UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
Prirodovédecka fakulta

Katedra organické chemie

Divergentni syntéza fuzovanych morfolin-2-oni

S vyuzitim imobilizovanych intermediatu

DIPLOMOVA PRACE
Autor: Bc. Daniel Chrenko
Studijni program: N1407 Chemie
Studijni obor: Organické chemie
Typ studia: Prezen¢ni

Vedouci prace: Magr. Patricia Kriegelsteinova



Prohlasuji, ze jsem tuto zavérecnou praci sepsal samostatné pod dohledem vedouci
Mgr. Patricie Kriegelsteinové, a ze jsem na konci prace uvedl v§echnu pouzitou literaturu.

Déle prohlasuji, ze jsem pii tvorbé této prace neporusil autorska prava.

VOIOMOUCI ANE ..o e

Bc. Daniel Chrenko



Podékovani

Chtél bych podékovat Mgr. Patricii Kriegelsteinové za vedeni, cenné rady, trpélivost
a ochotu pfi vypracovavani této prace. Doc. RNDr. Miroslavu Souralovi, Ph.D. za mozZnost
pracovat v jeho vyzkumné skupin€ a za odborné ptipominky. Dale bych chtél pod&kovat
Mgr. Son¢ Krajcovicové, Ph.D. za zméteni NMR spekter a rady pii syntetickych problémech
a RNDr. Sandie Benické za zméfeni HRMS spekter a pratelsky pristup. Dekuji i vSem
ostatnim ¢leniim nasi vyzkumné skupiny, zaméstnanctim Katedry organické chemie, rodiné
a pratelam.

Tato zavérecna prace vznikla za finan¢ni podpory grantu IGA_PrF_2020_012.



Bibliograficka identifikace:
Jméno a piijmeni autora: Bc. Daniel Chrenko

Nazev prace: Divergentni syntéza fuzovanych morfolin-2-ont s vyuzitim

imobilizovanych intermediati
Typ prace: diplomova

Pracovisté: Katedra organické chemie, Pfirodovédecka fakulta,

Univerzita Palackého v Olomouci

Ustav molekularni a translacni mediciny

Vedouci prace: Mgr. Patricia Kriegelsteinova
Rok odevzdani prace: 2020
Abstrakt:

Predlozend diplomova prace se vénuje ptipravé flzovanych morfolin-2-onl
S pomoci syntézy na pevné fazi. Prace tématicky navazuje na piedchozi vyzkum na
Katedfe organické chemie. Stézejni ¢ast prace je zalozena na piipravé klicovych
alkylovanych intermediati vychazejicich z Fmoc-serinu, 2- ¢i 4-nitrobenzensulfonyl
chloridl a tert-butylbromoacetatu. U téchto intermediatii je nasledné otestovana jejich
reaktivita na dvou syntetickych cestach. Prvni cesta obsahuje tfi az pét syntetickych krokt
vedoucich k tvorbé fazovanych morfolin-2-onti diky reakcim s riznymi ¢inidly po
pfedchozi denosylaci vychoziho intermediatu. Druhd dvoukrokova cesta je zaloZena na
redukci 2-nitrobenzensulfonamidu obsazeného ve struktute pfipraveného intermediatu a

nasledné cyklizaci za vzniku fizovaného derivatu morfolin-2-onu.

Klicova slova: aminokyseliny, syntéza na pevné fazi, sulfonamidy,

bromoacetaty, morfolin-2-on

Pocet stran: 93
Pocet ptiloh: 28
Jazyk: cestina



Bibliographical identification:
Author’s first name and surname: Bc. Daniel Chrenko

Title: Diversity oriented solid-phase  synthesis  of

heterocycles bearing morpholine-2-one scaffolds
Type of thesis: diploma

Department: Department of Organic Chemistry, Faculty of
Science, Palacky University in Olomouc, Czech

Republic

Institute of molecular and translational medicine

Supervisor: Mgr. Patricia Kriegelsteinova
The year of submission: 2020
Abstract:

This diploma thesis is devoted to the preparation of fused morpholin-2-ones with the
use of solid phase synthesis. The thesis follows previous research at the Department of
Organic Chemistry. Crucial part of the work is based on the preparation of key alkylated
intermediates based on Fmoc-serine, 2- or 4-nitrobenzenesulfonyl chlorides and tert-
butylbromoacetate. The reactivity of these key intermediates is subsequently tested on two
synthetic pathways. First path consists of three to five synthetic steps leading to fused
morpholin-2-ones due to reactions with various reagents after prior denosylation of the
starting intermediate. Second two-step synthetic path is based on a reduction of 2-
nitrobenzenesulfonamide contained in the structure of the prepared intermediate and

subsequent cyclization which results in fused morpholin-2-one derivative.

Keywords: amino acids, solid-phase synthesis, sulfonamides,

bromoacetates, morpholin-2-one

Number of pages: 93
Number of appendixes: 28
Language: Czech



OBSAH

1 Seznam pouZitych ZKrateK...........ccooiiiiiiiiii e 9
2 VO 11
3 Teoreticka CASt............ccoiiiiiii 14
3.1 Kombinatorialni chemie a syntéza na pevné fazi.........ccccceveveniniinnninniienenne, 14
3.1.1  Merrifieldova syntéza na pevne fazi .........cccccvvuvriiiiniiiiininiin e 14

3.1.2  Princip syntézy na pevné fazi a kinetika.............cccoovvviiiniiiiiic 15

31,3 LINKEIY oo 16

3.1.4  POlymerni NOSICE ......eeviiieiiieieiiee ittt 17

315 LOAING ettt 18

3.2 Biologicka aktivita morfolin-2-0nU ..........cccoceeiiiiiieiiieee e 18

3.2.1  Morfolin-2-ony jako nové selektivni blokatory vapenatych kanalu T — typu

................................................................................................................. 18

3.2.2  Morfolin-2-ony jako cenné intermediaty a potencialni nova 1é¢iva ....... 19
3.3 Piiprava morfolin-2-0ntll.........ccccoeiiiiiiiiiniiiiii s 21
381 OXIUACE ... 21
3.3.2  Tvorbadvou vazeb mezi O1-C2a C3-N4 ........ccoovvviiiiiiiiiiie 21
3.3.3  Tvorbadvou vazeb mezi O1-C2aN4-C5.......cccoviiiiiiiiii 23
3.3.4  Tvorbadvou vazeb mezi O1-C6 a N4—C5 .......ccooviiiiiiiiiiiiice 24
3.3.5  Tvorba jedné vazby mezi O1—C2.........cccoviiiiiiiiiiiiieiecec e 25
3.4 Priiprava strukturné podobnych fuzovanych morfolinii...........ccccocvvviiinncnnn. 25

3.4.1 Syntéza thiohydantoint, imidazol-2-thionti a imidazo[2,1-b] thiazol-4-

iuml pomoci syntézy na pevneé fazi.........ccccceeiiiiiiiiiiiiienini e 25

3.4.2  Syntéza disubstituovanych pyrazino-oxazinovych derivati .................. 27



3.43  Stereoselektivni syntéza benzoxazino[4,3-b][1,2,5]thiadiazepinon 6,6-

41103 S 1« L DRSSPSR 29

3.4.4  Stereoselektivni syntéza tricyklickych benzo-oxazino-diazepinti .......... 31
3.4.5  Priprava diketomorfolint .......ccoviviiiiiiiiiiiiiiiii e 34
CHIE PIACE.. ... s 37
VysledKy a diSKUZE ...........cooovviiiiiiiiiiiii e 38
5.1 Pfiprava a vyuziti alkylovanych intermedidtli...........cooovriiiiiiniiiciiien, 38
5.1.1 Syntéza alkylovanych intermediatll ...........ccccovvrrviiiriiiieiniie e, 38
5.1.2  Vyuziti alkylovanych intermediati pro dalsi transformace .................... 42
5.2 Syntéza dihydrobenzo-oxazino-thiadiazepindiondioxidu 11a..........cccccccuneen. 44
5.3 Syntéza dihydrobenzo-0xazino-diazepintrionu 15.........cccocovvvieniinnninninniiennnnns 48
5.4 Syntéza 3-thioxotetrahydro-imidazo-oxazindionu 12 ............ccccceevvviveiviiennnnn. 51
5.5 Syntéza 2-benzyl-thioxotetrahydro-imidazo-oxazindionu 13...........cc.ccccveveee. 53
5.6 Syntéza benzo-0xazino-diazepindionu 14 ..........c.ccooeiiienenc i 54
5.7 Syntéza 7-methyl a 7-benzyl-pyrazino-oxazin-trionti 72 a 7D .......cc.cceevevennene. 56
5.8 Syntéza 0xazino-0XazZiN-triont 8 @ 9 .......ccceveerveiiiieieee e 58
5.9 C-arylace vedouci k 0xazino-indazol-oXidu 10..........ccccccvvveiiiereniinnieennaieeenn 60
Experimentalni CASt..............ooooiiiiiiiiii 62
6.1 Piistrojové vybaveni a pouzité chemikalie............cccooeeriiiiiiiini e 62
6.2 Studium cyklizacnich reakci.........ccviiiiiiiiiiii s 63
6.2.1  Obecny postup ptipravy vzorku pro analyzu reakci .........c.ccceeviverrinnenne 63
6.2.2  Syntéza klicovych intermediatti 145, 146, 147 a 148 .......ccccovveivernennn. 64
6.2.2.1 Ukotveni na Wangiv linKer............cccoovvviiiiiiiiiic 65
6.2.2.2 Deprotekce Fmoc protektivni skupiny ...........cccooveiieiiiniicniniieennns 65
6.2.2.3 Pfiprava nosylovanych derivatil ..........cccvvviiiiiiiiiiiccc 65



7

8

9

6.2.2.4  ALKYIACE.......o i 66
6.2.2.5  SEEPEN covvevicveeeseiereeeee ettt 66
6.2.2.6 DENOSYIACE ...oooiiiiiiiiiii et 68
6.2.3  Vyuziti alkylovaného intermediétu pro dalsi transformace .................... 69
6.2.3.1 Reakce vedouci K 7D ..ocveiiiiiiieiieiie e 69
6.2.3.2 N-Acylace 2-nitrobenoovou kyselinou nebo 2-nitrobenzoyl chloridem
vedouct k derivatu 15 ..o 72

6.2.3.3 Alkylace 2-nitrobenzyl bromidem vedouci k derivatu 14.................. 74
6.2.3.4 Acylace a-bromofenylocotovou kyselinou vedouci k derivatu 9....... 75
6.2.3.5 Reakce s FMoc-NCS vedouci K 12.......ccccoiviiininiiiiiiieeeees 77
6.2.3.6 Reakce s benzyl-NCS vedouci K 13 .........cccooiveiiiiiiiicie e 79
6.2.3.7 Syntéza derivatl 11a, 11D @ 11C.....ccovviiiriiiiiiiiieiese e 80
ZLAVET ... re e 84
Seznam pouZité Hteratury.............ccoocooiiiiiiiiiii e 87
PHIIORY ..o s 94



1 Seznam pouzitych zkratek

AcOH
Ala
APT
Boc
COosYy
Cys
DBU
DCM
DIAD
DIC
DIPEA
deg.
DMAP
DMF
DMSO
DVB
ESI-MS
Et
EtOACc
EtOH
Fmoc-
Fmoc-Cl
Fmoc-Osu
HF
HMBC
HMQC

HOBt

kyselina octova

alanin

attached proton test

tert- butoxykarbony!l

homonuclear correlation spectroscopy *H —*H
cystein

1,8-diazabicyklo[5.4.0]undec-7-en

dichlormethan

diisopropylazodikarboxylat
N,N’-diisopropylkarbodiimid
N,N-diisopropylethylamin

degassed, odplynény

4-(dimethylamino)pyridin
N,N-dimethylformamid

dimethylsulfoxid

divinylbenzen

hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem
ethyl

ethylacetat

ethanol

N-(9-fluorenylmethoxykarbonyloxy) -
N-(9-fluorenylmethoxykarbonyloxy) chlorid
N-(9-fluorenylmethoxykarbonyloxy) sukcinimid
kyselina fluorovodikova

heteronuclear multi-bond correlation spectroscopy *H-3C
heteronuclear multiple quantum coherence *H-C

N-hydroxybenzotriazol



HPLC-MS

HRMS
MeCN
MeOH
NMR
pTSA
rt

Ser
SPS
TBAHS
TBAI
tBu
TEA
TES
TFA
TFE
THF
Thr
Trt

UPLC-MS

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni

spektrometrii

hmotnostni spektroskopie s vysokym rozliSenim
acetonitril

methanol

nuklearni magnetické rezonance
kyselina p-toluensulfonova
laboratorni teplota

serin

syntéza na pevné fazi
tetrabutylammonium hydrogensulfat
tetrabutylammonium jodid

tert-butyl

triethylamin

triethylsilan

kyselina trifluoroctova
2,2,2-trifluorethanol

tetrahydrofuran

threonin

trityl

ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie spojend s hmotnostni

spektrometrii
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2 Uvod

Vyzkumna skupina doc. RNDr. Miroslava Sourala, Ph.D. na Katedfe organické
chemie UP se jiz delsi dobu vénuje syntéze na pevné fazi. Jednim z témat je pouziti
vhodné chranénych aminokyselin pro divergentné orientovanou syntézu novych
heterocyklickych slouc¢enin nesoucich oxazinovy anebo thiazinovy skelet. Na Obrazku
1 jsou znazornény jiz popsané slouceniny, které byly pfipraveny ze stejného klicového
intermediatu. Syntéza tohoto intermedidtu vyuziva jako vychozi latky chranéné
aminokyseliny (Fmoc-serin, Fmoc-threonin ¢i Fmoc-cystein) imobilizované na Wangoveé
pryskyfici, 2- ¢i 4-nitrobenzensulfonyl chloridy a rizné bromoketony. Intermediat mize

byt nasledné podroben rtiznym transformacim vedoucim k vyobrazenym slouc¢eninam.

=
| e—y
OH
© & . S 1 Ji
0 X-PG = O-tBu, S-Trt R

HN 1
) R'=CHsH K
R X R3 = alkyl, aryl 0
N / / ’ NH
R3 (__)
(0] j ﬂ N 7
R® ofele} O:S R
o:g o R? ", R302S>’IN R
1-
“ N :S R _(N\%\S/ Nl\%
e A,
S P R R2
(0] H o H S

Obrazek 1: Prehled jiz pripravenych heterocyklickych sloucenin vychazejicich ze spolecného
imobilizovaného intermediatu.*®

Tato diplomova prace navazuje na predchozi vyzkum skupiny a je zamétena
na ptipravu derivati morfolin-2-onti kombinaci vhodnych vychozich latek: Fmoc-serinu,
2- ¢i 4-nitrobenzensulfonyl chloridi a tert-butylbromoacetatu. Zakladni synteticky

postup ptipravy kli¢ového intermediatu popisuje Schéma 1.
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Schéma 1: Reakéni schéma syntézy klicového intermediatu 5.

Strukturni rozmanitost heterocyklickych skeletti teoreticky dostupnych z kli¢ového
intermediatu popisuje Obrazek 2.

0
o HN—/{_//\ j
HN_//{’ J (@) HN i (0]
| 'e) N\/§O R1\\\H/N\/go
NA 0 o)
© 15 7aR'=CH,
EOTO 14 ﬂ 7b R = CH,Ph
o=y \ 7
\\N’Q\

?
o)”'-
S

o

o}
12 5
J
L. ., _tB
o Pol” 0" "0 o=°"
HN—Z N o
R! //\O —m 0,5 ;\ —) +N—N/\\O
S/N\/§ 02N o (I) { 2
0, o} tBu o}
R1
11a R'=-H 6a R'=H
11b R'=-CI 6b R'=-Cl 10
11c R'=-OMe 6c R'=-OMe

Obrazek 2: Struktury cilovych latek této diplomové prace nesouci morfolin-2-onovy skelet

Cela prace je rozdélena do deviti kapitol. Teoreticka ¢ast prace se vénuje nejprve

obecné syntéze na pevné fazi, nasledné biologické aktivit¢é morfolin-2-onti a jejich
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syntéze. Nasleduje kapitola Cile prace, kapitoly Vysledky a diskuse a Experimentalni
¢ast. Kapitola Zavér shrnuje, jakych vysledki se podatilo dosahnout a které cile nebyly
z objektivnich divody dosazeny. V posledni kapitole Prilohy jsou ptilozena NMR

spektra klicovych intermediati, nékterych prekurzora a pfipravenych finalnich latek.
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3 Teoreticka ¢ast

V teoretické Casti bude shrnuta syntéza na pevné fazi, syntéza morfolin-2-ont
a jejich derivati a syntéza latek strukturné podobnych cilovym derivatim této diplomové

prace.
. i ialni i 4 vné fazi
3.1 Kombinatorialni chemie a syntéza na pevné fa

Kombinatorialni chemie je technika umoznujici piipravu velkych soubora latek
(knihoven) kombinaci urcitého poctu reaktantli riznym zpusobem. Vychozi latky
pouzivané na ptipravu neboli ,,stavbu“ pozadovanych produktd se nazyvaji ,,stavebni
bloky.” Tyto stavebni bloky jsou opakované kovalentné spojovany za vzniku souborii
chemickych knihoven. V dne$ni dobé se kombinatorialni chemie vyuziva zejména

v oblasti hledani novych 1é¢iv.%1°

3.1.1 Merrifieldova syntéza na pevné fazi

Syntéza na pevné fazi byla poprvé popsana vroce 1963, kdy Robert Bruce
Merrifield publikoval studii zabyvajici se syntézou peptidd, ktera méla velky dopad

na kombinatorialni chemii (Schéma 2).°

imobilizace na

O
Cl i H polymerni nosi¢ )J\/H
N. s .
* HOJ\( PG 0 PG
Pol R R
n

Pol

N
HO)H/ PG

opakujici se cyklus
deprotekee - alkylace

O o H

H odstépeni N
HO Nty — ) H

1 R?
R™ In Pol n

Schéma 2: Merrifieldova syntéza peptidli na pevné fazi (pfevzato a upraveno).’

Merrifieldova syntéza peptidi na pevné fazi vyuziva chlormethylovy polymer.
Reakci N-chranéné aminokyseliny s timto polymerem je aminokyselina imobilizovana
ptes C-konec, za vzniku esterové vazby. K chranéni aminoskupiny je pouzita
tert- butoxykarbonyl (Boc) protektivni skupina, ktera je nasledné odstépena pomoci
roztoku kyseliny trifluoroctové (TFA) v dichlormethanu (DCM) nebo kyseliny
chlorovodikové (HCI). Odchranéna aminokyselina muze byt posléze acylovana dalsi

N- chranénou aminokyselinou. Na zavér syntézy jsou odstépeny chranici skupiny
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postranniho fetézce a peptid je odstépen z pryskyfice za pouziti kyseliny fluorovodikové
(HF).%10

Pii acylaci je nutno karboxylové kyseliny aktivovat. Jako nejéastéjsi zptisob
aktivace karboxylové skupiny se V piipadé syntézy na pevné fazi pouziva karbodiimid
(napt. N,N’-diisopropylkarbodiimid, DIC) za ptitomnosti N-hydroxybenzotriazolu
(HOBt) a 4-(dimethylamino)pyridinu (DMAP). Schéma 3 popisuje princip aktivace
aminokyselin technikou DIC/DMAP. N,N’-diisopropylkarbodiimid (DIC) je pouzivan
pro aktivaci karboxylovych skupin za vzniku O-acylmocoviny. DMAP se pouziva
jako katalyzator reakce, ktera by jinak probihala z divodu nedostatecné nukleofility
alkoholu (v tomto pifipadé Wangova linkeru) velmi pomalu a mohlo by dojit
k nezadoucim reakcim (pfesmyku na nereaktivni N-acylmocovinu). DMAP reaguje
s O- acylmocovinou rychleji nez alkohol (linker) a vznikne tak aktivovany reaktivni
amid, ktery je nasledné¢ atakovan alkoholem (linkerem) za vzniku esteru. HOBt

je pouzivano pro potlaceni racemizace alfa-aminokyselin.

N—
= 0
0 R2 2 \ _,RZ
/Hﬁ)k@(\@\\c .8 74 AN S 1 O U
PG T w“l}l PG” ‘0" NH L T oS
R R2 R R2 N R2

(0]
H o H 9] P I/\Om X
PG/Nj)J\o/\P |~ PG/Nj)J\o/\P | e |
R' ° R’ ‘\|1|+ ° i R'NAR
R? .C. -R?
\/—N N |
H
Schéma 3: Aktivace karboxylové skupiny pomoci DIC a DMAP.

3.1.2 Princip syntézy na pevné fazi a kinetika

Syntéza na pevné fazi (SPS) zacind navazanim latky (imobilizaci) na nerozpustny
polymerni nosi¢ (pryskyfici) a kon¢i odstépenim finalni latky z nosi¢e. TO usnadnuje
separaci jednotlivych intermediati navazanych na pryskyfici od latek rozpusténych

v roztoku, které jsou odstranény z pryskyfice pouhym vymytim.

SPS nevyzaduje zadné specialni vybaveni (Obrazek 3). Celou syntézu lze provést
napf. v bé€zné injekéni stiikacce, vybavené polypropylenovou fritou a uzavérem. Proces
SPS je navic mozné automatizovat, coz je velkou vyhodou oproti syntéze v roztoku (je

mozné provadét vice reakei najednou, coz zna¢né Seti Cas).
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]

mpryskyfice

“=Vie co je potiebam ‘

plastova stiikatka e posuvny pist
Frita

Obrazek 3: Vybaveni potfebné pro syntézu na pevné fazi (pfevzato a upraveno z www.torvig.com).

Kinetika SPS je pomalejsi nez kinetika reakci v roztoku z divodu nutnosti migrace
reagentd ke v§em reaktivnim mistim porézni pryskyfice, a proto je vhodné optimalizovat
reakéni podminky tak, aby bylo dosazeno co nejvyssi Cistoty, jelikoz imobilizované

intermediaty 1ze od sebe separovat pouze az po odstépeni z polymerniho nosice.’

3.1.3 Linkery

Linkery zprostfedkovavaji do¢asné spojeni mezi pevnym polymernim nosi¢em
aprvni vychozi latkou, nejcastéji chranénou aminokyselinou (Obrazek 4).
Linker ma vzdy dvé funk¢ni ¢asti. Prvni nestépitelnou, ktera je pouzita k vytvoreni pevné
vazby s aktivni skupinou polymeru a druhou slouzici K imobilizaci vychozi latky.
Tuto vazbu Ize za specifickych podminek pferusit a uvolnit dany meziprodukt ¢i finalni

latku z polymerni matrice.!?

Neitépitelna vazba

Stépitelna vazba

Obrazek 4: Obecna struktura navazani vychozi latky na pevny polymerni nosi¢ pfes linker.

Linkery lze rozdé€lit podle typu §tépeni finalni latky napiiklad na kyselinou, bazi
nebo fotolyticky stépitelné linkery a také podle typu funkéni skupiny pouzité pti navazani
prvni vychozi latky na linker (v ptipadé aminokyselin pomoci karboxylové nebo amino

skupiny, nebo pies funkéni skupinu v postrannim fetézci )1

NejcCastéji pouzivané linkery v Syntéze na pevné fazi jsou kysele Stépitelné.
Obvykle pouzivany zptsob Stépeni latky z linkeru je pomoci kyselin TFA nebo HF
v riznych koncentracich v zavislosti na typu pouzitého linkeru. Vyhodou téchto kyselin

je jejich teékavost, ktera umoziuje snadné odstranéni. Mezi nejcastéji pouzivané linkery
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patii napf. Wangova pryskyfice obsahujici hydroxymethylovou skupinu, Rinkova
esterova pryskyfice obsahujici benzhydrylaminovou skupinu, (chranénou N-(9-
fluorenylmethoxykarbonyloxy) (Fmoc) protektivni skupinou), Merrifieldova pryskyfice
obsahujici chlormethylovou skupinu a Barlosova pryskyfice obsahujici chlortritylovou

skupinu (Obrazek 5).1!

OH
Pol” 0 Pol Pol” 0 © o

Wangova pryskyfice Merrifieldova pryskyiice Rinkova esterova pryskyiice
1 16 17

NHFmoc O

-
Pol” 0 0 o ‘
I I Pol

Rinkova amidova pryskyiice Barlosova pryskyiice
18 19

Obrazek 5: Typy nejpouzivangjsich linkerd.
3.1.4 Polymerni nosice

Polymerni nosi¢ je material vznikajici polymeraci vhodné latky. V syntéze
na pevné fazi se nejcastéji pouzivaji nosice na bazi polystyrenu a divinylbenzenu (1-2%
DVB). Piitomnost 1-2 % DVB je dostatecna, aby byl polymer piiméfené robustni
a odolny vii¢i riznym mechanickym vlivim. Zaroven je zachovana velmi dobra kapacita
bobtnani. Rozpoustédla pouzivana pro bobtnani jsou nejcastéji DCM, dimethylformamid
(DMF) a tetrahydrofuran (THF). Naopak pro srazeni se nejastéji pouziva methanol
(MeOH). (Obrazek 6).12

v = L PO S

Obriazek 6: Struktura polymerniho nosice na béazi polystyrenu zesitovaného divinylbenzenem.!?
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3.1.5 Loading

Vychozi loading neboli pocet aktivnich mist na pouzitém polymeru se udava
v mmol/g a definuje pocet aktivnich mist pryskytice. Loading po prvni reakci (zpravidla
imobilizaci prvni vychozi latky) udava, kolik mmol aktivnich mist jednoho gramu
pryskyfice bylo pokryto imobilizovanou latkou. Jednotkou loadingu je tedy mmol/g.
Stanoveni loadingu probiha odstépenim piesné definovaného mnozstvi latky z pryskyftice
a pomoci vhodné instrumentalni metody (LC-MS pro latky s chromoforem, *H NMR
pro latky bez chromoforu) se zméii série vzorki o rizné koncentraci, vytvofi se kalibra¢ni

ktivka a dopocita se loading.
3.2  Biologicka aktivita morfolin-2-ont
3.2.1 Morfolin-2-ony jako nové selektivni blokatory vapenatych kanalu T — typu

Vépnik je jednim znejzastoupengjSich prvkd v nasem téle. Vapenaté ionty
jsou soucasti komunikacnich drah a pomahaji rychlému S$ifeni signald. Podileji
se naregulaci enzymi, endokrinni a exokrinni sekreci, kontrole genové exprese,
fungovani imunitniho systému, srdzeni krve a metabolismu kosti. Dale se podileji
naregulaci svalové kontrakce anartznych pochodech vnervovém systému

jako je naptiklad uvoltiovani neurotrasmitert. >

Pokud neni koncentrace vapenatych kationi kontrolovana, muze pusobit
patologicky a vyvolavat poSkozeni i smrt buniky. Vapenaté ionty jsou regulovany
vapenatymi kanaly. Doposud bylo popsano 6 tfid napétové fizenych kanala
vV membranach bun¢k L-, T-, N-, P-, Q- a R-typ liSici se pfedev§im ve svych

elektrofyziologickych, strukturnich a farmakologickych vlastnostech.1619

T-typ je nizkoprahovy kanal aktivovany pii nizké depolarizaci buiky otevirajici
sena velmi kratkou dobu.!*!® Bylo popsano, ze kanal T-typu je zapojen Vv nékterych
formach rakoviny, v patogenezi epilepsie, neuropatické bolesti a Parkinsonové

nemoci. 619

Napétové fizené vapenaté kanaly jsou jednou z hlavnich cest vstupu vapniku
do bun¢k. Selektivné propoustéji vapenaté ionty Vv pfitomnosti sodnych a draselnych
iont. Rovnéz vykazuji selektivitu pro ionty barnaté, ale pro nikelnaté a kademnaté ionty
jsou nepropustné. Tento typ kanalli reaguje na zménu membranového potencialu

a je otevien depolarizaci bunééné membrany. Snizenim negativniho naboje na povrchu
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bunky dojde ke zméné konformace kanalového proteinu a K jeho otevieni. To umoziuje
vapenatym iontim proniknout pies membranu do bunky ve sméru koncentraéniho

gradientu. Nasledné dojde k inaktivaci kanalt a k jejich zavieni (Obrazek 7).1%1°

Zavieny Otevieny Inaktivovany

Obriazek 7: Tii zédkladni stavy nap&tové fizenych vépenatych kanalt.'®

Mibefradil byl zaveden jako selektivni blokator T-typu kanalu, ale pozdé&ji
se ukazalo, Ze je neselektivni a byl zakdzan z divodu farmakokinetické interakce
jeho metabolitii. Ethosuximid je antiepileptikum schopné inhibovat T-typ kanalt.
Morfolin-2-on-5-karboxamidové derivaty 22 a 23 byly testovany proti vapenatym
kanalim T-typu a bylo zjisténo, Ze jsou aktivni a selektivni v blokovani téchto kanald

(Obrazek 8).%

H — 0 0
o) 3 HN/Q
N F N | 2 H 1 2 JJ Hd 1
o . N\/\/L\N R, N__R R\NJ/,,. N.__R
HsC “0 H H
CH
3 O)\/O\ 0 o 0

o

20 21 22 23
Obrazek 8: Ethosuximid 21, Mibefradil 22 a morfolin-2-on-5-karboxamidové derivéty cis a trans.?

Z duvodu nedostatku latek uc¢innych jako blokatory T-typu kanald, je dulezité patrat
po novych latkach, stejné jako porozumét fyziologickym funkcim téchto kanald

a rozvinout Klinicky aplikovatelné cile pro 1é¢bu epilepsie a neuropatické bolesti.?
3.2.2 Morfolin-2-ony jako cenné intermediaty a potencialni nova lé¢iva

Morfolin-2-ony (Obrazek 9) mohou byt povazovany za cyklické a-amino kyseliny.
Ztohoto davodu mohou slouzit jako prekurzory derivatt aminokyselin.
N- alkylmorfolin-2-ony jsou pouzivany jako prekurzory pro syntézu mnoha necyklickych
slouCenin, také pro pfipravu potencidlnich agonisti jednoho ze =zakladnich typl
dopaminovych receptorit D3 a pro piipravu novych bimodalnich ligandt pouzivanych

v radioimunoterapii a jinych zobrazovacich technikach. N-alkylmorfolin-2-ony mohou
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byt vyuzity jako rozpoustédla a prekurzory pro pfipravu tenzidi - latek snizujicich

povrchové napéti rozpoustédel 212

Obriazek 9: Substituované N-alkylmorfolin-2-ony.?
Zajimavym derivatem je substituovany derivat morfolin-2-onu, ktery muze
byt snadno izomerizovan na diazepanon (Obrazek 10), ktery ma potencionalni inhibi¢ni

vlastnosti bakterialniho transportniho proteinu MraY.?

Ns 4o
t-Bu(Ph),sio._..\.__0._0 .
(Ph)2SIO_, \[ L t—Bu(Ph)zSio/G#OBn
OBn

N HO N

! Me

Me

25 26

Obriazek 10: Derivat morfolin-2-onu 25 a jeho izomerace na diazepanon 26.%3

Roku 2002 Devine a spol publikovali asymetrickou syntézu morfolin-2-onového
derivatu 27 (Obrazek 11). Tento derivat je kliCovym intermedidtem v syntéze
aprepitantu, vysoce ucinného antiemetika pouzivaného na prevenci pooperacni

nevolnosti a zvraceni pii chemoterapii.?®?°
(0] (0]
[N%\
o
27

Obrazek 11: (R)-4-benzyl-3-(4-fluorofenyl)morfolin-2-on.

Riizné substituovany methyl (Z)-2-(2-oxomorfolin-3-yliden)acetat 28 (Obrazek
12) vykazuje stiedni az vyraznou aktivitu proti bakteriim Neisseria gonorrhoeae,
které jsou ptivodcem akutniho zanétlivého onemocnéni urogenitalniho traktu zvaného

kapavka.?6:%’
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Obrazek 12: Struktura methyl (Z)-2-(2-oxomorfolin-3-yliden)acetatu 28.%

Morfolin-2-ony nepochybné patii mezi dulezité intermediaty pro pfipravu
zajimavych pfirodnich a biologicky aktivnich latek pouzivanych v medicinalni chemii.
Byly také rozsahle studovany organickymi chemiky pro jejich moznou syntetickou

aplikaci a stile zGistavaji zajimavym cilem pro dal3i vyzkum.?®
3.3  Priprava morfolin-2-ont

V této kapitole bude shrnuta ptiprava morfolin-2-onti pomoci tradi¢ni syntézy

V roztoku.
3.3.1 Oxidace

Oxidace morfolinu 29 na morfolin-2-on 31 (Schéma 4) probiha za soucasné tvorby
morfolin-3-onu 30. Nezbytna je piitomnost kysliku a katalyzatort, jako napiiklad

N- hydroxyftalimidu a promotoru kobalt diacetylacetonatu.?

SESGNes

27% 24%
29 30 31

Podminky: (i) O, N-hydroxyftalimid, kobalt diacetylacetonat v MeCN.

Schéma 4: Oxidace morfolinu na morfolin-3-on a morfolin-2-on.2

3.3.2 Tvorba dvou vazeb mezi O1-C2 a C3-N4
EOIITO
N\\
H
31

Obrazek 13: Zobrazeni formace dvou vazeb mezi O1-C2 a C3—-N4.

Tato metoda syntézy substituovanych i nesubstituovanych morfolin-2-ont
(Obrazek 13) je velmi bézna. Zahrnuje naptiklad intramolekularni cyklizaci 2-

aminoethanolovych derivatd 32, kterd probiha ptes substituci bromu sekundarni
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aminoskupinou 2-aminoethanolu. Nasleduje intramolekularni transesterifikace vedouci

k N-substituovanym morfolin-2-ontim 24 (Schéma 5).

’\ 0.__0
. i | L _,[T
HO  >""R! ¥ Br/\f( R 5% N

R1

32 33 34 24
Podminky: (i) DIPEA v MeCN.
Schéma 5: Syntéza N-substituovanych morfolin-2-onti.?®

5-substituované a 4,5- disubstituované derivaty morfolin-2-onu 36 se syntetizuji

nejéastéji z 2-substituovanych 2-aminoethanolt a alkylbromoacetatt 33 nebo glyoxalu
37 (Schéma 6).%

30-80%

y 0._0
S
N 3
Ho N NRt L BTYORY RN
R? o FI{
.

35 33

66-89%

y 0._0
Ho MR e Oy ol RZJ:NT
R? |
35 37 36

Podminky: (i) DIPEA v MeCN.

Schéma 6: Syntéza 5-substiovanych derivati morfolin-2-onu.?®

Ptiprava 3,4- substituovanych derivatd morfolin-2-ont 40 je zalozena na pouZiti
a- bromoestert 38 reagujicich s N-substituovanymi 2-aminoethanoly 32 za nasledné

intramolekularni cyklizace (Schéma 7).23

R* © R O
H >—< Ph

- 0__0
AN + Br o} — N 6\’ & —_— [ I
“R1 | 4
HO R 4;70\ 5581% | ho—/ R 4&/,0\ N R
O  CHs CHs Ry

o)

32 38 40

Podminky: (i) DIPEA, TBAI v MeCN.

Schéma 7: Syntéza 3,4 substituovanych derivati morfolin-2-ona.%

Syntéza 3,4,5-trisubtituovanych morfolin-2-onti probiha pomoci Petasisovy tii
komponentni reakce, jejimuz mechanismu bylo porozuméno az v roce 2015.28 Zahrnuje

(R)-N-benzylfenylglycinol 41, glyoxalovou kyselinu 42 a variabilni styrylboronové
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kyseliny 43 (Schéma 8). Prvnim krokem reakce je tvorba iminu nasledovana reakci
s boronovou kyselinou na meziprodukt 45. Reakce pokracuje intramolekularnim
pfesmykem na derivat 46, odstépenim kyseliny borité a proton transferem. V poslednim

kroku dochazi k intramolekularni cyklizaci na derivat 51232930

OH '

‘B~
H o o o) OH . o HO ;/\R1
HO > + 3 — \ — 2
Bh OQJ\OH HO™ O~ R, 82-99% Ho N~ -Ph
Ph
41 42 43 44
R4
HO, _J/ HO.. 5 OH OHO OH
HO-B L R Bt H
(0] O 1 Bt
phC 0 - e I/\ s Ph/ N Sh L(H') —
C HO ~ = / ~~
Howwj ~ON R T
N §
Ph HO
Ph
45 46 47
OHQ OH o Ri o
R ~ B __H R | O ©
1N0/ o 1NO_ Con [ K/\
—_ R —— —_—
Ph,J/N\Jr\/Ph BOH), Phj/u;/Ph Ph._N_.Ph Ph Nk R
H H I
Ph
HO HO OH
48 49 50 51

Podminky: (i) TEA v DCM.

Schéma 8: Navrzeny mechanismus syntézy 3,4,5-trisubtituovanych morfolin-2-onti pomoci Petasisovy tii

komponentni reakce.

3.3.3 Tvorba dvou vazeb mezi O1-C2 a N4-C5
[OI'TO
N\ \
H
31

Obrazek 14: Zobrazeni formace dvou vazeb mezi O1-C2 a N4-C5.

V roce 2003 byla publikovana nova syntéza 3-substituovanych morfolin-2-on-5-
karboxyamidovych derivata formaci vazby mezi O1-C2 a N4-C5 (Obrazek 14).
Vychazelo se z komeréné dostupné latky 52a, o-aminokyselin 53 aisokyanidi 54
zapomoci Ugiho multikomponentni reakce (Schéma 9). V prvnim kroku reaguje

aminokyselina s aldehydem 52b za tvorby iminu 56. Ten nasledné reaguje s isokyanidem
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54 za tvorby derivatu 58. Nasleduje intramolekularni cyklizace a pfesmyk na finalni

derivat 55.31

O._OH R I
+ + RZ'NC
J: j/ HOOC)\NHz 63-90%

52a 53 54

H+
o] R! S 1 R’
J// vznik iminu R
. Yanik iming — Ho A
HO HZN)\COOH HOWNJ\COOH wﬁ* co0
52b 53 56 57
R2-NEC j
54
R2
|
RN o (|N|+
2N -~ ﬁ -~ R1
R N R1 HO .
N N
H o
55 59 58

Podminky: (i) TFA, TFE, H20, -40 °C — rt.

Schéma 9: Ugiho multikomponentni reakce vedouci k 3-substituovanym morfolin-2-on-5-

karboxamidovym derivatiim.3!

3.3.4 Tvorba dvou vazeb mezi O1-C6 a N4-C5

N
H
31

Obrazek 15: Zobrazeni formace dvou vazeb mezi O1-C6 a N4-C5.

Tato intramolekularni cyklizace vznikajici tvorbou vazby mezi O1-C6 a N4-C5
(Obrazek 15) probiha ve dvou krocich. Reaguje substituovany derivat aminokyseliny 60
s 1,2-dibromoethanem 61 za tvorby 3,4-disubstituovanych morfolin-2-onti 40 (Schéma
10).28

B
1 2,[\ B 0.0
£ e 53 12 CX
2 4+ Br i
Hooc)\N’R Br zNj)J\ _H N” R
H R (©8) R2
R1

60 61

Podminky: (i) K.COs, DMF nebo DIPEA.

Schéma 10: Ptiprava 3,4-disubstituovanych morfolin-2-on(.?®
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3.3.5 Tvorba jedné vazby mezi O1-C2
[O\,ffo
N
H
31

Obrazek 16: Zobrazeni formaci jedné vazby mezi O1-C2.

N-substituované morfolin-2-ony 24 mohou byt pfipraveny
z N- alkyldiethanolaminu 63 pod riiznymi oxidativnimi podminkami. Je mozno napiiklad
pouzit selektivni oxidaci pomoci NaClO v DCM za piitomnosti radikalového
katalyzatoru (2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-yl)oxylu (TEMPO, 66) a KBr (Schéma
11).8

~ O.__OH 0.__0O
—
HO\/\N/\/OH i HO\/\N/\70
é1 85% II?1 N N
(o} R! (o} R

N N
63 ﬁ 64 65 ﬁ 24

Podminky: (i) NaOCI, KBr, TEMPO v H,O/DCM.

Schéma 11: Mechanismus selektivni oxidace pii ptipravé N-substituovanych morfolin-2-onfi. %2

34  Priprava strukturné podobnych fiizovanych morfolina

Tato Cast diplomové prace bude vénovana syntéze Vroztoku a na pevné fazi

strukturné podobnym latkam cilovym derivatim této prace (Obrazek 2).

3.4.1 Syntéza thiohydantoinii, imidazol-2-thioni a imidazo[2,1-b] thiazol-4-iumu

pomoci syntézy na pevné fazi

Motiv 2-thiohydantointi (Obrazek 17) je ptitomen ve struktufe mnoha pfirodnich
a syntetickych latek, které mohou slouzit jako antiandrogeny a imunomodulatory.
Tyto derivaty maji antimykobakterialni, protizanétlivé, antikonvulzivni, antiarytmické

a protinadorové Gi¢inky.233-%

r[? HSC\IJ{O
NH

"~

S

=0

NH

(0]
)\
N ' "(\O N>""(\O
B e

67 68 12 13

m\

Obrazek 17: Struktura 2-thiohydantoinu 67, derivatu 2-thiohydantoinu 68 a cilovych derivati 2-
thiohydantoinu fazovanych s morfolin-2-onem 12 a 13.
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Nize je popsana synteticka cesta K novym derivatim 5-methylen-thiohydantointim
pomoci syntézy na pevné fazi, vedouci K 36 rizné€ substituovanym derivatim.
Prvni reakci byla imobilizace Fmoc-Ser(tBu)OH na Wangovu pryskyfici 1, nasledovala
deprotekce derivatu 2, sulfonylace derivatu 3 aalkylace derivatu 4 variabilnimi
bromoketony za ziskani intermediatu 69. Tento intermediat byl dale podroben denosylaci
areakci s Fmoc-NCS. Deprotekci Fmoc protektivni skupiny doslo k cyklickému $tépenim
z pryskyfice za tvorby derivatu 73. Kysele katalyzovana cyklizace poskytla latku 74,
jako produkt odstépeni tert-butyl protektivni skupiny a nasledné dehydratace. Posledni
reakci byla redukce methylidinového derivatu 74 pomoci triethylsilanu (TES) v TFA
na derivat 5-methyl- thiohydantoin 75 (Schéma 12).?

o o)
i L N LA FBU i L. o~ 1B i
Poi”"oH = Pol”T0 0 ——  poi” 0" "o Y
NH
Fmoc” NH;
1 2 3
o) (0]
\ - /L\ o /t'B
Pol/"‘o)j\-“ o B Pol oJ\- So R o)
HN . N Lo . ~1-Bu
SOz iv OQS// \ Pol 0o 0 Vi
- ] - HN -
R" ™0 \L\
R" 0
N02 NOZ
4 69 70

O (0] }Bu
L. . t-B L. o~ 1B —0
Pol” oJ\-‘ So P Pol OJ\‘ So oL

SN ¥\
_NH ;\ NI ;[\ ; N~ _>/'_R1

R 0~ "R S O

viii
—_—

Il 72 73

74 75

Podminky: (i) Fmor-Ser(tBu)-OH, HOBt, DIC, DMAP, DMF/DCM(1:1), 24 h, rt; (ii) piperidin/DMF (1:1),
30 min, rt; (iii) 4-NosCl, 2,6-lutidin, DCM, 24 h, rt; (iv) 2-bromoketon, DIPEA, DMF, 24 h, rt; (v) 2-
merkaptoethanol, DBU, DMF, 1 h, rt; (vi) Fmoc-NCS, bezvody THF, 2 h, rt; (vii) 35% piperidin/DMF, 24
h, rt; (viii) ¢ista TFA, 20 h, 35 °C; (ix) TFA/TES/DCM (5:3:5), 24 h, rt.

Schéma 12: Syntéza 5-methyliden- a 5-methyl-thiohydantoinu.?
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Byla také otestovana piiprava N-substituovanych derivati. V pfipad¢ derivatu
obsahujici benzyl 76 (misto Fmoc) nedochazelo pisobenim TFA k cyklickému odstépeni
z pryskyfice. Pusobenim TFA doslo pouze k odstépeni z pryskyfice za soucasného
odstépeni protektivnich skupin na derivat 77. DelSimu vystaveni TFA za zvysené teploty
doslo k cyklické reakci na imidazol-2-thion 78 a naslednému uzavieni druhého cyklu
za vzniku imidazo[2,1-b]thiazol-4-ia 80 (Schéma 13).?

N N —~
R X0 SY Y L -H,0 Sﬁ/ )
~NH ~NH_» N
Bn R o Bn R' O Bn R
NO,
69 76 77 78

79 80

Podminky: (i) 2-merkaptoethanol, DBU, DMF, 1 h, rt; (ii) Bn-NCS, bezvody THF, 44 h, rt; (iii) (a) TFA,
80°C, 20 h.

Schéma 13: Syntéza N-substituovanych imobilizovanych derivétd thiomocoviny.?
3.4.2 Syntéza disubstituovanych pyrazino-oxazinovych derivati

Specificka tfida heterocyklti piperazin-2,5-diont (diketopiperaziny) zastupuje
bohaty zdroj biologicky zajimavych sloucenin vykazujicich Siroké spektrum

farmakologickych aktivit, jako antivirové, antibakterialni, antimykotické, antitrombické
&i protinadorové (Obrazek 18).37%
H H
" Ox N O N
Ox N 0 I I

0 AL LK

N0 N Oj/ o\ﬂ)
R o]

81 82 83 7

Obrazek 18: Struktura piperazin-2,5-dionu 81, 4H-1,4-oxazinu 82, pyrazino-oxazinovy derivat 83 a

cilova struktura pyrazino-morfolin-2-on 7.
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Diketopiperaziny se obvykle syntetizuji z dipeptidi v roztoku nebo na pevné fazi
za nasledné derivatizace a cyklizace pii riznych podminkach.3®** Déle také mohou
byt syntetizovany pomoci Aza Wittigovy®” (Schéma 14) nebo Ugiho**(Schéma 15)

reakce.

U Aza Wittigovy reakce se vychazelo zaminoesterd 84. Prvnim krokem
byla acylace chloroacetyl chlorem za tvorby derivatu 85, nasledné tvorba azidu 86
pomoci azidu sodného, ktery podléha Aza Wittigové reakci s PPhs za tvorby finalniho

substituovaného piperazin-2,5-dionu 87.%7

R
rCOOEt rCOOEt .k
H . " i
_N__COOEt ' . N i N . L
R R el RN NS0
¢! © H
84 85 86 87

Podminky: (i) chloroacetyl chlorid, K.COs, DCM/H;0, rt; (ii) NaNs, DMF, 90 °C; (iii) PPhs, THF, rt.

Schéma 14: Syntéza diketopiperazinti pomoci Aza Wittigovy reakce. %

U Ugiho multikomponentni reakce Vprvnim kroku reaguje primarni
aminoskupina derivatu 88 s aldehydem 89 za tvorby iminu 92. Isokyanid 90 reaguje
Stimto iminem za tvorby derivatu 93, ktery podléhad intramolekularni cyklizaci

a presmyku na finalni latku 91.%

H
0O~_N__R?
;
} N i Q i RiN o
HZN)\H/ ﬁ)‘I\OH + 31]\ + R4NC —_—
R "H 0
0O R? R3

HN.
R4

88 89 920 91 91

88 92 93 94
Podminky: (i) CFsCH,0H, 40 h, -40°C — rt.

Schéma 15: Syntéza diketopiperazini pomoci Ugiho tfikomponentni reakce.®®
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I presto, ze je V literatufe velké mnozstvi zdznamu o syntéze piperazin-2,5-diont
fuzovanych s dalSimi heterocyklickymi slou¢eninami, pouze maly prostor byl vénovan

piipravé pyrazino[2,1-c][1,4]oxazint.*

Pro syntézu pyrazino[2,1-c][1,4]oxazinGi bylo mozno vyuzit novou relativné
jednoduchou metodu syntézy, ktera byla zalozena na imobilizované Fmoc-Ser(tBu)-OH
na Wangoveé pryskyfici 1. Za nasledné deprotekce Fmoc — protektivni skupiny, sulfonace
4-nitrobenzensulfonyl chloridem, alkylace variabilnimi 2-bromoketony, denosylace
4- Nos skupiny a acylace pomoci Fmoc-Ala-OH vznikl derivat 95, ktery byl podroben
deprotekci Fmoc protektivni skupiny pomoci piperidinu v DMF. To vedlo
ke spontannimu cyklickému $tépeni z pryskyfice a formaci diketopiperazinu 97. Stépeni
tBu protektivni skupiny bylo provedeno pomoci TFA/DCM (1:1) za ziskédni derivatu 98.
Trifluoroctova kyselina poskytla finadlni  pyrazino[2,1-c][1,4]oxazin-6,9-dion 83

az po zahiati v acetonitrilu (Schéma 16).4
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Podminky: (i) Fmor-Ser(tBu)-OH, HOBt, DIC, DMAP, DMF/DCM (1:1), 24 h, rt; (ii) piperidin/DMF (1:1),
30 min, rt; (iii) 4-NosCl, 2,6-lutidin, DCM, 24 h, rt; (iv) 2-bromoketon, DIPEA, DMF, 24 h, rt; (v) 2-
merkaptoethanol, DBU, DMF, 1 h, rt; (vi) Fmoc-Ala-OH, HOBt, DIC, DMAP, DMF/DCM(1:1), 24 h, rt;
(vii) piperidin/DMF(1:1), 30 min, rt, poté lyofilizace; (viii) TFA/DCM (1:1), 30 min, rt, poté vysusit
dusikem; (ix) MeCN, 5, 80 °C, poté vysusit dusikem.

Schéma 16: Syntéza fuzovanych pyrazino-oxazini.*

3.4.3 Stereoselektivni syntéza benzoxazino[4,3-b][1,2,5]thiadiazepinon 6,6-
dioxidu
Slouceniny obsahujici benzensulfonamidovy skelet patii do skupiny nejintenzivnéji

studovanych organickych sloudenin siry.*® Mnoho slou¢enin nesoucich tento skelet ma

48-50 51

aplikaci v medicing, zejména jako siln4 antidepresiva,*’ protinadorova,*®> antivirova,

antimikrobialni ¢inidla, slou¢eniny s antileishmanialni a antimalarickou aktivitou.5%%3
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2/4-nitrobenzensulfonyl chloridy jsou efektivni vychozi materidly pro piipravu
téchto farmakologicky slibnych heterocykli. Za posledni desetileti tyto latky ziskaly

znaénou pozornost.>*>

Naptiklad byly vyuzity pii syntéze [7 + 6] fizovanych heterocykld obsahujicich
benzodiazepinovy skelet, které maji zajimavé fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti
(Obrazek 19)."%

R3 02 R3 02 O 02
7/\N _S 74\N _S Y\N _S
O\-/$7 R2 O\./Si R2 O\) R2
=z NH N NH
1 1
R™ % R™ 6

/—NH
o]
99 100 1M1aR2=-H
11b R2 = -CI
11¢c RZ = -OMe

Obrazek 19: Struktura benzo-oxazino-thiadiazepinoni 99, 100 a cilovych derivata 11a, 11b a 11c.

Nize je popsana synteticka cesta k fuzovanym heterocyklim morfolino-benzo-
thiadiazepini pomoci syntézy na pevné fazi. Prvni reakci byla imobilizace
Fmoc- Ser(tBu)-OH na Wangutv linker 1, nasledovala deprotekce Fmoc-protektivni
skupiny a sulfonace 2-nitrobenzensulfonyl chloridem za vzniku benzensulfonamidu 101.
Dalsim krokem byla alkylace variabilnimi bromoketony, coz poskytlo N-alkyl
2- nitrobenzen sulfonamid 102, ktery byl podroben redukci na linkeru za tvorby derivatu
103. Odstépenim z Wangova linkeru byl ziskan derivat derivatu 104. Finalni cyklizace
vedouci kderivatu 105 probéhla v 1,2-dichlorethanu (DCE) za ptitomnosti
p- toluensulfonové kyseliny. Pfidani TES do Stépiciho koktejlu vedlo k nasycenému
derivatu 106, ktery po cyklizaci poskytl nenasyceny finalni produkt heterocyklu
morfolino- benzothia-diazepinu 107 (Schéma 17 a 18).”
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Podminky: (i) Fmoc-Ser(tBu)-OH, HOBt, DIC, DMAP, DMF/DCM(1:1), 24 h, rt; (ii) piperidin/DMF (1:1),
30 min, rt; (iii) 2-NosCl, 2,6-lutidin, DCM, 24 h, rt.; (iv) R3COCH:Br, DIPEA, DMF, 24 h, rt; (v) Na2S;04,
K.COs, TBAHS, DCM/H,0 (1:1), 2,5 h, rt.

Schéma 17: Syntéza intermedidtu pro syntézu benzoxazino[4,3-b][1,2,5]thiadiazepinon 6,6-dioxidd.’
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Podminky: (vi) TFA/DCM, 3 h, rt; (vii) TFA/DCM, TES, 1 h, rt; (viii) pTSA, DCE, 5,5h, 90 °C.
Schéma 18: Syntéza trisubstituovanych benzoxazino[4,3-b][1,2,5]thiadiazepinon 6,6-dioxidd.’

3.4.4 Stereoselektivni syntéza tricyklickych benzo-oxazino-diazepini

Syntetické benzo[1,4]diazepiny jsou velmi zajimavé molekuly s G¢inkem
piedev§im na centralni nervovy system.>® Benzodiazepiny (Obrazek 20) momentalng
patii mezi nejvice predepisovana lécCiva na svété, a to hlavné diky jejich dal$im
vlastnostem antiarytmickym,® protinadorovym, protizanétlivym,*®*° antiepileptickym,
hypnotickym, opioidnim® a sedativnim.®! Dale také inhibuji HIV-1 reverzni

transkriptazu.®2

N \ NH,
\(/‘N \(/ 0._0 0._0
i " ° (J oL S
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cl =N ¢ =N YN HN HN
HN o
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Obrazek 20: Piehled vybranych benzodiazepini — Alprazolam (triazolobenzodiazepinon) 108; Midazolam
(imidazolobenzodiazepinon) 109; Anthramycin (pyrrolobenzodiazepin) 110; derivatu 129 a cilovych
struktur 14 a 15.

Na trh byly zavedeny pied vice nez 50 lety a stale jsou benzodiazepiny povazovany

wvewr

velmi podobnou strukturu, maji tato léc¢iva odlisné farmakologické a metabolické

vlastnosti. Biotransformovany jsou pfedevsim rtiznymi izomery cytochromu P450.5!
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Benzodiazepiny s fazovanymi  heterocykly (tricyklické  benzodiazepiny)
byly popsany jako vysoce u¢inné ligandy pro rizné molekularni cile. Uved'me
anxiolytické triazolobenzodiazepinony®! a imidazolobenzodiazepinony®
&i protinadorové  pyrrolobenzodiazepinony.®* Dale jako antagonisté receptoru
pro vazopresin  byly popsany oxazinobenzodiazepiny, thiazinobenzodiazepiny®
a pyrazinobenzodiazepiny® nebo jako antagonist¢é dopaminového D2 receptoru
thiazolobenzodiazepinony.®’ Z téchto diivodi jsou tricyklické benzodiazepiny fazeny

mezi velmi zajimavé heterocyklické slouceniny z hlediska medicinalni chemie.®

Jejich syntéza velmi casto zacind z bézn¢ dostupnych a-amino kyselin, které
po acylaci o-nitrobenzoovymi kyselinami, redukci nitroskupiny a finalni cyklizaci

poskytnou benzodiazepinovy skelet.’

Prvni syntetickd cesta (Schéma 19) vychazela z derivatu threoninu 111, ktery
byl cyklizovan v kyselych podminkach za tvorby morfolinového skeletu 112.
Morfolinovy derivat byl poté podroben N-acylaci 2-nitrobenzoyl chloridem za tvorby
derivatu 113. Béhem katalytické redukce nitroskupiny na aminoskupinu doslo zaroven

i k cyklizaci za vzniku finalniho tricyklického benzo-oxazino-diazepin-2,5-dionu 114.%

HO_ MeO._ O [ l
oo l i \[ l i N~ YCOOMe i
ﬁ/\N COOMe N~ YCOOMe
OMe H
NO,

111 112 113

Podminky: (i) pTSA, toluen, reflux; (ii) 2-nitrobenzoyl chlorid, TEA, CH.Cl;, 18 h, rt; (iii) 10% Pd/C,
MeOH, NH,COOH,18 h, rt.

Schéma 19: Syntéza tricyklickych benzo-oxazino-diazepindiont.5

Druha synteticka cesta (Schéma 20) vychazela z chranéného piperazinu 115.
V prvnim kroku dochazelo ke kyselé deprotekci Boc- skupiny pomoci TFA za ziskani
derivatu 116, ktery byl podroben reduktivni aminaci pomoci formaldehydu
na N- methylovany derivat 117. Dale prob¢hla deprotekce benzylkarbonyl- protektivni
skupiny (Cbz) pomoci H> a Pd/C za tvorby 118. Nasledna acylace 2-nitrobenzoyl
chloridem za pfitomnosti baze poskytla derivat 119, ktery byl podroben one-pot
transformaci - redukci nitroskupiny pomoci Fe v kyseliné octové a nasledné kysele

katalyzované cyklizaci na laktam 120.°
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Podminky: (i) TFA/DCM (1:1), 3 h, rt; (ii) DCE, 37% HCHO, NaB(OAc)sH; 48 h, rt; (iii) ethanol, HCI,
10% Pd/C, Hy, 24 h, rt; (iv) TEA, 2-nitrobenzoyl chlorid, DCM, 18 h, rt; (v) ledova CH3COOQOH, Fe, 4-6 h,
110 °C.

Schéma 20: Syntéza tricyklickych benzo-pyrazino-diazepindion.®

Dalsi metoda piipravy téchto benzo-oxazino-diazepindiond vyuziva syntézu
na pevné fazi. Jako prvni byl imobilizovan Fmoc-Ser(tBu)-OH na Wangovu pryskyfici
1, nasledovalo odstépeni Fmoc protektivni skupiny, sulfonace 4-nitrobenzensulfonyl
chloridem a alkylace 2-bromoacetofenonem, coz vedlo k N-alkyl 4- nitrobenzen
sulfonamidu 121. Po denosylaci byl derivat 122 acylovan pomoci 2-nitrobenzoové
kyseliny za tvorby derivatu 123. Tento derivat byl podroben odstépeni pomoci §tépiciho
koktejlu za nasledného ptidani TES a nasledné katalytické redukci za tvorby derivatu 128.
Finalni cyklizace na derivat 129 byla provedena pomoci 10% TFA v DCM pii 50 °C
(Schéma 21).°

Derivat 123 byl také podroben redukci na pryskyfici pomoci dithioni¢itanu sodného
za tvorby derivatu 124. Zajimavosti je, ze nasledna cyklizace vedla Kk odstépeni
z polymerniho nosi¢e zavzniku benzo[e][1,4]diazepin-5-onu 125. Pfidani TES

do 3t&piciho koktejlu vedlo k tvorbé nasyceného derivatu 126.°
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Podminky: (i) Fmoc-Ser(tBu)-OH, HOBt, DMAP, DIC, DMF, DCM, 24 h, rt; (ii) 50% piperidin/DMF, 30
min, rt; (iii) 4-NosCl, 2,6-lutidin, DCM, 24 h, rt; (iv) bromoacetofenon, DIPEA, DMF, 24 h, rt; (v) 2-
merkaptoethanol, DBU, deg. DMF, 1.5 h, rt; (vi) 2-nitrobenzoova kyselina, DIC, deg. DMF, 66 h, rt; (vii)
50% TFA/DCM, 22 h, rt; (viii) TFA/IDCM/TES, 2 h, rt; (ix) H2,10% Pd/C, propan-2-ol, 4 h; (x) 10%
TFA/DCM, 41 h, 50 °C; (xi) NazS:04, KoCOs, TBAHS, 2 h, rt; (xii) 50% TFA/DCM, 3 h, rt; (xiii)
TFA/DCM/TES, 3 h, rt.

Schéma 21: Syntéza benzo-oxazino-diazepindionli pomoci syntézy na pevné fazi.>
3.4.5 Priprava diketomorfolinii

Diketomorfoliny (Obrazek 21) reprezentuji zajimavou skupinu biologicky
aktivnich heterocyklli. Jsou soucasti pfirodnich i1 syntetickych derivatd, ale v menSim
zastoupeni nez izosterni diketopiperaziny zminéné v kapitole 3.4.3. Diketomorfoliny

mohou byt izolovany z riiznych ptirodnich zdrojt.
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Obrazek 21: Struktura diketomorfolinu 130, Lateritinu 131, derivatu 132 a cilovych derivatt 8 a 9.

V minulosti byly diketomorfoliny popsany jako u¢inné ligandy rdznych
biomolekularnich cili. Jako priklad je mozné uvést inhibitory trombinu; prolécivo
Levodopa - prekurzor dopaminu, ktery pronikda do mozku a je dekarboxylovan
na dopamin pisobici jako antiparkinsonikum;’ inhibitor acetylkoenzymu A; Lateritin -
inhibitor cholesterové absorpce;’ inhibitor a- glukosidazy pro 1é¢bu Diabetes mellitus
typu 2;’2 inhibitor xantinoxidazy (enzym tucastnici se katabolismu purint);”® inhibitor
agregace ¢ervenych krvinek Bassiatin’* a také latky zptisobujici apoptézu lidskych bunék
leukémie (HL-60).7

Syntéza diketomorfolinti byla popsana pomoci tradi¢ni roztokové syntézy, pricemz
(Schéma 22)
nebo o- hydroxykarboxylovymi’’ (Sehéma 23) kyselinami za kyselych ¢&i bazickych

— ©YH\)?\ — ©§/th > Oﬁ/Lo
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COOH COOH
\
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nejvhodngjsi strategii byly acylace a-halogenkarboxylovymi’®

podminek.

COOH

Podminky: (i) BrCH,COOC:Hs, TEA, CHCly, 0 °C — rt, 24 h, poté HCI; (ii) aceton, CHsCHCICOCI, 3 h,
poté HCI; (iii) NaOH/H20, rt, 1h, poté HCI.

Schéma 22: Syntéza diketomorfolin{i pomoci a— halogenkarboxylovych kyselin.”
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Podminky: (i) CH3CO2CH,COCI, NaOH (1 eq), dioxan, 2 h, rt; (ii) HCI; (iii) CH3sSOsH, MeCN/PhH (6/1),
CH3CH,COCI, 48 h, reflux.

Schéma 23: Syntéza diketomorfolini pomoci a- hydroxykarboxylovych kyselin.””
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Nize je popsana syntéza diketomorfolint na pevné fazi. Na Wangovu pryskyfici 1
byl imobilizovan Fmoc-Ser(tBu)-OH, nasledovalo odstépeni Fmoc protektivni skupiny,
sulfonylace pomoci 4-nitrobenzensulfonyl chloridu a alkylace 2-bromoacetofenonem
zatvorby intermediatu 121. Dale nasledovala denosylace 4-Nos skupiny a acylace
pomoci jod octové kyseliny na derivat 140. Tento derivat byl nasledné odStépen
Z polymerniho nosice na derivat 141, ktery byl cyklizovan pomoci DIPEA v DMSO. Po
pouhych 20 minutach byla kvantitativné pozorovana tvorba oxazino[3,4-c][1,4]oxazin-
dionu 144, ptiCemz delsi pusobeni baze (20 h) vedlo kvantitativné k 3-
methylidenmorfolin-2,5-dionu 142. Derivaty 142 a 144 byly nasledné redukovany
pomoci TES v TFA na pfislusné nasycené derivaty 143 a 132 (Schéma 24).8
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Podminky: (i) Fmoc-Ser(tBu)-OH, HOBt, DMAP, DIC, DMF, DCM, 24 h, rt; (ii) 50% piperidin/DMF, 30
min, rt; (iii) 4-NosCl, 2,6-lutidin, DCM, 24 h, rt; (iv) bromoacetofenon, DIPEA, DMF, 24 h, rt; (v) 2-
merkaptoethanol, DBU, deg. DMF, 30min, rt; (vi) 2-jod octova kyselina, DIC, DCM, 30 min, a poté ptidat
k pryskyfici, 24 h, rt; (vii) 50% TFA/DCM, 3 h, rt; (viii) DIPEA, DMSO, 20 min, rt; (ix) DIPEA, DMSO,
20 h, rt; (x) TFA/TES/DCM (10:3:10), 24, rt.

Schéma 24: Syntéza diketomorfolinfi na pevné fazi.8
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4 Cile prace

Cilem této diplomové prace byla optimalizace nové navrzené syntetické cesty
vedouci k fazovanym derivatim morfolin-2-onu (Obrazek 22) s vyuzitim syntézy
na pevné fazi za Wangovy pryskyfice jako polymerniho nosic¢e. Navrzena cesta vychazi
z komeréné dostupnych vychozich latek Fmoc-Ser(tBu)-OH, substituovanych 2-
nitrobenzensulfonyl chlorida ¢i 4-nitrobenzensulfonyl chloridu

a tert- butylbromoacetatu.
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R’ o HNYNVO& h o K\/\z
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Obrazek 22: Struktury cilovych derivatt.

Prvnim cilem byla ptiprava klicového intermediatu, ktery slouZi jako prekurzor
vSech cilovych derivati uvedenych na Obrazku 22. Po optimalizaci syntézy tohoto

intermediatu miiZze byt nasledné otestovana jeho reaktivita pfi dalSich transformacich.

Syntéza latek 7 az 15 (krom¢ derivatu 10) tématicky navazuje na piedchozi
vyzkum.}® Cilem bylo prozkoumat, zda jiz popsané syntetické metody (vedouci
k fizovanym morfolinovym derivatim s pouzitim bromoketoni jako alkyla¢nich ¢inidel)
lze aplikovat i pro pfipravu fazovanych morfolin-2-ont, s pouzitim vhodného

bromoacetatu pro alkylaci.

Syntéza derivatu 10 byla zahrnuta kvili otestovani reaktivity intermediatu pii

C- arylaci.”®

Ptipravené derivaty mohou byt nasledné podrobeny testovani biologické aktivity

(napt. antimikrobialni ¢i cytotoxické).
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5 Vysledky a diskuze
V této kapitolu bude shrnuta syntéza alkylovanych intermediatt, optimalizace

reakci a vyuziti intermediatii pro nasledujici transformace na cilové derivaty.

5.1  Priprava a vyuziti alkylovanych intermediatia

5.1.1 Syntéza alkylovanych intermediati

Jako prvni bylo nutné pfipravit kli¢ovy intermedidt, ze kterého vychazeji nasledné
chemické transformace pomoci variabilnich reaktantti vedouci K cilovym fizovanym
heterocyklim nesouci morfolin-2-on ve svém skeletu. Pro syntézu tohoto intermediatu
byla vybrana chranéna aminokyselina Fmoc-Ser(tBu)-OH, Wanguv linker a ruzné

substituované o/p-nitrobenzensulfonyl chloridy.

Navrzend syntetickd cesta ke kli¢ovému intermedidtu vyuzivd metodu syntézy
napevné fazi a skldda ze ctyt reakénich krokli. Prvnim krokem je imobilizace
Fmoc- Ser(tBu)-OH na Wangovu pryskyfici. Druhym krokem je bazicky katalyzovana
deprotekce Fmoc protektivni skupiny derivatu. Tretim krokem je nosylace
substituovanymi i nesubstituovanymi 0/p-nitrobenzensulfonyl chloridy. Poslednim

krokem je alkylace sulfonamidu 4 tBu-bromoacetatem (Schéma 25).
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Podminky: (i) Fmor-Ser(tBu)-OH, HOBt, DIC, DMAP, DMF/DCM (1:1), 18 h, rt; (ii) piperidin/DMF (1:1),
30 min, rt; (iii) substituované 2-NosCl nebo 4-Nos-Cl, 2,6-lutidin, DCM, 18 h, rt; (iv) tert-butylbromo
acetat , DIPEA, DMF, 18 h, rt.

Schéma 25: Piiprava kli¢ovych intermediata 5, 6a, 6b a 6¢.

Imobilizace Fmoc-Ser(tBu)-OH, deprotekce i nasledna nosylace probihaly bez
jakychkoli problému. Loading se pohyboval v rozmezi 0,4 — 0,7 mmol/g pryskyfice.

Kvantitativni pribéh nosylace byl ovéfen pomoci acylace s Fmoc-OSu.

38



Alkylace bromoacetaty musela byt optimalizovana a U preparativniho méfitka v

nékterych ptipadech opakovana v zavislosti na mnozstvi pryskyfice.

Jelikoz alkylace tert-butylbromoacetatem nejprve neprobihala kvantitativné a bylo
ji nutné opakovat, byla otestovana i alkylace méné¢ objemnym ethylbromoacetatem.
Nicméné i pii dvouhodinovém $tépeni v TFA/DCM (1:1) tohoto derivatu z pryskyfice
dochazelo pouze k ¢asteéné deprotekci a konverze na zadany morfolin-2-on tak probihala
pouze z50%. Proto nebyla alkylace ethylbromoacetatem dale pouzivana a bylo
pfistoupeno k opakované alkylaci tert-butylbromoacetatem, kdy morfolin-2-on vznikal
po ptisobeni $tépiciho koktejlu kvantitativn€. Optimalizace alkylacni reakce shrnuje
tabulka 1. Cistota po optimalizaci dosahovala vice nez 95 % dle UPLC-MS analyz.
Reakéni ¢as alkylace byl 18 h.

Tabulka 1: Optimalizace alkylaénich podminek.

amino alkylaéni ¢inidlo Cacetit baze Chigze rozpoustédlo T surova
kyselina [M] [M] [°C] Cistota [%]*
Serin t-butylbromoacetat 0,2 DIPEA 0,2 DMF rt 58
Serin ethylbromoacetat 0,2 DIPEA 0,2 DMF rt 80%
Serin t-butylbromoacetat 0,2 DIPEA 0,2 DMF 70 85
Serin ethylbromoacetat 0,2 DIPEA 0,2 DMF 70 892
Serin t-butylbromoacetat 0,5 TEA 1 DMF rt 75
Serin ethylbromoacetat 0,5 TEA 1 DMF rt 642
Serin t-butylbromoacetat 0,5 DBU 1 DMF rt 5
Serin ethylbromoacetat 0,5 DBU 1 DMF rt 42
Serin t-butylbromoacetat 0,5 DIPEA 1 NMP rt 82
Serin ethylbromoacetat 0,5 DIPEA 1 NMP rt 87
Serin t-butylbromoacetat 0,5 DIPEA 1 DMSO rt 99
Serin ethylbromoacetat 0,5 DIPEA 1 DMSO rt 992
Serin t-butylbromoacetat 0,5 DIPEA 1 DMF rt 99
Serin ethylbromoacetat 0,5 DIPEA 1 DMF rt 99?

“Dle UPLC-MS; 3surova ¢istota alkylace pryskyfice (soucet ploch pikil odpovidajicich linearnimu derivatu

s ethyl esterovou skupinou a zacyklenému derivatu morfolin-2-onu)
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Aminokyseliny Fmoc-Thr(tBu)-OH a Fmoc-Cys(Trt)-OH byly pivodné zafazeny
z dtivodu mozné dalsi diverzifikace finalnich derivatt. Imobilizace i nasledna nosylace u
téchto zvolenych aminokyselin probihala bez problémi. Byly vyzkouSeny
optimalizované¢ podminky vyuzivané pro alkylace imobilizovaného serinu, avsSak

alkylace u threoninu a cysteinu neprobihala kvantitativné.

Alkylace imobilizovaného derivatu threoninu probihaly, avSak konverze na
alkylovany derivat byla velmi nizka. Byl vyzkousSen jak ethyl, tak tert-butylbromoacetat,
nejspiSe vSak kvili sterickému branéni methylovou skupinou nedochéazelo ke
kvantitativni alkylaci. Vychozi latka byla pfitomna ze 70 — 90 %. Alkyla¢ni reakce u

derivatu threoninu shrnuje tabulka 2.

Tabulka 2: Optimalizace alkylace threoninové pryskyfice.

amino alkylaé¢ni Cacetat baze  Cbaze rozpoustédlo  ¢as T surova
kyselina ¢inidlo [M] [M] [h] [°C] distota [%0]*
Threonin t-butyl 0,5 DIPEA 1 DMSO 18 rt 15
bromoacetat
Threonin  ethylbromo 0,5 DIPEA 1 DMSO 18 rt 278
acetat
Threonin t-butyl 0,5 DIPEA 1 DMF 18 rt 7
bromoacetat
Threonin  ethylbromo 0,5 DIPEA 1 DMF 18 rt 182
acetat

“Dle UPLC-MS; 3surova &istota alkylace pryskyfice (soudet ploch pikii odpovidajicich linearnimu derivatu

s ethyl esterovou skupinou a zacyklenému derivatu morfolin-2-onu)

Alkylace imobilizovaného derivatu cysteinu probihala s nizkou ¢istotou a s tvorbou
vedlejsich produktii. Vychozi latka nebyla pfitomna. Alkyla¢ni reakce u derivatd cysteinu

shrnuje tabulka 3.
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Tabulka 3: Optimalizace alkylace cysteinové pryskyfice.

amino alkylaéni Cacetat baze  Coize rozpoustédlo ¢as T surova
kyselina ¢inidlo [M] [M] [h] [°C] ¢istota [%]*
Cystein t-butyl 0,5 DIPEA 1 DMSO 18 rt 12
bromoacetat
Cystein t-butyl 0,5 DIPEA 1 DMF 18 rt 15
bromoacetat
“Dle UPLC-MS.

Vzhledem k tomu, Ze se nepodatilo u téchto dvou aminokyselin pfipravit zadany
alkylovany intermediat v dostatecné Cistoté, byly vyfazeny a pokraCovalo se pouze se
serinovou pryskyfici, kde bylo mozné pfipravit Zddany intermedidt s vysokou cCistotou i

V preparativnim mnozstvi pti pouziti 500 mg pryskyfice.

Byly ptipraveny celkem ¢tyfi kliové intermediaty 145, 146, 147 a 148 (Obrazek
23) Tyto intermediaty byly pfipraveny v <95% Ccistot¢ opakovanou alkylaci pfi
optimalizovanych podminkach alkylace uvedenych vtabulce 1, a naslednym

odstépenim z pryskytice pomoci TFA/DCM (50 %) po dobu 2 h.

145 146 147 148

Obrazek 23 Struktury pripravenych klic¢ovych intermediata.
Byly provedeny pokusy o ¢isténi téchto latek, avSak samotné ¢isténi bylo velice
problematické kvili nestabilit¢ morfolin-2-onového kruhu v prostiedi vody ¢i alkoholi —

doslo k jeho otevfteni.

| po lyofylizaci ziistalo v latce znaéné mnozstvi DMF (dle 'H NMR), které bylo
potieba odstranit. Kvili problematické stabilité¢ morfolin-2-onového kruhu bylo tyto latky
mozné Cistit pouze pomoci sloupcové chromatografie, jelikoz pti pouziti semipreparativni

HPLC dochazelo k otevieni tohoto kruhu vlivem nutnosti pouziti vody v mobilni fazi.

Dal§im problematickym parametrem byla vysokd polarita téchto latek — cisténi

vyZadovalo polarni mobilni fazi. Jedind mobilni faze, ve které mél produkt vhodny
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reten¢ni faktor a nedochazelo k rozmyti, byla 15% MeOH/DCM s piidavkem 1% AcOH.
Bohuzel, béhem separace derivatu 145 na silikagelovém sloupci doslo opét k otevieni
morfolin-2-onu a k tvorbé methylesteru 149. Byla vyzkouSena zpétnd cyklizace u
derivatu 149 v DCE za ptidani katalytického mnozstvi pTSA, kdy ke zpétné cyklizaci
dochazelo po 6 h pti 85°C (Schéma 26).

OH

i i i
HOJII"(\O HOJII"H o HOJII"(\O
0,6 \/go MeOH 0,5 i oZS/N\/go

148 149 148

Podminky: (i) pTSA v DCE, 6 h, 85°C.
Schéma 26: Otevieni laktonového kruhu v prostfedi alkoholu a zpétna cyklizace.

U derivatu 146 byla vyzkouSena kysela extrakce pro zbaveni se DMF za pouziti
10% HCI v DCM. Extrakce byla provedena 3x. Nasledn¢ byla provedena UPLC-MS
analyza, pfi¢emz bylo zji§téno, ze nedoslo k otevieni laktonového kruhu vlivem vody

v 10% HCI, av§ak DMF nebylo zcela odstranéno.

Struktura klicovych intermediatt 145, 146, 147 a 148 byla potvrzena pomoci 1D
NMR a HRMS experimenti. Rezidualni DMF se podafilo ¢isténim sloupcovou
chromatografii odstranit, avSak doslo k otevieni laktonového kruhu. Kysela extrakce
rezidualni DMF zcela neodstranila. Naméiena 1D NMR spektra tudiz obsahuji rezidualni
mnozstvi DMF, které ale neptekryva signaly latek a nekomplikuje interpretaci dat.
ProtoZe se jednalo pouze o syntetické intermediaty a nikoliv findlni latky, nebyla

dokonalé purifikaci vénovana dalsi pozornost.
5.1.2 Vyuziti alkylovanych intermediatii pro dalsi transformace

V piipadé¢ derivatt 6a (N-(2-(tert-butoxy)-2-oxoethyl)-O-(tert-butyl)-N-((2-
nitrofenyl)sulfonyl)serin) odvozeného od 2-nosylchloridu Ize vyuzit dva ptistupy syntézy
cilového derivatu, pricemz oba vyuZivaji stejné typy reakci, ale lisi se jejich pofadim.
V prvnim pfistupu je prvnim krokem redukce nitroskupiny na pevné fazi na derivat 150,
nasledovana kyselym s§tépenim vedoucim k deprotekci tBu na derivat 151 a nasledném
uzavieni obou kruhti. Ve druhém pfistupu je nejprve derivat odstépen z polymerniho
nosice, tBu se odstépi a dojde k uzavieni morfolin-2-onu 145, ktery je nasledné podroben

redukci v roztoku a finalni cyklizaci vedouci k uzavieni druhého kruhu (Schéma 27).
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Schéma 27: Vyuziti alkylovaného imobilizovaného derivatu 6a.
derivatu 5  (N-(2-(tert-butoxy)-2-oxoethyl)-O-(tert-butyl)-N-((4-

nitrofenyl)sulfonyl)serin) odvozeného od 4-nosylchloridu bylo vyuzito pouze denosylace

V piipadé

a nasledné divergentné orientované syntézy s riznymi reagenty pro dosazeni cilovych

fazovanych heterocykli (Schéma 28).
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Schéma 28: Navrzené transformace alkylovaného derivatu 5.

V nasledujicich kapitolach jsou detailn¢ popsany jednotlivé varianty a jejich

modifikace vedouci K cilovym derivatim 7 az 15.
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5.2  Syntéza dihydrobenzo-oxazino-thiadiazepindiondioxidu 11a
Syntéza dihydrobenzo-oxazino-thiadiazepndioxidt zahrnovala postup zalozeny na
redukci a nasledné cyklizaci nitro skupiny na piipraveném klicovém intermediatu 6a.

Byly studovany dv¢ cesty redukce nitro skupiny na amino skupinu (Schéma 29).

? (0]
P0|/L\OJII"(\O/tBu HO)":,.(\O
_ ;\ i OZS’N\AO

i NH jii
I/f HoN 10) (I) 2 \ -
tBu 6]

o}
Lo |/ _tBu
Pol” o) -(\o 150 151 zfg

i ’ _ iy T
6a ™~ ogs/N\/go —— OzS/N\)J\O// 1a

145 152
Podminky: (i) NazS,04-2H;0, K;COs, TBAHS, DCM/H,0 (1:1), 18 h, rt; (i) TFA/DCM (1:1) 2 h, rt; (iii)
PTSA, DCE, 18 h, 85°C;(iv) MeOH, 10% Pd/C, H,, 2 h, rt.

Schéma 29: Reakce vedouci k  1,12a-dihydro-6H-benzo[e][1,4]oxazino[4,3-a][1,4]diazepin-3,6,12
(4H,11H)-trionu 11a.

Nejprve byla vyzkousSena redukce intermediatu 6a na pryskyfici pomoci
Na>S204-2H20. Reakce probihala, av§ak derivat 150 byl ziskan pouze s 61% konverzi.
Z pryskyfice byl nasledné redukovany derivat 150 Stépen za ptidani Stépiciho koktejlu
TFA/DCM (1:1) za ziskani derivatu 151. Redukci na pryskyfici shrnuje tabulka 4.

Tabulka 4: Optimalizace redukce nitro skupiny na pryskyfici.

prysky¥Fice [mg] redukéni podminky rozpoustédlo ¢as[h] surova Cistota [%]*
50 NazS,04, K,CO3, TBAHS  DCM/H,0 (1:1) 18 70
250 Na,S;04, Ko.COs, TBAHS DCM/H;0 (1:1) 18 61
“Dle UPLC-MS

Pii ptidani ¢isté TFA Kk derivatu 151 i po 4 hodinach nedoslo k cyklizaci na derivat
1la.

Nasledné byla vyzkouSena redukce v roztoku po odstépeni derivatu 6a

z pryskyfice. Redukce za atmosférického tlaku byla provedena pomoci H> a katalyzatoru
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Pd/C v raznych rozpoustédlech (tabulka 5). Pfi atmosférickém tlaku dochazelo
k ¢asteéné redukci nitro skupiny na hydroxylamin 153 (Schéma 30), ale kvantitativni

redukce nebylo dosazeno.

0 0
Ho)l""(\o Ho)l"'-(\o
ozs/N\/g - ozs/N\/go

NO H

145 153

Podminky: (i) Hz, Pd/C, ethylacetat, 60 h, rt
Schéma 30: Caste¢na redukce nitroskupiny na hydroxylamin.

Redukce byla proto otestovana Vv autoklavu za riiznych podminek. Uplné redukce
bylo dosazeno pomoci Hz a Pd/C (35 mol.%) v MeOH nebo THF pii tlaku 3,5 bar. Pfi
pouziti rozpoustédla MeOH redukce probihala jiz po 2 hodinach, ale dochazelo k otevieni
laktonového kruhu vlivem reesterifikace karboxylové kyseliny methanolem za vzniku
methylesteru 152. Pti dalsim kroku (kysela cyklizace) vSak dochazelo k opétovnému
uzavieni laktonového kruhu a tvorbé zadaného finalniho produktu 1la. Optimalizaci

katalytické redukce v roztoku shrnuje tabulka 5.

Tabulka 5: Optimalizace redukce nitro skupiny intermediatu 6a v roztoku.

katalyzator mol% rozpoustédlo tlak ¢as  surova fistota  hydroxylamin
[bar] (h] [v6]* [%6]*
H, Pd/C 10% 35 THF 1 120 0 9
H.  Pd/C 10% 35 Ethylacetat 1 60 52 18
H.  Pd/C 10% 35 MeOH 1 24 45 31
H, Pd/C 10% 35 Ethylacetat 3,5 18 25 31
H2  Pd/C 10% 35 THF 3,5 18 99 0
H2  Pd/C 10% 35 MeOH 3,5 2 99 0
“Dle UPLC-MS

Finalni cyklizace na derivat 1la probihala v DCE za ptidavku katalytického
mnozstvi pPTSA po dobu 6 hodin pfi teploté 85°C. Surova HPLC ¢istota produktu byla
48%, ptitomny byly dalsi neidentifikovatelné produkty.
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Cisténi finalniho derivatu 11a se vsak ukazalo byti velice problematické. Jako prvni
bylo vyzkouseno ¢isténi pomoci semipreparativni HPLC, avSak vlivem mobilni faze
obsahujici octanovy pufr nejpravdépodobnéji dochdzelo k ¢asteCné hydrolyze
laktonového kruhu u produktu a tvorbé derivatu 154, ktery byl detekovan pomoci HPLC-
MS (Schéma 31). Cisté teoreticky mohlo dojit i k otevieni kruhu za vzniku isomerni latky

151 s identickou molekulovou hmotnosti, ale tento scénaf neni pfili§ pravdépodobny.

151 1a 154

Schéma 31: Moznosti hydratace a otevieni cyklu vlivem vodné mobilni faze na semipreparativnim HPLC.

Cisténi bylo tedy provedeno pomoci sloupcové chromatografie se zvolenim
mobilni faze EtOAc/n- hexan 2:1. Struktura vyizolovaného produktu 11a byla potvrzena
pomoci 1D, 2D NMR experimenti a HRMS.

Dale byla vyzkouSena redukce nitroskupiny v poloze 2 s dal$i substituci
na benzenovém jadre v poloze 4. Jako substituenty byly vybrany komeré¢né dostupné

derivaty nesouci -Cl a -OMe (Schéma 32)

OH 0

J i ]

L. 1, B v v

Pol” "0 -(\o e HO) "-(\o HO) H o} /OJS
N

N\
— 1 . —_ = —_— Oz( SOZ
O2N 0”0 O2N HoN N
tBu

R R R R!
R'=-Ccl 6b R'=-Ccl 155 R'=-cl 157 R'=-Ccl 11b
-OMe 6¢ -OMe 156 -OMe 158 -OMe 11¢

Podminky: (i) TEAIDCM (1:1), 2 h, rt; (i) MeOH, Pd/C nebo PtO,, Hz, 18 h, rt; (iii) pTSA, DCE, 18 h,
85°C.

Schéma 32: Redukce a nasledna cyklizace substituovanych derivata 6b a 6c¢.

Katalyticka hydrogenace substituovanych derivati probihala obdobnym
zpusobem jako u nesubstituovaného analogu. Nejprve doslo k odstépeni z pryskyfice
pomoci TFA/DCM (1:1) a nésledn€ vysuSeni proudem dusiku. Dale byl odstépeny

intermediat rozpustén V degasovaném methanolu, do kterého bylo pfidano Pd/C,

v piipadé derivatu obsahujiciho chlor bylo pfidano PtOz (odlisny katalyzator byl zvolen
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z toho divodu, ze pii pouziti Pd/C by mohlo dojit k hydrogenaci C-Cl vazby). Nejprve
byla vyzkousena hydrogenace za atmosférického tlaku. V tomto ptipadé k redukci
dochazelo po 6 h u chlor derivatu pouze ze 40 % a u methoxy derivatu z 37 %. Z tohoto
divodu bylo pfistoupeno k redukci v autoklavu pii tlaku 5 bart. Ke kvantitativni redukci

doslo jiz po 3 hodinach. Optimalizaci katalytické redukce shrnuje tabulka 6.

Tabulka 6: Optimalizace redukce nitro skupiny intermediatu 152 a 153 v roztoku.

R? ¢inidlo  katalyzator pomér rozpoustédlo tlak cas surova Cistota
[bar]  [h] [%6]*

-Cl H. PtO> 1 ekvivalent MeOH 1 6 40
-OMe H: Pd/C 10% 35 mmol % MeOH 1 6 37
-OMe H: Pd/C 10% 45 mmol % MeOH 1 6 62

-Cl H. PtO2 1 ekvivalent MeOH 5 4 40

-Cl H: PtO2 2 ekvivalenty MeOH 5 3 99
-OMe H> Pd/C 10% 45 mmol % MeOH 5 3 99

“Dle UPLC-MS.

Finalni cyklizace redukovanych intermediatd byla nejprve vyzkousena
v TFA/DCM (1:1) za laboratorni teploty po dobu 18 h. Nasledné¢ byla cyklizace
provedena i v ¢isté TFA pfi teploté¢ 50°C po dobu 18 h. V obou piipadech nedochazelo
k cyklizaci a tvorb¢ finalnich derivata 11b a 11c. Pti cyklizaci v DCE pti 85°C za ptidani
katalytického mnoZstvi pTSA doslo k findlni cyklizaci a tvorbé derivatu 11c obsahujici
methoxy skupinu po 18 h. V pfipadé derivatu 11b obsahujici chlor musel byt reakéni ¢as
prodlouzen na 30 h. V obou pfipadech dochazelo k tvorbé derivatt 11b a 11c v Cistoté
ptiblizné¢ 50 %, zbytek smési tvorily neidentifikovatelné produkty. Optimalizace

cyklizace substituovanych derivati shrnuje tabulka 7.
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Tabulka 7: Optimalizace cyklizace intermediati 6b a 6¢ na 11b a 11c v roztoku.

substituent  katalyza rozpoustédlo teplota [°C] ¢as[h] surova Cistota [%0]*
-Cl - TFA/DCM (1:1) rt 18 0
-Cl - Cista TFA 50 18 0
-Cl pTSA DCE 85 30 47
-OMe - TFA/DCM (1:1) rt 18 0
-OMe - Cista TFA 50 18 0
-OMe pTSA DCE 85 18 52
“Dle UPLC-MS.

Derivat 11b byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie za zvoleni mobilni faze
EtOAc / n-hexan 1:1. Derivat 11c byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie za zvoleni
mobilni faze EtOAc / n-hexan 2:1. Struktury vyizolovanych derivatt 11b a 11c byly plné
charakterizovany 1D NMR experimenty a HRMS.

5.3  Syntéza dihydrobenzo-oxazino-diazepintrionu 15
Byla navrzena synteticka cesta vychazejici z klicového intermediatu 5, vedouci
K tricyklickym benzodiazepintim. Ptibuzné benzodiazepiny s fizovanymi heterocykly

byly popsany jako vysoce u¢inné ligandy pro rizné molekularni cile (kapitola 3.4.4).

Navrzend syntetickd cesta vedouci kderivatu 15 vychéazela z klicového

intermediatu 5 (Schéma 33).

l /tBu l /tBu o}

(\o/tBU HN—//{//\
_N g ]
4Nos” ;\ ;\ ;\ ©\H/N 0
A 6 L
tBu
5 159 15

Podminky: (i) 2-merkaptoethanol, DBU, DMF, 1 h, rt; (ii) 2-nitrobenzoova kyselina, DIC, suché DCM,
18 h, rt; nebo 2-nitrobenzoyl chlorid, DIPEA, DMF, 18 h, rt; (iii) NazS:04-2H,0, K,COs, TBAHS,
DCM/H;0 (1:1), 18 h, rt; (iv) TFA/DCM, 2 h, rt.

Schéma 33: Reakce vedouci k 1,12a-dihydro-6H-benzo[e][1,4]oxazino[4,3-a][1,4]diazepin-3,6,12
(4H,11H) -trionu 15.

48



Tento intermediat byl podroben denosylaci 4-nitrobenzensulfonylu pomoci
standardniho denosyla¢niho postupu vyuzivajiciho 2-merkaptoethanol a DBU v DMF.
Nasledna acylace s 2-nitrobenzoovou kyselinou a DIC poskytovala pozadovany produkt
159 v konverzi pouze 20 %. Po vyménéni rozpoustédla za suché DCM reakce s 2-
nitrobenzoovou kyselinou probihala 1épe a produkt 159 vznikal v 87 % Ccistote (dle
UPLC-MS). Ovéfteni, zda doslo k odreagovani veskeré vychozi latky bylo provedeno
pomoci reakce s Fmoc-Osu a nasledné UPLC-MS analyzy. Provedené experimenty

shrnuji tabulky 8 a 9.

Tabulka 8: Optimalizace reakce s 2-nitrobenzoovou kyselinou.

pryskyfiice reagent dalsi rozpoustédlo ¢as  teplota  surova Cistota
[mg] podminky [h] [°C] [9%6]*
50 2-nitrobenzoova DIC, DCM deg. DMF 18 rt 20
kyselina
50 2-nitrobenzoova DIC, DCM suché DCM 24 rt 90
kyselina
500 2-nitrobenzoova DIC, DCM suché DCM 24 rt 87
kyselina
“Dle UPLC-MS.

Paraleln¢ z divodt ptivodné malé konverze (20 %) byla otestovana i tvorba 2-
nitrobenzoyl chloridu. Konverze reakce 2-nitrobenzoové kyseliny na acyl chlorid byla
analyzovana nepiimo pomoci benzylaminu. Vzorek z reakéni smési byl kazdych 30 minut
odebran. K tomuto vzorku byl pfiddn benzylamin. Nasledovala analyza pomoci UPLC-
MS. Pii nedokonalé konverzi byla ve spektru pozorovana vychozi kyselina a ptislusny
amid. Pfi 100% konverzi byl pfitomen pouze piislusny amid. Testované postupy piipravy

2-nitrobenzensulfonyl chloridu shrnuje tabulka 9.

Tabulka 9: Optimalizace chlorace 2-nitrobenzoové kyseliny.

pokus chloraéni teplota ¢as [h] rozpoustédlo katalyza surova
ginidlo [°C] Cistota[%6]*
1 SOCl, 76 4 - - 22
2 SOCl, 76 4 - DMF 89
3 (COCl), rt 1 DCM DMF 69
“Dle UPLC-MS
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Nasledné byla vyzkousena reakce s denosylovanym substratem, piicemz byl
otestovan Cerstveé pripraveny i komercné dostupny 2-nitrobenzoyl chlorid za kombinace
riaznych rozpoustédel a bazi. Reakce s 2-nitrobenzoyl chloridem a DIPEA v suchém
DMF probihala s ¢istotou 58 %. Provedené experimenty S 2-nitrobenzoyl chloridem

shrnuje tabulka 10.

Tabulka 10: Optimalizace acylace s 2-nitrobenzoyl chloridem.

prysky¥ice reagent baze pomér  rozpoustédlo ¢as teplota surova
[ma] [h] [°C] Cistota [%]*
50 2-nitrobenzoyl DIPEA 1:1 deg. DMF 18 rt 23
chlorid
300 2-nitrobenzoyl DIPEA 1:2 deg. DMF 18 rt 44
chlorid
50 2-nitrobenzoyl pyridin 1:2 such¢ DCM 24 rt 55
chlorid
50 2-nitrobenzoyl pyridin 1:2 suché DMF 24 rt 54
chlorid
300 2-nitrobenzoyl DIPEA 1:2 suché DMF 24 rt 58
chlorid
“Dle UPLC-MS.

Dalsi reakci acylovaného derivatu 159 byla redukce na pryskyfici pomoci
Na>S204-2H20. Redukce byla vyzkouSena na derivatu pfipraveném pomoci 2-
nitrobenzoové kyseliny (90% Ccistota) i pomoci 2-nitrobenzoyl chloridu (58% distota).
V obou piipadech redukce probihala za ziskani derivatu 160. V ptipadé pouziti vychozi
latky ziskané acylaci 2-nitrobenzoovou kyselinou (90 % ¢istota) byl redukovany derivat
ziskan v 65 % cistoté. V pripadé redukce derivatu piipraveného acylaci 2-nitrobenzyol

chloridem (58 % Cistota) byl ziskan derivat v 22 % Ccistoté viz. tabulka 11.

Tabulka 11: Redukce imobilizovaného derivatu 156 na 157.

pryskyfice [ng]  redukéni podminky  rozpoustédla ¢as [h] surova Cistota [%0]*
50 Na2S204, K2COs, DCM/H20 18 702
TBAHS (1:1)
500 Na2S204, K2COs, DCM/H20 18 652
TBAHS (1:1)
300 NazS:04, K2COs, DCM/H;0 18 22°
TBAHS (1:1)

"Dle UPLC-MS; 2istota redukovaného derivatu piipraveného z 2-nitrobenzoové kyseliny; “Cistota

redukovaného derivatu piipraveného z 2-nitrobenzoyl chloridu.
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Nasledné odstépeni z pryskyfice ve $tépicim koktejlu TFA/DCM (1:1) po dobu 3 h

vedlo ke spontanni intramolekularni cyklizaci a tvorbé derivatu 15 v 65 % Cistoté.

Cisténi vzniklého derivatu 15 bylo problematické z diivodu omezeného vybéru
slozeni mobilni faze kvtli moznosti otevieni kruhu Vv prostiedi alkoholu ¢i vody. Byla
tedy zvolena mobilni faze EtOAC / n-hexan 17:1. Struktura vyizolovaného derivatu 15

byla potvrzena 1D NMR experimenty a HRMS.
5.4  Syntéza 3-thioxotetrahydro-imidazo-oxazindionu 12

Byla navrzena synteticka cesta vedouci k derivatu 12 (Schéma 34), nesouci
2- thiohydantoin fazovany s morfolin-2-onem. Latky obsahujici motiv 2-thiohydantoinu
jsou ptitomny jak v syntetickych tak v ptirodnich latkach a maji rozsahlou biologickou

aktivitu (kapitola 3.4.1).32%

L.
Pol”

164 165

Podminky: (i) 2-merkaptoethanol, DBU, DMF,1.5 h, rt; (ii) Fmoc-NCS, THF, 2 h, rt; (iii) 35%
piperidin/DMF; (iv) 10 % TFA/DCM (1:1), 30 min, rt; (v) 10 % TFA/DCM (1:1), 80 min, rt.

Schéma 34: Reakce vedouci k 3-thioxotetrahydro-1H-imidazo[5,1-c][1,4]oxazin-1,6(5H)-dionu 12.

Navrzena syntetickd cesta vychazela zklicového intermediatu 5, ktery
byl denosylovan. Nasledné byl tento derivat ponechan reagovat s pfipravenym Fmoc-

NCS. Fmoc-NCS byl ptipraven z Fmoc-Cl a KSCN v ¢istoté 80% (dle UPLC-MS).
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Ptipraveny Fmoc-NCS reagoval s denosylovanou pryskyfici po dobu 2 h v suchém
THF za tvorby derivatu 161. Kvantitativni ovéfeni konverze bylo provedeno pomoci
reakce s Fmoc-Osu a naslednou UPLC-MS analyzou. Dale probéhla deprotekce Fmoc
protektivni skupiny pomoci piperidinu/DMF, ktera vedla k intramolekularni cyklizaci a
odstépeni substratu z pryskyfice za tvorby derivatu 163. Byla vyzkouSena cyklizace
surové smesi V TFA/DCM (50%), avsak cyklizace na cilovy derivat 12 neprob¢hla.

Pravdépodobné doslo k rozlozeni vychozi latky.

Bylo tedy pfistoupeno nejprve k vycisténi derivatu 163, abychom potvrdili jeho
strukturu. Po deprotekci pomoci piperidinu byly v surovém produktu pfitomny i Fmoc
fragmenty 1-(9H-Fluoren-9-ylmethyl)piperidin a 9-methylen-9H-fluoren, které nebyly
rozpustné v pocateéni mobilni fazi pro ¢iSténi na semipreparativni HPLC a musely byt
odfiltrovany. Roztok obsahujici derivat 163 zbaveny vétSiny Fmoc fragmenti byl
nasledné vycistén pomoci semipreparativni HPLC a plné charakterizovan pomoci NMR

a HRMS.

Cyklizace derivatu 163 na cilovy derivat 12 byla vyzkousena v 10% TFA/DCM a
byla sledovana pomoci UPLC-MS kazdych 10 minut. Jiz po 30 minutach bylo
pozorovano odchranéni hydroxy skupiny za vzniku derivatu 164. Po 80 minutach byla
pozorovana latka odpovidajici svou hmotou produktu dehydratace 165. Vznik zadaného
derivatu 12 nebyl vibec pozorovan. Byla tedy provedena snaha o izolaci obou
meziproduktii reakce 164 a 165 — pii navySeni mnozstvi vychozi latky se ale bohuzel
nepodafilo prib¢h reakce zreprodukovat a byla detekovana pouze smés
neidentifikovatelnych produktli (obsahujicich mj. 1 latky 164 a 165, surova cistota smési
ale byla tak nizka, ze se bohuzel nepodatilo tyto produkty vyizolovat a potvrdit jejich
strukturu pomoci NMR, jedna se tedy o navrZzené struktury na zaklad€ analyzy

hmotnostni spektrometrii). Optimalizaci finalni cyklizace shrnuje tabulka 12.

Tabulka 12: Optimalizace kyselé cyklizace derivatu 163 na derivat 12

Pokus kyselina ¢as [h] surova Cistota [%]*
1 TFA/DCM (50%) 2 0?
2 TFA/DCM (10%) 3 27°
3 TFA/DCM (10%) 18 15P

*Dle UPLC-MS; ®rozloZeni vychozi latky; ®produkt dehydratace 165
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5.5  Syntéza 2-benzyl-thioxotetrahydro-imidazo-oxazindionu 13

Byla také otestovana piiprava N-substituovaného derivatu 2-thiohydantoinu
fazovaného s morfolin-2-onem 13. Jako modelovy isokyanat byl zvolen benzyl-NCS
(Schéma 35).

o o 0._0
L. , ~ ~Ls )l ~tBu [ T
Pol” o) (\o Bu Pol” "0 K\o O=="N
N i, i NN i \\N,«
4Nos ;\ \lsl/ ;\ S
0”0 0”0
ItBu tBu
5 166 13

Podminky:(i) 2-merkaptoethanol, DBU, DMF, 1.5 h, rt; (ii) benzyl-NCS, suché THF, 44 h, rt;(iii) TFA, 2
h, rt.

Schéma 35: Reakce vedouci k 2-benzyl-3-thioxotetrahydro-1H-imidazo[5,1-c][1,4]oxazin-1,6(5H)-dionu
13.

Kli¢ovy intermediat 5 byl denosylovan a nasledné ponechan reagovat s benzyl-NCS
po dobu 2 h. Bohuzel nebyl detekovan zadany produkt. Reakéni ¢as byl proto prodlouzen
na 18 h a nasledné na 44 h, kdy byl v LC-MS spektru detekovan produkt s 31 % ¢istotou
v analytickém méfitku. Analyza neposkytovala reprodukovatelné vysledky, chtéli jsme
tedy vznikajici produkt vyizolovat a presvédéit se, ze opravdu vznika derivat 166. Pti
pfechodu do preparativniho méfitka doSlo ke snizeni Cistoty na 17 % a tvorb¢ vedlejsich
produktl. Z dvodu velmi nizké konverze i pfi navySeni ¢asu bylo od této syntetické cesty
upusténo, cilového derivatu 13 nebylo tedy dosazeno. Pokusy o optimalizaci reakce
s benzyl-NCS shrnuje tabulka 13.

Tabulka 13: Optimalizace reakce s benzyl-NCS.

pryskyfice reagent ¢as [h] Teplota Cas §tépeni Surova distota
[mg] [°C] [h] [%0]*
50 benzyl-NCS 2 rt 2 0
50 benzyl-NCS 18 rt 2 2
50 benzyl-NCS 44 rt 2 31
500 benzyl-NCS 44 rt 2 17
“Dle UPLC-MS
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5.6  Syntéza benzo-oxazino-diazepindionu 14

Dalsi navrzenou syntetickou byla cesta vedouci k tricyklickému benzodiazepinu 14
nesoucimu morfolin-2-on. Jak bylo shrnuto v kapitole 3.4.4, tyto derivaty maji rozsahlou
biologickou aktivitu.

Vychazelo se z klicového intermediatu 5, ktery byl podroben denosylaci pomoci 2-
merkaptoethanolu a DBU. Nasledovala alkylace s 2-nitrobenzyl bromidem za tvorby
derivatu 167, ktery vznikal v 99 % Ccistoté. Kvantitativni priubéh alkylace byl ovéfen

pomoci reakce s Fmoc-Osu a UPLC-MS analyzou.
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Podminky: (i) 2-merkaptoethanol, DBU, DMF,1.5h, rt; (ii)2-nitrobenzyl bromid, DIPEA, DMF, 18 h, rt;
(iii) NazS;04-2H,0, K,CO3, TBAHS, DCM/H,0 (1:1), 18 h, rt; (iv) TFA/DCM (1:1) 2 h, rt; (vi) THF, Hy,
Pd/C, 6 h, rt (vi) TFA/DCM (1:1), 2h, rt.

Schéma 36: Reakce vedouci k 1,6,11,12a-tetrahydro-12H-benzo[e][1,4]oxazino[4,3-a][1,4]diazepin -
3,12(4H)-dionu 14.

Byla vyzkousena redukce na pryskyfici derivatu 167 na derivat 168 pomoci
Na2S204:2H20, KoCO3 a TBAHS v DCM/H20 po dobu 18 h za nasledného Stépeni
pomoci TFA/DCM (1:1), avsak v tomto pfipadé redukce viibec neprobihala a doslo pouze

k rozlozeni vychozi latky.
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Z dtvodu rozkladu vychozi latky pfi redukci na pryskyfici se pfistoupilo nejprve

ke kyselému Stépeni derivatu 167 z pryskyfice. Pi $t€peni pomoci TFA/DCM ani pomoci

Cist¢ TFA po dobu 2 h velmi ptekvapivé nedochéazelo k odstépeni kysele labilnich

protektivnich skupin. Pfidanim siln&jsi kyseliny trifluormethansulfonové (TFMS) k TFA

po dobu 2 h dochazelo k tvorbé pozadovaného produktu pouze v analytickém méfitku.

V preparativnim méfitku $tépeni za ptidani TFMS poskytovalo pouze ¢astecné stépeni

tert-butyl protektivnich skupin a derivat 170 vznikal pouze v 30 % Cistotg.

Bylo vyzkouseno 1 prodlouzeni ¢asu $tépeni v TFA/DCM (1:1), v Cisté TFA

aVv TFA/TFEMS z 2 h na 24 h, kdy ve vsech ptipadech dochazelo ke kvantitativni tvorbé

derivatu 170. Pfi navySeni navazky pryskyfice na 1 g muselo byt Stepéni prodlouzeno na

48 h. Nejlepsi Cistoty pii $tépeni bylo dosazeno Vv Cisté TFA po 24 h. Optimalizace

kyselého §tépeni shrnuje tabulka 14.

Tabulka 14: Optimalizace $tépeni derivatu 167 na derivat 170.

prysky¥Fice [mg] kyselina ¢as Stépeni [h] surova Cistota [%6]*
50 TFA/DCM (1:1) 2 12
50 TFA 2 18
50 TFA/TEMS 2 30
50 TFA 18 99
100 TFA/TFMS 18 99
100 TFA/DCM (1:1) 24 99
100 TFA/TFMS 24 99
500 TFA/ DCM (1:1) 24 92
500 TFA 24 99
500 TFA/TFMS 24 93
1000 TFA 48 99
“Dle UPLC-MS

Podaftilo se uspésné vyizolovat derivat 170, abychom potvrdili jeho strukturu.

Cisténi derivatu 170 probihalo za zvoleni mobilni fize EtOAC / n-hexan 17:1 za piidavku

1% AcOH. Struktura byla potvrzena pomoci 1D NMR experiment a HRMS. Nasledné

bude otestovana jeho reaktivita pfi redukei nitroskupiny a finalni cyklizaci na derivat 14.
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5.7  Syntéza 7-methyl a 7-benzyl-pyrazino-oxazin-trionia 7a a 7b

Byla navrzena synteticka cesta vedouci k derivatu 7a a 7b (Schéma 36),
fazovaného morfolin-2-onu s piperazin-2,5-dionem. Heterocykly nesouci motiv
piperazin-2,5-diontit ve svém skeletu zastupuji bohaty zdroj biologicky zajimavych
slouceniny (kapitola 3.4.2)

Lo )' o B L. )|,, o8
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L
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175 R"' = CH;4 7a R'=CH,4
176 R' = benzyl 7b R'=benzyl

Podminky: (i) 2-merkaptoethanol, DBU, DMF, 1.5h, rt; (ii) Fmoc-AA-OH, HOBt, DIC, DMF/DCM (1:1)
18 h, rt nebo Fmoc-Ala-Cl, DIPEA, DMF, 18h, rt; (iii) piperidin/DMF (1:1), 30 min, rt; (iv) TFA/DCM
(1:1) 1h, rt.

Schéma 37: Reakce vedouci k 7-methyl a 7-benzyl-tetrahydropyrazino[2,1-c][1,4]oxazin-3,6,9(4H)-trionu
TaaTb.

Prvni reakce byla denosylace klicového intermediatu 5 nasledovana reakci s Fmoc-
Ala-OH, HOBt a DIC po dobu 18 h. Kvantitativni pribéh acylace byl ovéfen pomoci
reakce s Fmoc-Osu po dobu 1 h a UPLC-MS analyzy. Bylo zjisténo, ze Fmoc-Ala-OH

reaguje pouze caste¢né a derivat 171 vznika piiblizné ze 22 %.

Pti pokusu zvysit konverzi byl pfipraven Fmoc-Ala-Cl pomoci SOCIl2 nebo C202Cl;
(tabulka 15). Konverze chlorace Fmoc-Ala-OH na Fmoc-Ala-Cl byla analyzovana
nepiimo pomoci MeOH. Vzorek z reakéni smési byl kazdych 30 minut odebran a vysusen
do sucha proudem dusiku. K tomuto vzorku byl pfiddn MeOH. Nasledovala UPLC-MS
analyza. Pfi dokonalé konverzi byl v reakéni smési pozorovan ptislusny ester. U chlorace
pomoci thionylchloridu byl methylester Fmoc alaninu detekovan v 78% Cdistoté. U
chlorace pomoci oxalylchloridu byla detekovana prevazné vychozi latka a pftislusny

methylester vznikal pouze z 10 %.
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Denosylovany derivat byl nasledné nechan reagovat s Fmoc-Ala-Cl, pfipravenym
pomoci thionylchloridu, avSak ani tato reakce nebyla Gispésna a acylovany derivat vibec

nevznikal.

Tabulka 15: Optimalizace chlorace Fmoc-Ala-OH.

chloracni ¢inidlo rozpoustédlo katalyza  Teplota [°C] ¢as [h] Surova ¢istota[%0]*
SOcl, - ; rt 4 11
SOCl, - DMF 70 4 78
(Cocl, DCE DMF 60 1 10
“Dle UPLC-MS

Dal$im planovanym krokem v piipadé kompletni acylace Fmoc-aminokyselinou
byla odstépeni Fmoc protektivni skupiny a intramolekularni cyklizace. V pfipadé
derivatu vychazejici z Fmoc-Ala by tak ovsem doslo ke ztraté chromoforu a reakci by

bylo naro¢né monitorovat pomoci HPLC.

Byla proto vyzkousena i reakce s Fmoc-Phe-OH, HOBt a DIC po dobu 18 h.
Reakce probihala, ale s tvorbou vedlejSich produkti a v konverzi piiblizné¢ 46 %
V preparativnim méfitku za vzniku derivatu 172. Optimalizace reakce s Fmoc-AA-OH a
Fmoc-Ala-Cl shrnuje tabulka 16.

Tabulka 16: Optimalizace reakce s Fmoc-AA-OH.

pryskyfice ¢inidlo dalsi rozpoustédlo ¢as [h] surova

[mg] podminky Cistota [%0]*
50 Fmoc-Ala-OH HOBt, DIC DMF/DCM (1:1) 18 34

500 Fmoc-Ala-OH HOBt, DIC DMF/DCM (1:1) 18 22

50 Fmoc-Ala-ClI DIPEA DMF 18 0

50 Fmoc-Ala-ClI Pyridin DMF 18 0

50 Fmoc-Phe-OH HOBt, DIC DMF/DCM (1:1) 18 53

500 Fmoc-Phe-OH HOBt, DIC DMF/DCM (1:1) 18 46

“Dle UPLC-MS
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Nasledujici krok u derivatu obsahujiciho Fmoc-Phe 172 byla deprotekce Fmoc
skupiny pomoci piperidin/DMF (1:1) po dobu 1 h. Derivat 176 vznikal kvantitativné.

Poté bylo provedeno piecisténi derivatu 176, abychom potvrdili jeho strukturu. Pti
deprotekci pomoci piperidinu byly v surové smési piitomny rovnéz Fmoc fragmenty,
které byly zvelké casti nerozpustné v pocatecni mobilni fazi pro CciSténi na
semipreparativni HPLC a musely byt odfiltrovany. Surovy derivat 176 zbaveny vétSiny
Fmoc fragment byl nasledné¢ wvycistén pomoci semipreparativni HPLC a plné

charakterizovan pomoci 1D NMR experimentii a HRMS.

Byla otestovana cyklizace derivatu 176 na cilovy derivat 7b v TFA/DCM (50%).
Pii cyklizaci jiz po 30 minutach doslo k tvorbé derivatu 7b v Cistoté 45 % (dle LCMS),
zbytek smési tvorily neidentifikovatelné produkty. Reakce bude zopakovana z vétsiho

mnozstvi vychozi latky a cilovy derivat 7b bude nasledné vyizolovan a charakterizovan.
5.8  Syntéza oxazino-oxazin-triontu 8 a 9

Diketomorfoliny reprezentuji zajimavou skupinu biologicky aktivnich heterocyklu
(kapitola 3.4.3). Navrzena synteticka cesta vychazela zintermediatu 5. Klicova
transformace byla zalozena na acylaci dvéma derivaty octové kyseliny. Prvnim byla 2-

jodoctova kyselina a druhym byla a-bromofenyloctova kyselina.

Prvni reakci byla denosylace 4-nitrobenzensulfonylu. Nasledovala aktivace 2-jod
octové kyseliny pomoci DIC v DCM po dobu 30 minut. Vysrazena diisopropylmocovina
byla odfiltrovana ptes diskovy mikrofiltr a roztok byl pfidan k denosylované pryskyfici.
Monitorovani této reakce bylo obtizné kvili absenci chromoforu. Nicméné po acylaci a
nasledném §tépeni doslo k tvorbé derivatu 178, nebot’ v hmotnostnim spektru byl nalezen
hmotnostni fragment odpovidajici zddanému produktu. Pro potvrzeni kvantitativniho
odreagovani vychozi latky byl proveden Fmoc-Osu test, ktery vySel negativné. Nebylo
v§ak mozné jednoduse zjistit jaka je Cistota produktu a zda derivat 178 vznika

kvantitativné. (Schéma 38).
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Podminky: (i) 2-merkaptoethanol, DBU, DMF, 1.5 h, rt; (ii) 2-j6d octova, DIC, DCM, rt, 30 min, poté
ptidano k pryskytici, 18 h, rt; (iii) TFA/DCM (1:1), 2 h, rt; (iv) DIPEA, DMSO, 18 h, rt.

Schéma 38: Reakce vedouci k dihydro-1H-[1,4]oxazino[3,4-c][1,4]oxazine-1,4,7(3H,6H)-trionu 8.

Z vyse uvedenych divodi byla nésledné¢ pozornost veénovéna reakci s o-
bromofenyloctovou kyselinou (Schéma 39), ktera ve své struktuie nese UV detektorem
analyzovatelny element (fenyl). Tento derivat byl nejprve aktivovan pomoci DIC v DCM
anasledné byla vysrazena mocovina odstranéna pomoci diskového mikrofiltru. Filtrat byl
piidan k denosylované pryskyfici. Reakce probihala bez vétSich problému a vznikl
derivat 179. Po odstépeni z pryskyfice a odstépeni kysele labilnich protektivnich skupin
pomoci TFA/DCM (1:1) po dobu 2 h doslo k tvorbé derivatu 180. Nasledovala cyklizace
v DMSO/DIPEA po dobu 18 h. Derivatu 9 bylo dosazeno v ¢istoté 86 %.
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Podminky: (i) 2-merkaptoethanol, DBU, DMF, 1.5 h, rt; (ii) a-bromofenyloctova kyselina, DIC, DCM, rt,
30 min, poté ptidano k pryskyftici, 18 h, rt; (iii) TFA/DCM (1:1), 2 h, rt; (iv) DIPEA, DMSO, 18 h, rt.

Schéma 39: Reakce vedouci k 3-fenyldihydro-1H-[1,4]oxazino[3,4-c][1,4]oxazin-1,4,7(3H,6H)-trionu 9.

Cisténi produktu 9 bylo velice problematické.  Nejprve  byla
pouzita semipreparativni HPLC. Pfi ¢isténi vSak dochazelo vlivem mobilni faze
obsahujici octanovy pufr K otevirani kruhu. Nejpravdépodobnéji dochazelo k otevieni

laktonového kruhu a tvorb¢ derivatu 182 (Schéma 40).
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Schéma 40: Hydratace a otevieni cyklu vlivem vodné mobilni faze na semipreparativni HPLC.

Z tohoto diivodu bylo cisténi provedeno pomoci sloupcové chromatografie
za zvoleni mobilni faze 7% MeOH/DCM a 1% AcOH. Struktura derivatu 9 byla
potvrzena pomoci 1D NMR experimenti a HRMS.

59 C-arylace vedouci k oxazino-indazol-oxidu 10

C-arylace byla navrzena pro vyzkouSeni reaktivity derivatu 6a obsahujici 2-
nitrobenzensulfonamid. Obdobna syntéza byla diive popsana pro substraty obsahujici ve
své molekule keton.” Chtéli jsme vyzkouset, zda stejny priibéh reakce mtizeme odekévat
u naSich derivat nesoucich méné reaktivni esterovou skupinu. Pfi reakci mélo dochazet

Kk intramolekularnimu ptesmyku z derivatu 6a na derivat 184 ptisobenim DBU.

6a 183 184 10

Podminky: (i) DBU, DMF, 1h, rt; (ii) TFA/DCM (1:1), 2 h, rt.
Schéma 41: C-Arylace vedouci k 4-karboxy-1-oxo-3,4-dihydro-1H-[1,4]oxazino[4,3-b]indazol 6-oxidu
10.

V nasem piipadé¢ vSak tato reakce neprobihala pfi podminkach uvedenych
Vv literatuie (0,5M DBU v DMF) a doslo krozlozeni vychozi latky. Proto bylo
vyzkouSeno postupné navyseni koncentrace az na 2M, avSak ani navySenim koncentrace
DBU nebylo dosazeno cilového derivatu 10. Pfi reakci doslo pravdépodobné k rozloZeni
vychozi latky. Divodem je pravdépodobné nizs§i reaktivita esterd oproti ketoniim.

Optimalizace C- arylace pro esterovou skupinu je shrnuta v tabulce 16.
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Tabulka 17: Optimalizace C-Arylace.

baze c[M] ¢as [h] surova Cistota [%]*
DBU 0,5 0,5 0
DBU 0,5 2 0
DBU 1 1 0
DBU 15 1 0
DBU 2 1 0
DBU 2 2 0

“Dle UPLC-MS



6 Experimentalni ¢ast

6.1 Pristrojové vybaveni a pouZité chemikalie

VSechny chemikalie a rozpoustédla byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich
(Milwaukee, IL, www.sigmaaldrich.com) a Acros Organics (Geel, Belgium,
www.acros.cz). Suché rozpoustédla byla vysusena a skladovana pomoci molekularnich
sit o velikosti 4 A anebo jak byla dod4na od komerénich dodavateli. Wangova pryskyfice
(s 1 % divinylbenzenu, vychozi loading 1,4 mmol/g) byla zakoupena od firmy AAPPTec
(Louisville, KY, www.aapptec.com). Syntézy popsané na pevné fazi byly provadéné
Vv plastovych stiikackdch opattenych polypropylenovou fritou) za pouziti manualné
ovladaného syntetizéru (Torviq, Niles, MI, www.torvig.com) pokud neni feceno jinak.
Pfi promyvani byla pryskyfice michana s erstvym rozpoustédlem po dobu 1 minuty pted
zménou rozpoustédla. Objem promyvaciho rozpoustédla byl 10 ml na 1g pryskyfice.
Intermedidty navazané na pryskyfici byly pro kvantitativni analyzu ¢i dlouhodobé
skladovéani vysuSeny proudem dusiku. VSechny reakce probihaly za laboratorni teploty,

pokud neni uvedena jina teplota reakce.

UPLC-MS analyza byla provedena pomoci systému slozeného z UPLC
chromatografu Acquity s PDA a MS detektorem (Waters). Byla pouzita C18 kolona
X-Select HSS T3 (2.5 pum, 3.0 mm X 50 mm) pii 30°C a pratok 600 pl/min.
Jako MF byl pouzit: (A) 0,01M octan amonny v H>O, (B) ACN, eluce: gradientova,
gradient linearné naprogramovany od 20 do 80% B po 3 minuty, udrzovano po 1 minutu,
nasleduje navrat na pocate¢ni pomér MF. ESI zdroj operoval pii kapilarnim napéti 3 kV,

s teplotou desolvatace 350°C a teplotou zdroje 120°C.

Cisténi latek pomoci semipreparativni HPLC sPDA a MS detektorem
bylo provedeno pomoci YMC-Actus Pro C18 kolony (20.0 x 100 mm, 5 um ¢astice),
s gradientovou eluci. MF byla tvofend z 0,01M octanu amonného v H2O a ACN,

prutokem 15 ml/min.

HRMS analyza byla provddéna na systému tvofeném kapalinovym
chromatografem (Dionex UltiMate 3000, Thermo Fischer Scientific, MA, USA)
a hmotnostnim spektrometrem Exactive Plus Orbitrap high-resolution (Thermo Fischer
Scientific, MA, USA). Jako ioniza¢ni zdroj byl pouzit elektrosprej a snimana byla spektra
v kladném i zaporném moédu v rozsahu 150-450 m/z. Chromatograficka separace byla

provadéna na koloné Phenomenex Gemini (C18, 50 x 2 mm, 3 um ¢éstice), eluce byla
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izokratickd, MF obsahovala 80 % ACN a 20 % pufru (0,01M octan amonny). Vzorky
byly pfipraveny rozpusténim latek ve smési MeOH: voda (1:1).

NMR spektra byla zaznamenana na spektrometru JEOL ECX500 s magnetickym
polem 11,75 T (pii opera¢ni frekvenci 500,16 MHz pro *H a 125,77 MHz pro 13C)
pfi laboratorni teploté (25°C). Chemické posuny (8) jsou uvadény v parts per million
(ppm) a interakéni konstanty (J) v Hertzech (Hz). 'H a *C signaly byly referovany
na signaly rozpoustédel: CDCls [7.26 ppm (*H) a 77.23 ppm (**C)] a DMSO-ds [2.50 ppm
(*H) a 39.51 ppm (**C)]. Uréeni piesné struktury a rezonance jednotlivych signald bylo
provedeno pomoci pokrogilejsich 2D experiment, které zahrnuji COSY, H-*C HMBC,
1H-13C HMQC.

Zbytkova rozpoustédla (H2O, DMSO, DMF) byla odstranéna pomoci lyofilizace
pfi - 110 °C (ScanVac Coolsafe 110-4).

6.2 Studium cykliza¢nich reakci
6.2.1 Obecny postup pripravy vzorku pro analyzu reakci

Pro analyzu vzorkd na UPLC-MS bylo odebrano piiblizné¢ 10 mg pryskytice
promyté DCM do ependorfky. Nasledné byl piidan 1 ml 50% TFA v DCM a reak¢ni smés
byla tfepana 30 min za laboratorni teploty. Poté byla reak¢éni smés odpafena do sucha
pomoci proudu dusiku a vzorek byl rozpustén v 1ml piislusné pocatecni mobilni faze.

Vzorek byl prefiltrovan ptes mikrofiltr do HPLC vialky.

Nasleduje obecny popis pro stanoveni loadingu pryskyfice po prvnim reakénim
kroku pomoci UPLC-MS: bylo odebrano piiblizné 30 mg pryskyfice promyté DCM
a pryskyfice byla promyta 5x MeOH. Promyta pryskyfice byla vlozena do stiikacky
opatfené z obou stran fritou a vysuSena pomoci proudu dusiku. Poté bylo odvéaZeno
o nejpresnéjs§i mnozstvi 2x 10-15 mg pryskyfice do dvou ependorfek. Do obou
ependorfek byl nasledné ptidan 1 ml 50% TFA v DCM a reakéni smés byla tfepana
1 hodinu pii laboratorni teploté. Stépici koktejl byl odpafen pomoci proudu dusiku
a vzorek byl rozpustén v 1 ml ACN. Do druhé ependorfky bylo odebrano 0,5 ml vzorku
a ptfidano 0,5 ml vody a vzorek byl pfefiltrovan ptfes mikrofiltr do HPLC vialky. V UV
spektru byla poté provedena integrace piku pii 300 nm (vlnova délka odpovidajici
absorpénimu maximu Fmoc skupiny slouZzici zaroven jako chromofor v molekule

standardu) a hodnota plochy byla zaznamenana. Jako referenéni hodnota byla pouzita
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plocha piku standardu (Fmoc-Ala-OH o koncentraci 0,5 mg/ml) ziskana opét integraci

pii 300 nm. Loading byl nasledné vypocitan dle nasledujiciho vzorce:

b
O latkova koncentrace standardu
Avzeceiiiiiiiiiiii, plocha piku vzorku
N plocha piku standardu
| fedéni
101 PR navazka

Kvantifikace: Pryskyfice (~30 mg) byla promyta 5x MeOH, vysusena a rozdélena
na dva vzorky (2x 15 mg). Oba vzorky byly odstépeny pomoci 1ml TFA/DCM (1:1)
podobu 1h za laboratorni teploty. Stépici koktejl byl odpafen proudem dusiku
a odstépené podily byly extrahovany 1 ml MeCN a analyzovany pomoci UPLC-MS

Loading imobilizace serinové aminokyseliny byl vypocitan pomoci vyse uvedeného

vzorce s pouzitim standardu Fmoc-4-Ala-OH o koncentraci 0.5 mg/ ml.

Tabulka 18: Vypocteny loading imobilizace serinové aminokyseliny dle LC-MS

pryskyfice [0] loading imobilizace [mmol/g] podet opakovani imobilizace
1 0.41 1
1 0.60 2
25 0.61 2
25 0.72 3
5 0.69 3

6.2.2 Syntéza klicovych intermediata 145, 146, 147 a 148

(0] o) o
0 J J, hi
M., HO™ 0 Ho™ o Ho™ "0
H(; s (\:(L OZS/N\/gO Ozs/N\/go OzS/N\/gO
2

N
0 O,N O,N
e
0 o cl

NO; ~

145 146 147 148

Obrazek 24: Struktura klicovych intermediata 145, 146, 147 a 148.
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6.2.2.1 Ukotveni na Wangiv linker

O
L )lz tBu
L. N . -
poi”"on —= Pol” 0”0
_NH
Fmoc

1 2

Wangova pryskyftice (1 g; 1,4 mmol/g) byla promyta 3x DCM a roztok Fmoc-
Ser(tBu)-OH (767 mg; 2 mmol), HOBt (306 mg; 2.0 mmol), DMAP (61 mg; 0.5 mmol)
and DIC (312 pl; 2.0 mmol) bylo ptidano v DMF/DCM (10 ml; 50%) k pryskyfici.
Reakéni smés byla tfepana 18 h za laboratorni teploty a poté byla pryskyfice promyta 3x
v DMF a 3x DCM.

6.2.2.2 Deprotekce Fmoc protektivni skupiny

(0]

(0]
|/
POI/L\O) :,.(\O/tBU . Po|/L\OJ|lI"(\O/tBu

_NH
Fmoc NH,
2 3

Odstépeni Fmoc-protektivni skupiny bylo provedeno pomoci piperidinu/DMF (5
ml; 50%) po dobu 30 min. za laboratorni teploty. Pryskyfice byla nasledné promyta 3x
DMF a 3x DCM.

6.2.2.3  Priprava nosylovanych derivata

Deprotekovana pryskyfice (500 mg) byla nosylovana roztokem ptislusného
nitrosulfonyl chloridu (1.5 mmol) a 2,6-lutidinu (228 ul; 2 mmol) v DCM (5 ml). Reak¢ni
smés byla tfepana po dobu 18 h za laboratorni teploty. Nasledné byla pryskytice promyta
3x v DCM. Ovéteni kvantitativniho prubéhu nosylace bylo provedeno reakci s Fmoc-Osu
(0.5M roztok v DCM, 1ml) a UPLC-MS analyzou.
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6.2.2.4 Alkylace

(0]
|
0 PoI/L\OJ/"' o tBu
I 'S

Pol”""0 'K\O - Nos ;\
HN.
Nos 10) ?
tBu
4

0,5

0N 0,8}
- 0

5 6a 6b 6¢c

0N 0,8 ON 0,5

Nosylovana pryskytice (500 mg) byla promyta 3x DMF a nasledné alkylovana
roztokem tert-butylbromoacetatu (148 ul; 1 mmol) a DIPEA (348 ul; 2 mmol) v DMF (5
ml) po dobu 18 h pfi laboratorni teploté. Poté byla pryskyfice promyta 3x DMF a 3x
DCM. Vzorek byl nasledné odstépen pomoci 50% TFA/DCM po 30 minut a analyzovan
na UPLC-MS.

6.2.2.5 Stépeni

j 0
L., B |
Pol” " "O "(\O . Ho) (\o
N -N
0,8 ;\ 0,8 o)
1
R! o) ? R
tBu
R2 R2

145R'=NO, R?*=H
146 R'=H R2=NO,
147 R'= NO, R?= OMe
148 R'=NO, R?=ClI
Finalni derivaty 145, 146, 147 a 148 byly stépeny 50% TFA/DCM z pryskyftice po
dobu 2 h. TFA byla vysusena proudem dusiku do sucha a nasledn¢ rezidualni TFA byla

lyofilizovéna.

NMR byly zméteny se zbytkovym DMF a TFA, z diivodu obtizné purifikace téchto
intermediatii (kapitola 5.1.1). DMF v *H NMR poskytuje tfi signaly — 2.73 a 2.89 singlety
pro CHj3 skupiny a singlet 7.95 pro CH skupinu. V **C NMR poskytuje také tfi signaly —
dvé CHs skupiny 30.73, 35.73 a CH skupina 162.29. TFA poskytuje dva signaly V *C
NMR, které tvoii dva kvartety. Prvni u 158 ppm a druhy u 115 ppm.
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Latka 145: Hnéda olejovita latka. Vytézek 32 mg (38 %). ESI-MS m/z 329 [M-H]". H
NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 8.17 (dd, J = 7.9, 1.4 Hz, 1H), 8.01 (dd, J = 8.0, 1.4 Hz,
1H),7.93 (td, J=7.7,1.5 Hz, 1H), 7.88 (td, J = 7.6, 1.4 Hz, 1H), 4.79 (t, J = 2.9 Hz, 1H),
4.73-4.63 (m, 2H), 4.34 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 4.24 (d, J = 16.7 Hz, 1H) ppm. 3C NMR
(126 MHz, DMSO-dg): 6 169.75, 164.98, 147.45, 135.11, 132.68, 130.63, 130.26, 124.40,
68.41, 53.97, 44.87 ppm. HRMS (ESI-TOF) m/z vypo¢teno pro C11H10N20sS [M-H]
329,0085, nalezeno: 329,0074.

NO,

Latka 146 Hnéda olejovita latka. Vytézek 39 mg (47 %). ESI-MS m/z 329 [M-H]". 'H
NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 8.43 — 8.39 (m, 2H), 8.18 — 8.15 (m, 2H), 4.83 (t, J = 3.3
Hz, 1H), 4.56 (d, J = 3.3 Hz, 2H), 4.26 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 4.15 (d, J = 16.7 Hz, 1H)
ppm. *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 169.8, 165.2, 150.1, 143.0, 129.0, 124.6, 67.9,
53.6, 44.7 ppm. HRMS (ESI-TOF) m/z vypo&teno pro C11H1oN20sS [M-H] 329,0085,
nalezeno: 329,0074.

Latka 147: Hnéda olejovita latka. Vytézek 29 mg (24 %). ESI-MS m/z 359 [M-H] .1H
NMR (500 MHz, DMSO-ds): 8 8.06 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.64 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.35
(dd, J = 8.9, 2.6 Hz, 1H), 4.73 (t, J = 2.9 Hz, 1H), 4.69 — 4.61 (m, 2H), 4.29 (d, J = 16.8
Hz, 1H), 4.19 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 3.92 (s, 3H) ppm. *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) &
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169.8, 165.1, 163.4, 149.1, 132.5, 131.6, 121.4, 117.3, 68.4, 56.8, 53.8, 44.7 ppm. HRMS
(ESI-TOF) m/z vypocteno pro C12H12N20eS [M-H] 359,0191, nalezeno: 359,0180.

0
A,
HO -(\o
ozs/N\/go

O,N

Cl

Latka 148: Hnéd4 olejovita latka. Vytézek 30 mg (27 %). ESI-MS m/z 363 [M-H] . H
NMR (500 MHz, DMSO-de): 6 8.34 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 8.19 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.98 —
7.95 (m, 1H), 4.79 (t, J = 2.8 Hz, 1H), 4.71 — 4.63 (m, 2H), 4.35 (d, J = 17.0 Hz, 1H),
4.21 (d, J = 16.8 Hz, 1H) ppm. 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 169.6, 164.8, 147.9,
139.3,132.5,132.3,128.9, 124.3, 68.4, 53.9, 44.8 ppm. HRMS (ESI-TOF) m/z vypoéteno
pro C11HeCIN20sS [M+H]" 364,9841 nalezeno: 364,9841.

6.2.2.6  Denosylace

0
Pol/L\o)‘,,,_(\o/tBu o‘
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5 152

Pryskyfice (500 mg) byla promyta 3x DMF a nasledné byl pifidan roztok
2- merkaptoethanolu (210 pl; 3.0 mmol) a DBU (150 pl; 1.0 mmol) v deg. DMF (5 ml).
Po tfepani po dobu 1h za laboratorni teploty byla pryskyftice promyta 3x DMF a 3x DCM.

Latka byla nasledn¢ odstépena a analyzovana pomoci UPLC-MS.
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6.2.3 Vyuziti alkylovaného intermediatu pro dalsi transformace

Modifikace 1

Kli¢ovd reakce f\
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7b: R' = CH,Ph

Obrazek 25: Moznosti transformaci alkylovanych intermediatu.

6.2.3.1 Reakce vedouci k 7b

0]

@\HN o
AL,
0
b

Obrazek 26: Struktura 7-benzyltetrahydropyrazino[2,1-c][1,4]oxazine-3,6,9(4H)-trionu 7b.

1) Acylace pomoci Fmoc-AA-OH
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- HN/Fmoc
tBu
(0] o Oﬁ)\lw
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171 R'= CH,4
172 R" = benzyl
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K denosylované pryskyfici (500mg) byl ptidan roztok Fmoc-Ala-OH (529,3 mg;
1,7 mmol) nebo Fmoc-Phe-OH (660 mg; 1,7 mmol) HOBt x H>0O (229 mg; 1,7 mmol)
a DIC (214 pl; 1,7 mmol) v DMF/DCM (5 ml, 1:1). Reak¢éni smés byla tiepana po dobu
18 h za laboratorni teploty. Pryskyfice byla promyta 3x DCM. Kvantitativni priabéh
reakce byl ovéten odstépenim derivatu z pryskyfice a nasledné¢ pomoci UPLC-MS, dale
byla provedena kontrola pomoci Fmoc-Osu (0.5M roztok v DCM, 1ml) a UPLC-MS

analyza.

2) Piiprava Fmoc-Ala-Cl
Kok, —
O O\n/N\:)J\OH

) H
185 186

.
O. O\n/ll:l'\:)J\Cl

) H

Fmoc-Ala-Cl byl pfipraven rozpusténim Fmoc-Ala-OH (100 mg; 0,32 mmol) v
SOCI; (3 ml). Reak¢éni smés byla michana pii teploté 76°C po dobu 4 h. Nasledné byl

Fmoc-Ala-Cl kodestilovan 3x pomoci toluenu a odpafen na RVO.

3) Stépeni Fmoc

HN/Fmoc B NH, 7 0
o OY\Bn o Oﬁ)\sn HNJ\-“‘\o/tBu
p0|/L\o N;\ - POI/L\Ojﬁ/N;\ — Bn" N;\
o~ 079 o~ 079 %070
tBu tBu tBu tBu tBu

174

176

Stépeni Fmoc protektivni skupiny za soudasného cyklického §tépeni z pryskyfice
172 (500 mg) probihalo za ptidani piperidinu v DMF (5 ml; 50%) po dobu 30 minut za
laboratorni teploty. Reakéni roztok byl nasledné oddélen od pryskyfice a pryskyfice byla
promyta 5x DMF. Vsechny frakce byly spojeny a piidany k reakénimu roztoku. Zbytkovy
piperidin/DMF byl odstranén pomoci lyofilizace po dobu 18 h. Cisténi probéhlo pomoci
semipreparativni €isténi za zvoleni metody 50:90.. Frakce byly spojeny a odpafeny na

RVO. Pufr byl nasledn¢ odstranén lyofilizaci. NMR bylo zméfeno v DMSO-d.

70



HN)H .\‘\O/tBU
WANUN

5L

O

(0]
o |
tBu
Latka 176: Bila amorfni latka. Vytézek 22 mg (13 %). ESI-MS m/z 403 [M-H] *H NMR
(500 MHz, DMSO-ds): 6 8.19 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.31 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.25 - 7.22
(m, 1H), 7.18 — 7.15 (m, 2H), 4.19 (d, J = 17.0 Hz, 1H), 4.05 (ddd, J = 7.8, 5.1, 3.3 Hz,
1H), 3.90 (dd, J = 4.3, 2.4 Hz, 1H), 3.82 (d, J = 17.0 Hz, 1H), 3.53 (dd, J = 10.0, 2.5 Hz,
1H), 3.15 — 3.04 (m, 3H), 1.40 (s, 9H), 1.10 (s, 9H) ppm. *C NMR (126 MHz, DMSO-
de): 6 167.35, 166.00, 165.05, 136.72, 129.68, 128.27, 126.53, 81.01, 73.27, 61.97, 61.55,
55.86, 46.48, 41.45, 27.69, 27.12 ppm. HRMS (ESI-TOF) m/z vypo&teno pro Ca2H32N20s
[M+H]" 405,2384, nalezeno: 405,2384.

4) Cyklizace
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Finalni cyklizace na derivat 7b probihala ve 3 ml TFA/DCM (50%) po dobu 30

min. TFA byla nasledn¢ vysuSena proudem dusiku.
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Latka 7b: Zluté olejovita latka. Vytézek 7 mg (6 %). ESI-MS m/z 273 [M-H]. HRMS
(ESI-TOF) m/z vypoéteno pro C14H14N204 [M+H]" 275.1026, nalezeno: 275.1026.
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6.2.3.2 N-Acylace 2-nitrobenoovou kyselinou nebo 2-nitrobenzoyl chloridem

vedouci k derivatu 15

Obrazek 27: Struktura 1,12a-dihydro-6H-benzo[e][1,4]oxazino[4,3-a][1,4]diazepine-3,6,12(4H,11H)-

trionu 15.

1) Acylace 2-nitrobenzoovou kyselinou

j |
tBu
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Pol” 0" o Y
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K denosylované pryskyfici (500 mg) byla ptidana 2-nitrobenzoova kyselina (334
mg; 2 mmol) a DIC (157 ul; 1 mmol) v suchém DMF (5 ml). Reakéni smés byla tfepana
po dobu 18 h za laboratorni teploty. Pryskyfice byla promyta 3x DMF a 3x DCM.
Kvantitativni prubéh reakce byl ovéien pomoci reakce s Fmoc-Osu (0.5M roztok v DCM,
1 ml) a UPLC-MS analyzy.

2) Piiprava 2-nitrobenzoyl chloridu
NO, NO,
©in/OH - @KH/CI
(6] O

183 184

2-Nitrobenzoyl chlorid byl pfipraven rozpusténim 2-nitrobenzoové kyseliny (334
mg; 2 mmol) v 3 ml SOCl,. Reak¢ni smés byla michana po dobu 4 h pii teploté 76°C.

Nasledné byl roztok 3 x kodestilovan s toluenem a odpaten na RVO.
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3) Acylace 2-nitrobenzoyl chloridem
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K denosylované pryskyfici (500 mg) byla pfidan Cerstveé pripraveny nebo komercni
2-nitrobenzoyl chlorid (263 pl; 2 mmol) a DIPEA (695 ul; 4 mmol) v suchém DMEF.
Reakeéni smés byla tfepana po dobu 18 h za laboratorni teploty. Pryskyfice byla promyta
3x DMF a 3x DCM. Kvantitativni prubéh reakce byl ovéien reakci s Fmoc-Osu (0.5M

roztok v DCM, 1 ml) a UPLC-MS analyzou.

4) Redukce
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K alkylovanému derivatu navazanému na pryskyfici (500 mg) byl pfidan roztok
piipraveny rozpusténim Na»S204-2H,0 (1 235 mg; 5.8 mmol), K-COs (965 mg; 7.0
mmol) v H2O/DCM (5 ml; 50%) za nasledného ptidavku TBAHS (170 mg; 0.5 mmol).
Reakéni smés byla tiepana 18 h pii laboratorni teploté. Nasledné byla pryskyfice promyta
6x a DCM/H,0 a 6x DCM. Nasledné byla provedena kontrola pomoci Fmoc-Osu (0.5M
roztok v DCM, 1 ml) a jeji analyza pomoci UPLC-MS.

5) Finalni cyklizace
J
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I
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Finalni cyklizace na derivat 15 probihala ve 3 ml TFA/DCM (1:1) po dobu 2 h.
TFA byla oddélena od pryskyfice a pryskyfice byla promyta 3x TFA/DCM (3ml).
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Vsechny podily byly slouceny a odpafeny do sucha pomoci proudu dusiku. Zbytkova
TFA byla zlyofilizovana. Cisténi prob&hlo pomoci sloupcové chromatografie za zvoleni

mobilni faze EtOAc / n-hexan (17:1). NMR bylo zméteno v DMSO-ds.

Latka 15: Zluté olejovita latka. Vytézek 21 mg (19 %). ESI-MS m/z 245 [M-H]". *H NMR
(500 MHz, DMSO-de): & 10.73 (s, 1H), 7.82 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H), 7.57 (ddd, J = 8.2,
7.4,1.6 Hz, 1H), 7.27 (td, J = 7.6, 1.1 Hz, 1H), 7.16 (dd, J = 8.2, 1.1 Hz, 1H), 4.82 (dd, J
= 12.3, 5.8 Hz, 1H), 4.66 — 4.56 (m, 2H), 4.42 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 4.36 (d, J = 16.9 Hz,
1H) ppm. 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 168.97, 167.83, 165.97, 136.32, 132.78,
131.26, 124.65, 124.19, 121.08, 63.47, 50.30, 42.94 ppm. HRMS (ESI-TOF) m/z
vypoéteno pro C12H1oN204 [M+H]* 247,0713, nalezeno: 247,0710.

6.2.3.3 Alkylace 2-nitrobenzyl bromidem vedouci k derivatu 14

0
HN—Z

s v'e)

Obrazek 28: Struktura 5,7,8,12-tetrahydrobenzo[e]pyrido[1,2-a][1,4]diazepin-6,9(6aH,10H)-dionu 14.

1) Alkylace
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Denosylovana pryskyfice (500 mg) byla promyta 3x DMF a byl ptidan roztok 2-
nitrobenzyl bromidu (540 mg; 2,5 mmol), DIPEA (870 ul; 5 mmol) v DMF. Reak¢ni
smés byla tfepana po dobu 18 h za laboratorni teploty. Byla provedena kontrola pomoci
Fmoc-Osu (0.5M roztok v DCM, 1 ml). Vzorek byl nasledné odstépen pomoci
TFA/DCM 50% a analyzovan na UPLC-MS.
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2) Stépeni a cyklizace derivatu 167 na morfolin-2-on 170

? o)
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N O — O,N N O
O,N < o
O—tBu 0
167 170

Cyklizace pryskyftice 167 (500 mg) na morfolin-2-on probihala v ¢isté TFA (3 ml)
po dobu 18 h. Vsechny podily byly slou¢eny, rozpoustédla byla odpafena pomoci proudu
dusiku a nasledné lyofilizovana, aby byla odstranéna rezidualni TFA. Ci§téni probéhlo

pomoci EtOAc /n-hexan (17:1) a 1% AcOH. NMR bylo zméteno v DMSO-d.
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&

Latka 170: Hn&da olejovita latka. Vyt&zek 40 mg (35 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-
de): & 12.09 (b.s., 1H), 7.91 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.72 — 7.66 (m, 2H), 7.53 (t, J = 7.6 Hz,
1H), 4.54 (dd, J = 11.3, 2.0 Hz, 1H), 4.46 (dd, J = 11.2, 3.8 Hz, 1H), 4.27 (d, J = 15.2 Hz,
1H), 4.05 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 3.68 — 3.66 (m, 1H), 3.64 (d, J = 18.1 Hz, 1H), 3.43 (d, J
= 18.0 Hz, 1H) ppm. 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 5 171.59, 167.09, 149.23, 133.18,
132.34, 130.91, 128.82, 124.49, 69.51, 57.12, 54.83, 50.83 ppm. HRMS (ESI-TOF) m/z
vypoéteno pro C13H11NOs [M+H]" 281,0768 nalezeno: 281,0768.

6.2.3.4 Acylace a-bromofenylocotovou kyselinou vedouci k derivatu 9

N
Cry

Obrazek 29: Struktura 3-fenyldihydro-1H-[1,4]oxazino[3,4-c][1,4]oxazine-1,4,7(3H,6H)-trionu 9.
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1) Acylace
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a-Bromofenylocotova kyselina (645 mg; 3.0 mmol) rozpusténa v DCM (10 ml)
aktivovana pomoci DIC (232 ul; 1.5 mmol) po dobu 30 min za laboratorni teploty,
nasledné byla srazenina diisopropylmocoviny odfiltrovana pomoci diskového mikrofiltru
a roztok byl pridan k denosylované pryskyfici (1 g) promyté 3x DCM. Pryskyfice byla
ttepana 18 h za laboratorni teploty a nasledné promyta 3x DCM, 3x DMF a znovu 3x
DCM. Dale byla provedena kontrola pomoci Fmoc-Osu (0.5M roztok v DCM, 1ml) a
UPLC-MS analyza.

2) Cyklizace na morfolin-2-on

O _N
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tBu tBu

179 180

Cyklizace na morfolin-2-on byla provedena pomoci ve 3 ml TFA/DCM (1:1) po
dobu 2 h. St&pici koktejl byl nasledné oddélen od pryskyfice a pryskyfice byla znovu
promyta 3x Stépicim koktejlem. VSechny podily byly slouc¢eny a odpateny pomoci proudu

dusiku. Rezidualni TFA byla zlyofilizovana.

3) Cyklizace na oxazino-oxazintrion 9
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Cyklizace na diketomorfolin-2-on byla provedena rozpusténim odStépenych
intermediati v DMSO za piidani DIPEA (435 ul; 2,5 mmol). Reakéni smés byla michana
po dobu 18 h za laboratorni teploty. DMSO bylo nasledné odstranéno lyofilizaci. Cisténi
probéhlo pomoci sloupcové chromatografie za pouziti mobilni faze 7% MeOH/DCM a

1% AcOH.

Latka 9 byla ¢isténa pomoci sloupcové chromatografie za zvoleni mobilni faze 7 %
MeOH/DCM a 1% AcOH. NMR bylo méfeno v DMSO-ds. *H NMR obsahuje zbytkovou
kyselinu octovou, ktera poskytuje singlet CHs skupiny pifi 1.91 ppm. V *C kyselina
octova poskytuje dva signaly. Prvni odpovida CO pfti 171.93 a druhy signal CH3z pii 20.95.
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Y

Latka 9: Hnéda olejovit latka. Vytézek 32 mg (41 %). ESI-MS m/z 260 [M-H]".*H NMR
(500 MHz, DMSO-ds): 6 7.49 — 7.38 (m, 6H), 6.27 (s, 1H), 5.82 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 5.40
(d, J = 2.3 Hz, 1H), 4.62 (d, J = 17.6 Hz, 1H), 4.41 (d, J = 17.5 Hz, 1H) ppm. °C NMR
(126 MHz, DMSO-dg): 6 168.5, 162.9, 159.0, 135.2, 132.9, 129.4, 128.9, 127.4, 108.0,
78.9, 44.9 ppm. HRMS (ESI-TOF) m/z vypoéteno pro Ci3H11NOs [M+H]" 262,0710
nalezeno: 262,0710.

6.2.3.5 Reakce s Fmoc-NCS vedouci k 12

Obrazek 30: Struktura 3-thioxotetrahydro-1H-imidazo[5,1-c][1,4]oxazin-1,6(5H)-dionu 12.

1) Piiprava Fmoc-NCS
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Fmoc-NCS byl ptipraven z Fmoc-Cl (388 mg; 1.5 mmol) a KSCN (146 mg; 1.5
mmol) v suchém THF po dobu 24 h za laboratorni teploty. Nasledn¢ byl roztok Fmoc-

NCS piefiltrovan pies diskovy mikrofiltr.

2) Reakce s Fmoc-NCS
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Roztok s ptipravenym Fmoc-NCS byl ptidan k denosylované pryskyfici (500 mg)
promyté suchym THF. Reakce probihala 2 h za laboratorni teploty. Pryskyfice byla
nasledné¢ promyta 3x THF a 5x DCM. Vzorek pryskyfice byl nasledn¢ odsStépen
a analyzovan na UPLC-MS po provedeni kontroly pomoci Fmoc-Osu (0.5M roztok
v DCM, 1ml).

3) Cyklické stépeni
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Stépeni Fmoc skupiny prob&hlo v 35% roztoku piperidinu v DMF po dobu 18 h.
Nasledné byl piperidin/DMF oddélen od pryskyfice a pryskyfice byla promyta 10 %
piperidinem/DMF. Veskeré frakce byly spojeny a lyofilizovany po dobu 18 h. Cisténi
probéhlo na semipreparativni HPLC. Vzorek byl rozpustén v pocate¢ni mobilni fazi.
Nerozpustné Fmoc fragmenty byly odflitrovany a probéhlo ¢isténi za zvoleni metody
50:90. Nasledné byla latka analyzovana HRMS a 1D NMR experimenty. Ve spektru *H
NMR je vidét singlet u 3.31, ktery odpovida D>O v DMSO-de.
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Latka 163: Bild amorfni latka. Vytézek 40 mg (38 %). ESI-MS m/z 315 [M-H] ™. 1H
NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 11.98 (b.s., 1H), 4.56 (d, J = 17.4 Hz, 1H), 4.35 (dd, J =
4.8, 2.6 Hz, 1H), 4.18 (d, J = 17.5 Hz, 1H), 3.78 (dd, J = 10.5, 2.7 Hz, 1H), 3.62 (dd, J =
10.5, 4.8 Hz, 1H), 1.42 (s, 9H), 1.10 (s, 9H) ppm. 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 5
183.1, 172.6, 166.6, 81.6, 73.2, 64.2, 58.9, 46.0, 27.6, 27.0 ppm. HRMS (ESI-TOF) m/z
vypocteno pro C11H1oN20sS [M-H] 315,1384 nalezeno: 315,1373.

4) Finalni cyklizace
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Finalni cyklizace probihala v 10% TFA/DCM. Cyklizace byla pozorovéna
pomoci LCMS kazdy 10 minut po dobu 3 hodin. Pii cyklizaci bylo pozorovéano po 20
minutach $tépeni nejpravdépodobnéji etherové skupiny. Po 80 minutach byla pozorovana
dehydratace, za vzniku dvojné vazby. Cilovy derivat 12 nevznikal. Produkt dehydratace
165 vznikal v 27 % ¢istoté. Z dtivodu malého mnozstvi vychozi latky a vzniku velkého

mnozstvi produktt pii cyklizaci se jej nepodafilo izolovat.

6.2.3.6 Reakce s benzyl-NCS vedouci k 13
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Obriazek 31: Struktura 2-benzyl-3-thioxotetrahydro-1H-imidazo[5,1-c][1,4]oxazin-1,6(5H)-dionu 13.
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1) Reakce s benzyl-NCS
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Benzyl-NCS (270 uL, 2 mmol) byl rozpustén v suchém THF (3 ml) a piidan
k denosylované pryskyfici promyté suchym THF. Reak¢ni smés byla tiepana 44 h za
laboratorni teploty. Pryskyfice byla promyta 3x THF a 5x DCM. Vzorek pryskyftice byl
nasledné odstépen a analyzovan na UPLC-MS po provedeni kontroly pomoci Fmoc-Osu
(0.5M roztok v DCM, 1ml).

2) Cyklické stépeni
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Finalni $tépeni probéhlo v ¢isté TFA (2 ml) po dobu 2 h. TFA byla nasledné

odpatena proudem dusiku a lyoflizovéana po dobu 18 h.

6.2.3.7 Syntéza derivata 11a, 11ballc

Obrazek 32: 1,12a-dihydrobenzo[f][1,4]oxazino[4,3-b][1,2,5]thiadiazepin-3,12(4H,11H)-dion 6,6-dioxid

11a a substituované derivaty v poloze 9 - 11b a 11c.
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1) Redukce
a) Redukce na pryskyfici
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K alkylovanému derivatu navazanému na pryskyfici (500 mg) byl piidan roztok
ptipraveny rozpuSténim NaxS204-2H.O (1 235 mg; 5.8 mmol), KoCO3 (965 mg; 7.0
mmol) v HoO/DCM (1:1; 5 ml) za nasledného pfidavku TBAHS (170 mg; 0.5 mmol).
Reak¢ni smés byla tfepana 18 h pti laboratorni teploté. Nasledné byla pryskytice promyta
6x a DCM/H20 a 6x DCM. Poslednim krokem bylo standardni $tépeni latky a jeji

analyza pomoci UPLC-MS po provedeni kontroly pomoci Fmoc-Osu (0.5M roztok
v DCM, 1ml).

b) Redukce v roztoku za pouziti autoklavu
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Nejdiive byla latka odstépena z pryskyfice pomoci $tépiciho koktejlu TFA/DCM
(1:1). Roztok TFA/DCM obsahujici odstépeny produkt z 500 mg pryskyfice (112mg) byl
zbaven zbytkd TFA a DCM odpatenim pomoci proudu dusiku a lyofilizaci. Odparek byl
rozpustén v degasovaném MeOH (5 ml) a poté byl piidan katalyzator - 10% Pd/C (114
mg; 35 mol%) pro derivat 148 a 153 nebo PtO2 (68 mg; 1 eq.) pro derivat 152. Barika
byla umisténa do autoklavu. Autoklav byl napied 3x promyt dusikem, poté 2x promyt
vodikem a nasledné napustén vodikem na tlak 0.35 MPa pro 148 anebo na tlak 0,5 MPa
pro 152 a 153. Analyza byla provadéna pribézné po dobu 6 hodin pomoci UPLC-MS.
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2)  Cyklizace
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Cyklizace probihala v DCE 3 ml za pfidani katalytického mnozstvi pTSA pfi
teploté 85°C po dobu 18 h v ptipadé¢ chloro derivatu 11b po dobu 30 h. Pribéh reakce byl
kontrolovan pomoci UPLC-MS analyz. Po skonc¢eni cyklizace byl DCE odpaten na RVO
do sucha.

Cisténi latky 11a probéhlo pomoci sloupcové chromatografie za zvoleni mobilni

faze EtOAc/n-Hexan (2:1).

NMR bylo méfeno v DMSO-ds. V 'H NMR je singlet u 2.54 ppm, ktery odpovida
DMSO a singlet u 3.31 ppm odpovidajici D20.

Latka 11a: Hnéda olejovita latka. Vytézek 25 mg (29 %). ESI-MS m/z 281 [M-H]". tH
NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 11.03 (s, 1H), 7.82 (dd, J = 7.9, 1.5 Hz, 1H), 7.75 (td, J
=7.8,1.5Hz, 1H), 7.37 (td, J = 7.7, 1.1 Hz, 1H), 7.28 (dd, J = 8.1, 1.1 Hz, 1H), 4.68 (d,
J =185 Hz, 1H), 4.18 (d, J = 18.6 Hz, 1H), 1.73 (s, 3H) ppm. *C NMR (126 MHz,
DMSO-de): 6 168.6, 165.4, 136.0, 135.8, 128.8, 126.6, 124.7,122.9, 96.1, 46.1, 25.2 ppm.
HRMS (ESI-TOF) m/z vypoéteno pro CiiHioN20sS [M+H]* 283,0383 nalezeno:
283,0383.
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Cisténi latky 11b prob&hlo pomoci sloupcové chromatografie za zvoleni mobilni

faze EtOAc/n-Hexan (1:1).

HN—/{O
cl o
5%
Latka 11b: Zluta amorfni pevna latka. Vytézek 16 mg (11 %). ESI-MS m/z 315 [M-H]".
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 11.16 (s, 1H), 7.82 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.45 (dd, J =
8.4, 2.0 Hz, 1H), 7.35 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 4.68 (d, J = 18.5 Hz, 1H), 4.27 (d, J = 18.4 Hz,
1H), 1.75 (s, 3H) ppm. C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 168.56, 165.55, 140.08,
137.45, 130.75, 125.38, 124.56, 122.25, 95.96, 45.97, 25.28 ppm. HRMS (ESI-TOF) m/z
vypocteno pro C11HgCIN205S [M+H]™ 316 ,9993 nalezeno: 316, 9994.

Cisténi latky 11c probéhlo pomoci sloupcové chromatografie za zvoleni mobilni

faze EtOAc/n-Hexan (2:1).
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Létka 11c: Zluté olejovita latka: V{t&zek 19 mg (14%). ESI-MS m/z 311 [M-H]". 'H NMR
(500 MHz, DMSO-dg):  10.95 (s, 1H), 7.74 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.92 (dd, J = 8.8, 2.4
Hz, 1H), 6.77 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 4.65 (d, J = 18.6 Hz, 1H), 4.14 (d, J = 18.6 Hz, 1H),
3.85 (s, 3H), 1.72 (s, 3H) ppm. °C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 168.93, 165.61,

164.43, 138.01, 130.89, 118.48, 110.10, 107.94, 96.21, 56.04, 46.25, 25.22 ppm. HRMS
(ESI-TOF) m/z vypocteno pro C12H12N206S [M+H]* 313, 0489 nalezeno: 313, 0489.
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7 Zavér

Tato diplomova prace se zabyvala syntézou fuzovanych morfolin-2-onii pomoci
syntézy na pevné fazi. V teoretické Casti byla shrnuta metodika piiprav morfolin-2-ond,
jejich vlastnosti a biologicka aktivita. Dale zde byla shrnuta problematika syntézy latek

strukturné podobnych cilovym derivatim této prace.

Prvnim cilem byla pfiprava klicovych intermediati pro nasledné chemické
transformace. Po optimalizaci podminek alkylace byly pfipraveny Cctyii kliGové
intermediaty: 4-((2-nitrofenyl)sulfonyl)-6-oxomorfolin-3-karboxylova kyselina; 4-((4-
chloro-2-nitrofenyl)sulfonyl)-6-oxomorfolin-3-karboxylova kyselina; 4-((4-methoxy-2-
nitrophenyl)sulfonyl)-6-oxomorfolin-3-karboxylova kyselina a 4-((4-
nitrofenyl)sulfonyl)-6-oxomorfolin-3-karboxylova kyselina. Nasledné byly tyto derivaty
plné charakterizovany pomoci HRMS a 1D NMR experimentt.

Druhym cilem bylo otestovat a optimalizovat devét navrzenych syntetickych
transformaci pfipravenych kliCovych intermediatd, které mély poskytnout dvanact
riznych heterocyklickych derivatl. V této Casti prace bylo zjiSténo, ze reaktivita
klicovych intermediati s riznymi elektrofily je podstatné problematictéjsi nez
u analogickych ketonickych slou€enin, které byly pfedmétem piedchoziho vyzkumu.
Zaména ketonu za esterovou funkéni skupinu zptisobila vyrazné snizeni nukleofility NH
skupiny, coz se (pravdépodobné i ve spojeni se sterickym efektem COOtBu skupiny)
negativné projevilo na acylacnich nebo karbamoyla¢nich reakcich. Ve vétsiné piipadi
musely byt reakéni podminky velmi slozité hledany a optimalizovany, aby byly ziskany
pfislusné meziprodukty v akceptovatelné surové cCistoté. DalSi neekanou komplikaci
byla i velmi nizka stabilita morfolin-2-onového skeletu, ktery snadno podléhal hydrolyze
a alkoholyze vedouci k otevieni cyklu. Z tohoto didvodu byla vfadé ptipadt

problematicka izolace a ¢isténi intermediati 1 finalnich produkta.

Navzdory vySe uvedenym problémim bylo nékolikastupiiovou syntézou

ptipraveno celkove pét cilovych derivati a tfi prekurzory cilovych heterocykla.

Prvni derivat byl pfipraven pomoci klicové reakce s a-bromofenyloctovou
kyselinou, ktera vedla k  3-fenyldihydro-1H-[1,4]oxazino[3,4-c][1,4]oxazin-
1,4,7(3H,6H)-trionu. Druhy derivat 1,12a-dihydro-6H-benzo[e][1,4]oxazino[4,3-
a][1,4]diazepin-3,6,12(4H,11H)-trion byl pfipraven pomoci reakce s 2-nitrobenzoovou

kyselinou. Redukei nitro skupiny na benzenovém jadie byly pfipraveny tii derivaty. Prvni
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nesubstituovany derivat 1,12a-dihydrobenzo[f][1,4]oxazino[4,3-b][1,2,5]thiadiazepin-
3,12(4H,11H)-dion  6,6-dioxid a dva substituované derivaty 9-chloro-1,12a-
dihydrobenzo|[f][1,4]oxazino[4,3-b][1,2,5]thiadiazepin-3,12(4H,11H)-dion 6,6-dioxid a
9-methoxy-1,12a-dihydrobenzo[f][1,4]oxazino[4,3-b][1,2,5]thiadiazepin-3,12(4H,11H)-
dion 6,6-dioxid. Tyto derivaty byly pln¢ charakterizovany.

Po acylaci s Fmoc-Phe-OH bylo dalsi modifikaci dosazeno tert-butyl 2-(3-benzyl-
6-(tert-butoxymethyl)-2,5-dioxopiperazin-1-yl)acetatu, ktery byl vyizolovan pomoci
semipreparativni HPLC a pIn¢ charakterizovan. Finalni cyklické §tépeni tert-butyl
protektivnich skupin na cilovy derivat 7-benzyltetrahydropyrazino[2,1-c][1,4]oxazin-
3,6,9(4H)-trion bylo provedeno pomoci TFA/DCM (50%) a bylo zjisténo, ze cyklizace

na findlni heterocyklus probiha.

Po reakci s Fmoc-NCS bylo dosazeno tert-butyl 2-(5-(tert-butoxymethyl)-4-oxo-2-
thioxoimidazolidin-1-yl)acetatu, ktery byl vy¢istén pomoci semipreparativni HPLC a
plné charakterizovan. Byla vyzkouSena i findlni cyklizace pomoci TFA/DCM (50%), kdy
doslo k rozlozeni vychozi latky. Dale byla vyzkousena cyklizace v TFA/DCM (10%),
kdy bylo zjisténo, ze pravdépodobné dochazi nejprve ke Stépeni tert-butyl skupiny na
primarni alkoholové skupiné a nasledné k dehydrataci za tvorby dvojné vazby. Tyto

meziprodukty se bohuZzel nepodatilo vyizolovat v dostate¢né Cistote.

Dalsi klicovou reakci byla reakce s 2-nitrobenzyl bromidem. Pfi této reakci
dochazelo, po optimalizaci kyselého §tépeni v prvnim kroku, K tvorbé produktu v 99%
konverzi. Nasledna redukce na pevné fazi vSak neposkytla pozadovany produkt a doslo
k rozlozeni vychozi latky. Podafilo se tedy pfipravit pouze 4-(2-nitrobenzyl)-6-
oxomorfolin-3-karboxylovou kyselinu, ktera byla vyizolovana a charakterizovana
pomoci 1D NMR experimentti a HRMS.

Reakce s benzyl-NCS sice vedla k pozadovanému intermediatu, nicméné tento byl
detekovan ve velmi nizké surové Cistoté (17 %), proto nebyl v preparativnim méfitku

pfipraven.

Byla také vyzkousena chemicka transformace — C-arylace, ktera byla navrzena
pro vyzkouseni reaktivity derivatu obsahujiciho 2-nitrobenzensulfonamid. Navzdory
optimalizaci  této reakce 4-((2-nitrofenyl)sulfonyl)-6-oxomorfolin-3-karboxylova
kyselina neposkytovala piredpokladany produkt, kterého bylo dosazeno Vv piipadé latek

nesoucich ve své molekule keton.
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Ptipravené cilové derivaty a klicové intermedidty budou podrobeny testovani

antimikrobidalni a cytotoxické aktivity.

Jak je patrné z vyse uvedenych vysledkl, nepodafilo se vzhledem k problematické
reaktivité¢ a stabilité provést vsechny vytycené transformace v preparativnim méfitku,
nicméné 1 V ptfipad¢ problematickych modifikaci byly ve vétSiné pifipadi nalezeny
podminky pro pfipravu cilovych derivati nebo jejich prekurzort v analytickém mnozstvi.
V téchto ptipadech budou nasledné prislusné latky pfipraveny v preparativnim mnozstvi

a plné€ charakterizovany.
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NMR byly zméfeny se zbytkovym DMF a TFA, z divodu obtizné purifikace
t&chto intermediatil (kapitola 5.1.1). DMF v 'H NMR poskytuje t¥i signaly — 2.73 a 2.89
singlety pro CHs skupiny a singlet 7.95 pro CH skupinu. V *C NMR poskytuje také tfi
signaly — dvé CHjs skupiny 30.73, 35.73 a CH skupina 162.29. TFA poskytuje dva signaly
V BC NMR, které tvofi dva kvartety. Prvni u 158 ppm a druhy u 115 ppm.
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Latka 9 byla ¢isténa pomoci sloupcové chromatografie za zvoleni mobilni faze 7 %
MeOH/DCM a 1% AcOH. NMR bylo mé&teno v DMSO-ds. *H NMR obsahuje zbytkovou
kyselinu octovou, ktera poskytuje singlet CHs skupiny pii 1.91 ppm. V *C kyselina
octova poskytuje dva signaly. Prvni odpovida CO pti 171.93 a druhy signal CHz pii 20.95.
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