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 #ВВЕДЕНИЕ

Церамид�1�фосфат (C1P), как показали два де�
сятилетия со времени его открытия в клетках жи�
вотных [1], представляет собой один из важней�
ших биоактивных сфинголипидов. Действитель�
но, к настоящему времени известно, что C1P
активирует некоторые ферменты (например, фос�
фолипазу А2), блокирует действие других (напри�
мер, каспаз), регулирует биосинтез эйкозаноидов,
участвует в слиянии мембран и в ряде других жиз�
ненно важных процессов – см. обзоры [2–4].

Продолжающееся активное изучение роли это�
го сфинголипида в регулировании клеточных
функций предполагает необходимость получения
различных молекулярных видов C1P (в клетках
животных он представлен видами с жирнокислот�
ными остатками от С14 до С26 [4]), а также его раз�

 Сокращения: AV – 9�антрилвинил; BOP – (бензотриазол�
1�илокси)�трис(диметиламино)�фосфоний; C1P – цер�
амид�1�фосфат; Me4�BODIPY – 4,4�дифтор�1,3,5,7�тетра�
метил�4�бора�3а,4а�диаза�s�индацен�8�ил; PLD – фосфо�
липаза D; DIPEA – диизопропилэтиламин; SM – сфинго�
миелин.
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личного типа аналогов – радиоактивно�, флуорес�
центно�меченных и т.п. К настоящему времени из�
вестно несколько ферментативных методов
получения C1P и целый ряд химических синтезов
(которые правильнее именовать полусинтезами –
исходными соединениями для них служат природ�
ные сфингозин или церамиды).

Бьюн и др. [5] осуществили “классический”
путь липидной химии – в несколько стадий и по
ряду вариантов, с применением ряда защитных
групп и специфических реагентов. Шульц и др.
разработали упрощенный синтез, используя воз�
можность фосфорилировать первичную НО�груп�
пу церамида (или N�Boc�сфингозина) в присут�
ствии вторичной [6], однако довольно жесткие
условия деблокирования диметилфосфатной
группировки по завершении синтеза ставят под
вопрос его применимость для получения аналогов
C1P с лабильными метками. Нусбоймер и сотр. [7]
предложили совсем простой путь получения C1P с
различными N�ацильными заместителями – пу�
тем ацилирования сфингозин�1�фосфата; послед�
ний коммерчески доступен, но весьма дорог.
Ссылки на другие варианты химического синтеза
C1P можно найти в работах [6, 7].

В протиположность органохимическим синте�
зам, опробованные к настоящему времени спосо�
бы ферментативного синтеза С1Р сводятся к двум
вариантам – фосфорилированию церамида цера�
мидкиназой с АТP, а также гидролитическому
расщеплению сфингомиелина (SM) фосфолипа�
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зой D (PLD). По первому варианту С1Р Шнейдер
и Кеннеди впервые получили в 1973 г., фосфори�
лируя церамид в присутствии АТP и церамидки�
назы из E. coli [8]. Прейс и др. наблюдали образо�
вание C1P при действии АТP/церамидкиназы на
липиды тромбоцитов [9]. На основе этой реакции
Дон и Розен разработали методику определения
активности церамидкиназы в биологических си�
стемах [10], которая, однако, не нашла широкого
применения. Хотя этот метод удобен для получе�
ния 32Р�меченного С1Р [11], сложность синтеза
ограничивает его использование для препаратив�
ных целей (см., например, [12]).

Также небольшое применение имеет и синтез
С1Р из SM при действии PLD. Известно, что суб�
стратная специфичность этого фермента, получа�
емого из различных источников – растительных,
животных, микробных, – ограничивается глице�
рофосфолипидами [13], хотя Дэвидсон и Лонг
[14] сообщали о способности PLD капустных ли�
стьев с малой скоростью расщеплять SM. Анало�
гичная активность имеется также у некоторых
бактериальных фосфолипаз [15]; среди них наи�
большая, хотя и умеренная активность по отно�

шению к SM найдена у PLD из гриба Streptomyces
chromofuscus [16–18].

Именно последний метод представился нам
подходящим, когда для изучения механизмов пе�
реноса липидов понадобилось получить флуорес�
центные аналоги С1Р. Синтезы флуоресцентных
антрилвинил� (AV) [19] и Me4�BODIPY� [20] ме�
ченных аналогов SM, предназначенных для био�
физических исследований, были разработаны на�
ми ранее. В настоящей работе описан синтез трех
флуоресцентных аналогов С1Р, несущих остатки
12�(9�антрил)�11Е�додеценовой, а также и 7�(Me4�
BODIPY)�гептановой и 15�(Me4�BODIPY)�пен�
тадекановой кислот, путем PLD�опосредованно�
го гидролиза соответствующих сфингомиелинов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исходным соединением для синтеза флуорес�
центных аналогов С1Р служил сфингозин�1�фос�
фохолин (I), который ацилировали флуоресцент�
но�меченной кислотой (см. схему). Полученные
сфингомиелины (IIa–c) после отщепления холи�
нового остатка под действием PLD образовали
искомые зонды (IIIa–c).

При этом вторая стадия синтеза – ферменто�
лиз сфингомиелинов – представила определен�
ные трудности. Наиболее активный по отноше�
нию к SM фермент, PLD из S. chromofuscus, кото�

рому всегда необходимы ионы Ca2+, гидролизует
этот субстрат со скоростью, составляющей не бо�
лее 20% от скорости гидролиза фосфатидилхоли�
на; было найдено также, что Triton X�100, BSA,
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жирные кислоты и диэтиловый эфир активируют
гидролиз, а SDS, напротив, ингибирует [16, 17].
Особенность PLD из S. chromofuscus, отличающая
его от других известных PLD, – наличие в моле�
куле гидрофобного участка, необходимого для
связывания липидного субстрата [16].

Наши попытки применить для гидролиза
сфингомиелинов (IIa–c) описанную в работах [16,
17] методику в системе, содержащей Triton X�100 и
CaCl2, рН 8.0 (такой же состав рекомендует и фир�
ма�поставщик Sigma�Aldrich [http://www.sigmaald�
rich.com]), были малопродуктивны: в должном на�
правлении реакция, по данным ТСХ, протекала
медленно, накапливались побочные неиденти�
фицированные продукты, выход аналогов С1Р
(IIIa–c) не превышал 15% (подробно данные
здесь не приводятся).

Существенное улучшение скорости и результа�
тов ферментолиза было достигнуто нами заменой
в системе детергента на органический раствори�
тель. При этом наилучший эффект был получен
при использовании хлористого метилена; выходы
аналогов С1Р (IIIa–c) составили 54–71%. Их спек�
тральные характеристики (1H�ЯМР, УФ, флуорес�
центные) соответствуют таковым других фосфо�
липидных зондов, несущих AV� или Me4�BODIPY�
флуорофор (см. экспериментальную часть).

Судить о причинах столь существенного уве�
личения эффективности ферментного гидролиза
меченых сфингомиелинов при замене среды ре�
акции пока что затруднительно. Имамура и Хо�
рюти, описывая усиление диэтиловым эфиром
активности PLD, относят этот эффект к влиянию
растворителя на конформацию фермента [16].
Однако ЭльКират и др., изучавшие ферментолиз
фосфолипазой D из S. chromofuscus ряда фосфо�
липидов, SM в том числе, в монослоях, пришли к
выводу о решающем влиянии на гидролитиче�
ский процесс поверхностного давления на разде�
ле фаз [21]. Хирхе и Ульбрих�Хофман исследова�
ли воздействие органических растворителей на
скорость гидролиза фосфатидилхолина при дей�
ствии PLD из капусты и из Streptomyces: худшим
активатором оказался изооктан, наилучшим –
эфир, разница была в 300 раз [22]. Сравнивая вли�
яние различных растворителей на критическую
концентрацию мицеллообразования, величину
агрегатов субстрата, содержание воды в органиче�
ской фазе и межфазное натяжение, авторы соот�
несли степень такого воздействия с межфазным
натяжением на разделе фаз водная система/рас�
творитель и установили, что активность PLD за�
висит от плотности упаковки фосфатидилхоли�
новых агрегатов [22].

Возможно, указанные соображения примени�
мы и к полученным нами данным, но мы также

считаем немаловажным фактором и раствори�
мость субстрата в органическом растворителе. По
нашим наблюдениям, хлористый метилен, насы�
щенный водой, – хороший растворитель для
сфингомиелинов, в том числе флуоресцентно�ме�
ченных. Установлено, что в системе, содержащей
детергент, например Triton X�100, PLD взаимодей�
ствует с субстратом, включенным в мицеллы, если
же вместо детергента применен органический рас�
творитель, субстрат в нем растворен [18]. В таком
случае растворимость последнего – значимый
фактор, влияющий на скорость ферментолиза,
что, возможно, и позволило нам добиться прием�
лемых выходов конечных соединений (IIIa–c).

В целом, мы полагаем, что модифицированный
нами и описанный здесь путь синтеза аналогов
С1Р представляет собой еще одну альтернативную
возможность получения такого рода зондов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Масс�спектры снимали на ESI�спектрометре
Agilent 6224 TOF LC/MS (США), а также на
ESI�времяпролетном спектрометре МХ�5311
(ИАП РАН, СПб, Россия). Электронные спектры
веществ регистрировали на спектрофотометре
СФ�256УВИ (ЛОМО Фотоника, СПб, Россия) в
этаноле; Спектры 1Н�ЯМР (δ, м.д. относительно
Me4Si, КССВ, Гц) записаны на спектрометре Bruk�
er AVANCE II (Германия) при 700 МГц в смеси
CDCl3–CD3OD, 3 : 1; спектры флуоресценции (в
этаноле) – на спектрофлуориметре Hitachi F�4000
(Япония), ширина щели на возбуждении и испус�
кании 3 нм.

Использовали DCC, DMSO (Merck, Германия),
диизопропилэтиламин (DIPEA) и фосфолипазу D
из S. chromofuscus (Sigma�Aldrich, США), остальные
реактивы производства Реахим (Россия). DIPEA
перегоняли над нингидрином, затем над порошко�
образным KOH; хлороформ и хлористый метилен –
над пятиокисью фосфора. Остальные растворите�
ли использовали после обычной очистки. Для ко�
лоночной хроматографии применяли силикагель
Kieselgel 60 (Merck, Германия), для ТСХ – пла�
стинки с флуоресцентным индикатором – Kiesel�
gel 60 F254 и без индикатора – Kieselgel 60 (Merck).
Обнаружение при ТСХ: фосфорномолибденовой
кислотой, нингидрином и УФ�облучением.

15�(4,4�Дифтор�1,3,5,7�тетраметил�4�бора�3а,
4а�диаза�s�индацен�8�ил)пентадекановая кисло�
та [23], сфингозин�1�фосфохолин (I) [24], N�[12�
(9�антрил)�11E�додеценоил]сфингозин�1�фосфо�
холин (IIa) [19] и N�[7�(4,4�дифтор�1,3,5,7�тетра�
метил�4�бора�3a,4a�диаза�s�индацен�8�ил)гепта�
ноил]�D�эритро�сфингозин�1�фосфохолин (IIb)
[20], были синтезированы, как описано. Упарива�
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ние в вакууме проводили при 8–12 мм рт. ст. и
температуре <40°С.

N<[15<(4,4<Дифтор<1,3,5,7<тетраметил<4<бора<
3a, 4a <диаза<s<индацен<8<ил)пентадеканоил]<D<
эритро<сфингозин<1<фосфохолин (IIc). Раствор
16 мг (33 мкмоль) 15�(Me4�BODIPY)пентадека�
новой кислоты и 12 мкл (68 мкмоль) DIPEA в 1 мл
сухого CH2Cl2 прибавляли к раствору 15 мг
(31 мкмоль) сфингозин�1�фосфохолина (I) в 0.5 мл
сухого DMSO, затем 30 мкл 50% раствора DCC
(~70 мкмоль) в хлороформе и перемешивали 12 ч.
Из смеси хроматографией в градиентной системе
хлороформ против метанола с 5% 7 М NH4OH
(10 → 25%) выделяли 23 мг (76%) сфингомиелина
(IIc) в виде темно�оранжевой смолы, Rf 0.48 в си�
стеме хлороформ–метанол−7 М NH4OH, 65 : 35 : 8.
УФ/видимый, λmax, нм (ε, М–1см–1): 495 (7.8 ×
× 104). MS, m/z: вычислено для C51H91 F2N4O6P [M +
+ H]+ 935.6737, найдено 935.672. 1Н�ЯМР: 6.06
(2 Н, с, ar), 5.68 (1 Н, дт, J1 14.8, J2 7.2, =CHCH2),
5.42 (1 H, дт, J1 14.8, J2 6.6, CH(OH)CH=), 3.59
(2 Н м, CH2N), 3.20 (9H, c, NMe3), 2.95 (2 H, т,
J 7.7, arСН2), 2.47 и 2.42 (12 H, два с, arCH3), 2.15
(2 H, т, J 7.4, СН2СО), 1.99 (2 H, м, =CHCH2), 1.62
(2 Н, м, COCH2CH2), 1.30–1.20 (40 H, уш. м,
СН2), 0.86 (3Н, т, J 7.0, СH2СН3). Флуоресценция:
λex 496 нм (λem 420 нм), λem 504 нм (λex 480 нм).

Ферментолиз сфингомиелин → церамид<1<фос<
фат (общая методика). Фирменный препарат PLD
из S. chromofuscus (раствор в смеси глицерин/во�
да, 53435 ед. акт./мл) разбавляли бидистиллатом
до концентрации ~500 ед. акт./мл. Исходный
сфингомиелин (II) (10–12 мг, 10–15 мкмоль) до�
бавляли к среде, составленной из 2 мл хлористого
метилена, 1.5 мл 50 мМ Na�боратного буфера,
рН 8.0, содержащего 0.02% NaN3, 1.5 мл биди�
стиллата и 40 мкл 0.1 M CaCl2, смесь обрабатыва�
ли 1–2 мин на маломощной ультразвуковой бане.
Затем к смеси добавляли 40 мкл раствора PLD
(~20 ед. акт.), свободный объем в колбе заполня�
ли аргоном, колбу закрывали и интенсивно пере�
мешивали при 32°С, через каждые 30 мин анали�
зируя ход ферментолиза в системе хлороформ–
метанол–7 М NH4OH, 65 : 35 : 8 (SM: Rf ~0.5; C1P:
Rf ~0.2). Когда содержание исходного SM стано�
вилось незначительным (обычно 2–4 ч), добавля�
ли 0.5 мл AcOH, смесь выпаривали в вакууме и
высушивали при ~20 Па. Остаток экстрагировали
смесью хлороформ–метанол, 2 : 1 (3 × 15 мл), от�
деляя осадок центрифугированием. Экстракт не�
медленно фильтровали через кизельгур и выпари�
вали. Аналог C1P (III) из остатка выделяли после�
довательными хроматографией на силикагеле (1 г,
колонка 5 × 100 мм) в ступенчатом градиенте хло�
роформ–метанол–7 М NH4OH, 90 : 10 : 0.5 →
→ 70 : 27 : 3, и гель�фильтрацией на сефадексе

LH�20 (колонка 10 × 330 мм) в системе хлоро�
форм–метанол, 1 : 1.

N<[12<(9<Антрил)<11E<додеценоил]сфингозин<
1<фосфат (IIIa). Желтоватый воск, Rf 0.25, УФ,
λmax, нм (ε, М–1см–1): 255 (1.2 × 105), 349 (5900),
367 (7800) и 385 (7000). MS, m/z: вычислено для
C44H67NO6P [M + H]+ 736.4706, найдено 736.4712.
1Н�ЯМР: 8.35 (1 Н, с, ar Н10), 8.27–8.31 (2 Н, м,
ar), 8.13 (2H, м, ar), 7.96 (2 Н, м, ar), 7.41 (2 Н, м,
ar), 6.92 (1 Н, д, J 11.3, arCH=CH), 6.20 (1 Н, дд, J1

11.3, J2 7.3, arCH=CH), 5.65 и 5.41 (2 H, два м,
CH=CH), 4.11 (1H, м, СНOH), 3.85 (1 Н, м,
CHNH), 2.28 (2 H, т, J 7.3, СН2СО), 2.25 (2 H, дт,
J1 7.3, J2 6.9, arCH=CHCH2), 2.09 (2H, т, J 7.2,
СН2СО) 1.96 (2 H, м, =CHCH2) 1.62 (2 Н, м,
СН2СН2СО), 1.33–1.15 (34 H, уш. м, СН2), 0.84
(3 Н, т, J 6.5, СН3). Флуоресценция: λex 256, 350,
368 и 387 нм (λem 430 нм), λem 420 нм (λex 370 нм).

N<[7<(4,4<Дифтор<1,3,5,7<тетраметил<4<бора<
3a,4a<диаза<s<индацен<8<ил)гептаноил]<D<эритро<
сфингозин<1<фосфат (IIIb). Красный воск, Rf 0.22.
УФ/видимый, λmax, нм (ε, М–1см–1): 495 (7.8 × 104).
MS, m/z: вычислено для C38H63BFN3O6P [M – F]+

718.4532, найдено 718.4525. 1Н�ЯМР: 6.04 (2 Н, с,
ar), 5.68 (1 Н, дт, J1 13.5, J2 6.5 =CHCH2), 5.42 (1 H,
дд, J1 13.5, J2 6.2, CH(OH)CH=), 2.93 (2 H, т, J 7.8,
arСН2), 2.46 и 2.39 (12 H, два с, arCH3), 2.15 (2 H,
т, J 7.3, СН2СО) 1.97 (2 H, м, =CHCH2), 1.60 (2 Н,
м, COCH2CH2), 1.28–1.17 (24 H, уш. м, СН2), 0.85
(3 Н, т, J 7.1, СН3). Флуоресценция: λex 496 нм
(λem 420 нм), λem 503 нм (λex 480 нм).

N<[15<(4,4<Дифтор<1,3,5,7<тетраметил<4<бора<
3a,4a<диаза<s<индацен<8<ил)пентадеканоил]<D<эрит�
ро<сфингозин<1<фосфат (IIIc). Красный воск,
Rf 0.24. УФ/видимый, λmax, нм (ε, М–1см–1): 495
(7.7 × 104). MS, m/z: вычислено для C46H79BFN3O6P
[M–F]+ 830.5784, найдено 830.5804. 1Н�ЯМР: 6.01
(2 Н, с, ar), 5.67 (1 Н, дт, J1 13.9, J2 6.6 =CHCH2),
5.43 (1 H, дд, J1 13.9, J2 6.6, CH(OH)CH=), 2.89
(2 H, м, arСН2), 2.45 и 2.36 (12 H, два с, arCH3),
2.13 (2 H, т, J 7.4, СН2CO), 1.98 (2 H, м, =CHCH2),
1.58 (2 Н, м, COCH2CH2), 1.30–1.19 (40 H, уш. м,
СН2), 0.85 (3 Н, т, J 7.3, СН3). Флуоресценция:
λex 496 нм (λem 420 нм), λem 505 нм (λex 480 нм).
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An Expedient Synthesis of Fluorescent Labeled Ceramide<1<phosphate analogues

I. A. Boldyreva, R. E. Brownb, and J. G. Molotkovskya, #
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a Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry of the Russian Academy of Sciences,
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A synthesis for fluorescent analogs of ceramide�1�phosphate bearing 9�anthrylvinyl or 4,4�difluoro�3a,4a�
diaza�s�indacene�8�yl (Me4�BODIPY) fluorophore at ω�position of fatty acid residue was carried out. The
key stage of the synthesis is hydrolysis of corresponding sphingomyelins catalyzed by phospholipase D from
Streptomyces chromofuscus; the enzymatic yield has been raised to 50–70% by appliance of organic solvent in
the incubation medium.

Keywords: fluorescent lipid probes, ceramide414phosphate, BODIPY, anthrylvinyl, synthesis, phospholipase D




