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Abstrakt

Acylceramidy patfi do podskupiny ceramidl s ultradlouhym fetézcem. Jsou
klicovymi komponenty extraceluldrni lipidové matrix stratum corneum, ve které
hraji dlleZitou roli pro spravnou funkci koZni bariéry (brani nadmérné ztraté vody a

praniku exogennich substanci a patogend do organismul).

Kyselina 32-hydroxydotriakontanova je jedna z kyselin, které tvofi skelet vSech
acylceramidl. V molekule acylceramidl je karboxylova skupina této kyseliny
navazana na primarni amino skupinu sfingoidni baze a w-hydroxylovd skupina je
esterifikovana kyselinou linolovou. Kyselina 32-hydroxydotriakontanova se mze ve
stratum corneum vyskytovat jako soucast volného acylceramidu nebo muze byt
kovalentné navdzana na povrch korneocytl a tvofit ,prvni lamelu”, kterd poté slouzi

jako zaklad pro spravnou orientaci ostatnich lipid( v matrix.

Soucasnd literatura popisuje syntézu 32-hydroxydotriakontanové kyseliny, ale
pouze s relativné nizkymi celkovymi vytézky. Nejproblematictéjsi casti syntézy se
jevi byt spojovani dvou kratSich fragmentd vedoucich ke vzniku ultradlouhého
fetézce. Hlavnim cilem této prace byla optimalizace reakénich podminek a zvyseni
vytéznosti pripravy ultradlouhé kyseliny se zamérenim na tento nejkomplikované;si
krok. Prvni moZnosti, jak zvysit vytéZzek bylo modifikovat reakéni podminky v dfive
popsané Wittigové reakci. Wittigova reakce je v literatufe popsana s vytézkem
pouze okolo 35 %. Ocekavali jsme, Ze zména reakéniho ¢asu nebo teploty béhem
formovani fosfonium ylidu povede ke zlepseni. BohuzZel se nepodafilo signifikantné

zvysit vytézky.

Jelikoz Wittigova reakce patii mezi olefina¢ni reakce, dalSim cilem bylo vyzkouset
jiné typy olefinaénich reakci pro pfipadné zvyseni vytéZnosti tohoto kroku. V této
praci jsme se zaméfili hlavné na Julia a Julia-Kocienski reakce a jejich modifikace.
Pro tento ucel byla pripravena série dosud nepopsanych heterocyklickych derivata

hexadekanové kyseliny jakozto vychozich latek pro tento typ reakce. Nejvyssich



vytézkl se podatilo dosahnout pomoci Julia-Kocienski olefinace s (1-cyklohexyl-1H-
tetrazol-5-yl)sulfonylovym derivditem hexadekanové kyseliny jako vychozi latkou.
V tomto pfipadé jsme byli schopni zvysit vytézky reakce nad 70 %, coz je priblizné
dvojndsobek oproti pfedchozimu postupu a znamena to znacné zlepSeni popsané

reakéni drahy.



Abstract

Acylceramides belong to the subgroup of ultralong chain ceramides. They are
essential components of the extracellular lipid matrix of stratum corneum, where
they play a crucial role in proper function of skin barrier (they help preventing the
excessive water loss and penetration of exogenous substances and pathogens to

the organism).

The 32-hydroxydotriacontanoic acid is one of the fatty acids forming the backbone
of all the acylceramides. In the molecule of acylceramide, the carboxyl group of this
acid is bound to a primary amino group of the sphingoid base and the w-hydroxy
group is esterified with linoleic acid. In the stratum corneum, 32-
hydroxydotriacontanoic acid may remain as a part of free acylceramides or it can be
covalently linked to the surface of corneocytes and form the “first lamela”, which

then serves as a basis for the orientation of other lipids in the matrix.

The recent literature describes the synthesis of 32-hydroxydotriacontanoic acid but
only with relatively small overall yields. The most problematic part of the synthesis
seems to be the connection of two shorter fragments leading to the ultralong chain.
The main aim of this research project was to optimalise the reaction conditions to
increase the vyield of formation of the utralong acid, focusing on the most
complicated step. First possibility to increase the yield was by modifying the
reaction conditions in the previously described Wittig reaction. In the literature, the
Wittig reaction was described with a yield around only 38%. We expected that a
change in the reaction time or temperature during the ylide formation might lead to
an improvement. Unfortunately, we were not able to increase the yields

significantly.

Since Wittig reaction belongs to a group of olefination reactions, the next aim was
to examine additional olefination reactions to possibly increase the yield of this

step. In this thesis, we mainly focused on Julia and Julia-Kocienski reactions and



their modifications. For this purpose, a series of hitherto unpublished heterocyclic
derivates of hexadecanoic acid was prepared as starting materials for this type of
reaction. The highest yields were obtained by the modified Julia-Kocienski reaction
with (1-cyclohexyl-1H-tetrazole-5-yl)sulfonyl derivative of hexadecanoic acid as a
starting material. In this case, we were able to increase the yields even over 70%
which is approximately double compared to a previous procedure meaning a great

improvement in the described reaction pathway.
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1. Uvod a cil prace

Acylceramidy patfi do skupiny ceramid(l s ultradlouhym fetézcem a jsou podstatnou
slozkou kozni bariéry. Ve stratum corneum se acylceramidy vyskytuji volné nebo
jsou vdzané na povrch korneocytl, ¢imz vytvafi tzv. templat (prvni lamelu), podle
které se usporaddvaji dalsi vrstvy lipida. Acylceramidy nejsou komeréné dostupné,
jejich syntéza byla pospdna jen v nékolika malo ptipadech mnoha krokovym
postupem s pomérné nizkym celkovym vytézkem. Kostru acylceramid( tvofi
kyselina 32-hydroxydotriakontanova, na jejiz syntézu (pfipadné optimalizaci dfive

popsané syntézy) jsme se v této praci zaméfili.

Hlavnim cilem této prace tedy bylo dosaZeni zlepSeni reakénich podminek kli¢ovych
krok( pfipravy této kyseliny s hlavnim zaméfenim na nejkomplikované;jsi krok:

pripravu ultradlouhého retézce. Hlavni cil mizeme rozdélit na tfi dil¢i cile:

e Optimalizace drive pouzité Wittigovy reakce. Cilem bylo dosdhnout vyssich
vytézkl spojovaci reakce modifikaci podminek, zejména zménou teploty a doby
formovani fosfonium ylidu a nasledné tvorby nenasycené slouceniny.

e Vyuziti jinych typu olefinacnich reakci. Zde bylo cilem prozkoumat literaturu a
vyhledat mozZnosti obmény Wittigovy reakce za jinou (obdobnou) reakci, kterd
by potencialné vedla k vyssim vytézklm pfi tvorbé ultradlouhého retézce.

e Dokonceni syntézy 32-hydroxydotriakontanové kyseliny. Cilem této casti bylo
vyuziti ziskané nenasycené ultradlouhé kyseliny a s jeji pomoci pokracovat dale
v syntéze hlavniho segmentu acylceramidd, ktery by nasledné byl vyuzit pro

dalsi chemické modifikace nebo pfi pfipravé modelovych lipidovych membran.
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2. Teoretickd cast

KGze (cutis, derma) tvofri pfiblizné 15 % z celkové télesné vahy dospélého jedince a
jeji povrch (1,5-2m?) zni déld nejvétsi organ lidského téla zajistujici mnoho
dllezitych funkci. KGZe poskytuje mechanickou bariéru proti vliviim vnéjsiho
prostiedi, a to predevsim vici vlivam fyzikalnim, chemickym a mikrobiologickym.
M4 také nezastupitelnou roli vtermoregulaci, metabolismu a zabrafuje trans-

epidermalnim ztratam vody.!3

2.1.Stavba klze

Kize se skldda ze tfi hlavnich vrstev. Nejsvrchnéjsi vrstva je nazyvana pokozka
(epidermis), pod ni se nachazi skara (corium, dermis) a nejspodnéjsi vrstvu tvori

podkoZni vazivo (tela subcutanea, hypodermis).t:3

NejdlleZitéjsi pro bariérovou funkci je epidermis. Tloustka epidermis se pohybuje
od 0,05 mm (kolem oci) az po 4 mm (na patach). Zakladnimi burikami jsou
keratinocyty, které tvori 95 % vSech bunék epidermis. Zbylych 5% potom tvofi
buriky symbiotické, mezi néz radime melanocyty, Langerhansovy burky a Merkelovy

buriky.!

Epidermis sestava z nékolika vrstev (Obr.1 na nasledujici strané). Nejspodnéjsi
vrstvu tvofi stratum basale, které je také nazyvano stratum germinativum. Sklada se
z jedné vrstvy kubickych aZ cylindrickych zarodeénych bunék spojenych s bazalni
membranou. V této vrstvé, jako vjediné, dochazi k bunéénému déleni a vzniku
novych bunék. Na tuto vrstvu navazuje stratum spinosum, je tvoreno 2-5 vrstvami
bunék, které se smérem k povrchu zplostuji a ziskavaji tak polyedricky tvar. Dalsi
vrstvou smérem k povrchu je stratum granulosum obsahujici 1-3 vrstvy bunék. Tady
se zaCinaji vytvaret zrna keratohyalinu, ktery je prekurzorem keratinu. Buriky této
vrstvy se smérem k povrchu dale diferencuji, podléhaji bunééné smrti a po ztraté

jaddra se méni ve stratum lucidum, coz je tenkd vrstva, ktera je vyrazna hlavné
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v tlustsi epidermis (napf. na dlanich, bfiskach prstl ¢i chodidlech). Nejsvrchné;jsi
vrstvou epidermis je stratum corneum. Bunky jsou v této vrstvé jiz uplné zplostélé,
bezjaderné a nazyvaji se korneocyty, a ty se pak postupné odlucuji a odpadavaji
(proces deskvamace).> 4 Stratum corneum bude podrobnéji probrédno v nésledujici

kapitole.

Pod epidermis se nachazi dermis (Skara, corium), tvofi ji vazivo a zvinéna kolagenni a
elastickd vlakna, diky kterym je kGZe pevna a pruzna. Je priblizné 0,5-2,5 mm Siroka
a sklddd se ze dvou vrstev. Povrchova vrstva, stratum papillare je v kontaktu
s bazalni membranou. Obsahuje kromé siti vlaken vétsi mnozZstvi vazivovych bunék,
je bohaté prokrvena a ma mnoho senzorickych nervovych zakonceni a predstavuje
tak fyziologickou podporu pro vnéjsi epidermis. Hlubsi vrstva, stratum reticulare ma

vice hustych svazk( kolagennich fibril oproti elastickym fibrilam .3 >

Nejspodnéjsi vrstvou je hypodermis (tela subcutanea), jejiz soucasti je mimo jiné

podkoZni tuk, ktery se podili na tepelné izolaci a zaroven slouZi jako zasoba energie.!

Sweat pore
~ Exfoliating
-y /—keratinccyies

i I B Dcad keratinocytes
—— N Sweat duct

Living keratinocytes

Stratum lucidum
Stratum granulosum

i N Dendritic cell
S M, R}m%\ 02{ Tactile cell
: e ’X ‘V!— ’:‘EG" Melanocyte
]\ ‘@‘Tu— Stem cell
Stratum basale —— , a
\ ; Dermal papilla
F - Tactile nerve fiber
‘ ~
Dermis
Dermal blood vessels

Obr. 1: Prirez lidskou klzi se zaméfenim na jednotlivé vrstvy epidermis.

Zdroj: https://healthjade.com/wp-content/uploads/2017/10/layers-of-epidermis.jpg
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2.2.Stratum corneum

Stratum corneum (SC) se nachazi v nejsvrchnéjsi vrstvé epidermis, sklada se
z korneocytl (zrohovatélych bunék) a mezibunécné lipidové hmoty (matrix). Lidské
SC obsahuje primérné 15-20 vrstev korneocytl (o tloustce priblizné 10-20 um),
které jsou uloZeny v lipidové matrix a takto spolu vytvareji vysoce usporadany
systém lameldrnich membran, které si zjednodusené muiZeme predstavit jako
,bricks and mortar” (v cestiné ,cihly a malta”), kde korneocyty predstavuji cihly a
extracelularni lipidy maltu (Obr. 2 na nasledujici strané).? 8 Soudrznost bunék je
navic zajisténa desmozomy.®> Tato extraceluldrni hydrofobni lipidovd matrix tvofi
hlavni permeabilitni bariéru kGize a poskytuje efektivni ochranu proti nadmérné
ztraté vody z organismu do vnéjsiho prostiedi a zaroven chrani spodni vrstvy proti
praniku vnéjsich patogenu, stejné jako chemickych latek, alergen(i a mechanickych
Castic. Skldada se z ekvimolarni smési ceramidl (pfiblizné 50 % hmotnosti),
cholesterolu (pfiblizné 25 % hmotnosti) a volnych mastnych kyselin (pfiblizné 15 %
hmotnosti) s malym mnoZstvim dalSich molekul (napf. derivatli cholesterolu).
Slozeni SC vtomto poméru je zasadni pro spravnou funkci kozni bariéry. P¥i
naruseni tohoto sloZeni dochazi nejen ke sniZeni bariérové funkce. V pfipadé
mensich zmén ve sloZeni SC (zejména zmény pomér( koncentraci jednotlivych
pfitomnych lipidd) mulZeme pozorovat vyskyt onemocnéni jako atopicka
dermatitida, psoriaza <¢i lameldrni ichtyéza. Zasadni zmény (napf. uplnd
nepfitomnost jednoho z kliCovych lipidG) vSak mohou vést i kumrti kratce po

porodu 810
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Obr. 2: Zjednodusené schéma stratum corneum.

Zdroj: https://blog.healthpost.co.nz/wp-content/uploads/Brick-Wall-Diagram-for-Skin-blog-140211.jpg

2.3. Ceramidy

Ceramidy (Cer) jsou nejdalezZitéjsi a nejspecifictéjsi ¢asti lipidd SC. Jsou klicové
zejména pro udrzeni spravné bariérové funkce klze, avsak hraji dalezitou roli také

v adhezi bunék, epidermalni diferenciaci a maji funkci signalnich molekul.* 12

Do soucéasné doby bylo popsano 15 podtfid Cer.'3 Pokud vezmeme v Gvahu rozdilné
délky jednotlivych fetézch rlznych podtfid Cer, dostaneme pak témér 5000
odlidnych molekul, co? ukazuje, Ze Cer jsou velmi rozmanitou skupinou lipidd.1*
Cer ve své struktufe obsahuji bazicky aminoalkohol s dlouhym fetézcem (nejéastéji
s 18-24 C), kterym muze byt sfingosin (S), fytosfingosin (P), 6-hydroxysfingosin (H),
dihydrosfingosin (dS) a aminoalkohol se ¢tyfmi hydroxylovymi skupinami (T), ktery
neni pfiliS dobfe charakterizovan. Bazické aminoalkoholy jsou také nazyvany jako
sfingoidni baze.® Na primdarni aminoskupinu aminoalkoholu se amidovou vazbou
vaze nasycend mastnd kyselina (N), kterd mlze byt a-hydroxylovana (A) nebo
w-hydroxylovana (O). Tato mastna kyselina obvykle obsahuje 16-36 C. Cer mohou
byt dale esterifikovany v w-poloze kyselinou linolovou (EOQ), pfipadné v poloze 1
nesubstituovanou kyselinou (1-O-acylCer). w-hydroxylova skupina acylu mlze byt
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také kovalentné (esterovou vazbou) navdzdna na membranové proteiny
korneocyt(l, zejména involucrin, a takto tvofit jejich lipidovy obal, tj. korneocytaini
lipidovou obdlku, u které se predpokladd, Zze slouzi jako matrice pro usporadavani

dalSich vrstev lipidd v mezibunéénych prostorech SC.> 1618

Nazvoslovi Cer v této podobé bylo poprvé navrhnuto v roce 1993 a bylo nékolikrat
upraveno.® Vyuzivd symbolud sfingoidnich bazi a acyld (které byly zminény dfive).
Kombinaci téchto symbol(l vznikd nazev pfislusné podtridy Cer, napfiklad Cer AP
obsahuje ve své molekule fytosfingosin, ktery je acylovan a-hydroxylovanou
kyselinou a Cer EOS je tvoren sfingosinem, ktery je acylovan w-hydroxylovanou

kyselinou s navdzanou kyselinou linolovou v w-poloze. Struktury nejbéznéjsich Cer

v lidském SC jsou zobrazeny na Obr. 3.

Ceramid
HO,, R ] . . ' . . .
\/l(\/sfingoidn sfingosin (S) dihydrosfingosin (dS) 6-hydroxysfingoin (H) fytosfingosin (P)
HO baze OH OH
NH > HoO,, A _CasHor

HO, Cy3Hzz
, " HO, A\ HO,, C3Hz7
R ‘ Ci2Has !
o HO. NH HO NH HO. HO.
zbytek mastné kyselinyl 2 2 NH NH

2 2

non-hydroxy kyselina

o
)J\ Ceramid NS Ceramid NdS Ceramid NH Ceramid NP
Ca3Hay

alpha-hydroxy kyselina

[o]
)H/szms Ceramid AS Ceramid AdS Ceramid AH Ceramid AP
OH

omega-hydroxy kyselina
o

)LHO ; Ceramid EOS Ceramid EOdS Ceramid EOH Ceramid EOP
31
CsHir °_

Obr. 3: Struktury hlavnich podtfid Cer nalezenych v lidské kazi.

Diky své strukture slouZi Cer jako molekuldrni spojky mezi jednotlivymi lamelami.
Molekula Cer je podobna molekule fosfolipidl, které jsou také dualeZitou soucasti
bunéénych membran. Jejich molekuly obsahuji polarni hlavu a dva lipofilni rfetézce.
Polarni hlava Cer je ve srovnani s fosfolipidy o pozndni mensi, proto je usporadani
Cer v lamele tésnéjsi. Porovname-li lipofilni fetézce pfipojené na poldrni hlavu, jsou

podstatné delsi u molekul Cer nez u fosfolipidi. Diky témto rozdilim jsou Cer
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schopné vytvaret nékolikavrstvé, vzdjemné propojené lamely, na rozdil od

fosfolipidd, které tvofi pouze dvojvrstvy (Obr. 4).°

A

Fosfolipid Ceramid

B)

Fosfolipidové
dvoprsty (@I ::.

Ceramidové B —————— 06, — — D
vicevrstevné G —_H_‘
membrany Z 00 — .I

Obr. 4: Srovnani A) molekuly fosfolipidu a ceramidu. B) fosfolipidovych dvojvrstev s vicevrstevnymi

membranami Cer.

2.4. Acylceramidy

Acylceramidy (acylCer; Cer tfidy EO) jsou nejdelSi Cer, které se ve SC a obecné
v lidském téle vyskytuji. Stejné jako ostatni Cer obsahuji jednu ze ¢tyr sfingoidnich
bazi, avSak vacylovém fretézci obsahuji nasycenou w-hydroxylovanou mastnou
kyselinu, ktera je podstatné delsi, obsahuje nejcastéji 30-36 C (Cer bézné obsahuiji

16-24 C, maximalni délka je pak 28 C).®

Mastnd kyselina je v w-poloze esterifikovana prevdiné kyselinou linolovou
(v lidském téle je zastoupena az v 95 %). U ostatnich Zivocichl je procentudlni
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zastoupeni této kyseliny nizsi (u prasat 75-77 %, u morcat 84 %, u krys a mysi je
zastoupena jen ve 32-45 %).2° V pFipadé nedostatku esencidlnich mastnych kyselin
je kyselina linolova nejéastéji nahrazena kyselinou olejovou a jinymi neesencidlnimi
mastnymi kyselinami. Tyto zmény nasledné vedou k formaci lameldarni membrany
s narusenou bariérovou funkci, coz vede k zavéru, Ze acylCer obsahuijici kyselinu

linolovou jsou nezbytné ke spravné funkci lidské kozni bariéry.® 20-22

AcylCer jsou duleZité pro spravnou funkci koZni bariéry a pro preziti na sousi. Bylo
prokdzano, ze zavainé poruchy biosyntézy acylCer jsou nesluditelné se Zivotem a
jedinci s takovym postizenim umiraji kratce po narozeni v disledku obrovskych ztrat
vody pfes kiZi.> 2> 2* Naopak pFi mirnéjsi poruse ve slozeni bariérovych lipidd (v této
Casti jsem se zaméfila na acylCer) dochazi k rozvoji rliznych koZznich onemocnéni,
jako je atopicka dermatitida a Nethertonlv syndrom, které vykazuji snizené hladiny
vSech acylCer (EOS, EOP, EOH, EOdS), psoriaza (snizenda hladina zejména
acylCer EOP), lameldrni ichtydzy (snizend hladina zejména acylCer EQOS) a

Chanarindv-Dorfmanv syndrom (sniZzené hladiny acylCer obecnég).t % 19 25,26

2.5. Biosyntéza acylCer

AcylCer se tvofi v pozdni fazi diferenciace keratinocytd. Biosyntéza zacina tvorbou
sfingoidni baze na membrané endoplasmatického retikula. Prvni reakci je
kondenzace L-serinu a palmitoylkoenzymu A (palmitoylCoA), ktera je katalyzovana
serin palmitoylCoA transferdzou. Pfi této kondenzaci vznika 3-ketodihydrosfingosin.
Druhym krokem biosyntézy sfingoidni baze je redukce keto skupiny za vzniku
dihydrosfingosinu.  Enzym, ktery tuto reakci katalyzuje se nazyva

3-ketodihydrosingosin  reduktaza.> 2!

Ke tvorbé dalSich sfingoidnich bazi
z dihydrosfingosinu nedochazi ihned, ale az po acylaci primarni amino skupiny.
Jeden z divodd, pro¢ se to nedéje je fakt, Ze samotny sfingosin spousti apoptdzu.?’
Po redukci ndsleduje acylace primarni amino skupiny, ktera probihd diky
Cer syntazdm (CerS), které vazou acyl-CoA (donor mastné kyseliny)

k dihydrosfingosinu.?! Doposud bylo pospano 6 podskupin CerS (1-6), kazdy enzym
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vykazuje preferenci k jiné délce acylu (i kdyz se jejich substraty ¢astecné prekryvaiji).
Pro syntézu ultradlouhych Cer je nejdlleZitéjsi CerS3.° Po acylaci je upravena
sfingoidni ¢ast pomoci enzym ze skupiny desaturaz (dihydro-Cer desaturdzy — DES).
Pfeménu dihydrosfingosinu na sfingosin katalyzuje DES1, DES2 je zodpovédna za
preménu fytosfingosinu, preména na 6-hydroxysfingosin je zprostfedkovana
enzymem, ktery zatim nebyl identifikovan (Obr.5).> 2 22 Do tohoto kroku je
biosyntéza acylCer stejnd s biosyntézou ostatnich Cer. U Cer, které jsou

a-hydroxylovény je za tuto hydroxylaci zodpovédny enzym 2-hydroxylaza.?®

(o}

0 serin palmitoylCoA transferaza
)J\/\/R (kondenzace) R
. + » H
HO o CoA-S > °
NH;* NH,
3-ketodihydrosfingosin
reduktaza
(redukce)
OH
H R
HO/Y\/\/ ceramid syntaza OH
HN (acylace) = R
\"/\/\/\R P HO/Y\/\/
o NH
&, ’
Q ?2?
DES2
OH (:)H OH

sfingosinové Cer fytosfingosinové Cer o 6-hydroxysfingosinové Cer

Obr. 5: Pocatek biosyntetické drahy vedouci k syntéze Cer (tato draha je stejnd i pro acylCer).

Syntéza mastnych kyselin (MK) probiha v cytosolu. MK do délky retézce 16 C jsou
syntetizovany pomoci multifunkéniho komplexu nazyvaného syntaza mastnych
kyselin.> 30 ProdluZovéni Fetézce probihd ve C¢&tyfech opakujicich se krocich
(kondenzace, redukce, dehydratace a redukce) a retézec se prodluzuje v kazdém
cyklu o dva uhliky. Nejprve dochazi ke kondenzaci acylCoA a malonylCoA (donor
dvouuhlikatého fragmentu), tento krok katalyzuje enzym zvany 3-ketoacylCoA
syntaza. Druhym krokem je redukce 3-ketoacylCoA na 3-hydroxyacylCoA
katalyzovana 3-ketoacylCoA reduktdazou. Nasleduje dehydratace katalyzovana
3-hydroxyacylCoA dehydratazou a vznika trans-2-enoylCoA. Zavére¢nym krokem je
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redukce za wvzniku acylCoA, ktery je o dva uhliky delsi nez na pocatku.

Tento krok je katalyzovan enzymem 2,3-enoylCoA reduktdzou (Obr. 6).2%-31

O (0]
| + JI\/U\ 3-ketoacylCoA syntaza
R/\ NscoA OH SCoA Wzace)
9 o)
RN \)I\SCOA RN ‘\)J\SCOA
2,3-enoylCOA reduktaza 3-ketoacylCoA reduktaza
(redukce) (redukce)

OH O

0
o —— TR
RN SCoA N SCoA

3-hydroxyacylCoA dehydrataza
(dehydratace)

Obr. 6: Cyklicky proces elongace volnych MK probihajici ve ¢tyfech krocich.

Poté jsou z MK o 16 C vytvareny velmi dlouhé MK pomoci enzym( ze skupiny
elongdz (ELOVL 1-7). Nazev je odvozen od jejich anglického popisu funkce:
»elongation of very long chain fatty acids”. Tato elongace pak probihda na
endoplasmatickém retikulu.?¥ 30 KaZdd elongdza preferuje substraty do rtizné délky
(napriklad ELOVL1 do 24 C). Elongdzy kromé substratové specifity vykazuji také
tkafovou specifitu.’ Pro tvorbu del$iho Fetézce (>28 C, které jsou nezbytné pfi
biosyntéze acylCer) je potfeba ELOVL4. Nasleduje w-hydroxylace, ktera probiha

pomoci P-450 a je nezbytna pro tvorbu acylCer.??

K dokonéeni kompletni biosyntézy acylCer zbyvd w-esterifikace MK pomoci
w-acyltransferdzy.?® Z nejnovéjsich poznatkd vyplyva, Ze acyltransferdzovou aktivitu
v tomto pfipadé vykazuji PNPLA1 (patatin-like phospholipase).3* 35> Zatim vsak
nebylo jednoznacné prokazano, zdali dochazi nejdfive k w-esterifikaci a az poté

k N-acylaci (CerS3), nebo naopak (Obr. 7 na nasledujici strané).®
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Obr. 7: Elongace mastné kyseliny, jeji w-hydroxylace a dokonceni biosyntézy acylCer.

2.6. Chemicka syntéza AcylCer

Kompletni syntéza acylCer byla doposud popsana jen nékolika postupy, proto i
naddle tato oblast zlstava oteviena dalSim pfistuplm. Jednou z hlavnich obtizi
v syntéze acylCer je nerozpustnost a nizka reaktivita jejich prekurzor(. lzolace
acylCer z kGZe v dostatecném mnoiZstvi je rovnéZz problematickd, protoze jejich

zastoupeni je pomérné malé.3®

Pfi retrosyntetickém rozboru molekuly acylCer zjistime, Ze se molekula sklada ze tti
hlavnich stavebnich blokd. Sfingoidni baze, w-hydroxylované nasycené mastné
kyseliny s dlouhym tetézcem (30-36 C) a kyseliny linolové (Obr. 8 na nasledujici

strané).
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OH sfingoidni baze

HO/W\/W\NV\
HN\H/\(\’)/\/O\H/\/\/\/E/E/CSH"

o) 0 kyselina linolova

omega-hydroxylovana kyselina
Obr. 8: Popis jednotlivych strukturnich celkd molekuly acylCer (béZné n = 26-28).

V soucasné dobé jsou v literature pospany ctyfi postupy pripravy acylCer. Na
nasledujicich strankach se pokusim kratce shrnout jednotlivé postupy pfipravy

s dlirazem na jejich slabsi a silnéjsi stranky.

Vroce 1991 Mori a kol. popsali syntézu jednoho z cerebrosidd (glukosylovany
acylCer). Pfi syntéze sfingoidni bdaze (sfingosin s fetézcem 20 C) vychazeli z L-serinu,
ze kterého pfipravili oxazolidinkarbaldehyd (neboli GarnerQv aldehyd), ktery
reagoval s heptadec-1-ynem za vzniku smési diastereoizomerd (pro zvyseni poméru
vzniku pozadovaného diastereocizomeru byl do reakéni smési pfidan HMPA).
Nasledovala redukce trojné vazby na dvojnou lithiem v ethylaminu za vzniku 20 C
sfingosinu, ktery byl derivatizovan, aby mohl byt pouzit v dalSich reakcich
(glukosylace a N-acylace). Vychozi latkou pro syntézu w-hydroxylované kyseliny
(30 C) byl 15-pentadekanolid. Jeho methanolyzou doslo k otevieni laktonového
kruhu za vzniku w-hydroxylovaného esteru, ze kterého byly ptipraveny dvé rizné
15 C latky, které Wittigovou reakci poskytly 30 C nenasycenou mastnou kyselinu.
Oxidaci hydroxylové skupiny w-hydroxylovaného esteru na skupinu aldehydickou
pomoci pyridinium chlorochromatu (PCC) vznikl prvni reaktant pro Wittigovu reakci.
Alkoholickd skupina druhé molekuly vyse zminéného esteru byla chranéna
prostrednictvim terc-butyldifenylsilyletheru (TBDPS) a poté byl ester redukovan
LiAlHs za vzniku alkoholu, ktery byl v dalSim kroku pfeveden na bromid (druhy
reaktant). Wittigovou reakci obou pfipravenych reaktantd s trifenylfosfinem
v prostiedi n-butyllithia jako baze doslo ke spojeni dvou kratSich fragmentl za
vzniku 30 C esteru nenasycené mastné kyseliny s vytézkem 77 %. Po hydrogenaci a

prevedeni na kyselinu, kterd byla aktivovdana p-nitrofenylovou skupinou,
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desilylovana a acylovana kyselinou linolovou, byl v posledni fazi pfipraveny sfingosin

N-acylovan a glukosylovan za vzniku poZadovaného cerebrosidu s celkovym
vytéZkem 8,7 % (vztaZeno na L-serin) ve &trndcti krocich (Obr. 9).37
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Obr. 9: Syntéza acylCer a cerebrosidu podle Moriho a spol. (1991).
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Nejproblematictéjsi casti syntézy byla reakce Garnerova aldehydu a
heptadec-1-ynu, pfi niz vznikala smés diastereoizomer(, ale pro dalsi reakce byl
pozadovan jen jeden znich. Pridavkem HMPA se vyrazné zménil pomér
diastereoizomeru ve prospéch pozadovaného izomeru, nicméné vytéZzek této reakce
nepresahuje 70 %. Naopak Wittigovou reakci obou pfipravenych reaktantd doslo ke
vzniku 30 C esteru nenasycené mastné kyseliny s vytézkem 77 %, pravdépodobné

diky vy3si rozpustnosti vznikajiciho produktu (esteru).?”

Muller a kol. navrhli vroce 2000 syntézu acylCer jinym zplsobem. Soustfedili se
zejména na syntézu w-hydroxylované mastné kyseliny pomoci tfi rlznych
couplingovych reakci. Nejprve pfipravili 13-bromtridekanovou kyselinu, ktera
vznikla z diethylmalondtu a 11-bromundekanolu. Poté byla kyselina zahfivana
s trifenylfosfinem za vzniku fosfoniové soli, ktera se stala prvnim reaktantem pro
Wittigovu reakci. Druhym reaktantem byl aldehyd obsahujici 17 C retézec. Jeho
pfiprava vychdzela z 1,12-dodekandiolu, ze kterého byla plsobenim HBr pfipravena
monobromovana sloucenina (12-bromdodekanol). Stejny postup byl pouZit pfi
pfipravé 5-brompentanolu z 1,5-pentandiolu. Alkoholicka skupina 5-brompentanolu
byla chranéna tetrahydropyranylovou skupinou a vysledny chranény alkyl halogenid
reagoval s hof¢ikem za vzniku Grignardovy slouéeniny. Tato Grignardova sloucéenina
poté reagovala s 12-bromdodekanolem v pfitomnosti methylmagnesium chloridu a
Li2CuCls“*38 za vzniku meziproduktu (17 C alkoholu), ktery byl oxidovan pomoci PCC
na pozadovany aldehyd. Z 13-bromtridekanové kyseliny a aldehydu v pfitomnosti
bis(trimethylsilyl)amidu (NaHMDS) a diazomethanu vznikl methylester 30 C
nenasycené mastné kyseliny. Nasledovala jeji hydrogenace, odstranéni
tetrahydropyranylové skupiny a hydrolyza methylesteru za vzniku w-hydroxylované
mastné kyseliny s délkou fetézce 30 C. Kyselina linolova byla nejprve aktivovdna
2-chlor-1-methylpyridinium jodidem, a az poté pouzita k esterifikaci. Zavére¢nym
krokem byla N-acylace 18 C sfingosinu vzniklou kyselinou pomoci
N-ethoxykarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolinem (EEDQ). Celkovy vytézek syntézy

¢inil 3 % ve tfinacti krocich (Obr. 10 na nasledujici strané).?®
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Obr. 10: Syntéza acylCer podle Miillera a kol. (2000).

NejvétsSim uskalim syntézy byla esterifikace w-hydroxylované kyseliny kyselinou
linolovou, protoie nasycend mastna kyselina byla témér nerozpustna
v béinych rozpoustédlech, a i pres aktivaci linolové kyseliny pomoci
2-chlor-1-methylpyridinium jodidem probihala esterifikace pouze s vytézkem 40 %.
Naopak silnou strankou tohoto postupu byla pravé Wittigova reakce, kterd
v pfitomnosti diazomethanu, ktery okamzZité reagoval za vzniku methylesteru,
probihala s vytézkem 88 %. Pravdépodobnym divodem bylo opét zlepSeni
rozpustnosti vznikajiciho produktu podobné jako tomu bylo u syntézy popsané

Morim a kol.3?

Pozdéji Tashiro a kol. pfipravili w-stearyl esterifikované Cer. PFi pripravé
w-hydroxylované mastné kyseliny na rozdil od predchozich postupl nevyuzili
Wittigovu reakci, ale rozhodli se pro zkfizenou metatezi. Stejné jako Mori a kol.

vychazeli z 15-pentadekanolidu, ktery byl preveden na w-nenasyceny alkohol
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(mezistupném byl odpovidajici hemiacetal) redukci a naslednou reakci s Wittigovym
Cinidlem v jednom kroku. Tento nenasyceny alkohol byl ndsledné acetylovan.
Zkrizend metateze alken-1-olu a jeho esteru vpoméru 1:1 probihala za katalyzy
Grubbsovym katalyzdtorem prvni generace a poskytla poZzadovany olefin spole¢né
s diesterem a diolem (jako vedlejSimi produkty). Tyto vedlejsi produkty byly
zuZitkovany naslednou dalsSi metatezi diesteru a diolu, z ¢ehoZz vznikl opét
pozadovany olefin spolecné s diesterem a diolem. Olefin byl hydrogenovan a
oxidovan pomoci CrOs (Jonesovo ¢inidlo) na kyselinu. Vychozi latkou pro syntézu
sfingoidni baze byl komercné dostupny fytosfingosin, ze kterého byl pfipraven azid,
jehoz hydroxylové skupiny byly chranény silylaci. Chranény azid byl redukovédn a
alkalicky zpracovdn za wvzniku aminu, ktery kondenzoval s pfipravenou
kyselinou v prostredi 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylkarbodiimid hydrochloridu,
hydroxybenzotriazolu a diisopropylethylaminu. Nasledovalo odstépeni acetylové
skupiny za vzniku volné alkoholické skupiny. Acylaci w-hydroxylové skupiny
kyselinou stearovou a desilylaci vznikl stearyl ester Cer. Celkovy vytéZek reakce byl

12 % (vztaZzeno na vychozi 15-pentadekanolid) v jedenécti krocich (Obr. 11).4°

Grubbs | catalyst

o
CH,CI, Pd/C, H,
NOH HOMOAC —_— HO\/\M/\/OAC
o / 13 14 2
o
Ac,0, 47% +
pyridin, CrO;
ACOMOAC
13 14
OAc + HO OAc

A\, \n/\(\,)g\/

HO, = OH
AN A o

OH oTBMS \ OTBMS
< > < / <
HOW — TBDPSOW TBDPSOM
—
N; OH NH, HN OH
Y\M:\/
]

OH ?TBMS Aaroyl chloride

HOM TBDPSOM
-
HN o HN o
o o o o

49 HD
1sAjejes | sqqnIo

Obr. 11: Syntéza acylCer s esterové vazanou kyselinou stearovou misto linolové v w-poloze podle

Tashira a kol. (2012).
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Problematickou casti této syntézy byla zkfizend metateze, kde pozadovany produkt
vznikal spole¢né s dalSimi, nezadoucimi latkami (diacetat a diol), proto bylo nutné je
nechat opétovné reagovat dalSi metatezi, ¢imzZ doslo k prodlouzeni syntézy o jeden
krok. Naopak N-acylace aminu pfipraveného z fytosfingosinu s 30 C chranénou

kyselinou probihala s velmi dobrym vytézkem (98 %).

Opalka a kol. popsali syntézu acylCer, ze které vychdazi tato diplomova prace.
Syntéza w-hydroxylované kyseliny vychdzela z 16-bromhexadekanové kyseliny,
ktera byla nejprve redukovana na bromalkohol a ten byl v dalSim kroku chranén
tetrahydropyranylovou skupinou (THP). Chranény alkohol byl prfeveden na ester a
jeho naslednou redukci vznikl alkohol. Swernova oxidace alkoholu poskytla aldehyd
(prvni partner pro Wittigovu reakci). Druhy partner, fosfoniova sul, byl pfipraven
taktéz z 16-bromhexadekanové kyseliny reakci s trifenylfosfinem. Wittigovou reakci
obou partnerd v pfitomnosti bis(trimethylsilyl)amidu vznikla 32 C nenasycena
mastna kyselina. Kyselina byla methylovdna a katalyticky hydrogenovana,
poté byla odstranéna THP skupina a ndsledné i methylester za vzniku
32-hydroxydotriakontanové kyseliny. Tato kyselina nakonec nebyla pouzita pro dalsi
syntézu diky nizké reaktivité a rozpustnosti. Nenasycend mastna kyselina vznikla pfi
Wittigové reakci byla prevedena na sukcinimidylester, ¢imZ byla vyrazné zvySena
rozpustnost a tato skupina zaroven pozdéji poslouzila jako aktivujici skupina pro
tvorbu amidové vazby. DalSim krokem bylo navazani kyseliny linolové na volnou
w-hydroxylovou skupinu pomoci Yamaguchiho esterifikaéni reakce. Vysledné
acylCer byly ziskany pfimou reakci tohoto prekurzoru se sfingoidni bazi. Sfingoidni
baze (S, dS a P) jsou vdnesni dobé jiz komeréné dostupné. Celkovy vytézek této
dvanactikrokové reakce cinil 11 % v miligramovych mnozZstvich a 7 % v mnozstvich

gramovych (Obr. 12 na nésledujici strané).3¢
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Obr. 12: Syntéza acylCer podle Opalky a kol. (2015).

Pfi této varianté syntézy acylCer se jako nejslozitéjsi krok jevi Wittigova reakce, kde
byli autofi schopni dosahnout maximalniho vytézku 38 % i pres nékolik
vyzkousenych postupl. Tento krok tak vyrazné ovliviioval celkovy vytézek syntézy
acylCer, a proto jsme se na néj zaméfili v této diplomové praci. Naopak velmi dobre
probihala esterifikace aktivované 32 C kyseliny kyselinou linolovou (vytézek 84 %)
oproti vySe popsanym postuplm a rovnéz navazani na sfingoidni bdze probihalo

témér kvantitativné.

2.7.Syntéza ultradlouhého fetézce za pomoci olefinac¢nich reakci

Ptiprava ultradlouhého uhlikatého fetézce je obecné obtiznd, se vzrlstajici délkou
fetézce se snizuje rozpustnost i reaktivita takovychto molekul. Jednou
z potencidlnich moznosti jejich pfipravy je vyuZziti olefinaénich reakci, mezi které
patfi napfiklad Wittigova reakce, Petersonova reakce, McMurryho reakce nebo

modifikace Julia olefinaci. Tato kapitola bude vénovana kratkému prehledu
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vybranych olefinacnich reakci potencialné pouzitelnych pro syntézu ultradlouhych

retézcu.

2.7.1. Wittigova reakce

Byla objevena Georgem Wittigem vroce 1954. Jedna se o chemickou reakci
aldehydu nebo ketonu s fosfoniovou soli za vzniku nenasycené slouceniny. P¥i
reakci prostfednictvim adice fosfonium ylidu na aldehyd nebo keton vznikd
obojetny ion, zvany betain, ktery neni moiné za normalnich podminek izolovat,
jelikoz se spontanné rozkladd za vzniku nenasycené slouceniny a
trifenylfosfanoxidu. Fosfonium ylidy pro Wittigovu reakci se snadno pfipravu;ji
z primarnich alkylhalogenid( a trifenylfosfinu ve dvou krocich. Prvnim krokem je
nukleofilni atak (Sn2 mechanismus) trifenylfosfinu na primarni alkyl halogenid za
vzniku fosfoniové soli, ze které se nasledné v prostfedi silné baze (nejcastéji se
pouziva butyl lithium, bis(trimethylsilyl)amid sodny nebo hydrid sodny) odtrhava
proton zatomu uhliku sousediciho satomem fosforu a vznika fosfonium ylid

(Obr. 13).41-43

.........

C o) P*(Ph), 1071 P(Ph)g :O—P(Ph), RURE
Il + lo — c—C — c—C ——» c=C * PhsP=0

R,I/C\Rz R3™NR4 R1/| I R4 R1/I I\R4 ' o7 AP

R2 R3 R2 R3 R R :

betain olefin

T T'/\B Li H H

uLi e/ /

(Ph)sP: + H—C—X — (Ph)3P+—(|:)—H —> | (Ph)P*-CO === (Ph)P=C

N R R R

fosfonium ylid

Obr. 13: Mechanismus Wittigovy reakce a pfipravy fosfonium ylidu.

Wittigova reakce je velmi obecna a pouzitim vhodné kombinace aldehydu
(respektive ketonu) a ylidu je moZno pfipravit mono-, di- a trisubstituované
nenasycené slouceniny. Tetrasubstituované alkeny pravdépodobné nevznikaji kvali

sterickému branéni.*?
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PFi Wittigové reakci za béZznych podminek vznikda smés E, ZizomerU v zdvislosti na
struktutfe ylidu. V pfipadé, Ze je na uhlik ylidu, ze kterého odtrhdvame proton,
vazana elektron akceptorova skupina (napf. karboxylat nebo derivaty karboxylové
kyseliny), hovofime o tzv. stabilizovaném ylidu, ktery pti Wittigové reakci poskytuje
produkt prevainé v podobé E-izomeru. Pokud vtomto misté neni vazdna zadna
elektron akceptorova skupina, hovotfime o nestabilizovaném ylidu, ktery nasledné
pfi Wittigové reakci poskytuje prevaziné Z-izomer produktu. Modifikaci pfedchoziho
postupu je Horner-Wadsworth-Emmonsova reakce, u které se namisto
trifenylfosfoniové soli pouZzivaji fosfonaty. Hlavnim produktem jsou v tomto pfipadé

Eizomery alken( (Obr. 14).43 44

o)
o 1 (o) 1 J]\ H
n R NaH n R H7ORr? R2
EtO—FI’—/ —_— EtO—FI’—é —
R
OEt OEt H

Obr. 14: Obecné schéma Horner-Wadsworth-Emmonsovy reakce.

2.7.2. Petersonova olefinace

Vroce 1968 Peterson a kol. popsali vznik olefinG pomoci reakce
(trimethylsilyl)methylmagnesiumchloridu s benzofenonem, jejiz prlibéh nasledné
zobecnili do dnes bézné zndmé podoby. Obecné se tedy jednd o reakci a-silyl
karbaniont( s aldehydy (Ci ketony) za vzniku B-hydroxysilanu, ktery je nasledné
kysele nebo bazicky eliminovan na nenasycenou slouceninu. Petersonova reakce je
alternativou k Wittigové reakci, a proto je také nékdy nazyvana ,silyl-Wittigova“

reakce (Obr. 15 na nasledujici strang).*> 46
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Obr. 15: Mechanismus Petersonovy reakce se zdlraznénim mozné stereochemie konecného

produktu.

Petersonovou reakci je moZzno pfipravit £ i Zizomery, jak ukazuje obrazek vyse.
Stereochemie produktu mlze byt ovliviovana pfidanim kyseliny nebo baze, coz
méni  mechanismus vysledné eliminace. PFi pouZiti baze obvykle dochazi
k syn-eliminaci (cyklicky ctyrélenny meziprodukt), zatimco pouziti kyseliny vede

k anti-eliminaci.** 4¢

2.7.3. Julia olefinace

Julia olefinace, také znama jako Julia-Lythgoe olefinace byla popsana v roce 1973.
Jednd se o reakci aldehydu ¢&i ketonu s alkylsulfonylbenzenem. Obdobné jako pfi
Wittigové reakci je odtrzen proton zatomu uhliku, sousediciho se sulfonovou
skupinou a vznika anion, ktery nejprve reaguje saldehydem a nasledné
s acetanhydridem a vytvafri stabilni meziprodukt. Pfesny mechanismus redukce neni
znam, ale bylo prokazano, Ze probiha pres radikalovy meziprodukt, ktery je nakonec
protonovan a poskytuje pozadovanou nenasycenou slouceninu (Obr.16 na

ndsledujici stran&).** 47,48

30



R’ >
n-BuLi @ JI\ Jl\
o )/« \\) sz )\/ L S cH,
o/ \ 0/ \ =~ \

Ph Ph R2 7 %o R

[Na(Hg)
EtOH

R =H, alkyl, aryl

R2 = H, alkyl, aryl, alkenyl . R'

X = OCOCH;,4 EtOH S UH
N H ¢
R2

R2

Obr. 16: Mechanismus Julia olefinace.

Touto reakci je mozZno pfipravit mono-, di-, tri- nebo tetrasubstituované nenasycené
slouc¢eniny. Stereochemie vysledného alkenu je nezdvislda na stereochemii
sulfonového meziproduktu, predpoklada se, Ze radikdlové meziprodukty preferuji
termodynamicky stabilnéjsi trans konformaci. To je ddvod pro¢ Julia olefinace

preferuje vznik E-olefin(.448 >0
2.7.4. Modifikace Julia olefinace

V soucasné dobé je k dispozici nékolik modifikaci plvodni Julia olefinace. Sylvestre a
kol. vroce 1991 publikovali pfimou syntézu olefini. Nahrada alkylsulfonylbenzenu
jako vychozi latky za alkylsulfonylbenzothiazoly vyrazné méni pribéh reakce. Reakci
alkylsulfonylbenzothiazolu s LDA vznikd meziprodukt (aniont), ktery velmi rychle
reaguje s aldehydem (Ci ketonem) za vzniku alkoholatu. Tento alkoholat je mnohem
reaktivnéjsi nez v pripadé Julia olefinace, podstupuje Smilesliv pfesmyk za vzniku
soli sulfinové kyseliny a vznikd poZadovand nenasycend sloucenina. Tato metoda
umoznila ptipravu olefinl v jednom kroku za pouziti relativné dostupnych reagentu.
Sylvestre a kol. také vyzkouseli nékolik obmén heterocyklické ¢asti molekuly

(vyména benzothiazolu za pyridin, pyrimidin, aj.; Obr. 17).48 31
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Obr. 17: Mechanismus modifikovanych Julia olefinaci (Julia-Sylvestre a Julia-Kocienski).

Dalsi modifikaci pavodni Julia olefinace popsal Kocienski a kol. Namisto
benzothiazolu v heterocyklické c¢asti molekuly sulfonu pouzili 1-fenyl-1H-tetrazol.
Reakce pak probihd v pfitomnosti bis(trimethylsilyl)lamidu stejnym mechanismem

jako reakce popsana v pfedchozim odstavci.>?
2.7.5. McMurryho reakce

McMurry a kol. v roce 1974 popsali reakci, pfi nizZ ze dvou molekul aldehydu (nebo
ketonu) vznikd alken pomoci reakce s chloridem titanitym a redukénim cinidlem
(napf. LiAlH4). Plsobenim LiAlHs na Ti* vznikd Ti% ktery je zdrojem elektrond.
Predpoklada se, ze McMurryho reakce je dvoustupriovy proces zahrnujici nejprve
spojeni pinakol radikdl-radikdl (dikazem toho jsou pinakolové produkty, které
mohou byt izolovény z reakce za uréitych podminek). Nasledné Ti® deoxygenuje diol
mechanismem, ktery neni plné pochopen, ale pfedpoklada se, Ze zahrnuje vazbu
diolu na povrch Ti® &astic vzniklych pfi redukci TiCls. Vysledkem je smés E, Z izomer(

pozadovaného alkenu.
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McMurryho reakce je velmi uZitecna ke tvorbé tetrasubstituovanych olefind,
nicméné vyslednd dvojnd vazba musi byt symetrickd, protoZe reakce dvou

rozdilnych aldehyd( (& ketond) jsou jen zf¥idkakdy selektivni (Obr. 18).4% 46,52

Ti Ti
7 'S\ 7N
o o TiCls, LiAlH, 9O 0 , O 0
R R 4a i S
. R1 R2 R1 RZ
R2 R2 R2 R?
Ti ,”,"Tmi,,,””
) O o
o) (o]
R1 R' —_— R! R'
1I. \‘ :
R2 R? R 2

Obr. 18: Mechanismus McMurryho reakce vhodny pro pfipravu tetrasubstituovanych derivatd.

Olefinacni reakce jsou obecné velmi rozSifenym a univerzalnim typem reakce,
protoze umoznuji vznik jinak tézko pfipravitelnych produktl, které je poté snadné
vyuzit vdalSich krocich potenciadlnich syntéz. Z uvedenych ptikladd olefinacnich
reakci je zrejmé, Ze diky nim mulZeme pfripravit rdzné mono-, di-, tri- aZ
tetrasubstituované nenasycené molekuly. Pocdet substituentll na vysledné dvojné
vazbé zavisi na typu mechanismu reakce i na velikosti jednotlivych substituentd,
které mohou stericky branit vzniku tetrasubstituovanych produktt jako je tomu u
vySe popsané Wittigovy reakce. Obdobné tomu je i u stereochemie jednotlivych
reakci, kterd je zavisld na mechanismu reakce a umoziuje pripravu E i Z izomerd,
coz se v mnoha pfipadech da ovlivnit podminkami reakce, jak je uvedeno vyse u

jednotlivych typl reakci.
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3. Vysledky a diskuze

Syntéza 32-hydroxydotriakontanové kyseliny jiz byla publikovana. Dosavadni
syntéza popsana Opalkou a kol. (viz kapitola 2.6) umoznila efektivni ptipravu acylCer
a to i ve vétSim méritku. Avsak i tato syntéza obsahuje sva slabsi mista v podobé
reakci, které probihaji s relativné nizkym vytézkem, coz se samozfejmé potom
odrazi v celkovém vytézku syntézy.3® Vzhledem k tomu, Ze je tato kyselina soucasti
acylCer, které jsou naprosto nezbytné pro spravné fungovani kozni bariéry, rozhodli
jsme se zaméfit dikladné na optimalizaci nékterych problematickych krokd, mezi

néz jednoznacné patfi Wittigova reakce (tvorba ultradlouhého retézce).

Prvnim  planovanym  krokem byla pfiprava 16-((tetrahydro-2H-pyran-2-
yl)oxy)hexadekanalu, protoze neni komeréné dostupny a pro veskeré nasledujici
reakce je zcela nepostradatelny. Zdkladem se stala vySe popsand syntéza acylCer
Opélkou a kol (Obr. 12).3¢ Tento synteticky pfistup byl vybran diky ovéfenému a
pomérné jednoduchému postupu sdobrou vytéZznosti. Syntéza vychazela
z komeréné dostupné 16-bromhexadekanové kyseliny, kterd byla redukovana na
alkohol (1) pomoci BHs-THF. VytéZek reakce byl 89 %, ktery se od publikovaného
(97 %) mirné lisil. Tento rozdil mohl byt zpisoben predc¢asnym ukonéenim reakce,
jelikoz TLC z reakéni smési jiz neukazovalo na pritomnost vychozi latky, avsak po jeji
extrakci a prvotnim precisténi byla na TLC detekovana mala cast vychozi latky.
Nasledné byla hydroxylovd skupina alkoholu (1) chranéna tetrahydropyranilovou
skupinou v prostredi pyridinium p-toluensulfatu s91% vytézkem, ktery je
srovnatelny s vytézkem publikovanym (97 %). DalSim krokem bylo prevedeni
chrdnéného alkoholu na ester (3) s vytézkem 74 %, ktery byl nizsi nez publikovany
(94 %), nicméné jsme ho povaZzovali za uspokojivy. Ester (3) byl poté redukovan na
alkohol (4) pomoci LiAlHas VytéZek této reakce byl 86 %, ktery je srovnatelny
s publikovanym (82 %). Poslednim krokem pfipravy poZzadovaného aldehydu (5) byla

Swernova oxidace alkoholu (4) svytézkem 81%, ktery je srovnatelny
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s publikovanym (86 %).3® Aldehyd (5) byl poté pouZit jako vychozi latka pro

Wittigovu reakci a dalsi olefina¢ni reakce (Obr. 19).

BH, DHP, PPTS
0 THF CHCly
—— 5 M Do — 3 g N othHe
Br 7 TOH  24h,rt (1) 89 % 3h, reflux (2)91%
CH;COONa
DMF
6h, 90°C
(cocl), DMSO LiAIH,, o OTHP
TEA, DCM THF
0P\ NoTHp 4—15h HO” Y NoTHP - 16h \ﬂ/ R
, It (o]
(5) 81 % -55°C to rt (4) 86 % (3)74%

Obr. 19: Pfiprava vychoziho aldehydu pro veskeré nasledujici olefinacni reakce, véetné Wittigovy.

Prvnim pfistupem pfi optimalizaci syntézy kyseliny 32-hydroxydotriakontanové byla
modifikace publikované Wittigovy reakce.3® Nejprve jsme vyzkouseli postup, kdy byl
k fosfoniové soli ptiddn THF za vzniku suspenze a pfi -20 °C byla pfidana baze
(NaHMDS), poté byla reakce zahrata na laboratorni teplotu, kde byla ponechdna po
dobu 1 hod, pred pfidanim aldehydu (5) byla reakéni smés opét ochlazena na -20 °C.
Tvorba ylidu tedy probihala za laboratorni teploty, reakci jsme dosahli vytézku 42 %,
ktery je srovnatelny s publikovanym,3® nicméné na kontrolnim TLC po ukoné&eni
reakce a extrakci byly stale detekovatelné vychozi latky ve zna¢ném mnoizstvi, proto
bylo dalSim krokem prodlouZeni reakéniho ¢asu na 48 hodin. Delsi reakéni ¢as vSak
neved| k dalSimu navysSeni vytézku, maximalni vytézek ziskany timto postupem byl
33 % (coz je jesté méné nez v predchozim pripadé). DalSim pfistupem byla reakce,
kde by ylid byl pfipraven za chlazeni po celou dobu jeho vzniku. Byl tedy vynechan
mezikrok zahfivani reakéni smési na laboratorni teplotu pred pfidanim aldehydu a
ylid vznikal pfi -20 °C po dobu 1,5 hod; u tohoto postupu jsme dosahli vytézku 41 %.
Schéma Wittigovy reakce a tabulka s detaily reakénich podminek provedenych

modifikaci je uvedena na obrazku 20.
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j\ﬂ/\@ NaHMDS, THF 0
I + Ho A 20°C to rt > THPOMOH
(5) @ 24h gy M
Teplota Teplota Doba Teplota pfi Celkovy Vytézek
pridani vzniku ylidu  tvorby pridani reakéni cas
baze ylidu aldehydu
Orig. postup -20 °C 20 °C-reflux 1 hod -20 °C 24 hod 38%
1. modifikace -20°C 20°C 1 hod -20°C 24 hod 42 %
2. modifikace -20°C 20 °C 1 hod -20°C 48 hod 33 %
3. modifikace -20 °C -20 °C 1,5 hod -20 °C 24 hod 41 %

Obr. 20: Schéma Wittigovy reakce ukazujici publikovany postup a tabulka s detaily provedenych
modifikaci v teplotach a reakénich ¢asech.

Druhym pftistupem pfi optimalizaci syntézy kyseliny 32-hydroxydotriakontanové
bylo vyuZiti jinych typ( olefinacnich reakci (Julia-Sylvestre a Julia-Kocienski reakce),
pro které bylo nejprve nutno pfipravit vychozi Ilatky (sulfonové derivaty
hexadekanové kyseliny), jelikoz nejsou komeréné dostupné. Vychozimi latkami pro
pripravu sulfon( byly zvoleny heterocyklické thioly (dfive popsané, pripadné jejich
analogy), ze kterych byly pfipraveny jejich sulfidy a ty byly nasledné oxidovany na
sulfony. Benzothiazol-2-thiol byl pouZit jako vychozi latka pro prvni reakci pfipravy
derivatl sulfidd hexadekanové kyseliny, na které jsme vyzkouseli tfi rdzné reakéni
podminky, abychom wvybrali nejvhodnéjsi pfistup. Postup reakce s nejvysSim
vytézkem byl poté aplikovan na zbylé heterocyklické sulfony. Benzothiazol-2-thiol
reagoval s kyselinou 16-bromhexadekanovou v bazickém prostfedi za vzniku
sulfidového derivatu (6). V prvnim postupu byl jako baze pouzit K,COs v DMF jako
rozpoustédle. KdyZ po dvou hodinach nebyla na TLC patrnd skvrna vznikajiciho
produktu, byla reakéni smés zahrata na 60 °C a reakce byla ponechdna pres noc.
Vytézek této reakce byl 79 %. Jako druhd baze byl pouzZit hydroxid draselny,
totoznym postupem byl dosaien vytéziek 93 %. Treti bdazi byl lithium

diisopropylamid, ale ani po 48 hod se nepodafilo pomoci TLC detekovat produkt
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(pravdépodobné doslo krozkladu). Nejvyhodnéjsi tedy byla reakce v prostredi
hydroxidu draselného a tento postup byl pouZit pro pfipravu sulfidového derivatu
(8) z pyridin-2-thiolu a kyseliny 16-bromhexadekanové s vytézkem 80 %, sulfidového
derivatu (10) z 1-fenyl-1H-tetrazol-5-thiolu a kyseliny 16-bromhexadekanové
s vytézkem 73 % a sulfidového derivatu (12) z 1-cyklohexyl-1H-tetrazol-5-thiolu a
kyseliny 16-bromhexadekanové s vytézkem 57 %. Pfiprava sulfidového derivatu
hexadekanové kyseliny (10) byla nasledné jesté modifikovana, pfi extrakci bylo
nutné vyménit organické rozpoustédlo, puvodni chloroform byl zaménén za
diethylether z ddvodu nesnadného rozdéleni organické a vodné vrstvy (vytézek

reakce s pavodni extrakci byl pouze 47 %; Obr. 21).
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Obr. 21: Optimalizace nukleofilni substituce pfi vzniku sulfidd (v oranZovém ramecku), jakoZto

meziproduktl syntézy a priprava dalSich derivatl sulfidd na zakladé odlisnych heterocykl(.

Sulfidova skupina byla poté oxidovana na sulfonovou 30% peroxidem vodiku za
katalyzy wolframanem sodnym. Ke stanoveni reakéniho ¢asu bylo v pribéhu reakce
nutné rozlisit rdzné oxidacni stupné siry v reakéni smési: sulfid od meziproduktu

37



sulfoxidu a od pozadovaného sulfonu. K vyhodnoceni TLC desek bylo proto
s vyhodou vyuZito plsobeni roztoku manganistanu draselného (s naslednym
zahratim), ktery umoziuje vizualizaci sulfoxidu na zdkladé mozné oxidace, avsak
konecny sulfon nedetekuje, protoZze se jedna o konecny produkt oxidace a neni jej
mozné dale oxidovat. Reakce tedy probihala do doby, nez byl postupné vznikajici
sulfoxid plné oxidovan na sulfon (nebyl ddle detekovdn na TLC) a reakcni ¢as byl
stanoven na 24 hod. Timto postupem byly pfipraveny pozadované sulfonové
derivaty. Sulfony (7) a (9) s vytéZkem 89 % byly vychozimi latkami pro Julia-Sylvestre
olefinace, sulfon (11) svytéikem 99 % byl vychozi latkou pro Julia-Kocienski
olefinaci a posledni ze sulfond (13) s vytézkem 74 % byl pouzit pro modifikovanou

Julia-Kocienski olefinaci, ktera nebyla v dosavadni literatufe prozatim pouzita

(Obr. 22).
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Obr. 22: Priprava sulfonovych derivatll z drive pripravenych sulfidovych derivatd pomoci peroxidu

vodiku.

Zavérecnym krokem byla reakce pfipravenych derivatd sulfonld hexadekanové
kyseliny saldehydem. U téchto reakci byl analogicky pouZit poustup jako
u Wittigovy reakce, kdy vznikal ylid za chlazeni. Julia-Sylvestre reakci sulfond (7) a

(9) saldehydem (5) se podafilo pfipravit nenasycenou mastnou kyselinu (14)
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s vytézkem 28 %, resp. 13 %, coz nepfrineslo Zadné zlepSeni. Julia-Kocienski reakci
sulfonu (11) a aldehydu (5) neposkytla pozadovany produkt (14), coZ je pomérné
necekané. Tato reakce bude jesSté v budoucnu opakovdna, aby se tento vysledek

potvrdil nebo vyvratil.

Vyrazného zlepSeni jsme dosahli az modifikaci Julia-Kocienski olefinace, reakci
aldehydu (5) se sulfonovym derivatem hexadekanové kyseliny (13), ktery obsahoval
cyklohexyltetrazolovy fragment a jehoZz obdoby prozatim nebyly v dosavadni
literature popsany. Diky této modifikaci jsme dosahli velmi dobrého vytézku 73 %,
coz je témér dvojnasobek oproti v literatufe popsané Wittigové reakci, a tim se ndm
oteviraji daldi moZnosti pro modifikace syntézy.3® Schémata vsech provedenych

olefinacnich reakci jsou zndzornéna na obrazku 22.

Julia-Sylvestre

o)
N ?\ NJL ]
A\
" ©:S W e OH THPO” M0 (5)
o)
@ NaHMDS, THF 9
>
-20°C 1,5h; THPOMOH
) E o rt, overnight 128 (14)
0
2 [ YT — 2)13 %
= o
(9)
9""\ Julia-Kocienski
N/ o
1) ©/ SOV OH
o)
(11) THPO” M0 (5)
N=N NaHMDS, THF °
I W > A
N\( o 20°C 1.5h THPO T s OH
2 O/ //S\\ 4 OH — rt, overnight 1)0 % (14)
o ° 2)73%

Obr. 22: Schémata olefinacnich reakci vedouci k poZzadovanému nenasycenému meziproduktu.
Posledni reakce schématu je prozatim nejnadéjnéjsi s vytézkem pres 70 %.

Pfiprava aldehydu (5) probihala diky ovéfenému postupu velmi dobfe. Diky péti
krokové syntéze s celkovym vytézkem 42 % se podafilo pfipravit dostatecné

mnoistvi jeho prekurzoru-alkoholu (4), ktery byl vidy v ¢as potreby oxidovan na
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aldehyd (5). Priprava ostatnich vychozich latek (druhych partner( pro olefinaéni
reakce) probihala pomérné dobfe ve dvou nenarocnych krocich. Celkové vytézky
téchto dvoukrokovych reakci se pohybovaly mezi 42 az 83 %. Do budoucna bude
nutno nékteré reakce zopakovat ve vétSim mnoiZstvi a optimalizovat je vzhledem
k proménlivym vytézkim jednotlivych reakci. Obtiznou c¢asti byly, dle ocekavani,
spojovaci reakce. Zde jsme provedli celkoveé tfi obmény Wittigovy reakce, které vsak
nevedly k uspokojivému zlepseni. Nasledné byly provedeny CEtyfi spojovacich reakci
zalozenych na postupu popsaném v literature, zejména obménach Julia olefinace.
Diky témto reakcim se podafilo ziskat produkt (nenasycenou ultradlouhou
kyselinu) svytézky mezi 13 az 73 %. Diky modifikaci Julia-Kocienski reakce
(s cyklohexyltetrazolovym derivatem) jsme byli schopni dosdhnout vytézku nad
70 %, ktery povazujeme za nejvétSi Uspéch této diplomové prace. Zachazeni
s aldehydem (5) se ukazalo jako velmi problematické. Aldehyd (5) se stanim
¢astecné oxiduje na odpovidajici kyselinu, proto je nutné mit pro kazdou jednotlivou

reakci pfipraven Cerstvy.

Z ¢asovych dlvodi nedoSlo ke kompletnimu dokonceni syntézy kyseliny
32-hydroxydotriakontanové, reakéni postup byl ukonéen na drovni jejiho
nenasyceného prekurzoru. K dspésnému dokonceni celé syntézy zbyvaji dalsi ¢tyfi
kroky, avsak tento postup je jiz v literatufe popsan a nepredpokladame vyraznéjsi

problémy pfi dokoncéovani celé syntézy.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Chemikalie, pfistroje a pomucky

Vychozi latky, rozpoustédla a dalsi chemikdlie a materidly byly dodané
zavedenymi  dodavateli:  Sigma-Aldrich ~ (Schnelldorf, =~ Némecko), Merck
(Darmstadt, Né&mecko) a PENTA (Praha, Ceskd republika). Dalsi latky:
(15-karboxypentadecyl)trifenylfosfonium bromid, 1-fenyl-1H-tetrazol-5-thiol a 1-
cyklohexyl-1H-tetrazol-5-thiol byly pfipraveny v ramci jinych projektl v pracovni

skupiné.

Na tenkovrstvou chromatografii (TLC) byly pouzity TLC desky Silica gel 60 F254
(Merck, Darmstadt, Némecko). Na vyhodnoceni (detekci) TLC desek byly pouzité dvé
detekéni smési: 1) Ce(SO4)2, H3[P(M03010)a], H2SO4 a voda; 2) KMnOs, H,SO4 a voda,
vzdy nasledovalo mirné az intenzivni zahtivani. Na charakterizaci latek pomoci NMR
byly pouZity pFistroje Varian Mercury-Vx BB 300 (NMR analyza; 'H pfi 300 MHz a 13C
pFi 75 MHz), Varian VNMR S500 (*H pfi 500 MHz a '3C p¥i 125 MHz).

NMR spektra byla vyhodnocena pomoci pocitacového programu MestReNova.
Schémata chemickych reakci byla vytvofena pomoci programu ChemDraw

Professional.
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4.2.Synteticka ¢ast

4.2.1. Syntéza 16-((tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)hexadekanalu
16-Bromhexadekanol (1)

/\/\/\/\/\/\/\/\/OH
Br

Pracovni postup: 2,0 g kyseliny 16-bromhexadekanové (5,96 mmol) bylo vysuseno
za pouziti hlubokého vakua, nasledné rozpusténo ve 12 ml bezvodého THF a do
tohoto roztoku bylo ptidano 7,2 ml (7,2 mmol) 1M roztoku BHs3-THF. Reakéni smés
byla michdna pfi laboratorni teploté 24 hod pod argonovou atmosférou. Po 24 hod
byl roztok odpafen na vakuové rotacni odparce, zbytek rozpustén v MeOH a opét
odparen, aby se odstranily zbytky boranu. Tento postup byl opakovan tfikrat.
Produkt byl precistén sloupcovou chromatografii za pouZiti smési Hex/EtOAc 9:1.
Bylo izolovano 1,684 g produktu jako bild krystalicka latka.

Vytézek: 89 % latky 1.

TLC (Hex/EtOAc — 3:1 s pridavkem 0,5 % CH3COOH), R¢= 0,56.

Teplota tani: 51-53 °C.

4 NMR (500 MHz, CDCls) & 3.65 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 3.41 (t, J = 6.9 Hz, 2H),
1.93 —1.78 (m, 2H), 1.64 — 1.52 (m, 2H), 1.48 — 1.38 (m, 4H), 1.38 — 1.22 (m, 20H).
13C NMR (126 MHz, CDCls) & 63.07, 34.06, 32.82, 32.78, 29.62, 29.59, 29.57, 29.52,
29.42, 28.75, 28.16, 25.72.
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2-((16-bromhexadecyl)oxy)tetrahydro-2H-pyran (2)

RS

Pracovni postup: 1,684 g slouceniny 1 (5,24 mmol) bylo smichdano s 53,6 mg

Br

(2,13 mmol) pyridinium p-toluensulfatu, smés byla suSena za pouZiti hlubokého
vakua po dobu 1 hod. Tato smés byla rozpusténa ve 20 ml bezvodého CHCl; a byl
pfidan 1 ml (10,9 mmol) 3,4-dihydro-2H-pyranu. Reakce probihala pfi 85 °C pod
zpétnym chladi¢em a argonovou atmosférou po dobu 3 hod. Reakce byla ukoncena
pfidanim 30 ml vody, smés byla nasledné extrahovdna do CHCl; (3 x20 ml),
organicka vrstva byla vysusena pomoci Na;SOa. Produkt byl precistén sloupcovou
chromatografii za pouziti smési Hex/EtOAc 30:1. Vysledkem bylo 1,929 g olejovité
bezbarvé latky.

Vytézek: 91 % latky 2.

TLC: (Hex/EtOAc — 9:1), Rr=0,56.

14 NMR (300 MHz, CDCl3) & 4.57 (t, J = 4.5, 2.8 Hz, 1H), 3.93 — 3.80 (m, 1H),
3.79 — 3.64 (m, 1H), 3.54 — 3.45 (m, 1H), 3.44 — 3.32 (m, 4H), 1.93 — 1.76 (m, 3H),
1.64 — 1.48 (m, 5H), 1.46 — 1.18 (m, 25H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) 6 98.82, 67.68, 62.32, 34.05, 32.82, 30.76, 29.73, 29.63,
29.59, 29.57, 29.52, 29.47, 29.41, 28.75, 28.16, 26.22, 25.48, 19.68.
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16-((tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)hexadecyl acetat (3)

kS

Pracovni postup: 1,929 g (4,76 mmol) slouceniny 2 bylo rozpusténo ve 40 ml DMF,

0

A

pridano 0,47 g (5,73 mmol) octanu sodného a zahfato na teplotu 90 °C, pfi kterych
byla reakéni smés udrzovana po dobu 6 hod v aparature pod zpétnym chladi¢em. Po
ochlazeni na laboratorni teplotu byl DMF caste¢né odpafen (pfiblizné na jednu
tfetinu objemu), bylo pfiddano 30 ml CHCIls;. Nasledovala extrakce vodou (4 x 50 ml)
k odstranéni DMF a nezreagovaného octanu sodného. Produkt byl precistén
sloupcovou chromatografii za pouZiti smési Hex/EtOAc 25:1. Vysledkem bylo
1,358 g bezbarvé olejovité latky.

Vytéiek: 74 % latky 3.

TLC: (Hex/EtOAc 6:1), Rr= 0,55.

14 NMR (300 MHz, CDCl3) & 4.56 (t, J = 4.5, 2.7 Hz, 1H), 4.03 (t, J = 6.8 Hz, 2H),
3.92 - 3.81 (m, 1H), 3.77 — 3.64 (m, 1H), 3.55 — 3.43 (m, 1H), 3.42 — 3.30 (m, 1H),
2.03 (s, 3H), 1.91 - 1.65 (m, 2H), 1.66 — 1.42 (m, 3H), 1.35 — 1.19 (m, 29H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 171.20, 98.79, 67.66, 64.63, 62.29, 30.75, 29.72, 29.62,
29.60, 29.58, 29.57, 29.53, 29.48, 29.46, 29.22, 28.56, 26.21, 25.87, 25.47, 20.98,
19.66.
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16-((tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)hexadekan-1-ol (4)

0

Pracovni postup: 1,358 g (3,53 mmol) latky 3 bylo vysuseno na hlubokém vakuu,

HO

rozpusténo v 5 ml bezvodého THF, ochlazeno na 0 °C pomoci ledové lazné a po
kapkdch bylo pfidéano 9 ml (9 mmol) 1M roztoku LiAlHsvTHF, to vsSe pod
atmosférou argonu. Reakéni smés byla pomalu zahfivana na laboratorni teplotu a
michana pres noc. Reakce byla ukoncéena opatrnym pfidavanim vody po kapkdach za
chlazeni v ledové lazni. Vzhledem k vyskytu srazeniny bylo pfidano vétsi mnozstvi
vody, roztok byl zfiltrovan a sraZzenina duikladné promyta CHCls. Nasledovala
extrakce do CHCls3 (3 x 15 ml) a vysuSeni Na;SOs4. Produkt byl precistén sloupcovou
chromatografii za pouZiti smési Hex/EtOAc 7:1. Vysledkem bylo 1,045g bilé
krystalické latky.

Vytézek: 86 % latky 4.

TLC: (Hex/EtOAc 3:1), Rr= 0,44.

Teplota tani: 34-36 °C.

14 NMR (500 MHz, CDCl3) & 4.58 (t, J = 4.5, 2.8 Hz, 1H), 3.94 — 3.84 (m, 1H),
3.79 - 3.69 (m, 1H), 3.64 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 3.55 — 3.47 (m, 1H), 3.44 — 3.31 (m, 1H),
1.91-1.78 (m, 1H), 1.77 — 1.64 (m, 2H), 1.64 — 1.46 (m, 8H), 1.41 — 1.18 (m, 23H).
13C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 98.82, 67.69, 63.04, 62.31, 32.79, 30.77, 29.73, 29.62,
29.58, 29.56, 29.47, 29.41, 26.22, 25.72, 25.49, 19.67.
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16-((tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)hexadekanal (5)

o~ ©
o)

Pracovni postup: 0,23 ml (2,68 mmol) (COCI); bylo rozpusténo v 11,7 ml bezvodého

DCM pod argonovou atmosférou a reakéni smés byla ochlazena na -55 °C. 0,42 ml
(5,91 mmol) bezvodého DMSO bylo rozpusténo v 5,9 ml bezvodého DCM a tento
roztok byl pfenesen do reakcni barky s roztokem (COCI);. Po 10 min bylo ptidano
0,645 g (1,8 mmol) latky 4 rozpusténé v 5,9 ml DCM po kapkach. Reakce byla
ponechdna pti -55°C po dobu 1,5 hod. Poté bylo pfidano 0,8 ml (5,74 mmol)
bezvodého TEA a reakce byla pomalu zahfata na pokojovou teplotu a ponechdna za
stdlého michani pres noc. Reakce byla ukoncena pridanim 20 ml 20% roztoku NaCl,
extrahovana do chloroformu (3 x 20 ml) a vysusena bezvodym Na»SOs. Produkt byl
precistén sloupcovou chromatografii za pouZiti smési Hex/EtOAc 15:1. Vysledkem
bylo 0,521 g bezbarvé olejovité latky.

Vytézek: 81 % latky 5.

TLC: (Hex/EtOAc 6:1), Rr= 0,58.

14 NMR (500 MHz, CDCl3) & 9.77 (t, J = 1.9 Hz, 1H), 4.58 (t, J = 4.5, 2.8 Hz, 1H),
3.93 - 3.83 (m, 1H), 3.79 — 3.65 (m, 1H), 3.58 — 3.46 (m, 1H), 3.43 — 3.30 (m, 1H),
2.53 — 2.34 (m, 2H), 1.88 — 1.78 (m, 1H), 1.76 — 1.67 (m, 1H), 1.67 — 1.46 (m, 6H),
1.46 —1.21 (m, 24H).

13C NMR (126 MHz, CDCls3) 6 202.93, 98.83, 67.68, 62.32, 43.90, 30.78, 30.30, 29.74,
29.66, 29.62, 29.60, 29.58, 29.55, 29.47, 29.40, 29.33, 29.15, 26.22, 25.49, 22.07,
19.69.
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4.2.2. Syntéza sulfonovych derivatl hexadekanové kyseliny

16-(benzo[d]thiazol-2-ylsulfanyl)hexadekanova kyselina (6) (metoda A)

Pracovni postup: Bylo navazeno 50 mg (0,14 mmol) kyseliny 16-bromhexadekanové,
27 mg (0,16 mmol) benzothiazol-2-thiolu a 51 mg (0,37 mmol) uhli¢itanu
draselného. Tato navdzka byla rozpusténa v 5 ml DMF za vzniku zakaleného Zlutého
roztoku. Reakéni smés byla zahtivdna na 60 °C a ponechdna za stdlého michani pres
noc, kdy doslo ke zméné zbarveni reakéni smési ze Zluté na bilou. Dle TLC nebyla
detekovana vychozi latka, proto bylo zahfivani ukonéeno a reakéni smés byla
ochlazena na laboratorni teplotu. Bylo pfidano 15 ml chloroformu a 15 ml vody.
Smés byla okyselena pfiblizné na pH 1, organickd vrstva byla extrahovana vodou
(3x30 ml) a vysuSena bezvodym Na SOs. Produkt byl precistén sloupcovou
chromatografii za pouziti smési CHCls3/MeOH 100:1. Vysledkem bylo 50 mg bilé
krystalické latky.

Vytézek: 79 % latky 6.

TLC: (Hex/EtOAc 2:1, 0,5 % CH3COOH), R: = 0,5.

Teplota tani: 70,5-72,5 °C.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 7.88 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.76 (d, J = 8.0, 0.8 Hz, 1H),
746 — 7.37 (m, 1H), 7.32 — 7.28 (m, 1H), 3.35 (t, J = 7.4 Hz, 2H),
2.36 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.88 — 1.76 (m, 2H), 1.70 — 1.58 (m, 2H), 1.56 — 1.41 (m, 2H),
1.40 — 1.14 (m, 20H).

13C NMR (126 MHz, CDCls) & 179.57, 167.51, 153.33, 135.11, 125.98, 124.08,
121.43, 120.87, 33.98, 33.66, 29.58, 29.54, 29.52, 29.42, 29.40, 29.21, 29.17, 29.06,
29.04, 28.74, 24.67.
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16-(benzo[d]thiazol-2-ylsulfanyl)hexadekanova kyselina (6) (metoda B)

Pracovni postup: Bylo navazeno 50 mg (0,14 mmol) kyseliny 16-bromhexadekanové,
27 mg (0,16 mmol) benzothiazol-2-thiolu a 21 mg (0,37 mmol) hydroxidu
draselného. Tato navazka byla rozpusténa v5 ml DMF za vzniku ¢irého Zlutého
roztoku. Reakéni smés byla zahtivdna na 60 °C a ponechana za stdlého michani pres
noc, kdy doslo ke zméné zbarveni reakéni smési ze Zluté na bilou. Zahtivani bylo
ukonceno a reakéni smés byla ochlazena na laboratorni teplotu. Bylo pfidano 15 ml
chloroformu a 15 ml vody. Smés byla okyselena pfiblizné na pH 1, organicka vrstva
byla extrahovdna vodou (3 x30 ml) a vysuSena bezvodym Na;SOs. Produkt byl
precistén sloupcovou chromatografii za pouZiti smési CHCls/MeOH 100:1.
Vysledkem bylo 59 mg bilé krystalické Iatky.

Vytézek: 93 % latky 6.

TLC: (Hex/EtOAc 2:1, 0,5 % CH3COOH), Rs = 0,5.

Teplota tani: 70,5-72,5 °C.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 7.88 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.76 (d, J = 8.0, 0.8 Hz, 1H),
7.46 - 7.37 (m, 1H), 7.32 — 7.28 (m, 1H), 3.35 (t, J = 7.4 Hz, 2H),
2.36 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.88 — 1.76 (m, 2H), 1.70 — 1.58 (m, 2H), 1.56 — 1.41 (m, 2H),
1.40 — 1.14 (m, 20H).

13CNMR (126 MHz, CDCls) 6 179.57, 167.51, 153.33, 135.11, 125.98, 124.08,
121.43, 120.87, 33.98, 33.66, 29.58, 29.54, 29.52, 29.42, 29.40, 29.21, 29.17, 29.06,
29.04, 28.74, 24.67.

16-(benzo[d]thiazol-2-ylsulfanyl)hexadekanova kyselina (6) (metoda C)

Pracovni postup: Bylo navdzeno 50 mg (0,14 mmol) kyseliny 16-bromhexadekanové,
27 mg (0,16 mmol) benzothiazol-2-thiolu, vysuseno na hlubokém vakuu a
rozpusténo v 5 ml bezvodého THF. Za chlazeni v ledové |dzni bylo pridano 186 pl
(0,37 mmol) 2M roztoku LDA v THF, po tomto pfidavku byla chladici lazen
odstranéna. Reakéni smés byla ponechdana za stalého michani 48 hod. Produkt nebyl

na TLC detekovany, proto byla reakce ukoncena a dale nebyla zpracovavana.
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16-(benzo[d]thiazol-2-ylsulfonyl)hexadekanova kyselina (7)

(o}

Q i
o]
S )\/S//\/\/\/\/\/\/\/\)J\
0/ OH

Pracovni postup: 74,8 mg (0,16 mmol) latky 6 bylo navaZeno, rozpusténo v 1,5 ml
EtOH, 1,5 ml CH3COOH a 1,5 ml THF, ochlazeno na 0 °C, kdy bylo pfiddno 15 mg
(0,05 mmol) Na;WO04-2H,0 a po péti minutach 600 ul (5,87 mmol) 30% H,0.. Po
10 min byl roztok bile zakalen, po zahtati na pokojovou teplotu se stal ¢irym. Reakce
byla pozvolna zahtata na 60 °C a opét ponechana pres noc pod zpétnym chladi¢em.
Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla reakce ukoncena pfidanim 7 ml
nasyceného roztoku Na;S$;03 a vodnd vrstva byla extrahovana chloroformem
(3 x40 ml). Produkt byl precistén sloupcovou chromatografii za pouZziti smési
CHCl3/MeOH 100:1. Vysledkem bylo 72 mg bilé krystalické latky.

Vytézek: 89 % latky 7.

TLC: (Hex/EtOAc 2:1, 0,5 % CH3COOH), R: = 0,44.

Teplota tani: 117-119 °C.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 8.23 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.03 (d, J = 7.8 Hz, 1H),
7.68 — 7.57 (m, 2H), 3.52 (t, 2H), 2.35 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.94 — 1.82 (m, 2H),
1.70 — 1.58 (m, 2H), 1.51 — 1.39 (m, 2H), 1.39 — 1.10 (m, 20H).

13C NMR (126 MHz, CDCls) & 179.51, 165.94, 152.72, 136.75, 127.97, 127.62,
125.43, 122.32, 54.70, 33.94, 29.67, 29.54, 29.52, 29.49, 29.40, 29.38, 29.20, 29.15,
29.02, 28.87, 28.20, 24.65, 22.22.
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16-(pyridin-2-ylsulfanyl)hexadekanova kyselina (8)

o
PSP
| A OH
4
Pracovni postup: Bylo navazeno 100 mg (0,28 mmol) kyseliny

16-bromhexadekanové, 36 mg (0,32 mmol) pyridin-2-thiolu, 42 mg (0,74 mmol)
KOH, rozpusténo v 5 ml DMF a zahfivano na 60 °C pod zpétnym chladi¢em pres noc.
Reakce byla ochlazena na laboratorni teplotu a odpafena na vakuové odparce do
sucha. Nasledné byla smés rozpusténa v 60 ml diethyletheru, bylo pfidano 40 ml
vody a smés byla okyselena pfiblizné na pH 1. Organickd vrstva byla poté
extrahovdna vodou (3 x 40 ml), vysusena bezvodym Na;SO4 a odparena na vakuové
odparce. Produkt byl precistén sloupcovou chromatografii za pouziti smési
CHCl3/MeOH 100:1. Vysledkem bylo 87 mg bilé krystalické latky.

Vytézek: 80 % latky 10.

TLC: (Hex/EtOAc 2:1, 0,5 % CH3COOH), R = 0,6.

Teplota tani: 69-71 °C.

14 NMR (500 MHz, CDCls) & 8.47 — 841 (m, 1H), 7.51 — 7.44 (m, 1H),
7.20 - 7.14 (m, 1H), 7.01 — 6.93 (m, 1H), 3.17 — 3.13 (m, 2H), 2.35 (t, J = 7.5 Hz, 2H),
1.76 — 1.59 (m, 4H), 1.52 — 1.40 (m, 2H), 1.39 — 1.19 (m, 20H).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) § 179.39, 159.66, 149.36, 135.89, 122.13, 119.19, 34.01,
30.23, 29.58, 29.56, 29.53, 29.48, 29.38, 29.26, 29.21, 29.18, 29.04, 28.94, 24.70.
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16-(pyridin-2-ylsulfonyl)hexadekanova kyselina (9)

Pracovni postup: 72 mg (0,198 mmol) latky 10 bylo rozpusténo ve 2 ml 93% EtOH,
2 ml CH3COOH a 2 ml THF. Reak¢ni smés byla ochlazena na 0 °C, bylo pfidano 15 mg
(0,042 mmol) Na;W04-2H;0, po péti minutach bylo pfidano 600 ul (5,86 mmol)
30% H20; a reakce byla ponechana 30 min pfi 0 °C. Reakce byla pozvolna zahfivana
na 60 °C a pod zpétnym chladi¢em ponechana za stalého michani po dobu 24 hod.
Reakce byla ukoncena pfidanim 10 ml nasyceného roztoku Na;S,03 a vodnad vrstva
byla extrahovana chloroformem (3 x 40 ml). Produkt byl precistén sloupcovou
chromatografii za pouZiti smési CHCl3/MeOH 100:1. Vysledkem bylo 70 mg bilé
krystalické Iatky.

Vytézek: 89 % latky 11.

TLC: (Hex/EtOAc 2:1, 0,5 % CH3COOH), R = 0,18.

Teplota tani: 88-90 °C.

'HNMR (500 MHz, CDCls) & 8.79 — 8.73 (m, 1H), 815 — 8.06 (m, 1H),
8.03 — 7.93 (m, 1H), 7.61 — 7.49 (m, 1H), 3.43 — 3.35 (m, 2H), 2.34 (t, J = 7.5 Hz, 2H),
1.80 — 1.68 (m, 2H), 1.68 — 1.57 (m, 2H), 1.42 — 1.09 (m, 22H).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) & 179.21, 157.30, 150.20, 138.13, 127.27, 122.16, 51.91,
33.98, 29.54, 29.51, 29.49, 29.41, 29.37, 29.20, 29.16, 29.03, 28.92, 28.29, 24.68,
22.02.
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16-((1-fenyl-1H-tetrazol-5-yl)sulfanyl)hexadekanova kyselina (10)

o

Pracovni postup: Bylo navazeno 100 mg (0,28 mmol) kyseliny

N
\
N

f\/\/\/\/\/\/\/\)o]\

N
/
N

16-bromhexadekanové, 58 mg (0,32 mmol) 1-fenyl-1H-tetrazol-5-thiolu, 42 mg
(0,74 mmol) KOH, rozpusténo v8 ml DMF a zahfivdno na 60 °C pod zpétnym
chladiéem pres noc. Reakce byla ochlazena na laboratorni teplotu, bylo pfidano
25 ml chloroformu, 25 ml vody a smés byla okyselena pfiblizné na pH 1, organicka
vrstva byla extrahovdna vodou (3 x 40 ml), vysuSena bezvodym Na;SOs a odparena
na vakuové odparce. Produkt byl precistén sloupcovou chromatografii za pouZiti
smési CHCI3/MeOH 100:1. Vysledkem bylo 94 mg bilé krystalické latky.

Vytézek: 73 % latky 8.

TLC: (Hex/EtOAc 2:1, 0,5 % CH3COOH), R: = 0,88.

Teplota tani: 70-72 °C.

IH NMR (500 MHz, CDCls) & 7.72 — 7.40 (m, 5H), 3.40 (t, J = 7.4 Hz, 2H),
2.35 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.90 — 1.74 (m, 2H), 1.70 — 1.55 (m, 2H), 1.50 — 1.40 (m, 2H),
1.37 —1.19 (m, 20H).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) & 179.54, 154.52, 133.75, 130.04, 129.74, 123.85, 34.04,
33.37, 29.68, 29.58, 29.56, 29.54, 29.50, 29.40, 29.21, 29.06, 29.05, 29.00, 28.62,
24.70.
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16-((1-fenyl-1H-tetrazol-5-yl)sulfonyl)hexadekanova kyselina (11)

Pracovni postup: 40 mg (0,09 mmol) latky 8 bylo rozpusténo v 1 ml 96% EtOH, 1 ml
CH3COOH a 1 ml THF. Reakéni smés byla ochlazena na 0 °C, bylo pfidano 7 mg
(0,02 mmol) Na;W04:2H,;0, po péti minutach bylo pfidano 300 pul (2,93 mmol)
30% H20; a reakce byla ponechdna 30 min pfi 0 °C. Reakce byla pozvolna zahtata na
60 °C a pod zpétnym chladi¢em ponechdna za stalého michani po dobu 24 hod. Po
ochlazeni na laboratorni teplotu byla reakce ukonéena pfidanim 5 ml nasyceného
roztoku Naz$;03 a vodna vrstva byla extrahovdna chloroformem (3 x 30 ml).
Produkt byl precistén sloupcovou chromatografii za pouZiti smési CHCls/MeOH
100:1. Vysledkem bylo 41 mg bilé krystalické latky.

Vytézek: 99 % latky 9.

TLC: (Hex/EtOAc 2:1, 0,5 % CH3COOH), R = 0,71.

Teplota tani: 80-82 °C.

14 NMR (500 MHz, CDCls) & 7.73 — 7.57 (m, 5H), 3.80 — 3.68 (m, 2H),
2.35 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.03 — 1.86 (m, 2H), 1.70 — 1.58 (m, 2H), 1.56 — 1.46 (m, 2H),
1.40 - 1.17 (m, 20H).

13C NMR (126 MHz, CDCls3) & 179.50, 153.50, 133.06, 131.43, 129.69, 125.06, 56.01,
33.93, 29.56, 29.53, 29.51, 29.41, 29.39, 29.20, 29.16, 29.03, 28.87, 28.12, 24.66,
21.93.
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16-((1-cyclohexyl-1H-tetrazol-5-yl)sulfanyl)hexadekanova kyselina (12)

!

Oy j
SV\/\/\/\/\/\/\)J\OH

Pracovni postup: Bylo navazeno 100 mg (0,28 mmol) kyseliny
16-bromhexadekanové, 60 mg (0,32 mmol) 1-cyklohexyl-1H-tetrazol-5-thiolu, 42 mg
(0,74 mmol) KOH, rozpusténo v5ml DMF a zahfivdano na 60 °C pod zpétnym
chladicem pres noc. Reakce byla ochlazena na laboratorni teplotu a odparena na
vakuové odparce do sucha. Nasledné byla smés rozpusténa v 40 ml diethyletheru,
bylo pfidano 40 ml vody a smés byla okyselena pfiblizné na pH 1. Organicka vrstva
byla poté extrahovdna vodou (3 x 40 ml), vysuSena bezvodym Na,SO. a odparena
na vakuové odparce. Produkt byl precistén sloupcovou chromatografii za pouziti
smési CHCl3/MeOH 100:1. Vysledkem bylo 74 mg bilé krystalické latky.
Vytézek: 57 % latky 12.
TLC: (Hex/EtOAc 2:1, 0,5 % CH3COOH), R: = 0,46.
Teplota tani: 75-77 °C.
IH NMR (500 MHz, CDCls) & 4.23 — 4.02 (m, 1H), 3.35 (t, J = 7.4 Hz, 2H),
2.35 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.09 — 2.01 (m, 2H), 2.00 — 1.90 (m, 4H), 1.86 — 1.70 (m, 4H),
1.70 — 1.54 (m, 2H), 1.49 — 1.40 (m, 4H), 1.38 — 1.19 (m, 20H).
13CNMR (126 MHz, CDCls) 6 179.35, 152.90, 58.11, 33.95, 33.18, 31.95, 29.66,

29.56, 29.55, 29.52, 29.49, 29.40, 29.37, 29.28, 29.19, 29.02, 28.99, 28.57, 25.16,
24.83, 24.66.
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16-((1-cyclohexyl-1H-tetrazol-5-yl)sulfonyl)hexadekanova kyselina (13)
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Pracovni postup: 63,5 mg (0,14 mmol) Iatky 12 bylo rozpusténo v 2 ml 96% EtOH,
2 ml CH3COOH a 2 ml THF. Reakéni smés byla ochlazena na 0 °C, bylo pfiddno 12 mg
(0,036 mmol) Na;W04-2H;0, po péti minutach bylo pfidano 500 ul (4,89 mmol)
30% H20; a reakce byla ponechdna 30 min pfi 0 °C. Reakce byla pozvolna zahtata na
60 °C a pod zpétnym chladicem ponechdna za stdlého michani po dobu 24 hod.
Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla ukoncena pfidanim 7 ml nasyceného
roztoku Naz$;03 a vodna vrstva byla extrahovdna chloroformem (3 x 20 ml).
Produkt byl precistén sloupcovou chromatografii za pouziti smési CHCls/MeOH
100:1. Vysledkem bylo 51 mg bilé krystalické latky.

Vytézek: 74 % latky 13.

TLC: (Hex/EtOAc 2:1, 0,5 % CH3COOH), R: = 0,33.

Teplota tani: 69-71 °C

'HNMR (500 MHz, CDCls) & 4.99 - 4.82 (m, 1H), 3.73 - 3.65 (m, 2H),
2.35 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.24 — 2.14 (m, 2H), 2.09 — 1.86 (m, 7H), 1.86 — 1.73 (m, 1H),
1.70 — 1.56 (m, 2H), 1.57 — 1.42 (m, 4H), 1.41 — 1.14 (m, 20H).

13CNMR (126 MHz, CDCls) 6 179.48, 152.62, 60.87, 55.85, 33.94, 32.89, 29.56,
29.53, 29.50, 29.41, 29.39, 29.20, 29.16, 29.03, 28.87, 28.11, 25.06, 24.69, 24.66,
21.92.
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4.2.3. Olefinacni reakce

Vzhledem k mnoha postuplim vedoucim ke stejnému produktu budou jednotlivé

charakteristiky produktu (14) uvedeny na konci podkapitoly olefinacnich reakci.

(E/Z)-32-((tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)dotriakont-16-enova kyselina (14)

(o}

Varianta A: Wittigova reakce, tvorba ylidu 1 hod pfi laboratorni teploté

Pracovni postup: 52 mg (0,087 mmol) (15-karboxypentadecyl)trifenylfosfonium
bromidu bylo rozpusténo v 1,5 ml bezvodého THF a ochlazeno na -20°C pod
argonovou atmosférou. Poté bylo pridano 0,19 ml (0,29 mmol)
1M roztoku bis(trimethyl)silylamidu sodného v THF a reakce byla ponechdana dalSich
30 min za chlazeni. Teplota byla pomalu zvySovana na laboratorni teplotu a reakéni
smés byla michana po dobu 1 hod. Vysledny oranzovy roztok byl opét ochlazen na
-20°C a pfidano 27,5mg (0,081 mmol) aldehydu 5 rozpusténého v2,9 mi
bezvodého THF za vzniku svétle Zlutého roztoku. Bylo pokracovano v chlazeni
dalSich 30 min, nasledovalo pomalé zahfivani na laboratorni teplotu a reakce byla
ponechdna za stalého michani pres noc. Reakce byla ukoncena pfidanim 2 ml
nasyceného roztoku NH4Cl a okyselena koncentrovanou HCl na pH 1. Extrakci do
chloroformu (3 x 15 ml) nasledovala sloupcova chromatografie, nejdfive za pouziti
smési Hex/EtOAc 15:1 do vymyti veskerého zbylého aldehydu, poté bylo do mobilni
faze pfidano 0,5 % CH3COOH. Vysledkem bylo 20 mg bilé krystalické latky.

Vytézek: 42 % latky 14.
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Varianta B: Wittigova reakce, tvorba ylidu 1 hod pti laboratorni teploté,
dvojndasobny reakéni ¢as

Pracovni postup reakce je totoziny s variantou A, stejné byly i navazky vychozich
latek, rozpoustédel a reaktantl. Reakéni ¢as byl prodlouzen z 24 hodin na 48 hodin.
Vysledkem bylo 16 mg bilé krystalické Iatky.

Vytéiek: 33 % latky 14.

Varianta C: Wittigova reakce, tvorba ylidu 1,5 hod pfi -20 °C

Pracovni postup reakce je totoiny svariantou A, stejné byly navdzky vychozich
latek, rozpoustédel a reaktant(l. Teplota tvorby ylidu byla -20 °C po dobu 1,5 hod.
Vysledkem bylo 19 mg bilé krystalické latky.

Vytézek: 41 % latky 14.

Varianta D: Julia-Sylvestre olefinace

Pracovni postup: 23,2 mg (0,05 mmol) latky 7 bylo rozpusténo v 1,5 ml bezvodého
THF a ochlazeno na -20 °C pod argonovou atmosférou. Poté bylo pfidano 0,089 ml
(0,089 mmol) 1M roztoku bis(trimethyl)silylamidu sodného v THF a reakce byla
ponechdana dalsich 1,5 hod za chlazeni. K vyslednému oranZovému roztoku bylo
pfidano 14,2 mg (0,04 mmol) aldehydu 5 rozpusténého v 0,9 ml bezvodého THF za
vzniku svétle Zlutého roztoku. Bylo pokraéovano v chlazeni dalSich 30 min,
nasledovalo pomalé zahfivani na laboratorni teplotu a reakce byla ponechana za
stdlého michani pres noc. Reakce byla ukoncéena pridanim 1 ml nasyceného roztoku
NH4Cl a okyselena koncentrovanou HCl na pH 1. Extrakci do chloroformu (3 x 15 ml)
nasledovala sloupcova chromatografie, nejdfive za pouZiti smési Hex/EtOAc 15:1 do
vymyti veSkerého zbylého aldehydu, poté bylo do mobilni faze pfidano 0,5 %
CH3COOH. Vysledkem bylo 6 mg bilé krystalické latky.

Vytézek: 28 % latky 14.
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Varianta E: Julia-Sylvestre olefinace

Pracovni postup: 75,2 mg (0,189 mmol) latky 9 bylo rozpusténo v 2 ml bezvodého
THF a ochlazeno na - 20 °C pod argonovou atmosférou. Poté bylo pfidano 0,33 ml
(0,33 mmol) 1M roztoku bis(trimethyl)silylamidu sodného v THF a reakce byla
ponechdna dalsich 1,5 hod za chlazeni. K vyslednému oraniovému roztoku bylo
pfidano 41,3 mg (0,121 mmol) aldehydu 5 rozpusténého v 2,5 ml bezvodého THF za
vzniku svétle Zlutého roztoku. Bylo pokraéovano v chlazeni dalSich 30 min,
nasledovalo pomalé zahfivani na pokojovou teplotu a reakce byla ponechana za
stdlého michani ptres noc. Reakce byla ukoncena pfidanim 5 ml nasyceného roztoku
NH4Cl a okyselena koncentrovanou HCl na pH 1. Extrakci do chloroformu (4 x 15 ml)
nasledovala sloupcova chromatografie, nejdfive za pouZiti smési Hex/EtOAc 15:1 do
vymyti vesSkerého zbylého aldehydu, poté bylo do mobilni faze pfidano
0,5 % CH3COOH. Vysledkem bylo 9 mg bilé krystalické latky.

Vytéiek: 13 % latky 14.

Varianta F: Julia-Kocienski olefinace

Pracovni postup: 40 mg (0,0837 mmol) latky 11 bylo rozpusténo v 1,5 ml bezvodého
THF a ochlazeno na -20 °C pod argonovou atmosférou. Poté bylo pridano 0,15 ml
(0,15 mmol) 1M roztoku bis(trimethyl)silylamidu sodného v THF a reakce byla
ponechdana dalsich 1,5 hod za chlazeni. K vyslednému oranZovému roztoku bylo
pfidano 22 mg (0,064 mmol) aldehydu 5 rozpusténého v 1,53 ml bezvodého THF za
vzniku svétle Zlutého roztoku. Bylo pokradovano v chlazeni dalSich 30 min,
nasledovalo pomalé zahfivani na pokojovou teplotu a reakce byla ponechana za
stdlého michdani pfes noc. Reakce byla ukonéena pfidanim 5 ml nasyceného roztoku
NH4Cl a okyselena koncentrovanou HCl na pH 1. Extrakci do chloroformu (4 x 15 ml)
nasledovala sloupcova chromatografie, nejdfive za pouZiti smési Hex/EtOAc 15:1 do
vymyti veskerého zbylého aldehydu, poté bylo do mobilni faze pfidano
0,5 % CH3COOH. Vysledkem bylo 24,3 mg bilé krystalické latky. PoZzadovana latka

nebyla pomoci NMR analyzy detekovéna.
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Varianta G

Pracovni postup: 40 mg (0,084 mmol) latky 13 bylo rozpusténo v 1,5 ml bezvodého
THF a ochlazeno na - 20 °C pod argonovou atmosférou. Poté bylo pfidano 0,16 ml
(0,16 mmol) 1M roztoku bis(trimethyl)silylamidu sodného v THF a reakce byla
ponechdna dalSich 1,5 hod za chlazeni. K vyslednému hnédému roztoku bylo
pfidano 22 mg (0,064 mmol) aldehydu 5 rozpusténého v 1,6 ml bezvodého THF.
Bylo pokracovano v chlazeni dalSich 30 min, nasledovalo pomalé zahfivani na
laboratorni teplotu a reakce byla ponechana za stdlého michani pfes noc za vzniku
oranzového roztoku. Reakce byla ukoncena pfidanim 5 ml nasyceného roztoku
NH4Cl a okyselena koncentrovanou HCl na pH 1. Extrakci do chloroformu (4 x 15 ml)
nasledovala sloupcova chromatografie, nejdfive za pouZiti smési Hex/EtOAc 15:1 do
vymyti vesSkerého zbylého aldehydu, poté bylo do mobilni faze pfiddno 0,5 %
CH3COOH. Vysledkem bylo 27 mg bilé krystalické latky.

Vytéiek: 73 % latky 14.

Charakterizace latky 14:

TLC: (Hex/EtOAc 6:1, 0,5 % CH3COOH), Rf = 0,38.

Teplota tani: 46,5-48,5 °C

IH NMR (500 MHz, CDCls) & 5.40 — 5.37 (m, 1H), 5.37 — 5.33 (m, 1H),
4.62 — 4.54 (m, 1H), 3.93 — 3.82 (m, 1H), 3.79 — 3.66 (m, 1H), 3.56 — 3.45 (m, 1H),
3.43-3.32 (m, 1H), 2.34 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.08 — 1.92 (m, 4H), 1.89 — 1.77 (m, 1H),
1.76 — 1.67 (m, 1H), 1.67 — 1.44 (m, 6H), 1.39 — 1.20 (m, 48H).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 179.37, 130.32, 129.85, 98.77, 67.67, 62.24, 53.40,
34.00, 32.57, 30.73, 29.74, 29.71, 29.65, 29.64, 29.62, 29.59, 29.57, 29.53, 29.50,
29.46, 29.41, 29.28, 29.22, 29.13, 29.04, 27.17, 26.20, 25.47, 24.69, 19.62.
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5. Zavér

Hlavnim cilem této prdce byla optimalizace syntézy 32-hydroxydotriakontanové
kyseliny, ktera tvori zaklad molekuly vSech acylCer. Pro splnéni tohoto cile jsme si
stanovili tfi dil¢i cile: pokusit se zménit podminky dfive popsaného postupu
zahrnujiciho Wittigovu reakci, provérit moznost vyuZiti jiného typu spojovaci reakce
pfi tvorbé ultradlouhého tetézce a na zdvér dokonceni celé syntézy vedouci

k ultradlouhé kyseliné.

Bylo vyzkouseno nékolik rGznych Uprav podminek publikované Wittigovy reakce,
zahrnujici zmény teploty pfipravy fosfonium ylidu a zmény jednotlivych reakénich
Casi, avSak nedoSlo kpoZadovanému zvySeni vytézku. Tato reakce je
pravdépodobné na hranici svych moznosti a nizkd reaktivita vychozich latek
v kombinaci s nizkou rozpustnosti vznikajiciho produktu pfili§ neumoziuji dale
zvySovat vytézek nad pfriblizné 40 %, cehoZ bylo opakované dosazeno. Dalsi moznou
komplikaci reakce je ¢astecna nestabilita vychoziho aldehydu (5), ktery se relativné
snadno oxiduje na kyselinu, a proto je vidy nutné pracovat s Cerstvé pripravenym,

aby se této komplikaci predeslo.

Dalsim dilé¢im cilem bylo provérit moznost uplatnéni jiného typu spojovaci reakce pfi
tvorbé ultradlouhého fetézce. Zvoleno bylo nékolik reakci odvozenych od Julia
olefinace, u kterych se predpokladalo, Ze by mohly fungovat |épe neZ dfive popsana
Wittigova reakce. Postupné se podafilo pfipravit sérii v literatufe dosud
nepopsanych heterocyklickych sulfonovych derivatli hexadekanové kyseliny, které
se staly vychozimi ladtkami pro tyto modifikace olefinaénich reakci. Diky jedné
z téchto modifikaci (Julia-Kocienski reakce svyuzitim cyklohexyltetrazolového
derivatu kyseliny) se podafilo zvysit vytéZek reakce nad 70 %, coZ je dvojndsobek
oproti dfive popsanému postupu. Tento Uspéch tak otevira dalsi moznosti zkoumani

pfipravy extrémné dlouhych uhlovodikovych fetézc(.
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Poslednim dil¢im cilem bylo vyuziti takto pfipravenych nenasycenych ultradlouhych
mastnych kyselin k pfipravé kone¢ného produktu, tedy 32-hydroxydotriakontanové
kyseliny. Z ¢asovych didvodu se bohuZel nepodafilo celou tuto syntézu dovést do
zdarného konce, avSak ndsledujici postup byl jiz publikovan, a vbudoucnu
nepredpokldddme Zzadné vyrazné problémy s dokonéenim celého reakéniho
postupu. Kdokonceni kompletni syntézy kyseliny 32-hydroxydotriakontanové
zbyvaji uz jen 4 kroky. Nasledujicim krokem by bylo pfevedeni karboxylové kyseliny
pfed hydrogenaci nenasycené mastné kyseliny (14) na methylester. Dale by
nasledovala katalyticka hydrogenace, odchranéni THP skupiny a bazické odstépeni

methylové skupiny.

Vzhledem k proménlivym vytézkdm nékterych nové popsanych reakci (zejména
pfiprava sulfonovych derivatl), bude v budoucnu také potieba provést optimalizace
jejich  podminek. V delSim casovém horizontu bude pfipravend vyslednd
32-hydroxydotriakontanova  kyselina  vyuZita kzabudovdni do  molekul
w-0-acylceramidll a w-OH ceramidll, pripadné bude navazana na pevny nosic

jakoZto ndhrada za korneocytalni lipidovou obalku v modelech koZni bariéry.
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6. Seznam zkratek

Ac20
AcylCer
Cer
CerS
CoA
DCM
DES
DMF
DMSO
EEDQ
EtOAc
EtOH
Hex
HMPA
LDA
MeOH
MK
NaHMDS
NMR
PCC

Rf

SC
TEA
TBDPS
THF
THP
TLC

anhydrid kyseliny octové
acylceramid

ceramid

ceramid syntdza
koenzym A
dichlormethan
desaturaza
dimethylformamid

dimethylsulfoxid

N-ethoxykarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin

ethylacetat

ethanol

hexan

hexamethylfosforamid

lithium diisopropylamid
methanol

mastna kyselina
bis(trimethylsilyl)amid sodny
nukledrni magneticka resonance
pyridinium chlorochromat
retencni faktor

stratum corneum
triethylamin
terc-butyldifenylsilylether
tetrahydrofuran
tetrahydropyranylova skupina

tenkovrstva chromatografie
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