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Abstrakt

Acylceramidy, podskupina ceramidov s ultradlhymi retazcami su esencidlnou zlozkou
extracelularnej lipidovej matrix v najvrchnejSej vrstve koze, stratum corneum. Maja
nezastupitelnu funkciu v preziti cicavcov na susi. HlbSie pochopenie ich funkcie vo
fyziologii a patofyziologii koze aich terapeutického pouzitia je obmedzené ich

limitovanou dostupnost’ou.

Analyza povrchovych lipidov osla (E. asinus) ukazala, ze v tychto lipidoch sa nachadza
az 56 % nerozvetvenych m-laktonov (equolidov), z ktorych 51,2 % tvori nenasyteny
dotriakontanolid a 41,3 % nenasyteny triakontanolid. Tieto laktony sa svojou dizkou
retazca zhoduju s najbeznejSou dizkou acylového retazca acylceramidov (30 a 32

atomov uhlika) a mohli by teda n3jst’ uplatnenie pri ich totalnej syntéze.

Cielom tejto prace bolo izolovat’ nenasyteny o-lakton s 32 uhlikovym skeletom
(dotriakontanolid) zo zmesi povrchovych lipidov osla, nasledne ho hydrogenovat a
previest na vhodny prekurzor (sukcinimidyl ester) a najst’ tak ¢o najjednoduchsiu

synteticku cestu jeho premeny na acylceramidy.

Vyskusali sme mnoho syntetickych ciest. Od priamej aminolyzy laktonu, cez reakciu s N-
hydroxysukcinimidom v r6znych reakénych podmienkach po otvorenie laktonu na
draselni sol’ m-hydroxykyseliny, nasledované reakciou s disukcinimidyl karbonatom.
Avsak vsetky reakéné cesty st komplikované nizkou rozpustnostou tychto zlucenin
a vel'mi nizkou reaktivitou. Najschodnejsia sa javi cesta otvorenia laktonu na metylester
o-hydroxykyseliny, nasledné¢ chranenie ®-hydroxy skupiny, hydrolyza metylesteru
a aktivacia na N-sukcinimidyl ester, ¢o je prekurzor, ktory je mozné priamo vyuZit' pre

syntézu acylceramidov.



Abstract

Acylceramides, subgroup of ceramides with ultralong chains, are essential component of
extracellular lipid matrix in the uppermost skin layer, stratum corneum. They have crucial
role in mammalian survival on dry land. Deeper understanding of their function in
physiology of pathophysiology of the skin and their therapeutic potential are hampered
by their limited availability.

Analysis of the skin surface lipids of the ass (E. asinus) has shown, that these lipids
contain up to 56% of unbranched w-lactones (equolides), from which 51.2% is mono-
unsaturated dotriacontanolide and 41.3% is mono-unsaturated triacontanolide. Carbon
chain length of these lactones match the most common length of carbon chain in
acylceramides (30 and 32 carbon atoms) therefore they could be used in their total

synthesis.

Aim of this thesis was to isolate mono-unsaturated m-lactone with 32 carbon chain
(dotriacontanolide) from the mixture of donkey skin surface lipids, followed by
hydrogenation and transformation to the suitable precursor (succinmidyl ester) in order

to find the easiest synthetic path in its conversion to acylceramides.

We have tried many synthetic pathways. From direct aminolysis of lactone, through
reaction with N-hydroxysuccinimide in various reaction conditions to opening of the
lactone to the potassium salt of ®-hydroxyacid, followed by reaction with dissucinimidyl
carbonate. However, all synthetic pathways are complicated by low solubility of these
compounds and their very low reactivity. Opening of the lactone to the methylester of ®-
hydroxyacid, followed by protection of w-hydroxy group, methylester hydrolysis and
activation to the N-succinimidyl ester, which is precursor that can be directly used in

acylceramide synthesis seems as the most suitable pathway.



1. Uvod a ciel prace

Kozné bariéra umiestnend v stratum corneum je nevyhnutna pre zivot na susi. Tvoria ju
korneocyty (ploché, odumreté bunky), ktoré sit obklopené lipidovym matrixom. MenSie
poruchy v zloZeni lipidového matrixu koznej bariéry sa prejavujii ochoreniami ako
atopickad dermatitida ¢i psoridza. Pri akychkol'vek vacSich poruchach umieraju jedinci

skoro po narodeni kvoli obrovskym stratdm vody cez kozu.

Nezastupitelnou zlozkou koznej bariéry su acylceramidy (podskupina ceramidov
s ultradlhymi ret’azcami), ktoré sa okrem iného pomocou svojej w-hydroxylovej skupiny
viazu na povrch korneocytov a vytvaraja prvua vrstvu lipidov v medzibunkovom priestore
stratum corneum, ¢o v podstate slizi ako matica pre usporiadanie d’alSich vrstiev lipidov.
Nanestastie je ich vyskum obmedzeny ich dostupnostou. Acylceramidy nie st komeréne
dostupné a ich totalna syntéza pozostava z mnohych krokov s pomerne nizkym celkovym

vytazkom. Ich izolacia z koze je taktiez narocna.

Analyza povrchovych lipidov osla (E. asinus) ukazala, ze obsahuji nenasytené,
nerozvetvené laktony o dizke 30 a32 uhlikov, ¢o svojou dizkou odpoveda dizke
acylového ret'azca acylceramidov, a vyuZitie tychto laktonov by mohlo vyrazne skratit’

totalnu syntézu acylceramidov.

Ciel'om tejto prace bolo vytvorit’ jednoduchu a spolahliva synteticka cestu, vedicu od
rozne dlhych laktonov (C 15 a C 30 — 32), cez vhodny prekurzor az k acylceramidom.
Hlavnym ciel'om tejto prace potom bolo izolovat’ nenasyteny w-lakton s 32 uhlikovym
skeletom (dotriakontanolid) zo zmesi povrchovych lipidov osla, jeho nasledna
hydrogenacia a prevedenie na vhodny prekurzor (sukcinimidyl ester), ktory by néasledne

poskytol pozadovany acylceramid.



2. Teoreticka Cast’

Koza (lat. cutis) je najvacsi organ l'udského tela, tvoriaci jeho povrch a tym aj bariéru
organizmu voci fyzikalnym, chemickym a mikrobiologickym vplyvom okolia. Jednou
z funkcii koze je prevencia straty vody z organizmu, ktora je nevyhnutna pre prezitie
cicavcov na stsi. Koza dospelého ¢loveka dosahuje povrch takmer 2 m?, je hrubd od 0,5

do 4 mm a vazi priblizne 3 kg [1].
2.1. Stavba koZe

Koza sa sklada z dvoch hlavnych vrstiev; pokozka (epidermis) a zamsa (corium, dermis).

Epidermis je povrchova vrstva koze ektodermalneho pdvodu, ¢o sa stavby tyka, je to
vrstevnaty dlazdicovy epitel. Zakladnymi bunkami su keratinocyty, ktoré st dopliiané
d’al§imi bunkami (symbiotickymi); melanocyty, Langerhansove bunky a Merkelove

bunky [1]. Epidermis je tvorena niekol’kymi vrstvami buniek (Obr. 1):

= Stratum basale (cylindricum) — zarodo¢na vrstva buniek pri bazalnej membrane,
v ktorej ako jedinej prebieha bunkové delenie a vznik novych buniek

=  Stratum spinosum — nadvizuje na stratum basale, bunky v nej sa smerom
k povrchu splostuji v 2 — 5 vrstvach. Na kolmom reze je tvar buniek kopijovity
alebo polyedricky.

=  Stratum granulosum — obsahuje 1 — 3 vrstvy buniek, v ktorych sa zacinaji
vytvarat' zrnd keratohyalinu (prekurzor keratinu), bunky postupuji k povrchu,
diferencuju sa a podliehaju bunkovej smrti.

»  Stratum lucidum — obsahuje bezjadrové bunky obsahujice eleidin (d’al$i
prekurzor keratinu), je to tenkd vrstva napadna najméd v hrubej kozi (dlane,
chodidla).

= Stratum corneum — najvrchnej$ia vrstva epidermis, tvorend Uplne zrohovatenymi
bunkami (korneocyty), ktoré sa zpovrchu postupne odlupuja (stratum

disjunctum)
Pod epidermis sa nachadza zamsa, t4 je tvorena dvomi vrstvami buniek:

= Stratum papillare — obsahuje vac¢sie mnozstvo vazivovych buniek a je pretkana

sietou kapilar



=  Stratum reticulare — hlbsia vrstva, obsahuje husté zvizky kolagénovych vlakien,

je zodpoveda za taznost’ koze.

Pod zamSou sa nachadza podkozné vézivo (tela subcutanea).

— — = Dead cellsfilled

with keratin

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum TR I DA e o A R
SEC S e S IS S = Lamellar granules

Stratum spinosum Keratinocyte

Stratum basale
Merkel cell

Melanocyte

Sensory neuron

Dermis

Obr. 1 Prierez l'udskou kozou, jednotlivé vrstvy epidermis

Zdroj: https://www.anatomylibrary.us/anatomy-of-epidermis/anatomy-of-epidermis-layers-of-the-skin-
anatomy-and-physiology/

2.2. Stratum corneum

Stratum corneum (SC) je najvrchnejsia vrstva koze zlozend z korneocytov tvoriacich
priemerne 15-25 vrstiev (na chodidle az 100) [1]. V extracelularnych priestoroch SC sa
nachddza hlavnid permeabilna bariéra koze, kde extracelularne lipidové membrany
zabranuju prestupu vody zorganizmu do vonkajSieho prostredia a zaroven brania
prieniku cudzorodych latok z vonkajSieho prostredia do organizmu (tato bariéra teda
funguje v oboch smeroch — ,.from inside out* a ,.from outside in*) [2]. Jedna sa o vysoko
usporiadany systém lamelarnych membran, ktorého usporiadanie si moZzno zjednodusene
predstavit’ ako ,,bricks and mortar* ¢o po prelozeni z angli¢tiny znamena ,,tehly a malta®.
Korneocyty su v tomto pripade tehlami a malta je tvorend extracelularnymi lipidmi (Obr.
2) [3, 4]. Lipidy tvoriace tieto membrany st zlozené z ekvimolarnej zmesi ceramidov,
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volnych mastnych kyselin a cholesterolu s minoritnou primesou derivatov cholesterolu,
z ¢oho ceramidy predstavuji hmotnostne priblizne 50 % [5, 6]. Tento pomer je
nevyhnutny pre spravnu funkciu koznej bariéry. Velké vykyvy v zlozeni lipidovej matrix,
pripadne nedostatok niektorej kI'icovej zlozky, vedi k dramatickym stratdam vody cez
kozu akimrtiu kratko po poérode. MenSie naruSenie zlozenia lipidovej matrix
pozorujeme pri ochoreniach ako je psoridza, lamelarna ichtidza, atopicka dermatitida ci

Sjogren-Larssenov syndrom [4, 6, 7].

Obr. 2 Schéma stratum corneum. A — lipidovy matrix, B — korneocyt

Zdroj: https://www.clfoundation.org/sites/default/files/events/Skincare Jennings Partl.pdf

2.3. Ceramidy

Ceramidy (Cer) su bioaktivne membranoveé lipidy, ktoré sliZia ako regulatory bunkovych
procesov (bunkovy rast, metabolizmus, diferenciacia a bunkova smrt’) [8], ako stavebné

kamene membran a v neposlednom rade su sticast’ou koznej bariéry [9].

Chemicky su Cer zloZené zo sfingoidnej bazy, na ktorej amino skupinu je naviazany acyl
dlhej mastnej kyseliny. Sfingoidna baza je aminoalkohol s dlhym retazcom, zvycajne
s dizkou 18 uhlikov (18 C) . Doteraz bolo objavenych 5 réznych sfingoidnych baz:
sfingozin — S, fytosfingozin — P, 6-hydroxysfingozin — H, dihydrosfingozin — dS a nie
prili§ dobre charakterizovana, Styrikrat hydroxylovand sfingoidna baza - T, boli vSak
popisané aj sfingoidné bazy s retazcom s 12 — 28 C [10]. Retazec mastnej kyseliny ma
dizku od 16 do 36 C a je spravidla nasyteny, bez hydroxy skupiny (N), a-hydroxylovany
(A) alebo w-hydroxylovany (O). w-hydroxy skupina acylu méze byt esterifikovana

d’alSou mastnou kyselinou (E) alebo kovalentne viazana na membranové proteiny

10



korneocytov (P), ¢im tieto Cer tvoria lipidovy obal korneocytov, takzvan korneocytalnu

lipidovu obalku [6, 10].

Nazvoslovie Cer, navrhnuté v roku 1993 a nasledne niekolkokrat upravené [10-12],
pozostava z 2 — 3 pismen [13]. Prvé pismeno vyjadruje, ¢i je kyselina esterifikovana (E,
P alebo nemusi byt pritomné), d’alSie oznacuje typ kyseliny (N, A alebo O) a posledné
oznacuje sfingoidni bazu (S, P, H, dS alebo T). Tym padom napriklad Cer AH bude
pozostavat’ z a-hydroxykyseliny viazanej na 6-hydroxysfingozin, Cer POS bude zlozeny
z o-hydroxykyseliny viazanej svojou w-hydroxy skupinou na protein a zo sfingozinu.
Vdaka variabilite sfingoidnej bazy, mastnej kyseliny a dizky jednotlivych retazcov bolo
celkovo popisanych viac nez 400 roznych Cer [10]. Z tohto dovodu mozno nézvoslovie
viac Specifikovat: oznacenie Cer AH24 ndm okrem toho, Ze pozostiva za-
hydroxykyseliny a 6-hydroxysfingozinu, udava tiez, ze dizka acylu mastnej kyseliny je
24 C (u sfingoidnej bazy sa predpokladd 18 C). Najpresnejsou formou nazvoslovia je
vyjadrenie ~ kompletnej substiticie ~ adizky  refazcov:  napriklad  Cer
EOS(d18:1/h32:0/18:2) nam udava, Ze sfingoidnou bazou bude 18 C retazec s dvomi
hydroxylovymi skupinami a jednou dvojitou védzbou (sfingozin) [10], acyl je ®-
hydroxylovana kyselina s 32 C a na fiu bude esterovou vizbou viazana 18 C kyselina

s dvomi nasobnymi védzbami (kyselina linolova) [9].
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2.3.1. Acylceramidy

Ako acylceramidy (acylCer), alebo Cer triedy EO, su oznacované Cer zlozené zo
sfingoindnej bazy (S, dS, P, H) aultradlhej, nasytenej, w-hydroxylovanej mastnej
kyseliny. V acylCer ma mastna kyselina az 38 C, najcastejSie 30, 32 a 34 C [4]. Mastna
kyselina je v omega polohe esterifikovana, u ¢loveka to je v 95 % pripadov kyselina
linolova. U inych druhov zvierat podiel linolovej kyseliny klesd (prasa — 75 az 77 %,
potkany — 45 %). Pri nedostatku esencidlnych mastnych kyselin u ¢loveka je kyselina
linolova nahradzovana kyselinou olejovou alebo inymi neesencidlnymi kyselinami, ¢o
vedie k abnormdlnym lameldrnym membranam a poruchdm v koznej bariére. Toto
indikuje, ze acylCer obsahujtce kyselinu linolovi, st nevyhnutné pre spravne fungovanie

koznej bariéry u ¢loveka [2, 14].

OH OH
OH Cer EOP Cer EOdS Cer EOH

HO/Y\/\/\/\/\/\/\/\

Cer EOS
Obr. 4 Molekula acylCer typu EOS, v raiméeku s uvedené Struktary d’alSich sfingoidnych baz, ktoré sa
vyskytuju v acylCer.
AcylCer su nevyhnutné pre spravnu funkciu koznej bariéry a pre prezitie na susi. Poruchy
v biosyntéze acylCer st nezlucitelné so zivotom a jedince umieraji kratko po narodeni

kvoli obrovskym stratam vody cez kozu [7].

Poruchy v zloZeni bariérovych lipidov boli popisané pri niektorych koznych ochoreniach.
Tab. 1 uvadza prehl'ad koZznych ochoreni, pri ktorych boli popisané narusené (zniZené)

hladiny acylCer [4, 13, 15, 16].
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Ochorenie Zmena hladiny acylcer

Lameléarna ichtydza CER [EOS] |
Psoridza CER [EOP] |
Nethertonov syndrom CER [EOS], [EOP], [EOH], [EOdS] |
Atopicka dermatitida CER [EOS], [EOP], [EOH], [EOdS] |

Chanarinov-Dorfmanov syndrém | Acyl-CER |

Tab. 1 Kozné ochorenia a hladiny acylCer, ktoré st pri nich znizené.
DoékladnejSiemu preskimaniu funkcie acylCer vo fyziologii a patofyziologii koznej
bariéry a ich moZného terapeutického vyuZitia brani hlavne ich nedostupnost’. AcylCer
nie st komercne dostupné, ich izolacia zo stratum corneum je narocna a syntéza je

mnohokrokova s nizkym celkovym vytazkom [17, 18].
2.3.2. Biosyntéza acylceramidov

Biosyntéza sfingoidnej bazy je zhodna pre Cer aj acylCer a zacina zo serinu a palmitoyl
koenzymu A (palmitoylCoA), ktoré su kondenzované na 3-ketodihydrosfingozin
(KDHSf) pomocou enzymu serin palmitoyltransferazy. Keto skupina KDHSf je nasledne
redukovana 3-ketodihydrosfingozin reduktdzou na hydroxy skupinu, produktom tejto
reakcie je dihydrosfingozin [19]. K obmene sfingoidnej bazy (na sfingozin, fytosfingozin
a 6-hydroxysfingozin) dochddza az po naviazani acylu kyseliny na molekulu
dihydrosfingozinu pomocou enzymov zo skupiny desaturdz (dihydroceramid A4-
desaturdza - DES). DESI1 je zodpovedna za premenu dihydrosfingozinu na sfingozin,
DES2 je zodpovednd za premenu dihydrosfingozinu na fytosfingozin [19]. Enzym
zodpovedny za premenu dihydrosfingozinu na 6-hydroxysfingozin zatial’ nebol najdeny

[10].

Mastné kyseliny do dizky 16 C (kyselina palmitovd) s syntetizované komplexom
syntazy mastnych kyselin. Syntéza zacina z kratkeho ret'azca (napriklad acetyl) ktory je
predlzeny 02 C pochadzajuce z malonyl-CoA aredukovany vyuzitim NADPH.
Cyklickym opakovanim tohto cyklu dosahuje retazec dizku spominanych 16 C [2, 20].
Za predlzovanie retazca nad tuto dizku st zodpovedné enzymy zrodiny elongaz,
konkrétne ELOVL 1-7 (ndzov enzymov je odvodeny od ich funkcie — Elongation of very
long chain fatty acid) [10, 20]. Kazda z elongéaz je $pecificka voéi inej dizke uhlikového

retazca, pre syntézu acylCer je dolezita ELOVLA4, ktord je nutnd k syntéze retazcov

14



dlhsich ako 28 C [2, 21]. Nasledne je retazec kyseliny w-hydroxylovany, za ¢o je
zodpovedny CYP4F22 [22].

K syntéze kompletného acylCer ostavaju dva kroky. Spojenie dihydrosfingozinu s dlhym
retazcom kyseliny v podobe CoA a w-esterifikdcia mastnej kyseliny. Na acylacii
dihydrosfingozinu acylom mastnej kyseliny sa podielaju ceramid syntazy (CerS).
Existuje 6 podtypov (CerS1-CerS6), z ktorych je pre syntézu ultradlhych Cer (C>26)
potrebna CerS3 [23]. Za esterifikaciu v o-polohe je zodpovednad w-acyltransferaza, o je

posledna reakcia tejto biosyntetickej drahy [24, 25].
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Obr. 5 Prehl'ad biosyntetickej drahy veducej k syntéze acylCer
2.4. Povrchove lipidy Equidae

Equidae (konovité) je taxonomickd ¢el'ad’ koni a im pribuznych zvierat vratane oslov,
zebier a mnohych dalSich druhov zndmych len z fosilii. Na povrchu ich koze sa
nachadzaja lipidy, ktoré mozno ziskat' zo Zivych zvierat poliatim neporusenej koze
acetobnom [26]. Zmes takto ziskanych lipidov pozostava hlavne z cholesterolu, esterov

cholesterolu a w-laktonov (Tab. 2). Oddelenie w-laktonov od zvysku lipidov je mozné
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chromatograficky na tenkej vrstve v mobilnej faize Hexdn:Benzén (1:1), tymto sa oddeli
cholesterol od esterov cholesterolu a laktonov. Oddelenie esterov cholesterolu od
laktonov je mozné d’alSou chromatografiou na tenkej vrstve vyvolanim dvakrat po sebe

v tetrachlorometane ako mobilnej faze [27].

Druh Cholesterol cho?Z;fgolu lak?(')ny
E. caballus 14 38 47
E. przewalskii 3 44 52
E. asinus 10 24 26
E. onager 2 29 i
E. grevyi 3 35 2l

Tab. 2 ZlozZenie povrchovych lipidov koze vybranych zvierat z ¢el'ade konovitych podl'a analytickej
tenkovrstvovej chromatografie. E. caballus — kon, E. przewalskii - kon Przewalského, E. asinus — osol, E.
onager — osol azijsky, E. grevyi — zebra. Uvedené hodnoty predstavujii hmotnostné percenta z celkového

mnozstva izolovanych lipidov.

Zlozenie laktonovej frakcie sa 1iSi medzi jednotlivymi druhmi (Tab. 3). Vetvené laktony
sa prevazne vyskytuju u kona, osol a zebra produkuju prevazne laktony s nerozvetvenym
retazcom. Co sa dizky tyka, najfrekventovanejsie st laktony s dizkou retazca 30, 32
a 34 C. Tym, ze sa vyskytuji prave u tejto cel'ade dostali tieto laktony nédzov equolidy

[27].

Dizka retazca: 30 321 32 341 34 361
7.8 4.7
E. caballus >
u 16.4 47.3 9.4
. S 1.7
E. przewalskii
u 23.4 5.8 32.5 1.8 2.1
) s 2.1
E. asinus
u 41.3 51.2 4.1
S 13.9 16.2 4.4 2.5
E. onager
u 6.9 31.6 5.1
z ) 20.9 7.4
L ETent u| 54 437 142

Tab. 3 Jednotlivé dizky laktonov v ramci Eel'ade konovitych podl'a plynovej chromatografie. s — nasytené
laktony, u — nenasytené laktony, i — vetvenie na -1 uhliku pred hydroxy skupinou.

V povrchovych lipidoch produkovanych oslom (donkey sebum, DS) sa nachadza 56 %
laktonov. Z nich tvori nenasyteny dotriakontanolid 51,2 % a triakontanolid 41,3 % (Obr.

6). Ret'azec oboch lakténov je nerozvetveny, o je vhodné, pretoze ich otvorenim na -
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hydroxykyselinu dlha 30 alebo 32 C ziskavame skelet, ktory je cast'ou acylCer (konkrétne

ret’azec ultra-dlhej mastnej kyseliny).
C32 C30

Obr. 6 Struktiry lakténov obsiahnutych v povrchovych lipidoch osla (E. asinus)
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3. Vysledky a diskusia

Prvym krokom planovanej pripravy acylCer z laktonov DS bolo spracovanie vzorky DS
(1 g), ktoré nam laskavo poskytol prof. P. Wertz (University of lowa, USA). Z literatary
je zrejmé, ze tato vzorka bude obsahovat’ laktony, cholesterol a jeho derivaty, ktoré je
nutné od seba oddelit’. Aby bolo mozné vo vzorke lepsie urcit’ laktonovua frakciu, bol

najprv pripraveny Standard ultradlhého laktonu, dotriakontanolid.

/©/SO3H
0 o o
HO%OH Tol, 100°C, 19 hod

48 %

29

Schéma. 1 Zatvaranie o-kyseliny na lakton

V literatare [28] je takéto uzatvaranie laktonového kruhu popisané s pouzitim kyseliny
benzénsulfonovej v benzéne. Vytazky boli popisané na 76 % pre tvorbu 18 C laktonu
a6l % pre tvorbu 23 C Ilaktonu. V naSom pripade sme vychadzali z32-
hydroxydotriakontanovej kyseliny, ktora bola pripravend v ramci iného projektu [17], a
s pouzitim p-toluénsulféonovej kyseliny v toluéne sme dosiahli vytazok 48 % pre 32 C

lakton, ¢o povazujeme za uspokojivy vysledok.

DS bolo &istené stipcovou chromatografiou. Bola pouzita gradientové eltcia, najprv
zmesou Hexan:Toluén (5:1). Po izolacii prvej frakcie (pravdepodobne estery
cholesterolu) [29] sme zrychlili mobilna fazu na Hexdn:Toluén (3:1) az (2:1). Po izol4acii
laktonovej frakcie (TLC porovnanie s pripravenym Standardom) bola mobilnd faza
zmenend na Hexan:Etylacetat:Kyselina Octova (70:30:1). Po zmene mobilnej fazy sa
nam podarilo izolovat’ d’al§iu frakciu obsahujucu laktony. Po ukonéeni chromatografie
bol silikagél vysuSeny a extrahovany dietyléterom. V éterovej frakcii sa uz Ziadne d’alSie
laktony nenachadzali. Celkovo sa z DS podarilo izolovat’ 47 mg laktonov. Ak budeme
predpokladat, Ze zloZenie DS je identické ako to analyzované v Casti 2.4. pomocou
plynovej chromatografie, vytazok tejto izolacie je 42 %. Zmes 30 C a 32 C laktonov
nebolo moZné rozdelit’ pomocou TLC na reverznej faze pouzitim réznych mobilnych faz
(Acetonitril:Chloroform — 1:1 a 2:3 a Acetonitril:Toluén — 2:1 a 1:1), vzdy bola n4jdena

len jedna skvrna. O ich rozdelenie sa preto pokusime az v zavere syntézy.
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Pd/C, H, O
N 0._0 , O
EtOAc, LT, overnight 29

Schéma. 2 Hydrogenacia nenasytené¢ho ultradlhého laktonu

Po izolovani nenasyteného laktonu z DS bola d’al§im krokom hydrogenacia nasobne;j
vazby, ktora sa nachadza v laktone. Hydrogenacia mononenasytenych laktonov podobnej
dizky (29 C, 31 C, 33 C) bola v literattre popisana s vytazkami okolo 90 % [30], nam sa
pri podobnych reakénych podmienkach podarilo ziskat’ vytazok len 57 % na 30/32 C
lakténe. Znizenie vytazku mohlo byt pravdepodobne spdsobené nedokonalym

vycistenim laktonu po jeho izolacii z DS.

0]

Ho/\w)sk”/m

6,6 %

Schéma. 3 Rozne reakcie uskutocnené s pentadekanolidom

V snahe naplnit’ ciele tejto prace, teda najst’ ¢o najjednoduchSiu cestu ako otvorit
dotriakontanolid na vhodny prekurzor, ktory moze byt’ vyuzity v syntéze acylCer [17, 18,

31, 32] (¢i uz priame otvorenie sfingoidnou bazou alebo dvojkrokovo s vyuzitim
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aktivovaného  N-sukcinimidyl esteru). Kvoli pomerne malému mnozstvu
dotriakontanolidu, ktorym sme disponovali, boli reakcie vykonané najprv na
pentadekanolide, ktory ma sice kratsi retazec, avsak je komercne dostupny. Ako prva
reakciu sme skusili nukleofilni substitiiciu pomocou N-hydroxysukcinimidu (NHS),
ktora v literatire nie je popisand, pripadne substiticiu s jeho konjugovanou bazou (2,5-

dioxopyrrolidin-1-olat), ktord vznikla pridanim bazy do reakénej zmesi.

Prvé reakéné podmienky boli nastavené tak, ze sme nechali reagovat NHS
s pentadekanolidom ako taveninu, do ktorej bol pridany NaOH. Po rozpusteni reakcnej
zmesi v MeOH sme nedetegovali produkt. Ked'ze po pridani NaOH reakéna zmes

sCernela, rozhodli sme sa, ze d’alSie reakcie budeme robit’ v pritomnosti rozpustadla.

Reakcia NHS s pentadekanolidom v pritomnosti katalytického mnozstva etoxidu
sodného (€o je obdoba reakcii popisanych v literattre [33, 34]) nebola uspeSna a produkt
nebol detegovany ani po 7 diloch. PouZili sme teda ekvivalentné mnozstvo etoxidu,

produkt vSak taktiez nebol ndjdeny.

Reakcia bola zopakovana s pouzitim bis(trimetylsilyl)Jamidu sodného (NaHMDS) ako
silnejSej bazy neZ je etoxid. Pri pridavani bazy pri laboratdrnej teplote reakéna zmes
zhnedla az s€ernela, preto bola reakcia zopakovana a pri pridavani bazy bola reak¢éna

zmes chladené na menej nez 0 °C. Produkt vSak nebol detegovany ani po 6 diioch.

Vyvodili sme z toho, Ze priame Stiepenie laktonu na N-sukcinimidyl ester nie je v nasich
podmienkach mozné. Bola preto skisend aminolyza pentadekanolidu. V pripade, Ze by
tato reakcia prebiehala s uspokojivym vytazkom, bolo by mozné pripravit’ prekurzor
acylCer jednokrokovou reakciou dotriakontanolidu s jednotlivymi chranenymi

sfingoidnymi bazami.

Aminolyza pentadekanolidu fytosfingozinom nebola na prvy pokus UspeSna ani po
72 hod. Pre d’alSie reakcie sme sa preto rozhodli pouZzivat’ oktadecylamin — ma podobné

chemické vlastnosti, velkost’ molekuly, je vSak podstatne lacnejsi.

Dal§im krokom bolo zvysenie nukleofility reagujuceho aminu, jeho premenou na amid.
Na toto bola vyuzitd reakcia s butyllitiom (BuLi) ako bazy. Vytazok tejto reakcie
s pentadekanolidom bol 7 %. Ked’Ze sme predpokladali, Ze reaktivita dotriakontanolidu
bude niz8ia nez pentadekanolidu, rozhodli sme sa nepokracovat’ d’alej v tejto ceste

a zamerat’ sa na iné reakcie.
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n=29 - ~100 % n=29- 0%

Schéma. 4 Aktivacia laktonov na sukcinimid-1-yl ester cez ich draselnu sol’

Bazickd hydrolyza pomocou KOH v etanole je v literatire popisand s takmer
kvantitativnym vytazkom [35]. Samotna o-hydroxykyselina je vel'mi zle rozpustnd, ¢o
ma vplyv na jej reaktivitu [17]. Predpokladali sme, Ze draselna sol’ bude rozpustnejsia
v zmesi rozpustadiel a tym padom aj reaktivnejSia pre d’alsi krok syntézy, ktorym je
prevedenie na N-sukcinimidyl ester. Bezne sa na tito reakciu pouziva zmes NHS
a karbodiimidu  (dicyklohexylkarbodiimidu alebo  N-(3-dimetylaminopropyl)-N'-
etylkarbodiimidu) [36-38], my sme vSak pouzili disukcinimidylkarbonat (DSC), pretoze
s nim mame na pracovisku dobré skusenosti. Na 15 C skelete prebichala tato reakcia po
optimalizacii s vytazkom 56 %, na 32 C skelete sa nam viak ani po prediZeni reakéného
casu nepodarilo izolovat produkt. Pokus o izolaciu a precistenie medziproduktu

(draselnej soli) dopadol tieZ neuspesne.

Dal3im krokom v syntéze bola priprava sukcinimid-1-yl-trifluoracetatu ako silnejsieho
aktiva¢ného ¢inidla nez je DSC, od ktorého sme ocakavali ziskanie produktu sukcinimid-
1-yl-32-hydroxydotriakontanoatu prostrednictvom syntézy cez draselnd sol -

hydroxykyseliny.

@)

oe
EDC (WSC) F3C)J\OH Fgc—/<
0-N

DCM, LT, overnight

0 0
N—OH
9 0 0
o
Fgc)J\O)J\CFS Fac—<
0-N
LT, 50 mi
min o

Schéma. 5 Syntéza sukcinimid-1-yl-trifludroacetatu — silnejSieho aktivacného c¢inidla
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Syntéza s pouzitim kyseliny trifludroctovej a WSC priniesla vel'mi maly vytazok, najma
kvoli metode Cistenia (pridanie THF k reakénej zmesi a nasledna krystalizacia pri -20°C),
preto sme pristipili na d’alSiu metddu, ktorej Cistenie spociva v odpareni nezreagovaného

anhydridu a kyseliny trifludoctovej na vakuovej odparke a hlbokom vakuu.

Syntéza sukcinimid-1-yl-trifluoracetatu rozpustenim NHS v anhydride kyseliny
trifluéroctovej prebieha podl'a literatury kvantitativne [39]. Pri zopakovani procedury, tak
ako bola popisana v ¢lanku, sme vSak dostali zmes produktu, nezreagovaného NHS,
anhydridu ako aj kyseliny trifluéroctovej. Reakcia bola zopakovana s va¢sim nadbytkom
anhydridu, po analyze produktu pomocou nuklearnej magnetickej rezonancie (NMR) sa
v lom vSak stale nachadzal nezreagovany NHS. Ked’Ze produktom tejto reakcie je vysoko
reaktivna molekula, neostdvalo mnoho moznosti ako tito latku vycistit’ tak aby sa pri
Cisteni nerozkladala. Kvoli nespokojnosti s priecbehom a vytazkom reakcie sme tuto

synteticku cestu d’alej nerozvijali.

imidazol, TBDMSCI

S i

~
Si.
o oH

DMF, DCM, LT az 50°C, 5 dni
O

HO%OH
DMAP, TBDMSCI, DIPEA j\ o

~
Si.
i o%OH

Schéma. 6 Chranenie w-hydroxylovej skupiny dotriakontanovej kyseliny

DMF, DCM, LT az 50°C, 5 dni

V zaujme zvySenia rozpustnosti (zvySenim lipofility) a tim padom aj reaktivity sme sa
pokusili ochranit ®-hydroxy skupinu dotriakontdnovej kyseliny pomocou ferc-
butyldimetylsilyl chloridu (TBDMSCI). Na kratSich o-hydroxy kyselinach (do 15 C)
prebieha tato reakcia s vytazkom 50 — 83 % [40, 41], ndm sa vSak ani po 5 diloch a po
zvySeni teploty nepodarilo detegovat’ ziadny produkt. Komplikaciou bola opit’ vel'mi

nizka rozpustnost’ a reaktivita 32-hydroxydotriakontdnovej kyseliny.
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Schéma. 7 Synteticka cesta cez metylester m-hydroxykyseliny, chranenie OH skupiny a nasledna
hydrolyza metylesteru a aktivacia na sukcinimid-1-yl ester

Pretoze Ziadna z jedno- az dvoj-krokovych syntéz neviedla k pozadovanému produktu
v prijatelnom vytazku, pristupili sme na otvorenie lakténu na metylester s pouzitim
metoxidu sodného v MeOH. S podobnymi molekulami su v literature popisane vytazky
az cez 90 % pri pouziti vysSej reakcnej teploty a dlhSieho reak¢éného Casu [42]. My sme
boli s vytazkom 81 % spokojni, vedeli by sme vSak ako postupovat’, keby bola ziaduca

optimalizécia syntézy.
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V ramci splnenia ciel'ov prace a teda v zdujme néjst’ Co najjednoduchsiu cestu premeny
laktonov na acylCer sme sa ako nasledujucu reakciu pokusili o aminolyzu metyl-15-
hydroxypentadekanodtu. ZmieSanim a rozpustenim metyl-15-hydroxypentadekanoatu
s oktadecylaminom v dimetylformamide (DMF) anaslednym zahrievanim reakcnej
zmesi na 130°C nebol ani po 5 dioch detegovany produkt. Reakciou metyl-15-
hydroxypentadekanoatu s oktadecylaminom v tavenine pri 150 °C po dobu 48 hod
anaslednym ¢&istenim pomocou stipcovej chromatografie bolo ziskané mnoZstvo
produktu, ktoré odpovedalo 50 % vytazku. Analyza NMR vSak ukézala, ze produktom je
zmes amidu a metylesteru priblizne v pomere 1:1, ktora sa za danych podmienok od seba

neda oddelit’.

Kedze samotnd dotriakontanové kyselina je nerozpustnd a nereaktivna, hydrolyza
metylesteru ako d’al$i reakény krok by nemala vyznam. Rozhodli sme sa preto pre
chranenie w-hydroxy skupiny, od ¢oho sme ocakdvali zvySenu rozpustnost’ a teda aj
reaktivitu na d’alSie kroky syntézy. Chranenie pomocou TBDMSCI prebieha (podla
literatiry) na metyl-12-hydroxydodekanoate v zavislosti na reakénych podmienkach

s vytazkom 82 — 88 % [43, 44], nam sa podarilo ziskat’ vytazok 71 % na 15 C skelete.

Naslednym krokom syntézy bola hydrolyza metylesteru. Hydrolyza lipofilnou bazou
v nepoldrnom prostredi (tetrabutylamonium hydroxid (TBAH) v CHCl3) neposkytla
ziadany produkt. Naopak pri hydrolyze v polarnom prostredi (NaOH v MeOH) bol
ziskany produkt s vytazkom 58 %. Literatira [45] uvadza vySSie vytazky s pouzitim
zmesi rozpustadiel (MeOH a THF) s vodnym roztokom hydroxidu sodného. Touto cestou

sa nam podarilo zvysit’ vytazok az na 70 %.

Nasledujiicim krokom tohto reakéného postupu bola aktivacia sililovanej kyseliny na N-
sukcinimidyl ester. Vyssi vytazok (30 %) bol ziskany reakciou s DSC. Reakéna zmes
bola vtomto pripade ¢istend stipcovou chromatografiou s pouzitim mobilnej fazy
Hexan:Chloroform  (1:10).  Aktivacia kyseliny pomocou NHS a N-(3-
dimetylaminopropyl)-N'-etylkarbodiimidu (EDC, WSC) poskytla nizsi vytazok (20 %),
ako mobilna faza pri stipcovej chromatografii viak bola pouzita zmes Hexéan:Etylacetét
(5:1) + 0,5 % kyseliny octovej. NMR spektrum druhej reakcie bolo ovela Cistejsie.
Zhrnutim tohto kroku je, Ze vhodnejsie ¢inidlo na aktivaciu je DSC a vhodnejSia mobilna
faza na stipcovii chromatografiu je zmes Hexan:Etylacetat (5:1) + 0,5 % kyseliny octovej.

Tato reakcia si vSak eSte ziada optimalizaciu.
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Zo vsetkych, zatial’ uskuto¢nenych syntéz sa ako najschodnejsia javi syntéza uvedena na
schéme €. 7, ktora pozostava z otvorenia laktonu na metylester o-hydroxykyseliny, jeho
nasledna sililacia, hydrolyza metylesteru a aktivicia na N-sukcinimidyl ester.
Nasledujacim krokom by bolo odchranenie hydroxy skupiny, esterifikacia s kyselinou
linolovou areakcia so sfingoidnou bazou, ktord by poskytla findlny acylceramid.

Nasledne je potrebné optimalizovat’ tento reakény postup na dotriakontanolide.
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4. Experimentalna cast’

4.1. Chemikalie, pristroje a pomdcky

Vychodiskové latky, cinidla, rozpustadld a d’alSie chemikalie a materidly boli
zaobstarané od zavedenych dodavatel'ov: Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Nemecko), Merck
(Darmstadt, Nemecko) a PENTA (Praha, Ceska republika). Vzorka povrchovych lipidov
osla (1 g) bola ziskand od prof. Philipa Wertza (University of Iowa, USA). 32-
hydroxydotriakontanova kyselina bola pripravend v rdmci iného projektu v pracovnej

skupine.

Na charakterizaciu latok pomocou NMR boli pouzité pristroje Varian Mercury-Vx BB
300 (NMR analyza; 'H pri 300 MHz a '*C pri 75 MHz), Varian VNMR S500 ("H pri
500 MHz a *C pri 125 MHz). Na tenkovrstvovii chromatografiu (TLC) boli pouzité TLC
dosky Silica gel 60 F254 (Merck, Darmstadt, Nemecko). Na vyhodnotenie (detekciu)
TLC dosiek boli pouzité 3 detekéné zmesi: 1) Ce(SOs)2, H3[P(M03010)4], H2SO4 a voda;
2) KMnOs, K>COs3;, NaOH a voda; 3) Ninhydrin, n-butanol a kyselina octova, vzdy

nasledované miernym az intenzivnym zahriatim.

NMR spektra boli vyhodnotené pomocou pocitacového programu MestReNova. Schémy

chemickych reakcii boli vytvorené pomocou programu ChemDraw Professional.
4.2. Spracovanie donkey sebum

Prva cast’ experimentalnej Casti pozostavala z izolacie nenasyteného triakontanolidu a

dotriakontanolidu z poskytnutej vzorky DS.

200 mg vzorku DS bolo ¢istenych gradientovou stipcovou chromatografiou. Najprv bola
pouzitd mobilnd fdza Hexan:Toluén (5:1), ktord bola zrychlena postupne na
Hexan:Toluén (3:1) az (2:1). Po izoléacii laktonovej frakcie (TLC porovnanie
s pripravenym Standardom) bola mobilnd fdza zmenend na Hexan:Etylacetat:Kyselina
octova (70:30:1). Po ukon&eni stipcovej chromatografie bol silikagél vysuseny a
extrahovany dietyléterom. Podarilo sa nam ziskat 47 mg laktonov, Co predstavuje
vytazok 42 %. Zmes 30 C a 32 C laktonov nebolo moZzné rozdelit pomocou TLC na
reverznej faze pouZzitim réznych mobilnych faz, vzdy bola najdend len jedna Skvrna.
(Acetonitril:Chloroform — 1:1 (Rf = 0,4) a 2:3 (Rf = 0,67) a Acetonitril:Toluén — 2:1
(Rf=0,22) a 1:1 (Rf=0,58)).
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Chromatografia bola zopakovana so zvySnymi 800 mg s vytazkom 39 %.
4.3. Synteticka Cast’

Dotriakontanolid — syntéza Standardu

O
O
»
30mg  32-hydroxydotriakontanovej  kyseliny  (0,0604 mmol) a28,5mg p-
toluénsulfonovej kyseliny (PTSA) (0,1655 mmol) boli zmieSané, rozpustené v 25 ml
toluénu a zahrievané pri teplote 100 °C po dobu 19 hod. Po ukonceni reakcie bolo
rozpuitadlo odparené aprodukt bol &isteny pomocou stipcovej chromatografie
(Hexan:Etylacetat — 30:1). Bolo izolovanych 14 mg produktu ako biela pevna latka, co
predstavuje 48 %. Rf = 0,38 v Hexan Etylacetat (19:1). 'TH NMR (500 MHz, CDCI3) §
4.09 (t,J = 6.3 Hz, 2H), 2.31 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.67 — 1.59 (m, 4H), 1.41 — 1.18 (m,
54H). 3C NMR (126 MHz, CDCls) § 174.01, 64.33, 34.50, 29.40, 29.37, 29.34, 29.31,

29.26,29.23,29.19, 29.11, 29.09, 29.06, 29.04, 28.98, 28.93, 28.90, 28.88, 28.61, 25.95,
25.05.

Reakcia bola zopakovanid vo vdc¢Som mnozstve (400 mg kyseliny (0,8051 mmol)
a 380 mg PTSA (2,2067 mmol) v 330 ml toluénu pri 130 °C, ~40 hod) s vytazkom
174 mg (44 %).

Dotriakontanolid — hydrogenacia

O

O

»

47 mg nenasyten¢ho laktonu ziskané¢ho z DS (0,0986 mmol) sme rozpustili v 10 ml
etylacetatu a pridali 3,1 mg paladia na uhliku (10 % Pd/C) (0,003 mmol). Atmosféru nad
reakénou zmesou sme pomocou baloniku vymenili za vodik, reakcia beZala cez noc pri
laboratérnej teplote (LT). Reakcia bola ukoncend odfiltrovanim palédia a nasledne bolo
rozpuitadlo odparené na vakuovej odparke. Reakéna zmes bola &istend stipcovou
chromatografiou (Hexan:Etylacetat 19:1). Boli izolované 3 rozne frakcie, prva — 23 mg

(Rf = 0,89 v Hexan:Etylacetat 6:1), druhd — 4 mg (Rf = 0,78 v Hexan:Etylacetat 6:1),
tretia — 5 mg (Rf=0,67 v Hexan:Etylacetat 6:1). Podla analyzy NMR bol
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dotriakontanolid v prvej a druhej frakcii, ¢o spolu odpoveda 27 mg (57,4 %). 'H NMR
(500 MHz, CDCl3) 6 4.09 (t, ] = 6.4 Hz, 2H), 2.31 (t, ] = 7.5, 2H), 1.66 — 1.59 (m, 4H),
1.37 — 1.23 (m, 54H). *C NMR (126 MHz, CDCls) § 174.02, 64.35, 34.50, 34.18, 30.77,
30.31,29.71, 29.66, 29.53, 29.46, 29.37, 29.33, 29.28, 29.21, 29.12, 29.06, 29.00, 28.94,
28.63, 25.96, 25.07.

Sukcinimid-1-yl-15-hydroxypentadekanoat (1)
@)

(0]
HO _N
14 O
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50 mg pentadekanolidu (0,208 mmol) a 240 mg NHS (2,085 mmol) boli zmieSané a
vysu$ené na hlbokom vakuu. Reakénd zmes bola zahriata na 125 °C. Latky reagovali ako
bezfarebna tavenina. Po 24 hod, kedy sa podl'a TLC ni¢ nestalo, bolo pridanych 83,4 mg
NaOH (2,085 mmol). Pri priddvani doslo k uniku par. Odvtedy bola reakénéd zmes Ciernej
farby. Po 48 hod bola reakénd zmes rozpustena v 5 ml MeOH. Produkt nebol na TLC

detegovany.
Sukcinimid-1-yl-15-hydroxypentadekanoat (2)

O
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100 mg pentadekanolidu (0,416 mmol) a 105 mg NHS (0,912 mmol) boli zmieSané,
vysusené¢ na hlbokom vékuu a rozpustené v 10 ml bezvodého tetrahydrofuranu
(THF). Bolo pridanych 3,1 mg etoxidu sodného (0,046 mmol) areakénd zmes bola
mieSand pri LT pod atmosférou argdénu po dobu 24 hod. KedZze podl'a TLC produkt
nevznikal, bol reakény &as prediZeny az na 7 dni, ale produkt sa nepodarilo detegovat’.
Sukcinimid-1-yl-15-hydroxypentadekanoat (3)

@)
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14 O
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100 mg pentadekanolidu (0,416 mmol) a 105 mg NHS (0,912 mmol) boli zmieSané,

vysusené¢ na hlbokom vakuu a rozpustené v 10 ml bezvodého THF. Bolo pridanych
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68,3 mg etoxidu sodn¢ho (1,004 mmol) areakénd zmes bola mieSana pri LT pod
atmosférou argénu po dobu 24 hod. Ked’Zze podl'a TLC produkt nevznikal, bol reakény

&as predizeny az na 7 dni, ale produkt sa nepodarilo detegovat’.

Sukcinimid-1-yl-15-hydroxypentadekanoat (4)

50 mg pentadekanolidu (0,208 mmol) a 240 mg NHS (2,085 mmol) boli zmieSané,
vysusené na hlbokom vakuu a rozpustené v 5 ml bezvodého THF. Nésledne boli pridané
2,08 ml 1M roztoku NaHMDS (2,085 mmol) v THF ako bazy. Reak¢na zmes bola pri
pridavani bazy chladend na menej nez 0 °C. Reakéna zmes bola postupne zahrievana
k varu. Po 24 ani 48 hod nebol na TLC detegovany produkt. Po 6 diioch bola reakcia

ukondéena.

15-hydroxy-N-((2R,3S5,4R)-1,3,4-trihydroxyoktadekan-2-yl)pentadekanamid -

aminolyza pentadekanolidu

OH
0 OH
Ho/\b/ﬁlskm\“ CiaHag
OH

30 mg pentadekanolidu (0,1248 mmol) a 47,5 mg fytosfingozinu (0,150 mmol) boli
zmie$ané, rozpustené¢ v zmesi CHCI3: THF (1:1) a boli varené pod refluxom po dobu
72 hod. Reakcia bola monitorovana pomocou TLC po 24, 48 a 72 hod. Ziadny produkt

nebol n4jdeny vo vyznamnom mnozstve.
15-hydroxy-/N-oktadecylpentadekanamid - aminolyza pentadekanolidu

0O

HO/\(\/)%\”/\(VM/G

280,3 mg oktadecylaminu (1,040 mmol) bolo rozpustené¢ho v 5 ml bezvodého THF.
Reakénd zmes bola chladena na menej nez 0°C. Bolo pridanych 650 ul 1,6M roztoku
BuLi (1,040 mmol). Po 10 minatach bolo pridanych 5ml THF v ktorych bolo
rozpustenych 50 mg pentadekanolidu (0,208 mmol). Po hodine boli na TLC detegované

len vychodiskové latky, reakénd zmes bola teda zahriata na 50°C. Po 4 diioch sme urobili
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TLC v mobilnej faze CHCI3;:MeOH (10:1) + 0,5 % trietylaminu (TEA), bola objavena
novéa $kvrna s Rf = 0,43. Reakcia bola ukonéena a &istena stipcovou chromatografiou
(CHCI3:MeOH —20:1 + 0,5 % TEA). Bolo izolovanych 7 mg latky (7 %). Vzhl'adom na
nizky vytazok nebola latka popisana pomocou NMR.

Sukcinimid-1-yl-15-hydroxypentadekanoat — reakcia cez draselnu sol’ -

hydroxykyseliny (1)
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100 mg pentadekanolidu (0,416 mmol) a 35 mg KOH (0,624 mmol) boli zmiesané a
rozpustené v 5 ml EtOH. Reakcia prebiehala za varu pod spatnym chladi¢om 2 hod. Po
ukonceni reakcie bol EtOH odpareny na vdkuovej odparke a hlbokom véakuu. Ziskali sme
115 mg bielej krystalickej latky (draselnej soli). Ta bola zmieSana s 150 mg DSC
(0,624 mmol), latky boli vysusené na hlbokom véakuu aboli rozpustené¢ v 10 ml
bezvodého DMF. Na zaver bolo pridanych 0,2 ml diizopropyletylaminu (DIPEA)
(1,248 mmol). Reakcia prebiehala v atmosfére argéonu, pri LT cez noc. Po ukonceni
reakcie bolo pridanych 10 ml chloroformu a zmes bola extrahovana 3 x 20 ml vody.
Organickad fiza bola vysuSend pomocou Na>SOs, odparena a &istena stipcovou
chromatografiou za pouzitia mobilnej fazy CHCl3:MeOH (50:1). Boli izolované 2 frakcie
(Rf=0,70 a Rf = 0,55 v CHCI3:MeOH — 10:1), podl'a NMR bol produkt v prvej frakcii
(13 mg, ¢o odpoveda vytazku 9 %). Latka bola charakterizovana pomocou NMR, avSak

elektronicka podoba nebola dohl'adana.

Sukcinimid-1-yl-15-hydroxypentadekanoat — reakcia cez draselnu sol’ -
hydroxykyseliny (2)
o
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100 mg pentadekanolidu (0,416 mmol) a 35 mg KOH (0,624 mmol) boli zmieSané a
rozpustené v Sml EtOH. Reakcia prebiehala za varu pod vzdusnym chladicom 2 hod. Po
ukonceni reakcie bol EtOH odpareny na vakuovej odparke a hlbokom vékuu. Bolo

ziskanych 119 mg bielej krystalickej latky (draselnej soli). Ta bola zmieSand s 150 mg
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DSC (0,624 mmol), latky boli vysusené na hlbokom vakuu arozpustené v zmesi
bezvodych rozpustadiel: 12 ml DMF a 5 ml CH>Cl, (DCM). Na zaver bolo pridanych
0,2 ml DIPEA (1,248 mmol). Reakcia prebiehala v argénovej atmosfére pri LT po dobu
24 hod. Po ukonceni reakcie bolo pridanych 10 ml chloroformu a zmes bola extrahovana
3 x 20 ml vody. Organickd faza bola vysuSena pomocou Na>SOs, odparena a Cistena
stipcovou chromatografiou za pouzitia mobilnej faizy CHCl;:MeOH (50:1). Bolo
izolovanych 80 mg pevnej lepkavej latky, o predstavuje 56 %. Rf=0,61 v CHCl3:MeOH
(10:1). 'TH NMR (500 MHz, CDCls) § 3.64 (t, ] = 6.7 Hz, 2H), 2.87 — 2.80 (s, 4H), 2.60
(t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.74 (m, 2H), 1.60 — 1.53 (m, 2H), 1.43 — 1.37 (m, 2H), 1.28
(d, J=13.3 Hz, 18H). *C NMR (126 MHz, CDCl3) § 169.17, 168.67, 63.04,32.77,30.91,
29.55,29.52,29.47, 29.38, 29.28, 29.03, 28.74, 25.70, 25.56, 25.44, 24.53.

Sukcinimid-1-yl-32-hydroxydotriakontanoat — reakcia cez draselnu sol’ -

hydroxykyseliny (1)
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20 mg dotriakontanolidu (0,0418 mmol) a 3,5 mg KOH (0,0627 mmol) boli zmieSané a
rozpustené v 2 ml EtOH. Reakéna zmes bola zahrievand k varu po dobu 4,5 hod. Po
ukonceni reakcie bolo rozpustiadlo odparené na vakuovej odparke. Bolo ziskanych 26 mg
bielej krystalickej latky (draselnej soli). Tie boli zmieSané s 17 mg DSC (0,0627 mmol)
a rozpustené v zmesi 4 ml DMF a 2 ml DCM. Na zaver bolo pridanych 0,023 ml DIPEA
(0,1253 mmol). Reakcia prebiehala pod argéonovou atmosférou pri LT po dobu 40 hod.
Po ukonceni reakcie bolo pridanych 10 ml CHCIls anasledovala extrakcia
s pouzitim 3 x 20 ml H>O. Organickd faza bola vysuSena pomocou Na>SOs. Po jej
odpareni na vakuovej odparke sme ziskali 8 mg pevnej bezfarebnej latky, ktoré boli

odoslané na NMR. Podl’a analyzy NMR nebol produkt pritomny.
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Sukcinimid-1-yl-32-hydroxydotriakontanoat — reakcia cez draselnu sol’ -

hydroxykyseliny (2) — pokus o ¢iasto¢né vyc¢istenie medziproduktu

20 mg dotriakontanolidu (0,0418 mmol) a 6 mg KOH (0,1071 mmol) boli zmieSané a
rozpustené¢ v 5 ml EtOH. Reakénd zmes bola zahrievana k varu po dobu 5 hod. Po
ukoncéeni reakcie bolo rozpustadlo odparené na vakuovej odparke. Produkt bol
preplachnuty vodou a prefiltrovany najprv na frite (neuspeSne — pevna latka sa dostala do
filtratu) a nasledne obycajnou filtraciou (UspeSne). Boli ziskané 2 mg latky. NMR

spektrum nebolo merané.

Sukcinimid-1-yl-32-hydroxydotriakontanoat — reakcia cez draselni sol’ -

hydroxykyseliny (3)

O

0]
HO _N
31 O

)

20 mg dotriakontanolidu (0,0418 mmol) a 6 mg KOH (0,1071 mmol) boli zmieSané a
rozpustené v 5 ml EtOH. Reakéna zmes bola zahrievana k varu po dobu 5 hod. Po
ukonceni reakcie bolo rozpustadlo odparené na vakuovej odparke, latka bola zoSkrabana
zo stien banky a vysuSend na hlbokom vakuu. Do banky bol pridany THF, ostala
zrazenina v banke. Urobili sme TLC, Hexan:Etylacetat (12:1), v banke bol stale
nezreagovany lakton (Rf = 0,82). Nechali sme preto reakciu prebiehat’ d’alSich 6 hodin.
Podl'a TLC nebol po 6 hod lakton pritomny. Reakcia bola ukoncena a rozptstadlo bolo
odparené. Ziskali sme 26 mg bielej krystalickej latky (draselnej soli) ku ktorej sme pridali
17 mg DSC (0,0627 mmol). Latky boli vysuSené na hlbokom vékuu a rozpustené v zmesi
4 ml DMF a 2 ml DCM. Naésledne bolo pridanych 30 ul DIPEA (0,1629 mmol). Reakcia
prebiehala pod argénovou atmosférou pri LT. Po 45 hodinach boli pridané¢ 2 ml DCM.
Reakcia bola ukoncena po 48 hod. Podl'a TLC so Standardom produktu (sukcinimid-1-yl-
32-hydroxydotriakontanoat, ziskany v ramci iného projektu) sa produkt nachadzal
v reakénej zmesi (Rf = 0,5 v CHCI3:MeOH 19:1). Rozptstadla boli odparené a odsaté na
vakuu. Produkt bol &isteny stipcovou chromatografiou s mobilnou fizou CHCl;:MeOH

(100:1) ktora bola postupne zrychlena az na CHCl3:MeOH (10:1). Vo frakciach nebol
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pomocou TLC detegovany produkt. Po spojeni vSetkych frakcii a ich skoncentrovani bolo
ziskanych 9 mg bielej pevnej latky. Vzorka bola odoslana na NMR. Spektrum

neodpovedalo produktu.

Sukcinimid-1-yl-32-hydroxydotriakontanoat — reakcia cez draselnu sol’ -

hydroxykyseliny (4)
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Navéazky boli rovnaké ako v syntéze ¢. 3, reakéné Gasy boli predizené. Hydrolyza
pomocou KOH na 24 hod a nasledna esterifikacia na 72 hod. Po ukonceni reakcie bolo
pridanych 15 ml H>O a zmes bola extrahovana 3 x 15 ml CHCIz. Organické fazy boli
spojené, vysusené pomocou Na;SOj4 a rozpustadlo bolo odparené na vékuovej odparke.
Ziskané pevna latka bola spracovana stipcovou chromatografiou (CHCl3:MeOH — 50:1).
Bolo izolovanych 13 mg bezfarebnej pevnej latky, ktoré boli odoslané na NMR.
Spektrum neodpovedalo produktu.

Sukcinimid-1-yl-trifluoroacetat — priprava reaktivnejSieho aktiva¢ného ¢inidla (1)

0 0
F3CA{O_N;X:]
o

0,336 ml (4,385 mmol) kyseliny trifluéroctovej a 0,522 g NHS (4,536 mmol) boli
zmieSané arozpustené v 3,5 ml DCM. Na zéaver bolo do reak¢nej zmesi pridanych
0,855 ml (5,057 mmol) WSC. Reakcia prebiehala cez noc pri LT. Po ukonceni reakcie
bolo pridanych 10 ml THF areakéna zmes bola umiestnena na 20 min do -20°C.
Vzniknuté kryStaly boli odfiltrované. Kvoéli neuspokojivému vytazku (rddovo v

jednotkdch mg produktu) sme presli na nasledujicu reakciu.
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Sukcinimid-1-yl-trifluoroacetat — priprava reaktivnejSieho aktiva¢ného ¢inidla (2)
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0,6 g NHS (5213 mmol) bolo rozpustenych v 1,09 ml (7,808 mmol)
trifluéroacetanhydridu a mieSanych pri laboratdrnej teplote. Po 50 minutach bola reakcia
ukoncena a zbytky kyseliny trifluéroctovej boli odsaté na vakuovej odparke a potom na
hlbokom véakuu (<1 mbar). Bolo ziskanych 1,2 g (109 %) zna¢ne hygroskopickej latky.
Analyza NMR potvrdila pritomnost’ nezreagované¢ho NHS, ako aj kyselinu trifluéroctova
ajej anhydrid. '"H NMR (500 MHz, CDCIs) & 2.95 (s, 4H), 2.80 (s, 4H). 3C NMR
(126 MHz, CDCl3) 6 172.95, 167.51, 158.86, 158.52, 153.77, 153.40, 114.96, 112.68,
25.50, 25.24.

Sukcinimid-1-yl-trifluoroacetat (3)

o 0
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0-N
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0,515 g NHS (4,475 mmol) bolo rozpustenych v 1,8 ml (12,895 mmol)
trifluéroacetanhydridu a mieSané pri laboratornej teplote. Po 2,5 hod bola reakcia
ukoncena a zbytky kyseliny trifluéroctovej boli odsaté na vdkuovej odparke a potom na
hlbokom vakuu (<1 mbar). Vzorka produktu bola odoslana na analyzu NMR, potvrdila
sa pritomnost’ nezreagovaného NHS, ako aj kyseliny trifluéroctovej a jej anhydridu.
"H NMR (500 MHz, CDCI3) § 2.96 (s, 4H), 2.81 (s, 4H). '3*C NMR (126 MHz, CDCl5) &
173.74, 167.68, 159.03, 158.69, 153.77, 153.41, 114.96, 112.69, 25.53, 25.27.

32-((terc-butyldimetylsilyl)oxy)dotriakontanova Kkyselina — chranenie ®-OH
skupiny (1)

>L i
.0
/SI\ 31 OH

47 mg 32-hydroxydotriakontdnovej kyseliny (0,095 mmol), 13 mg imidazolu
(0,191 mmol) a 21 mg TBDMSCI (0,139 mmol) boli zmiesané, vysusené na hlbokom
vakuu a rozpustené v zmesi bezvodych rozpustadiel: 1 ml DMF a 0,5 ml DCM. Reakcia
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prebiehala pod argonovou atmosférou pri LT. Po 24 hod boli pridané 3 ml DCM. Po
48 hod bolo do reakénej zmesi pridanych 21 mg TBDMSCI (0,139 mmol). Po 72 hod
bola reak¢na zmes zahriata na 50 °C. Reakcia bola po 5 ditoch ukoncend, ked’ pomocou

TLC nebol detegovany produkt.

32-((terc-butyldimetylsilyl)oxy)dotriakontanova kyselina (2)
o
.0
Si OH
/ |\ 31

48 mg 32-hydroxydotriakontanovej kyseliny (0,097 mmol), 29 mg TBDMSCI
(0,192 mmol) a 5,1 mg dimetylaminopyridinu (DMAP) (0,045 mmol) boli zmieSané,
vysu$ené na hlbokom vakuu a rozpustené v zmesi bezvodych rozpustadiel: 1 ml DCM
a 0,5 ml DMF. Na zaver bolo pridanych 33 pl DIPEA (0,190 mmol). Reakcia prebiehala
v argonovej atmosfére pri LT. Po 24 hod boli pridané d’alSie 3 ml DCM. Po 48 hod bolo
pridanych 29 mg TBDMSCI (0,192 mmol). Po 72 hod bola reakénd zmes zahriata na
50 °C. Ani po 5 ditoch nebol detegovany produkt pomocou TLC.

Metyl-15-hydroxypentadekanoat

)

HO P
14 O

50 mg pentadekanolidu (0,208 mmol) a 22,5 mg metoxidu sodného (0,417 mmol) bolo
rozpustenych v 8 ml bezvodého MeOH. Pocas priddvania MeOH bola reakénd zmes
chladend na 0 °C. Po pridani rozptstadla reagovala reakéna zmes pri LT. Reakcia bola
ukondena po 24 hod. Nasledovala stipcovd chromatografia s pouzitim zmesi
Hexan:Etylacetat (3:1) ako mobilnej fazy. Bolo izolovanych 46 mg produktu, ¢o
predstavuje vytazok 81 %. Rf = 0,33 v Hexan:Etylacetat (3:1). '"H NMR (500 MHz,
CDCl) 6 3.67 (s, 3H), 3.64 (t, ] = 6.4 Hz, 2H), 2.29 (m, 2H), 1.71 — 1.49 (m, 4H), 1.42 —
1.15 (m, 20H). *C NMR (126 MHz, CDCls3) § 174.33, 63.05, 51.41, 34.10, 32.80, 29.58,
29.55,29.49,29.41, 29.23,29.12, 28.58, 25.72, 24.94.

Reakcia bola zopakovana s 500 mg pentadekanolidu (2,080 mmol) a 225 mg metoxidu
sodného (4,165 mmol) v 80 ml MeOH. Po 24 hod bolo izolovanych 338 mg produktu, ¢o
predstavuje vytazok 60 %.
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15-hydroxy-/N-oktadecylpentadekanamid — aminolyza metylesteru (1)

O
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15 mg metyl-15-hydroxypentadekanoatu (0,055 mmol) a 15 mg oktadecylaminu
(0,056 mmol) boli zmiesSané a rozpustené v 5 ml DMF. Reak¢nd zmes bola zahrievana na
teplotu 130°C. Po 24 hod nebol detegovany na TLC ziadny produkt, reakcia bola po

5 dnoch ukoncena.
15-hydroxy-/N-oktadecylpentadekdnamid — aminolyza metylesteru (1)

O
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15 mg metyl-15-hydroxypentadekanoatu (0,055 mmol) a 15 mg oktadecylaminu
(0,056 mmol) boli zmieSané a zahrievané na 150 °C za vzniku taveniny. Reakcia bola
ukonéena po 48 hod. Nasledovala stipcova chromatografia za pouzitia CHCl3:MeOH
(100:1) ako mobilnej fazy. Bolo izolovanych 14 mg produktu (vytazok 50 %), ktoré boli
odoslané na NMR. Produktom bola zmes amidu a nezreagované¢ho metylesteru priblizne
v pomere 1:1. Rf = 0,31 v CHCl3:MeOH (100:1). '"H NMR (500 MHz, CDCl3) & 3.59
(s, 3H), 3.50 (t, J = 6.8 Hz, 4H), 3.11 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.23 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.07
(t, J=7.6 Hz, 2H), 1.48 (m, 8H), 1.19 (m, 74H), 0.80 (t, ] = 6.9 Hz, 3H).

Metyl-15-terc-butyldimetylsilyloxypentadekanoat — chranenie OH skupiny(1)
> I
O ~
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A 14

50 mg metyl-15-hydroxypentadekanoatu (0,184 mmol) bolo rozpustenych v 2 ml
bezvodého THF. 31 mg TBDMSCI (0,206 mmol) bolo rozpustenych v 3 ml bezvodého
THF. Roztok TBDMSCI bol za chladenia 'adom pridany k roztoku metylesteru. Na zaver
bolo do reakénej zmesi pridanych 36 pl DIPEA (0,207 mmol). Reakcia prebiehala pri LT
24 hod. Po 24 hod bolo do reakénej zmesi pridanych 10 ml H>O, ktoré boli extrahované
3 x 10 ml CHCIls. Organické fazy boli spojené, vysusené Na>SO4 a rozpustadlo bolo
odparené na odparke. Nasledovala stipcova chromatografia pri ktorej bola pouZita zmes
CHClz:Hexan (5:1) ako mobilnd faza. Kvoli neuspokojivému vytazku bola reakcia
zopakovana.
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Metyl-15-terc-butyldimetylsilyloxypentadekanoat — chranenie OH skupiny (2)
>L i
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50 mg metyl-15-hydroxypentadekanoatu (0,184 mmol) bolo rozpustenych v 2 ml
bezvodého THF. 33 mg TBDMSCI (0,219 mmol) bolo rozpustenych v 3 ml bezvodého
THF. Roztok TBDMSCI bol za chladenia 'adom pridany k roztoku metylesteru. Na zaver
bolo do reakcénej zmesi pridanych 38 pl DIPEA (0,221 mmol). Reakcia prebiehala pri
teplote 50°C. Po 48 hod sme do reak¢nej zmesi pridali 66 mg TBDMSCI (0,438 mmol)
a76 pl DIPEA (0,438 mmol). Hodinu na to bolo pomocou TLC potvrdené, ze sa
v reakénej zmesi uz ziadny d’al$i nesilylovany metylester nenachédza. K reakénej zmesi
bolo pridanych 10 ml H>O a bola extrahovana 3 % 10 ml CHCls. Organické fazy boli
spojené, vysu$ené Na,SOs4 arozpitadlo bolo odparené. Nasledovala stipcova
chromatografia s pouzZitim zmesi Hexan:CHCl; (1:1) ako mobilnej fazy. Bolo
izolovanych 50 mg produktu (71 %). Rf = 0,75 (Hexdn:CHCl; — 1:5), Rf = 0,4
(Hexan:CHCIs — 1:1). '"H NMR (500 MHz, CDCls) & 3.67 (s, 3H), 3.60 (t, J = 6.7 Hz,
2H), 2.30 (t,J =8.7, 7.6 Hz, 2H), 1.66 — 1.58 (m, 2H), 1.50 (m, 2H), 1.27 (m, 20H), 0.90
(s, 9H), 0.05 (s, 6H). '*C NMR (126 MHz, CDCl3) § 173.87, 60.10, 51.39, 34.10, 32.88,
29.62,29.59,29.57,29.43,29.24, 29.14, 25.97, 25.79, 24.98, 24.95, -5.27.

Metyl-15-terc-butyldimetylsilyloxypentadekanoat (3)
o
O ~
S O
S 14

200 mg metyl-15-hydroxypentadekanoatu (0,734 mmol) bolo rozpustenych v 18 ml
bezvodého THF. Za chladenia l'adom bolo do reakénej zmesi pridanych 1,47 ml 1M
roztoku TBDMSCI v THF (1,470 mmol). Na zaver bolo do reakénej zmesi pridanych 256
ul DIPEA (1,477 mmol). Reakcia prebiehala pri LT. Po 24 hod sme do reakénej zmesi
pridali 1,5 ml 1M roztoku TBDMSClI v THF (1,500 mmol) a260 pul DIPEA
(1,500 mmol). Reakcia bola d’alsich 15 hod zahrievand na 40°C. Po ukonceni reakcie
bolo do reakénej zmesi pridanych 10 ml H>O a t4 bola néasledne extrahovand 3 x 10 ml
CHCIs. Organické fazy boli spojené, vysusené Na>SO4 a rozpustadlo bolo odparené.

Nasledovala stipcova chromatografia pri ktorej bola ako mobilna fiza pouziti zmes
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Hexan:CHCI3 (13:7). Bolo izolovanych 194 mg metyl-15-terc-
butyldimetylsilyloxypentadekanoatu (69 %).

15-terc-butyldimetylsilyloxypentadekanova kyselina (1)
Sl o
.0
Si OH
/ |\ 14

25 mg metyl-15-terc-butyldimetylsilyloxypentadekanoatu (0,065 mmol) a 517 mg
triakontahydratu TBAH (0,646 mmol) bolo zmieSanych a rozpustenych v 5 ml CHCIs.
Reak¢nd zmes bola zahrievand k varu. Po 24 hod nebol pomocou TLC detegovany ziadny
produkt. Reakcia bola ukoncena po 48 hod, ked’ nebol detegovany pomocou TLC ziadny
produkt.

15-terc-butyldimetylsilyloxypentadekanova kyselina (2)
>L i
.0
/Si\ 14 OH

25 mg metyl-15-terc-butyldimetylsilyloxypentadekanoatu (0,065 mmol) a 26 mg NaOH
(0,650 mmol) bolo zmieSanych a rozpustenych v 5 ml MeOH. Reak¢nd zmes bola
zahrievana k varu. Po 24 hod bola pomocou TLC detegovana nova Skvrna — Rf = 0,05
v Hexdn:CHCI3 (1:10). Reakcia bola ukoncend po 48 hod. Reakénd zmes bola
neutralizovana kyselinou trifluéroctovou a nasledne k nej bolo pridanych 10 ml H>O.
Nasledovala extrakcia s pouzitim 3 x 10 ml CHCls. Organické fazy boli spojené,
vysusené Na»SOs arozpustadlo bolo odparené. Nasledovala gradientova stipcova
chromatografia pri ktorej bola ako mobilna faza pouzitd zmes Hexan:Etylacetat (21:4).
Produkt vysiel zo stipca az po zmene mobilnej fazy na Hexan:Etylacetat:Kys. octova
(18:6:1). Bolo izolovanych 13,9 mg produktu (58 %), ktory bol odoslany na NMR.
"H NMR (500 MHz, CDCl3) § 3.61 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.35 (t, ] = 7.5 Hz, 2H), 1.64 (m,
2H), 1.52 (m, 2H), 1.41 — 1.21 (m, 22H), 0.90 (s, 9H), 0.06 (s, 6H). *C NMR (126 MHz,
CDCI) 6 179.37, 63.36, 34.08, 32.86, 29.62, 29.58, 29.56, 29.54, 29.52, 29.43, 29.38,
29.23,29.07, 25.98, 25.78, 25.69, 24.74, -5.26.
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15-terc-butyldimetylsilyloxypentadekanova kyselina (3)
S0
.0
Si OH
A 14

100 mg metyl-15-ferc-butyldimetylsilyloxypentadekanoatu (0,259 mmol) bolo
rozpustenych v 5 ml zmesi THF:MeOH (1:1), ku ktorej bol pridany 1 ml 10 % (m/v)
vodného roztoku NaOH. Uz po hodine bol pomocou TLC detegovany vznikajaci produkt
(Rf = 0,05 v Hexdn:CHCI3 — 1:10). Reakcia prebiehala 24 hod pri LT. Po ukonceni
reakcie bola reak¢nd zmes neutralizovana pridanim HCI. Bolo pridanych 10 ml H>O
a nasledovala extrakcia 3 x 10 ml CHCls. Organické fazy boli spojené, vysuSené
pomocou Na>SOs a odparené. Bolo ziskanych 67 mg produktu (70 %). Rf a NMR

odpovedalo predchadzajucej reakcii.
Sukcinimid-1-yl-15-((ferc-butyldimetylsilyl)oxy)pentadekanoat (1)

@)

>L i
.0 N
P The ©

o)

13 mg 15-terc-butyldimetylsilyloxypentadekanovej kyseliny (0,035 mmol) a 18 mg DSC
(0,070 mmol) boli zmieSané, vysuSené na hlbokom vékuu arozpustené v 1,5 ml
bezvodého DCM. Na zaver bolo pridanych 15 pl DIPEA (0,087 mmol). Reakcia
prebiehala pod atmosférou argénu pri LT. Po 18 hod nebol na TLC v mobilnej faze
Hexén:Etylacetat (5:1) detegovany ziadny produkt. Po zmene mobilnej fazy na
Hexan:CHCl; (1:10) vsak boli jasne vidite'né dve skvrny (Rf = 0,21, Rf = 0,04). Reakcia
bola ukonéena po celkovom &ase 42 hod. Nasledovala stipcova chromatografia s
mobilnou fazou Hexan:CHCI3 (1:10). Bolo izolovanych 5 mg latky (30 %), ktora bola
odosland na NMR. NMR potvrdilo pritomnost’ latky vo vzorke, avSak latka nebola Gplne

Cista a vzhl'adom k malému mnozstvu nebola d’alej Cistena.
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Sukcinimid-1-yl-15-((ferc-butyldimetylsilyl)oxy)pentadekanoat (2)

O
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30 mg 15-terc-butyldimetylsilyloxypentadekdnovej kyseliny (0,081 mmol) a 41 mg DSC
(0,160 mmol) boli zmiesané, vysusené na hlbokom vakuu a rozpustené v 3 ml bezvodého
DCM. Na zaver bolo pridanych 35 ul DIPEA (0,202 mmol). Reakcia prebiehala pod
argonovou atmosférou pri LT. Po 24 hod nenastala podl'a TCL ziadna zmena. Pridali sme
preto este raz 41 mg DSC (0,160 mmol) a 35 pul DIPEA (0,202 mmol). O d’alSich 72 hod
(celkovy ¢as 96 hod) nebola pozorovana zmena na TLC. K reakénej zmesi bolo pridanych
11,1 mg NHS (0,096 mmol) a 28,5 ul WSC (0,161 mmol). 5 dni na to (celkovy cas
216 hod) bol na TLC detegovany produkt (Rf = 0,29 v Hexan:Etylacetat — 5:1 + 0,5 %
kyseliny octovej). Reakcia bola ukoncena, rozpustadlo odparené na vakuovej odparke a
nasledovala stipcovéa chromatografia pri ktorej bola pouzitd zmes Hexan:Etylacetat — 5:1
+ 0,5 % kyseliny octovej ako mobilna faza. Bolo izolovanych 6 mg produktu (20 %),
ktoré boli odoslané na NMR. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 3.61 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.84
(s, 4H), 2.61 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.75 (m, 2H), 1.52 (m, 2H), 1.44 — 1.37 (m, 2H), 1.28
(d, J =13.8 Hz, 18H), 0.90 (s, 9H), 0.06 (s, 6H). 3*C NMR (126 MHz, CDCls) § 169.13,
168.66, 63.34, 32.89, 30.94, 29.69, 29.63, 29.60, 29.54, 29.44,29.34, 29.08, 28.79, 25.98,
25.79, 25.58, 24.57, 18.38, -5.26.
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5. Zaver

Cielom tejto prace bolo izolovat’ nenasyteny w-laktén s 30 a 32 uhlikovym skeletom
(triakontanolid a dotriakontanolid) zo zmesi povrchovych lipidov osla, kde sa nachadzaju
spoloc¢ne s cholesterolom a jeho estermi. Dal§im krokom bola ich nasledn4 hydrogenacia
a prevedenie na vhodny prekurzor (sukcinimidyl ester) a najst’ tak ¢o najjednoduchsiu

syntetickl cestu ich premeny na acylceramidy.

Bol uskuto¢neny cely rad reakcii s ciel'om ziskat’ vhodny prekurzor, av§ak mnoho z nich
bolo neuspesnych. Najvac¢sou komplikaciou bola vel'mi nizka rozpustnost’ 32 C kyseliny
(pripadne jej derivatov) a s tym spojend nizka reaktivita, ¢o je mozné ukazat’ na rozdielnej
reaktivite 15 C kyseliny a 32 C kyseliny, kedy kl'i¢ové reakcie na 15 C kyseline
prebehali, avSak za obdobnych podmienok neprebiehali na 32 C kyseline.

Zo vsetkych, zatial' uskuto¢nenych syntéz sa ako najschodnejSia javi syntéza, ktorad
pozostava z otvorenia laktonu na metylester o-hydroxylovanej kyseliny, jeho néasledne;j
silildcie, hydrolyzy metylesteru a aktivacie na N-sukcinimidyl ester. V tejto praci sme
boli schopni ciastocne optimalizovat syntézu vedicu k sukcinimid-1-yl-15-((terc-
butyldimetylsilyl)oxy)pentadekanoatu, ¢o je zlucenina priamo vyuZitend na pripravu

acylCer.

Do uspesného konca syntézy ostavaji uz len 3 reakéné kroky. Nasledujicim krokom by
bolo odchranenie hydroxy skupiny, esterifikdcia s kyselinou linolovou a reakcia so
sfingoidnou bézou, ktord by poskytla findlny acylCer. Nasledne je potrebné

optimalizovat’ tento reakény postup na dotriakontanolide.

42



6. Pouzité skratky

acylCer — acylceramidy

BuLi — butyllitium

C — pocet atobmov uhlika

Cer — ceramidy

CerS — ceramid syntaza

CoA — koenzym A

DCM - dichlérmetan

DIPEA — diizopropyletylamin

DMF — dimetylformamid

DS — donkey sebum - zmes povrchovych lipidov osla
DSC — disukcinimidylkarbonat

EDC - 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid
KDHSf — 3-ketodihydrosfingozin

LT — laboratérna teplota

NADPH — Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NaHMDS — bis(trimetylsilyl)amid sodny

NHS — N-hydroxysukcinimid

NMR — nukledrna magneticka rezonancia
PTSA — p-toluénsulfonova kyselina

Rf — reten¢ny faktor

SC — stratum corneum

TBAF — tetrabutylaménium fluorid

TBAH — tetrabutylamonium hydroxid
TBDMSCI — terc-butyldimetylsilyl chlorid
TEA — trietylamin

THF — tetrahydrofuran

TLC — tenkovrstvova chromatografia

WSC — water soluble carbodiimide — vo vode rozpustny karbodiimid — vid’ EDC
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