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Abstrakt
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Nazov diplomovej prace: Syntéza modifikovanych a oznacenych acylceramidov

NajvrchnejSia vrstva koze (stratum corneum) je bariérou, ktord nas efektivne chrani pred
vplyvmi prostredia. Extraceluldrne priestory stratum corneum st vyplnené lipidmy, hlavne
ceramidmi, vol'nymi mastnymi kyselinami a cholesterolom. Skor sa predpokladalo, Ze tieto
lipidy st vysoko rigidné, ¢o umoznuje tvorbu dostatone nepriepustnej bariéry. AvSak
v suCasnosti sa ukazuje, ze niektoré casti tychto lipidov st skor fluidné. Doposial
nepreskiimanou ¢astou lipidov ktoré s nevyhnutné pre spravnu bariérovt funkciu st ultradlhé
ceramidy zname tiez ako acylceramiy. Mobilita sfingozinovej Casti a linoledtu uz boli Studované,

avSak o mobilite ultradlhého retazca sa doposial’ len Spekulovalo.

Ziskanie informdcii o mobilite jednotlivych €asti acylceramidov je staZzené ich nedostupnost'ou s
potrebnym znacenim. NaSim cielom bolo pripravit acylceramidy s deutériom znacenou
polovicou ich ultradlhého retazca medzi uhlikmi Ci7 — Cs2 z komercne dostupnych

perdeuterovanych zlucenin.

Z dostupnych latok sme vybrali 1,12-dibromdodekan a y-butyrolakton, ktoré po ich kondenzacii
poskytnu retazec s celkovym poctom 16 atomov uhliku, Co je presne polovica ultradlhého
retazca acylceramidov. Tieto latky boli v niekol’kych krokoch premenené do formy fosfoniove;j
soli a aldehydu ako partneri pre Wittigovll reakciu ktord poskytla 16C retazec znaceny
deutériom. Takto znafeny retazec bol opdt pomocou Wittigovej reakcie pripojeny k
Sestnastuhlikatemu neznacenému retazcu Co viedlo k vzniku 32C retfazcu so selektivnym
znacenim v pozadovanych miestach molekuly. Findlna molekula acylceramidu bola pripravena
esterifikdciou ®-hydroxylovej skupiny kyselinou linolovou a naslednym pripojenim tohto

prekurzoru k molekule sfingozinu.
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Upper most layer of skin, stratum corneum is providing effective barrier which protects us from
impact of environment. Extracellular lipids of stratum corneum are mostly composed of
ceramides, free atty acids and cholesterol. Earlier it was suggested that these lipids are highly
rigid, which enables sufficient barrier function. But presently, it is known that some structural
parts of these lipids are more fluid. So far, ultralong ceramides (also known as acylceramides),
lipids which are necessary for correct barrier function still remain partly unexplored. Mobility of
sphingosine part and linoleic ester have already been studied, but mobility of the ultralong chain

is speculative.

Obtaining information about mobility of particular parts of acylceramides is difficult because of
their unavailability with required labelling. Our aim was to prepare acylceramides with
deuterium-labelled half of their ultralong chain between carbons Ci7 — C32 from commercially

available perdeuterated compounds.

From available options we chose 1,12-dibromodocecane and y-butyrolactone, which will after
their condensation provide 16 carbon chain. That is exactly half of the ultralong chain in
acylceramides. These precursors were converted to phosphonium salt and aldehyde in multiple
steps to contribute as partners in Wittig reaction which provided 16 carbon chain labelled with
deuterium. This labelled chain was used in another Wittig reaction together with 16 carbon
unlabelled chain which resulted in 32 carbon chain with selective labelling in required positions
of this molecule. Final molecule of acylceramide was prepared by esterification of the ®-
hydroxyl group with linoleic acid and subsequential connection of this precursor to the molecule

of sphingosine.
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Uvod a ciel prace

Koza je organ l'udského tela ktory poskytuje ochranu organizmu pred vplyvmi vonkajSieho
prostredia ako je napriklad bariérova funckia, ktora brani vstupu xenobiotik do organizmu alebo
chrani organizmus pred stratami vody. Z velkej Casti za tito bariérovu vlastnost’ zodpoveda
najvrchnejSia vrstva koze stratum corneum (SC), ktora sa skladd zbuniek korneocytov
ulozenych v intercelluldrnej lipidovej matrix zlozenej prevazne zceramidov, cholesterolu

a vol'nych mastnych kyselin.

Acylceramidy su podskupinou ceramidov a aj napriek tomu Ze ich mnozstvo je priblizne 7 —
12% z celkového mnozstva ceramidov v SC zastupuju vyznamnu ulohu v tvorbe lamelarneho
usporiadania lipidovej matrix SC (su zodpovedné za tvorbu dlhej lamelarnej faze) a ako viazané
na povrch korneocytov tvoria takzvani korneocytalnu lipidova obalku. Vyznam tejto obalky
nebol Uplne vysvetleny ale predpokladd sa, Zze sluzi k spravnej orientdcii volnych lipidov
v medzibunkovych priestoroch SC. Znizené mnozstvo acylceramidov alebo poruchy ich
metabolizmu s spdjané s koznymi ochoreniami ako atopickd dermatitida, psoridza, lameldrna

ichtyoza a iné.

Acylceramidy obsahuji ultradlhy N-acylovy retazec zloZeny z najcastejSie 30 alebo 32 C
s omega hydroxylovou skupinou, ktora je esterifikovana linolovou kyselinou. Mobilita ostatnych
podtried ceramidov, rovnako ako mobilita sfingoidnich Casti a esterovo viazaného linoleétu, uz
boli Studované. O mobilite ultradlhého retazca v lipidovych lamelach 'udského SC existuje len
velmi malo informacii, vacSinou sa Spekuluje, Ze tento retazec je rigidny. Jednou z metod,
ktorymi je mozné tieto informdcie ziskat je nukledrna magnetickd rezonancia v pevnej fazi
(solid-state NMR, ssNMR). Pre selektivne sledovanie len vybranej komponenty v zlozitej
lipidovej zmesi je nutné znacenie sledovanej ¢asti molekuly deutériom (pripadne inym izotopm

napr. 3C uhlik).

Hlavnym cielom naSej prace bolo preskumat’ mobilitu ultradlhého retazca acylceramidov
prostrednictvom modelovych lipidovych membran s obsahom S$pecificky deutérovanych
acylceramidov, ktoré svojim zloZenim napodobuju extracelularne priestory 'udského SC. Prvou
Cast'ou bolo vytvorit’ syntézny plan, ktory by vychadzal z komer¢ne dostupnych deutérovanych
zlucenin a vSetky reakcie optimalizovat’ s vyuzitim nedeutérovanych latok, ktoré st dostupnejsie
a lacnejsie. Konkrétne bolo cielom pripravit’ acylceramidy s pozadovanym znacenim ultradlhého
retazca na uhlikoch Ci7 — C3z. Za pociatocne molekuly boli vybrané ds-y-butyrolakton a das-
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1,12-dibromdodekan. Dal§im ciefom bolo pripravit poZzadovane znadené acylceramidy v o
najlepSom vytazku a v dostacujicom mnozstve pre Studium ich mobility. Poslednou ¢ast'ou bolo

v spolupraci s univerzitou v Lipsku pomocou ssNMR popisat’ spravanie a mobilitu ultradlhého

ret'azca acylceramidov.



Teoreticka ¢ast’
Koza

KoZa poskytuje cloveku ochranu pred vplyvom vonkajSieho prostredia rovnako ako brani
stratdim vody z organizmu, ¢o umoziuje prezitie na susi. Kvoli svojej flexibilite a mechanickej
odolnosti poskytuje ochranu proti chemickym aj fyzikdlnym vplyvom rovnako brani aj pred
vstupom mikroorganizmov, Uc¢astni sa termoreguldcie, latkovej vymeny, imunitnej odpovede,

syntézy vitaminu D.! Sklada sa z vrstiev dermis, epidermis a tela subcutanea (Obrazok 1).

Epidermis | =

Dermis - |

Tela subcutanea -

Obrazok 1 Stavba ludskej koZe. Na obrazku je mozné vidiet kozu rozdelenu do jej 3 vrstiev. Prevzaté z James WD.

etal?

Tela subcutanea: podkozné vizivo, je spodnou vrstvou koZe, napdja sa na nu dermis.
Nachadzaju sa v nej hlavne tukové bunky. Cytoplazma tychto buniek je plna lipidov, a preto
sluzi ako zéasoba zivin. Tieto bunky spolo¢ne na tele vytvaraju tukovy vankas ktory ma tiez

ochrannu a termoregulaé¢ntl funkciu.

Dermis: sklad4 sa z vdziva, z kolagennych a elasticky vlékien, tato vrstva je husto prekrvena

a tieZ inervovand, ma 2 vrstvy:



stratum papillare: povrchova vrstva, zloZzena zo siete vladkien a védzivovych buniek ktoré
su popretkévané sietou kapilar
stratum reticulare: hlbSia vrstva, zlozend zhustych zvézkov kolagennych fibril

a elastickych vlakien s niz§im poctom vézivovych buniek

Epidermis: je tvorené rohovatejicim dlazdicovym epitelom. Bunky dozrievaji cestou z bazalnej

vrstvy k povrchu. Vrstvy epidermis st (Obrazok 2):
stratum basale: vrstva vysSich buniek v ktorej prebieha delenie a vznik novych buniek

stratum spinosum: nadvdzuje na stratum basale, prechodom cez tato vrstvu sa nové

korneocyty postupne splostuji

stratum granulosum: v bunkach tejto vrstvy sa vytvaraju prekurzory keratinu, cestou

k povrchu sa bunky diferencuji a podliehaji bunkovej smrti

stratum lucidum: vyskytuje sa len v miestach s hrubSou kozou ako st dlane alebo

chodidla a je zloZena z mftvych buniek ktoré stratili jadro

stratum corneum: najvys$ia vrstva epidermis, zlozend z plno zrohovatenych buniek

kornecytov pevne zostavenych vo vrstvach obklopenych lipidovou matrix. *

Stratum corneum

Stratum granulosum

~¥ Langerhans cell

Stratum spinosum

=% Melanocyte

=» Merkel cell

Basal cell layer

Obrdzok 2 Epidermis. Na obrdzku je schematicky zndzornend epidermis. Prevzaté z Honari G. et al.®



Stratum corneum (SC)

Tvori bariéru ktorad zabrafuje prestupu cudzorodych latok do organizmu, rovnako ako zabranuje
nadmernym stratdm vody z organizmu. Struktira SC byva prirovnavana k tehldm v malte, tehly
znazoriuju bunky korneocyty a maltu lipidova matrix zlozend z volnych mastnych kyselin,
cholesterolu a ceramidov.® SC je vi&Sinou zloZzena z 10-25 vrstiev korrneocytov obklopenych
lipidovou matrix. Korneocyty obsahujii vodu, keartin a d’alSie proteiny ako filaggrin, loricrin
a involucrin, ktoré tvoria zrohovatenu schranku na ktort sa pripdja monovrstva lipidov. Tato
monovrstva ktorth oznacujeme ako korneocytalnu lipidovii obalku (CLE) potom pravdepodobne
sluzi ako zéklad pre formdciu a usporiadanie volnych intercelularnych lipidovych vrstiev
(lamel)’®, aviak CLE mdZe mat aj iné funkcie ako napriklad hydrofobizacia povrchu
korneocytov. Cholesterol, vo'né mastné kyseliny a ceramidy su v tychto vrstvach zastipené
priblizne v rovnakom molarnom pomere, hmotnostny pomer zloziek je ale Cer = 50 %,
cholesterol = 25 %, vol'né mastné kyseliny = 15 % kvdli znaénym rozdielom v molérnej

hmotnosti molekul.”!?

Extracelularna lipidova matrix je zodpovedna za vyslednu bariérova funkciu. Lipidy SC st
organizované do mnohovrstevnych Struktir ktoré st ulozené jednotlivo nad sebou, tieto lipidy
teda netvoria klasické dvojvrstvy ktoré tvoria napriklad fosfolipidy. Tie st tvorené¢ 2
nepolarnymi ret'azcami a polarnou hlavou ktora obsahuje fosfat (Obrazok 3A). Ich Struktira sa
teda 1idi hlavne vo velkosti polarnej hlavy adike retazcov, apreto je ich priestorové
usporiadanie rozli$né (Obrazok 3B).!!

A Polar head group Nonpolar fatty acid chains B
(hydrophilic) (hydrophobic) OH
| 1

_— Ho/\‘/\/\/\/\/\/\/\/\

atural

fatty acid HN\n/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/
(straight)

Unsaturated

fatty acid
(bent)

Obrazok 34 Struktiira fosfolipidu. Prevzaté z https://quizlet.com/162066545/biomolekyler-flash-cards/

Obrézok 3B Struktira ceramidu

Experimentalne pomocou elektronového mikroskopu a rentgenovej difrakcie boli v SC néjdené
dve laminarne fazy ktoré sa podl'a hrubky rozdel'ujeme na dlht lamelarnu fazu (long periodicity
phase, LPP, 13 nm) a kratku lamelarnu fazu (short periodicity phase, SPP, 6 nm).!? Tvorba LPP
je nevyhnutna pre spravne fungovanie koze, jej absencia je spajana s ochoreniami ako ichty6za

alebo atopickd dermatitida.'> Pre tvorbu LPP je nevyhnutni pritomnost acylceramidov
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s ultradlhymi ret'azcami ktoré st typické pre epidermis, bez ich pritomnosti bola pozorovana len

SPp.14

Skupina molekul tvoriaca tieto lamely je znacne heterogénna a rozdielne molekuly sa liSia aj
svojou mobilitou v lameldrnej Struktre. Mobilita tychto molekul bola zistovana
v experimentoch na znadenych molekulach, kde sa vyuzitim 2H nuklearnej magneticke;
rezonancie v pevnej fazi sledovalo spravanie znacenych casti molekul. Vysledky indikovali, Ze
acylové retazce ceramidov, vol'nych mastnych kyselin a cholesterol vykazuju spravanie rigidné,
na druht stranu retazce linoledtov u acylceramidov, rovnako ako retazce sfingoidnych bazi

ceramidov vykazuju spravania fludiné.'>"!”

Ceramidy

Ceramidy st skupinou sfingolipidov, ktoré v tele zastupuji mnohé funkcie. Okrem toho, Ze st
sucastou membran a lipidovej matrix SC, sluzia ako posli a regulatorne molekuly pri prenose
signalov, aktivacii enzymov. Ufastnia sa tie? regulicie bunkovych procesov ako je rast,

apoptdza, delenie buniek, odpoved’ na stresové stimuly. 82

Ceramidy sa skladaju zo sfingoidnej baze a acylového retazca ktoré su spojené amidovou
vizbou. Sfingoidna baza rovnako ako acyl maju rozdielné dizky retazcov. Pre sfingoidné baze je
dominantna dlZka retazca Cis, ale dizka sa moze pohybovat od Ci» az do Cas. Pre acylovy

retazec sa dizka jeho retazca pohybuje od Cis az >Cae.?!

Celkovo bolo popisané vel'ké mnozstvo sfingodinych bazi naprie¢ zivo¢iSnou riSou z nich vSak
sme schopni vybrat’ 4 zékladné typy a to: sfingozin (S), 6-hydroxysfingozin (H), fytosfingozin
(P), dihydrosfingozin (dS). U ceramidov je amino skupina tychto bazi acylovana mastnymi
kyselinami a to bud’ nenasytenou (N), a-hydroxylovanou (A) alebo w-hydroxylovanou (O) — -
hydroxylova skupina moze byt esterifikovana kyselinou linolovou (EO).?? NajpouZivanejsie
nazvoslovie na popisanie Struktury ceramidov je upravend nomenklatira podla Motty et.al.
Pozostava z kombindcie pismen popisujucich acyl (N, A, O, EO — E vyjadruje esterifikaciu
hydroxylu) a sfingoidni bazu (S, H, dS, P) ako je vidiet na obrazku 4. K tomuto nazvu je
mozne eite pridat’ informaciu o dizke refazcov a poéte nasobnych vizieb v nich, na prvom
mieste sa uvadza informdcia o sfingoidnej bazi a na druhom o acyle napr.: Cer AS (18:1 /h18:0),
popisuje ceramid tvoreny sfingozinom o dizke Cis a a-hydroxylovanou mastnou kyselinou

o dizke Cis s nasytenymi vizbami.
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HO. A AN eSS

oL
NH
o)\/\/\/\/\/\/\/\/\ sfingozin (S)

CERNS, H, ds, P HO., L X NS eSS
no IS
© NH,

//\/'\\ 6-hydroxysfingozin (H)

HO.,, L Rx NS eSS CER S, H, dS, P

Ho\i
NH sfingozin
O)\/\/\/\/\/\/\/\/\ AN

OH fytosfingozin (P)

HO.,, LSS NSNS CEROS, H,ds, P

Obrazok 4 Prehlad Struktur skupiny ceramidov

Biosyntéza ceramidov prebieha v endoplazmatickom retikule, zacina kondenzaciou serinu
s aktivovanou mastnou kyselinou (acyl-CoA) katalyzovanou enzymom
serinpalmitoyltransferazou (SPT) za vzniku 3-ketodihydrosfingozinu (Obrazok 5). Rychlost
tohto kroku urcuje rychlost’ celej syntézy, a preto je pomocou reguldcie SPT mozné regulovat’
hladinu ceramidov (sfingolipidov).>* V d’alsom kroku je 3-ketodihydrosfingozin zredukovany na
dihydrosfingozin katalyzovany 3-ketodihydrosfingozin reduktiazou.”® Dihydrosfingozin je
premeneny na dihydroceramid kondenzaciou s acyl-CoA katalyzovanou ceramidsyntazou
(CERS 1 — 6). Nasledne je dihydrosfingozin zredukovany na sfingozin (dS na S) pomocou
enzymu dihydroceramiddesaturazou (DESI) alebo je premeneny na fytosfingozin (dS na P)

pomocou DES2 26%7
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O O

HO/\H]\OH CoA \S)]\/\/\/\/\/\/\/\

NH,
palmitoyl-CoA
L-serin
Serinplamitoyltransferaza
(e}
HO/\HI\/\/\/\/\/\/\/\ 3-ketodihydrosfingozin
NH,
3-ketodihydrosfingozin reduktaza
OH
HO/Y\/\/\/\/\/\/\/\ dihydrosfingozin
NH,
Ceramidsyntédza 1 -6
OH

Ho/\r\/\/\/\/\/\/\/\ dihydroceramid

Dihydroceramiddesaturaza 1 Dihydroceramiddesaturaza 2

Ho/\r\/\/\/\/\/\/\/\ Ho/\r\:/\/\/\/\/\/\/\
HN\n/\/\/\/\/\/\/\/ HN\[]/OQ/\/\/\/\/\/\/
(0] (0]

ceramid fytoceramid

Obrazok 5 Schéma biosyntézy ceramidov

Degradacia ceramidov zac¢ina rozdelenim na sfingoidnti bazu a mastnt kyselinu katalyzovanym
ceramiddzami (Obrazok 6).2® Sfingoidna baza je v d’alsom kroku premenena na fosfat pdsobenim
sfingozin kinazami (SPHK1, 2).*’ Fosfat sfingoidnej baze je bud’ defosforylovany znova na
sfingoidntl bazu pomocou sfingozin-1-fosfat fosfatazy alebo je rozstipeny na prislusny mastny
aldehyd a fosfoetanolamin posobenim sfingozin-1-fosfat lyazy.> Mastny aldehyd je nakoniec

premeneny na mastnu kyselinu aldehyddehydrogenazou (ALDH)?!.
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HO/Y\/\/\/\/\/\/\/\ dihydroceramid

o
Ceramidaza
OH
- dihydrosfingozin
HO/Y\/\/\/\/\/\/\/\ Y 9
NH,
Sfingozin kinaza (SPHK 1, 2)
OH
HO. :
/P\O/Y\/\/\/\/\/\/\/\ dihydrosfingozin-1-fosfat
HO
NH,
Sfingozin-1-fosfat lyaza
(0]

k/\/\/\/\/\/\/\ hexadekanal

Aldehyddehydrogenaza

o]

Ho)l\/\/\/\/\/\/\/\ hexadekanova kyselina

Obrazok 6 Schéma degraddcie ceramidov

Acyleramidy

Narozdiel od vel'mi dlhych ceramidov sa na sfingoidni bazu viaze ultradlhy acylovy retazec
(Cz8 — Cs36) ktorého o hydroxylova skupina je esterifikovana kyselinou linolovou, jednd sa teda
otyp ceramidu EO. Acylceramidy tvoria asi 10 % z celkového mnozstva ceramidov, ich
pritomnost’ je ale nevyhnutna pre spravnu barierovl funkciu koze nakol'ko sa aktivne podiel’aju
na tvorbe CLE a LPP. Poruchy vich biosyntéze resp. ich znizené hladiny st spajané
s nadmernou transepidermdalnou stratou vody a poskodenou bariérovou funkciou koze,*>>* ich
nizke hladiny sa tieZ objavuju pri ochoreniach ako atopickd dermatitida, psoridza alebo

ichty6za.'?

15



Ultradlhy retazec potrebny k sformovaniu acylceramidu je vytvdrany z mastnej kyseliny
pomocou elongdz mastnych kyselin ELOVL1 a ELOVL4 (Obrazok 7), ktoré predlzujii mastnti
kyselinu vzdy o2 uhliky.>> Pri dostato¢nej dizke retazca nasleduje hydroxylacia ® pozicie
ultradlhej mastnej kyseliny pomocou cytochromu P450 (CYP4F22).3¢ Takto pripraveny
ultradlhy retazec je potom premeneny na aktivnu formu pripojenim CoA pomocou acyl-CoA
syntetdz (ACSs). K tomuto acyl-CoA je pripojena sfingoidna baza pomocou CERS3.% Nakoniec
je -hydroxyl esterifikovany kyselinou linolovou katalyzovany enzymom patatin-like
phospholipase domaincontaining protein 1 (PNPLA1). Kyselina linolovd nutnd k esterifikacia
pochéadza z triglyceridov z ktorych bola odstiepena pomocou lipdz, nepriamo tomu napomaha

enzym ABHDS5 ktory ako kofaktor aktivuje lipazu.’

(0]
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Ho)]\/\/\/\/\/\/\/\ ¥ (C16 - Caa)
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[0}

HOJ\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/OH omega-hydroxy ultradiha mastna kyselina
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0]

CoA \S)l\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/OH CoA - omega-hydroxy ultradlhd mastna kyselina
OH

l CERS3

=
Ho/:N(\/\/\/\/\/\/\/\ CEROS
\[I/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/WW\/\OH

(0]
\ PNPLA1

HN\[]/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\O CEREOS

Obrazok 7 Schéma synttézy acylceramidov
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Acylceramidy su typické pre epidermis kde sa nachadzaji v dvoch formach, bud’ ako volné,
alebo su kovalentne viazané na korneocyty. Mechanizmus ich kovalentného viazania na
korneocyt zacina peroxidaciou a ndslednou epoxy-alkohol derivatizdciou podsobenim dvoch
lipoxygenaz (ALOX12B, ALOXE3).?” V d’alsom kroku katalyzovanym SDR9C7 je vzniknuty
epoxy-alkohol d’alej oxidovany za vzniku reaktivneho epoxy-enénu ktory ma schopnost’ viazat

sa priamo na proteiny korneocytov a tym vznika CLE.*

Nuklearna magneticka rezonancia v pevnej fazy

Nuklearna magnetickd rezonancia (NMR) je metdda ktora vyuziva interakcii jadier atomov
s nenulovym spinom s magnetickym pol'om. V zdkladnom stave su spiny jadier usporiadané
nahodne a maji rovnakt energiu, v silnom magnetickom poli sa spiny orientuju a rozdel'uju na
dve hladiny snizSou a vySSou energiou oproti pociatku. Po oziareni tychto dvoch hladin
radiofrekvencnim Ziarenim najcastejSie vo forme kratkych pulzov ddjde k excitécii jednotlivych
spinov apo skonceni ozarovania k deexcitacii. Vplyvom radiofrekvenéného pulzu dojde
k vytvoreniu napitia ktora sa meria. Podl'a typu sledovaného atdému sa jednd o spektra prvkov

a ich izotopov napr. 'H, 2H, 1*C, IF, 3'P, atd’..%’

NMR analyza moze prebichat’ rovnako v pevnej fazi alebo v roztoku. Tieto dve metddy sa vSak
vel'mi liSia svojim rozliSenim v spektrach. Dovod tejto rozdielnosti je v mnozstve faktorov, ktoré
ovplyviiujt NMR. Hlavnym z tychto rozdielov je pritomnost’ anizotropickych interakcii. Tieto
interakcie su zavislé na orientécii a v roztokoch, v ktorych dochadza k vol'nému pohybu castic
ich nebudeme pozorovat. Na druht stranu v pevnej fazi, kde je pohyblivost' znacne mensia,
vSetky tieto interakcie nemdzu byt ignorované, aprave ich pritomnost vedie k znizeniu
rozliSenia a taZSej interpretdcii spektier. Tieto interakcie ndm su ale tieZ schopné poskytnut
potenciondlne vicSie mnoZstvo informacii o molekuldrnom usporiadani a mobilite molekul

pouzitim vhodnych technik. 4°

Jednou z technik, ktora sa pouziva k znizeniu anizotropickych interakcii je takzvany Magic
Angle Spinning (MAS). Tato technika vyuziva fakt, Ze fyzickym rotovanim analyzovanej vzorky
okolo osy vuhle 54°44' k smeru pouzittho magnetického pola ddjde k spriemerovaniu
aniztotropickych interakcii a tym znizi ich vplyv na rozSirovanie signalov v spektre. Aj ked’ tieto
interakcie moézu poskytnut’ informacie napr. o symetrii molekuly ich pritomnost’ v spektre moze
v niektorych pripadoch zna¢ne komplikovat' interpretaciu spektra. Podmienkou ucinnosti tejto
techniky je, ze rychlost’ otacania musi byt rovnako velkd (alebo vécsia) ako velkost’ vplyvu

interakcie. *!
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Pri NMR v pevnej fazi je potrebné mysliet na to, ze spektra st ovplyvnené aj symetriou
krystalickej Struktary, ktord méze mat’ vplyv na pocet signalov ktoré bude v spektre viditelIné.
V pevnej fazi totiz NMR reflektuje stav vSetkych jadier vo vydelenej jednotke narozdiel od
roztoku, kde reflektuje stav jednotlivych molektl. Preto je pri analyze komplikovanych zmesi
vhodné vyuzit znaCenie sledovanych casti izotopmi s nizkym prirodzenim vyskytom, co

zabezpeti lepsiu prehladnost’ spektra.*?
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Vysledky a diskusia

Najprv bolo potrebné vytvorit’ plan syntézy. Retrosynteticky postup z ktorého vychadzala nasa
syntéza je vidiet na Obrazku 8. Vo vsetkych schémach bude vzdy cast’ nesuca znacenie
deutériom znazornend modro. Rozbor za¢ina molekulou acylceramidu, z ktoré¢ho je odstiepena
sfingoidna baza a kyselina linolova. Tym sme sa dostali k zakladnému skeletu 32 uhlikatému
retazcu, ktory je vjednej svojej polovici deutérovany. Tento retazec sme potom rozdelili
v polovici na deutérovanu a nedeutérovanu Cast. Deutérovana Cast’ bola d’alej rozdelena na 4
a 12 uhlikaty fragment kvoli komercnej dostupnosti vychodzich latok (1,16-disubstituovana
Sestnast'uhlikatd perdeuterovana zli¢enina nie je komercne dostupnd). Analogicky by fungovalo

rozdelenie na 8 + 8 uhlikaté fragmenty, ale tato varianta by bolo financne narocnejsia.

OH
HO =

HN, .o

Q

OH

HO.

.\/\/‘\/‘\/\./\/\
M OH

0
Br

Obrazok 8 Retrosynteticky rozbor acylceramidu selektivne deuterovaného v ultradlhom retazci

Br

Z moznosti deuterovanych latok boli vybrané 1,12-dibromdodekan a y-butyrolakton. Syntéza
bola najprv optimalizovand na ich nedeutérovanych formach z finanénych doévodov -

deutérované latky st ndsobne drahSie. Reakcie, ktoré boli vyuzité pri optimalizacii syntézy nie st
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v experimentalnej Casti prezentované, budu len diskutované v diskusii a v experimentalnej Casti

bude uvedena len findlna syntéza.

Priprava 12-brémdodekan-1-olu (3)

Plan bol 1,12-dibromdodekan acetylovat’ na 12-bromdodecyl acetat, ten d’alej bazicky Stiepit’ na
12-bromdodekanol (3). Nas prvy postup (1A, Obrazok 9) bol dibromdodekan rozpustit’ v N,N-
dimetylformamide (DMF) anechat ho reagovat’ s octanom sodnym (0,95 ekv) pri 90 °C.
Substitucia bromu vSak nie je selektivna (vychodzia latka je symetrickd), a preto sme ziskali
kombinaciu nezreagované¢ho dibromdodekanu, mono a diacetatu. ZniZzenim mnozstva octanu
sme boli schopni zlepsit pomer medzi pozadovanym mono-acetatom a vedl'aj§im produktom di-
acetatom. Vytazok tejto reakcie bol priblizne 50%. Reakciu by ale bolo potrebné viac krat
opakovat’, ked’ze takmer 30 % z pouzitého dibrémdodekanu nebolo zreagovanych. Tento postup
nebol idealny pre nasu syntézu, ked’Ze po reakcii sa ndm nepodarilo vzdy kvantitativne izolovat’
vychodziu latku, ¢im by doSlo k d’alSiemu zniZeniu celkového vytazku po viacerych

opakovaniach reakcie.

Nasledovalo Stiepenie acetylu za vzniku 12-brémdodekanolu (3). Pre tito reakciu sme pouzili
kyslé podmienky namiesto pdvodne zamyslanych bazickych (LiAlHs), ked’ze by pri nich doslo
k substiticii bromu za nukleofil. Kyslé Stiepenie acetylu prebiehalo v metanole s pridavkom
katalytického mnozstva H2SO4 pod refluxom 2,5 hodiny. Po skonceni reakcie bolo nutné

reakénti zmes extrahovat a &istit’ stipcovou chromatografiou. Vytazok tejto reakcie bol 65-75%.

Postup ktory sme nakoniec zvolili (1B) vychadza z relativne selektivnej reakcie dodekan-1,12-
diolu s kyselinou bromovodikovou v toluéne. Doévodom selektivity tejto reakcie s rozdielné
rozpustnosti moznych produktov. Dodekan-1,12-diol sme schopni ziskat' uplnou substitiiciou

brémov za acetylové skupiny a ich naslednym Stiepenim.

Substitiicia bromov prebiechala v DMF s nadbytkom octanu sodného za zvySenej teploty,

vytazok tejto reakcie dosahoval 80 %.

Pre Stiepenie acetylov sme sa rozhodli namiesto HoSO4 pouzit’ kysly DOWEX 50, jedna sa
o zivicu snaviazanymi kyslymi skupinami. Reakcia prebiehala v metanole, v ktorom bol
DOWEX rozsuspendovany. Cas nutny k iplnému zreagovaniu bol dlhii ale bolo ho mozné
skratit’ zvySenim teploty, ked’ze za laboratornej teploty reakcia mohla prebiehat’ aj 4 dni, pri
teplote 70 °C bol reakény ¢as 10 hodin dostacujuci. Vyhodou pouzitia DOWEXu bola

jednoduchost’ spracovania reakcie, nakol’ko DOWEX bol po skonceni reakcie odfiltrovany
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a zbytok bol odpareny bez nutnosti d’alSieho Cistenia. Tymto sposobom sme boli schopni

dosiahnut’ takmer kvantitativne vytazky.

Reakcia dodekan-1,12-diolu (2) s konc. HBr v toluéne bola pre nas kl'icova, ked’ze sme s jej
pomocou boli schopni ziskat zo symetrickej molekuly asymetricki. Dodekan-1,12-diol bol
rozpusteny v toluéne a zohraity az do refluxu, potom bola pridand konc. HBr v miernom
nadbytku (1,2 ekv.). Rek¢ny cas tejto reakcie bol 72 hodin, po tomto ¢ase bolo stale vel'ka Cast’
nezreagovana a na TLC uz bolo mozné vidiet’ vznikajaci dibromdodekan. Preto sme sa rozhodli
reakciu zopakovat, no za tychto podmienok sme opakovane ziskavali vytazky okolo 60 %.
Kvoli tomu sme sa rozhodli u d’alSich pokusoch castejSie kontrolovat' reaként zmes. Po 2
hodinach na TLC bolo zretel'ne vidiet’, Ze len mala ¢ast’ dodekandiolu nebola zreagovana, preto
sme sa rozhodli reakciu zastavit’ a spracovat. Po 2 hodinach reakcie sme ziskali vytazok 12-
bromdodekanolu (3) okolo 75 % alen malé mnozstvo dodekan-1,12-diolu (2) ktoré mohlo

podstupit’ reakciu znova ¢im by sme boli schopni vytazok este zvysit.

CH;COONa
DMF o
NN SN B
(1A) Br o B Tol/
50 %
H,S0,
M Br/\/\/\/\/\/\/OH (3)
Reflux
75 %
CH3;COONa (0]
DMF o) (1)
AN NSNS B ————
(1B) Br ' , 0 Tl/
90°C o
80 %
DOWEX 50
MeOH HO/\/\/\/\/\/\/OH (2) HBr, toluen B OH (3)
70°C 120°C r
98 % 75 %

Obrazok 9 Schéma pripravy 12-bromdodekan-1-olu (3)
Priprava fosfoniovej soli (8)

Na§ plan bol premenit butyrolakton na 4-brommaslovu kyselinu. T4 by sa v dalSom kroku
premienala na fosfoniova sol' reakciou s trifenylfosfinom. Problematickym krokom bolo

otvorenie laktonového kruhu, pravdepodobne z dovodu jeho vysokej stability.
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Prvym pristupom (2A, Obrazok 10) ktory sme skusali bolo rozpustenie laktonu v konc. HBr
s pridanim tetrabutylaménium bromidu ako fdzového katalyzatora. Tato zmes bola potom
podrobena mikrovinnému oZarovaniu. Skusali sme rozne dizky reakénych ¢asov (5 — 60 mint)
a tiez rozne energie, nepodarilo sa nam vSak dosiahnut’ pozadovany vytazok (vzhl'adom k tomu,
ze sa jedna o viackrokovu syntézu s pouzitim finan¢ne naro¢nych prekurzorov, kazdy jednotlivy

vytazok je dolezity). Tymto postupom sme dosiahli maximalny vytazok 46 %.

Alternativnym postupom (2B) ktory sme vyskusali bolo rozpustenie laktonu v zmesi konc. HBr
a konc. H»SOy4, tato zmes sa potom zahrievala az do varu (priblizne 120 °C). Tato reakcia
prebiehala 12 — 48 hodin pod refluxom. Vytazky tohto postupu boli vyssie ale nepresahovali
70 %.

Nakoniec sme zvolili postup (2C) ktorym sme sa pokusili obist’ problematické otvorenie
laktonového kruhu a to reakciou butyrolaktonu s trifenylfosfin hydrobromidom. Tato reakcia
prebiehala v tavenine pri teplote 190 °C. Zahrievanim reakénej zmesi sa trifenylfosfin
hydrobromid postupne topil az bola cel4 reakénd zmes tekutd, po Case vSak zacala reakénd zmes
tuhnat’. Uplne stuhnutie indikovalo skonéenie reakcie ked’ze vzniknutéa fosfoniova sol’ mé teplotu
topenia vySSiu nez bola teplota reakénej zmesi. Po vychladnuti bola zmes rozpustena
v minimalnom moznom mnozstve CHCl; smalym pridavkom MeOH anasledne bola
precipitovana dietyléterom. Po opakovanej precipitacii bolo mozne ziskat az takmer

kvantitativne mnozstvo produktu.
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0 HBr, TBAB OH
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46 % Ph\@/\/\n/OH (8)
o Ph" N, 3
HBr, H,SO, OH
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70 %
Ph e ©
o] /IIDH Br Br
Ph™@™ N\ OH
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190°C Ph” \:h\/\n/
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100 %

Obrazok 10 Schéma pripravy fosfoniovej soli (8)
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Priprava (E/Z)-16-|(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy|hexadec-4-enovej kyseliny (9)

Najprv bolo nutné zabezpecit' aby sme pripravili aldehyd, ktory bude mat’ na druhom konci
retazca chranenu hydroxylovl skupinu nutnu pre d’alSie kroky syntézy. Rozhodli sme sa preto
substituovat’ brom v 12-bromdodekanole za acetyl reakciou s octanom sodnym v DMF (3A,
Obrazok 11). Takto pripraveny 12-hydroxydodecyl acetat sa oxidoval Swernovou oxidéaciou na
aldehyd. Aldehyd po pripraveni vstupoval do Wittigovej reakcie s fosfoniovou solou.
Fosfoniova sol’ bola posobenim baze premenena na yllid (typickd tmavo oranzova farba), ku
ktorému bol po case pridany aldehyd. Tato Wittigova reakcia vSak neposkytla pozadovany
produkt, ztejto reakénej zmesi sa nam podarilo izolovat nechceny produkt s odchranenou
acetylovou skupinou ¢o nam signalizovalo Ze je potrebné pouZit’ iné chradnenie pre hydroxylovu
skupinu.

Najprv sme hydroxylova skupinu 12-bromdodekanolu ochranili pomocou dihydropyranu
a ndsledne sme substituovali brom za acetyl, ktory sme potom bazicky Stiepili vyuzitim LiAlHa4.
Takto sme ziskali dodekan na jednej strane s volnou ana druhej strane s ochranenou
hydroxylovou skupinou (6). VoI'na hydroxylova skupina bola Swernovou oxidaciou premenena
na aldehyd (7) a ten vstupoval do Wittigovej reakcie s fosfoniovou sol'ou (8). Pri tejto Wittigovej
reakcii bolo nutné optimalizovat’ podmienky, ked’Ze prvé pokusy neposkytovali pozadované
vytazky. Predizenim dizky tvorby yllidu z 30 minéit na 60 minut pri teplote -25 °C sme dosiahli
vytazok 63 % ktory bol pre nas plan dostacujuci.
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Obrazok 11 Schéma pripravy (E/Z)-16-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]hexadec-4-enovej kyseliny (9)
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Priprava (E/Z)-32-|(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]dotriakont-16-enovej kyseliny (13)

Po Wittigovej reakcii sme teda ziskali (E/Z)-16-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]hexadec-4-
enovu kyselinu (9). Pre d’al§iu Wittigovu reakciu sme potrebovali premenit’ karboxylovu skupinu
na aldehyd. Rozhodli sme sa pre uplni redukciu na alkohol pouzitim BH3 v tetrahydrofurane
a potom naslednu oxidéaciu na aldehyd Swernovou oxidaciou (Obrazok 12). Priama redukcia
karboxylovej kyseliny na aldehyd je narocnejSia nez tento dvojkrokovy postup, ktory naviac

prebiehal s vysokymi vytazkami.

Pred redukciou boranom bolo nutné najprv nasytit’ dvojitd vidzbu ktora vznikla po Wittigovej
reakcii inak by prebehla jej hydroboracia. Pre nasytenie dvojitej vdzby sme sa rozhodli vykuasat
redukciu pomocou pristroja H-CUBE, ktora dokaze vyuzit D>O ako zdroj D> na redukciu
dvojitych vézieb. Nenasytenu kyselinu bolo nutné rozpustitt v EtOAc a preniest do valca.
z ktorého sa roztok nasaval do H-CUBE. Celkovy vytazok tejto redukcie bol 72 %. Je to nizsi
vytazok ako pri klasickej deuteracii na Pd katalyzétore, ktord prebiecha takmer kvantitativne.
Nizsi vytazok sa da vysvetlit’ horSou rozpustnost'ou nasej kyseliny v pozadovanom rozpustadle

a jej precipitaciou.

Po nasyteni dvojitej viazby bola karboxylova skupina zredukovand na hydroxylovl vyuzitim
komplexu BH3. THF (11). Téato redukcia prebiehala s vytazkom okolo 90 %. Nasledne bol
vzniknuty alkohol zoxidovany Swernovou oxidaciou na aldehyd a tym bol pripraveny na d’alSiu
Wittigovu reakciu s fosféoniovou solou s 16 uhlikatym retazcom (v tomto pripade
nedeutérovanym, ktoré¢ho syntéza bola optimalizovana v ramci iného projektu). Tato Wittigova
reackia prebiehala bez problémov a jej podmienky nebolo nutné optimalizovat’. Po tejto reakcii
sme ziskali (E/Z)-32-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]dotriakont-16-enovu kyselinu (13), ¢o je

32 uhlikaty ret'azec, ktory je zdkladom nami pripravovaného acylceramidu.
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Obrazok 12 Schéma pripravy (E/Z)-32-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]dotriakont-16-enovej kyseliny (13)
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Priprava ceramidu EOS (18)

Po priprave 32 uhlikatého retazca bolo potrebné modifikovat’ substituenty (Obrazok 18). Najprv
bola reakciou s disukcinimidyl karbonitom aktivovand karboxylova skupina (Co viedlo aj
k zlepSeniu rozpustnosti latky), tdto reakcia prebiehala s vytazkom 80 % (Obrazok 13). Po
aktivacii sme nasytili dvojita viazbu ktora vznikla pri Wittigovej reakcii (15). Reakcia prebiehala
v atmosfére D> na Pd katalyzatore za intenzivneho mieSania a poskytla takmer kvantitativny
vytazok. Po potvrdeni nasytenia dvojitej vizby pomocou NMR, produkt pokracoval do d’alSej
reakcie bez dodato¢ného Cistenia. V d’alSej reakcii bola pomocou p-toluensulfonovej kyseliny
odchrdnend hydroxylova skupina, tito reakcia poskytovala vytazky okolo 85 % (16). Volny
hydroxyl po odchraneni bol esterifikovany kyselinou linolovou vyuzitim Yamaguchiho
esterifikacie ktorej vytazok bol 80 % (17). Poslednym krokom syntézy bolo naviazanie
sfingodinej baze. Sfingoidnd bdza sa v pritomnosti N,N-diisopropyletylaminu naviazala na
aktivovant kyselinu, s ktorou sa spojila vytvorenim amidovej vizby a findlneho produktu,

selektivne deuterovaného acylceramidu (18).
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Obrazok 13 Schéma pripravy finalneho ceramidu (18)
Zhrnutie syntézy

Finélnu syntézu sme zacali s 1000 mg g d»4-1,12-dibromdodekanu a 500 mg ds-y-butyrolaktonu.
Butyrolaktén bol prevedny na 1700 mg fosfoniovej soli, 1,12-dibromdodekan bol prevedeny na
460 mg 12-bromdodekan-1-olu. Ten bol d’alej premeneny na aldehyd a po Wittigovej reakcii
s fosfoniovou sol'ou poskytol 281 mg dxs-(E/Z)-16-[(tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)oxy|hexadec-4-
enovej kyseliny, ktora tvori deuterovanu Cast’ nasho aclyceramidu. Nas deuterovany ret'azec bol
premeneny na aldehyd a podsttpil druhtt Wittigovt reakciu ktorej produktom bolo 65 mg ds2-
(E/Z)-32-[(tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)oxy]dotriakont-16-enovej kyseliny. Této kyselina bola

d’alej modifikovana a v piatich krokoch premenend na acylceramid s poZadovanym znacCenim
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v ultradlhom ret’azci. Finalneho produktu bolo nakoniec ziskanych 12 mg. Syntéza celkovo scita

18 krokov s celkovym vytazkom 2 %.
Solid state NMR

Vystupom tejto syntézy bol acylceramid pouzity k vytvoreniu lipidovej zmesi simulujlcej
zlozenie lipidov extracelularnych priestorov SC. Konkrétne pripravu vzorku a samotné meranie
ssNMR mali na starost’ spolupracovnici z Univerzity v Lipsku, menovite Ferdinand Fandrei
a Daniel Huster. Nasledne bola pomocou solid state 2H NMR analyzy v tejto zmesi pozorovana
mobilita znaCenej Casti acylceramidu pri rozdielnych teplotach (na Obrazku 14 ukdzané za
fyziologickej teploty koze). Vysledky su interpretované z tvaru spektra ktoré meranie poskytlo.
Ako je vidiet na Obrazku 14 mobilita v lavej Casti, ktorda je venovand chovaniu linoleatu
v acylceramidoch (merané v ramci iného projektu), tito Cast’ je plne izotropickd, ¢o znamena
vysoko neusporiadand a mobilnd. Mobilita sfingozinového retazca v acylceramidoch bola
rovnako merand v rdmci iného projektu a z tvaru spektra vyplyva, Ze tento retazec sa chova
fluidne, stile s pomerne zna¢nou mobilitou. Mobilita znafenej casti (medzi Ci7 — Cz2)
ultradlhého retfazca je zobrazena v prostrednej ¢asti Obrazku 14 a ma dvojity charakter. Cast
ultradlhého retazca blizsie k linoleatu vykazuje rovnako ako on izotropické spravanie. Druha
polovica tohto retazca prechadza cez fluidny stav az k rigidnému krystalickému. Dopliujicou
informaciou k tomuto experimentu bude analyza mobility druhej polovice ultradlhého retazca

ktort1 sme v tejto praci neskumali, ale budeme sa jej venovat’ v budiicnosti.

isotr
I fluid [ cryst
Ceramid EOS Ceramid EOS Ceramid EOS
linoleat(ds,) ultradlouhy fetézec sfingosin 52%
C17-Csz (d32)

32°C

Obrazok 14 ssNMR spektra pre deuteriom znaceny linoleat (vlavo), znaceny ultradlhy retazec medzi C17— Csz

(uprostred) a retazec sfingozinu (vpravo).

Na obrazku 15 je potom vysvetlené, akym spdsobom si predstavujeme usporiadanie jednotlivych
retazcov acylceramidov v medzibunkovych priestoroch SC. Retazec sfingodinej baze ceramidu
spolo¢ne s retazcami sfingoidnych bazi ostatnych ceramidov smeruju na jednu stranu a st

fluidné. Retazec linoledtu je potom izotropicky, teda vel'mi neusporiadany a mobilny
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(pravdepodobne kvoli pritomnosti dvoch nasobnych vizieb v retazci). Ultradlhy retazec je az po
troven dizky velmidlhych retazcov ceramidov stale neusporiadany, aviak od tohto bodu je d’alej
uz lepSie usporiadany, z malej Casti fluidny a d’alej kryStalicky s minimalnou mobilitou, ¢o

odpoveda zisteniam u vel'midlhych ceramidov, ktorych acylovy retazec je prakticky uplne

krystalicky.
Fluidna 7 Krystalickd/Fluidna Izotropicka Izotropicka
| | J | A
[ | | | | |
OH 0
NM " R N §Wokww
HO 2 j
My
N\/\/\/\/\/\/j« AT T e
HO 2
| I\ J
: Y
Fluidna

Krystalicka

Obrazok 15 Usporiadanie a mobilita retazcov ceramidov
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Experimentalna cast’
Chemikalie

Vsetky chemikalie, rozpustadla a vychodzie latky pouzité pri syntéze pochadzali od zauzivanych
dodavatel'ov: Penta chemicals (Praha, CR) a MERCK (Darmstadt, Nemecko) a boli pouzité bez
d’alSieho Cistenia. Perdeuterované zluceniny das-1,12-dibromdodekan a ds-y-butyrolakton boli

zakupené od CDN Isotopes (Pointe-Claire, Kanada)

Obecné informacie a pristroje

Na kontrolu ¢istoty produktov a priebehu reakcii bola pouzitd TLC na hlinikovych doskach so
silika-gelom 60 F254, Kieselgel 60 od firmy MERCK. Na detekciu bol pouzity roztok Ce(SOa)2
s H3[P(Mo03010)4] v kyseline sirove;.

'H a 3C NMR spektra boli merané v roztokoch CDCl3 a MeOD na pristroji VARIAN VNMR
S500 (Palo Alto, CA, USA) alebo Jeol INM-ECZ600R (Tokio, Japonsko), IR spektra boli
ziskané za pomoci pristroja NICOLET 6700 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) s ATR
sondou, teploty topenia boli zmerané za pouzitia Koflerovho bloku, deuterdcia bola prevedena

pomocu pristroja H-CUBE Pro (ThalesNano, Budapest, Mad’arsko)

Syntéza

d24-1,12-diacetoxydodekan (1)

0]

o\

CH3COONa, DMF

Br\/\/\/\/\/\/\
Br o
70°C
0

1,0 g dps-1,12-dibromdodekanu (2,85 mmol) a 1,0 g octanu sodné¢ho (12,1 mmol) boli
rozpustené v 60 ml DMF a za stdleho mieSania pri teplote 100 °C reakcia prebiehala 3 hodiny.
Po skonceni bolo DMF odparené za zniZzeného tlaku vytvorenim azeotropnej zmesi s toluénom
a produkt bol &isteny stipcovou chromatografiou (hexan/EtOAc 30:1). Bolo izolovanych 680 mg
produktu ako biela kryStalicka latka ¢o odpoveda 77 % vytazku.

Charakterizacia: '"H NMR (500 MHz, CDCl3) & 2.05 (s, 6H). '3C NMR (126 MHz, CDCls) &
171.24,20.99. 1R 2193, 2089, 1729, 1372, 1270, 1225. Teplota topenia 32 — 34 °C.
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d24-dodekan-1,12-diol (2)

0
\[r 0 20°C OH

0

677 mg produktu (1) (2,18 mmol) bolo rozpustenych v 40 ml MeOH, v tomto roztoku bolo
rozsuspendovanych 360 mg DOWEX 50 (53 % w/w). Reakcia prebiehala cez noc za staleho
mieSania za refluxu. Po skonceni reakcie bol DOWEX 50 odfiltrovany, rozpustadlo bolo
odparené a produkt bol &isteny stipcovou chromatografiou (hexan/EtOAc 2:1). Bolo izolovanych
463 mg produktu ako biela krystalicka latka ¢o odpoveda 94 % vytazku.

Charakterizacia: 'H NMR (600 MHz, MeOD) § 4.82 (s, 2H). *C NMR (151 MHz, MeOD)
ziadne signaly. IR 3403, 3337, 2199, 2089, 1745. Teplota topenia: 77 — 78 °C.

d24-12-bromdodekan-1-ol (3)

HOL A S oy B foluer, N S T e T
120°C

457 mg produktu (2) (2,02 mmol) bolo rozpustenych v 15 ml toluenu a zahriatych do varu.
Potom sa po kvapkach pridalo 0,3 ml konc. HBr 48 % (2,62 mmol) a reakcia prebiehala za
refluxu 90 minat. Po vychladnuti bola reakénd zmes zriedend dietyleterom apremyta 1 M
roztokom NaOH a nasytenym roztokom NaCl. Organicka faza bola odparend za zniZzeného tlaku
a produkt bol dalej &isteny stipcovou chromatografiou (hexan/EtOAc 15:1). Nezreagovana
vychodzia latka bola znova rozpustena v 10 ml toluenu a znova zreagovana s 0,1 ml konc. HBr.
Celkovo po oboch cykloch reakcie bolo izolovanych 465 mg produktu ako ZIty olej ¢o odpoveda
80 % vytazku.

Charakterizacia: 'H NMR (500 MHz, CDCIl3) ziadne signaly. '*C NMR (126 MHz, CDCls)
ziadne signaly. IR 3391, 3325, 2195, 2090, 1745

2-[(d24-12-bromododecyl)oxy]tetrahydro-2 H-pyran (4)

PPTS, DHP, CHCl;

Br\/\/\/\/\/\/\oH Br
80°C \/\/\/\/\/\/\OTHP

435 mg produktu (3) (1,5 mmol) bolo spolu s 152 mg (0,6 mmol) pyridinium p-tolueonsulfonatu

vysusené na hlbokom vékuu a v banke uzavreté pod atmosféru Ar. Do banky bolo cez septum
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pridanych 7 ml suchého CHCl3 a 280 ul (3,0 mmol) dihydropyranu. Po 3 hodindch mieSania
reakénej zmesi pri refluxe bola reakcia zastavena pridanim vody. Reakénd zmes bola 3%
extrahovand 15 ml CHCl; apo odpareni organickej faze bol produkt &isteny stipcovou
chromatografiou (hexan/EtOAc 50:1). Bolo izolovanych 524 mg produktu ako zlty olej ¢o
odpoveda 94 % vytazku.

Charakterizacia: '"H NMR (500 MHz, CDCl3) & 4.66 — 4.50 (m, 1H), 3.97 — 3.81 (m, 1H), 3.58 —
3.44 (m, 1H), 1.93 — 1.77 (m, 1H), 1.78 — 1.66 (m, 1H), 1.65 — 1.46 (m, 4H). '*C NMR (126
MHz, CDCI3) 6 98.80, 62.35, 30.79, 25.50, 19.71. IR 2941, 2197, 2096

d24-12-[(tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)oxy|dodecyl acetat (5)

CHsCOONa, DMF o
B \/\/\/\/\/\/\
r OTHP 950G ~r

o

OTHP

512 mg produktu (4) (1,4 mmol) bolo spolu s 225 mg (2,8 mmol) octanu sodného rozpustené
v 12 ml DMF a za staleho miesania pri teplote 100 °C reakcia prebiehala 3 hodiny. Po skonceni
bol DMF odpareny za znizené¢ho tlaku vytvorenim azeotropnej zmesi s toluenom a produkt bol
&isteny stipcovou chromatografiou (hexan/EtOAc 30:1). Bolo izolovanych 444 mg produktu ako
bezfarebny olej co odpoveda 91 % vytazku.

Charakterizacia: '"H NMR (600 MHz, CDCl3) & 4.59 —4.51 (m, 1H), 3.92 — 3.79 (m, 1H), 3.53 —
3.44 (m, 1H), 2.02 (s, 3H), 1.88 — 1.76 (m, 1H), 1.73 — 1.65 (m, 1H), 1.61 — 1.46 (m, 4H). 1*C
NMR (151 MHz, CDCl3) 6 171.35, 98.90, 62.44, 30.89, 25.60, 21.10, 19.81. IR 2941, 2199,
2097, 1739.

d24-12-[(tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)oxy]dodekan-1-ol (6)

LiAIH4, THF
(0] 4 HO _ ~_ ~_ -~
g OTHP oC. LT OTHP

(0]

431 mg produktu (5) (1,2 mmol) bolo vysuSené na hlbokom vakuu, rozpustené v 9 ml suchého
THF a ochladené v kuipeli s l'adom na priblizne 0 °C. Potom boli po kvapkéch pridané 3 ml (3,0
mmol) 1 M roztoku LiAlH4 v THF, banka bola vybrata z klipel'a areakcia prebiehala pri
laboratornej teplote (LT) cez noc. Reakcia bola zastavend pomalym pridavanim vody a bola
extrahovand 3x 15 ml CHCIs, organickéd faza bola odparend za zniZzeného tlaku a produkt bol
Gisteny stipcovou chromatografiou (hexan/EtOAc 6:1). Bolo izolovanych 361 mg produktu ako
slabozlty olej, co odpoveda 95 % vytazku.
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Charakterizacia: "H NMR (600 MHz, CDCls) & 4.57 — 4.53 (m, 1H), 3.90 — 3.81 (m, 1H), 3.51 —
3.44 (m, 1H), 1.86 — 1.76 (m, 1H), 1.74 — 1.65 (m, 1H), 1.62 — 1.43 (m, 4H). 13C NMR (151
MHz, CDCl5) § 98.90, 62.43, 30.88, 25.59, 19.79. IR 3356, 2941, 2197, 2094.

d23-12-[(tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)oxy|dodekanal (7)

HO\/\/\/\/\/\/\
OTHP

Do uzavretej, vyzihanej banky s atmosférou Ar bolo vlozenych 185 ul (2,1 mmol) oxalylchloridu
a 10 ml suchého DCM. Tato banka bola ochladena na -60 °C a bolo pridanych 350 ul (4,6 mmol)
such¢ho DMSO v 5 ml such¢ho DCM. Po 10 minatach mieSania bolo pridanych 355 mg (1,2
mmol) produktu (6) (ktory bol vopred vysuSeny na hlbokom vakuu) v5 ml suchého DCM
a reak¢nd zmes bola ponechand za stdleho mieSania pri teplote -60 °C 90 minut. Po 90 minttach
bolo pridanych 450 pl (4,6 mmol) suchého trietylaminu, chladenie bolo vypnuté a rekcia
prebichala cez noc pri LT. Reakcia bola zastavena pridanim nasytené¢ho roztoku NaCl
a extrahovana 3x 15 ml CHCIs. Organicka faza bola odparena za znizeného tlaku a produkt bol
dalej ¢&isteny stipcovou chromatografiou (hexan/EtOAc 15:1). Bolo izolovanych 238 mg
produktu ako bezfarebny olej ¢o odpoveda 68 % vytazku.

Charakterizacia: '"H NMR (500 MHz, CDCl3) & 4.60 — 4.55 (m, 1H), 3.92 — 3.84 (m, 1H), 3.55 —
3.45 (m, 1H), 1.89 — 1.77 (m, 1H), 1.77 — 1.66 (m, 1H), 1.63 — 1.44 (m, 4H). '*C NMR (126
MHz, CDCI3) 6 98.80, 62.34, 30.79, 25.49, 19.71. IR 2941, 2198, 2095, 1712.

de-(3-karboxypropyl)trifenylfosfonium bromid (8)

1416 mg (4,1 mmol) trifenylfosfonium bromidu bolo spolu s 401 mg (4,3 mmol ) ds-y-
butyrolaktonu vloZzenych do banky a zmes sa zahrievala 3 hodiny na 190 °C az kym sa
nevytvorila tavenina ktord postupne stuhla. Po skonceni reakcie bola reakéna zmes rozpustena
v minimalnom mnozstve CHCIlz spridavkom MeOH anéasledne precipitovand vopred
vychladenym diethyletherom. Z roztoku precipitovany produkt bol vysuSeny a zvazeny. Bolo

izolovanych 1470 mg produktu ako biela krystalicka latka ¢o odpoveda 82 % vytazku.
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Charakterizacia: 'H NMR (600 MHz, MeOD) & 7.91 — 7.85 (m, 3H), 7.85 — 7.79 (m, 6H), 7.78 —
7.71 (m, 6H). 3C NMR (151 MHz, MeOD) & 174.37, 135.04, 133.56, 133.49, 130.30, 130.21,
118.69, 118.13.

d2s-(E/Z)-16-[(tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)oxy|hexadec-4-enova kyselina (9)

©
Br
Os. NG OH  NaHMDS, THF HOW%/\A/\/\/\/\OTHP
XN NN NN OTHP Ph/P\W :
Ph o) 25°C - LT o

1040 mg (2,4 mmol) produktu (8) bolo vysusenych na hlbokom véakuu, rozspusednovanych v 5
ml suché¢ho THF a ochladenych na -30 °C. Po ochladeni bolo pridanych 5,5 (5,5 mmol) ml 1 M
NaHMDS a 60 minut prebiehalo tvorenie yllidu. Po hodine bolo pridanych 227 mg (0,7 mmol)
produktu (7) v 5 ml suchého THF. Po 30 minatach bolo vypnuté chladenie a reakcia prebiehala
cez noc za LT. Reakcia bola zastavena pridanim 20 ml nasytené¢ho roztoku NH4Cl a po okysleni
HCl na pH=1 extrahovana 3x 50 ml CHCls. Produkt bol dalej ¢&isteny stipcovou
chromatografiou (hexan/EtOAc 15:1 + 0,5 % kyseliny octovej). Bolo izolovanych 180 mg
produktu ako biely olej ¢o odpoveda 63 % vytazku.

Charakterizacia: 'H NMR (600 MHz, CDCl3) & 4.59 — 4.55 (m, 1H), 3.90 — 3.83 (m, 1H), 3.52 —
3.45 (m, 1H), 1.87 — 1.76 (m, 1H), 1.74 — 1.65 (m, 1H), 1.63 — 1.44 (m, 4H). '*C NMR (151
MHz, CDCI3) 6 178.67, 126.90, 98.90, 62.43, 30.86, 25.57, 19.77. IR 2941, 2197, 2095, 1737,
1709.

d30-16-((tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)oxy)hexadekanova kyselina (10)

HO e U GG aN
N OTHP D,, PdIC O S S S o
o '

LT o

160 mg (0,4 mmol) produktu (9) bolo rozpustenych v 20 ml EtOAc azmieSanych s 13 mg
(0,0012 mmol) 10 % Pd/C v dvojhrdlej banke. Na jedno hrdlo banky bol napojeny balénik s Do,
na druhé membranova vyveva, pomocou ktorej doSlo k vymene atmosféry za D> (opakované
trikrat). Reakcia prebiehala za staleho intenzivneho mieSania cez noc pri LT. Po skonceni reakcie
bolo Pd odfiltrované, rozpustadlo odparené aprodukt bol dalej ¢&isteny stipcovou
chromatografiou (hexan/EtOAc 6:1 + 0,5 % kyseliny octovej). Bolo izolovanych 142 mg
produktu ako biela kryStalicka latka, ¢o odpoveda 88% vytazku.
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Charakterizacia: 'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 4.62 — 4.56 (m, 1H), 3.92 — 3.84 (m, 1H), 3.55 —
3.47 (m, 1H), 1.90 — 1.78 (m, 1H), 1.78 — 1.66 (m, 1H), 1.66 — 1.46 (m, 4H). 1*C NMR (126
MHz, CDCl3) 6 179.41, 98.78, 62.31, 30.77, 25.49, 19.66. IR 2944, 2194, 2089, 1700. Teplota
topenia 43 — 44,5 °C.

d30-16-((tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)oxy)hexadekan-1-ol (11)

HO BH3, THF HO
OTHP —_— A P S
W e OTHP

O

48 mg (0,12 mmol) produktu (10) bolo vysusenych na hlbokom vakuu, rozpustenych v 3 ml
such¢ho THF av kapeli sladom ochladenych na priblizne 0 °C. Potom bolo pomaly
priddvanych 260 pl (0,26 mmol) IM BHz v THF, banka bola vybrata zkupele areakcia
prebiehala pri LT cez noc. Po skonceni reakcie bola reakéna zmes odparena a zbytky BH3 boli
odstranené odparenim s MeOH celkom 3x. Produkt bol d’alej ¢isteny stipcovou chromatografiou
(hexan/EtOAc 2:1 + 0,5 % trietylaminu). Bolo izolovanych 42 mg produktu ako biela krystalicka
latka ¢o odpoveda 90% vytazku. Téato reakcia bola zopakovana rovnakym postupom zo 70 mg
produktu (10) za zisku 60 mg produktu ¢o odpoveda 90% vytazku. Celkovo bolo teda ziskanych
112 mg produktu.

Charakterizacia: '"H NMR (600 MHz, CDCls) § 4.58 — 4.53 (m, 1H), 3.90 — 3.82 (m, 1H), 3.61
(d, J = 6.1 Hz, 2H), 3.52 — 3.45 (m, 1H), 1.87 — 1.76 (m, 1H), 1.74 — 1.66 (m, 1H), 1.61 — 1.46
(m, 4H). 3C NMR (151 MHz, CDCl3) § 98.90, 63.04, 62.43, 30.89, 25.60, 19.80. IR 3424, 2899,
2195, 2088, 1441.

d30-16-((tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)hexadekanal (12)

H\/\/\/\/\/\/\/\/\
© OTHP

Do uzavretej, vyZihanej banky s atmosférou Ar bolo vloZenych 33 ul (0,38 mmol) oxalylchloridu
a2 ml suchého DCM. Téato banka bola ochladena -55 °C a bolo pridanych 60 pl (0,84 mmol)
such¢ho DMSO v 1 ml suchého DCM. Po 10 minatach mieSania bolo pridanych 101 mg
(0,27 mmol) produktu (11) ktory bol vopred vysuseny na hlbokom vékuu v 1 ml suchého DCM
a reak¢na zmes bola ponechana za staleho miesania pri teplote -55 °C 90 minat. Po 90 minatach

bolo pridanych 117 pl (0,84 mmol) trietylaminu, chladenie bolo vypnuté a rekcia prebiehala cez
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noc pri LT. Reakcia bola zastavena pridanim nasyteného roztoku NaCl a extrahovand 3% 15 ml
CHCl;s. Organicka faza bola odparena za znizeného tlaku a produkt bol dalej &isteny stipcovou
chromatografiou (hexan/EtOAc 15:1). Bolo izolovanych 66 mg produktu ako bezfarebny olej, o
odpoveda 66 % vytazku.

Charakterizacia: 'H NMR (600 MHz, CDCl3) § 9.75 (t, ] = 1.9 Hz, 1H), 4.58 — 4.54 (m, 1H),
3.89 — 3.83 (m, 1H), 3.52 — 3.45 (m, 1H), 1.86 — 1.78 (m, 1H), 1.74 — 1.66 (m, 1H), 1.63 — 1.43
(m, 4H). *C NMR (151 MHz, CDCls) § 203.12, 98.91, 62.45, 30.90, 25.60, 19.82. IR 2940,
2196, 2094, 1727.

d3o-(E/Z)-32-|(tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)oxy|dotriakont-16-enova kyselina (13)

®Ph NaHMDS, THF ~ HO N
HO P—Ph + Ox OTHP N TR OTHP
e -25°C - LT 0

195 mg (0,33 mmol) fosfoniovej soli (pripravenej v ramci iného projektu) bolo vysusenych na
hlbokom vékuu, rozsuspendovanych v 5 ml suché¢ho THF a ochladenych na -20 °C. Po ochladeni
bolo postupne pridanych 750 pl (0,75 mmol) 1 M NaHMDS a 3 hodiny prebiehala tvorba yllidu.
Po 3 hodinach bolo pridanych 66 mg (0,18 mmol) produktu (12) v 3 ml suchého THF. Po 30
minatach bolo vypnuté chladenie areakcia prebiehala za stdleho mieSania cez noc pri LT.
Reakcia bola zastavena pridanim 20 ml nasyteného roztoku NH4ClI a po okysleni konc. HCI na
pH = 1 extrahovana 3x 20 ml CHCls. Produkt bol dalej ¢isteny stipcovou chromatografiou
(hexan/ EtOAc 15:1 + 0,5 % kyseliny octovej). Bolo izolovanych 65 mg produktu ako biela
krystalicka latka, co odpoveda 60 % vytazku.

Charakterizacia: 'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 5.41 — 5.31 (m, 2H), 4.62 — 4.57 (m, 1H), 3.93 —
3.85 (m, 1H), 3.56 — 3.48 (m, 1H), 2.35 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.06 — 1.93 (m, 4H), 1.90 — 1.79 (m,
1H), 1.78 — 1.69 (m, 1H), 1.69 — 1.46 (m, 4H), 1.46 — 1.08 (m, 22H). '*C NMR (126 MHz,
CDCl) 6 179.16, 129.91, 129.86, 98.77, 62.31, 33.92, 30.76, 29.76, 29.66, 29.64, 29.59, 29.55,
29.44, 29.30, 29.24, 29.06, 27.19, 26.97, 25.48, 24.69, 19.66. IR 2917, 2849, 2193, 2089, 1694,
1490. Teplota topenia 43,5 — 45 °C
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dso-sukcinimid-1-yl (E/Z)-32-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy|dotriakont-16-enoat (14)

o
DSC, DIPEA, DCM fe)
HO OTHP oy N~ MA/\/\/V\/\/\/\OTHP
Y\%%/\/\/\/\/\/\/\/\ 0C LT g

o

o 0o

63 mg (0,10 mmol) produktu (13) bolo vysuSenych na hlbokom vakuu a zmiesanych s 67 mg
(0,20 mmol) disukcinimidyl karbonatu. V l'adovej kupeli pri teplote 0 °C boli reaktanty
rozpustené v 15 ml suchého DCM. Potom bolo pridanych 50 pl (0,20 mmol) suchého N,N-
diizopropyletylaminu, banka bola vybratd z kupela a reakcia prebiehala pri LT cez noc. Po
skonceni reakcie bolo rozpustadlo odparené za znizeného tlaku a produkt bol d’alej Cisteny
stipcovou chromatografiou (hexan/EtOAc 6:1 + 0,5 % kyseliny octovej). Celkovo bolo
izolovanych 57 mg produktu ako biela krystalicka latka, co odpoveda 78 % vytazku.
Charakterizacia: '"H NMR (500 MHz, CDCl3) & 5.41 — 5.30 (m, 2H), 4.60 — 4.55 (m, 1H), 3.92 —
3.84 (m, 1H), 3.55 — 3.47 (m, 1H), 2.84 (s, 4H), 2.61 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.07 — 1.98 (m, 4H),
1.90 — 1.66 (m, 4H), 1.63 — 1.47 (m, 4H), 1.45 — 1.18 (m, 20H). '*C NMR (126 MHz, CDCl3) §
169.15, 168.67, 129.90, 129.86, 98.79, 62.33, 30.93, 30.79, 29.77, 29.69, 29.67, 29.65, 29.62,
29.57, 29.55, 29.35, 29.32, 29.08, 28.79, 27.20, 27.00, 26.97, 25.57, 25.50, 24.56, 19.71. IR
2922, 2850, 2195, 2089, 1820, 1788, 1742, 1726, 1464, 1371. Teplota topenia 56 — 57 °C.

ds2-sukcinimid-1-yl 32-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy|dotriakontanoat (15)

(0]
o

o) D
.0 D,, Pd/C o
N WLL‘”/\/\/\/\/\/\/\/\OTHP N~ T OTHP
LT o) D
(¢]

55 mg (0,078 mmol) produktu (14) bolo rozpustenych v 15 ml EtOAc a zmieSanych s 6,5 mg
(0,007 mmol) 10% Pd/C v dvojhrdlej banke. Na jedno hrdlo banky bol napojeny balonik s D2, na
druhé membranova vyveva, pomocou ktorej dosSlo k vymene atmosféry za D> (opakované
trikrat). Reakcia prebiehala za staleho mieSania cez noc pri LT. Po skonceni reakcie bolo Pd
odfiltrované a reak¢na zmes pokracovala do d’alSej reakcie bez dodato¢ného Cistenia (redukcia
dvojitej vdzby bola potvrdend pomocou NMR).

Charakterizacia: '"H NMR (500 MHz, CDCl3:MeOD 5:1) § 4.61 — 4.55 (m, 1H), 3.92 — 3.84 (m,
1H), 3.55 - 3.47 (m, 1H), 2.84 (s, 4H), 2.61 (t,J = 7.5 Hz, 2H), 1.89 — 1.79 (m, 1H), 1.79 — 1.66
(m, 3H), 1.64 — 1.47 (m, 4H), 1.46 — 1.36 (m, 2H), 1.36 — 1.07 (m, 24H). '3C NMR (126 MHz,
CDCl) 6 169.15, 168.67, 98.79, 62.33, 30.93, 30.79, 29.70, 29.68, 29.66, 29.62, 29.58, 29.55,
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29.45, 29.34, 29.08, 28.78, 25.57, 25.50, 24.56, 19.70. IR 2920, 2850,2194, 2088, 1820, 1788,
1725, 1466, 1372. Teplota topenia 95 — 97 °C

ds2-sukcinimid-1-yl 32-hydroxydotriakontanoat (16)

o (@]

PTS, MeOH B
N/OWW\/\/\/\/\/\/\OTHP N OM\/\/\/\/\/\/\/\/\OH
o) LT 0
o) o)

25 mg (0,035 mmol) produktu (15) bolo rozpustenych v 2 ml metanolu a potom bolo pridanych
20 mg (0,105 mmol) monohydratu kyseliny p-toluensulfonovej. Reakcia prebiehala za staleho
mieSania pri LT cez noc. Po skonceni reakcie bolo rozpustadlo odparené za znizeného tlaku
aprodukt bol dalej &isteny stipcovou chromatografiou (chloroform/metanol 100:1). Tymto
spdsobom bolo izolovanych 22 mg produktu ako biela krystalickd latka ¢o odpoveda priblizne
kvantitativnemu vyt'azku. Tato reakcia bola zopakované za rovnakych podmienok s rovnakymi
navazkami za zisku 17 mg produktu, ¢o odpoveda 80 % vytazku. Celkovo bolo izolovanych 39
mg produktu ¢o odpoveda 90 % priemernému vytazku.

Charakterizacia: '"H NMR (500 MHz, CDCls) § 2.76 (s, 4H), 2.51 (t, ] = 7.5 Hz, 2H), 1.69 — 1.60
(m, 2H), 1.36 — 1.26 (m, 2H), 1.26 — 0.97 (m, 24H). *C NMR (126 MHz, CDCls) § 173.70,
172.85, 34.75, 33.55, 33.52, 33.48, 33.41, 33.21, 32.95, 32.95, 32.64, 29.44, 28.41. IR 3587,
2920, 2850, 2194, 2089, 1818, 1786, 1717, 1470, 1374. Teplota topenia: 110 — 112 °C

d32-sukcinimid-1-yl 32-(linoleoyloxy)dotriakontanoat (17)

o (o]

.0 Linolova kys., TCBC, TEA pe)
&i W\/\/\/\/\/\/\/\/\OH inolova kys &l W\/\/\/\/\/\/\/\/\O

o DMAP, THF
(¢] LT 0]

17 mg (0,0272 mmol) produktu (16) bolo vysuSenych na hlbokom vakuu. 8 mg (0,03 mmol)
kyseliny linolovej bolo pridanych v 3,5 ml suchého THF, reak¢nd zmes bola potom zriedena
pridanim dalsich 3,5 ml suchého THF. Dalej bolo pridanych 5 pl (0,03 mmol) 2,4,6-
trichlorbenzoyl chloridu, 10 pl (0,07 mmol) suchého trietylaminu. Po 2 minuatach boli pridané 2
mg (0,016 mmol) 4-(dimetylamino)pyridinu a reakcia prebiehala cez noc za staleho mieSania pri

LT. Po skondeni reakcie bolo rozptitadlo odparené areakcia bola ¢&istena stipcovou
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chromatografiou (chloroform/metanol 100:1). Celkovo bolo ziskanych 16 mg produktu ako biela
krystalicka latka, co odpoveda 67 % vytazku.

Charakterizacia: 'H NMR (500 MHz, CDCls) § 5.44 — 5.29 (m, 4H), 2.84 (s, 4H), 2.78 (t, ] = 6.7
Hz, 2H), 2.63 — 2.58 (m, 2H), 2.34 — 2.26 (m, 2H), 2.06 (q, J = 7.0 Hz, 4H), 1.80 — 1.70 (m, 2H),
1.68 — 1.54 (m, 4H), 1.49 — 1.11 (m, 38H), 0.93 — 0.87 (m, 3H). *C NMR (126 MHz, CDCl5) &
174.00, 169.16, 168.68, 130.20, 130.04, 128.02, 127.89, 34.39, 31.51, 30.93, 29.69, 29.66,
29.62, 29.58, 29.55, 29.34, 29.16, 29.11, 29.08, 28.78, 27.18, 25.61, 25.58, 25.00, 24.56, 22.56,
14.06. IR 2919, 2850, 2193, 2088, 1824, 1787, 1742, 1725, 1469, 1379. Teplota topenia 80 — 83
°C

ds2-N-[(2S, 3R, E)-1,3-dihydroxyoctadec-4-en-2-yl]-32-(linoleoyloxy)dotriakontanamid (18)

OH

0 THF, DCM HO/Y\M\MN\
N W\/\/\/\/\/\/\/\/\o - HN
o} W\Wo DIPEA, Sfingosin N TN TN
° L 0 /\/\/W
(0]

15 mg (0,0169 mmol) produktu (17) bolo zmiesanych s 7 mg (0,0244 mmol) sfingozinu
a spolo¢ne vysusenych na hlbokom vékuu. Potom bola reakénd zmes rozpustena v 3 ml suchého
THF a 1,5 ml such¢ho DCM. Do reakénej zmesi bolo potom pridanych 9 pl (0,0507 mmol)
suchého N,N-diizopropyletylaminu a reakcia prebiehala za staleho mieSania pri LT cez noc. Po
skonCeni reakcie boli rozpuStadld odparené za zniZeného tlaku a produkt bol dalej cisteny
stipcovou chromatografiou (chloroform/metanol 50:1). Celkovo bolo ziskanych 12 mg produktu
ako biela krystalicka latka, ¢o odpoveda 67 % vytazku.

Charakterizacia: 'H NMR (500 MHz, CDCls) & 6.25 (d, ] = 7.5 Hz, 1H), 5.92 — 5.67 (m, 1H),
5.65 — 5.48 (m, 1H), 5.48 — 5.24 (m, 4H), 4.47 — 4.25 (m, 1H), 4.00 — 3.88 (m, 2H), 3.76 — 3.63
(m, 1H), 2.81 —2.72 (m, 4H), 2.29 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.27 — 2.16 (m, 2H), 2.11 — 2.02 (m, 6H),
1.70 — 1.58 (m, 4H), 1.44 — 1.15 (m, 60H), 0.95 — 0.82 (m, 6H). '*C NMR (126 MHz, CDCls) §
174.03, 173.88, 134.28, 130.20, 130.04, 128.81, 128.03, 128.00, 127.90, 74.70, 62.52, 54.47,
36.84, 34.40, 32.27, 31.91, 31.52, 29.71, 29.69, 29.67, 29.65, 29.62, 29.59, 29.56, 29.51, 29.48,
29.37, 29.35, 29.34, 29.28, 29.21, 29.16, 29.13, 29.11, 27.19, 25.75, 25.62, 25.01, 22.68, 22.56,
14.10, 14.05. IR 3305, 2919, 2851, 2194, 2089, 1733, 1647, 1558, 1467, 1378. Teplota topenia
79 - 81 °C
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Priprava vzorku a meranie ssNMR

Merana lipidova zmes bola pripravend rozpustenim zmesi vol'nej mastnej kyseliny, cholesterolu
azmesi ceramidov (NS a EOS-acyl-ds» v pomere 9:1) v moldrnom pomere 1:1:1 v zmesi
rozpustadiel chloroform/MeOH 2:1. Organicka faza bola nasledne odparena za znizeného tlaku,
potom nasledovalo rozpustenie v cyklohexane azmrazenie pomocou tekutého dusika.
Nasledovala lyofilizacia, ktorej produktom bol nadychany prasok. Ten bol pred meranim
hydratovany na 50 hm% vodnym pufrom o pH 5,4 (voda k priprave pufru bola zbavena stop
deutéria). Vzorka bola potom ekvilibrovana opakovanym ohrievanim a mrazenim v tekutom

dusiku.

Samotné meranie prebiehalo na pristroji Bruker Avance 750 MHz operujicom pri frenkvencii
115,1 MHz, pri réznych teplotach (25, 32, 50, 65 a 80 °C). Spektrum bolo ziskané vyuzitim
takzvanej kvadrupolovej ozvenovej sekvencie s vyuzitim dvoch za sebou iducich pulzov

v rozostupe 30 ps.
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Zaver

Ciel'om tejto prace bolo syntetizovat’ acylceramid, znaceny deutériom vo svojom acylovom
retazci na Ci7— C32 anasledne pomocu ssNMR analyzovat' jeho mobilitu v lipidovej zmesi
simulujucej zlozenie lipidov SC.

Najprv bol vytvoreny syntézny plan, ktory bol nésledne optimalizovany vyuzitim
nedeutérovanych zlucenin ktoré su lacnejSie a dostupnejSie ako ich deuterované formy. Po
optimalizacii bola syntéza prevedend uz s deutérovanymi vychodzimi latkami. Vychadzali sme z
d24-1,12-dibromdodekanu a de¢-y-butyrolaktonu. 1,12-dibromdodekan bol najprv v niekolkych
krokoch premeneny na 12-bromdodekan-1-ol s celkovym vytazkom okolo 59 %. Ten po
premene na aldehyd spolo¢ne s fosfoniovou sol'ou pripravenou z butyrolaktonu vstupoval do
Wittigovej reakcie ¢im sme pripravili 16C deutériom znaceny retazec s celkovym vytazkom
tychto krokov 43 %. S tymto deuterovanym retazcom (po niekolkych modifikéaciach) bola
nasledne pomocu Wittigovej reakcie spojend 16C nedeutérovana cast retazca vo forme
fosfoniovej soli, ktord bola pripravena v ramci iné¢ho projektu. Tymto spésobom sme ziskali
z polovice deutérovany 32C retazec vo vytazku 53 %. Posledné modifikacie tohto retazca
zahnali aktivaciu karboxylovej skupiny, nasytenie dvojitej vizby ktora vznikla po Wittigovej
reakcii deutériom, odchranenie hydroxylovej skupiny a jej naslednt esterifikdciu kyselinou
linolovou. Poslednym krokom bolo pripojenie sfingoidnej baze na aktivovani karboxylovu
skupinu, vytazok tychto krokov bol 19 %. Celkovo syntéza scitala 18 krokov, s celkovym

vytazkom 12 mg ¢o odpoveda 2 % celkovému vytazku.

Po syntéze nasledovala ssNMR analyza, ktord mali na starosti spolupracovnici z Univerzity
v Lipsku. Deutériom znaceny acylceramid bol spolo¢ne s cholesterolom, volnou mastnou
kyselinou a nedeutérovanym ceramidom prevedeny do lipidovej zmesi, ktord mala zloZenie
imitujuce zlozenie lipidov v SC. Tato zmes bola potom podrobena ssNMR analyze pri r6znych
teplotach. Podl'a vyslednych tvarov spektier sme boli schopni zistit’, ze ultradlhy retazec je na
svojom konci v blizkosti linoledtu neusporiadany, a teda vysoko mobilny. Této Cast’ priblizne
odpoveda rozdielu dizky medzi velmidlhymi a ultradlhymi ceramidmi. Od toho bodu je potom
d’alej, smerom k polarnej hlave acylceramidu, ret'azec lepSie usporiadany a postupne prechadza

az do stavu krystalického, nemobilného.
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Zoznam skratiek

ACSs — acyl-CoA syntetazy
ALDH - aldehyddehydrogenaza

C — uhlik, pocet atdbmov uhlika

Cer — ceramid(y)

CERS — ceramid syntaza(y)

CHCI; — chlorofrom

CLE — korneocytalna lipidova obalka
CoA — koenzym A

(COCl)2 — oxalylchlorid

DCM - dichlormetan

DES — dihydroceramiddesaturaza
DIPEA — N,N-diizopropyletylamin
DMAP — N,N-dimetylaminopyridin
DMF — N, N-dimetylformamid
DMSO — N,N-dimetylsulfoxid

dS — dihydrosfingozin

DSC — disukcinimidylkarbonat
EtOAc — etylacetat

ELOVL - elongaza(y) mastnych kyselin
H — 6-hydroxyfingozin

LPP — dlha lamelarna faza

LT — laboratdrna teplota

MAS — magic angle spinning
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MeOH — metanol

NaHMDS — bis(trimetylsilyl)amid sodny

NMR — nukledrna magnetické rezonancia

P — fytosfingozin

PNPLAI1 - patatin-like phospholipase domaincontaining protein 1
PTS — p-toluensulfénova kyselina

S - sfingozin

SC — stratum corneum

ssSNMR — nuklearna magneticka rezonancia v pevnej fazi
SPHK - sfingozin kinaza(y)

SPP — kratka lamelarna faza

SPT — serinpalmitoyltransferaza

TCBC — 2,4,6-trichlorbenzoyl chlorid

TEA — trietylamin

THF — tetrahydrofuran

TLC — tenkovrstva chromatografia
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