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ANOTACE

Tato prace popisuje ptipravu jednotlivych diastereoizomert vybranych 2-aminoalkan-3-olt,
neboli 1-deoxysfingosinovych bazi, v racemické form¢. Syntéza téchto sloucenin je zalozena
na aplikaci Henryho reakce pfislusnych aldehyd s nitroethanem a nasledné
redukci nitroaldolovych meziprodukti. Za ucelem déleni anti-/syn- diastereoizomert
2-aminoalkan-3-olti byla provedena jejich derivatizace na ptislusné 2-fenyloxazoliny, jejichz
diastereoizomery byly rozdéleny sloupcovou chromatografii. Hydrolyza oxazolinovych

derivatt poskytla anti-/syn-stereoizomery 2-aminoalkan-3-ola.
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derivaty; Separace stereoizomerl

ANOTATION

This work describes the preparation of individual diastereomers of selected
2-aminoalkan-3-ols, i.e. 1-deoxysphingosine bases, in racemic form. The synthesis of those
compounds is based on the application of Henry reaction of the corresponding aldehydes with
nitroethane and subsequent reduction of the nitroaldol intermediates. The
anti-/syn-diastereoisomers of 2-aminoalkan-3-ols were derivatized to the corresponding
2-phenyloxazolines, whose individual diastereoisomers can be successfully separated by
column chromatography. Hydrolysis of oxazoline derivatives gave anti-/syn-stereoisomers of

target 2-aminoalkan-3-ols.
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1. UVOD A TEORETICKA CAST

1.1. Cile bakalarské prace

Cilem této bakalatské prace bylo provedeni literarni reserse tykajici se pfipravy a pouziti
2-aminoalkan-3-olti, tedy 1-deoxysfingosinovych bazi, s linearnim uhlikatym fetézcem
obsahujicim vice nez 18 atomii uhliku. Na zdklad¢ této literdrni reSerSe mély byt v
praktické casti bakalairské prace ptipraveny racemické formy anti-/syn- stereoizomera
2-aminoikosan-3-olu resp. 2-aminotetrakosan-3-olu. Vychozimi slou¢eninami pro syntézu
uvedenych 2-aminoalkan-3-oli mély byt stearylalkohol a dokosan-1-ol, které mély byt nejprve
pomoci Parikh-Doeringovy oxidace pfevedeny na prislusné aldehydy. Bazicky katalyzovanou
Henryho reakci aldehydu s nitroethanem a néslednou redukci mély byt piipraveny cilové
2-aminoalkan-3-oly jako smés vSech ¢tyf moznych stereoizomerti. Déle mélo byt studovano
déleni jednotlivych diastereoizomerti 2-aminoalkan-3-old, a to jejich modifikaci na cyklické
derivaty — 5-alkyl-2-fenyl-4-methyloxazoliny, u nichz se ptedpokladala moznost separace
prislusnych cis-/trans- izomerti pomoci sloupcové chromatografie. ZavéreCnym reakénim
krokem pak méla byt kysele katalyzovana hydrolyza separovanych 2-fenyloxazolinli. Reakéni
podminky vSech reakénich krokli mély byt zoptimalizovany za tufelem maximalizace
chemickych vytézka a uc¢innosti separace stereoizomerd. Jednotlivé slouceniny (intermediaty a

cilové slouceniny) mély byt charakterizovany pomoci dostupnych analytickych metod.
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1.2. Sfingolipidy

Sfingolipidy pfedstavuji dilezitou tfidu ptfirodnich slouCenin, které se vyskytuji v

podstaté u vSech zivoc€icht, rostlin, hub a u nékterych prokaryotickych organismu a virt. Jejich

zakladni funkci je funkce stavebni, nebot’ predstavuji strukturni slozky biomembran,

lipoproteint, kize a jinych biomateriala. Dalsi jejich vyznamnou biologickou aktivitou je

funkce regula¢ni, mohou napiiklad vystupovat jako moduldtory a mediatory bunécné

signalizace.!! Sfingosin byl poprvé identifikovan v ethanolickych extraktech mozkové tkang, a

to jiz v roce 1884. Byl pojmenovan po feckém mytologickém stvoieni ,,Sfinga®, kvuli jeho

tajemné povaze.’ Chemicka struktura Sfingosinu, z néhoZ je odvozena jedna ze skupin

slozenych lipidii — tzv. sfingolipidy, byla uréena ve 40. letech 20. stoleti.]

Obecné lze sfingolipidy rozdélit do n¢kolika hlavnich tiid (Obr. 1):

jednoduché sfingoidni baze a jejich derivaty (napfi. sfingosin-1-fosfat)
Ceramidy — amidy sfingoidnich bazi (pfedevsim sfingosinu) a mastnych kyselin
s dlouhym fetézcem (R: acyl)

Fosfosfingolipidy — ceramidy, ve kterych je na primarni skupinu sfingosinu
vazana esterovou vazbou kyselina fosforecnda a nasledné dalsi
hydroxysloucenina (napft. cholin, inositol, serin)

Glykosfingolipidy — ceramidy, ve kterych je na primarni skupinu sfingosinu
vazéna prostiednictvim glykosidové vazby sacharidova molekula. V ptipadé
pritomnosti monosacharidu se jedna o cerebrosidy; pokud je vazan oligosacharid

nebo derivat sacharidu, rozliuji se globosidy, sulfatidy a gangliosidy.[*!

12



Sfingosin Ceramidy Fosfosfingolipidy Glykosfingolipidy
R: Acyl R: Acyl R: Acyl
R5: Sacharid(y)

Obr. 1 Rozd¢leni sfingolipidii

Sfingolipidy tedy pfedstavuji heterogenni skupinu sloucenin s rozdilnou polaritou, které
ovSem sdileji spolecny strukturni motiv. Tim je zakladni sfingoidni fragment, ktery je

biosyntetizovan de novo ze serinu a acyl-CoA (napft. palmitoyl-CoA). Kromé vyse uvedenych

vvvvvv

komplexnich sloucenin, jako jsou napf. lipoproteinové adukty."!
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OH

3-Ketosfinganin NH;
. . SPT . reduktasa ] ] :
Palmitoyl-Coa + L-Serin ———— 3-Ketosfinganin » Dihydrosfingosin
lCerS
OH oH OH
N HOW\C H '
R1O/\‘/\/\C13H27 1327 HO/\‘/\/\C'ISHZ?
NHCOR NHCOR NHCOR
f i SMS Des1
stingomyeliny ceramidy --———— dihydroceramidy

= i SMase
R4= fosfocholin R= zbytek mastné kyseliny

GCs GCase CerS CDases
CerPP || CerK

Glukosylceramid

HO C13H27
L7 ‘: Ceramid-1-P NH,
:: Sfingosin
Laktosylceramid "
S f S1PP || SK
N Sfingosin-1-P
RzO/\[/\/\CmHz? °
NHCOR S1PL

glykosfingolipidy

R,= sacharidy hexadekanal +
ethanolamin-P

Schéma 1 Biosyntéza sfingolipid!®

Je znamo, Ze metabolity sfingolipidl se ti¢astni kli¢ovych udalosti pfi pfenosu signalu
a bunééné regulace.[”! Ovliviuji také aspekty iniciace, progrese a odpovédi na lé¢bu rakoviny,
napt. urcité ceramidy se uzce podili na regulaci riustu, diferenciace, starnuti a apoptosy

rakovinnych bungk.!®!
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1.3. 1-Deoxysfingosinové baze

1-Deoxysfingolipidy jsou atypické sfingolipidy. Vznikaji pfedevsim jako vedlejsi
produkty béhem biosyntézy sfingolipidi de novo, konkrétn¢ pii kondenzacni reakci serinu
s palmitoyl-CoA katalyzované enzymem serinpalmitoyltransferasa (SPT). Geneticky
podminéné mutace ve struktufe enzymu SPT vedou v disledku k zaméné bézného
substratu — L-serinu za L-alanin (formaln& deoxyserin).”! 1-Deoxysfingolipidy ptisobi
neurotoxicky a jejich zvySené hladiny jsou charakteristickym znakem vzacné dédicné
senzorické neuropatie typu I. Vyznamné zvySené hladiny 1-deoxysfingolipidi byly zjistény
také u pacientfl s metabolickym syndromem nebo diabetem typu 2.1'% Rovnéz bylo zjisténo, ze
1-deoxysfingolipidy zhorsuji cytoskeletalni dynamiku a bunéénou regulaci.'!]

Vzhledem k vySe uvedené signifikantni biologické aktivité 1-deoxysfingosinovych bazi
se témto sloucenindm dostalo zna¢né pozornosti nejen z oblasti biochemie a mediciny, ale
rovnéz se staly predmétem zdjmu ze strany syntetickych chemikl. V nedavné dobé byla
vyvinuta celd fada rGznych syntetickych metod, které kromé vlastni syntézy téchto
slouCenin fteSily 1 aspekt erythro- resp. threo- konfigurace ve struktuie aminoalkoholi.
Nejveétsi pozornost byla vénovana Spisulosinu (1) (Obr. 2), se systematickym nazvem

(25,3R)-2-aminooktadekan-3-ol.[!?]

OH

A

NH,
Obr. 2 Struktura Spisulosinu (1)

Tato molekula byla izolovana z motského zivocCicha (mekkyse) Spisula polynyma
(syn. Mactromeris polynyma).'*>'3 Spisulosin a jeho syn-diastereoizomer byl poprvé
syntetizovan v roce 1957. Cilem této prace bylo pfedev§im stanovit absolutni konfiguraci na
stereogennich centrech v lipidovych bazich, které obsahuji dva nebo vice asymetrickych atomi
uhliku.'314 Pozd&ji bylo zjisténo, Ze Spisulosin vykazuje vyraznou cytotoxicitu vaci
lymfocytarnim leukemickym buiikdm mysi L1210. Spisulosin je také cytotoxicky viici dal§im
bunéénym liniim nadort in vitro, napt. P-388 (ICso= 0,01 mg/ml); A-549 (ICso= 0,05 mg/ml);
HT-29 (ICso = 0,05 mg/ml) a MEL-28 (ICso = 0,05 mg/ml).l"¥) Dale se ptedpoklada, ze
Spisulosin by mohl piisobit jako antagonista receptoru pro sfingosin-1-fosfat.'>) Diivodem této
hypotézy je fakt, Zze Spisulosin, jelikoz nema alkoholovou skupinu v poloze 1-, nemuze

byt fosforylovan, a proto nemulze poskytovat in vivo sfingosin-1-fosfat. Je znamo, Ze
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sfingosin-1-fosfat, ktery je pfirozenym metabolitem ceramidd, zabrafiuje apoptose bungk.['®!
Dal$im z neddvno popsanych 1-deoxysfingosinovych derivatii je Clavaminol A (2)

(Obr. 3) systematicky (2R,3S5)-2-aminododekan-3-ol. Jeho struktura je zajimava tim, ze ma

opacnou absolutni konfiguraci na stereogennich centrech nez je tomu v piipadé Spisulosinu a

(17

derivatii Sfingosinu.'” Pozdgji bylo zjisténo, ze v ptirodé se vyskytuje i opa¢ny enantiomer,

oznacovany jako ent-Clavaminol A, ktery byl izolovan z Brazilské¢ sumky Clavelina

oblonga.!¥

OH
Y
NH.
Obr. 3 Struktura Clavaminolu A (2)

Clavaminol A (2) se spolu s ostatnimi Clavaminoly (B—N) vyskytuje ve sttedomoiské
sumce Clavelina phlegraea. Oba stereoizomery, liSici se v absolutni konfiguraci, vykazuji
zajimavou cytotoxickou aktivitu. Cytotoxicka aktivita Clavaminolu A byla studovdna na
nadorovych bunéénych liniich AGS (karcinom Zzaludku), A549 (karcinom plic) a T47D

(19.201 Spisulosin

(karcinom prsu). U ent-Clavaminolu A byla pozorovana i antifungélni aktivita.
vykazuje vyssi cytotoxickou uc¢innost nez oba Clavaminoly A, coZ muize souviset s jeho vyssi
lipofilitou, zptisobenou ptitomnosti delsiho alkylového fetézce.[*”!

DalSim dulezitym zastupcem 1-deoxysfingosinovych derivatl je Xestoaminol C (3)
(Obr. 4) systematicky (25,3R)-2-aminotetradekan-3-ol, ktery byl poprvé izolovan z motské
houby Xestospongia sp. Tato slou¢enina inhibuje reverzni transkriptasu (95% inhibice pfi 1 mg
/ml).2" Zaroven Xestoaminol C vykazuje vyznamnou protinadorovou aktivitu na nékterych

buné&enych liniich (ICso v rozmezi 0,44-4,5 pM).1?%]

OH

NH,
Obr. 4 Struktura Xestoaminolu C (3)

Nedéavno byl v novozélandské hnédé tase Xiphophora chondrophylla nalezen také jeho
syn-diastereoizomer s absolutni konfiguraci (25,35)-, oznaCovany jako epi-Xestoaminol C.
Tento stereoizomer vykazuje jistou cytotoxickou aktivitu proti lidskym nadorovym buiikdm
HL-60, HEK a A549. Vykazuje také antibakteridlni aktivitu jak u grampozitivnich, tak u

gramnegativnich patogennich bakterii s hodnotami MIC v rozmezi 6,25-25 pg/ml.[>*]
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Kromé vySe uvedenych pfirodnich 1-deoxysfingosinovych bazi byly pfipraveny také
zastupci obsahujici linedrni uhlikaty fetézec s jinymi poctem atomi uhliku nez 12, 14 resp. 18.
Rovnéz tyto latky vykazuji relevantni protindadorovou aktivitu vici liniim nadorovych bunék
(leukémie, karcinom plic, karcinom stfev, karcinom ledvin, karcinom prostaty, karcinom
vaje¢nikil, karcinom prsu, sakroméim a melanomdm).[!*]

Mozny mechanismus cytotoxického ucinku téchto latek je zalozen na jejich
kompetitivni vazbé k receptorim urcenym pro endogenni sfingosin. Mechanismus ucinku
muze také zahrnovat za¢lenéni téchto 1-deoxysfingosinovych bazi do riiznych tiid sfingolipidd,
tj. sfingomyelinli, ceramidt ¢i gangliosidi. V obou piipadech mohou byt naruseny bunééné

procesy fizené témito slouceninami.'!
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1.4. Metody pripravy Spisulosinu (1)

V literatuie popsané metody syntézy sfingoidnich bazi 1ze obecné klasifikovat do tif
rozdilnych syntetickych strategii: jednou z nich je tzv. ,chiral pool* pfistup, tedy vyuziti
enantiomern¢ Cisté chiralni vychozi latky ¢i Cinidla. Dalsi dvé patii do kategorie asymetrické
syntézy, a to bud svyuzitim tzv. pomocnych chirdlnich cinidel nebo vyuzivajici

enantioselektivni katalyzu.?#

1.4.1. Asymetrické syntézy vyuzivajici enantioselektivni katalyzu

Jedna zmetod ptipravy Spisulosinu (1) popsanych v literatuie spociva v aplikaci
asymetrické Henryho reakce. Studie, kterou publikoval Xu Kun a kolektiv (Schéma 2),1>> byla
provedena s chirdlnim médnatym komplexem ligandu 6, jakozto enantioselektivnim
katalyzatorem. Nitroaldol 7 v byl ziskdn v 82% vytézku a s enantioselektivitou 95 % ee.
Majoritnim diastereoizomerem byl pozadovany anti-izomer. Nitroaldol 7 byl nasledné

redukovan pomoci hydrogenace za katalyzy Pd-C na vysledny Spisulosin (1) v 73% vytézku.[2"]

6 (10 mol %)

o) CuBr, (10 mol %) OH Hz OH
CS,C0O5 (15 mol %) ’H\)\/ Pd-C (10 mol %) /H\/k/

13 THF,0°C, 72 h : MeCH, 12 h H
NO, NH,

4 5 6: 7 1
anti/syn = 10.6/1
N 95% ee
OH
CF,

Schéma 2 Piiprava Spisulosinu (1) pomoci asymetrické Henryho reakce!>!

Dalsi popsanou metodou pro piipravu Spisulosinu (1) s vyuzitim enantioselektivni
katalyzy je vyuziti asymetrické aminace aldehydu, kterou publikoval Pandey a kolektiv v roce
2013 (Schéma 3).2! V prvnim reakénim kroku byl vychozi propanal (8) podroben reakci s
dibenzylazodikarboxylatem (DBAD) v acetonitrilu za katalyzy L-prolinem, ¢imz vznikl
relativné nestabilni intermediat 9. Ten dale reagoval s allylbromidem za katalyzy praSkového
india za vzniku alkoholu homoallylového typu 10, u kterého byl majoritnim produktem
anti-izomer. Nasledné¢ byla provedena metateze katalyzovdna Hoveyda-Grubbsovym

katalyzatorem druhé generace 11 s pfisluSnym alkenem, kterd poskytla slouc¢eninu 12.
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V poslednim kroku bylo pomoci hydrogenace na Raneyové niklu dosazeno redukce dvojné
vazby slouceniny 12 a zaroven odchranéni aminové skupiny. Vysledny Spisulosin (1) byl touto

syntetickou metodou ziskan v celkovém vytézku 63 %.[2¢]

DBAD (1.2 eq) In(2eq) OH
rolin (10 mol %) CHO B (2eq) :
Acho 2 O Y - S
CHLCN (0.1 M)  [CBzN. CHaCN-THF-H,0 (4:3:1) N
0°C,3h NHCBz 12 h, 75 % *NHCBz
8 9 10
>99:1 anti/syn
99% ee

A7 oH s (60 psi) OH
11 _ Y\/\/l,\]\ Raney, Ni H
Katalyzator 11 " TMeOH, AcOH Y\/\’{’\l71

CH,Cly, 6 h, reflux, 85 % CBZN. . o 8 h, 99 % NH,
11 12 1
NYN
Cl
Ru

4%

Schéma 3 Ptiprava Spisulosinu (1) vyuZivajici asymetrickou aminacil®®

Spisulosin (1) je dale mozné pfipravit s vyuzitim Sharplessovy epoxidace (Schéma
4).27 Sharplessova asymetricka epoxidace alkoholu 13 katalyzovana D-(-)-diethyl vinanem
vedla k zisku epoxyalkoholu 14 v 85% vytézku, a s excelentnim enantiomernim piebytkem
>98% ee. Nasledovala azidolyza epoxidu 14 azidem sodnym v suchém DMF za pfitomnosti
trimethylboratu. Ackoli reakce probihala selektivné na uhliku C-2, byla pfipravena smés
azidodiolii 15 (majoritni) a 16 (minoritni). Bohuzel, tyto dva regioizomery nebylo mozné
separovat pomoci sloupcové chromatografie. Nasledovalo tedy pfevedeni slouc¢enin 15 a 16 na
piislusné tosylaty 17 a 18, a to pisobenim tosylchloridu za ptitomnosti triethylaminu. Vzniklé
tosylaty 17 a 18 jiz bylo mozné separovat sloupcovou chromatografii. Na zaklad¢ izolované¢ho
mnozstvi jednotlivych tosylati 17 a 18 bylo stanoveno, Ze pii azidolyze vznikly azidy 15 a 16
v poméru 85:15. Sloucenina 17 byla dale redukovana pomoci LiAlH4 v THF, ¢imz byl ziskan

Spisulosin (1) v 70% vyt&zku.?”!
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D-(-)-DET

Ti(0i-Pr),
TBHP
e Y > C..H OH
CisHa1 OH “GhyCl, —25°C 241 57810
13 14
)O\H/\ o
NaN3, (MeO);B .
» CqsH ; OH +
DMF, 50 °C, 5 h R Cme/Ajgj\OH
3
15 16

TSCIU.1eq)lC}be,TEA,O°C,6h

OH N
C1g4a/l\§/”‘0Ts *+ CysHa” Y OTs
N3 OH
17 18

LiAIH4 lTHF, 0°C,5h LiAIH, lTHF, 0°C,5h

)Oi/ NHZ
C15H31 H C15H31/Y
NH, OH
1 19

Schéma 4 Piiprava Spisulosinu (1) pomoci Sharplessovy epoxidacel*”!

Dalsi metodou pro ptipravu Spisulosinu (1) s vysokou diastereoselektivitou je aplikace
Morita-Baylis—Hillmanovy reakce (Schéma 5).?®! Syntéza za¢ind uvedenou reakci mezi
hexadekanalem (4) a methyl-akrylatem v ptitomnosti DABCO, ktera poskytla slou¢eninu 20
v 60% vytézku. Hydroxylové skupina slouceniny 20 byla nésledné silylovana pomoci
TBSOT{/TEA za vzniku silyletheru 21 v 70% vytézku. Nasledovala hydrolyza esterové
skupiny 21 vedouci ke kyseliné 22. Uvedené tii reakéni kroky probé&hly s celkovym
vytézkem 42 %. Nasledovalo pfevedeni kyseliny 22 na acyloin 23 pomoci Curtiova pfesmyku
anasledné hydrolyzy enaminu. Reakce byla provedena formou ,,one-pot‘ syntézy s vyslednym
40% vytézkem. Acyloin 23 byl poté preveden reakci s benzylaminem na imin, ktery byl ihned
redukovéan pomoci NaBH3CN na benzylaminovy derivat 24. Vytézek této reduktivni aminace
byl 70 %. V piedposlednim kroku byl benzylovany amin 24 debenzylovan za podminek
katalytické hydrogenace (katalyzatorem bylo 5% Pd-C), s vytézkem aminu 25 90 %. Posledni
krok ptedstavoval odstranéni silylové skupiny, ¢imz byl ziskdn vysledny Spisulosin (1) v 98%

vytézku. 28
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1. methyl-akrylat R.
0 MeOH, DABCO O O
/I’\l\)l\ 50 °C NaOH
% H 2 7BSOTrTEA 73 o~ IVIeOH/H20
4 CH20|2, t. a. 20! R=H
21, R=TBS
1. CIOCO,Et, aceton, 5 °C
2. NaNjs, rt.
3. toluen, reflux
4. H,0, reflux
OR TBS. TBS
1. Pd/C, Hp, AcOH o N
NH CH,Cl, 50 °C 1. NHBn, CHoCly 9
2. HCI, MeOH/CH,Cl5 13 2. NaBH,;CN 13
25 R=TBS 24 23
1, R=H

Schéma 5 Priprava Spisulosinu (1) pomoci Morita-Baylis-Hillmanovy reakce!*®!

1.4.2. Asymetrické syntézy vyuZivajici pomocna chiralni ¢inidla

V literatufe je popsana syntéza Spisulosinu (1), kterd vyuziva chirdlni
N-terc-butylsulfinylimin 26 (Schéma 6),°°! coz je sloucenina snadno pfipravitelnd z
komeréné¢ dostupného  N-ferc-butylsulfinamidu. Reakéni sekvence zacina adici
racemického allenového derivatu 27 na N-ferc-butylsulfinylimin 26, kterd poskytla
anti-(2S,3R)-sulfinylamidoalkylether 28 v 94% vytézku. Reakce se vyznacovala vysokou
stereoselektivitou, nebot’ byly vytvofeny pouze dva diastereoizomery, a to v poméru 93:7.
Nésledna reakce slouceniny 28 s TBAF vedla k desilylaci v pozici trojné vazby a vysledny
surovy produkt byl podroben semihydrogenaci za ptitomnosti Lindlarova palladiového
katalyzatoru, ¢imz byl ziskdn meziprodukt 29 jako smés dvou diastereoizomert v poméru 91:9
a v 95% vytézku. Poté byla provedena zkiizena metateze pomoci Grubssova katalyzatoru 2.
generace, pricemZ vznikl majoritné E-izomer slouceniny 30. Celkovy vytéZzek téchto tii
reakénich krokd byl 72 %. Nezaddouci Z-izomer byl poté separovan pomoci flash
chromatografie. Nasledovala deprotekce MOM-etheru 30 pomoci HCl v suchém MeOH,
surovy produkt byl neutralizovan a ptimo hydrogenovan vodikem za katalyzy Pd-C za zisku

Spisulosinu (1) v celkovém 93% vytézku.[*"]
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MOMO, ZnBr \k Y
Y ~c=

Ss H TMS NS0 Tms HN"S%0
NI O ()-27, (4 ekvivalenty) P 1. TBAF, THF,0°C %
)\H Et,0, 80 °C 2 Hp (1am), Lindiar P~ Y
OMOM aceton-hexan, 20 °C OMOM
26 28 29
Xy (CH2)12CH; HN- S0 1. HCI, MeOH, 65 °C NH
(4 ekvivalenty) TN (CHy)1,CH, 224 NaHCO, T 2
- 211243 > A CH,){4CH
Grubbs. Il katalyzator /Y\/ 3. H, (1 atm), Pd/C /\‘/( 2)14CH3
CHyClp, 40 °C OMOM MeOH, 20 °C OH
30 1

Schéma 6 Piiprava Spisulosinu (1) vyuzivaji N-terc-butylsulfinylimin!**!

Spisulosin (1) miize byt také piipraven modifikaci chirdlniho aziridinu 31
(Schéma 7)Y Vychozi litku 31 je mozné piipravit z komeréné dostupného
(+)-menthyl (S)-1-((R)-1-fenylethyl)aziridin-2-karboxylatu, ktery reakci s hydrochloridem
N,O-dimethylhydroxylaminu poskytne Weinrebliv amid, jenz je nasledné pfeveden s vyuzitim
organokovového ¢inidla na latku 31. Reakéni schéma zaciné redukei aziridinu 31 pisobenim
smési NaBH4 a ZnClz za vzniku erythro-izomeru 32 v 84% vytézku. Tento izomer 32 byl
nasledn¢ hydrogenovan vodikem za katalyzy Pd(OH)./C v pfitomnosti BocoO, piicemz

vyslednym produktem byl N-Boc-Spisulosin (33) v 95% vytézku.l*%]

Me;, Ph MEf‘ Ph HQ (1 atm)
T o T oH PA(OH),/C OH
M NaBHj4, ZnCl; N = Boc,0 Y\C H
—_— —_—— 15H31
! CqsHa; MeOH, 30 °C u(H\Cﬁ,H31 MeOH NHBoo
31 32 33

Schéma 7 Piiprava vychazejici z aziridinového derivatu 3150

1.4.3. ,,Chiral pool‘‘ pFistup

V ptipadé€ ,,chiral pool* ptistupu je konfigurace na stereogennich centrech Spisulosinu
(1) dana absolutni konfiguraci enantiomerné Cistého chiralniho reaktantu. Jedna z moznych
syntéz Spisulosinu, spadajici do této kategorie, vyuziva N-Boc-L-alaninal. Tato piiprava
(Schéma 8),°! kterd byla popsana v roce 2013, zacind hydrozirkonaci pentadec-1-ynu (34)
pomoci Schwartzova ¢inidla. Nasledovala transmetalace alkenylzirkonu 35 pomoci EtZn

v hexanu, kterd poskytla organozine¢natou slouceninu 36. Poté doslo k adici latky 36 na
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N-Boc-L-alaninal za zisku smési diastereoizomert 37, kdy syn-adukt vznikal predominantné
v poméru 7.3:1 a v 82% vytézku. Smés diastereoizomert 37 nebylo mozné separovat, a proto
byly pomoci bazicky iniciované intramolekularni cyklizace pievedeny na pftislusné
oxazolidinony 38. Stereoizomery oxazolidinonu 38 byly izolovany pomoci flash
chromatografie. Poté byla provedena hydrogenace dvojné vazby vodikem katalyzovana 5% Rh
v ALO; a ziskané oxazolidinony 39 byly nésledné hydrolyzovany pomoci ethanolu
a vodného 2M roztoku NaOH (1:1) za =zisku Spisulosinu (1) v90% vytézku a
(25,3S)-2-aminooktadekan-3-olu (2S5,35)-1 v 92% vytézku.l®

Cp,ZrCIH Cp.,, ~XxCisHar Et,Z
= CisHyy [ a4 o =T e
CH,Cl, Cp hexan
34 35 36
N-Boc-L-alaninal l CH,Cl,
Ci3Hz7 CiaHz7
L 2
P KoCOg &
+ HN_ O CiaHzr
\n’ i MeOH NHBoc
O O 37
cis-3 frans-38 synlanti 7.3:1 (82%)
ng 5% Rh/Al,O3 l Ha, 5% Rh/AlLO;
H Cy3H
3_(\/ Ci3Hz7 }_/\/ 13027 OH
L aq. 2 M NaOH s
HN_ O iy g T
T jr EtOH NH,
(0] o 1
cis-39 trans-39

lEtOH, aq. 2 M NaOH

OH
WCmHz?
NH

(25,35)-1

Schéma 8 Ptiprava Spisulosinu (1) pomoci N-Boc-L-alaninalu!®

Vramci ,,chiral pool“ piistupu k syntéze Spisulosinu (1) je dilezitou metodou
synteticky postup vychazejici z Garnerova aldehydu, ktery byl publikovan v roce 2010 autory
Ghosal a Shaw (Schéma 9).2! Garnertiv aldehyd 40 Ize pfipravit z L-serinu a v sou¢asnosti

je komer¢né dostupny. Garnertiv aldehyd 40 byl nejprve reakci s vinylmagnesiumbromidem
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pfeveden na alkohol 41 v 74% vytézku. Adice probéhla se znacnou stereoselektivitou, vznikla
smés anti- a syn-izomert v poméru 6:1. Majoritni anti-izomer 41 byl néasledné separovan
pomoci sloupcové chromatografie. Nasledovala protekce alkoholové skupiny pomoci
benzylbromidu, kterou byl ziskdn O-benzylether 42 v 91% vytézku. Poté bylo provedeno
otevieni cyklu pomoci PTSA za zisku meziproduktu 43 v 84% vytézku. Reakce pokracovala
tosylaci alkoholové skupiny meziproduktu 43 pomoci tosylchloridu, ¢imz byla zavedena dobie
odstupujici skupina. Tosyl-derivat 44, ziskany v 73% vytézku, byl poté podroben nukleofilni
substituci plsobenim LiAlH4 za vzniku alkenu 45 v 80% vytéZzku, ktery prostfednictvim
zktizené metateze katalyzované Grubbsovym katalyzatorem 2. generace poskytnul latku 46
v 87% vytézku. Nasledné byla sloucenina 46 hydrogenovana vodikem za katalyzy Pd/C, coz
vedlo k vytvoreni N-Boc-Spisulosinu (33) v 91% vytéZzku. Poslednim krokem této reakce byla
kysele katalyzovana hydrolyza nasledovéana neutralizaci, kdy byl ziskdn Spisulosin (1) v 90%

vytézku. B!

7‘(NBO(: /\MQBF 7(NBoc: BnBr, NaH j<NBoc PTSA
@) —_ = 0 _

A A o -
N THF, -78 °C : DMF, 91% 3 MeOH, 0 °C
CHO
40 HO BnO
a1 42
NHBoc NHBoc NHBoc
HO. _~ TsCl, TEA  TsO. _A LiAIH, f
N — Y —m—@—@ N
\/ﬁo;n\ CHxClp, 25 °C \/\O;n\ THF, -20°C /\(‘;n\
43 44 45

NHBoc NHBoc
Z > (CHy)ipCHs Hy, PdIC :

— xCisHsr —— CysHz7
Grubss. |l katalyzator MeOH-CHCl3

DCM, reflux OBn OH
46 33
NH;
1. HCI-di :
L rdioxan /Y\/C13H27
2.aq. NaCH
DCM 1 OH

Schéma 9 Ptiprava Spisulosinu (1) vychazejici z Garnerova aldehydul®!!

Jinou piipravu Spisulosinu (1) popsal vroce 2009 Galvez a kol. (Schéma 10).5?!
Syntéza vychazi z N-benzyliminu 47, ktery je odvozen od D-glyceraldehydu a lze jej
pripravit z komeréné¢ dostupného D-mannitolu. Na N-benzylimin 47 byl adovén
methylmagnesiumbromid v pfitomnosti BF3-OEty, pficemz reakce probéhla vyrazné

stereoselektivné (pomér anti/syn 94:6) a ve vytézku 69 %. Pozadovany stereoizomer
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N-benzylaminu 48 byl izolovan pomoci sloupcové chromatografie a nasledné byl preveden
pomoci Boc2O na derivat 49 v 92% vytézku. Nasledné byly odstranény chréanici skupiny (Bn a
isopropyliden), a to nejprve plisobenim lithia v kapalném amoniaku a poté p-Ts-OH, ¢imz
vznikl aminodiol 51 ve vytézku 95 % (pro oba kroky). Aminodiol 51 byl nasledné tosylovan
pomoci tosylchloridu, a vznikla slou¢enina 52 byla reakci s KoCOs prevedena na aminoepoxid
53 ve vytézku 83 % (pro oba kroky). Reakéni sekvence pokrac¢ovala nukleofilnim otevienim
kruhu, a to pasobenim n-tetradecylmagnesiumbromidu za vzniku N-Boc-Spisulosinu (33)
v 80% vytézku. Aminova skupina byla v poslednim kroku odchranéna v kyselém prostiedi za

vzniku hydrochloridu Spisulosinu (1) v 91% vytézku a sumarnim vytézku 36 %.532!

MeMgBr
O7 50 BF3 EtO, 7 \/K/io Boc,0, TEA 710
EtOQ -20°C MeOH, 50 °C

NBn KHBn BnNBoc
47 48 49
740 \)O\H/
LI/NH3 p-TSOH HO
—
E60, -50°C \)\/ MeOH, reflux !
NHBoc NHBoc
50 51
TsCl, TEA OH 5
Bu,SnO
DA tso A K2C0s S/
CHxCl, H CH3;0H, 0 °C z
NHBoc NHBoc
52 53
CuBr
CH3(CH2)13MQBF \l\/]J\/
THF, 0 °C 14 : EtOAc 14 Y
NHBoc NH3 crr
33 1 HCI

Schéma 10 Priprava Spisulosinu (1) vychazejici z N-benzyliminu*?!

Dalsi, pomérné jednoduchd metoda syntézy Spisulosinu (1), je zaloZzena na nukleofilni adici
terminalniho alkynu na N,N-dibenzyl-L-alaninal spojeny s naslednou hydrogenaci trojné vazby.
Reakéni sekvenci 1ze provést formou ,,one-pot*‘ syntézy. Byla popsana v roce 2014 Padronem
a kol. (Schéma 11).*'Kli¢ovou vychozi slou¢eninu — N,N-dibenzyl-L-alaninal — lze pfipravit
parcialni redukci esterové skupiny slouceniny 54 pomoci redukéniho ¢inidla DIBAL-H.
Nésledna adice pentadecyn-1-ylmagnesiumbromidu za vzniku slouceniny 55 probéhla v 60%
vytézku a s vysokou diastereoselektivitou dr 95:5 (anti:syn). Poslednim krokem byla
hydrogenace vodikem za katalyzy Pd(OH)./C, ¢imz byl ziskdn Spisulosin (1) v 70%

vytézku.3
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OH OH

\rCOZBn 1. DIBAL-H, Et,0, -78 °C

: H,, Pd(OH), :
S i LLCE
NBn, 2. BrMgC=C(CH,)1,CH3 \:5;;:\§§\F“+} MeOH 14

Et,O 1 NH;
54 55 1

Schéma 11 Priprava Spisulosinu (1) vyuzivajici adici Grignardova ¢inidla na derivat alaninu

54133

Dalsi metoda syntézy Spisulosinu (1) vyuziva jako vychozi slouceninu derivat
pfipraveny z D-isoaskorbové kyseliny (Schéma 12). Pfiprava D-isoaskorbové kyseliny byla
popsana v roce 1988.0** Syntéza zacina ozonolyzou latky 56 a naslednou redukei aldehydu na
alkohol 57. Ten byl poté pfeveden na jodderivat 58, ktery dehalogenaci poskytnul latku 59.
Latka 59 byla dale benzylovana a u vysledného derivaitu 60 bylo provedeno
odchranéni vicinalniho diolu za vzniku slouceniny 61. Poté doslo k oxidativni fragmentaci
spouzitim NalO4s a nasledovala Wittigova reakce sylidem, ktery byl ziskan
z tetradecyltrifenylfosfonium-bromidu, coz vedlo ke vzniku smési alkenit (pomér Z:E 94:6).
Opakovanou chromatografii 1ze ziskat Cisty Z-izomer 62. Katalytickd hydrogenace poté vedla
k saturaci dvojné vazby a odstranéni benzylové skupiny. Ziskana sloucenina 63 byla
v poslednim kroku ptfevedena na Spisulosin (1) pomoci bazické hydrolyzy karbamové skupiny,

s celkovym vytézkem 31 %.1°)
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Schéma 12 Priprava Spisulosinu (1) vyuZivajici derivat D-isoaskorbové kyseliny!**!

Dalsi zajimava syntéza popisuje ptipravu ent-Spisulosinu ent-1 s vyuzitim asymetrické
o-hydroxylace homologu Garnerova aldehydu katalyzované L-prolinem (Schéma 13).13¢
Vychozi aldehyd 64 je nejprve uvedenou o-hydroxylaci a naslednou redukci aldehydové
skupiny pfeveden na diol 65, u kterého byla nasledné ochranéna primarni hydroxylova skupina
(TBDPS). Poté¢ doslo k ochranéni rovnéz sekundarni hydroxylové skupiny (Bn). Nasledovalo
selektivni odchranéni priméarni hydroxylové skupiny desilylaci ptisobenim TBAF. Poté byla
provedena oxidace primarni hydroxylové skupiny latky 67 na aldehyd 68. V naslednych
krocich byla provedena diastereoselektivni Wittigova reakce, otevieni kruhu pomoci
p-toluensulfonové kyseliny a tosylace hydroxylové skupiny, coz poskytlo latku 70. Poté byla
provedena nukleofilni substituce O-tosyl skupiny LiAlH4 a katalytickd hydrogenace, coz vedlo
k ent-Boc-Spisulosinu 33. Ten byl kyselou hydrolyzou pieveden na hydrochlorid

ent-Spisulosinu (1) v celkovém vytézku 13 % této 12-ti krokové syntézy.*®!
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1. L-prolin (10 mol%)
BocN PhNO, 3h, 15 °C DMSO -

O 2. NaBH,, Cu(OAc),
1h,0°C, EtOH

HO
WOH

TBDPSCI, TEA, DMAP
BocN »
4,0 10 h, 0 °C-rt, DCM
65
OH

\OH .OBn
1. BnBr, NaH, 3 h, 0 °C-rt, DMF‘; IBX, 4 h, DMSO _
BocN 2 TBAF, 2 h, THF " BocN -
)ro 4.0

67
C13H27

Bn
C14H20PPh3Br, t-BuOK wOBn

-20°C, 8 h, DCM

1. p-TsOH, 1.5 h, 0 °C— rt, MeOH

2. p-TsCl, TEA, DMAP, 6 h
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BocN

Hy, PdIC OH

LiAIH4
- . .
~OBn h, 0 °C—rt, THF ~OBn 3 "MeoH \M’M\(
OTs NHBoc
BocNH - ent-33
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HCI _ :
FtOAc, 1. 5h rt \H:h/
NH% CI-
ent-1 HCI

Schéma 13 Ptiprava ent-Spisulosinu ent-1 skrze o-hydroxylaci katalyzovanou L-prolinem!*®!

Syntéza Spisulosinu (1), kterd byla publikovdna v roce 2013 (Schéma 14), vychazi
z vychoziho azidoesteru 75, jehoZ ptiprava byla popsana jiz v roce 2000.57! Azidoester 75 byl

pfipraven sledem reakci, kdy nejprve doSlo k asymetrické

ethyl-oktadec-2-enoatu 72 pomoci AD-mix-B-((DHQD) 2PHAL), poté nasledovalo ptevedeni

dihydroxylaci

diolu 73 na cyklicky sulfit 74 a v poslednim kroku byla provedena regioselektivni a-azidace.l*”
U Azidoesteru 75 byla nejprve provedena redukce esterové skupiny na alkoholovou s vyuzitim
NaBHa4. Poté byla provedena reakce s thionylchloridem a nasledna oxidace ptisobenim NalO4
za katalyzy RuCls za vzniku cyklického sulfatu 77. Ten byl nésledné zredukovéan za vzniku

Spisulosinu (1) v 79% vytézku.8!
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S0,

o AD-mix-B O OH 1. SOCly, py oN o
JK/\ Me,SO,NH, JH)\ CH,Cl,, 0 °C
—_— —_—
EtO 7 CisHz1 £BUOH/H-O EtO CisHaq 2. NalOy/RucCl; EtO Ci5H3;
2
72 OH MeCN-H,0 0
& 74
O OH QH
1. NaN3, Me;CO/H,0 : NaBH :
> Eto).l\‘/\CﬁH:ﬂ - = Ho/\l/\CﬁHm
2. HySO4/Et,0 THF, MeOH, -78 °C
N3 ) 1 N3
75 76
0...0
1. SOCly, py, CH,Cly, 78 °C Ss? OH
2. kat. RuCl,.3H,0 Nalo; T ¢ bl T
. Kat. RuCl3.oMH,0, NalQy : - C.=H
MeCN/H,O. rt 2 h KI/\CHH31 THF, MeOH, -78 °C \&:\ 1571
2
N3
1
77

Schéma 14 Priprava Spisulosinu (1) vychazejici z azidoesteru 753738

Dalsi metoda piipravy Spisulosinu (1), kterd byla popsana v patentu zroku 2000
(Schéma 15),3% vychazi z methylesteru L-alaninu 78 a je analogicka s metodou popsanou ve
Schématu 11. Benzylaci a néslednou redukci esterové skupiny slouceniny 79 pomoci LiAlH4
byl ptipraven alkohol 80. Nasledovala Swernova oxidace a na pfislusny aldehyd 81, na ktery
byl adovan pentadecylmagnesiumbormid. Ziskany alkohol 82 byl podroben flash
chromatografii, coz vedlo k izolaci majoritniho diastereoizomeru. Poslednim krokem bylo

odchranéni benzylovych skupin u latky 82 hydrogenolyzou, coZz poskytlo Spisulosin (1)

v celkovém vytézku 33 %.1"
1 BnBr, K,CO T LiAIH
nor, KaLO3 | 4 A~
—_— —_—
MBOJK;/ CH3CN MBOJ\-./ THF HO™
NH, 80% NBn, 3h,65°C,12h NBn;
78 79 90 % 80
(cocl), 0 ,{/\I?gMgBr OH
- - e
DMSO, -78 °C HJ\;/ Et,0 ’H?s)\/
98 % Nen, 49% NBn,
81 82
Ho
Pd(OH),-C OH
—b.
MeOH ’[/\h{k/
92 % NH,

Schéma 15 Priprava Spisulosinu (1) vychazejici z methyl esteru L-alaninu/*’!
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1.5. Metody pripravy Clavaminolu A (2)

1.5.1. Asymetrické syntézy vyuZivajici enantioselektivni katalyzu

Na Univerzit¢ Pardubice byla provedena studie popisujici piipravu vSech stereoizomert
Clavaminolu A (2) s vyuzitim asymetrické Henryho reakce (Schéma 16).'>** Tato syntéza
vychazi z dekanalu (83), ktery byl podroben Henryho reakci s nitroethanem (4) za katalyzy
méd’natymi komplexy chirdlnich ligandi. V piipadé nejucinné;jSich katalyzatort bylo dosaZeno
prakticky kvantitativnich vytéZkl a enantioselektivity kolem 90 % ee. Separace jednotlivych
stereoizomert nitroaldolu 84 nebyla mozna, pravdépodobné z diivodu pfitomnosti vysoce
flexibilni alkylové skupiny s dlouhym fetézcem. Nitroaldol 84 byl nasledné redukovan pomoci
vodiku za katalyzy Pd-C, coZ vedlo ke vzniku aminoalkoholu 85. Smés stereoizomert
aminoalkoholu 85 byla dile pfevedena na 2-fenyloxazolinovy derivat 86, jehoZz
diastereoizomery bylo mozné ucinné separovat pomoci sloupcové chromatografie. Poslednim

krokem byla hydrolyza pfisluSnych cis-/trans-forem 2-fenyloxazolinu 86, kterd poskytla

Clavaminol A (2) a jeho ostatni stereoizomery.!'*-24]
L*/Cu(OAc), H, (20 bar)
\[\/}/§ + S (5 m0|% W Pd-C (10 %) W
s O NO2 Tpa6-C,12d MeOH. 240
83 5
84 85

OH NC ZFIC|2, CGH5C|
H _Homo 140°C, 48 h
\MEY 2. NaOH/H,0 >_©
NH,

chromatograficka

2 cis-86 separace N
\
o) C
\H/H/ 1. HCI/H,0 \[ >_© 8
8
H, 2NaOH/H20 \[\11

(2R,3R)-2 trans-86

smés cis/trans

Schéma 16 Piprava stereoizomerti Clavaminolu A (2) pomoci Henryho reakcel!%-*4l

Syntéza Spisulosinu (1), popsana ve Schématu 3, byla pouzita stejnymi autory rovnéz

k piipravé Clavaminolu A (2) (Schéma 17), pficemz bylo dosazeno celkového 63% vytézku.[2¢]
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In (2 eq) OH
= \/k/\

prolin (10 mol %) CHO A~Br2eq)
" | cB2N. CHaCN-THF-H,0 (4:3:1) ~por
NHCBz 12h, 75 % CBZN. \HeB:2
ent-10
>99:1 anti/syn

7
CHO CH3;CN (0.1 M)
0°C,3h
9
99% ee

DBAD (1.2 eq)

8

P OH H, (60 psi)

’{/\]3/ \/k/\/[,\]\ Raney, Ni \/(')i/\/H\

- ' ® MeOH,AcOH Y 5
NH,

Katalyzator 11
CH,Cl,, 6 h, reflux, 85 % 8 h, 99 %
2

11: 87
NmN
Yo
oY=
YO

Schéma 17 Priprava Clavaminolu A (2) vyuzivajici asymetrickou aminacil?®!

CBZN. \HeBz

Dalsi asymetrickd syntéza Clavaminolu A (2), kterd je zaloZena na vyuZiti
enantioselektivni katalyzy, byla popsdna Reddym a kol. (Schéma 18).1*) Tato metoda je

analogicka k ptipravé Spisulosinu (1) popsané ve Schématu 4. Clavaminol A (2) byl touto
[40]

osmikrokovou syntézou ptipraven v celkovém 34% vytézku.

0
\[v]/\ 1. PCC, CH,Cl, W DIBAL-H S
. —_—
s OH 5 pnP=CHCOLE! 8 OBt~ ch,cl, 5 OH
88 THF 89 90
L-(+)-DIPT
Ti(Oi-Pr)4 1. NaN3, (CH30)3B OH
—_— : r
CH,Cl, 8 OH 2. NalO4 modifikovany na silikagel 8
91 CH,Cl, N3
92
OH

OH
p-TsCl, TEA, DMAP X LiAIH ;
> \[\/KY\OTS — \H’a\‘/
THF
N NH,
2

CH,Cl,

Schéma 18 Ptiprava Clavaminolu A (2) s vyuzitim Sharplessovy epoxidace!*’]
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1.5.2. ,,Chiral pool‘‘ pFistup

Clavaminol A (2) je mozné piipravit metodou ,,chiral pool“, kterou popsal Zaed a
Sutherland vroce 2011 (Schéma 19).1'71 Syntéza zacind chranénim alkoholové skupiny
(R)-glycidolu (94), a to zavedenim ferc-butyldimethylsilylové skupiny. Nasledné byl
epoxidovy kruh regioselektivné otevien ptisobenim okt-1-ylmagnesiumbromidu v pfitomnosti
médné soli za vzniku alkoholu 95 v 94% vytézku. Déle byla ochranéna sekundarni alkoholova
skupina slouc¢eniny 95 ve formé MOM-etheru 96 a nasledovala deprotekce silyletheru za vzniku
meziproduktu 97 v kvantitativnim vytézku. Dale byla provedena ,,one-pot‘‘ Swernova
oxidace/Horner-Wadsworth-Emmonsova reakce meziproduktu 97, kterda poskytla
(E)-a,B-nenasyceny ester 98. Ester 98 byl nasledné redukovan na alkohol allylového typu 99
v celkovém vytézku 85 %. Alkohol 99 byl dale pfeveden na trichloroacetimid 100, ktery byl
pfes Overmantv pfesmyk transformovan na erythro- a threo-allyl trichloracetamidy 101
v poméru 13:1. Majoritni erythro-diastereoizomer 101 byl separovan pomoci sloupcové
chromatografie. Tento diastereoizomer 101 byl pak s vyuzitim ozonolyzy pfeveden na aldehyd,
jehoZz redukce NaBH4 poskytla ptislusny alkohol 102. Alkohol 102 byl poté pieveden ve dvou
reak¢nich krocich na bromid 103, ktery byl redukovan tributylstannylhydridem na slouc¢eninu
104. V poslednim reak¢énim kroku bylo provedeno hydrolytické odstranéni trichloracetamidové
a MOM skupiny za vzniku vysledného produktu Clavaminolu A (2) v celkovém 29% vytézku

této 14-ti krokové syntézy.!'”]
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THF, -78 °C 9%
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o
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CH,Cl, 5
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8 OH
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102°CP

OMOM
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8 _—l
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n-BusSnH, AIBN
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CCly
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Schéma 19 Ptiprava Clavaminolu A (2) vychézejici z (R)-glycidolul!”!

Dalsi syntéza Clavaminolu A (2), ktera byla popsana v roce 2017 Jinem a kol., vychézi
z Weinrebova amidu 105, coZ je komeréné dostupny derivat D-serinu (Schéma 20).1*!1 Nejprve
byl Weinrebliv amid 105 pieveden na keton 106, a to reakci s non-1-ylmagnesiumbromidem
se 69% vytézkem. Tento keton 106 byl dale redukovan pomoci Li(O7Bu):H tzv. chelata¢né
fizenou redukci, kterd poskytla prakticky vyhradné anti-diastereoizomer aminoalkoholu 107
v 929% vytézku. Poté byla provedena benzylace sekundarni hydroxylové skupiny alkoholu 107,
nasledovana deprotekci primarni alkoholové skupiny, coz ve vysledku vedlo k zisku slouc¢eniny
108. Celkovy vytézek téchto dvou krokti byl 59 %. Sloucenina 108 byla poté tosylaci pievedena
na tosylat 109 v 88% vytézku. Nasledovala halogenace tosylatu 109 ptisobenim LiCl, ktera
poskytla chlorderivat 110 v 81% vytéZzku. Nukleofilni substituce chlorderivatu 110 pomoci
NaBHj vedla ke vzniku N-CBz-O-Bn-Clavaminolu A 111 v 75% vytéZku. Poslednim krokem
této syntézy bylo odstranéni chranicich skupin hydrogenolyzou, ¢imz byl ziskdn Clavaminol A

(2) se sumarnim vytézkem 19 %.[4!]
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MeO Me(CH,)sMgBr LIAIH(Ot-Bu)s =
N . —
N OTBS  T1HF 0°c 8 OTBS "EtoH,-78°C . OTBS
Me NHCBz NHCBz NHCBz
105 106 107
1. BnBr, KOH OBn TsCl, TEA OBn OBn
THF/DMF W DMAP \[\’I’Y\ Licl :
—_— —_—
2. TBAF, THF : OH ~chcn 8 OTs  DMF, 60 °C \I\’IEY\CI
NHCBz NHCBz NHCBz
108 109 110
OBn OH
NaBH : Ha, Pd/C, 6M HCI :
DMSO 8 MeOH \Hg\l/
NHCBz NH,
2

111

Schéma 20 Piiprava Clavaminolu A (2) vyuzivajici Weinrebliv amid 105

[41]

Clavaminol A (2) je rovnéz mozné pfipravit z D-alaninu (Schéma 21). Tato syntéza je

analogickd kjiz dfive popsanym syntézam Spisulosinu (1) (Schéma 11, Schéma 15).

Clavaminol A (2) byl touto metodou piipraven v celkovém 40% vytézku.[*?!

NH, BnCl, KoCO3 NBn; LiAIH,  NBn
CO,H EtOH-H,0 co,Bn THF OH
112 ent-54 ent-80
1. (COCI),, DMSO, TEA NBn,
CHCly, -78°C )\/CQHW 10% Pd/C, H,
2. CgH4gMgBr é)H MeOH
NH, 113
A CeHie
OH
2

Schéma 21 Piiprava Clavaminolu A (2) vychazejici z D-alaninu

[22]

1.6. Metody pripravy Xestoaminolu C (3)

1.6.1. ,,Chiral pool‘‘ pFistup

Syntéza Xestoaminolu C (3) dle konceptu ,.chiral pool*, popsand Ichihashim a kol.,[**

vychézi z aldehydu 114, ktery mlze byt pfipraven z L-alaninu (Schéma 22). Nejprve byl tento

aldehyd 114 podroben nukleofilni adici undec-1-ylmagnesiumbromidu, coz vedlo ke vzniku
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smési alkohold 115, ktera byla nasledné pfevedena na ptislusné oxazolidiny 116. Pomoci NOE
experimentl vSak bylo zjiSténo, ze pfi této reakci vznikal nezddouci izomer (45,55)-116 jako
majoritni produkt, a to v poméru 4:1. Z tohoto ditvodu autoii zvolili jiny postup, spocivajici v
nukleofilni adici undec-1-ynyllithia na vychozi aldehyd 114. Vznikld sloucenina 117 byla
tvofena dvojici diastereoizomerd (2S,3R)-117 a (25,35)-117 v poméru 2:1. Poté byla
katalytickou hydrogenaci pfevedena na smés aminoalkohold 115, ktera byla nasledné rozdélena
s vyuzitim HPLC chromatografie. Pozadovany izomer (2S,3R)-115 byl pieveden na
Xestoaminol C (3) za podminek obvyklych pro odstranéni Boc- skupiny. V rdmci studie byl
rovnéz pfipraven druhy diastereoizomer s konfiguraci (2S5,35)-3.%1 Z hlediska reakéni

sekvence je tato metoda analogicka k syntézam popsanych ve Schématech 11, 15 a 21.

NHBOC Me(CH,);oMgBr  NHBoC 2,2-DMP, p-TsoH BOGN- O 4 BocN™ O
O THF ’/\{\M/ benzen, reflux \“") ""C11H23 ‘) = "CqqHzs
9 H H H A
114 OH
(4S,5R)-116 (45,55)-116
115
CH3(CHz)sC=CLi
THF, HMPA
NHBoc _(CHa);oCH, NHBoc NHBoc
/z\/ Hy, PO, : b Ak
—_—
EtOAC /Y\[v]; : 9
OH CH OH
117 (2S,3R)-115 (25,35)-115
CF3COOH CF3COOH
CH,Cl, CH,Cl,
NH; NH,
/\(\I\/l; /\i/\l\/];
OH OH
3 (25,35)-3

Schéma 22 Ptiprava Xestoaminolu C (3) vyuzivajici derivat vychazejici z L-alaninu!*?

Dalsi syntéza, kterou v roce 2015 popsal Nagarapu a kol.,** vychazi z ochranéné
D-glukofuranosy 118 (Schéma 23). Nejprve byla D-glukofuranosa 118 prevedena
pusobenim Tf,0 a naslednou nukleofilni substituci NaN3; na azidofuranosu 119. Pfi této
transformaci zaroven vznikala jako vedlejsi produkt latka 120, a to v poméru 4:1 (119:120).
Redukce azidofuranosy trifenylfosfinem a ndsledné ochranéni aminu poskytlo CBz-derivat

121. Poté bylo ptisobenim zfedéné H>SO4 provedeno selektivni odchranéni isopropylidenové
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skupiny zpozic 5- a 6- na vicinalni diol 122. Jeho oxidativnim Stépenim a ndslednou
Wittigovou reakci, po které bylo provedeno odstranéni druhé isopropylidenové skupiny, byl
ziskan laktol 123, ktery vznikal vyhradné jako cis-izomer. Bylo opakovano oxidativni §tépeni
pomoci NalO4 a vznikly aldehyd byl bez izolace redukovan NaBH4 na alkohol 124. Poté byla
provedena selektivni tosylace primdrni alkoholové skupiny, ¢imz byla zavedena dobie
odstupujici skupina. Nukleofilni substituci ptisobenim NaBH4 vznikla latka 125. Poslednim
krokem byla redukce dvojné vazby a odchranéni aminové funkéni skupiny, coz vedlo k zisku

Xestoaminolu C (3) se sumarnim vytézkem 16 %.[4*]

1. TH0, py P\ H 4
CH,Cl,, =10 °C 7( ..o 740\« 3 o)
2. NaNg, DMF S )<
N 0]

80 °C
120 119
1. PhaP HO— 4
THF/H,0 ‘\(_7”0 S0y MG 5.0
2. CBzCl, |\|ch:03 )< dioxan/t,0 ., )<
Na,COs, aceton CBzHN CBZHN @
122

1. NalO4, MeOH, H,O
2. C10H21PPh3BF, n-Buli

THF, -78 °C _ 1. NalO4, MeOH/H,0
3. H2S0y4, dioxan/H,0,90 °C CBzHN' “OH 2. NaBHg4, EtOH, 0°C
1. n-Bu,SnO 123
. n-BuyzSn
OH TsCl, TEA OH Ha OH
=" Y~ "OH > =N — 1 7
: 2. NaBH4 8 : MeOH NH
NHCBz DMSO, 80 °C NHCBz 2
124 125 3

Schéma 23 Priprava Xestoaminolu C (3) vychézejici z chranéné D-glukofuranosy 1184

1.6.2. Asymetricka syntéza vyuzivajici pomocna chiralni ¢inidla

Choi a Ha v roce 2015 publikovali syntézu Xestoaminolu C (3) a epi-Xestoaminolu C
epi-3 s vyuzitim chiralniho ¢inidla — derivatu 2-dodekanoylaziridinu 128 (Schéma 24).[** Tato
syntéza je analogicka k jiz popsané ptipravé N-Boc-Spisulosinu (Schéma 7). Vychozi l1atka 126
byla stereoselektivné redukovana, kdy redukei L-selektridem vznikl (S)-alkohol 127, zatimco
redukci smési NaBH4 a ZnCl> vznikl (R)-alkohol 127. Poté byla provedena katalyticka

hydrogenace nasledovana reakci vzniklého aminu s BocoO, ¢imz byly ziskany oba
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stereoizomery Boc-derivatu 115. Odstranénim Boc-skupiny plisobenim HCI byl ziskan

Xestoaminol C (3) a epi-Xestoaminol C epi-3 v celkovém vytézku 50 %.[44]

CHy OH OH
Lselektid_ X~ OH 1. Hy, 20% Pd(OH),/C HCI
| THF Ph A(,\ 2B > Cy1H2s Cy4H
. Boc,O, MeOH MeOH 11M23
Cy1Hzs NHBoc NH,
CH; H (25,35)-115 epi-3

J o (R)-127

C1 1H23

H
126
N;n%?; /cl:\HS OH 1 Ha 20% Pd(OH),/C oH Hel oH
meon o N > Boso Mo X CiMsmeon Y CiiHas
X itz NH, I,
H (2S.3R)-115 s

(S)-127

Schéma 24 Priprava vyuzivajici 2-dodekanoylaziridinul*!

1.6.3. Asymetricka syntéza vyuZivajici enantioselektivni katalyzu

Vroce 2010 byla popsana piiprava Xestoaminolu C (3) s vyuZitim asymetrické
Henryho reakce (Schéma 25).1° Prvnim krokem syntézy byla pravé Henryho reakce vychoziho
aldehydu 128 s nitroethanem 5 za pfitomnosti enantioselektivniho katalyzatoru 129. Reakce
prob&hla s vysokym diastereoizomernim piebytkem (dr anti/syn >20/1) a vysokou
enantioselektivitou 98% ee pro anti-izomer. Druhym reakénim krokem byla katalyticka

hydrogenace, ktera poskytla Xestoaminol C (3) s celkovym 93% vytézkem.[*"]

0 OH
OH
129/KOfBu
4 . (5 mol%) /\/ H,, Pd/C /\/k/
P e = H —2  » CgH ;
Coll1o NO, CoHig NO,  MeOH o IilH
128 5 130 3 2
129: ClI-
H HH
N N
R Pr LR
N N
HH H R
R= p-Me-C5H4

Schéma 25 Priprava Xestoaminolu C (3) vyuzivajici asymetrickou Henryho reakcil*’!
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1.7. Metody pripravy 2-aminoikosan-3-olu (132)

1.7.1. Priprava vyuzZivaji nukleofilni adici Grignardova ¢inidla

Autofi patentu,®”] v kterém byla popsana syntéza Spisulosinu z methylesteru
L-alaninu 78 (Schéma 15), pouzili tuto syntetickou metodu rovnéz pro piipravu
2-aminoikosan-3-olu s absolutni konfiguraci (2S5,3R) (Schéma 26). Syntéza vychazi
z methylesteru L-alaninu 78, ktery byl pomoci benzylbromidu v prostiedi KoCO; pieveden na
N,N-dibenzylderivat 79. Ten byl dale redukovdn LiAlH4 na pfislusny aminoalkohol 80.
Primérni hydroxylova skupina byla poté oxidovana pomoci Swernovy oxidace na
(8)-2-(dibenzylamino)propanal (81). Syntéza pokracovala nukleofilni adici piislusného
Grignardova cinidla na aldehydovou skupinu slouceniny 81 s vytézkem 53 %. Nasledné
byla provedena separace diastereoizomeri pomoci sloupcové chromatografie a poté
byla provedena hydrogenolyza benzylovych skupin derivatu 131 za vzniku vysledného

produktu — (25,3R)-2-aminoikosan-3-olu (132) v celkovém 28% vytézku.["!

0 0
BnBr, K,CO5 LiAH,
—_— N
Meo)]\i/ TCoHoN MeOJ\i/ THE HO™ ™
NH, 80 % NBn, 3h,65°C, 12h NBn,
78 79 90 % 80
MgB OH
cocl, j\/ /{’\]75/ gsr
m—
DMS;DS, 0—/78 C HTY THE ¥ Y
° NBn, 53 % NBn,
81 131
Ha
Pd(OH),-C OH
—_—
MeOH /H}s/k/
75 % NH,
132

Schéma 26 Ptiprava 2-aminoikosan-3-olu (132) s vyuZitim Grignardova ¢inidlal**!
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1.7.2. Priprava pomoci Henryho reakce

V literatuie je také popsana piiprava racemickych forem diastereoizomert
2-aminoikosan-3-olu (Schéma 27).[4¢) Autofi vychazi z oktadekanalu (133), ktery podrobili
Henryho reakei s nitroethanem (5) za katalyzy methanolatem sodnym v methanolu. Tato reakce
poskytla smés diastereoizomer 2-nitroikosan-3-olu (134), ktera byla dale redukovana
methanoatem amonnym za katalyzy Pd-C. Pfislusny 2-aminoikosan-3-ol (132) byl ziskan jako
smés diastereoizomertt v poméru 1:1. Jednotlivé diastereoizomery slouceniny 132 byly
prevedeny na pfislusné 2-fenyloxazoliny 135, a to pomoci hydrochloridu methyl-benzimidéatu
a nasledné separovany pomoci RP-HPLC. Nasledna hydrolyza, kterd by poskytla vysledné
stereoizomery vSak neni v ¢lanku popsdna a rovnéz nebyly uvedeny ani vytézky jednotlivych

reakénich kroku. 46

0 Pd-C
/H\)L * ~\o CH3ONa ’[’\l\)\g/ HCOONH,
5 H 02 Choon 15 15
133 5 NO,
rac-134 rac—132
HNYO\
1. :

Ph

CH,Cl,, 72h, 25 °C \E >_® >_©
o)

2. separace dlasteremzomeru

trans—1 35 cis-135

Schéma 27 Ptiprava vyuZivajici Henryho reakci*‘!

1.8. Metody pripravy 2-aminotetrakosan-3-olu (136)
Do soucasnosti nebyla v odborné literatufe zdokumentovdna 74dnd syntéza
2-aminotetrakosan-3-olu, jak v racemické, tak i neracemické formég. Tato bakalatska prace tedy
popisuje prvni pokus o syntézu 2-aminotetrakosan-3-olu, a to s vyuzitim asymetrické Henryho

reakce.

39



2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1. Obecné postupy
Vsechny pouzité, komeréné dostupné chemikalie byly zakoupeny u firem Sigma-Aldrich,
Acros Organics nebo Fluorochem a byly pouzity bez dalSich uprav. V ptipadé¢ magnetického
michani byla pouzita magnetickd michacka Heidolph. Zahtivani bylo realizovano pomoci
nastavce z kovové slitiny tvarované na kulaté destilacni banky Heidolph DrySyn, teplota byla
nastavovana a kontrolovdna pomoci digitdlniho teplotniho snimacde. Odpafovani bylo
provadéno rotacni vakuovou odparkou Heidolph Laborota 4000 efficient s vakuovym
systémem Vacuubrand PC 510. Pro sloupcovou chromatografii byl vyuzit silikagel 60 (60—200
um). Tenkovrstva chromatografie byla provadéna na hlinikovych destickdch potazenych
silikagelem 60 F254 (Sigma-Aldrich) s vizualizaci pomoci UV lampy (254 nm nebo 360 nm),
parami jodu nebo 5% ethanolickym roztokem kyseliny fosfomolybdenové. NMR spektra byla
méfena pii laboratorni teploté na spektrometru Bruker Avance III 400 (400,13 MHz pro 'H,
100,62 MHz pro '*C) nebo Bruker Ascend 500 (500,13 MHz pro 'H, 125,12 MHz pro 3C).
Chemické posuny J jsou kalibrovany na stfed multipletu signalu rozpoustédla CDCI3
(6 7,26 ppm). *C NMR spektra jsou kalibrovdna na stfed multipletu signalu rozpoustédla
CDCls (0 77,23 ppm). Spin-spinové¢ interakéni konstanty (J) jsou uvedeny v jednotkach hertz
(Hz), multiplicity signala jsou znaeny: s (singlet), bs (Siroky singlet), d (dublet), t (triplet), q
(kvartet), sp (septet), m (multiplet). High-resolution hmotnostni spektra byla pofizena na
ptistroji Thermo Fisher Scientific MALDI LTQ Orbitrap. Jako matrice byl vyuZit 0,2 M roztok
kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové (DHB) v MeCN/H>0O (95/5). HPLC analyzy byly provadény
na pfistroji Watrex s UV-Vis detektorem s diodovym polem (200—800 nm) SYKAM 3240 a
chiralnimi kolonami Daicel Chiralpak IA (250 mm x 4,6 mm), Chiralpak AD-H (250 mm x 4,6
mm) a Chiralpak AS-H (250 mm x 4,6 mm). IC Spektra byla zméfena pii laboratorni teploté

na piistroji Thermo Scientific Nicolet iS50 FT-IR Spectrometer s pouzitim techniky ATR,

1 1

rozli$eni ve spektrech bylo 4 cm ™!, FT-IC data jsou uvedena v cm™'. Katalyticka hydrogenace

byla provedena ve vysokotlakém reaktoru Berghof BR-100.

40



2.2. Piiprava aldehydi 133 a 1391471

(@]
RN DMSO, TEA, SO3-py
n OH > H
CH2C|2 n
137,n=15 133,n=15,88 %
138, n=19 139, n =19, 90 %

Schéma 28 Piiprava aldehyda 133 a 139

Do 100 ml kulaté baiky opatfené¢ magnetickym michadlem a chlorkalciovou zatkou byl
predlozen alkohol (stearylalkohol (137) nebo dokosan-1-ol (138)) (5 mmol), suchy CH>Cl, (20
ml), suchy DMSO (7,2 ml) a TEA (4,2 ml; 30 mmol). Smés byla ochlazena na ledové 1dzni a
poté byl pfidan komplex SO3-pyridin (2,39 g; 15 mmol). Suspenze byla michéna po dobu 1 h
pii 0 °C a pak ptes noc pti laboratorni teploté. Vznikly zluté zbarveny ¢iry roztok byl preveden
do 250 ml délicky a promyt vodou (3% 25 ml). Organicka faze byla vysuSena bezvodym Na,SO4
a rozpoustédlo bylo odpateno na vakuové odparce. Surovy produkt, obsahujici jako necistotu
(methylsulfanylmethyl)-alkylether (5-10 %), byl v pfipadé potieby Ccistén sloupcovou
chromatografii (S102; hexan/AcOEt 5/1 (v/v)).

Oktadekanal (133)

Vytezek 88 %; b.t.: 45,6-46,5 °C. "TH NMR (400 MHz, CDCl5): § 9,76 (t, 1H,*J=1,8
Hz, CH=0), 2,42 (m, 2H, CH>CHO), 1,62 (m, 2H, CH.CH>CHO), 1,25 (m, 28H, 14xCH>),
0,88 (t, 3H, °J = 6,8 Hz, CH3). '3C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 203,2; 44,1; 32,1; 29,9-29.4;
22.,9;22.3; 14,3. FT-IC (ATR): v 2953 (W), 2912 (s), 2848 (s), 1711 (m), 1470 (m), 1410 (w),
1390 (w), 1373 (w), 1176 (w), 1076 (w), 895 (w), 717 (m), 698 (w), 660 (w) cm ..
HRMS-MALDI (DHB) m/;: pro CisH3ONa vypoéteno 291,26638 [M+Na]’, nalezeno
291,26584 [M+Na]".

Dokosanal (139)

Vytézek 90 %; b.t.: 53,8-54,4 °C. "H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 9,76 (t, 1H, >*J = 1,8
Hz, CH=0), 2,42 (m, 2H, CH.CHO), 1,61 (m, 2H, CH>CH>CHO), 1,25 (m, 32H, 16xCH>),
0,88 (t, 3H, 3J = 6,8 Hz, CH3). '3C NMR (100 MHz, CDCls): § 203,2; 44,1; 32,1; 29,9-29 4;
22.,9;22.3; 14,3. FT-IC (ATR): v 2953 (w), 2914 (s), 2848 (s), 1711 (m), 1471 (m), 1410 (w),
1392 (w), 1084 (m), 895 (w), 717 (m), 698 (w), 683 (w) cm . HRMS-MALDI (DHB) m/z:
pro C22Hs4ONa vypoéteno 347,32898 [M+Na]", nalezeno 347,32844 [M+Na]".
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2.3. Priprava 2-nitroalkan-3-olii 134 a 140

0 OH
TEA
’H})LH . /\N02 o m
2Clp NO,
133, n=15 5 134, n=15,66 %
139 n=19 140, n=19,55%

Schéma 29 Piiprava 2-nitroalkan-3-oli 134 a 140

Do 50 ml kulaté banky opatiené michadlem a zatkou byl predlozen aldehyd 133 nebo
139 (5 mmol), CH2Cl; (15 ml), nitroethan (1,4 ml; 20 mmol) a TEA (0,1 ml; 0,7 mmol).
Homogenni roztok byl michan pfi laboratorni teploté po dobu 4 dni. Poté byla smés odpatena

k suchu za vakua a destilacni zbytek byl podroben sloupcové chromatografii.

2-Nitroikosan-3-ol (134)

Vytézek: 66 %; zluty olej; Ry = 0,32 (SiO2; hexan/AcOEt 6/1 (v/v)); 'H NMR (CDCl3,
500 MHz): 6 4,57-4,48 (m, 1H, CH-NO», anti+syn), 4,17 (m, 1H, CH, anti), 3,90 (m, 1H, CH,
syn), 2,24 (bs, 1H, OH, anti), 2,15 (d, 1H, *J = 6,0 Hz, OH, syn), 1,53—-1,51 (m, 3H, CHj3,
antitsyn), 1,65-1,32 (m, 2H, CHa, antitsyn), 1,24 (m, 30H, 15x CHa, anti+syn), 0,89 (t, 3H,
3J= 6,5 Hz, CH3, anti+syn). 3C NMR (125 MHz, CDCls): § 88,0 (syn); 86,7 (anti); 73,0 (syn);
72,3 (anti); 33.,4; 32,1; 29,9-29,5; 25,9 (anti); 25,3 (syn); 22,9; 16,2; 14,3 (syn); 12,4 (anti).
FT-IC (ATR): v 2914 (s), 2848 (s), 1547 (s), 1471 (m), 1392 (w) 1296 (w), 1261 (w), 1086
(W), 1032 (w), 964 (w), 941 (w), 870 (w), 802 (w) 716 (m), 575 (W), 467 (w), 401 (vw) cm™'.
HRMS-MALDI (DHB) m/z: pro C20H41NO3Na vypoéteno: 366,29841 [M+Na]"; nalezeno:
366,29787 [M+Na]".

Separace stereoizomerti pomoci HPLC (kolona Chiralpak AD-H, mobilni faze: 98/2
hexan/EtOH, prutokova rychlost: 1,0 ml/min, detekce pti A = 220 nm): anti-diastereoizomery
(2S,3R) tr = 8,35 min; (2R,3S) tr = 8,83 min; (kolona Chiralpak IA, mobilni faze: 98/2
hexan/IPA, pritokova rychlost: 1,0 ml/min, detekce pfi A = 220 nm): syn-diastereoizomery
(2R,3R) tr = 11,48 min; (25,3S) tr = 12,86 min.

2-Nitrotetrakosan-3-ol (140)

Vytézek: 55 %; zluty olej; Re= 0,30 (SiO2; hexan/AcOEt 8/1 (v/v)); "TH NMR (CDCl3,
500 MHz): 6 4,57-4,50 (m, 1H, CH-NOa, antitsyn), 4,18 (m, 1H, CH, anti), 3,89 (m, 1H, CH,
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syn), 2,25 (d, 1H, *J = 4,5 Hz, OH, anti), 2,15 (d, 1H, *J = 6,8 Hz, OH, syn), 1,56 (d, 3H, °J =
6,8 Hz, CH3, syn), 1,54 (d, 3H, 3J=6,4 Hz, CHs, anti), 1,67-1,34 (m, 2H, CHa, anti+syn), 1,25
(m, 38H, 19x CHa, anti+syn), 0,88 (t, 3H, 3J = 6,5 Hz, CH3, anti+syn). 3C NMR (125 MHz,
CDCl): 0 88,0 (syn); 86,6 (anti); 73,0 (syn); 72,3 (anti); 33,4; 32,1; 29,9-29,6; 25,9 (anti); 25,3
(syn); 22,9; 16,5; 14,2 (syn); 12,5 (anti). FT-IC (ATR): v 2914 (s), 2848 (s), 1547 (s), 1466
(m), 1392 (w), 1362 (w), 1095 (w), 1034 (w), 984 (w), 941 (w), 870 (w), 719 (m), 575 (w), 459
(W), 459 (w), 405 (w) cm '. HRMS-MALDI (DHB) m/z: pro C24H49NO3Na vypoéteno:
422,36101 [M+Na]"; nalezeno: 422,36117 [M+Na]".

Separace stereoizomertt pomoci HPLC (kolona Chiralpak IA, mobilni faze: 99,5/0,5
hexan/IPA, pratokova rychlost: 1,0 ml/min, detekce pti A = 220 nm): anti-diastereoizomery
(2S,3R) tr = 32,7 min; (2R,3S) tr = 34,6 min; (kolona Chiralpak IA, mobilni faze: 98/2
hexan/IPA, prutokova rychlost: 0,5 ml/min, detekce pfi A = 220 nm): syn-diastereoizomery
(2R,3R) tr = 22,1 min; (25,35) tr = 23,7 min.

2.4. Priprava 2-aminoalkan-3-oli 132 a 136

OH OH
’H\)Y H, (20 bar), Pd-C M
n IPA, n-hexan n
NO, NH;
134, n =15 132,n =15, 98 %
140, n =19 136, n = 19, 98 %

Schéma 30 Priprava 2-aminoalkan-3-olti 132 a 136

K roztoku 2-nitroalkoholu 134 nebo 140 (3 mmol) ve smési IPA (10 ml) a n-hexanu (10
ml) umisténém v tlakovém reaktoru bylo pfidano 10% Pd-C (120 mg). Smés byla michéna
v atmosféfe Hz (20 bar) pfi laboratorni teploté¢ po dobu 2 dni. Katalyzator byl poté zfiltrovan
ptes dvojity sklddany filtracni papir a promyt n-hexanem (cca 50 ml). Rozpoustédla byla
odpafena na vakuové odparce a destilatni zbytek byl vysuSen ve vakuové suSarné pfi
laboratorni teploté. 2-Aminoalkohol 132 nebo 136 byl ziskan v prakticky kvantitativnim

vytézku.
2-Aminoikosan-3-ol (132)

Vytézek 98 %; b.t.: 63,0-64,9 °C. "TH NMR (500 MHz, CDCl3): 6 3,45 (m, 1H, CHOH,
anti), 3,18 (m, 1H, CHOH, syn), 2,97 (m, 1H, CHNHa>, anti), 2,75 (m, 1H, CHNH>, syn), 1,83
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(bs, 3H, OH+NHa», anti+syn), 1,49-1,34 (m, 2H, CHa, antitsyn), 1,25 (m, 30H, 15x CHa,
anti+syn), 1,09 (d, 3H, >J = 6,5 Hz, CH3, syn), 1,01 (d, 3H, 3J = 6,5 Hz, CH3, anti), 0,88 (t, 3H,
3J= 6,8 Hz, CH3, anti+syn). 3C NMR (125 MHz, CDCl5): 6 75.9; 74,9; 51,3; 50,7; 34,4; 32,7;
32,1;32,1;30,0; 29,8-29,5; 26,4; 26,0; 22,9; 21,2; 17,1; 14,3. FT-IC (ATR): v 2954 (w), 2916
(s), 2848 (s), 1713 (w), 1579 (w), 1533 (w), 1468 (m), 1389 (w), 1257 (w), 1099 (w), 1065 (w),
897 (w), 719 (m), 667 (w), 644 (w), 447 (w), 415 (w), 401 (vw) cm '. HRMS-MALDI (DHB)
m/z: pro C20HasNO vypocteno 314,34229 [M+H]", nalezeno 314,34215 [M+H]".

2-Aminotetrakosan-3-ol (136)

Vytézek 98 %; b.t.: 81,3-81,8 °C. "TH NMR (500 MHz, CDCl3): 6 3,45 (m, 1H, CHOH,
anti), 3,17 (m, 1H, CHOH, syn), 2,98 (m, 1H, CHNHo, anti), 2,74 (m, 1H, CHNHo, syn), 1,88
(bs, 3H, OH+NHa>, anti+syn), 1,52-1,33 (m, 2H, CHa, antitsyn), 1,25 (m, 38H, 19x CHa,
anti+syn), 1,10 (d, 3H, J = 6,5 Hz, CHs, syn), 1,02 (d, 3H, *J = 6,5 Hz, CH3, anti), 0,88 (t, 3H,
3J = 6,8 Hz, CHs, anti+syn). 3C NMR (125 MHz, CDCls): J 75,8; 74,8; 51,3; 50,7; 34,4; 32,7,
32,1;32,1;30,0; 29,8-29,5; 26,4; 26,0; 22,9; 21,2; 17,1; 14,3. FT-IC (ATR): v 3354 (w), 3286
(W), 2985 (w), 2953 (w), 2914 (s), 2848 (s), 1595 (w), 1468 (m), 1377 (w), 1333 (w), 1134 (W),
1115 (w), 1094 (w), 1082 (m), 1070 (w), 1036 (w), 999 (m), 945 (w), 922 (w), 905 (w), 837
(W), 721 (m), 577 (w), 530 (w), 482 (w), 434 (w), 417 (w) cm”'. HRMS-MALDI (DHB) m/z:
pro C24Hs>NO vypocteno 370,40489 [M+H]", nalezeno 370,40457 [M+H]".

2.5. Priprava 2-fenyloxazolinovych derivati 135 a 141

OH

benzonitril, ZnCIQ ﬁ )_Q >_©
n chlorbenzen
NH
132, n=15 (+)-trans-135, n = 16, 32 % +)-c.'s 135, n=16,29 %
136, n =19 (x)-trans-141, n = 20, 35 % (x)-cis-141, n = 20, 38 %

Schéma 31 Priprava 2-fenyloxazolinovych derivati 135 a 141

V 25 ml Schlenkové baiice bylo za vakua zahtivan bezvody ZnCl; (3,3 mmol; 450 mg)
na teplotu cca 200-250 °C. Po roztaveni a vysuSeni byl Cerstvé vysuseny ZnCl, ochlazen pod
atmosférou Ar. Do baiiky bylo pfiddno magnetické michadlo a na hrdlo byl nasazen chladi¢
s kohoutem. Poté byl pfes vhodnou nalevku pod natokem argonu piidan roztok

2-aminoalkoholu 132 nebo 136 (1 mmol) v suchém chlorbenzenu (5 ml). Ke smési byl piidan

44



benzonitril (155 mg; 1,5 mmol) a smés byla michana pod atmosférou argonu po dobu 4 dni pfi
teploté 140 °C. Poté byla smés ochlazena na laboratorni teplotu a smichana s vodnym roztokem
NH3 (10 ml; 1/1 (v/v)). Vznikld emulze byla michdna cca 30 min a pak pievedena do délici
nalevky (100 ml). Smeés byla extrahovana CH>Cl> (3% 10 ml). Spojené organické vrstvy byly
promyty solankou (15 ml) a byly vysuSeny Na>SOas. Rozpoustédla byla odpafena za sniZzeného

tlaku. Destila¢ni zbytek byl podroben sloupcové chromatografii.

(¥)-trans-2-Fenyl-4-methyl-5-heptadecyloxazolin ((%)-frans-135)

Vytézek: 32 %; b.t.: 45,5-47,4 °C; Ry = 0,38 (SiO2; n-hexan/AcOEt (4/1; v/v)). '"H NMR (500
MHz, CDCl3): 6 7,94 (d, 2H, °J = 7,5 Hz, Ar), 7,46 (m, 1H, Ar), 7,40 (m, 2H, Ar), 4,18 (m, 1H,
CH), 3,92 (m, 1H, CH), 1,76-1,48 (m, 2H, CH>), 1,33 (d, 3H, *J = 6,5 Hz, CH3), 1,26 (m, 30H,
15x CHy), 0,89 (t, 3H, °J = 6,5 Hz, CH3). *C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 162,9; 131,3; 128,5;
128,4; 128,3; 87,1; 67,4; 35,1; 32,1; 29,9-29,7; 29,5; 25,4; 22,9; 21,8; 14,3. FT-IC (ATR) v
2914 (vs), 2848 (vs), 1651 (m), 1581 (w), 1551 (w), 1495 (w), 1470 (m), 1454 (m), 1375 (w),
1336 (w), 1319 (w), 1300 (w), 1265 (w), 1255 (w), 1113 (w), 1061 (m), 1026 (w), 959 (w), 939
(w), 891 (w), 781 (w), 719 (m), 694 (s), 677 (W), 559 (vw), 530 (vw), 473 (vw), 407 (vw)
cm ! HRMS-MALDI (DHB) m/z: pro C27H46NO vypoéteno: 400,35794 [M+H]"; nalezeno:
400,35824 [M+H]".

Separace stereoizomeri pomoci HPLC (kolona Chiralpak AD-H, mobilni faze: 99,5/0,5
hexan/IPA, pritokova rychlost: 0,3 ml/min, detekce pfi A = 254 nm): trans-diastereoizomery

(4R,5R) tr = 22,05 min; (4S,5S) trr = 23,11 min.

(£)-cis-2-Fenyl-4-methyl-5-heptadecyloxazolin ((£)-cis-135)

Vytézek: 29 %; b.t.: 50,9-52,2 °C; Rr= 0,28 (SiO2; n-hexan/AcOEt (4/1; v/v)); "TH NMR (400
MHz, CDCls): 6 7,94 (d, 2H, *J = 7,5 Hz, Ar), 7,46 (m, 1H, Ar), 7,39 (m, 2H, Ar), 4,63 (m, 1H,
CH), 4,32 (m, 1H, CH), 1,75-1,51 (m, 2H, CHz), 1,26 (m, 30H, 15x CH>), 1,23 (d, 3H*J=7.0
Hz, CHs), 0,89 (t, 3H, °J = 6,5 Hz, CH3). 3C NMR (100 MHz, CDCl;3): § 163,1; 131,4; 128,5;
128,4; 128,3; 83,3; 63,5; 32,1; 29,9-29,6; 27,1; 22,9; 15,9; 14,4. FT-IC (ATR): v 2916 (s),
2848 (s), 1647 (m), 1579 (vw), 1495 (w), 1466 (m), 1448 (m), 1360 (w), 1315 (w), 1296 (w),
1252 (w), 1173 (vw), 1095 (m), 1076 (m), 1067 (m), 1024 (m), 955 (w), 937 (w), 887 (w), 820
(vw), 802 (vw), 781 (m), 721 (m), 696 (s), 681 (m), 473 (vw), 417 (vw) cm '. Co7H4NO
vypocteno: 400,35794 [M+H]"; nalezeno: 400,35823 [M+H]".
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Separace stereoizomerii pomoci HPLC (kolona Chiralpak AD-H, mobilni faze: 99,5/0,5
hexan/IPA, prutokova rychlost: 0,5 ml/min, detekce pii A = 254 nm): cis-diastereoizomery

(4R,5S) tr = 13,35 min; (4S,5R) tr = 14,29 min.

(¥)-trans-2-Fenyl-4-methyl-5-henikosyloxazolin ((£)-trans-141)

Vytézek: 35 %; b.t.: 57,0-57,3 °C; Rr= 0,33 (SiO2; n-hexan/AcOEt (6/1; v/v)). 'TH NMR (500
MHz, CDCls): 6 7,94 (d, 2H, *J = 7,5 Hz, Ar), 7,46 (m, 1H, Ar), 7,41 (m, 2H, Ar), 4,17 (m, 1H,
CH), 3,90 (m, 1H, CH), 1,74-1,47 (m, 2H, CH>), 1,34 (d, 3H, *J= 6,7 Hz, CH3), 1,25 (m, 38H,
19x CH>), 0,88 (t, 3H, *J = 7,0 Hz, CH3). *C NMR (125 MHz, CDCls): 6 163,0; 131,4; 128,5;
128.4; 128,3; 87,2; 67,4; 35,1; 32,1; 29,9-29,6; 25.4; 22.9; 21,8; 14,3. FT-IC (ATR) v 2966
(W), 2912 (vs), 2846 (s), 1651 (m), 1581 (w), 1495 (w), 1471 (m), 1454 (w), 1358 (w), 1342
(w), 1321 (w), 1298 (w), 1255 (w), 1113 (w), 1061 (m), 1026 (m), 982 (w), 955 (W), 939 (w),
905 (w), 891 (w), 870 (w), 851 (w), 800 (w), 781 (w), 717 (m), 694 (s), 677 (w), 407 (vw)
cm ! HRMS-MALDI (DHB) m/z: pro C31HsaNO vypodteno: 456,42054 [M+H]; nalezeno:
456,42037 [M+H]".

Separace stereoizomerti pomoci HPLC (kolona Chiralpak AS-H, mobilni faze: 99,9/0,1
hexan/IPA, prutokova rychlost: 0,5 ml/min, detekce pfi A = 254 nm): frans-diastereoizomery

(4R,5R) tr = 8,02 min; (4S5,5S) tr = 8,86 min.

(¥)-cis-2-Fenyl-4-methyl-5-henikosyloxazolin ((£)-cis-141)

Vytézek: 38 %; b.t.: 64,9-65,3 °C; Rr= 0,25 (SiO2; n-hexan/AcOEt (6/1; v/v)); "TH NMR (400
MHz, CDCI3): 6 7,93 (m, 2H, Ar), 7,46 (m, 1H, Ar), 7,38 (m, 2H, Ar), 4,62 (m, 1H, CH), 4,32
(m, 1H, CH), 1,72-1,56 (m, 2H, CH>), 1,26 (m, 30H, 15x CH>), 1,23 (d, 3H *J= 7,0 Hz, CH3),
0,88 (t, 3H, 3J = 6,8 Hz, CH3). 3C NMR (100 MHz, CDCl5): ¢ 163,1; 131,4; 128,5; 128.4;
128,3; 83,3; 63,5; 32,1; 29,9-29,6; 27,1; 22,9; 15,9; 14,3. FT-IC (ATR): v 2954 (w), 2914 (vs),
2848 (s), 1643 (m), 1579 (w), 1495 (w), 1470 (m), 1448 (w), 1363 (w), 1331 (w), 1296 (W),
1255 (w), 1171 (vw), 1099 (m), 1082 (m), 1067 (m), 1022 (m), 980 (w), 953 (w), 937 (w), 889
(w), 800 (w), 781 (m), 717 (m), 694 (s), 681 (m), 480 (vw), 405 (vw) cm'. C3;HssNO
vypoéteno: 456,42054 [M+H]*; nalezeno: 456,42040 [M+H]".

Separace stereoizomertt pomoci HPLC (kolona Chiralpak AS-H, mobilni faze: 99,9/0,1
hexan/IPA, pritokova rychlost: 0,5 ml/min, detekce pii A = 254 nm): cis-diastereoizomery

(4R,5S) tr = 8,67 min; (4S,5R) tx = 9,63 min.
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2.6. Hydrolyza 2-fenyloxazolinu 141

Postup 1

Do 10 ml 14 NZ kulaté banky opatiené magnetickym michadlem a chladicem byl
ptedlozen 2-fenyloxazolin ()-cis-141 (182 mg; 0,4 mmol), 1 ml 36% HCI a 1 ml EtOH. Smé&s
byla zahtivana na 90 °C po dobu 3 dni. Po ochlazeni byl ke smési ptidan 2,5 M vodny roztok
NaOH (10 ml; 25 mmol) a bylo extrahovano CH>Cl, (3% 10 ml). Spojené organické vrstvy byly
vysuSeny Na>SOs a rozpoustédlo bylo odpafeno za snizené¢ho tlaku. Destilacni zbytek byl
suspendovan v 10 ml 10% vodného roztoku kys. citronové a smés byla odpafena za vakua.
Tuhy podil byl rozmichan v etheru (cca 10 ml), zfiltrovan pres fritu a promyt dal$im etherem
(30 ml). Srazenina byla nasledn€ smichéna s 2,5 M vodnym roztokem NaOH (20 ml; 50 mmol)
a poté bylo extrahovano CH2Clz (3% 10 ml). Spojené organické vrstvy byly vysuSeny NaxSO4
a rozpoustédlo bylo odpateno za snizeného tlaku. Bylo ziskano 75 mg (50 %) aminoalkoholu
(£)-anti-136 ve formé& bilé srazeniny, ktera dle 'H NMR spektroskopie obsahovala cca 5 %

ptislusného 2-N-benzoylaminotetrakosan-3-olu.

Postup 2

Do 10 ml 14 NZ kulaté banky opatfené magnetickym michadlem a chladicem byl
ptedlozen 2-fenyloxazolin (£)-trans-141 (182 mg; 0,4 mmol), 1 ml 36% HCI a 1 ml EtOH.
Smés byla zahfivana na 90 °C po dobu 3 dni. Poté byla rozpoustédla odpatena za snizeného
tlaku k suchu. Destila¢ni zbytek byl rozmichan v etheru (cca 10 ml), zfiltrovan pies fritu a
promyt dal$im etherem (30 ml). SraZenina byla nasledné smichana s 2,5 M vodnym roztokem
NaOH (10 ml; 25 mmol) a poté bylo extrahovano CH2Clz (3% 10 ml). Spojené organické vrstvy
byly vysuSeny Na>SO4 a rozpoustédlo bylo odpateno za snizeného tlaku. Bylo ziskano 144 mg
(98 %) aminoalkoholu (£)-syn-136 ve formé bilé srazeniny, ktera dle 'H NMR spektroskopie

obsahovala cca 3 % piislusného 2-N-benzoylaminotetrakosan-3-olu.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této bakalaiské prace bylo pripravit a charakterizovat 1-deoxysfingosinové
derivaty — 2-aminoalkan-3-oly s poctem atomu uhliku vys$§im nez 18. Konkrétn€ byli vybrani
dva zéstupci, a to 2-aminoikosan-3-ol (20 atomii uhliku) a 2-aminotetrakosan-3-ol (24 atomu
uhliku). Vzhledem ktomu, Ze uvedené slouceniny jsou latky chiralni, obsahujici dvé
stereogenni centra, je tfeba pfi jejich syntéze zvaZovat aspekt stereochemie. V ramci této
bakalarské prace mela byt nejprve zdokumentovdna a zoptimalizovana pfiprava zminénych
sloucenin ve form¢ racematii jednotlivych cis- resp. trans-izomerd. Ptipravou neracemickych
forem, tedy vSech Ctyf stereoizomerti uvedenych slouc¢enin, mam v umyslu se zabyvat
v nésledné fazi vyzkumu, ktery bude realizovan v ramci mé budouci diplomové prace.

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole Teoretickd c¢ast, 1-deoxysfingosinové derivaty
predstavuji slouceniny s medicinalné zajimavou biologickou aktivitou, pfedevs§im cytotoxicitou
vuci nadorovym bunkam, dale pak antimikrobidlni a antifungdlni aktivitou. Vyzkumny cil,
ktery je rozpracovan v mé bakalafské praci navazuje na ptfedchozi studii, ve které byly
studovany dv€ znamé sfingoidni baze — Clavaminol A ((2R,3S)-2-aminododekan-2-ol) a
Xestoaminol C ((25,3R)-2-aminotetradekan-2-01).1%?*  V ramci této, teprve nedavno
dokoncené védecké studie,!'”?* byly ptipraveny a charakterizoviny nejen v piirodé se
vyskytujici stereoizomery Clavaminolu A a Xestoaminolu C, ale i vSechny tfi zbyvajici, které
dosud nebyly zndmy. Stereoizomery Clavaminolu A a Xestoaminolu C byly nasledné
ve spolupraci s Katedrou biologickych a biochemickych véd UPa testovany na cytostatickou
aktivitu vaci vybranym liniim naddorovych bun€k, a to na suspenzni linii bun¢k Jurkat (lidské
leukemické T builky), adherentni linii lidskych neuroblastomovych bunék (SH-SYSY),
bunécné linii lidského plicniho karcinomu (A549) a linii lidskych osteoblasti (MG-63). Cilem
provedenych biologickych studii bylo piedev§im posoudit vztah absolutni konfigurace na
stereogennich centrech uvedenych 2-aminoalkoholti k jejich cytotoxicite, a rovnéz urcit roven
cytotoxicity racemickych forem téchto slouc¢enin ve srovnéni s jednotlivymi stereoizomery.

Na zakladé analyzy ziskanych hodnot ICso bylo zjisténo, Ze stereoizomery
Xestoaminolu C, tj. 2-aminotetradekan-3-olu, vykazuji vyssi cytotoxicitu nez stereoizomery
Clavaminolu A, tj. izomery 2-aminododekam-3-olu (Tabulka 1). Neboli, stereoizomery
Xestoaminolu C (pocet atomu uhliku 14) vykazovaly ponc¢kud vyssi cytotoxicitu nez
ekvivalentni stereoizomery Clavaminolu A (pocet atomu uhliku 12), a to ve vsech ptipadech
pouzitych bunécnych linii. Mezi dalsi dilezité zavéry pattil fakt, Zze stereoizomery se

syn-konfiguraci, tj. (2R,3R)- a (2§,3S)-izomery Clavaminolu A resp. Xestoaminolu C, mély
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vyrazngj$i cytotoxické uclinky ve srovnani se stereoizomery s anti-konfiguraci, tj. (2S,3R)-
a (2R,3S5)-izomery téchto 2-aminoalkan-3-oll. Zajimavym vysledkem pak bylo zjisténi, ze ve
vSech piipadech byly stanoveny pro danou dvojici jednotlivych enantiomert prakticky stejné
hodnoty ICso. Z toho vyplyva, ze cytotoxicky ucinek Clavaminolu A resp. Xestoaminolu C
ovliviiyje jejich relativni konfigurace, avsak konkrétni absolutni konfigurace na stereogennich
centrech v rdmci daného diastereoizomeru nema na jejich cytotoxicitu prakticky zadny vliv. Na
zaklad¢ téchto fakth byla formulovana hypotéza, ze Ize oCekavat srovnatelny cytotoxicky
ucinek jak jednotlivych enantiomert, tak i racemat cis- €i trans-forem uvedenych sloucenin.
Pochopitelné, racemické formy testovanych slouc¢enin jsou synteticky snadno dostupnéjsi nez
ptislusné enantiomery, a proto je jejich aplikacni potencidl z ekonomickych divodi vyssi.
Uvedené 1-deoxysfingosinové derivaty tedy pfedstavuji zajimavé chemické substance ve
vyzkumu antiproliferacni terapie a lze je povazovat za slibnd potencidlni cytostatika v rdmci

vyvoje novych protinddorovych 1éCiv.

Tabulka 1. Prehled cytotoxicity jednotlivych stereoizomerii Clavaminolu A a Xestoaminolu C.

Tabulka byla prevzata z literatury!'®>%
Slouenina Buné¢né linie (hodnoty 1Cso, pmol/1)?

SH-SYSY Jurkat A549 MG-63
(2R,3R)-2-aminododekan-3-ol 63+2 25+2 53+ 10 29+3
(25,3R)-2-aminododekan-3-ol 81 +2 55+ 10 70 + 10 32+6
(25,35)-2-aminododekan-3-ol 60+ 2 27 +2 45+ 3 22+ 3
(2R,35)-2-aminododekan-3-ol 70+ 3 34+4 69+ 9 37 +3
(2R,3R)-2-aminotetradekan-3-ol 2142 13+1 29 +2 12+1
(28,3R)-2-aminotetradekan-3-ol 5343 44 + 13 54+ 11 2243
(25,35)-2-aminotetradekan-3-ol 22+ 4 14+ 1 2342 12+ 1
(2R,35)-2-aminotetradekan-3-ol 42 +2 53+ 10 51+9 24 + 4

@ Hodnoty cytotoxické aktivity jsou vyjadreny ve formé ICso + SD (ze tFi nezavislych méreni) po 24 h piisobeni.

Vyse popsana zjisténi,!”?* tj. vliv délky alkylového fetézce a relativni konfigurace na
stereogennich centrech na vyslednou cytotoxicitu dan¢ho 1-deoxysfinogosinového derivatu, je
vhodné ovéfit na Sir$i sérii jednotlivych 2-aminoalkan-3-olt. Jejich pfiprava je proto

predmétem této bakalaiské prace.
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. D 2. separace diastereoizomerd n
n O 4,0 NH,
(£)-cis-135, n = 16,29 % (+)-trans-135,n =16, 32 % 132, n=15,98%
(£)-cis-141, n = 20,38 % (+)-frans-141,n =20, 35 % 136,n=19,98 %
1. HCI/EtOH 1. HCI/EtOH
2. NaOH/H,0 2. NaOH/H,0
OH OH
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NH, NH,

(2R,35)-132,n =15 (2R,3R)-132,n =15
(2R,35)-136,n = 19 (2R,3R)-136, n =19

Schéma 32 Celkové reakéni schéma popisujici ptipravu 2-aminoalkan-3-old 132 a 136

Vychozimi slou¢eninami pouZitymi pro syntézu racematii 2-aminoikosan-3-olu (132)
resp. 2-aminotetrakosan-3-olu (136) byl stearylalkohol (C18) (137) a dokosan-1-ol (C22)
(138). Tyto primarni alkoholy, obsahujici sudy pocet atomi uhliku, jsou komeréné dostupné a
vzhledem k jejich snadné vyrobé i relativné levné chemikalie (stearylalkohol 40 liber/500 g
resp. dokosan-1-ol 117 liber/500 g; Fluorochem; k 28.6.2021). Uvedené alkoholy jsem
v prvnim syntetickém kroku oxidoval na ptisluSné aldehydy 133 a 139. Oxidaci jsem provedl
podle literarniho predpisu popisujiciho piipravu analogického aldehydu, a to tetradekanalu,*”!
za podminek Pakikh-Doeringovy oxidace. Ta, jak zndmo vyuziva jako oxidaéni Cinidlo
dimethylsulfoxid, ktery je aktivovan oxidem sirovym (pouzit komeréné dostupny komplex
SO;-Py).[*8] Reakce svym charakterem patii mezi oxidace alkoholii na aldehydy pres specificky
intermediat — alkoxysulfonium ylid (podobné jako Swernova oxidace, Pfitzner-Moffattova
oxidace nebo Corey-Kimova oxidace). Uvadi se, ze pi1 Pakikh-Doeringové oxidaci obvykle
nevznika jako vedlejsi produkt (S-methylsulfanylmethyl)ether (jedna se v podstaté o thioacetal
formaldehydu), a to ani v pfipadech, kdy se reakce provadi za vyssich teplot. V. mém piipade
jsem vSak vznik tohoto nezddouciho vedlejsiho produktu pozoroval, obvykle v mnozstvi cca

5-10 %. Uvedeny vedlejsi produkt bylo mozné od aldehydu 133 resp. 139 separovat

50



sloupcovou chromatografii, pficemz tato latka méla v nepolarnich mobilnich fazich, vzhledem
k jeji nizsi polarité, vzdy vyssi retenéni faktor nez ptislusny aldehyd. Pribéh reakce bylo mozné
monitorovat vizualn€, nebot’ vychozi alkoholy jsou v CH2Cl na rozdil od aldehydii 133 a 139
malo rozpustné. Probéhnuti oxidace s projevilo vznikem homogenni reak¢ni smési. Aldehydy
133 resp. 139 jsem izoloval jako bilé tuhé slouceniny voskovitého charakteru, které jsem ihned
pouzil do nasledujiciho reakéniho kroku nebo kratkodobé skladoval v atmosféfe argonu pfi
nizké teploté (v lednici).

Druhym krokem syntézy cilovych latek byla Henryho reakce aldehyda 133 resp. 139
s nitroethanem vedouci k nitroalkoholim 134 resp. 140. Reakci jsem provedl v CH2Cl; za
laboratorni teploty, katalyzatorem byl triethylamin (2 mol %). Bézné pouzivana alkoholicka
rozpoustédla (MeOH, EtOH, IPA) jsem v tomto piipadé¢ vyhodnotil jako nevhodna, a to
vhledem k nizké rozpustnosti aldehydl, zejména slouceniny 139. Reakce probihaly relativné
pomalu, v ptipadé slouc¢eniny 139 byla dle '"H NMR spektroskopie konverze po 3 dnech cca 50
%. Po 4 dnech byl vznik dalSiho produktu Henryho reakce jiz zanedbatelny, reakce
pravdépodobné dospéla do rovnovazného stavu. Po odpateni rozpoustédla a katalyzujici baze
jsem smés nitroalkoholu a vychoziho aldehydu rozdélil sloupcovou chromatografii. K ti¢inné
separaci dochéazelo ve zna¢n€ nepolarnich mobilnich fazich, jako nejvhodnéjsi se jevila smés
n-hexan/AcOEt 6/1 az 8/1. Chromatografii jsem nejprve izoloval méné polarni vychozi aldehyd
133 resp. 139 (Ry, cca 0,5), poté byl eluovan pozadovany nitroalkohol 134 resp. 140 (Ry, cca
0,3). Racematy nitroalkoholti 134 a 140 byly dale analyzovany pomoci chirdlni HPLC. Cilem
bylo nalézt vhodné HPLC podminky pro budouci stanovovani enantiomerniho piebytku
v téchto  chirdlnich  slouceninach. Nejlepsi separace enantiomertt  jednotlivych
cis-/trans-izomerl nitroalkoholti 134 a 140 bylo dosazeno na chirdlnich kolonach Chiralpak
AD-H a Chiralpak IA.

Nasledovala redukce nitroskupiny nitroalkohold 134 resp. 140 za podminek
katalytické hydrogenace. Pfi nastaveni reak¢nich podminek jsem vychazel z pokusi,
popisujicich katalytickou hydrogenaci analogickych nitroaldold, a to 2-nitrodekan-3-olu a
2-nitrododekan-3-olu.'>* Mnohé reakéni podminky, napf. tlak vodiku (cca 20 bar), typ
katalyzatoru (10% Pd na C) a jeho mnozstvi (1,5 mol %), jsem nechal totozné. Rozdilné vSak
bylo rozpoustédlo, nebot’ v pavodné pouzitétm MeOH jsou nitroalkoholy 134 resp. 140
prakticky nerozpustné. Hydrogenaci jsem provedl ve smési n-hexan/IPA (1/1), ve kterém se
vychozi latky rozpoustély relativné dobte. Rovnéz jsem prodlouzil reakéni ¢as z 24 h na 48 h.

Reakéni doba vSak nebyla optimalizovdna. Zpracovani reakéni byl velmi jednoduché,
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heterogenni katalyzator jsem odstranil filtraci a rozpoustédla jsem odpafil za vakua. Dle NMR
spektroskopie probéhla hydrogenace za téchto podminek s prakticky kvantitativni konverzi.

Ziskanou smeés diastereoizomeri 2-aminoalkan-3-oli 132 resp. 136 jsem dale
transformoval na 2-fenyloxazolinové derivaty 135 resp. 141. Dlvodem této chemické
modifikace 2-aminoalkan-3-oli 132 a 136 bylo ov¢fit, zda-li je mozné cis- a trans-izomery
2-fenyloxazolinovych derivati 135 resp. 141 U¢inn¢ separovat pomoci sloupcové
chromatografie, resp. vyhledat vhodné chromatografické podminky pro tuto separaci. Reak¢ni
podminky jsem pievzal z diive popsané syntetické procedury, pomoci niz byly pfipravovany
analogické 2-fenyloxazoliny.['>?* Vzhledem k piedpoklddané nizsi reaktivité 2-aminoalkan-3-
ol 132 resp. 136 ve srovnani s 2-aminododekan-3-olem resp. 2-aminotetradekan-3-olem, jejiz
pfic¢inou je pfitomnost vyrazné delSiho alkylového fetézce, jsem prodlouzil reakéni cas ze 48 h
na 4 dny. Reakeni teplota byla zachovéna na hodnoté 140 °C. Urychleni reakce teplotou jsem
nepovazoval za vhodné, nebot zvysSeni reakéni teploty nad uvedenou hodnotu by velmi
pravdépodobné vedlo k ur¢itému rozkladu vychozi slouceniny/produktu. Dal§i zména ve
srovnani s pivodnim ptfedpisem spocivala v odliSném zplsobu davkovani reaktantu, tj.
2-aminoalkan-3-old 132 resp. 136, do reakéni smési. V piipad¢ 2-aminododekan-3-olu resp.
2-aminotetradekan-3-olu byl pfipraveny roztok v extra suchém chlorbenzenu vnesen do reakcni
smési injekéni stiikaCkou pies septum reakcni nadoby. Ta jiZz obsahovala atmosféru argonu.
2-Aminoalkan-3-oly 132 resp. 136 jsou vSak v chlorbenzenu pfi laboratorni teploté rozpustné
pouze omezeng. Vyssi rozpustnost vykazuji za horka, transport ptes jehlu horkého roztoku vSak
vedl k vylu¢ovani aminoalkan-3-olu béhem nastiiku, coZ mélo za nasledek ztratu vychozi latky.
Roztok 2-aminoalkan-3-olu 132 resp. 136 jsem proto do reakéni smési prelil tzv. pod natokem
argonu. Ur¢itou zménu jsem rovnez provedl ve zpracovani reakéni smési. Jako vyhodnéjsi
metodu pro oddé€leni zine¢natych soli od produktu jsem zvolil promyti reakéni smési vodnym
amoniakem. Doslo tak k rychlejsi a G¢inné&jsi separaci vodné a organické faze. Nutno vSak
konstatovat, Ze jsem dosahl ponc¢kud niZsich vytézka 2-fenyloxazolinovych derivati 135 (61
%) resp. 141 (73 %) nez je popsano v pivodnim literarnim predpisu (>80 %).11%24]

Zjistil jsem, Ze cis- a trans-izomery 2-fenyloxazolint 135 resp. 141 lze G¢inn¢ separovat
sloupcovou chromatografii na silikagelu. Jako nejvhodnéjs$i mobilni fazi pro derivat 135 jsem
nalezl smés n-hexan/AcOEt 4/1, ve které je hodnota Ry trans-izomeru 0,38, zatimco hodnota R¢
cis-izomeru 0,28. V piipadé 2-fenyloxazolinu 141 jsem pak jako nejvhodnéjsi mobilni fazi
vyhodnotil smés n-hexan/AcOEt 6/1. Hodnota Ry trans-izomeru slouceniny 141 v dané smési
¢inila 0,33, zatimco hodnota Ry cis-izomeru 0,25. Relativni konfigurace jednotlivych

diastereoizomerd 2-fenyloxazolint 135 a 141 jsem ur¢il na zakladé porovnani 'H a '3C NMR
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spekter t&chto sloudenin s diastereoizomery 2-fenyloxazolini popsanych v literatute diive.[!%24!

Déle byly nalezeny vhodné podminky pro chirdlni HPLC, umoznujici stanoveni zastoupeni
jednotlivych enantiomert v diastereoizomerech 2-fenyloxazolinti 135 a 141. Racematy téchto
sloucenin zde poslouzily jako vhodné standardy, nebot’ z definice obsahuji ekvimolarni smés
obou enantiomerd (pro hledani vhodnych HPLC podminek bylo nutné ziskat chromatogram
obsahujici dva ekvivalentni piky).

Zaveérecnym reakénim krokem syntézy anti- resp. syn- diastereoizomeri
2-aminoalkan-3-ola 132 resp. 136 byla kysele katalyzovana hydrolyza jednotlivych cis- resp.
trans-2-fenyloxazolinii 135 a 141. Vzhledem k nedostatku Casu jsem se v ramci bakalarské
prace zabyval pouze hydrolyzou cis- resp. trans-2-fenyloxazolinu 141. V pfipadé tohoto
derivatu jsem totiz ocekaval potiZe, a to zejména pii zpracovani reakéni smési, nebot’ jak
2-fenyloxazolin 141, tak i 2-aminotetrakosan-3-ol (136) maji vyrazny nepolarni charakter.
V piivodnim piedpisul'®?* je vsak hydrolyza realizovana v silné polarnim prostiedi (36%
vodna HCI/EtOH; 1/1; v/v) a navic, reakce neprobiha s uplnou konverzi na 2-aminoalkohol.
Jako dalsi produkt reakce byl popsan N-benzoyl-2-aminoalkan-3-ol (3—10 %), tedy v podstaté
meziprodukt hydrolyzy. Jeho separace od 2-aminoalkoholu byla zaloZena na vyuziti
acidobazické extrakce — nejprve prevedeni 2-aminoalkoholu do vodného roztoku kyseliny
citronové, nasledna extrakce N-benzoyl-2-aminoalkan-3-olu do etheru a poté alkalizace vodné
faze vodnym roztokem NaOH vedouci k rozlozeni soli 2-aminoalkoholu.!'*?* V piipadé
2-aminotetrakosan-3-olu (136) vSak nebyla tato separace produktl uUspéSnd, nebot se
nerozpoustel ve vodném roztoku kyseliny citronové. U piisluSné amoniové soli pievlada diky
pritomnosti dlouhého alkylového fetézce nepolarni charakter. Hydrolyzou cis-2-fenyloxazolinu
(141) jsem tedy touto metodou ziskal anti-2-aminotetrakosan-3-ol (136), ktery byl
kontaminovan 5 % anti-N-benzoyl-2-aminotetrakosan-3-olu. V nésledujicim pokusu jsem
reakéni smés zpracoval odlisSnym zpiisobem. Nejprve jsem odpafil rozpoustédla za sniZzeného
tlaku. Tuhy destilacni zbytek jsem rozmichal v etheru (doslo k rozpusténi ethyl-benzoatu, popf.
N-benzoyl-2-aminotetrakosan-3-olu), srazeninu jsem odd¢lil filtraci a promyl dal§im etherem.
Poté jsem srazeninu suspendoval ve vodném roztoku NaOH (uvolnéni aminu) a smés jsem
nasledné extrahoval CH2Cl,. Dal$im zpracovanim extraktu jsem z trans-2-fenyloxazolinu (141)
ziskal syn-2-aminotetrakosan-3-ol (136) ve vysokém vytézku. Produkt vSak byl kontaminovan
3 % syn-N-benzoyl-2-aminotetrakosan-3-olu. Promyti surového produktu etherem tedy nevedlo
k dokonal¢ separaci N-benzoyl-2-aminotetrakosan-3-olu. V dal§ich pokusech mam proto
v umyslu testovat promyvani surového produktu méné polarnim rozpoustédlem (toluen,

n-hexan, cyklohexan apod.).
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4. ZAVER

Vramci bakalaiské prace jsem se zabyval piipravou a charakterizaci anti- a syn-
diastereoizomert 2-aminoikosan-3-olu (132) a 2-aminotetrakosan-3-olu (136) (Schéma 32).
Ptipravu téchto sloucenin jsem provedl podle syntetického postupu, ktery byl neddvno
popsan pro analogické 2-aminoalkan-3-oly (anti- a syn-2-aminododekan-3-ol a anti- a

19241 Syntéza zahrnuje celkem pét reakénich krokii a vychazi

syn-2-aminotetradekan-3-ol).!
z komercné dostupnych primarnich alkoholt (stearylalkoholu (137) a dokosan-1-olu (138)).

Jednotlivé anti- a syn- diastereoizomery 2-aminoalkan-3-ola 132 resp. 136 jsem v tomto
vyzkumu pfipravil ve formé racemati. Ovéfil jsem, ze uvedena synteticka metodal'®2*
je pouzitelnd nejen pro syntézu anti- resp. syn-2-aminododekan-3-olu a anti- resp.
syn-2-aminotetradekan-3-olu, ale rovnéz i pro 2-aminoalkan-3-oly 132 resp. 136, tedy
slouceniny stejného typu, avSak obsahujici vyznamné delsi alkylovy fetézec. Nicméné, v
jednotlivych reakénich krocich bylo nutné provést urcité upravy a zmény reakénich podminek,
které vyplyvaly z odliSnych fyzikalné-chemickych vlastnosti ptisluSnych vychozich latek a
intermediata.

Racematy jsem pripravoval za ucelem zisku vzorkl/standardii, a to jak cilovych
2-aminoalkan-3-old 132 a 136, tak i jednotlivych meziproduktd. To umoznilo charakterizaci
téchto sloucenin pomoci obvyklych metod (NMR spektroskopie, bod tani, hmotnostni
spektroskopie s vysokym rozliSenim, infraervena spektroskopie). Vzhledem k tomu, Ze
racemické varianty sloucenin lze povazovat za podstatné levnéj$i chemické substance nez
enantiomerné Cisté¢ formy, pouzil jsem racematy jako vychozi slouCeniny v pokusech, které
jsem provedl pro optimalizaci reakénich podminek jednotlivych reakénich krokd.
Zdokumentované syntetické postupy a charakteriza¢ni data jednotlivych sloucenin budou déle
vyuzity v nasledném vyzkumu, ve kterém budou pfipravovany neracemické formy anti- a
syn- diastereoizomert 2-aminoikosan-3-olu (132) a 2-aminotetrakosan-3-olu (136) za ucelem
studia jejich biologické aktivity.

Vzhledem k pfisluSnym vladnim natfizenim, které vyrazn€ omezovaly prezencni formu
studia a praktickou ¢innost na vysokych $kolach v CR béhem akademického roku 2020/2021,
jsem zcela nedokoncil studii zabyvajici se optimalizaci reakénich podminek posledniho
reakéniho kroku, tj. hydrolyzy 2-fenyloxanolinovych derivati 135 a 141. Tuto studii mam
v umyslu dokon¢it v ndsledném vyzkumu, ktery bude realizovan jako soucdst mého

navazujiciho magisterského studia.
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"H NMR spektrum smési anti-/syn-2-nitroikosan-3-olu (134)
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"H NMR spektrum smési anti-/syn-2-nitrotetrakosan-3-olu (140)

i

= Lo
090

59



"H NMR spektrum anti-2-aminotetrakosan-3-olu (136)
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"H NMR spektrum smési anti/syn-2-aminotetrakosan-3-olu (136)
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"H NMR spektrum trans-2-fenyl-4-methyl-5-heptadecyloxazolinu (135)
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"H NMR spektrum cis-2-fenyl-4-methyl-5-henikosyloxazolinu (141)
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"H NMR spektrum trans-2-fenyl-4-methyl-5-henikosyloxazolinu (141)
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HPLC chromatogram anti-2-nitroikosan-3-olu (134)
[A
El — 9 - Detector 1
1,2-
1,0
= 0,8 -
_D
(-}
4 0,6 =
<
0,4
0,2
0,0
0 5 10 15 ]
e [min.]
Reten. Time Area Height Area Height W05 Peak Purity
[min] [mAU.s] [mAU] [%] [%] [min] [-]
1 8,350 7959,939 603,415 50,1 50,2 0,23 866
2 8,833 7918,444 598,203 49,9 49,8 0,23 809
Total 15878,383 1201,618 100,0 100,0
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HPLC chromatogram syn-2-nitroikosan-3-olu (134)

[AU]
— 12 - Detector 1
1,0
0,8
—
~
= 0,6 -]
‘E =1 5-
H -
“
E-]
< 04
0,2
0,0
T T T
0 5 10 15 ]
T [min.]
Reten. Time Area Height Area Height W05 Peak Purity
[min] [mAU.s] [mAU] [%] [%] [min] [-]
1 11,483 10513,575 515,844 49,0 51,9 0,33 891
12,858 10946,404 478,458 51,0 48,1 0,38 894
Total 21459,979 994,303 100,0 100,0
HPLC chromatogram anti-2-nitrotetrakosan-3-olu (140)
[mAU]
— 22 - Detector 1
400~
300
=
o
-
a
&
a 200
<
-
~
~
100- aoe
M
0-
0 10 20 30 40 50
T [min.]
Reten. Time Area Height Area Height W05 Peak Purity
[min] [mAU.s] [mAU] [%] [%] [min] [-]
1 32,708 4552,975 82,885 49,8 56,0 0,88 874
34,558 4580,524 65,067 50,2 44,0 113 884
Total 9133,499 147,951 100,0 100,0
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HPLC chromatogram syn-2-nitrotetrakosan-3-olu (140)

V7 SN S S GRS
— 25 - Detector 1
1,0-
=
=]
-]
g
2
=
< - g
0,5 o~
- [--]
N 2
~ [3¢]
o~
O,O*L—
0 5 10 15 20 25 30 ]
T [min.]
Reten. Time Area Height Area Height W05 Peak Purity
[min] [mAU.s] [mAU] [%] [%] [min] [-]
1 22,117 9095, 781 341,559 49,6 52,1 0,42 838
2 23675 9233670 314,379 50,4 479 0,47 897
Total 18329,451 655,938 100,0 100,0

HPLC chromatogram cis-4-methyl-5-heptadecyl-2-fenyloxazolinu (135)

(1 S S P T S
_: 17 - Detector 4
1,0- o
0
o
5 .
F-)
a
s
a2
<
0,5
0,0-
0 5 10 15 20 ]
T [min.]
Reten. Time Area Height Area Height W05 Peak Purity
[rmin] [mAU.s] [mAU] [%] [%] [min] [-]
1 13,350 22591,719 795844 49,2 51,1 0,46 751
2 14,292 23343653 760,317 50.8 489 0,50 488
Total 45935,372 1556,161 100,0 100,0
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HPLC chromatogram trans-4-methyl-5-heptadecyl-2-fenyloxazolinu (135)

A e O e S e e e G S
__ 19 - Detector 4
1,0 -
n o~
(-]
5 N g
. (1]
g o~
e
3
-
0,5
» L L
0 5 10 15 20 25 30
T [min.]
Reten. Time Area Height Area Height W05 Peak Purity
[min] [mAU.s] [mAU] [%] [%] [min] [-]
1 22,050 30794,042 768,997 48,0 52,6 0,68 942
2 23,108 33353,385 691,660 52.0 47.4 0,80 980
Total 64147, 427 1460,657 100,0 100,0

HPLC chromatogram cis-4-methyl-5-henikosyl-2-fenyloxazolinu (141)

.11 SR S B
___ 48 - Detector 4
~
] ~
0
1,04 8
(-}
=
=]
B
(-3
°
a
=
0,5-
0,0 = )
0 10 15 ]
T [min.]
Reten. Time Area Height Area Height W05 Peak Purity
[rmin] [mAU.s] [mAU] [%] [%] [min] [-]
1 8,658 24834, 124 1019,200 48,4 52,6 0,39 866
2 9,625 26477,195 916,651 51,6 474 0,47 584
Total 51311319 1935,851 100,0 100,0
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HPLC chromatogram trans-4-methyl-5-henikosyl-2-fenyloxazolinu (141)
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0 2 a 6 8 10 iz
Sl [min.]
Reten. Time Area Height Area Height W05 Peak Purity
[min] [mAU.s] [mAU] [%] [%] [min] [-]
1 8,017 19884,820 888,844 47,8 51,8 0,34 964
2 8,858 21693,523 825,896 522 4872 0,42 974
Total 41578,343 1714,739 100,0 100,0
IR spektrum smési anti-/syn-2-nitroikosan-3-olu (134)
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IR spektrum trans-2-fenyl-4-methyl-5-heptadecyloxazolinu (135)
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IR spektrum trans-4-methyl-5-henikosyl-2-fenyloxazolinu (141)
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