke vzniku vazby
C=0. Reakce vyuziva hypervalentni jddové Cinidlo, podobné kyseliné 2-jodoxybenzoové,
k selektivni a mirné oxidaci alkoholG na aldehydy nebo ketony. Obvykle se provadi
v chlorovanych rozpoustédlech, jako je dichlormethan nebo chloroform, a mlze byt

dokonéena pfi pokojové teploté velmi rychle.’”

Prvni provedena reakce neprokdzala zadnou pritomnost aldehydu, coz jsme zjistili
diky neschopnosti detekovat je béZnou vypalovaci smési na TLC. Druhd reakce” jiz
probéhla pozitivné za vzniku alkoholu i aldehydu zaroven. Ve tfeti reakci jsme nechali
reakéni ¢as na 12 hodin, za predpokladu zreagovani celého alkoholu, pficemzZ oxidace
probéhla az do vzniku karboxylové kyseliny. Také vzhledem k relativni nestalosti
hexanalu a jeho rychlému rozkladu, bylo nutné provadét detekci a zpracovani ihned.
Kvali jiz zmifnované nizké T, byla jeho detekce velmi obtizna. Detekce pomoci bézné
detekéni smési a nasledné vypaleni pistoli nebylo mozné. Jako ovéfovaci metodu jsme
tedy pouZili NMR a detekéni smés 2,4-dinitrofenylhydrazinu, nicméné detekce nebyla
dostatecna. Nakonec jsme zvolili detekéni smés KMnOa, ktera po vypaleni zbarvi aldehyd

Zluté.
3.3  Fosfoniova sul

Pro Wittigovu reakci jsou nutné 2 komponenty — aldehyd a fosfoniova sul.
Fosfoniova sul byla pfipravena pfimou reakci 9-bromnonanové kyseliny a trifenyfosfinu
pfi zahfivani v taveniné bez rozpoustédla. Fosfoniova sl se vyskytuje ve vice
modifikacich, a to jak v amorfni hmoté, tak v krystalické formé. Pro nase ucely bylo
potfeba prevést tuto amorfni lepivou hmotu do krystalické formy. Toho jsme dosahli
rozpusténim hmoty ve vétSim mnozstvi chloroformu a nasledné jsme tento roztok po
kapkach pomoci stfikacky pridavali do vymrazeného Et;0. Nasledné se smés vlozila do
mrazaku a nechala se zde do druhého dne za tvorby krystall, které byly nasledné
odfiltrovany. Pro precipitaci byla také zkousena rlizna rozpoustédla, véetné napftiklad

acetonitrilu, avSak podporu tvorby krystal( nevyvolaly.
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3.4  Wittigova reakce

g R e _r R R ‘R
o \P/ baze \P/ R\'L/R ‘R H | |
X 4\ l J/ ' j

"'H R H)@\R )\ R R

ylid

Schéma 11: Obecnd reakce tvorby fosfonium ylidu
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Schéma 12: Mechanismus tvorby betainu a ndsledny vznik trifenylfosfanoxidu.

Wittigova reakce slouzi k pripravé alken( reakci aldehydu nebo ketonu s ylidem
vzniklym z fosfoniové soli, ktery vznikd jako meziprodukt (Schéma 11, Schéma 12).
Geometrie vysledného alkenu zavisi na reaktivité vytvoreného ylidu. Pokud je R skupina
elektronové pfitahujici, ylid je stabilizovany a méné reaktivni. Naopak, pokud je
R skupina alkylova, ylid je destabilizovany, coZ vede k vyssi reaktivité a rychlejSimu
pribéhu reakce. Stabilizované ylidy vétSinou vedou ke vzniku (E)-alken(, zatimco
destabilizované vylidy ddvaji prevdiné (Z2)-alkeny (schéma 13). V naSem pripadé
geometrie dvojné vazby neni podstatna, protoZze bude v nasledujicich krocich

redukovana.’® 77
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Schéma 13: mechanismus (2+2) cykloadice ylidu s meziproduktem oxafosfetanem a ndslednd tvorba (Z)-

alkent a (E)-alkent

Vykrystalizovand fosfoniova sl byla vysuSena a pod atmosférou argonu

rozsuspendovana vsuchém THF. Po ochlazeni na -40 °C byla pfiddna bdze
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hexamethyldisilazan sodny (NaHMDS) za Zluto-oranzového zbarveni, které znaci tvorbu
fosfonium ylidu a nasledné po 45 min chlazeni byl pfikapavan aldehyd (1). V této syntéze
byl pouzit komeréné dostupny hexanal. Po chvili se roztok odbarvil na ¢iry. Po zméné
teploty na pokojovou a ponechdani reakce do druhého dne se reakéni smés zménila na

hustou zakalenou tekutinu.

3.5 Hydrogenace dvojné vazby

Dalsim krokem syntézy byla hydrogenace dvojné vazby nachazejici se na devatém
uhliku pentadecenové kyseliny. Toho jsme docilili pfidanim katalytického mnozstvi 10 %
Pd/Ck latce (3). Pod atmosférou vodiku byla reakéni smés nechana reagovat do druhého
dne. Prvni reakce poskytla vytézek 94 % a druhd 99 %. K drobnym ztrdtam doslo pfi
filtraci palladiového katalyzatoru na aktivnim uhli. Podle literatury mlze byt vytézek az

kvantitativni.

3.6 Redukce karboxylové kyseliny

Patym krokem syntézy byla redukce karboxylové kyseliny s vyuZitim komplexu
boranu a tetrahydrofuranu, za vzniku alkoholu (5). Kvuli nezreagovanému boranu byla
smés 3x promyta v MeOH. Tento typ redukce obvykle poskytuje vysoké vytézky

produktu, a i v naSem pfipadé se podafilo docilit vytézku prevysujiciho 80 %.

3.7 Prevedeni na selenid

V nasledujicim kroku bylo potfeba vytvofit terminalni alken. Eliminacni reakce
u primarnich alkoholl nebo alkylhalogenid(i jsou pomérné slozité. V nasem pripadé jsme
zvolili dfive publikovany postup vyuZivajici reakce se selenokyanatem, kdy produkt této
reakce umozni v ptistim kroku pozadovanou eliminaci. Prvni reakce v malém mnozstuvi,
u které jsme optimalizovali podminky, probéhla za vytézku 89 % a druha s vétsSim

mnozstvim latky a s vétSimi zkusenostmi s touto reakci jiz s vytézkem 99 %.

3.8 Priprava alkenu

Tato reakce byla rovnéz optimalizovana. Pfi reakci jsme pouzili nejdfive 30 % H,0,,
ale reakce neprobéhla uplné. Pro novou reakci jsme koncentraci peroxidu radéji zvysili

na 50 % a eliminacni reakce v tomto pripadé probéhla s vytézkem kolem 85 %.

3.9 Priprava vinylovaneho GA

Dalsim krokem v syntéze sfingosinu byla nukleofilni adice vinylmagnesiumbromidu

na (S)-Garnertiv aldehyd. GarnerQv aldehyd predstavuje klicovou vychozi latku
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pfi syntéze sfingolipid(i. Jednd se o dvakrat chranény L-serin (vnasi tedy do molekuly
produktu definované chirdlni centrum), kterému nezlstal Zadny kysely atom vodiku a je
tedy moZné nechat jej pfimo reagovat i se silnymi zdsadami typu Grignardovych
sloucenin. Pfi této reakci vznikd dvojice (syn- a anti-) diastereoizomerd, jelikoz
v molekule vznikd nové centrum chirality. Reakce probihala za pfitomnosti
hexamethylfosforamidu (HMPA), ktery zvySuje vytéZzek pozadovaného anti- izomeru
na ukor izomeru druhého.”® Vzniklé diastereomery se nasledné podafilo
chromatograficky od sebe oddélit, jelikoz se mirné lisi jejich retence na normalni fazi

(silikagel).

(S)-Garnertiv aldehyd (7) byl rozpustén v suchém THF v inertni atmosfére. Reakce
probihala za snizené teploty (-78 °C) v bezvodém THF. Do roztoku bylo injekéni
stiikackou prikapavano HMPA a velmi opatrné po kapkach pfidavan komercéné dostupny
0,7 M roztok vinylmagnesiumbromidu. Po 4 hodinach michani pfi této teploté bylo
provedeno TLC, které potvrdilo zreagovani veskeré vychozi latky. Reakce dosahla
vytéZzku kolem 70 %. U reakce se prokazala dlleZitost snizené teploty, jelikoZ v jedné

z reakci nebyla teplota pIné dodrzena po dobu 2 hodin a vytézek reakce klesl na 42 %.

3.10 Grubbsova metateze alkenu

Dalsim krokem reakce byla Grubbsova metateze alkenu neboli metateze olefinu.
Jedna se o reakce dvou molekul olefin(i (alken() za pfitomnosti katalyzatoru. P¥i reakci
dochazi k rozdéleni jedné dvojné vazby alkenu mezi atomy uhliku a spojeni s druhou
dvojnou vazbou alkenu druhého. Reakci podporuji rlzné druhy katalyzatorQ
vychazejicich ze sloucenin obsahujicich ruthenium. NejpouZivanéjSimi jsou Grubbstv
katalyzator 1. a 2. generace a déle Hoveyda-Grubbs(v katalyzétor 1. a 2. generace.”®

(Obrazek 11) Pricemz v této reakci byl pouZit GrubbsUv katalyzator a 2. generace.

P HiC ,—/ CHj O H;C //\ CHj
Y N Nb N. N
SN e ~
HaC | \ T / \ a
¢ >“-’/< ) v OHs | HaC o () we cHsTHacS:J CHy
c-R 7 N\—gs . G
“Ru=« U= —
N Ph —/ CI” | c|’H;U_\ . c1” .
g I 7\
OO0 Y M i
] g CHs CHa
(N r
Grubbsiv katalyzator Grubbsuv katalyzator Hoveyda-Grubbstv Hoveyda-Grubbsiv
1. generace 2. generace katalyzator 1. generace  katalyzator 2. generace

Obrdzek 11: Grubbsovy katalyzdtory obsahujici ruthenium
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Michanismus Grubbsovy metateze alkenu:

Grubbsova

metateze R
RSy SR
R R, R, R,

3

b) M
M— + — _— I: E > M= + —
R, R4

metallacyklobutan alkyliden alken

Schéma 14: Mechanismus Grubbsovy metateze - a) Obrazné zndzornéni reakce metateze olefind, kde
dochdzi k vyméné fragmentii mezi dvéma alkeny®’; b) Mechanismus (2+2) cykloadice za vzniku

meziproduktu metallacyklobutanu a ndsledného stépeni na alkyliden kovu a alken.

Alkyliden kovu reaguje s alkenem prostrednictvim [2 + 2] cykloadi¢ni reakce za
vzniku metallacyklobutanového meziproduktu. Ten ndsledné prochazi cykloeliminacni

reakci za vzniku nového alkenu (Schéma 14).

Reakce muze probihat az do té doby, nez se spotiebuji vychozi latky, které
poskytuji danou reakci olefinll nebo veskery katalyzator, ktery byl do reakce pridan.
Selektivita miZe byt ovlivnéna zménou pomérl vychozich latek ¢i pouZitim stericky

objemnych substituenta.

Reakce probihala za vzniku 2 diastereomerU. Jejich oddéleni bylo velmi obtizné.
Z toho dlivodu bylo ¢isténi sloupcovou chromatografii provedeno opakované za pouziti
rdznych mobilnich fazi (Hex:EtOAc - 50:1/30:1). Vysledné zvolenda mobilni faze
(Hex:EtOAc - 40:1) byla priamér predeslych a jevila se jako lepsi pro separaci izomeru.
Kazdy izomer ma rozdilnou hodnotu reten¢niho faktoru, ale tyto rozdily jsou velmi malé,

proto je tato separace komplikovana.

Reakce byla dvakrat opakovéna. Cisty produkt byl oddélen jen &asteéné, a to
s vytézkem 14 % v obou reakcich. Zbytek produktu byla smés téchto diastereomerd,
ktera dale v syntéze nebyla pouZita. Dle literatury® by bylo moZzné dosahnout vytézku
az 3715 %. Vétsich vytézkl by Slo pravdépodobné dosdhnout, pokud by byl sloupec jesté
vicekrat znovu zopakovan. Pro nasSe potfeby to vSak jiz nebylo nutné, ziskali jsme

potfebné mnoistvi produktu pro nasledujici reakce.
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3.11 Odchrdnéni polarni hlavy

Zavéreénym krokem syntézy sfingosinu bylo odchranéni polarni hlavy pomocisilné
organickeé kyseliny — trifluoroctové kyseliny (TFA). Reakce probihala ve vodném prostredi
narozdil od vétSiny reakci v této syntéze. Vzhledem k nerozpustnosti vychozi latky
v tomto roztoku probihala reakce v suspenzi. Smés byla chlazena v ledové lazni z dlivodu
exotermické reakce po pridani vodného roztoku TFA. Reakci jsme zastavili pfidavkem
nasyceného vodného roztoku NHs, ¢imZz byl roztok alkalizovdan na pH = 9. Bazické
prostiedi udrZuje nasi latku v organické fazi. Dalezitym krokem této reakce byla
charakterizace a Cisténi vzniklého produktu. JelikoZ se jedna o primarni amin lipofilni
povahy a silikagel ma kyselé OH skupiny, byl pfidan do mobilni faze (sloupcové

a tenkovrstvé chromatografie) triethylamin (TEA) a tento problém tim vyresen.

Vyslednym produktem je sfingosin, ktery byl ovéfen pomoci TLC se standardem
sfingosinu a vSe bylo potvrzeno pomoci NMR. Po dosuseni na hlubokém vakuu vyslednd
hmotnost sfingosinu vysla 17 mg, coZz odpovida vytézku 82 %. Sfingosin se muze
vyskytovat ve vice podobach, bud jako amorfni olejovitd hmota nebo jako bila
krystalicka latka. Pro pfevedeni amorfni olejovité hmoty na krystalickou formu byl pouzit
methanol. Princip je v tom, Ze lipidy obecné Spatné krystalizuji z chloroformu, ve kterém
jsou velmi dobfe rozpustné. Rozsuspendovani a nasledné (i nékolikanasobné) odpareni
z methanolu poté vétSinou vede k tvorbé krystalické struktury. Po nedspésném pokusu
byla latka ponechana v exikatoru pod vakuem do druhého dne pro pfipadné odpareni
rezidui rozpousStédel. VnaSem pripadé se vSak nepodafilo sfingosin prevést
do krystalické podoby, pravdépodobné z dlvodu pfilis malého mnoizstvi findlniho
produktu, coZ pravdépodobné branilo v krystalizaci. Avsak spektralni metody potvrdily

strukturu i Cistotu pripravené latky.
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4 Experimentalni Cast

4.1 Technické parametry a chemikalie

Vychozi latky, ¢inidla a rozpoustédla a dal$i komeréné dostupné chemikalie, které
byly pfi syntéze pouzity byly dodané od firem: Merck (Darmstadt, Némecko),
VWR/Avantor (Stfibrna Skalice, Ceska republika), Lach-Ner (Neratovice, Ceskd republika)
a Penta Chemicals (Praha, Ceska republika). Pocate¢ni vychozi latky byly téZ komeréné

dostupné.

Na cisténi latek pomoci sloupcové chromatografie byl pouzit Silikagel 60
(230-400). Pro kvantitativni dikaz latek, ovéreni pribéhu chemickych reakci, kontrolu
Cistoty produktl byla vyuZita tenkovrstevna chromatografie na hlinikovych TLC deskach
s 0,2 mm vrstvou silikagelu 60 F254 (Merck). Pro detekci vyvinutych desek bylo pouZito
vice detekénich smési. Vétsina latek byla detekovana béznou detekéni smés Ce(SOa),,
H3[P(Mo03010)a], koncentrovana H,SOs a voda. Pro detekci aldehyd( byla pouzita
detekéni smés KMnOa, K,COs3, 10% roztok NaOH a voda. Na ovéreni konjugovanych
vazeb byla pouZita UV lampa (UV Lamp 4, Camag, Muttenz, Svycarsko) pfi vinovych
délkach 254 a 366 nm a pro lepsi rozpousténi a zvyseni kinetické energie ultrazvukova

lazen.

'H a 13C NMR spektra viech latek byly naméfené pomoci pfistrojd VARIAN VNMR
S500 a JEOL JNM-ECZ 600R v roztocich CDCl; (nebo smési CDCls/MeOD) Chemicky posun
byl uréen nepfimo dle zbytkového signalu z rozpoustédel. Spektra byla vyhodnocena

pomoci pocitacového programu MestReNova.

InfraCervend spektra byla zmérena spektrofotometrem Nicolet 6700 FT-IR
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) technikou ATR (attenuated total

reflectance; Ge krystal) v rozmezi 650-4000 cm™.

Schémata chemickych reakci byla vytvorfena pomoci programu ChemDraw

Professional.
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4.2 Postup pripravy

V nasledujicich schématech u jednotlivych postupl pfipravy modfe znaceny
fetézec oznacuje izotopové znacené molekuly, i kdyZ nebyly v rdmci této prace pouzity.
Jednotlivé reakce byly provddény vicekrat, a tak mnohdy pocatecni mnoiZstvi latky

nesouhlasi s kone€nym mnozstvim produktu predchozi reakce.

Hexanal (1)

Swernova oxidace

(cocl),

DMSO, TEA

-55°C, 2h

V prvni barce bylo rozpusténo 118 pl (1,370 mmol) (COCl)2 v 6 ml suchého DCM
za bezvodych podminek. Do druhé bariky bylo pfidano 209 ul (2,936 mmol) DMSO
a zfedéno 1 ml suchého DCM pod inertni atmosférou Ar a tento roztok byl pfenesen
k roztoku (COCl)2. Po 10 min chlazeni na -55 °C bylo po kapkach pfidano 110 mg
(1,076 mmol) hexanolu v 1 ml suchého DCM. Reakéni smés se za stalého chlazeni
michala hodinu a poté byl pridan TEA (409 pl, 2,936 mmol). Po dalSich 30 minach bylo
chlazeni vypnuto a smés nechdna michat pres noc. Vzhledem k tomu, Ze tenkovrstva

chromatografie nepotvrdila vznik produktu, nebyla reakéni smés dale zpracovavana.

Oxidace pomoci PCC

Do 100 ml srdcové banky s vysusenymi molekulovymi sity bylo navazeno 2,64 g
(12,233 mmol) PCC a za chlazeni byl ptidano 500 mg hexanolu (4,893 mmol) v 8 ml
suchého DCM. Vznikla tmava cerna suspenze. Reakéni ¢as byl 3 hodiny. Po ukonéeni

reakce bylo pfilito 10 ml Et,0, pridano 3 gsilikagelu a byla provedena dekantace. Vznikla
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tmavé hnéda latka pryskyricného polymeru byla promyta jesté tfemi ddvkami 20 ml
Et,0. Smés byla dale promyta pomoci vodnych roztokd 2x 15 ml 5 % NaOH, 2x 5 mI 5 %
HCI, 10 ml nasyceného roztoku NaHCOs. Etherova vrstva byla po extrakci bila olejovita
kapalina. Nakonec byla organickd vrstva dosusena pomoci Na;SOa, zfiltrovana a smés
odparena na dusiku. Vzhledem k tomu, Ze tenkovrstva chromatografie nepotvrdila vznik

produktu, nebyla reakéni smés dale zpracovavana

Dess-Martinova oxidace

ot

(OAc),
N N"0H >

/\/\/\
~o
DCM, r.t., 12h

Do 25 ml srdcové barky bylo navaZzeno 100 mg (0,978 mmol) hexanolu, pfidano 5 ml
DCM. Tento roztok byl pfenesen do roztoku 498 mg (1,174 mmol) DMP v 5 ml DCM.
Po 12 hodinach michani bylo provedené kontrolni TLC (Hex:EtOAc - 4:1), které potvrdilo
zreagovani hexanolu. Nasledné byl produkt prefiltrovan pres silikagel a promyt
chloroformem. Nasledné bylo k filtratu pfidano 100 ml Et,0, a roztok byl promyt 100 ml
1M roztoku Na3S;03, 150 ml 0,5M roztoku NaHCOs a 50 ml H,O. Organicka faze byla
vysuSena pomoci Na,SOa. Dale byla rozpoustédla odparena ¢astecné na vakuové pumpé
a Castecné na dusiku, aby nedoslo k pripadnému odpareni hexanalu. Takto pfipraveny
hexanal by bylo moZné pouZit pro dalsi reakci bez dodatec¢ného cisténi. Vzhledem
k tomu, Ze pro syntézu sfingosinu bez izotopového znaceni jsme méli k dispozici

komeréné dostupny hexanal, nebyla tato latka vice charakterizovéna.

Charakterizace latky 1

Cira olejovita kapalina

MW: 100,16 g/mol
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(8-karboxyoktyl) trifenylfosfonium bromid (2)

Br lo)

/\/\/\/\)J\ - \ OH
Br OH ©/

Do 250 ml destila¢ni barnky bylo navazeno 3 g (12,650 mmol) 9-bromnonanové
kyseliny a 3,456 g PPh3 (13,157 mmol). Smés byla zahfata na 140 °C a nechana reagovat
za stalého michani po dobu 24 h. Po skonceni reakce bylo zahfivani vypnuto, smés

zchlazena na laboratorni teplotu a nasledné rozpusténa v 30 ml CHCls.

Do 1 litru vymraZzeného Et,0 byla po kapkach pridavana rozpusténa fosfoniova sal
za vytvoreni krystalizacnich jader. Produkt ponechdn v mrazdku do druhého dne.
Po vytvoreni krystall byly tyto krystaly zfiltrovany a duikladné vysuSeny. Vysledné
mnozstvi bylo 4,76 g, coz odpovida vytézku 76 %.

Charakterizace latky 2

Bila krystalicka latka

MW: 499,43 g/mol

TLC: (Hex/EtOAc 6:1 + CH3COOH), Rf = 0,00;  (CHsCl/MeOH 10:1), Rf =0,3.
Teplota tani: 70-74 °C

IH NMR: (500 MHz, CHLOROFORM-D) & 7.85 — 7.75 (m, 9H), 7.75 — 7.67 (m, 6H), 3.66 —
3.57 (m, 2H), 2.33 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.67 — 1.49 (m, 6H), 1.31 — 1.13 (m, 6H).

13C NMR: (126 MHz, CHLOROFORM-D) § 176.92, 135.06, 135.04, 133.60, 133.52, 130.56,
130.46, 118.54, 117.86, 34.40, 30.02, 29.90, 28.35, 28.33, 28.29, 24.50, 22.79, 22.40,
22.36.

IR (ATR): 3375, 2934, 2869, 1741, 1717, 1588, 1485, 1466, 1438, 1385, 1206, 1164, 1113,
996, 892, 844, 802, 762, 745, 722, 699, 689 cm?
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Pentadec-9-enova kyselina (3)

Br

Q Q NaHMDS (0]

AN +/\(\/))k - \/\/M

No + P 7 “OH AN oM
THF, - 40 az 25 °C,

(1) (2) 24h (3)

5,97 g (12,560 mmol) fosfoniové soli (2) bylo resuspendovano v 180 ml suchého
THF pod inertni atmosférou Ar. Vznikla suspenze byla ochlazena na -40 °C. Za dodrzZeni
bezvodych podminek bylo po kapkach pfidano 34,33 ml (9,535 mmol) 1M roztoku
NaHMDS. Po 45 minutach byl k vzniklému ylidu pfidan roztok 1,1487 mg (10,191 mmol)
hexanalu v 10 ml suchého THF. Reak¢ni smés méla Zlutooranzové zbarveni. Chlazeni
probihalo jesté dalSich 30 minut. Pak bylo chlazeni vypnuto a smés nechana reagovat za
stalého michdani po dobu 24 h za laboratorni teploty. Reakce byla zastavena pridanim
150 ml nasyceného vodného roztoku NH4Cl a pfeneseno do délici nalevky. Roztok NH4Cl
byl okyseleny pomoci konc. HCI na pH = 1. a nasledné extrahovany 3x 100 ml CHCls.
Chloroformové faze byly dosusené pomoci Na;SOa, prefiltrované, odparené a prenesené
na silikagel. Produkt byl precistén pomoci sloupcové chromatografie (Hex/EtOAc - 10:1
+ 0,5 % kys. octové). Produktem reakce byla naZloutld olejovitd kapalina. Celkové

mnozstvi latky 3 bylo 0,98 g, a to odpovida vytézku 35 %.

Charakterizace latky 3

Nazloutly olej

MW: 240,39 g/mol

TLC: (Hex/EtOAc 4:1 + 0,5 % CH3COOH), Rf = 0,22.

'H NMR: (600 MHz, CHLOROFORM-D) 6 10.56 (s, 1H), 5.50 — 5.15 (m, 2H), 2.33 (t, } = 7.5
Hz, 2H), 2.04 — 1.92 (m, 4H), 1.67 — 1.57 (m, 2H), 1.40 — 1.19 (m, 15H), 0.95 — 0.80 (m,
3H).

13C NMR: (151 MHz, CHLOROFORM-D) 6 180.46, 130.09, 129.80, 34.23, 31.61, 29.76,
29.53, 29.22, 29.14, 29.12, 27.26, 27.23, 24.77, 22.66, 14.13.

IR (ATR): 3005, 2925, 2855, 1709, 1560, 1465, 1412, 1378, 1284, 1247, 1087, 937, 845,
724, 669, 654 cm'!
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Pentadekanova kyselina (4)

o H,, PdIC o)

= W
WV\M%kOH EtOAc, r.t. 7 OH

() (4)

Do trojhrdlé bariky bylo navazeno 115 mg (0,015 mmol) pentadec-9-enové
kyseliny (3), ktera byla rozpusténa v 50 ml EtOAc, a bylo pfidano 14 mg (0,013 mmol)
10 % Pd/C. Za pouiZiti pumpy byl vysaty vzduch nahrazen atmosférou H; (takto
opakovdno 3x) a za stalého michani a pod atmosférou H, byla smés nechdna reagovat
za laboratorni teploty do druhého dne. Druhy den byla smés zfiltrovana, proplachnuta
pomoci EtOAc a odparena. Latka nebyla dale nijak ¢isténa. Vysledna hmotnost latky
4 byla 109 mg a vytézek reakce byl 94 %.

Charakterizace latky 4
Bila krystalicka latka

MW: 242,39 g/mol
Teplota tani: 49-52 °C

'H NMR: (600 MHz, CHLOROFORM-D) & 2.34 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.66 — 1.57 (m, 2H), 1.35
—1.18 (m, 22H), 0.87 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

IR (ATR): 2955, 2917, 2850, 1694, 1473, 1410, 1319, 1298, 1276, 1253, 1230, 1208, 1188,
1118, 1064, 919, 797, 730, 716, 681, 624 cm™
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Pentadekan-1-ol (5)

o BH; - THF

\/\/\/\(\/)%J\OH THF, 0°C, 24h W\/\(\/ﬁ\OH

(4) (5)

Ke 109 mg (0,448 mmol) pentadekanové kyseliny 4 bylo pfiddano 5 ml suchého THF
a pod inertni atmosférou Ar po kapkach pfikapavano 0,537 ml (0,537 mmol) 1M BH3
v THF za chlazeni vledové lazni. Za stdlého michdni ponechdano do druhého dne
pfi laboratorni teploté. Produkt odpafen na vakuové odparce a zbytky BHs byly
odstranény rozpusténim v methanolu a naslednym odparenim, a toto bylo zopakovdno
3x. Produkt byl docistény pomoci sloupcové chromatografie (Hex/EtOAc - 9:1 + 0,5 %
CH3COOH). Hmotnost produktu byla 84 mg, coZ odpovida vytézku 82 %.

Charakterizace latky 5

Bila krystalicka latka

MW: 242,39 g/mol

TLC: (Hex/EtOAc 6:1 + CH3COOH), Rf = 0,25.
Teplota tani: 37-40 °C

1H NMR: (600 MHz, CHLOROFORM-D) & 3.63 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 1.59 — 1.49 (m, 4H), 1.38
—1.19 (m, 22H), 0.87 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

13C NMR: (151 MHz, CHLOROFORM-D) 6 63.20, 32.91, 32.01, 29.77, 29.74, 29.69, 29.52,
29.44, 25.82, 22.78, 14.20.

IR (ATR): 3273, 2956, 2917, 2849, 1485, 1473, 1462, 1406, 1353, 1323, 1123, 1072, 1062,
1033, 1015, 991, 972, 942, 906, 731, 720, 691, 667, 646 cm™*
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Hexadecyl(2-nitrofenyl)-selenid (6)

L.
.CN
Se

NO,
X
THF, r.t.
(5) 24h (6)

K roztoku 449 mg (1,964 mmol) pentadekan-1-olu (5) a 669 mg (2,946 mmol)
1-nitro-2-selenokyanatobenzenu (6) v 30 ml suchého THF bylo pfidano 0,736 ml (2,946
mmol) BusP za vzniku hnédozluté kapaliny. Pod inertni atmosférou Ar byla reakce
michdna za laboratorni teploty po dobu 24 h. Nasledné byl produkt odparen se
silikagelem a precistén pomoci sloupcové chromatografie (Hex/EtO 15:1). Celkova

hmotnost latky 6 byla po zvazeni 809 mg, coz odpovida 99 % vytézku.

Charakterizace latky 6
Zluté krystaly

MW: 412,49 g/mol

TLC: (Hex/Et,0 3:1), Rf = 0,72.
Teplota tani: 51-56 °C

IH NMR: (500 MHz, CHLOROFORM-D) & 8.33 — 8.27 (m, 1H), 7.56 — 7.48 (m, 2H), 7.35 —
7.28 (m, 1H), 2.97 — 2.89 (m, 2H), 1.83 — 1.74 (m, 2H), 1.63 — 1.42 (m, 2H), 1.39 — 1.10
(m, 22H), 0.93 — 0.85 (m, 3H).

13C NMR: (126 MHz, CHLOROFORM-D) &6 146.85, 134.00, 133.45, 129.01, 126.44, 125.17,
31.91, 30.16, 29.68, 29.66, 29.65, 29.64, 29.62, 29.56, 29.46, 29.34, 29.14, 28.27, 26.28,
22.67,14.11.

IR (ATR): 2955, 2916, 2851, 1746, 1597, 1564, 1510, 1471, 1451, 1332, 1307, 1256, 1225,
1164, 1153, 1097, 1054, 1039, 852, 779, 769, 702, 678, 667, 647 cm™!
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Pentadec-1-en (7)

NOZ H202
@ —_— W
S e NN THF, r.t. !
24h (7)

(6)

K 738 mg (1,79 mmol) latky 6 bylo pfidano 25 ml THF a 1,01 ml (17,90 mmol)
50 % H»0,. Reakce byla ponechana reagovat za stdlého michani 24 hod. Po uplynulém
Casu byla reakce byla ukonéend pridavkem 35 ml H,O a extrahovana 3x 30 ml hexanu.
Organickd cast byla lehce nazZloutld. Nasledovalo promyti v 10 % roztoku NaHCOs.
Pomoci Na;SOs byla organicka c¢ast zbavena vesSkeré zbylé vlhkosti, prefiltrovana,
odpafena se silikagelem andsledné na dodisténi naseho produktu byla pouzZita

sloupcova chromatografie (Hex). Vysledny produkt 7 vazil 319 mg a vytézek byl 85 %.

Charakterizace latky 7
Ciry olej

MW: 210,41 g/mol

TLC: (Hex) Rf =0,93

H NMR: (600 MHz, CHLOROFORM-D) & 5.85 — 5.76 (m, 1H), 5.02 — 4.87 (m, 2H), 2.07 —
1.99 (m, 2H), 1.41 — 1.33 (m, 2H), 1.31 — 1.18 (m, 20H), 0.87 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

13C NMR: (151 MHz, CHLOROFORM-D) & 139.35, 114.14, 33.91, 32.02, 29.76, 29.71,
29.60, 29.45, 29.25, 29.05, 22.78, 14.19.

IR (ATR): 3077, 2923, 2853, 1748, 1730, 1704, 1688, 1681, 1669, 1641, 1567, 1516, 1506,
1488, 1464, 1417, 1375, 991, 909, 721, 686 cm™!
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tert-butyl (5)-4-((R)-1-hydroxyallyl)-2,2-dimethyloxazolidin-3-
karboxylat (8)

0] HQ /
/\MgBr

o. N-Boc HMPA, THF 0. N-Boc

X -78°C, 4h K

464 mg (2,022 mmol) Garnerova aldehydu bylo rozpusténo ve 4 ml suchého THF

(8)

pod inertni atmosférou Ar. Po 30 min chlazeni na -78 °C bylo pfikapavano 10,11 ml
(7,077 mmol) 0,7 M roztoku vinylmagnesiumbromidu a 528 pl (3,033 mmol) HMPA.
Reakce byla michana pfi snizené teploté 2 hodiny. Pak bylo chlazeni vypnuto a reakce
byla nechdna za stalého michani dalsi 2 hodiny v lazni reagovat. Poté byla z lazné
vyjmuta a nechana pfi laboratorni teploté do druhého dne. Nasledné bylo do reakéni
smési pfidano 15 ml nasyceného roztoku NH4Cl a smés byla extrahovana 5x 20 ml Et,0.
Organickd vrstva byla dosuSena bezvodym Na,SOa, zfiltrovana pres filtracni papir
a odpafena na vakuové odparce. Smés byla precisténa sloupcovou chromatografii
(Hex/EtOAc - 5:1). Vysledna hmotnost produktu 8 byla 354 mg, coZ odpovida vytézku
reakce 69 %

Charakterizace latky 8

Nazloutld tuzsi olejovita latka medovitého charakteru
MW: 257,16 g/mol

TLC: (Hex/EtOAc 3:1), Rf = 0,28

IH NMR: (500 MHz, cdcls) & 5.86 (t, J = 14.9 Hz, 1H), 5.41 — 5.31 (m, 1H), 5.26 — 5.19
(m, 1H), 4.23 (d, J = 52.5 Hz, 2H), 4.10 — 3.80 (m, 2H), 1.68 — 1.39 (m, 15H).

13C NMR: (126 MHz, CHLOROFORM-D) & 154.24, 136.66, 116.20, 94.48, 81.17, 74.25,
64.73, 62.01, 29.66, 28.32, 26.22, 24.44.

IR (ATR): 2958, 2930, 2873, 1708, 1633, 1587, 1567, 1541, 1456, 1413, 1380, 1340, 1289,
1240, 1211, 1123, 1110, 1018, 935, 828, 741, 696, 673 cm'?

44



tert-butyl (5)-4-((R,E)-1-hydroxyhexadec-2-en-1-yl)-2,2-
dimethyloxazolidin-3-karboxylat (9)

HO  / Grubbs cat. 2" gen

CH,COOH Boc  OH
/\(\/)/\/\/\ + ’ N\/\/\(\/);\/\/\
7 N- N
°7< Boc  GH,Cl,, reflux o—
(7) (8)  40°C,120h ©)

31 mg (0,148 mmol) pentedec-1-enu (7) bylo rozpusténo v 1 ml suchého DCM
vinertni atmosfére Ar a dale 40 mg (0,155 mmol) latky (8) bylo rozpusténo v1 ml
suchého DCM a oba roztoky byly pfeneseny do 5 ml reaktoru, pak bylo pfidano 3,9 mg
(0,0045 mmol) Grubbsova katalyzatoru druhé generace. Pak bylo pfidano po kapkach
8 ul (0,142 mmol) kyseliny octové 99 %. VloZeno do |azné a pfi teploté 40 °C nechano
reagovat 5dni (120 hod). Po skonceni reakce a za snizeného tlaku bylo odpafeno

rozpoustédlo a provedena sloupcova chromatografie (Hex/EtOAc - 40:1).

Pro vys$si separaci izomerU bylo potfeba opakované precisténi na sloupcové
chromatografii. Celkem bylo ziskano 10 mg Cistého izomeru s vytézkem 14 % a 21 mg

smési dvou diastereomer(l a to odpovida 31 %.

Charakterizace latky 9

hnéda tuzsi olejovita kapalina

MW: 439,56 g/mol

TLC: (Hex/EtOAc 6:1, 0,5 % CH3sCOOH), Rf (VL) = 0,98, Rfa (&isty) = 0,54, Rfg (smés) = 0,51

IH NMR: (500 MHz, CHLOROFORM-D) & 5.80 — 5.70 (m, 1H), 5.49 — 5.41 (m, 1H), 4.37 —
3.77 (m, 4H), 2.09 — 2.01 (m, 2H), 1.68 — 1.43 (m, 15H), 1.27 (m, 22H), 0.89 (t, J = 6.9 Hz,
3H).

13C NMR: (151 MHz, CHLOROFORM-D) 6 133.53, 94.53, 74.15, 65.03, 63.18, 62,41, 32.84,
32.49, 32.01, 29.77, 29.69, 29.59, 29.44, 29.33, 29.23, 28.46, 26.34, 24.82, 22.78, 14.20.

IR (ATR): 2923, 2853, 1687, 1622, 1587, 1567, 1455, 1439, 1409, 1376, 1365, 1344, 1288,
1245, 1188, 1123, 1019, 968, 829, 829, 724, 715, 695, 673 cm™?
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(2S,3R,E)-2-aminooktadec-4-en-1,3-diol (10)

Boc OH OH
\ - -
Y 1) TFA/H,0 =
SIS ——— w0 Y I TS
0 2) NH, NH,
(9) (10)

30 mg (0,068 mmol) latky 9 bylo navdieno do 25 ml srdcové barky
a rozsuspendovano v 0,5 ml H,O za chlazeni v ledové lazni a pomalu ptidavano 3 ml
vodného roztoku TFA (TFA/H,0 - 3,75:1, v/v). Po 5 minutach od pfidani byla lazen
odebrana a smés nechana reagovat 3 h za laboratorni teploty. Zkusebni TLC potvrdilo
zreagovani vychozi latky. Nasledné byla reakce zastavena pridanim vodného roztoku
NHsz do pH = 9. Vznikla suspenze byla extrahovana 4x 25 ml CHClz a organicka faze
promyta nasycenym vodnym roztokem NaCl. Vydélena organicka faze byla vysusena
Na S04, zfiltrovana, odparfena a precisténa pomoci sloupcové chromatografie
(CHCI3/MeOH - 10:1 + 0,5 % TEA). Po dosuseni byla vysledna hmotnost sfingosinu
17 mg, a to odpovida vytézku 82 %.

Charakterizace latky 10

Amorfni hmota

MW: 299,50 g/mol

TLC: (CHCI3/MeOH 5:1 + TEA), Rf = 0,23

1H NMR: (600 MHz, CHLOROFORM-D) & 5.75 (dt, J = 14.3, 6.8 Hz, 1H), 5.42 (dd, J = 15.3,
6.2 Hz, 1H), 4.25 (m, 1H), 3.79 — 3.60 (m, 2H), 3.09 (m, 1H), 2.08 — 1.86 (m, 2H), 1.41 —
1.06 (m, 30H), 0.86 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

IR (ATR): 2923, 2852, 1541, 1465, 1404, 1215, 1053, 1053, 971, 757, 721, 662 cm
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5 Zaveéer

Tato prace shrnuje optimalizaci syntézy fyziologického sfingosinu, ktery by
zahrnoval izotopové znaceny Sesti uhlikaty retézec. Hlavnim cilem prace bylo
optimalizovat syntézu takto znacené molekuly sfingosinu. Prvnim dil¢im cilem bylo
provéfit, zda je navrieny postup vhodny a vede k pfipravé cilové molekuly. Synteticka
strategie vychazi z molekuly L-serinu, ktery je do molekuly zaveden pomoci Garnerova
aldehydu. Tento aldehyd je vinylovan a pfi reakci s terminalnim alkenem za podminek
Grubbsovy metateze poskytuje prekurzor sfingosinu. Na zavér jsou jiz pouze odstranény
chranici skupiny. Pro pfipravu terminalniho alkenu byl jako vychozi latka pouzit
komeréné dostupny hexanal (toto je molekula, pomoci které v budoucnu planujeme do
molekuly vnést izotopové znacenou cast). Tato strategie umoznila dosazZeni specifické
25,3R konfigurace, ktera je klicova pro biologickou aktivitu ceramid(. Prvni dil¢i cil byl

tedy splnén.

Druhym dil¢éim cilem bylo optimalizovat reakce tak, aby poskytnuly co nejvyssi
vytéZzek. Vyslednd syntéza byla realizovand v deseti krocich. Mnoho reakénich krokd se
podarilo vyladit tak, Ze se vytézek blizil kvantitativnimu. BohuZel nékteré reakce stale
zUstavaji komplikované a jejich vytézek se zatim nepodafilo vyrazné zvysit. Jednim
takovym prikladem muazZe byt pravé Grubbsova metateze, kterd v nasem pripadé
poskytovala vytézek pouze kolem 14 %, coZ vyrazné sniZuje i vytéZek celé syntézy.
Celkovy vytéZzek syntézy tedy dosahl pfiblizné 2 %. Vzhledem k tomu, Ze cilova izotopové
znacdena latka je planovdna pro pouZiti jako interni standard, staci tedy ziskat pouze malé
mnozstvi produktu, a i takto na prvni pohled nizky vytézek bude dostacujici. Druhy dil¢i

cil se tedy rovnéz podafilo splnit.

Ziskany sfingosin bude slouZit k podrobnému studiu sfingolipidi pomoci
hmotnostni spektrometrie, coZ prinese dalsi nové poznatky o chovani téchto lipida ve

SC a prispéje k dalSimu vyzkumu v oblasti koZzni bariéry a lipidového metabolismu.
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6 Seznam zkratek

AD
ACD4za
ACER1
ACER2
ACN
BOC
Ccip
CerS
DCM
DES
DMS
DMSO
El

ESI

GPI
GalCer
HMPA
IR
3-KSDR
MALDI
NaHMDS
NMF
NMR
PDC
PCC

Rf

r.t.

atopicka dermatitida

alkalicka ceramiddza

alkalicka ceramidaza 1

alkalicka ceramidaza 2

acetonitril

terc-butyloxykarbonyl
ceramid-1-fosfat

ceramid syntaza

dichlormethan
dihydroceramiddesaturaza
dimethylsulfid

dimethylsulfoxid

elektronova ionizace

elektrospre;j
glykosylfosfatidylinositol
galaktocerebrosid
hexametylfosforamid
infracervenad spektroskopie
3-ketodihydrosfingosin reduktdza
Matrix-Assisted Laser Desorption lonization
hexamethyldisilazan sodny
Natural moisturizing factor (pfirozeny zvlhcujici faktor)
nukledrni magneticka rezonance
pyridinium dichromat

pyridinium chlorochromat
retencni faktor

laboratorni teplota

48



S1P sfingosin-1-fosfat

(S)-GA Garnerav aldehyd,
(S)-terc-butyl-4-formyl-2,2-dimetyloxazolidin-3-karboxylat

SC stratum corneum

SK sfingosinkinaza

SPT serinpalmitoyltransferaza
TEA triethylamin

TEWL transepidermdlni ztrata vody
TFA trifluoroctova kyselina

THF tetrahydrofuran

TLC tenkovrstva chromatografie
Tt teplota tani
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