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ANOTACE

Tato diplomova prace popisuje piipravu vSech konfiguracnich izomera 2-aminoikosan-
3-olu a 2-aminotetrakosan-3-olu. Pfiprava téchto izomeru je zalozena na asymetrické Henryho
reakci, pro kterou byl nalezen vhodny vysoce G€inny enantioselektivni katalyzator. Separace
jednotlivych stereoizomeri je mozna po prevedeni 2-aminoalkan-3-oli na pfislusné
2-fenyloxazolinové derivaty, které¢ je mozné odd¢lit pomoci sloupcové chromatografie. Tyto
latky byly pfipraveny za ucelem testovani jejich cytotoxicity vici vybranym liniim nadorovych

bunék.
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2-Aminoalkan-3-oly, Asymetrickd syntéza, Henryho reakce, Heterogenni katalyza,

2-fenyloxazoliny, Separace stereoizomert.

ANOTATION

This master’s thesis describes the synthesis of all configurational isomers of
2-aminoicosan-3-ol and 2-aminotetracosan-3-ol. The preparation of these isomers was
performed by utilizing of asymmetric Henry reaction. The suitable enantioselective catalyst for
this reaction was explored. Separation of individual stereoisomers was achieved after
conversion of the 2-aminoalkan-3-ols to the corresponding 2-phenyloxazoline derivatives.
These derivatives were possible to isolate via column chromatography. These compounds were

synthesized with the aim to evaluate their cytotoxicity in selected cancer cell lines.

KEY WORDS

2-Aminoalkan-3-ols, Asymmetric synthesis, Henry reaction, Heterogeneous catalysis,

2-Phenyloxazoline derivatives, Separation of stereoisomers.
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1. UVOD A TEORETICKA CAST

1.1. Cile diplomové prace

Prvnim cilem této diplomové prace bylo provedeni literarni reserse tykajici se moznosti
syntézy 2-aminoalkan-3-ola (C12—C24) v neracemické formé a provedenych studii zamétenych
na jejich cytotoxickou aktivitu. Nasledn¢ mély byt pomoci asymetrické Henryho reakce
pfipraveny vSechny ctyfi konfigurani izomery 2-aminoikosan-3-olu a také vSechny Ctyfi
konfigura¢ni izomery 2-aminotetrakosan-3-olu. Jednotlivé produkty a meziprodukty mély byt
charakterizovany dostupnymi analytickymi metodami. Pfipravené 2-aminoalkan-3-oly mély
byt poté poskytnuty spolupracujicimu pracovisti (KBBV UPCE) pro studium cytotoxické

aktivity vici vybranym liniim nadorovych bunck.
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1.2. Sfingolipidy

Sfingolipidy jsou jednou zhlavnich tfid eukaryotickych lipida. Johan Ludwig
Thudichum objevil sfingolipidy v roce 1874, kdyz provedl frakéni krystalizaci ethanolickych
extraktll z lidského mozku. Oznadil je terminem ,,sfingo™ podle feckého mytického tvora,
Sfingy, z diivodu jejich tajemné povahy.!'! Biochemické a chemické piistupy v prvni poloving
20. stoleti vedly k objasnéni chemické struktury sfingosinu, jedné z hlavnich sfingoidnich bazi,
ktera je zakladnim strukturnim rysem vsSech sfingolipidi (rozliSujici sfingolipidy od jinych
lipid@t). Po tomto objevu nasledovalo objasnéni tfid dal§ich komplexnich sfingolipidi.?!

Sfingolipidy Ize rozdélit do nékolika hlavnich tfid (Obr. I): sfingosinové baze a jejich
jednoduché derivaty, sfingosinové baze s mastnou kyselinou vazanou pomoci amidické vazby
fosfodiesterové vazby (fosfosfingolipidy), nebo pies glykosidické vazby (jednoduché a
komplexni glykosfingolipidy, jako jsou napf. cerebrosidy a gangliosidy) a dalsi skupiny.[!

R4 R
OH OH o o
H,N HN HN HN
1OH R )OH R »"OH R  )wOH

Sfingosin Ceramidy Fosfosfingolipidy Glykosfingolipdy
R: Acyl R: Acyl R: Acyl
R1: Fosfat Ry: Glykosyl

Obrdzek 1 Strukturni rozdélent sfingolipidii®

Témér stoleti byly sfingolipidy povazovany pouze za strukturni slozky lipidovych
dvojvrstev, které jsou zdkladem pro biologické membrany. Vyzkumy v poloviné 80. let vSak
odhalily, Ze se specifické druhy sfingolipidi podileji na regulaci biologickych procest.!!

Kromé¢ faktu, Ze plni predevs§im strukturni funkci v bunééné membrané€, nékteré metabolity,
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véetné ceramidil, sfingosinu a sfingosin-1-fosfatu, ziskaly pozornost jako signdlni molekuly.
Ty jsou zapojené do regulace vyznamnych biologickych procest, jako je bunécény rast, bunééné

déleni, starnuti nebo apoptédza.lf!

Serin + Palmitoyl CoA Sfingomyelin
(de novo) . .
| o} OH Glykosfingolipidy
SPT NT P o
- \/\O' ..\O/Y\/\/\/\/\/\/\/\

® o]

3-Keto-sfinganin HN\n/\/\/\/\/\/\/\/ “

lKDS o ces Glukosylceramid
Dihydrosfingosin SMS|| SMase A
CDase“ CerS Ceramid

Dihydroceramid DES z

G CK
HO/Y\/\/\/W\/\/\ =————= Ceramid-1-fosfat

HN \n/\/\/\/\/\/\/\/ C1PP
0}
CerS
CDase
Sfingosin Sfingosin-1-fosfat
o SK Q OH
Ho/\‘/\/\/\/\/\/\/\/\ = HO" IID\O/\‘/\/\/\/\/\/\/\/\
SPPase (0] NH
NH, o 2

Schéma 1 Metabolismus bioaktivnich sfingolipidiil”)

De novo syntéza sfingolipidii probiha v endoplazmatickém retikulu. Prostfednictvim
koordinovaného piisobeni serinpalmitoyltransferasy (SPT), 3-ketodihydrosfingosinreduktasy
(KDS) a (dihydro)ceramidsyntasy (CerS) je v endoplazmatickém retikulu pfeménén cytosolovy
L-serin a palmitoyl CoA na membranové véazany lipid dihydroceramid. Poté je na
dihydroceramid piisobeno desaturasou, kterd zavadi dvojnou vazbu. Tato anabolickd draha
vytvaii prekurzory komplexnich sfingolipidl, které mohou mit rizné funkce, jako je napf.
elektricka izolace axontli, hydrofobni bariéra v pokoZce nezbytna pro sniZeni ztraty vody a
modifikace povrchu cervenych krvinek, kterd pulsobi jako dilezity faktor pfi jejich
shlukovéni.[®]

Sfingolipidy jsou zvlaste¢ zastoupené v mozku a jsou nezbytné pro vyvoj a udrzeni
funkéni integrity nervového systému. Seda hmota CNS a neurony jsou obohaceny o
glykosfingolipidové podskupiny gangliosidi, zatimco sfingomyelin, galaktosylceramid a
sulfatid jsou pfitomny v oligodendrocytech a myelinu. Sfingolipidovy profil mozku vsak
zdaleka neni staticky, protoze se neustale méni, jak se mozek vyviji a starne.’! Naruseni
biosyntézy sfingolipidii mlze vést ke vzniku vaZznych onemocnéni jako jsou napt. periferni

neuropatie, epilepsie, paraplegie, ataxie ¢i retinopatie.!'”’
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1.3. 2-Aminoalkan-3-oly (C12-C24)
2-Aminoalkan-3-oly s dlouhym uhlikatym fetézcem (Ci2-Ca4) se fadi do skupiny latek
zvanych 1-deoxysfingosinové derivaty. Spole¢nym strukturnim motivem téchto sloucenin je
absence hydroxylové funk¢ni skupiny v poloze 1-, dlouhy nerozvétveny uhlikaty fetézec a

vicinalni aminoalkoholové uspoiadani v pozicich 2- a 3- (Obr. 2).I'!

NH,
R: Alkyl, alkenyl

Obrazek 2 Struktura 1-deoxysfingosinovych derivatii

Vsechny tyto molekuly lze povaZovat za derivaty a homology sfinganinu, které
neobsahuji hydroxylovou skupinu v pozici 1-. Vzhledem k jejich vyraznym biologickym
vlastnostem, jako je antiproliferativni aktivita, cytotoxicka aktivita a schopnost ovliviiovat
biosyntézu a metabolismus sfingolipidli, byly né€které slouceniny z 1-deoxysfingosinovych
derivatii zvoleny jako vychozi slou¢eniny pro vyvoj novych lé¢iv proti rakoving.['*!

Absence hydroxylové skupiny v pozici 1- zabraniuje jejich metabolismu na bioaktivni
nachézeji v buiikach.['*! Protoze nejsou 1-deoxysfingolipidy degradovany klasickou cestou,
mohou podstoupit opakované de- a reacylacni cykly, coz by v prib¢hu ¢asu mohlo vést k
aktivni remodelaci dlouhého fetézce (16:0) na velmi dlouhy fetézec (24:0, 24:1).['*) Schopnost
biosyntézy 1-deoxysfingosinovych bazi byla kdysi povazovdna za oblast piisobnosti
organismd, které vytvareji bizarni sekundarni metabolity, ale v soucasnosti je zndmo, Ze jde o
proces rozsifeny mezi savci, véetné lidi. To vede k otdzce, zda jsou tyto slouceniny vytvoreny
jen ndhodnou a chybnou de novo biosyntézou nebo zajistuji uréité biologické funkce.!”]
Biosyntéza téchto sloucenin vyuziva L-alaninu jako substrdtu namisto L-serinu, coz vede k
tvorbé atypickych 1-deoxysfingolipidi (Schéma 2). Piesna metabolickd draha této skupiny

[16] Mutace zptisobené dédi¢nou senzorickou a autonomni

lipidd je vSak stale nepopsana.
neuropatii (HSAN1) snizuji afinitu enzymu SPT k L-serinu a zvySuji jeho afinitu pro L-alanin,

coz vede k zvysené tvorbé neurotoxickych 1-deoxysfingolipidi.l!”l V této souvislosti bylo
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zjisténo, Ze suplementace L-serinem vede k vyraznému snizeni hladiny atypickych sfingolipid
u pacientd s HSANT.[!8]
0

COA\H/\/\/\/\/\/\/\/
\HKOH :

0}
Palmitoyl-Coa
l SPT

L-alanin
l KDS

OH

NH,

1-deoxysfinganin Y\/\/\/\/\/\/\/\

NH,

14Z-1-deoxyceramid Y\/\/\/\/\/\_/\/

mono/di-hydroxylovany CYP4F Y\/\/\/\/\/\=/\/ DEGS1/2 i )
i i —_—T =
1-deoxysfingosin - 4E,14Z-sfingadien

14Z-1-deoxysfingosin

Schéma 2 Metabolismus 1-deoxysfingolipidii'®

Tvorba téchto slouc¢enin mize byt pro bunky Skodliva, protoZe jejich zaclenéni do
biologickych membran by mohlo mit dramatické disledky na jejich strukturu a pravdépodobné
i na jejich integritu.!'3!

Mezi 2-aminoalkan-3-oly je popsano mnoho zéstupct, které vykazuji zajimavou
biologickou aktivitu v zavislosti na délce uhlikatého fetézce a absolutni konfiguraci na

stereogennich centrech. NejvyznamnéjSim predstavitelem stereoizomerd 2-aminoalkan-3-oll

s dvandcti uhlikatym fetézcem je Clavaminol A (1) ((2R,3S)-2-aminododekan-3-ol), (Obr. 3).

Obrazek 3 Struktura Clavaminolu A (1)
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Nejvyznamnéj§im piedstavitelem stereoizomerd 2-aminoalkan-3-ol s dvanacti
uhlikatym fetézcem je Clavaminol A (1) ((2R,3S)-2-aminododekan-3-ol), (Obr. 3). Tento
zastupce byl izolovan zmoiské plasténky Clavelina phlegraea, ktera byla nalezena
v Neapolském zalivu. Clavaminol A vykazuje vyznamnou cytotoxickou aktivitu vici
bunéénym nddorovym liniim karcinomu prsu (T-47D) a karcinomu zaludku (AGS)
s hodnotami ICso~ 5 pmol/l. ['! Cytotoxicka aktivita byla také zjisténa u bunééné linie rakoviny
vajecniki (SKOV3) ICso= 12,5 + 0,32 umol/l a rakoviny prostaty (DU145) ICso = 10,8 = 0,24
umol/l. U Clavaminolu A byla nalezena i antifungalni aktivita, kdy hodnota minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) vu¢i kmenu Candida krusei MTCC3020 ¢inila 7,8 pg/ml. Tento
stereoizomer 1 také vykazoval vyrazné zvyseni hladiny reaktivnich forem kysliku (ROS) pfi
ruznych koncentracich u bakteridlniho kmene Micrococcus luteus. ZvySeni koncentrace ROS
zpuisobené Clavaminolem A se bliZilo zvySeni koncentrace ROS 1ékem Ciprofloxacinem, ktery
byl v této studii pouzit jako standard. Koncentrace ROS je dualezitym ukazatelem indukce
apoptozy u bakterii.!?’!

Enantiomer Clavaminolu A (1) ent-Clavaminol A ((1)-(2S,3R)) ((25,3R)-2-
aminododekan-3-ol) (Obr. 4) byl poprvé izolovan z motiské sumky Clavelina oblonga
v Brazilii. Tento stereoizomer ma vyznamnou antifungalni aktivitu proti kvasince Candida
albicans ATCC 10231 MIC = 0,7 ug/ml a Candida glabrata MIC = 30 ug/ml. Aktivita proti C.
albicans je porovnatelna s antifungalni aktivitou klinicky pouZivanych antimykotik jako je
Nystatin (MIC mezi 1-4 pg/ml) a Ketokonazol (MIC mezi 0,01-1 pg/ml).[*!]

Srovnani biologické aktivity mezi vSemi stereoizomery 2-aminododekan-3-olu bylo
provedeno na Univerzit¢ Pardubice (Tabulka I). Pro testovani byly vyuzity Ctyfi bunécné
nadorové linie: neuroblastom (SH-SYS5Y), leukémie (Jurkat), plicni karcinom (A549) a
osteosarkom (MG-63). V ramci této prace byly pfipraveny i ty diastereoizomery Clavaminolu

A: (2R,3R) a (25,35)-2-aminododekan-3-ol, které piedtim nebyly v literatuie popsany./??!

Tabulka 1 Biologickd aktivita stereoizomerii 2-aminododekan-3-olu!>>%3

Bunécné linie (hodnoty ICso, pmol/l)

Sloucenina
SH-SY5Y Jurkat A549 MG-63
(2R,3R)-2-aminododekan-3-ol 63+2 25+2 53£10 20+ 3
(25,3R)-2-aminododekan-3-ol 81+2 55+ 10 70 + 10 32+6
(25,35)-2-aminododekan-3-ol 60+ 2 2742 45+ 3 22 +3
(2R,3S)-2-aminododekan-3-ol 70 + 3 34 +4 69 + 9 37+3
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Ze stereoizomeru Ctrnacti uhlikatych 2-aminotetradekan-3-oli je nejvice prozkoumany

Xestoaminol C (2) (2S,3R)-2-aminotetradekan-3-ol (Obr. 4).

/\/\/\/\/\/O'\H/
NH,

Obrazek 4 Struktura Xestoaminolu C

V piirod¢ se Xestoaminol C nachazi napt. v moiské houbé Xestospongia sp. ze které
byl v minulosti izolovan. Tento stereoizomer vykazoval velmi vysokou inhibi¢ni aktivitu viici
reversni transkriptize (95% inhibice pii 1 mg/ml).?*! Aktivita byla zjiiténa i proti bun&éné
nadorové linii mozku (SHG-44) ICso = 4,5 umol/l [?)] také proti rezistentni linii leukémie
(P-338) ICs0= 0,44 umol/l a linii rakoviny tlustého stfeva ICso = 0,44 pmol/1.2%!

Dal$im popsanym 14-ti uhlikatym stereoizomerem je 3-epi-Xestoaminol C ((2)-
(25,38)) Tento epimer byl izolovan z Novozélandské tasy Xiphophora chondrophylla. U néj
byla provedena antimikrobialni studie vi¢i Mycobacterium tuberculosis, 1Cso = 19,4 umol/l,
Staphylococcus aureus, 1Cso = 17 pmol/l, Saccharomyces cerevisiae ICso = 17,1 pmol/l. Také
bylo provedeno testovani cytotoxicity na bunééné linii leukémie (HL60) IC50 = 8,8 umol/1.[2"]

Vsechny Ctyfi stereoizomery 2-aminotetradekan-3-olu byly biologicky testovany
v ramci jiz dfive popsané studie (Tabulka 2). V ramci této studie byly piipraveny a testovany i

zbylé dva stereoizomery, které predtim nebyly v literatuie popsany.?*!

Tabulka 2 Biologicka aktivita stereoizomerii 2-aminotetradekan-3-olul?>3]

Buné¢né linie (hodnoty ICso, pmol/l)

Sloucenina
SH-SYSY Jurkat A549 MG-63
(2R,3R)-2-aminotetradekan-3-ol 212 13+1 29+2 12+1
(25,3R)-2-aminotetradekan-3-ol 53+ 3 44 + 13 54+ 11 22 +3
(25,3S5)-2-aminotetradekan-3-ol 2244 14+ 1 23+2 12+1
(2R,3S)-2-aminotetradekan-3-ol 42+ 53+ 4 51+9 24 + 4
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Nejvice pozornosti z derivati 2-aminoalkan-3-olu bylo vénovéano 18-ti uhlikatému

Spisulosinu (3); systematicky nazev (25,3R)-2-aminooktadekan-3-ol (Obr. 5).['?!

/\/\/\/\/\/\/\ﬂ/
NH,

Obrazek 5 Struktura Spisulosinu

Poprvé byl Spisulosin izolovan z motské skeble Spisula polynyma. Spisulosin vykazuje
velmi silnou in vitro cytotoxicitu proti bunéénym liniim s leukémii (P-388, L-1210) a
nadorovym bunkam, jako je A-549, HT-29, MEL-28 a DU-145 s hodnotami ICso pohybujicimi
se v nanomolarnim rozsahu.['>?8] Také bylo zjisténo, ze Spisulosin je schopny zpomalit rist
nadorovych bunéénych linii (PC-3 a LNCaP), pfi¢emz mechanismus t¢inku je spojen s inhibici
de novo syntézy ceramidu a aktivaci atypické protein kinazy C.['2?1 Tyto a dal§i zjisténi vedly
farmaceutickou firmu PharmaMar k uvedeni Spisulosinu do klinického testovani 1é¢iv na lécbu
melanomu, hepatomu a rakoviny prostaty a ledvin. Avsak toto klinické testovani bylo jiz
v prvni fazi ukonceno z divodu nepfijatelné toxicity, kdy doslo k zvySeni aktivity jaternich
enzymi a zji$téni neurotoxicity.

Predstavitelé¢ farmaceutické firmy PharmaMar spole¢né s dal§imi také patentovali in
vitro biologické ucinky rozsahlého testovani ruznych 2-aminoalkan-3-oli (Ci4-C23), které
testovali proti vybranym bunéénym liniim. Toto testovani bylo z velké ¢asti zaméfeno na

cytotoxicitu vii¢i liniim nddorovych bungk.>6-28
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1.4. Syntéza 2-aminoalkan-3-oli (C12-C24)

Popsané piipravy 2-aminoalkan-3-0li1 v neracemické forme, je mozné rozdélit do tii
rozdilnych syntetickych strategii: ,,chiral pool*“ pfistup, asymetrickd syntéza vyuzivajici

pomocna chirdlni ¢inidla a asymetrickd syntéza s vyuzitim enantioselektivni katalyzy.!>*)

1.5. Pripravy Clavaminolu A (1)
1.5.1. ,,Chiral pool* ptistup

Clavaminol A (1) je mozné pfipravit podle syntetického ptedpisu, ktery vyuziva
(R)-glycidolu (4) jako wvychozi slouCeniny (Schéma 3). Syntéza zacCind ochranénim
(R)-glycidolu (4) pomoci terc-butyldimethylsilyletheru a nasledovnym regioselektivnim
oteviranim epoxidového kruhu oktylmagnesiumbromidem za ti€asti méd’né soli, které poskytlo
alkohol 5. Poté byla ochranéna sekundarni alkoholova skupina jako MOM-ether a primarni
alkoholova skupina byla odchranéna s vyuzitim TBAF. Dale byla vyuzito ,,one-pot™ Swernovy
oxidace/Horner-Wadsworth-Emmonsovi reakce alkoholu 7 za zisku (E)-a,B-nenasyceného
esteru 8, ktery byl redukovan s vyuzitim redukéniho ¢inidla DIBAL-H na allylovy alkohol 9.
Nésledovalo pievedeni allylového alkoholu 9 na trichloracetamid 10 pomoci katalytického
mnozstvi DBU a trichloroacetonitrilu. Poté byl proveden diastereoselektivni Overmaniv
pfesmyk s vyuzitim bis(acetonitril)palladium chloridu a p-benzochinonu, kterym byla ziskana
smés erythro a threo produktd v poméru 13:1. S vyuZitim sloupcové chromatografie byla
mozna izolace majoritniho erythro produktu. Déle byla slouc¢enina 11 podrobena ozonolyze za
reduktivnich podminek, kterou byl ptfipraven ptislusny alkohol 12. Poté byla provedena syntéza
brom-derivatu 13, kdy byl nejprve alkohol 12 pfeveden na mesylat a nasledovanou reakci
s NaBr doslo s k nukleofilni substituci za vzniku brom derivatu 13. Nésledovala ,,one-pot*
redukce C-Br vazby a N-trichloroacetylové skupiny na N-acetylovou skupinu v neutralnich
podminkach pomoci n-tributylstannyl hydridu v pfitomnosti AIBN, kdy tento postup vedl k
zisku slouceniny 14. Syntéza Clavaminolu A byla dokonc¢ena kysele katalyzovanou hydrolyzou
slouceniny 14, ktera zakoncila tuto ¢trnacti krokovou syntézu, pfi které byl ziskan Clavaminol

A (1) v celkovém 29% vytézku. Bl
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Schéma 3 Prvni popsand syntéza Clavaminolu A (1) v literature"

Dalsi popsand syntéza Clavaminolu A (1) (Schéma 4) vychéazi z D-alaninu (15), u
kterého byla nejprve provedena benzylace pomoci BnCl a K,COs. Ta poskytla slouceninu 16.
Tento derivat 16 byl nasledné redukovan LiAlH4 na alkohol 17. Kli¢ovou reakci této sekvence
byla  ,one-pot® Swernova oxidace a nasledna  diastereoselektivni  adice
nonylmagnesiumbromidu (>99% de). Poslednim krokem této syntézy byla hydrogenolyza, diky

které doSlo k odchranéni N-benzylovych skupin. Tato syntéza poskytla Clavaminol A (1)

v celkovém 40% vytézku a >99% ee.[*”]
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Schéma 4 Syntéza Clavaminolu A (1) vychdzejict z D-alaninu>)

Pro ptipravu Clavaminolu A (1) byl v roce 2022 vyuzit piistup, ktery vyuziva ochranéni
aminoskupiny ve formé¢ 2,6-dimethylpyrrolu (Schéma 5). Syntéza vychazi z methyl esteru
D-alaninu 19, ktery byl Paal-Knorrovou reakcei s hexa-2,5-dionem pieveden na pyrol ester 20.
Poté nésledovalo pfevedeni na Weinrebiiv amid 21 a redukci pomoci ¢inidla DIBAL-H byl
ziskan aldehyd 22. Nukleofilni adici in situ ptipraveného nonyllithia byl poskytnut alkohol 23.
Odchranéni pyrrolové skupiny za vyuziti mikrovinného reaktoru vedlo k zisku Clavaminolu A

(1) v celkovém 44% vytézku a >20:1 dr.*?]

o)
0 M \)OJ\ MeNHOMe-HCl
\)J\OM 0O " ~OMe -PrMgClI
~ e —_— 2
S TEA, MeOH N
AHaai@ TR~y
19
20
OH R o o)
| .
\_/LM; 7 J  DBALH \:)J\N N
N - H B B N
t-BuLi N CHyCl,
Y B0\ J  -20°C hYs
23 22 21
OH
| NH,OH-HClI \/LM’
> b= 8
EtOH:H,0 (2:1) NH,
140 °C, MW .
>20:1 dr

Schéma 5 Priprava Clavaminolu A (1) vyuzivajici ochrdanéni aminoskupiny 2,6-dimethylpyrrolem!3?)

22



1.5.2. Asymetricka syntéza vyuzivajici enantioselektivni katalyzu

Vsechny Ctyfi stereoizomery 2-aminododekan-3-olu byly pfipraveny v ramci studie na
Univerzit¢ Pardubice. KliCovou reakci v této syntéze byla asymetrickd Henryho reakce,
katalyzovana méd’natymi chiralnimi katalyzatory, kterou byly pfipraveny diastereoizomery
nitroaldoli 25 v 90% ee. Nasledné katalytickd hydrogenace poskytla aminoalkohol 26. Pro
separaci jednotlivych stereoizomeri bylo nutné ptevedeni stereoizomerni smési aminoalkohola
26 na ptislusné oxazoliny 27, které bylo mozné rozd¢lit s vyuzitim sloupcové chromatografie.
Poslednim krokem byla kysel4 hydrolyza a nasledné neutralizace. Touto reakéni sekvenci byly

piipraveny viechny stereoizomery 2-aminododekan-3-olu.[?>23

H OH
L*/Cu(OAc), Q Pd-C
\H?O * “No, g 8 MeOH 8
IPA e NH
24 NO, 2
25 26
\M/\‘/ 1. HCI/HZO \>_Ph CN -
2
2. NaOH/H,O chlorbenzen
(4R 55)-2
oH 1.HCIH,0
: T S—ph
Ty >—

NH, 2. NaOH/H,0 \
(253542 asssy2zr T >—Ph
OH y
1.HCIH, 0 "
8 :
H

2. NaOH/H,0 \[\}

N
2S,3R)-1
(25.3R) (4S,5R)-2
oH 1. HCI/H,0 \[
B A\
\M/gk‘/ 2. NaOH/H,0 )P
NH, a 20~k

(2R.3R)-1 (4R,5R)-27

Schéma 6 Schéma popisujici piipravu v§ech stereoizomerii 2-aminododekan-3-olu (1)!?>23)

V literatufe je popsana také syntéza Clavaminolu A (1), ktera vyuzivé enantioselektivni
a-aminaci (Schéma 7). Reakeéni sekvence vychazi z propanalu (28), ktery je podroben ,,one-
pot* adici dibenzyl-azodikarboxylatu za katalyzy L-prolinu a nasledna reakce allylbromidu za
katalyzy praskového india poskytla homoallyl alkohol 30. U takto pfipraveného alkoholu 30
byla provedena cross-metatéze s vyuzitim Hoveyda-Grubbsovym katalyzatorem 2. generace

31. Posledni krok této syntézy spocival v katalytické hydrogenaci, diky které doslo k redukci
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dvojné vazby a prevedeni hydrazinové skupiny na aminovou. Touto sekvenci byl Clavaminol
A (1) ptipraven v celkovém 63% vytézku.l>3]

In (pradek) oH

L-prolin ~_-CHO /\/Br \/k/\
~_CHO _DBAD _ = - YN

ACN ~ CbzN. o ACN-THF-H,0  CbzN

28 0°C 2 (4:3:1), rt. “NHCbz
30
>99:1 dr anti/syn
99% ee
OH H OH
Katalyzator 31 & Ranezy Ni
CH,Cl, oot ®  MeOH E 8
reflux ‘ ‘NHCb AcOH NH,
1

Schéma 7 Priprava Clavaminolu A (1) vyuzivajici enantioselektivni alfa aminaci®®

Ptiprava Clavaminolu A (1), ktera byla publikovana v roce 2016 Reddym a kol. vyuziva
Sharplessovy asymetrické epoxidace (Schéma 8). Syntéza vychazi z komeréné dostupného
dekan-1-olu (33) jehoZ oxidaci na aldehyd s vyuzitim PCC a naslednou Wittigovou reakci byl
pfipraven ethyl ester 34. Nasledovala redukce esteru 34 na alkohol 35 zprostfedkovana
reduk¢énim Cinidlem DIBAL-H. Kli¢ovou reakci této sekvence byla Sharplessova asymetricka
epoxidace, kterd poskytla epoxyalkohol 36 s 90% ee. Syntéza pokracovala regioselektivni
nukleofilni adici azidu, ktery probéhla do polohy 2-. Jodistan sodny naneseny na silikagel byl
vyuzit k odstranéni vedlejSiho produktu. Dokonceni této reakéni sekvence spocivalo
v selektivnim pfevedenim primarni alkoholové skupiny na tosylat a poslednim krokem jeho
nukleofilni substituce hydridovym iontem. Touto reakéni sekvenci byl pfipraven Clavaminol

A (1) v celkovém 34% vytezku. ")
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Schéma 8 Priprava Clavaminolu A (1) pomoci Sharplessovy asymetrické epoxidace”

1.6. Pripravy Xestoaminolu C (2)
1.6.1. ,,Chiral pool* ptistup

Xestoaminol C (2) je mozné piipravit metodou, kterd vychazi z ochrdnéné
D-glukofuranosy 39 (Schéma 9). Prvnim krokem je reakce D-glukofuranosy s TH,0, po které
nasleduje nukleofilni substituce Sn2, kdy doSlo k inverzi konfigurace stereogenniho centra.
Poté byla provedena Staudingerova reakce, kterd pievedla azid na amin. Ten byl dale ochranén
s vyuzitim CbzCl za vzniku derivatu 41. Selektivnim odchranénim acetalové skupiny
pomoci 0,8 % H2SO4 byl poskytnut derivat 42. Oxidativnim $tépenim, Wittigovou reakci a
naslednym odchranénim acetalové skupiny byla ptipravena sloucenina 43. Déle bylo opét
provedeno oxidativni §tépeni a vznikly aldehyd byl redukovan na primarni alkohol s vyuZzitim
NaBHa. V ptedposlednim kroku se primarni alkoholova skupina ptevedla na tosylat, ktery byl
nukleofilni substituci hydridovym iontem pieveden na slouceninu 45. Posledni krok spocival
v deprotekci Cbz skupiny a hydrogenaci dvojné vazby, kterd byla provedena Pearlmanovou
katalytickou hydrogenaci. Timto zptisobem byl pfipraven Xestoaminol C (2) s celkovym 16%

V}'ltéikem.m]
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Schéma 9 Priprava Xestoaminolu C (2) vychazejici z ochrdnéné D-glukofuranosy¥

Dalsi syntéza, popisujici pfipravu Xestoaminolu C (2) a zarovenl i1 jeho epimeru
(Schéma 10), byla popsana v roce 2003. Vychazi z ochranéného L-alaninalu (46), ktery je
snadno dostupny z L-alaninu ve tiech reakénich krocich. Tento L-alaninal (46) byl podroben
diastereoselektivni nukleofilni adici n-tridecynyllithia na aldehydickou skupinu za vzniku
stereoisomerni smesi v poméru (anti-/syn- = 1/2). Nasledna hydrogenace s vyuzitim Adamsova
katalyzatoru poskytla stereoizomerni smeés, u které bylo mozné jednotlivé stereoizomery
(2S,3R)-48 a (25,35)-48 separovat s vyuzitim HPLC. Posledni krok spocival v odchranéni
N-Boc karbamatové skupiny s vyuzitim TFA. Timto postupem byl ziskan Xestoaminol C (2) a

zaroveii i jeho epimer 3-epi-Xestoaminol C (25,35)-2.1]
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Schéma 10 Priprava Xestoaminolu C (2) a jeho epimeru (28S,3S)-2 vychdzejici z Boc-alaninalu (46) 3

Xestoaminol C (2) je rovnéz mozné piipravit syntézou (Schéma 11), ktera byla popsana
jiz diive u Clavaminolu A (1) (Schéma 4). Timto ptistupem autofi ziskali Xestoaminol C (2)

v celkovém 47% vytézku, s >99% ee.!>”]
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Schéma 11 Syntéza Xestoaminolu C (2) vychdzejici z D-alaninu™!

1.6.2. Asymetrickd syntéza vyuzivajici pomocné chiralni ¢inidla

V roce 2015 bylo pro syntézu Xestoaminolu C (2) a jeho epimeru (25,35)-2 vyuzito
aziridinli jako pomocnych chirdlnich ¢inidel (Schéma 12). Redukce aziridinu 50 pomoci
L-selektridu poskytla threo- produkt Sla, zatimco v piipadé pouziti NaBH4 s ZnCl> byl
vyslednym produktem erythro- produkt S51b. Dal$im krokem byla hydrogenolyza za
pritomnosti (Boc),0, diky které byly ptipraveny latky (25,35)-48 a (25,3R)-48. Finalni krok
spocival v odchranéni aminové skupiny v kyselém prosttedi, ktera poskytla Xestoaminol C (2)

a 3-epi-xestoaminol C (25,35)-2 v celkovém 50% vytézku.3¢l
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Schéma 12 Syntéza Xestoaminolu C (2) vyuzivajici chirdlniho aziridinu 505

1.6.3. Asymetricka syntéza vyuzivajici enantioselektivni katalyzu

Syntéza vSech stereoizomerii 2-aminotetradekan-3-olu je publikovana s vyuZitim
asymetrické Henryho reakce (Schéma 13). Tato syntéza byla popsdna i pro syntézu vSech

stereoizomerti 2-aminododekan-3-olu (Schéma 6).1%>23]

OH
L*/Cu(OAc), Pd e
52 NH;
54
_ 1 HOIH;0 N,
\M/\l/ >—Ph ZnCl,
2. NaOH/H,0 10 chlorbenzen
(2R,35)-2 (4R,5S)-5

o 1.HCIH,0
S e N
10 = 0, © N
NH 2, NaOH/HZO N\
(25,35)-2 " 2 (48,58)—55 T O>—Ph
10

\(\/]/OKH/ 1. HCIH,0 ",
 —— Y—Ph
02 2.NaOHHM0 3,0 >_
5  NH 2
(4S,5R)-5
" 1. HCI/H,0
My e
NH, 2 NaOHH,0 o
(2R.3R)-2 (4R,5R)—55

Schéma 13 Schéma popisujict pripravu viech stereoizomerii 2-aminotetradekan-3-olu (2)1?*%]
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Ptipravu Xestoaminolu C (2) s vyuzitim asymetrické Henryho reakce popisuje i
Uraguchi a kol. (Schéma 14). Reakéni sekvence zacind Henryho asymetrickou reakci
slouceniny 56 a nitroethanu, ktera je katalyzovéana fosfoniovym katalyzatorem 57. Tato reakce
probéhla s vysokou diastereoselektivitou (anti-/syn- = 20/1) a také enantioselektivitou 98% ee.
Finalnim krokem byla katalytickd hydrogenace, kterd poskytla Xestoaminol C (2) v celkovém
93% vytézku.l*”]

kat. 57/KOt-Bu pd/c
N —_—
NG W
\M/ > THF/DMF NO MeOH Ry
8 -78°C 2
56 2
antl/syn >20/1
57: S 98% ee
H H H
Ar N, ,N -
[ Fe
N Ar
Ar N N ar
Ar: p-Me-CgHy4

Schéma 14 Priprava Xestoaminolu C (2) s vyuzitim asymetrické Henryho reakcel3”)

1.7. Pripravy Spisulosinu (3)
1.7.1. ,,Chiral pool“ pristup

Autofi Ghosal a Shaw popsali vroce 2010 ,.chiral pool*“ syntézu Spisulosinu (3)
vychézejici z Garnerova aldehydu 59 (Schéma 15). Prvni reakce této sekvence spociva
v nukleofilni adici vinylmagnesiumbromidu za vzniku stereoizomerni smési slouc¢eniny 60
v poméru anti-/syn- = 6/1. Majoritni anti- stereoizomer byl separovan s vyuZzitim sloupcové
chromatografie. Nasledné bylo provedeno ochranéni alkoholové skupiny pomoci benzyl
bromidu a NaH. Poté byl ochranény alkohol 61 podroben kysele katalyzované hydrolyze
oxazolidinového kruhu. U vzniklého derivatu 62 byla nésledné primarni alkoholové skupina
pfevedena na tosylat 63, ktery nukleofilni substituci hydridovym iontem poskytnul slouceninu
64. Dalsi reakci byla cross-metatéze katalyzovana Grubbsovym katalyzatorem II. generace,
ktera poskytla slouceninu 65. Piedposledni reakci této sekvence byla katalyticka hydrogenace,
kterou doSlo k redukci dvojné vazby a v poslednim kroku této syntézy byla provedena
deprotekce v kyselém prostiedi a naslednd neutralizace za vzniku Spisulosinu (3) v celkovém

24% vytézku.l*8]
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?L'\.:‘BOCH ZMgBr %NB°C| PTSA WHBoc

NBoc BnBr, NaH g HO =
z —_—
“THF, —78°C \/\) veor oo XY

- 0 OBn OBn
61 62
Y
NHBoc NHBoc 12 NHBoc
TsCl, TEA I-'A”'|4 : Grubbs. kat. Il gen. =
_— \/Y\ N > /Y\/{/\)\m
CH,Cly, r.t. Bn THF, 20 °C OBn CHCly, reflux OBn
63 64 65
H, NHBoc 1. HCI-dioxan NH,
Pd/C : r.t. R
MeOH/CHCI4 OH 2. aq. NaOH OH
66 CH,Cly, r.t. 3

Schéma 15 Priprava Spisulosinu (3) vychazejici z Garnerova aldehydu (59)5%

Spisulosin (3) je mozné piipravit podle syntetického predpisu publikovaného v roce
2013 (Schéma 16). Syntéza zacind asymetrickou dihydroxylaci dvojné vazby s vyuZitim
katalyzatoru AD-mix B, kterd poskytla slouc¢eninu 68. Déle byl diol 68 pieveden na cyklicky
sulfat 69 a nasledné byla provedena regioselektivni nukleofilni substituce NaN3. Poté byla
provedena redukce esteru s vyuzitim NaBH4 a vysledkem byla slou¢enina 71. Sloucenina 71

byla v dal§im kroku pievedena na cyklicky sulfat, ktery byl zredukovan na Spisulosin (3).1"]

AD-mix B O  CicH 1. SOCI,, pyridin O  CysH34
Q MeSO,NH, J\/QS 31 CHClp, 0°C PN
14 t—BUOH:HQO 6H 2. RUC|3.H20, Na|04 O—S:O
7 : : : u
6 (1:1), r.t. 63 ACN:H,0 (5:2) K
69
0] C15H31 C15H31 1. SOC|2, pyridin
1. NaNj3, aceton/voda NaBH,4 CH,Cl,, =78 °C
EtO OH —— > HO OH
2, aqg. H2804 N3 THF, MeOH N3 2. RUC|3.3H20, NaIO4
Et,O 70 78 °C 71 ACN:H,0 (5:1)
O\\S/,O 1. NaBH,, Nal OH
O 9 DMF, 0 °C z N-N K,CO4
: > C1sHay H O X K,0s0,(OH),
C15H31 2. aqg. HCI NH2 _0 \H O\ KsFe(CN)g
N3 3 | P
72 N

Schéma 16 Priprava Spisulosinu (3) vyuzivajici cyklické sulfaty™)
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Dalsi syntéza Spisulosinu (3) byla publikovana v roce 2016 Fabisikovou a kol. (Schéma
17). Syntéza vychazi z derivatu 73, ktery je mozné pfipravit z D-isoaskorbové kyseliny. Tento
derivat byl podroben ozonolyze s naslednou redukci NaBH4, coz vedlo ke slouceniné 74. Dale
bylo provedeno pievedeni na jodderivat 75, u kterého se reduktivni dehalogenaci podafilo
ziskat slouceninu 76. Poté byla provedena reakce s benzylbromidem v pfitomnosti NaH a
naslednd deprotekce acetalové skupiny plisobenim p-TsOH poskytla dihydroxyderivat 77.
Oxidativnim S§tépenim dihydroxyderivatu 77 byl piipraven aldehyd, ktery byl podroben
Wittigové reakci za vzniku slouceniny 78. Reakcni sekvence pokraCovala katalytickou
hydrogenaci, kterou doslo k hydrogenaci dvojné vazby a hydrogenolyze benzylovych skupin.
Poslednim krokem syntézy byla bazicka hydrolyza karbamatu, kterd poskytla Spisulosin (3)

v celkovém 31% vytezku.[*%)

% 1. O3, MeOH/CH,Cl, }L PhsP, I %O
S O  NHCO,Me _78 °C 0 NHCOzMe imidazol NHCO,Me

ANF 5 NaBH OH Et20/ACN :
= : 4 t. BnO
BnO —78 °C BnO r.
74 75
1. BnBr, NaH
H % , 1. NalO,, MeOH:H,0
o g9 NHCOMe  TBAI HO  NBnCO,Me ¢
DMF, 0 °C HO\)\/K : >
v _ v
eOH, BnO 2. p-TSOH BnO [l e
76 MeOH, r.t. 77 ’
Ho
MeO,CBnN  10% Pd/C, 20% Pd(OH),/C NHCO,Me NH,
T N
12 H 13 : 13z
oBn MeOH, 60 °C SH EtOH, reflux OH
78 79 3

Schéma 17 Priprava Spisulosinu (3) vychdzejici z derivatu D-isoaskorbové kyseliny 731401

V roce 2013 byla popsana syntéza Spisulosinu (3), kterou publikoval Abad a kol.
(Schéma 18). Prvni reakce této syntézy spociva v hydrozirkonaci s vyuzitim Swartzova ¢inidla.
Dale byla provedena transmetalace diethylzinkem a néslednd adice N-Boc-L-alaninalu (46)
poskytla stereoizomerni smés slouceniny 83 v poméru syn-/anti- = 7,3/1. Jelikoz byla
diastereoizomerni smés slouceniny 83 obtizné separovatelnd, byla pisobenim baze (K2CO3)
pfevedena na cyklické oxazolidinony 84. Ty se jiz daly separovat s vyuZitim flash
chromatografie. Dalsi reakci byla katalyticka hydrogenace dvojné vazby a posledni krok

spocival v bazické hydrolyze oxazolidinonti, pomoci niz autofi ziskali Spisulosin (3) a jeho
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epimer (285,35)-3.141

o Cp2ZrCH 27 | Etyzn . ZnEt| N-Boc-L-alaninal
C13H27/ > |C3Ho7 Cp > |Cq3H27 >
OH CizHar Cq3Ho7
z K2003 — —
G
e
NHBoc MeOH HNYO HN. O
83 Y
0 o]
trans-84 cis-84
Ha Ha
5% Rh 5% Rh
Al,O5 Al,O5
C13H27 C13H27

trans-85

aq. 2 M
NaOH
EtOH

OH

Y\/\C13H27

NH,
3

HN YO
o}
cis-85

aq.2 M
NaOH

EtOH

OH
\I/K/\C13Hz7
NH,

(2S,3S)-3

Schéma 18 Syntéza Spisulosinu (3) vyuzivajici diastereoselektivni adici organozinecnaté slouceniny 82 na

aldehyd 464"

Syntéza Spisulosinu (3) vychazejici z derivatu D-glyceraldehydu 86 byla popsana v roce
2009 Allepuzem a kol. (Schéma 19). Reak¢ni sekvence zacina diastereoselektivni adici
methylmagnesiumbromidu na imin 86 v pfitomnosti BF3-OEt;, kterd poskytla slou¢eninu 87
s pomérem anti-/syn- = 96/4. Nasledné byla provedena deprotekce N-benzylové skupiny
s vyuzitim lithia a kapalného amoniaku a dalsi reakce spocivala v odchranéni acetalové skupiny
za poskytnuti dihydroxyslouceniny 91. Poté doslo k ptevedeni dihydroxyslouceniny 91 na
primarni tosylat 92 a reakci s K2COs byla provedena intramolekularni cyklizace za vzniku
epoxidu 93. Syntéza pokracovala regioselektivnim oteviranim epoxidového kruhu piisobenim
tetradecylmagnesiumbromidu za ptitomnosti katalytického mnozstvi méd’né soli. Tato reakce

poskytla slouc¢eninu 94, u které byla v poslednim kroku provedena kysele katalyzovana
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deprotekce N-Boc skupiny a neutralizaci byl ziskan Spisulosin (3) v celkovém 36% vytézku.[**!

+ CHaMaBr J"O Boc,0 / G
O BF3-OE 0C2
H 3 t2 \)\/

—»O\)\/ — > O

O : =
\ Et,0, —20°C = CH3;OH/TEA N-<
N-gn - AN=gn 50°C Bog® BN

86 87 88
HO
o
, TsCl \)\/
Li/NH3 o) / o HO /
° N CH4,;0H, relfux ,NH
Et,0, -50°C BOC,NH 3 Boc
89 91
nBu,SnO, TsCl HO
“TEA \)\/ K2COs O
> TsO { — Y
CH,Cl, NH  CH30H,0°C NHBoc
rit. Boc 93
92
C14Ho9MgBr OH OH
14ij9Br \M/'\/ 1. HCI, EtOAc */’)\/
> 14 % > 4z
THF, 0 °C NHBoc 2. NaOH NH,
94 3

Schéma 19 Priprava Spisulosinu (3) vyuzZivajici derivait vychdzejici z D-manitolu*?

Spisulosin (3) je mozné piipravit také metodou vychézejici z L-alaninu (Schéma 20),

ktera jiz byla popsana pro Clavaminol A (1) (Schéma 4) a Xestoaminol C (2) (Schéma 11).1°)

o) O
BnCl, K,CO4 LiAIH,
NH2 EtOH/Hzo NBn2 THF NBn2
(S)-15 (S)-16 (S)-17
1. (COCIl),, DMSO, TEA OHt Ha oH
. 25 , < 0, <
CHClp -78°C M, _10% PdiC_ M
> MeOH
2. /{/\]\/MgBr NBn2 NH2
13 95 3
de >99% ee >99%

Schéma 20 Priprava Spisulosinu (3) vychdzejici z D-alaninu!®>)
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Dalsi ptiprava Spisulosinu (3), kterd byla pospana v roce 2014 (Schéma 21) vyuziva
podobnou diastereoselektivni adici na ochranény L-alaninal, kterd byla uvedena na Schématu
2011 Reakéni sekvence vyuziva ,,one-pot* redukci esterové funkéni skupiny na aldehydickou
a naslednou diastereoselektivni adici n-pentadecynylmagnesiumbromidu, ktera poskytla
slouceninu 96 s pomérem anti-/syn- = 95/5. Posledni reakci byla katalytickd hydrogenace, diky
které doslo k redukci trojné vazby a zaroven hydrogenolytickému odstranéni N-benzyl skupiny.

Touto metodou byl ziskan Spisulosin (3) v celkovém 42% vytézku.[**]

o 1. DIBAL-H, Et,0 OH OH
18oc - ; H,, Pd(OH), H
Nan 2, Bng: C13H27 NBn2 12 MeOH, r.t. NH2
(S)-16 Et,0 96 3

Schéma 21 Priprava Spisulosinu (3) vychazejiici z N,N-dibenzylalanin esteru 16*)

1.7.2. Asymetrickd syntéza vyuZzivajici pomocné chirdlni ¢inidla

Syntéza Spisulosinu (3), ktera vyuzivd pomocnych chirdlnich ¢inidel ve formé
chirdlnich aziridindi byla popséna v roce 2003 (Schéma 22). Tato reakéni sekvence zacina
pfevedenim menthyl esteru 97 na Weinrebllv amid 98 s vyuzitim hydrochloridu N,O-
dimethylhydroxylaminu ~ za  katalyzy  trimethylhliniku. =~ Nukleofilni  substituci
n-pentadecylmagnesiumbromidu byla nasledn¢ pfipravena sloucenina 99. Stereoselektivni
redukce slouceniny 99 s vyuzitim NaBH4 a ZnCl poskytla alkohol 100 v diastereomernim
pomeéru: erythro-/threo- = 99/1. Posledni reakci byla katalytickd hydrogenace za ptitomnosti
BocoO, ktera umoznila vznik N-Boc Spisulosinu (66). Spisulosin vSak v této publikaci nebyl

jiz dale ptipraven. N-Boc Spisulosin (66) byl ziskan v celkovém 71% vyt&zku.[*4

., _Ph ~_ .0
. - -HCl %, _Ph MaB ‘n,, Ph
r N (o ATME T

N H O
ACOoMen > N o —————> N
AlMes, CH,Cl, O THF, -78°C
N Ci5Hz4

H —10°C L :
97 98 929

NaBH, //,,,r PgH H, l;lHBOC

ZnCl, 20% Pd(OH)Z/C /YC15H31

—_—

C
MeOH u(\ 15Hat Boc, o MeOH OH
-30 °C 100 66

Schéma 22 Syntéza Spisulosinu (3) vyuzivajici pomocné chirdlni cinidlo ve formé aziridini 97-100%4
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Dalsi ptiprava Spisulosinu (3), pii které¢ Séguin a kol. vyuzili pomocnych chirdlnich
¢inidel byla publikovana v roce 2009 (Schéma 23). Prvni reakce této sekvence probihd ve
smyslu dynamické kinetické rezoluce, kdy reakci vychozi slouCeniny 101 s racemickym
3-(methoxymethoxy)-1-trimethylsilylallenylzinkiumbromidem byl pfipraven alkynovy derivat
102 v diastereoizomernim poméru: anti-/syn- = 93/7. Naslednou deprotekci TMS skupiny
s vyuzitim TBAF a semihydrogenace na Lindlarové palladiovém katalyzatoru vznikla
sloucenina 103. Dalsi reakci byla cross-metatéze katalyzovana Grubbsovym katalyzatorem II.
generace, kterd poskytla derivat 104. Findlni chemicka transformace spocivala v kysele
katalyzované hydrolyze sulfinamidu, v deprotekci MOM etheru a katalytické hydrogenaci

dvojné vazby. S vyuzitim této metody byl Spisulosin (3) pfipraven v celkovém 63% vytézku.[*!

\l/ MOMO, =<ZnBr \X/ \l/

~C .
NN H ™S HN-SSo _Tms 1 TBAF THF 0°C  y-Ssg
| e | A F > 3
N Et;0,-80°C 2. H,, Lindlar Pd X
) OMOM aceton/hexan /\A/M;/I
101 20 oC
102 103
M, Hifo 1.HCL, MeOH  NH,
> 65 °C
Grubbs. kat. Il gen. /Y\/C13H27 —_— > /Y\C14H29
CH,Cl,, 40 °C L o 2. H,, Pd/IC
MeOH 3
104 20 °C

Schéma 23 Syntéza Spisulosinu (3) vychdzejici z terc-butylsulfinamidu 101™)

1.7.3. Asymetricka syntéza vyuzivajici enantioselektivni katalyzu

Syntéza Spisulosinu (3) ve form& hydrochloridu, kterd vyuZiva enantioselektivni
katalyzu byla publikovana vroce 2011 (Schéma 24). Reakéni sekvence zacind médi
katalyzovanou asymetrickou cyklizaci, pti které¢ bylo vyuzito bisoxazolinového katalyzatoru
106. Timto zpisobem byl pfipraven bicyklicky sulfamat 107 v 80% enantiomernim piebytku.
Tento sulfamat byl nasledn¢€ s pomoci BF3-OEt; a benzylalkoholu pieveden na sedmiclenny
sulfamidat 108. Nasledna reakce s TsCl a --BuONa poskytla tosylsulfamidat 109. Poté byla
provedena reakce s n-pentadecyllithiem, ¢imz byl po reakci s vodnou HCI piipraven N-tosyl
derivat 110. Reakci derivatu 110 s Boc2O a naslednym reduktivnim odstranénim N-tosylové
skupiny s vyuzitim hot¢iku vznikla sloucenina 111. Poté byla katalytickou hydrogenaci

hydrogenolyzou odchranéna O-benzylova skupina a také doslo k redukci trojné vazby. Posledni
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krok této syntézy spocival v kysele katalyzované deprotekci N-Boc skupiny, diky které byl
ziskan Spisulosin-HCI (3-HC1) v celkovém 3% vytézku.[*®!

PhIO
o 0 Cu(ACN),PFg O 0 BnOH o, 0
S kat. 106 oSN BF3OEt, " NH
0 NH, S — - ] —_
L_~_~ ACN,3AMS H  CH.Cl, /
-20°C H rt. OBn

105 106:

107

108
)

00,

S

u Bu

O — .
tBESocllxla 03\3//\ " C?:? 78 °C " CiMa X e
0"~ "NTs » = - \/\/‘\
DME K,)‘ 2. ag. HCI OBn

B

\

OBn 110
109
1. Boc,0O, TEA Hy NHBoc
DMAP Cy1Has NHBoc pg/c
>~ X —> CasHar
2. Mg, MeOH z EtOH A
9. Ve OBn OH
111 66
® O
2 M HCl \Hs !
——  CasHar
Et,O (:)H
3-HCI

Schéma 24 Priprava Spisulosinu-HCI (3-HCI) vyuzivajici asymetrické intramolekuldrni cyklizace!*®)

Sutherland a kol. popsali v roce 2013 totalni syntézu Spisulosinu (3), ktera vyuziva
Sharplessovu asymetrickou dihydroxylaci a Overmaniv piesmyk (Schéma 25). Syntéza
vychazela z pentadec-1-enu 112, ktery byl podroben Sharplessové asymetrické dihydroxylaci
za vzniku diolu 113 v 86% enantiomernim piebytku. Po jeho rekrystalizaci byl diol (113) ziskan
v >99% enantiomernim piebytku. Nasledovala selektivni protekce hydroxylovych skupinu
s vyuzitim TBDMSCI a nasledné MOMBr. Dale byla TBDMS chrénici skupina selektivné
odchranéna pomoci TBAF a poté byla pomoci ,,one-pot“ Swernovy oxidace/Horner-
Wadsworth-Emmonsovy reakce pfevedena sloucenina 115 na (£)-a,B-nenasyceny ester 116.
Redukce esterové skupiny s vyuzitim redukéniho ¢inidla DIBAL-H poskytla allyl alkohol 117.

Poté byl allyl alkohol 117 pieveden na trichloracetimidat 118, a to pomoci reakce
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s trichloracetonitrilem a DBU. Nasledoval klicovy Overmaniiv presmyk, ktery byl katalyzovan
palladnatym komplexem PdCI2(ACN), a p-benzochinonem. Timto pfesmykem byla ziskana
sloucenina (119) v diastereomernim pomeéru: erythro-/threo- = 28/1. Dalsi reakce spocivala
v ozonolyze a nasledné redukci s vyuzitim NaBH4, coz vedlo ke vzniku alkoholu (120). Poté
bylo provedeno prevedeni na mesylat a nukleofilni substituci pomoci NaBr v DMSO byl
ptipraven bromderivat (121). Katalyticka hydrogenace vedla k dehalogenaci bromderivatu 121
a poslednim krokem byla kysele katalyzovana hydrolyza acetamidu 122. Touto metodou byl
piipraven Spisulosin hydrochlorid (3-HCI) v celkovém 19% vytézku.[4”]

1. TBDMSCI, imidazol
AD-mix-B OH o OMOM
\[\/]/14\ —_— OH > \l\/’/'\/OTBDMS
14 14
112 FBUOHMHO 44 2. MOMB, DIPEA 114
CH,Cl,
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OMOM 2 OMOM )
TBAF TEA, CH,Cl, DIBAL-H
THE 14 2 0 O 14 2= Et,0,-78°C
115 - 116
£ P-OEt
OEt
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OMOM OMOM P:Clz(A(;_N)z \M/O'\MO/'V'\
_ CI3CCN, DBU‘ = p-benzoc |non‘ o~ N
- 14 - =
1 OH  CHuCl HN. _O toluen, 45 °C HNYO
" CCl, CCls
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1. 05, MeOH OMOM 4 \yiscl TEA \MM
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HN. _O 60°C NH; C|
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Schéma 25 Priprava Spisulosinu (3) vyuZivajici Overmanova presmyku a asymetrické dihydroxylace!*”)
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Ptiprava epimeru Spisulosinu (25,35)-3 vyuzivajici Sharplessovy asymetrické
epoxidace byla publikovana v roce 2010 (Schéma 26). Vychozi slouc¢enina 133 byla v prvnim
kroku podrobena Sharplessové asymetrické epoxidaci, kterou byl pfipraven epoxyalkohol 134
v >98% enantiomernim prebytku. Enantiomerni piebytek byl zjistén pomoci 'H NMR po
pfevedeni na estery Mosherovy kyseliny. Dalsi reakce spocivala v pfevedeni alkoholu na
mesylat, ktery byl pak nasledné podroben oxidativnimu Stépeni epoxidového kruhu za vzniku
dihydroxy mesylatu 135. Poté byl dihydroxy mesylat podroben reakci s KoCO3 v methanolu,
¢imz doslo k intramolekularni cyklizaci za vzniku epoxidu 136. U tohoto epoxidu 136 bylo
provedeno ochranéni sekundarni alkoholové skupinu pomoci MOMCI. Dalsi reakci bylo
regioselektivni otevirani epoxidového kruhu pisobenim LiAlH4. Nasledn€ byla sloucenina 138
pfevedena na tosylat a nukleofilné substituovana NaNj3, pficemz doSlo kinverzi na
stereogennim centru. Posledni reakce spocivaly v redukci azidové skupiny na amino skupinu
katalytickou hydrogenaci a odchranéni MOM etherové skupiny kysele katalyzovanou
hydrolyzou. Touto metodou byl pfipraven epimer Spisulosinu (25,3S5)-3 v celkovém 32%
vytézku.[48]

D-(=)-DET 1. MsCl, TEA
Ti(Oi-Pr), CH,Cly, 0 °C
AN > Cy5H OH >
C15Ha31 OH TBHP, CH,Cl, 15 31/(l)>/\ 2. HCIO, DMSO
133 _25°C 134 60°C
MOMCI OMOM
oH K,COs5 QH DIPEA :
—_—
CisHai™ Y OMs T2 15H31/\<| CH,CI Cratoi” <G
OH 050> 137
135 r.t. 136 C
. OMOM 1. TsCl, TEA, DMAP OMOM
LiAIH, /Y CH,Cl,, 0 °C Py
— C15H31 > C15H31 z
THF OH 2. NaN3, DMF N
0°C 138 90 °C 139
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Schéma 26 Priprava epimeru Spisulosinu (2S,3S)-3 vyuzivajici Sharplessovu asymetrickou reakcit®
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Syntéza Spisulosinu (3), pfi které byla vyuzita asymetrickd Henryho reakce, byla
publikovana v roce 2012 Wangem a kol. (Schéma 27). Tato velmi jednoducha syntéza vyuziva
asymetrickou Henryho reakci hexadekanalu (140) s nitroethanem, katalyzovanou chiralnim
katalyzatorem 141. Vysledny nitroaldol 142 byl pfipraven v 95% enantiomernim piebytku a v
diastereomernim poméru anti-/syn- = 10,6/1. Finalni reakce spocivala v katalytické
hydrogenaci, kterou byla provedena redukce nitro skupiny. Touto dvoukrokovou syntézou byl
Spisulosin (3) pfipraven v celkovém 60% vytézku.[*]

CUBI‘Q
CS,CO05

o) kat. 141 \M/'\/
T e .
14 H

THF, 0 °C 3 NH,
141: a2
O ...QPh

OH

140

CF3

Schéma 27 Priprava Spisulosinu (3) vyuZivajici Henryho asymetrickou reakci®’)

Pro ptipravu Spisulosinu (3) bylo také vyuzito stereoselektivni a-aminace katalyzované
D-prolinem (Schéma 28). Tato syntéza byla popséna jiz pro Clavaminol A (Schéma 7).1
In (prasek)

OH
D-prolin \‘/CHO ANBr R

~_CHO _DBAD - Y Y

ACN ~ CbzN. .~  ACN-THF-H,0 CbzN.

28 0°C 29 (4:3:1), 1t NHCbz
30
>99:1 dr anti/syn
99% ee
OH H OH
Katalyzator 31 Y:\/\/{/* Ranezy Ni H
CH,Cl; CbzN " MeOH Y\M/M
reflux “NHCbz AcOH NH,
143 3
31:
I\
N_ N
Yl
cfu=

YO

Schéma 28 Priprava Spisulosinu (3) vyusivajici stereoselektivai a-aminacit>)
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1.8. Priprava ostatnich 2-aminoalkan-3-olu
V roce 1994 byla popsana syntéza racemického 2-aminoikosan-3-olu (146) vyuzivajici
Henryho reakci (Schéma 29). Syntéza vychéazi z oktadekanalu (144), ktery byl podroben
Henryho reakci za vzniku nitroaldolu 145. Nésledna ,transfer hydrogenace* pomoci
HCOONHy4 poskytla aminoalkohol 146, ktery byl poté pfeveden na smés oxazolinii 147 pomoci
benzamidu. Separace oxazolinl byla provedena HPLC s vyuzitim reverzni stacionarni faze.
Analyza oxazolini pomoci '"H NMR potvrdila, Ze diastereoizomerni smés vznikla v poméru

1:1. Autofi v této publikaci neuvadgji vytézky jednotlivych krok.%!

NaOMe OH Pd/C oH
W - o, _pdc
16H N02 16 16
MeOH HCOONH, NH
144 NO, 2
145 146
benzamid-HCI /, :
S S R e
Ph Ph
cis-147 trans-147

Schéma 29 Priprava racemického 2-aminoikosan-3-olu>

V ramci mé bakalaiské prace bylo vyuzito syntetického ptedpisu, kterym byl popsan
pro piipravu stereoizomert 2-aminodokosan-3-olu (Schéma 6) a 2-aminotetradekan-3-olu
(Schéma 13). Tento synteticky ptedpis byl aplikovan pro syntézu racematt 2-aminoikosan-3-

olu (146) a 2-aminotetrakosan-3-olu (150) (Schéma 30).1*1

Ptiprava 2-aminoalkan-3-olt (C14-C23) s konfiguraci (2S,3R) (Schéma 31) je popsana
v patentu, ktery publikovali vyzkumni pracovnici farmaceutické firmy PharmaMar. Syntéza
vyuZzivala ,,chiral pool* pfistupu, kdy kli€ovou reakci byla diastereoselektivni adice
alkylmagnesiumbromidu o riizném poctu uhlikii na N,N-dibenzyl-L-alaninal (152). DalSim
krokem byla katalytick4 hydrogenolyza, kterou doslo k odchranéni N,N-dibenzylickych skupin.
Timto zplisobem byly pfipravené jednotlivé 2-aminoalkan-3-oly s konfiguraci (25,3R)-

s linearnim uhlikatym fetézcem o délce: C14-Ca3.12628
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Schéma 30 Priprava 2-aminoikosan-3-olu (146) a 2-aminotetrakosan-3-olu (150)%

0 1. R{MgBr OH
THF
A
'ianz 2. HCI Nan
152 49 R1:Cq1Hzg

153 R1:C12H25
154 R1:C13H27
155 R1:C14H29
95 R1:C15H31
156 R1:C16H33
157 R1:C17H35
158 R1:C18H37
159 R1:C19H39
160 R12020H41
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Schéma 31 Priprava 2-aminoalkan-3-olii s viiznym uhlikatym fetézcem s konfiguract (2S,3R)126-281



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 kontrolovana pomoci digitalniho teplotniho snimace. 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 '3C) 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 znaceny: 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 ACN/H>0 (95/5). HPLC analyzy byly provadény na
pristroji 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.
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2.2. Obecny postup syntézy aldehydi 144 a 148

SOz'py, TEA H
NG DMSO
SOH —> So
169 n= 16 CHyCl, 144 n= 16
170 n= 20 148 n= 20

Schéma 32 Priprava aldehydii 144 a 148

Do 100 ml kulaté banky opatfené magnetickym michadlem a chlorkalciovou zatkou byl
predlozen alkohol (stearylalkohol (169) nebo dokosan-1-ol (170)) (5 mmol), suchy CH>Cl, (20
ml), suchy DMSO (7,2 ml) a TEA (4,2 ml; 30 mmol). Smés byla ochlazena na ledové lazni a
poté byl pfidan komplex SO3-pyridin (2,39 g; 15 mmol). Suspenze byla michéna po dobu 1 h
pti 0 °C a pak pfes noc pii laboratorni teploté. Vznikly Zluté zbarveny ¢iry roztok byl pfeveden
do 250 ml délici nalevky a byl promyt vodou (3x 25 ml). Organicka faze byla vysuSena
s vyuzitim bezvodého Na;SO4 a rozpoustédlo bylo odpafeno na vakuové odparce. Surovy
produkt, obsahujici jako necistotu (methylsulfanylmethyl)-alkylether (5—10 %), byl cistén
sloupcovou chromatografii (SiO2; hexan/EtOAc 5/1 (v/v)).[¥

Oktadekanal (144)

Vytézek 88 %; b.t.: 46-47 °C. 'TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 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>),
\{VHL\H 0,88 (t, 3H, J = 6,8 Hz, CH3). 13C VNMR (100 MHz, CDCls): 0 203,2; 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/z: pro CisH3sONa vypoéteno
291,26638 [M+Na]", nalezeno 291,26669 [M+Na]*.1*]

Dokosanal (148)

Vytézek 90 %; b.t.: 54-55 °C. 'TH 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.CH2CHO), 1,25 (m, 32H, 16xCH>),
\Mijo\H 0,88 (t, 3H, J = 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 C22H44ONa vypoéteno 347,32898 [M+Na]", nalezeno
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347,32891 [M+Na]".¥

2.3. Obecny postup syntézy 2-nitroalkan-3-oli 145 a 149

kat. 171a
nebo
kat. 171b OH
O + /\N —_—
\[\/]/n\O Oz CH,Cl, n
144 n= 16 14 dni NO,
148 n= 20 6 °C 145 n=16
149 n= 20
171a: | X
N/ : N /—O
LN
Cu~™~ "'l(
H
AcO OAG
171b: X
| Z1, N /—O

Schéma 33 Syntéza 2-nitroalkan-3-olit 145 a 149

Do 50 ml kulaté baiiky opatiené sklenénou zatkou byl predloZen aldehyd 144 nebo 148
(5,6 mmol), CH2Cl> (20 ml), nitroethan (2 ml, 28 mmol) a heterogenni katalyzator 171a nebo
171b (200 mg; ~0,25 mmol). Heterogenni roztok byl vloZen do lednice, ve které byl bez
michani ponechén po dobu 14 dni. Po této dobé byl heterogenni katalyzator odstranén pomoci
vakuové filtrace pfes fritu a nasledné¢ promyt (3% 30 ml) CH2Clz. Poté byla rozpoustédla
oddestilovéana s vyuzitim vakuové rotacni odparky a destilacni zbytek byl podroben sloupcové
chromatografii (SiO2; hexan/EtOAc 6/1 (v/v)). Enantiomerni pfebytek byl stanoven pomoci
chiralni HPLC.

2-Nitroikosan-3-ol (145a) pripraveny s vyuZzitim katalyzatoru 171a
Vytézek: 73 %; nazloutla voskovita latka; b.t.: 41-43 °C; Rr= 0,32 (SiO2; hexan/ EtOAc 6/1
OH (v/v)); TH NMR (CDCls, 500 MHz): 6 4,57-4,48 (m, 1H, CH-NOa, anti+syn),
\(\/]/1;6\2/ 4,17 (m, 1H, CH, anti), 3,90 (m, 1H, CH, syn), 2,24 (bs, 1H, OH, anti), 2,15 (d,
NO2 | 1H, 3J = 6,0 Hz, OH, syn), 1,53-1,51 (m, 3H, CHs, anti+syn), 1,65-1,32 (m,
10 2H, CHy, anti+syn), 1,24 (m, 30H, 15x CH>, anti+syn), 0,89 (t, 3H, J= 6,5 Hz,
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CHs, anti+syn). 3C NMR (126 MHz, CDCls): 6 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 . Enantiomerni
pfebytek byl stanoven pomoci chirdlni kolony firmy Daicel: anti: Chiralpak AD-H, 98/2
hexan/EtOH; prutokova rychlost: 1,0 ml/min; A = 220 nm; (2S,3R)-isomer # = 8,42 min;
(2R,3S)-1somer ¢ = 8,94 min; syn: Chiralpak IA, 98/2 hexan/EtOH; pritokova rychlost: 1,0
ml/min; A =220 nm; (2R,3R)-1somer # = 12,32 min; (25,3S)-isomer # = 13,78 min.

2-Nitroikosan-3-ol (145b) pripraveny s vyuzitim katalyzatoru 171b
Vytezek: 69 %; nazloutla voskovita latka; b.t.: 41-43 °C; Ry = 0,32 (SiO2; hexan/ EtOAc 6/1
OH (v/v)); "TH NMR (CDCl3, 500 MHz): 6 4,57-4,48 (m, 1H, CH-NOa, anti+syn),
\M/fg\g/ 4,17 (m, 1H, CH, anti), 3,90 (m, 1H, CH, syn), 2,24 (bs, 1H, OH, anti), 2,15 (d,
145'\;02 1H, J=6,0 Hz, OH, syn), 1,53-1,51 (m, 3H, CH3, anti+syn), 1,65-1,32 (m, 2H,
CHa, anti+syn), 1,24 (m, 30H, 15x CHa, anti+syn), 0,89 (t, 3H, J = 6,5 Hz, CH3, anti+syn). 3C
NMR (126 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 [ Enantiomerni piebytek byl

stanoven pomoci chirdlni kolony firmy Daicel: anti: Chiralpak AD-H, 98/2 hexan/EtOH;
prutokova rychlost: 1,0 ml/min; A = 220 nm; (25,3R)-isomer # = 10,64 min; (2R,3S5)-isomer
tr = 10,78 min; syn: Chiralpak 1A, 98/2 hexan/EtOH; pritokova rychlost: 1,0 ml/min; A = 220
nm; (2R,3R)-isomer # = 11,81 min; (25,3S5)-isomer # = 12,68 min.

2-Nitrotetrakosan-3-ol (149a) pripraveny s vyuZitim katalyzatoru 171a

Vytézek: 85 %; nazloutla voskovita latka; b.t.: 44-46 °C; Rr = 0,30 (SiO2; hexan/ EtOAc 8/1

OH (v/v)); TH NMR (CDCls, 500 MHz): 6 4,57-4,50 (m, 1H, CH-NOa, anti+syn),

*/l/zzo\é/ 4,18 (m, 1H, CH, anti), 3,89 (m, 1H, CH, syn), 2,25 (d, 1H, J = 4,5 Hz, OH,
NO

149a 2 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, J = 6,4 Hz, CH3, anti), 1,67-1,34 (m, 2H, CHa, antitsyn), 1,25 (m, 38H, 19% CHa,
anti+syn), 0,88 (t, 3H, J = 6,5 Hz, CH3, anti+syn). 3C NMR (126 MHz, CDCl5): 6 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
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(w) cm 1.1l Enantiomerni piebytek byl stanoven pomoci chiralni kolony firmy Daicel: anti:
Chiralpak IA, 99,5/0,5 hexan/IPA; pratokova rychlost: 1,0 ml/min; A =220 nm; (25,3R)-isomer
tr = 22,42 min; (2R,3S)-isomer t = 24,23 min; syn: Chiralpak 1A, 98/2 hexan/IPA; pratokova
rychlost: 0,5 ml/min; A = 220 nm; (2§,3S)-isomer ¢ = 28,2 min; (2R,3R)-isomer # = 29,3 min.

2-Nitrotetrakosan-3-ol (149b) pripraveny s vyuZitim katalyzatoru 171b
Vytézek: 65 %; nazloutla voskovita latka; b.t.: 44—46 °C; Rr = 0,30 (SiO2; hexan/ EtOAc 8/1
OH (v/v)); TH NMR (CDCls, 500 MHz): 6 4,57-4,50 (m, 1H, CH-NOa, anti+syn),
*/’/jo\;/ 4,18 (m, 1H, CH, anti), 3,89 (m, 1H, CH, syn), 2,25 (d, 1H, J = 4,5 Hz, OH,
149’:02 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, J= 6,4 Hz, CH3, anti), 1,67-1,34 (m, 2H, CHa, anti+syn), 1,25 (m, 38H,
19x CHa, anti+syn), 0,88 (t, 3H, J = 6,5 Hz, CH3, anti+syn). ¥*C NMR (126 MHz, CDCI3): &
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 . Enantiomerni piebytek byl stanoven pomoci chiralni kolony firmy Daicel:
anti: Chiralpak 1A, 99,5/0,5 hexan/IPA; pritokova rychlost: 1,0 ml/min; A = 220 nm; (25,3R)-
isomer & = 22,36 min; (2R,35)-isomer # = 23,79 min; syn: Chiralpak 1A, 98/2 hexan/IPA;
pritokové rychlost: 0,5 ml/min; A = 220 nm; (25,3S5)-isomer # = 30,5 min; (2R,3R)-isomer

t:= 32,1 min.

2.4. Epimerace nitroaldoli 145 a 149

OH —N N— OH
A —L - N
e

n n

IPA
NO2 72h, rt. NO,

145a n= 15 145a n= 15
145b n= 15 145b n= 15
149a n=19 149a n= 19
149b n= 19 149b n= 19

syn/anti syn/anti

2/1 de 1/1 de

Schéma 34 Epimerace 2-nitroalkan-3-olii 145 a 149

Stereoizomerni smés nitroaldoli 145a resp. 145b nebo 149a resp. 149b s

diastereoizomernim pomérem cca 2/1 (syn/anti) (4 mmol) byla vlozena do 100 ml banky
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opatfené sklenénou zatku a magnetickym michadlem. Nésledné bylo ptidano 30 ml IPA a 1,4-
dimethylpiperazinu (4 mmol, 457 mg). Tento roztok byl michan pfi laboratorni teploté po dobu
72 h. Poté bylo rozpoustédlo a baze oddestilovano na vakuové odparce. Vytézek byl prakticky
kvantitativni. Pomoci 'H NMR bylo po reakci zjisténo, 7e diastereoizomerni pomér

pfipravenych nitroaldolt byl cca 1/1 (syn/anti).

2.5. Obecny postup hydrogenace nitroaldoli 145 a 150

OH OH

/H\/\{ H, (25 bar), Pd-C‘ /FW
n IPA, PE n

N02 NH2

145a n= 15 146a n= 15

145b n= 15 146b n= 15

149a n= 19 150a n=19

149b n= 19 150b n=19

Schéma 35 Priprava 2-aminoalkan-3-olii 146 a 150

Stereoizomerni smés nitroaldolu 145a resp. 145b nebo 149a resp. 149b (3 mmol) byla
rozpus$téna v 8 ml petroletheru a 7 ml IPA a nasledné byla pfevedena do nadoby v tlakovém
reaktoru, kterd obsahovala magnetick¢ michadlo. Do nadoby v tlakovém reaktoru bylo
nasledn¢ ptidano 10% Pd/C (120 mg). Poté byla suspenze michana pfii laboratorni teploté po
dobu 48 h v atmosfétre H> (20 bar). Po reakci byla suspenze zfiltrovana pies dvojity skladany
filtra¢ni papir a katalyzator promyt petroletherem (50 ml). Dale byla rozpoustédla odstranéna
na vakuové odparce a destilacni zbytek byl vysuSen za pomoci vakuové suSarny. Timto
postupem byly ziskany stereoizomerni smési 2-aminoalkan-3-olti 146a, 146b, 150a a 150b

v prakticky kvantitativnich vytézcich.
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2.6. Syntéza 2-fenyloxazolinovych derivati 147 a 151

CN ZnCI2 >_©
© chlorbenzen
130 °C, 96 h

146a n= 15 4R,5R)-147 n= 16

(

146b n= 15 (4S,55)-147 n= 16

150a n= 19 (4S,5R)-147 n= 16

150b n= 19 (4R,5S)-147 n= 16
(4R,5R)-151 n= 20
(4S,5S)-151 n= 20
(4S,5R)-151 n= 20
(4R,5S)-151 n= 20

Schéma 36 Priprava 2-fenyloxazolinovych derivati 147 a 151

Do Schlenkovy baiiky o objemu 25 ml byl piedlozen ZnCl; (3,3 mmol; 450 mg), ktery
byl nasledné zahtivan pod vakuem na teplotu 200-250 °C. Po roztaveni a vysuseni byl ZnCl»
ochlazen pod atmosférou Ar a do banky bylo pfiddno magnetické michadlo. Na hrdlo byl
pripevnén chladi¢ s kohoutem. Poté byl pod natokem argonu pies nalevku pfidan roztok
2-aminoalkoholu 146a resp. 146b nebo 150a resp. 150b (1 mmol) v suchém chlorbenzenu (5
ml). K této smési byl pfidan benzonitril (155 mg; 1,5 mmol) a smés byla michdna pod
atmosférou argonu po dobu 4 dni pfi teploté 130 °C. Poté byla smés ochlazena na laboratorni
teplotu a smichana s 13% vodnym roztokem NH3 (10 ml). Vznikld emulze byla michéana cca
30 min a poté byla pfevedena do délici ndlevky o objemu 100 ml. Smés byla extrahovana
CH:Cl2 (3% 10 ml). Spojené organické vrstvy byly promyty solankou (15 ml) a vysuSeny
bezvodym Na>SO4. Rozpoustédla byla oddestilovdna za sniZzeného tlaku. Jednotlivé

diastereoizomery v destilaénim zbytku byly separovany pomoci sloupcové chromatografie.[*!

(4R,5R)-2-Fenyl-4-methyl-5-heptadecyloxazolin (4R,5SR-147)
Vytezek: 59 %; bila pevna latka; b.t.: 30-33 °C; Rr= 0,21 (SiO2; n-hexan/ EtOAc (6/1; v/v));
N [a]ZDS: +27,9 (¢ 0,42; CH2Cl,).'"HNMR (500 MHz, CDCls): 6 7,94 (d,
\[\;[O\>_® 2H, J = 8,0 Hz, Ar), 7,46 (t, 1H, J= 7,0 Hz, Ar), 7,40 (t, 2H, J=7.,0
10 Hz, Ar), 4,17 (q, 1H, J = 6,7 Hz CH), 3,90 (p, 1H, J = 6,7 Hz CH),
1,54-1,2 (m, 35H, 1x CHj3, 16x CHy), 0,88 (t, 3H, J = 6,7 Hz, CHz).
13C NMR (126 MHz, CDCls) 6 162,9; 131,3; 128,4; 128.3; 87,1; 67.,4; 35,1; 32,1; 29,9-29,7;
29,6; 25,4; 22,9; 21,8; 14,3. FT-IC (ATR): vimax 2956 (W), 2914 (s), 2848 (s), 1651 (m), 1624

(4R,5R)-147
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(w), 1581 (w), 1471 (w), 1464 (w), 1452 (w), 1377 (w), 1334 (w), 1323 (w), 1292 (w), 1263
(w), 1254 (w), 1107 (w), 1088 (w), 1061 (m), 1028 (m), 993 (w), 974 (w), 960 (m), 928 (w),
893 (w), 779 (w), 727 (w), 719 (w), 690 (s), 675 (m). HRMS-MALDI (DHB) m/z: pro
C27HasNO  vypoéteno: 400,35740 [M+H]"; nalezeno: 400,35673 [M+H]". Enantiomerni
ptebytek byl stanoven pomoci chirdlni kolony firmy Daicel: Chiralpak AD-H, 99,5/0,5
hexan/IPA; prutokova rychlost: 0,5 ml/min; A = 254 nm; (4R,5R)-isomer # = 16,24 min;
(4S,55)-isomer ¢ = 17,13 min.

(4S,5R)-2-Fenyl-4-methyl-5-heptadecyloxazolin (45,5R-147)
Vytézek: 30 %; bila pevna latka; b.t.: 42—45 °C; Rr= 0,15 (SiO2; n-hexan/ EtOAc (6/1; v/v));
N [a]2D5 =-6,3 (¢ 0,43; CH,Cl). '"H NMR (500 MHz, CDCls): 6 7,94 (d,
\[\\T.[O\>_© 2H,J=17,7 Hz, Ar), 7,46 (t, IH, J=7,3 Hz, Ar), 7,4 (t, 2H, J= 7,6 Hz,
10 Ar), 4,62 (td, J = 9,4; 3,7 Hz 1H, CH), 4,33 (p, J = 7,0 Hz, 1H, CH),
1,65-1,62 (m, 3H, CH3), 1,48-1,19 (m, 32H, 16x CH,), 0,88 (t, 3H, *J
= 6,8 Hz, CH3). '3C NMR (126 MHz, CDCl3): § 163,1; 131,3; 128,4; 128,3; 83,3; 63,5; 32,1;
29,9-29.7; 29,6; 27,1; 22,9; 15,9; 14,3. FT-IC (ATR): Vmax 2916 (s), 2848 (s), 1647 (m), 1579
(W), 1495 (w), 1468 (w), 1450 (w), 1356 (w), 1317 (w), 1294 (w), 1259 (w), 1093 (m), 1065
(m), 955 (w), 937 (w), 887 (w), 802 (m), 781 (w), 721 (w), 696 (s), 683 (m). HRMS-MALDI
(DHB) m/z: pro C27H4sNO vypocteno: 400,35740 [M+H]"; nalezeno: 400,35717 [M+H]".

(4S,5R)-147

Enantiomerni piebytek byl stanoven pomoci chiralni kolony firmy Daicel: Chiralpak AD-H,
99,5/0,5 hexan/IPA; pratokova rychlost: 0,5 ml/min; A = 254 nm; (4S,5R)-isomer ¢ = 16,98

min; (4R,5S)-isomer ¢t = 19,19 min.

(4S5,55)-2-Fenyl-4-methyl-5-heptadecyloxazolin (45,55-147)
Vytézek: 22 %; bila pevna latka; [a]ZDSZ —41,1 (c 0,45; CH,Cly). Body tani, 'H, '*C NMR, IC

spektra a HRMS-MALDI jsou identické se spektry slouceniny (4R,5R-

“n, N
N\
\F'}J:O>_® 147). Enantiomerni pfebytek byl stanoven pomoci chirdlni kolony
16

firmy Daicel: Chiralpak AD-H, 99,5/0,5 hexan/IPA; pritokova
rychlost: 0,5 ml/min; A = 254 nm; (4R,5R)-isomer # = 13,22 min;
(5S,4S5)-isomer # = 14,07 min.

(4S,55)-147

49



(4R,55)-2-Fenyl-4-methyl-5-heptadecyloxazolin (4R,5S5-147)
Vytézek: 23 %,; bila pevna latka; [a]ZDS= +7,4 (¢ 0,43; CH,Cly). Body tani, 'H, *C NMR, IC

N spektra a HRMS-MALDI jsou identické se spektry slouceniny (4S,5R-

O\>_© 147). Enantiomerni pifebytek byl stanoven pomoci chirdlni kolony
16 firmy Daicel: Chiralpak AD-H, 99,9/0,1 hexan/IPA; pratokova
rychlost: 0,5 ml/min; A = 254 nm; (4R,5S5)-isomer ¢ = 8,83 min;
(4S,5R)-isomer ¢ = 11,9 min.

(4R 5S)-147

(4R,5R)-2-Fenyl-4-methyl-5-henikosyloxazolin (4R,5R-151)
Vytezek: 35 %; bila pevna latka; b.t.:44-46 °C; Rr = 0,25 (SiO2; n-hexan/ EtOAc (6/1; v/v));

N [a]%=+33,6 (c 0,45; CH:CLo). "H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 7,94 (d,
\[\;[(?_@ 2H,J=7,1 Hz, Ar), 7,46 (t, 1H, J="7,3 Hz, Ar), 7,4 (t, 2H, J= 7,3 Hz,

20 Ar), 4,17 (q, 1H, J= 7,2 Hz, CH), 3,9 (p, 1H, J = 6,7 Hz, CH), 1,53~
1,19 (m, 43H, 1x CHs, 20x CHa), 0,88 (t, 3H, J = 6,9 Hz, CH3). 13C
NMR (126 MHz, CDCLs) 6 162.9; 131,3; 128,4; 128.3; 87,1; 67.4; 35,1; 32,1; 29,9-29,6; 25,4;
22,9; 21,8; 14,3. FT-IC (ATR): vinax 2958 (W), 2914 (s), 2848 (s), 1649 (m), 1471 (w), 1464
(w), 1454 (w), 1334 (w), 1298 (w), 1261 (w), 1109 (w), 1095 (w), 1076 (w), 1061 (m), 1026
(m), 974 (), 960 (w), 941 (w), 928 (w), 893 (W), 802 (W), 781 (). 729 (w), 719 (m), 692 (s),
677 (m). HRMS-MALDI (DHB) m/;: pro C3HssNO vypoéteno: 456,42000 [M+H];

(4R,5R)-151

nalezeno: 456,42009 [M+H]". Enantiomerni piebytek byl stanoven pomoci chiralni kolony
firmy Daicel: Chiralpak AS-H, 99,9/0,1 hexan/IPA; pritokova rychlost: 0,5 ml/min; A = 254

nm; (4R,5R)-isomer ¢ = 8,3 min.

(4S,5R)-2-Fenyl-4-methyl-5-henikosyloxazolin (45,5R-151)
Vytezek: 38 %; bila pevna latka; b.t.: 52-54 °C; Rr= 0,19 (SiO2; n-hexan/ EtOAc (6/1; v/v));

N [a]%°=-5,6 (c 0,45; CHxCly). "H NMR (500 MHz, CDCls): § 7,94 (d,
\[\‘T‘[0\>_® 2H,J=7,1 Hz, Ar), 7,46 (t, 1H, J=7,3 Hz, Ar), 7,4 (t, 2H, J=7,4 Hz,

20 Ar), 4,62 (td, 1H, J= 9.4, 3,6 Hz, CH), 4,33 (m, 1H, CH), 1,45-1,21
(m, 43H, 1x CHs, 20x CHa), 0,88 (t, 3H, J = 6,9 Hz, CH3).3*C NMR
(126 MHz, CDCl3) 6 163.1; 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): vimax 2914 (s), 2848 (s), 1645 (m), 1495 (w), 1469 (m), 1450 (w),
1356 (w). 1296 (w), 1261 (w), 1099 (w), 1084 (m), 1066 (m), 1024 (w), 955 (w), 937 (w), 903
(W), 889 (w), 816 (w), 800 (w), 781 (w), 717 (m), 696 (s). HRMS-MALDI (DHB) m/z: pro

(4S,5R)-151
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C31Hs3sNO vypoéteno: 456,42000 [M+H]"; nalezeno: 456,41969 [M+H]". Enantiomerni
pfebytek byl stanoven pomoci chirdlni kolony firmy Daicel: Chiralpak AS-H, 99,9/0,1
hexan/IPA; pritokova rychlost: 0,3 ml/min; A = 254 nm; (4R,5S)-isomer # = 14,87 min;
(4S,5R)-isomer ¢ = 19,23 min.

(4S5,55)-2-Fenyl-4-methyl-5-henikosyloxazolin (45,55-151)
Vytezek: 33 %; bild pevna latka; [a]ZSZ —35,2 (¢ 0,43; CH2Clb). Body tani, 'H, '3C NMR, IC

spektra a HRMS-MALDI jsou identické se spektry slouceniny (4R,5R-
\fV}J: >_© 151). Enantiomerni ptfebytek byl stanoven pomoci chirdlni kolony
firmy Daicel: Chiralpak AS-H, 99,9/0,1 hexan/IPA; pritokova
rychlost: 0,5 ml/min; A = 254 nm; (4S,55)-isomer # = 8,82 min;
(4R,5R)-isomer # = 11,88 min.

(4S5,55)-151

(4R,55)-2-Fenyl-4-methyl-5-henikosyloxazolin (4R,55-151)

Vytezek: 26 %; bila pevna latka; [a]ZSZ +7,3 (¢ 0,43; CH2Cl,). Body tani, 'H, *C NMR, IC
spektra a HRMS-MALDI jsou identické se spektry slouceniny (4S,5R-

\i\l >_® 151). Enantiomerni ptfebytek byl stanoven pomoci chirdlni kolony

firmy Daicel: Chiralpak AS-H, 99,9/0,1 hexan/IPA; pritokova

rychlost: 0,5 ml/min; A = 254 nm; (4R,55)-isomer # = 14,95 min;
(4S,5R)-isomer ¢ = 20,59 min.

(4R,55)-151
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2.7. Obecny postup pro hydrolyzu oxazolinovych derivata 147 a 151

N HCI
O o
o EtOH i
n

90°C,6d

OH

NH,

4R,5R)-147 n= 16
4S,5S)-147 n= 16
4S,5R)-147 n= 16 2S,3R)-146 n= 15
4R,58))—147 n=16 2R,3S)-146 n= 15

( (2R,3R)-146 n= 15
| |
(4R,5R)-151 n= 20 (2R,3R)-150 n= 19
| |

25,35)-146 n= 15

4S,5S)-151 n= 20 25,35)-150 n= 19
4S,5R)-151 n= 20 2S,3R)-150 n= 19
4R,5S)-151 n= 20 2R,3S)-150 n= 19

Schéma 37 Hydrolyza oxazolinovych derivati 147 a 151

Do 25 ml kulaté baiiky s magnetickym michadlem, teflonovou vlozkou a zpétnym chladi¢em
byl ptedlozen pfislusny stereoizomer oxazolinu 147 resp. 151 (0,5 mmol). Déle byl pfidan
EtOH (2 ml), smés byla zahtata na 80 °C a poté byla piidana 35% HCI (2 ml). Nasledné byla
smés zahfivana pii 90 °C po dobu 6 dnti. Po reakci byla rozpoustédla a HCI odpatfena na
vakuové odparce. Poté bylo ke smési ptidano (2% 10 ml) etheru a nésledné byla suspenze
dekantovana. Pevny podil byl smichan s 20 ml vodného 2,5M NaOH a vyslednd smé&s byla
extrahovan CH>Cl, (3x15 ml). Spojené organické vrstvy byly extrahovany dest. HO (3x15 ml)
a vysusSeny bezv. Na;SO4. Rozpoustédlo bylo oddestilovano za sniZzeného tlaku s vyuZzitim

vakuové odparky.

(28,3R)-2-aminoikosan-3-ol (25,3R)-(146)
Vytezek: 84 %; bila pevna latka; b.t.: 84-85 °C; [a]z'f: +8,8 (¢ 0,4; CH2Cl). '"H NMR (500

OH MHz, CDCls): § 3,43 (m, 1H, CHOH), 2,72 (m, 1H, CHNH>), 1,96 (bs, 3H,

/H}s/'\/ OH+NH,), 1,34-1,2 (m, 32H, 16x CH), 1 (d, 3H, J = 6,5 Hz, CHs), 0,87 (t,

(28,3R)_1':';2 3H, J = 6,9 Hz, CHz). 13C NMR (126 MHz, CDC13):V 074,9; 50,5; 32,7; 32,1;

30,0; 29,9; 29.8; 29,5; 26,4; 22,9; 17,1; 14,3. FT-IC (ATR): vmax 3330 (W),

2952 (w), 2914 (), 2848 (5), 1612 (w), 1576 (m), 1552 (w), 1485 (W), 1469 (m), 1388 (w),

1369 (m), 1292 (w), 1440 (w), 1082 (W), 997 (w), 966 (w), 818 (W), 719 (m). HRMS-MALDI
(DHB) m/z: pro C20H43NO vypocteno: 314,34175 [M+H]"; nalezeno: 314,34199 [M+H]".
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(285,35)-2-aminoikosan-3-ol (25,35)-(146)
Vytezek: 84 %; bila pevna latka; b.t.: 83—-84 °C; [a]2])5= -5,2 (¢ 0,44; CH2CL,). "H NMR (500

NH,
(2S,3S)-146

MHz, CDCls): 6 3,15 (m, 1H, CHOH), 2,96 (m, 1H, CHNH.), 1,73 (bs, 3H,
OH+NH,), 1,36-1,18 (m, 32H, 16x CHa), 1,08 (d, 3H, J= 6,1 Hz, CHz), 0,87
(t,3H,J=7 Hz, CHs). 3C NMR (126 MHz, CDCL3): § 75.9; 51,3; 34,4; 32,1;
30,0; 29,9; 29.8; 29,5; 26,0; 22,9; 21,2; 14,3. FT-IC (ATR): vmax 3354 (W),

3286 (w), 3083 (w), 2985 (w), 2952 (w), 2914 (s), 2870 (m), 2848 (s), 2748 (W), 1595 (w),
1468 (m), 1379 (w), 1358 (w), 1333 (w), 1134 (w), 1111 (w), 1081 (s), 1051 (w), 997 (m), 945
(), 918 (w), 899 (w), 841 (w), 721 (m). HRMS-MALDI (DHB) m/z: pro CaoHiNO
vypocteno: 314,34175 [M+H]"; nalezeno: 314,34139 [M+H]".

(2R,35)-2-aminoikosan-3-ol (2R,35)-(146)
Vytézek: 81 %; bila pevna latka; [a]z;;: —9,5 (c 0,44; CH,Cl,). Body tani, 'H, *C NMR, IC

(2R,3S)-146

spektra a HRMS-MALDI jsou identické se spektry slouc¢eniny (25,3R-146)

(2R,3R)-2-aminoikosan-3-ol (2R,3R)-(146)

Vytezek: 83 %; bila pevna latka; [a]ZSZ +5,6 (¢ 0,43; CH,Cl,). Body tani, 'H, *C NMR, IC

OH

Ty

NH,
(2R,3R)-146

spektra a HRMS-MALDI jsou identické se spektry slouceniny (25,35-146).

(28,3 R)-2-aminotetrakosan-3-ol (25,3R)-(150)

Vytezek: 88 %; bila pevna latka; b.t.: 79-80 °C; [a]zg= +7,1 (c 0,24; CH2Cly). '"H NMR (500

OH
NH,
(25,3R)-150

MHz, CDCL): 6 3,43 (dt, 1H, J = 8,0; 3,9 Hz, CHOH), 2,97 (m, 1H, CHNH,),
1,62 (bs, 3H, OH+NH>), 1,38-1,22 (m, 40H, 20x CH»), 1 (d, 3H, J = 6,5 Hz,
CHs), 0,88 (t, 3H, J = 6,9 Hz, CH3). 13C NMR (126 MHz, CDCl3): § 74.,9;
50,5;32,6; 32,1; 30,0; 29,9; 29.,8; 29,6; 26,4; 22,9; 17,1; 14,3. FT-IC (ATR):

Vinax 3319 (W), 3261 (W), 3071 (w), 2982 (W), 2954 (w), 2914 (s), 2848 (5), 2727 (W), 1603 (W),
1469 (m), 1398 (w), 1369 (w), 1155 (w), 1092 (w), 1055 (w), 1038 (w), 1011 (W), 995 (w), 982
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(w), 818 (w), 719 (m). HRMS-MALDI (DHB) m/z: pro Co4HsiNO vypocteno: 370,40435
[M-+H]"; nalezeno: 370,40433 [M+H]".

(25,3S5)-2-aminotetrakosan-3-ol (25,35)-(150)
Vytézek: 83 %; bild pevna latka; b.t.: 88-89 °C; [a]ZDS= -3,3 (¢ 0,22; CH,Cl,). TH NMR (500
OH MHz, CDCI3): 6 3,16 (m, 1H, CHOH), 2,72 (m, 1H, CHNH>), 1,81 (bs, 3H,
/{/\]\19/\:/ OH+NH>»), 1,55-1,17 (m, 40H, 20x CH>»), 1,10 (d, 3H, J= 6,2 Hz, CH3), 0,87
NH; (t, 3H, J = 6,8 Hz, CH3). 3C NMR (126 MHz, CDCl3): § 75.,9; 51,3; 34.,4;
(25,3510 32,1; 30,0; 29,9; 29,6; 26,0; 22,9; 21,3; 14,3. FT-IC (ATR): vinax 3354 (W),
3286 (w), 2985 (w), 2952 (w), 2914 (s), 2848 (s), 2746 (w), 1595 (w), 1468 (m), 1377 (W),
1333 (w), 1134 (w), 1117 (w), 1082 (m), 1036 (w), 1001 (m), 945 (w), 922 (w), 904 (w), 839
(w), 719 (m). HRMS-MALDI (DHB) m/z: pro C24HsiNO vypocteno: 370,40435 [M+H]";

nalezeno: 370,40435 [M+H]".

(2R,35)-2-aminotetrakosan-3-ol (2R,35)-(150)
Vytézek: 84 %; bila pevna latka; [a]z;)sz ~7,7 (¢ 0,24; CH,Cl,). Body tani, 'H, *C NMR, IC

OH spektra a HRMS-MALDI jsou identické se spektry slouceniny (25,3R-150)

NH.
(2R,3S)-150

(2R,3R)-2-aminotetrakosan-3-ol (2R,3R)-(150)
Vytézek: 85 %; bila pevna latka; [a]ZDS: +4,2 (c 0,2; CH2Cl). Body tani, 'H, '3C NMR, IC

OH spektra a HRMS-MALDI jsou identické se spektry slouceniny (25,35-150).

AN

NH,
(2R,3R)-150
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

3.1. Diivod syntézy 2-aminoikosan-3-olu (146) a 2-aminotetrakosan-3-olu
(150)

Zamérem diplomové prace bylo pfipravit a charakterizovat dva 1-deoxysfingosinové
derivaty — 2-aminoikosan-3-ol (146) a 2-aminotetrakosan-3-ol (150) — v enantiomerné¢ ¢istych
formach. Vzhledem k tomu, Ze tyto derivaty sfingosinu obsahuji dvé stereogenni centra, bylo
nezbytné pfi jejich pfipraveé vyuzit asymetrické syntézy. Diplomovéa prace tedy navazuje na
mou bakalaiskou praci,*! ve které jsem se zabyval syntézou uvedenych dvou sloucenin
v racemické form¢. V ramci bakalaiské prace vSak nebyla ovéfena celd reakéni sekvence
vedouci  k 2-aminoalkan-3-olim, nebot zévéreCny krok syntézy, tj. hydrolyza
2-fenyloxazolinovych derivati na finalni 2-aminoalkoholy nebyl z c¢asovych davodl
optimalizovan z pohledu vhodnych reakénich podminek.

Kapitola Teoreticka ¢ast této diplomové prace uvadi, ze 1-deoxysfingosinové derivaty
tvoii zajimavou skupinu latek s vysokym potencidlem pro medicindlni aplikaci. Atraktivni je
pfedev§im antiproliferativni aktivita vi¢i nadorovym bunkam, dale pak vysokd mira
antimikrobialniho a antifungalniho plsobeni. Prace tedy volné navazuje na diivéjsi Gspésny
vyzkum, ktery byl v€novan jinym dvou 1-deoxysfingosinovym derivatim — Clavaminolu A
((2R,35)-2-aminododekan-2-ol) a Xestoaminolu C ((25,3R)-2-aminotetradekan-2-ol), a jejich
stereoizomertim. U jednotlivych stereoizomert 2-aminododekan-2-olu a 2-aminotetradekan-2-
olu byla testovédna jejich cytotoxicita na vybranych liniich nddorovych bun¢k, konkrétné na
suspenzni linii bunék Jurkat (lidské leukemické T bunky), adherentni linii lidskych
neuroblastomovych bunék (SH-SY5Y), bunééné linii lidského plicniho karcinomu (A549) a
linii lidskych osteoblasti (MG-63). Ze ziskanych hodnot inhibi¢nich koncentraci bylo
vyhodnoceno, Ze stereoizomery 2-aminotetradekan-3-olu poskytuji vyssi hodnoty cytotoxicity
nez stereoizomery 2-aminododekan-3-olu (7Tabulka 3), mysleno pii porovnani daného typu
stereoizomeru. Rovnéz bylo zjiSténo, Ze stereoizomery s relativni konfiguraci syn-, a to
v pfipad€ obou typil studovanych 2-aminoalkan-2-olu, vykazovaly vyrazngjsi cytotoxickou
aktivitu nez piislusné stereoizomery s anti-konfiguraci. Na druhou stranu, pro jednotlivé
dvojice enantiomerii byly stanoveny témét shodné hodnoty ICso. Tento fakt plati pro vSechny
typy diastereoizomerti (syn-/anti-) a typy derivatl. Cytotoxické vlastnosti u 2-aminododekan-
2-olu resp. 2-aminotetradekan-2-olu tedy zavisi na jejich relativni konfiguraci, avSak samotna

absolutni konfigurace na stereogennich centrech v rdmci dan¢ho diastereoizomeru cytotoxicitu
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neovliviiuje. Toto zjisténi lze vnimat pozitivné, nebot’ stejného Uc¢inku lze dosahnout jak
s enantiomerng ¢istou, tak i racemickou formou dané slouceniny (diastereoizomeru). Vzhledem
k faktu, Ze racemat slouceniny je vyrazné snadnéji piipravitelny nez enantiomern¢ ¢ista forma,
je uvedené zjisténi dulezité z hlediska ekonomické stranky jejich produkce.

Vyznamny vliv vySe uvedenych strukturnich faktord, tzn. absolutni a relativni
konfigurace na stereogennich centrech a typ alkylového fetézce, na cytotoxicitu dané¢ho
1-deoxysfinogosinového derivatu, byl proto ovéfovan v ramci této diplomové préce, a to na
dalSich dvou derivatech 2-aminoalkan-3-olu. Vyznam jejich ptipravy spoc¢iva predevsim v tom,
ze 1-deoxysfingosinové derivaty predstavuji potencialni cytostatika a lze je tedy povazovat za

zajimavou skupinu slouc¢enin ve vyzkumu protinadorové 1écby.

Tabulka 3 Prehled cytotoxicity jednotlivych stereoizomeru Clavaminolu A a Xestoaminolu C

Tabulka byla pevzata z literatury?>*!

Buné¢né linie (hodnoty ICso0, pmol/1)?

Sloucenina

SH-SYSY Jurkat A549 MG-63
(2R,3R)-2-aminododekan-3-ol 63+£2 25+2 53+£10 20+3
(28,3R)-2-aminododekan-3-ol 81 +2 55+ 10 70 £ 10 32+ 6
(285,35)-2-aminododekan-3-ol 60 + 2 2742 45+ 3 2243
(2R,3S5)-2-aminododekan-3-ol 70 + 3 34+ 4 69+9 37+3
(2R,3R)-2-aminotetradekan-3-ol 2142 13+1 20+2 12+1
(28,3R)-2-aminotetradekan-3-ol 53 +3 44 + 13 544+ 11 22+3
(285,35)-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 piisoben.

3.2. Syntéza oktadekanalu (144) a dokosanalu (148)

Pfi syntéze 1-deoxysfingosinové derivathi — 2-aminoikosan-3-olu (146) a
2-aminotetrakosan-3-olu (150) — jsem vychézel z komeréné dostupného a relativné levného
stearylalkoholu (169) resp. dokosan-1-olu (170). Parikh-Doeringovou oxidaci téchto alkohola
jsem v prvnim syntetickém kroku pfipravil odpovidajici aldehydy, tj. oktadekanal (144) resp.
dokosanal (148). Reakce jsem provedl za stejnych reak¢énich podminek, které byly popsany
v bakalaiské praci.l*! Jako vedlejsi produkt Parikh-Doeringovy oxidace vznikal piislusny
S-(methylsulfanylmethyl)ether, a to obvykle v mnoZstvi cca 5-10 %. Tuto slouceninu, ktera

predstavuje dle chemické struktury thioacetal formaldehydu, jsem odstranil od pozadovaného

56



aldehydového produktu pomoci sloupcové chromatografie. Na rozdil od ptipravy aldehydi
popsané v bakalarské praci, povazuji separaci sirného vedlejsitho produktu za nezbytnou
operaci, nebot’ dalsi krok, tj. asymetrickd Henryho reakce, probiha za katalyzy komplexem
prechodného kovu. Jeji pfitomnost ve vychozim substratu (aldehydu) by mohla pasobit jako
tzv. katalyticky jed, a tim negativné ovliviiovat prubéh kovem katalyzované Henryho reakce.
Aldehydy 144 resp. 148 jsem pftipravil jako bezbarvé amorfni slouceniny, které je mozné

skladovat za chladu po dobu nékolika mésicti bez znamek oxidace.

3.3. Syntéza 2-nitroikosan-3-olu (145) a 2-nitrotetrakosan-3-olu (149)

v neracemické formé

Klicovym faktorem asymetrické syntézy 2-nitroikosan-3-olu (145) a 2-nitrotetrakosan-
3-olu (149) v co nejvyssim enantiomernim piebytku, byla volba vhodného enantioselektivniho
katalyzatoru. Pro potieby nasledné biologické studie bylo cilem pfipravit 1-deoxysfingosinové
derivaty s enantiomerni ¢istotou min 90 % ee, tj max. 5% zastoupeni opa¢ného enantiomeru ve
smési.

Na zdkladé¢ wvysledkd testovani riznych typl enantioselektivnich katalyzatorii
Clavaminolu A a Xestoaminolu C,”*! jsem nejprve pouzil 2-(pyridin-2-yl)imidazolidin-4-
thionovy katalyzator*! (Obr. 6).
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Obrazek 6 Struktura 2-(pyridin-2-yl)imidazolidin-4-thionoveho katalyzatoru

Jak jiz bylo zji§téno vramci bakalaiské prace,”) Henryho reakci nitroethanu
s oktadekanalem (144) resp. dokosanalem (148) nelze provést v obvyklych alkoholovych
rozpoustédlech (EtOH, IPA), nebot’ v nich jsou vychozi substraty velmi malo rozpustné. V
bakalarské praci byl jako vhodné rozpoustédlo pouzit CH2Cla. Pii aplikaci uvedeného
komplexu (2R,55)-5-isopropyl-5-methyl-2-(pyridin-2-yl)imidazolidin-4-thionu s Cu(OAc)2
v tomto prostiedi vSak reakce dokosanalu (148) s nitroethanem probihala velmi pomalu.
Stanovena konverze po 30 dnech pii 6 °C byla pouze 20 %. Produkt jsem izoloval sloupcovou
chromatografii a stanovil enantiomerni piebytek, ktery byl pouze 6 % ee pro majoritni

diastereoizomer (syn-). Ziskal jsem tedy prakticky racemicky produkt. Divodem byla
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pravdépodobné nizké rozpustnost katalyzujiciho komplexu, ktery se za podminek reakce
vylou¢il z reakéni smési a vytvofil koloidni smés. Henryho reakce tedy probihala za katalyzy
jinych (neracemickych) katalytickych species.

V dalsim vyzkumu jsem pro asymetrickou Henryho reakci pouzil chirédlni
bisoxazolinovy komplex (Obr. 7), ktery je snadno pfipravitelny v obou enantiomernich

forméach z relativné dostupnych slouéenin.*!!
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Obrdzek 7 Struktura chirdalniho bisoxazolinového komplexu

Tento enantioselektivni katalyzator byl v ptedchozi publikaci popisujici pfipravu
Clavaminolu A a Xestoaminolu C?*! vyhodnocen jako vysoce u¢inny (enantioselektivita ~ 90
% ee). Navic, poskytoval oba diastereoizomery syn- a anti- v prakticky stejném zastoupeni, coz
je zédouci, nebot’ cilem je piiprava vSech Ctyt konfiguracnich izomerl. Zamyslena synteticka
sekvence vedouci k cilovym 2-aminoalkan-3-olim by se tak zkratila o reakéni krok, ve kterém
se provadi epimerizace nitroaldoli za vzniku rovnovazné smési diastereoizomert syn- a
anti-*’] Reakce dokosanalu (148) s nitroethanem probéhla za 12 dni pii 6 °C (reakéni
podminky pievzaty z lit.[>*)) s 38% vytézkem a neuspokojivou enantioselektivitou 70 % ee.
Analogickd reakce oktadekanalu (144) s nitroethanem poskytla za stejnych reak¢nich
podminek vytézek 52 %. Enantiomerni ptebytek byl v ptipad¢ syn-diastereoizomeru 67 % ee a
v anti-diastereoizomeru pouhych 60 % ee. V piipad¢ téchto dvou asymetrickych Henryho
reakci se potvrdilo, Ze médnaté komplexy chirdlnich bisoxazolini poskytuji nejvyssi
enantioselektivitu v alkoholickych rozpoustédlech, zatimco v mnou pouzitém CH:Cl: je

obvykle niz§i.>?!

Pouziti tohoto bisoxazolinového komplexu tedy nebylo pro syntézu
2-aminoalkan-3-olti vhodné, a bylo nutné pouzit jiny katalyticky systém.

Nasledné jsem testoval katalyzu asymetrické Henryho reakce aldehydii 144 resp. 148 s
nitroethanem jinym vysoce u€innym enantioselektivnim katalyzatorem, ktery v predchozi
studii'®’! rovnéZ poskytoval 2-nitroalkan-3-oly s vysokym enantiomernim piebytkem (~ 90 %
ee). Tento katalyzator patii do kategorie heterogennich recyklovatelnych forem, jeho podstatou
je médnaty komplex 2-(pyridin-2-yl)imidazolidin-4-thionu ukotveny na polymerni

(polystyrenovy) nosi¢. Na rozdil od homogenni varianty, kterou jsem pouzil v prvnich
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pokusech, nebylo zde potieba fesit problematiku rozpustnosti katalyzatoru v CH2Cl,, nebot’
samotné¢ polymerni Castice vykazuji vtomto rozpoustédle vysokou botnavost. Uvedeny

(23] Pro syntézu jednotlivych typt

katalyzator jsem ptipravil podle literatury v mnozstvicca 1 g.
enantiomert nitroaldoll Ize vyuzit obé epimerni formy katalyzatoru (Obr. 8), které se ziskavaji

v pribéhu jejich syntézy - délenim epimerti 2-(pyridin-2-yl)imidazolidin-4-thionu.
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Obrazek 8 Epimerni formy heterogenniho katalyzatoru

Aplikaci tohoto typu katalyzatoru jsem dosahl za 14 dni pii teploté 6 °C uspokojivé
konverze (65-85%) a zaroven jsem dosdhl pozadované enantioselektivity. Hodnoty
enantiomerni prebytkl se pro anti-diastereoizomery pohybovaly v rozmezi 83—88 % ee a pro
syn-diastereoizomery v rozmezi 89-91 %, coz odpovidd srovnatelné enantioselektivité,
dosazené v predchozi studii (84 % ee pro anti-; 92 % ee pro syn-).[**! Zde je tieba poznamenat,
ze syn-diastereoizomery, ziskané s vy$s$i hodnotou ee, byly majoritnim izomerem, coz pfi
nasledné epimeraci vede k obohaceni anti-diastereoizomeru o poZadovany enantiomer (zvySeni
jejich ee). Nicméné pomér diastereoizomert byl v ptipadé 2-nitroikosan-3-olu (145) resp.
2-nitrotetrakosan-3-olu (149) cca 2/1 (syn-/anti-), na rozdil od pfipravy 2-nitrododekan-3-olu
resp. 2-nitrotetradekanalu/®], kdy byl pomér pftiblizné 4/1 (syn-/anti-). Divodem je ziejmé vliv
rozpoustédla, tj. pouziti CH>Cl> misto IPA.

Epimeraci 2-nitroikosan-3-olu (145) resp. 2-nitrotetrakosan-3-olu (149) jsem provedl
za  podminek  pievzatych  zliteratury.”*)  Pésobeni  ekvimolarniho  mnoZstvi
1,4-dimethylpiperazinu na suspenzi nitroaldolu 145 resp. 149 v IPA vedlo po 3 dnech pfii
laboratorni teploté k vzniku smési diastereoizomerl (anti-/syn-) v poméru 1/1. Bylo rovnéz
provedeno stanoveni enantiomernich piebytkll v této smési, pficemz byly nalezeny hodnoty
88-90 % ee. Testoval jsem rovnéz epimeraci nitroaldolu 145 resp. 149 s pouzitim jiné baze, a
to N-methylmorfolinu. Jeho bazicita je nizsi ve srovnani s 1,4-dimethylpiperazinem (pKa. 7,38
vs. 8,31), avSak ma niz8i bod varu (115 °C vs. 132 °C), a proto se Iépe odstranuje z reakéni
smési. Epimerace probéhla béhem tfi dnli za vzniku poméru epimert 1/1, pficemz vznikly cca

3—4 % aldehydu 144 resp. 148, jakoZto produkt zpétné Henryho reakce. Toto mnozstvi je
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srovnatelné s piipadem epimerace, kterd je provedena pomoci 1,4-dimethylpiperazinu.
Uvedené stopové zastoupeni aldehydu 144 resp. 148 v nitroaldolu 145 resp. 149 jsem jiz
neseparoval, nebot’ v dalsim kroku (hydrogenaci) se pravdépodobné preméenuje na primarni

alkohol. Ten je oddélen chromatograficky pfi separaci 2-fenyloxazolinovych derivatu.

3.4. Syntéza stereoizomeru 2-fenyloxazolinovych derivata 147 a 151

Hydrogenacni reakce nitroaldolu 145 resp. 149 jsem provedl za reak¢nich podminek
uvedenych v bakalarské praci (tlak vodiku 20 bar; 1,5 mol % Pd/C (10%); petrolether/IPA
(1/1); 48 h).*! Vytézek hydrogenace byl za téchto reakénich podminek kvantitativni. Nicméné,
v jednom pfipadé€, u hydrogenace smési (2R,35)- a (25,3S5)-2-nitroikosan-3-olu (145), doslo
z diivodu netésnosti hlavy tlakového reaktoru k rychlému poklesu tlaku vodiku na cca 1 bar.
Hydrogenace za téchto podminek probihala pomalu. Po 72 h byl v reakéni smési identifikovan
nejen nezreagovany nitroaldol 145b, nybrz i vyznamné mnozstvi stearylalkoholu (169). Jeho
vznik v reakéni smési lze vysvétlit hydrogenaci oktadekanalu (144), ktery je produktem
rozkladu 2-nitroikosan-3-olu (145) (zpétna Henryho reakce). Rozklad byl pravdépodobné
zpisoben ¢asteéné vzniklym 2-aminoikosan-3-olem (146) (ocekavany produkt hydrogenace),
ktery je dostatecné silnou bazi, katalyzujici zpétnou Henryho reakci. Z tohoto zjisténi jsem
dospél k zavéru, ze hydrogenaci je nutné provést za vysokého tlaku vodiku, aby hydrogenac¢ni
reakce probihala dostate¢né rychle a nedoslo tak k vyznamnému rozkladu nitroaldolu.

Nasledné jsem epimerni smési 2-aminoikosan-3-olu (146) resp. 2-aminotetrakosan-3-
olu (150) chemicky modifikoval na 2-fenyloxazolinové derivaty, jejichz ptislusné cis- a trans-
formy jsou separovatelné sloupcovou chromatografii. Reak¢éni podminky a synteticka
procedura byla jiz optimalizovana v rAmci bakalafské prace.[*! Vlastni chemické transformace
probéhly v pfipadé neracemickych forem ve srovnatelném vytézku, jaké byly dosazeny
s racemickymi formami.[¥ Vyjimkou byla syntéza 2-fenyloxazolinti (4R,55)- a (4S,55)-147,
které jsem ziskal v souhrnném vytézku pouze 45 % ((4R,5S5)- 23 % a (45,55)- 22 %). Divodem
byla pfitomnost stearylalkoholu (169) ve vychozim 2-aminoikosan-3-olu (146), zpiisobena
provedenim hydrogenace za nizkého tlaku, viz diskuze vySe. Separace cis- a frans-izomert
2-fenyloxazolini 135 resp. 141 se mi podafilo separovat sloupcovou chromatografii
kvantitativng. Cistota byla ovéfena pomoci '"H NMR spektroskopie, a pomoci chiralni HPLC
bylo zjisténo, Ze v pribéhu hydrogenace a syntézy 2-fenyloxazolinovych derivatli nedoslo
k enantiomerizaci sloucenin. Stanovenim specifické optické otacivosti bylo zjisténo, ze

2-fenyloxazolinové derivaty s relativni konfiguraci trans- vykazuji vys$si hodnoty nez ptislusné

60



derivaty s konfiguraci cis-. Tento jev byl pozorovdn rovnéz u jinych 2-fenyloxazolint,

odvozenych od 2-aminododekan-3-olu a 2-aminotetradekan-3-olu.[**!

3.5. Syntéza stereoizomerii 2-aminoikosan-3-olu (146) a
2-aminotetrakosan-3-olu (150) — studium hydrolyzy 2-fenyloxazolini

147 a 151

Z literatury je zndmo, ze hydrolyzu 2-fenyloxazolinvych derivati na pfislusné
2-aminoalkan-3-oly lze provést v prosttedi 36% HCI aq./EtOH.[?! V ptipadé syntézy
2-aminododekan-3-olu a 2-aminotetradekan-3-olu byly nalezeny reakéni podminky (6M HCI
v EtOH; 90 °C; 72 h), které vedly k uplné konverzi oxazolinu na 2-aminoalkohol.[>*]
V bakalaiské praci jsem vsak zjistil, Ze v pfipadé 2-fenyloxazolinu 151 za téchto podminek
probihé reakce pomaleji, nebot’ kromé pozadovaného 2-aminotetrakosan-3-olu (150) byl ziskan
rovnéz meziprodukt reakce — N-benzoyl-2-aminotetrakosan-3-ol. Optimalizace reak¢nich
podminek hydrolyzy oxazolinovych derivati 147 resp. 151 nebyla v ramci bakalarské prace
z Casovych diivodu provedena, a proto byla pfedmétem této prace.

Pro optimalizaéni studii jsem vyuzil snadno dostupnou racemickou formu a provadél ji
prednostné na 2-fenyloxazolinovém derivatu 151, nebot’ tato latka vykazuje vyrazn€ nepolarni
fyzikéalné-chemické vlastnosti. Z tohoto divodu jsem ocekaval, Ze prubéh reakce v silné
polarnim prostfedi bude problematicky, zejména z hlediska rozpustnosti substratu. Derivat 147
1ze rovnéz povaZzovat za slouceninu s nepolarnim fyzikalné-chemickym charakterem, nicméné
vzhledem ke kratSimu alkylovému fetézci v pozici 5- ve srovnéni s oxazolinem 151 by jeho
afinita k polarnimu prostiedi neméla byt horsi.

Cilem optimalizace bylo provést reakci v homogennim prostiedi, coZ vyZadovalo nalézt
takové organické rozpoustédlo, ve kterém by byly rozpustné oxazolinové derivaty 147 resp.
151. Zaroven mélo byt neomezené misitelné s vodou a inertni vii¢i HCI za zvySené teploty (>80
°C). Testoval jsem proto hydrolyzu oxazolinu 151 ve smési 36% HCI/DMSO (1/2). V tomto
prostfedi vznikla homogenni reakéni smes, avSak po 72 h pii teploté 90 °C jsem zjistil, Ze ve
smési vznika neidentifikovatelnd smés produktti. Pravdépodobné doslo k ¢astecnému rozkladu
rozpoustédla a rozkladné produkty poté reagovaly se vznikajicim 2-aminoalkoholem. Jiny
homogenni reak¢ni systém se mi nepodafilo nalézt, a proto jsem kysele katalyzovanou
hydrolyzu déle provadél v pivodné pouzivaném EtOH.

Identifikaci reak¢éni smési po hydrolyze za danych reakénich podminek (6M HCI

v EtOH; 90 °C; 72 h) jsem zjistil, ze obsahuje kromé pozadované¢ho 2-aminoalkoholu,
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meziproduktu — N-benzoyl-2-aminotetrakosan-3-olu a stopového mnozstvi vychoziho

oxazolinu, rovnéz kyselinu benzoovou a ethyl-benzoat (Schéma 38).
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Schéma 38 Reakcni schéma hydrolyzy 2-fenyloxazolinovych derivatii

Z
T

V nasledujicich pokusech jsem tedy nejprve provedl separaci kys. benzoové a ethyl-
benzoatu, kterou lze provést promytim reakéni smési etherem. Poté jsem se zaméfil na
hydrolyzu ptitomného N-benzoyl-2-aminotetrakosan-3-olu v produktu, a to v bazickém
prostiedi. Testoval jsem rtizné reakéni systémy, napt. smés 35% NaOH aq./dioxan, 35% NaOH
aq./IPA, 35% NaOH aq./DMSO nebo 35% NaOH aq./t-BuOH, avSak v zddném z nich nedoslo
k hydrolyze amidu na 2-aminoalkohol. Usp&$ny byl pouze pokus provedeny v prostiedi 35%
NaOH aq./EtOH. Nicméné, pozadovany 2-aminoalkohol byl kontaminovan jinym vedlejSim
produktem. Dle analyzy '"H NMR spektroskopii jsem usoudil, Ze se jedna pravdépodobné o
derivat oxazolidinu, ktery mohl vzniknout kondenzaci acetaldehydu s 2-aminoalkoholem
(Schéma 39). Tomu odpovidaly chemické posuny signall necistoty, napt. q pii 0 4,61 ppm,

ktery by mohl pfisluset atomu vodiku v poloze 2-oxazolidinového cyklu.

62



OH o NaOH o—(
NH, + — > NH
M )J\H EtOH/H,0 %%

Schéma 39 Predpokladanad vedlejsi reakce vedouci k 2-oxazolidinovéemu cyklu

Pfitomnost acetaldehydu v ethanolu technické kvality nelze vyloucit. Rozhodl jsem se
proto dany pokus zopakovat s ethanolem, ktery byl zbaven acetaldehydu podle literarniho
postupu.>3! Zjistil jsem vsak, Ze i v tomto piipadé doslo ke vzniku oxazolidinové neéistoty.
Stejného vysledku jsem dosahl i v pfipadé€, kdy jsem pouzil ethanol kvality pro spektroskopii.
Z téchto pokust vyplyva, ze acetaldehyd vznikd az v pribéhu reakce. Tento predpoklad je
v souladu s dal§im pokusem, ve kterém jsem provedl hydrolyzu N-benzoyl-2-aminotetrakosan-
3-olu v prostiedi 35% NaOH aq./MeOH. Zde rovnéz byla pomoci 'H NMR spektroskopie
identifikovana v produktu nedistota, kterd odpovidala struktufe analogického oxazolidinu.
Zjistil jsem, ze tyto oxazolidinové necistoty lze z reakéni smési odstranit plisobenim 2M H2SO4
v IPA po dobu 24 h pii teplot¢ 60 °C, kdy dochéazi kjeji hydrolyze na pozadovany
2-aminoalkohol. Za téchto podminek jsem jej ziskal v €istém stavu (>99%), ktery je dostacujici
pro piipadné biologické studie. Nicménég, celd reakéni sekvence je ponékud komplikovana,
zahrnuje hydrolyzu v kyselém prosttedi (HCI/H>O/EtOH), nasledné v bazickém
(NaOH/H>O/EtOH) a pak opét v kyselém prostiedi (H2SO4/IPA).

V dal$im studiu hydrolyzy 2-fenyloxazolinu 151 jsem se rozhodl optimalizovat reak¢ni
cas. Zjistil jsem, Ze v prostiedi 6M HCIl v EtOH pfi teplot¢ 90 °C dochazi za dobu 24 h
k hydrolyze oxazolinu 151, ktera poskytuje smés 2-aminoalkoholu (60 %) a N-benzoyl-2-
aminotetrakosan-3-olu (35%) (zbytek pfedstavuje nezreagovany oxazolin). Za 72 hodin je
pfitomnost 2-aminoalkoholu jiz 95% a N-benzoyl-2-aminotetrakosan-3-olu 5%, nicméné
s del$im ¢asem se tento pomér meéni jen velmi pomalu. Pokud jsem reakéni ¢as prodlouzil az
na Sest dni, ziskal jsem 2-aminoalkohol s 99 % c¢istotou, pfi¢emZ N-benzoyl-2-aminotetrakosan-
3-ol tvoiil zbyvajici 1 %. Dulezitym zjiSténim bylo, Ze v tomto silné kyselém reakénim
prosttedi a vysoké teplot¢ nedochazi po tomto reakénim case k vyznamné degradaci
2-aminoalkoholu. Uvedené reakéni podminky jsem tedy vyhodnotil jako vhodné pro hydrolyzu
2-fenyloxazolin 147 a 151 na 2-aminoalkan-3-oly v dostacujici Cistote.

Vytézky hydrolyzy pro jednotlivé enantiomerné Cisté 2-aminoalkan-3-oly 146 a 150 se
pohybovaly v rozmezi 81-88 %, ztraty byly zpisobeny pravdépodobné zpracovanim reakéni
smési. Absolutni konfigurace na stereogennich centrech v jednotlivych stereoizomerech

2-aminoalkan-3-ol 146 a 150 byla potvrzena vzajemnym srovnanim 'H NMR spekter téchto
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latek s diive pfipravenymi stereoizomery 2-aminododekan-3-olu a 2-aminotetradekan-3-olu?*!
(rozliSeni typu diastereoizomeru) a porovnanim hodnot specifické optické otacivosti

(levotoCivy nebo pravotocivy enantiomer), coz umoznilo identifikovat typ enantiomeru.

3.6. Biologické vlastnosti stereoizomeri 2-aminoikosan-3-olu (146) a

2-aminotetrakosan-3-olu (150)

V ramci diplomové prace se mi podafilo pfipravit vSechny Ctyfi stereoizomery
2-aminoikosan-3-olu (146) a 2-aminotetrakosan-3-olu (150) v Cistoté¢ >99 % a s enantiomernim
prebytkem ~ 90 % ee. Ziskané mnozstvi jednotlivych vzorkii bylo min. 100 mg. VSech 8
sloucenin bylo poskytnuto spolupracujicimu pracovisti (Katedra biologickych a biochemickych
véd, FChT, Univerzita Pardubice), kde bude stanovena cytotoxicita na vybranych bunécnych
liniich, a to ve formé hodnot ICso. V prvni fazi se pfedpokladé testovani na dvou bunécnych
liniich, a to nadorovych buiikach Jurkat (lidské leukemické T bunky) a bunécné linii lidského
plicniho karcinomu (A549). V pfipad¢ nalezeni zajimavé biologické aktivity (napf. velmi
vysokda ucinnost, vyznamné rozdily mezi obéma 2-aminoalkoholy nebo jednotlivymi

stereoizomery) se predpoklada rozsiteni této studie o dal$i vhodné linie nadorovych bunék.
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4. ZAVER

V ramci mé diplomové prace jsem syntetizoval jednotlivé enantiomery anti- a syn-
formy 2-aminoikosan-3-olu (146) resp. 2-aminotetrakosan-3-olu (150). Tyto slouceniny jsem
pfipravil na zékladé¢ syntetického predpisu popsaného pro derivaty s kratsim uhlikatym
fetézcem,>¥ ktery jsem vramci bakalafské prace optimalizoval pro syntézu racematu
2-aminoikosan-3-olu (146) resp. 2-aminotetrakosan-3-olu (150).") V prvnim kroku jsem
provedl Parikh-Doeringovou oxidaci primarnich alkoholt stearylalkoholu (169) resp. dokosan-
1-olu (170) na ptislusné aldehydy — oktadekanal (144) a dokosanal (148). Klicovou reakci v
pripravé cilovych sloucenin v neracemické podobé byla asymetrickd Henryho reakce, pro
kterou bylo nezbytné najit vhodny enantioselektivni katalyzator. Henryho reakce poskytla smés
diastereoizomeri v poméru, ktery byl v ptipadé 2-nitroikosan-3-olu (145) resp.
2-nitrotetrakosan-3-olu (149) cca 2/1 (syn-/anti-). Jelikoz cilem této diplomové prace byla
priprava vSech stereoizomert bylo nutné provést bazicky katalyzovanou epimeraci, diky které
jsem pfipravil smési diastereoizomerl (syn-/anti-) v poméru 1/1. Dalsi reakce spocivala
v katalytické hydrogenaci s vyuzitim Pd/C, kterou jsem pievedl diastereoizomerni smési
2-nitroikosan-3-olu (145) resp. 2-nitrotetrakosan-3-olu (149) na diastereoizomerni smeési
2-aminoikosan-3-olu (146) resp. 2-aminotetrakosan-3-olu (150). V nasledujicim kroku jsem
diastereoizomerni smési aminoalkoholil pfevedl na pfislusné 2-fenyloxazolinové derivaty. Tato
transformace byla provedena z divodu separace jednotlivych stereoizomerti. Posledni krokem
byla kysele katalyzovana hydrolyza, pomoci které jsem pfipravil vSech 8 stereoizomert
2-aminoikosan-3-olu (146) a 2-aminotetrakosan-3-olu (150).

Lze tedy konstatovat, Ze vytyCené cile, které byly zadany pro vypracovani této
diplomové prace, se mi podafilo splnit. Pfipravil jsem jednotlivé konfiguracni izomery
2-aminoikosan-3-olu (146) resp. 2-aminotetrakosan-3-olu (150) a tyto slou€eniny, vcetné
meziproduktil jejich syntézy, jsem charakterizoval pomoci dostupnych analytickych metod.
Ptipravené latky jsem nasledné poskytnul spolupracujicimu pracovisti (KBBV UPCE) pro

studium cytotoxické aktivity vi¢i vybranym liniim nadorovych bunék.
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Result Table (Uncal - 77 - Detector 3)
Reten. Time Area Height Area Height Wos Peak Purity Compound
[min] [mAU.s] [mAU] [%] [%] [min] [-] Name
1 12,325 6301,263 281,743 91,9 89,2 0,36 768
2 13,775 558,630 34,022 8,1 10,8 0,27 953
Total 6859,893 315,766 100,0 100,0
HPLC chromatogram 2-nitroikosan-3-olu (145a)
[au]
11' g — 79 - Detector 1
1,0
o™~
[
0,8 o
o™
-
£ I
=] '\
2 0,6 |
2 \‘
3 |
<
0,4 |
|| i
HE—
0,2 |‘ = ‘ |
~
L
|
0,0 LW/\J LN
T T T T T
5 10 15 20 25
[min.]
Time
Result Table (Uncal - 79 - Detector 1)
Reten. Time Area Height Area Height wos Peak Purity Compound
[min] [mAU.s] [mAU] [%] [%] [min] [-] Name
1 11,808 729,659 51,258 5.2 6,9 0,23 740
2 12,683 13388,810 690,045 94,8 93,1 0,32 611
Total 14118,470 741,303 100,0 100,0

HPLC chromatogram 2-nitroikosan-3-olu (145b)
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Result Table (Uncal - 61 - Detector 1)
Reten. Time Area Height Area Height W05 Peak Purity Compound
[min] [mAU.s] [mAU] [%] [%] [min] [-] Name
1 22,417 9546,761 354,814 94,9 94,9 0,42 705
2 24,225 511,613 18,895 51 48 0,44 515
Total 10058,375 373,710 100,0 100,0
HPLC chromatogram 2-nitrotetrakosan-3-olu (149a)
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Result Table (Uncal - 36 - Detector 1)
Reten. Time Area Height Area Height W05 Peak Purity Compound

[min] [mAU.s] [mAU] [%] [%] [min] [-] Name
1 22,358 606,601 23,398 4,6 57 0,38 938
2 23,792 12529,983 388,748 95,4 94,3 0,50 744

Total 13136,584 412,147 100,0 100,0

HPLC chromatogram 2-nitrotetrakosan-3-olu (149b)

81



— 56 - Detector 3
-
1,2 ».
oy
=
-
1,0 i
i
/]
c 0,8 ‘ \
s \
8 i
e [
$ 0,6 B
o |
< ‘ ‘I
|
0,4- ‘ [
|
|
i a
|
0,2 ‘ -]
d R )
| \ =]
L o
0,0 A~ . k...~
T ] T T T
5 10 15 20 25 .
[min.]
Time
Result Table (Uncal - 56 - Detector 3)
Reten. Time Area Height Area Height Wos Peak Purity Compound
[min] [mAU.s] [mAU] [%] [%] [min] & Name
;2 14,950 39234,500 1012,193 94,4 96,8 0,60 810
2 20,592 2318,981 33,880 56 3.2 0,97 883
Total 41553,481 1046,074 100,0 100,0

HPLC chromatogram (4R,5S)-2-fenyl-4-methyl-5-henikosyloxazolinu (4R,55-151)
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Result Table (Uncal - 55 - Detector 1)
Reten. Time Area Height Area Height Wao5s Peak Purity Compound
[min] [mAU.s] [mAU] [%] [%] [min] [-1 Name
1 8,817 32484,811 940,862 94,9 97,1 0,56 818
2 11,883 1754,498 28,154 51 29 093 652
Total 34239,310 969,016 100,0 100,0

HPLC chromatogram (4S,55)-2-fenyl-4-methyl-5-henikosyloxazolinu (45,55-151)
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