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SEZNAM ZKRATEK:

o separacni faktor

AChE acetylcholinesteraza

Bn benzyl

COosYy korelacni spektroskopie (corralation spectroscopy)

COX cyklooxygenaza

CSP chiralni stacionarni faze

Cy cyklohexyl

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

DCM dichlormethan

DEA diethanolamin

DIC diisopropylkarbodiimid

DMAP N,N-dimethylaminopyridin

DMF N,N-dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

Fmoc fluorenylmethyloxykarbonyl

HDA hetero-Diels-Alderova reakce

HMBC heteronuklearni vicevazebna korela¢ni spektroskopie (heteronuclear
multiple-bond correlation spectroscopy)

HMQC heteronuklearni vicekvantova korelace (heteronuclear multiple-
guantum correlation)

HOBt N-hydroxybenztriazol

HPLC vysokou¢inna kapalinova chromatografie

ICsq polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace

L1210 bunky mysi leukemie

LC-MS kapalinova chromatografie - hmotnostni spektrometrie

LOX lipooxygenaza

MCF-7 bunécna linie rakoviny prsu

MEK mitogenem aktivovana proteinkinaza kinaza

NMO N-methylmorfolin-N-oxid

NMR nuklearni magneticka resonance

ON pies noc (over night)

PC-3 bunécna linie rakoviny prostaty

Py pyridin

Rs rozliSeni

RT pokojova teplota (room temperature)

SFC superkriticka fluidni chromatografie

SPOS organicka syntéza na pevné fazi (solid phase organic synthesis)




TBAF tetrabutylamonium fluorid

TBAPI jodistan tetrabutylamonny (tetrabutylammonium (meta)periodate)
TEA triethylamin

TEAB tetraethylamonium bromid

TFA trifluorooctova kyselina

THF tetrahydrofuran

TIPS triisopropylsilyl

TMS trimethylsilyl
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1. UVOD

Derivaty 1,2-0xazinu jsou malo se vyskytujici Sesticlenné cykly s N-O vazbou.
Tento strukturni motiv se nachazi v ptirodnich latkach, napt. FR900482 a FR66979 (Obr. 1)
izolovanych ze Streptomyces sandaensis, které vykazuji protinadorové a antibakterialni
ﬁéinkyl’z.

Dihydro-1,2-oxazin nachazi své uplatnéni napt. pii hledani novych syntetickych 1&¢iv.
Byl vyuzit vsyntéze novych potencialnich oxazolidinonovych antibiotik, jako je napf.
oxalidinon G&inny proti Gram-pozitivnim bakteriim (Obr. 1)%. Pomoci hetero-Diels-Alderovy
(HDA\) reakce byl také zaveden do struktury kolchicinu (Obr. 1). Takto modifikovany derivat
vykazuje podobné cytotoxické uc¢inky jako samotny kolchicin a diky vratné reakci, kdy se
uvoliiuje zp&t samotny kolchicin, funguje jako prolégivo®. Mezi vhodné metody piipravy
1,2-oxazinovych derivati patii nitroso HDA reakce. Spolu s naslednou modifikaci pomoci
Stépeni N-O nebo C-O vazeb ¢i reakci na dvojné vazbé u vzniklych 1,2-oxazinu ptredstavuji

tyto transformace vyznamny klicovy krok v totalni syntéze ptirodnich a syntetickych

£
0
on -2 “NH, Cr{l o
> TR
NH '\\I\C
NHAc

FR900482 R = CHO
FR6679 R =CH,OH

biologicky aktivnich latek®.

oxalidinon

derivat kolchicinu

Obrazek 1: Pfirodni a biologicky aktivni latky obsahujici 1,2-oxazinovy kruh



Nitroso HDA reakce poskytuje 1,2-oxazinové derivaty ve smési stereo, ptipadné regio
izomerd. Pro syntézu léCiv jsou vSak casto dulezité opticky cisté derivaty daného
regioisomeru. Proto je tfeba mit k dispozici analytickou metodu, kterdA by umozZnila
kontrolovat pomér jak regioisomeri, tak stereoisomerii pii regio/steroselektivni syntéze.

Nejefektivngjsi metodou je aktualng vyuZiti chirlni HPLC metody®.

Soucasti této diplomové prace je vyvoj syntézy novych derivati oxazinu pomoci tzv.
solid-phase organické syntézy (SPOS) s prvky kombinatorialni chemie a high-throughput
syntézy a nasledn¢ pak vyvoj podminek pro rychlé stanoveni enantiomerni Ccistoty
pfipravenych latek pomoci chirdlni separace, které budou vyuzity pro budouci studium

stereoselektivnich syntéz oxazinovych derivati.
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2. CIL DIPLOMOVE PRACE

Predlozena diplomova prace si klade za cil pfipravit knihovnu latek derivati oxazinu
pomoci syntézy na pevné fazi a kombinatorialni chemie. Jednd se o optimalizaci
nékolikastupiiové syntézy vedouci k latkim A (R%:X;R?), prevedeni téchto latek
na sloudeniny B (R%:X;R% a C (R%:X;R? oxidaci dvojné vazby a $tdpenim N-O vazby
za podminek SPOS (Obr. 2).

o) o)
HZN\RAKCX\ o HzN\R1JJ\©(\ 0
l /)N;OJ)L R? -~ NN R?
Me”™ NF Me OH
OH
A (R';X;R?) B (R';X;R?)

|\X Me OH O

Z N R2
H

OH OH

C (R;X;R?)

R! = @, aminokyselina, dipeptid
X= N, C'NOZ, C'NH2
R? = primarni nebo sekundarni amin

Obriazek 2: Obecné struktury findlnich derivata
Dil¢im cilem je dale vyvoj podminek pro chirdlni separaci téchto derivatl za pomoci
chiralni separace metodou HPLC ptipadn¢ SFC provedenou u vybranych Cistych derivati

a derivatt v surové reakéni smési.

Celkové by tak diplomova price méla poskytnout zdklad pro budouci studium

stereoselektivni syntézy oxazinovych derivatl na pevné fazi.

11



3. TEORETICKA CAST

Teoreticka c¢ast diplomové prace se zabyva piehledem chemie 1,2-oxazinovych
derivati. Nejprve uvadi prehled syntetickych metod vedoucich k 1,2-oxazinovému cyklu,
dihydro 1,2-oxazinovému cyklu a k 1,2-oxazinanu. Nasledné shrnuje metody pfemény
1,2-oxazinovych derivatii, zejména reakce vyuzivajici pritomnost dvojnych vazeb a reakce
zalozené na Stépeni N-O vazby a na Stépeni C-O vazby. Nakonec se zamétuje na biologickou

aktivitu 1,2-oxazinovych derivata.

3.1. Syntéza 1,2-oxazinovych derivati

3.1.1. Syntéza 1,2-oxazinového cyklu

Jednou zmetod pripravy 6H-1,2-oxazini V je hetero-Diels-Alderova reakce
a-nitrosoalkent 111 s koncovymi acetyleny 1V (Schéma 1). Vychozi a-nitrosoalkeny 111 byly
ptipraveny z ketoximi | reakci s chloraminem-T s naslednou dehydrohalogenaci. Vysledné

6H-1,2-oxaziny V vznikaly pfi tomto postupu ve vyt&zku 51-68 %°.

12



_OH .
N . N N
1 1]
Cl
R! R! R
n

2
N’/O N,O R
ii |
+ —R?>? —— Z
R R’
n v Vv

R'=H, CHs, Cl, OCH3, NO,
R? = CH,OH, Ph, COOEt, CH,CH,CH,

i) chloramin-T, EtOH, 4 h, reflux

ii) TEA, 1 h, RT
iii) 15-20 h, refllux

Schéma 1: Piiprava a-nitrosoalkenti a nasledna HDA s koncovymi acetyleny

Této metodé piedchazela dvoustupniova reakce spocivajici v hetero-Diels-Alderoveé
reakci a-nitrosoalkentt VI vhodnym prekurzorem a naslednou pfeménou dihydro-1,2-oxazinu
VI na 6H-1,2-oxazin IX (Schéma 2)7. Nevyhodou je dlouhd Sestidenni reakéni doba prvniho
kroku. Vyt&zky 6H-1,2-oxazini 1X se viak pohybuji mezi 59 az 98 %',

N’/O [Br i )NLOJiOEt i N,O OEt
+ - e |
R& R Br =

Vi Vil Vil IX
R = Ar, COOEt, CF5, CH,CH=CHCOOMe

i) MeOtBu, RT, 6 dni
ii) DBU, MeOtBu, RT, 6 h

Schéma 2: HDA nitrosoalkent a nasledna dehydrohalogenace
Dalsi metodou piipravy je cyklizace 1-kyano-3-brompropenovych derivath
s hydroxylaminem. Ksyntéze 4H-1,2-oxazinu XI byl wvyuzit 2-amino-1,1,3-trikyano-

3-bromopropen X s hydroxylamin hydrochloridem (Schéma 3). Vysledny 1,2-oxazin XI byl

izolovan ve vyt&zku 62%?°.

13



H,N  CN H,N  CN
i
N042_<CN g NC%_\g—NHZ
N-O
X X

i) NH,OH.HCI, K,CO;, EtOH, 3 h, reflux

Schéma 3: Tvorba 4H-1,2-oxazinu cyklizaci s hydroxylaminem

Hydroxylamin byl vyuzit i pfi cyklizaci s derivaty nitrild ¥-keto kyselin. Ptikladem je
ptiprava 2H-1,2-oxazinu XV cyklizaci hydroxylaminu s derivatem XIV. Ten byl pfipraven
reakci 4-(2-kyanoacetamido)benzoové kyseliny XI1 a bromacetofenonu XII (Schéma 4).

Vysledny 2H-1,2-oxazin XV vznikl ve vytézku 53 %°.

o) O NH,
Ph
(0] i Ar\N CN i Ar\H = (|)
Arc Ao ¥ © : 0 o NH
H Br
Ph Ph
X X
XIv XV

i) TEA, EtOH, 1 h, reflux
ii) NH,OH.HCI, Na,COs3, DMF, 4 h, reflux

Schéma 4: Tvorba 2H-1,2-oxazinu cyklizaci s hydroxylaminem

Jinou moznosti vzniku 6H-1,2-oxazint XVII je fotolyza 2-azidopyridin I-oxidu XVI.
Fotolyza probiha v benzenu pii 350 nm a pokojové teploté po dobu 1 h za odstépeni dusiku
(Schéma 5). Vysledné derivaty XVII vznikly ve vytézku 45-96%. 1,2-oxaziny XVII jsou
vSak nestabilni a je tfeba je rychle zpracovat ¢i uchovavat za mrazu pod dusikem. Za zvySené

teploty presmykuji na pyrroly XV111%,
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R3 rTl@ Ng R °N OH
o]
XVI XVl XVl

R, R?, R®=H, CH,

i) hv, benzen, 1 h, RT
ii) T, proR*=H

Schéma 5: Fotolyza za vzniku oxazinu XVII a jeho izomerizace

3.1.2. Syntéza dihydro-1,2-oxazinového cyklu

Hlavni metodou pfipravy 3,6-dihydro-1,2-oxazini XXI je hetero-Diels-Alderova
reakce N-substituovanych nitroso latek. Jedna se o [4+2] cykloadi¢ni reakci nitroso slou¢enin
XIX sdieny XX (Schéma 6). Jako dienofily se vyuzivaji C-nitroso slouéeniny, napf.
kyanonitroso X1Xa, arylnitroso XIXb, pyridylnitroso X1Xc, vinylnitroso XIXd, acylnitroso
XIXe nebo estery kyseliny nitrosomravenéi XIXf. Reakce jsou urychlovany piitomnosti

elektronakceptorni skupiny™.

o S o a: R=NC
Kl + e N ’ b: R =Ar
R~ 7 R” c: R =pyridin
d: R=CH2CH
XIXa-f XX XXla-f e: R — RC(O)
f: R=ROC(O)

Schéma 6: Nitroso hetero-Diels-Alderova reakce

Jako prakticky piiklad 1ze pak uvést ptipravu analoga oxalidinonového antibiotika
linezolidu XXI11, u kterého chybi fluor a misto morfolinového cyklu je za¢lenén 3,6-dihydro-
1,2-oxazin. Nitrosoderivat XXII poskytuje pii reakci s butadienem XX v dichlormethanu
pozadovany produkt XXI11 ve vyt&zku 89 % (Schéma 7)°.

15



i) DCM, 0°C az RT, 3h

Schéma 7: Nitroso HDA pfi syntéze analoga linezolidu

Dalsi metodou pro ptipravu 3,6-dihydro-1,2-oxazinant je metateze s uzaviranim kruhu
u 1,7-dienti. Vychozi latku XXVI lze ptipravit dvojitou alkylaci N-Boc-hydroxylaminu XXIV
vhodnym bromalkenem. Ta pak reaguje za pfitomnosti Grubbsova katalyzatoru XXVIII
v dichlormethanu za varu (Schéma 8). Vysledny N-Boc-3,6-dihydro-1,2-oxazin XXVII byl

ptipraven ve vytézku 93 %. Touto metodou lze pfipravit i sedmi ¢i vice¢lenné cykly s N-O

vazbou®.
i A~ i o F i o)
BocNHOH —» O — | — u
NHBoc BOC/N\/\ BOC/
XXV XXV XXVI XXVII
C|.szcy)3
c) ?Ph
i) 3-brompropen, NaH, THF Y)s
ii) 10 mol% Grubbsuv kat. Y, DCM, reflux, 4h XXV

Schéma 8: Syntéza 3,6-dihydro-1,2-oxazinanti pomoci metateze s uzaviranim kruhu dient

Metodou pro enantiomerné Cisté dihydro 1,2-oxaziny je organokatalyticka
a-oxyaminace nitrosobenzenu a nasledna intermolekularni Wittigova reakce. Nejprve reaguje
maly nadbytek aldehydu XXIX s nitrosobenzenem XXX za katalyzy (S)-pyrrolidinyl-
tetrazolu XXXIV v dimethysulfoxidu (DMSQO). Nasledn¢ je pfidan tetrahydrofuran,
vinylfosfoniova sal XXXII a hydrid sodny (Schéma 9). Pro tuto reakci vedouci
k dihydro 1,2-oxazinim XXXIII jsou vyhodné rozvétvené aldehydy, které vedou k vytézkum

61 — 82 % s enantiomerni &istotou 83 — 99 %3,

16



XxIX XXX XXXII XXXl
R'=H, Me N
R?= alkyl, alkenyl N “ "N

H HN-N
i) (S)-pyrrolidinyl-tetrazol XXXIV, DMSO, RT, 15-30 min
i) NaH, THF, 0°C, 20 min XXXIV

Schéma 9: Pfiprava 3,6-dihydro-1,2-oxazinovych derivati pomoci a-0xyaminace

a intermolekularni Wittigova reakce

Posledni metodou pro syntézu dihydro-1,2-oxazini je reakce nitronl
s methoxyallenlithiem XXXVI. Jako konkrétni ptiklad lze uvést reakci nitronu odvozeného
od (R)-glyceraldenydu XXXV (Schéma 10). Reakce probiha V tetrahydrofuranu pii -78%
po dobu 2 h. Methoxyallenlithium XXXVI je ptipravovan z methoxyallenu a n-butyllithia.
Vysledné dihydro-1,2-oxaziny XXXVII byly izolovany ve vytézku 53 % (R = Me) a 81 %

ome 0K
\)\KH — ~
| .
o N. Li N
(@) R

0" 'R

(R = Bn) a enantiomerni &istot& 98 %',

XXXV XXXVI XXXVII

R = Me, Bn
i) THF, -78°C, 2h
i) H,0

Schéma 10: Reakce nitronti s methoxyallenlithiem

5,6-dihydro-1,2-oxazinany mohou byt syntetizovany obménami vySe zminénych
metod. Lze je piipravit hetero-Diels-Alderovou reakci’™® jako priklad je vySe zmin&na
syntéza derivatu VIII', cyklizaénimi metodami vhodnych prekurzort s hydroxylaminem?®, &i

cyklizacemi arylalkenyl-oxima®.
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3.1.3. Syntéza 1,2-0xazinanu

Pro syntézu 1,2-oxazinanu je znacné rozSifena cykloadicni reakce nitronu XXXIX
a aktivovaného cyklopropanu XXXVIII. Ke katalyze téchto reakci se vyuzivaji Lewisovy
kyseliny, zejména Yb(OTf); ¢i Mgl, (Schéma 11). Reakce katalyzované Yb(OTT); probihaji
v dichlormethanu za pokojové teploty. Reakce katalyzované Mgl zase v bezvodém THF opét

za pokojové teplotyls’lg.

]
R'00C COOR' 0.® R* R .O.__R?

@
N i N
A+ I —
R2 R3 R3

R'OOC COOR!
XXXVII XXXIX XL

R = Me, Et
R¥** = H, Ar, Bz, vinyl

i) 5 mol % Yb(OTf);, DCM, RT, 3-42 h nebo
i) 10 mol % Mgl,, THF, RT, 16-24 h

Schéma 11: Syntéza 1,2-oxazinanu reakci cyklopropanu a nitronu

Pro mén¢ stabilni nitrony byla vyvinuta tfikomponentova modifikace této reakce, kdy
je nitron XLIII syntetizovan in situ z odpovidajiciho aldehydu XLI a hydroxylaminu XLII
za katalyzy Lewisovou kyselinou. Reakce probiha v toluenu za piitomnosti molekularniho
sita, po 30 minutach je pfidan cyklopropan XLIV. Reak¢ni smés je michana za laboratorni

teploty do odreagovani cyklopropanu XLIV (Schéma 12)20.

e 4 2
i 0.°.R*| R'ooC COOR' ;  Ry-O R
R3CHO + R*NHOH —> \ + -
R3 4 R3
XLI XLII R R' R
XL XLIV XLV

R = Me, Et
R¥*** = H, Ar, Bz, vinyl

i) 10 mol % Yb(OTf)s, molekularni sito (4A), toluen, RT, 30 min
ii) RT, do odreagovani

Schéma 12: Ttikomponentova modifikace za vzniku 1,2-0xazinanu
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Dale 1ze k syntéze dihydro-1,2-oxazind vyuzit samotné nitrony. Alkenylnitrony XLVI
reaguji S fenylselenium bromidem v dichlormethanu za pokojové teploty po dobu
1-1,5 hodiny. Nasledna reakce pak poskytuje michanim v methanolu finalni produkt XLIX
ve vyt&zku 70 % (Schéma 13)%.

PhSe, ePh SePh

XLvi XLVII XLV

R = Ph, propyl

i) fenylselenium bromid, DCM, RT, 1-1,5 h
ii) MeOH, RT, 2 h

Schéma 13: Cyklizace alkenylnitronu pomoci fenylmagnesium bromidu

Dalsim mechanismem tvoficim 1,2-0xazinany je o-aminoxylace a nasledna
aza-Michaelova adice, kdy reaguji nitroalkenaly L s nitrobenzenovymi derivaty LI
za katalyzy L-prolinu (Schéma 14). Za optimalnich podminek reakce probiha v acetonitrilu
pti -20°C. Nizka teplota zamezuje homodimerizaci. Pfidavek tetraethylamonium bromidu
(TEAB) zase snizuje mnozstvi potiebného L-prolinu. Reakce byla vyzkousena na nékolika
derivatech a vysledné 1,2 oxazinany LIl vznikly svytézky 47 — 90 % a enantiomernimi

Sistotami 97 az > 99 %%

CHO
CHO NO ~o
OZNW T — QN N o
R “Re O,N" R! L
L LI LI

R! =H, Me, Et, Ph, Bn, pMeCsH,CH,, pCIC¢H,CH,, pBrCsH,CH
R%=H, 2-Me, 4-Me, 4-Br

i: L-prolin, TEAB, CH3CN, -20°C, do odreagovani

Schéma 14: Priprava 1,2-0xazinanu pomoci a-aminoxylace a nasledné aza-Michaelovy adice
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Posledni metodou ptipravy 1,2-oxazinanti, nevychazejici z jiz Sesticlenného cyklu je
ptesmyk pyrrolidin-N-oxidu. Vychozi 2-aryl substituované pyrrolidiny LVIII se oxiduji
peroxidem vodiku na pyrrolidin-N-oxid LIV. Zahiatim na 150 - 170°C vznikly 1,2-0xazinany
LV ve vytézku 49 az 96 % (Schéma 15)%.

LVl LIV Lv
R =H, Mg, CI

i) H,0, RT
ii) 150-170°C

Schéma 15: Tvorba 1,2-oxazinant pfesmykem pyrrolidin-N-oxidu
Dale lze 1,2-oxazinany pfipravit redukci dvojné vazby 1,2-oxazinli a dihydro-

1,2-oxazini. Tyto reakce budou uvedeny v kapitole 3.2.1. popisujici reakce vyuZzivajici

pritomnost dvojnych vazeb.
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3.2.Metody premény 1,2-oxazinovych derivatii

3.2.1. Reakce vyuzivajici pritomnost dvojnych vazeb
3.2.1.1. Pfeména dvojné vazby 6H-1,2-oxazinového cyklu

Prvni z reakci vyuzivajici pfitomnost dvojné vazby 1,2-oxazind je cis-dihydroxylace.
K pfeméné 6H-1,2-oxazinu LVI lze pouzit manganistan draselny pii -45°C, kdy
dihydroxyderivat vznika ve vytézcich 70 — 80 %, ¢i chlorid ruthenity s jodistanem sodnym
pii 0 — 5°C (Schéma 16). Druha metoda je rychlejsi a dihydro 1,2-oxaziny LVII poskytuje
ve vyssich vytézeich 79 - 99 %%,

OH
_~_R i HO R
| —_— I
_N oS N
Et0” ~O Et0" SO
LVI LVl

R = Ar, COOEt, CF;

i) KMnO,, MgSO,, EtOH, H,0, -45°C, 50 min
nebo RuCl;.H,0, NalO,, EtOAc, MeCN, 0 - 5°C, 5 - 6 min

Schéma 16: Dihydroxylace 1,2-oxazint

Druhou metodou pfemény dvojné vazby 1,2-oxazini je adice na konjugovaném
systétmu dvojnych vazeb za vzniku organolithného derivatu piisluSného oxazinu a jeho
naslednd pfemeéna s elektrofilem. K adici na 1,2-oxaziny LVIII byly vyuzity organolithné
slouceniny jako fenyllithium, n-butyllithium, tert-butyllithium ¢i 2-propenyllithium. Nasledné
vyuziti riznych elektrofili vedlo ktvorbé substituovanych dihydro 1,2-oxazini LIX

ve vyt&zeich 34 — 89 % (Schéma 17)%.
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R2

_~_Ph RY,. Ph
Lo L
EtO” O~ Et0” ~O~

Lvil LIX

R' = Ph, n-Bu, tert-Bu, 2-propeny!
R%= H, Me, SMe, F, OH, CO,Bn, CO,Et

i) R'Li, THF, -78°C, 15 min
i) R°X, -78°C — RT, 45— 120 min

R?X = H,0, Mel, MeSSMe, FN(SO,Ph),, O,, CICO,Bn, NCCO,Et

Schéma 17: Adice organolithnych slou¢enin na dvojnou vazbu 1,2-oxazinti

3.2.1.2. Pfeména dvojné vazby 3,6-dihydro-2H-1,2-oxazinového cyklu

Stejné¢ jako v piedeslém piipadé je i u derivata 3,6-dihydro-1,2-oxazinu popsana
dihydroxylace. Pro reakci se vyuziva oxid osmicely spolu s N-methylmorfolin-N-oxidem
(NMO). Takto vzniklé dihydroxy 1,2-oxazinany vznikly stereospecificky s vytézky 40 az
99 % (Schéma 18)%°. Stejn& jako v piipadn& 1,2-oxazinant lze pro dihydroxylaci vyuzit

I jodistan sodny za katalyzy chloridem ruthenit}'/m27.

o//\/:>\COOR3 o?<_>\coora3

N
i H
9 — "o
N
~COR? HO N\CORZ
R R!
LX LXI
R'=H, Me
R? = NMe,, OtBu, OBn
R® = Me, tBu

i) OsO4, NMO, aceton, H,0, 40°C, 16 — 24 h

Schéma 18: Dihydroxylace dihydro 1,2-oxazinu

Dalsi metodou pfemény dvojné vazby dihydro 1,2-oxazinu je hydroborace a nasledna
oxidace. Prikladem je reakce dihydro 1,2-oxazinu LXII skomplexem boranu

a tetrahydrofuranu a nasledna oxidace peroxidem vodiku (Schéma 19). V piipadé pouziti
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derivatu LXII vznikly vysledné 1,2-oxazinany LXIII ve vytézku 69 % (R=Bn) a 80 %

(R=Me)®.
oR, ok or, ok
ﬁ\k;\/o i HOL _~ 0
(0] Bn (@) Bn
LXII LXIN
R = Me, Bn,

i) BH;. THF, THF, -30°C - RT, 3h
i) NaOH, H,0,, -10°C - RT, ON

Schéma 19: Hydroborace a nasledna oxidace 3,6-dihydro-1,2-oxazinu

Dale je mozné dvojnou vazbu 3,6-dihydro-1,2-oxazinu podrobit redukci. Tato
pfeména byla aplikovana u derivatu LXIV vzniklého nitroso HDA. Nejprve byla
hydrolyzovana chrénici silylova skupina pomoci tetrabutylamonium fluoridu a nasledné byla
provedena redukce hydridoboritanem sodnym (Schéma 20). Redukovany derivat LXV vznikl

jako jediny diastereoizomer ve vytézku 98 %%,

TIPSO HO
N —_— N

LXIV LXV
i) TBAF, THF, AcOH, -78°C — RT, 2h
ii) NaBH,, MeOH, 0°C, 2h
Schéma 20: Redukce 3,6-dihydro-1,2-oxazinu

Dvojnou vazbu 3,6-dihydro-1,2-oxazinu lze dale vyuzit k rozsifeni cyklu za tvorby
1,2-oxazepini. Enantiomerné (¢isté dihydro 1,2-oxaziny LXVI nejprve reaguji
s bromoformem, fluoridem draselnym a hydroxidem sodnym za pfitomnosti katalyzatoru
fazového pirenosu. Vznikly derivat LXVII pak zahfivanim s uhli¢itanem draselnym
v methanolu poskytl 1,2-oxazepin LXVIIl ve vytézku 53 % (R=Me) a 62%
(R=CH,CH,SiMes) (Schéma 21)*.
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LXVI LXVII LXVIII

R = Me, CH,CH,SiMe;

i) CHBr3;, KF, NaOH, Et;BnNCI, RT, 2 d
i) K,CO3, MeOH, reflux, 20 h

Schéma 21: Rozsifeni kruhu dihydro 1,2-oxazinu

Dvojnou vazbu dihydro 1,2-oxazinti je také mozné podrobit 0zonolyze. Dihydro
1,2-oxazin LXIX poskytuje reakci s 0zonem v methanolu a nasledné reakci s acetanhydridem

a triethylaminem diester LXX ve vyt&zku 68 % (Schéma 22)>".

OMe 9/<

"
— H

i) O3, MeOH, -78°C, 20 min; RT, 2 h
ii) Ac,0, NEt;, DCM, 0°C, 30 min; RT, 21 h

Schéma 22: Ozonolyza dihydro 1,2-oxazinu a nasledna reakce s acetanhydridem

3.2.2. Reakce zaloZené na S$tépeni N-O vazby

Reakce zalozené na S$tépeni N-O vazby byly popsany pouze pro dihydro 1,2-oxaziny
a 1,2-oxazinany. Pro obé tyto skupiny se nejCastéji vyuziva redukce zinkem v kyselém
prostfedi, které zajiStuje kyselina chlorovodikovd nebo octova'®*?3_ Prikladem je stépeni
dihydro 1,2-oxazini XXXIII pomoci zinku v kyselin¢ chlorovodikové (Schéma 23).

Vysledné derivaty LXXI vznikly ve vytézku 83 az 96 %,
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Ji:NPh i )i:NHPh
— OH
Ri © Ri

R'=H, Me

R?= alkyl, alkenyl

i) Zn, HCI, MeOH, RT, 18 —48 h

Schéma 23: Stépeni N-O vazby 3,6-dihydro-1,2-oxazint pomoci Zn/HCl

N-O vazbu derivati 1,2-oxazinu lze dale $tépit katalytickou hydrogenaci. 1,2-0xazinan
LXXII poskytuje redukci vodikem za katalyzy paladiem derivat LXXIII ve vytézku 99 %.
(Schéma 24)%.

PO,Et,

PO;Et HO,
HO o “ OH
m, ') i

' ——  HOV

LU N
HO" D HN :

LXXII LXXIl

i) H,, Pd-C, EtOH, RT, 12 h
Schéma 24: Katalyticka hydrogenace N-O vazby 1,2-oxazinanu

Pro $tépeni N-O vazby 1,2-oxazini byl také vyuzit jodid samarnaty. U $tépeni dihydro
1,2-oxazinani LXIX vznikaly vedle aminoalkoholi LXXIV i pyrrolové derivaty LXXV
(Schéma 25). Jejich pomér bylo mozné upravit reakénimi podminkami, a to ekvivalentem
jodidu samarnatého a reakéni dobou. Redukce 1,2-oxazinani probihala kvantitativné

za vzniku aminoalkoholt™®.

= - = + RS
N HN. N\_N_
O” "Bn HO B Bn
LXIX LXXIV LXXV
i) Sml,, THF, RT

Schéma 25: Stépeni N-O vazby dihydro 1,2-oxazinu jodidem samarnatym
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Dale 1ze N-O vazbu derivati 1,2-oxazinu $tépit pomoci hexakarbonylu molybdenu,

fotochemicky, enzymaticky & dal§imi chemickymi procesy™™.

3.2.3. Reakce zaloZené na $tépeni C-O vazby

Reakce zalozené na Stépeni C-O vazby derivatl 1,2-oxazinu byly opét popsany jen
pro dihydro 1,2-oxaziny a 1,2-oxazinany. Dihydro 1,2-oxaziny mohu podléhat $tépeni C-O
vazby pomoci Lewisovy kyseliny a nasledné tvorbé C-C vazby reakci s trimethylsilany.
Piikladem  je  3,6-dihydro-1,2-oxazin LXXVI,  ktery  reaguje s BF3.OFEt;
a allyltrimethylsilanem LXXVII (Schéma 26). Nejprve dochazi ke Stépeni C-O vazby
za vzniku intermedidtu LXXVIII. Ten pak piechédzi na vysledny derivat LXXIX ve vytézku
72 %%,

OMe
OMe OMe
o) ™s ®O’BG%3 B
| g 3 N
N\Bn “Bn N
Bn~ "OH
LXXVI LXXVII LXXVIII
LXXIX

i) BF;.0Et,, DCM, 0°C
Schéma 26: Stépeni C-O vazby dihydro 1,2-oxazinu a reakce s trimethylsilanem

V chemii na pevné fazi miZe dochazet ke Stépeni C-O vazby pii Stépeni latky
z pryskytice. Latky zakotvené na pryskyfici se silylovym linkerem se z ni uvoliiuji pomoci
tetrabutylamonium fluoridu. V ptipadé derivatu obsahujiciho dihydroxy 1,2-oxazin LXXX
vS8ak zaroven dochazi ke §tépeni C-O vazby oxazinového kruhu (Schéma 27). Derivat LXXXI

vznikl ve vytézku 77 %

oo mﬁf ;ﬁ_’ Nﬁ Oigfij

LXXX LXXXI

i) TBAF, THF, RT, 30 min
Schéma 27: Stépeni 3,6-dihydro-1,2-oxazinu z pryskyfice se §tépenim C-O vazby
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Vhodné substituované 1,2-oxazinany podléhaji po stépeni C-O dal§im modifikacim.
Derivat LXXXII poskytl se smési vody a kyseliny octové pyrrolin N-oxid LXXXIV. Ten byl
reakci s kyanoborohydridem sodnym pieveden na N-hydroxypyrrolidin LXXXV ve vytézku
55 % (Schéma 28)%.

R R R
H , R .
| 1
OH ___ OH — X - >
<~ ~-NH HN_ N "H OH N "H OH
MeO © O "OH e OH
LXXXII LXXXIII LXXXIV LXXXV
R = 4-MeOC¢H4

i) H,0, AcOH, 80°C, 1,5 h
i) NaBH;CN, RT, 3 h

Schéma 28: Stépeni C-O vazby 1,2-oxazinanu za tvorby N-hydroxypyrrolidin
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3.3. Biologicka aktivita 1,2-oxazinovych derivatii

Mezi biologicky aktivni latky obsahujici 1,2-oxazinovy kruh patii derivaty strukturné
podobné klinicky vyuzivaného mitomycinu C LXXXVI. Latky FR900482 LXXXVII
aFR66979 LXXXVIII (Obr. 3) byly izolovany ze Streptomyces sandaensis a vykazuji
protindadorové a antibakteridlni ﬁéinkyl’z. Tyto latky podléhaji bioreduktivni aktivaci
a interaguji s DNA zpiisobem, pii kterém dochazi ke spojeni dvou fetézcli (mezifetézcovy
crosslink). V ptedbéznych klinickych studiich vykazovaly latky FR900482 LXXXVII a jeji
derivat FK973 LXXXIX trojndsobné¢ vyssi uGcinnost a vyznamné niz$i toxicitu nez
mitomycin C. Jsou G¢inné proti multirezistentnim bunkam P388. FK973 LXXXIX tvofi
DNA - DNA mezifetézcové crosslinky @ DNA - protein crosslinky v buiikach L1210%. Dale
byly studovany mezifetézcové crosslinky u latky FK317 XC a jejich metabolitt FK70496
XCl a FK157471 XClII (Obr. 3)*.

o)
NH,
J

\\\OMe

OHC

LXXXVI LXXXVII R = CHO (FR900482) LXXXIX R'=R2=R3=Ac (FK973)
LXXXVIIR = CHZOH (FR6679) XC R1=Me R2=R3=AC (FK317)

XCl R'=Me, R?=H, R3=Ac (FK70496)
XCll  R'=Me, R?=R3=AH (FK157471)

Obrazek 3: Mitomycin C, FR900482 a jeho analoga

Na piikladu latky FR900482 LXXXVII byl navrzen a nésledné experimentalné ovéten
mechanismus bioreduktivni aktivace a nasledného mezifetézcového crosslinku (Schéma 29).
Nejprve dochazi k redukci N-O vazby za tvorby intermediatt XCIIl a XCIV, které
po odstépeni vody piechazeji na mitosen XCV. Ten pak reaguje s DNA a vytvari

mezifetézcovy crosslink XCVI¥,
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2e’, 2H*

OHC

LXXXVII Xcll XCIv

-H,0

OHC : N
N mNH N AW
g iN L
Xcv NH

Xcvi

Schéma 29: Bioreduktivni aktivace a mezifetézcovy crosslink FR900482

Dalsi biologicky aktivni latkou obsahujici 1,2-oxazinanovy kruh je BF389 XCVII
(Obr. 4). Jedna o jeden zprvnich selektivnich inhibitord cyklooxygenazy 2 (COX-2)
s inhibi¢ni koncentraci 1Csy pro COX-2 0,03 pM. a pomérem ICso COX-2/COX-1 0,2. Radi
se do druhé tfidy nesteroidnich antiflogistik, jedna se tedy o kompetitivni, casové zavislou,

reversibilni inhibici. BF389 XCVII je pouze experimentalni latkou®".

Stejny 3-0x0-1,2-oxazinanovy kruh ma i latka RO49879655 XCVIII (Obr. 4)
vyvijend jako kancerostatikum. Tato latka nekompetitivné inhibuje enzym mitogenem
aktivovanou proteinkinaza kinazu (MEK). V preklinickych testech vykazovala slibné aktivity.
Byla testova v 1. fazi klinickych studii na pokrocilych metastazujicich solidnich nadorech
a melanomech. Mezi neZadouci U€inky patii zvySeni kreatin fosfokindzy, rozmazané vidéni,

vyrazka a gastrointestinalni poruchy.
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Me\N y CMe, H F
o g;o N@\
OH X
CMe, F |
O F

XCVII BF389
XCVIIl RO49879655

Obrazek 4: Inhibitory COX2 a MEK obsahujici 3-0x0-1,2-oxazinanovy kruh

Derivaty 1,2-oxazinu nachazeji uplatnéni i pti hledani novych antimikrobidlnich latek.
Pii testovani novych oxalidinonovych antibiotik proti gram-pozitivnim bakteriim mé¢l slibné
minimalni inhibi¢ni koncentrace derivat XCIX (Obr. 5). Ty byly srovnatelné s komeréné
dostupnym linezolidem C. Dalo by se ptedpokladat, Ze jeho fluorovany derivat by byl jesté
aktivngj$i. Pfi testovani na mysich in vivo modelech vSak derivat XCIX prokazoval velmi

nizkou aktivitu a proto nebyl dale charakterizovéan®.

Y T
o.b AR
\\&NHAC \\&NHAC

XCIX o

Obrazek 5: Oxalidinonovy derivat obsahujici dihydro 1,2-oxazin a linezolid

Na antimikrobialni aktivitu byly testovany i nové 5,6-dihydro-1,2-oxazinové derivaty.
Kombinatorialnim zpisobem nasyntetizované nové derivaty Cl (Obr. 6) byly testovany
na antibakteridlni a antifungalni aktivitu proti ¢tyfem druhim bakterii a plisni. VSechny

slougeniny vykazovaly vybornou in vitro aktivitu®.

R2 R! = Me, MeO
1 /N—O ; R2 = H, Me, MeO
R R R = R2 = CH,CH,CH,

R3 = CN, CH,CI, CH,OH, COOEt, H,C 0
. T
o

Obrazek 6: 5,6-dihydro-1,2-oxaziny s in vitro antimikrobialni aktivitou
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Dale byly derivaty 1,2-oxazinanu cileny na 5-lipooxygenazu (5-LOX)
a acetylcholinesterazu (AchE). Z tfinacti nové nasyntetizovanych derivati byl nejvice G¢inny
derivat CIl (Obr. 7) s inhibi¢ni koncentraci ICsg 1,88 uM vuéi 5-LOX a 2,5 uM vici AChE.
Afinitu k enzymum potvrdil i in silico docking. Vzhledem k lipofilit¢ latky (logP=2,66)
se predpoklada dobra prostupnost hematoencefalickou bariérou. Z téchto divod by latka

mohla mit roli pfi hledani novych 1é&iv proti Alzheimerové chorob&™.

Cll

Obrazek 7: Derivat 5,6-dihydro-1,2-oxazin inhibujici 5-LOX a AChE

Derivaty 1,2-oxazinu mohou slouzit jako proléciva diky své tvorbé pomoci HDA.
Derivat CIIl (Obr. 8) vykazuje podobnou cytotoxickou aktivitou proti PC-3 a MCF-7
bunéénym liniim jako kolchicin CIV. SlouZi jako jeho prolécivo, kdy kolchicin se uvoliuje

retro Diels-Alderovou reakci®.

OMe

cli Clv

Obrazek 8: Derivat kolchicinu obsahujici 1,2-oxazinovy kruh a kolchicin
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4. DISKUZE A VYSLEDKY

4.1.Syntéza derivath 1,2-oxazinu na pevné fazi

Hlavni cil diplomové prace byl soustiedén na optimalizaci syntézy derivati dihydro

1,2-oxazinu 5 (R*;X) a dale pak vyvoj naslednych syntetickych krokil zahrnujicich tvorbu

amidi 6 (R*;X;R?), pfeménu dvojnych vazeb za vzniku 1,2-oxazind 7 (R*;X;R?) a naslednou

pfeménu oxazinového kruhu z vzniku derivata 8 (Rl;X;RZ) dle navrzeného schématu

(Schéma 30). Jednotlivé substituenty vyuzité v syntéze shrnuje tabulka substituentd (Tab. 1).

H
N
O\L/ “Fmoc — >

1

(6] H
H
O\L/N‘R1ﬂ\©)(\ O\L/'\LR1 | XX
| — > /o
Z > NHOH U
Me &

4 (R%X)

2 (R")

o

5 (R";X)

(o}

QN
—

Me OH
7 (R:;X;R?) OH

3

COOH —>

(R';X)

(0]
H
H
O\L/N\R1Fmoc — o\L/N‘R1 |\X —
Z

QM

o}
RJKCXK o)
Z /@)LR2
Me &

6 (R;X;R?)
y O
O\l_/N‘R1 l\x Me OH O
= H R2
OH OH
8 (R;X;R?)

Schéma 30: Celkové schéma syntézy

Tabulka 1: Seznam substituentt

R X R? (amidy odvozené od)
1 B-Ala 1 C-NO; 1 Piperidin
2 Gly N 2 Benzylamin
3 1) C-NH, 3 Propylamin
4 B-Ala-Gly 4 Morfolin
5 Gly-B-Ala 5 Anilin
6 1-ethqukar.bonyl
piperazin

" Plati pro derivaty 3 (R';X) az 8 (R";X,R?)
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Navrzena syntéza amino derivati (X = C-NH,) vychazi z pfedem pfipravenych nitro

derivatt (X = C-NOy) (Schéma 31).

O\L/ R»]Lj\@[NOz o O\L/ R'I )N\O;(‘)\

6 (R 1;R?) 7 (R%15R?)

H O o0
O\L/ \R1 Q- N NH, O\L/N\R1 NH,
/\))L n© RZ — » Me

N OH
Me OH o]
OH HO

6 (R";3;R?) 7 (R";3;R?) 8 (R';3;R?) HO R?

Schéma 31: Navrh syntézy amino derivati X = C-NH;

Pro syntézu téchto derivatii byla zvolena syntéza na pevné fazi, kterd je vhodna
k efektivni syntéze chemickych knihoven. Spocdiva v navazani latky na nerozpustny
polymerni nosi¢. Separace latky od rozpustnych slozek reakéni smési se provadi pouhou

filtraci a promytim rozpoustédly jako DCM, DMF, THF a dalsi**.

Syntéza (Schéma 30) vychazi z Rinkovy pryskyfice 1, na kterou se mize navazat
aminokyselina, kterd mize byt nasledné preménéna na dipeptid za vzniku derivati 2 (RY).
Dalsim stupném je navézani kyseliny 4-fluoro-3-nitrobenozoové za vzniku derivatu 3 (R*;1)
nebo 6-flouronikotinové za tvorby slouceniny 3 (R*;2). Fluor je nasledné mozné substituovat
hydroxylaminem za vzniku derivatu 4 (R';X). Nasledn& dochazi k in situ oxidaci na nitroso
derivat, ktery ihned podléha hetero-Diels-Alderové reakci se sorbovou kyselinou za tvorby
kyseliny 5 (R*;X). Tvorba 1,2-oxazinii touto metodou na pevné fazi byla jiz diive v literatufe
popsana®. Tuto kyselinu je mozné vyuzit k tvorb& amidi 6 (R%:X;R?) a oxidaci dvojné vazby
za tvorby dioli 7 (R:;X;R?. Na zavér se provadi Stépeni N-O vazby za vzniku
trihydroxyderivatu 8 (R';X;R?). Redukce nitro skupiny 6-7 (R*;1;R?) pak miiZe vést k nové
sérii amino derivati 6-7 (R*;3;R?) (Schéma 31).

Nejprve bylo provedeno ovéfeni reakéni cesty podle popsanych podminek po derivaty
5(3;1) a 5(3;2)*. Tato reakce je popsana s vysokou regioselektivitou, coz bylo posléze
potvrzeno i nasimi experimenty. Jelikoz standardni reakéni ¢asy jsou popsany pies noc, byla

provedena optimalizace reakéni doby téchto reakci pro zefektivnéni celé syntézy se snahou
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zachovat jeji univerzalnost s ohledem na pouzité reaktanty (tzv. building blocks). Konkrétni

reak¢ni podminky budou shrnuty v nasledujici podkapitole.

4.1.1. Optimalizace syntézy derivata 1,2-0xazinu na pevné fazi

Syntéza aminokyselinového linkeru vychazela z Rinkovy pryskyfice 1, ktera
po deprotekci Fmoc skupiny reagovala s glycinem (Schéma 32). Karboxylova skupina byla
aktivovana za béznych podminek pomoci karbodiimidu za pfitomnosti HOBt*. Pro ovéfeni
reak¢énich podminek byla reakce tfepana za pokojové teploty pifes noc. Piioptimalizaci
reak¢ni doby byl vyuzit test s bromthymolovou modii pro indikaci volné amino skupiny.
Jiz po jedné hodin¢ byla reakce u konce (Tab. 2). Optimalizovana reakéni doba byla ovétena

i u B-alaninu. LC-MS ¢&istoty navazanych aminokyselin byly ve vsech ptipadech 100 %.

H i,ii H
N. . N__,.Fmoc
O\ L~ “Fmoc O\L/ R

1 2 (R")

i) 50% piperidin/DMF, 20 min, RT
i) Fmoc-Gly-OH/ Fmoc-B-Ala-OH (1 ekv.), HOBt (1 ekv.), DIC (1 ekv.), DCM/DMF (1:1), RT,
¢=0,28 mol.I*

Schéma 32: Navazani aminokyselin

Tabulka 2: Optimalizace reakénich ¢asii navazovani aminokyselin

Pokus Derivat R Reakéni ¢as (h) Cistota (%)
1 2(2) Gly 22 100
2 2(2) Gly 1 100
3 2 (1) B-Ala 1 100

Optimalizace navazovani kyselin 4-fluoro-3-nitrobenzoové a 6-fluoronikotinové
probihalo pifimo na Rinkové pryskyfici 1. Opét dochazelo k aktivaci karboxylové kyseliny
pomoci diisopropylkarbodiimidu a HOBt (Schéma 33)*°. Pii optimalizaci byl konec reakce
indikovan po jedné hodin¢ testem s bromthymolovou modii. Vedle zkraceni reakéni doby

doslo i ke zvySeni LC-MS cistoty na 100 % (Tab. 3).
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H i L. X
N X
O\L/N\Fmoc O H | _

3 (3;X)

i) 50% piperidin/DMF, 20 min, RT
ii) 4-fluoro-3-nitrobenzoova/6-fluoronikotinova kyselina (1 ekv.), HOBt (1 ekv.), DIC (1 ekv.),
DCM/DMF (1:1), RT, ¢=0,35 mol.I"*

Schéma 33: Navazani 4-fluoro-3-nitrobenzoové a 6-fluoronikotinové Kyseliny na Rinkovu
pryskyfici

Tabulka 3: Optimalizace navazani 4-fluoro-3-nitrobenzoové a 6-fluoronikotinové kyseliny

Reak¢ni ¢as

Pokus Derivat R! X (h) Cistota (%)
1 3(3;1) 1) C-NO, 23 89
2 3(3;2) 1) N 23 76
3 3(3;1) 1) C-NO, 1 100
4 3(3;2) ) N 100

Ovéteni probéhlo u derivatd s B-alaninovym 2 (1) a glycinovym 2 (2) linkerem
(Schéma 34). LC-MS Cistoty téchto derivatd byly opét 100 % (Tab. 4).

O
H
H i,ii
O e o OIS,

2

2 (R
=) 3 (R:;X)

i) 50% piperidin/DMF, 20 min, RT

ii) 4-fluoro-3-nitrobenzoova/6-fluoronikotinova kyselina (1 ekv.), HOBt (1 ekv.), DIC (1 ekv.),
DCM/DMF (1:1), RT, ¢=0,35 mol.I*

Schéma 34: Navazani 4-fluoro-3-nitrobenzoové a 6-fluoronikotinové kyseliny na slou¢eniny

Tabulka 4: Ovéteni navazani 4-fluoro-3-nitrobenzoové a 6-fluoronikotinové kyseliny

Pokus Derivat R! X Reak(f]')“ €as | Gistota (%)
1 3 (L:1) B-Ala C-NO, 1 100
2 3(1:2) B-Ala N 1 100
3 3(2:1) Gly C-NO, 1 100
4 3(2:2) Gly N 1 100
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Substituce fluoru nitro derivati 3 (R';1) se provadi hydroxylamin hydrochloridem
za pritomnosti baze za laboratorni teploty (Schéma 35)*. Sledovanim reakce v &ase za této
teploty bylo zjisténo, Ze je potfeba dodrzet reakcéni ¢as 17 hodin, kdy dochézi k uplné
konverzi vychozi latky. Mozné zkraceni reakcniho Casu bylo studovano pomoci zvySené
teploty. Pro substituci derivatu 3 (3;1) bylo nejprve zvolena teplota 75°C, tedy teplota nutna
pro substituci analogického derivatu 3 (3;2)*°. P¥i reakéni dob& 1h byl identifikovan produkt
Vv zastoupeni 39%. Zvyseni teploty na 80°C pak poskytlo za stejny ¢as 92% produktu
(Tab. 5). Nakonec byly jako vysledné podminky zvoleny pokojova teplota a reak¢ni ¢as 17h.
Pii takto zvolenych podminkach je vyhodou zjednodusend manipulace pii prechodu
z plastovych stiikacek pouzivanych pii laboratorni teplot¢ do sklenénych nddob nutnych

pro zahtivani a zase zpét. Ovéteni probéhlo s derivaty 3 (1;1) a 3 (2;1).

O O
QN No, P QN NO
\L/ \R1 2 \L/ ‘R’I 2
F NHOH

3 (R%1) 4 (R';1)

i) NH,OH.HCI, Py, c=1,2 mol.I"*
Schéma 35: Substituce nitro derivati 3 (R*;1)

Tabulka 5: Optimalizace a ové&feni substituce nitro derivata 3 (R*;1)

Pokus Derivat R Realzﬁ‘)‘i €as | Teplota °C) | Cistota (%)
1 4(3:1) o 27,5 75 92
2 4 (3:1) ) 1 75 39
3 4(3:1) o 1 80 92
4 4 (3:1) ) 17 RT 93
5 4 (1:1) B-Ala 17 RT o1
6 4 (2:1) Gly 17 RT 94

Béhem uchovavani slou¢eniny 4 (3;1) byl zjistén problém s jeji stabilitou, kdy po ¢ase
doslo u nekterych Sarzi Krozkladu a zmén€ barvy z oranzové na Cervenou. K rozkladu
dochazelo nahodné jak za pokojové teploty, tak i pii uchovani v lednici. Na obrazku (Obr. 9)
lze vidét zdznam z LC-MS spekter zobrazujici ptiklad, kdy latka byla na pryskyfici stabilni
(horni ¢ast obrazku), a piiklad, kdy doslo K jejimu rozloZeni (spodni ¢ast obrazku). Rozklad
muze byt zplisoben zbytkovymi rozpoustédly. Aby se zabranilo nezadoucimu rozkladu,

nebyly derivaty 4 (R*;1) skladovany a byly hned pouzity do dali reakce.
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Obrazek 9: Rozklad derivatu 4 (3;1)

Substituce pyridinovych derivatd 3 (R':2) vychazela ze substituce tohoto substratu
s hydroxylamin hydrochloridem za ptitomnosti baze (Schéma 36), jak je popsano
v literatufe®. Reakce probihala v pyridinu za teploty 75°C po dobu 27,5 hodin s &istotou 95 %
(Tab. 6). Pii této teploté Casova optimalizace nebyla mozna. Pii piechodu z analytického
mnozstvi pryskyfice na 1 g nastal problém a reakce po 20 h zreagovala pouze z 20 %. Proto
byla vyzkousena vyssi teplota (88°C) pro vyssi konverzi. Cas nutny pro dokonéeni reakce byl
i za této teploty pres 20 hodin. Proderivaty 4 (1;2) a 4 (2;2) vsSak reakce nebyla
reprodukovatelnd. Zbytek reakéni smési tvofily necistoty, mezi nimiZ byly pravdépodobné
pfitomny pyridiniové soli. Derivat 3 (3;2) byl proto podroben reakci s hydroxylamin
hydrochloridem za piitomnosti DBU v dimethylsulfoxidu. Reakce byla vyzkouSena pii dvou

vvvvv

ovetit u dalsich derivati (Tab. 6).

0 0
H . H
O\ N. I O\ /N~ 1 A
- Z S NHOH

3 (R%2) 4 (R';2)

Metoda A: i) NH,OH.HCI, Py, ¢=1,2 mol.I"*
Metoda B: i) NH,OH.HCI (1 ekv.), DBU (0,4 ekv.), DMSO c=1,4 mol.I*

Schéma 36: Substituce pyridinovych derivata 3 (R*;2)
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Tabulka 6: Optimalizace a ové&feni substituce pyridinovych derivati 3 (R*;2)

Pokus Derivat R! Metoda ltf‘z';fl‘;‘ Tif('jo)ta Cistota (%)
1 4(3:2) 0 A 275 75 95
2 4(3:2) 0 2 75 0
3 4(3:2) 0 A 22 75 89
4 4(3:2) o A 88 24
5 4(3:2) 0 A 88 43
6 4(3:2) 0 A 21 88 92
7 4(1:2) B-Ala A 21 88 42
8 4(2:2) Gly A 21 88 40
9 4(3:2) 0 B 2% 75 92
10 4(3:2) 0 B 2 85 16
11 4(2:2) Gly B 24 75 89
12 4(52) | Gly-p-Ala B 24 75 82

Nasledoval krok oxidace derivati 4 (R';X) a nasledna hetero-Diels-Alderova reakce.

Oxidace probihala in situ pomoci jodistanu tetrabutylamonného (TBAPI), nasledovna HDA

s kyselinou sorbovou (Schéma 37)*. Reakce byla ovéfena pro derivaty 5 (3;1) a 5 (3;2), kdy

po case 21 h byly identifikovany pozadované produkty v LC-MS Cistoté 83 a 80% (Tab. 7).

Optimalizace probéhla u derivatu 5 (3;1), kdy bylo stejné Cistoty dosazeno pfi snizeni reakéni

doby na 3 hodiny. Ovéfeni probshlo u dalsich derivati 5 (R';X), kde se doséhlo celkové

I vyssich Cistot.

Q-
SeNog X

4 (R%;X)

Z > NHOH

i
—

O\ I~

0]

H
N

\R»] |

=

5 (R';X)

i) sorbova kyselina (1 ekv.) TBAPI (0,5 ekv.), DCM, RT, ¢=0,35 mol.I"*
Schéma 37: In situ oxidace a HDA vedouci k dihydro 1,2-oxazinu

~X

0]

X
Me Z

COOH
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Tabulka 7: Optimalizace a ovéfeni in situ oxidace a HDA

Pokus Derivat R! X Reak(éh‘)‘i €as | Eistota (%)
1 5 (3:1) 0 C-NO, 21 83
2 5 (3;2) 9 N 21 80
3 5 (3:1) o C-NO, 1 a1
4 5 (3:1) 0 C-NO, 2 56
5 5 (3:1) o C-NO, 3 83
6 5 (3;2) 9 N 3 80
7 5 (1:1) B-Ala C-NO, 3 92
8 5 (1:2) Gly N 3 90
9 5 (2:1) Gly C-NO, 3 01

Tvorba amidd dihydro 1,2-oxazinii 6 (Rl;X;RZ) spocivala v aktivaci karboxylové
skupinky pomoci karbodiimidu v ptitomnosti HOBt a katalyzatoru (Schéma 38). Reakce byla
nejprve vyzkousena s piperidinem, benzylaminem a 1-ethoxykarbonyl piperazinem (Tab. 8).
Posledni zminovany poskytoval nizké vytézky, proto nebyl vyuzit pro optimalizaci ani

pro syntézu knihovny latek.

H * H O

O\ N\ 1 O\ /N\ 1 N

L~ "R | ~X i L R | X (0]

— 0

= )N;OJ/COOH = /U)J\Rz
Me Z Me =

5 (R";X) 6 (R';X;R?)

i) amin (1 ekv.), HOBt (1 ekv.), DIC (1 ekv.) DMAP (kat.mn.), DCM/DMF (1:1), RT, ¢=0,3 mol.I*
Schéma 38: Tvorba amidi 6 (R*; X;R?)

Tabulka 8: Ovéfeni tvorby amidi 6 (R*; X;R?)

Pokus | Derivat R X R’ Reakeni | 0ot (%)
cas (h)
1 6 (3;1;1) (0) C-NO; piperidin 21 81
2 6 (3;1;2) (0] C-NO, benzylamin 21 83
. ) 1-ethoxykarbonyl
3 6 (3;1;6) ) C-NO, piperazin 21 42
4 6 (3;2;1) 0] N piperidin 21 81
5 6 (3;2;2) 0] N benzylamin 21 81
6 6 (3:2:6) 0 N 1-ethoxykarbonyl 21 56
piperazin
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Pro optimalizaci byly vyuzity aminy piperazin a benzylamin (Tab. 9). Derivat 5 (3;1)
zreagoval s benzylaminem jiz po 5,5 hodinach. Reakce s piperidinem trvala vyrazn¢ déle, kdy
po 4 h byla LC-MS C¢istota produktu 23 %. Po 24 h vychozi latka z reakéni smési zcela
vymizela a Cistota dosahla maximalnich 81 %. U derivatu 5 (3;2) byly hodnoty obdobné.
Zkraceni reakéniho Casu pii zvySené¢ koncentraci reakéni smési se nepodaftilo, jelikoz
dochdzelo k vysrazeni reaktant. Pro univerzalnost tohoto kroku byl pro dalsi syntézy zvolen
Cas 24 h. Postup byl ovéien u dalSich derivatu reakei s anilinem, propylaminem a morfolinem.
Reakce s anilinem vsak neposkytovala pozadovany produkt. Pfi reakci s morfolinem vzniklo
pouze 30 % pozadovaného produktu. K syntéze knihovny byly proto zvoleny piperidin,
benzylamin a propylamin.

Tabulka 9: Optimalizace a nasledné ovéfeni tvorby amidii 6 (R*;X;R?)

Pokus Derivat R! X R? 1:2‘;;‘)“ Cistota (%)
1 6 (3;1;1) (1) C-NO, piperidin 1 2
2 6 (3;1;1) (0] C-NO, piperidin 4 23
3 6 (3;1;1) (1) C-NO, piperidin 24 81
4 6 (3;1;2) 0] C-NO, benzylamin 2 39
5 6 (3;1;2) 0] C-NO, benzylamin 55 69
6 6 (3;1;2) [0)] C-NO, benzylamin 24 69
7 6 (3;2;1) (1) N piperidin 1 5
8 6 (3;2;1) (0] N piperidin 4 35
9 6 (3;2;1) (1) N piperidin 24 80
10 6 (3;2;2) (0] N benzylamin 1 5
11 6 (3;2;2) (1) N benzylamin 18 91
12 6 (2;1;5) Gly C-NO, anilin 24 0
13 6 (1;1;3) B-Ala C-NO; propylamin 24 75
14 6 (1;2;4) B-Ala N morfolin 24 30

Nasledujici reakci byla hydroxylace dvojné vazby dihydro 1,2-oxazinu. Reak¢ni
podminky byly pfevzaty a modifikovany z roztokové chemie®®. Reakce probihala pomoci
oxidu osmicelého za ptitomnosti N-methylmorfolin-N-oxidu (Schéma 39). Nejprve byla
vyzkousena koncentrace oxidu osmicelého 0,1 mol.I™. Ani po 24 hodinach nedochazelo
k odreagovavani a ve smési stale zlstaval podil vychozi latky. Proto byla tfikrat zvySena
koncentrace oxidu osmicelého. Jak je vSak vidét u pokusit 4 a 5 (Tab. 10) ani delsi cas ani
v tomto piipadu vyrazné nepfispél k vyssi konverzi. Nejlepsi podminky, které byly nalezeny,

vSak nebyly reprodukovatelné pti ptechodu do preparativniho méfitka. Pro celkovou konverzi
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bylo vtomto ptipadé zapotiebi po 24 h vymeénit reakéni roztok, pro tyto ucely stacila

koncentrace 0,1 mol.I". Podle pokrogilych NMR experimentil bylo zjisténo, Ze hydroxylace

probihd s vysokou stereoselektivitou (vice nez 95 %).

QNI
N0 R2
=

6 (R1;X;R?)

Me

—

7 (R';X;R?)

Metoda A: 0sO, (1 ekv.), NMO (7,2 ekv.), DCM, RT, ¢=0,1 mol.I*
Metoda A: OsO, (1 ekv.), NMO (2,4 ekv.), DCM, RT, ¢=0,3 mol.I*

Schéma 39: Hydroxylace dihydro 1,2-oxazinu

Tabulka 10: Optimalizace hydroxylace dihydro 1,2-oxazinu

QNI
A \-O =2
Me OH
OH

Pokus | Derivit | R X R? Metoda ltfs'k(;')“ sz,;;’)ta
1 7(3;1;1) (0) C-NO, piperidin A 2 23
2 7(3;1;1) 0] C-NO, piperidin 24 70
3 7(3;1;1) 0] C-NO, piperidin B 1 34
4 7(3;1;1) [0) C-NO, piperidin B 6 73
5 7(3;1;1) 0] C-NO, piperidin B 24 77
6 7(3;1;2) 0] C-NO, | benzylamin A 18 32
7 7(3;1;2) 0] C-NO, | benzylamin B 1 14
9 7(3;1;2) 0] C-NO, | benzylamin B 3 31
10 7(3;1;2) 0] C-NO, | benzylamin B 24 67
11 7(3;2;1) 0] N piperidin A 2 20
12 7(3;2;1) (0] N piperidin A 24 72
13 7(3;2;1) 0] N piperidin B 1 31
14 7(3;2;1) (0] N piperidin B 6 70
15 7(3;2;1) 0] N piperidin B 24 90
16 7(3;2;2) 0] N benzylamin A 2 10
17 7(3;2;2) 0] N benzylamin A 24 40
18 7(3;2;2) 0] N benzylamin B 16
19 7(3;2;2) 0] N benzylamin B 3 33
20 7(3;2;2) 0] N benzylamin B 24 78

Poslednim krokem syntézy bylo $tépeni N-O vazby 1,2-oxazinanu. Reakce byla

provedena u derivatd 7 (3;1;1) a 7 (1;1;3) pomoci hexakarbonyl molybdenu p#i 100°C
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(Schéma 40). Podminky byly pfevzaty zroztokové chemie'’. Reakce vSak neprobihala
dle ocekavani a vzniklo velké mnozstvi vedlejsich produkti. Nepomohlo ani snizeni teploty
na 90°C ¢i 50°C (Tab. 11) a proto bylo od této metody prozatim upusténo. Pro syntézu
derivatu 8 (R%:X;R?) je pro dal$i praci mozné vyzkouset jinad redukéni &inidla & vyuzit

alternativni syntetickou cestu.

H O
O\L/ mﬁ L/ \RAK@iNOz
Me
3 ; N OH
H o)
HO
7 (R;1; RZ) 8 (R';1;R?) HO Ry
i) Mo(CO); (0,19 mmol), H,O (100 pul), DMF (1 ml), 1h
Schéma 40: Stépeni N-O vazby 1,2-oxazinanu
Tabulka 11: Stépeni N-O vazby 1,2-oxazinani za riiznych teplot
Pokus Derivat R R? Teplota (°C) | Cistota (%)
1 8 (3;1;1) 1) piperidin 100 1)
2 8 (3;1;1) ) piperidin 90 )]
3 8(3;1;1) 1) piperidin 50 )
4 8(1;1;3) B-Ala propylamin 100 )
5 8(1;1;3) B-Ala propylamin 90 1)
6 8(1;1;3) B-Ala propylamin 50 1)

Ve snaze pripravit dalsi typ derivati byla vyzkousena redukce nitro skupiny za vzniku
novych amino derivatd 6 (R%;3;R? a 7 (R%;3;R?. Podminky reakce byly pievzaty z jiz
popsané redukce nitroslougenin na pevné fazi*®. Redukce byla provedena dithionigitanem
abyla vyzkouSena na derivatu 6 (1;1;3) (Schéma 41) a derivatu 7 (1;1;3) (Schéma 42).
Reakce vsak nevedly k pozadovanym derivatim 6 (1;2;3) ani 7 (1;3;3). Dle LC-MS analyz
dochazelo vedle redukce nitro skupiny také ke S§tépeni N-O vazby. Z dihydrooxazinového
derivatu 6 (1;1;3) tak vznika sloucenina 9 (1;3;3) v cistot¢ 65% (Schéma 41).
Z dihydroxyderivatu 7 (1;1;3) pak vznika sloucenina 8 (1;3;3) v Cistoté¢ 54 %, se kterou bylo
ve smési i 21 % latky 8 (1;1;3) (Schéma 42). Latka 8 (1;3;3) byla pfipravena v preparativnim
méfitku, preciSténa pomoci semipreparativniho HPLC a izolovana v celkovém vytézku

reakéni sekvence 9 %.
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(0] O (6] (0]
L. N . L. NH
N)vN (O)) o i O/ NJ\/\N 2 o
H H o ICll —¢ H H o &
Me = H Me Z H

6 (1;1;3) 6 (1;3;3)
(0] o
L. NH
H N
Me = H

9 (1;3;3)

i) Na,S,0, (1ekv.), K,CO; (1,4 ekv), ethylviologen dijodid (5 mol%), DCM/H,0 (1:1), RT, 20 h,
¢=0,3 mol.I"*

Schéma 41: Redukce nitro skupiny za sou¢asného $tépeni N-O vazby latky 6 (1;1;3)

Pii redukci latky 7 (1;1;3) byla vyzkouSena vyss§i koncentrace dithioni¢itanu, coz
vedlo k vy$simu podilu latky 8 (1;3;3) (Tab. 12). Da se tedy piedpokladat, jak je vidét
v naznacené¢ schématu (Schéma 42), ze nejprve dochazi ke Stépeni N-O vazby
1,2-oxazinového kruhu a nasledné k redukci nitro skupiny. Coz dale naznacuji analyzy v Case,
provedené u derivatu 7 (4;1;3) (Tab. 12). Je tedy mozné, Ze v piipadé dostate¢né kratké doby
a upravé koncentrace reagencii by bylo moZné izolovat derivaty 8 (R%1;R?% a obecn& se
vyhnout problémim pfti Stépeni N-O vazby pomoci Mo(CO)g. Z €asovych divodu nebyla jiz

optimalizace této reakce studovana.
L/ R'] L/ R1JKE:[
i
—X>
7 (R';1;3) OH H 7 (R';3;3) OH

L/ R1Jﬁ L/ “R!
NEPN-SNH T M

OH
8 (R';1;3) 8 (R1;3;3)
OH

Metoda A: i) Na,S,04 (1 ekv.), K,CO; (1,4 ekv), ethylviologen dijodid (5 mol%), DCM/H,O (1:1),
RT, ¢=0,3 mol.I"*
Metoda B: i) Na,S,0, (1ekv.), K,CO; (0,7 ekv.), ethylviologen dijodid (10 mol%), DCM/H,0 (1:1),
RT, ¢=0,6 mol.I"*

Schéma 42: Redukce nitro skupiny za souc¢asného $tépeni N-O vazby latky 7 (1;1;3)
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Tabulka 12 Pomeéry latek 8 (1;1;3) a 8 (1;3;3) pii redukci nitro skupiny

Pokus Metoda Cas R 8 (?01/3;3) 8 (?(;):;’;3)
1 A 20 h B-Ala 21 54
2 B 20 h B-Ala 6 74
3 A 10 min B-Ala-Gly 71 14
4 A 30 min B-Ala-Gly 64 21
5 A 1h B-Ala-Gly 59 25

4.1.2. Syntéza knihovny derivati 1,2-oxazinu

Vyse uvedené optimalizované podminky reakéni sekvence byly pouzity pro ovéieni

syntézy modelové knihovny vybranych derivatd 6 (RY;X;R?) a 7 (R*;X;R?) (Obr. 10). Jako

finalni slouéeniny navrzeny derivaty uvedené v tabulce (Tab. 13).

Obrazek 10: Obecné struktury latek navrZzenych pro syntézu modelové knihovny

o) o)
Q- A QK
S ‘R1k®x\ 0 SLUR! | XX o)
/)N;OJ)LF@ AN ° R?
Me Z Me OH
OH

6 (R';X;R?)

7 (R';X;R?)

Tabulka 13: Seznam substituentti latek navrzenych pro syntézu modelové knihovny

6 (R;X;R?) 7 (R X;R?) R' X R?
6 (1;1;3) 7(1;1;3) B-Ala C-NO, propylamin
6 (3;1;1) 7(3;1;0) ) C-NO, piperidin
6(2;1;2) 7(2;1;2) Gly C-NO, benzylamin
6 (4;1;3) 7(4;1;3) B-Ala-Gly C-NO, propylamin
6 (2;2;3) 7(2;2;3) Gly N propylamin
6 (3;2;2) 7(3;2;2) [0) N benzylamin
6 (5;2;1) 7(5;2;1) Gly- B-Ala N piperidin

Jako vychozi materidl bylo pouzito 1,2g Rinkovy pryskyfice, na které byly
imobilizovany aminokyseliny B-alanin resp. glycin. Cast tchto pryskyfic byla pak dale
vyuzita pro tvorbu dipeptidi B-Ala-Gly a Gly-B-Ala (Schéma 43). Pro navazani druhé
aminokyseliny byly pouzity stejné reakéni podminky jako pro navazovani prvni

aminokyseliny. LC-MS ¢istoty jednotlivych derivata byly 100 % (Tab. 14).
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H i H i H
O\L/N\Fmoc o O\L/N\RTFmoc o O\L/N\RTFmoc

1 2(1) 2 (4)
2(2) 2 (5)

i) 50% piperidin/DMF (10 ml), 20 min, RT
i) Fmoc-Gly-OH/ Fmoc-B-Ala-OH (3,4 mmol), HOBt (3,4 mmol), DIC (3,4 mmol), DCM (6 ml),
DMF (6 ml), 1h, RT

Schéma 43: Piipravy aminokyselinovych linkert 2 (R*)

Tabulka 14: Piehled derivati 2 (R%), jejich substituentii a LC-MS ¢&istot

Derivat R Cistota (%)
2 (1) B-Ala 100
2(2) Gly 100
2 (4) B-Ala-Gly 100
2 (5) Gly-p-Ala 100

Dalsim krokem bylo navazani kyseliny 4-fluoro-3-nitrobenzoové nebo kyseliny
6-fluoronikotinové. Jako vychozi materidl byla vyuzita samotnd Rinkova pryskyfice 1
(Schéma 44) a pryskyfice s aminokyselinovymi linkery 2 (1), 2 (2), 2 (4) a 2 (5) (Schéma 45).
Cistoty produktt dle LC-MS byly 100 % (Tab. 15).

O

H i /L\N Ny
O\L/N\Fmoc O H | P

3 (3;X)

i) 50% piperidin/DMF, 20 min, RT
ii) 4-fluoro-3-nitrobenzoova/6-fluoronikotinova kyselina (1 ekv.), HOBt (1 ekv.), DIC (1 ekv.),
DCM/DMF (1:1), RT, ¢=0,35 mol.I*

Schéma 44: Deprotekce a navazani 4-fluoro-3-nitrobenzoové a 6-fluoronikotinové kyseliny

na Rinkovu pryskyfici
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H O
H i,ii
O\ N._,Fmoc » O\L/N‘R1 X x

L~ 'R |
Z

2 (R
= 3 (R:;X)

i) 50% piperidin/DMF (10 ml), 20 min, RT

ii) 4-fluoro-3-nitrobenzoova/ 6-fluoronikotinova kyselina (3,5 mmol), HOBt (3,5 mmol), DIC
(3,5 mmol), DCM (5 ml), DMF (5 ml), 1h, RT

Schéma 45: Deprotekce a navazani 4-fluoro-3-nitrobenzoové a 6-fluoronikotinové kyseliny

Tabulka 15: Piehled derivatii 3 (R';X), jejich substituent a LC-MS ¢&istot

Derivat R X Cistota (%)
3(3;1) )] C-NO2 100
3(2;1) Gly C-NO2 100
3(1;1) B-Ala C-NO2 100
3(4;1) B-Ala-Gly C-NO2 100
3(3;2) )] N 100
3(2;2) Gly N 100
3 (5;2) Gly-p-Ala N 100

Nasledovala substituce atomu fluoru hydroxylaminem (Schéma 46). Derivaty byly
ptipraveny v o¢ekavané LC-MS Cistoté 82 - 91 % (Tab. 16) Derivaty 4 (2;1) a 4 (4;1) byly
pouzity do dal$i reakce bez analyzy, jelikoz se predpokladal stejny pribéh jako u derivati
4(3;1) a 4 (1;1). Pyridinové derivaty 4 (R%;2) byly zanalyzovany ve viech piipadech

z diivodu problémi, které nastaly pfi optimalizaci jejich syntézy.

Qi I e B
~Nege | XX — S wﬂ\CXL
g Z > NHOH

3 (R';X) 4 (R%;X)

Metoda A: i) NH,OH.HCI (12 mmol), Py (10ml), RT, 17h.
Metoda B: i) NH,OH.HCI (14,4 mmol), DMSO (10ml), DBU (0,4 mmol), 80°C, 24 h.

Schéma 46: Substituce nitro derivati 3 (R*;1) hydroxylaminem
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Tabulka 16: Pichled derivatii 4 (R';X), jejich substituenti a LC-MS ¢&istot

Derivat R X Metoda Cistota (%)
4(3;1) 1) C-NO2 A 91
4(2;1) Gly C-NO2 A -
4(1;1) B-Ala C-NO2 A 91
4(4;1) B-Ala-Gly C-NO2 A -
4(3;2) 1) N B 92
4(2;2) Gly N B 89
4 (5;2) Gly-B-Ala N B 82

£V W r s
Cistota stanovena byla stanovena az v nasledujicim kroku

Dalsi reakci byla hetero-Diels-Alderova reakce vedouci k tvorbé dihydro 1,2-oxazint

(Schéma 47). Derivaty byly pfipraveny v Cistoté 67 — 92 % (Tab. 17).

0
0 H
H N
O\L/N\R1JK©X\ i O\L/ “R1 | X x
—
_A_ _O_ _COOH
Z > NHOH N
Me 7
4 (R%;X)
5 (R';X)

i) sorbova kyselina (3,5 mmol) TBAPI (1,75 mmol), DCM (10 ml), RT, 3h
Schéma 47: In situ oxidace a HDA vedouci k dihydro 1,2-oxazinu

Tabulka 17: Piehled derivata 5 (R';X), jejich substituentti a LC-MS &istot

Derivat R X Cistota (%)
5 (3;1) 1) C-NO2 89
5(2;1) Gly C-NO2 91
5(1;1) B-Ala C-NO2 92
5 (4;1) B-Ala-Gly C-NO2 90
5(3;2) 1) N 81
5(2;2) Gly N 90
5(5;2) Gly-p-Ala N 67

Dle vysSe optimalizovaného postupu piemény karboxylové skupina na amid bylo
pripraveno 7 finalnich derivatd dihydro 1,2-oxazinu 6 (R*;X;R?) (Schéma 48). LC-MS ¢istoty
byly 63 — 84 %. Latky byly precistény na semipreparativnim HPLC a izolovany v celkovém
vytézku 20 - 35 % (Tab. 18).
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H 9 H o

O\ N._, O\ N X

L R l\x i L~ R | X o)

—> /O

/)N;OJ/COOH //U)LRz
Me Z Me =

5 (R";X) 6 (R';X;R?)

i) amin (piperidin/benzylamin/propylamin) (3 mmol), HOBt (3 mmol), DIC (3 mmol), DMAP
(kat.mn.), DCM (5 ml), DMF (5 ml), 24h, RT

Schéma 48: Tvorba amidu 6 (R*;X;R?)

Tabulka 18: Pichled derivati 6 (R';X;R?), jejich substituentii, LC-MS &istot a vyt&zkii

1 2

Derivat R X R Cistota (%) | VytéZek (%)
6 (3;1;1) 1) C-NO, piperidin 78 31
6 (2;1;2) Gly C-NO, benzylamin 66 33
6 (1;1;3) B-Ala C-NO, propylamin 75 35
6 (4;1,3) B-Ala-Gly C-NO, propylamin 78 29
6 (3;2;2) () N benzylamin 84 30
6 (2;2;3) Gly N propylamin 63 25
6 (5;2;1) Gly-p-Ala N piperidin 63 20

" Cistota surové smési pred HPLC purifikaci
Vytézek reakéni sekvence po HPLC purifikaci

Pro tvorbu finalnich derivati 7 (R%:;X;R? byla na &sti pryskyfice aplikovana
hydroxylace dvojné vazby a tvorba dalsich sedmi finalnich sloudenin (Schéma 49). Cistoty
latek 7 (RY;X;R% se pohybovaly mezi 60 a7 82 %. Sloudeniny byly pieistény
na semipreparativnim HPLC. Nitro derivaty 7 (R%;1;R? byly vyizolovany ve vyt&zku
34 - 46 %, pyridinové derivaty 7 (R*;2;R?) v niz§im vytézku 16 - 26 % (Tab. 19).

e W QK
e ‘R1ﬂ\©x\ O | s \RAk@X\ o}
—
Z N/O R 7 N/O R2
Z Me OH
OH

Me
6 (R';X;R?) 7 (R};X;R?)

i) 0sO, (250 pl), NMO (750 pl), DCM (1 ml), 24h, RT, 2x
Schéma 49: Hydroxylace dvojné vazby dihydro 1,2-oxazinu
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Tabulka 19: Pichled derivata 7 (Rl;X;RZ), jejich substituentti, LC-MS Cistot a vytézka

Derivat R1 X R2 Cistota (%) | VytéZek (%)
7(3;1;1) () C-NO2 Piperidin 66 41
7(2;1;2) Gly C-NO2 Benzylamin 72 34
7(1;1;3) B-Ala C-NO2 Propylamin 82 39
7(4;1,3) B-Ala-Gly C-NO2 Propylamin 75 46
7(3;2;2) () N Benzylamin 74 26
7(2;2;3) Gly N Propylamin 78 19
7(5;2;1) Gly-p-Ala N Piperidin 60 16

" Cistota surové smési pied HPLC purifikaci

“Vytézek reakéni sekvence po HPLC purifikaci

4.1.3. Identifikace derivata 1,2-oxazinu

Identifikace derivati pfifazenim jednotlivych signala 'H a ¥C NMR spekter

k vodikovym a uhlikovym atomiim byla vzorové provedena u latek 6 (5;2;1) a 7 (1;1;3)
(Obr. 11). Vedle 1D NMR experimentt byly vyuzity i 2D NMR experimenty COSY, HMBC

a HMQC.

o) o) o) o)
H,N NO
Z\H/\N)K/\N SN o) HZNJ\/\N 2 0
o H A H o
Me” F Me OH
OH

Sumarni vzorec: CooH3gNgO5

Obrazek 11: Struktury latek 6 (5,2,1) a7 (1,1,3)

6 (5;2;1)

M,: 458,23

7 (1;1;3)

Sumarni vzorec: C4gH»7N50g

M,: 453,19

V alifatické &asti "H NMR spektra latky 6 (5;2;1) je v rozsahu 1 — 4 ppm vidét dublet

s posunem 1.09 ppm odpovidajici tiem vodikim (Obr. 12). Tento signal odpovida methylové

skuping §tépené vodikem dihydro 1,2-oxazinového kruhu. Dale se zde nachazi deset vodikia

odpovidajicich piperidinovému cyklu a Sest vodikii aminokyselinového linkeru. Singlety

sposuny 1.85 a 2.50 ppm odpovidaji zbytkové kyseliné octové a dimethylsulfoxidu

z rozpoustédla. V rozsahu 4 - 6,5 ppm jsou vidét Ctyfi atomy vodiku odpovidajici dihydro

1,2-oxazinovému kruhu.
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Obrazek 12: Alifaticka ¢ast 'H NMR spektra latky 6 (5;2;1) v rozsahu

V aromatické ¢asti 'H NMR spektra latky 6 (5;2;1) se nachazeji tii aromatické vodiky
pyridinového cyklu a ¢tyfi amidické vodiky (Obr. 13). Singlet s posunem 7.26 ppm nalezi
jednomu amidickému NH; vodiku, druhy je pravdépodobné obsaZen Vv signalu 7.00 ppm.
Triplet s posunem 8.41 ppm odpovida jednomu z amidickych NH vodikd, druhy triplet
je skryty v multipletu s posunem 8.04 - 8.11 ppm.

P 0'6_; o2}
? 3
Q 3
£ 054
° =
g E
I 8y S
£ 047 P D
2 3 —
0.3 g
E © ©
E N
: N~
0.2—E g 2
_: [ee] [oe]
E N
0.1—:
o 3 J/LJ'L JJJ
1.00 1.00 0.98 2.00
H [ [ [
————————F———7———————F———————+—1————————————
85 8.0 75 7.0

"Chemical Shift (ppm)

Obrazek 13: Aromatické ¢ast 'H NMR spekira latky 6 (5;2;1)

50



COSY experiment v'H NMR (Obr. 14) zobrazuje interakci methylové skupiny
se signalem sousedici CH skupiny sposunem 4.79-4.85 ppm. Dalsi tii vodiky
1,2-oxazinového kruhu nalezi multiplethm s posuny 5.47-550, 5.86-5.90
a6.05-6.08 ppm. Vodiky dipeptidu lze urcit pomoci interakci s amidickymi vodiky.
Ve spektru vidime interakci signalu s posunem 8.04 - 8.11 ppm s glycinovou CH, skupinou
s posunem 3.52 - 3.67 ppm. Triplet s posunem 8.41 ppm interaguje se sousedici CH, skupinou
B-alaninu s posunem 3.40 - 3.48 ppm. Druhé CH; skupiné B-alaninu nalezi triplet s posunem
2.38 ppm. Piperidinu nalezi signaly s posuny 1.45, 1.58, 3.40 — 3.48 a 3.52 — 3.67 ppm.
Aromatické uhliky nelze stile rozlisit, jelikoz je vidét interakce 1 mezi izolovanym CH

vodikem.

F1 Chemical Shift (ppm)

F2 Chemical Shift (ppm)

Obrazek 14: Zaznam z 2D COSY experimentu latky 6 (5;2;1)

V BC NMR spektru Ize vidét jedenéct alifatickych uhlika s posuny 15.74 - 76.46 ppm,
dva uhliky dvojné vazby a pét aromatickych sposuny 108.00 - 148.19 ppm a Ctyfi
karbonylové uhliky s posuny 160.74 — 171.68 ppm (Obr. 15).
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Obrazek 15: *C NMR spektrum latky 6 (5;2;1)

V HMQC experimentu (Obr. 16) lze vidét interakce vodiki s uhlikem pies jednu
vazbu. Identifikovat tak lze signaly CHs uhliku s posunem 15.74 ppm, 1,2-oxazinové uhliky
sposuny 51.49, 76.46, 124.43 a 129.68 ppm, a jeden CH, uhlik B-alaninu s posunem
35.88 ppm. Zbylé dva peptidové CH; uhliky nelze rozlisit, jelikoz jejich vodikové signal jsou
soucasti multiplet zahrnujicich signaly piperidinového kruhu. Aromatickym CH uhlik

nalezi posuny 108.00, 137.78 a 148.19 ppm.

e =
- a ~s0 §
2
P
- — N
w
C ©
F100 S
- F £
(]
<
- - @)
- —
L
- - 150
I I | | TTTrTT | T I | | | | I :
1 10 9 8 7 6 5 3 2 1 0 1

F2 Chemical Shift (ppm)

Obrazek 16: Zaznam z 2D HMQC experimentu latky 6 (5;2;1)
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HMBC experimentu zobrazuje interakce pres dvé az tfi vazby. Ze spektra (Obr. 17)
Ize pritadit signaly jednotlivych karbonylovych uhlikd s posuny 164.59, 165.17, 171.36
a171.68 ppm. Uhliku CH, skupiny glycinu odpovida posun 42.40 ppm a druhému CH,
uhliku B-alaninu posun 36.46 ppm. Dale je mozné identifikovat aromatické uhliky.
Z ptedchoziho spektra bylo zjisténo, Ze tercidlnim uhlikim pyridinového jadra odpovidaji
posuny 108.00, 137.78 a 148.19 ppm. Z HMQC spektra Ize vycist, ze uhlik s posunem 108.00
neinteraguje s karbonylovou skupinou. Dle vzajemnych interakci lze identifikovat
i aromatické uhliky s posuny 122.54, 137.78, 148.19 a 160.74. Piperidinové uhliky s posuny
24.48,25.77, 26.85, 42.99 a 46.64 ppm identifikovany nebyly.
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Obrazek 17: Zaznam z 2D HMBC experimentu latky 6 (5;2;1)

Zjisténé informace z vySe uvedenych spekter jsou shrnuty na nasledujicim obrazku

(Obr. 18). Jednotlivé atomy jsou pfifazeny k chemickym posunim *H a **C NMR zdznami.
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Obrazek 18: Struktura 6 (5;2;1) s oznacenymi atomy

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm 1.09 (d, J=6.30 Hz, 3 H) 17 1.45 (br. s., 2 H)
1.58 (br. s., 4 H) 2.38 (t, J=7.16 Hz, 2 H) 24 3.40 - 3.48 (m, 4 H) 1 3.52 - 3.67 (M, 4 H) 30
4.79 — 4.85 (m, 1 H) 12 5.47 - 5,50 (m, 1 H) 15 5.86 - 5.90 (m, 1 H) 14 6.05 — 6.08 (m, 1 H)
13 6.99 - 7.01 (m, 2 H) 31, 7 7.26 (br. s, 1 H) 31 8.04 - 8.11 (m, 2 H) 18, 6 8.41 (t, J=5.73
Hz, 1 H) 2 8.66 (d, J=2.29 Hz, 1 H) 10

1BC NMR: 15.74 17, 24.48, 25.77, 26.85, 35.88 24, 36.46 1, 42.40 30, 42.99, 46.64,
51.49 12, 76.46 15, 108.00 7, 122.54 8, 124.43 14, 129.68 13, 137.78 6, 148.19 10, 160.74 5,
164.59 21, 165.17 3, 171.36 19, 171.68 32

Identifikace struktury finalnich latek 7 (R%;X;R? byla provedena na sloudening
7 (1;1;3). V alifatické &asti "H NMR spektra latky 7 (1;1;3) (Obr. 19) Ize identifikovat triplet
s posunem 0.83 ppm odpovidajici methylové skupin¢ propylaminu. Dublet s posunem 1.10
ppm patii methylové skupiné na 1,2-0xazinovém cyklu. Triplet s posunem 2.30 ppm nalezi
jedné CH; skupiné p-alaninu. Dublet sposunem 4.25 ppm odpovida CH skuping
1,2-oxazinového kruhu sousedici pouze s jednou CH skupinou. Dale lze ve spektru vidét
vodiky odpovidajici CH, skupinam propylaminu a B-alaninu, CH skupiny 1,2-oxazinového
kruhu a vodiky OH skupiny.
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Obrazek 19: Alifaticka ¢ast 'H NMR spektra latky 7 (1;1;3)

Aromaticka ¢ast "H NMR spektra (Obr. 20) pak zobrazuje amidické vodiky (NH.) se
signaly 6.79 a 7.31 ppm. Dale vidime dva triplety patiici amidickym (NH) vodikiim a tfi
signaly patfici aromatickym vodikim.
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Obriazek 20: Aromaticka ast "H NMR spektra latky 7 (1;1;3)

Dle COSY experimentu *H NMR (Obr. 21) Ize piitadit signaly 1.40 ppm a 2.94 - 3.06
ppm CH, skupindm propylaminu a s nimi sousedici amidicky vodik s posunem 7.79 ppm.

Zbyvajicim vodikiim 1,2-oxazinového kruhu lze ptifadit signaly s posuny 4.04 — 4.09, 3.71
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a 3.85 ppm. Vodiky OH skupin jsou soucasti signalu s posunem 3.34 - 3.42 ppm spolu
s druhou CH; skupinou B-alaninu. Ta sousedi s amidickym vodikem s posunem 8.56 ppm.
Aromatickému vodiku bez sousedni interakce patii signal s posunem 8.05 ppm. Zbylé dva

jsou zatim nerozliSené.

F1 Chemical Shift (ppm)

F2 Chemical Shift (ppm)

Obrazek 21: Zaznam z 2D COSY experimentu latky 7 (1;1;3)

V uhlikovém *C NMR spektru (Obr. 22) Ize vidét deset alifatickych uhliki s posuny
11.49 — 80.11 ppm, Sest aromatickych uhlikli s posuny 116.94 — 141.95 ppm a tfi karbonylové
uhliky s posuny 164.33 — 172.98. Ke konkrétnimu pfifazeni je tfeba vyuzit 2D NMR
experimenty HMQC a HMBC.
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Obriazek 22: *C NMR spektrum latky 7 (1;1;3)
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K pfifazeni uhlikovych atomti nesoucich vodiky lze vyuzit HMQC experiment
(Obr. 23). Uhliky propylaminu odpovidaji signalim s posuny 11.49, 22.75 a 40.71 ppm.
Uhliky 1,2-oxazinového kruhu nalezi posunim 11.81, 59.47, 65.42, 70.00 a 80.11 ppm.
Signaly B-alaninu odpovidaji posunim 35.43 a 36.59 ppm. Aromaticky uhlik s vodikovym
posunem 8.05 ppm odpovida signal s posunem 124.35 ppm. Zbyl¢ dva aromatické CH uhliky
S posuny s posuny 116,94 ppm, kterému odpovida vodikovy posun 7.22 ppm, a 131.63 ppm,

kterému odpovida vodikovy posun 7.93 ppm, jsou zatim nerozliSené.
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Obrazek 23: Zaznam z 2D HMQC experimentu latky 7 (1;1;3)

Kvarterni uhliky lze uréit z interakci v HMBC spektru (Obr. 24), ve kterém vidime
interakce pies dvé az tii vazby. Karbonylovému uhliku v sousedstvi CH, skupiny
propylaminu nalezi posun 167.06 ppm, karbonylu na aromatickém cyklu signal s posunem
164.33 ppm akarbonylovému uhliku B-alaninu posun 172.98. Z interakci izolovaného
aromatického CH vodiku (124.35 ppm) lze identifikovat aromaticky uhlik nesouci karbonyl
(164.33 ppm), ktery odpovida posunu 141.95 ppm. Tyto interakce jsou spoleéné s CH
uhlikem s posunem 131.63 ppm. Vylucovaci metodou Ize urcit posledni CH aromaticky uhlik
sposunem 116.94 ppm, ktery sousedi s poslednimi dvéma kvarternimi uhliky s posuny

127.29 a 140.23, které lze rozlisit pomoci navazanych substituentt.
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F1 Chemical Shift (ppm)

F2 Chemical Shift (ppm)

Obrazek 24: Zaznam z 2D HMBC experimentu latky 7 (1;1;3)

Viechny pfifazené posuny k jednotlivym atomim jsou shrnuty v'H a 3C NMR

zdznamech. Cisla atomil jsou znazornény na obrazku (Obr. 25).

20

Obrazek 25: Struktura 7 (1;1;3) s oznacenymi atomy

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 5 ppm 0.83 (t, J=7.45 Hz, 3 H) 24 1.10 (d, J=6.87 Hz,
3 H) 17 1.40 (m, 2 H) 23 2.30 (t, J=7.16 Hz, 2 H) 27 2.94 - 3.06 (M, 2 H) 22 3.34 - 3.42 (m,
4 H) 1+29+30 3.71 (t, J=2.86 Hz, 1 H) 13 3.85 (dd, J=9.16, 2.86 Hz, 1 H) 14 4.04 — 4.09 (m,
1 H) 12 4.25 (d, J=9.17 Hz, 1 H) 15 6.79 (br. s., 1 H) 18 7.22 (d, J=8.59 Hz, 1 H) 7 7.31 (br.
5., 1 H) 18 7.79 (t, J=5.73 Hz, 1 H) 25 7.93 (dd, J=9.16, 1.72 Hz, 1 H) 6 8.05 (d, J=1.72 Hz,
1 H) 10 8.56 (t, J=5.44 Hz, 1 H) 2

3C NMR: 11.49 24, 11.81 17, 22.75 23, 35.43 27, 36.59 1, 40.71 22, 59.47 12, 65.42
14,70.00 13, 80.11 15, 116.94 7, 124.35 10, 127.29 8, 131.63 6, 140.23 9, 141.95 5, 164.33 3,
167.06, 21 172.98 19
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4.2. Chiralni separace derivatua 1,2-oxazinu

Béhem navrzené syntézy vznikaji 1,2-oxazinové derivaty ve smeési stereo, pripadné
regio izomerd. Pro syntézu léCiv jsou vSak Casto dulezité opticky cCisté derivaty daného
regioisomeru. Proto je tfeba mit k dispozici analytickou metodu, kterd by umoznila

kontrolovat pomér jak regioisomerd, tak stereoisomerti pfi regio/steroselektivni syntéze5.

Dilezitym krokem syntézy, ve kterém vznikd smés stereo a regioizomerti je HDA
reakce. Pro takto vzniklé derivaty byly podminky pro chiralni separaci jiz vyvij eny5. Soucasti
diplomové prace tak bylo stanoveni optimalnich podminek pro chirdlni separaci finalnich
latek 6 (RY;X;R?) a 7 (R*;X;R?) chiralnimi metodami HPLC a nové SFC. Tyto podminky by
m¢ély slouzit jak ke kontrole stereoizomerie pii hydroxylaci dvojné vazby, tak k uréeni optické

Cistoty u findlnich derivatu.

Analyzy probéhly s kolonami s chiralni stacionarni fazi (CSP) na bazi chiralnich
amylézovych derivati imobilizovanych na silikagelu. CSP kolony na bazi celulézovych
derivat nebyly pro separace téchto derivatii vhodné, jak jiz bylo zjisténo diive’. Vyuzity byly
kolony CHIRALPAK IA a IA3, ktera je zalozena na bazi tris(3,5-dimethylfenylkarbamat)
amylézy a CHIRALPAK ID a ID3, zalozena na bazi tris(3-chlorofenylkarbamat) amylozy, a
CHIRALPAK IF, zalozena na bazi tris(3-chloro-4-methylfenylkarbamat) amylozy (Obr. 26).

H OR
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OR Oj[
n

CSP Druh -R |
Imobilizovand na 5 pm O Me
CHIRALPAK IA silikagelu §_<HN
CHIRALPAK IA3 Imoblhz_o_vana na 3 um
silikagelu Me
Imobilizovana na 5 pm O
CHIRALPAK ID silikagelu §_<
HN
Imobilizovana na 3 um Q
CHIRALPAK ID3 silikagelu -
i , O
CHIRALPAK IE Imobilizovana na 5 um

silikagelu t—(

Cl

Obrazek 26: Struktury chirdlnich selektorti ptitomnych v pouzitych CSP kolonéach
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Chiralni separace byly provedeny u latek 6 (1;1;3), 6 (3;1;1), 6 (4;1;3), 7 (1;1;3),
7(3;1;1) a 7 (4;1;3). Pro HPLC metodu byly pouzity CSP kolony CHIRALPAK IA a
CHIRALPAK ID. Jako vychozi mobilni faze byl zvolen hexan a 2-propanol v poméru 70:30.
Pomér byl déale upravovan, tak aby doslo k rozdéleni jednotlivych enantiomerti. Ve vétSing
ptipadi pak byl 2-propanol nahrazen ethanolem. K zaostieni pikll byl v nékterych ptipadech
pouzit piidavek kyseliny trifluoroctové. V piipadech derivati 6 (3.1.1) a 7 (1.1.3) bylo
rozliSeni za pouziti izokratické eluce pfiliS vysoké, a proto byl ke zkraceni Casu analyzy
stanoven gradient za pouziti 20 — 50 % alkoholu. Latku 6 (4.1.3) se nepodafilo rozdélit
na kolonach CHIRALPAK IA ani CHIRALPAK ID, a proto byla pro separaci této latky
vyzkousena tfeti kolona CHIRALPAK IF. Ani na této kolon¢ vSak nedoslo k rozdéleni latky.
Jednotlivé podminky chirdlni separace pomoci HPLC metody jsou shrnuty v tabulce
(Tab. 20).

Tabulka 20: Kolony a podminky separace jednotlivych derivatd pomoci HPLC metody

Derivat Kolona Mobilni faze Pomér Rs o

6 (1;1:3) CH'RQLPAK hexa”T/EtXa”O" 85/15/0.1 0,64 1,08
6 (3:1:1) CH'R;ADLPAK Bé‘_;&ﬁwl gradient” 2,47 1,44
6 (4:1:3) CH'R'}LPAK hexa”T/EtXa”"" 00/10/01 | e | e
7 (1:1:3) CH'RIAALPAK E';‘:ert‘ﬁ;‘ﬁgl gradient” 2,50 1,47
7(3:1:1) CH'RQLPAK hexar}/gtﬂano" 75/25/0.1 0,90 1,18
7 (4:1:3) CH'R;“ALPAK hexa”T/EtXa”O" 50/50/0.1 1,37 1,49

“Gradient 20 — 50% alkoholu B v A v ¢ase 0-25 min.

Vedle klasické HPLC metody byla chirdlni separace provedena také pomoci
superkritické fluidni chromatografie (SFC). Pro SFC metodu byly pouzity CSP kolony
CHIRALPAK IA3 a CHIRALPAK ID3. Jako mobilni faze se zde vyuziva oxid uhlicity
ve form¢ superkritické tekutiny spolu s methanolem s piidavkem diethanolaminu a kyseliny
trifluoroctové. Podminky chirdlni separace pro jednotlivé derivaty jsou uvedeny v tabulce
(Tab. 21). Rozliseni je ve vSech pfipadech velmi dobré. Selektivitu se v ptipadé SFC jesté

nepodaftilo z ¢asovych divodi urcit.
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Tabulka 21: Kolony a podminky separace jednotlivych derivati pomoci SFC metody

Derivat Kolona Mobilni faze Pomér Rs
6 (1;1;3) CHIRALPAK IA3 B:MegaﬁﬁngFA 70:30 2,22
6(3;1;1) CHIRALPAK ID3 B:MegﬁﬁﬁngFA gradient” 1,25
6 (4;1;3) CHIRALPAK ID3 B:MegﬁﬁﬁngFA 64:40 1,97
7(1;1;3) CHIRALPAK ID3 B:MegﬁﬁﬁngFA gradient” 2,14
7@L1) | CHRALPAKIA3 | o 2092 1 gradient” 1,75
713 | CHRALPAKID3 | . At 60:40 3,50

"MeOH/DEA/TFA v poméru 100:0,3:0,22
“Gradient 15 — 35 % smési B v A v ¢ase 0-4 min.

Na rozdil od HPLC metody se pomoci SFC metody podafilo rozdé¢lit vSechny
derivaty. Srovnani chromatogramu slouceniny 6 (4;1;3) z HPLC a SFC je mozné vidét

na obrazku (Obr. 27).
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Obrazek 27: Chromatogramy latky 6 (4;1;3) stanovené pomoci metody a) HPLC, b) SFC

SFC metoda umoznuje vyrazné krat$i dobu analyzy. Nejvyssi retencni ¢as 5,55 min
m¢el derivat 7 (1;1;3) oproti retenénimu Casu 48,88 min derivatu 6 (1;1;3) pomoci HPLC
metody (Tab. 22).
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Tabulka 22: Retencni Casy jednotlivych derivati

HPLC SFC
Derlvat | omin); cisté litka | (misnrzl;;s“mé tr, (min); &istA latka | © (mi:%;éssumv"‘
6(1;1;3) |  4564; 48,88 42,66; 44,10 1,81; 2,31 178235
6(3:1;1) | 18.17; 24,68 18,07; 2458 3,82; 3,96 K
6 (4;1;3) 21,82 21,28 2,34; 3,08 -
7(1:3) | 17.66;24,33 17,71; 24,97 4,96; 5,55 K
7611 | 13691558 13,84; 15,49 3,68; 3,96 3,14; 3,67
7(:1:3) | 21253025 21,41; 30,37 1,90; 3,74 K

" Data dosud nejsou k dispozici.

Pro budouci studium stereoselektivnich syntéz je dilezité rychlé stanoveni poméru
regio/stereo izomerl. Proto je potieba zjisténé podminky pro chiralni separace aplikovat
na latky v surové smési. Podminky pro chiralni separaci surové smési byly ovéteny pomoci
HPLC metody. Pomoci SFC metody byly kviili dostupnosti instrumentidlniho vybaveni
ovéteny pouze podminky pro kolonu CHIRALPAK IA3 a tedy pro latky 6 (1;1;3) a 7 (3;1;1).
Pro zbylé latky budou podminky pro SFC metodu ovéteny Vv nejblizsi dobé. Retenéni Casy jak
Cistych tak surovych latek z obou metod jsou shrnuty v tabulce (Tab. 22). Piestoze se
v nékterych piipadech retenéni Casy mirn€ posunuly, je mozné jednotlivé izomery
ve spektrech rozlisit. Pro ilustraci jsou ukdzany chromatogramy latky 7 (3;1;1) (Obr. 28).

Ostatni chromatogramy jsou zobrazeny v pftiloze.
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Obrazek 28: Zaznamy chromatogramui latky 7 (3;1;1)
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1.Metody

5.1.1. Instrumentace

Pro reakce na pevné fazi byly pouzity plastové injekéni stiikacky opatiené
polypropylenovou fritou. Méfeni hmotnostnich spekter bylo realizovano na hmotnostnim
spektrometru UPLC-MS Acquity Waters SQ Detector 2 (Waters) USA nebo UPLC Waters
Acquity H s PDA a QDa detektory (Waters) USA. Méteni NMR spekter bylo provedeno
v roztoku DMSO — d6 na JNM-ECA 500 (500 MHz, JEOL) s vnitinim standardem TMS.
Hodnoty chemického posunu jsou udany v ppm jednotkach, interakéni konstanty v Hz.
Purifikace sloucenin byly provedeny na sestavé semipreparativniho HPLC (Waters) USA.
Chiralni separace byly realizovany na sestavé HPLC s PDA detektorem (Waters) USA
s kolonami CHIRALPAK IA, CHIRALPAK ID a CHIRALPAK IF. SFC analyzy byly
provadény na sestavé Acquity UPC? na kolonach CHIRALPAK IA3 a CHIRALPAK ID3.

K suseni vzorki byl pouzit lyofilizator Scanvac CoolSafe.

5.1.2. Stépeni vzorka pro LC-MS analyzu

Analytické mnoZstvi (5-10 mg) promyté pryskyfice bylo michano ve smési 50%
TFA/DCM (1 ml) po dobu 30 min. Po odpateni rozpoustédel pod proudem dusiku byl vzorek
rozpustén v MeOH (0,5 ml) a H,O (0,5 ml) a néasledné prefiltrovan ptes mikrofiltr.

5.1.3. Stanoveni LC ¢Cistoty

Cistota latek byla stanovena z poméru ploch pikti z HPLC/PDA z4znamu pfi primétu

vlnovych délek.

5.1.4. Preparativni $tépeni finalnich sloucenin a jejich HPLC purifikace

Pro purifikaci findlnich latek bylo pouzito 400 mg suché pryskyfice. Pryskyfice byla
smichana s 50% TFA/DCM (10 ml) a tfepana 30 min. Roztok byl zfiltrovan a pryskyfice byla
jesté dvakrat smichana s 50% TFA/DCM (10 ml) a tfepana 15 min. Spojené filtraty byly
odpaieny pod proudem dusiku. Odparek byl rozpustén v5 ml methanolu. Roztok byl

precistén na HPLC za pouZiti gradientu acetonitril/10mM vodny octan amonny. Jednotlivé
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frakce byly sesbirany, acetonitril byl odpafen na RVO. Nasledn¢ byl roztok zmrazen

a lyofilizovan. Vytézek byl stanoven jako celkovy vytézek po vsech reakénich krocich.

5.1.5. Priprava vzorku na NMR analyzu

Po lyofilizaci bylo 5 — 11 mg latky rozpusténo v deuterovaném DMSO (600 pl).

5.2.Piipravy

Obecny postup p¥ipravy imobilizovanych aminokyselin/dipeptidii 2 (R%)

Vychozi pryskyiice (1 — 1,2 g) byla promyta 3xDCM a 3xDMF. Poté byl piidan
roztok 50 % piperidinu v DMF (10 ml) a smés byla téepana po dobu 20 min. Pryskyfice byla
promyta 6xDMF a 3xDCM. K pryskyfici byl ptidan roztok aminokyseliny (3,4 mmol), HOBt
(3,4 mmol) a DIC (3,4 mmol) ve sme&si DCM (6 ml) a DMF (6 ml). Reakéni smés byla
tiepana 1 h za laboratorni teploty. Pryskyfice byla promyta 3xDCM, 3xDMF a 3xDCM.

Imobilizovana  2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)karbonyl)amino)propanova  Kkyselina
[2 (1]

Jako vychozi latka byla pouZzita Rinkova pryskyfice 1, jako aminokyselina byl pouzit
Fmoc-B-Ala-OH.

MS m/z pro CigH1gN,O3: vypoéteno 310,13; nalezeno 311 [M+1]". LC ¢&istota 100%.

Imobilizovana 2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)karbonyl)amino)octova kyselina [2 (2)]

Jako vychozi latka byla pouZzita Rinkova pryskyfice 1, jako aminokyselina byl pouzit
Fmoc-Gly-OH.

MS m/z pro Ci7H16N,03: vypoéteno 296,12; nalezeno 297 [M+1]". LC ¢&istota 100%.

Imobilizovana 3-(2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)karbonyl)amino)acetamido)propanova

kyselina [2 (4)]

Jako vychozi latka byla pouzita imobilizovana aminokyselina 2 (1), jako

aminokyselina byl pouzit Fmoc-Gly-OH.

MS m/z pro CxoH21N304: vypoéteno 367,15; nalezeno 368 [M+1]". LC ¢&istota 100%.
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Imobilizovana  3-(2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)karbonyl)amino)propanamido)octova
kyselina [2 (5)]

Jako vychozi latka byla pouzita imobilizovana aminokyselina 2 (2), jako

aminokyselina byl pouzit Fmoc-fB-Ala-OH.

MS m/z pro CoH21N304: vypoéteno 367,15; nalezeno 368 [M+1]". LC ¢&istota 100%.

Obecny postup p¥ipravy imobilizovanych latek 3 (R*;X)

Vychozi pryskyftice (1 — 1,2 g) byla promyta 3xDCM a 3xDMF. Poté byl piidan
roztok 50 % piperidinu v DMF (10 ml) a smés byla tiepana po dobu 20 min. Pryskyfice byla
promyta 6xDMF a 3xDCM. K pryskyfici byl pfidan roztok 4-fluoro-3-nitrobenzoové nebo
6-fluoronikotinové kyseliny (3,5 mmol), HOBt (3,5 mmol) a DIC (3,5 mmol) ve smési DCM
(5 ml) a DMF (5 ml). Reakéni smés byla tiepana 1 h za laboratorni teploty. Pryskyfice byla
promyta 3xDCM, 3xDMF a 3xDCM.

Imobilizovana 3-(4-fluoro-3-nitrobenzamido)propanova kyselina [3 (1;1)]

Jako vychozi latka byla pouzita imobilizovana aminokyselina 2 (1). Jako reaktant byla

pouzita kyselina 4-fluoro-3-nitrobenzoova.

MS m/z pro CioH19FN304: vypodteno 255,07; nalezeno 254 [M-1]". LC ¢&istota 100%.

Imobilizovana 2-(4-fluoro-3-nitrobenzamido)octova kyselina [3 (2;1)]

Jako vychozi latka byla pouzita imobilizovana aminokyselina 2 (2). Jako reaktant byla

pouzita kyselina 4-fluoro-3-nitrobenzoova.

MS m/z pro CoHgFN304: vypoéteno 241,01; nalezeno 240 [M-1]". LC &istota 100%.

Imobilizovana 4-fluoro-3-nitrobenzoova kyselina [3 (3;1)]

Jako vychozi latka byla pouzita Rinkova pryskyfice 1. Jako reaktant byla pouzita

kyselina 4-fluoro-3-nitrobenzoova.

MS m/z pro C;HsFN,O3: vypoéteno 184,03; nalezeno 183 [M-1]". LC ¢istota 100%.

Imobilizovana 3-(2-(4-fluoro-3-nitrobenzamido)acetamido)propanova kyselina [3(4;1)]

Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany dipeptid 2 (4). Jako reaktant byla pouzita

kyselina 4-fluoro-3-nitrobenzoova.
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MS m/z pro C12H13FN4Os: vypocteno 312,09; nalezeno 311 [M-1]+. LC ¢istota 100%.

Imobilizovana 2-(6-fluoronikotinamido)octova kyselina [3 (2;2)]

Jako vychozi latka byl pouzit Glycin 2 (2). Jako reaktant byla pouzita kyselina

6-fluorobenzoova.

MS m/z pro CgHgFN30,: vypoéteno 197,06; nalezeno 196 [M-1]". LC &istota 100 %.

Imobilizovana 6-fluoronikotinova Kyselina [3 (3;2)]

Jako vychozi latka byla pouzita Rinkova pryskyfice 1. Jako reaktant byla pouzita

kyselina 6-fluorobenzoova.

MS m/z pro CgHsFN,O: vypodteno 140,04; nalezeno 139 [M-1]". LC &istota 100 %.

Imobilizovana 2-(3-(6-fluoronicotinamido)propanamido)octova kyselina [3 (5;2)]

Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany dipeptid 2 (5). Jako reaktant byla pouzita

kyselina 6-fluorobenzoova.

MS m/z pro C11H13FN4Os: vypodteno 268,10; nalezeno 267 [M-1]". LC ¢&istota 100 %.

Obecny postup p¥ipravy imobilizovanych latek 4 (R';1)

Nabobtnana pryskyfice 3 (R*;1) (1,2 g) byla promyta 3xPy a smichéana s roztokem
NH,OH.HCI (12 mmol) v pyridinu (10 ml) a byla tfepana 17 h za pokojové teploty.
Pryskyfice byla promyta 3xPy, 3xDMF a 3xDCM.

Imobilizovana 3-(4-(hydroxyamino)-3-nitrobenzamido)propanova kyselina [4 (1;1)]

Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 3 (1;1).

MS m/z pro C1oH12N4Os: vypoéteno 268,08; nalezeno 267 [M-1]". LC ¢istota 91 %.

Imobilizovana 2-(4-(hydroxyamino)-3-nitrobenzamido)octova kyselina [4 (2;1)]

Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 3 (2;1). Derivat 4 (2;1) byl ihned
pouzit do nésledujici reakce.
Imobilizovana 4-(hydroxylamino)-3-nitrobenzoova kyselina [4 (3;1)]

Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 3 (3;1).
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MS m/z pro C;H;N304: vypoéteno 197,04; nalezeno 196 [M-1]". LC &istota 93%.

Imobilizovana 3-(2-(4-(hydroxyamino)-3-nitrobenzamido)acetamido)propanova kyselina
[4 (4;1)]

Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 3 (4;1). Derivat 4 (4;1) byl ihned

pouzit do nasledujici reakce.

Obecny postup pFipravy imobilizovanych latek 4 (R';2)

Pryskyfice 3 (R%2) (1,2 g) byla promyta 3xDMSO a smichana s roztokem
NH,OH.HCI (14,4 mmol) a DMSO (10 ml) a DBU (0,4 mmol). Reak¢ni smés byla michana
24 h pti 80°C. Pryskyfice byla promyta 3XxDMSO, 3xDMF a 3xDCM.

Imobilizovana 3-(6-(hydroxyamino)nicotinamido)octova kyselina [4 (2;2)]
Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 3 (2;2).

MS m/z pro CgH1oN4O3: vypoéteno 210,08; nalezeno 211 [M+1]". LC &istota 89 %.

Imobilizovana 6-(hydroxylamino)nikotinova kyselina [4 (3;2)]
Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 3 (3;2).

MS m/z pro CgH7N30,: vypoéteno 153,05; nalezeno 154 [M+1]". LC &istota 92 %.

Imobilizovana  2-(3-(6-(hydroxyamino)nikotinamido)propanamido)octova  Kkyselina
[4 (5;2)]
Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 3 (5;2).

MS m/z pro Cy11H15NsO4: vypoéteno 281,11; nalezeno 282 [M+1]". LC &istota 82 %.

Obecny postup p¥ipravy latek 5 (R';X)

Nabobtnana vychozi latka 4 (Rl;X) (1,2g) byla smichana s roztokem sorbové kyseliny
(3,5 mmol), TBAPI (1,75 mmol) v DCM (10 ml). Reak¢ni smés byla tfepana 3 h za pokojové
teploty. Pryskyfice byla promyta 3xDCM, 3xTHF a 3xDCM.
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Imobilizovana  2-(4-((2-karboxyethyl)karbamoyl)-2-nitrofenyl)-3-methyl-3,6-dihydro-
2H-1,2-oxazin-6-karboxylova kyselina [5 (1;1)]

Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 4 (1;1).

MS m/z pro C1sH1gN4O7: vypoéteno 378,08; nalezeno 379 [M+1]". LC ¢&istota 92 %.

Imobilizovana  2-(4-((karboxymethyl)karbamoyl)-2-nitrofenyl)-3-methyl-3,6-dihydro-
2H-1,2-oxazin-6-karboxylova kyselin [5 (2;1)]

Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 4 (2;1).

MS m/z pro CisH16N4O5: vypoéteno 364,10; nalezeno 365 [M+1]". LC &istota 91 %.
Imobilizovana 2-(4-karboxy-2-nitrofenyl)-3-methyl-3,6-dihydro-2H-1,2-oxazin-6-
karboxylova kyselina [5 (3;1)]

Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 4 (3;1).

MS m/z pro C13H13N3Og: vypoéteno 307,08; nalezeno 308 [M+1]". LC ¢&istota 89 %.
Imobilizovana 2-(4-((2-((2-karboxyethyl)amino)-2-oxoethyl)karbamoyl)-2-nitrofenyl)-3-
methyl-3,6-dihydro-2H-1,2-oxazin-6-karbxylova kyselina [5 (4;1)]

Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 4 (4;1).

MS m/z pro CigH21NsOs: vypoéteno 435,14; nalezeno 436 [M+1]". LC &istota 90 %.
Imobilizovana 2-(5-((karboxymethyl)karbamoyl)pyridin-2-yl)-3-methyl-3,6-dihydro-2H-
1,2-oxazin-6-karboxylova kyselina [5 (2;2)]

Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 4 (2;2).

MS m/z pro C14H16N4Os: vypoéteno 320,11; nalezeno 321 [M+1]". LC ¢istota 81 %.
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Imobilizovana 2-(5-karboxypyridin-2-yl)-3-methyl-3,6-dihydro-2H-1,2-0xazin-6-
karboxylova kyselina [5 (3;2)]

Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 4 (3;2).

MS m/z pro C1,H13N304: vypoéteno 263,09; nalezeno 264 [M+1]". LC &istota 90 %.

Imobilizovana 2-(5-((3-((karboxymethyl)amino)-3-oxopropyl)karbamoyl)pyridin-2-yl)-
3-methyl-3,6-dihydro-2H-1,2-oxazin-6-karboxylova kyselina [5 (5;2)]
Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 4 (5;2).

MS m/z pro Ci7H21NsOs: vypoéteno 391,15; nalezeno 392 [M+1]". LC &istota 67 %.

Obecny postup p¥ipravy amidi 6 (R*;X;R?)
K promyté pryskyfici 5 (R',X) (1,2 g) byl pfidan roztok aminu (3 mmol), HOBt (3
mmol), DIC (3 mmol) a DMAP (katalytické mn.) ve smési DCM (5 ml) a DMF (5 ml).

Reakéni smés byla tiepana 24 h za laboratorni teploty. Pryskyfice byla promyta 3xDCM,
3xDMF a 3xDCM a byla podrobena §tépeni za pouziti TFA.

2-(4-((3-amino-3-oxopropyl)karbamoyl)-2-nitrofenyl)-3-methyl-N-propyl-3,6-dihydro-
2H-1,2-oxazin-6-karboxamid [6 (1;1;3)]

O (@]
N
HzN)K/\N)K@[ 0, o
N’O ”/\/
Me Z

Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 5 (1;1). Jako amin byl pouzit
propylamin.

MS m/z pro CigH25N506: vypocteno 419,18; nalezeno 420 [M+1]". Vytézek 35 %.

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm 0.79 (t, J=7.45 Hz, 3 H) 1.17 (d, J=6.30 Hz,
3H) 1.34 - 1.43 (m, 2 H) 2.31 (t, J=7.16 Hz, 2 H) 2.94 (dd, J=12.89, 6.01 Hz, 1 H) 3.07 (dd,
J=13.17, 6.30 Hz, 1 H) 3.37 — 3.43 (M, 2 H) 4.34 - 4.40 (m, 1 H) 4.77 - 4.82 (m, 1 H) 5.80 -
5.86 (M, 1 H) 6.06 (m, 1 H) 6.79 (br. s., 1 H) 7.30 (br. s., 1 H) 7.38 (d, J=8.59 Hz, 1 H) 7.53
(t, J=6.01 Hz, 1 H) 7.97 - 8.02 (m, 1 H) 8.13 (d, J=2.29 Hz, 1 H) 8.60 (t, J=5.44 Hz, 1 H)
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Bc NMR™: 11.61, 14.79, 22.71, 35.40, 36.63, 40.13, 53.25, 78.76, 118.20, 124,25,
128.37, 130.24, 131.58, 140.47, 141.51, 164.25, 166.80, 172.97

“Z davodu nizké intenzity neni viditelny jeden uhlikovy signal.

4-(3-methyl-6-(piperidin-1-karbonyl)-3,6-dihydro-2H-1,2-oxazin-2-yl)-3-nitrobenzamid
[6 (3;1;1)]

0]
HZN)K@NOZ 0
Me Z
Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 5 (3;1). Jako min byl pouzit
piperidin.

MS m/z pro CigH22N4Os: vypocteno 374,16; nalezeno 375 [M+1]". Vytézek 31 %.

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm 1.08 (d, J=6.30 Hz, 3 H) 1.36 - 1.47 (m, 4 H)
1.47 - 1.60 (m, 2 H) 3.35 - 3.46 (M, 4 H) 4.23 - 4.38 (m, 1 H) 5.31 (d, J=1.72 Hz, 1 H) 5.84
(d, J=9.74 Hz, 1 H) 6.05 (m, 1 H) 7.38 (d, J=9.16 Hz, 1 H) 7.48 (br. s., 1 H) 8.01 - 8.11 (m,
2 H) 8.17 (d, J=1.72 Hz, 1 H)

B3C NMR: 15.03, 24.47, 25.77, 26.58, 43.09, 46.37, 54.22, 76.99, 118.99, 124.24,
124.64, 128.88, 129.92, 132.14, 140.79, 142.24, 164.58, 165.94

2-(4-((2-amino-2-oxoethyl)karbamoyl)-2-nitrofenyl)-N-benzyl-3-methyl-3,6-dihydro-2H-
1,2-oxazin-6-karboxamid [6 (2;1,2)]

O
NO
7‘(\”)]\@ 2 O
O -
N © N
P H
Me

Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 5 (2;1). Jako amin byl pouzit

HoN

benzylamin.

MS m/z pro CH23NsOg: vypoéteno 453,16; nalezeno 454 [M+1]". Vytézek 33 %.
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'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 1.20 (d, J=6.18 Hz, 3 H) 3.77 (d, J=6.18 Hz,
2 H) 4.18 (dd, J=15.34, 5.72 Hz, 1 H) 4.34 (dd, J=15.46, 6.53 Hz, 1 H) 4.38 - 4.45 (m, 1 H)
4.90 (d, J=1.83 Hz, 1 H) 5.86 (d, J=10.08 Hz, 1 H) 6.07 - 6.14 (m, 1 H) 7.03 (s, 1 H) 7.17 -
7.22 (m, 3 H) 7.25 - 7.31 (m, 2 H) 7.39 (s, 1 H) 7.42 (d, J=8.70 Hz, 1 H) 8.04 (dd, J=8.82,
1.95 Hz, 1 H) 8.20 (d, J=1.83 Hz, 1 H) 8.26 (t, J=6.07 Hz, 1 H) 8.82 (t, J=5.95 Hz, 1 H)

1BC NMR: 14.73, 42.20, 42.97, 53.23, 78.92, 118.11, 124.07, 124.62, 127.24, 127.32,
128.01, 128.73, 130.51, 131.83, 139.65, 140.35, 141.61, 164.59, 167.12, 171.39

2-(4-((2-((3-amino-3-oxopropyl)amino)-2-oxoethyl)karbamoyl)-2-nitrofenyl)-3-methyl-
N-propyl-3,6-dihydro-2H-1,2-oxazin-6-karboxamid [6 (4;1,3)]

H2N\H/VHWA

(@]
O O N/O N
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Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 5 (2;1). Jako amin byl pouzit
propylamin.

MS m/z pro Cz1H2sNsO-: vypoéteno 476,20; nalezeno 477 [M+1]". Vytézek 29 %.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 0.79 (t, J=7.45 Hz, 3 H) 1.18 (d, J=6.30 Hz,
3H)132-1.44 (m, 2 H) 219 (t, J=7.16 Hz, 2 H) 2.94 (dd, J=13.17, 5.73 Hz, 1 H) 3.07 (dd,
J=13.17, 6.87 Hz, 1 H) 3.21 (m, 2 H) 3.75 - 3.80 (M, 2 H) 4.35 - 4.44 (m, 1 H) 4.76 - 4.83 (m,
1 H) 5.79 - 5.87 (m, 1 H) 6.02 - 6.12 (m, 1 H) 6.78 (br. s., 1 H) 7.28 (br. s., 1 H) 7.40 (d,
J=8.59 Hz, 1 H) 7.54 (t, J=6.01 Hz, 1 H) 7.93 (t, J=5.73 Hz, 1 H) 8.03 (dd, J=8.88, 2.00 Hz,
1 H)8.17 (d, J=1.72 Hz, 1 H) 8.84 (t, J=6.01 Hz, 1 H)

BC NMR: 11.62, 14.79, 22.79, 35.45, 35.73, 40.97, 43.18, 53.23, 78.78, 118.10,
124.26, 124.54, 127.91, 130.23, 131.77, 140.38, 141.63, 164.62, 166.77, 169.17, 173.01

2-(5-((2-amino-2-oxoethyl)karbamoyl)pyridin-2-yl)-3-methyl-N-propyl-3,6-dihydro-2H-
1,2-oxazin-6-karboxamid [6 (2;2;3)]

o

H2NY\” | N o
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Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 5 (2;2). Jako amin byl pouzit
propylamin.

MS m/z pro C17H23Ns04: vypoéteno 361,18; nalezeno 362 [M+1]". Vytézek 25 %.

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm 0.81 (t, J=7.45 Hz, 3 H) 1.17 (d, J=6.30 Hz,
3 H) 1.44 (sxt, J=7.22 Hz, 2 H) 3.00 - 3.13 (m, 2 H) 3.77 (d, J=6.30 Hz, 2 H) 4.86 — 4.91 (m,
1 H) 4.97 — 4.99 (m, 1 H) 5.85 - 5.90 (M, 1 H) 6.05 - 6.10 (m, 1 H) 6.99 (br. s., 1 H) 7.21 (d,
J=8.59 Hz, 1 H) 7.34 (br. s., 1 H) 8.00 (t, J=6.01 Hz, 1 H) 8.11 (dd, J=8.59, 2.29 Hz, 1 H)
8.61 (t, J=6.01 Hz, 1 H) 8.70 (d, J=1.72 Hz, 1 H)

B3C NMR: 11.81, 16.43, 22.83, 40.75, 42.79, 50.99, 77.60, 108.54, 122.20, 124.23,
130.54, 137.72, 148.33, 160.70, 165.72, 167.14, 171.60

N-benzyl-2-(5-karbamoylpyridin-2-yl)-3-methyl-3,6-dihydro-2H-1,2-oxazin-6-
karboxamid [6 (3;2;2)]

.0

Z N N
_ H

Me

Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 5 (3;2). Jako amin byl pouzit

benzylamin.
MS m/z pro Ci9H20N403: vypoéteno 352,15; nalezeno 353 [M+1]". Vytézek 30 %.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 5 ppm 1.18 (d, J=6.41 Hz, 3 H) 4.30 - 4.35 (2xd, 2 H)
4.86 - 4.91 (m, 1 H) 5.07 - 5.09 (m, 1 H) 5.92 (dt, J=10.19, 1.55 Hz, 1 H) 6.07 — 6.13 (m, 1 H)
7.18 - 7.33 (m, 7 H) 7.89 (br. 5., 1 H) 8.10 (dd, J=8.70, 2.29 Hz, 1 H) 8.60 (t, J=5.95 Hz, 1 H)
8.69 (d, J=2.29 Hz, 1 H)

13C NMR: 16.41, 21.60, 42.45, 51.06, 77.65, 108.67, 122.32, 124.07, 127.64, 128.82,
130.75, 137.87, 139.81, 148.47, 160.73, 166.86, 167.43
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N-(3-((2-amino-2-oxoethyl)amino)-3-oxopropyl)-6-(3-methyl-6-(piperidin-1-karbonyl)-
3,6-dihydro-2H-1,2-oxazin-2-yl)nikotinamid 6 (5;2;1)

(0] O
HoN )K/\
N N SN (0]
KH HJ\Q\ 0
Me =

Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 5 (5;2). Jako amin byl pouzit
piperidin.

MS m/z pro CxH3oNgOs: vypoéteno 458,23; nalezeno 459 [M+1]". Vytézek 20 %.

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm 1.09 (d, J=6.30 Hz, 3 H) 1.45 (br. s., 2 H) 1.58
(br.s., 4 H) 2.38 (t, J=7.16 Hz, 2 H) 3.40 - 3.48 (m, 4 H) 3.52 - 3.67 (m, 4 H) 4.79 — 4.85 (m,
1 H) 5.47 - 5.50 (m, 1 H) 5.86 - 5.90 (m, 1 H) 6.05 — 6.08 (m, 1 H) 7.00 (m, 2 H) 7.26 (br. s.,
1 H) 8.04 - 8.11 (m, 2 H) 8.41 (t, J=5.73 Hz, 1 H) 8.66 (d, J=2.29 Hz, 1 H)

3C NMR: 15.74, 24.48, 25.77, 26.85, 35.88, 36.46, 42.40, 42.99, 46.64, 51.49, 76.46,
108.00, 122.54, 124.43, 129.68, 137.78, 148.19, 160.74, 164.59, 165.17, 171.36, 171.68

Obecny postup hydroxylace — derivaty 7 (R'; X;R?)

K promyté pryskyfici 6 (R*;X;R?) (0,8 g) byl pfidan roztok 2,5 % OsO, v tBuOH
(250 pl), NMO (750 pul) v DCM (10 ml). Reakéni smés byla tiepana 24 h za laboratorni
teploty. Pryskyfice byla promyta 3xDCM, 3xDMF a 3xDCM a byla podrobena S$tépeni
za pouziti TFA.

2-(4-((3-amino-3-oxopropyl)karbamoyl)-2-nitrofenyl)-4,5-dihydroxy-3-methyl-N-propyl-
1,2-oxazinan-6-karboxamid [7 (1;1;3)]

(0] (0]
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Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 6 (1;1;3).

MS m/z pro C19H27N5Og: vypoéteno 453,19; nalezeno 454 [M+1]". Vytézek 39 %.
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'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm 0.83 (t, J=7.45 Hz, 3 H) 1.10 (d, J=6.87 Hz,
3 H) 1.36 — 1.44 (m, 2 H) 2.30 (t, J=7.16 Hz, 2 H) 2.94 - 3.06 (m, 2 H) 3.34 - 3.42 (m, 4 H)
3.71 (t, J=2.86 Hz, 1 H) 3.85 (dd, J=9.16, 2.86 Hz, 1 H) 4.04 — 4.09 (m, 1 H) 4.25 (d,
J=9.17 Hz, 1 H) 6.79 (br. s., 1 H) 7.22 (d, J=8.59 Hz, 1 H) 7.31 (br. s., 1 H) 7.79 (t, J=5.73
Hz, 1 H) 7.93 (dd, J=9.16, 1.72 Hz, 1 H) 8.05 (d, J=1.72 Hz, 1 H) 8.56 (t, J=5.44 Hz, 1 H)

BC NMR: 11.49, 11.81, 22.75, 35.43, 36.59, 40.71, 59.47, 65.42, 70.00, 80.11,
116.94, 124.35, 127.29, 131.63, 140.23, 141.95, 164.33, 167.06, 172.98

2-(4-((2-amino-2-oxoethyl)karbamoyl)-2-nitrofenyl)-N-benzyl-4,5-dihydroxy-3-methyl-
1,2-oxazinan-6-karboxamid [7 (2;1;2)]

O
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Jako vychozi latka byl pouZzit imobilizovany derivat 6 (2;1;2).
MS m/z pro CxHsNsOs: vypoéteno 487,17; nalezeno 488 [M+1]". Vytézek 34 %.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.14 (d, J=6.87 Hz, 3 H) 3.74 — 3.77 (m, 3 H)
3.90 (d, J=8.59 Hz, 1 H) 4.09 — 4.15 (m, J=6.59, 3.15 Hz, 1 H) 4.29 (d, J=6.30 Hz, 2 H) 4.38
(d, J=9.16 Hz, 1 H) 4.86 (br. s., 1 H) 5.08 (br. 5., 1 H) 7.00 (br. 5., 1 H) 7.17 - 7.29 (m, 8 H)
7.35 (br. s, 1 H) 7.97 (dd, J=8.59, 1.72 Hz, 1 H) 8.13 (d, J=1.72 Hz, 1 H) 8.43 (t, J=6.01 Hz,
1 H) 8.75 (t, J=5.73 Hz, 1 H)

B3C NMR: 11.42, 42.38, 42.98, 59.45, 65.60, 70.02, 80.22, 116.72, 124.79, 126.94,
127.11, 127.44, 128.63, 131.93, 139.55, 140.06, 142.02, 164.69, 167.44, 171.44

4-(4,5-dihydroxy-3-methyl-6-(piperidin-1-karbonyl)-1,2-oxazinan-2-yl)-3-nitrobenzamid
[7 (3;1;1)]

Me OHK/j
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Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 6 (3;1;1).
MS m/z pro CigH24N4O7: vypocteno 408,16; nalezeno 409 [M+1]". Vytézek 41 %.

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 5 ppm 1.08 (d, J=6.87 Hz, 3 H) 1.38 — 1.61 (m, 6 H)
3.33 - 3.42 (m, 2 H) 3.45 - 3.51 (m, 2 H) 3.76 (m, 1 H) 3.87 - 3.92 (m, 1 H) 4.07 (br. s., 1 H)
4.82 (d, J=9.16 Hz, 1 H) 5.01 (d, J=6.87 Hz, 1 H) 5.04 (d, J=4.01 Hz, 1 H) 7.22 (d,
J=8.59 Hz, 1 H) 7.41 (br. s., 1 H) 7.96 (dd, J=8.88, 2.00 Hz, 1 H) 8.00 (br. s., 1 H) 8.05 (d,
J=2.29 Hz, 1 H)

BC NMR™ 11.55, 24.61, 25.91, 26.38, 42.91, 46.84, 59.49, 66.07, 70.30, 124.59,
131.94, 141.95, 165.66, 166.02

“Z divodu nizké intenzity nejsou patrné viechny uhlikové signaly

2-(4-((2-((3-amino-3-oxopropyl)amino)-2-oxoethyl)karbamoyl)-2-nitrofenyl)-4,5-
dihydroxy-3-methyl-N-propyl-1,2-oxazinan-6-karboxamid [7 (4;1;3)]
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Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 6 (4;1;3).
MS m/z pro Ca1H3oNeOg: vypoéteno 510,21; nalezeno 511 [M+1]". Vytézek 46 %.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 0.83 (t, J=7.33 Hz, 3 H) 1.11 (d, J=6.41 Hz,
3H) 1.33 - 1.45 (m, 2 H) 2.19 (t, J=7.10 Hz, 2 H) 2.94 - 3.04 (m, 2 H) 3.21 (g, J=6.87 Hz,
2 H) 3.69 - 3.73 (m, 1 H) 3.77 (d, J=5.95 Hz, 2 H) 3.85 (dd, J=9.62, 3.21 Hz, 1 H) 4.09 (dd,
J=6.41, 2.75 Hz, 1 H) 4.26 (d, J=9.16 Hz, 1 H) 6.79 (br. s., 1 H) 7.23 (d, J=9.16 Hz, 1 H) 7.29
(br. s., 1 H) 7.82 (t, J=5.72 Hz, 1 H) 7.89 - 7.98 (m, 2 H) 8.09 (d, J=1.83 Hz, 1 H) 8.82 (t,
J=5.95 Hz, 1 H)

3C NMR: 11.45, 11.84, 22.78, 35.45, 35.72, 40.72, 43.17, 59.44, 65.41, 70.00, 80.09,
116.73, 124.70, 126.80, 131.85, 140.10, 142.07, 164.72, 167.03, 169.24, 173.06
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2-(5-((2-amino-2-oxoethyl)karbamoyl)pyridin-2-yl)-4,5-dihydroxy-3-methyl-N-propyl-
1,2-oxazinan-6-karboxamid [7 (2;2;3)]

(0]
HoN
N ~N (0]
Ty,
N N/\/
Me OH

OH
Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 6 (2;2;3).
MS m/z pro Ci7H25Ns06: vypoéteno 395,18; nalezeno 396 [M+1]". Vytézek 19%.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 0.84 (t, J=7.56 Hz, 3 H) 1.09 - 1.13 (m, 3 H)
1.40 - 1.47 (m, 2 H) 3.03 - 3.10 (m, 2 H) 3.73 - 3.76 (m, 3 H) 3.98 (dd, J=9.62, 3.21 Hz, 1 H)
4.30 (d, J=10.08 Hz, 1 H) 4.80 (dd, J=7.10, 2.52 Hz, 1 H) 6.86 (d, J=8.70 Hz, 1 H) 7.00 (s,
1H) 7.35 (br. s., 1 H) 8.02 - 8.06 (m, 1 H) 8.28 (t, J=5.50 Hz, 1 H) 8.58 (t, J=5.95 Hz, 1 H)
8.63 (d, J=1.83 Hz, 1 H)

1BC NMR: 11.88, 13.22, 22.70, 40.84, 42.77, 57.12, 65.37, 69.86, 79.03, 107.17,
121.05, 137.54, 148.29, 161.23, 165.50, 167.43, 171.68

N-benzyl-2-(5-karbamoylpyridin-2-yl)-4,5-dihydroxy-3-methyl-1,2-oxazinan-6-
karboxamid [7 (3;2;2)]

(@]
HoN | ~N (0]
o)
= N N/\©
H
Me OH
OH

Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 6 (3;2;2).

MS m/z pro C19H22N40s: vypoéteno 386,16; nalezeno 387 [M+1]". Vytézek 26 %.

'"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 1.11 - 1.15 (m, 3 H) 3.76 (t, J=2.86 Hz, 1 H)
4.04 (dd, J=9.85, 3.21 Hz, 1 H) 4.28 - 4.43 (m, 3 H) 4.82 (m, 1 H) 6.88 (dd, J=8.70, 0.69 Hz,

1 H) 7.18 - 7.34 (m, 7 H) 7.83 (br. s., 1 H) 8.01 - 8.05 (m, 1 H) 8.62 (dd, J=2.29, 0.69 Hz,
1 H) 8.83 (t, J=6.07 Hz, 1 H)
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1BC NMR: 13.29, 42.49, 57.09, 65.36, 69.86, 79.03, 107.14, 121.15, 127.31, 127.56,
128.82, 137.72, 139.56, 148.47, 161.23, 166.95, 167.67

N-(3-((2-amino-2-oxoethyl)amino)-3-oxopropyl)-6-(4,5-dihydroxy-3-methyl-6-(piperidin-
1-karbonyl)-1,2-oxazinan-2-yl)nikotinamid 7 (5;2;1)

(@) (@)
HN o~
N N SN
T k@ i
Me OH
OH

Jako vychozi latka byl pouzit imobilizovany derivat 6 (5;2;1).
MS m/z pro Cx,H32NgO7: vypoéteno 492,23; nalezeno 493 [M+1]". Vytézek 16 %.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.05 (d, J=6.87 Hz, 3 H) 1.43 — 1.49 (m, 2 H)
1.51 - 1.60 (m, 4 H) 2.37 (t, J=7.10 Hz, 2 H) 3.38 - 3.61 (m, 10 H) 3.77 (t, J=2.75 Hz, 1 H)
4.08 (dd, J=9.62, 3.21 Hz, 1 H) 4.74 - 4.80 (m, 2 H) 6.85 (d, J=8.70 Hz, 1 H) 7.02 (br. s., 1 H)
7.29 (br. s., 1 H) 8.01 (dd, J=8.93, 2.06 Hz, 1 H) 8.10 (t, J=5.72 Hz, 1 H) 8.38 (t, J=5.50 Hz,
1 H) 8.60 (d, J=1.83 Hz, 1 H)

13C NMR: 12.70, 24.55, 25.83, 27.02, 35.91, 36.42, 42.39, 42.91, 46.60, 57.72, 65.08,
70.01, 74.88, 107.74, 121.84, 137.51, 148.10, 161.26, 165.05, 165.21, 171.38, 171.70

3-amino-N-(3-amino-3-oxopropyl)-4-((3,4,5-trihydroxy-6-oxo-6-(propylamino)hexan-2-
yl)amino)benzamid [8 (1;3;3)]

NH,

O
NH OH
NH OH

(@)
>—/7 Me
HoN HO NH
0]

Promyta pryskyfice 7 (1;1;3) byla smichana s roztokem Na,S,04 (6 mmol), K,CO4
(4,2 mmol) a ethylviologen dijodidem (10 mol %) ve smé&si DCM (5 ml) a H,O (5 ml).
Reakeéni smés byla tfepana 24h za pokojové teploty. Reakce byla promyta 3xDCM, 3xH,0,
3xDMF a 3xDCM. Z divodu nedoreagovani byl postup zopakovan jesté jednou.

MS m/z pro C19H31N5Og: vypoéteno 425,23; nalezeno 426 [M+1]". Vytézek 9 %.
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'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 0.78 (t, J=7.44 Hz, 3 H) 1.02 (d, J=6.41 Hz,
3 H) 1.33 - 1.40 (m, 2 H) 2.26 (t, J=7.21 Hz, 3 H) 2.94 - 3.04 (m, 2 H) 3.28 - 3.36 (m, 4 H)
3.57 (dd, J=9.16, 2.29 Hz, 1 H) 3.71 - 3.83 (m, 3 H) 4.06 (d, J=2.52 Hz, 1 H) 4.49 (d,
J=7.79 Hz, 1 H) 6.36 (d, J=8.47 Hz, 1 H) 6.78 (br. 5., 1 H) 6.97 - 7.06 (m, 3 H) 7.31 (br. s.,
1 H) 7.45 (t, J=5.95 Hz, 1 H) 7.86 (t, J=5.38 Hz, 1 H)
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6. ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala derivaty 1,2-oxazinu, jejich syntézou, metodami

pfemény, identifikaci a chiralni analyzou.

Teoretickd cast prace shrnula syntetické metody vedouci k 1,2-oxazintim, dihydro
1,2-oxazinim a 1,2-oxazinanim. Dale popsala metody pfemény 1,2-oxazinovych derivatu,
a to reakce vyuzivajici pfitomnost dvojnych vazeb a reakce zalozené na Stépeni N-O a C-O

vazeb. Na zavér se zamétila na biologickou aktivitu 1,2-oxazinovych derivatu.

Experimentalni ¢ast se zabyvala optimalizaci syntetické cesty a syntézou modelové
knihovny derivati oxazinu pomoci syntézy na pevné fazi a kombinatoridlni chemie.
Optimalizace reakéni cesty vychazela zjiz popsané syntézy derivatd 5 (3;1) a5 (3;2)*.
Prvnim moznym krokem byla tvorba aminokyselinového linkeru. Zde bylo zjisténo, ze Cas
dostacujici pro navazani aminokyseliny na Rinkovu pryskyfici 1 je 1 hodina. Pro syntézu
modelové knihovny byly zvoleny aminokyseliny B-alanin a glycin za tvorby derivati 2 (1)
a2(2) a dipeptidy B-Ala-Gly a Gly-B-Ala za tvorby derivatit 2 (4) a 2 (5). Druha
aminokyselina byla navazana podle stejného postupu jako prvni. Nasledovalo navazani
kyseliny 4-fluoro-3-nitrobenzoové za vzniku derivata 3 (R';1) a kyseliny 6-fluoronikotinové
zavzniku derivatd 3 (R%;2). Reakeni doba potiebna pro tento krok byla op&t zkracena
na 1 hodinu. Dalsim krokem byla substituce atomu fluoru hydroxylaminem. Podminky
pro tvorbu nitro derivati 4 (R';1) a pyridinovych derivati 4 (R';2) se v tomto kroku lisi.
Derivaty 4 (R';1) vznikly reakci s hydroxylamin hydrochloridem v pyridinu pii pokojové
teploté za dobu 17 h. Derivaty 4 (R%2) byly piipraveny reakci s hydroxylamin
hydrochloridem v dimethylsulfoxidu za pfitomnosti baze DBU pii 75°C za dobu 24 h.
V tomto kroku nastalo n€kolik problému s reprodukovatelnosti a univerzalnosti reakce, které
se vSak podafilo odstranit, zejména diky pouziti DBU jako béaze. Nésledovala tvorba
1,2-oxazinti 5 (R';X) pomoci HDA reakce. Oxidace hydroxylaminové skupiny probihala
in situ a byla nasledovana okamzitou HDA reakci s kyselinou sorbovou. Reakce byla u konce
JiZ po tfech hodinach. Dalsi reakci byla jiZ tvorba prvnich findlnich slouc¢enin, kdy dochazelo
kK tvorbé amidu 6 (Rl;X;Rz). Aby se zachovala univerzalnost tohoto kroku, byl reakéni Cas
stanoven na 24 h. V tomto kroku vsak byla zji§téna uréita limitace building blocku. Cast
téchto latek byla pfeménéna na dalsi sérii findlnich latek dihydroxy 1,2-0xazinany
7 (R%:X;RY). Bylo zjisténo, 7e pro kompletni konverzi téchto derivatd, je potiebné v prib&hu

reakce vymeénit reak¢ni roztok. Derivaty 8 (Rl;X; Rz) se podle ptivodné navrzenych reak¢nich
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podminek pfipravit nepodafilo, ale byla navrzena alternativni moznost ptipravy. Byla
vyzkousena redukce nitro skupiny za pozadovaného vzniku derivati 6 (R';3;R?)
a’ (R1;3;R2). Tyto derivaty se vSak pfipravit nepodafilo, jelikoz vedle redukce nitro skupiny
dochazelo ke Stépeni N-O vazby oxazinového cyklu. Podafilo se tak izolovat derivat

8 (1;3;3).

Podle takto upraveného postupu byla ptipravena modelova knihovna obsahujici sedm
derivatt 6 (R*;X;R?) a sedm derivati 7 (R*;X;R?). Na prikladu latek 6 (5;2;1) a 7(1;1;3) byla

provedena identifikace struktur pomoci 1D a 2D NMR experimentu.

Dale se tato Cast vénovala chirdlni separaci téchto derivati pomoci HPLC a SFC
metody. Pro nalezeni podminek pro chiralni separaci bylo zvoleno Sest latek. Pomoci HPLC
metody se podafilo rozdélit pouze pét latek a Cas potfebny k jedné analyze byl az 50 minut.
Oproti tomu pomoci SFC se podatilo rozdélit vSechny latky a cas potfebny k analyze byl
maximalné¢ 6 minut. SFC tak ptfedstavuje rychlou a efektivni metodu pro chiralni separace,
coz je dulezité pro budouci studium stereoselektivnich syntéz téchto derivatl, kdy bude tfeba

provadét celou fadu analyz z ditvodu optimalizace podminek.

80



7. LITERATURA

1. Uchida, I.; Takase, S.; Kayakiri, H.; Kiyoto, S.; Hashimoto, M.; Tada, T.; Koda, S,;
Morimoto, Y. Structure of FR 900482, a Novel Antitumor Antibiotic from a Streptomyces. J. Am.
Chem. Soc. 1987, 109, 4108-4109.

2. Terano, H.; Takase, S.; Hosoda, J.; Kohsaka, M. A New Antitumor Antibiotic FR-66979. J.
Antibiot. 1989, 42, 145-148.

3. D'Andrea, S.; Zheng, Z. B.; DenBleyker, K.; Fung-Tomc, J. C.; Yang, H.; Clark, J.; Taylor,
D.; Bronson, J. Synthesis and antibacterial activity of dihydro-1,2-oxazine and 2-pyrazoline
oxazolidinones: novel analogs of linezolid. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2005, 15, 2834-2839.

4. Yang, B.; Zhu, Z. C.; Goodson, H. V.; Miller, M. J. Syntheses and biological evaluation of
ring-C modified colchicine analogs. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2010, 20, 3831-3833.

5. Harrison, A.; Melchionna, M.; Franco, P.; Hlavac J. Solid-phase synthesis and analysis of
3,6-dihydro-2H-1,2-oxazines in their stereo- and regioisomer mixtures. New J. Chem. 2014, 38, 5491-
5499,

6. Yahya, R. K.; Kudva, N. U. N.; Rai, K. M. L. Synthesis of Derivatives of 6H-1,2-Oxazine
by Cyclization of Ketoximes With Derivatives of Terminal Acetylene Compounds. Int. J. Chem. 2014,
6, 26-34.

7. Homann, K.; Angermann, J.; Collas, M.; Zimmer, R.; Reissig, H. U. Synthesis of 6-Ethoxy-
6H-1,2-oxazines by Hetero Diels-Alder Reaction of 1-Bromo-2-ethoxyethene with a-Nitroso Alkenes.
J. prakt. Chem. 1998, 340, 649-655.

8. Salah EI-Din, A. M. Pyridazine, Oxazine, Pyrrole, and Pyrrolo[1,2-a]quinazoline
Derivatives from Malononitrile Dimer. Heteroatom Chem. 2003, 14, 612—616.

9. Fadda, A. A.; Mukhtar, M. M.; Refat, H. M. Utility of Activated Nitriles in the Synthesis of
Some New Heterocyclic Compounds. Am. J. Org. Chem. 2012, 2 (2), 32-40.

10. Abramovitch, R. A.; Dupuy, C. Photolysis of 2 -Azidopyridine 1 -Oxides. A Convenient
Synthesis of 1,2 - Oxazines. J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1981, 36-37.

11. Bodnar, B. S.; Miller, M. J. The Nitrosocarbonyl Hetero-Diels—Alder Reaction as a Useful
Tool for Organic Syntheses. Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50, 5630-5647.

12. Yang, K. Y.; Tae, J. Synthesis of Heterocycles Containing an N-O Bond by Ring-Closing
Metathesis of Dienes Tethered by Hydroxylamine. Synlett. 2003, 7, 1043-1045.

81



13. Kumarn, S.; Oelke, A. J.; Shaw, D. M.; Longbottom, D. A.; Ley, S. V. A sequential
enantioselective, organocatalytic route to chiral 1,2-oxazines and chiral pyridazines. Org. Biomol.
Chem. 2007, 5, 2678-2689.

14. Shade, W.; Reissig, H. U. A New Diastereoselective Synthesis of Enantiomerically Pure
1,2-Oxazine Derivatives by Addition of Lithiated Methoxyallene to Chiral Nitrones. Synlett. 1999, 5,
632-634.

15. Sukhorukov, A. Y.; Nirvanappa, A. C.; Swamy, J.; loffe, S. L.; Swamy, S. N.; Basappa;
Rangappa, K. Synthesis and characterization of novel 1,2-oxazine-based small molecules that targets
acetylcholinesterase. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2014, 24, 3618-3621.

16. El-Sayed, R.; Wasfy, A. A. F.; Aly, A. A. A. Synthesis of Novel Heterocycles with
Antimicrobial and Surface Activity. J. Heterocyclic Chem. 2005, 42, 125-130.

17. Karapetyan, V.; Mkrtchyan, S.; Dang, T. T.; Villiger, A.; Reinke, H.; Langer, P.
Regioselective synthesis of 6-halomethyl-5,6-dihydro-4H-1,2-oxazines based on cyclizations of
arylalkenyl-oximes. Tetrahedron. 2008, 64, 8010-8015.

18. Young, I. S. a Kerr, M. A. A Homo [3+2] Dipolar Cycloaddition: The Reaction of
Nitrones with Cyclopropanes. Angew. Chem.,Int. Ed. 2003, 26, 3023-3026.

19. Ganton, M. D. a Kerr, M. A. Magnesium lodide Promoted Reactions of Nitrones with
Cyclopropanes: A Synthesis of Tetrahydro-1,2-oxazines. J. Org. Chem. 2004, 69, 8554-8557.

20. Young, I. S. a Kerr, M. A. Three-Component Homo 3+2 Dipolar Cycloaddition. A
Diversity-Oriented Synthesis of Tetrahydro-1,2-oxazines and FR900482 Skeletal Congeners. Org.
Lett. 2004, 6, 139-141.

21. Tiecco, M.; Testaferri, L.; Bagnoli, L. Alkenyl Nitrones Cyclizations Induced by
Phenylselenenyl Bromide. A Convenient Synthetic Route to 1,2-Oxazines. Tetrahedron. 1996, 52
(19), 6811-6822.

22. Lu, M.; Zhu, D.; Lu, Y.; Hou, Y.; Tan, B., Zhong G. Organocatalytic Asymmetrica-
Aminoxylation/Aza-Michael Reactions for the Synthesis of Functionalized Tetrahydro-1,2-oxazines.
Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 10187 —10191.

23. Quin; L. D. a Roof, G. L. Rearrangement of 1-Methyl-2-arylpyrrolidine N-Oxides to
Tetrahydro-2-methyl-6-aryl-2H-1,2-oxazines. J. Org. Chem. 1962, 27, 4451-4454.

24. Zimmer, R.; Homann, K.; Angermann, J.; Reissig, R. U. Stereoselective Preparation of
4,5-Dihydroxy-5,6-dihydro-4H-1,2-oxazines and Their Derivatives. Synthesis. 1999, 7, 1223-1235.

82



25. Buchholz, M. a Reissig, R. U. Highly Stereoselective and Flexible Synthesis of 6-Alkoxy-
5,6-dihydro-4H-1,2-oxazines by Conjugate Addition of Organolithium Compounds to 6H-1,2-
Oxazines Followed by Trapping with Electrophiles. Synthesis. 2002, 10, 1412-1422.

26. Behr, J. B.; Cheuvrier, C.; Defoin, A.; Tarnus, C.; Streith, J. Asymmetric synthesis of potent
glycosidase and very potent a-mannosidase inhibitors: 4-amino-4-deoxy-L-erythrose and 4-amino-4,5-
dideoxy-L-ribose. Tetrahedron. 2003, 59, 543-553.

27. Patel, S. K.; Murat, K.; Py, S.; Vallée, Y. Asymmetric Total Synthesis and Stereochemical
Elucidation of the Antitumor Agent PM-94128. Org. Letters. 2003, 5 (22), 4081-4084.

28. Pulz, R.; Al-Harrasi, A.; Reissig, H. U. New Polyhydroxylated Pyrrolidines Derived from
Enantiopure 3,6-Dihydro-2H-1,2-oxazines. Org. Letters. 2002, 4 (14), 2353-2355.

29. Yamamoto, Y. a Yamamoro, H. Catalytic Asymmetric Nitroso-Diels—Alder Reaction with
Acyclic Dienes. Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44, 7082-7085.

30. Al-Harrasi, A. a Reissig, R. U. Ring Enlargement of Enantiopure 1,2-Oxazines to 1,2-
Oxazepine Derivatives and Their Palladium-Catalyzed Couplings. Synlett. 2005, 15, 2376-2378.

31. Helms, M. a Reissig, H. U. Ozonolyses of Enantiopure 4-Alkoxy-3,6-dihydro-2H-1,2-
oxazines: An Expedient Route to Functionalizeda-Amino-f-hydroxy Esters. Eur. J. Org. Chem. 2005,
998-1001.

32. Miyabe, H.; Moriyama, K.; Takemoto, Y. Regio- and Enantioselective Allylic Substitution
with Less Active N- or O-Nucleophiles Catalyzed by Iridium-Complex of Bis(oxazolinyl)pyridine.
Chem. Pharm. Bull. 2011, 59 (6), 714-720.

33. Lin, H.; Sun, X. W.; Lin, G. Q. Dual-Organocatalyst-Promoted Asymmetric Cascade
Reaction: Highly Efficient Construction of Enantiopure Fully Substituted Tetrahydro-1,2-oxazines.
Org. Letters. 2014, 16, 752-755.

34. Monbaliu, J. Ch. a Brynaet, J. M. [4+2] Cycloaddition of 1-phosphono-1,3-butadiene with
azo- and nitroso-heterodienophiles. Tetrahedron Letters. 2008, 49, 1839-1842.

35. Jasinski, M.; Watanabe, T.; Reissig, H. U. Samarium Diiodide Promoted Reduction of 3,6-
Dihydro-2H-1,2-oxazines: Competition of 1,4-Amino Alcohol Formation and Ring Contraction to
Pyrrole. Eur. J. Org. Chem. 2013, 605-610.

36. Le Flohic, A.; Meyer, Ch.; Cossy, J.; Desmurs, J. R. Synthesis of unsaturated
[1,2]oxazines by using sigmatropic rearrangements and the ring-closing metathesis reaction.
Tetrahedron Lett. 2003, 44, 8577-8580.

83



37. Krchinak, V.; Moellman, U.; Dahse, H. M.; Miller M. J. Solid-Supported Nitroso Hetero-
Diels—Alder Reactions. 3.Acid-Mediated Transformation of Cycloadducts by Scission of the Oxazine
C-0 Bonds. J. Comb. Chem. 2008, 10, 112-117.

38. Tabolin, A. A,; Lesiv, A. V.; Khomutova, Y. A.; loffe, S. L. Synthesis of a-Prolinols and
2-Amino-1,5-diols from Primary Nitroalkanes and Other Simple Precursors via Intermediacy of 5,6-
Dihydro-4H-1,2-oxazines. Synthesis. 2012, 44, 1898-1906.

39. Rajski, S. R. a Williams R. M. DNA Cross-Linking Agents as Antitumor Drugs. Chem.
Rev. 1998, 98 (8), 2723-2795.

40. Brulikova, L.; Hlavag, J.; Hradil, P. DNA Interstrand Cross-Linking Agents and their
Chemotherapeutic Potential. Current Med. Chem. 2012, 19, 364-385.

41. Taketo, M. M. Cyclooxygenase-2 Inhibitors in Tumorigenesis (Part I). J. Natl. Cancer
Inst. 1998, 90, 1529-1536.

42. Miller, C. R.; Oliver, K. E.; Farley, J. H. MEKL1/2 inhibitors in the treatment of
gynecologic malignancies. Gynecologic Oncology. 2014, 13, 128-137.

43. Manjula, M. K.; Rai, K. M. L.; Gaonkar, S. L.; Raveesha, K. A.; Satish, S. Synthesis of
new series of 5,6-dihydro-4H-1,2-oxazines via hetero DielseAlder reaction and evaluation of
antimicrobial activity. Eur. J. Med. Chem. 2009, 44, 280-288.

44. Toy, P. H. a Lam, Y. Solid-Phase Organic Synthesis: Concepts, Strategies, and
Applications. John Wiley & Sons, Inc., 2012. ISBN: 978-0-470-59914-3.

45. Krchinak, V.; Moellmann, U.; Dahse, H. M.; Miller, M. J. Solid-Supported Nitroso Hetero
Diels—Alder Reactions. 2. Arylnitroso Dienophiles: Scope and Limitations. J. Comb. Chem. 2008, 10,
104-111.

46. Kaplanek, R. a Krchnak, V. Fast and effective reduction of nitroarenes by sodium
dithionite under PTC conditions: application in solid-phase synthesis. Tetrahedron Lett. 2013, 54,
2600-2603.

84



8. PRILOHY

Seznam piiloh

Ptiloha 1: Zaznamy chromatogrami 1atky 6 (1;1;3) ...ooerveiiiininiiieiee e 86
Ptiloha 2: Zaznamy chromatogrami 1atky 6 (3;1;1) ...ooevveiiiiiiniiieice e 87
Ptiloha 3: Zaznamy chromatogramui 1atky 7 (1;1;3) ..eevveveiieiieicceeceee e 88
Ptiloha 4: Zaznamy chromatogramui 1atky 7 (4;1;3) ..eevvveveiieiiececeese e 89

85



Piiloha 1: Zaznamy chromatogramu latky 6 (1;1;3)
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RozliSeni a separacni faktory pro HPLC jsou uvedeny v tabulce (Tab. 19). Rozliseni
pro SFC jsou uvedeny v tabulce (Tab. 20).
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Priloha 2: Zaznamy chromatogramu latky 6 (3;1;1)
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RozliSeni a separacni faktory pro HPLC jsou uvedeny v tabulce (Tab. 19). Rozliseni

pro SFC jsou uvedeny v tabulce (Tab. 20).
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Piiloha 3: Zaznamy chromatogramu latky 7 (1;1;3)
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Rozliseni a separa¢ni faktory pro HPLC jsou uvedeny v tabulce (Tab. 19). Rozliseni
pro SFC jsou uvedeny v tabulce (Tab. 20).
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Piiloha 4: Zaznamy chromatogramu latky 7 (4;1;3)
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chromatogram z HPLC,
Cistd latka

chromatogram z HPLC,

surova smes

chromatogram z SFC,
¢ista latka

Rozliseni a separacni faktory pro HPLC jsou uvedeny v tabulce (Tab. 19). Rozliseni

pro SFC jsou uvedeny v tabulce (Tab. 20).
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