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Ceramidy (Cer) patria do skupiny sfingolipidov, ktoré sa prirodzene nachadzajii vo
vsetkych l'udskych bunkach, kde hraju doéleziti lohu v bunkovej signalizacii. Vo vysokych
koncentraciach sa Cer nachadzaju v najvrchnejSej vrstve epidermis (stratum corneum). Cer
tvoria medzibunkovi multilamelarnu lipidova matricu spolu s vol'nymi mastnymi kyselinami
a cholesterolom. Hlavnou funkciou stratum corneum je chrénit’ telo pred nadmernou
transepidermalnou stratou vody, zabezpecit’ vnlitorni homeostazu a vytvorit’ ochrannt bariéru
proti Skodlivym latkam z vonkajSieho prostredia.

Cer st amidy dlhych aminoalkoholov (zndmych ako sfingoidna baza) s vy$Sou mastnou
kyselinou naviazanou na ich primarnu aminoskupinu. 6-Hydroxysfingozin (H) je Specificky pre
Pudskt epidermis, ale jeho funkcia a biosyntéza v koZi stale nie je uplne objasnend. Niektoré
Stidie preukazali niZzSie koncentracie Cer na baze H v koZi pacientov s atopickou dermatitidou.

Ciel'om tohto projektu bolo optimalizovat’ jednotlivé kroky celkovej syntézy H a od
neho odvodenych Cer tak, aby boli dosiahnuté vysSie vytazky a umoznila sa syntéza vo
vys$Som rozsahu.

Retrosyntetickd analyza Cer odvodenych od H zobrazend na schéme 1 poskytuje
v prvom kroku samotny H aodpovedajucu mastni kyselinu. Vzhladom k S$pecifickej
stereochémii polarnej hlavicky sfingoidnych badz je biosynteticky tato Cast do molekuly
vhesena pomocou L-serinu. Synteticky je mozné tento fragment najst v takzvanom
Garnerovom aldehyde ((S)-GA), ktory mdze reagovat’ s vhodnym nukleofilom.



Syntéza H bola teda zaloZena na alkynylacii (S)-GA chranenym (R)-pendadec-1-yn-3-
olom s néslednou chromatografickou separaciou jednotlivych vzniknutych diastereomerov.
Dalsim kPaéovym krokom bola selektivna redukcia trojitej vizby na trans-dvojiti vizbu (So
bol jeden z ¢iastocnych ciel'ov tejto prace) a deprotekcia poskytla kone¢ny 6-hydroxysfingozin.

Ql:l ------ | CerNH
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6-hydroxysfingozin

Fyziologicky H bol pripraveny v 7 krokoch (optimalizécia reakénych podmienok 5
z nich bolo népliou tejto prace) s celkovym vytazkom 21 %. Sfingoidné baza vzniknuté tymto
sposobom v d’'alSej Casti sluzila na pripravu Cer NH, Cer AH, Cer EOH.
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Ceramides (Cer), belong to the group of sphingolipids naturally found in each cell.
One of their principal functions is cell signaling. We can find Cer in the uppermost layer of
epidermis (stratum corneum), where the concentrations of these lipids are highest in the whole
human body. Cer form an intercellular multi-lamellar lipid matrix. This lipid mass is
composed of cholesterol and free fatty acids as well. The major function of stratum corneum
is to protect the body from the excesive transepidermal water loss, provide internal
homeostasis and create a protective barrier against harmful substances from external
environment.

Cer are amides of long aminoalcohols with a fatty acid attached to their primary amino
group. 6-hydroxysphingosine (H) is specific for human epidermis, but its function and
biosynthesis in skin is still not completly understood. Some studies showed lower
concentrations of 6-hydroxysphingosine-based Cer in skin of patients suffering from atopic
dermatitis.

The aim of this project was to optimize individual steps of H total synthesis to reach
higher yields and to enable the synthesis in higher scale.

The retrosynthetic analysis of H-derived Cer shown in Scheme 1 provides H and the
corresponding fatty acid in the first step. Due to the specific stereochemistry of the polar head
of sphingoid bases, this part is biosynthetically introduced into the molecule by L-serine.
Synthetically, this fragment can be found in the so-called Garner aldehyde ((S)-GA), which can
react with a suitable nucleophile.



The synthesis of H was therefore based on the alkynylation of (S)-GA with protected
(R)-pendadec-1-yn-3-ol followed by chromatographic separation of the individual
diastereomers formed. The next key step was the selective reduction of the triple bond to a
trans-double bond (which was one of the partial goals of this work) and deprotection gave the
final 6-hydroxysphingosine.

------ ! CerNH
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Physiological H was prepared in 7 steps, 5 of which were the content of this work with
a total yield of 21%. The sphingoid base formed in this way was used for the preparation of
CerNH, CerAH, CerEOH in the next step of this project.
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Ceramidy (Cer) sa radia do obsiahlej skupiny latok znamych ako sfingolipidy (SL).
Ked'Ze vyznam a funkcia SL v organizme je rozsiahla, ich §tddium je predmetom vyskumu
dodnes. Z studii publikovanych k dnesnému ditu mézeme o SL tvrdit’, Ze sa nachadzaji vo
vSetkych eukaryotickych bunkach a hraji nenahraditelni rolu v bunkovej signalizacii
a udrzani homeostazy organizmu a svoju funkciu plnia extracelularne [1], a v neposlednom
rade taktiez v ramci bunkovych membran [2, 3].

Cer svojim obsahom predstavuju najpocetnejsiu podskupinu SL. Pritomnost’ Cer bola
popisana v r6znych tkanivach l'udského tela. Koza predstavuje miesto s najvacsim zastipenim
tychto SL, kde spolo¢ne s vol'nymi mastnymi kyselinami (FFA, z anglického free fatty acids),
cholesterolom (Chol) a cholesterol-Sulfaitom (CholS) tvoria intercelularny lipidovy matrix.
Tato intercelularna Struktura predstavuje permeabilitni nbariéru koze [4].

Z chemického hl'adiska sa jedna o amidy dlhych aminoalkoholov, tzv. sfingoidné baze,
v ktorych je primarna aminova skupina acylovand vysSou mastnou kyselinou s variabilnou
diZkou retazca. Medzi najéastejsie sfingoidné bazy zastipené v Pudskom tele radime sfingozin
(S), dihydrosfingozin (dS), fytosfingozin (P) a 6-hydroxysfingozin (H), ktory sa nachéadza
vyluéne len v ludskej epidermis. 6-hydroxyceramidy alebo taktiez H-ceramidy (H-Cer)
predstavuju skupinu odvodent od H. Dnes pozname viac, ako 12 rodin Cer s rozmanitymi
Struktarami a funkciami [5].

Zaujimavostou H-Cer je fakt, ze patria medzi pomerne novi skupinu latok
lokalizovanych len v epidermis niektorych cicavcov a ich funkcia a biosyntéza doteraz nebola
spolahlivo objasnend. Predpoklada sa, ze hraju dolezita rolu v rdmci koZnych ochoreni, ked’Ze
ich zniZena hodnota bola namerana v kozi postihnutej atopickou dermatitidou [6] a psoriazou
[7, 8]. Do buducna predstavuji H-Cer potencidlnu moznost’ terapie a diagnostiky tychto
ochoreni.

Hlavnym problémom Studie H-Cer je ich komer¢na nedostupnost’ a skutocnost, Ze
syntéza tychto latok je naro¢na a zdihava. Optimalizaciou tejto syntézy sa uz zaoberali aj iné
prace v ramci nasej pracovnej skupiny, avSak boli zamerané na iné aspekty tejto syntézy [9,
10]. Hlavnym ciel'om tejto prace bola optimalizacia kI'icovych krokov navrhnutej syntézy H,
ktory predstavuje vychodiskovl latku pripravy vSetkych zndmych H-Cer. Nasledne, bolo
ClastoCnym cielom zamerat sa na moZnosti prevedenia syntézy H vo vacSom mnoZstve
(niekol’kogramové navazky), aby bolo moZzné pripravit dostatok materidlu pre buduce
experimenty v ramci jednej pripravy, optimalizacia separacie diastereomérov vzniknutych
alkynylaciou Garnerovho aldehydu a preskiimanie réznych moZnosti redukcie vzniknutej
trojite] vdzby na trans-dvojit védzbu, ¢o bol krok, ktory stidle komplikoval celt popisanu
syntézu. Takto pripravené H-Cer budu nasledne sluzit’ pre Stidium biofyzikalnych vlastnosti
buducich projektov v rdmci vyskumnej skupiny pre lepSie pochopenie vztahu Struktiry
a funkcie tychto latok.



2. Teoreticka Cast’

2.1. Koza

Koza (lat. cutis, gr. derma) je najvac¢sim organom l'udského tela predstavujuci vonkajsiu
bariéru. Jej hmotnost’ tvori 15-20% (obsahuje cca 72 % vody) celkovej hmotnosti I'udského tela
a v dospelosti zaujima plochu 1,5-2 m?. Hrubka koze 0,5-4 mm sa meni v zavislosti na jej
lokalizacii, funkcii a stavbe. NajsilnejSia koze sa nachddza na chrbte (4 mm spolocne s dermis),
zatial’ Co najtensia vrstva sa nachadza na o¢nych vieckach (0,5 mm). Idedlne pH koze 5,6-6,4
zaistuje spravnu funkciu koznych enzymov, obnovu kozného epitelu pri mechanickom
poskodenti a chrani telo pred pdsobenim mikroorganizmov [11-13].

Hlavnou funkciou koZe je ochranna funkcia, kedZe tvori bariéru proti vonkaj$im
fyzikalnym, chemickym a biologickym vplyvom. Medzi d’alSie funkcie koze patri metabolicka
(vznik vit. D z prekurzoru posobenim UV Zziarenia), termoregula¢na (hospodarenie s vodou,
zmena prietoku krvi tkanivom a izolaéné zlozky, ako napriklad tukova vrstva a vlasy),
exkrecna (tvorba potu v mazovych zl'azich), resorpéna (dobra vstrebatelnost’ lipofilnych
latok), senzitivna (prostrednictvom roznych typov senzitivnych nervovych zakonceni a
mechanoreceptorov) a taktiez aj funkcia socidlnej komunikacie (prejavenie emocii
prostrednictvom ovladania mimickych svalov) [13-15]. Na obrazku 1 moézeme vidiet
schematicky prierez I'udskej koze.

epidermis< |

dermis <

© Encyclopeedia Britannica, Inc.

Obrazok 1 Stavba ludskej koze. V ndkrese mozeme vidiet dve zdkladné vrstvy kozZe teda epidermis a dermis,

ktorych vystelku predstavuje tela subcutanea. Prevzaté z britannica.com/science/human-skin.
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Z histologického hladiska sa koza sklada z dvoch hlavnych vrstiev a to epidermis
(pokozka) a dermis (corium, zamsa), ktora je vystlana podkoznym vizivom (tela subcutanea)
leziacim hlboko v kozi [11, 13].

Tela subcutanea

Podkozné vizivo, nazyvane tiez hypodermis je tvorené predovSetkym riedkym
kolagénovym vizivom, ktoré pripdja kozu so svalovym respektive s kostrovym tkanivom a
umoziuje jeho posun. Vrstva obsahuje adipocyty, ktorych velkost’ a mnozstvo sa vzhl'adom na
rozne oblasti tela 1iSi. Cytoplazma adipocytov obsahuje vyznamné mnozstvo lipidov,
predovsetkym vol'né mastné kyseliny a triglyceridy. Dal$ou stavebnou jednotkou Hypodermis
je tukové tkanivo, vd’aka ktorému ma vrstva izola¢nu, nutricni a mechanicky ochrannu
schopnost’ [13, 16].

Dermis

Dermis predstavuje stredna vrstvu koze, ktora dosahuje hriibku 0,5-2,5 mm s bohatou
inervaciou a siet'ou kapilar. Jej zdkladom st kolagénové a elastické vldkna spolo¢ne s vézivom.
Hmota zamse je tvorend predovsetkym troma hlavnymi typmi buniek ato st fibroblasty
(syntéza viziva), mastocyty (Zirne bunky obsahujice vo svojej cytoplazme mediatori zapalu) a
histiocyty (krvou prenikajice monocyty, ktorych aktivnou formou si makrofagy). Medzi
pridatné organy dermis patria zl'azové (potné, mazové) a keratinizované adnexy, teda nechty a
vlasy [11, 13]. Dermis je zlozena z dvoch vrstiev a to stratum papillare a stratum reticulare
, ktoré nie su zreteI'ne rozdelené.

Stratum papillare

Predstavuje vrstvu lokalizovanu tesne pod epidermis. Je tvorend dermalnymi papilami,
ktor tvori kolagénové vizivo typu VII, elastické vizivo spolo¢ne s vizivovymi bunkami. Dalej
sa v tejto vrstve nachadza siet’ cievnych a lymfatickych kapilar, ¢o ma za nasledok uzke
prepojenie s termoregulaénym a imunitnym systémom tela. Nachadzaju sa tu exteroreceptory,
ako nociceptory (vnimanie bolesti) a mechanoreceptory (vnimanie tlaku a dotyku). Dalej sem
patri Meissnerové teliesko pre vnimanie jemného dotyku, Vater-Paciniho teliesko pre
detekciu tlaku a vysokofrekvencnych vibracii, Krauseho teliesko spojené s vnimanim
nizkofrekvenc¢nych vibracii pohybu a Ruffiniho teliesko, ktorého funkcia je detekcia
tkanivovej deformacie [11, 13, 14].

Stratum reticulare

Vrstva tvorend hustymi zvdzkami neusporiadaného kolagenového tkaniva typu I. V
porovnani so Stratum papillare je omnoho silnejSia a obsahuje vac¢si pomer vlaknitej zlozky a
menej buniek. Pruznost’ Stratum reticulare zaist'uje siet’ elastickych vlakien [13].
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Epidermis

Je najvrchnejSou vrstvou koze, ktorej hriibka sa pohybuje v rozmedzi od 0,3 do 1,5 mm.
Tvori ju rohovatejuci epitel, v ktorom prevazuje zastupenie keratinocytov (az 95%). Dalsimi
bunkami vyskytujucimi sa v epidermis su melanocyty (syntéza melaninu), Langerhansnové
bunky (bunky predkladajuce antigén) a Merkelové bunky (mechanoreceptory).

Podla epidermis rozliSujeme hruby typ nachddzajuici sa na dlaniach a tenky typ, ktory
pokryva zbytok tela. Epidermis je tvorena Styrmi vrstvami v tenkom type a piatimi vrstvami v
hrubom type koze [11, 13, 17]. Toto usporiadanie mdézeme vidiet' na obrazku 2.

Stratum corneum —

Stratum granulosum —

Spinous spinosum — L] [}

@ Tight junction

Stratum basale — W Desmosome

Basal lamina ———— & ¥ Hemidesmosome

ZlozZenie a vlastnosti jednotlivych vrstiev Epidermis:

Stratum basale (cylindricum) je vrstva tvorend cylindrickymi keratinocytmi, ktoré su
charakteristické svojimi vel'kymi jadrami v porovnani s cytoplazmou. Okrem keratinocytov sa
tu vyskytuju taktiez melanocyty a Merkelové bunky. Bunky spojuju tzv. desmosomy, ktoré
umoziiuju posun buniek epidermis smerom nahor. Pripojenie keratinocytov k bazélnej
membrane sprostredkovavaju tzv. hemidesmosomy. V stratum basale dochddza k aktivnej
proliferacii a vzniku novych buniek [11, 13, 14].
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Stratum spinosum- je tvorena 2-5 vrstvami novovzniknutych buniek, ktorych tvar sa
postupom k povrchu meni na charakteristicky splosteny tvar. Okrem keratinocytov, v ktorych
cytoplazme prebicha syntéza keratinu sa v tejto vrstve nachddzaju Langerhansnové bunky a
vznikaju tu Odlandové telieska (obsahuju glykolipidy a steroly). Ked'ze ako v stratum basale,
tak aj v stratum spinosum dochadza k deleniu buniek, zvyknu sa spolo¢ne oznacovat’ ako
stratum germinativum (Vrstva zarodocnd) [11, 13, 14].

Stratum granulosum- je tvorend 1 - 3 vrstvami buniek s granulami keratohyalinu
(prekurzor keratinu). Granuly obsahuju profilaggrin, protein ktory sa meni na filaggrin.
Filaggrin sa viaze na keratinové vldkna v rohovej vrstve a tym ich spéja. Po urcitej dobe sa
filaggrin rozkladd a vznik4 z neho kyselina urokanova (ochrana koze pred UV ziarenim) a
kyselina pyrrolidonkarboxylova (sucast kyslého plastu koze). Po exocitoze lipidov do
medzibunkového priestoru sa z nich stava nepriepustnd hmota okolo buniek. Vnutorna stranu
plazmatickej membrany tvori pruh keratinocytov, ktoré su uplné zrohovatené posobenim
enzymov [11, 13, 14].

Stratum lucidum je tenkd svetld eosinofilnd vrstva, ktord tvori prechod medzi
nezrohovatelou Castou epidermis a SC. Je pritomnd najmi v hrubom type koze. Tvoria ju
bezjadrové keratinocyty, ktoré obsahuju eleidin (prekurzor keratinu) [11, 13, 14].

Stratum corneum predstavuje najvrchnejSiu vrstvu epidermis. Je tvorend uplne
zrohovatenymi keratynocytmi, ktoré sa postupom ¢asu odlupuju vo forme suchych Supin
oznaCovanych tiez stratum disjunction [14].

Na obrazku 3 mézeme vidiet’ jednotlivé vrstvy hrubej koze na dlani.

stratuni€orneum

Bl
stratum 8 stratum
granulpsum ga  Jucidum
-

stratumEpinosum
©

Obrazok 3 Histologicky rez Epidermis. Obrazok zobrazuje rez hrubou koZou na dlani, kde mozeme vidiet
vSetky vrstvy epidermis vratane stratum lucidum. Prevzaté z docplayer.cz/155990815-Kozni-pokryvka-
integumentum-commune. html.
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2.3. Stratum corneum

Najvrchnejsia vrstva koznej bariéry, ktora je v priamom kontakte s vonkajSim
prostredim. Hra ddlezitl rolu pri hydratacii, ktora zabranuje praskaniu koze a stratim vody z
organizmu. Paradoxne je ale SC vrstva s najnizSim obsahom vody. Taktiez sluzi ako
mechanickd bariéra proti prieniku Skodlivych latok do tela [18, 19].

2.3.1. Stavba SC

SC mozeme charakterizovat’, ako systém zlozeny z 15-20 vrstiev zrohovatelych a
ploskych buniek nazyvanych korneocyty. ZjednodusSene sa da usporiadanie prirovnat’ k tehlove;j
stene, kde tehly predstavuju korneocyty a malta predstavuje lipidovy matrix. Z morfologického
hl'adiska sa d4 SC rozdelit’ na Stratum conjunction (hlbsia kompaktnejSia vrstva) a Stratum
disjunction (bunky sa odlupuju od tela tzv. deskvamacia) [11, 17]. Na obrazku 4 mdzeme
vidiet’ model SC v zobrazeni ,, tehal a malty*.

Covalently bound lipid Comified cell envelope Intracellular
humectants
(NMF)

Intercellular Corneodesmosomes Keratin macrofibrils Corneocyte
lamellar lipids

Obrazok 4 Schematicky ndkres SC v zobrazeni modelu ,,tehal a malty . Prevzaté z
researchgate.net/figure/Bricks-and-Mortar-model-of-the-stratum-corneum-taken-from-Voegeli-D-The-
vital-role.
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Korneocyty su ploche vysoko diferencované keratinocyty v poslednom S§tadiu
diferenciacie. Cytoplazma je tvorena predovSetkym hustou spletou zosietovanych
fibrindznych proteinov zo skupiny keratinov. Korneocyty absentuji obsahom jadra a
bunkovych organel. Prepojenia buniek medzi sebou su zabezpecené pomocou desmozémov.
Vonkajsi obal korneocytov je tvoreny tzv. korneocytialnou obalkou (CE; angl. cornified
envelope). CE moéZeme interpretovatako vrstvu zasahujicu do cytoplazmy korneocytov. Je
tvorend komplexom zosietovanych proteinov, ako napriklad involukrin, envoplain, lorikrin,
SPR, fillagrin, elafin, cistatin A a d’alSie [11, 15]. Schematicky nakres CE spolo¢ne s proteinmi
a ich degrada¢nymi produktmi mézeme vidiet’ na obrazku 5.

corneocyte lipid envelope |
/ Intercellular lipid layers

cornified cell

keratin, filaggrin and their | : envelope
degradation products '

SRR e T

' Cornified cell *E

Obrazok 5 Schématicky nakres CE spolocne s proteinmi a ich degradacnymi produktmi [1].

2.3.2. Lipidy v SC

Na povrchu CE je kovalentnymi vdzbami viazana korneocytalna lipidova obalka, ktora
pravdepodobne sluzi ako templat pre usporiadanie vol'nych extracelularnych lipidov, avsak jej
funkcia moéze byt aj ind (napr. hydrofobizacia povrchu korneocytov) [20]. Intercelularna hmota
je tvorend predovsetkym zmesou Cer (50 %), FFA (10-20%) a vol'ného Chol (25 %), jedna sa
o hmotnostné %. Medzibunkovd hmota je doplnena d’al§imi zlozkami, medzi ktoré patri
napriklad estery Chol a CholS. Dal§imi minoritnymi zlozkami st napriklad triacylglyceroly a
fosfolipidy [4].
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Lipidovy matrix tvori priblizne len 20% celkovej hmotnosti SC, ale aj napriek tomu je
tato esencidlna zlozka potrebna pre spravnu funkciu koznej bariéry [21]. Usporiadanie a
zlozenie lipidov v matrixe je kl'aCové pre spravnu funkciu SC a jej dysreguldcia moze viest’ k
patologickym stavom, ako su psoridza, lamelarna ichty6za, Northernov syndrom a atopicka

dermatitida [6]. Na obrazku 6 mézeme vidiet’ snimok z elektrénového mikroskopu zobrazujtci
CLE.

CLE

Z00.0nm

Obrazok 6 Snimka z elektronového mikroskopu. Obrdzok zobrazuje

korneocytalnu lipidovu obalku (CLE) [22].

2.4. Ceramidy

Cer st sucast'ou rodiny SL, ¢o znamena, Ze su to latky odvodené od sfingoidnych baz.
Funkcia ale taktiez biosyntéza niektorych podtried Cer zatial nie je plne objasnena.
Intracelularne Cer su dodlezitou sucast'ou regulacnych a adaptaénych procesov v bunke [2, 3].
Extracelularne ich funkciu nachddzame prevazne na réznych miestach nervovej sustavy, ale
taktiez v kozi [23, 24]. Na obrazku 7 je znazorneny Cer NS, ako jeden z najbeznejSie sa
vyskytujucich Cer.

OH
Ho/\‘/\/\/\/\/\/\/\/\
HNT]/\/\/\/\/\/\/W\/W

(o)

Obrazok 7 Cer NS.
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Kozné Cer st zlozené zo sfingoidnej bazy a acylového retazca. Z chemického hl'adiska
sa jednd o amidy mastnych kyselin s bazickm alkoholom s dlhym retazcom (14-28C) [25].
Medzi najcastejSie zastipené typy zékladnych sfingoidnych baz patri S, P, dS a H, ktorého
syntéza a jej optimalizacia bola napliou tejto prace. Primarna amino skupina sfingoidnej bazy
moze byt acylovana bud’ nenasytenou (N), a-hydroxylovanou (A), alebo w-hydroxylovanou
kyselinou (O). Cer d’alej mozu byt esterifikované najcastejsie kyselinou linolovou (LIN) v ®-
polohe za vzniku w-esterifikovanych acylov (EO). Taktiez je mozna substiticia v polohe 1
nesubstituovanou kyselinou za vzniku 1-O-AcylCer [26, 27]. Detailna analyza koznych Cer
bola v nedavnej dobe publikovana. V nej autori pomocou kvapalinovej chromatografie
a tandemove] hmotnostnej spektometrie detekovali a kvantifikovali 1327 volnych a 254
viazanych ceramidov [28]. Podla lokalizacie v T'udskej koZi sa moze lisit dizka acylov.
Vseobecne sa dizka acylového retazca pohybuje od 16 do 36 C. Pritomnost’ polarnych skupin
a dizka ret'azca je nevyhnutna pre spravnu funkciu ludskej koze [6]. V tabul’ke 1 mdzeme vidiet

prehl'ad zakladnych Cer.
OH OH OH OH
Sfingoidna baza HO ANNACiHs | o NN Ot g : CiMas | g : CrzHas
sfingozin 6-hydroxysfingozin dihydrosfingozin fytosfingozin
Ret’azec mastnej kyseliny
HO\n/Cstn Ceramid NS Ceramid NH Ceramid NdS Ceramid NP
o
nesubstituovana kyselina
OH
MO Caatas Ceramid AS Ceramid AH Ceramid AdS Ceramid AP
o
a-hydroxylovana kyselina
HOWOW05H11 Ceramid EOS Ceramid EOH Ceramid EOdS Ceramid EOP
30 7
(o]
o -esterifikovana kyselina
HO Ceramid OS Ceramid OH Ceramid OdS Ceramid OP

31 OH

o -hydroxylovana kyselina

17



Dnes najpouzivanejSim ozna¢ovanim Cer je nomenklatura podl'a Mottu Tento systém
popisuje Cer kombinaciou zaciatocného pismena prislusnej sfingoidnej baze a pismeno
oznacujuce typ substituované¢ho acylu [8]. Takze oznacenie Cer AH znamena, ze sa jednéd o Cer
odvodeny od H, ktorého acyl tvori a-hydroxylovand mastnd kyselina (A) [5]. Zakladna
nomenklatira podl'a Mottu bola publikovand v roku 1993 , néasledne bola doplnena v rokoch
1994 [8] a 2014 [5]. Tento systém nahradil povodni nomenklatiru, ktora oznacovala Cer na
zékladne priradenych ¢isel podl'a hodnoty Rf pri chromatografickom rozdeleni epidermalnych
Cer na doskdch HPTLC (High performance thin layer chromatography) [29]. S objavom
novych Cer (Casto na HPTLC koeluuju sinymi podtriedami) bola pdévodnéd ciselnd
nomenklatira nahradend prehladnej$Sim systémom podla Mottu. Obrazok 8 predstavuje
povodné oznacenie Cer podl'a hodnoty Rf pri chromatografickom rozdeleni.

Taktiez mozeme dodatoéne doplnit’ informécie o dizke retazca, poéte hydroxylovych
skupin a polohe dvojitych vézieb. Tieto tdaje sa uvadzaju v zatvorke a udévaji informacie
o sfingoidnej baze (d odpovedd dvom OH skupinam, t trom OH skupindm atd., ¢islo pred
dvojbodkou oznaduje dizku retazca a &islo za dvojbodkou oznaduje podet nasobnych vizieb)
aoacyle vtomto poradi. Takze oznacenie Cer AH (t18:1/24:0) predstavuje 6-
hydroxysfingozin o dizke retazca 18C s a-hydroxylovanou nasytenou mastnou kyselinou
o dizke 24C viazani na jeho priméarnu aminoskupinu. V dne$nej dobe sa zavadza nova
nomenklattra, ktord SL (ale aj iné lipidy) charakterizuje eSte detailnejSie, obzvlast’ pre potreby
hmotnostnej analyzy, ale pre tito pracu je takdto nomenklatiira zbytocne komplikovana [30].
Obrazok 9 zobrazuje Cer AH vratane dizky retazca, poétu OH skupin a nasobnych vizieb.

OH

-

S
HO/Y\OH/Y\/W\/\/\
HN\[I/?\/O{/\/\/\/\/\/\/\/\/\/

(0]
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De novo Biosyntéza SL prebieha predovsetkym v endoplazmatickom retikulu, neskorsie
upravy aj v Golgiho aparate [25]. Biosyntéza vychddza zo spojenia L-Serinu a Palmitoyl-CoA
enzymom serin-palmitoyl transferdza (SPT), ktory je katalyzovany pyridoxal-6-fosfatom.
Produktom reakcie je 18C sfingoidny skelet znamy, ako 3-ketodihydrosfingozin (3-KDS).
Tento krok sa oznacuje, ako tzv. rate-limiting step, takze sa jedna o reakciu urcujucu rychlost’
celej biosyntézy [31].

Druhym krokom biosyntézy je NADPH-dependentnd redukcia C3 karbonylovej
skupiny 3-KDS na alkoholicki za vzniku dihydrosfingozinu (dS). Tento krok je
sprostredkovany enzymom 3-ketodihydrosfingozin reduktdza (3-KDSR). Vzniknuty dS sa
posobenim Ceramid syntazy (CerS) konvertuje na dihydroceramid pripojenim acylu mastnej
kyseliny z prislusSného koenzymu. Doposial’ bolo objavenych 6 podskupin CerS (CerS 1-6),
ktoré odliSujeme na zaklade rozdielov miery expresie v roznych tkanivach a réznej substratovej
Specificity [32, 33].

Popis de novo biosyntézy Cer mézeme vidiet na obrazku 10.

O
/JLO@ CoA W
L & +s .
L.Sceln Palmitoyl-CoA

Serin palmitoyl transferaza (SPTLC 1.2)
CO;+ CoA-SH Pyridoxal- 5"-fosfat

3-Ketodihydrosfingozin

NADPH + H*

Ketodihydrosfingozin reduktiza (3-KDSR)
NADP+

0 H  Dihydrosfingozin {dS)

coa. L~~~
Ceramid syntdza (Cer51-6)
CoA-SH

o

-, - e -, - - -
" ._/I\u‘u, S SN e N N W

H DihydroCeramid

Cer Nd§

DihydroCeramid Desaturdza 1 DihydroCeramid Desaturdza 2
(DEGS 1) 0, + NADPH + H* 0, + NADPH + H* {DEGS 2)
a H,0 + NADP+ ? a

1 HO + NADP+

OH

e e N S Lk J'L o e e P T T

E: R O WW
1 CerNP

CerNH
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Poslednym krokom Biosyntézy je modifikdcia sfingoidnej Casti molekuly. Aktivitou
desaturdazy 1 (DEGS1) sa ziskavaji Cer odvodené od sfingozinu s trans-dvojitou vézbou na
pozicii C4-C5. Cer odvodené od P su v pozicii C4 hydroxylované za pomoci enzymu desaturaza
2 (DESG?2) [25]. Posledny krok Biosyntézy Cer odvodenych od H stale nie je plne pochopeny,
ked’ze doposial’ neboli objavené enzymy, ktoré su zodpovedné za syntézu H [27].

Vznik koznej bariéry je podmieneny vytvorenim spravneho interceluldrneho matrixu.
Zaciatok tohto procesu je lokalizovany v stratum basale, pokracujuc cez stratum granulosum az
po stratum corneum. Proces vzniku koznej bariéry mézeme rozdelit’ do nasledujucich Styroch
krokov.

1.) Prvym krokom je syntéza epidermalnych lipidov. Pre svoju nizku cytoplazmaticka
rozpustnost’ a cytotoxické ucinky st Cer modifikované na Glukosylované Cer (GlcCer)
a sfingomyeliny (SM) v Golgiho aparate [5].

2.) Podstatou druhého kroku je tvorba tzv. lameldrnych teliesok. V lamelarnych
telieskach nie sti ulozené len epidermalne lipidy, GlcCer a SM, ale taktiez katabolické enzymy.
Defekt na urovni tvorby tychto organel je spdsobeny roznymi typmi Harlekynskej ichty6zy.
Dochadza k mutacii génu pre transportny protein ABCA12.

3.) Nasledujucim krokom, ktory prebieha na Grovni stratum granulosum je transport
a splynutie lamelarnych teliesok s plazmatickou membranou korneocytov. Po splynuti
lamelarnych teliesok a plazmatickej membrany dochadza k vyliatiu obsahu teliesok do
intercelularneho priestoru.

3.) Poslednym krokom je vznik nepoladrnych epidermalnych lipidov z pdvodne
polarnych lipidovych prekurzorov. Premena GlcCer je katalyzovana glukocerebrosidazou a SM
posobenim sfingomyelindzy za vzniku finalnych Cer. Fosfolipidy st enzymatickou aktivitou
fosfolipazy prevedené na vol'né mastné kyseliny [39]. Takto vzniknuté kozné lipidy sa potom
orientuju do lamiel.

H-Cer su latky odvodené od 6-Hydroxysfingozinu a v nomenklatire podl'a Mottu im je
priradené pismeno H [8, 34]. Sfingoidné baze vSeobecne nachadzame v celom tele, naproti
tomu H bol zatial' pozorovany len v kozi. Stale nie je plne objasnené preco l'udska koza
syntetizuje tieto Cer obsahujice vyssi pocet hydroxylovych skupin, ktoré prirodzene zvySuji
polaritu tychto nepolarnych latok.

Prvykrat, kedy boli tieto SL s troma hydroxylovymi skupinami popisované bol rok 1989
[7]. Prvotnym predpokladom vSak bola pozicia hydroxylu na C4. AvSak v roku 1992 bola
publikovand praca, ktora poukdzala na pritomnost mononenasytenych sfingoidnych baz
s troma hydroxylmi (t17:1,t18:1,t20:1) [35]. Objav z roku 1994, ktory lokalizoval polohu tretej
hydroxylovej skupiny v polohe C6 mé na svedomi skupina Donalda T. Downinga. Na zdklade
NMR spektroskopie lipidov v SC sa im taktieZ podarilo popisat’ d’alSie nové Cer odvodené od
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6-hydroxysfingozinu. Objav mal za nasledok pridanie pismena H do Mottového systému.
Novoobjavené H-Cer sa dnes nazyvaju Cer EOH, Cer AH a kovalentne viazany Cer OH [36].
Dalsia publikdcia zroku 1995 skupiny Stewarda a Downinga poukizala na objav
signifikantnych hladin H v l'udskej epidermis az 15 % celkového mnozstva sfingoidnych baz.
Poslednym ¢lenom tejto rodiny H-Cer bol Cer NH, ktory bol objaveny 1999 opit’ Downingovou
skupinou [37]. Objav Cer NH bol problémovy z dovodu rovnakej retencie Cer AS a Cer NH
(odliSuje sa len umiestnenim jednej OH skupiny). Takze pomocou zvySenia polarity HPTLC
systému sa podarilo rozdelit pdvodne jednu Skvrnu na dve, z ktorych jedna bola prave
popisovany Cer NH. Ako sa ukdzalo Cer NH predstavuje priblizne 9% celkovych Cer v SC
[38].

6-hydroxysfingozin , alebo (2S,3R,4E,6R)-aminooktadec-4-en-1,3,6-triol sa odliSuje od
ostatnych sfingoidnych baz substiticiou hydroxylovej skupiny v polohe C6. Akym spdsobom
je do molekuly zabudovand hydroxylova skupina in vivo dodnes nie je plne objasnené, ale
predpoklada sa ticast’ enzymu podobnému Desaturaze 2 (DEGS2) [34]. Obrazku 11 predstavuje
Struktaru H.

QH
T (E)
(S) (R) .C4oH
HO/M 1225
NH2 OH

Vnesenim tejto hydroxylovej skupiny do molekuly vznika nové chirdlne centrum.
Vseobecne plati, ze vSetky sfingoidné bazy cicavcov su v usporiadani D-erythro, v absolitne;j
konfiguracii (2S,3R). Vynimkou je P a to zdbévodu zmeny priority substituentov, takZze
absolutna konformacia P odpoveda (2S5, 3S). Absolatna konfiguricia H bola dokézana
porovnanim 'H NMR spektier prirodnych acetylovanych derivatov H-Cer a syntetickych
acetylovanych derivatov (6S) a (6R). Z toho vyplyva, ze H-Cer vyskytujice sa v I'udskej kozi
nesu finalnu konfiguraciu (2§, 3R, 4E, 6R) [39, 40].

Doposial’ bolo publikovanych 6 syntéz H-Cer, ktoré mézeme rozdelit’ do dvoch skupin.
Do prvej skupiny radime 4 zo 6-tich syntéz vyuzivajicich alkynylaciu (S)-Garnerovho
aldehydu ((S)-terc-butyl-4-formyl-2,2-dimethyloxazolidin-3-karboxylat, (S)-GA) k tvorbe
polarnej hlavy molekuly.

Druhtl skupinu predstavuju zvy$né dve syntézy s odlisSnym pristupom tvorby H-Cer.
Jedna sa o syntézu zalozenll na cross-metatéze s vyuzitim Grubbsového katalyzatora [41] a
syntézu poskytujiicu syn-selektivnu Borono-Mannichovu reakciu aziridinovych aldehydov
[42]. V dalSej Casti si predstavime postupy vyuzivajuce stratégiu alkynylacie (S)-GA.
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(Yadayv et al., Tetrahedron Letters, 2003) [43]

Priprava pozostavala z 10-tich krokov a ¢inila celkovy vytazok 15% H. Syntéza
vychadzala z reakcie propargylalkoholu a dodecylbromidu s LiNH>/NH3. Nasledne redukciou
LiAlHs bol ziskany trans-allylalkohol, ktory vstupoval do dalSiecho kroku syntézy
predstavujuci asymetrickl  Sharplessovi epoxidaciu. Vzniknuty epoxid bol pdsobenim
trifenylfosfinu a NaHCO; prevedeny na 2,3-epoxychlorid. Hlavnym krokom syntézy bola
nasledna reakcia prislusného 2,3-epoxychloridu s LiNH>/NH3 za vzniku chirdlne aktivneho
produktu. Vzniknuty alkynol v d’alSom kroku reagoval s (S)-GA.

(Chun et al., Journal of Organic Chemistry, 2003) [44]

Vychodiskovu latku syntézy predstavuje tridekanal, ktory bol prevedeny na a,p-
nenasyteny ester pdsobenim Horner-Wadsworth-Emmonsovej reakcie diisopropyl ester
fosfonatu. Vzniknuty produkt bol v dalSom kroku pomocou Sharplessovho katalyzatora
asymetricky dihydroxylovany. V nasledujicom kroku bol pomocou 2,2-dimetoxypropanu v
pritomnosti p-TsOH ziskany acetonidovy ester. Produkt bol v d’alSom kroku redukovany
pomocou DIBAL a nasledne prevedeny na chlorid Mitsunobuovou metédou. Pomocou n-BuLi/
HMPA bol prislusny produkt prevedeny na alkynol, ktory v d’alSom kroku reagoval s (S)-GA.
Vytazok syntézy predstavoval 25 % H a pozostavala z 10-tich krokov.

(Matsuda et al.,European Journal of Organic Chemistry, 2005) [40]

Tento postup bol zamerany na pripravu Cer NH s celkovym vytazkom 5 % v 10-tich
reakénych krokoch. Prvym krokom syntézy bola etynylacia tridekanalu s naslednou
trimetylsilylaciou za vzniku racemickej zmesi produktov. Na separaciu enantiomerov bola
vyuzitad stereoselektivna Anastasiova reakcia vinylacetatu s alkynolom za enzymatickej
katalyzy lipazy PS (Amino). Odchranenim hydroxylovej skupiny pomocou K>COs3 bol ziskany
(R)-alkynol, ktory vstupoval do reakcie s (S)-GA.

(Kovacik et al., RSC Advances, 2016) [10]

Principom tejto syntézy bolo enzymatické oddelenie enantiomerov za vzniku (R)-
alkynolu, tak ako v predchadzajicom postupe. Reakénd schéma pozostavala z 9-tich krokov
a vytazok Cer NH predstavoval <1%. Nizka vytaznost bola spdsobena nizkou stabilitou
produktov v kI'i€ovych krokoch syntézy, ktorych optimalizécia je napliou tejto prace.

(Syntéza vyuzita v tejto praci)

Vychodiskovou latkou bola racemicka zmes alkynolu pripraveného v ramci iného projektu.
Prvym krokom syntézy bolo ochranenie hydroxylovej skupiny alkynolu nasledovany hlavnym
krokom syntézy, ktorym bola alkynyldcia (S)-GA pomocou ferc-BuLi a HMPA s naslednou
separaciou vzniknutych diastereomerov. Po odchraneni hydroxylu nasledovala redukcia trojitej
vizby na trans-dvojitl vizbu. Tento krok mézeme oznacdit’ ako najkomplikovanejSiu Cast’ syntézy,
preto sme mu venovali obzvlast’ vel'ku pozornost’. Poslednym krokom syntézy H bolo odchranenie
polarnej hlavy pomocou TFA. Vytazky syntézy neboli Uplne idedlne, kedze sme behom prace
narazili na niektoré komplikdcie. H-Cer boli pripravené acylaénymi reakciami na ktorych pripravu
bol vyuzity prave H ziskany v prvej Casti syntézy.
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Ked’ze selektivna redukcia trojitej vézby na trans-dvojitu vdzbu je vo vSeobecnosti
komplikovana v rdmci organickej syntézy (obzvlast’ v pripade komplikovanych substratov),
zamerali sme sa na jej optimalizaciu v priprave H-Cer. Tato kapitola sa bude venovat
moznostiam zisku E-alkénov z alkinov.

Redukcie vyuzivajuce alkalické kovy v kvapalnych aminoch

V minulosti najviac vyuzivani metodu v priprave trans-dvojitej viazby predstavuje
Birchova redukcia. Jednd sa o katalyticki hydrogenaciu roztokom alkalick¢ého kovu
v kvapalnom amoniaku. Prvym krokom je prenos elektronu do anti- vizbového = orbitalu, ktory
vytvori radikalovy aniéon. Dal§im krokom je protonizicia anidénu, nasledovana dal§im
prenosom elektronu a konec¢na protonizacia prindsa trans alkén [45]. Avsak aj napriek Sirokému
vyuzitiu metdda nie je vhodna predovsetkym pre zliceniny obsahujice dlhé uhl'ovodikové
ret'azce. Nizka vytaznost’ je v tomto pripade spdsobend ich nizkou rozpustnostou v kvapalnom
amoniaku [46]. Schéma 2 zobrazuje mechanizmus Birchovej redukcie.

Li >R1 H
R—=——R, : —
NH; (lia) . R
H

7\ R @/‘HGN\ R H
&+ RA=-r, > @:@ - H oy &=<
R, R

H

R, Hu\ R, H
F@ —

Alternativou tohto postupu bola obmena kvapalného amoniaku za nizkomolekulédrne
alifatické aminy (methyl-, ethyl-, propyl-) [47]. Nasledne snaha nahradit’ etylamin vys$Simi
alifatickymi monoaminmi viedla knizSej vytaznosti. Hlavnym problémom bola zla
rozpustnost litia v tychto aminoch z dévodu zniZovania pomeru dusika k uhliku v molekule.
RieSenim bol etylendiamin (EDA), ktory disponuje jednou aminoskupinou na kazdy atém
uhlika. Tento postup bol popisany ako ,silne redukény amino-kovovy systém s nizkou
selektivitou* [48].

Dal$ou moznou obmenou pdévodného postupu je zamena amoniaku za diaminopropan
(DAP), ktory prinasa viacero vyhod oproti predoslym postupom. Rozpustnost’ zlu¢enin v DAP
je celkom vysoka, preto mézeme pouzit’ mensie mnozstvo rozpustadla. Oproti reakcii s EDA
redukcia prebieha rychlejSie a pri nizSej teplote, o znamena menSie mnozstvo vedlajSich
produktov [49].
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Redukcia s vyuzitim LiAlH4

Dal$ou moznostou pripravy E-alkénov je trans-selektivna hydroaluminacia s vyuzitim
LiAlHs. Mechanizmus tejto reakcie zahfiia adiciu hydridu na uhlik, ktory je menej schopny
stabilizovat’ vznikajuci negativny naboj [50]. Koordinacia hlinika na vysledny trans-
vinylkarbanion vedie k zisku produktu s trans-konfiguraciou [51]. Rychlost’ adicie
hydridového i6nu na trojiti viazbu je vyrazne urychlena pritomnost'ou susednej hydroxylove;j
skupiny [52]. Selektivita hydroaluminécie u alkynov obsiahnutych v retazci je pomerne nizka
pokial’ substrat neobsahuje skupinu bohati na elektrony, ako napriklad fenyl v konjugécii
s alkinom [53]. Mechanizmus tejto reakcie mézeme vidiet’ na schéme 3.

Obdobnym mechanizmom mozeme popisat’ redukciu s vyuzitim diisobutylaluminium
hydridu (DIBAL). Aj ked’ prednostne dostdvame tymto postupom produkt s cis-konfiguraciou
[54], stereospecifitu reakcie mozeme upravit' zmenou rozpustadla. Pouzitie uhl'ovodikového
rozpustadla poskytuje cis-izomer, kdezto vyuzitim terciarneho aminu ako rozpustadla ziskame
produkt s trans-konfiguraciou [55].

— [\1

H .
f_\ | OAIH, Li® ® H
LiAIH H40
R A o 5 R)\(R1 —>3 R)\(R1
H

H

Redukcie s vyuzitim katalyzatorov typu [Cp*Rul]

V st¢asnosti vel'mi zaujimavou alternativu v regioselektivnej priprave trans-dvojitej
vizby predstavuje dvojkrokova trans-selektivnd Trostova hydrosilylacia za katalyzy
[Cp*Ru(CH3CN)s3]. V prvom kroku sa alkin najskor podrobi ruténiom katalyzovanej adicii
trietoxysilanu [56], po ktorej nasleduje protodesilylacia vyslednych alkylsilanov pomocou
fluoridovych i6nov [57]. Tento postup sa oproti predoslym postupom javi ako vhodnejsi
z hl'adiska dobrej tolerancie funkénych skupin roznych substratu. AvSak optimalizacia tejto
metody prinaSa eSte vysSSiu vytaznost pozadovaného produktu. Postup vyuZziva vznik
katalyzatoru in situ reakciou [Cp*Ru(cod)Cl] s AgOTf pod tlakom vo vodikovej atmosfére. To
umoznilo skratit’ reakény ¢as bez ohrozenia vytazku a selektivity [58].

Redukcia s vyuzitim katalyzatora na baze iridia

Tento postup predstavuje pripravu E-alkénov zaloZenu na vzniku iridiového komplexu
in situ z [Ir(COD)CI]> anesymetrického fosfinového ligandu na baze ferocénu s vyuzitim
kyseliny mravcej, ktory sluzi ako donor proténu. Zaujimavostou tohto postupu je fakt, ze
zavislost’ stereoselektivity reakcie je zavisla na pomere ligandu ku kovu. Pomer 1:1 iridia
k ligandu viedol k vzniku Z-alkénov, avSak pomer 1:2 viedol vylu¢ne k vzniku E-alkénov [59].
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Koza postihnuta patologiou sa casto 1iSi od zdravej koze predovSetkym v zloZeni
a usporiadani lipidov v SC. Priblizne az 50% interceluldrnych lipidov zastupuji prave Cer.
Predpoklada sa, Ze kolisavé hladiny Cer vedu k abnormalitdm koznej bariéry. Tieto rozdiely su
priznacné pre niektoré ochorenia. Hlavne u pacientov s atopickou dermatitidou AD bol
pozorovany celkovy pokles hladin Cer v SC [34, 60]. V tabul'ke 2 mézeme vidiet' prehl'ad
tychto ochoreni [61].

Ochorenie Zmena hladin lipidov v SC
Lamelérna ichty6za Cer NP |, Cer EOS |
Psoriaza Cer EOP |, Cer NP |, Cer AP |, Cer AS 7, Cer NS 1
Nerthertonov syndrom Cer EOH |, Cer EOS |, Cer EOP |, Cer EOdS | Cer NP |
nenasytené lipidy 1, lipidy s kratkym retazcom {
Atopicka dermatitida Cer EOH |. Cer NH |, CerEOS |, Cer EOP |
Cer AH 1, Cer AS 1, Cer AP 1, Cer AdS 1
Chanarin-Dorfmanov syndrom Acyl—Cer | , TAG?

Uz od objavenia H-Cer bola ich pritomnost’ spdjand s koznymi ochoreniami. V kozi
s AD bola spozorovana patnéasobne nizSia koncentracia Cer NH. V suchej koZi bola pozorovana
znizena hladina Cer EOH, Cer EOS anaopak zvySena koncentracia Cer NS a Cer AS.
Pritomnost” Cer NH nebola popisovand pravdepodobne z dovodu koeluacie s Cer AS [62].
Pouzitim metdédy LCMS boli v kozi s AD namerané zniZzené hodnoty Cer EOH, Cer EOS, Cer
EOP a naopak zvySené hodnoty Cer AP, Cer AH [63]. Rovnaka skupina stoji za dokazom
korelacie medzi predikovanymi faktormi AD (SCORAD systém - urcujuce zavaznost
ochorenia, TEWL, mutécia génu kodujuceho fillagrin) a zlozenim Cer v SC. Vychodiskom
ostava fakt, ze s vyskytom AD sa znizuje koncentracia Cer NH, Cer EOH, Cer NP, Cer EOP
a zvysi koncentracia Cer AH, Cer AS a Cer NS. TaktieZ bolo dokazané, Ze vhodnym ¢initelom
funkcie koznej bariéry moze byt dizka retazcov pritomnych Cer [64].

Dnes zname data tykajlice sa spojitosti koznych ochoreni a H-Cer poukazuji na
moznost’ vyuzitia suplementacie Cer v SC, pri terapii koznych ochoreni v buducnosti.
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Syntetickd cesta vyuzita v tejto praci bola zamerana na optimalizaciu problémovych
krokov, ktorymi su alkynylécia (S)-GA a trans-selektivna redukcia trojitej vézby. Celkova
syntéza obsahuje 7 krokov, z ktorych 5 sme vyuzili v tejto praci. Prvé dva kroky syntézy boli

nutné na pripravu (R/S)-Pentadec-1-yn-3-olu z komer¢ne dostupného tridekanalu z TMS-
acetylénu. Tento produkt predstavoval vychodiskovi latku pre naSu pracu
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Prvy krok syntézy predstavoval ochrdnenie volnej hydroxylovej skupiny (R/S)-Penta-
dec-1-yn-3-olu pomocou ferc-butyldimetylsilylchloridu v prostredi imidazolu, ktory sluzil ako
baza pre vychytavanie vzniknutych kyslych proténov. Tento krok bol nutny z dévodu vyuzitia
terc-Buli ako silnej baze v d’alSom kroku a volnd hydroxylova skupina by snim mohla
reagovat’ za vzniku nechcenych produktov. Reakcia prebehla takmer kvantitativne s vytazkom
99 % za vzniku (R/S)-3-(terc-butyldimetylsilyloxy)pentadec-1-ynu (1), ¢o je prvy klicovy
prekurzor pre reakciu s GA. Schéma 5 zobrazuje prvy krok syntézy H.

TBSCI
\\\rOH Imidazol \['\O S
Ci2Has DMF CqoHps

(1)

Dalsim krokom bola alkynylécia (S)-GA v pritomnosti silnej baze. Tento krok mozeme
oznacit’ ako kl'acovy, ked’ze dochadza k tvorbe polarnej hlavy molekuly. Do reakcie vstupovala
racemicka zmes (R/S)-3-(terc-butyldimetylsilyloxy)pentadec-1-ynu (1), ktord reagovala s (S)-
GA v pritomnosti terc-BuLi za vzniku (2). Pre vyssiu vytaznost’ pozadovaného diastereomeru
(3S,4R,6R) bol do reak¢nej zmesy pridany HMPA [65], ktory mal podporit’ vznik anti-produktu
nukleofilnej adicie. Reakcia prebiehala za znizenej teploty (-82°C) v bezvodom THF za vzniku
4 diastereomérov. Tieto diastereoméry nevznikaju v rovnakom mnozstve. Vd’aka pridavku
HMPA do reakénej zmesy vznikd najviacSie mnozstvo pozadovaného produktu a ostatné
diastereoméry vznikaji v menSom mnozstve. Nasledne bola ziskana zmes separovana pomocou
viacnasobnej stipcovej chromatografie na silikagele. Kazdy z diastereomérov ma rozdielnu
hodnotu retencného faktoru, avSak tieto rozdiely st pomerne malé, preto je tato separace
komplikovana. Schéma 6 zobrazuje alkynyléciu (S)-GA.

BOC OH

S terc-BuLi =
\\INO‘TBS % O/\"‘l/\(cn"'zs
() (2)

Priebeh tejto nukleofilnej adicie na (S)-GA mdzme popisat pomocou teoretickych
modelov, ktorymi su Cram-Chelata¢ny model a polarny Felkihn-Ahnov model.

Cram-Chelata¢ny model

Model zobrazuje Cram chelata¢ny komplex, ktory je stabilizovany v prostredi
polyvalentnych i6nov. Karbonylové skupina je natoena k substituentu s najvac¢sim dipdlovym
momentom,v dosledku ¢oho pristipi nukleofil zo stéricky najviac pristupnej strany [66].
Pridavok HMPA ma za tlohu vychytat’ polyvalentné i6ny, ktoré by stabilizovali vzniknuty
komplex. Schéma 7 zobrazuje Cram-Chelata¢ny model nukleofilnej adicie (S)-GA s pridavkom
HMPA.
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Polarny Felkin-Ahnov model

Tento model zobrazuje usporiadanie substituentov s najvac¢sim polaritnym vektorom,
ktoré sa orientuju opa¢ne od sp” hybridizacie karbonylového uhlika. Nasledne nukleofil pristupi
zo stéricky najvhodnejSej strany za vzniku pozadovaného anti-produktu [67]. Tento model
zobrazeny na schéme 8 lepsie vysvetluje data experimentalne ziskané v rdmci iného projektu,
ktorého jednym =z cielov bolo sledovat zmenu stereoselektivity pridavkom HMPA
(nepublikované vysledky).

o=

Reakcia bola postupne optimalizovanad zmenou fyzikalnych a chemickych reakénych
podmienok. Oproti povodnému postupu, v ktorom sa pracovalo s teplotou v rozmedzi 0 - 40
°C sme pri pracii pouzivali teplotny interval -74 - -82 °C a taktieZ sme zmenili reakény Cas z
povodnych 24 - 48 hod na 16 - 66 hod. Dalej sme sa venovali pridavku terc-BuLi a jeho vplyvu
na vytaznost’. Takymto spdsobom sme ziskali pozadovany produkt s vytazkom 19 % - 51 %.
Najuspokojivejsie vysledky sme dosiahli pri zachladeni reak¢énej zmesi na — 82 °C s pridavkom
2,0 ekv terc-BuLi a prediienim reakéného ¢asu na 40 hod, kedy sme z reakcie ziskali 51 %
pozadovaného diastereoméru. Tento postup sa javi ako najvhodnejsi, ked’ze pri opakovani
postupu bol z reakcie ziskany pozadovani produkt v rozmedzi 48 - 51 %. Predizenim reakéného
Casu a zachladenim reakénej zmesi na - 82 °C sa zniZilo mnoZstvo nezreagovanej
vychodiskovej latky a taktiez doSlo k vzniku zvySnych 3 diastereomerov v niZSej miere. V
povodnom postupe bola na separaciu ziskanej zmesi produktov vyuzitd mobilna faza,
Hexan/EtOAc, gradientova eltcia (30/1, 15/1, 1/1). AvSek tieto podmienky sme boli niteni
pozmenit’, ked’Ze nedosSlo k oddeleniu diastereomérov a z reakcie bol izolovany vysledny
produkt v niz§j miere oproti zmesi zvySnych 3 diastereomérov. Pouzitim konsStantnej mobilnej
fazi Hexdn/EtOAc 50/1 sa vyrazne zvySila schopnost’ separacie pozadovaného produktu
separaénym systémom aj napriek prediZeniu ¢asu separacie. Podarilo sa ndam potlagit’ vznik
zvySnych troch diastereomerov.Problémom vSak stdle zostdva vytaZznost' a stabilita
poZadovaného produktu pri separacii zmesi diastereomérov. Prehl'ad vysledkov m6Zeme vidiet
v tabul’ke 3.
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-74°C | 16 hod. | 1,2 19% 10% 54%
-78°C | 16 hod. | 1,6 44% 15% 32%
-78°C | 32hod. | 1,8 49% 18% 22%
-78°C | 66 hod. | 2,0 42% 24% 14%
-82°C | 40 hod. | 2,0 51% 14% 20%

Tabulka 3 Prehlad vysledkov optimalizacie nukleofilnej adicie (1) na (S)-GA.

Dalsim krokom navrhnutej syntézy bolo odchranenie (2) pomocou fluoridovych
anionov (TBAF) v bezvodom THF. Této reakcie prebehla takmer kvantitativne za vzniku 99 %
(3), ktory predstavoval vychodiskov latku v nasledujiicom a najzlozitejSom kroku syntézy. Na
schéme 9 moézeme vidiet’ reakciu odchranenia hydroxylovej skupiny.

'llO

H OH
TBAF I

—_—
O/T\(Cu'"zs THF O/T\(Cu"'zs
A Boc  O-TBS X

(2) (3)
Schéma 9 Odchranenie hydroxylovej skupiny (2) za vzniku (3).
Nasledujicim krokom syntézy bola redukecia trojitej vizby na trans-dvojita vizbu, ktora

je zobrazena na schéme 10. Na redukciu sme vyuzili celkovo 8 postupov, ktoré pozostavali ako
z rozdielnych typov reakei, tak i optimalizacia podmienok pre konkrétne reakéné typy.

OH OH
R “ Redukcia i A_C12H2s5
A C.-oH
g\( 127725 %N OH
Boc OH Boc

(3) 4)
Schéma 10 Redukcia trojitej vizby na trans-dvojitu vizbu vo vseobecnosti.

Prvym vyuZitym postupom bola dvojkrokova trans-selektivna Trostova hydrosilylacia
s naslednou protodesilylaciou [56, 57]. Prvym krokom bola adicia trietoxysilanu na trojita
vizbu s vyuzitim ruténiového katalyzatora v bezvodom acetone pri 0°C. Druhy krok
predstavoval odStiepenie trietoxysilylovej skupiny pomocou fluoridovych anionov. Tato reakce
bola uz skor vyuzita k redukcii rovnakého substratu v ramci nasej pracovnej skupiny, avsak jej
vytazky boly vel'mi kolisavé. Preto bola v tejto praci zvolena ako prva vol'ba a s filou boli potom
porovnavané ostatné reakcie. Schéma 11 zobrazuje trans-selektivnu Trostovu hydrosililaciu.
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Vysledna reakénd zmes obsahovala zmes dvoch diastereomérov, ktoré vznikli vd’aka
racemizacii v priebehu reakcie aj napriek tomu, Ze do reakcie vstupoval len jediny enantiomér.
Tejto racemizacii sa neda celkom vyhnut, avsak pri nizkej reak¢nej teplote je mozné ju znacne
znizit. Separdciu tychto diastereomerov sa ndm podarilo aspoii Ciastocne optimalizovat
mobilnou fazou Hexan/EtOH 6,5:1.

Tento pomer bol zvoleny z dovodu, ze pouzitim rychlejsej mobilnej fazy nedochadzalo
k separacii a z chromatografického systému boli oba diastereoméry eluované si¢asne. Pouzitim
pomalSej mobilnej faze eludcia pozadovaného diastereomeru zabrala ovel'a vacSie mnozstvo
casu s rovnakym vysledkom separacie. Problémom bola skuto¢nost, ze sa nam zakazdym
podarilo oddelit’ len urcita Cast’ produktu zo zmesi a boli sme nuteni zvolit’ viacnasobné Cistenie
ziskanej zmesi. Reakcia bola opakovana niekol’kokrat avSak vysledky sa lisili od 33 % do 56
%. Této reakcia je vel'mi citliva na pritomnost’ vody, problémom je aj komeréna nedostupnost’
bezvodého acetdnu, takze je nutna predestilacia acetonu za vyuzitia molekulovych sit. Dalsim
problémom je i kvalita katalyzatoru, ktory je sice komercne dostupny, avSak vizudlne nevyzera
vzdy rovnako. Aj napriek najlepSie dosiahnutym vysledkom sa tento postup nejavi ako idealny
v redukecii ndsho substratu ako z dévodu problémov popisanych vyssie, tak z ddvodu narocného
a zdihavého prevedenia tejto reakcie

Druhym typom redukcie vyuZitym v tejto praci bola trans-selektivna hydroaluminacia
s vyuzitim LiAlH4 v bezvodom THF. Tento postup sa javil, ako vhodnou alternativou Trostovej
dvojkrokovej redukcie aj napriek niZzSej vytaznosti. Tento postup predstavuje jednoduchsiu
manipulaciu s reakciou a taktiez krat$i reakény ¢as. DalSou vyhodou sa javi aj pouZitie
komeréne dostupnejSiecho bezvodého THF. Vysledkom tohto postupu bol zisk zmesi dvoch
diastereomerov, ako v predoslom postupe. Separacia vyslednej zmesy pomocou mobilnej fazy
Hexan/EtOAc gradientovou eluciou (7/1; 5/1; 3/1) bola menej ndro¢na ako v predchadzajucom
pripade. Vyhodou tohto postupu je, ze vychodiskova latka reaguje vo vySSej miere
akov postupe predoSlom. Opakovanim tohto postupu sa nam podarilo ziskat' poZadovany
produkt s vytaznostou 38 — 47 %. Problémom vSak stdle ostava fakt, ze vznik poZadovaného
diastereoméru je takmer ekvivalentny zisku nezndmeho diastereoméru. Reakcia je znazornena
na schéme 12.

LiAIH,
OH THF OH
: 2 A_C12H2s
O/Y\(Cn"'zs —y I 7Y
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() (4)
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Dalsie postupy pouzité na redukciu trojitej véizby boli po vzore Birchovej redukcie,
ktord vyuziva redukéné vlastnosti alkalickych kovov rozpustnych v amoniaku. Reakcia je
charakteristickd vznikom modrého az fialového oblaku solvatovanych elektrénov aktivovaného
litia v kvapalnych aminoch. V nasledujucich postupoch sme sa snazili zmenou rozpustadla
vytvorit’ prostredie pre redukciu trojitej vézby substratu (3). Bohuzial’ ani jeden z tychto
postupov nefungoval. Redukcia s vyuzitim litia v amoniaku bola v minulosti skisana v nase;j
pracovnej skupine a tato reakcia neposkytuje vysoké vytazky, preto nebola znovu skusana [34].
Vhodnym rozpustadlom v ramci pracovnej skupiny sa ukdzal skvapalneny ethylamin, avSak
tato latka v sti¢asnosti nie je komercéne dostupna v primeranom mnozstve (dostupné st len jej
soli alebo vodné roztoky), a preto sme hl'adali alternativy. Pri pouziti EDA bola problémom
teplota tuhnutia ktora sa pohybuje okolo 11°C a neumoznuje tak reakciu pri zniZenej teplote,
¢o byva z pravidla podmienkou pre tvorbu oblaku solvatovanych elektronov. Pridavok THF
umoziuje znizit' teplotu reakénej zmesi bez toho aby stuhla, ale nevznika pozadovany oblak
elektronov reprezentovany modrym sfarbenim. Alternativou bolo pouzitie propylaminu (PA),
ktory umoznuje pracovat’ aj za zniZenej teploty. Po pridani PA ku kovovému litiu pri -75°C
doslo k vzniku fialového komplexu. Postupom casu sa vSak roztok odfarbil za vzniku bieleho
zakalu. MoZeme teda povedat’, ze redukéné prostredie v reakci bolo vytvorené, avSak neudrzalo
sa po dostato¢ne dlhu dobu, aby doslo k samotnej reakcii s vychodiskovou latkou tejto redukcie.
Rovnaky vysledok nasledoval aj s vyuzitim DAP a taktiez s predestilovanym DAP pomocou
CaO (aby boli odstranen¢ vsetky potencialne stopy vody). V tabul’ke 4 mézeme vidiet’ vSetky
postupy vyuzité k redukeii trojitej vézby.

Pocet

Reakéna zmes . Teplota r.t. Vytazok
opakovani

Z experimentalne ziskanych vysledkov sa ako vhodnd metoda redukcie trojitej vizby
javi postup s vyuzitim LiAlH4. Hlavnou vyhodou postupu je jednoduchost’ prevedenia reakcie,
vysokd opakovatelnost’ postupu, stabilné vytazky a taktiez jednoduchSia separacia
poZadovaného diastereoméru (4), aj napriek tomu, ze vyuZitim Trostovej hydrosilylacie
dosiahneme vysSie vytazky, avSak rozdiel nie je pfiliS§ vyznamny a reakcia je zat'azena
vyznamnym kolisdnim vytaZnosti. Problémom stale ostdva separdcia zmesi vzniknutych
diastereomérov.

Zéaverecnym krokom navrhnutej syntézy H (5) bolo odchranenie polarnej hlavy (4)
pomocou silnej organickej kyseliny. Tato reakcia ako jedina z navrhnutej schémy prebiehala
vo vodnom prostredi, ostatné reakcie prebiehali v argonovej atmosfére. Ked'Zze vychodiskova
latka nebola v roztoku trifluoroctovej kyseliny (TFA/H20, 3,75/1) dostatone rozpustnd,
reakcia prebiehala v suspenzii. Druhym krokom reakcie bola alkalizacia roztoku pomocou
nasytené¢ho vodného roztoku NH3z na pH = 9. Schéma 13 popisuje vznik H (5).
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Vzniknuty H bol nésledne &isteny pomocou stipcovej chromatografie. Tento krok bol
taktieZ podstatnou Castou zisku H, ked’ze ide o lipofilny primarny amin. Separacia na mierne
kyslom silikagéli bola naroéné a zdihava z dovodu retencie H na stipci. Rie$enim bolo pridanie
vodného roztoku NH3 do mobilnej faze. Vysledna mobilna faza bola CHCls/MeOH/NH3 aq.
100/6,5/1. Znizenie mnozstva MeOH alebo zvySenie mnozstva vodného amoniaku nie je
mozné, pretoze inak sa jednotlivé zloZky mobilnej faze od seba separuju. Opiat’ sme sa stretli s
problémom vzniku racemickej zmesi produktov behom Cistenia, ale uz vo vyrazne nizsej miere
ako tomu bolo v predoslych krokoch. Pre vysSiu u¢innost’ delenia zmesi sme boli nuteni
spomalit’ mobilni fazu, ¢o napomohlo k vys$ej miere zisku pozadovaného diastereoméru.
Vzniknuty H (6) s vytazkom 71 - 75 % bol nasledne vyuzity k priprave H-Cer.

Vytazok celkovej syntézy H €inil 21 %. Pouzita syntéza sa oproti predoslym postupom
javi ako kratSia, efektivnejSia a jednoduchsia cesta k zisku fyziologickych H. Problémom stale
ostdva racemizacia a stabilita vzniknutych produktov, ktord komplikuje Cistenie jednotlivych
reakcii a taktiez znizuje vytaznost’ navrhnutej schémy.

Celkové mnozstvo, s ktorym sme v priprave (1) pracovali, bolo 1,54 g vychodiskovej
latky. Nasledne na pripravu pripravu (2) bolo pouzitych celkovo 4,62 g (1). Na pripravu (3)
bolo vyuzitych 3,23 g (2). Experimentdlne ziskané vysledky naznacuju, ze prvé 3 kroky
navrhnutej syntézy poskytuji rovnaké vysledky ako v navazkach na jednotky miligramov, tak
v navazkach na jednotky gramov. Priprava (4) bola vykonand viacerymi spOsobmi a z
povodnych 3,227 g (3) bola na optimalizaciu vyuzitd znacné ¢ast’ materialu, z ktorého sa nam
nie vzdy podarilo opidt’ izolovat' vychodiskovl latku (3). KedZe tento krok predstavuje
najzlozitejsi krok navrhnutej syntézy, bola separacia a izol4cia staleho produktu mnohonéasobne
optimalizovand a vel'mi komplikovana. Vysledny produkt (4) bol po mnohondsobnom
precisteny v mnozstve 0,29 g pouzity na pripravu (5). Kedze velké mnozstvo materialu bolo
vyuZité na optimalizaciu celkovej syntézy, posledné dva kroky neboli skuSané v navazkach na
jednotky gramov, takze momentalne nevieme urcit, ¢i navrhnuté reakcie davaju rovnaké
vytazky vo vysSich navazkach ako jednotky miligramov. Toto bude overené v ramci budicich
projektov.
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Ziskany H sluzil ako skelet, na ktory sme pomocou acyla¢nych reakeii pripojili prislusné
acyly k vytvoreniu vsetkych podtypov H-Cer.

Syntéza Cer NH pozostavala z reakcie H a aktivovanej kyseliny lignocerovej (LIG)
s pridavkom diisopropylethylaminu (DIPEA) v bezvodom prostredi DCM/THF. V tomto
postupe bol vyuzity prekurzor LIG prevedeny na sukcinimidylester, ktory bol pripraveny v
ramci in¢ho projektu (reakcii LIG s N-hydroxysukcinimidom v pritomnosti karbodiimidu).
Reakcia prebiehala 30 hodin za laboratornej teploty. Vysledna zmes bola ¢istena pomocou
stipcovej chromatografie mobilnou fazou CHCl;/MeOH 50:1. Vytazok reakcie predstavoval
90 % cistého Cer NH. Na schéme 14 mdézeme vidiet’ reakciu pripravy Cer NH.
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Syntéza Cer EOH prebichala za rovnakych reakénych podmienok ako priprava Cer
NH. Na pripravu ultradlhého acylu (ULA) (7) bola pouzita Yamaguchiho esterifikacia vyuzitim
sukcinimidylesteru 32-hydroxydotriakontanovej kyseliny pripraveného v ramei iného projektu
[29], ktory bol esterifikovany LIN pouZitim 2,4,6-trichlorobenzoylchloridu, trietylaminu (TEA)
a dimetylaminopyridinu (DMAP) v prostredi THF za vzniku diesteru [68]. Ziskand zmes bola
&istena pomocou stipcovej chromatografie mobilnou faizou CHCl3/MeOH 100/1 so ziskom 78%
pozadovaného produktu.

Zavedenim sukcinimidylesteru ako chraniacej skupiny sa zvysila stabilita prislus$nej ®-
hydroxylovanej mastnej kyseliny behom reakcie a odstranil sa problém s rozpustnost’ou [69].
Vysledna zmes po reakcii H s prislusnym diesterom bola &istend pomocou stipcovej
chromatografie s mobilnou fazou CHCIl3/MeOH 50/1. Problémom bol vznik troch produktov
ktorych separaciou sme ziskali Cer EOH s vytazkom 54%. Domnievame sa, Ze vznik viacerych
produktov bol zapri¢ineny pravdepodobne opit’ nestabilitou H, u ostatnych zastupcov -
esterifikovanych Cer sa vytazky pohybuju okolo 90 %. Postup pripravy Cer EOH zobrazuje
schéma 15.
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Pokus o pripravu Cer AH prebiechal odliSnym sposobom, ako priprava predoslych Cer.
Do reakcie vstupoval H spolo¢ne s opticky €istou (R)-cerebronovou kyselinou ((R)-CA), ktorej
priprava je popisana v nasledujucej kapitole. Do reakcie vstupovala (R)-CA v pritomnosti 1-
hydroxybenzotriazolu (HOBt) a N-(3-dimethylaminopropyl)-N"-etylkarbodiimiu (EDC)
v bezvodom prostredi THF/DMC. Pridavok HOBt a EDC bol dolezity pre zvysenie selektivity
v tvorbe amidu oproti esteru. Po ukondeni reakcie bola ziskana zmes &istend pomocou stipcovej
chromatografie mobilnou fazou CHClz/MeOH 50/1. Bohuzial’ Cer AH sa nam tymto postupom
nepodarilo ziskat. Z reakcie bola izolovanid neznama latka s podobnou Strukturou. NMR
analyza neznameho produktu vsak Struktiru Cer AH plne nepotvrdila. Schému pripravy Cer
AH zobrazuje schéma 16.
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KedZe v priprave Cer AH acyla¢nou reakciou s racemickou CA dostdvame zmes
diastereomerov Cer AH rozhodli sme sa oddelit’ R-izomer CA. Tymto krokom sme sa snaZili o
zvySenie vytaznosti fyziologického diastereoméru Cer AH a taktiez zjednodusSenie Cistenia
reakcie. Racemickd CA pouzita v tomto postupe bola pripravena v ramci iného projektu
(jednalo sa o a-bromdciu nasledovani reakciou s hydroxidom sodnym). Na oddelenie
enantiomérov sme pouzili enzymaticky katalizovanu separaciu podl'a Sugai a Ohta pomocou
Lipazy PS (Amano) a vinylacetatu (VA) pri 65 °C v pritomnosti malého mnoZstva 2,6-bis(1,1-
dimethylethyl)-4-methylfenolu (BHT) za vzniku (R)-CA a (S)-acetoxyCA [70]. Lipaza PS bola
rozsuspendovana v roztoku CA, BHT, VA a THF a nasledne ponechanana reagovat’ 30 hodin
pri 65 °C. Priprava (R)-CA je zobrazena na schéme 17.
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Ziskana zmes bola &istend pomocou stipcovej chromatografie mobilnou fazou
CHCI3/MeOH gradientovou eluciou 50/1; 40/1; 25/1; 10/1. Ked'’Zze hydroxykyseliny maju
vysoku retenciu aj na stipci bolo k mobilnej faze pridanych par kvapiek CH;COOH. Tymto
spdsobom sa nam podarilo oddelit’ oba produkty, ktorych Struktira bola potvrdena pomocou
NMR analyzy. Vytazok pozadovanej (R)-CA predstavoval 44 %. Takto vzniknutd (R)-CA bola
pouzitd k pokusu o pripravu Cer AH.

35



Vychodiskové latky, ¢inidld, rozpustadla a d’alSie komerc¢ne dostupné chemikalie a
materidly boli zadovazené od tradicnych dodavatelov: Merck, Sigma-Aldrich a PENTA.
Pociato¢na vychodiskova latka vyuzitej syntézy bola pripravena v ramci iného projektu.
Takisto sukcinimidylester 32-hydroxydotriakontanovej kyseliny aracemicka cerebronova
kyselina boli synteticky pripravené v ramci inych projektov nasej pracovnej skupiny. Na
stipcovii chromatografiu bol vyuzity Silikagél 60 (230-400). Na sledovanie priebehu
chemickych reakcii, kontrolu distoty produktov a charakterizaciu ziskanych latok bola
vyuzivana tenkovrstevna chromatografia na hlinikovych TLC doskach Silikagél 60 F254
(Merck). K detekcii vyvinutych dosiek bola pouzivand detekéna zmes Ce(SOa)2,
H3[P(Mo03010)4], koncentrovana kyselina sirova a voda. Na detekciu vol'nych aminov bola
pouzita detekcia roztokom Ninhydrinu. 'H a 3C NMR spektra vietkych latok boli namerané
pomocou pristrojov VARIAN VNMR S500 a JEOL JNM-ECZ 600Rv roztokoch CDClI; (alebo
zmesi CDCI3/MeOD). Pomocou pristroja NICOLET 6700 FT-IR s ATR sondou boli namerané
IR spektra. Na meranie optickej otacanlivosti bol pouzity pristroj Kriiss optronic P3000 (Kriiss
GmbH).

TBSCI
X Imidazol A
X .OH
Ci2Hys  DMF CoHas
r.t.

(1)

K roztoku 1,54 g alkynolu (5,720 mmol, 1,0 ekv.) a 1,12 g imidazolu (14,300 mmol, 2,5
ekv.) v bezvodom THF (20 ml) bol pridany roztok 1,55 g ferc-butyldimetylsilylchloridu (8,870
mmol, 1,5 ekv.) v 5 ml bezvodého THF po kvapkéach v inertnej atmosfére Ar za bezvodych
podmienkach pri 0°C v 'adovom kupeli. Nasledne bola reakénd zmes za intenzivneho mieSania
ponechand reagovat pri r.t. 6 hod. Pridavkom vody (75 ml) bola reakcia ukoncena a reakcné
zmes extrahovand Et;0 (3 x 100 ml). Nasledne bola pomocou Na;SO4 dosusena organicka faza
a rozpustadla odparené pod zniZenym tlakom. Ziskana zmes bola &istena pomocou stipcovej
chromatografie na silikagéli (mobilna faza Hexan/EtOAc 30/1) za vzniku 2,23 g bezfarebného
oleja (1) s vytazkom 99 %.
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K roztoku 2,03 g (1) (5,993 mmol, 1.0 ekv.) v bezvodom THF (10 ml) bolo po kvapkach
pridanych 7,05 ml roztoku terc-BuLi (1,7M v Hexane, 11,986 mmol 2,0 ekv.) za staleho
mieSania pri teplote — 82°C pod inertnou atmosférou Ar v bezvodych podmienkach. Reakéna
zmes bola intenzivne miesana 2 hod a nésledne bol pomaly po kvapkach pridany 2,1 ml HMPA
(11,986 mmol, 2 ekv.). O 20 minut bol do reakénej zmesi po kvapkach pridavany roztok 2,061
g (5)-GA (8,989 mmol, 1,5 ekv) v bezvodom THF (4 ml). Nasledne bola zmes za intenzivneho
mieSnia ponechand reagovat’ za r.t. po dobu 40 hodin. Néasledne bola reakcia ukoncend
pridavkom vodného roztoku NH4Cl (20 ml) a extrahovand pomocou Et:O (3 x 50 ml) a
nasyten¢ho roztoku NaCl (25 ml). Pomocou Na;SOs bola dosusena Organickd faza a
rozpustadla odparené pod znizenym tlakom. Vysledna zmes bola precistend pomocou stipcovej
chromatografie (mobilna faza Hexan/EtOAc 50/1) za vzniku 1,736 g oranzového oleja (2) s
celkovym vytazkom 51 %.
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K roztoku 3,82 g (2) (6,69 mmol, 1,0 ekv.) v bezvodom THF (50 ml) bolo po kvapkach
pridanych 8,5 ml roztoku TBAF (1M v Hexane, 8,028 mmol, 1,2 ekv.) pod inertnou atmosférou
Ar v bezvodych podmienkach pri 0°C v 'adovej kupeli. O 20 mintt neskor bola reakcia vybrana
z 'adového kupel'a a za intenzivneho mieSania ponechand reagovat d’alSie 2 hod pri r.t.. Po
uplynuti reakéného ¢asu boli pod znizenym tlakom odparené rozpustadla . Ziskana zmes bola
priamo &istena pomocou stipcovej chromatografie (gradientova elicia, mobilna fiza
Hexan/EtOAc 5/1; 3/1; 2/1) za vzniku 3,01 g bezfarebného oleja (3) s vytazkom 99 %.
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K roztoku 50 mg (3) (0,109 mmol, 1,0 ekv.) v bezvodom aceténe (1 ml) bolo pridanych
70 ul trietoxysilanu (0,330 mmol, 3,0 ekv) v inertnej atmosfére Ar za bezvodych podmienok
pri 0 °C vladovej kupeli. O 20 minut bolo k reakénej zmesi pridanych 3 mg
[Cp*Ru(CH3CN)3]PFs (6,96 pmol, 0,06 ekv.) v bezvodom aceténe (1 ml). Reakénad zmes bola
za intenzivneho mieSania ponechand reagovat’ 2 hod pri zniZenej teplote. V d’alSom kroku boli
odparené rozpustadla pod znizenym tlakom a k zmesi bolo pridanych 5 mg Cul v bezvodom
THF (1 ml). Nasledne bola reakéné zmes po rozpusteni vSetkych zloziek opét’ zachladena na
teplotu 0 °C v l'adovom kupeli. V d’alSom kroku bolo k zmesi po kvapkach pridavané 320 pl
roztoku TBAF (1M, v Hexéne, 0,167 mmol, 1,5 ekv.) a nasledne bola reakcia ponechana
reagovat’ 16 hod pri laboratornej teplote. Reakcia bola ukoncend pridavkom vody (10 ml)
a extrahovana pomocou Et;O (3 % 80 ml) s pridavkom vody (100 ml) a nasytené¢ho roztoku
NazS203. Nasledne bola pomocou NaxSO4 dosusSena organickd fdza a pod zniZenym tlakom
odparené rozpuitadla. Vysledna zmes bola predistena pomocou stipcovej chromatografie
(mobilnd faza, Hexdn/EtOAc 6,5/1) za vzniku 28,4 mg hnedastého oleja (4) (0,062 mmol) s
celkovym vytazkom 56 %.
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K roztoku 50 mg (3) (0,109 mmol, 1,0 ekv.) v bezvodom THF (1 ml) bolo pomaly po
kvapkach pridanych 280 ul LiAlH4 (1M, v THF, 0,667 mmol, 6,6 ekv.) v inertnej atmosfére za
bezvodych podmienok pri 0 °C v l'adovej kupeli. Nésledne bola zmes ponechand reagovat’ 5
hod. pri laboratérnej teplote za staleho miesania. Pridavkom 10 ml vody bola reakcia ukonc¢end
a extrahovana CHCI3 (3 x 20 ml). Pomocou Na;SO4 bola dosuSend organicka faza a pod
znizenym tlakom odparené rozpustadla. Vysledna zmes bola &istena pomocou stipcovej
chromatografie (gradientova elucia, mobilna faza Hexan/EtOAc 7/1; 5/1; 3/1) za vzniku 23,6
mg hnedastého oleja (4) (0,052 mmol) s celkovym vytazkom 47 %.
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K 50 mg litia, ktoré bolo najprv aktivované postupne v MeOH, Et:O a Hexane bolo
pridanych 5 ml EDA v bezvodych podmienkach v inertnej atmosfére Ar. Nésledne po
dosiahnuti teploty -15 °C bol k roztoku po kvapkéch pridavany roztok 50 mg (3) (0,110 mmol,
1,0 ekv.) v bezvodom THF (5 ml) a reak¢na zmes bola ponechana reagovat’ 1 hod pri teplote -
15 °C za intenzivneho mieSania. KedZze reakénd zmes zamrzla a nedosSlo k vzniku
elektronového oblaku solvatovanych elektronov bola reakcia ukoncena.
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K 50 mg litia, ktoré bolo najprv aktivované postupne v MeOH, Et;O a hexdne bolo
pridanych 5 ml PA v bezvodych podmienkach v inertnom prostredi Ar. Po vzniku fialovo
sfarbené¢ho komplexu bola reak¢na zmes schladend na -75 °C a nasledne bol k reak¢nej zmesi
po kvapkach pridavany roztok 50 mg (3) (0,110 mmol, 1,0 ekv.) v bezvodom THF (5 ml) pri
teplote -75 °C. Po 1 hod dos$lo k zmene fialového sfarbenia na biely zakal. Po vykonani
kontrolného TLC bola reakcia ukon¢ena s negativhym vysledkom.
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K 60 mg litia (8,800 mmol, 80 ekv.), ktoré bolo pred vlastnou reakciou aktivované
postupne v MeOH, Et;O a Hexéane bolo pridanych 0,5 ml DAP za bezvodych podmienok v
inertnej atmosfére Ar pri laboratornej teplote. Nésledne bol k zmesi pridany roztok 50 mg (3)
(0,110 mmol, 1,0 ekv.) v bezvodom THF (0,25 ml). Reakcia bola ponechana reagovat’ pocas
vikendu. V priebehu plynutia reakéného ¢asu doslo k zmene sfarbenia na biely zékal. Reakcia
bola ukoncéena s netuspesnym vysledkom.

* Rovnako negativne vysledky boli dosiahnuté pri zmene reakénej teploty na 0 °C
vyuzitim bezvodého DAP a taktiez s pridavkom THF k bezvodému DAP.
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V 1 ml vody bolo rozsuspendovanych 55 mg (4) (0,120 mmol) a za stdleho mieSania
bolo k suspenzii pridavany 1,8 ml vodného roztoku TFA (3,75 eq. TFA / 1 eq. H20, v/v) pri 0
°C v l'adovej kupeli. Za intenzivneho miesSania bola reakénd zmes ponechand reagovat’ cez noc.
Nasledne bola reak¢na zmes alkalizovana pridavkom nasyteného vodného roztoku NH3z na pH
=9. Vysledna suspenzia bola extrahovana pomocou CHCI3 (3 % 15 ml) a nasytenym roztokom
NaCl (10 ml). Organickd fdza bola dosusend pomocou Na>SO4 a pod znizenym tlakom
odparené rozpustadla. Vysledna zmes bola preistena stipcovou chromatografiou na silikagéle
(mobilnd faza CHCI3/MeOH/NH3 aq. 100/6,5/1) za vzniku 28 mg (0,089 mmol) (5) bielej
krystalickej latky pozitivne reagujicej na detekciu ninhydrinom s celkovym vytazkom 75 %.
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K roztoku 10 mg (5) (0,032 mmol, 1,0 ekv.) a 17,7 mg sukcinimidylesteru LIG (0,038
mmol, 1,2 ekv.) v bezvodom THF (1 ml) a DCM (1 ml) bolo za staleho miesania pridanych po
kvapkach 20 ul DIPEA (0,095 mmol, 3 ekv.) pri 0 °C v l'adovej ktipeli a bezvodych podmienok
v inertnej atmosfére Ar. Reakéna zmes bola za stdleho mieSania ponechana reagovat pri r.t. 30
hod. Pridanim vody (20 ml) bola reakcia ukonc¢end a nasledne extrahovana pomocou CHCI3 (3
x 20 ml) s pridavkom nasytené¢ho roztoku NaCl (10 ml). Nésledne bola pomocou Na;SO4
dosuSena organicka fdza a pod zniZzenym tlakom odparené rozpusStadla. Vysledna zmes bola
Cistend pomocou stipcovej chromatografie (gradientova elucia, mobilna faza, CHCls/MeOH
100/1; 60/1; 50/1; 25/1; 10/1) za vzniku 19 mg (0,029 mmol) (6) ako bielej krystalickej latky
s celkovym vytazkom 90 %.
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Prvym krokom v syntéze Cer EOH bola priprava prekurzoru ULA (7). K 50 mg
sukcinimidylesteru 32-hydroxydotriakontanovej kyseliny (0,084 mmol, 1 ekv.) bol pridany
roztok 26 mg LIN (0,093 mmol, 1,1 ekv.) v bezvodom THF (10 ml) pod inertnou atmosférou
Ar za bezvodych podmienok pri laboratérnej teplote. Reakéna zmes bola zriedena bezvodym
THF (10 ml) a nasledne bolo pridanych 25 pul 2,4,6-trichlorobenzoyl chloridu (0,093 mmol, 1,1
ekv.) a20 ul TEA (0,210 mmol, 2,5 ekv.). Po 2 minatach reakcie bolo k reakénej zmesi
pridanych 6 mg DMAP (0,049 mmol, 0,6 ekv.) Po pridani vSetkych komponentov sa Cira
reak¢na zmes zmenila na biely zékal. Reakcia bola za stdleho mieSania ponechana reagovat’ 40
hod. Pridanim CHCI3 (10 ml) bola reakcia ukoncena za opdtovnej zmeny na Ciry roztok.
Ziskand vyslednd zmes bola priamo predistena pomocou stipcovej chromatografie
(CHCI3/MeOH, 100/1) za vzniku 58 mg (0,067 mmol) ULA (7) s celkovym vytazkom 80 %.

O o o)
QN-O 30 OW\("){
OH (7) OH
HO/MC12H25 0 DIPEA » Ho/\‘/’\/\‘/Cnst
NH,  OH DCM/THF N OIE') _
H, (5) ‘g/\(%o A

CerEOH, (8)

K roztoku 10 mg (5) (0,032 mmol, 1,0 ekv.) a 25 mg sukcinimidylesteru ULA (7) (0,038 mmol,
1,2 ekv.) v bezvodom THF (7,5 ml) a DCM (3,75 ml) bolo za staleho mieSania po kvapkach
pridanych 20 pl DIPEA (0,095 mmol, 3 ekv.) pri 0 °C a bezvodych podmienok v inertnej
atmosfére Ar. Reakéna zmes bola ponechana reagovat’ za staleho miesania pri r.t. po dobu 30
hod. Pridavkom vody (20 ml) bola reakcia ukonc¢ena a nasledne extrahovana CHCIl3 (3 x 25 ml)
s pridavkom nasyteného roztoku NaCl (20 ml). Pomocou Na>SO4bola dosuSena organicka faza
a pod znizenym tlakom odparené rozpustadla. Vysledna zmes bola &istena pomocou stipcove;
chromatografie (gradientova elicia, mobilnd tiza, CHCI3;/MeOH 100/1; 75/1; 50/1; 25/1; 10/1)
za vzniku 18 mg (0,018 mmol) Cer EOH (8) ako bielej krystalickej latky s celkovym vytazkom
54 %.
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Lipaza PS

0 BHT o o
HO/U\/C22H45 VA HO/U\/C22H45 . HO/U\/C22H45
THF
65°C, r.t. \g/
(R/S)-CA -2-hydroxyCA, (9a) (S)-2-acetoxyCA, (9b)

Pre pripravu (R)-CA (9a) bolo 91 mg Lipazy PS (enzym na pevnom nosici)
rozsuspendovanych v roztoku 100 mg (R/S)-CA (0,259 mmol, 1 ekv.), 4 mg BHT (0,182 mmol,
0,7 ekv.) a 960 ul VA v bezvodom THF (1 ml) za staleho mieSania pri teplote 65 °C. Reakcna
zmes bola ponechana reagovat’ 30 hod. Nasledne bola vysledna zmes precistend pomocou
stipcovej chromatografie (gradientovd elicia, mobilnd fiza CHCl;/MeOH/CH;COOH
50/1/0,1; 40/1/0,1; 25/1/0,1; 10/1/0,1) za vzniku 44 mg (R)-CA (9a) (0,114 mmol) s celkovym
vytazkom 48 % a 54 mg (S)-2-acetoxyCA (9b) (0,139 mmol) s vyt'azkom 48 %.

o)
Ho/u\/czzH45

(9a) OH
QH EDC, HOBt HO X 4 C12H25
A ACoHys ™ > OH
HO’\‘/\/\‘/ (I, HN
NH, OH rt. \IOI/\°22H45
H, (5) CerAH, (10)

K roztoku 10 mg (5) (0,032 mmol, 1,0 ekv.), 15 mg R-CA (9a) (0,039 mmol, 1,2 ekv.)a 17 pl
HOBLt (0,126 mmol, 4,0 ekv.) v bezvodom THF (2 ml) a bezvodom DCM (1 ml) bolo za staleho
mieSania pridavanych 12 pl EDC (0,064 mmol, 2,0 ekv.) za bezvodych podmienok v inertnej
atmosfére Ar pri 0 °C v l'adovej kupeli. Reakénd zmes bola ponechana reagovat’ 72 hod. Po
uplynuti reakéného €asu boli rozptstadla odparené pod zniZzenym tlakom a vysledna zmes
bola nasledne priamo &istena pomocou stipcovej chromatografie (mobilna faza, CHCl3/MeOH
50/1) za vzniku 12 mg nezndmeho produktu s podobnou Struktarou ako Cer AH (10) (0,018
mmol) s celkovym vytazkom 57 %.
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TLC: Mobilna faza Hexan/EtOAc 10/1, Rf= 0,40; "TH NMR (500 MHz, CDCl3) & 4.34 (td, J
= 6.5, 2.1 Hz, 1H), 2.38 (dd, J = 2.1, 0.6 Hz, 1H), 1.73 — 1.62 (m, 2H), 1.47 — 1.37 (m, 2H),
1.35 - 1.19 (m, 18H), 0.98 — 0.86 (m, 12H), 0.13 (d, J = 11.7 Hz, 6H). 3C NMR (126 MHz,
CDCIs) 6 85.80, 71.81, 62.77, 38.57, 31.92, 29.67, 29.64, 29.57, 29.54, 29.35, 29.23, 25.77,

25.11, 22.69, 18.23, 14.12, -4.58, -5.08; Charakterizacia odpoveda literatare. Ref. [10, 39, 43,
44].

TLC: Mobilna faza Hexan/EtOAc 5/1, Rf= 0,50; '"H NMR (600 MHz, CDCl3) 6 4.81 — 4.54
(m, 1H), 4.34 (t, /= 6.6 Hz, 1H), 4.18 — 3.85 (m, 3H), 1.65 — 1.57 (m, 6H), 1.51 — 1.45 (m,
12H), 1.43 — 1.31 (m, 2H), 1.32 — 0.97 (m, 18H), 0.89 — 0.83 (m, 12H), 0.12 — 0.05 (m, 5H);
I3C NMR (151 MHz, CDCl3) 6 154.04, 95.07, 88.03, 81.34, 64.98, 63.77, 62.97, 62.54, 38.72,
32.00, 29.76,29.73, 29.68, 29.63, 29.43, 29.33, 28.48, 26.07, 25.87, 25.44,25.30, 22.77, 18.28,
14.19, -4.35, -4.95; Charakterizacia odpoveda literatire. Ref. [10, 39, 43, 44].

H

O/Y\(\/\/\/\/\/\
e L
W<

TLC: Mobilna faza Hexan/EtOAc 2/1 Rf' = 0,50; "TH NMR (500 MHz, CDCl3) 6 4.59 — 4.54
(m, 1H), 4.47 — 4.31 (m, 1H), 4.23 —4.16 (m, 1H), 4.12 — 4.02 (m, 1H), 4.02 — 3.79 (m, 1H),
1.80 — 1.55 (m, 4H), 1.55 - 1.36 (m, 15H), 1.36 — 1.11 (m, 18H), 1.01 — 0.79 (m, 3H). *C NMR

(151 MHz, CDCl) 6 154.40, 95.09, 87.21, 82.97, 81.61, 65.12, 64.25, 62.50, 62.48, 60.47,

37.77,37.71, 32.00, 29.75, 29.73, 29.67, 29.61, 29.43, 29.36, 28.47, 26.15, 25.24, 22.77, 14.27,
14.19; Charakterizacia odpoveda literature. Ref. [10, 39, 43, 44].
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TLC: Mobilna faza Hexan/EtOAc 1/1 Rf = 0,65; "TH NMR (600 MHz,CDCl3) & 5.85 — 5.77
(m, 1H), 5.74 — 5.51 (m, 1H), 4.41 — 4.15 (m, 1H), 4.14 — 4.07 (m, 2H), 4.06 — 3.93 (m, 1H),
3.93 - 3.64 (m, 1H), 1.76 — 1.34 (m, 17H), 1.34 — 1.09 (m, 20H), 0.86 (t, J = 7.0 Hz, 3H); 13C
NMR (151 MHz, CDCls) & 135.43, 135.25, 129.39, 94.61, 73.74, 72.31, 65.86, 64.94, 62.21,
60.47,49.73,37.35,32.21, 32.00, 29.73, 29.66, 29.43, 28.46, 27.78, 26.49, 25.51, 24.50, 24 .43,
22.76, 14.27, 14.19; IR vmax 3399, 2923, 2853, 1685, 1671, 1467, 1385, 1366, 1255, 1172,
1102, 1070, 1049, 971, 850, 768, 721 cm™!; Charakterizacia odpoveda literatare. Ref. [10, 39,
43, 44].

OH
%
NH, OH

TLC: Mobilna faza CHCl3/MeOH 2/1, Rf = 0,60; "TH NMR (600 MHz, CDCl3) 6 5.81 (dd, J =
15.8, 5.5 Hz, 1H), 5.76 — 5.62 (m, 1H), 4.24 — 4.04 (m, 2H), 3.77 — 3.49 (m, 2H), 3.02 — 2.90
(m, 1H), 1.57 — 1.44 (m, 2H), 1.43 — 1.10 (m, 20H), 0.87 (t, J = 7.0 Hz, 3H); '3C NMR (151
MHz, CDCls) 6 140.51, 133.08, 75.69, 66.29, 63.19, 60.74, 40.90, 35.85, 33.61, 33.58, 33.28,
29.46, 26.61, 17.94; IR vmax 3355, 2918, 2850, 2357, 1664, 1528, 1464, 1392 1367, 1286,
1251, 1170, 1096, 1054, 1023, 975, 959, 911, 875, 854, 783, 759, 721, 677, 655;
Charakterizacia odpoveda literatire. Ref. [43, 44].

H
Ho/\‘/\/\‘/\/\/\/\/\/\
OH
HN\[]/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/
0]

TLC: Mobilna faza CHCl3/MeOH 10/1,Rf=0,48; IR vmax 3310, 2954, 2918, 2850, 1868, 1743,
1715, 1697, 1681, 1661, 1622, 1564, 1543, 1508, 1471, 1423, 1377, 1339, 1062, 960, 874, 805,
719; Tt 101 — 103 °C ; latka bola pripravovana len v kontexte prace, NMR spektra sa zhodovali
s literaturou. Ref. [43, 37].
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TLC: CHCI3/MeOH 19/1, Rf=0,85; "TH NMR (500 MHz, CDCl3) & 5.44 — 5.29 (m, 4H), 4.06
(t,J=6.7 Hz, 2H), 2.84 (s, 4H), 2.78 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.61 (t, J= 7.5 Hz, 2H), 2.34 — 2.26
(m, 2H), 2.10 — 2.02 (m, 4H), 1.80 — 1.70 (m, 2H), 1.67 — 1.58 (m, 6H), 1.47 — 1.18 (m, 66H),
0.93 - 0.86 (m, 3H); '3C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 173.97, 169.15, 168.68, 130.20, 130.04,
128.02, 127.89, 125.50, 64.40, 34.39, 31.51, 30.93, 30.30, 29.70, 29.66, 29.62, 29.58, 29.55,
29.52,29.34,29.25,29.16,29.11, 29.08, 28.78, 28.64, 27.18, 25.92, 25.61, 25.58, 25.00, 24.56,
22.56, 14.06; Charakterizacia odpoveda literatare. Ref. [64].

TLC: CHCI3/MeOH 20/1, Rf= 0,30; '"H NMR (600 MHz, CDCl3) § 6.30 (s, 1H), 5.95 — 5.68
(m, 2H), 5.44 — 5.25 (m, 4H), 4.56 —4.30 (m, 1H), 4.23 —4.10 (m, 1H), 4.05 (t, /= 6.8 Hz, 2H),
4.00 — 3.84 (m, 2H), 3.79 — 3.56 (m, 1H), 2.76 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.36 — 2.30 (m, 2H), 2.27 (t,
J=17.5Hz, 2H), 2.25 — 2.19 (m, 2H), 2.07 — 2.01 (m, 4H), 1.73 — 1.45 (m, 12H), 1.45 - 1.03
(m, 82H), 1.01 — 0.72 (m, 6H). ¥3C NMR (151 MHz, CDCl3) & 173.99, 135.77, 130.28, 130.10,
129.60, 128.14, 128.01, 74.02, 72.07, 64.47, 62.32, 54.63, 54.58, 37.44, 36.89, 34.48, 31.97,
31.58,29.75,29.71, 29.64, 29.57, 29.49, 29.43, 29.39, 29.31, 29.19, 29.15, 28.75, 27.26, 26.00,
25.79,25.71,25.51,25.08,24.82,22.71,22.59, 14.10, 14.05; IR vmax 3310, 2917, 2849, 1738,
1713, 1622, 1548, 1471, 1421, 1377, 1277, 1250, 1174, 1139, 11191090, 1028; Tt 86 — 90 °C;
Charakterizacia odpoveda literatire. Ref. [64].
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TLC: CHCI3/MeOH 20/1, Rf= 0,48; [a]*>p=+0,01 (c = 0.1, CHCl3/MeOH, 1/1);
Charakterizacia odpoveda. Ref. [37].

HOP N A NSNS
g
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TLC: CHCI3/MeOH, 20/1, Rf= 0,70; Charakterizacia odpoveda literatare. Ref. [37].

|||O

H
HOW
OH
HN\n/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/
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TLC: (CHCl:/MeOH, 10/1) Rf = 0,40; 'INMR (600 MHz, CDCl3) § 7.01 — 6.69 (m, 1H), 5.81
~5.70 (m, 2H), 4.46 — 4.24 (m, 1H), 4.25 — 4.02 (m, 1H), 4.03 — 3.85 (m, 2H), 3.81 — 3.61 (m,
1H), 2.14 — 1.87 (m, 4H), 1.73 — 0.98 (m, 62H), 0.98 — 0.70 (m, 6H); 3C NMR (151 MHz,
CDCls) § 172.07, 135.77, 129.25, 126.58, 126.46, 117.06, 111.41, 73.46, 71.97, 61.87, 54.89,
37.22,37.19, 32.84, 32.01, 30.12, 29.78, 29.74, 29.69, 29.64, 29.44, 27.17, 25.57, 23.30, 22.77,
19.81, 14.20, 1.10; IR vmax 3421, 3285, 2953, 2923, 2851, 1731, 1630, 1544, 1508, 1469,
1397, 1378, 1145, 1092; Tt 85 — 91 °C; Ref. [37].

*Na zdklade nameranych NMR a IR spektier nie sme schopni jednoznac¢ne potvrdit’, Ze sa jedna
o CerAH. Porovnanim hodnoét z literatary v spektrach chybaji niektoré kI'icové signaly, ktoré
by potvrdili Struktaru CerAH.
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Ceramidy radime do skupiny sfingolipidov, ktoré zohravaju podstatni rolu v ramci
intracelularnych a extraceluldrnych funkcii vSetkych eukaryotickych buniek. Spolo¢ne
s voI'nymi mastnymi kyselinami, cholesterolom a cholesterol-sulfatom vytvaraja intercelularny
lipidovy matrix zabezpecujici bariérové vlastnosti koze. Dnes pozname viac ako 12 podskupin
ceramidov. Orgédnom, v ktorom mdzeme pozorovat’ najvacsiu rozmanitost’ a obsah ceramidov
je koza. Podstata tohto rozlicného zastipenia prave v kozi stale nebola plne objasnend a je
predmetom vyskumu dodnes.

Na rozdiel od ceramidov odvodenych od sfingozinu, dihydrosfingozinu a fyto-
sfingozinu sa ceramidy odvodené od 6-hydroxysfingozinu vyskytuji vyhradne v l'udskej
epidermis. Stadium tejto pomerne mladej skupiny 6-hydroxyceramidov je naroéné hlavne
z dovodu ich komer¢nej nedostupnosti a komplikovanej mnohokrokovej syntéze. Prave preto
bola nasim cielom optimalizacia vedica k upscalingu jednotlivych reakcii vopred navrhnutej
syntetickej drahy veducej k zisku 6-sfingozinu. Ked'Ze sa jedn4 o chiralne aktivne latky, naSim
hlavnym zamerom bolo zvysit’ stereoselektivitu navrhnutého syntetického postupu. Zamerali
sme sa na dva najtazSie azaroven klucové kroky danej syntézy. Prvym krokom bola
alkynylacia (S)-Garnerovho aldehydu dopredupripravenym chranenym racemickym
alkynolom, ¢o predstavuje hlavny krok syntézy tvoriaci polarnu hlavu molekuly. Druhy
podstatny krok v syntéze 6-hydroxysfingozinu, ktorého optimalizacii sme sa venovali bola
selektivna redukcia trojitej vdzby na trams-dvojiti vézbu. Tranms-selektivne redukcie vo
vSeobecnosti predstavuju problém v ramci organickej syntézy apreto sme tomuto kroku
venovali zvlast’ vel'k obozretnost’ a pozornost’. TaktieZ sme sa venovali optimalizacii Cistenia
a zisku pozadovanych produktov v ramci tohto postupu. Celd syntéza veduca k zisku 6-
hydroxysfingozinu pozostavala zo 7 krokov, z ktorych 5 bolo napliiou tejto prace. Celkovy
vytazok ¢inil 21 % aprvé kroky boli optimalizované pre pracu s niekol'kogramovym
mnozstvom vychodiskovej latky. V priebehu pripravy sme sa stretli s viacerymi problémami,
ako napriklad racemizacia produktov alebo naroc¢na izolacia pozadovanych diastereomerov,
ktoré su zodpovedné za nizku vytaznost syntézy. Podarilo sa nam vSak z experimentalne
ziskanych vysledkov ur¢it’ najvhodnejsi typ redukcie pre nas substrat, ktorym je redukcia za
vyuzitia LiAlHa, ktorej vytaznost’, jednoduchost’ prevedenia a schopnost’ udavat’ vytazky v
uzkom rozpiti sa javi ako vel’kd vyhoda oproti zloZitym viackrokovym postupom.

Dalsim cielom bola priprava vietkych znamych podtypov 6-hydroxyceramidov zo
sfingoidnej bazy ziskanej tymto spdsobom. Tato praca zahffla pripravu troch 6-
hydroxyceramidov. Cer NH bol ziskany s celkovym vytazkom 90 %. V priprave Cer EOH sme
sa snazili zvysit’ vytaznost’ vyuzitim prekurzoru daného acylového retazca. Celkova vytaznost
Cer EOH ¢inila 54 %. Na pripravu Cer AH s celkovym vytazkom 57 % bola oproti povodnému
postupu vyuzitd reakcia s chiralne cistou (R)-cerebronovou kyselinou. AvSak porovnanim
hodndt spektier s literatirou Struktira Cer AH nebola jednoznacne potvrdena.
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Vicsina vopred vytyCenych ciel'ov bola splnend, vratane optimalizacie alkynylacie (S)-
GA, upscalingu jednotlivych reakcii na jednotky gramov alebo zistenia najvhodnejSieho
spdsobu redukcie trojitej vizby na trans-dvojitd nasho substratu s vyuzitim LiAlH4. Taktiez sa
nam podarilo optimalizovat’ separaciu vyslednych zmesi jednotlivych reakcii za vzniku chiralne
Cistého a stabilného produktu vo vicsej miere ako v predoslych postupoch.

Nasa praca obsahuje experimentalne ziskané data, ktoré mozu v buducnosti sluzit’ pri
rieSeniach niektorych problémov tykajicich sa kompletnej syntézy fyziologickych 6-
hydroxyceramidov, pripadne ich derivatov. Sti¢asne vSetky pripravené latky budu v buducnosti
slazit’ pre $tadium vyznamu a funkcii tychto epidermalnych lipidov v 'udskom organizme.
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AD atopicka dermatitida

AgOTT trifluormetansulfonat strieborny
BHT 2,6-bis(1,1-dimetyletyl)-4-metylfenol
BOC terc-butyloxykarbonyl

Terc-BulLi terc-butyllitium

CA cerebronova kyselina

CE korneocytalna obalka

Cer ceramid(y)

CLE korneocytélna lipidova obalka
DAP 1,3-diaminopropan

DCM dichlormetan

DIBAL diisobutylaluminium hydrid
DIPEA diisopropyletylamin

DMAP dimetylaminopyridin

DMF dimetylformamid

EDA etyléndiamin

EDC 1-etyl-3(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid
Et:0 dietyléter

FFA volI'né mastné kyseliny

GlcCer glukosylované ceramidy

H 6-hydroxysfingozin

H-Cer 6-hydroxyceramidy

HOBt 1-hydroxybenzotriazol

HMPA hexametylfosforamid

Chol cholesterol

CholS cholesterol sulfat

IR infracervena spektroskopia

LIG lignocerova kyselina
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LIN linolové kyselina

NMR nuklearna magneticka rezonancia
P fytosfingozin

PA propylamin

p-TsOH p-toluensulfonova kyselina
Ref. referencie

Rf reten¢ny faktor

r.t. laboratdrna teplota

S sfingozin

dS dihydrosfingozin

SC stratum corneum

(S)-GA Garnerov aldehyd, (S)-terc-butyl-4-formyl-2,2-dimetyloxazolidin-3-karboxylat
SL sfingolipid(y)

SM sfingomyelin

TBAF tetra-n-butylamonium fluorid
TBSCI terc-butyldimetylsilyl-chlorid
TEA trietylamin

TFA trifluoroctova kyselina

THF tetrahydrofuran

TLC tenkovrstvova chromatografia
TMS trimetylsilyl

Tt teplota topenia

VA vinylacetat

ULA ultra dlhy acylovy retazec
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